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Nazev disertacni prace: Moderni separacni techniky pro analyzu biologického materidlu

v klinickém vyzkumu

Predkladand disertacni prace se zabyva vyvojem chromatografického stanoveni
lipofilnich vitamin( a Upravou vzorku biologického materidlu pfed vlastni analyzou.
Klinické monitorovani hladin téchto vitaminQ, zvlasté pak vitaminu D, v rlznych
biologickych matricich je v poslednim desetileti velmi diskutovanym tématem.

V teoretické ¢asti této disertacni prace jsou charakterizovédny cilové analyty —
vitaminy A, E, D s jejich biologickou aktivitou — dale pak biologicky material pouzivany ve
Vyzkumné laboratofi, zvlasté pak podrobny popis sloZzeni materského miléka, jeho
nezastupitelna role ve vyZivé novorozencl a zpracovani materského mléka v mlécné
bance. Na tuto ¢ast navazuje obsahla kapitola vénujici se Upravé biologické matrice pred
analyzou. Jsou zde popsany nejcastéji pouzivané techniky Upravy vzorku, jako jsou
extrakéni metody, velkd pozornost je vénovana novym trenddm v téchto metodach,
které se rozvijeji v poslednich letech. Teoretickou ¢ast uzavira problematika analytického
stanoveni pomoci separac¢nich chromatografickych metod s dlirazem na HPLC a UHPLC.

DlleZitou soucasti této disertacni prace je vypracovand reSerSni publikace
zabyvajici se stanovenim vitaminu D a jeho metabolit(l v materském a kravském mléce.
Jsou zde diskutovany okruhy od vyznamu vitaminu D a jeho metabolismu pfes
preanalytické udpravy mléka aZ kanalytickému stanoveni s vyuZitim modernich
instrumentalnich technik.

Experimentalni ¢ast je rozdélena do dvou tématickych okruhd. Prvni okruh se
zabyvaja Upravou biologické matrice - sérum a materské mléko - a vyvojem
chromatografickych metod. Jako prvni je popsana vyvinuta a publikovana UHPLC-MS/MS

metoda pro stanoveni 25-hydroxy derivatl vitaminu D v lidském séru s jednoduchou
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Upravou vzorku vhodnou k rutinnimu vyuZiti. Druhd metoda se zabyva vyvojem
vhodného extrakéniho postupu vitaminu D z matefského mléka k nasledné
chromatografické analyze s MS detekci.

Dalsi ¢ast disertacni prace se vénuje analytickému stanoveni lipofilnich vitamin(
A, E, D, zdnétlivych markerd neopterinu, kynureninu, tryptofanu a jejich aplikacim
v mediciné. Je zde komentovana studie provdadéna ve spolupraci s Tkanovou bankou, kdy
byla sledovana stabilita retinolu a a-tokoferolu v matefském mléce béhem pasterizace a
skladovani. Dalsi studie se vénuji zménam antioxidacni kapacity pfi lé¢bé vékem
podminéné makularni degenerace a familidrni hypercholesterolemie. Poslednim
okruhem je studium neopterinu jako prediktivniho markeru u onkologicky nemocnych

pacientd ve spolupréci s FN Olomouc.
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Title of Doctoral Thesis: Modern separation techniques for the analysis of biological
material in clinical research

This doctoral thesis deals with development and validation of a chromatographic
determination of liposoluble vitamins and with optimization of biological materials
preparation. Clinical monitoring of these vitamins, especially vitamin D in different
biological materials is one of the most discuss theme in the last decade.

In the theoretical part of this dissertation the target analytes - vitamins A, E and
D with their biological activity are characterized - as well as the biological material used
in the Research Laboratory, especially a detailed description of the composition of breast
milk, its irreplaceable role in neonatal nutrition and description of breast milk processing
in Milk Bank. This part is followed by a comprehensive chapter dealing with the
treatment of the biological matrix before analysis. The most commonly used sample
pretreatment techniques such as extraction methods are described here, with a great
description of new trends in these methods that have been developing in recent years.
The theoretical part concludes analytical determination using separation
chromatographic methods with emphasis on HPLC and UHPLC.

An important part of this dissertation is a review publication dealing with the
determination of vitamin D and its metabolites in human breast and cows' milk. There
are discussed circuits from importance of vitamin D and its metabolism through
pretreatment of milk to analytical determination using modern instrumental techniques,
including the combination of ultra-high performance liquid chromatography with
tandem mass detection.

The experimental part is divided into two thematic areas. The first part deals with
the preparation of the biological matrix - serum and human milk - and the development
of chromatographic methods. The developed and published UHPLC-MS/MS method for

the determination of 25-hydroxy derivatives of vitamin D in human serum with a simple
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sample preparation suitable for routine use is described herein. The second method
deals with the development of a suitable extraction procedure of vitamin D from human
milk to subsequent chromatographic analysis with MS detection.

Another part of the dissertation deals with analytical determination of lipophilic
vitamins A, E, D and inflammatory markers of neopterin, kynurenin, tryptophan and
theirs applications in medicine. A study conducted in collaboration with Tissue Bank,
where the stability of retinol and a-tocopherol in human milk during pasteurization and
storage was monitored. Further studies address changes in antioxidant capacity in the
treatment of age-related macular degeneration and familial hypercholesterolaemia. The
last round is the study of neopterin as a predictive marker in oncologicall patients in

cooperation with Teaching Hospital Olomouc.
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APPI

BEH
C8
C18
CE
CFME
Cl
CPBA

DAD
DBP
DI-SDME

DLLME

DMEQ-TAD
DPX

DSDME

EIA
ELISA
EME
EMEA

vékem podminéna makularni degenerace (age-related macular
degeneration)

chemicka ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure
chemical ionization)

ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure ionization)
fotoionizace za atmosférického tlaku (atmospheric  pressure
photoionization)

hybridni technologie silikagelu a polymeru (bridged ethyl hybrid)

oktyl, fetézec obsahujici 18 atomu uhliku

oktadecyl, fetézec obsahujici 18 atom{ uhliku

kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)

mikroextrakce kontinualniho toku (continuous-flow microextraction)
chemicka ionizace (chemical ionization)

analyza kompetitivni vazby na proteiny (competitive protein binding
assay)

detektor diodového pole (diode array detector)

vitamin D vazajici protein (vitamin D binding protein)

mikroextrakce jednou kapkou pomoci pfimého ponofeni (direct
immersion single drop microextraction)

disperzni extrakce z kapaliny do kapaliny (dispersive liquid liquid
microextraction)

4-[2-(3,4 —dihydro-6,7-dimethoxy—4—metyl-3-oxo-2quinoxalinyl)etyl]
extrakce pomoci naplnénych 3picek pipet (disposable pipette tip
extraction)

mikroextrakce na pfimo suspendované kapce (directly-suspended droplet
microextraction)

enzymova imunoanalyza (enzyme immunoassay)

enzymova imunoanalyza (enzyme-linked immuno sorbent assay)
elektromembranova extrakce (electrokinetic membrane extraction)

European Medicines Agency
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ES|
FN HK
GC
HF-LPME

HILIC

HPLC

HS-SDME

LDL
LLE
LLLME

LOD
LOQ
MALDI

MEPS
MIP
MRM
MS
MS/MS
NIST
PA

ionizace elektrosprejem (electrospray ionization)

Fakultni nemocnice Hradec Kralové

plynova chromatografie (gas chromatography)

mikroextrakce do kapalné faze s vyuzitim dutého vldkna (hollow-fiber
liguid phase microextraction)

hydrofilni interakéni chromatografie (hydrophilic interaction liquid
chromatography)

vysokoucinnd kapalinova chromatografie (high performance liquid
chromatography)

mikroextrakce jednou kapkou pomoci head space (head space single drop
microextrakcion)

iontova cyklotronova resonance (ion cyklotrone resonance)

interleukin 1

iontova past (ion trap)

mezindrodni jednotka (international unit)

hydroxid draselny

kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

lipoprotein nizké hustoty (low density lipoprotein)

extrakce kapalina- kapalina (liquid- liquid extraction)

mikroextrakce z kapaliny do kapaliny a zpét (liquid liquid liquid
microextraction)

limit detekce (limit of detection)

limit kvantifikace (limit of quantification)

ionizace laserem za Ucasti matrice (matrix assisted laser desorption
ionization)

mikroextrakce tuhym sorbetem (microextraction by packed sorbent)
molekuldrné vtisténé polymery (molecular imprinted polymer)

multiple reaction monitoring

hmotnostni spektrometrie (mass spektrometry)

tandemovda hmotnostni spektrometrie (tandem mass spektrometry)
National Institute of Standards and Technology

polyakrylat
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Pa-EME

PDMS
PEEK
PDMS-DVB
PP

PTAD

QqQ
RAM
RCF
RIA
RPM
RSD
SBSE
SDME
SIM
SLM
SPE
SPME
SRM
TOF
UHPLC

UVv/VviIS
25-0OH D2
25-0OH D3

paralelni extrakce pomoci elektromembrany (parallel electromembrane
extraction)

polydimetylsiloxan

polyetheretherketon

polydimetylsiloxan-divinylbenzen

srazeni proteinl (protein precipitation)
4-fenyl-1,2,4-triazolin-3,5-dion

kvadrupdl (quadrupole)

trojity kvadrupdl (triple quadrupole)

material s omezenym pfistupem (restricted access material)
relativni odstfediva sila (relative centrifugal force)
radioimunoanalyza (radioimmunoassay)

pocet otacek za minutu (rotation per minute)

relativni smérodatna odchylka

sorpcni extrakce michadlem (stir bar sorptive extraction)
mikroextrakce jednou kapkou (single drop microextraction)
monitorovani vybraného iontu (single ion monitoring)
kapalna membrdana (supported liquid membrane)

extrakce na tuhou fazi (solid phase extraction)
mikroextrakce na tuhou fazi (solid phase microextraction)
standardni referencni material (standard reference material)
analyzator doby letu (time of flight)

ultra vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (ultra high performance
liquid chromatography)

ultrafialova — viditelna oblast svétla
25-hydroxycholekalciferol

25-hydroxyergokalciferol
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UvoD

2. UVOD

Vitaminy jsou nizkomolekularni organické latky, které jsou nezbytné pro normalni
rast, vyvoj a metabolismus lidského téla. Lidské télo si je syntetizuje jen v omezené mire,
proto je musi pfijimat v potravé. Stanoveni téchto latek je v biologickém materialu
(sérum, materské mléko, lipoproteinové vrstvy) sloZité, protoze jejich koncentrace je
Casto velice nizkd. Dllezitou roli zde hraje Uprava vzorku pfed analyzou a nasledna
kvantifikace pomoci vhodné instrumentalni metody.

Zvyseny zajem o tyto latky zvySuje i pocty jejich stanoveni jak
v laboratofich rutinnich, tak vyzkumnych. Aby bylo moZné splnit vSechny poZadavky na
jejich vysetreni, je potfeba pouZzit vhodnou analytickou metodu. Velky dlraz je kladen na
délku analyzy, zpracovani velkych sérii vzorki a v neposledni fadé také na citlivost
metody. Nejvice se rozvijejici instrumentalni technikou se v poslednich letech stala
vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC), ktera je nejrozSifenéjsi separacni
technikou v klinickém vyzkumu a stdle SirSi uplatnéni nachazi i v rutinnich laboratofich.
Jako detektor se nejcastéji pouzivd detektor diodového pole, ktery je v mnoha
laboratotich nahrazen citlivéjSim a selektivnéjSim hmotnostnim spektrometrem.

ProtozZe biologickd matrice je velice slozitd a obsahuje mnoho balastnich latek, je
dllezitd uprava vzorku pred vlastni analyzou. Tento krok je ¢asové nejnaro¢né;jsi, zaujima
asi 70% casu z celkové doby analyzy. Vedle stale pouzivanych klasickych extrakénich
metod jako je extrakce na pevné fazi (SPE) nebo extrakce kapalina-kapalina (LLE) jsou
dnes v popredi zajmu mikroextrakéni techniky zaloZzené na LLE a SPE. U téchto
miniaturizovanych technik je kladen velky dlraz na zkraceni doby, sniZeni spotieby
organickych rozpoustédel a tim sniZeni zatizeni Zivotniho prostiedi, pouziti co

nejmensiho objemu vzorku a omezeni manipulace s biologickym materialem.
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3. CiL PRACE

Cilem této disertacni prace byl vyvoj, optimalizace a validace chromatografickych
metod pro stanoveni vybranych biologicky aktivnich latek v biologickém materidlu,
zejména v séru a v mateiském mléce. Nedilnou soucdsti metod byl vyvoj a optimalizace
technik ptipravy vzorku pred samotnym stanovenim. PoZadavky na vyvoj novych
modernich chromatografickych metod vhodnych pro klinicky vyzkum vychazeji nejen z
Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Vyzkumnd laboratof spolupracuje také s klinickymi
pracovisti a s odborniky z jinych nemocnic v Ceské republice jako napF. s Onkologickou
klinikou ve Fakultni nemocnici Olomouc.

Jednim z cill bylo podat prehled a zakladni informace o pouzivanych technikach
pfipravy vzorku materského mléka k analyze vitaminu D a jeho metabolitQ. Klicovou roli
ve stanoveni hladin tohoto vitaminu hraje chromatografickd detekce ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii.

Dalsi cilem mé disertacni prace byl vyvoj a validace metod vhodnych pro stanoveni
25-hydroxy vitaminu D3 a 25-hydroxy vitaminu D; v lidském séru a matefském mléce
pomoci UHPLC s tandemovou hmotnostni spektrometrii s vhodnym extrakénim
postupem k Upravé biologické matrice. DalsSim ukolem bylo zjistit vliv Holderovy
pasterizace a skladovani na hladiny vitamin( A a E v materfském mléce.

Poslednim, dulezitym ukolem béhem mého doktorského studia, bylo vyuZiti
analytickych metod pro feseni vyzkumnych grantd ve spolupraci s dalSimi pracovisti
Fakultni nemocnicie Hradec Kralové a Fakultni nemocnice Olomouc. Jednalo se zejména
o stanoveni lipofilnich vitaminQ A, E a D v séru, lipoproteinovych vrstvach a membrané
erytrocytd a zanétlivych markerl vséru a vmodéi u pacientd s familidrni
hypercholesterolémii, vékem podminénou makuldrni degeneraci a u onkologickych

pacientd.
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4. TEORETICKA CAST

4.1. STANOVOVANE ANALYTY - VITAMINY

Vitaminy jsou skupina nizkomolekularnich organickych latek, které jsou nezbytné pro
normalni rlst, vyvoj a metabolismus lidského téla. Lidské télo si je neumi samo
syntetizovat (vétsinu z nich), proto je musime pfijimat v potravé. Bylo identifikovano 13
vitaminQ, které délime na zakladé jejich rozpustnosti do dvou zakladnich skupin:

» vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E, K)
» vitaminy rozpustné ve vodé (vitaminy skupiny B a vitamin C) [1]

Nékteré vitaminy se do téla dostavaji ve formé prekurzorovych molekul —
provitamin(. Tyto latky nevykazuji biologickou aktivitu, ale v organismu se preménuji na
molekuly vitaminQ napt. B-karoten, provitamin vitaminu A. TémérF vSechny vitaminy
tvori skupiny chemicky podobnych slouéenin (vitamery) sdilejici podobné biologické
ucinky. Ackoliv maji vitaminy mnoho vlastnosti spolecnych, urcité funkce maji odlisné.
Nékteré vitaminy funguji jako enzymovy kofaktor (vitamin A, K atd.), nékteré jako
antioxidant (vitamin E, C), jiné funguji jako kofaktor v oxida¢né-redukénich reakcich

(vitamin E, K atd.) a nékteré maji funkci hormona (vitamin D, A) [2].

4.1.1. Vitamin A

Vitamin A se vyskytuje v nékolika rdznych formach pochazejici bud' z rostlinnych
nebo Zivocisnych zdrojl. Z rostlinnych zdroja pochazeji karotenoidy (provitamin beta-
karoten), kde jsou syntetizovany jako barevné pigmenty. Provitaminy karotenoid(
nachdzime hlavné vtmavé zelené a Zluto-oranzové zeleniné jako je paprika, mrkev,
rajéata, Spendat a v oranzovém ovoci jako jsou merunky a broskve. Retinoidy jsou
uchovavany v Zivocisnych tkanich jako jsou jatra a ledviny a produktech (mléko, vajicka).
Aktivni retinoidy se vyskytuji pfirozené ve tfech formach jako alkohol — retinol, jako
aldehyd — retinal a jako kyselina — retinova kyselina (obr.1). Zakladni strukturou je
Sesti¢lenny beta iononovy kruh s postrannim isoprenoidnim rfetézcem slozenym ze dvou
jednotek. Podle poctu dvojnych vazeb v Sesticlenném kruhu rozliSujeme vitamin A; a Az
(dehydrogenovany beta iononovy kruh) (obr.1). Vzhledem k postrannimu fetézci, ktery

obsahuje Ctyti dvojné vazby mohou vytvaret pfislusné cis a trans izomery [2].
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Obr.1: Chemické struktury vitaminu A a jeho derivatu [1]

4.1.1.1. Metabolismus vitaminu A

Vétsina vitaminu A v potravé je prijimana ve formé retinolu, retinyl esteru nebo
karotenoid(l. Tenké stfevo je prvni tkani v téle, kde dochazi k preméné karotenoidd na
retinoidy a hydrolyzaci retinyl esteru na retinol. V bunkach tenkého stfeva poté
dochazi reakci retinolu s mastnymi a Zlu¢ovymi kyselinami za vzniku ester(, které jsou
poté inkorporovany do chylomikron(. Tato esterifikace je vyZzadovana kvali hydrofébnim
vlastnostem vitaminu A. Chylomikrony jsou z enterocyt(l transportovany pres stfevni
lymfatické uzliny do krevniho recisté a dale do jater, kde dochazi k jeho metabolizaci a
akumulaci. Lipocyty jaternich bunék obsahuji vice nez 90% zasob jaterniho retinolu a
retinyl esteru. V krvi je retinol transportovan ve vazbé na plazmaticky retinol vazajici

protein (RBP, retinol binding protein) a transtyretin (TTR). Retinol-RBP-TTR komplex je
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hlavni transportni molekula, ktera dodava retinol perifernim tkanim v obdobi nala¢no.
V cilovych bunkach podstoupi retinol dalsi biotransformacni procesy, kterymi je
preménén na aktivni formy vitaminu - retinal a retinovou kyselinu (Obr.2). Lidské sérum
obsahuje jako hlavni komponenty -karoten, a-karoten, lykopen, kryptoxanthin a lutein,
s menSimi koncentracemi zeaxanthinua jiné xantofyly a polyeny, které jsou vSechny

ziskané ze stravy [1-3].

INTESTINAL LUMEN ENTEROCYTE

Liver, egg,

butter, milk, Retinylester
fortified cereals T \
Retinylester \
. : Carotenoids
l Ly (vitamin A)
/ T /’ 7 macn
(vitamin A) Retinal

LYMPHATICS

collards, pumpkins,
squash > Carotenoids

o BLOOD —
\ ¥

e RETINOL
«———— BlooD €|
\ LIVER )

Obr.2: Metabolismus vitaminu A v téle [4]

Carrots, spinach, T l /ﬁ

Storage
Retinylester

4.1.1.2. Funkce vitaminu A v téle

Vitamin A je nenahraditelnou a dllezZitou sloZzkou téla ucastnici se na mnoha
biologickych pochodech. Dilezitou funkci tvofi v mechanizmu vidéni, kde derivat
vitaminu A, 11-cis-retinal tvofi rhodopsin, spolecné s proteinem opsin. Vitamin A neni
daleZity jen pro vidéni, ale také pro rist, vyvoj plodu a diferenciaci tkani. Cetné dalsi
funkce vitaminu A maiji systémovy charakter a ovliviiuji metabolické funkce epitelidlnich
bunék a to jak kizZe, kde nedostatek vitaminu A ovliviiuje termalni vyvoj keratinocytd,
tak dychacich cest a gastrointestinalniho aparatu. Kyselina retinova vyznamné ovliviiuje
funkci epitelidlnich bunék ¢etnych endokrinnich zlaz, napt. hypofyzy, stitné Zlazy a gonad.

Dalsi dulezitou funkci vitaminu A je regulace syntézy dalezitych bilkovin, véetné
signalnich. Vitamin A ma také imunostimulacni efekt a jeho nedostatek vede k snizeni

imunitni odpovédi, potla¢eni bunééné imunity a tim ke zvySeni rizika infekce.
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Antioxidacni vlastnosti vitaminu A jsou relativné slabé, presto vyznamné. Plsobi
mechanismem zhdasece (quencher) singletového kysliku, ktery neni pfimo volny radikal,
ale je velmi reaktivni oxidant vznikajici peroxidaci lipid(. VSechny formy vitaminu A
dokdzZou prevzit jeho energii bez chemické zmény a vratit excitovany kyslik do jeho
pGvodniho stavu. [1, 2, 5, 6].

