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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra analytické chemie
Kandidat: Mgr. Barbora Cervinkova

Skolitel: prof. RNDr. Petr Solich, CSc.

Skolitel specialista: doc. RNDr. Lenka Kujovska Krémova, Ph.D.

Nazev disertacni prace: Uplatnéni modernich separacnich technik v analyze biologického

materidlu

PredloZzend disertacni prace se zabyva vyvojem, optimalizaci a validaci novych
chromatografickych metod pro stanoveni vitaminl A a E, biomarker( zanétu a oxidacniho
poskozeni nukleovych kyselin, véetné jejich extrakce z biologickém materialu.

V prvni teoretické ¢asti prace jsou blize popsany jednotlivé analyty a moznosti jejich
stanoveni v biologickém materidlu, moderni trendy v kapalinové chromatografii a vybrané
valida¢ni normy v bioanalyze. Dale je zde diskutovdna manipulace s biologickym materidlem
od jeho odbéru po zpracovani v laboratofi — zejména problematika transportu a Upravy
vzorku.

Druha cast prace je rozdélena do dvou tematickych okruhd vénovanych komentarim
k publikovanym vystuptm. V prvnim okruhu jsou komentovany vyvinuté a publikované
analytické metody. Jako prvni je komentovana metoda zamérena na stanoveni lipofilnich
vitaminU v lidském séru pomoci miniaturizované LLE s ndaslednou selektivni separaci na
fluorované staciondarni fazi pomoci systému UHPLC s fluorescencni detekci a casem analyzy 4
minuty. Nasledné je diskutovano stanoveni kreatininu, biomarkert oxidacniho poskozeni DNA
a RNA v modi s vyuZitim extrakce na pevnou fazi, rychlé UHPLC separace véetné izotopové
znaceného vnitiniho standardu a citlivé tandemové hmotnostni detekce. Jako posledni je
komentovano stanoveni ¢asnych biomarkerd zanétu v exsudatu ran, plodové vodé a vypotku
pomoci jednoduché precipitace protein(, HPLC analyzy s vyuzitim monolitické stacionarni faze
druhé generace, PDA a fluorescencni detekce. Druhy okruh je vénovan komentarim k
publikovanym biomedicinskym aplikacim vyvinutych analytickych metod. Zde je diskutovano
stanoveni lipofilnich vitamind a zanétlivych biomarkerli u pacientl s nddorovym
onemocnénim a poskozenim sitnice.

V zévéru disertacni prace je uveden souhrn publikaci a ostatnich vystup(, na kterych

se autorka v ramci svého postgradudlniho studia podilela.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of Analytical Chemistry
Candidate: Mgr. Barbora Cervinkova

Supervisor: prof. RNDr. Petr Solich, CSc.

Supervisor specialist: assoc. prof. RNDr. Lenka Kujovska Krémova, Ph.D.

Title of dissertation: Application of modern separation techniques in the analysis of biological

material

The presented dissertation is focused on development, optimization and validation of
new extraction procedures and chromatographic methods for determination of vitamins A
and E, inflammation biomarkers, DNA and RNA oxidative stress products in biological matrices.

In the theoretical part of this work selected analytes and possibility of their
determination in biological materials are described. Moreover, modern trends in liquid
chromatography and bioanalytical validation guidelines are included. In this part, special
attention is focused on sample handling, transport and pre-treatment.

The second part is focused on published methods and divided into two sections. The
first section comments published developed analytical methods. As first method,
determination of lipophilic vitamins in human serum by miniaturized liquid-liquid extraction
with subsequent separation on fluorinated stationary phase using UHPLC system with
fluorescent detection in 4 min is discussed. Thereafter, determination of creatinine, DNA and
RNA oxidative stress biomarkers in human urine by selective solid-phase extraction, rapid
UHPLC separation including isotope labelled internal standard and sensitive tandem mass
spectrometry detection is described. As last method, determination of early inflammatory
biomarkers in amniotic fluid, malignant effusions and wound exudates by simple and fast
deproteinization, HPLC analysis using second-generation monolith stationary phase, PDA and
fluorescent detection is commented. The second section is focused on clinical research
publications. In these clinical studies, levels of lipophilic vitamins and inflammatory
biomarkers in malignant and eye disease are discussed.

List of author's publications, lectures, posters, grant projects and research internships

are included in the last part of dissertation work.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

o-TTP alfa tokoferol transportni protein

ACN acetonitril

AN Alzheimerova nemoc

AMAC octan amonny (ammonium acetate)

BH4 tetrahydrobiopterin

C18 fetézec obsahujici 18 atomu uhliku

CEHC 2,5,7,8-tetramethyl-2-(2'-karboxyethyl)-6-hydroxychroman

cv variacni koeficient

CL Cesky lékopis

DAD detektor s diodovym polem (diode array detector)

DLLME disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (dispersive liquid-liquid
microextraction

DNA deoxyribonukleova kyselina

DPX extrakce pomoci pInénych Spicek pipet (disposable-pipette extraction)

ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay

ELSD evaporative light scattering detector

EMA European Medicines Agency

ESI ionizace elektrosprejem

Eurachem Nadndarodni organizace zamérend na analytickou chemii v Evropé (A Focus for

Analytical Chemistry in Europe)

FA kyselina mravenci (formic acid)

FDA Food and drug administration

FLD fluorescencni detekce

FNHK Fakultni nemocnice Hradec Kralové

FNOL Fakultni nemocnice Olomouc

GC plynova chromatografie (gas chromatography)

GCHI guanosin trifosfat cyklohydrolaza |

GTP guanosin trifosfat

HDL lipoproteiny s vysokou hustotou (high density lipoprotein)
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HETP

HF-LPME
HILIC

HPLC

HR
ICH

IDO

IPA
IUPAC

INT-a
INT-y
Kyn

LC

LDL
LLE
LOD
LOQ
LLOQ
MDDR
MeOH
MEPS

MIP
MM
MW
MS

vySkovy ekvivalent teoretického patra (height equivalent to a theoretical
plate)

extrakce do dutého vldkna (hollow fiber-based liquid-phase microextraction)
chromatografie hydrofilnich interakci (hydrophilic interaction liquid
chromatography)

vysokouc¢innd  kapalinovd  chromatografie  (high-performance liquid
chromatography)

vysoké rozliseni (high resolution)

Mezinarodni konference o harmonizaci technickych poZzadavkd na registraci
humannich IéCiv (International Conference on Harmonization)

indolamin 2,3-dioxygendza

interleukin

isopropanol

Mezinarodni unie pro Cistou a uzitou chemii (International Union of Pure and
Applied Chemistry)

interferon alfa

interferon gama

kynurenin

kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

lipoproteiny o nizké hustoté (low density lipoproteins)

extrakce z kapaliny do kapaliny (liquid-liquid extraction)

limit detekce (limit of detection)

limit kvantifikace (limit of quantification)

dolni limit kvantifikace (lower limit of quantification)

Uprava vyzivy pfi onemocnéni ledvin (modification of diet in renal disease)
methanol

mikroextrakce pomoci plnéného tuhého sorbentu (microextraction by
packed sorbents)

molekuldrné vtisténé polymery (molecularly imprinted polymers)
mozkomisni mok
molekulovd hmotnost (molecular weight)

hmotnostni spektrometrie (mass spektrometry)
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MS/MS
Neo
PEEK
PhEur
PP
Ret
RAM
RCF
RNA
RP
RSD
SALLE
SBSE
SDME
SLE
SPE
SST
SUKL
Trp
TDO
TFA
TNF-a
UHPLC

uLoQ
uspP
UVv/VviS
VLDL
80H2dG
80OHG

tandemova hmotnostni spektrometrie (tandem mass spektrometry)
neopterin

polyether ether keton

Evropsky lékopis (European Pharmacopoeia)

precipitace protein(

retinol

materidly s omezenym pristupem (restricted access material)
relativni odstrediva sila

ribonukleova kyselina

reverzni faze (reverse phase)

relativni smérodatnd odchylka (relative standard deviation)
extrakce vysolovanim (salting-out liquid-liquid extraction)

extrakce na magnetickém michadle (stir bar sorptive extraction)
extrakce do jedné kapky rozpoustédla (single-drop microextraction)
extrakce do kapaliny podporend pevnou fazi (solid supported liquid extraction)
extrakce na pevné fazi (solid-phase extraction)

test vhodnosti systému (system suitability test)

Statni Ustav pro kontrolu léciv

tryptofan

tryptofan 2,3-dioxygenaza

kyselina trifluoroctova (trifluoroacetic acid)

tumor nekrotizujici faktor alfa

ultra-vysokoucinna kapalinovd chromatografie (ultra-high performance liquid
chromatography)

horni limit kvantifikace (uper limit of quantification)

Americky lékopis (United States Pharmacopeia)

ultrafialova — viditelna oblast svétla

lipoproteiny o velmi nizké hustoté (very low density lipoprotein)
8-hydroxy-2-deoxyguanosin

8-hydroxyguanosin

15N5-80H2dG °N5-8-hydroxy-2-deoxyguanosin
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1 UvoD

V poslednich letech dochazi k vyraznému rozvoji laboratorni mediciny, kdy se stale
zvysuje pocet dostupnych diagnostickych metod, laboratornich test( a vySetfovacich postup(.
Laboratorni vysetrenijiz dnes pfinasi velké mnoZstviinformaci o stavu pacienta a jejich vyznam
neustdle roste. Soucasné jsou na klinické laboratofe kladeny stale vyssi naroky na kvalitu
analyz a musi celit ndporliim velkého mnozZstvi vzorkd. Ty je nutné zpracovat v relativné
kratkém cCase s dostatecnou citlivosti a spolehlivosti. Ztoho divodu jsou dnes stale Castéji
vyuzivany v klinickych laboratorich chromatografické metody, nabizejici rychlé, robustni a
citlivé analyzy s moznosti kvantifikace vice analyt(i v jedné komplexni matrici.

V oblasti kapalinové chromatografie jsou vyuzivany univerzalni vysokoucinné (HPLC) a
ultra-vysokoucinné systémy (UHPLC). Systém UHPLC byl na ¢esky trh uveden pfiblizné pred
deseti lety, a protoze poskytuje velmi rychlé analyzy nasel své uplatnéni v mnoha oblastech
vcetné bioanalyzy. Mezi novinky v separacich, vyuzZité v této praci, patfi vysoce selektivni
staciondrni faze na bazi fluoru a fenylu. Ty poskytuji unikatni interakce specifické pro analyty
s aromatickou strukturou. V oblasti material( analytickych kolon jsou stale ¢asté&ji vyuzivany
povrchové porézni Castice a monolitické sorbenty. Novym trendem jsou monolitické
staciondrni faze druhé generace poskytujici vysoké rozliseni a vyssi separacni uc¢innost.

V oblasti extrakénich technik je dnes kladen ddraz zejména na malou spotiebu
biologického materidlu a organickych rozpoustédel, tak aby nové metody co nejméné
zatéZovali pacienta a Zivotni prostfedi. Dalsim trendem je miniaturizace a automatizace
konvencnich extrakénich technik. Automatizované metody nabizeji ¢asovou i persondlni
usporu, coz vede ke snizeni celkovych ndkladl na provadéné analyzy. Miniaturizace jiz
pouzivané metody umozni zpracovani vétsich sérii vzorkl s nizsimi spotfebami rozpoustédel
a biologického materialu.

Biologicky material predstavuje komplexni systém s celou skalou biochemickych a
fyzikdlnich interakci. V oblasti bioanalytickych aplikaci se nejcastéji jedna o analyzu malych
molekul (vitaminy, biomarkery). Vetsi molekuly jsou naopak analyzovany v proteomice.
Spoleénym cilem v oblasti klinického vyzkumu je objevit specificky biomarker pro urcité

onemocnéni a ten vyuzit v laboratorni diagnostice.
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2 CiLPRACE

Cilem této disertacni prace bylo vyvinout a validovat tfi nové bioanalytické metody na
bazi kapalinové chromatografie pro stanoveni lipofilnich vitamind, biomarker( oxida¢niho
poskozeni a zdnétu v riznych biologickych matricich. DalSim cilem byla modernizace jiz
zavedenych metod véetné miniaturizace extrakéniho postupu a urychleni chromatografické
analyzy. Poslednim cilem této prace bylo vyuzit vyvinuté analytické metody v klinické praxi za
ucelem ziskani novych informaci pro |é¢ebné postupy.

Pi vyvoji novych separacnich a extrakénich metod byl kladen ddraz na jejich rychlost,
jednoduchost a poutzitelnost v klinickém vyzkumu. Tyto metody byly zadany Vyzkumné
laboratotfi lll. interni gerontometabolické kliniky dle konkrétnich pozadavku a klinickych studii
Fakultni nemocnice Hradec Kralové (FNHK) a Fakultni nemocnice Olomouc (FNOL). Pouzity
biologicky material byl ziskan od pacientd hospitalizovanych ve FNHK a FNOL v souladu
s etickym protokolem. Jednalo se o mo¢, krevni sérum, plodovou vodu, vypotek a exsudat
z dlouhodobé Spatné se hojicich ran.

Dale byla naplini prace resSerSe literatury. Jejimz cilem bylo ziskat informace o
charakteru analytd, jejich klinickém vyznamu a moZnostech stanoveni véetné publikace
teoretickych znalosti formou souhrnného ¢lanku.

Prvnim ukolem bylo vyvinout novou UHPLC metodu s fluorescencni detekci pro
stanoveni retinolu a vSech izoforem tokoferolu v€etné miniaturizace postupu Upravy vzorku
na bazi extrakce z kapaliny do kapaliny. Druhym ukolem byla modifikace a zrychleni HPLC
metody pomoci monolitické kolony druhé generace pro stanoveni neopterinu, kynureninu a
tryptofanu v plodové vodé, vypotku a exsuddatu z dlouhodobé Spatné se hojicich ran s vyuZitim
fluorescenéni a UV detekce. Poslednim ukolem byl vyvoj nové UHPLC metody s UV a
tandemovou  hmotnostni  detekci pro stanoveni  8-hydroxy-2-deoxyguanosinu,
8-hydroxyguanosinu a kreatininu v moci véetné metody extrakce na pevnou fazi. Pfi vyvoji
metod s vicekrokovou extrakci bylo cilem vyuZit vnitfni standard ke korekci vysledka.
V pfipadé  analyzy  vitamind, tokol, a  biomarkerd  oxidaéniho  poskozeni
15N5-8-hydroxy-2-deoxyguanosin. Pro vyuZiti metod v klinickém vyzkumu a praxi byla nutna
validace dle platnych bioanalytickych norem a ovéreni jejich pouzitelnost analyzou

biologického materidlu.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Vybrané metody Upravy biologickych vzorkt pred analyzou

Extrakce a manipulace s biologickym materidlem patfi mezi zdkladni uUkony
v bioanalyze. V dnesni dobé patfi Uprava vzork( ke kritickym a také nejvice ¢asové narocnym
krokim v ramci celé analyzy. Mnohdy tyto Ukony zabiraji 60 az 70% z celkové manipulace se
vzorkem [1]. Tento fakt je pomérné limitujici zvlasté v oblasti analyzy biologickych vzorkd, kde
je nutné zpracovavat velké série v kratkém casovém useku.

Kvali komplexnimu charakteru realnych biologickych vzorkd neni vhodny jejich primy
nastfik do chromatografického systému, protoze by mohlo dojit k zaneseni jednotlivych
soucasti, snizeni ucinnosti kolony, zvyseni zpétného tlaku a v neposledni fadé také ke zkraceni
Zivotnosti kolony. Na zdakladé toho jsou biologické vzorky nejéastéji podrobeny alespon
jednomu nebo nékolika postuplim jejich Gpravy.

Volba spravného postupu Upravy vzorku ma kli¢ovy vliv na celkovy vysledek analyzy,
jak z kvalitativniho, tak i z kvantitativniho hlediska. Vhodna technika je vybrana na zakladé
miry komplexnosti vzorku, mnozstvi sledovaného analytu a koncentrace ostatnich
komponent. Takovy postup slouzi nej¢astéji k rozruseni komplexni matrice, zakoncentrovani
analyt(, odstranéni proteind, fosfolipidd a dalSich balastnich latek. Metody extrakce vzork(
zahrnuji Sirokou $kdlu technik, které Ize podle historie a ¢etnosti pouZiti rozdélit na techniky

konvencni a moderni. Schématické rozdéleni technik je na obrazku 1.
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Obrazek 1: Rozdéleni extrakcnich technik na ,modré” konvencéni a ,,rizové” moderni (prevzato ze

zdroje Novakova a kol. [1] a upraveno).
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Mezi ndroky na vhodnou extrakéni metodu patfi - spotifeba co nejmensiho mnozstvi
vzorku a organickych rozpoustédel a zaroven kratkd doba extrakce s minimalnim podtem
krokl. Metoda spliujici tyto pozadavky bude Setrnd k pacientovi i Zivotnimu prostredi a
vhodna pro extrakci vétsich sérii vzorka [2].

Metody Upravy vzorku, které byly vyuzity pro ptipravu podkladl této disertacni prace,
jsou extrakce na pevné fazi, extrakce z kapaliny do kapaliny a jeji miniaturizovana verze,
extrakce do kapaliny podporena pevnou fazi, centrifugace, filtrace a precipitace protein(.
Nasledujici kapitola se proto, kromé stru¢ného popisu ostatnich metod, bude blize vénovat

popisu téchto vybranych extrakénich technik.

3.1.1 Konvencni metody pro upravy vzorkl
Konvencni techniky jsou dlouhodobé znamé, rozSifené a v mnoha laboratofich
zavedené pro extrakci biologickych vzorkd. Mezi jejich vyhody patfi dobra optimalizace a

reprodukovatelnost.

3.1.1.1 Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakce z kapaliny do kapaliny (liquid-liquid extraction, LLE) je znama, dobre
prostudovana a hojné vyuZivana technika Upravy vzork(l. Metoda je zaloZena na bazi
rozdélovaciho koeficientu, kdy dojde k rozdélni cilového analytu mezi dvé vzajemné
nemisitelné kapaliny. Princip metody je velmi jednoduchy, analyt je extrahovan z vodné faze
(biologicky material) do organického s vodou nemisitelného rozpoustédla (nejcastéji hexan
nebo ethyl acetat). Takto ziskany extrakt je ¢asto inkompatibilni s analytickym systémem, a
proto je pred jeho nastfikem organické rozpoustédlo odpareno a odparek nasledné rozpustén
ve vhodné mobilni fazi.

Existuje nékolik moznosti, jak zvysit vytéZzek extrakce této metody, mezi né patfi
opakovana extrakce, zpétnda extrakce a iont-parové extrakce. V pfipadé opakované extrakce,
lze dosahnout vysSi vytéZznosti opakovanim extrakce nékolikrdt s menSim mnoZstvim
organického ¢inidla.

Extrakce z kapaliny do kapaliny je svyhodou pouzZivdna zvlasté kvali své malé
naroc¢nosti na pristrojové vybaveni, nizké cené, pouzitelnosti pro Siroké spektrum analytl a
moznosti automatizace a miniaturizace. K nevyhoddm metody patfi tvorba zakal( a emulzi,

manualni naro¢nost a velka spotfeba organickych rozpoustédel.
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V literature jsou popsany metody, kdy byla extrakce z kapaliny do kapaliny provedena
v miniaturizovaném usporadani. K extrakci byly vyuzity mikrotitracni desticky, Eppendorf
zkumavky ¢i vialky. V takovém provedeni dojde ke znacné Uspofe organickych rozpoustédel i
¢asu nezbytnému pro extrakci jednoho vzorku. Automatizace metody v mikrotitra¢nich

desti¢kach byla jiz také v literature popsana [1, 3].

3.1.1.2 Extrakce na pevné fazi

Technika extrakce na pevné fazi (solid-phase extraction, SPE) se fadi mezi nejvice
rozsifené a pouzivané metody extrakce, dobfe znamé jiz od roku 1970. Jeji princip spociva v
ucinné sorpci analytu na pevnou fazi, zatimco ostatni komponenty vzorku jsou sorbovany v co
nejmensi mife. Zachyceny analyt se pak uvolni ze sorbentu zahfatim a/nebo eluci vhodnym
rozpoustédlem. V prvnim kroku extrakce je analyt zadrzen pomoci interakci na pevné fazi a
nasledné je z ni eluovan vhodnym cinidlem. Fazi mohou byt naplnény kolonky, mikrotitrac¢ni
desticky i pipetovaci Spicky. Cilem extrakce je zakoncentrovani analytll, odstranéni balastnich
latek a ziskani Cistého extraktu s minimalizaci interferenci z komplexnich matric.

Jednotlivé kroky SPE jsou kondicionace, ekvilibrace, aplikace vzorku, promyti a eluce.
Vsechny tyto kroky je nutné pri vyvoji metody optimalizovat a vyznamny je také vybér
vhodného sorbentu a Uprava vzorku pred samotnou extrakci.

Vybér vhodného sorbentu ma zasadni vliv na vytéZnost celé extrakce. Na trhu je
dostupné Siroké spektrum sorbentl obdobnych jako stacionarni faze pro kapalinovou
chromatografii (LC). P¥i vyvoji SPE metody, lze volit z celé skaly fazi napfriklad polarni,
nepolarni, iontové vyménné, vicemodalni, imuno-sorbenty a dalsi. Na zakladé charakteru
analytu, druhu matrice a jeho predpokladanych koncentraci ve vzorku si zvolime optimalni
druh sorbentu, naptiklad polymerni pro extrémni pH vzorku, vice modalni ¢i molekulové
vtisténé polymery pro vysoce selektivni analyzy.

Pfed samotnym zahdjenim extrakce je vhodné vzorek upravit a zbavit pevnych ¢éstic,
které by mohly zanést péry v sorbentu. Nejcastéji se pro tyto ucely vyuziva dprava pH Ci
iontové sily, centrifugace a precipitace proteind.

Pevny sorbent je pfed nanesenim vzorku tfeba kondicionovat. Cilem kondicionace je
aktivace funkénich skupin, nej¢astéji pomoci methanolu ve dvojndasobném objemu kolonky.
Na kondicionaci navazuje ekvilibrace, kdy dojde k vytvoreni rovnovahy na fazovém rozhrani,
ktera bude idealni pro budouci aplikaci roztoku vzorku. K ekvilibraci je nejé¢astéji volen roztok

blizky pouZitému biologickému materialu, pro mo¢ a krev se vyuziva voda nebo pufr.
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Pfi aplikaci vzorku je velice dUlezité respektovat vlastnosti zvoleného sorbentu.
V nékterych pripadech je vhodné sorbent nechat volné nasaknout vzorkem na zdakladé
gravitacni sily a az po chvili regulovat rychlost pratoku pomoci vytvoreni vakua.

Promyti sorbentu je pouze volitelny krok, pti kterém dochazi k odstranéni zadrzenych
balastnich latek z matrice na pevném nosici. Tyto latky by byly v nasledujicim kroku eluovany
a puUsobily jako interference pri LC analyze. K promyti sorbentu se nejcastéji vyuZivaji
rozpoustédla nejméné blizka svoji polaritou cilovému analytu. Jako promyvaci roztok pro
odstranéni soli a jinych interferujicich polarnich analyt( je volena voda nebo pufr s upravenym
pH.

Poslednim krokem pfi SPE je eluce cilového analytu z pevného sorbentu. Jako eluéni
¢inidlo se vyuziva rozpoustédlo s nejvyssi afinitou k cilovému analytu. Velkou vyhodou je
oproti LLE mozZnost eluce nejen organickymi rozpoustédly. Jako elucni Cinidlo je idealné
pouzita faze vychazejici z podminek chromatografické metody. Pro dalsi zakoncentrovani
analytu a zménu media je moZné eluat odpafit a nasledné odparek rozpustit v adekvatnim
mobilni fazi.

Mezi vyhody této techniky patii vysoka vytéZznost, moznost zakoncentrovani analytu,
mensi spotieba toxickych organickych rozpoustédel v porovnani s dalSimi konvencnimi
technikami, moZnd automatizace i provedeni on-line. Nevyhodou jako u vétSiny konvencnich
technik zUstava vysoka spotireba rozpoustédel a vzorku, ¢asova naroc¢nost metody, mnoha

krokova extrakce a omezena reprodukovatelnost mezi jednotlivymi Sarzemi [1, 4].

3.1.1.3 Extrakce do kapaliny podpofena pevnou fazi

Extrakce do kapaliny podporend pevnou fazi (Solid Supported Liquid Extraction, SLE) je
zndma jiz od roku 1980. Tato technika zaZila velky ndvrat v roce 2015, kdy zacala byt
podporovana na evropském trhu firmou Phenomenex. Metoda SLE vyuZiva absorpce analytu
na pevny inertni nosi¢, a proto jeji usporadani pripomina spise SPE. Pevna faze ale na rozdil od
SPE faze nedisponuje Zadnou selektivitou k vybrané skupiné analyt( a jednd se pouze o nosic
na bazi chemicky inertni kifemeliny.

Pfi praktickém provedeni SLE neni nutné na rozdil od SPE provadét kondicionaci ani
aktivaci sorbentu. Po naneseni vzorku na pevny nosi¢ je ponechan ¢&as, aby doslo k jeho
rovnomérnému nasyceni sorbentu vzorkem. Na spodni ¢asti sorbentu je umistén hydrofobni
filtr, aby se zabranilo okamzitému proteceni vodné casti vzorku. Po naneseni organického

rozpoustédla dochazi vlivem gravitace k postupnému strhavani analytu ze sorbentu aZ do
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sbérné nadoby. Krok eluce je ¢asto pro zvySeni vytéznosti extrakce opakovan. Vzniklé eluaty
jsou nasledné spojeny, odpareny a odparek je rozpustén idealné v mobilni fazi.

Vyhodou této techniky oproti LLE je mensi manualni naro€nost, nepfitomnost emulzi
a zakalu, eliminace tfepani, michani, centrifugace a odebirani organické faze. K nevyhodam
patii pouziti organickych rozpoustédel typu hexan a ethyl acetat.

Metodu SLE je mozné provadét bud'v kolonkach s rznym mnozstvim sorbentu nebo v
mikrotitraénich destickdch. Tato technika nabizi pomérné jednoduchou mozZnost

automatizace [1, 3]. Schéma SLE techniky je zndzornéno na obrazku 2.

Krok 1 Krok 2 Krok 3
naneseni vzorku Inkubace eluce

|——] = =

analyt
B komplexni matrice
SLE sorbent

Obrazek 2: Schéma SLE extrakce (prevzato ze zdroje Sopachem Analytical [5] a upraveno).

3.1.1.4 Precipitace proteini

Odstranéni proteinl (protein precipitation, PP) z biologického materidlu patfi mezi
tradicni a ¢asto vyuZivané metody Upravy vzork( pred naslednou analyzou. Tato technika je
jednoduchd, rychld, levnd a nenarocnd na pristrojové vybaveni i optimalizaci. Precipitace
protein(l je Casto volena v pfipadech, kdy je nevhodny pfimy nastfik biologického vzorku do
chromatografického systému, aby nedoslo k jeho zaneseni, zhorSeni Ucinnosti kolony a pfi
hmotnostni detekci (MS) ke kontaminaci iontového zdroje. Vyhodou precipitace je odstranéni
az 98% protein(l vSech velikosti ze vzorku a moZnost automatizace. K nevyhoddm patfi nizka
specificita, mozZnost vazby analytu na precipitdt, nafedéni vzorku, pritomnost zbytkovych
fosfolipid( a dalSich moznych interferenci, které v ptipadé MS detekce zvysi pravdépodobnost
vyskytu matricovych efekta.

K odstranéni protein( ze vzorku dochazi bud pomoci chemické precipitace, enzymové

deproteinace nebo fyzikalné-chemickych metod.
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Chemicka precipitace proteind se provadi pridanim silné kyseliny (kyselina
chlorovodikov3, trichloroctova, chlorista), organického rozpoustédla (methanol, acetonitril),
soli vicemocnych iontl (siran zinecnaty, siran médnaty) nebo pomoci pfirodnich latek typu
tanin.

Pfi enzymové deproteinaci se vyuziva plsobeni proteolytickych enzym( napftiklad
papainu, trypsinu, proteaz a dalsich.

K odstranéni proteini pomoci fyzikadlné-chemickych metod je mozné vyuzit zvysené ci
snizené teploty, ultrazvukové lazné ¢i membranové filtrace. V poslednim pripadé je vyuzivana
semipermeabilni membrana v kombinaci s centrifugaci. Na této membrané dochazi k zachytu
proteinl na zakladé velikosti a do permeatu prochazi pouze volné analyty [1, 2].

Po vysrazeni proteinli nasleduje centrifugace a filtrace supernatantu pred LC analyzou.
Vlastnosti supernatantu mohou byt ovlivnény na zakladé zvoleného ¢inidla, to mizZe zpUsobit
napfiklad limitni hodnotu pH, vysokou koncentraci soli, rozklad analyt nebo vznik komplexu

s kovy.

3.1.1.5 Centrifugace a filtrace

K centrifugaci neboli odstredéni se vyuzivaji centrifugy, kde dochazi k oddéleni smési
kapalin nebo smési kapalin a tuhych latek pomoci odstredivé sily. Odstrediva sila se vyuziva
pro oddéleni latek na zakladé hustoty a zrychleni procesu sedimentace. Rychlost centrifugace
je nejcastéji udavana jako odstredivé gravitacni zrychleni (g) nebo relativni centrifugacni sila
(RCF). Centrifugy jsou dnes béiné vybaveny vyménnymi rotory a tim umoZniuji pouZzit pfi
centrifugaci sklenéné zkumavky, Eppendorf zkumavky ¢i mikrotitracni desticky. Po Uspésné
centrifugaci je mozné roztok vyuzit pro ptrimy ndstfik do chromatografického systému.

Vyhodu centrifugace je jeji jednoduchost, manualni nendrocnost a rychlost. Mezi
nevyhody patii oddéleni sloZzek pouze na zakladé vyrazné odlisnosti ve velikosti, vznik emulzi
a vyssi pofizovaci naklady na vybaveni [6].

Filtrace spolecné s prostym zfedéni vzorku se rfadi mezi nejjednodussi techniky pro
Upravu biologického materialu. Filtraci biologického materidlu prfed analyzou dojde k
odstranéni slozek matrice, které by potencidlné mohly zplsobit zaneseni nékterych casti
pfistroje. Dale se filtrace vyuziva pro ziskani Cistého extraktu pfed dalsi extrakci nebo naopak
po extrakci pred nastfikem do chromatografického systému [3].

K filtraci biologického materialu se v rutinnich laboratofich nejéastéji pouZivaji

jednorazové nylonové filtry, spin zkumavky sfiltry a filtraéni mikrotitracni desticky
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(Obrdazek 3). Vyuziti mikrotitracnich desti¢ek poskytuje vyznamnou usporu mnozstvi
biologického materialu a ¢asu, kdy je mozné filtrovat az 96 vzork( v jedné sérii. Pocet vzorku
je ovlivnén typem a velikosti mikrotitracni desti¢ky. MnoZstvi pouzitého biologického

materialu se lisi podle typu desticky, zpravidla se jedna o pfiblizné 160 pl.
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Obrazek 3: MozZnosti filtrace vzorkl — jednorazové filtry, spin zkumavky a mikrotitracni desticky

(pFevzato ze zdroji Merck Millipore [7], Dot Scientific [8] a Pall Corporation [9]).

3.1.2 Moderni mikroextrakcni techniky pro upravu vzorku

V soucasné dobé existuje velké mnozstvi modernich mikroextrakénich metod uréenych
pro Upravu biologickych vzorkd pred analyzou. Vyhodou mikroextrakci je provedeni
v miniaturizovaném formatu s minimalnimi spotfebami a vyuZitim novych materialQ.
Mikroextrakce ¢asto splniuji pozadavky na moderni techniky, a to zejména kratky cas extrakce
s nizkymi spotfebami. Pfesto jsou momentalné tyto techniky pouzivany spiSe ve vyzkumu, a

to zejména kvuli naroklim na pfistrojové vybaveni a omezené robustnosti.

3.1.2.1 Mikroextrakéni techniky

Mikroextrakéni techniky vychdazeji ze dvou zdkladnich konvencnich postupl, a to
extrakce na pevnou fazi a extrakce z kapaliny do kapaliny.

Moderni mikroextrakéni techniky vyuZivajici extrakce z kapaliny do kapaliny mGzeme
levnéjsi techniky patti extrakce vysolovanim (salting-out assisted liquid-liquid extraction,
SALLE) a disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (dispersive liquid-liquid micro-
kapky rozpoustédla (single-drop microextraction, SDME) a extrakce do dutého vldkna
(hollow-fiber liquid phase micro-extraction, HF-LPME). Nevyhodou mikroextrakcnich technik
na bazi LLE je nutnost zkusené a opatrné manipulace v prabéhu celé extrakce. Tyto techniky

nasly své uplatnéni spiSe na védecké Urovni ve farmaceutické, potravinarské a
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environmentalni analyze. Pro praktické pouZziti v rutinnich laboratofich se zatim obecné jevi
jako malo robustni [1].

Mezi moderni mikroextrakéni techniky zaloZzené na principu SPE patfi mikroextrakce
pomoci plnéného tuhého sorbentu (micro-extraction by packed sorbent, MEPS), sorpcni
extrakce na michadle (stir bar sorptive extraction, SBSE), mikroextrakce na pevné fazi (solid
phase micro-extraction SPME) a extrakce pomoci plnénych Spicek pipet (disposable pipette
tip extraction, DPX). Jednd se o techniky manualné méné naroc¢né oproti LLE mikroextrakcim,
mezi kterymi vynika MEPS a DPX svou rychlosti. PFi extrakci MEPS se vyuZzivda Hamiltonova
stfikacka, ve které je prfimo vloZzeno a utésnéno malé mnozZstvi tuhého sorbentu (cca 1 az
2 mg). Tento sorbent je v pfipadé vypotiebovani nebo zmény jednoduse vyménén
od$roubovanim pojistné matice. Zivotnost sorbentu zavisi na konkrétnim pouZitém
biologickém materialu, ale priblizné se jedna o 40 az 100 vzorkt [10]. Na obdobném principu
jako MEPS je provadéna i posledni dobou stale vice popularni DPX extrakce s tim rozdilem, zZe
sorbent neni umistén ve stiikacce ale v pipetovacich Spickach. Mezi metody nejméné zatézujici
Zivotni prostredi patfi SBSE, kdy jsou analyty extrahovany pomoci staciondrni faze nanesené
na magnetickém michadle podle rozdélovaciho koeficientu. Tyto metody maji prakticky
nulovou spotrebu organickych rozpoustédel a primarné jsou vhodné pro extrakci nepolarnich
analyt s odliSnymi strukturami. Nejvétsi limitaci SBSE metody je dlouhy proces desorpce
analyt [11]. Mikroextrakéni techniky na bazi SPE nasly vyuZiti zejména v experimentalni

bioanalyze a environmentalni analyze.

3.1.2.2 On-line extrak¢ni techniky

On-line extrak¢ni techniky jsou s vyhodou vyuZivany zvlasté proto, Ze spliuji naroky na
moderni metody Upravy vzorkdy, jako jsou automatizace, Uspora ¢asu a lidského faktoru. Kvali
davkovani celého objemu vzorku do analytického systému disponuji tyto metody vyssi
citlivosti v porovnani s off-line extrakénimi technikami.

Mezi extrakéni techniky zapojené pfimo do chromatografického systému fadime
chromatografii s turbulentnim pratokem, kapildrni mikroextrakci na pevné fazi a materialy s
omezenym pfistupem (restricted access media, RAM). Chromatografie s turbulentnim
pratokem vyuZziva jevu turbulence, kdy dochazi k narlstu pfevodu hmoty pro malé molekuly
a zvysSeni vifivé difuze. Tato technika je zvlasté vhodna pro primy nastfik biologického
materidlu do LC systému, kdy dochazi k separaci malych molekul analytu od makromolekularni

matrice. Zajimavou moznosti je také vyuZiti biokompatibilnich RAM materidld pro pfimy
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nastfik biologickych vzorkd do chromatografického systému. Tento materidl je tvoren
sorbentem s velmi malymi pdéry umoznujicim rozdélit matrici do frakci podle molekulové
hmotnosti. Zaroven diky Upravé vnéjsiho povrchu materidlu a velikosti pori neni umoznén
vstup vysokomolekularnim latkdm do ¢astice RAM. Tyto materidly s vyhodou vyuZivaji
kombinace dvou extrakénich principli, a to extrakce na pevnou fazi a vylucovaci
chromatografie (size exclusion chromatography, SEC). Zivotnost RAM materidlu byla v

minulosti v literatufe odhadovana na 200 aZz 2000 nastrikd [1, 12].

3.1.2.3 Vysoce selektivni extrakéni metody

Moderni vysoce selektivni extrakéni techniky jsou zaloZzeny na principu extrakce na
pevnou fazi s vyuZitim specialné navrzenych sorbentll pro izolaci analytl ze sloZitych matric.
Mezi zastupce takovych metod patii SPE s molekuldarné vtisténymi polymery (molecularly
imprinted polymers, MIP) a imunoafinitni SPE.

Sorbenty MIP, které jsou v dnesni dobé velmi popularni, umoznuji selektivni extrakci
cilovych analytl diky jejich specidlné navriené strukture. Tyto sorbenty jsou vhodné pro
extrakce analytl z redlnych vzorkd komplexnich matric. Sorbenty MIP obsahuji synteticky
pfipravené dutinky se specialnimi vazebnymi misty urcenymi pouze pro vybranou skupinu
strukturné pribuznych latek. Praktické provedeni extrakce je identické s konvenéni metodou
SPE. S vyhodou je moZné sorbent pouZit opakovang, ale postupem Casu dochazi ke ztratam
specifickych vazebnych mist. Limitaci této metody je nizkd kapacita, mald specificita a
omezené spektrum sorbentd.

Imunoafinitni SPE nabizi proti MIP vice selektivni aZ specifické extrakce analytl z
komplexnich matric. Extrakce s vyuZitim imunoafinitnich sorbent( je zaloZzena na rekogni¢nim
mechanismu antigen-protilatka a vyuziva vysoké specificity protilatek v kombinaci s naslednou
separaci. V praxi jsou ale MIP sorbenty jednodussi na pripravu, chemicky i tepelné stabilnéjsi
a v pripadé dlouhodobého skladovani nedochazi k ovlivnéni afinity na rozdil od

imunoafinitnich sorbentd [1, 13].
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3.2 Vybrané separacni techniky a trendy v kapalinové chromatografii

3.2.1 Instrumentace pro kapalinovou chromatografii

3.2.1.1 Vysokoucinna a ultra-vysokouicinna chromatografie

Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) patfi mezi analytické separacni techniky vyuzivané k oddéleni, identifikaci a kvantifikaci
analytl ve smési. V pripadé kapalinové chromatografie je separace latek zaloZzena na jejich
rozdilné distribuci mezi nemisitelnou mobilni a stacionarni fazi. Pfistroj slouZici k provedeni
této techniky se nazyva kapalinovy chromatograf a sklada se ze zasobnik mobilni faze,
degaseru, vysokotlakého cerpadla, autosampleru, chromatografické kolony, detektoru a
zatizeni na vyhodnoceni ziskanych dat. Obecné schéma kapalinového chromatografu je

uvedeno na obrazku 4.
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Obrazek 4: Schéma kapalinového chromatografu (prevzato ze zdroje Waters [14] a upraveno).

Modernim trendem v oblasti separacnich technik je UHPLC (Ultra-High Performance
Liquid Chromatography), zahrnujici systémy pracujici za ultra vysokych tlak (15000 PSI, 1000
BAR, 100 MPa). Princip i efektivita této techniky z(stavaji stejné jako v pfipadé HPLC. Pfistroje
slouzici ke kapalinové chromatografii za extrémnich tlak(i jsou komercéné vyrabény od roku
2004, kdy byly predstaveny na trh firmou Waters (USA) jako UPLC (Ultra Performance Liquid
Chromatography). Tyto systémy byly v té dobé jiz dobtfe zndmé, ale byly vyuzivany pouze pro
védecké ucely. K jejich rozsifeni napomohla hlavné vyhodna kombinace s novymi

staciondrnimi fazemi s ¢asticemi mensimi nez 2 um. Podle van Deemterovy rovnice, ktera
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popisuje vztah mezi linedrni rychlosti a vySkou teoretického patra, je Ucinnost separace
nepfimo umérna velikosti ¢astic sorbentu.

Z praktického hlediska je UHPLC systém vybaven odolnym Sroubenim a robustnim
Cerpadlem, aby odolal vysokym tlakiim a teplotam. Jednotlivé soucdstky jsou vyrobeny z
vysoce odolnych materidll typu ocel, pozlacend ocel, PEEK (polyether ether keton) a jejich
kombinaci. Tento systém dale disponuje minimalnim mimo-kolonovym objemem, vysokou
frekvenci sbéru dat a rychlym davkovacem. Ideadini stacionarni faze pro UHPLC vyuZiti maji
Castice s priimérem pfriblizné 1,7 um. Vyuziti ¢astic jeSté s mensim prdmérem nez 1,7 um vede
k minimdalnimu zvysSeni uUcéinnosti na ukor maximalniho navysSeni zpétného tlaku. V UHPLC
systému jsou vysoké ndroky kladeny i na mobilni fazi a vSechny pouzivané roztoky.
Rozpoustédla, pufry a modifikatory musi splfiovat kritéria na minimalni obsah necistot a velice
nizky obsah alkalickych kov.

V porovnani s konven¢nim HPLC poskytuje tento systém v kombinaci s vhodné
zvolenou stacionarni fazi a detekénimi podminkami rychlejsi a ucinnéjsi separace, nizsi meze
detekce, vyssi citlivost a v neposledni fadé nizsi ndklady na analyzu. Diky témto prednostem

nasel UHPLC systém vyuZiti v témér vsech prlimyslovych i klinickych odvétvich [1, 15, 16].

Autosampler pro mikrotitracni desticky

Modernim trendem v instrumentaci kapalinovych chromatograft je autosampler pro
mikrotitracni desticky. V takovém autosampleru je mozné skladovat velké mnozZstvi vzorku
v termostatovaném (4-40°C) a zdaroven pred svétlem chranéném prostoru. Odpareni a
zakoncentrovani biologického materidlu z mikrotitracnich desti¢ek brani speciadlni krytky.
Tento druh autosampleru je na nasem trhu dostupny napfiklad pod oznacenim Well-plate
Sampler od firmy Agilent (USA) nebo Rackchanger od firmy Shimadzu (Japonsko) viz.
obrazek 5. Vautosampleru Rackchanger je moiné skladovat az 4 608 vzork(l ve 12
mikrotitracnich destickach. Nej¢astéji je pouzito pouze malé mnozstvi vzork( a to 50-150 pl.
Autosampler tohoto druhu je ¢asto vyuZivan v bioanalyze, kde umozni pIné automatizované

kontinudlni davkovani velkych sérii vzork.
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Obrazek 5: Autosampler pro mikrotitracni desticky (prevzato ze zdroje Shimadzu [17]).

3.2.1.2 Detekce

Nezbytnou soucdsti kapalinového chromatografu je detektor, ktery umozni
identifikovat a kvantifikovat separované zény latek vystupujici z chromatografické kolony.
V minulosti se nej¢astéji v oblasti bioanalyzy vyuZivaly detektory typu UV/VIS &i FLD. Principem
UV/VIS je mérfeni absorbance eluatu v oblasti vinovych délek od 190 do 700 nm.
Sofistikovanéjsim typem tohoto detektoru je PDA neboli také DAD (detektor s diodovym
polem). Tento typ umozni zaznam celého spektra v redlném case v oblasti vinovych délek od
190 do 500 nm. Fluorescencni detektor zaznamenava sekundarni (emisni) zareni, které dany
analyt vyzari po absorpci primarniho (excitacniho) elektromagnetického zareni. Absorpci
zareni dojde k prechodu molekul analytu do vyssich vibracnich urovni a pfi prechodu do nizsich
urovni je absorbovand energie vyzarena jako fluorescence. Se zvysujicimi se naroky na rychlost
a citlivost novych metod dochazi krapidnimu nardstu vyuZiti MS detekce v analyze
biologickych vzork(. Vyhodou tohoto typu detektoru je kromé jeho vysoké citlivosti, moZnost
ziskani kvantitativnich i kvalitativnich informaci. Kvantitativni informace vypovidaji o
mnozstvim danych analyt( a kvalitativni o jejich strukture a identité. Nevyhodou jsou vysoké
potizovaci ndklady a vyssi cena jednotlivych analyz [1, 18]. V pfipadé vyuZiti pouze MS detekce
bez pfedchozi separace, je pfi analyze komplexnich matric biologického matridlu vysoké riziko

vzniku matricovych efektl véetné obtiznéjsi interpretace ziskanych dat [19].
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3.2.2 Trendy v kapalinové chromatografii

3.2.2.1 Technologie stacionarnich fazi

Core-shell castice

Technologie povrchové poréznich ¢astic (porous shell particles) vyuzivd pevného jadra
s poréznim povrchem. V dobé objeveni téchto ¢astic bylo neporézni jadro tvorené sklenénou
kulickou s povrchovou porézni vrstvou z uhliku ¢i silikagelu. Technologie vyroby byla pozdéji
zdokonalena, kdy tvorby homogenni porézniho obalu bylo dosazeno pomoci koloidnich
roztok a usporadani nanocastic. Celkovd velikost komercné dodavanych povrchové
poréznich ¢astic se pohybuje v rozmezi 1,6 az 5 um. Jadro ¢astice dosahuje priblizné trikrat
vétsiho priiméru nez povrchova vrstva, napriklad ¢astice 2,6 um je tvofena pevnym jadrem o
praméru 1,7 um s 0,5 um porézni vrstvou. Na nasem trhu je dnes tento typ Castic zastoupeny
v Sirokém spektru stacionarnich fazi od reverzni az po HILIC mdd. Prestoze skala funkénich
skupin je Siroka, iontové vyménné modifikace zatim nebyly pro komercni vyuziti uvedeny.
Nevyhody téchto ¢astic plynou z vyuziti silikagelu pro vyrobu porézniho povrchu, ten ma za
nasledek omezenou stabilitu ¢astic (do 60°C a pH 2-8). MoZnosti usporadani porézni vrstvy a

pevného jadra jsou popsany na obrazku 6.

Jedno pevné jidro pod Agregovand malé jédra pod Dutina s malym jidrem pod
kontinudlni porézni vrstvou kontinudlni porézni vrstvou kontinuédlni porézni vrstvou

Jedno pevné jidro pod nekontinuilni pordzni vrstvou Agregovand mali jidra pod
nekontinualni pordzni wstvou

Obrazek 6: Typy usporadani povrchové poréznich castic.

S vyhodou jsou kolony naplnéné povrchové poréznimi ¢asticemi pouzivany jak v HPLC,

tak UHPLC systémech, kde se vyznaduji velmi rychlymi separacemi s nizkym zpétnym tlakem.
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Tyto castice poskytuji vysoce ucinné a velmi rychlé separace. Na zakladé van Deemterovy
rovnice lze odvodit, Ze ke zvysené separacni ucinnosti dochazi diky malému priméru castic,
tenké vrstvé porézniho materidlu, pravidelné distribuci ¢astic v koloné a hustoté naplnéni
kolony. Vyhodou oproti klasickym pIné poréznim ¢dsticim je, Ze pfi difuzi povrchové poréznimi

¢asticemi musi analyty prekonat pouze minimalni vzdalenost uvnitf péru [20, 21].

Monolity

Monolitické kolony jsou na rozdil od ¢asticovych tvofeny jednim kusem porézniho
pevného materidlu. Tento material vytvari sit stfedné velkych a velkych péra. Stredné velké
péry (mesopdry) o prlimérné velikosti 13 nm disponuji velkym povrchem, diky kterému
umoznuji molekuldm analytl pristup k mistim interakce a tim zajistuji vysokou separacni
kapacitu. Velké pory (makropdry) vytvafi sit pratokovych kanalk( a tim zajistujici konvektivni
tok mobilni faze. Tyto pory maji primérnou velikost 2 um a jsou propojeny tak, aby pritokova
cesta byla co nejkratsi. Monolity rozdélujeme podle sloZzeni na anorganické a polymerni. Ty

mohou byt dale modifikovany, vybrané atypické modifikace monolit(i jsou na obrazku 7.

VYBRANE ATYPICKE MODIFIKACE MONOLITU

Zirkonium

Obrazek 7: Vybrané atypické modifikace monolitl (pfevzato ze zdroje Walsh a kol. [22] a upraveno).

Chemicka podstata anorganickych monolitd je na bazi silikagelu. Tento typ je
pripravovan hydrolytickou polymeraci tetramethoxy/tetraethoxysilanu ve vodném roztoku
kyseliny octové a polyethylenglykolu. Pfi jejich vyrobé je mozné presné ovlivnit velikost i
rozméry poru. Jejich nevyhodou, stejné jako vSech ostatnich staciondrnich fazi na bazi
silikagelu, je omezena stabilita v silné kyselém a bazickém prostredi. Monolit na bazi silikagelu
je mozné jednoduse modifikovat pro ziskani reverzni faze. Tento typ nasel své vyuzZiti pfi
separaci malych molekul i makromolekul [22, 23].

Nové od roku 2011 je znama druha generace monolitnich kolon na bazi silikagelu. Ta

byla na trh uvedena pod zastitou firmy Merck a je zndmad pod obchodnim ndzvem Chromolith®
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HighResolution. Rozdilem oproti prvni generaci je odliSna velikost a objem péra. Makropéry
zde dosahuji mensi velikosti 1,15 pm, mesopdry 15 nm a celkovy objem je 2,9 ml/g. Struktura
silikagelu je vice homogenni a celkové poskytuje vyssi separaéni ucinnost. Separacni Ucinnost
je Casto srovnatelnd s 2 um plné poréznimia 2,7 um core-shell ¢asticemi. Mezi nevyhody patfi
mirné zvyseni zpétného tlaku, které je ale zanedbatelné v porovnani s ¢asticovymi kolonami
[24].

Polymerni monolity byly v minulosti pfipravovany pfimo v dlouhych kolonach pomoci
jednokrokové polymerizace monomerl za zvysSené teploty. Zdrojem monomerd jsou
akrylamid, (meth)akrylat a styren. Posledni dva zastupci jsou nejcastéji pouzivany v bioanalyze
a vyznacuji se velkou stabilitou jak v kyselém, tak v bazickém prostfedi. Kromé monomeru se
polymerace uUcastni jeSté porogen a iniciator. Po probéhlé polymerizaci je sorbent promyt
rozpoustédlem, aby se odstranily nezpolymerizované latky. Dal$i mozZnosti pfipravy monolitd
je inkorporace monomeru s funkéni skupinou do jiz hotového polymeru. V zavislosti na
zpUsobu pripravy monolitu a sloZzeni polymerizacni smési dojde k tvorbé urcité struktury s
danou velikosti pérd. Modernim trendem je miniaturizovana syntéza monolitu v kapilarach ¢i
Cipech. Své uplatnéni nasly polymerni monolity zvlasté v proteomice, diky rychlé a ucinné
separaci makromolekul, polymerl i proteinl. Dale se vyuZivaji v klinické diagnostice k
profilovani proteinli a peptidd [1, 25].