Vysoké ddvky retinolu jsou teratogenni, zpUsobuji kraniofacidlni anomalie plodu,
nedoporucuje se proto téhotnym Zzendm prekracovat nejvyssi tolerovatelnou hranici (UL)
retinolu pro téhotné 2800-3000 pg/den. Karotenoidy nemaji teratogenni ucinek, proto
je jejich poutziti v téhotenstvi bezpecné.

Pro standardizaci aktivity vitaminu A z rlznych dietarnich zdroji se vitamin A
vyjadfuje v mezindrodnich jednotkach (Ul ¢i IU), nebo novéji v retinolovych jednotkach

(RE) uvedenych v tab.1.

Tab.1: Aktivita vitaminu A vyjadfena mezinarodni jednotkou a retinolovym
ekvivalentem [4]

1 mezinarodni jednotka = 0,3 mg retinol
(IU —international unit) = 0,344 mg retinyl acetate
= 0,6 mg beta-karoten

= 1,2 mg provitamin A — karotenoid

1 retinolovy ekvivalent =1 mg retinol

(RE) = 6 mg beta-karoten

= 12 mg provitamin A - karotenoid

Doporuéend denni davka vitaminu A pro CR je 800 ug (dle vyhl. 450/2004 Sb.).
Doporucené denni davky vitaminu A jsou pro dospélého muze 900 pg RE, 700 ug RE pro
dospélé Zeny a pro kojici Zeny 1200 pg RE [7]. Doporuceny denni pfijem pro kojence a
déti do 6-ti mésicl je 400 pg/ 1,4 umol*L! za den. Matefské mléko obsahuje pfiblizné
1,8 umol*L? retinolu, kojeni zajistuje optimalni pfijem vitaminu A pro spravny rust a

vyvoj ditéte [8].
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4.1.2. Vitamin D

Vitamin D, také zndmy jako slunecni vitamin, je hormonovy prekurzor se
steroidnim skeletem. Vyskytuje se ve dvou formach — ergokalciferol, nazyvany téz
vitamin D2 a cholekalciferol, nazyvany vitamin Ds. Ergokalciferol spolu se svym
provitaminem ergosterolem se pfirozené vyskytuji v rostlindch, houbdch, plisnich a
v nékterych mikroorganismech. Cholekalciferol a jeho provitamin, 7-dehydrocholesterol,
se nalézaji u lidi a zvifat. Jejich koncentrace zavisi na obsahu vitaminu D v potravé a délce
pobytu na slunecnim svitu. Obé formy vitaminu D se navzajem liSi pouze postrannimi
fetézci, kdy derivaty vitaminu D2 obsahuji 9 uhlikl a jednu dvojnou vazbu mezi C22-C23,
derivaty vitaminu D3 obsahuji 8 uhlikéi a ddnou dvojnou vazbu. U¢inky téchto dvou
vitamind jsou v lidském téle téméf stejné, a proto se ¢asto mluvi o vitaminl D bez blizsiho

upfesnéni [2,9].

Obr.3: Chemické struktury vitaminu D, a D3 [10]

Cholekalciferol se dostava do organismu dvéma zpUsoby. Vznika fotochemicky ze
7-dehydrocholesterolu v kiiZi po ozareni UV svétlem. DalsSi moZnosti pfijmu
cholekalciferolu je alimentdrni cesta, kdy se tento vitamin nachazi v zZivociSnych i
rostlinnych produktech (obr.4). Nejbohat$im pfirodnim zdrojem vitaminu D jsou rybi
jatra a oleje z téchto jater. Cennym zdrojem je také maso tucnych ryb (napf. makrela,
sled, losos). V. mnohem mensi mife se také nachazi v hovézim a vepfovém mase, ve
vnitfnostech, v mléku a mléénych vyrobcich a vejcich. Mezi rostlinné zdroje patii hlavné
kokosové maslo, houby, zeli, Spenat a obiloviny. Vzhledem k nizké koncentraci vitaminu
D v potravindch je doporucovdno obohacovat béiné pouZivané potraviny jako jsou

obilné produkty, mléko, mlécné produkty a détska vyziva vitaminem D [2,11].
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Obr.4: Zdroje vitaminu D [12]

Matefské mléko obsahuje nedostate¢né mnozstvi vitaminu D. Nachdazi se v ném

asi tretinova koncentrace vitaminu D neZ je sérova koncentrace v téle matky a stokrat

méné 25-0OH-D nez je v krvi matky. Proto je doporucovano poddvat vitamin D kojenciim

a détem do jednoho roku [13].

Obsah je casto uvadén v mezinarodnich jednotkach (IU, International Units).

Jedné U odpovidd 0,025 pg vitaminu D. Doporucené denni dadvkovani nalezneme v tab.

2. Doporudend denni davka vitaminu D pro CR je 5 pg (dle vyhl. 450/2004 Sb.).

Tab.2: Doporucené denni davkovani vitaminem D dle Endocrine Society [14, 15]

Vék Doporucena denni davka
0-1rok nejméné 400 IU (10 pg)
1-18let nejméné 600 IU (15 pg)

18 — 50 let nejméné 600 IU (15 pg)
50 - 65 let nejméné 600 IU (15 pg)
nad 65 let nejméné 800 IU (20 pg)
Téhotné a kojici zeny nejméné 600 IU (15 pg)
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4.1.2.1. Metabolismus vitaminu D

Aby mohl vitamin D pusobit na cilové tkané, musi neaktivni vitamin D; a D3
podstoupit nékolik metabolickych pfemén. Vitamin D, a jeho prekurzor ergosterol

pfijimany z potravy, se Ucastni stejnych metabolickych drah jako vitamin D3 (viz. obr. 4).
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Obr.5: Metabolismus vitaminu D3 v lidském téle [16]

Vitamin D3 je syntetizovan z provitaminu Ds, 7-dehydrocholesterol, v kazi
plsobenim UV-B zareni (295 — 300 nm). Fotolyzou 7-dehydrocholesterolu v kizi vznika
meziprodukt previtamin Ds, ktery je termodynamicky nestabilni a rychle se méni na
vlastni vitamin Ds. Vitamin D3 je v plasmé transportovan navazany na specificky protein
tzv. transkalciferin neboli vitamin D vazajici protein (vitamin D-binding protein - DBP) do
jater. Prekurzory vitaminu D3 i D, pfijimané v potravé jsou absorbovany v tenkém stfevé
a nasledné transportovany pomoci DBP krevnim fecistém také do jater. V hepatocytech
dochazi k prvni hydroxylaci na 25-hydroxy vitamin D (kalcidiol) pomoci enzymu 25-
hydroxylazy. 25-hydroxy vitamin D je hlavni zasobni forma a hlavni cirkulujici forma
vitaminu v krevnim fecisti. K dalSimu metabolickému kroku dochdzi v ledvinnych

tubulech, kde se pisobenim enzymu la-hydroxylazy hydroxyluje 25-hydroxy vitamin D
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na aktivni metabolit 1,25-dihydroxy vitamin D (kalcitriol). Kalcitriol je klicovy metabolit
vitaminu D Ucastnici se metabolismu vapniku a fosforu. Aktivita enzymu la-hydroxylazy
byla prokazana také v placenté, klzi, lymfatickych uzlinach, strevé, plicich, kostech a
dalSich. 25-hydroxy vitamin D muZe byt také hydroxylovdn na uhliku 24
mitochondrionalnim enzymem 24-hydroxyldzou na 24,25-dihydroxy vitamin D, ktery je

neaktivni [2,16-18].

4.1.2.2. Funkce vitaminu D v téle

Nejdulezitéjsi fyziologickou funkci vitaminu D vtéle je udrZeni homeostazy
vapniku a fosforu. Ten je udrzovan hormonadlnim systémem kalcitriolu (1,25 —(OH),-D3)
ve spoluprdci s parathormonem a kalcitoninem. Aktivni metabolit 1,25 —(OH).-D3
stimuluje vstfebavani vapenatych a fosfatovych iontl z tenkého streva. Tim je udrzovana
odpovidajici hladina vapniku a fosforu v krvi, coz je dulezitd podminka pro rlst a
mineralizaci kosti. Také se podili na regulaci aktivity osteoklastll a osteoblast(.
Prostfednictvim osteoblastl indukuje produkci, zrani a mineralizaci kolagenni matrix,
dochazi k osifikaci tkané. Pfi nedostatecné sérové hladiné vapniku zvysuje aktivitu
osteoklastll, ¢cimz dochazi k uvolnéni vapniku z kosti. Nedostatek vitaminu D v détstvi se
projevi kfivici, kdy dochdzi k deformacim kosti, v dospélosti se pak projevuje méknutim
kosti tzv. osteomalacii, kdy dochazi k demineralizaci jiz vyvinutych kosti.

Receptory vitaminu D se nachdzeji i na dalSich tkanich, které se nepodileji na
regulaci kalciofosfatového metabolismu, jako napt. na kGzi, ve svalech, v pankreatu,
reprodukénich orgdnech, imunitnim a nervovém systému a v endokrinnich tkanich.

V ledvinach reguluje ztraty vapniku moci tim, Ze snizuje aktivitu 1a-hydroxylazy a
zvysuje aktivitu 24-hydroxyldzy. ZvySuje se tak syntéza méné aktivniho 24,25(0H).Ds
a klesd produkce 1,25(0OH).Ds3. Mimo to také zvySuje reabsorpci kalcia a fosforu
v proximalnim, ale pfedevsim v distalnim tubulu.

Také stimuluje produkci insulinu v pankreatickych burfikdach a nizké hladiny
vitaminu D koreluji s vyskytem diabetu mellitu 2. typu a obezitou. Nedostatek vitaminu
D muze vést k hypertrofii srdce a nasledné k progresi srde¢niho selhani.

Vitamin D ma imunomodulacni vliv. Indukuje produkci IL-1 monocyty a podporuje

jejich vyzravani a zvysuje ucinnost makrofagl. Naopak inhibuje produkci imunoglobulinu
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aktivovanymi T a B-lymfocyty. Deficit vitaminu D je spojen se sniZzenou obranyschopnosti
a zvySuje vyskyt izdvaznost autoimunitnich onemocnéni, jakymi jsou roztrousena
sklerdza, atritida a diabetes mellitus I., a zvysuje riziko tuberkuldzy.

Vitamin D hraje také dllezZitou roli u nadorovych onemocnéni. Kalcitriol je jednim
z inicidtor( diferenciace a apoptdzy malignich bunék a zdrovern inhibuje proliferaci bunék
(pozorovdno u kolorektalniho karcinomu, karcinomu mlééné Zlazy i prostaty) [2,16,19-

24].
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Obr.6: Osud vitaminu D v téle [24]

4.1.3. Vitamin E

Vitamin E je hlavni vtuku rozpustny antioxidant, ktery si lidské télo neumi
syntetizovat samo a musi ho pfijimat v potravé. Sklada ze z chromanového kruhu a
hydrofobniho fytylového postranniho retézce. Na chromanovém kruhu je pfipojena
jedna hydroxylova skupina jako darce vodikovych atomu, podminujici jeho antioxidacni

ucinek. Vitamin E mUZeme dle jeho struktury rozdélit na dvé zakladni podskupiny
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tokoferoly a tokotrienoly. Ty se od se liSi dvojnou vazbou na postrannim retézci. Obé tyto
podskupiny jsou ddle rozdéleny na alfa (a), beta (B), gama (y) a delta (8) izomery
(vitamery) (Obr.7), od sebe se odlisuji polohou metylové skupiny na chromanovém
kruhu. Mezi hlavni zdroje vitaminu E patfi hlavné rostlinné oleje (olivovy, slunecnicovy,
palmovy), dale pak ofechy, vajecny Zloutek, syr, sdjové boby, listova zelenina, avokado,
olivy ¢i pSenicné klicky. Tokoferoly maji tfi asymetrické uhliky (chirdlni centra), na pozici
2 vchromanovém cyklu a na pozicich 4°,8" v postrannim tetézci. Proto pro kazdy
tokoferol existuje osm moznych optickych izomer(. Nejvice rozsifen je R, R, R- a-
tokoferol, dfive oznacovany jako D-a-tokoferol, ktery ma také nejvétsi antioxidacni
aktivitu. Pfiéemz ucinnost klesa s klesajicim poctem methylovych skupin v pofadi a-
tokoferol > B-tokoferol > y-tokoferol > &6-tokoferol. Syntetické tokoferoly se vyskytuji
v racemické smési, kterd obsahuje vSechny stereocizomery ve stejném poméru [1-2,25-

26-30].
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Obr.7: Vitamin E a jeho izomery [31]

Doporuéena denni davka vitaminu E pro CR je 12 mg (dle vyhl. 450/2004 Sb.).
Doporucené denni davkovani vitaminem D dle Institute of Medicine pro je v tab. 3. Pokud
matka v dostate¢né mire pfijima vitamin E v potravé, je jeho koncentrace dostatecna i

v materském mléce [32].
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Tab.3: Doporucené denni davkovani vitaminem E [32]

Vék Doporucena denni davka
0-1 rok 4-5 mg
1-3let 6 mg
4 -8 let 7 mg
9-13 let 11 mg

13- 18 let 15 mg

18 —70 let 15 mg

nad 65 let 20 mg

Téhotné Zeny 15 mg

Kojici zeny 19 mg
4.1.3.1. Metabolismus vitaminu E

Z potravy pfrijaty vitamin E (pfevainé a- a y-tokoferol) je absorbovan v tenkém
stfevé a transportovan do krevniho fecisté navazany na chylomikrony. Zde jsou tyto
chylomikrony katabolizovany lipoproteinovou lipdzou na chylomikronové remnanty
obsahujici vitamin E, které jsou diky jaternim receptorim apolipoproteinu B a E
vychytdvany z krevni cirkulace. V jatrech jsou dale metabolizovany nebo prepravovany
do dalSich organl. Zde dochazi k preméné vétsiny izomerl na vodé rozpustné
metabolity, které jsou vyluéovany do Zluée nebo do moce. Tokoferoly maiji specificky
transportni protein a-tocopherol transfer protein (a-TTP). Ten vaze izomery s rliznou
afinitu, nejvyssi ma k a-tokoferolu. Z jater je bud vyluéovan do plasmy jako VLDL
cholesterol, ktery je nasledné hydrolyzovan na LDL cholesterol do ostatnich tkani, kde je
vychytavan pomoci LDL receptorll, nebo se vraci zpét do jater. Metabolickd draha

tokoferol( je zndzornéna na obr. 8 [1-2,26,33-36].
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Obr.8: Schéma metabolické drahy pro vitamin E [1]

4.1.3.2. Funkce vitaminu E v téle

Vitamin E patii mezi nejdllezitéjSi antioxidanty a vychytdvace (scavengery)
reaktivnich forem kysliku. Funkce antioxidant(l spociva v preruseni retézové reakce
volnych radikdlt a v zabranéni jejich nadmérné tvorby. Reaguje s volnymi radikaly jako
jsou singletovy kyslik, peroxid vodiku a dal$imi tim, Ze pfenasi vodik z fenolové skupiny
na volny peroxidovy radikal. Pfi reakci s vitaminem C dochazi k regeneraci tokoferolu.
Chrani lipidy a lipoproteiny biologickych membran sval(i, nervi a kardiovaskularniho
systému pred ucinky oxidaci, i kdyzZ je jeho koncentrace v bunéénych membrandach nizka
(méné nez 1 molekula a-tokoferolu na 1000 lipid(i). Pomahd zpomalovat starnuti a
prokazatelné pusobi i jako prevence proti nadorovému bujeni. Vitamin E také
neutralizuje hydroperoxidové radikaly, které oxiduji LDL cholesterol a krevni tuky, ¢im
sniZzuje riziko aterosklerézy, onemocnéni srdce a cév, také zlepSuje hojeni ran. Ma
pozitivni ucinky na tvorbu pohlavnich bunék, zvySuje plodnost a podporuje ¢&innost

nervového systému [26,37-39].
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4.2. BIOLOGICKY MATERIAL

4.2.1. Materské mléko

Materské mléko je idedlni zdroj Zivin pro spravny rist a vyvoj novorozenc(. Je
lehce stravitelné, snadno dostupné a ma mnoho dalSich vyhod ve vyvojovych,
psychologickych, socidlnich a ekonomickych aspektech pro dité i matku. Svétova
zdravotnickd organizace doporucuje kojeni materskym mlékem prvnich 6 mésicd po
narozeni. Slozeni materského mléka se v ¢ase dynamicky méni od colostra po zralé
mléko. Prvni tekutinou produkovanou ihned po porodu je tzv. mlezivo (colostrum). Toto
prvni mléko je zluté, husté, bohaté na bilkoviny a imunologické slozky jako je Ig A,
laktoferrin, leukocyty. Kolostrum obsahuje pomérné malo laktosy, drasliku a vapniku. U
tohoto mléka prevazuje funkce obrannd (imunologicka) nad vyZivovou. Mezi 5. - 14.
dnem nastdva obdobi zvySené tvorby mléka, které je potieba pro rychly rlst a vyvoj
ditéte. Vtomto obdobi je tvofeno tzv. prechodné mléko, které je charakterizovdno
postupnym vzestupem koncentrace sodiku, citratu a laktosy. Po 4.- 6. tydnu po porodu
je mléko povazovano za plné zralé.

SloZeni matefského mléko se méni i béhem jednoho kojeni. Na zacatku kojeni
obsahuje mléko vice vodné a sacharidové slozky, toto mléko se nazyva , predni mléko”.
Ke konci kojeni se produkuje husté tzv. ,zadni mléko“, kde pfibyva nenasycenych

mastnych kyselin a cholesterolu [40-42].

Obr.9: Rozdil mezi ,pfednim” a ,,zadnim” matefskym mlékem [43].
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4.2.1.1. Slozeni materského mléka

Jednotlivé slozky matefského mléka pochdzeji ze t¥i zdrojli — nékteré jsou tvoreny
pfimo prsni zlazou, nékteré maji plivod z pfijimané potravy od matky a nékteré pochazeji
z télnich zdsob matky. SloZeni matefského mléka je proménlivé a zavisi na mnoha

faktorech jako je potrava, vék, rasa atd.

Zakladni ziviny

Zralé materské mléko obsahuje pfiblizné 0,9 — 1,2 g/100mL bilkovin, 3,2 — 3,6

g/100mL tukd a 6,7 — 7,8 g/100mL laktosy.
Bilkoviny jsou nejstdlejsi slozkou materského mléka. Celkova bilkovina materského
mléka zahrnuje jak bilkoviny mlécné, tak imunoglobuliny a sérové bilkoviny. Mlé¢né
bilkoviny jsou kasein a syrovatkové bilkoviny — a-laktalbumin, B-laktalbumin a laktoferin
(vdze Zelezo). Dominantni syrovatkovou bilkovinou je a-laktalbumin. DalSimi
vyznamnymi slozkami jsou imunologické faktory bilkovinné povahy - lysozym, ktery ma
obranou funkci, podobné jako imunoglobuliny a sekre¢ni imunoglobulin A, ktery povléka
sliznici traviciho Ustroji a chrani tak novorozence pred osidlenim choroboplodnymi
organizmy. Laktoferrin spolu s laktézou tvofi ptiznivé prostiedi pro rlst bakteridlniho
kmene Lactobacillus bifidus, nejcastéjsi bakterie osidlujici travici trakt kojenych déti
[41,44)].

Tuky jsou nejvariabilnéjsi slozkou materského mléka, jejich mnozstvi zavisi na
stravé matky. Obsah tuku kolisa béhem dne a méni se i béhem jednoho kojeni. Pfi sani
tuku v mléce pfibyva. Zadni mléko mlze obsahovat 2-3 krat vice tuku nez predni mléko.
Fosfolipidy a mastné kyseliny tvofi dalezitou ¢ast lipidd v materském mléce. Za
energetickou slozku Ize povaZovat pfedevsim triacylglyceroly a nasycené mastné kyseliny
s kratkym ¢i stfedné dlouhym fetézcem jako jsou kyselina palmitova, olejova a myristova.
Nenasycené mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (linolenova, linolova, arachidonova a
dokosahexaenova) jsou nezbytné pro myelinizaci a vyvoj CNS a sitnice [41,45,46].

Zakladnim sacharidem v matefském mléce je disacharid laktéza. Ta dodava témér
polovinu energie. Obsah laktdzy stoupa ze 4 % v kolostru na 7 % ve zralém matefském
mléce, je efektivné trdvena a vstrebavana v tenkém stfevu prostfednictvim laktdzy ze

stfrevniho epitelu. DalSimi vyznamnymi sacharidy jsou galaktdza, fruktéza a
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oligosacharidy. Oligosacharidy podporuji selektivné rust télu prospésnych organismui a

znesnadnuji adhezi patogennich mikroorganisma na stfevni epitel [47].
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Obr.10: Slozeni kravského a materského mléka [48]

Vitaminy

Obsah vitamin( v materském mléce je zavisly na stravé matky a jejich zasobach

v téle. V matefském mléce nalezneme jak vitaminy rozpustné ve vodé (B komplex a

vitamin C) tak vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E, K).

Vitamin A se nachazi v materském mléce v dostatecném mnozstvi. Kolostrum ho

obsahuje 2x vice nez pIné zralé mléko a zpUsobuje jeho naZloutlou barvu.

Vitaminu D je v matefském mléce pomérné malo (prdmérné 0,15 ug/100 ml).

Vitamin D se tvofi v kizi pusobeni UV zafeni, kde se tvori v nedostatecném mnoZzstvi.

Doporucuje se doplnovat jeho mnozZstvi pomoci doplnkd stravy.

Vitamin E je v dostate€ném mnozstvi v mléce matek, které maji ve stravé dostatek

nenasycenych mastnych kyselin.
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Hladiny vitaminu K jsou v matefském mléce nizké, proto je doporucovdno ho

podavat jako prevence krvacivého onemocnéni viem novorozencim [49].

Mineralni latky a stopové prvky

Vapnik, hotcik, jod a fluor jsou dilezité latky pro osifikaci kosti, pro tvorbu
thyreoidnich hormon a pro spravny neurologicky vyvoj. V nékterych zemich se objevuje
nizky obsah jodu v matefském mléce. Proto byla vytvorend doporuceni dle WHO a
Unicefu pro pfijem jédu. Pro kojici Zeny je doporucéeny pfijem jodu stanoven na 250 pug
za den. Zelezo, zinek a méd' jsou essencidlni stopové prvky pfispivajici ke spravnému
rastu a vyvoji déti. Nedostatek téchto latek v materské mléce je velmi vzacny. Kravské
mléko a umélé kojenecké vyZivy obsahuji stejny nebo dokonce vyssi obsah mineralnich

latek, avsak jejich biologickd dostupnost je mnohem lepsi z mléka matefského [50,51].

4.2.1.2. Odbér a transport materského mléka

Darkyné materské mléko odstrika do plastovych ci sklenénych vyvatrenych lahvi
k tomuto Ucelu uréenych a vyddvanych ptfimo Mlé¢nou bankou. Ldhev nemusi byt
sterilni, ale pred pouzitim musi byt vypldchnuta horkou vodou. Prvnich 10 ml
odstfikaného mléka se odstfikd mimo sbérnou lahev, protoze je vice kontaminovano
bakteriemi. Ldhev s mlékem musi byt oznacena jménem a datem sbéru. Mléko je po
odbéru okamzité ulozeno do mraznicky. Béhem transportu do MIécné banky se musi
mléko transportovat v pfenosné mraznicce, aby zlstalo zmrazené. Pred pasterizaci se

mléko necha rozpustit ve vodni lazni 20 °C teplé, maximalné po dobu 3 hodin.

4.2.1.3. MIécné banky

Materské mléko je jedinou pfirozenou potravou novorozence a kojence. Pokud
nemuze byt dité z jakychkoliv dGivodd kojeno, méla by mu byt poskytnuta plnohodnotna
nahrada. K tomuto Ucelu zacaly ve svété pfi nemocnicich vznikat banky materského
mléka. V roce 1907 priSel praisky pediatr Epstain s myslenkou konzervace materského

mléka. Za 2 roky na to vznikla prvni banka matefského mléka ve Vidni. V Ceské Republice
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je vsoucasnosti 5 bank materského mléka, vétSinou pfi perinatologickych centrech
(Hradec Kralové, Most, Ceské Bud&jovice, Ceska Lipa, Praha-UPMD).

Mlééné banky uchovavaji, zpracovavaji a distribuuji matefské mléko jako
optimalni vyZivu pro novorozence, zejména nedonosené déti na oddéleni JIP. Vétsinou
jde o mléko od jejich matek, ddle matek z oddéleni Sestinedéli, ale i od darkyn.

Od roku 1987 je v Ceské Republice zakdzéno dle doporuceni WHO kojit dité cizi
matkou ¢i krmit dité cizim neoSetfenym materskym mlékem, vzhledem k moznému
prenosu HIV. Proto se cizi matefské mléko pfed podanim musi pasterizovat. Metoda
pouzivana k pasterizaci matefského mléka v mlé¢nych bankdch se nazyvad Holderova
pasterizace. Tato metoda vyuzivd teploty 62,5 °C po dobu 30-ti minut. Pfi této teploté
dochazi k inaktivaci vird (cytomegalovirus, virus HIV) a bakterii, ale zaroven z(stavaji
zachovany dulezité latky jako jsou oligosacharidy, laktéza, glukdza, polynenasycené
mastné kyseliny. BohuZel, pfi této teploté dochdzi také ke sniZzeni obsahu nebo aktivity
nékterych latek jako napt. imunoglobulin A, laktoferin, lysozym a nékterych cytokin,
rastovych faktord a hormon(. Pasterizace je kompromis mezi bezpecnosti a biologickou

kvalitou materského mléka [52-55].

4.2.1.4. Pasterizace materského mléka v Mlécné bance ve
Fakultni nemocnici Hradec Kralové

Pred pasterizaci se mléko necha rozpustit ve vodni [azni 20°C teplé, maximalné
po dobu 3 hodin. Provede se odbér vzork(i na mikrobiologické vysetteni, kde nesmi byt
pritomny zadné potenciondlni patogeny a dalsi vysetieni, kterd zahrnuji napt. i vysSetireni
tuénosti ke stanoveni krematokritu ¢i vySetfeni na pfitomnost bilkoviny kravského mléka.

K pasterizace matefského mléka se vyuzivd tzv. Holderova pasterizace
(dlouhodoba pasterizace). Vzorky mléka ve 250 ml sklenéné lahvi jsou umistény ve vodni
Iazni, ktera je vyhratd na 62,5 °C. Spolu se vzorky je v pasterizacni lazni umisténa kontrolni
lahev s kalibrovanym teplomérem naplnéna slanou vodou. Tato kontrolni lahev
zaznamendva teplotu béhem celého pasterizaéniho procesu. Jakmile dosahne tato
kontrolni lahev teploty 5x pres 62,5 °C, pokraduje proces zahfivani po dobu 20-ti minut.
Po ukonceni pasterizacniho procesu je materské mléko velmi rychle zchlazeno v ledové
lazni. Po zchlazeni se provede odbér matefského mléka na bakteriologické vysetreni,

poté je mléko zmraZeno a uloZeno nejdéle na 3 mésice [55-57].
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4.2.2. Krev

Krev je neprlihlednd cervena tekutina cirkulujici v uzavieném cévnim fecisti
lidského téla. Sklada se z pevnych casti tzv. krevnich bunék a fragmentt (Cervené krvinky,
bilé krvinky, krevni desticky) suspendovanych ve vodném roztoku — plazmé (voda,

organické a anorganické slouceniny a prvky).

Plazma se ziskava centrifugaci vendzni, arteridlni ¢i kapilarni krve ve zkumavkach
s pridavkem protisrazlivého cinidla (citrat Na, heparin, K;EDTA, Na2EDTA). Nesrdzliva
krev se centrifugaci rozdéli na plazmu a krevnich burky (obr.11). Plazma se skladd z vody,
elektrolyt(, Zivin, proteinl a hormonu. Voda a sloZeni elektrolyti plazmy je prakticky

stejné jako ve vSech mimobunécénych tekutinach.

Pred centrifugaci Po centrifugaci

T

,' Plasma ‘
| B
& Buffy coat (bilé
5 krvinky, destitky)
. ~

= Krev

7 Cervené krvinky

Sérum se ziskava srdzenim celé krve, kterd se necha srazet po dobu 20 minut. Po

Obr.11: Oddéleni plazmy z plné krve [58, 59]

centrifugaci vzorku se ziska nazloutld tekutina podobna plazmé, ktera neobsahuje srazeci

faktory (hlavné fibrinogen) [58, 60].

4.2.2.1. Odbér a transport

Odebira se nejlépe rano nalacno (pokud lékar nerozhodne jinak) 4-5 ml krve do
sterilni zkumavky (bez ptisad - EDTA, heparin, apod.) Lze pouzit odbérové zkumavky s
aktivatorem hemokoagulace. Transport do laboratore pfi 2- 8 °C do 48 hod. Nesmi se

mrazit.
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Do laboratore Ize také zaslat vzorek ve formé séra. Sérum je nutno uchovavat pfi
4-8 °C a ihned transportovat do laboratofe do 12 hodin nebo zamrazit na -20 °C

a transportovat v zamrazeném stavu [61].

| i
ROFN ) |

Obr.12: Odbérova zkumavka na sérum [61]

4.2.3. Moc

Moc¢ je vétSinou snadno dostupnd télesnd tekutina, casto bez nutnosti
invazivniho zdsahu pfi odbéru. Jako odpadni kapalina tvofici se v ledvinach, v podstaté
se jedna o zahustény ultrafiltrat plazmy. Moc se skldda z vodného roztoku metabolickych
odpadl (napf. mocovina - urea), rozpusténych soli zejména chloridu sodného a dalsich

organickych latek. Barva je za fyziologickych podminek svétle Zlutd az Zluta.

4.2.3.1. Odbér a transport

Odbér:
e moc ziskand jednordzové (zejména pro kvalitativni analyzy)

e moc sbirand po urcity ¢asovy Usek (pro vétsinu kvantitativnich analyz)

Pro vétsinu vysetteni je nejvhodnéjsi prvni ranni mog, ktera je koncentrovanéjsi a ma
nizsi pH. Pro fyzikdlné chemické vysetrfeni by mo¢ méla byt skladovana pfi pokojové
teploté a zpracovana do 1 hodiny od odbéru. Pro kultivaéni vySetieni by vzorek mél byt
zpracovan do 2 hodin, pfipadné ulozen pfi +4°C (maximalné po dobu 12 hodin) az do

zpracovani [62, 63].

Obr.13: Rlzné zkumavky na moc [64-66]
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4.3. METODY UPRAVY BIOLOGICKEHO VZORKU K ANALYZE

Biologicky material, mezi ktery patfi i télni tekutiny (sérum, plazma, materské
mléko, moc), je nejcastéji analyzovany material v bioanalyze. Jedna se o velmi sloZitou a
komplexni matrici, ktera kromé sledovanych analytl obsahuje i velké mnoiZstvi
interferujicich latek, jako jsou proteiny, fosfolipidy, soli a dalSi organické latky. Tyto
balastni slozky mohou byt podobné svymi vlastnostmi stanovovanym latkdm a mohou
negativné ovlivnit vysledek analyzy. Proto je nutné nejdfive tyto interferujici latky
odstranit. Vybérem vhodné metody pro Upravu biologického vzorku dojde k odstranéni
nechténych slozek vzorku, zakoncentrovani a izolaci méreného analytu, ktery se ve
vzorku vétSinou nachdzi ve velmi nizkych koncentracich. Na volbé spravné techniky pro
Upravu vzorku zavisi vysledek celého analytického stanoveni. Pfi tomto rozhodovani
bychom méli zohlednit druh biologického materidlu, chemickou strukturu stanovované
latky a jeji fyzikdlné-chemické vlastnosti. Dale je také dullezZité brat v dvahu délku
pripravy, spotfebu rozpoustédel, pracnost metody a ndro¢nost na vybaveni. Tyto faktory
jsou dalezité hlavné u zpracovani velkych sérii vzorkd. Z celkové doby analyzy
biologického vzorku, od odbéru az po vyhodnoceni dat, je preanalyticka faze upravy
vzorku ¢asové nejnaro¢néjsim krokem, mnohdy zabira az 80% casu.

Mezi metody pro Upravu vzorku patfi jednoduché techniky jako precipitace,
centrifugace a ultracentrifugace a jiné, dale pak metody extrakce z kapaliny do kapaliny
(LLE), extrakce na tuhé fazi (SPE) a nejmodernéjsi metody mikroextrakce zaloZzené na LLE
a SPE, mezi jejichz hlavni vyhody patfi snizeni objemu vzorku a spotfeby rozpoustédel,
zkraceni doby pftipravy, snizeni poctu krok(, snizeni ndkladd na analyzu a moznost

automatizace [67-69].
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Obr.14: Preanalytickd faze s naslednym vyhodnocenim dat [70]

4.3.1. Precipitace

V biologickém materidlu (sérum, plazma, materské mléko) se nachazi velké
mnozstvi bilkovin, které mohou zpUsobit problémy pfi analytickém stanoveni. Proto je
dllezité tyto proteiny ze vzorku odstranit. Nejenze puUsobi rusivé na stanoveni
sledovanych analytli, ale mlze také dojit k poskozeni analytického vybaveni napft.
chromatografické kolony.

Nejjednodussi metodou k odstranéni téchto rusivych latek je precipitace neboli
srazeni proteind. K precipitaci miZeme pouzit nékolik typt deproteinacnich cinidel, které
nesmi reagovat se sledovanou latkou, interferovat pfi detekci ¢i ovliviiovat analytickou
vytéznost.

Typy deproteinacnich Cinidel:

1. silné anorganické c¢i organické kyseliny (napf. kyseliny chlorovodikové,
trifluoroctové, trichloroctové, pikrové, chloristé, mravenci, metafosforecné
ad.), vznika kysely supernatant, ktery mlizZe rozlozit analyt

2. organické rozpoustédlo misitelné s vodou (nejcastéji methanol, ethanol,

acetonitril, tetrahydrofuran, atd. a jejich kombinace)
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3. ionty téZkych kovu (Hg?*, Pb?*, Cd?*, Zn?*, Cu?*, &i Ba%*), nevhodné pro analyty,
které snadno vytvareji komplexy s ionty téZzkych kova.

Deproteinacni ¢inidlo se prida ke vzorku, rozrusi vazby protein(i a vznika srazenina
Ci precipitat, ktery je naslednou centrifugaci oddélen od supernatantu obsahujici cilovy
analyt (obr. 15). Po centrifugace Ize Ciry supernatant bud’ pfimo pouzit k analyze, nebo
odpafit do sucha a nasledné odparek rozpustit v malém mnoZstvi mobilni faze.

Po této upravé mizZe ziskany supernatant stale obsahovat interferujici latky
z matrice, proto je vétSinou nutné pouzit dalsi selektivnéjsi techniku pro Upravu vzorku

pred kone¢nou analyzou [69,71-72].

Obr.15: Vznik precipitatu [73]

4.3.2. Centrifugace

Centrifugace neboli odstfedovani je jednoducha zakladni laboratorni metoda,
kterd vyuzivd odstredivé sily pro déleni latek na zakladé jejich rozdilnych hustot, zrychluje
rovnéz proces sedimentace téchto ¢astic. V praxi se centrifugace vétSinou pouziva k
déleni smési kapalin, odstranéni sraZenin, izolaci nebo odstranéni bunék, oddéleni
plazmy ¢i séra od krevnich elementl nebo k frakcionaci makromolekul podle hustoty.
Dale se mlze pouzit ke specidlnim preparativnim ¢i analytickym tGcellim, napf. k pfipravé
bunécnych struktur, k izolaci bunéénych organel ¢i stanoveni relativnich molekulovych
hmotnosti sloucenin. K témto ucellim se pouziva zafizeni zvané centrifuga.

Béhem centrifugace plsobi na vzorky pohybujici v tzv. rotoru po kruhové draze,
odstrediva sila, ktera je pfimo Umérna rychlosti a délce drahy po které se vzorky
pohybuji. Tato sila F tedy zavisi na poloméru rotoru a na rychlosti, se kterou se rotor
otaci. Lze ji vypocditat ze vztahu:

F=m.r.w?
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kde m je hmotnost ¢astice, r je polomér otaceni a w je Uhlova rychlost (w = 2ntf, kde f je

frekvence otacek). Pro praktické vypocty se zavadi veli¢ina relativni centrifugacni sila

(RCF), ktera udava, kolikrat je vyvolané centrifugacni zrychleni vyssi nez tihové zrychleni,

uvadi se v nasobcicb g (je bezrozmérnd, g=9,81 m.s2). Plati pro ni

RCF = r.w?/g,

snadno se vypocita pro kteroukoli centrifugu a dany pocet otacek:

RCF=1,118.r.N2.107,

kde N je pocet otacek za minutu a r je polomér otaceni v cm. Misto vypoctu se k zjisténi

centrifugacni sily pouZivaji nomogramy. Po zméfeni poloméru r (mm) od stfedu

centrifugy na konkrétni pozadované misto je protnuta pfimka, kterd spoji hodnotu

poloméru v pravém sloupci a pfislusSnou rychlost centrifugy v levém sloupci (RPM).

Vznikly priisecik ve stfedovém sloupci uddva vyslednou hodnotu RCF [74-76].
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Obr.16: Nomogram [77]
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4.3.2.1. Typy centrifug

Centrifugy mUZeme rozliSovat dle velikosti na malé stolni aZ po velkoobjemové
odstredivky, chlazené, nechlazené ¢&i s moznosti mrazeni. Podle dosahovaného
odstfedivého zrychleni, resp. frekvence otadek, se centrifugy déli na nizko- (2 - 6 x 103
ot/min), stfedné- (18 - 25 x 103 ot/min) a vysokoobratkové (ultracentrifugy, 35 - 150 x103
ot/min).

V béznych rutinnich laboratofich postacuji zpravidla nizkoobratkové centrifugy,
které se pouZivaji predevSim kurychleni sedimentace bunék. Vysokoobratkové
centrifugy pracuji zpravidla bez vakua a byvaji chlazené. Lze jimi navic separovat bakterie,
bunécna jadra a nékteré membranové organely. Pro sedimentaci mensich ¢astic, napft.
virt, makromolekul, ribozomU nebo membranovych frakci se pouzivaji ultracentrifugy
dosahujici relativniho odstredivého zrychleni az 1 000 000 g. Aby se zabranilo vzniku

nezadouciho tepla tfenim, pracuji rotory ultracentrifug ve vakuu [74-76].

Optima” MAX - XP Ultracentrifuge

Obr.17: Ultracentrifuga Optima MAX-XP pouZivand ve Vyzkumné laboratofi KGM [78]
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4.3.2.2. Typy rotor(

Rotor je otdcejici se ¢ast centrifugy s otvory pro centrifugacni zkumavky (kyvety),
do kterych je ddvan vzorek. Obvykle obsahuje sudy pocet otvord na kyvety, které musi
byt pred centrifugaci vyvazeny (a to i véetné vicek, pokud jsou soucasti kyvet), nebot tato
technika je velice citlivd a kazda nepresnost ve vyvazeni se mnohonasobné projevi
zvétSenim odstredivého tlaku na jednu stranu osy.

Podle konstrukce se rozlisuji rotory:

1.  vykyvné - rotor je tvofen télem rotoru a zavésnymi nosici kyvet. Kyvety jsou v rotoru
zavéseny a pri otdceni se vykloni ve sméru odstredivé sily (obr.18). Jejich vyhodou
je, Zze odstredivd sila plsobi kolmo ke dnu zkumavky, naopak nevyhodou je
omezend mechanickd odolnost cepd, na kterych dochazi k vychyleni nosice
zkumavek. Rotory s vykyvnymi kyvetami se prevazné vyuzivaji pfi mensim zrychleni

u nizkoobratkovych centrifug [76,79-80].

Centrifuga
{a) field

™ Axis of ratation
Tube at rest Tube during centrifugation
(bl () (d) (&)

Centrifugal field
el e e

¢ IED D
] :_

e

Obr.18: Rotor s vykyvnymi kyvetami [79]

2.  uhlové - rotor je tvoren jednim blokem, prostor na kyvety je soucasti rotoru. Kyvety

sviraji s osou otaceni rotoru uhel, nejcastéji 15° — 40°oobr. 19), Ccastice

41



TEORETICKA CAST

nesedimentuji podél osy kyvety ale Sikmo. Tyto rotory jsou vhodné pro zonalni typ

centrifugace [76,79-80].

(a) Centrifugal
field i Centrifugal field
—
Tube angle 14°-40° (b) (c)
R
Axis of rotation (d) (e}

ST

Obr.19: Rotor s thlovymi kyvetami [79]

3.  vertikalni - rotor je tvofen jednim blokem. Prostor na kyvety je rovnobézny s osou
otaceni rotoru (obr.20). Tento rotor je vyuzivan ve vysokoobratkovych centrifugach
a v ultracentrifugach [76,79-80].

(a) Centrifugal

field Centrifugal field

> - —_—

\ . -
~ Axis of rotation

Obr.20: Rotor s vertikalnimi kyvetami [79]
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4.3.2.3. ZpUsoby centrifugace

RozliSujeme dva zakladni typy centrifugacnich postupl a to jsou analytickd a
preparativni centrifugace. Analyticka se dfive pouzivala k méreni fyzikalnich vlastnosti
sedimentujicich ¢astic napf. pro stanoveni molekulové hmotnosti makromolekuldrnich
latek. Diky novéjSim jednodussim postuplm jako napt. gelova filtrace nebo SDS-PAGE se
zaCalo k izolaci specifickych castic vyuZivat predevsim preparativni centrifugace. Ta
postrada, na rozdil od analytického postupu, zafizeni pro pozorovani vzorku béhem
odstfedovani. MzZeme ji délit na a) diferencialni a b) gradientovou centrifugaci, kterou

Ize dale délit na techniku zonalni a izopyknické centrifugace.

a) Diferencialni centrifugace

NejbéznéjSi metodu separace je diferencialni centrifugace, ke které dochazi pfti
postupném odstfedéni vzorku za zvysujici se centrifugacni sily. BEhem tohoto procesu
sedimentuji rlizné Castice rlznou rychlosti na zakladé jejich sedimentacnich koeficientd.
Sedimentacni koeficient zavisi na hmotnosti a denzité ¢astic a na jejich interakci
s kapalinou, tedy castice jedné velikosti (se stejnym koeficientem sedimentace) zcela
sedimentuji. Pfedevsim je pouZivana k opakovanému odstifedéni bunécného lyzatu za
Ucelem izolace bunéénych komponent se snizujici se velikosti a hustotou. Kazdy
centrifugacni krok ma za nasledek vznik sedimentu na dné kyvety, ktera obvykle
obsahuje smés bunécnych sloZek o stejné velikosti a hustoté.