Aplikace stacionarni faze na bazi monolitu v HPLC systému byla poprvé publikovana
v roce 1992 autory Svec a Fréchet [26]. Dnes jsou tyto stacionarni faze iroce vyuzivany zvlasté
diky svym hydrodynamickym vlastnostem, zachovani separacni Ucinnosti pfi pouZiti vysokych
pratokl, snadné pripravé a Siroké Skale modifikaci. Nejvétsi vyhodou oproti ¢asticovym
kolondm je moZnost pouZiti relativné vysokych priitoké s minimalnim zpétnym tlakem. Casto
jsou tyto faze aplikovany v bioanalyze a klinickém vyzkumu, kde se vyznacuji dlouhou

Zivotnosti, robustnosti a rychlymi analyzami.

3.2.2.2 Stacionarni faze na bazi fluoru

Fluorované stacionarni faze jsou vhodnou alternativou k tradi¢nim reverznim
alkylovanym fazim C8/C18. Tento typ obmén nabyva v poslednich letech na popularité a
nejcastéji se vyskytuje modifikace pentafluorofenyl. Fluorovana funkéni skupina maze byt na
silikagelu pripojena pomoci rtizné dlouhych alkylovych fetézc(, pro ilustraci je jeji struktura
uvedena s propylovym fetézcem na obrazku 8. Stacionarni faze s obsahem fluoru poskytuji

celou fadu interakci, jako jsou m-m, dipdl-dipél, iontové vyménné a dalsi. S vyhodou jsou tyto
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faze vyuzivany pro retenci bazickych latek, kdy poskytuji iontové vymeénné interakce. Specifika
této interakce ale zUstavaji neobjasnénd. Diky polarnim interakcim typu dipdl-dipdl je tato
stacionarni faze také vhodna pro separace malych polarnich analyt(i. V porovnani s alkylovymi
stacionarnimi fazemi bylo pozorovano lepsi zadrzeni fluorovanych analytl s rozdilnou
velikosti, prostorovym usporddanim a blizkou strukturou. V literature bylo publikovéno, ze
vysoce selektivnich a rychlych analyz je mozné dosdhnout pouzitim kombinace povrchové
poréznich ¢astic s fluorovanou stacionarni fazi. Tyto faze nasly své vyuziti v oblasti analyzy
vzorkud Zivotniho prostredi, biologického materialu, potravin a IéCiv. Jejich rozsifeni pomohl

fakt, Ze poskytuji rozdilnou retenci a selektivitu proti jinym reverznim fazim [27, 28].
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Obrazek 8: Pentafluorofenylova skupina pfipojend propylovym fetézcem na silikagel.

3.2.2.3 Stacionarni faze na bazi fenylu

Dalsi z alternativ ke klasickym reverznim fazim je faze s navazanym fenylem. Mezi jeji
zastupce patti fenyl-hexyl, fenyl-propyl, bifenyl a dalsi. Tyto modifikace jsou znamé jiz nékolik
let, ale s rozvojem chromatografie nabyvaji na popularité diky svym unikdatnim retenénim
vlastnostem. Hlavnim dlvodem pro jejich poutZiti je zesileni retencnich mechanismi na
zakladé m-mt interakci poskytovanych systémem konjugovanych dvojnych vazeb v aromatickém
jadre. Tento typ interakci se projevi, pokud cilovy analyt ma ve své strukture také aromat.
V takovém ptipadé byla pozorovana intenzivni retence analytll a v nepfitomnosti aromatu
stejna retence jako na reverzni fazi. Fenylova funkéni skupina muze byt na silikagel pfipojena
razné dlouhym alkylovym fetézcem, jehoZ struktura také ovlivni separacni kapacitu. Vliv na
ucinnost separace ma také pocet aromatickych skupin a pfitomnost endkapovanych skupin
silikagelu. Novinkou v této oblasti je stacionarni faze na bazi bifenylu. S vyhodou je vyuZivana

pro separaci aromatickych a polycyklickych latek [29, 30].

3.2.2.4 Chromatografie HILIC
Ackoliv se hydrofilni interakéni chromatografie (hydrophilic interaction liquid

chromatography, HILIC) nedd povaZovat za novinku v oblasti LC, nabyva v poslednich letech
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vyrazné popularity zvlasté v oblasti bioanalytickych aplikaci. Dvodem je ¢asta analyza malych
poldrnich molekul v komplexnich matricich. Malé vysoce hydrofilni a nenabité analyty jsou
problematicky separovany na reverznich fazich, kdy nejcastéji dochazi k jejich eluci v mrtvém
Case. PrestoZe je tato technika znama jiz vice jak 30 let, nebyl doposud pIné pochopen ani
objasnén jeji separacni mechanismus. HILIC a chromatografie na normalnich fazich se jevi jako
obdobny fenomén, ale lisi se mechanismem separace analytd. V HILIC mddu dochazi k retenci
analytl na zakladé rozdéleni mezi vodnou vrstvu imobilizovanou na sorbentu a prevainé
organickou mobilni fazi, zatimco v normalnim mddu je principem adsorpce na povrch
staciondrni faze. Podminkou Uspésnosti techniky HILIC je obsah alespon 5% vodné slozky
v mobilni fazi. Konkrétné byva jako mobilni faze vyuzita kombinace acetonitrilu a vody ¢i pufrt
s upravenym pH. S vyhodou je tento mdd pouzivan jako koncovka pro SPE v kombinaci s MS
detekci a ionizaci elektrosprejem [31, 32]. Schématické usporadani HILIC médu je zndzornéno

na obrazku 9.
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Obrazek 9: Princip chromatografie HILIC (pfevzato ze zdroje Waters [33] a upraveno).
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3.3 Pouzité analyty

Disertacni prace se zabyva vyvojem a validaci analytickych metod pro stanoveni
vybranych lipofilnich vitamina v lidském séru, biomarkert oxidativniho poskozeni nukleovych
kyselin v lidské moci a biomarker( zanétu v exsudatu z dlouhodobé Spatné se hojicich ran,
plodové vodé a vypotku. Jako dalsi analytv metodé stanoveni biomarkerll poskozeni
nukleovych kyselin byl zvolen kreatinin kv(li potfebé korekce diurézy.

Vybrané analyty budou proto v této kapitole blize popsany. Diskutovany budou hlavné
jejich vlastnosti, biosyntéza, klinicky vyznam v lidském organismu a moznosti stanoveni

pomoci chromatografickych metod.

3.3.1 Vitaminy

Vitaminy jsou esencialni nizkomolekuldrni slouceniny nezbytné pro chod Zivych
organizmu. Jsou to biokatalyzatory, které vykonavaji funkce antioxidantl, hormonl a
koenzym(. Podle fyzikalné-chemickych vlastnosti se tyto latky rozdéluji do dvou skupin,
hydrofilni (rozpustné ve vodé) a lipofilni (rozpustné v tucich). Do hydrofilni skupiny patfi

vitamin C a skupina vitaminu B. Mezi lipofilni fadime vitamin A, E, D a K.

3.3.1.1 Vitamin E (tokoferoly)

Vitamin E byl poprvé popsan v roce 1922 autory Evans a Bishop pfi reprodukcnich
experimentech provadénych na krysach a byl oznacen jako ,faktor plodnosti“ [34]. Tento
vitamin, nazyvany také vitamin X, byl objeven mezi prvnimi a patfi mezi zakladni antioxidanty.

Antioxidanty zahrnuji Sirokou sit koenzym( a vitamin(, ktera chrani zakladni struktury
v zivych organismech, jako jsou lipidy, proteiny a nukleové kyseliny pfed neustalymi ataky
reaktivnich radikal( a brani tak rozvoji oxidacniho stresu. Zakladni funkci vitaminu E je branit
peroxidaci lipidd. Tato schopnost klesa spoétem methylovych skupin ve strukture

(o> B >y > 6-tokoferol) [35].

Chemicka struktura

Vitamin E je souhrnné pojmenovani pro dvé skupiny pfirodnich latek — tokoferoly a
tokotrienoly z nichZ kazda je tvofena 4 derivaty (a, B, y, 6). Jednotlivé analogy se v ramci
skupiny lisi po¢tem methylovych skupin navazanych na chromanovém cyklu. DalSim rozdilem
v chemické strukture mezi tokoferoly a tokotrienoly je pocet dvojnych vazeb v alifatickém

fetézci. Chemické struktury tokoferoll a tokotrienold jsou na obrazku 10.
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Obrazek 10: Chemické struktury vitaminu E.

Metabolismus

Lidsky organismus nedokaze syntetizovat Zzadnou formu vitaminu E, na rozdil od rostlin
vybavenych enzymem tokoferol cyklazou, a proto je plné zavisly na jeho ptijmu potravou. Mezi
nejvyznamnéjsi zdroje vitaminu E patfi rostlinné oleje, ofechy, vaje¢né Zloutky, syry, avokado,
olivy a listova zelenina [36]. Vitamin E se v lidském organismu po pfijmu potravou absorbuje
ze stfevniho lumen, a poté je transportovan pomoci chylomikron( na mista uréeni jako jsou
tukova ¢i svalova tkan, ledviny a adrenergni Zlazy. Zbyla chylomikronova remnanta jsou poté
vychytavana v jatrech, kde je vitamin E bud' metabolizovan a vyloucen nebo transportovan do
dalSich organu [37]. Transport vitaminu E z jater do mist s velkym rizikem oxidace napf.
membran probiha pomoci transportnich protein(. Hlavnim transportnim proteinem, ktery se
nachazi v jatrech je 32-kDa alfa-tokoferol transportni protein (a-TTP). Afinita a-TTP se lisi
k jednotlivym tokoferoliim: a-tokoferol 100%, B-tokoferol 38%, y-tokoferol 9% a &-tokoferol
2% [38]. Mezi dalsi ale méné specifické transportni proteiny patfi napf. 46-kDa a 14,2-kDa

v placenté, mozku a jatrech [39]. Metabolismus vitaminu E je znazornén na obrazku 11.
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Obrazek 11: Metabolismus vitaminu E (pfevzato ze zdroje Cervinkova a kol. [40]).

Klinicky vyznam vitaminu E

Nedostatek vitaminu E patfi mezi vzacné onemocnéni, které je wvyvoldno
nedostatecnym pfijmem nebo poruchou metabolismu lipid(. Nedostatecny pfisun vitaminu E
potravou ma za nasledek zvyseni rizika vzniku oxida¢niho stresu a projevd s nim spojenych
[41]. Toxicita vitaminu E zatim nebyla prokazana a jedinou zndmou kontraindikaci k uzivani
vitaminu E jsou antikoagulancia.

Studiu vztahl mezi hladinou vitaminu E a pozitivnim ¢i negativnim vlivem na zavainé
onemocnéni bylo vénovano velké mnozstvi klinickych praci. Mezi nejvice prostudované oblasti
patfi vliv na neurodegenerativni, kardiovaskularni a onkologické onemocnéni. Vybrané vlivy
na tyto onemocnéni jsou shrnuty na obrazku 12.

Vliv vitaminu E na nervovou soustavu byl hlavnim impulzem, ktery vedlI ke studiu jeho
vztahu s neurodegenerativnimi chorobami [41]. Mezi popsané efekty vitaminu E v nerovném
systému patfi neurologické poruchy pfi jeho nedostatecnosti, prostup a-tokoferolu pres
hematoencefalickou bariéru, snizeni peroxidace lipidli a uklddani amyloidu v mozku. Na
zakladé téchto poznatk(l bylo provedeno nékolik klinickych studii, které bohuzel neposkytly
jednoznacéné zaveéry.

Fakt, Ze hladina vitaminu E vyrazné zasahuje do metabolismu lipidd, vedl ke studiu vlivu

vitaminu E na kardiovaskuldarni onemocnéni. PUsobeni vitaminu E na incidenci infarktu

myokardu, cévni mozkové prihody, ischemické choroby srdecni ¢i srdecniho selhani, byl
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predmétem nékolika klinickych studii. Bylo prokazano, ze pfi kratkodobé suplementaci se
snizuje riziko vzniku ischemické choroby srdecni.

Ochrana bunék pred rozvojem oxidaéniho stresu, vychytdvani nitroso sloucenin a
posileni imunitniho systému pomoci vitaminu E byly jedny z pfedpoklad( pro jeho pozitivni
protinadorovy efekt. V pripadé klinickych studii zabyvajicich se onkologickou problematikou
byly nejcastéji sledovany jednotlivé izoformy tokoferolli, pripadné jejich kombinace. Vlivu
vitaminu E na incidenci rakoviny prostaty se vénovalo nékolik rozsahlych klinickych studii, kde
nebyl prokdzan zadny efekt ani v pfipadé kombinované suplementace se selenem. Naopak
vyznamny vliv, a to sniZeni incidence rakoviny prostaty o 32% a snizeni Umrtnosti o 41% byl
zaznamenan pfi dlouhodobé suplementaci a-tokoferolem u kurak(. Dale byl prokazan
signifikantni pozitivni inhibicni efekt y- a 6-tokoferoll pfi nadorech prsu [42], plic [43], stfev

[44], vliv B-tokoferolu na onkologické gynekologické onemocnéni [45].

| VITAMIN E OVLIVNUJE |

KARDIOVASKULARN( svsrém'

NERVOVY SYSTEM ONKOLOGICKE NEMOCI

» Obrana protl peroxidacl * Inhlbice oxidace LDL * SniZeni mortallty u nddor(i

lipidd v mozku prostaty (a-tokoferal)
« Prevence aterosklerdzy

*  Ovlivnéni uklddani = SniZeni vyskytu rakoviny

amyloidu v mozku + SniZzenlrizika vzniku prostaty u kufaki {a-tokoferol)
Ischemické choroby

Pokles incidence AN a srdedni pfl kratkodobé Inhibice tvorby nddoarii prsu
demence suplementaci (y a 5-tokoferol)
Postienia-TTPvede k Prevence trombdézy Inhibice karcinogeneze plic a
ataxii stiev (y-tokoferol)

Obrazek 12: Biologicka funkce a vliv vitaminu E na lidské zdravi.

Prestoze vitamin E je zndam jiz od roku 1922, dodnes nebyly plné popsany a pochopeny
ucinky vsech jeho izoforem. Obecné Ize fici, Ze |épe prostudovanou je skupina tokoferold.
Informace o tokotrienolech, které maji odlisny terapeuticky Ucinek, jsou omezené. Nejlépe
prostudovanym zUstava a-tokoferol, pravdépodobné diky jeho vysoké biologické dostupnosti
a specifickému jaternimu transportéru. Nicméné studiemi bylo potvrzeno, ze vliv B-, y- a

6-tokoferoll na zdvazna onemocnéni je podstatné vétsi, nez vliv a-tokoferolu. V minulosti byla
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uskalim klinickych studii suplementace pouze a-tokoferolem. Bylo prokazano, Ze vysoké
koncentrace a-tokoferolu mohou ovlivnit hladiny ostatnich analogl vitaminu E a podilet se tak
na rozvoji onemocnéni. Jako mozné teseni pro budouci klinické studie bylo v literature
navrzeno pouziti a-, y-, a 6-tokoferoli v poméru 1:5:2 nebo vyuziti pfirozeného poméru v nasi

potravé [46, 47].

3.3.1.2 Vitamin A (retinol)
Vitamin A, prvni popsany lipofilni vitamin, zahrnuje skupinu biologicky aktivnich latek
nadrazené oznacovanych jako retinoidy. Pojem vitamin A tedy zahrnuje retinol, retinal, retinyl

ester, kyselinu retinovou a karotenoidy (oznacované také jako provitamin A) [48].

Chemicka struktura

Struktura vSech forem vitaminu A je zalozena na Sesti ¢lenném B-jononovém kruhu, ke
kterému je pripojeny polyenovy fetézec slozeny ze dvou jednotek isoprenu (taktéz
oznacovany jako retinylova skupina). Konjugovany systém dvojnych vazeb ve strukture je
odpovédny za typické Zluto-oranZovo-Cervené zbarveni retinoidd. Konkrétné v polyenovém
retézci najdeme Ctyti dvojné vazby, které mohou vytvaret prislusné cis a trans izomery. Obé
tyto casti jsou esencialni pro funkci vitaminu [49]. Chemicka struktura je uvedena na

obrazku 13.

MW: 286,46 MW: 284,44 MW: 300,44
CHs CHy CH,
CHs CHj CH,4
Z OH A 0 A OH
CH3 CH3 CH3 CHj CHs; CH; H CHjz CHj CH; O
Retinol Retinal Kyselina retinova

Retinyl ester Provitamin A

Obrazek 13: Chemické struktury skupiny vitaminu A.

Metabolismus
Vitamin A muze byt pfijiman potravou ve dvou formach, bud pfimo jako vitamin A
(retinyl ester) nebo provitamin A (karotenoidy). Obé formy jsou po prijmu potravou v lidském

organismu transportovany do stfevniho lumen, kde jsou preménény na micely a dale
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absorbovany do krevniho recisté skrze duodendlni mukdzu. Pfevedenim téchto latek pomoci
intracelularniho metabolismu vznika aktivni forma vitaminu A. Retinol je nejprve oxidovan na
retinal a pozdéji na kyselinu retinovou. Vitamin A je nej¢astéji uchovavan v lidské organismu
ve formé retinyl ester(l v jatrech [50]. Schéma metabolismu vitaminu A v lidském téle je

popsano na obrazku 14.

Pfijem
potravou
P 4 \,| &2
Provitamin A Retinol < Retinyl ester
Retinal

Kyselina retinovd

)

Obrazek 14: Metabolismus vitaminu A.

Klinicky vyznam vitaminu A

Mezi obecné znamé zdravotni benefity retinolu patfi podpora ristu kosti, vyvoje a
diferenciace bunék rizného ptvodu (krvetvorné, sliznic a kiiZe), reprodukce (zrani pohlavnich
bunék a vyvoj plodu), zraku (ovlivnéni metabolismu rhodopsinu, ochrana pred rozvojem
makuldrni degenerace), obranyschopnosti organismu (slaby antioxidant, podpora sliznic a
tvorby lymfocyt(), hojeni ran a hematopoézy [51]. Biologickd funkce retinolu v lidském
organismu je schématicky znazornéna na obrazku 15.

Nedostatkem vitaminu A jsou nejéastéji postizeni stafi lidé, populace trpici malnutrici,
a predevsim lidé z rozvojovych zemi. Mezi prvni pfiznaky patfi zhorsena adaptace zraku ve
tmé, sucha klze, zvySend ldmavost nehtl a snizena obranyschopnost organismu [52]. Nejvice
se nedostatecnost projevuje na zhorsené funkci zraku. U détské populace v rozvojovych

zemich byla v této souvislosti také pozorovdna xeréza rohovky a spojivky. Gilbert ve své
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publikaci uvadi, Ze déti s jakoukoliv formou nedostatecnosti vitaminu A byly ve vySsim riziku
ohrozeni Zivota [53].

Vysoké davky vitaminu A mohou vyvolat hypervitaminézu. Hypervitamindzu
rozliSujeme na akutni a chronickou. Pokud se nejedna o nahlé predavkovani vitaminem A,
dochazi k rozvoji hypervitamindzy postupné. Tento proces je podporen velkou skladovaci
kapacitou a relativné pomalym odbourdvanim vitaminu A vlidském organismu.
Hypervitamindza je nejcastéji doprovdzena priznaky jako jsou Unava, bolesti hlavy, apatie,
sucha kize a alopecie. U zavaznych pfipadd mizZe dojit az k neurologickym, psychiatrickym ¢i
teratogennim zménam [54].

Protinddorovy efekt retinolu je jiz dlouho zndm a na toto téma bylo provedeno nékolik
klinickych studii. Studie se nejcastéji zabyvaly vlivem retinolu na prevenci a terapii
onkologickych onemocnéni. Pfi topickém pouziti retinolu v malych koncentracich byl
zaznamenan inhibi¢ni efekt na rozvoj nadorového onemocnéni kize. Podle Alizadeh a kol. [55]
taktéz u pacientl s rakovinou plic byl po perordlnim podavani retinolu zaznamenan utlum

nadorového rlstu. SniZeni rizika vzniku rakoviny Zaludku bylo dosazeno po podavani retinolu

v kombinaci se zinkem [56].

Ovlivn&ni metabolismu rhodaopsinu
‘2== Ochrana pfed rozvojem makulérni degenerace
4 Lé¥ha keratokonjunktivitidy a suchych oZi
4 . .
Podpora riistu kosti
® ) 4/ Podpora zrini pohlavnich bunik Podpora tvorby dentinu

L ) Ovlivnéni vjvoje plodu Ovlivnénl pevnosti zubd a kost(
n X
BIOLOGICKA FUNKCE
VITAMINU A

Podpora vyvoje a diferenciace bunék sliznic a kiZe
Hojeni ran

| ¥ ol l®
\\:;:04: Stimulace syntézy a uchovavani kolagenu
‘_ji o Podpom imunitniho systému
* Slaby antioxidant
Ochrana tvorby lymfocytd

Obrazek 15: Biologicka funkce vitaminu A (pfevzato ze zdroje Insel a kol. [49] a upraveno).

Stanoveni vitaminu Aa E
Stanoveni vitaminu A a E se v minulosti vénovalo mnoho vyzkumnych skupin.

Nejcastéji byl v biologickém materidlu analyzovan retinol a a-tokoferol, pripadné v kombinaci
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s dalsimi lipofilnimi analyty. Hladiny cilovych vitaminG u zdravé populace jsou uvedeny

v tabulce 1.

Tabulka 1: Sérové hladiny vitaminu A a E u zdravé populace.

Analyt Hladiny muzi (uM) Hladiny Zeny (uM) | Prumeérna koncentrace (uM)
a-tokoferol 21,30 -30,00 [57] 17,30-30,40 [57] 24,68 — 26,98 [59]
28,60 [58] 23,70 [58] 24,27 [60]
B-tokoferol NA NA NA
y-tokoferol 1,14 -3,75 [57] 0,88 — 4,33 [57] 1'571’_2;'[862][59]
6-tokoferol 0,24 [57] 0,30 [57] 0,24 -4,7 [61]
retinol 1,77 - 2,24 [57] 1,74 - 2,10 [57] 1,71 [60]

NA = neanalyzované

K analyze cilovych vitamin( byla nejéastéji vyuzita kapalinova chromatografie, véetné
HPLC i UHPLC systém( [62—65]. UpIné separace tokoferolovych derivat( bylo dfive dosazeno
pouze s vyuZitim normalni faze [66]. Ta byla pozdéji nahrazena fazi reverzni. Pfi simultanni
analyze tokoferol(l a retinolu na reverzni fazi dochazi nejdrive k eluci retinolu a nasledné
tokoferoll v poradi podle nasyceni jejich fetézce. Chromatografické metody publikované
v literatufe pouzivaly vSechny druhy technologii analytickych kolon, tedy monolitické,
core-shell i pIné porézni ¢astice. Novy typ monolitickych kolon s vysokym rozlisenim byl vyuzit
ve studii Kucerové a kol.[24] pro separaci retinolu a a-tokoferolu v biologickém materialu. Ve
vétsiné publikovanych metod byla vyuZita stacionarni faze C18. K eluci cilovych analytd
dochazelo pfi gradientovém i izokratickém maddu. Mobilni faze nejcastéji obsahovala
kombinaci organickych rozpoustédel typu methanol a acetonitril s vodou nebo octanem
amonnym. Pro tento typ analyz byly pouZity UV, FLD i MS detekéni techniky. Na zakladé
publikovanych metod v oblasti klinického vyzkumu Ize shrnout, Ze pro analyzu vitaminu A a E
v biologického materidlu neni nezbytné vyuZivat nakladnéjsich detekéni technik typu MS.
Vitaminy se v biologickém materidlu vyskytuji v dostate¢nych koncentracich, a proto je
fluorescencni detekce dostacujici. Vybrané metody kapalinové chromatografie (2007-2017) a
jejich separacni i detekéni podminky pro simultdnni analyzu retinolu a analogt tokoferolu jsou
uvedeny v tabulce 3.
Volba extrakéni techniky pro vitaminy A a E z biologického materialu vychazi z jejich fyzikalnich
a chemickych vlastnosti. Vyuzivané metody Upravy vzorku muzeme rozdélit podle jejich
principu na extrakce na sorbent a extrakce do kapaliny. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o

analyty s hydrofobnim charakterem, byla nejéastéji jako extrakéni metoda publikovana LLE. Ta
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zahrnuje nékolik naslednych krokl — prevedeni analytu do hydrofobniho rozpoustédla typu
hexan nebo ethyl acetat, odpareni organické faze a rozpusténi odparku idealné v mobilni fazi.
S vyhodou byla LLE v mnoha studiich kombinovdna s precipitaci proteinl. Vybrané extrakéni
metody na bazi LLE a jejich podminky jsou blize popsany v tabulce 2. Déle jsou v literature
prezentovany metody Upravy vzorku na bazi jednoduché precipitace proteind [67],
miniaturizovanych extrakci na pevnou fazi ¢i extrakci do nanovlakna [68]. U SPE metod néktefi
autofi vyuzili opakované extrakce na raznych fazich[69] i kombinace SPE s LLE [62]. Takové
metody jsou pak ¢asové velmi narocné a pomérné nevhodné do klinického vyzkumu. Jako
biologicky materidl byla ve studiich pouzita plasma, sérum, sperma, plodova voda, ¢ervené
krvinky i materské mléko [60, 63, 70—73]. V pfipadé komplikovanych biologickych matric byva
do extrakéniho postupu zahrnuta také saponifikace a pridavek antioxidantl. Cilem pridani

antioxidantl je ochrana analytd, které jsou tepelné labilni.

Tabulka 2: Vybrané LLE metody pro extrakci vitaminu A a E z biologického materialu.