V praxi se provadi opakovana centrifugace se zvysujici se rychlosti otacek. Kdy je
supernatant, tekutina nad sedimentem, podrobena dalsi centrifugaci, coz vytvari dalsi
sediment obsahujici mensi bunécné komponenty s nizsi hustotou. Tento proces se
opakuje do koneéného separovani viech slozek vzorku, obr.21 . Tato technika je rychla a
jednoduch3, ale hlavni nevyhoda je, Ze oddéluje pouze bunécné slozky liSici se vyznamné

svou velikosti a proto nejsou frakce zcela Cisté [74,76,79].
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Obr.21: Schéma diferencialni centrifugace [81]

b) Centrifugace v hustotnim gradientu

Tato centrifugace probihd za poufziti centrifugaéniho média, které musi vytvaret
gradient, nesmi interferovat se vzorkem a musi byt ze vzorku snadno odstranitelné. K
tomuto ucelu se nejcastéji pouzivad sachardza, glycerol ¢i dextran, u kterych se musi
gradient pfipravit anebo soli CsCl, Cs;SQO4 ¢i NaBr, které samy vytvareji gradient béhem
centrifugace. Existuji dva typy hustotnich gradient(i — diskontinudlni (je tvofen nékolika
razné hustymi vrstvami) a kontinudlni (zména hustoty je plynuld v celém rozsahu
centrifugaéni zkumavky). Gradientovou centrifugaci lze rozdélit na zondlni a

izopyknickou.

1. zondlni (rychlostni) centrifugace - pfi zonové ultracentifugaci se ¢astice déli podle
svych sedimentacnich koeficientl (tvaru a molekulové hmotnosti). Vzorek se
opatrné v kyveté navrstvi na hustotni gradient, jehoz lcelem je zamezit
konvekénimu michani roztoku. Tento gradient je nejcastéji vytvoren inertnim
roztokem sacharosy. Béhem centrifugace se kazdy druh makromolekul pohybuje

gradientem rychlosti prevaziné zavislou na sedimentacnim koeficientu, tim
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dochdzi k vytvoreni zén jednotlivych latek, které mohou byt od sebe snadno

separovany (obr.22) [74,76,79-80].

VELOCITY SEDIMENTATION
centrifuge tube pierced
sample  CENTRIFUGATION FRACTIONATION b
——— ——
stabilizing slow-sedimenting
sucrose component automated rack of small
gradient collecting tubes allows

#i— fast-sedimenting

component fractions to\ be collected

D

Obr.22: Zonalni centrifugace [82]

2. izopyknicka (rovnovaina) centrifugace — pfi této centrifugace se separuji latky
podle jejich hustoty, nezavisle na jejich velikosti a molekulové hmotnosti. Pfi
rovnovazné centrifugaci v hustotnim gradientu je vzorek rozpustén v
koncentrovaném solném roztoku jako je napf. roztok chloridu nebo siranu
cesného. Nasledna centrifugace probihd az do ustaveni rovnovahy v roztoku
(obr.23). Béhem centrifugace sedimentuji ¢astice pravé do mista, kde se jejich

hustota shoduje s hustotou média (tzv. izopyknicky bod) [74,76,79-80].

CENTRIFUGATION CENTRIFUGATION
low buoyant
.| — density
> sample component
SE— high buoyant
— CsCl density
component
START BEFORE EQUILIBRIUM EQUILIBRIUM

Obr.23: Izopyknicka centrifugace [83]
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4.3.3.  Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE)

LLE je jednou z nejstarsich a dodnes Siroce pouzivanou technikou pfipravy vzork.
Tato jednoducha metoda je zaloZzena na pfechodu cilového analytu z vodného roztoku
vzorku do extrakéniho rozpoustédla nemisitelného s vodou (obr. 24). Pfestup analytl je
umoznén na zakladé jejich rozdilné rozpustnosti v téchto dvou fazich, coz je dano
rozdélovacim koeficientem oktanol/voda. Po ustaveni rovnovahy je pomér koncentraci
cilové latky v obou fazich konstantni.

Rozdélovaci koeficient (distribu€ni konstanta) je dan vztahem:

Kb = Corg / Cvod
Kb ... distribucni konstanta
Corg ... kOncentrace rozpusténé latky v organické fazi

Cvod ... koncentrace rozpusténé latky ve vodné fazi

Pro UspéSnou LLE je dlleZitd spravna volba rozpoustédel. Neexistuje vsak
vSeobecné pravidlo pro vybér soustavy rozpoustédel, ktera by byla vhodna pro extrakci
urcité latky v kombinaci s matrici vzorku. Dale se muZe Ucinnost extrakce ovlivnit
mnozstvim extrakéniho rozpoustédla, vzajemnym pomérem fazi, dobou extrakce ci
zménou pH roztoku vzorku. Tuto extrakci Ize vyuzZit k déleni a zakoncentrovani hlavné
organickych, ale i anorganickych ldtek z vodnych vzork( (napf. vitaminl a jejich
metabolitd z télnich tekutin) do extrakéniho rozpoustédla. Touto technikou lze
dosdhnout dvou typ( separaci:

1. odseparovani polarnich latek od nepolarnich

2. separace polarnich slouéenin na kyselé, neutralni a zasadité dle jejich pH

LLE se provadi nejcastéji v délici ndlevce, ve které jsou obé nemisitelné faze
promichavany tfepanim. Obé oddélené vrstvy mohou byt dale pouzity k dalsi analyze. K
zajisténi kompletni extrakce analytd do pozadované faze je moiné provadét extrakci
opakované. Mnohem vyssi Ucinnosti extrakce se dosdhne, extrahuje-li se vicekrat
mensim objemem organického rozpoustédla, nez jednou velkym objemem.

U iontovych a amfoternich latek je mala ucinnost extrakce do organického

rozpoustédla. Proto se v téchto pripadech vyuziva iont-parova extrakce pro zvyseni
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vytéZnosti a selektivity. Tato metoda je zaloZend na vzniku asociovanych komplexd iontu
vzorku a protiiontu opacného naboje. lontové pary vytvorené mezi velkymi organickymi
anionty a kationy jsou ¢asto rozpustné v madlo poldrnich organickych rozpoustédlech

[69,71,84-85].

vodna
faze

nemisitelné
organické
rozpoustédlo

¢ analyt » balastni latka

Obr.24: Schéma LLE [85]

Hlavnim ddvodem stalého vyuzivani této techniky je zejména financni a
instrumentalni nendro¢nost, snadna manipulace, pfi MS detekci mohou byt snizeny
matricové efekty diky omezenému prechodu balastnich latek z matrice do extrakéniho
Cinidla. Mezi nedostatky této metody patfi ¢asova narocnost, nedostateéné oddéleni
jednotlivych vrstev fazi, velka spotreba toxickych organickych rozpoustédel a produkce
velkého objemu odpadu, nizka citlivost a selektivita. LLE je také nevhodna pro extrakci
hydrofilnich sloucenin.

Pti extrakci mUze také dochazet k tvorbé nezadoucich emulzi, kterym je mozno
predchdzet opatrnym tfepanim ¢&i vhodnou volbou rozpoustédel. Po vytvoreni emulze
muzeme k jejimu odstranéni vyuzit nékolik vhodnych metod jako je filtrace (pomala a pfi
velkym objemech neucinnd), pridavek neutrdlnich soli (nasyceny roztok chloridu
sodného i vdpenatého), odstiedéni (pfi velmi odliSné hustoté rozpoustédel), pridavkem
ethanolu, vyssiho alkoholu ¢i pripravkll na bdzi silikonu pro rozbiti emulze
(polydimethylsiloxan).

Vzhledem k témto nedostatk({im klasické LLE dochazi k rozvoji novych, modernich

technik, které jsou citlivéjsi, selektivnéjsi, snadnéji automatizovatelné, dosahuji lepsich
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vysledkl zakoncentrovani analytd neZ tradicni LLE, hlavni pfednosti je vyrazné nizsi
spotfeba organickych rozpoustédel a tim padem i mensi produkce toxickych odpadi

[67,85-87].

LLE na tuhém nosic¢i Extrelut

Extrakce lipofilnich latek z komplexnich matric je nezbytnym krokem v rdmci
CiSténi vzorku pred vlastni analyzou. Extrelut nahrazuje klasickou délici ndlevku a Cini
extrakce jednodussimi a efektivnéjSimi. Hlavni jeho vyhody jsou lepsi automatizace a pfi
extrakci se netvori emulze. Avsak vzhledem k opakovanému procesu extrakce nedochazi
zde k uspore rozpoustédel ani ¢asu.

Extrelut je tvofeny specidlné zpracovanou, porézni kfemelinou s velkym objemem
porl, kterd slouzi jako tuhy nosi¢ k navazani roztoku vzorku. Kfemelina je chemicky
inertni a mGze byt pouZita v rozsahu pH od 1 do 13.

Na zacatku extrakce se kapalny vzorek se nanese na suchou kolonku naplnénou
zrnitym nosi¢em Extrelut. RozSifuje se pres chemicky intertni matrici jako tenka vrstva a
funkéné jako stacionarni faze. Eluce se provadi organickym rozpoustédlem, které je
nemisitelné s vodou. Jakmile rozpoustédlo projde pres kolonu, vSechny lipofilni
slouceniny jsou extrahovany z vodné faze do faze organické (obr.25). Vodna faze zUstava
a v eludtu se netvofi interferujici emulze. Latky rozpusténé v eludtu jsou analyzovany
hned nebo po odpareni rozpoustédla. Neni potfeba vakuum. Vhodna rozpoustédla —
diethyl ether, ethyl acetat, methyl acetat, hexan, cyklohexan, chloroform, dichlormethan

[85,88].

o

1. Etrelut® 2, Apply aquecws sample 3. Apply organic sobwent 4. Elutson
[t miscible with water)

Mestributson of the aquecus Lipeyphilic substances extracted

phise on EXtrelut® from the sl

Obr.25: Schématické znazornéni LLE s Extrelut nosicem [88]
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4.3.4. Mikroextrakce kapalnou fazi (LLME)

Mikroextrakce kapalnou fazi je miniaturizovana LLE procedura. Vyznacuje se
pouzitim pouhych mikrolitr( rozpoustédel a minimalizaci poctu jednotlivych extrakcnich
krok, produkci malého mnoZstvi toxického odpadu. Jsou pouZivdny nejen ve
farmaceutické, ale i v potravinarské analyze a analyze Zivotniho prostiedi. Mdzeme vsak
u nich najit i nékolik nevyhod. Jsou naro¢néjsi na manipulaci, vybaveni laboratore a
sloZitost vybéru vhodného rozpoustédla. Ztéchto didvodu casto nenahrazuji nové
moderni techniky stabilné zavedené konvencni techniky pfipravy vzorku v
bioanalytickych ¢i farmaceutickych laboratofich.

Mezi tyto techniky patfi nékolik pFistupd LLME: mikroextrakce jednou kapkou
(SDME), mikroextrakce do kapalné faze s vyuzitim dutého vldkna (HF-LPME), disperzni
mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (DLLME), extrakce z kapaliny do kapaliny
podporena tuhou fazi (SLE) ¢i extrakce vyuZivajici elektromembrany (EME). Techniku
SDME muzeme podle zplUsobu provedeni délit na direct immersion (DI-SDME),
headspace (HS-SDME), liquidliquid-liquid microextraction (LLLME), continuous-flow
microextraction (CFME), drop-in-drop microextraction (DDME) a directly suspended

droplet microextraction (DSDME) [89-91].

4.3.4.1. Mikroextrakce jedinou kapkou (SDME, Single-drop
microextraction)

Tato technika vyvinuta roku 1996 Jeannotem a Cantwellem [92] je zaloZena na
extrakci analytu z kapalného vzorku do mikrokapky extrakéniho rozpoustédla (1-10 ul)
zavésené na Spicce jehly. Po extrakci je mikrokapka vtazena zpét do jehly a mize byt
pfimo injikovana do chromatografického systému. Tim odpadaji kroky odpareni a
nasledného rozpusténi analytu. V porovnani s klasickou LLE doslo ke sniZeni pouzivanych
rozpoustédel o0 99%.

Kolisani objemu kapky v prlibéhu procesu extrakce a nestabilita kapky negativné

ovliviiuje pfesnost a reprodukovatelnost celého procesu.
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Modifikace SDME:

1) mikroextrakce jedinou kapkou pomoci pfimého ponoreni (DI-SDME, direkt
immersion SDME)

2) mikroextrakce jedinou kapkou pomoci head-space (HS-SDME, head-space SDME)

3) mikroextrakce z kapaliny do kapaliny a zpét (LLLME, liquid-liquid-liquid
microextraction)

4) mikroextrakce kontinudlniho toku (CFME, continuous-flow microextraction)

5) mikroextrakce kapka v kapce (DDME, drop-in-drop microextraction)

6) mikroextrakce pfimo suspendovana kapka (DSDME, directly suspended droplet

microextraction) [89-91,93]

Mikroextrakce jedinou kapkou pomoci pfimého ponoieni (DI-SDME)

Tato metoda je zaloZzena na pfimém ponotfeni mikrokapky organického
rozpoustédla nemisitelného s vodou pfimo do roztoku vzorku. Mikrokapka o velikosti 0,3
az 3 ul vytvorena na $picce jehly mikrostfikacky je ponofena do roztoku vzorku, ktery je
pro lepsi prenos sledovanych analytd intenzivné promichavan magnetickym michadlem
(obr.26). Jako extrakéni cinidlo (mikrokapka) se pouzivaji rozpoustédla nemisitelnd
s vodou jako toluen, cyklohexan, chloroform ¢i oktan-1-ol. Po stanovené dobé extrakce
je kapka nasata zpét do jehly mikrostrikacky a poté nastfiknuta do chromatografického
systému.

Nevyhodou DI-SDME je nestdlost kapky pfi vyssSich rychlostech michani vzorku,
pfi vysSich teplotach ¢i pfi nedokonale Cistém vzorku. Nevhodna jsou rozpoustédla s
relativné vyssi rozpustnosti ve vodé a nizsi teplotou varu z divodu jejich disoluce a

odparovani [93-95].

MICROSYRINGE

_—— SYRINGE NEEDLE

MAGNETIC STIRRER

DI-SDME

Obr.26: Schéma DI-SDME [94]
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Mikroextrakce jedinou kapkou pomoci head-space (HS-SDME)

Jednd se o techniku, kterd umozZnuje extrakci a zakoncentrovani tékavych analyt(
do mikrokapky vodného nebo organického rozpoustédla, ktera visi na konci jehly v
prostoru nad vzorkem. Vzorek musi byt umistén ve vzduchotésné vialce (obr.27). U této
techniky je mozZné provést extrakci a derivatizaci v jednom kroku, kdy mikrokapka na
hladinou vzorku obsahuje i derivatiza¢ni Cinidlo. Proces prenosu analytl ze vzorku do
extrakéniho Cinidla je urychlen michanim pomoci magnetického michadélka. Vyhodou
této techniky oproti DI je, Ze nehrozi utrZeni ¢i rozpusténi mikrokapky a je mozné pouzit
vétsi rozsah extrakénich rozpoustédel. Tento typ extrakce se nejcastéji pouziva k pripravé
vzorkd pro GC a je mozné cely proces extrakce automatizovat. Avsak je tato metoda

vhodna pouze pro omezené mnozstvi analytl, které musi byt tékavé [93-95].

MICROSYRINGE

ORGANIC DROP ~__

AQUEOUS SAMPLE —— - MAGNETIC STIRRER

HS-SDME

Obr.27: Schéma HS-SDME [94]

Mikroextrakce z kapaliny do kapaliny a zpét (LLLME)

Poprvé byla tato technika extrakce vhodna pro ionizovatelné latky pouzitar. 1998
autory Ma a Cantwell [97]. Tato jednoduchad, reprodukovatelna a selektivni metoda je
zaloZzena na principu extrakce analytu z vodného roztoku do organické rozpoustédla s
nizsi hustotou nez ma vodny vzorek a reextrakce do vodné mikrokapky umisténé v této
vrstvé (obr.28). BEéhem tohoto procesu je potieba upravit pH vodného roztoku vzorku
s cilovymi analyty z neutralni formy (extrahovatelné do vrstvy organického rozpoustédla)
do ionizované, kdy analyty pfechdazeji do vodné mikrokapky. Kapka je dale analyzovana

separacnimi technikami jako HPLC ¢i CE [93-95].
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MICROSYRINGE

__— SYRINGE NEEDLE

ORGANIC PHASE ~ |~ EXTRACTANT PHASE

~

AQUEOUS SAMPLE — ——— MAGNETIC STIRRER

Obr.28: Schéma LLLME [94]

Mikroextrakce kontinudlniho toku (CFME)

Tato technika byla poprvé predstavena v r. 2000 [98]. Jedna se o dynamickou
mikroextrakci probihajici ve specialni sklenéné extrakéni nadobce, do které je zavedena
mikrokapka rozpoustédla umisténa na jehle mikrosttikacky. Vzorek s analyty je misto
michani pumpovan peristaltickou pumpou kontinudlné a konstantni rychlosti pres
extrakéni komoru do odpadu a do mikrokapky se extrahuji sledované analyty (obr.29 A).
Na rozdil od ostatnich SDME technik je zde mikrokapka extrakéniho rozpoustédla v
kontaktu s neustdle novym, proudicim roztokem vzorku. Diky tomuto nepretrzitému
kontaktu je ucCinnost extrakce vysSi, nez u statickych extrakci. Vzhledem ke
kontinudlnimu toku je potieba vétsi mnozstvi vzorku. Nevyhodou této techniky je vétsi
spotreba roztoku vzorku, pripadné pomérné kratka doba expozice extrakéniho cCinidla s
roztokem vzorku.

Xia a kol. [99] upravili tuto techniku tak, aby vzorek nebyl pumpovan do odpadu,
ale zpét do extrakéni nadobky. Diky tomu vzorek cirkuluje a dochazi k opétovnému
kontaktu vzorku s analyty s mikrokapkou extrakéniho rozpoustédla (obr.29 B). Tim se
zvysi Ucinnost extrakce a snizi se spotfeba vzorku. Tato modifikace se nazyva cycle-flow

microextraction (mikroextrakce kruhového pratoku).
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Syringe

Syringe guide _

Septum
Sample
3 Sample |
Peristaltic Glass ‘ex[mﬂiun Waste 3 Peristaltic '
Extractant drop
A) pump chamber B) pump

Obr.29: Schéma A) CFME , B) cycle-flow microextraction [96]

Mikroextrakce kapka v kapce (DDME)

Principem této mikroextrakce je vsunuti mikrostiikacky, ktera je naplnéna
organickym rozpoustédlem (pfiblizné 1 ul), a vytlaéenim mikrokapky tohoto
rozpoustédla do kapky vodného vzorku. Kapka se po ukonéeni extrakce zatahne zpét do
jehly a extrahovany vzorek se nasttfikne do detekéniho systému. Tuto metodu poprvé

popsali Liu a Dasgupta [100].

Mikroextrakce pfimo suspendované kapky (DSDME)

Roztok vzorku je neustdle michan michadlem na dné vialky (obr.30a). Na povrch
vzorku je pfiddno malé mnozstvi extrakéniho ¢inidlo nemisitelného s vodou (obr.30b). Po
smichani vzorku a cinidla se za¢nou vytvaret kapicky Cinidla, které se diky neustalému
michani shluknou v jedinou kapku na hladiné vodného vzorku (obr.30c). Poté se kapka

odsaje (obr.30d) a analyzuje v chromatografickém systému [101].

i

Eﬁé

(b) —lc)—

(a)
Obr.30: Schéma DSDME [102]
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4.3.4.2. Mikroextrakce do kapalné faze s vyuzitim dutého
vlakna (HF-LPME, hollow fibre liquid phase microextraction)

Pri této metodé jsou sledované analyty extrahovany ze vzorku skrz organickou
fazi s vodou nemisitelného rozpoustédla imobilizovaného v pérech dutého vldkna, ktery
ma charakter membrdany, do kapalné faze uvnitf dutého vldkna. Tato porézni membrana
nejen mechanicky chrani a stabilizuje extrakéni Cinidlo, ale i zvétSuje povrch mezi
organickou a vodnou fazi, a tim zvySuje ucinnost extrakce. Existuji dva typy
mikroextrakce vyuzivajici dutého vlakna, a to dvoufazové a tfifazové usporadani. Princip
dvoufazového usporaddani spocliva v extrakci analytu z vodné faze, ve které je ponofeno
duté vldkno, do fdze organické, ktera tvori jak lumen membrany tak i samotnou
membranu. V pripadé trifazového usporaddani je analyt z vodné faze extrahovan pres
membranu tvorfenou organickym rozpoustédlem (tzv. supported liquid membrane - SLM)
do vodného roztoku, kterym je naplnén lumen dutého vldkna (obr.31). Nékdy je tato
mikroextrakce nazyvana hollow-fibre supported liquid membrane extraction. Pro
naslednou analyzu se extrakéni Cinidlo odsaje mikrostfikackou.

Kvyhoddam této mikroextrakce patfi velmi mald spotfeba rozpoustédel,
vyuZitelnosti pro Siroky rozsah analytu, ziskani Cistého extrakt, diky malé velikosti por(
branicim prichodu latek o vétsi molekulové hmotnosti, moZnost automatizace [103-

104].

Aqueous Dodecane

solution

A HPLC syringe and a medical

syringe needle attached to the
4‘,7 membrane through septum

+

Hollow fiber
membrane

. Samiple solution

Obr.31: Schéma HF-LPME [105]
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4.3.4.3. Disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny
(DLLME, Dispersive liquid-liquid microextraction)

Tuto metodu poprvé predstavill ji Rezaee, Assadi a kolektiv v roce 2006 [106].
PouZiva se zde tfisloZzkovy systém rozpoustédel tvofeny vodnym roztokem obsahujici
cilové analyty, extrakénim Cinidlem a disperznim rozpoustédlem. Zatim co je extrakéni
Cinidlo nemisitelného s vodou (chlorbenzen, chloroform, sirouhlik), disperzni ¢inidlo
(methanol, acetonitril, aceton) musi byt misitelné jak s vodou, tak s extrakénim cinidlem.
Smés téchto rozpoustédel je rychle vsttiknuta do roztoku vzorku, kde za mirného michani
vznikd oblak rozpoustédel. Smés je poté centrifugovdna, jemné kapicky extrakéni faze
sedimentuji na dné zkumavky, odkud jsou odsaty mikrostfikackou a analyzovany
vhodnou separacni metodou (obr.32).

Vyhodou DLLME je jednoduchost provedeni, rychlost, nizké naklady, mala
spotfeba organickych rozpoustédel, pomérné vysokd vytéinost a moZnost
zakoncentrovani analytu. Existuje vSak pouze omezeny vybér vhodnych rozpoustédel

spliujici vSechny podminky extrakce [106-108].

l Injection

4
Withdrawal

: -.'_ Centrifugation
Syringe needle
r" ‘ \
! ¢
/ gl -
Extraction
Sample solution Injection of Cloudy Sedimented Removal L?g; o
(containing dispersive solvent solution phase after of sedimented
analytes) containing extraction (dispersion) centrifugation phase

Obr.32: Schéma DLLME [109]
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4.3.4.4. Elektromembranova extrakce (EME,
Electromembrane extraction)

Tento typ extrakce je odvozen od HF-LPME, kdy je misto pH gradientu pouzit
k pfestupu analytl pres podpurnou kapalnou membrdnu stejnosmérny elektricky
potencial (1 — 300 V). Jedna elektroda je ponorena ve vzorku a druhd elektroda je
umisténa v extrakénim cinidle. Nabité analyty nachdzejici se ve vodném vzorku jsou
pfitahovany skrz kapalnou membranu obsahujici organické rozpoustédlo k opacné
nabité elektrodé ve vodném akceptorovém roztoku umisténém uvnitf dutého vldkna
(obr.33).

K pfenosu nabitych analytll pfes organickou membranu dochdzi v relativné
kratkém case (obvykle méné jak 5 minut). Mezi dalsi vyhody EME patfi nizkd spotieba
organickych rozpoustédel, membrana je navic dobrou bariérou pro extrakci balastnich
sloZzek matrice, velice vhodna k precisténi a zakoncentrovani vzorku, moznost poufZiti pro
Sirokou Skalu matric véetné biologického materidlu. K extrakce az 96 vzork( byla vyvinuta
paralelni EME (Pa-EME) vyuzZivajici duta vldkna v 96 jamkového formatu. Jako elektrody

byly pouzity hlinikové félie na akceptorové i donorové desti¢ce [110-111].

= l 0
: x Power Supply

Platin Wires as Electrode

Holder

Acceptor Daonor Solution
Soluti
PO S ] / Medical syringe Samples

Magnet

Hollow fiber
with SLM \

s s e P

UPLC-analysis
extract

Stirrer

Obr.33: Schéma EME a moznost vyuziti EME v mikrotitracni desticce s 96 pozicemi tzv.
paralelni EME [111,112]
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4.3.4.5.

Extrakce z kapaliny do kapaliny podpofend tuhou fazi

(SLE, supported liquid extraction)

Extrakce z kapaliny do kapaliny podporena tuhou fazi vyuziva stejné vodné faze jako u

LLE, kterd je nanesena na inertni kfemelinu, ale namisto protfepani obou nemisitelnych

{a)

Before extraction

Dry sorbent

iB)

Apply
sample

=
A

& Agueous
layer

(5]

Extract with
organic solvent

{Organic layer
Y

A H
/
—@,

/s Collected organic

effluent
—9

Obr.35: Desticka a kolonky

pro SLE [116]

fazi, organicka faze prochazi kolonou. Oproti
LLE nabizi SLE mnoho vyhod jako vyssi
ucinnost extrakce, netvofi se emulze, nizsi
¢asova narocnost, snadna automatizace, nizsi
spotfeba organickych rozpoustédel.

Pro extrakci se pouzivd kolonka nebo
desticka aZ s 96 pozicemi (obr.35), ve kterych je
ulozena kfemelina. Kremelina s velkym
mnozstvim péra slouzi jako inertni nosi¢ pro
adsorpci vodnych vzork(l s obsahem analyt(.
Vodny vzorek napf. plazma je nanesena na
suchy sorbent. Poté se pfidda organické
rozpoustédlo nemisitelné s vodou, stejné jako
v LLE. Vodny vzorek utvofi tenky film po celé
délce inertniho nosic¢e, ma tak dost velky povrch
pro kontakt sorganickou fazi, do které
prechazeji cilové analyty (obr.34). Zavére¢nym
krokem je sbér organické faze s extrahovanymi

analyty k nasledné analyze [87, 113-115].
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4.3.5. Extrakce na pevné fazi (SPE)

SPE extrakce je zaloZzena na principu rozdélovani cilového analytu mezi tuhou a
kapalnou fazi. Pevnou fazi je sorbent, ktery slouzi k zachyceni a zakoncentrovani anylytt
z kapalné faze. V dnesni dobé& m{ize mit sorbent mnoho rliznych tvard a velikosti, napft.
kolonky z polypropylenu nebo ze skla, disky, Spi¢ky ¢i miniaturni disky v polypropylenové
desticce (obr.36) vyuzivajicich rliznych mechanism( retence analytl. Kapalnou fazi je
nanaseny vzorek se sledovanym analytem. U uc¢inné SPE extrakce musi byt splnéna
podminka vyssi afinity analytu k pevné fazi neboli sorbetu neZz k matrici kapalného

vzorku. Vybér vhodného sorbetu je tudiz klicovym krokem pfi optimalizaci SPE.

Obr.36: Rlizna provedeni SPE sorbet( [117]

Mezi béiné pouzivané SPE sorbenty patfi silikagel modifikovany dlouhymi
uhlikatymi retézci (C8, C18), iontové vyménné materidly, imunosorbenty, polymery,
nebo vysoce specifické sorbety jako materidly s omezenym pfistupem (RAM) i
molekuldrné vtisténé polymery (MIP).

Hlavni vyhodou oproti LLE je mensi spotieba organickych rozpoustédel, potreba
mensich objem( vzorkd, jednoduchost provedeni, moznost zakoncentrovani a precisténi
extraktu, selektivita a snadna automatizace.

Technika ma vSak i své nevyhody, mnohakrokovy proces, relativni ¢asova
narocnost, jednordzové poutziti kolonek (cenové narocné), nutnost instrumentalniho

vybaveni (SPE manifold a vakuova pumpa), snizend reprodukovatelnost vyroby kolonek
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mezi Sarzemi, matricové efekty. Pfi modernizace postupu SPE extrakce byly nékteré tyto
nedostatky odstranény.
Postup SPE Ize rozdélit na nékolik jednotlivych krok( (obr.37 ):
1. kondicionace (smoceni a aktivaci sorbetu) — provadi se nanesenim
doporuceného rozpoustédla o definovaném objemu na extrakéni sorbent
2.  aplikace vzorku - vzorek se sledovanymi analyty je nanesen na pevnou fazi,
pti prGchodu vzorku touto fazi dochdzi k zachyceni cilového analytu na
sorbent
3.  promyti sorbetu — pfi naneseni vhodného rozpoustédla na sorbent se maji
odstranit kontaminanty matrice, zatimco analyt zistavda vazany na pevnou
fazi
4. eluce analytu - posledni krok extrakce, izolovand latka se desorbuje,
uvolfiuje se z pevné faze vhodnym elu¢nim cinidlem, ve kterém se analyt
dobre rozpousti

CONDITIONING SAMPLE ADDITION WASHING ELUTION
v 4
[
e

Ur 78 A qlr

4

H-F-H-K
R S

[ Analyte » Interferents &# 0*]

Obr.37: Jednotlivé kroky SPE [118]

Extrakce pomoci SPE mizZe byt provadéna jednak automaticky, manualné c¢i on-
line umoZniujici pfimé spojeni s kapalinovym chromatografem.

SPE nachazi vyuZiti zejména v pripravé kapalnych vzorkd, k extrakci a
zakoncentrovani netékavych analytl, pouzivd se vsSak také k pred-extrakci pevnych

vzorkUd do rozpoustédla.
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| kdyz md mnoho nevyhod, je SPE extrakce nejspiSe nejpouzivanéjsi metodou

k Upraveé vzorku pred kone¢nou analyzou [71,87,118, 119].
4.3.5.1. Moderni pristupy SPE

Materidly s omezenym pristupem (RAM, restricted access material)

Tato technika vyuZivd materidly s omezenym pfistupem k zachyceni
nizkomolekularnich analyt( uvnitf pérd, zatimco makromolekuly jako napf. proteiny jsou
odstranény. Tyto materidly umozZnuji pfimy nastiik biologického materidlu do
chromatografického systému bez jeho predchozi Upravy.

Vnitrek porh je pristupny pouze pro malé molekuly, kde jsou zadrzeny diky
tradi¢nim retenénim mechanismim, jako napf. hydrofobni a elektrostatické interakce.
Makromolekuly nemohou vstoupit do poérG zakladé svych fyzikalné-chemickych
vlastnosti (velikost, povrchové interakce), tim jsou brzy eluovany z kolony ven (obr.38).
Casto jsou jimi naplnény predklonky, chrénici vlastni analytickou kolonu pred
poskozenim.

Tyto materialy lze pouzit k purifikaci a zakoncentrovani stanovovanych analytl,

Casto jsou vyuzivany v bioanalyze léciv [67,120].

Restricted access material (RANM)

Praisciing
grisp
Bindirg
Hiclogicel ssmplax i N

-~
&

Obr.38: RAM sorbent [120]
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Molekularné vtisténé polymery (MIPs, molecularly imprinted polymers)

Jedna se o vysoce selektivni materidly pfipravené na miru daného analytu. Ze
specialnich synteticky polymert se mnohakorokovym procesem vyrobi dle konkrétnich
molekul pro které maji byt pouzity a to tak, zZe jim dané molekuly vytvareji tzv. predlohu
—templat. Nejprve dojde ke vtisknuti jednoho &i vice monomerd, které polymeruji, poté
se templat odstrani. Vznikly stabilni polymer obsahuje dutiny, které jsou sféricky
(velikostné a tvarové) a chemicky odpovidajici molekulam templatu (obr.39).

SPE extrakce vyuzivajici tyto sorbenty mohou byt provadény jak v off-line, tak on-
line rezimu. Hlavni vyhoda oproti klasické SPE je samoziejmé vysoka selektivita extrakce,
dale pak stabilita a moznost opakovaného pouziti. Nevyhodou je nizka kapacitu sorbentu
diky malému poctu specifickych vazebnych mist.

Tyto vysoce selektivni SPE sorbenty MIPs jsou v soucasnosti pouzivany zejména k extrakci

[éCiv a jejich metabolitl z biologického materialu [122-123].

Monomers
N & a
ol " Solvent
Self-assembly [ g, Polymerisation extraction
— —_— R
e
Target
THA SRS Rebinding

Obr.39: Pfiprava MIPs [124]

Imunoafinitni SPE

U této techniky je SPE kolonka naplnéna vysoce selektivnim imunosorbentem
s navazanymi protilatkami proti cilovému analytu. Extrakce z matrice (nejcastéji
biologické) probiha na zakladé reakce antigen-protilatka.

Princip extrakce je shodny s SPE. Na imunosorbent se nanese vzorek, cilové
analyty jsou zadrzeny vazbou na specifickou protilatku, poté se sorbent promyje
vhodnym rozpoustédlem, ¢imz se odstrani balastni |atky a nakonec se eluuje zadrzeny

analyt z vazby na protilatku vhodnym rozpoustédlem [125].
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4.3.6. Mikroextrakce na pevné fazi (SPME)

Byla vyvinuta v roce 1990 Arturem a Pawliszynem [126]. MEPS je jednoduchd a
efektivni technika adsorpce a desorpce polarnich i nepolarnich analytl z rdznych typu
matric bez pouZiti organickych rozpoustédel.

Rozlisujeme 2 zakladni mody SPME:
- SPME pomoci vldkna (fiber SPME)
- SPME v kapildre (in tube SPME)

4.3.6.1. Fiber SPME

V prvnim kroku mikroextrakce na pevné fazi se analyty z matrice vzorku adsorbuiji
na stacionarni fazi pokryvajici kfemenné vldkno. Toto vldkno je na povrchu pokryto
organickym polymerem (obvykle polydimethylsiloxanem). Aby nedoslo k mechanickému
poskozeni je chranéno kovovou jehlou. Jehla s vlaknem se ponofi do prostoru se
vzorkem. Existuji dvé moznosti provedeni. Pokud je vldkno ponofeno pfimo do vzorku,
jedné se o direct immersion SPME (DI-SPME), a nebo probiha extrakce tékavych analyt(
z prostoru nad vzorkem v uzaviené nadobé jde o headspace variantu (HS-SPME). Po
dosaZeni sorpcni rovnovahy se vlakno zatahne do jehly a pfesune do chromatografu.
V nastfikovém prostoru se vlakno opét vysune z jehly ven a nastava desorpce zadrzenych
sledovanych analytd do separacniho systému. Na obr. 40 jsou znazornény obé moznosti
provedeni SPME.

Klicova slozka celé extrakce je stacionarni faze pokryvajici kifemenné vldkno.
Nejcastéji je pokryta polydimetylsiloxanem (PDMS) pro extrakci nepolarnich analyt(,
polyakryldtem (PA) pro extrakci polarnich analytl, polydimetylsiloxan-divinylbenzen
(PDMS-DVB) pro extrakci polarnich analytli, déle se nové vyuZivaji nanomateridly Ci
vysoce selektivni sorbety MIPs,

Tato technika prfinasi vyhody jako je jednoduché a rychlé provedeni, vysoka

citlivost a snadna automatizace.
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Obr.40: Extrakéni mechanismus A) HS-, B) DI-SPME s moznostmi C) termalni desorpce
D) off-line desorpce rozpoustédlem E) desorpce rozpoustédlem [127]

Dalsim trendem ve vyvoji SPME je in vivo SPME, kterd umoziuje studii
dynamickych chemickych procest pfimo v Zivém systému. Existuje také ve dvou
usporadani bud HS- nebo DI- SDME. SDME sonda mUlzZe byt zavedena pfimo do Zily
k monitorovani koncentrace |éCiv (obr.41). Po vyjmuti z Zily je jehla napojena na
chromatograficky systém. Je tedy zabranéno primému kontaktu s biologickym

materidlem [127-129].

Handle

A Hypodermic
Tissue Silicon glue
' (sea
SPME probe Blood vessel
'IT' _——— SPME holder
i Septum
Blood out /
SPME probe
- Blood in —\

: \\___//'_ Biocompatible tubing

Obr.41: In vivo SPME s aplikaci sondy pfimo do Zily [127]
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4.3.6.2. In-tube SPME

Tato technika vyuzivd misto vldakna otevienou kfemikovou kapilaru, ¢imz je
zjednoduseno napojeni na chromatograficky systém. Vnifni povrch téchto kapilar je
pokryt sorbentem z rlznych material(, zaleZi na konkrétni aplikaci. Vzorek je béhem
extrakce nékolikrat nasavan a vypoustén skrz kapilaru, kde dojde k zadrzeni analytd na
stacionarni fazi. Mobilni faze poté desorpuje zachycené analyty z kapilary na separacni
kolonu HPLC.

Drfive byly pro extrakci pouzivany GC kolony, dnes je dostupné kapilary
naplnéné raznymi sorbety, pro Sirokou Skalu analytl. Kapildra muaze byt plnéna
Casticovym sorbentem,ktery je vSak postupné vytlacovdn monolitickym sorbentem
generujici nizsi zpétny tlak nez casticova faze dale MIP c¢asticemi ¢i imunoafinitnim
sorbentem.

Vyuzivd se hlavné v bioanalyze (léciva), v analyze potravin, pro monitoring
Zivotniho prostredi, ve forenzni analyze, farmaceutickém pramyslu, kde vynika zejména
velmi snadnou automatizaci, rychlou extrakci, vyssi presnosti a selektivitou nez off-line

techniky a nizkou cenou [130,131].

4.3.7. Mikroextrakce tuhym sorbentem umisténym v
mikrostrikacce (MEPS, microextraction by packed sorbent)

Poprvé byla tato metoda predstavena v roce 2004 Abdel-Rehimem a jeho
spolupracovniky. Jedna se vlastné o miniaturizovanou verzi klasické SPE, kterd pracuje
s objemy v radech mikrolitra. Extrakéni sorbent je ve formé cartridge umistén pfimo na
jehle, kterd je pripevnéna na mikrostfikatku o objemu 100 — 500 ul (obr.42).
Mikrostfikacka muze byt ovladana rucné, automatickou pipetou ¢i online napojena
na vhodnou separacni techniku. V soucasnosti je pomérné Siroky vybér extrakénich fazi
zahrnujici materidly na bazi silikagelu (C;, Cs, Cigs a SCX), polymerni, RAM ¢&i MIPs

sorbenty.
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Frity Sorbent
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Obr.42: Zatizeni pro MEPS — mikrostfikacka a jehla se sorbentem [134,135]

Postup extrakce na MEPS je shodny sextrakci SPE. Vzorek sanalyty je
mikrostfikackou natazen pres cartridge se sorbentem, kde dojde k adsorpci analytu.
Pomoci vhodnych promyvacich rozpoustédel jsou zpevné faze odstranény
kontaminanty. V poslednim kroku dojde k vymyti adsobovanych analytli z pevné faze
vhodnym eluénim Cinidlem. Ziskany eludt muazZe byt pfimo davkovan do
chromatografického systému. Vzorek muze byt opakované nasavan a vypoustén, coz
umozniuje jeho zakoncentrovani.

Vzhledem k tomu, Zze MEPS mikrostfikacky jsou uréeny pro opakované pouziti, je
nutné mezi jednotlivymi extrakcemi jehlu se sorbetem ucéinné promyt, aby se zabranilo
kontaminaci nasledujicich upravovanych vzorkl. Jedna cartridge se sorbentem mizZe byt
poutzita, dle typu matrice, na desitky az stovky extrakci.

Hlavnimi prednostmi MEPS techniky oproti SPE jsou zkraceni ¢asu pripravy vzorku
(1 = 2 min.), vyrazné snizeni spotreby organickych rozpoustédel i spotfeby vzorku (v
radech mikrolitrd), dale vysoka citlivost, selektivita, presnost, moZnost plné
automatizace i on-line spojeni se separa¢nim zafizenim. Uprava vzorku touto metodou

je vhodna pro komplexni biologické matrice jako je plazma ¢i mo¢ [67,71,132-133].
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4.3.8. Sorpcni extrakce michadlem (SBSE, stir bar sorptive
extraction)

Tato extrakéni technika vyuziva stejny princip jako SPME, s tim rozdilem, Ze vrstva
extrakéniho sorbetu neni nanesena na vlakné, ale na magnetickém michadle. Magnetické
michadlo, které je ponofené ptimovevzorku -~
s analyty, je pokryto vrstvou sorbentu |
(nejcastéji PDMS, polydimetylsiloxan -

obr.43). Tato vrstva sorbetu je oproti vrstvé

extrakéni faze u SPME mnohem silnéjsi (0, 3-
Glass Magnetic material
.,

1 mm silnd, 50-250x silngjsi), diky tomu m3a g
=

tato technika vyssi extrakéni ucinnost.