Matrice: V Analyt Antioxidant | PP ¢inidlo | LLE ¢inidlo R (%) Ref
a-tokoferol, 0=94,6
SP: 100 ul retinol BHT EtOH 2 x hexan Ret=97.0 [71]
s:250u | V'f/‘i’tszero" BHT EtOH 2 x hexan NA [74]
) a-, y-, 6-tokoferol, | echinenon EtOH
S: 200 ul Vit A +BHT 2 x hexan NA [63]
a-tokoferol, EtOH s a=95,4
5:500 retinol NA MeoH | TXhean | poicega | 7
a-tokoferol, vit A, 2 x hexan a>90,0
S:500 vit D NA EtOH +CHoCl, | Ret>90,0 | U/
a-tokoferol, EtOH s 2 x hexan 0=98,6
S:250 retinol BHT MeOH +CHoCl, | Ret=966 | L//]
P: NA a-tokoferol, vit A NA EtOH 1 x hexan NA [78]
o, By v, EtOH =980
P: 200 ul 6-tokoferol, vit A, BHT 1 x hexan Ret=98,0 [65]
vit D, Q10

*V = objem vzorku, NA = neanalyzovany ¢i nepfidavany, BHT = butylhydroxytoluen, PP cinidlo = ¢inidlo pouzité

k precipitaci proteind, LLE ¢inidlo = extrakéni ¢inidlo, EtOH = ethanol, MeOH = methanol, Ret = retinol, M =
moc, SP = sperma, S = sérum, P = plasma, R = vytéZnost extrakce
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Tabulka 3: Prehled vybranych LC metod pouzitych pro analyzu vitaminu A a E v letech 2007-2017.

Analyt Stacionarni faze Mobilni faze Metoda Inj (ul) LOD Cas (min) Ref
Chromolith C18 a=1,00uM
-, y-tokoferol ACN + AMA HPLC-DAD !
@ Vvittvol Sero ’ 100 x 4,6 mm CN+AMAC ¢ 20 v =0,60 uM 6,5 [79]
! monolit Ret=0,03 uM
a=0,17 pM
OoDS MeOH + ACN
-, y-, 6-tokoferol, vit A HPLC-FLD = 2 uM
o y-, -tokoferol, vit A, 250 3,0 mm + CH4Cl ¢ 20 v=002u 8 [63]
IS 3um §=2,9nM
" Ret = 8,3 nM
BEH C18
LC-FLD = 2
a-tokoferol, retinol 100 x 2,1 mm MeOH UHPLC-F 5 @ =0,02 uM 2 [75]
Ret=0,01 uM
1,7 um
a-, 6-tokoferol, XBD €18 ACN + MeOH HPLC-MS/MS ®=0,03 uM
VitA K. D 150x 4,6 mm H.0 + AMEO 20 6=0,11 uM 28 [80]
" 5 um 2 Ret = 0,05 nM
HSS T3 a=5,00 uM
o-tokoferol, 100x 2,1 mm ACN + IPA + MeOH UHPLC-UV 5 Ret = 0,10 uM 4,5 [76]
vitA, D
1,8 um
OoDS a=0,60 uM
@ V\;ittof\OfDem" 150 x 4,6 mm MeOH + H,0 + ACN HPLC-UV 20 § = 0,45 uM 20 [62]
’ 5um Ret = 0,04 uM
BEH C18 a=0,18 uM
a-, y-’i/ci)rzferol, 50x 2,1 mm ACN + I\_:If:;' + H,0 UHPLC-PDA ) v =0,04 uM 16 [81]
1,7 um Ret=0,02 uM
Kinetex C18
a-tokoferol, retinol 100 x 4,6 mm MeOH HPLC-UV 5 a=0,08 uM 1,7 [82]
Ret=4,00 nM
2,6 um
. Chromolith C18 HPLC-DAD o =0,09 uM
a-tokoferol, retinol 100 x 4,6 mm MeOH 25 Ret=0,13 puM 2,0 [64]
. Chromolith HR C18 UHPLC-FLD a=6,40 nM
a-tokoferol, retinol 100 x 4,6 mm MeOH 1 Ret = 2.30 nM 1,3 [24]

* inj = objem nastfikovaného vzorku, AMAC = octan amonny, ACN = acetonitril, MeOH = methanol, IPA = isopropanol, Ret = retinol, ! = véetné ¢asu potfebného k extrakci,
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3.3.2 Biomarkery aktivace imunitniho systému

Zanét je zakladni, komplexni a obranny mechanizmus vyssich organism(, ktery vede
k eliminaci a opravé nasledkd zplsobenych nefyziologickymi vlivy. Jednd se o soubor
biochemickych, imunologickych a proliferativnich procesl reagujicich na patogenni podnét s
cilem odstranéni nevratné poskozené tkané. V pribéhu zanétu jsou vyplavovany proteiny
akutni faze podilejici se na udrzeni hemostdzy a homeostazy, regeneraci a reparaci tkani a
organt, celularnich a humoralnich imunitnich reakcich. Pomoci stanoveni protein( akutni faze
je moZné monitorovat Uroven obrannych mechanismu, rozsah poskozeni tkani a orgadnQ a
v neposledni fadé také ucinnost a nasledky |écby. Proteiny akutni faze dale délime na pozitivni
reaktanty (zvySené sérové hladiny) a negativni reaktanty (snizené sérové hladiny). Mezi
pozitivni reaktanty patfi napfiklad velmi dobfe prostudovany c-reaktivni protein. Stalé
rozSifovani spektra diagnostickych biomarker( zanétu vedlo k objeveni novych ukazatell jako
je neopterin (méritko aktivace bunécné imunity), elastaza neutrofill (diferencialni diagnostika

zanétl) a prokalcitonin (urceni septického stavu) [83, 84].

3.3.2.1 Neopterin

Neopterin byl objeven v roce 1963 v larvach vcel a jiz Ctyfi roky po svém objeveni byl
izolovan z lidské moci. Jedna se o krystalickou, ve vodé rozpustnou, nizkomolekularni latku,
jejiz hladiny se zvysuji pfi probihajici imunitni reakci. Neopterin je biologicky stabilni analyt
s dlouhym poloc¢asem v lidském organismu, a proto je mozné ho s jistotou urcit v mnoha
druzich biologickych tekutin jako je krev, mo¢, synovidlni tekutina a mozkomisni mok.
Dlouhodoba stabilita neopterinu, za pfedpokladu Ze je chranén pred svétlem, umoznuje jeho
komfortni stanoveni v laboratofich a vyuziti pro klinické studie, kde se predpoklada skladovani

vzorku pred analyzou po dobu nékolika mésict [85, 86].

Chemicka struktura pteridin( a neopterinu

Neopterin patfi do skupiny pteridin(. Pteridiny jsou fotosenzitivni aromatické
slouceniny plivodné objevené v roce 1889 jako Zluty pigment (xanthopterin) v kfidlech motyl(
druhu Lepidoptera [85]. Zakladni strukturou pteridin( je pteridin, bicyklickd sloucenina
tvorena pyrazinovym a pyrimidinovym jadrem. Od pteridinu jsou pak odvozeny dalsi vychozi
struktury jako je pterin a lumazin. Neopterin je odvozen od pterinu. Ve své struktufe ma na

rozdil od pteridinu na pyrimidinovém kruhu navazanou amino a keto skupinu a na
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pyrazinovém kruhu v poloze 6 je vazany 1,2,3-trihydroxypropylovy fetézec [85, 87]. Zakladni

struktury pteridini jsou spole¢né se strukturou neopterinu na obrazku 16.

(0] (0] OH
A XV o Xy g™
X N X N ~ ~ N OH
N N NN ONH, Ho,NT N7 N
OH H
Lumazin Pteridin Pterin Neopterin

Obrazek 16: Chemicka struktura pteridin(.

Biosyntéza neopterinu

V pribéhu evoluce si obratlovci a jiné Zivocisné druhy zachovali pouze schopnost
biosyntézy nekonjugovanych pteridin (neopterin, molybdopterin, tetrahydrobiopterin).
Biosyntéza tetrahydrobiopterinu (BH4) de novo, zacind hydrolytickym Stépenim guanosin
trifosfatu (GTP) pomoci GTP cyklohydrolazy I. Po prvnim kroku této biosyntézy vznika
7,8-dihydroneopterin trifosfat. Tento intermediat mize byt bud dale vyuZit pro biosyntézu
neopterinu nebo BH4. Protoze aktivita klicového enzymu pro biosyntézu BH4,
6-pyruvoyltetrahydropterinsyntazy, je v lidskych hepatocytech velmi nizkd a v monocytech
dokonce chybi UpIné, dochazi témér vyhradné k tvorbé a uvolfiovani 7,8-dihydroneopterinu a
neopterinu [85, 87]. Schéma zkracené biosyntézy neopterinu a BH4 je znazornéno na

obrazku 17.

Guanosin trifosfat (GTP)

Hydrolyza: Hydrolyza:
Alkalicka fosfataza GTP cyklohydrolaza 1
7,8-dihydroneopterin l <: | 7,8-dihydroneopterin trifosfat

Neenzymaticka

oxidace

| Tetrahydrobiopterin (BH4) l

Obrazek 17: Strucna biosyntéza neopterinu a BH4 (prevzato ze zdroje Ghisoni a kol. [88] a upraveno).

46



Imunitni reakce a produkce neopterinu

Pokud imunitni systém v lidském téle pomoci lymfocytl rozpozna cizi nebo vlastni
modifikované bunky, pak dojde k produkci mediator zanétu tzv. cytokind. Mezi télu vlastni
modifikované bunky stimulujici produkci cytokinl patfi alogenni, viry infikované a maligni
nadorové burky [85]. Jednim z vyznamnych cytokind je interferon gama (INF-y), ktery je
uvolnovan z aktivovanych TH1 lymfocytd na pocdtku imunologické odpovédi a ovliviiuje
antimikrobialni i antivirovou aktivaci imunitniho systému. Vyssi hladina INF-y vede k aktivaci
GTP cyklohydrolazy | (GCHI) a tim stimuluje produkci neopterinu. K syntéze neopterinu
dochazi témér vyhradné v lidskych makrofazich a dendritickych bunkach pochazejicich z
monocytl. Endotelidlni buriky pupecniku a ledvin jsou také schopné produkovat neopterin ale
ve vyrazné nizsSich koncentracich nez makrofagy [86, 89]. Schéma imunitni reakce vedouci

k produkci neopterinu je na obrazku 18.

INF~y Is: GCHI
Aktivovany lymfocyt mm Neopterin

Obrazek 18: Tvorba neopterinu v zavislosti na imunitni reakci.

Klinicky vyznam neopterinu

Signifikantné zvysSené hladiny neopterinu byly zaznamenany pfi infekci nebo poskozeni
a aktivaci imunitniho systému. V téchto pfipadech, sledovani hladin neopterinu v télesnych
tekutinach napomaha predvidat vyvoj patologického stavu. Jednd se o velmi citlivy biomarker,
zvlasté proto Ze jeho reakce na imunitni impuls je ¢asnéjsi nez napriklad dobfe znamy c-
reaktivni protein.

Funkce a plsobeni neopterinu v mozku byly studovany v pfipadé neurozanétlivych
onemocnéni. Zatim nebylo objasnéno, jestli nervové burikky samy mohou syntetizovat
neopterin, ale byla popsana jeho cytoprotektivni role. Cytoprotektivni role v celé centralni
nervové soustavé a konkrétni Uloha neopterinu pfi neurozanétlivych onemocnénich vsak

z(Ustava neobjasnéna [88].
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Vyplaveni neopterinu v pfipadé zanétlivych reakci organismu vedlo ke studiu vztahu
mezi hladinou neopterinu a post-transplantacni reakci organismu. Bylo zjisténo, Ze hladina
neopterinu vyznamné stoupa pfi post-transplantacnich komplikacich. U pacientd s rejekci
Stépu po transplantaci ledvin byly prokdzany signifikantné vyssi hladiny neopterinu v modi.
V literaturfe bylo navrzeno, Ze monitorovani hladin neopterinu mize vyznamné pomoci pfi
rozpoznani odmitnuti transplantovaného organu jiz v ¢asném stadiu reakce [90].

V pfipadé autoimunitnich onemocnénich (napfr. systémovy lupus erythematosus,
revmatoidni artritida, tyreoditida, celiakie a dalSich) dochazi k rozvoji imunitni reakce a tvorbé
protilatek proti télu vlastnim bunkam. U téchto chorob se ukazalo sledovani hladin neopterinu
jako vhodné a dostatecné senzitivni pro monitorovani zavaznosti onemocnéni i pfi neustdlé
fluktuaci zanétlivé aktivity. Hladiny neopterinu mohou byt u vySe zminénych onemocnéni
stanoveny v séru, moci i synovialni tekutiné [85]. V pfipadé studie zabyvajici se korelaci hladin
neopterinu a stadia onemocnéni systémovy lupus erythematosus byly signifikantné vyssi
hladiny neopterinu pozorovany u aktivni formy onemocnéni. Hladina neopterinu u pacient(
s neaktivni formou onemocnéni byla nizsi nez u pacientl s aktivni formou, ale stale vyssi nez
u zdravych jedinct [91].

V souvislosti s hladinami neopterinu a nadorovymi onemocnénimi byla prezentovana
Siroka skala odbornych publikaci. Nejcastéji byl studovan vztah neopterinu ke kolorektalnimu
karcinomu, nadorlm prsu a vajecnikd. VSeobecné Ize shrnout, Ze u nadorovych onemocnéni
se vyskytuji signifikantné vyssi hladiny sérového, mocového ¢i v nékterych studiich celkového
neopterinu (soucet neopterinu and 7,8-dihydroneopterinu [92]) v porovnani se zdravou
populaci. Studie zabyvajici se onkologickou tématikou dale napfiklad zkoumaly vztah mezi
hladinou neopterinu a velikosti nddord [89], progndzou pacientt [93] ¢i typem operativniho

zakroku [94].

3.3.2.2 Kynurenin a tryptofan

Chemicka struktura kynureninu a tryptofanu

Tryptofan patfi mezi nepolarni aromatické aminokyseliny. Jeho struktura je tvorena
alfa-amino propanovou kyselinou s terminalné pfipojenym indolovym cyklem.

Kynurenin vznikd jako produkt katabolismu tryptofanu. Jedna se alfa-amino butanovou
kyselinu s gama keto skupinou a terminalné pfipojenym aminofenylem. Chemicka struktura je

znazornéna na obrazku 19.
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Tryptofan Kynurenin

Obrazek 19: Chemicka struktura kynureninu a tryptofanu.

Metabolismus tryptofanu a vznik kynureninu

Tryptofan, jako esencidlni aminokyselina patfi mezi vyznamné biologicky aktivni [atky
v lidském organismu a jeho katabolismus se podili na biosyntéze serotoninu, melatoninu a
kynureninu. Vice nez 99% prijatého tryptofanu, ktery neslouzi pro biosyntézu proteind, je
odbouravano pres takzvanou kynureninovou metabolickou cestu. Schéma metabolické
premény tryptofanu na kynurenin a melatonin je na obrazku 20. Mezi unikatni hem-
dependentni enzymy, které jsou soucdsti kynureninové cesty patti tryptofan 2,3-dioxygenaza
(TDO) a indolamin 2,3-dioxygenaza (IDO). Pomoci téchto enzymi dochazi k inicidlni preméné
tryptofanu na N-formylkynurenin, ktery je pozdéji hydrolyzovan na samotny kynurenin. K
indukci IDO enzymu dochazi nejvice pomoci INF-y a mnohem slabéji pomoci interferonu alfa
(INF-a). V zavislosti na tkani, kde probéhla preména tryptofanu na kynurenin dochazi k dalSim
transformacim na metabolity kynureninu. V makrogliich dochazi k tvorbé kynureninové
kyseliny s neuroprotektivnim ucinkem a v mikrogliich xanthurenové a chinolinové kyseliny
s neurotoxickym ucinkem [95, 96]. Kvantifikovat katabolismus tryptofanu je mozné na zakladé

urceni poméru kynurenin/tryptofan.

INT-¢ INT-y %ﬁa

TNF-a IL

Formylkynurenin 5-hydroxytryptofan

Py

Kynureninovd kyselina Xanthurenovd kyselina
Chinolinovd kysellna

Obrazek 20: Katabolismus tryptofanu a tvorba kynureninu.
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Klinicky vyznam tryptofanu a kynureninu

Efekt produktl katabolismu tryptofanu na nervovy systém byl v minulosti intenzivné
studovan ve spojitosti s Alzheimerovou a Huntingtonovou nemoci, demenci i schizofrenii [97].
Bylo prokazano, Ze kynurenin a jeho metabolity nemohou ovliviiovat pfimo neurony, ale
nervovy systém je ovladan diky jejich pro- a anti-oxida¢nim efektlm. Napfiklad u pacientd s
neurodegenerativnim onemocnénim byly zaznamenany zvySené hladiny neurotoxické
chinolinové kyseliny v mozkomisnim moku [95].

V literature bylo dale popsano, Ze typ aktivace kynureninové cesty mize ovlivnit miru
poskozeni organismu. V pfipadé aktivace pomoci INT-a byla zaznamenana vyssi produkce
kynureninu, kynureninové a chinolinové kyseliny. Tyto produkty se poté mohou velmi aktivné
podilet na zanétlivé reakci. U pacientl se zanétlivym stavem vzniklym praveé timto zplsobem
aktivace kynureninové cesty byla zaznamenana rezistence v lécbé deprese a chemoterapie.
Vyzkumy ukazaly také spojeni mezi kynureninovou cestou a nddorovym onemocnénim, kdy
byl prokazan vliv na proliferaci a rlist nadora. Na zakladé tohoto zjisténi bylo zahajeno klinické

testovani potencionalnich lé¢iv na bazi inhibitor IDO [95].

Stanoveni neopterinu, kynureninu a tryptofanu

Mezi metody nejcastéji vyuzivané ke stanoveni neopterinu, kynureninu a tryptofanu
patii imunologické metody ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), radioimunoanalyza
(RIA) a kapalinova chromatografie.

Imunologické metody jsou velmi ¢asto vyuZivané v rutinni laboratorni diagnostice,
zvlasté kvali jednoduchosti jejich provedeni. Metody RIA byly v bioanalyze v minulosti hojné
vyuzivany, a to zvlasté pro detekci analytl ve velmi nizkych koncentracich. Tyto metody jsou
schopné detekovat analyt na zakladé identifikace komplexu antigen/protilatka pomoci
radioaktivniho znaceni. Vzhledem k dnesni dostupnosti vice bezpe¢nych metod, kratkému
polocasu rozpadu radioizotopUl a vysokych ndkladd spojenych s jejich likvidaci je tento typ
metod pomalu eliminovan. Naproti tomu imunologickd metoda ELISA je dnes stdle hojné
vyuzivana. Principem metody je vznik imunokomplexu v pfitomnosti enzymy znacéenych
antigenu c¢i protilatek. Ty jsou nejéastéji navazany v jamkdch v plastovych mikrotitracnich
desti¢kach nebo zkumavkach. Po pridavku biologického materidlu dojde v pfipadé pfitomnosti
specifickych protilatek nebo antigeni k vytvoreni imunokomplexu. Ten po pftidani

chromogenniho substratu umozni spektrometrickou detekci enzymové aktivity (zména barvy).
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Technika ELISA se provadi v komercné dostupnych soupravach. Mezi nevyhody patfi vysoka
cena za jedno vysetfeni, nutnost porovnani vysledk( s referenénim materidlem, moznost
vyskytu zkFizenych reakci a omezend doba expirace jednotlivych souprav [98].

Klinicka data ziskana zimunologickych i chromatografickych metod mezi sebou
koreluji, ale kvlli vyznamnym nedostatklim metod RIA a ELISA je chromatografické stanoveni
povazovano za standardni a referencni techniku. Pro stanoveni neopterinu a jinych
pteridinovych derivat byl nejcastéji vyuzit HPLC systém. Ve vétsiné pripadl byla separace
provedena na reverzni stacionarni fazi typu C18. V oblasti technologie stacionarnich fazi byly
vyuzity plné porézni castice [99] a monolitické sorbenty [100]. Monolity jsou diky svym
vlastnostem vice nez vhodné pro analyzu téchto derivatli z rGznych druhl biologického
materidlu. Poskytuji rychlé analyzy a i pti pouziti komplexnich matric si zachovavaji vysokou
Zivotnost. Monoliticka staciondarni faze byla vyuzita autory Krémova a kol. [100] k separaci
kynureninu, neopterinu a tryptofanu v lidském séru pomoci dvou zapojenych analytickych
kolon. V publikovanych metodach byla k eluci analytl prevazné vyuzita hydrofilni mobilni faze
s pridavkem organického rozpoustédla, jejiz vodna slozka byl nejcastéji fosfatovy pufr ¢i voda
s upravenym pH v rozmezi 4-7. Mobilni faze byla v ptipadé MS detekce tvorena acetonitrilem
¢i methanolem a vodou supravenym pH pomoci kyseliny mravenci [99, 101] nebo
trifluoroctové [102]. V literature jsou pro detekci danych analytd uvedeny techniky UV/VIS
[103], FLD [52] a MS [101].

Pteridinové derivaty véetné tryptofanu a kynureninu byly nej¢astéji stanovovany v séru
[100, 104]. Mezi dalsi pouZity biologicky material patfil napfiklad mozkomisni mok, plasma,
moc, mozkova tkan ¢i plna krev [103, 105]. K analyze neopterinu byly unikdtné pouZzity i vzorky
zaschlé krve v metodé autorll Santagata a kol. [106]. K extrakci analytl bylo ¢asto vyuZito
jednoduchych technik na bazi diluce a precipitace proteini [100, 102, 107]. Odstranéni
bilkovin ze vzorku bylo dosazeno pomoci organického rozpoustédla a inkubaci v chladu. Tento
krok byl nasledovan centrifugaci, odparenim, rozpusténim supernatantu a filtraci. Dale byla
pro tuto aplikaci pouzita extrakce na pevnou fazi, jak v klasickém usporadani, tak v on-line
provedeni. Autofi De Jong a kol. [101] publikovali on-line SPE metodu, kterad eliminovala
manualni naro¢nost extrakce. Celkovy ¢as analyzy véetné predupravy vzorku byl 8 min.

Vybrané metody kapalinové chromatografie pouzité k analyze neopterinu, kynureninu

a tryptofanu jsou véetné podminek separace a extrakcnich technik uvedeny v tabulce 4.
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Tabulka 4: Metody vyuzité pro extrakci a separaci neopterinu, kynureninu a tryptofanu v biologickém materidlu.

. Stacionarni e Inj Cas . .
Analyt Technika faze Mobilni faze (uL) LOD (min) Extrakce (matrice) V (uL) R (%) Ref
neopterin, C18 KH-PO
biopterin, HPLC-FLD 100 x 8 mm vl 10 NA 20 oxidace s KI (MM) 500 NA [108]
. (15 mM, pH 7)
kreatinin 10 um
neopterin, C18 KH.PO Neo=0,5nM Neo =97-101
kynurenin, HPLC- 50 x 4,6 mm 2 Kyn = 0,7 uM Kyn = 101-103
1 1 2 1
tryptofan, UV/FLD monolit (15 TSM) PH Kr=0,2 uM 8 PP (S) 00 kr=97.99 | (100
kreatinin 100 x 4,6 mm ! Trp=0,2 uM Trp =91-95
HPLC- cié
neopterin UV/FLD 100 x4 mm ACN + H,0 20 N=0,1ng 6 SPE (S, M) 1000 Neo =96-113 [103]
5um
. 0D 300 Na3PO4
neopterin, ,
. HPLC-UV 250x 4,6 mm | (150 mM, pH 100 NA 20 Diluce (M) NA Neo = 79-82 [107]
kreatinin
5um 4)
. Synergi RP Kyn =5 ng/ml
kynurenin, HPLC- ACN + MeOH _ Kyn =92-109
tryptofan MS/MS & X44£1mm +0,1% FA > | Trp=50ng/ml | 45 PP (P) 100 Trp=90-100 | 7
neopterin, GRACE C18 Neo=0,6 nM Neo =109-114
kynurenin, HPLC 100 x 2,1 mm H20 + MeOH 20 Kyn=0,3nM 5,5 PP (P, MM) 10 Kyn =99-106 [102]
MS/MS +0,01% TFA
tryptofan 3 um Trp=1,5nM Trp=97-111
C18
neopterin HPLC-FLD 250x 4,6 mm H,0 + ACN 30 Neo=0,1 nM 7 PP (S) 100 Neo = 98-99 [104]
5um
. C18 Kyn=1nM
kynurenin, HPLC- H,0 + ACN _ . Kyn =37-48
tryptofan MS/MS 100 ); i,;mm +0,2% FA 50 Trp =30 nM 8 on-line SPE (S) 250 Trp=3-4 [101]

* PP = precipitace protein(, inj = mnoZstvi nastfikovaného vzorku, MM = mozkomi3ni mok, S = sérum, M = moc, P = plasma, Neo = neopterin, Kyn = kynurenin,
Trp = tryptofan, TFA = kyselina trifluoroctova, FA = kyselina mravenci, V = objem vzorku, R = vytéZznost extrakce
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3.3.3 Produkty oxida¢niho poskozeni nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny, stejné jako ostatni biologické kompartmenty, jsou neustdle
napadany reaktivnimi formami kysliku a dusiku. Bylo prokazano, Ze nejvice reaktivnim a
toxickym je hydroxylovy radikdl. Ten je mimo jiné pravdépodobné zodpovédny za oxidativni
poskozeni vétSiny nukleovych kyselin. K napadani nukleovych kyselin a tim tvorbé
modifikovanych bazi dochazi pomérné jednoduse kvili jejich nemozZnosti difundovat do
okolniho prostfedi a produkce hydroxylovych radikadld pfimo v jejich okoli. Produkty
oxidacniho posSkozeni je moiné stanovit v télnich tekutinach a vyuZit jako neinvazivni

biomarkery pro monitorovani zavaznych onemocnéni [109-111].