Podminky extrakce zavisizejménana Obr.43: Michadélko potazeni PDMS [137]
objemu vzorku, rychlosti michani, velikosti michadla (resp. mnozstvi sorbentu), na
extrahovaném analytu, typu matrice vzorku, proto musi byt metoda pro kazdy typ pouziti
optimalizovadna. Po zadrZeni sledovanych analytd na michadle probihd desorpce bud'

termalné (u GC analyzy, obr. 44 b) nebo rozpoustédlem (u HPLC analyzy, obr. 44 c).

Obr.44: Schéma SBSE a) sorpce analytl na michadélko, b) termalni desorpce
c) desorpce rozpoustédlem [140]

Mezi hlavni vyhody SBSE techniky patfi jednoduchost provedeni a mala spotreba
organickych rozpoustédel, vyssi citlivost oproti SPME. Naopak nevyhoda je pomalejsi
proces desorpce (30 — 150 minut), omezené mnozstvi cilovych analytd, kdy tuto techniku
nelze pouzit pro polarni analyty. Vtomto pfipadé musi byt provedena in-situ
derivatizace.

Nachazi vyuziti zejména v analyze Zivotniho prostredi, potravin a bioanalyze napft.

|éCiv z krve a mo¢i [67,136-139].
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4.3.9. Extrakce pomoci naplnénych sSpicek pipet (DPX, disposable

pipette tip extraction)

Dalsi modifikaci klasické SPE je extrakce, kdy je sorbent umistény mezi dvéma
fritami v pipetovaci Spicce. Extrakéni proces je shodny s SPE. V prvnim kroku se sorbent
ve SpiCce aktivuje, poté se nasaje vzorek s analyty, ktery prochazi sorbetem. Diky
opakovanému kontaktu vzorku se sorbetem je tato extrakce mnohem ucinné;jsi nez SPE.
Poté se extrakcni Spicka promyje a odstrani se nezadouci balastni latky. Cilovy analyt je
zachycen sorbetem, ze kterého je vhodnym eluénim rozpoustédlem uvolnén.
Rozpoustédlo s extrahovanymi analyty mlzZe byt injikovdno do chromatografického
systému nebo odpareno a rekonstituovano jinym rozpoustédlem. Dostupné jsou rGizné
typy sorbentl jako nap¥. monolitické sorbenty, C8 a C18, polymerni ¢i iontové-vyménné
faze.

DPX predstavuje jednoduchou, efektivni, s malou spotfebou rozpoustédel,
finan¢né nenaro¢nou metodu pro separaci a extrakci analytd z riznych matric, kterou lze
automatizovat. Spicka je ale na rozdil od MEPS sorbentu pouzitelnd pouze jednou.

Limitujici je omezené mnozstvi druh( extrakénich sorbentd [71,141].

DPX - tip

condition
aspirate sample
discharge sample
wash

elute

solid phase

extract

Obr.45: Schéma DPX [142]
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4.4. CHROMATOGRAFICKE METODY

4.4.1. Historie chromatografie

JiZ je to pres sto let, kdy byla poprvé popsana separacni technika chromatografie.
Tuto metodu objevil rusky botanik Michail Semjonovi¢ Cvét (obr.46), ktery oddélil
z rostlinnych extrakt( rlzné barevné pigmenty — chlorofyl a, chlorofyl b a karotenoidy.

Termin chromatografie vznikl spojenim dvou feckych slov: chroma = barva (cvét

znamena v rustiné také barva) a graphein = psani.

Postupoval tak, Ze velmi pomalu filtroval roztok
latek uréenych k déleni (smés listovych barviv) ve vhodném
rozpoustédle sloupcem (kolonkou) obsahujicim jeden z
vybranych nerozpustnych praskovych adsorbentl (napft.
uhli¢itan vapenaty). Smés latek se adsorbovala ve formé
uzkého prouzku v horni ¢asti sloupce (obr.47). Pak sloupec
promyval vhodnym rozpoustédlem (eluentem), Obr.46: MICHAIL SEMJONOVIC
pficem? se jednotlivé slozky smési vymyvaly skrz sloupec ~ CVET (1872-1919) [145]
raznou rychlosti podle své adsorbovatelnosti. Tak vznikla

@ fada od sebe oddélenych barevnych

vstev. Po rozdéleni byl sloupec

vytlaéen z nadobek, nafezan podle

barvy a latky adsorbované na pevné

fazi vyextrahovany do roztoku. Tato

b | «— Xanthophyll B
gt ~—— Chlorophyll B .

- D metoda byla na svou dobu velice
~—— Xanthophyll &’

T Henthophyll inovativni a po dlouhou dobu

zGstavala zapomenuta.

Obr.47: Prvni kapalinovy chromatograf sestaveny
Cvétem v roce 1903 pro déleni chlorofyl [143]

Teprve roku 1931 zacina pozvolny ndstup objevd, které vyvrcholily vypracovanim
metodiky papirové chromatografie jako jedné z forem rozdélovaci chromatografie. Pfi
své praci Martin a Synge poufzili pro udrzeni vodné faze celulézu, kterad ji na sebe navaze.

Za zavedeni rozdélovaci chromatografie obdrzeli v roce 1952 Nobelovu cenu [143-144].
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4.4.2.

Rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografie je separacni metoda pouzitelna k analytickym i preparativnim

ucellim, pfi které se dosahuje rozdéleni smési na zakladé rozdilné distribuce délenych

latek mezi dvé rizné nemisitelné faze - nepohyblivé (stacionarni) a pohyblivé (mobilni).

Pfi této metodé se vyuZivd mnohokrdt opakované ustanoveni rovnovahy mezi dvéma

nemisitelnymi fazemi. Staciondrni fazi mlze tvofit pevnd latka nebo kapalina zachycena

v pevném poréznim materialu (nosici). Pfehled chromatografickych metod je zndzornén

v tabulce 4.

Chromatografické metody mazeme klasifikovat dle rliznych kritérii:

A) Podle usporadani staciondrni faze se rozliSuje chromatografie

Sloupcova (kolonova) — stacionarni fazi je sorbent, kterym je naplnéna
kolona a skrz ni protékad mobilni faze.

Plosna (planarni), ktera je reprezentovana chromatografii papirovou a
chromatografii tenkovrstvou, stacionarni faze je nanesena na tenkou

vrstvu, pohyb mobilni faze je zplisoben nejcastéji vzlinanim.

B) Podle typu intrakci se rozliSuje chromatografie

Adsorpcni — stacionarni faze je sorbent, nejbéznéjSimi pouzZivanymi
sorbenty jsou silikagel, oxid hlinity a kfemelina. Povrch téchto latek
obsahuje polarni skupiny schopné interakce s rdznymi skupinami.
Separace je zaloZena na rlizné afinité slozek ve vzorku k povrchu
stacionarni faze.

Rozdélovaci — stacionarni fazi je zakotvena kapalina, k déleni latek
dochdzi na zakladé rozdilnych rozdélovacich koeficientl, ktery udava
pomeér rozpustnosti latky mezi dvéma kapalinami.

Gelova - stacionarni fazi jsou zrnka gelu s rGzné velkymi péry, ktera
funguji jako molekuldrni sito pro molekuly do urcité velikosti, latky se
déli dle velikosti a tvaru, malé molekuly vstupuji do dutin gelu, tim
zGstavaji déle na koloné, zatimco velké makromolekuly tato zrna

obtékaji, nedochazi k jejich zadrzovani a proto se eluuji jako prvni.
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= |ontové vyménna - staciondrni fazi je iontoménic, je zalozena na
interakci nabitych analytl s opacné nabitymi ionty ve staciondrni a
mobilni fazi.

= Afinitni - stacionarni fazi je zakotvena liganda s vysokou afinitou k
jednomu typu molekul, jsou zaloZeny na specifickych sorpcich, afinitni
molekuly se zachyti na stacoindrni fazi a molekuly bez afinity projdou

kolonou bez jakékoliv interakce.

C) Podle skupenstvi mobilni faze:
= Kapalinovd chromatografie — mobilni faze je kapalina (organicka
rozpoustédla, voda a jejich smési, pufry), zdkladem separace latek
kapalinovou chromatografii Ize povazovat rliznou afinitu sloZzek vzorku
k mobilni a staciondarni fazi. Mezi metodami kapalinové chromatografie
zaujima vyznamné misto technika HPLC, vyuZivajici vysokych tlak(. Do
proudu mobilni faze je pomoci vysokotlaké pumpy davkovan vzorek se
sledovanymi analyty, ktery je dale undsSen do kolony, kde dochazi
k separaci jednotlivych sloZek. Vystup z kolony vede do detektoru, kde
jsou jednotlivé slozky detekovany.
Dle polarity fazi se LC déli na:
a) chromatografii na normalnich fazich — staciondrni faze je
polarni, mobilni faze je nepolarni.
b) chromatografii na reverznich fazich — stacionarni faze je
nepolarni, mobilni faze je polarni. Jedna se o nejpouzivanéjsi
LC techniku.
= Plynova chromatografie - mobilni faze je plyn (argon, helium, dusik),
vzorek stékavymi analyty se nastfikne do temperované nastrikové
komory, kde se odpati a ve formé par je pak unasen nosnym plynem az
do kolony, kde dojde rozdéleni vzorku na jednotlivé slozky.
=  Fluidni chromatografie — mobilni faze je latka v nadkritickém stavu

(nejcastéji CO2 s pridavkem nebo bez pridavku organickych
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rozpoustédel), kdy tlak a teplota latky dosahnou vyssich hodnot nez je

kriticka teplota a kriticky tlak [136,146-150].

Tab.4: Prehled chromatografickych technik [151]

mobilni

faze

stacionarni

mechanismus

faze déleni

metoda

kapalina rozdélovani plynova rozdélovaci chromatografie (GLC)
c
-E adsorpce plynové adsorpcni chromatografie (GSC)
pevna latka
sitovy efekt plynova chromatografie na molekulovych sitech (GSC)
rozdélovani kapalinova rozdélovaci chromatografie (LLC)
kapalina
X sitovy efekt gelové permeacni chromatografie (GPC)
o
3 adsorpce kapalinova adsorpéni chromatografie (LSC)
w2
£ pevna latka iontova vymeéna iontoveé vymeénna chromatografie (IEC)
m
a
] biospecificka reakce afinitni chromatografie (AC)
— rozdélovani tenkovrstva rozdélovaci chromatografie (TLC)
= kapalina
o rozdélovani papirova rozdélovaci chromatografie (PC)
©
a
pevna latka adsorpce tenkovrstva adsorpcni chromatografie (TLC)
4.4.3. Instrumentace kapalinové chromatografie

U klasické kapalinové kolonové chromatografie protéka

mobilni faze

samospadem. U HPLC se mobilni faze pohybuje diky ¢erpadliim, ta pumpuji mobilni fazi

kolonou pod vysokym tlakem, aby mohl byt pfekondam zpétny tlak kolony. Dojde tim k

vyraznému urychleni analyzy. Schéma zakladnich ¢asti kapalinového chromatografu jsou

uvedeny na obrdazku 48.

HPLC System
— Solvent
N - =
. Wi - mm-
HPLC Column Data
a Injector
v
-
Pump Detector  wagte =N

Obr.48: Zakladni ¢asti kapalinového chromatografu [152]
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Mobilni faze se Cerpa ze zasobniku mobilni faze (pfi HPLC se pouzivaji toxicka
rozpoustédla, proto by zdsobniky mobilni faze mély byt uzaviené nadoby) pres degaser
do vysokotlakého cerpadla (kolony s ¢asticovou naplni 10 um a mensi kladou velky odpor
a k dosazeni optimalnich pratokd jsou proto nutné vysoké vstupni tlaky). Odplynéni je
dllezité proto, aby se v detektoru v dlsledku velkého tlakového spadu v systému
netvofily bubliny. K odplynéni se pouziva podtlak, ultrazvuk ¢i probubldvani heliem, popt.
kombinace téchto postupu.

Z Cerpadla protékd mobilni faze do ddvkovaciho zafizeni. TéméF vyhradné se
pouzivaji davkovaci ventily se smyckou. Nejcastéji jsou to Sesticestné ventily s
vymeénitelnou smyckou, ktera se pini injekéni stfikackou. Objem smycky se pohybuje od
desitek nanolitr po mikrolitry. Naddvkované vzorky jsou vedeny do kolony. Z kolony,
kde dojde k separaci nadavkovaného vzorku, je eludt veden do detektoru a nakonec do
odpadni lahve. Zaznam 1z detektoru se vyhodnocuje pocitatem nebo jinym
vyhodnocovacim zatizenim.

Odezva analytu z detektoru tvaru gausovské kfivky se nazyva pik (elu¢ni krivka).
Doba od nasttiku vzorku po vrchol piku je charakterizovéna velic¢inou retencni ¢as. Tato
veli¢ina je kvalitativni charakteristikou stanovované latky, zatimco kvantitativni
charakteristikou je plocha pod pikem nebo vyska piku. Zaznam pik( rdznych analytd
vychazejici z detektoru se nazyva chromatogram (Casova zavislost na intenzité odezvy
detektoru).

Jednotlivé ¢asti kapalinového chromatografu jsou propojeny spojovacimi
kapildrami vyrobenymi z odolnych material(, obvykle z nerezové oceli nebo PTFE. Musi
mit co nejmensi vnitfni objem, aby jejich prispévek k rozmyvani eluc¢nich kfivek byl co
nejmensi. Materidl pouzivany v HPLC musi splfiovat urcitd kritéria jako je mechanicka a
chemickd odolnost a nesmi byt povrchové aktivni (to splfiuje nerezova ocel, sklo a

nékteré plasty) [136,152].

4.4.4, Stacionarni faze

4.4.4.1. Ucinnost chromatografické kolony

Ucinnost separace v kolonové chromatografii charakterizujeme bezrozmérnou

veli¢inou N - poctem teoretickych pater. Teoretické patro je pomyslina ¢ast kolony, ve
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které dochdzi k ustaveni rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi. Slozky vzorku
unasené tokem mobilni faze vstupuji do 1. patra kolony nerozdélené. Zde se ustavuje
rovnovaha mezi stacionarni fazi 1.patra a mobilni fazi. Po ustaveni rovnovahy se zméni
koncentrace slozek v mobilni fazi a roztok délenych latek v mobilni fazi vstupuje do
2.patra, kde se opét ustavuje rovnovdaha mezi fazemi. Cely proces se mnohondasobné
opakuje.

Na poctu pater kolony je zavisla ucinnost separace. Cim je separace GU&innégjsi, tim
l[épe dokaZzeme od sebe slozky smési oddélit. N neni konstantni veli¢inou, je ovlivnéna
historii kolony a také retenénim faktorem Ilatky pouZzité pro vypocet. Délka této Casti
kolony se nazyva vyskovy ekvivalent teoretického patra H. Pro kolonu o délce L je vyskovy
ekvivalent teoretického patra

H=L/N.

Uc¢innost kolony udavd miru rozmyvani eluénich zén. Podle van Deemterovy
teorie vedou k rozsifovani zon v koloné, a tim k rlistu vyskového ekvivalentu teoretického
patra tyto déje:

1.  Vifiva difuze - rizné molekuly urazi rlizné vzdalenosti

2. Podélnad molekularni difuze - molekuly putuji z mista o vyssi koncentraci do
mista o nizsi koncentraci

3.  Odpor proti pfevodu hmoty ve staciondarni fazi - rGzné molekuly difunduji rGzné
hluboko do stacionarni faze

4.  Odpor proti prevodu hmoty v mobilni fazi - rychlostni profil mobilni faze uvnitr

kolony je parabolicky

Tyto vlivy popisuje van Deemterova rovnice:

H=A+B/u+Cu

A - vitivé difuzi, B - podélné difuzi, C - odpor proti pfevodu hmoty mezi mobilni a

stacionarni fazi, u - linearni pritokova rychlost mobilni faze.
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Z teorie vyplyva, Ze zmenseni velikosti ¢astic ve stacionarni fazi vede ke zvyseni
rychlosti separace a zvyseni Ucinnosti kolony (obr. 49). Zvyseni pritok( vede ke snizeni

podélné difuze, a tim ke zvySeni separacni uc¢innosti [136,147,152-154].
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Obr.49: Porovnani van Deemterovych kfivek pro ¢astice o velikosti 10 um, 5 um, 3 um a

1,9 um [155]

4.4.4.2. Casticové kolony

Prvni ¢asticové kolony byly tvofeny ¢asticemi o velikosti 100 um, které byly
nasypané do sklenéné nebo kovové trubice. V poslednim desetileti je patrnd silna
tendence ke zmenSovani rozmér( c¢astic sorbentl. Jesté pred dvaceti lety byly
nejpouzivanéjsi stacionarni faze 5 um, pred deseti lety byly nejrozsirenéjsi faze 3 um a
dnes jsou komeréné dostupné sorbenty s velikosti ¢astic pod 2 um. Pouzitim kolon
s mensSimi Casticemi dochazi ke zvySeni jejich U¢innosti, coZ je zfejmé z obrazku 49.
Zmensovani sorbentu jde ruku v ruce se zkracovanim chromatografickych kolon, které
vede k podstatnému zkraceni dob analyz bez ztraty ucéinnosti ve srovnani se separacemi
provedenymi na kolonach délky 25 cm plnénych 5 um sorbentem. Doby analyz na
kratkych kolonach (2 cm i mensich) urcenych pro tzv. rychlou chromatografii byvaji kolem
1 a 2 minut. Tyto kolony jsou vhodné zejména pro laboratofe, kde jsou denné
zpracovavany stovky vzork(. Postupné také dochazi ke zmensovani vnitfniho praméru. S

nastupem techniky LC-MS vzrostla popularita kolon o priméru 2 mm a mensim.
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Chromatografie na reverznich fazich je nejrozsifenejsi technikou a dominantni
postaveni zde maji partikularni vdzané faze na bazi silikagelu. Ze silikagelovych RP jsou
dlouhodobé nejpopuldrnéjsi C18 modifikace. S velkym odstupem ndsleduji modifikace
C8, fluorované faze, alkylované faze s retézci delSimi nez 18 uhlik(, fenylové faze, faze se
zabudovanou polarni funkéni skupinou, C4 modifikace a dalsi. Vedle silikagelovych
partikuldrnich sorbentd se v moderni RP-HPLC stdle vice prosazuji materialy, jako napft.

anorganickoorganické hybridy a modifikované oxidy kov( [156-157].

t
i

Stainless Steel — E"

Obr.50: Kolony rtiznych délek s rdznou povrchovou Upravou — sklo, PEEK, nerezova ocel

[158]

4.4.4.3. Kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi

Technologie povrchové poréznich Castic (porous shell particles, core-shell particles,
fused-core particles) byla vyvinuta specidlné pro rychlé analyzy na klasickych HPLC
systémech, které byly jinak umoZnény pouze s vyuzitim casticovych kolon s ¢asticemi
mensimi nez 2 um na UHPLC. Tato technologie byla poprvé popsana v 60. letech a
optimalizovana J. J. Kirklandem v roce 1992, poté zacaly byt kolony s timto sorbentem
komercéné vyrabény pod rliznymi nazvy. Na rozdil od klasickych plné poréznich ¢astic,
které jsou v celém svém objemu tvoreny stejnou strukturou, se povrchové porézni
Castice skladaji z pevného neporézniho jadra, jenZ je obalené poréznim sorbentem
(obr.51). Pevné jadro je nejcastéji tvoreno silikagelem nebo anorganickymi (hlinik, uhlik,
zlato) ¢i organickymi materidly (polymery) a jeho primér se pohybuje v rozmezi 0,9 — 3,7
um. Porézni vrstva, kterd tvori 60-75 % objemu castice, je tvofena nékolika vrstvami

chemicky modifikovaného silikagelu o presné dané porozité. Tyto dvé vrstvy spole¢né
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Parous Layer

Solid Core

2.7 pm

tvori Castici kulovitého tvaru s velice Uzkou
distribuci velikosti, které jsou dostupné s
pridmérem od 1,3 do 5 um. Castice umozniuji
pouziti vysSich prltokdl  za nizSiho tlaku
systému. Vysoka homogenita velikosti ¢astic
zlepSuje ucin-nost separace a zabranuje
rozmyvani elu¢nich zén. Diky pevnému jadru
Castice dochdzi k mensi podélnou difuzi a

sniZzuje se odpor proti prevodu hmoty coz

Obr.51: Struktura core-shell ¢astice [161] opét, vede ke zvySeni poctu teoretickych pater

plné poréznimi ¢asticemi (obr. 52).