3.3.3.1 8-hydroxy-2-deoxyguanosin a 8-hydroxy-guanosin

Chemicka struktura

Chemicka struktura 8-hydroxy-2-deoxyguanosinu (80H2dG) a 8-hydroxy-guanosinu
(80HG) je odvozena od guanosinu. Zakladem této slouceniny je nukleovd baze guanin a
pétiuhlikaty sacharid. Od guanosinu se oba analyty lisi prfitomnosti hydroxy skupiny v poloze
8 guaninové struktury. Jako sacharid vazany N-glykosidickou vazbou k bazi je v pfipadé

80H2dG deoxy-D-ribdza a 8OHG D-ribdza. Chemické struktury jsou uvedeny na obrazku 21.

MW: 299,24 MW: 283,24
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8-hydroxyguanosin 8-hydroxy-2-deoxyguanosin

Obrazek 21: Chemicka struktura 80H2dG a S8OHG.

Vznik modifikovanych bazi nukleovych kyselin

V pfipadé, Ze se jiz nukleova kyselina neubrani napadeni reaktivnimi radikaly, dochazi
k jejimu oxidativnimu poskozeni s naslednou kontinudlni enzymatickou reparaci, pfi které jsou
produkty vzniklé oxidaénim poskozeni uvolnény do cirkulace. Takto vzniklych modifikovanych

bazi DNA bylo dnes identifikovano jiz pres 20 raznych druh(. Naopak modifikovanych bazi RNA
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bylo identifikovdano mnohem vice (pres 100 druh(). Vyssi zastoupeni oxidovanych RNA bazi
muze byt nasledkem jeji Siroké cytosolické distribuce a vyssi nachylnosti k oxidativnimu
posSkozeni. Nejvice reaktivni bazi v nukleovych kyselinach je guanin, a proto se v télnich
tekutindch a tkanich nejcastéji vyskytuji jako produkty oxidacniho poskozeni DNA 80H2dG a
RNA 80HG. Schéma vzniku 80H2dG je na obrazku 22, obdobnym mechanismem vznika i

80HG. Tyto modifikované nukleosidy jsou bézné pfitomné v lidské moci [109-111].

N N

HN HN

BN BNE S

N N N N
H,N N -OH HoN N
HO o HO o

OH OH
2'-deoxyguanosin 8-hydroxy-2-deoxyguanosin

Obrazek 22: Vznik 8OH2dG.

Klinicky vyznam biomarkerd oxidacniho poskozeni DNA a RNA

Vyznam produktl oxidativniho poskozeni nukleovych kyselin byl v minulosti intenzivné
studovan, stejné tak jako jeho spojitost s fadou zavaznych onemocnéni. Zasadni role procesu
oxidace guaninu pfi onemocnéni byla popsdna jiz v roce 1962 a o vice nez dvacet let pozdéji
byla potvrzena produkce 80H2dG po ozatovani mysi. Od roku 1990 se tak védci snaZi objasnit
a pochopit roli oxida¢nich produktl guaninu v patogenezi zavaznych onemocnéni a také ho
vyuzit jako diagnosticky biomarker [112]. ZvySené hladiny biomarkerld 80H2dG a 80HG byly
zaznamendny napfiklad u osob s rizikem metabolickych onemocnéni, malnutrice, stresu, po
vystaveni zneciSténému ovzdusi a tabakovému koufi.

U neurodegenerativnich onemocnéni bylo prokdzano, Zze v ¢asném stadiu jejich rozvoje
dochazi v pribéhu patologickych zmén k oxidaci RNA. Bylo zjiSténo, Ze v prilbéhu onemocnéni
dochazi vlivem oxidacniho plsobeni k poskozeni mRNA i rRNA. K poSkozeni DNA vlivem
oxidace dochazi aZ pfi rozvinuté formé neurodegenerativnich onemocnéni. Z tohoto divodu
bylo provedeno nékolik klinickych studii zabyvajicich se vztahem 80HG a Alzheimerovy nemoci
(AN), Parkinsonovy choroby ¢i demence [109]. Vyzkumna skupina Abe a kol. [113] na zakladé
oxidace RNA v casném stadium Parkinsonovy choroby prokdzala, Ze hladina 80HG v

cerebrospinalnim moku koreluje s pribéhem a stadiem onemocnéni. Oxidace RNA byla také
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pozorovana u AN, kdy v mozkové tkani pacientli s casnym stadiem symptomatické formy byly
zaznamenany zvysSené hladiny 8OHG. Déle bylo prokazano, Zze hladina 80OHG nepfimo koreluje
s deposity amyloidu a pribéhem onemocnéni [114]. Jak jiz bylo popsano, 8OHG muze byt
pouzit jako kvalitni biomarker u neurodegenerativnich onemocnéni, ale bohuzel se nejednd o
biomarker specificky.

Vztahem mezi hladinou 80H2dG a rozvojem rznych druht onkologickych onemocnéni
se zabyvalo mnoho studii, z nichZ vybrané jsou ddle uvedeny. U skupiny pfiblizné 25 tisic Zen
po menopauze snadorovym onemocnénim prsu autofi Loft a kol. [115] zaznamenali
signifikantné zvysSené hladiny 80H2dG. U pacientld s nadory Zaludku byly pozorovany
signifikantné zvySené hladiny 80OH2dG v moci a Zaludecni tkani oproti zdravym jedincim [116].
Zvysené hladiny 80H2dG byly ddle zaznamendany u onkologickych onemocnéni, jako jsou
naptiklad lymfomy [117], akutni leukemie [117], nadory plic [118] ¢i nadory dlazdicovych
bunék jicnu [119].

Dalsi skupinou onemocnéni, u kterého byl zkouman vliv 80H2dG na lidsky organismus
jsou kardiovaskularni poruchy. Vyzkumna skupina Suzuki a kol. [120] zaznamenala ve své studii
pozitivni vliv 80H2dG pravé na onemocnéni srdce. Konkrétné bylo prokazano, Ze jeho sérové
hladiny mohou slouzZit jako kvalitni prognosticky biomarker pfi selhani srdce. Sledovani
mocovych hladin 80H2dG bylo dale navrZeno jako vhodny krok pro predikci stavu pacientll po
cévni mozkové prihodé [121].

Vznik 80H2dG a 8OHG vlidském organismu a jejich spojitost s vybranymi

onemocnénimi jsou zndzornény na obrazku 23.
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Obrazek 23: Vznik 80H2dG a 80HG vcetné klinického vyznamu.
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Stanoveni 80H2dG a 8OHG

V literatufe byly pro analyzu nukleosidi publikovany metody imunochemické a
chromatografické. Imunochemické metody typu ELISA poskytuji jednoduché, rychlé, robustni
a snadno automatizované metody, ale pro detekci nukleosidli v moci se jevi nedostate¢né
selektivni vzhledem k pfitomnosti zkfizenych reakci [122]. Za zlaty standard pro tyto analyty
jsou dnes povazovany metody na bazi chromatografie. Nej¢astéji se jednd o metody
kapalinové chromatografie, ale v literature mizeme najit aplikace i chromatografie plynové
[123].

Autofi pro analyzu nukleosidd prevazné vyuzivali LC/MS instrumentace v kombinaci
s reverzni stacionarni fazi. Nejcastéji se jednalo o fazi typu C18 [124, 125]. Jako dalsi vhodné
sorbenty poskytujici vysoce selektivni separace byly prezentovany iontové vyménné [126],
Hypercarb [127] ¢i HILIC [122]. Podle nasich informaci byla HILIC faze ojedinéle pouzZita pro
separaci guanosinl v moci autory Hosozumi a kol. [122]. Tento typ chromatografie neni
vSeobecné pfrilis doporucovany pro bioanalytické aplikace, a to zvlasté kvili limitacim v oblasti
nastriku, slozeni mobilni faze a ustalovani rovnovahy v systému.

Nukleosidy jsou malé polarni analyty, a proto byly nejcastéji eluovany pomoci vodné
mobilni faze. Ta byla ve vétsiné pripad( tvorena pufrem octanu ¢i mravencanu amonného
s upravenym pH a v kombinaci s organickym rozpoustédlem typu methanol ¢i acetonitril.
V ptipadé metody publikované autory Domijan a kol. [128] byl pouzit 50 mM fosfatovy pufr v
kombinaci acetonitrilem a methanolem. Tento typ pufru neni vhodny pro detekci MS.

Vzhledem k pfitomnosti nizkych hladin nukleosid( v biologickém materidlu byla pro
jejich detekci zvolena témér vyhradné tandemovd hmotnostni spektrometrie. Publikované
metody nejcastéji vyuzivaly jako iontovy zdroj elektrosprej. U starSich metod byla pak
vyuzivana detekce elektrochemickd (EC), ktera neumoZniuje separaci izotopové znacenych
vnitinich standardi a interferenci z biologického materialu. Vysoké koncentrace nukleosidu je
také moziné detekovat pomoci UV/VIS. Vybrané metody kapalinové chromatografie spolu

s jejich separaénimi podminkami jsou uvedeny v tabulce 5.
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Tabulka 5: Vybrané LC metody pouzité pro analyzu biomarkerd oxida¢niho poskozeni nukleovych kyselin.

Analyt Stacionarni faze Mobilni faze Metoda Inj (uL) Limity Cas (min) | Ref
HILIC C18
80H2dG, IS 150x 2,1 mm AMAC (10mM) LC-ESI-MS/MS 20 0,05 nv® 10 [122]
+ MeOH
3,5um
Fusion-RP
AMFO (20mM
80H2dG, 80HG, dalii guaniny 150 x 2,0 mm SA(C?\Im ) LC-ESI-MS/MS 20 2 nMe 10 [129]
3um
Atlantis C18
- . AMAC (2mM, pH 5)
80H2dG, IS, dalsi nukleosidy 100 x 2,1 mm + MeOH (AMAC 2mM) LC-ESI-MS/MS NA NA 35 [130]
3um
80H2dG, IS, dG Anion exchange H20 (10mM AA) + ACN LC-ESI-MS/MS | 10 0,56 nM® 16 | [126]
120x 1,5 mm
Microsorb KH2PO4(50mM) + ACN a
80H2dG 100 x 5 BDS +KCl (2mM) + MeOH LC-EC 20 3nM 15 [128]
Zorbax XBD
80H2dG, kreatinin, IS 150 x 4,6 mm AMFO (5mM) + ACN LC-ESI-MS/MS 40 1,12 nMP 3 [131]
5um
y . Kinetex C18 80HG = 63 nM?
80H2dG, 80HG, dalsi nukleosidy 50x3,0mm H,0 (0,1% FA) + ACN LC-ESI-MS/MS 1 a 6 [132]
80H2dG =7 nM
2,6 um
Atlantis C18
80H2dG, parabeny, BPA, TCS 150 x 2,1 mm H,0 + MeOH LC-ESI-MS/MS 10 0,17 nM? 18 [125]
5um
Inertsil ODS
MeOH (0,1% FA) ,
80H2dG, IS 33 x54k,l?nmm +ACN (0,1% FA) LC-ESI-MS/MS 40 1fM 12 [133]

* inj = mnoZstvi nastfikovaného vzorku, AMAC = octan amonny, AMFO = mravencan amonny, ACN = acetonitril, MeOH = methanol, FA = kyselina mravenci, AA = kyselina
octova, LC = HPLC, BPA = bisfenol A, TCS = triklosan, a = LOD, b = LOQ, c = LLOQ
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Vzhledem k tomu, Ze nukleosidy jsou polarniho charakteru a jsou vylu¢ovany z lidského
organismu vyhradné moci, byla vétSina publikovanych metod soustfedéna na analyzu modi.
Vyjimku tvofilo stanoveni v bunkach brzliku [134], plasmé [133], slindch ¢i dechu [127]. Jako
extrakéni technika byla nejcastéji zvolena SPE, charakterizovana vysokou selektivitou
s moznosti zakoncentrovani. Spektrum pouzitych sorbentd bylo velice Siroké, od komeréné
dostupnych fazi typu HLB, MCX, ABN ¢i C18 po moderni MIP materidly [118, 135]. Extrakce na
pevnou fazi byla pro tuto aplikaci vyuzita jak v konvenénim usporadani, tak miniaturizovaném
(SPME) ¢i on-line. Kvlli nevyhodam SPE jako jsou ¢asova i manualni narocnost se néktefi autofi
zaméfili na vyvoj jednodussich metod typu prosté precipitace proteind, lyofilizace [127],
filtrace [124] ¢i centrifugace [129]. Vyhodou manualné jednodussich technik je zajisté Uspora
Casu. Na druhou stranu je zde velké riziko pritomnosti matricovych efektll v pripadé MS

detekce. Vybrané extrakéni metody a jejich podminky jsou sepsany v tabulce 6.

Tabulka 6: Metody publikované pro extrakci 8OH2dG a 8OHG.

Analyt Technika Matrice | V (pL) R (%) Ref
80H2dG, IS Filtrace M 650 99-106 | [124]
80H2dG, IS SPE: Oasis HLB M 100 96-102 | [122]

80H2dG, 80HG, guaniny Ztedéni + PP + centrifugace M 65 96-111 | [129]
80H2dG, nukleosidy DNA extrakce TB NA 93-108 | [134]
80H2dG, IS, 8.OH2dG' SPE: Oasis MCX M 1000 100+9 | [130]
nukleosidy
80H2dG, IS, dG Ztedéni + PP + centrifugace M 50 NA [126]
80H2dG SPE: C8 M 2000 NA [128]
80H2dG On-line SPME M 10000 80-90 | [131]
80H2dG, IS, kreatinin On-line SPME M 100 91 [136]
80H2dG, SQHZdG' Centrifugace + filtrace M 100 NA [132]
nukleosidy
80H2dG, SOHG.' 80H2dG, SPE: HLB+ABN+ENV M NA 74-125 | [125]
nukleosidy
Enzymaticka hydrolyza +
80H2dG, parabeny, BPA, TCS M 4000 89-105 | [133]
SPE: C18
80H2dG, IS PP + ME + on-line SPE P 250 95-106 | [118]
80H2dG, dalsi markery Lyofilizace/24h D 1000 | 89-95 | [127]
oxidac¢niho stresu

* SPE = extrakce na pevnou fazi, PP = precipitace proteinl, SPME = mikroextrakce na pevné fazi, R = vytéZnost,
NA = neanalyzované, dG = deoxyguanosin, ME = membranova extrakce, TB = teleci brzlik, D = dech, M = moc,
P = plasma, V = objem vzorku
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3.3.4 Kreatinin
Analyza kreatininu mizZe mimo jiné slouzit ke korekci diurézy. Kreatinin je idedIni analyt
slouzici k tomuto Ucelu, protoze jeho exkrece moci je povazovana za konstantni. Vyjadreni

koncentraci analytl v poméru k mocovému kreatininu byva bézné uvddéno v klinické praxi.

Chemicka struktura
Kreatinin je cyklicka dusikata organicka sloucenina. Konkrétné se jedna o cyklicky imid
kreatinu (= kyseliny N-methylguanidinoctové), ktery je dobre rozpustny ve vodé. Struktura

kreatininu je uvedena na obrdazku 24.

MW: 113,12
H
NH
N
o~
N\

Kreatinin

Obrazek 24: Struktura kreatininu.

Metabolismus

Kreatinin vznika jako odpadni produkt metabolismu kreatinu. K pfemeéné kreatinu na
kreatinin dochdzi ve svalové tkani jakozto nejvétSim ulozisti kreatinu v lidském téle. Tato
reakce je neenzymaticka a nevratna. Pozdéji je kreatinin uvolnén ze svalové tkané do cirkulace
odkud vstupuje do parenchymu ledvin a poté do moce [137]. Schematicky metabolismus

kreatininu je zndzornén na obrazku 25.

Syntéza NS "y .
ﬁ \\‘“ de novo |:> oy |:>
Pfijem a tvorba kreatinu Pfeména kreatinu na kreatinin Vylou&eni kreatininu moé&i

Obrazek 25: Metabolismus kreatininu.

Klinicky vyznam a stanoveni kreatininu
Kreatinin je nej¢astéji pouzivany jako biomarker ledvinovych funkci. Pokud jsou ledviny
plné funkéni, dochazi v nich k plnohodnotné filtraci cizorodych latek, hladina mocového

kreatininu je konstantni a hladina sérového kreatininu je relativné nizka. Pfi ledvinovych
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onemocnénich se schopnost ledvin filtrovat mo¢ zhorSuje a hladina kreatininu v krvi se
zvysuje. Vysoka hladina sérového kreatininu svédc¢i o zhorsené funkci ledvin.

Jak jiz bylo zminéno, koncentrace kreatininu v moci se také vyuziva ke korekci diurézy.
Korekce diurézy je dulezitym faktorem pfi stanoveni dalSich analytl v moci. Toho se vyuziva
pri interpretaci laboratornich vysledk(. Praktické vyuZziti nachazi také jako ukazatel, pokud
bylo s mo¢i manipulovano jesté pred jeji analyzou (napfiklad natedénim pred testy na
omamné latky).

Stanoveni ,Renalni clearance kreatininu” se vyuziva k vysetreni glomeruldrni filtrace.
Clearance se udava jako pomér mezi hladinou mocového a sérového kreatininu vztazeny na
objem modi. V praxi je nejvétSim uskalim tohoto stanoveni presny sbér modi. Spravnou
interpretaci vysledkd poté komplikuje fakt, Ze pfi postizeni glomerularni filtrace dochazi
k intenzivnimu vstfebdavani kreatininu tubularni sekreci.

Mezi dalsi vyuziti hladin sérového kreatininu patfi ,0dhad clearance endogenniho
kreatininu”. Pro vypocet se vyuziva vék a hmotnost pacienta vztazend na hladinu sérového
kreatininu. Odbornou verejnosti je vSak toto vySetrfeni povazovano za obsoletni a mélo by byt
nahrazeno ,0dhadem glomerularni filtrace MDDR (modification of diet in renal disease)”.
Vstupnimi informacemi tohoto stanoveni je opét vék a sérovy kreatinin, ale navic se zde
zohlednuje hodnota mocoviny a albuminu v séru. Velkou vyhodou téchto stanoveni v praxi je
moznost uréeni clearance bez sbéru moci.

Ke stanoveni kreatininu v séru je také mozné vyuzit Jaffého reakci zndmou jiz od roku
1886. Jednd se o reakci kreatininu a kyseliny pikrové v alkalickém prostfedi za vzniku
oranzového komplexu. Toto stanoveni ma spise historicky vyznam, protoze dnes se jednd o
metodu nespecifickou s velkou pravdépodobnosti faleSné pozitivnich vysledka.

Dalsi skupinou technik slouZicich ke stanoveni kreatininu jsou metody enzymatické. Ty
jsou rutinné vyuzivané v klinické praxi. Principem této metody je pfeména kreatininu na
kreatin pomoci enzymu kreatinindzy. V porovnani s metodami chromatografickymi
nedosahuji dostatecné specificity pro kreatinin [138].

Hladiny kreatininu je moZné stanovit také pomoci chromatografickych metod. Mezi
jejich vyhody patfi rychlost, vysoka selektivita a spojeni s extrakénimi technikami. Pravé
pomoci extrakénich technik je mozné ze vzorku odstranit proteiny a dal$i mozné interference.
V literature najdeme celou fadu LC metod zamérenych na analyzu kreatininu bud samostatné

nebo ve smési dalSich analytl [139-141]. Jednd se o metody spojené s UV/VIS nebo MS
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detekci. Porovnani chromatografickych, enzymatickych a Jaffého metod se vénovali autofi Ou
a kol. [138]. V jejich studii byla pouzita jednoducha extrakcni technika pro vysrazeni protein(
a byla vyvinuta nova LC-MS/MS metoda s celkovym ¢asem 3 min. Tato metoda byla nasledné
porovndna s ostatnimi vySe jmenovanymi. Porovnani probéhlo celkem na 360 vzorcich
lidskych sér. Na zdakladé ziskanych vysledkl bylo potvrzeno, Ze chromatografickd analyza
poskytuje srovnatelné vysledky s imunoanalyzou i Jaffého metodou. Na rozdil od Jaffého
metody je vysoce selektivni pouze na kreatinin a oproti enzymatickym metoddm umoznuje
spolehlivou analyzu kreatininu v hyperlipidemickych a hemolytickych vzorcich.

VSechna tato laboratorni vysSetfeni kreatininu jsou zaloZzend na konstantni exkreci
kreatininu mociv pribéhu dne a uplatfiuji se u relativné zdravych jedinc(. U osob se zvysenym
prijmem kreatinu v podobné doplikl stravy nebo vétsim mnoZstvim svalové hmoty dochazi
ke zvySené exkreci kreatininu. Naopak pfi nedostatecném pfisunu kreatinu potravou
(vegetariani, vegani) byla zaznamenana nizkd hladina kreatininu v moci. Nizkou hladinu
kreatininu maji také pacienti s poruchou funkci jater, protoZze dochdzi k omezené tvorbé
kreatinu. V takovych ptipadech je stanoveni kreatininu nepfesnym faktorem pro posouzeni
funkci ledvin. PFi interpretaci laboratornich vysledkt je proto nutné brat zietel na mnozstvi

svalové hmoty v téle, na které je hladina kreatininu pfimo zavisla [137, 142, 143].
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3.4 Zasady manipulace s vybranym biologickym materidlem

Spravna manipulace s biologickym materidlem, jeho transport, skladovani a likvidace
jsou vyznamné nejen z hlediska prevence prenosu nakaz, ale vyrazné ovlivni i laboratorni
diagnostiku. Kazdd z téchto ¢ty slozek ma sva specifika nezbytnd pro celkovy Uspéch
laboratorniho vysetreni.

Obecné zasady a strategie bezpecnosti prace s biologickym materidlem jsou obsazeny

ve Vyhlasce Ministerstva zdravotnictvi ¢. 306/2012 Sb.

3.4.1 Krev

Nejcastéji vySetrovany biologicky materidl je krev. Krev se podle mista odbéru rozliSuje
na arterialni, vendzni a kapilarni. Odbéry jsou provadény nejcastéji rano na la¢no a vidy do
predem pripravenych stitkem oznacenych zkumavek. Na zakladé poZadavkl laboratore jsou
pfi odbéru krve zvoleny bud zkumavky s protisrazlivym cinidlem pro ziskani nesrazlivé krve
nebo naopak. Do laboratofe by mély byt vzorky prepravovény idedlné v uzavienych
zkumavkach vloZzenych do stojanku pro bezpecny transport a zamezeni znehodnoceni vzorku.
Po ptijmu vzorku laboratofi, je bud krev ponechana jako tzv. plna krev anebo je naslednym

zpracovanim ziskana plasma ¢i sérum.

3.4.1.1 Komplikace vysetieni krve

Jednou z nejcastéjSich komplikaci pfi laboratornim zpracovani krve je hemolyza.
V zavislosti na stupni hemolyzy je vzorek bud' laboratofi odmitnut, nebo jsou vysledky vydané
podle naméreného hemolytického indexu. Aby nedoslo k rozvoji hemolyzy je nutné: vzorek
Setrné tfepat a zvolit vhodny transport s konstantni teplotou okolniho prostfedi. Na vzniku
hemolyzy se dale miZe podilet poufZiti jehly znecisténé od desinfekéniho prostredku,
nedostatecna doba srazeni a pozdni doddani do laboratore.

Mezi dalsi komplikace patfi vyskyt ikterickych a chyléznich vzorkd. Chylozita i iktericita
vzorku jsou viditelné pouhym okem, ale presnéjsi idaje jsou ziskany méfenim tzv. lipemického
a ikterického indexu. Pfi hodnoceni vzork(, jsou laboratorni vysledky uvedeny podle
namérenych index(l. Readlné problematické vzorky jsou zndzornény na obrazku 26.

K potenciondlnimu ovlivnéni laboratornich vysledkl mze také dojit pti pouziti
odbérové zkumavky s gelovym separatem. Vyhodou tohoto typu zkumavek je usnadnéni
prace se vzorkem. Nevyhodou je jejich vy$si cena a moZnost vychytavani vybranych analytt

na zakladé chemickych a mechanickych vlastnosti gelu [144, 145].
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Obrazek 26: Komplikované vzorky krve: A hemolyticky, B chylézni, C iktericky (prevzato ze zdroje

Medialab Incorporated [146]).

3.4.2 Plodova voda

Plodova voda je ziskavana invazivnim zadkrokem s pouzitim jehly a ultrazvuku, kdy
odbér provadi vyhradné |ékar-gynekolog nejcastéji na pracovisti prenatalni diagnostiky. Odbér
se provadi pouze u téhotnych Zen od ukonéeného 15. tydne gravidity. Nejednd se o standardni
rutinni odbér, ale lékarsky zakrok pouze v indikovanych pripadech. Pfi zakroku je odebrano
cca 5% celkového mnoistvi plodové vody tj. 60 ml. Toto mnozZstvi je v pribéhu nasledujicich
hodin znovu vytvofeno a doplnéno. Pro experimentalni ucely mlze byt plodova voda
odebréna i pfi porodu.

Vzorky plodové vody lze v nékterych ptipadech kratkodobé uchovavat pfi pokojové
teploté, ale nejcastéji je doporucend teplota 2-8°C.

Mezi komplikace laboratorniho vySetfeni plodové vody patfi nejéastéji kontaminace

vzorku s krvi matky tzv. sangvinolentni voda a nedostatec¢né mnozstvi vzorku [147].

3.4.3 Moc

Mo¢, jako tekuty biologicky material vznika filtraci krve v ledvinovych glomerulech. Do
moci jsou vyluCovany odpadni produkty, tak aby dochazelo k udrieni homeostazy,
acidobazické a elektrolytické rovnovahy v organismu. Moc je sloZzena prevazné z vody s malym
mnozstvim mocoviny, glukdzy a iontl. Obecné Ize fici, Ze slozeni moci odrdzi sloZzeni krve. V
pfipadé, Ze je dany analyt ve zvySené koncentraci v krvi, bude pfi spravné funkci ledvin
pfitomen ve vyssi koncentraci i v moci. Analyzou modi je mozné diagnostikovat a monitorovat

onemocnéni mocového traktu a zjistit metabolické ¢i systémové onemocnéni organismu.
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RozlisSujeme nékolik typl odebrané moci — prvni ranni mo¢, moc ziskana v pribéhu
dne, moc shiranda v urcitém ¢asovém okné a moc ziskana pomoci cévkovani ¢i suprapubické
punkce. Odbér a sbér moci je nejcastéji neinvazivni, tedy Setrny k pacientovi. V pripadé
cévkovani je vlozen sterilni katetr skrze mocovou trubici do moc¢ového méchyre. Tento odbér
je vyuzivan pfi neschopnosti pacienta vyloucit moc v dany ¢asovy moment. Odbér moci pfimo
z mocového méchyre pomoci jehly je oznacovan jako suprapubicka punkce a té se vyuziva pfi
diagnostice infekce mocovych cest. U novorozencl a malych déti je provadén odbér moci
pomoci sterilnich, adhezivnich, polyethylenovych sacka pfrilepenych okolo genitdlii. Tato
metoda je technicky jednoduch3, ale pomérné malo spolehliva a zatizena vysokym procentem
kontaminace.

Pfi hodnoceni vzorku prvni ranni moci neni nutné korigovat koncentrace vyloucenych
analyt(, a to diky jejimu zakoncentrovani v pribéhu noci. Naopak hodnoty analytli v moci
odebrané kdykoliv v pribéhu dne je vhodné posoudit v poméru k mocovému kreatininu.

Odbérové soupravy jsou komeréné vyrabéné sterilni zkumavky nebo jednordzové
plastové kontejnery (obrazek 27). Podle barvy uzavéru je vétSinou mozné rozlisit, zda se jedna
o sterilni (Cervena zatka) i nesterilni (zluta zatka) odbérovy materidl. Tyto nddoby majiidedlné
Sroubovy uzavér, ktery na rozdil od zatky chrani moc¢ pred vylitim a tim vznikem infekéniho
aerosolu. Pro ochranu fotolabilnich analyt( jsou vyuZivany tmaveé zbarvené nadobky s Sirokym

hrdlem [98, 144].

Obrazek 27: Odbérové nadoby na moc (prevzato ze zdroje Gutta Czechia [148]).

3.4.4 Vypotek
Jednd se o vzorek télni tekutiny odebrané z pleurdlni ¢i peritonedlni oblasti. Odbér

vzorku je vidy provazen invazivnim chirurgickym vykonem, ktery by mél byt proveden

64



zkusenym chirurgem. VySetieni télnich tekutin se nejéastéji vyuziva v cytodiagnostice. Dale je
ve vypotku mozné stanovit volné zZelezo, protein, glukdzu a cholesterol. Pro bioptické vysetreni
je vzorek odesilan ve dvou formdach — nativni tekutina v odbérové nddobce a natér na sklicku.
Natér se vytvaii bud z nativni tekutiny nebo sedimentu po centrifugaci a je analogicky
s natérem krve.

Tento typ materidlu se nedoporucuje skladovat a je uréen k ptimé analyze. Pro
transport do laboratore, ktery by mél trvat maximalné 15 minut je doporucend teplota
20-25°C.

Komplikaci laboratorniho stanoveni je nejcastéji malé mnoiZstvi vzorku a jeho

kontaminace v disledku zhmozdéni tkané pti nesetrném odbéru punkci [149].

3.4.5 Exsudatzrany

Vzorek rany se nejcastéji odebira pomoci stéru ¢i vytéru sterilnim tampdnem
z postizeného mista. Pro experimentalni Ucely je k vySetfeni moiné vyuZit i ¢ast kryciho
materidlu. V pfitomnosti vétSiho mnozstvi sekretu, krve ¢i hnisu je moiné jej odebrat do
stfikacky. Odbér je lépe provadét z hlubsich partii defektu a v ptipadé krusty provést incizi Ci
punkci rany. Pfi odbéru vzorku je nutné ranu zhodnotit i pouhym okem, a to jeji velikost,
zbarveni, pach a mnoiZstvi sekrece. Sucha zmensujici se rana byva znakem hojeni.

Nejcastéji se vzorky ran odebiraji pro mikrobiologické vysetreni, identifikaci patogent
a zjisténi citlivosti na antibiotika. Pro mikrobiologické vysetfeni jsou vhodné hluboké dekubity,
rany po onkologické operaci a dlouhodobé Spatné se hojicich rany (obrazek 28). Transport

vzork( do laboratore je doporucen nejdéle do 2 hodin.

Obrazek 28: Spatné hojici se rana s krytim (pievzato ze zdroje Pharmcare CZ [150]).

65



3.4.6 Zasady spravného transportu biologickych vzork

S kazdym vzorkem biologického materidlu je nutné zachdzet jako s potencionalné
infekénim materidlem. Transport vSech vzorkl do laboratofe musi byt dostatecné rychly a
odpovidat stanovenym podminkam v Laboratorni pfiru¢ce. Kapalné vzorky by mély byt
prepravovany v kolmé poloze a uzavienych odbérovych nadobkach ideadlné umisténych ve
stojanku oddélené od zadanek. Tento stojanek musi byt umistén bezpeéné v termoboxu, aby
béhem prepravy vzorku do laboratofe nemohlo dojit k rozliti, kontaminaci, potfisnéni nebo
jinému znehodnoceni vzorku. Teplota v termoboxu je monitorovana a prabéiné

zaznamenavana.

3.4.7 Duvody pro odmitnuti vzort laboratofi

Pokud je do laboratofe dopraven neoznaceny nebo nelplné oznaceny, potfisnény ci
vylity vzorek, laboratof ma pravo vzorek odmitnout. Dale ma laboratof pravo odmitnout
vzorky — s nelplnym popisem poZadovéano vysetieni, dodané mimo urceny c¢asovy interval, s
nedostatenym mnozZstvi materidlu, dodané v nevhodné odbérové nadobce. V zdvazinych
pripadech muze byt vySetfen material dodany do laboratore v nevhodné nadobce, ale pouze
po predchozi domluvé s Iékafrem a na jeho zodpovédnost [144, 145]. Davody, které vedou
k odmitnuti nebo predcasné likvidaci biologickych vzork( laboratofi jsou vyobrazeny na
obrazku 29. V pripadé likvidace biologického materidlu musi byt proces vykonan v souladu

s predpisy a musi o ném byt proveden zapis do interni laboratorni knihy zdznam( o neshodé

(obrazek 30).
NEOZNACENY VZOREX
ZPOZDENY TRANSPORT i@ =
JLLL]

=

ZNEHODNOCENY VZOREK

)

2

Obrazek 29: Divody pro odmitnuti vzorku laboratofi.
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Nézev dokumentu:
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Zaznam o neshodé
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1) Neshoda v oznateni materidiu a Zadanky o
Krev: Jméno a RC.
Zadanka:Jméno a RC:
2) Nedodany materal a Nedodana 24danka o
Jméno a RC
3) Nespravny odbér o
Jméno a RC:
§) Znehodnoceno pfi transportu
Jméno a RC:

6) NedodrZeni Zasového infervalu mezi odbérem a doddnim materialu do lab fe o
Jméno a RC:

7) Jné (uvedta) a

* Komentaf:

Z cddéleni zailou novou Eadanku

Odeslano zpét potrudni poBlou: o [ ogeets Itk
Cislo: . N0 ZPM po SeRRiY Z cddleni zatlou novou zkumavku:n

V laboratofi Fedil a zapsal IDmum‘
o zatrhnéte
5-66-SM 003 Strana 10 (celkem 25)

Obrazek 30: Priklad laboratorni knihy zdznamu o neshodé (prevzato z FNHK).
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3.5 Vybrané validacni parametry v bioanalyze

Validace je sled ukona slouzicich k ovéreni charakteristiky analytické metody pro
zamyslené poutziti. O validaci musi byt poskytnut valida¢ni protokol. Ten formou zaznam(
prokdze, jestli testovand metoda trvale poskytuje reprodukovatelné a spolehlivé vysledky s
vysokou mirou jistoty. Dale je jejim cilem obeznamit se s praktickymi limitacemi metody a
zjistit, zda je zkuSebni postup pouzitelny i za mirné odliSnych podminek (napfiklad v jiné
laboratofi). Validaci prochazi nové vyvinuté metody, nové pofizené pfistroje, modifikované
metody, pfenesené metody a metody, u kterych byl zaznamendan problém v analytickém
systému. Ve vybranych ptipadech neni nutné provadét validaci kompletni a postaci pouze
revalidace. To se déje napftiklad pfi malé zméné v analytickém postupu.

Procesu validace jsou podrobeny vsechny analytické procedury jak z oblasti
farmaceutické a rutinni analyzy tak bioanalyzy. Celkem je dostupné Siroké spektrum
validacnich norem napfiklad International Conference on Harmonization (ICH), A Focus for
Analytical Chemistry in Europe (Eurachem), International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC), European Pharmacopoeia (PhEur.), United States Pharmacopeia (USP), Cesky lékopis
(CL), European Medicines Agency (EMA), United States Food and Drug Administration (FDA) a
Statni Gfad pro kontrolu lé¢iv (SUKL). VZdy je nutné vybrat nejvhodné;jsi validaéni postup pro
danou oblast [151]. V bioanalyze jsou nejcastéji vyuzivany valida¢ni normy EMA [152] a

FDA [153].

3.5.1 Test zpUsobilosti chromatografického systému

Test zpUsobilosti chromatografického systému (System Suitability Test, SST) provéri
schopnost pouZitého pfistrojového vybaveni dosdhnout poZzadovanych vysledkl. Tento test se
provadi s pouzitim standardnich roztokd nebo referenéniho materialu v koncentracnim okné,
které je blizké redlnym vzork(m. V pfipadé chromatografické analyzy slouzi ke zhodnoceni
pfimérené ucinnosti sestavy. Mezi faktory, které ovliviuji SST, patfi sloZeni, iontova sila,
pratok, teplota a pH mobilni faze, rozméry chromatografické kolony a stacionarni faze, teplota
a tlak na koloné. Problematice SST se EMA nevénuje. Podle norem FDA je doporuceno jeho
provedeni na zacatku méreni velkych sérii vzork( bez blizSich specifikaci [152, 153].

Tento test muUZe zahrnovat ndsledujici parametry: kapacitni faktor (definice retence

analyt(), opakovatelnost nastfiku, symetrie piku a uc¢innost chromatografického systému.
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3.5.2 Presnost a opakovatelnost

Pfesnost (Precision, Accuracy) je ve validacnich normach casto uvadéna také jako
opakovatelnost (Repeatability). RozliSujeme, zda se jedna o opakovatelnost ndstfiku nebo
opakovatelnost extrakce.

V pfipadé testovani opakovatelnosti ndstfiku je obecné doporu¢eno 10 x po sobé
nastfiknout do chromatografického systému roztok standardu, referenéniho materialu nebo
pfipadné biologického extraktu. Vysledky jsou vyjadreny jako relativni smérodatna odchylka
(RSD) vsech méreni. Pozadavky na opakovatelnost ndstfiku nejsou blize specifikovany ani
v EMA ani v FDA normdch.

Pfi testovani opakovatelnost extrakce je doporuceno extrahovat jednim analytikem
v jeden Cas ve stejné laboratofi totozny biologicky vzorek. Koncentracni Urovné by mély byt
rovhomeérné rozlozeny v celém okné ocekavanych hladin u redlnych vzork(. Vysledky jsou
vyjadreny jako variacni koeficient vSech méfeni. Norma FDA [153] uvadi, Ze by mélo byt
testovano alespon pét vzork(l na trech koncentracnich Urovnich a vysledky by se mély
pohybovat v rozmezi + 20%, s vyjimkou extrémné nizkych hladin, kde je povoleno * 25%.
Podle normy EMA [152] by mélo byt provedeno méreni na ¢tyfech koncentracnich Urovnich a
vysledky by se mély pohybovat v rozmezi + 15-20%.

Jako dalsi valida¢ni parametr je mozné mezi sebou jednotlivé testy opakovatelnosti
extrakce porovnat. VyuZivd se napfiklad porovnani opakovatelnosti extrakce mezi dvéma
analytiky (inter-person repeatability), v ramci jedné analyzy (within-run accuracy), v ramci
nékolika analyz (between-run accuracy), v pribéhu jednoho dne (intra-day repeatability),
v prlibéhu nékolika dni (inter-day repeatability) a v ramci nékolika laboratofi (inter-laboratory

repeatability).

3.5.3 Selektivita a matricovy efekt

Selektivita (Selectivity) je schopnost dané metody spravné zméfit a rozlisit
stanovované analyty a vnitfni standard od ostatnich latek rdzného plvodu a interferenci.
Interference mohou zahrnovat napfiklad metabolity, rozkladné produkty a Ié¢iva. Selektivitu
je mozné vyjadrit jako rozdil mezi vysledky ziskanymi analyzou pouze cilovych analytl a
analyzou komplexni matrice. Dle normy EMA [152] by pro uréeni selektivity méla byt
provedena analyza alespon Sesti rliznych vzork( dané matrice.

V rdmci hodnoceni selektivity zahrnuje FDA norma [153] také stanoveni matricového

efektu (Matrix Effect, ME). Matricovy efekt by se mél podle této smérnice zhodnotit

69



porovnanim kalibracnich kfivek v biologickém a nebiologickém mediu, dale porovnanim
vysledkl méreni nafedénych biologickych vzork( a standardnich roztokl. Norma EMA [152]
povazuje stanoveni matricového efektu za jeden z kli¢ovych valida¢nich parametr( pti pouziti
MS detekce. Je zde doporuceno vyuzit k méreni alespon Sest vzork( stejné matrice od riznych
darch a provést porovndni vysledkl s roztoky standard(. K vypoctu lze napfiklad vyuzit i
Matuszewskiho rovnici [154] viz obrazek 31. Clen ,A“ v této rovnici zastupuje koncentraci
analytu vroztoku standardu a clen ,B“ koncentraci analytu v biologickém materidlu
spikovaném po extrakci. Pokud se pfi analyze vzorkd neprojevi matricovy efekt vétsi nez

+ 15%, je toto povazovano za vyhovuijici.

B
ME (%) = 100 — = % 100
Obrazek 31: Matuszewskiho rovnice (pfevzato z Matuszewski a kol [154] a upraveno).

3.5.4 Linearita a limity metody

Linearita je schopnost analytické metody poskytovat spravné hodnoty a vysledky
analytl v uréitém predem definovaném koncentracnim rozsahu. Je vyjadrena kalibracni
pfimkou, ktera odpovida zavislosti odezvy detektoru na koncentraci analytu. Ta by méla byt
provedend metodou standardniho pridavku roztoku standardu do biologickém materidlu a jeji
koncentracni rozmezi by mélo odpovidat realnym vzorklm. V pfipadé nedostupnosti blankové
matrice je moziné vyuzit standardnich roztokd nebo umeéle vyrobené matrice. Kalibracni
primku by mélo tvofit Sest aZ osm koncentracnich bodl, méfenych v duplikatu véetné bodu
+25% a nejvyssiho limitu kvantifikace (ULOQ) s CV +20%. Tésnost jednotlivych bodu je
vyjadrena korela¢nim koeficientem (R), jehoZ hodnota by se v idedInim pfipadé méla blizit + 1.
Vsechny zmérené hodnoty analytl pouZitych v kalibraéni pfimce by mély byt v rozmezi + 15-
20% v porovnani s teoretickymi vypocitanymi koncentracemi.

Limit detekce (Limit of Detection, LOD) neni v normé FDA [153] ani EMA [152] zahrnut.
Casto je jeho hodnota povazovan za nevypovidajici. V dalsich norméach, které nejsou specificky
zamérené na oblast bioanalyzy je uvadéno, Ze hodnota LOD odpovida 3 x poméru signal/sum.

Nejnizsi limit kvantifikace (Lower Limit of Quantification, LLOQ) je shodné v obou

vV
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koncentrace analytu ve vzorku, kterda mlze byt s jistotou a presnosti kvantifikovana. Jeho

hodnota by méla byt opakovatelnd v ramci rozmezi + 20%.

3.5.5 Stabilita

Stabilitni studie mohou byt zaméreny na mnoho rliznych faktor(i — stabilita roztokd
standardu, stabilita analytl v biologickém materialu, stabilita analytl v jednotlivych fazich
extrakce, stabilita findlniho extraktu skladovaného po delsi ¢as v autosampleru a dalsi. Na
stabilitu maji vliv chemické vlastnosti analytu a matrice, podminky skladovani a nddoby k tomu
pouzité. Obé normy EMA [152] i FDA [153] pozaduji, aby podminky stabilitni studie simulovaly
podminky zachdzeni a skladovani s redlnym vzorkem. Studie by méla zahrnovat hodnoceni
stability standard( i jejich pracovnich roztokd, analytd v matrici, kterd byla vystavena
nékolikandasobnému zmrazeni a rozmrazeni, analytd v pribéhu jejich zpracovani a pfri
dlouhodobém skladovani. Vidy by hodnoty analytl ve stabilitni studii mély byt posuzovany
sohledem na hodnoty ziskané analyzou dcerstvé pfipravenych roztok(l. Neni mozné

extrapolovat vysledky ze stabilitni studie v jednom typu biologického materialu na druhy.

3.5.6 Robustnost

Robustnost (Robustness, Ruggedness) je mira schopnosti dané metody produkovat
presné a spravné vysledky i pfi mensich zménach pracovnich podminek. Pfestoze tento
parametr nepatfi mezi pozadované dle norem FDA [153] ani EMA [152], je velice uZitecné
z praktického hlediska zndat uskali a limitace pouZivané metody. Mezi testované parametry
mohou patfit zmény ve sloZzeni a pH mobilni faze, pritoku, teploté na koloné, obsluze ¢i
umisténi pristroje. Parametry voli odpovédny analytik, tak aby odpovidaly redlnym zménam.

IdedIné je testovdno pét riznych parametr(i v nastaveni metody [151].
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4 KOMENTARE K PUBLIKOVANYM VYSTUPUM

V této C¢dsti prace jsou uvedeny a komentovany analytické a biomedicinské préace
publikované v mezindrodnich ¢asopisech s impakt faktorem v rdmci postgradudlniho studia
autorky. Komentare jsou rozdéleny do dvou casti podle zaméreni publikovanych praci. Prvni
kapitola se zabyva analytickou tematikou a je v ni popsana HPLC metoda pro stanoveni
¢asnych biomarkera zanétu, UHPLC metoda pro stanoveni biomarker( oxida¢niho poskozeni
nukleovych kyselin a UHPLC metoda pro stanoveni lipofilnich vitaminG véetné souhrnného
¢lanku. Ve druhé kapitole jsou komentovany prace s biomedicinskou tématikou zamérené na
studium vztahu mezi lécbou vybranych oc¢nich onemocnéni a hladinou lipofilnich vitaminl a

dale na analyzu biomarker(i zanétu u onkologickych onemocnéni.
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4.1 Komentare k publikovanym pracim s analytickou tématikou

4.1.1 Stanoveni biomarkerl oxidaéniho poskozeni DNA a RNA v moci

PRILOHA 1: CERVINKOVA, B., L. K. KRCMOVA, V. SESTAKOVA, D. SOLICHOVA a P. SOLICH. A
fully validated bioanalytical method using an UHPLC—MS/MS system for quantification of DNA
and RNA oxidative stress biomarkers. Analytical and Bioanalytical Chemistry. 2017, ro¢. 409,

c. 14, s.3611-3621. (|F201e = 3,431)

4.1.1.1 Uvod

Modifikované nukleosidy, vzniklé posSkozenim nukleovych kyselin volnymi radikaly,
mohou slouzit jako kvalitni biomarkery oxidaéniho poskozeni. Tyto nukleosidy jsou pozdéji
vylucovany do moci, kde mohou byt stanoveny. V pfipadé analyzy modi je vice nez vhodné
soucasné urcit i hodnotu kreatininu kvili jeji zfedovaci schopnosti. V minulosti bylo
prezentovano mnoho metod zamérenych na analyzu téchto biomarkert nejcastéji pomoci
UHPLC-MS/MS. Vétsi pozornost byla vénovana biomarkeru poskozeni DNA — 80H2dG.
Soucasné stanoveni biomarker( poskozeni DNA i RNA muzZe slouZit jako odraz oxidacniho
poskozeni v celém organismu. Analyza téchto biomarkerd ma nejcastéji prognosticky vyznam
u onkologickych a neurodegenerativnich onemocnéni.

Cilem této prace bylo vyvinout novou rychlou UHPLC metodu s citlivou MS/MS detekci
pro simultanni stanoveni 80H2dG, 80HG a kreatininu v moci s vyuZitim izotopové znaceného
vnitiniho standardu. Novd metoda méla splfiovat ndroky na nizkou zatéz vuci pacientovi i

Zivotnimu prostredi a vhodnost poufZiti v klinickém vyzkumu a praxi.

4.1.1.2 Vysledky a diskuze

Uprava vzorku pied analyzou

Moc¢ byla poskytnuta pacienty hospitalizovanymi ve FNHK v souladu s etickym
protokolem. Ziskané vzorky byly okamzité zamrazeny (-20°C) a analyzovany v ¢ase potieby.

V pribéhu vyvoje extrakéni metody byl testovan zplsob uUpravy vzorku pomoci
jednoduché precipitace proteinl a extrakce na pevnou fazi. Pfi srazeni bilkovin bylo vyuzito
raznych organickych rozpoustédel, tepelnych podminek i komplexotvornych kovi. Pomoci
této jednoduché a rychlé techniky nebyly odstranény balasty ze vzorku v dostatecné mire, a

proto byla dale testovdna jina extrakéni metoda a to SPE. V ramci ni byly porovnavany r(izné
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sorbenty (LiChrolut® EN, Speed™ Flow ABN, Oasis MCX a Oasis HLB), mnozstvi a pH vzorku i

pouzitych rozpoustédel. Vhodnym vybérem sorbentu a optimalizaci postupu byly ziskdny

nasledujici extrakéni podminky:

Objem vzorku: 500 pl moci

SPE faze: Oasis HLB (200 mg, 6 ml, C18)

Aktivace a kondicionace sorbentu: 1 ml MeOH a 1 ml H20
Promyvaci roztok: 1 ml H,O

Eluéni roztok: 1,6 ml MeOH + H,0 (50:50)

Odpateni supernatantu: pod vakuem (za snizeného tlaku) pfi 60°C

Zpracovani odparku: rozpusténi v 250 ul H,0 s naslednou filtraci

LC analyza

Analyza kreatininu, 80H2dG, 80HG a vnitiniho standardu (*°*N5-80H2dG) byla

provedena pomoci systému UHPLC set Nexera s UV/VIS a tandemovou hmotnostni detekci LC-

MS 8030 (Shimadzu, Japonsko).

Podminky analyzy:

Mobilni faze: H,0 (pH 3) + MeOH (0,2 mM FA), pomér 90:10 (v/v)

Pratok mobilni faze: 0,5 ml/min

Stacionarni faze: Meteoric Core C18 BIO 4,6 x 50 mm, 2,7 um (YMC, Némecko)
Teplota kolony: 25°C

Objem nastfiku: 4 ul

lonizaéni zdroj: ESI+

Podminky detekce (MRM) pro 80H2dG a IS: 284 > 167 > 140 > 112

Podminky detekce (MRM) pro 80H2G: 300 > 167 > 130

Podminky detekce (UV/VIS) pro kreatinin: 235 nm

Celkovy ¢as analyzy: 3,2 min

Validace metody

Nové vyvinuta metoda byla validovana podle norem EMA a FDA, specidlné uréenych

pro validace v oblasti bioanalyzy.

V rdmci validace metody byly hodnoceny nasledujici parametry:

Test vhodnosti analytického systému (SST)
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Na zakladé vysledk( uvedenych vtabulce 8 bylo pouziti vybraného systému

vyhodnoceno jako vhodné pro zminénou metodu.

Tabulka 8: Vysledky SST metody.

Parametry Kreatinin 80OHG 80H2dG
R NA 5,24
N 1196 3045 5960
HETP (mm) 0,042 0,016 0,008
T 0,97 1,03 1,07

* NA = neanalyzovano

e Linearita
Linearita byla vyhodnocena pomoci kalibraéni pfimky, analyzou standardnich roztok
ve vodé na osmi koncentraCnich uUrovnich. Kalibra¢ni kfivka byla vytvorena v rozmezi
6-2000 nM pro 80H2dG, 28—-6000 nM pro 80HG a 0,2-50 mM pro kreatinin.
e \ytéZnost
Vytéznost extrakce byla hodnocena pomoci analyzy realnych vzorkl pred a po pridani
standardnich roztokl o rliznych koncentracich. Vytéznost byla stanovena v rozmezi od 86 do
109% pro vSechny analyty, a tudiz neprekrocila limit 100 + 15%.
e Opakovatelnost/presnost
Opakovatelnost metody zahrnovala stanoveni opakovatelnosti nastriku a
opakovatelnosti extrakce vyjadrené jako relativni smérodatna odchylka (RSD) plochy piku.
Pfesnost nastfiku v sérii nepresahla RSD 1,4% a extrakce neprekrocila RSD 9%.
e Limity
ve vzorku, byl vyhodnocen jako trojnasobek poméru signalu k Sumu a odpovidal hodnotam
3,60 nM pro 80H2dG, 16,69 nM pro 80HG a 6,36 nM pro kreatinin. Nejnizsi limit kvantifikace
pétinasobek poméru signalu k Sumu a odpovidal hodnotdm 6,00 uM pro 80H2dG, 27,77 uM
pro 80HG a 10,60 uM pro kreatinin.
e Robustnost
Robustnost metody byla testovana pomoci zmény pomérd v mobilni fazi, teploty
v kolonovém termostatu, pH vodné slozky mobilni faze a koncentrace kyseliny mravendi
v methanolu. Vysledky ukazaly, Ze zasadni vliv na separaci a intenzitu pikd ma pH vodné slozky

a jeji pomér s organickym rozpoustédlem v mobilni fazi. Naopak zména teploty kolonového
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termostatu (23 a 25°C) ani mnoizstvi kyseliny mravenci v methanolu (0,1 a 0,2 mM) nijak
vyrazné metodu neovlivnily.
e Selektivita
Schopnost metody rozlisit cilové analyty od balastl a interferenci vyskytujicich se
v biologickém materidlu byla ovéfena pomoci analyzy rlznych redlnych vzorkd lidské moci.