HPLC kolony oproti kolonam se stejné velkymi,

Nejbéznéji jsou core-shell ¢astice vyuzivany v RP-HPLC, ale je mozné vyuzit je i

pro separace v modu HILIC, pro chiralni separace ¢i kapilarni HPLC [136,159-160].
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Obr.52: Porovnani ucinnosti kolon s pIné poréznimi ¢asticemi o priméru 5 pm, 3 um,
1,8 um a kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi pomoci van Deemterovych krivek

[162]
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4.4.4.4., Monolitické kolony

Prvni monolitickd separacni kolona se zrodila v laboratofi M. Kubina, krery se
svymi spolupracovniky pfipravil radikdlovou polymeraci 22% vodného roztoku
monomeru 2-hydroxyethyl-methakrylatu ve sklenéné trubce podrovity gel. Ten vsak
vykazoval nizkou G¢innost separace. Dale se vyvojem zabyvali prof. Svec a Fréchet, ktefi
vyvinuli "kontinudlni separacni médium" sklddajici se z jednoho kusu porézniho
organického polymerniho materidlu pozdéji nazyvaného "monoliticka staciondrni faze".

Monolity jsou separacni média s vyjimecnou strukturou, kterou je jeden blok
porovitého materidlu zcela zaplnujici vnitfek separacni kolony. Oproti kolonam plnénym
drobnymi ¢asticemi, monolity neobsahuji mezi¢asticové prostory. Typickym pro
monolitické kolony jsou dvoji pory (makro- a mezopdry) (obr.53 C). Makrop6ry (1-2 um)
vytvari hustou sit port umoznujicich pouziti vyssich pratokd mobilni faze za nizkych tlakd
¢imZ se znacné zrychluje separace latek (obr.53 B). Mezopodry (pfiblizné 12 nm) vytvari
velky aktivni povrch pro interakci s analytem a tim zvySuji separacni ucinnosti téchto

kolon [156, 163-165].

Mesopores: 13 nm Macropores: 2 um

Total porosity > 80%

Obr.53: Tok mobilni faze A - ¢asticovou kolonou, B — monolitickou kolonou, C -
struktura monolitického sorbentu s makro a mezopéry [166-167]

Monolitické kolony na bazi organického polymeru
Tyto monolity se ziskavaji radikalovou polymerizaci. Polymerizacni smés obsahuje
monovinylovy monomer s funkéni &i reaktivni skupinou jako je butyl- ¢&i glycidyl-

methakrylat, sitovaci ¢inidlo (typicky monomer se dvéma ¢i vice dvojnymi vazbami napft.
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divinylbenzen a ethylendimethakrylat), iniciator, a porogenni rozpoustédlo. Tato smés
se nasype pfimo do prazdné kolony ¢i kapilary, kde po zahtati zpolymeruje.

Pro Sirsi vyuziti monolitd v chromatografii je potfeba modifikovat povrch
organickych monolitd vhodnymi funkénimi skupinami. Nejjednodussi zpUsob je pouziti
zakladniho monomeru, ktery poZzadovanou funkéni skupinu obsahuje. Takto Ize pfipravit
monolity, které obsahuji napt. skupinu hydroxylovou, amidovou, fosfatovou, sulfonovou
¢i karboxylovou. Druhou moznosti kontroly funkénich skupin je pfiprava monolitu s
reaktivnimi skupinami a modifikace vzniklého polymeru.

Jednim z hlavnich smérQ vyuZiti monolitickych kolon ve vyzkumu jsou kapilarni
separacni metody (CLC, CEC). Kfiemenné kapildry vyplnéné organickou monolitickou
staciondrni fazi vSak zatim nejsou komeréné dostupné a pfiprava téchto kolon se tedy

musi uskutecériovat pfimo v laboratofi [156, 163-165].

Monolitické kolony z anorganickych materialt

Zacatkem 90. let Nakanashi a Soga predstavili postup pfipravy spojitého
porézniho materidlu (novou sol-gel technologii) z oxidu kiemicitého s bimodalnimi pdry.
Prvni HPLC aplikaci na porézni tycince z oxidu kfemicitého proved| Tanaka a spol., ktefi
pouzili toto separacni médium v reverznim maédu jak pro separaci malych, tak velkych
molekul. V soucasnosti jsou dostupné komeréné vyrabéné monolitické kolony na bazi
silikagelu od firmy Merck, Némecko (obchodni nazev Chromolith™) a od firmy
Phenomenex,USA (obchodni ndzev Onyx™).

Proces vyroby silikagelovych monolitd je doprovazen snizenim objemu, proto
nemohou byt pfipravovany in situ (ty¢inka o priaméru 4,6 mm se ziska z formy o priméru
6mm). Nejcastéji se pripravuji takzvanym sol-gel procesem, kdy dochazi k
polykondenzaci tetraalkoxysilant (napf. tetramethoxysilanu (TMOS), tetraethoxysilanu
(TEOS) nebo methyltrimethoxysilanu (MTMS)) doprovazené oddélenim fazi v
pfitomnosti ve vodé rozpustného porogenu, napf. poly(ethylenoxidu) (PEO), nebo
polyakrylové kyseliny. Poté se tycinka ztuhlého gelu promyje destilovanou vodou a
plUsobenim hydroxidu amonného dochazi k vytvoreni mezopdri. Nasleduje faze vysuseni
vzniklého gelu a vloZeni do vhodné formy, ¢imz vznikla nova kolona. Silikovy monolit

umistény v koloné je mozné déle dle pouziti modifikovat navazanim raznych funkcnich
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skupin, napr. C18 na jejich povrch. Anorganické monolity se lisi od organickych monolitQ

svoji porovitou strukturou. Zatimco struktura organickych polymer( se sklada z

pospojovanych skupin malo uspordadanych mikroglobuli s makropéry mezi nimi

(obr.54a), silikagelové monolity se skladaji z dobre usporadanych skeletd o velmi

podobné velikosti, také poréznich, prostoupenych témér stejné velkymi 1 um pory

(obr.54b).

b)
Obr.54: Detail struktury a) polymerniho b) silikagelového monolitu [164]

S pouZitim téchto kolon je umoZnéno zvyseni pritokovych rychlosti bez zvyseni

zpétného tlaku (obr.55), urychleni analyzy bez ztraty separacni Ucinnosti (obr.56).

Monolitické kolony se s vyhodou pouzivaji pro rychlé separace malych a stfednich

molekul v klinickych laboratotich [156, 163-165].
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Obr.55: Zavislosti zpétného tlaku na pritoku mobilni faze ¢asticovych HPLC kolon o

velikosti ¢astic 5 um, 3 um s monolitickou kolonou Chromolith Performance ® [167]
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Obr.56: Porovnani ucinnosti HPLC kolon s naplni o velikosti ¢astic 5 um, 3 um a

monolitické kolony Chromolith Performance ® pomoci van Deemterovych kfivek [167]

4.4.,5. Detektory pouzivané v HPLC

Detektory jsou umisténé na konci HPLC systému za chromatografickou kolonou.
U¢elem detektor(i je rozpoznat, kdy jim prochazi pouze mobilni faze, a kdy mobilni faze
s eluovanym analytem. Dale pak by mélo byt zajisténo, Ze odezvu detektoru pfi eluci
analytu bude mozné kvantifikovat.

Detektory mizeme délit na selektivni a univerzalni. Selektivni detektory vykazuji
odezvu na nékterou z fyzikalné-chemickych vlastnosti analytu, zatimco univerzalni
detektory vykazuji odpovéd na vSechny analyty nezavisle na jejich fyzikdlné-chemickych
vlastnostech. Z jinych pohled( je mozné detektory délit na destrukéni a nedestrukéni. Na
rozdil od destrukénich detektord, nedochdazi u nedestrukénich k chemické zméné
sledovaného analytu. Dale je Ize rozdélit na koncentraéni a hmotnostni.

IdedIni detektor by mél byt univerzalni a vysoce citlivy, nedestruktivni, mél by mit
Siroky linedrni rozsah a jeho signdl by nemél byt ovliviiovdn zménami teploty, priatoku a
sloZzeni mobilni faze a mél by mit nulovy mimokolonovy prispévék k rozmyvani elu¢nich
z6n. Také je od né&j ocekdvana spolehlivost a snadna obsluha. Zadny z detektor(l viak

nemuze disponovat viemi témito vlastnostmi.
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Nejpouzivanéjsi jsou UV-VIS detektory, avsak v poslednim desetileti dochazi
k vyraznému narustu vyuZiti hmotnostné-spektrometrickych detektor( [85,147,153,167-

168].

4.45.1. Spektrofotometrické detektory

Spektrofotometrické detektory jsou nejcastéji pouZivané detektory v HPLC
analyze. Pracuji na principu méreni absorpce zareni (190 — 800 nm) analyzovaného
vzorku. Eluat z kolony je veden skrz pritokovou celu, kam také dopada UV zareni. Zareni
proslé celou je detekovano senzorem, na ktery dopada. Cela je srdcem detektoru a zavisi
na ni spravnost vysledku. Musi pokud mozno eliminovat miseni separovanych zén a musi
mit minimalni mimokolonovy ptispévek. Pfizméné koncentrace absorbuijici [atky dochazi

ke zméné hodnoty absorbance A. Vztah Ize vyjadfit pomoci Lambert-Beerova zakona.

A=Ixcxe

kde € je molarni absorpcni koeficient (charakteristicky pro kazdou latku), | je tloustka
vrstvy a ¢ je koncentrace.
Tyto detektory jsou pomérné citlivé a maji Siroky linedrni rozsah.
Spektrofotometrické detektory lze rozdélit na detektory:
= s fixni vinovou délkou (zpravidla 253,7 nm) - zdrojem zéareni o této vinové

délce je rtutova vyboijka.

= svolitelnou vinovou délkou - zdrojem zareni je deuteriova nebo xenonova
lampa a zafeni o pozadované vinové délce je izolovdno pomoci
monochromdatoru. VIinovou délku lze nastavit v rozmezi 190-800 nm.
Nékteré typy mohou méfit pfi dvou az étyrech vinovych délkach ¢i dokazi

snimat i spektra latek
= s ménitelnou vinovou délkou, s predem danymi vinovymi délkami

= s diodovym polem (DAD, diode-array detector, PDA, photodiode-array) -
tyto detektory mohou sbirat data soucasné v celém spektru bez preruseni

analyzy. Na kaZdou fotodiodu dopada svételny tok o urcité vinové délce,
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ktery byl spektralné rozlozen holografickou mfizkou. DAD poskytuje velké
mnozZstvi spektrdlnich udaji bez ovlivnéni citlivosti. Namérena spektra
mohou byt porovnana s knihovnou spekter. Tento detektor umoznuje
rovnéz uréit Cistotu piku (tzn. zda nedochdzi ke koeluci analyti)

[85,147,153,167-168].

4.45.2. Fluorescencni detektory

Pti poutziti fluorescencéniho detektoru dochazi pfi prichodu eluované latky celou
k absorpci primarniho elektromagnetického zareni, po kterém prechazeji molekuly
analytu do excitovaného elektronového stavu. Pfi navratu do zékladniho elektronového
stavu vydava analyt sekunddarni (emisni) zareni, které je detektorem méreno.
Absorbovana energie poté mliZze byt emitovana ve formé fluorescencéniho zareni o stejné
¢i Castéji vyssi vinové délce, neZ jakou ma primarni excitaéni zareni. Zdrojem excitacniho
zareni byva rtutova nebo xenonova vybojka.

Pozornost musi byt vénovana vybéru vhodné mobilni faze, jelikoZ nékterd vysoce
polarni rozpoustédla nebo jiné slozky mobilni faze mohou zpUsobit pokes vytézku
fluorescence tzv. zhaset. Casto jako zhasedlo pisobi kyslik, proto je vhodné zbavovat

roztoky kysliku. Tyto detektory jsou selektivni a velmi citlivé, ale Ize je pouZit pouze na

analyty vykazujici fluorescenci [85,147,153,167-168].

4.4.5.3. Elektrochemické detektory

Elektrochemické detektory se pouZivaji k detekci latek, které jsou schopné
elektrochemické reakce, probihajici na fazovém rozhrani elektroda - roztok (mobilni
faze). Ikdyz téchto latek neni mnoho, reprezentuji velké mnozstvi dulezitych Iéciv,

polutantl a pfirodnich produktd.

Amperometricky detektor

Tento detektor je zalozen na méreni limitniho proudu, ktery je vyvolan
prichodem oxidovatelné nebo redukovatelné latky mérnou celou. V mérné cele jsou
elektrody, na které je vloZzeno pracovni napéti potrebné k pribéhu elektrochemické

detekce.
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Coulometricky detektor

Coulometricky detektor je zaloZzen na méfeni naboje potfebného ke kvantitativni
elektrochemické pfeméné analyzované latky pfi prdchodu mérnou celou.

Mezi nevyhody poufziti elektrochemickych detektor( patfi vysoké naroky na
Cistotu rozpoustédel a aditiv mobilni faze z dUvodu stability zakladni linie a
reprodukovatelnosti vysledkl. Ve vodné—organickych fazich by nemél byt pfilis vysoky

obsah organické faze, ktery vede ke snizeni vodivosti [85,147,153,167-168].

4.45.4. Refraktometrické detektory

Refraktometrické detektory jsou nejstarSimi pouZivanymi univerzalnimi
detektory. Zaznamenavaji zmény v indexu lomu mobilni faze v referencni cele a eluované
Nevyhodou zde je nemoZnost vyuZiti gradientové eluce, z divodu nutného udrzeni
stabilniho indexu lomu mobilni faze. DalSi nevyhodou je zavislost odezvy detektoru na

vrve

zapotrebi udrzovat konstantni teplotu méfici cely [85,147,153,167-168].

4.45.5. Detektor nabitého aerosolu — CAD

Tento detektor patfi mezi univerzalni detektory. Je schopen detekovat latky bez
ohledu na jejich fyzikdlné-chemické vlastnosti, detekuje kladné nabité ¢astice, které se
lisSi hmotnosti. Tento citlivy, univerzalni detektror umoznuje detekci netékavych latek,
dale vykazuje relativné Siroké dynamické rozmezi a jednoduché pouZiti. Jeho velkou
nevyhodou je zavislost odezvy na sloZzeni mobilni faze. Své uplatnéni nachazi v analyze
lipidQ, proteind, peptidl, polymerd a jinych latek, které postradaji chromofor ve své

strukture. Vyuzivaji se v analyze potravin a léCiv [85,147,167-168].

4.45.6. Odparovaci detektor rozptylu svétla — ELSD

ELSD patfistéjné jako Corona detektor do skupiny univerzalnich detektortd na bazi
aerosolu. Princip detekce latek je v poéatecnich fazich stejny jako u CAD, lisi se konecnou

detekci vzniklych ¢astic. Jeho aplikace i omezeni jsou stejnd jako u CAD [85,147,167-168].
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4.4,5.7. Hmotnostné-spektrometricky detektor - MS

Hmotnostni spektrometrie je separacni technika, ktera prevadi vzorek na
ionizovanou plynnou fazi a vzniklé ionty separuje podle hodnoty podilu jejich hmotnosti

a naboje (m/z). Zakladnimi kroky v hmotnostni spektrometrii jsou:

1. Pfevedeni vzorku do plynné faze
Separace iontl probiha ve vakuu, proto je nutné, aby pred vlastni separaci byl
analyzovany vzorek preveden do plynné faze. V pripadé spojeni hmotnostniho detektoru
s kapalinovou chromatografii je do prostoru iontového zdroje mimo analytd vystupujici
z chromatografické kolony pfivadéna také mobilni faze. Z toho dlivodu jsou tyto latky
pfivadény bud’ pfimo, anebo pres vhodné rozhrani, které caste¢né eliminuje podil

mobilni faze.

2. lonizace
lonizacni zdroj slouzi k prevedeni neutralnich molekul analytu na nabité castice,

existuje Siroké spektrum ionizacnich technik lisicich se konstrukci pro urcity Ucel poutziti.

Podle mnozstvi dodané energie je obvyklé ioniza¢ni techniky délit na:

= mékké — prebytek dodané energie je maly a fragmentace pomérné nizka,
vznikaji pfi ni protonované [M+H]* nebo deprotonované [M-H]  molekuly,
patfi sem nejpouzivanéjsi ioniza¢ni techniky ve spojeni s HPLC jako je ionizace
elektrosprejem (ESI, obr. 57-1), fotoionizace za atmosferického tlaku (APPI,
obr. 57-2), chemicka ionizace za atmosferického tlaku (APCI, obr. 57-3), ddle
také ionizace desorpci laserem za Ucasti matrice (MALDI, obr. 57-4), ktera se

pouziva v off-line spojeni.
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Obr.57: Schématické znazornéni ,mékkych“ ionizaénich technik [170]

1 — ESI - rozpustény analyt je pfiveden kovovou kapilarou, na kterou je vloZzeno vysoké
napéti, intenzivni pole na konci kapildry tvofi konicky meniskus (Taylortv kuzel), ze
kterého se uvolfiuje sprej vysoce nabitych kapicek, odpafovanim rozpoustédla dojde k
zvySeni hustoty povrchového naboje, az pfi dosazeni kritické hodnoty dochazi k tzv.
Coulombické explozi, tj. rozpadu na jesté mensi kapicky s rozdélenim plvodnich naboju
az k uvolnéni iontd.

2 — APPI — eluat je rozprasovan do vyhtivané komurky. Kryptonova vybojka je zdrojem
fotonl (energie ~10 eV), které jsou absorbovany molekulami analytu. Analyt ztraci
elektron a vznikaji molekularni ionty M**. Do zdroje se m(iZe pfivadét dopant s nizkou
ionizacni energii (toluen, aceton) ke zvySeni koncentrace ionizovanych molekul a tim i ke

ve

zvySeni Ucéinnosti ionizace analytu.
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3 — APCI - eluat je rozprasovan do vyhtivané komuarky, na vybojovou elektrodu (jehlu) je
vloZzeno vysoké napéti (3-4 kV), ¢imz vznika koronovy vyboj - zdroj elektron(, které
ionizuji plyny ve zdroji, ty koliduji s molekulami rozpoustédla a ndsledné jsou
ionmolekularnimi reakcemi ionizovany molekuly analytu, vzniklé ionty jsou elektrodami
usmérnény do analyzatoru, protiproud susiciho plynu (dusik) slouZi k rozbiti pfipadnych
nekovalentnich klastru.

4 — MALDI - vzorek je spole¢né s matrici nanesen na MALDI tercik, matrice pfijme energii
kratkého laserového pulsu, nasleduje lokalni desorpce matrice a analytu (vznikaji klastry
matrice a analytu), excitované molekuly matrice jsou stabilizovany pfenosem protonu na
analyt nebo dochazi ke kationizaci molekul analytu za vzniku iont( analytu, které jsou

poté urychleny do hmotnostniho analyzatoru [85,170-172].

100, D)
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B APPI
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=

100
Nonpolar Very palar
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Obr.58: Aplikace ioniza¢nich technik za atmosferického tlaku pro latky délené na
zakladé jejich polarity a molekulové hmotnosti [171]

= tvrdé — prebytek dodané energie je dostacujici k fragmentaci iont(
vznikajicich ve spektrech prvniho radu, vznika molekuldrni iont M*® a dochazi
k rozsahle fragmentaci molekuly, patfi sem elektronova ionozace (El), ktera je

pouzivana pro tékavé analyty ve spojeni s GC [172].
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3. Separace iontd v hmotnostniho analyzatoru
Slouzi k rozdéleni iontl v plynné fazi za vysokého vakua podle poméru hmotnosti a
naboje (m/z). Déleniiontl dle m/z |Ize dosahnout na zakladé rliznych fyzikalnich princip:
1/ zaktiveni drahy letu iontd v magnetickém nebo elektrickém poli (magneticky nebo
elektrostaticky analyzator)
2/ rliznd stabilita oscilaci iont( v dvoj- nebo trojrozmérné kombinaci stejnosmérného a
vysokofrekvencniho stfidavého napéti (kvadrupdl nebo iontova past)
3/ rGzna doba rychlosti letu iontl (analyzator doby letu — TOF)
4/ rGzna frekvence harmonickych oscilaci v Orbitrapu
5/ rlizna absorpce energie pfti cykloidalnim pohybu iontd v kombinovaném magnetickém
a elektrickém poli (iontova cyklotronova resonance — ICR) [85,172].

4. Detekce iontl
SlouZi k detekci iontt po jejich rozdéleni podle m/z a k urceni relativni intenzity (¢etnosti)
jednotlivych iontl. Detektory vyuzivané v hmotnostni spektrometrii Ize délit do dvou
kategorii:
1) detektory pro ptima méreni, jez detekuji elektricky proud vznikly pfimym dopadem
iontd;
2) detektory nasobicové, jez vyuzivaji efektu nasobeni elektront vzniklych po dopadu
iontld a jsou schopny poskytnout méfitelné signdly i pro jednotlivé ionty. Jedna se o

elektronndsobic¢ové a fotonasobicové detektory.

ProtoZe je hmotnostni spektrometr zatizeni pracujici za velmi nizkych tlakd, je
jeho nedilnou souéasti i vykonny, nejéastéji dvoustupriovy vakuovy Cerpaci systém. Ten
umoznuje udrZet dostatecné nizky tlak za vSech provoznich podminek.

Pro lepsi identifikaci a kvantifikaci latek ze slozitych matric je trendem spojeni
dvou hmotnostnich analyzator( stejného druhu tzv. tandemova spektrometrie (MS/MS)
¢i dvou odlisnych typl analyzatord tzv. hybridni analyzatory a vyuzit tak jejich nejlepsich
vlastnosti.