Rozliseni jednotlivych pikl analytl je mozné vidét v chromatogramu na obrazku 32.

Separace standardnich latek
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Obrazek 32: 80H2dG Tk = 2,9 min, ¢ = 0,05 pM, *N5-80H2dG (IS) Tz = 2,9 min, c = 0,2 uM, 8OHG
Tr=2,1 min, c =5 uM, kreatinin Tz = 1,1 min, c = 8 mM. Detekce: kreatinin UV 235 nm, ostatni
analyty MS/MS.

e Matricovy efekt
Matricovy efekt biologického vzorku pti ESI+ ionizaci byl hodnocen pomoci
Matuszewskiho rovnice. Testovani bylo podrobeno celkem Sest vzork( lidské moci rlizné
etiologie na dvou koncentraénich drovnich. Efekt matrice neprekrodil stanoveny limit
100 £ 15%.
e Stabilita
V ramci validace byla stanovena stabilita kone¢nych extraktd v prabéhu 48 h pfi 4°C a

stabilita odparkd v pribéhu 14 dni pfi 4 a -20°C. Na zakladé vysledkd bylo potvrzeno, Ze
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konecné extrakty je mozné skladovat alespon po dobu 48 h a odparky by mély byt zpracovany

okamzité po jejich ziskani.

Vyuiiti metody v analyze realnych vzorki

Pro ovéfeni pouzitelnosti vyvinuté metody v klinickém vyzkumu byla provedena
analyza celkem 30 vzork( lidskych moci. Testované moce zahrnovaly vzorky od muz(i i Zen
véetné zdravych dobrovolnik(i i onkologickych pacient(l. PfestoZze je nutné tyto vysledky
potvrdit provedenim klinické studie, na zakladé nami ziskanych dat bylo zjiSténo, Ze vyssi
hladiny biomarkert oxidacniho poskozeni se vyskytuji u onkologickych pacientl v porovnani

se zdravou populaci.

4.1.1.3 Zavér

V ramci této studie byla vyvinuta novd UHPLC-UV-MS/MS metoda pro stanoveni
80H2dG, 80HG a kreatininu v lidské moci. Zvolena stacionarni faze s technologii core-shell a
vétsimi pory poskytla ucinnou a rychlou separaci cilovych analyt(i véetné vnitifniho standardu
v Case 3,2 min. Hmotnostni detekce se tremi MRM prechody pro 80H2dG a dvéma pro 8OHG
umoznila citlivé stanoveni vybranych analyt( v biologickém materidlu. Jako technika Upravy
vzorku byla zvolena selektivni extrakce na pevnou fazis HLB sorbentem. Celd metoda byla plné
validovana podle bioanalytickych norem a pouzita pro analyzu klinickych vzorka.

V porovnani s literaturou nabizi tato prezentovana metoda rychlou analyzu
biomarker( oxida¢niho poSkozeni obou druh(i nukleovych kyselin, DNA a RNA, v kombinaci se

simultannim stanovenim kreatininu, nutnym ke korekci zfted'ovaci schopnosti moce.
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4.1.2 Vyznam a moznosti stanoveni vitaminu E v biologickém materidlu

PRILOHA 2: CERVINKOVA, B., L. K. KRCMOVA, D. SOLICHOVA, B. MELICHAR a P. SOLICH. Recent
advances in the determination of tocopherols in biological fluids: from sample pretreatment
and liquid chromatography to clinical studies. Analytical and Bioanalytical Chemistry. 2016,
ro¢. 408, ¢. 10, s. 2407-2424. (IF2016 = 3,431)

4.1.2.1 Uvod

Vitamin E byl objeven mezi prvnimi vitaminy jiz v roce 1922 a zahrnuje dvé skupiny
latek — tokoferoly a tokotrienoly. Obé skupiny jsou tvoreny ¢tyfmi analogy oznacovanymi jako
a, B, v a . Biologicky vyznam vsech izoforem nebyl doposud zcela objasnén. Prostudovangjsi
je skupina tokoferoll, zvlasté a-tokoferol. Tento analog ma v lidském téle specificky
transportni protein (a-TTP) a jeho biologickd dostupnost je vyssi proti zbylym analogim.
Vitamin E patii mezi vyznamné antioxidanty v lipidovém prostiedi, ktery brani oxidaci LDL
cholesterolu, chrani bunky pred plsobenim volnych radikal( a vychytava skodlivé nitroso
sloucenin z potravy.

Na vztah mezi vitaminem E a celou fadou onemocnéni bylo v minulosti i ted
soustfedéno velké mnoiZstvi klinickych studii. U neurodegenerativnich poruch, jako je
napfiklad Alzheimerova choroba, nebyla prokazana Zadna souvislost s hladinami vitaminu E. V
pripadé kardiovaskuldrnich poruch bylo pfi kratkodobé suplementaci zaznamendno snizeni
rizika vzniku ischemické choroby srde¢ni a dale kardioprotektivni efekt u uzké skupiny
pacientl na hemodialyze a s diabetem genotypu haptoglobin 2-2. Obecny fakt, Ze by vitamin
E chranil pfed vznikem nadorovych onemocnéni, byl v minulosti nékolikrat vyvracen. Naopak
byl v literatufe popsan vyznam jednotlivych derivatQ u specifickych malignich onemocnéni
napfiklad inhibice vzniku nddor( prsu pomoci &-tokoferolu, snizeni umrtnosti pfi rakoviné
mocového méchyre pomoci a-tokoferolu nebo inhibice karcinogeneze plic a stfev pomoci y-
tokoferolu. Suplementace vitaminem E je doporucovana zvlasté u kurakd, kde bylo prokdzano

snizeni rizika vzniku a dmrtnosti pfi malignim onemocnéni prostaty a plic.

4.1.2.2 Moznosti stanoveni tokoferoli
Stanoveni tokoferolll neni Zzadnou novinkou na poli analytické chemie. Studie se v

minulosti soustredily nejéastéji na stanoveni a-tokoferolu, popfipadé v kombinaci
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s y-tokoferolem. Vzhledem ke zvySenému zajmu o studium dalSich derivatd, byla nejvétsi

komplikaci separace strukturnich izomer( B a y.

Metody kapalinové chromatografie

Mezi metody prvni volby patfi kapalinovd chromatografie. V literature jsou popsany
metody vyuZivajici HPLC i UHPLC systémy. UpIné separace bylo dosaieno v minulosti
s pouzitim normalni faze. Ta byla postupem casu, kvali svym nedostatklim nahrazena fazi
reverzni. S pouzitim nejcastéji dostupné C18 faze nebylo dosazeno separace strukturnich
izomer( ani v pfipadé kombinace s UHPLC systémem a novymi technologiemi kolon (monolit)
¢i ¢astic (core-shell). V roce 2012 byla autory Grebenstein a kol. [70] publikovana prvni HPLC
metoda zamérend na separaci vSech derivatli v case 14 min. Jako detekéni systémy se
nejcastéji vyuzivaji fluorescencni detektory, které jsou dostatecné citlivé k hladinam analytt
v biologickém materialu a zaroven nejsou financné narocné. Pro tuto aplikaci mohou byt dale
vyuzity detektory hmotnosti, UV/VIS, elektrochemické a ELSD (Evaporative Light Scattering

Detector).

Metody Upravy biologického materialu

Stanoveni tokoferoll bylo publikovano v Sirokém spektru biologického materialu od
krve az po kolostrum ¢i erytrocyty. Tokoferoly se v biologickém materidlu vyskytuji navazané
na dalSi bunécné struktury, a proto je pred jejich extrakci vhodné tuto vazbu rozrusit napriklad
pomoci precipitace proteintl ¢i saponifikace. Nejcastéji se vyuziva krok odstranéni proteind, a
to pomoci organickych rozpoustédel typu methanol, ethyl acetat ¢i acetonitril. Tento proces
je mozné podpofit jesté intenzivnim tfepanim, nizkou teplotou, ledovou lazni ¢i ultrazvukem.
Naopak saponifikace by méla byt vyuZivdna pouze v pfipadé komplexnich matric jako je
plodova voda, materské mléko ¢i krvinky. Vzhledem k tomu, Ze saponifikace zahrnuje pouZiti
roztoku hydroxidu draselného a vysokych teplot (60-80°C), které ohroZuji stabilitu tokoferold,
neni nutné ji vyuZivat v pripadé extrakce ze séra, moci ¢i plazmy. Mezi dalS$i moZnosti
obohaceni extrakce tokoferolll patfi pridavek dalSich antioxidantd ¢i vnitfnich standarda.
Antioxidanty se vylu¢né vyuZzivaji v ptipadé saponifikace, aby zvysili ochranu cilovych analyt(.
Pouziti vnitfniho standardu je naopak vhodné v pripadé vicekrokovych extrakci typu SPE ¢i LLE.
Jako vnitini standard mUzZe byt pouzit tokol, tokoferol acetat ¢i xanthophyl.

Technikou volby extrakce tokoferolll z biologického materidlu je LLE. Principem je
extrakce analytll do nepolarniho rozpoustédla, které je pozdéji odpafeno, a odparek je

rozpustén idedlné v mobilni fazi. Mezi jeji nejvétsi nevyhody patfi velké spotfeby vzorkd i
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organickych rozpoustédel, coz se neslu¢uje s naroky na moderni extrakéni techniky.
V literatufe proto dnes najdeme miniaturizované metody, které vyuzivaji 20-200 ul
biologického materidlu a 0,5-2 ml organického ¢inidla. Jako extrakéni Cinidlo je v LLE témér
vyluéné vyuzivan hexan.

Druhou nejcastéji vyuzivanou extrakéni technikou je SPE. Tento typ extrakce
v klasickém usporadani neposkytuje pro extrakci tokoferoll z biologického materidlu zadné
vyhody oproti LLE, protoZe se jedna o techniku financné, manualné i pfistrojové narocnéjsi.
Vyhodnd je jeji miniaturizace, automatizace a vyuziti modernich pfistupd. Miniaturizovana SPE
nabizi moZnost zpracovani velkych sérii vzork(i se soucasnou nizkou spotrebou vzork( i

rozpoustédel. VyuZiti on-line extrakce na pevnou fazi minimalizuje manualni narocnost i ¢as

extrakce.

4.1.2.3 Zavér

Vitamin E, prestozZe je zndm jiz pres devadesat let, stale nebyl pIné prozkouman a
stejné tak jeho role ¢i suplementace v organismu. Dodnes bylo provedeno mnoho klinickych
studii, zabyvajicich se jeho vlivem na celou fadu onemocnéni, které neposkytly jednoznacny
zavér. Momentalné se ukazuje, Ze dulezitéjsi roli v pripadé onkologickych onemocnéni maji
pravdépodobné jiné derivaty tokoferolu nez a, jak se drive predpokladalo. Z vysledkd studii
vyplyva pozitivni vliv suplementace vitaminem E u kufaku, kde prokazatelné snizuje riziko
vzniku nddorovych onemocnéni.

V pfipadé analyzy vitaminu E v biologickém materidlu je upfednostfiovdna metoda
kapalinové chromatografie v kombinaci s fluorescenéni detekci. Uplné separace viech
derivatu vitaminu E je mozné dostdhnou s pouZitim normalni stacionarni faze ¢i fluorované
reverzni faze. Jako extrakéni technika je nej¢astéji vyuzivana LLE, idedIné v miniaturizovaném
provedeni. Vitamin E je mozné stanovit v Siroké Skdle biologického materialu jako je krev, moc,

plodova voda, erytrocyty, mozkomi$ni mok a dalsi.
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4.1.3 Stanoveni lipofilnich vitamint v séru

PRILOHA 3: CERVINKOVA, B., L. K. KRCMOVA, S. KLABACKOVA, D. SOLICHOVA a P. SOLICH.
Rapid determination of lipophilic vitamins in human serum by ultra-high-performance liquid
chromatography using a fluorinated column and a high throughput miniaturized liquid-liquid

extraction. Journal of Separation Science. Pfijato k publikovani 06/2017. (IF2016 = 2,557)

4.1.3.1 Uvod

Cilem této prace bylo vyvinout novou rychlou UHPLC metodu s citlivou fluorescenéni
detekci pro simultanni stanoveni retinolu a vSech izoforem tokoferolu v lidském séru
s vyuzitim vnitfniho standardu. Pfi vyvoji metody pro Upravu vzorku bylo vychdzeno z
podminek publikace Urbanek a kol. [58] zamérené na extrakci retinolu a a-tokoferolu ze séra.
Cilem modifikace a miniaturizace této metody bylo extrahovat vice analytl v kratsim case,
vyZit vnitfni standard (tokol) a mensi objemy organickych rozpoustédel, tak aby metoda byla

vhodna pro zpracovani vétsich sérii vzorkd a méné zatézovala Zivotni prostredi.

4.1.3.2 Vysledky a diskuze

Uprava vzorku pred analyzou

Vzorky krve byly poskytnuty od pacientl hospitalizovanych ve FNHK a zdravych darc(
v souladu s etickym protokolem. Ziskand krev byla za ucelem separace krevniho séra
centrifugovana (1600 g/10 min/4°C). Sérum bylo poté okamZité zamrazeno (-20°C) a
analyzovano v Case potieby.

V pribéhu vyvoje metody pro Upravu vzorku byly sledovany rizné parametry extrakce
z kapaliny do kapaliny. Byl testovan vliv deproteinace, miniaturizace, intenzita a doba tfepani,
mnozstvi vzorku a organického rozpoustédla, intenzita a ¢as centrifugace.

Vhodnym vybérem rozpoustédel a optimalizaci postupu byly ziskany nasledujici
extrakéni podminky:

e Objem vzorku: 400 ul séra

e Precipitacni ¢inidlo: 400 ul denaturovaného EtOH (+ 5% MeOH)

Podminky precipitace: vortex 20 g/5 min/RT

Extrakcni ¢inidlo: 1,2 ml hexanu

Podminky LLE: vortex 20 g/5 min/RT a centrifugace 21 380 g/90 s/4°C
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e Odpareni supernatantu: pod vakuem (za snizeného tlaku) pfi 45°C

e Zpracovani odparku: rozpusténi v 200 ul MeOH s naslednou filtraci

LC analyza
Analyza retinolu, derivatl tokoferolu a vnitfniho standardu (tokol) byla provedena
pomoci systému UHPLC set Nexera s fluorescencéni detekci (Shimadzu, Japonsko).
Podminky analyzy:
e Mobilni faze: MeOH + octan amonny (pH 7, ¢ = 129,7 mM), pomér 84:16 (v/v)
e Pratok mobilni faze: gradient 2-3 ml/min
e Staciondrni faze: Kinetex F5 4,6 x 100 mm, 2,6 um (Phoenomenex, USA)
e Teplota kolony: 45°C
e Objem nasttiku: 10 pl
e Podminky detekce (FLD) pro tokoferoly véetné IS: EX 295 nm a EM 325 nm
e Podminky detekce (FLD) pro retinol: EX 325 nm a EM 480 nm

e Celkovy ¢as analyzy: 4 min

Validace metody
Pro hodnoceni validace této metody byly vyuzZity bioanalytické normy EMA a FDA.
V rdmci valida¢niho protokolu byly hodnoceny nasledujici parametry:
e Test vhodnosti analytického systému (SST)
Na zdakladé vysledkl uvedenych vtabulce 9 bylo pouZiti vybraného systému

vyhodnoceno jako vhodné pro zminénou metodu.

Tabulka 9: Vysledky SST metody.

Parametry Retinol a-tokoferol B-tokoferol y-tokoferol 8-tokoferol
R 8,43 1,69 1,68 1,35 8,43
N 5739 1214 1964 1591 1257
HETP (mm) 0,017 0,082 0,050 0,062 0,079
T 1,00 1,04 1,01 1,03 1,02
e Linearita

K hodnoceni linearity byla vyuzita kalibraéni pfimka, ziskana analyzou standardnich

roztokl na Sesti koncentracnich udrovnich. Kalibraéni kfivka pro retinol byla v rozmezi
0,18-6,00 uM, pro a-tokoferol 1,56-50,00 uM, pro B-tokoferol 0,18-6,00 uM, pro y-tokoferol
0,18-6,00 uM a pro 6-tokoferol 0,01-1,00 uM.
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e VytéZnost
Vytéznost extrakce byla hodnocena pomoci analyzy redlnych vzorkl pred a po pfidani
standardnich roztok( o znamych koncentracich. Vytéznost byla v rozmezi od 88 do 110% pro
vSechny analyty, a tudiz neprekrocila limit 100 + 15%.
e Opakovatelnost/presnost
Opakovatelnost metody zahrnovala stanoveni opakovatelnosti nastfiku a
opakovatelnosti extrakce vyjadrené jako relativni smérodatna odchylka (RSD) plochy piku.
Opakovatelnost nastfiku roztoku standardu i biologickych extrakt( v sérii nepfesahla RSD 1,6%
a extrakce neprekrocila RSD 8,8%.
e Limity
Limit detekce (LOD), nejnizsi detekovatelné ale ne kvantifikovatelné mnozstvi analytu
ve vzorku, byl vyvhodnocen jako 0,008 uM pro retinol, 0,228 uM pro a-tokoferol, 0,113 uM pro
B-tokoferol, 0,089 uM pro y-tokoferol a 0,06 UM pro 6-tokoferol. Nejnizsi limit kvantifikace
(LLOQ) odpovidal hodnotam pro 0,013 uM retinol, 0,380 uM pro a-tokoferol, 0,188 uM pro
B-tokoferol, 0,148 uM pro y-tokoferol a 0,010 uM pro &-tokoferol.
e Robustnost
Robustnost metody byla testovana pomoci zmény pomérd v mobilni fazi, teploty
v kolonovém termostatu a pratoku. Podle vysledkd bylo zjisténo, Ze zména teploty +5°C
v kolonovém termostatu ma zasadni vliv na separaci a reprodukovatelnost vysledk( a dale
mnozstvi methanolu v mobilni fazi a jeji pratok vyrazné ovliviiuji separaci strukturnich izomert
B- a y-tokoferolu.
e Stabilita
V ramci validace byla hodnocena stabilita LLE extraktl v pribéhu 24 h pti 4°C. Na
zakladé vysledkl bylo potvrzeno, Ze extrakty je moZzné za téchto podminek skladovat.
e Selektivita
Schopnost metody separovat cilové analyty od interferenci vyskytujicich se
v biologickém extraktu byla ovéfena pomoci analyzy redlnych vzork( sér. Rozliseni

jednotlivych pikd analyt(i je mozné vidét v chromatogramu na obrazku 33.
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Obrazek 33: a-tokoferol Tg = 3,7 min, c = 40 uM, B-tokoferol Tr = 2,7 min, c = 6 uM, y-tokoferol
Tr=3,1 min, c =3 uM, 6-tokoferol Tg = 2,1 min, c = 6 uM, tokol (IS) Tr = 1,6 min, c = 2,5 uM, retinol
Tr =0,8 min, c = 1 uM. Detekce: retinol FLD EX 325 nm a EM 480 nm, ostatni analyty FLD EX 295 nm a
EM 325 nm.

Vyuziti metody v analyze redlnych vzorku

Nové vyvinuta metoda byla pouZita k analyze vzorku lidskych sér, aby se ovéfila jeji
pouZitelnost v klinické praxi. Vzorky testovanych sér byly poskytnuty zdravymi darci z fad
muzU i Zen. Na zakladé vysledku bylo potvrzeno, Ze metoda je vhodnd a dostatecné citliva pro

analyzu vSech analogu tokoferolu véetné retinolu pfitomnych v séru.

4.1.3.3 Zavér

Byla vyvinuta a pIné validovdna nova bioanalytickd UHPLC-FLD metoda pro stanoveni
retinolu, a-, B-, y- a 6-tokoferolu v lidském séru. Rychlé a uc¢inné separace analytu s blizkou
strukturou bylo dosazeno pomoci fluorované stacionarni faze a technologie core-shell.
Fluorescencni detekce umoznila citlivé stanoveni vybranych analytl v biologickém materidlu.
Jako technika upravy vzorku byla zvolena selektivni extrakce z kapaliny do kapaliny
v kombinaci s jednoduchou precipitaci protein(i. Extrakce byla kompletné provedena
v jednordzovych Eppendorf zkumavkach a mikrotitraénich desti¢kach s ¢asovou ndaroc€nosti

1,3 min/vzorek. Ke korekci vysledk( extrakce byl vyuZit synteticky vnitfni standard tokol.
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Analyzou série redlnych vzorkl bylo ovéreno, Ze prezentovana metoda muze byt
vyuzita v klinickém vyzkumu a praxi, kde by mohla napomoci objasnéni role jednotlivych

antioxidant( u zdvaznych onemocnéni.
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4.1.4 Stanoveni neopterinu, kynureninu a tryptofanu v plodové vodé, vypotku a

exsudatu z dlouhodobé Spatné se hojicich ran

PRILOHA 4: KRCMOVA, L. K., B. CERVINKOVA, D. SOLICHOVA, L. SOBOTKA, L. HANSMANOVA,
B. MELICHAR a P. SOLICH. Fast and sensitive HPLC method for the determination of neopterin,
kynurenine and tryptophan in amniotic fluid, malignant effusions and wound exudates.

Bioanalysis 2015, ro€. 7, €. 21.,s. 2751-2762 (IF2016= 2,673)

4.1.4.1 Uvod

Vyznam stanoveni ¢asnych biomarker( aktivace imunitniho systému byl v literature jiz
nékolikrat popsan u onemocnéni rlizné etiologie. Nejcastéji se jedna o stanoveni u pacientd s
nefrotickym syndromem, infarktem myokardu, autoimunitnich a nddorovych onemocnéni. Ve
vétsiné klinickych studii byl pouzit béZné dostupny biologicky material typu sérum ¢i moc.
V oblasti klinického vyzkumu byly zanétlivé biomarkery nejcastéji stanovované pomoci metod
ELISA, RIA ¢i HPLC. Jak jiz bylo v této praci vySe popsano, vyuziti kapalinové chromatografie
nabizi nesporné vyhody a je proto povazovano za zlaty standard. Analyza ¢asnych biomarker(
zanétu typu neopterin, kynurenin a tryptofan ma prognosticky vyznam u rady onemocnéni,
zvlasté v onkologii. Jejich hladina je v pfipadé zanétu zvySena v ¢asovém predstihu a umoznuje
tak v€asnou diagnostiku s naslednou terapii.

Cilem této prace bylo vyvinout novou rychlou jednoduchou HPLC metodu s citlivou
detekci pro stanoveni neopterinu, kynureninu a tryptofanu v plodové vodé, vypotku a
exsudatu z dlouhodobé S$patné se hojicich ran. Tato metoda by méla slouZit k analyze
biomarker(i zanétu v rdznych druzich biologického materidlu v oblasti klinického vyzkumu.
Zaroven by méla byt vyuZita pfi provedeni pilotni studie zamérené na monitorovani procesu

hojeni ran pfimo v jejich ohnisku.

4.1.4.2 Vysledky a diskuze

Uprava vzorku pred analyzou

Biologicky materidl byl poskytnut pacienty hospitalizovanymi ve FNHK a FNOL
v souladu s etickym protokolem. Vzorky plodové vody a vypotku byly po odbéru okamzité
zamrazeny (-20°C). Pro ziskani vzorku exsuddtu z dlouhodobé nehojicich se ran byla odebirana

¢ast obvazového kryti (1 x 2 cm) od ambulantnich a hospitalizovanych pacientl z Ill. interni
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gerontometabolické kliniky FNHK. Odebrany materidl byl spolecné s 1 ml fyziologického
roztoku ultrazvukovan po dobu 20 min pfi 25°C. Ziskané roztoky byly okamzité zamrazeny
(-20°C). VSechny vzorky byly v ¢as potieby vytemperovany na 25°C a pouzity k analyze.

Jako extrakéni technika byla pouzita jednoducha precipitace proteini pomoci chladu a
organického rozpoustédla. Nejdrive byl vzorek (200 pl) zfedén 100 ul 15 mM fosfatového
pufru s pH 6.5 a poté bylo pfiddno 100 ul precipitacniho ¢inidla (ethanol -20°C). Deproteinace
byla podporfena inkubaci 10 min pfi -25°C. Nasledné byly vzorky centrifugovany
(14000 g/10 min) a poté filtrovany pomoci mikrotitracnich desticek s filtry o velikosti pérud

0,2 um. Takto pripravené vzorky byly pouzity pro naslednou chromatografickou analyzu.

LC analyza
Analyza kynureninu, neopterinu a tryptofanu byla provedena pomoci HPLC systému
Prominence LC 20 s fluorescenéni a PDA detekci (Shimadzu, Japonsko).
Podminky analyzy:
e Mobilni faze: smés KH,PO4 a K2HPO4-3H,0 (15 mM, pH 3) + ACN (gradient)

Pritok mobilni faze: 3 ml/min

e Stacionarni faze: Chromolith HR C18 100 x 4,6 mm (Merck, Némecko)
e Teplota kolony: 40°C

e Objem nasttiku: 5 ul

o PDA detekce pro kynurenin: 230 nm

e FLD detekce pro neopterin: EX 353 nm a EM 438 nm

e FLD detekce pro tryptofan: EX 254 nm a EM 404 nm

e Celkovy ¢as analyzy: 5,5 min

Validace metody
Aby mohla byt prezentovana metoda poutZita pro klinickou praxi, byla validovédna podle
norem EMA a FDA, specidlné urcenych pro validace v oblasti bioanalyzy.
V rdmci validace metody byly hodnoceny nasledujici parametry:
e Test vhodnosti analytického systému (SST)
Vybrany chromatograficky systém vyhovél pozadavkim na SST a byl posouzen jako

vhodny pro zminénou metodu. Hodnocené SST parametry jsou uvedeny v tabulce 10.
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Tabulka 10: Vysledky SST metody.

Parametry Neopterin Tryptofan Kynurenin
R 6 NA
N 659 1345 4684
HETP (mm) 151 74 21
T 1,1 1,0 1,3

* NA = neanalyzovano

e Linearita
Linearita kalibracni pfimky byla definovdna pomoci analyzy standardnich roztok( ve
vodé na Sesti koncentralnich Urovnich. Kalibraéni kfivka byla vytvofena vrozmezi

1,25-100 nM pro neopterin, 2,5-100 uM pro tryptofan a 0,25-50 uM pro kynurenin.

e VytéZnost
Ucinnost extrakce byla hodnocena na zékladé vytéznosti provedené pomoci analyzy
redlnych vzork( pred a po pfidani standardnich roztokd o trech rliznych koncentracich. Celkem
bylo pét vzorkd od kazdého materialu na jedné koncentracni Urovni. VytéZznost byla stanovena
91-109% pro vsechny analyty v plodové vodé, 83-100% ve vypotku a 92-104% v exsudat(
zran. Hodnoty pro plodovou vodu a exsudat zran odpovidaly pozadovanému rozmezi

vV

minimalné a byla vyhodnocena jako zanedbatelna.

e Opakovatelnost/presnost
Pfesnost metody byla hodnocena podle vysledk( opakovatelnosti nastfiku a extrakce
vyjadrené jako relativni smérodatna odchylka (RSD) plochy piku. PouZité koncentrace
odpovidaly kalibraénimu rozmezi. Pfesnost nastfiku v sérii u vSech testovanych biologickych
material( nepfesahla RSD 1,0%. Vysledky opakovatelnosti extrakce poskytly RSD do 3,7%.
e Limity

vV

pétindsobku poméru signalu k Sumu. Pro tuto metody byly stanoveny hodnoty LLOQ 1,25 nM

pro neopterin, 2,5 UM pro tryptofan a 0,25 uM pro kynurenin.

e Robustnost
Robustnost metody byla testovdna pomoci zmény teploty v kolonovém termostatu,

koncentrace a pH mobilni faze. Mald zména teploty a koncentrace fosfatového pufru ovlivnila
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vysledky analyzy v rozmezi 90-110%. Zasadni vliv na intenzitu pikd kynureninu a tryptofanu

byl pozorovan pfi zméné pH pufru (2,5).

e Selektivita
Selektivita metody k cilovym analytlm byla hodnocena na zakladé analyzy série vzork(
v kazdé matrici. Schopnost metody rozlisit analyty od interferenci vyskytujicich se v plodové

vodé, exsudatu a vypotku Ize vidét v chromatogramu na obrazku 34.

Separace standardnich latek

100,000 ~ Neopterin 4000
Tryptofan
3500
80,000 - ~3000
< ~2500 -
60,000 -
£ L2000 £
: :
~ 1500
E 40,000- g
Kynurenin = 1000
20,000 500
,,,,,,,,,,,,,,,,,, -0
0 T T . T -500
0 1 2 3 4 5

&as [min]

Obrazek 34: neopterin Tr = 0,9 min, c = 100 nM, kynurenin Tz = 2,3 min, c = 4,25 uM, tryptofan
Tr=4,6 min, c = 54,16 uM. Detekce: neopterin FLD EX 353 nm a EM 438 nm, kynurenin PDA 230 nm,
tryptofan FLD EX 254 nm a EM 404 nm.

e Stabilita

V ramci validace byla posouzena stabilita standardni roztok( pti -25°C. Na zakladé

analyz téchto roztok( byla potvrzena jejich stabilita po dobu 3 mésica.

Vyuziti metody v analyze realnych vzorka

Prezentovand metoda byla vyuZita pro analyzu redlnych vzorkd, aby se ovéfila jeji
pouZzitelnosti pro klinicky vyzkum. Analyzovano bylo celkem 30 vzork( (10 vypotkd,
10 plodovych vod a 10 exsudatl z ran). Vysledky jednotlivych analytld byly dale vyjadreny v

pomér k hodnotam tryptofanu.
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4.1.4.3 Zavér

V této praci byla prezentovana nova HPLC metoda s vyuzitim citlivé PDA a FLD detekce
pro stanoveni neopterinu, tryptofanu a kynureninu ve vzorcich plodové vody, vypotku a
exsudatu z dlouhodobé Spatné se hojicich ran. Rychlé analyzy v ¢ase 5,5 min bylo dosazeno
s pouzitim nové monolitické kolony druhé generace (Chromolith HR). Analyty byly
extrahovany z biologického materidlu pomoci jednoduché, rychlé a levné precipitace
protein(. Tato extrakéni procedura byla provedena v jednorazovych Eppendorf zkumavkach a
mikrotitracnich destickach vhodnych pro analyzy vétsich sérii vzork(l. Celd metoda byla plné
validovdna podle bioanalytickych norem a pouzita v klinickém vyzkumu.

V porovnani s literaturou nabizi tato prezentovand metoda jednoduché a rychlé
stanoveni biomarkerl c¢asného zanétu v plodové vodé a vypotku. Stanoveni téchto
biomarker( v biologického materiadlu z ran bylo provedeno jako pilotni studie unikatni svého
druhu. Cilem této studie bylo monitorovani hojeni ran pfimo v jejich lozisku s naslednou

odpovidajici farmakoterapii a |écbou.
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4.2 Komentare k publikovanym pracim s biomedicinskou tématikou

4.2.1 Vyznam stanoveni biomarkeri citrulinu a neopterinu pfi monitorovani miry

poskozeni strevni sliznice v dlisledku chemoradioterapie

PRILOHA 5: ZEZULOVA, M., M. BARTOUSKOVA, E. HLIDKOVA, T. ADAM, L. K. KRCMOVA, B.
CERVINKOVA, D. SOLICHOVA, M. ZLEVOROVA, K. CWIERTKA, D. FRIEDECKY, D. VRANA a B.
MELICHAR. Citrulline as a biomarker of gastrointestinal toxicity in patients with rectal
carcinoma treated with chemoradiation. Clinical chemistry and laboratory medicine. 2016,

ro€. 54, ¢. 2, s. 305-14. (|F2016= 3,432)

4.2.1.1 Uvod

Citrulin je jako neesencidlni aminokyselina produkovan vtenkém strevé. Jeho
stanoveni je mozné v télnich tekutindch, kam je vyluCovan z enterocytll. V laboratorni
mediciné je citrulin vyuzivan jako biomarker stfevnich funkci. Jeho analyzou lze napfriklad
monitorovat miru poskozeni sliznice tenkého strfeva v dlsledku chemoradioterapie. Pri
chemoradioterapii mizZe dojit az ke ztraté nebo atrofii slizni¢nich bunék, kterd se projevi
malabsorpci mnoha latek a v neposledni fadé snizenou produkci citrulinu.

Neopterin jako biomarker aktivace imunitniho systému byl zaznamendan ve zvysené
koncentraci u mnoha onkologickych onemocnéni. V literatufe bylo také popsano, Ze vyssi
hladiny neopterinu svéd¢i pro horsi prognézu nemoci. PFi radioterapii a chemoterapii byla
pozorovana zvySena hladina neopterinu na pocatku lécby, ale jeho koncentrace v priibéhu
terapie nejsou doposud plné popsany.

Lécba pacientl s nadory konecniku ve vétsiné pripad( zahrnuje chirurgické odstranéni
nadorové masy, lokalni radiaci a systémovou farmakoterapii, tedy chemoterapii. Pfi této lécbé
dochazi k toxickému plsobeni na bunky nddorové, ale i vSechny ostatni tkdané s vyssi
mitotickou aktivitou (napfiklad kostni dfen a gastrointestindlni sliznice). Stav kostni dfené je
rutinné monitorovan v hematologickych laboratofich, ale stav sliznice je posuzovan na zakladé
subjektivni pacientovy anamnézy. Snahou proto je najit vhodny biomarker, ktery by mohl byt
vyuzit k monitorovani toxického poskozeni sliznice zaZivaciho traktu.

Studie si kladla za cil pomoci monitorovani hladin neopterinu a citrulinu u pacientt
s nddory konecniku Ié¢enych objasnit jejich vyznam, vzdjemnou korelaci a moZnost pouziti
jako biomarkery poskozeni stfevni sliznice pfi chemoradioterapii.
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4.2.1.2 Vysledky a diskuze

Do studie bylo zapojeno celkem 49 pacientl, véetné muzud a Zen s vékovym priamérem
67 let, postizenych nadory konecniku, nejcastéji typu adenokarcinomu. U této skupiny byla
v tydenni intervalech monitorovana hladina neopterinu v séru a moci a citrulinu v plazmé.

Koncentrace neopterinu v moci byly stanoveny pomoci metody HPLC s fluorescencni
detekci. Vzorky byly upraveny pouhym naredénim fosfatovym pufrem a po ndsledné
centrifugaci a filtraci pouzity pro chromatografickou analyzu. Celkovy ¢as analyzy byl 6 min a
k separaci byla vyuzita stacionarni faze C18. Soucasné byla v této metodé stanovena i hladina
mocového kreatininu. Vysledky byly poté vyjadreny jako pomér neopterinu a kreatininu
(UM/M). Hladiny sérového neopterinu byly stanoveny pomoci radioimunoanalyzy.

Plazmatickd koncentrace citrulinu byla stanovena pomoci primého nastriku
upravenych vzork@l do hmotnostniho spektrometru. Uprava vzorku byla provedena pomoci
naredéni plasmy roztokem vnitiniho standardu, centrifugace a filtrace. Jako mobilni faze byla
zvolena kombinace methanolu a 0,1% kyseliny mravenci.

U pacientl byla pozorovana signifikantné snizena hladina citrulinu v plazmé v pribéhu
chemoradiaoterapie. Hladina neopterinu v moci byla signifikantné zvySena ve druhém, patém
a Sestém tydnu terapie. Oproti tomu signifikantné zvySenda sérova koncentrace neopterinu

byla zaznamenana jiz po prvnim, druhém, patém, Sestém a sedmém tydnu lécby.

4.2.1.3 Zavér

Vtéto studii byla u pacientd snadory konecniku lé¢enych chemoradioterapii
v tydennich intervalech analyzovana hladina neopterinu v moci a séru a citrulinu v plazmé. Jiz
po prvnim tydnu chemoradioterapie byla zaznamendna signifikantné sniZzena hladina
plazmatického citrulinu a zvySend hladina sérového a moc¢ového neopterinu. Mezi analyty byla
pozorovana negativni korelace. Citrulin byl v této studii vyhodnocen jako vhodny biomarker
pro monitorovanim poskozeni stfevni sliznice. JehoZ analyzou v pravidelnych intervalech je

mozné lépe a dfive rozpoznat stfevni toxicitu a tim snizit jeji dopad na organismus.
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4.2.2 Prognosticky vyznam stanoveni neopterinu vmoci a séru u pacientl

s karcinomem konecniku

PRILOHA 6: ZEZULOVA, M., M. BARTOUSKOVA, E. HLIDKOVA, J. JURANOVA, B. CERVINKOVA,
E. KASALOVA, T. ADAM, L. K. KRCMOVA, D. SOLICHOVA, K. CWIERTKA, D. VRANA a B.
MELICHAR. Prognostic Significance of Serum and Urinary Neopterin Concentrations in Patients
with Rectal Carcinoma Treated with Chemoradiation. Anticancer research. 2016, roc. 36, ¢. 1,

s. 287-92. (|F2016= 1,937)

4.2.2.1 Uvod

Nadory konecniku jsou v ¢eské populaci pomérné Casté a jejich progndza je spojena
s vysokou mortalitou. Lécba nejcastéji spocivd v kombinaci chirurgického odstranéni
novotvaru s externi radiaci a systémovou chemoterapii. V literatufe bylo popsano, Ze
kombinaci radioterapie s chemoterapii je mozné dosahnout lepsi progndézy u pacientd s
adenokarcinomy.

Zatimco v minulosti byl v onkologii kladen velky dliraz predevsim na identifikaci faktora
a biomarker( asociovanych se vznikem nadorovych onemocnéni, dnes vzrista potreba
laboratornich biomarkeru reflektujicich progndézu jiz probihajiciho onemocnéni s pripadnou
predikci komplikaci s nim spojenych. V ptipadé kolorektalniho karcinomu mohou byt pouzity,
jako prognostické biomarkery nasledujici poméry: neutrofily/lymfocyty, lymfocyty/monocyty
a krevni desticky/lymfocyty.

Cilem této studie bylo objasnit prognosticky vyznam sérového a mocového neopterinu

u pacientl s rakovinou konecniku Ié¢enych chemoradioterapii.

4.2.2.2 Vysledky a diskuze

Celkem bylo do studie zapojeno 49 pacientll véetné muzll a Zen, u kterych byla
histologicky potvrzena diagndza nadoru koneéniku. Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin
podle Urovné radioterapie na adjuvantni a neoadjuvantni. U obou skupin byla analyzovana
hladina sérového a mocéového neopterinu, kreatininu a krevnich bunék. Mezi hodnocené
parametry patfil Casovy interval mezi pocatkem terapie a recidivou/umrtim (RFS) a interval od
diagnostiky onemocnéni po umrti (OS).

Na zakladé ziskanych vysledkd nebyly pozorovany rozdily v koncentracich neopterinu
u pacientl s adjuvantni a neoadjuvantni terapii. Byla zaznamendna negativni korelace mezi
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hodnotami neopterinu a hemoglobinu a ddle korelace mezi hodnotou sérového neopterinu a
poctu lymfocytl. Zhorseni intervalu RFS i OS bylo pozorovano u pacientd se sérovou hladinou
neopterinu vyssinez 11,86 nM a u pacientd IéCenych neoadjuvantni terapii s vySSim pomérem
neopterin/kreatinin nez 146 uM/M proti pacientdim s nizsimi hodnotami. V pfipadé vyssich
pomérd mocového neopterinu ke kreatininu nez 214 uM/M bylo zaznamendno nesignifikantni
zhorseni intervalu RFS a OS. V této studii nebyl prokadzan vliv véku, stadia nemoci, koncentrace
hemoglobinu ani mnozstvi leukocytll a krevnich desti¢ek na prognézu onemocnéni nadorf
konecniku. Byl shledan velky rozdil v hodnotdch intervalu RFS a OS mezi skupinami lé¢enymi

neoadjuvantni a adjuvantni terapii.

4.2.2.3 Zavér

Podle dat prezentovanych vtéto studii byl vyhodnocen neopterin jako vhodny
prognosticky biomarker u pacientll s karcinomem konecniku lécenych chemoradioterapii.
Prognosticky vyznam byl pozorovan pouze u sérového, a ne u mocového neopterinu. Predikce
onemocnéni pomoci analyzy sérového neopterinu byla spolehliva pouze u pacientll 1éCenych
neoadjuvantni terapii. Vypovédni hodnota sérového neopterinu u pacientd s adjuvantni
terapii byla pravdépodobné v této studii ovlivnéna pritomnosti zanétlivé reakce v disledku
chirurgického odstranéni nadoru. Obecné byla v pripadé neoadjuvantni terapie pozorovana
velmi nepfiznivd progndéza onemocnéni, konkrétné u této skupiny doslo k umrti vSech
pacientl s hodnotou sérového neopterinu vys$sinez 11,86 nM. Tento fakt ukazuje na zvySenou
potfebu novych terapeutickych metod. Jejich uplatnéni by bylo vhodné studovat u populace
se zvySenou hladinou sérového neopterinu a soucasné pokrocilym stadiem karcinomu

konecniku s volbou neoadjuvantni terapie.
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4.2.3 Vliv hemaferézy na hladiny lipofilnich vitaminl u pacientli s vékem

podminénou makularni degeneraci sitnice

PRILOHA 7: 7. AUFARTOVA, J., M. BLAHA, E. KASALOVA, B. HONEGROVA, B. CERVINKOVA, L.
KUJOVSKA KRCMOVA, J. PLISEK, M. LANSKA, L. SOBOTKA a D. SOLICHOVA. Blood levels of
antioxidants during age-related macular degeneration treatment by rheohaemapheresis.

Biomedical Papers. 2015, roc. 159, €. 3, s. 400—406. (IF2016= 0,894)

4.2.3.1 Uvod

Vékem podminénd makularni degenerace (VPMD) je komplexni multifaktoridlni
onemocnéni vedouci k poskozeni sitnice a choroidu (cévnatky) oka. Vznik VPMD je mimo jiné
ovlivnén predisponujicimi geny a vlivy zevniho prostfedi. Toto onemocnéni je z klinického a
histopatologického hlediska déleno na dvé formy, suchou (atrofickou) a vlhkou (exsudativni).
Vétsina pacientll (aZz 80-90%) je postizena pomalu se rozvijejici suchou formou s
charakteristickou pritomnosti malych tvrdych drdz na sitnici. Vyskyt tohoto onemocnéni
stoupa s vékem a zapfricinuje rozvoj slepoty u populace starsi 65 let.

Bylo prokazano, Ze signifikantni redukce druz a dalSich shlukd pigmentu je mozné
dosahnout pomoci hemaferézy. Mezi dalsi benefity tohoto zakroku pti VPMD patfi zlepSeni
metabolickych procest na sitnici a sniZzeni koncentrace vysokomolekularnich Iatek (lipidy,
imunoglobuliny, fibrinogen). Pfi hemaferéze je krev odebirand z Zily jedné ruky pacienta,
vhanéna do mimotélniho obéhu, aby poté mohla byt vracena zpét do organismu pacienta
pomoci Zily na druhé ruce. Odebrana krev prochdzi v mimotélnim obéhu filtra¢ni kaskadou s
pouZitim specidlné navrzenych filtr( pro odstranéni latek zplsobujicich jeji vysokou hustotu.
Na zakladé klinickych studii bylo potvrzeno, Ze takto upravena krev je znovu schopna proudit
lehce i velmi tenkymi kapilarami, jaké se nachazi napfriklad v oku.

Cilem této studie bylo objasnit, zda dochazi pfi hemaferéze spolecné s lipidy také k

odstranéni v tucich rozpustnych antioxidant( typu vitamin A a E.

4.2.3.2 Vysledky a diskuze

Do této studie bylo zahrnuto celkem 23 pacientll, v€etné muzll a Zen s potvrzenou
diagnézou suché VPMD alespon u jednoho oka. U téchto pacientd bylo provedeno osm
procedur hemaferézy v rdmci deseti tydnu, kdy hladina antioxidant(i byla analyzovéna vzdy
pred a po zakroku.
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Vitamin A (retinol) a vitamin E (a-tokoferol) byly stanoveny v séru, lipoproteinovych
frakcich a erytrocytech. Lipoproteinové frakce byly ze séra ziskdny pomoci ultracentrifugace,
pfi které doslo k separaci vrstev LDL, VLDL a HDL. Erytrocyty byly z pIné krve izolovany pomoci
centrifugace s naslednym odstranénim plazmy. Pro extrakci antioxidant( byla vyuZita metoda
LLE a k jejich stanoveni kapalinova chromatografie na reverzni fazi.

Mezi dalsi monitorované analyty v této studii patfily také triacylglyceroly (TAG),
cholesterol, glutation peroxidaza, malondialdehyd a superoxiddismutdza. Tyto analyty byly
stanoveny v nemocnicni rutinni laboratofi pomoci komercnich kitd.

Studie potvrdila signifikantni snizeni TAG a cholesterolu o 31-65 % v séru i
lipoproteinovych frakcich u pacientd lécenych hemaferézou. Po této terapii byl také
zaznamenan signifikantné zvyseny pomér a-tokoferol/cholesterol jak v séru, tak v
lipoproteinovych frakcich. Dale bylo u pacientll pozorovano zvyseni a-tokoferolu v
erytrocytarnich membranach o 2%, nejednalo se vsSak o signifikantni rozdil. Po sériich
hemaferézy byl sledovan signifikantni pokles koncentrace retinolu v séru a nesignifikantni
pokles vSech sledovanych enzym(. Hladiny retinolu vsak stale odpovidaly fyziologickému

rozmeazi.

4.2.3.3 Zavér

V této studii byl prokazan pozitivni Gcinek hemaferézy na snizeni hladin vysoko
molekularnich latek v krvi, zplsobuijicich jeji vy$si hustotu a s tim spojeny rozvoj VPMD. Bylo
potvrzeno, Ze hladina antioxidantu ve tkdnich neni touto terapii ovlivnéna, prestoze dochazi k
vyrazné redukci lipidd a jinych makromolekul. Hladiny vSech antioxidantl po terapii
odpovidaly fyziologickému rozmezi. U monitorovanych pacient nebyly pozorovany znamky

vitaminové nedostatecnosti. Tento fakt byl potvrzen laboratorni analyzou vitaminu A a E.
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5 ZAVER

PredloZena disertacni prace se zabyvala problematikou analyzy biologického materialu
a vyvojem novych separacnich metod pro stanoveni vybranych biomarkerd. Vyzkumu v oblasti
bioanalytickych metod je dnes vénovana velka pozornost se snahou definovat nové specifické
biomarkery. K tomuto Ucelu s vyhodou slouzi moderni a vysoce selektivni analytické techniky
na bazi kapalinové chromatografie v kombinaci s citlivou detekci.

Vsoucasné dobé jsou na analyzu biologicky aktivnich latek kladeny stale vyssi
pozadavky, jak na jeji rychlost, citlivost, finan¢ni a materidalovou naro¢nost, tak na vyuzitelnost
v klinickém vyzkumu a praxi. Moderni instrumentace v bioanalytickych laboratofich spolu s
pomoci novych extrakénich technik umoziuji splnit tyto pozadavky a poskytnout tak citlivou
analyzu biomarker( ve velmi kratkém case. Z modernich trend( v separacnich metodach lze
jmenovat napriklad systém UHPLC, tandemovou hmotnostni detekci, nové stacionarni faze
typu PFP ¢i HILIC a jejich technologie (monolity, povrchové porézni castice). V oblasti
extrakénich technik je snaha vyzivat jednoduché a manualné nendro¢né metody s moznosti
automatizace ¢i miniaturizace pro rychlé zpracovani velkych sérii vzorka.

V této praci byly prezentovany tfi nové analytické metody pro stanoveni vybranych
biomarker( v redlnych matricich jako je sérum, moc, vypotek, plodova voda a exsudat.
Nejprve byla popsana HPLC-FLD-UV metoda pro stanoveni ¢asnych biomarkerd zanétu, mezi
které patfi neopterin, kynurenin a tryptofan. K extrakci analyt(i byla vyuZita jednoducha,
rychld a levna precipitace proteind a k nasledné separaci monolitickd kolona druhé generace.
Druhou prezentovanou metodou byla UHPLC-UV-MS/MS metoda pro stanoveni kreatininu a
oxidacnich produktd nukleovych kyselin. Zde bylo vyuZito selektivni extrakce na pevnou fazi
s naslednou rychlou separaci analytli pomoci C18 staciondrni faze s povrchové poréznimi
Casticemi specidlné navrienymi pro analyzu biologického materidlu. Jako posledni bylo
popsano UHPLC-FLD stanoveni retinolu (vitamin A) a vSech derivatd tokoferolu (vitamin E).
K Upravé vzorkl byla zvolena miniaturizovand extrakce z kapaliny do kapaliny a separace bylo
dosaZeno s pouzitim PFP staciondrni faze nové generace s povrchové poréznimi casticemi.
Vsechny tyto metody byly pIné validovany dle pozadavku bioanalytickych norem FDA a EMA.

Dale byly v praci okomentovany tfi biomedicinské studie zamérené na prognosticky
vyznam neopterinu, monitorovani toxicity chemoradiacniterapie pomoci biomarkeru aktivace

imunitniho systému a stanoveni antioxidantl u pacientll pfi hemaferéze. Soucasti byl také
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souhrnny ¢lanek poskytujici informace o klinickém vyznamu a moznostech stanoveni vitaminu
E.

Vsechny prezentované metody byly vyvinuty a validovany ve Vyzkumné laboratofi
[ll. interni gerontometabolické kliniky FNHK a rozsifily tim spektrum poskytovanych analyz.
Dale byly tyto nové metody Uspésné aplikovany pri analyze realnych lidskych vzork( a budou
slouZit ve FNHK a FNOL pro monitorovani vybranych biomarkert. Metody komentované v této

praci byly publikovany v odbornych mezinarodnich ¢asopisech s impakt faktorem.
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2016 Zahranicni staz na School of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, Cardiff
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2014 Zahranicnistaz na College of Medicine and Veterinary Medicine, The University

of Edinburgh, Skotsko, Velka Britanie (1 tyden, projekt CEPIN)

2014 Tuzemska odborna staz v Laboratofi klinické biochemie, Zelezni¢ni poliklinika,

Medika Hradec Kralové s.r.o. (1 tyden, projekt CEPIN)

2013 Zahranic¢ni staz na Biomedical Sciences Research Complex, University of St

Andrews, Skotsko, Velka Britanie (3 tydny, stazista)

2013 Zahranic¢ni staz na School of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, Cardiff

University, Wales, Velka Britanie (1 mésic, projekt FAFIS)
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