Existuje mnoho kombinaci analyzatorl pro tandemovou spektrometrii. Ve

spojeni s LC se hojné vyuziva konstrukce zalozené na trojitém kvadrupdlu (QqQ), slozené
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ze tfi analyzatord. Prvni a treti analyzator pracuji jako hmotnostni kvadrupodlové
analyzatory, zatimco druhy slouzi jako urychlovac iontda.
Mezi hybridni analyzatory patfi napf. spojeni kvadrupdlu s analyzdtorem doby

letu (Q-TOF), kvadrupdlu s ICR (Q-FT-ICR) ¢i linedrni iontové pasti s orbitrapem [85].

4.4.6. Spojeni LC s MS detekci

V uplynulych letech byl také zaznamenan znacny pokrok pravé ve sfére primych
spojeni separacnich metod se spektrdlnimi. Vhodnou separacni technikou se v prvnim
kroku rozdéli smés latek obsazenych ve vzorku a poté se v kroku druhém ziskaji
informace o strukture jednotlivych sloucenin. V idedlnim ptipadé je mozno identifikovat
jednotlivé slozky smési o neznamém sloZeni Ci alespon pfiblizné odvodit jejich strukturu.

Spojenim kapalinové chromatografie, jakozto metody s velmi vysokou a Uéinnou
schopnosti separace jednotlivych sloZzek analyzovaného vzorku s hmotnostni
spektrometrii, kterou lze povazovat za velmi citlivou a spolehlivou identifika¢ni techniku.
Umoznuje v jedné analyze od sebe latky separovat a nasledné identifikovat, i kdyz se
jednd o sloZitou matrici. Vyhodou je ¢asové nenaro¢na a méné pracna analyza, oproti
metodam vyuZivajici tyto komponenty zvlast. Jako komplikaci metody lze uvést uziti
rozdilnych tlak(i v obou komponentech, tedy prechod z atmosférického tlaku do vakua,
coz bylo vyreSeno zavedenim ionizacnich technik za atmosferického tlaku (ESI, APCI,
APPI), které slouzi jako rozhrani nebo vysoké pratoky analytu v separacnich technikach.

Dulezité je také vybér a sloZzeni mobilni faze. Ta se pfimo Ucastni ionizaniho
procesu, proto jsou vhodna tékavd rozpoustedla (acetonitril, methanol) s malym
pfidavkem tékavy aditiv jako napf. kyselina mravenci i kyselina octova aj. Pridavek
téchto aditiv by mél byt o nizké koncentraci (pod 1%), jinak dochazi pfi ionizaci k souboji

0 naboj a tim k poklesu signalu [173-174].

4.4.7. Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC)

Se zmensSovanim velikosti ¢astic v kolonach dochazi ke zvyseni rychlosti separace
a zvySeni ucinnosti kolony, to ale také vede ke zvySovani zpétného tlaku, ktery HPLC
pristroje nejsou schopny zvladnout. Proto je jednim z nejvyznamnéjsich trendd v HPLC
technice zavedeni kolon obsahujici ¢astice mensi nez 2 um a s tim spojeny vyvoj ultra-

vysokoucinné kapalinové chromatografie Ci ultra-vysokotlaké kapalinové chromatografie
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(UHPLC) odolavajicim mnohem vyssim tlakim. Tento termin byl poprvé poufZit
Jorgensonem v roce 1997, kdy se svymi spolupracovniky pouzil kolony se silikagelovymi
Casticemi o velikosti 1,0-1,5 um na pfistroji zvladajici tlaky aZz do 4100 bar. Komer¢ni
pristroje odoldvajici tak vysoky tlakim nebyly zatim dostupné a na jejich vyvoji se
pracovalo. AZ v roce 2004 byl firmou Waters dodan na trh prvni sériové vyravény pfistroj
odolavajici takto vysokym tlakiim pod ochranou zndmkou Ultra-performance liquid
chromatography (UPLC).

Pro dosazZeni ucinné separace musi UHPLC systémy splfiovat i dalsi podminky,
nejenom odolnost na vysoké tlaky, musi mit ddvkovaci systém s presnym a rychlym
davkovanim, Siroky rozsah pritokd, minimalni mimokolonové objemy (kapilary s
vnitfnim prdmérem az 0,12 mm) a detektor s rychlym sbérem dat a nizko objemovou
detekéni celou (v rozsahu nl). Nejvice vyuzivanymi detektory ve spojeni s UHPLC jsou
UV/VIS detektory a MS detektor s velmi malou ¢asovou prodlevou sbéru dat dale lze
vyuzit i fluorescencni ¢i odparovaci detektor rozptylu svétla.

Jak jiz vyplyva z obrdzku 49 pfi pouziti ¢astic mensich nez 2 um je optimalni
ucinnost je zachovana v SirSim rozsahu linearnich pratokovych rychlosti, a to diky
nizkému odporu proti prevodu hmoty. Zvysenim pritokové rychlosti mobilni faze dojde
ke zkraceni doby analyzy a zvySeni poctu zmérenych vzork({. Doslo také ke zmenseni
kolon — zkraceni a zmenseni vnitiniho primér, diky kterému je potifeba mensi mnozstvi
organickych rozpoustédel.

Vzhledem k vySe uvedenym vyhodam se UHPLC technika rychle rozvijela a
v posledni dobé se stala Siroce pouzivanou analytickou technikou ve vétsiné laboratofi
vyzkumnych center i rutinnich laboratotich. Nachazi vyuziti predevsim pro separace na

reverznich i normalnich fazich, ale i pro chiralni separace ¢i HILIC separace [85,175-176].

&9



EXPERIMENTALNI CAST

5. EXPERIMENTALNI CAST

Vysledky prezentované v predloZené disertacni praci byly naméreny ve Vyzkumné
laboratofi lll. interni gerontometabolické kliniky ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové.
V experimentdlni ¢asti této prace jsou uvedeny jednotlivé oblasti vyzkumu, kterymi jsem
se v ramci doktorského studia zabyvala - kap. 5.1. - 5.7., vétSina z nich vyustila v publikaci
v impaktovaném odborném casopise.

Publikované prace jsou rozdéleny do dvou tematickych celkd. Prvni se vénuje
stanoveni vitaminu D v rlznych biologickych matricich — sérum, materské mléko a
zahrnuje jednak prace na vyvoji novych analytickych metod pro stanoveni vitaminu D a
také prehled analytickych metod pro stanoveni v mléku, které byly publikovany
v odbornych ¢asopisech.

Druhy tématicky celek se zabyva vyuzitim validovanych analytickych metod pro
stanoveni vitamin( A, E a marker( zanétu v klinické praxi pfi feSeni vyzkumnych projektt

ve spolupraci s riznymi pracovisti nejen FN HK.

5.1. STANOVENI VITAMINU 25-OH D; A 25-OH D, POMOCiI
UHPLC MS/MS S VYUZITIM STANDARDNIHO
REFERENCNIHO MATERIALU NIST SRM 972

51.1. Uvod

Vitamin D je v tuku rozpustny prekurzor steroidniho hormonu, ktery je
produkovan hlavné v klzi po vystaveni slune¢nimu svétlu, nebo je dodavan potravou.
Existuji dvé formy vitaminu D — D, (ergokalciferol), vyskytujici se v rostlindch a D3
(cholekalciferol), kterd se tvofi v pokozice pfi vystaveni slune¢nimu zareni. V krvi se
vitamin D vaZe na specificky protein (tzv. vitamin D binding protein; DBP) nebo albumin
aje transportovan do jater. Zde dochazi pusobenim specifické hydroxylazy k jeho
hydroxylaci na 25-hydroxyvitamin D [25-OH-D; nebo 25-OH-Ds]; tzv. kalcidiol, hlavni
zasobni formu vitaminu D, jejiz koncentrace je povazovadna za primarni ukazatel
dostupnosti vitaminu v organismu. Mistem dalsi hydroxylaéni reakce jsou hlavné ledviny,
kde je po svém transportu 25-hydroxyvitamin D metabolizovan plsobenim 1la-

hydroxylazy za pfitomnosti parathormonu na biologicky aktivni 1,25-dihydroxyvitamin D
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(tzv. kalcitriol). Vzhledem ktomu, Ze 25-hydroxyvitamin Dse nachdazi v krvi
v koncentracich az 1000x vyssich nez 1,25-dihydroxyvitamin D (a je tedy hlavni formou
vitaminu D v cirkulaci) ajeho biologicky polocas je 2—3 tydny (ve srovndani s cca
4 hodinami u 1,25-dihydroxyvitaminu D), je 25-hydroxyvitamin D analytem nejcastéji
pouzivanym ke stanoveni hladiny vitaminu D v organismu.

Vitamin D a jeho derivaty se nejcastéji stanovuiji v lidském séru a plazmé pomoci
imunochemickych metod — RIA, ELISA. Vzhledem k tomu, Ze imunoanalytické metody
nedovedou ve vétsiné pripad( rozliSit 25-hydroxyvitamin D, a D3, prosazuje se pro
stanoveni téchto latek stdle castéji spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii.

ZvySeny zajem o vitamin D a jeho stanoveni souvisi s poznanim, Ze vitamin D
ovliviiuje nejen kostni metabolismus, ale ma i uéinky protinddorové a imunomodulacni.
Dusledkem vyrazné zvySené urovné védomosti o klinickém a diagnostickém vyznamu
vitaminu D v poslednich letech je prudky narlst poctu poZzadavk(l na jeho vysSetreni
v rutinnich klinickych laboratofich. Souc¢asné s timto enormnim narlstem vySetieni se
objevila fada indicii potvrzujicich existenci vyznamnych systematickych diferenci mezi
metodami a laboratofemi. Ty vedou k zdvaznym klinickym rozpaklm pfi interpretaci
vysledkd a nasledné k pocitovani naléhavé potreby urychlené standardizace stanoveni.
Klicem ke standardizaci je vyuziti kalibratoru s navaznosti na certifikovany referenéni
material NIST SRM 972.

Cilem této prace bylo vyvinout a validovat jednoduchou a rychlou LC-MS/MS
metodu pro stanoveni hladin hydroxyderivatd vitaminu D v séru s vyuZitim referencniho
materidlu, jako kalibraéniho materidlu obsahujiciho sérovou matrici. Pfi vyvoji této
metody jsem se podilela na pfipravé a upravé mobilni faze, kalibrac¢nich a standardnich

roztokd, extrakci kontrolnich, kalibra€nich i pacientskych vzork( s jejich vyhodnocenim.

5.1.2.  Pristrojové vybaveni a chemikalie

5.1.2.1. Laboratorni vybaveni

Metoda Upravy vzorku pfed UHPLC/MS/MS stanovenim byla vyvinuta za pouZziti
stolni tfepacky Vortex-Genie® 2T (Scientific Industries, Inc., New York, USA), centrifugy

5810R a mikrocentrifugy Minispin plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko) a vakuového
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manifoldu (Pall Life Science, Michigan, USA) na mikrotitrac¢ni desticky s vakuovou
pumpou VAC Space-50 (Chromservis, Praha, CR) (obr.60) k zavéreéné filtraci vzorkd pres
destickovy filtr AcroPrep 96 filter Plate 0.2 um/350 uL (Pall Corporation, Ann Arbor, USA),
k méfeni pH mobilni faze byl pouzivan pH metr Sentron Argus, sonda ISFET Sentron,
Sentron (AC Rodhen, Nizozemi).

Analyza metabolitll vitaminu D byla provedena na systému UHPLC Nexera s
tandemovou hmotnostni detekci LCMS-8030 od firmy Shimadzu (Kyoto, Japonsko). Na
obr. 59 je tento systém zobrazen pfimo v HPLC laboratofi ve Vyzkumné laboratofi GMK.
Vysokotlaky systém Nexera je vybaven degaserem DGU-20A, dvémi pumpami LC30-AD)
s automatickou korekci pulzace, autosamplerem SIL/30 AC na vialky a rack changerem —
autosamplerem pro mikrotitracni desti¢cky dovolujici analyzovat az tisic vzorkd v jedné
sekvenci, s kontrolou teploty (4 - 40°C) zamezujici degradaci vzorkd. Systém je dale
vybaven selekénim ventilem, kolonovym termostatem CTO-20 AC, citlivym
fluorescenénim detektorem a centralni fidici jednotkou CBM-20A komunikujici s
pocitacem prostfednictvim programu LC Solution. Jako detektor byl pouzit LCMS-8030
detektor Shimadzu (Kyoto, Japonsko) s trojitym kvadrupdlem a s ionizaci elektrosprejem
v pozitivnim mddu ve spojeni s generdtorem dusiku NM32LA (Peak Scientific,Frankfurt,

Némecko) a vakuovou pumpou E2M28 (Edwards, Crawley, UK).

Obr.59: UHPLC NEXERA systém s LC-MS 8030 hmotnostnim detektorem
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5.1.2.2. Pouzité chemikalie

Roztoky standardl vitamin( 25-OH Ds a 25-OH D, a precipitacniho Ccinidla
monohydratu siranu zine¢natého a LC-MS metanol byly dodany od Sigma Aldrich (Praha,
CR). Pro pfipravu mobilni faze byl pouzit acetonitril, voda (Sigma Aldrich, Praha, CR) a
kyselina mravenci od Merck KgGa (Darmstadt, Némecko) vSe LC-MS kvalita. Kontrolni
séra a kalibratory se standardni referen¢ni matrici 972 z National Institute of Standards
and Technology (Gaithersburg, USA) byly zakoupeny od Chromsystems (Mnichov,

Némecko).

5.1.3.  Uprava séra pred analyzou

V Eppendorf zkumavce bylo smichano 200 pl lidského séra s50 pl 4%
monohydratu siranu zinecnatého a 400 pl metanolu. Poté byla smés michana 20 vtefin
na stolni tfepacce. Nasledovala inkubace 10 minut pfi 4°C. 300 pl supernatantu bylo
odebrano po predchozi centrifugovaci (5 minut pfi 21°C a 14 000 x g) do mikrotitracni

destic¢ky s 0,2 um filtrem a pred analyzou filtrovano.

5.1.4. Podminky analyzy

Stacionarni faze byla tvorena kolonou s povrchové poréznimi ¢asticemi Kinetex
Ci8 (1,7 um; 3 x 100 mm), kterd byla chranéna predklonkou security guard ultra cartridge
Cis. (oboji Phenomenex, Aschaffenburg, Némecko). Teplota kolony byla udrzovana
kolonovym termostatem na 50 "C. Mobilni faze byla tvofena 72% acetonitrilu a 28% LC-
MS vody s pridavkem kyseliny mravenci na pH 2,58 s pritokem 0,5 ml/min. Tyto
podminky byly nastaveny do 6. minuty analyzy. Po eluci cilovych analytl byl pfepnut
ventil a kolona s predkolonou byly promyvany po dobu 3 minut 90% acetonitrilu a 10%
vody se zvysenym pratokem 0,8 ml/min. Objem nastfikovaného vzorku byl 20 pl a
celkovy €as analyzy byl 9 minut.

Pfi vyvoji metody bylo velkou pomoci pouziti automatické optimalizace v
softwaru Shimadzu LabSolution 5.41 SP1. Tento systém ndm umoznil optimalizovat MS
podminky jako napf. napéti na prvnim, tretim kvadrupdlu, v kolizni cele ¢i nalezl a
vyhodnotil 5 nejintenzivnéjsSich MRM prechodl metabolitli 25-OH D3 a 25-OH D; viz
tabulka 5.

93



EXPERIMENTALNI CAST

Tab.5: Optimalizované MRM parametry

Analyt | Prekurorovy | Produaey | Q1M | CEIVI | Q3[V]
401,4 383,2 -16 -10 -30
401,4 107,1 -16 -25 -23
25-OH D3 383,3 365,2 -20 -15 -27
383,3 105,0 -20 -50 -22
383,3 69,1 -20 -35 -16
413,2 395,2 -16 -10 -29
413,2 83,1 -16 -25 -16
25-OH D2 395,2 69,1 -30 -40 -28
395,2 119,0 -30 -25 -12
395,2 55,0 -30 -45 -25

5.1.5. Vyvoj metody

Pfi vyvoji metody byly testovany rdzné kolony - stacionarni faze. Byly

porovnavany tyto kolony s pIné poréznimi nebo povrchové poréznimi ¢asticemi:
» Acquity HSS T3 (1,8 um; 2,1 x 50 mm)
» Ascentis Express amide (2,7 um; 3 x 75 mm)
» Kinetex C18 (1,7 um; 3 x 100 mm)

Chromatografické podminky pro testovani kolon: teplota na koloné 25 °C, mobilni
faze s gradientovou eluci byla tvorena 50% acetonitrilu a 50% LC-MS vody s pfidavkem
kyseliny mravenci vt=0 min po 90% acetonitrilu a 10% LC-MS vody vt=10 min
s pratokem 0,5 ml/min. Nejlepsich vysledk( jako je dobrd opakovatelnost, nejrychlejsi
separace hydroxyderivatl vitaminu D (5,9 min) spolu s nizkou spotifebou mobilni faze
bylo dosazeno s kolonou Kinetex Cis.

Optimalizovany byly vSechny kroky Upravy biologického vzorku. K Upravé vzorku
séra se nejdrive pouzivaly sklenéné zkumavky, které byly pozdéji nahrazeny Eppendorf
zkumavkami, pro jejich bézné pouzivani v rutinnich laboratofich, jednorazovému poufZiti
a moznosti rychlejsi centrifugace v Minispin centrifuze. Déale byla testovana rlzna

precipitacni ¢inidla jako acetonitril, n-hexan, ethanol i siran zine¢naty v rizném pomeéru.
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Jako vhodné precipitacni inidlo byl vybran methanol s 4% roztokem siranu zine¢natého.
Optimalizovan byl také ¢as inkubace, kdy se ukazalo, Ze inkubace delsi nez 10 minut nema

zadny vliv na vytéznost cilovych analyt(.

Obr.60: Vakuovy manifold na mikrotitracni desticky

5.1.6. Validace metody

Kazda nova metoda, aby mohla byt pouzivdna pro diagnostické ucely, musi byt
validovédna. Validace metody je proces, ktery vede k posouzeni kvality analytického
postupu a to diky stanoveni poZzadavkul jako je presnost, preciznost, selektivita, limit
detekce, limit kvantifikace, linearita a rozsah, robustnost. Validace metody byla
provedena podle smérnice pro validaci bioanalytickych metod EMEA z roku 2011 a také

dle doporuceni FDA.

a) Linearita je definovana rovnici regresni pfimky. Pro oba analyty byly pouZity
3PLUS1 Chromsystem kalibratory pfipravené z lidské plazmy o predem znamych
koncentracich. Kalibraéni ktivka byla vytvorena ze ¢tyt koncentraénich Urovni pro 25-OH
Ds a tfi Urovni pro 25-OH D,. Kazdy bod kalibracni krivky byl tvoren priimérem ze tri
samostatnych extrakci. Determinacni faktor byl 0,9998 pro 25-OH D3, 0,9999 pro 25-OH
D». Kalibraéni kfivka splfiuje podminky linearity v rozsahu 9,9 nmol/l — 174 nmol/l pro 25-

OH D3 a 37,5 nmol/l — 146 nmol/l pro 25-OH Ds.
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b) K vyhodnoceni spravnosti bylo pouZito kontrolni sérum MassCheck 25-OH D3 /
D2 (level 1 + 2) o znamych koncentracich s ndvaznosti na standardni referenéni material.
Obé urovné byly extrahovany trikrat. Limit vytéZnosti pro biologicky materidl je stanoven
na 100 + 15%. U obou mérenych analytl se vytéznost pohybovala v rozmezi od 95,8 -
102% a splnila stanoveny limit.

c) Pfesnost byla vyjadrena jako relativni smérodatnd odchylka plochy piku a
prokazdna na tfech drovnich vzorkd séra o zndmé koncentraci. Pfesnost v sérii (intra-
assay precision) byla hodnocena pomoci Sesti jednotlivé extrahovanych vzorku z jednoho
zdroje. Pfesnost mezi sériemi (inter-assay precision) byla hodnocena v pribéhu ¢tyr dnt
a kazdy den ze tti individualné extrahovanych vzorku z jednoho zdroje. Pfesnost v sérii a
mezi sériemi neprekrocila 6,5%.
detekovano, ale ne kvantifikovdano na pfesnou hodnotu. LOD byl vyjadfen jako
koncentrace analytu odpovidajici poméru signalu k Sumu (3:1). LOD pro 25-OH D3 =
0,22nmol/1 (0,09 ng/ml), pro 25-OH D, = 0,67nmol/I (0,29 ng/ml).
kvantitativné stanoveno s vhodnou presnosti a spravnosti. LOQ byl vyjadfen jako
koncentrace analytu odpovidajici poméru signalu k Sumu (10:1). LOQ pro 25-OH D3 =
0,73nmol/1 (0,28 ng/ml), pro 25-OH D; = 2,24nmol/I (0,92 ng/ml).

f) Robustnost je mira schopnosti analytické metody davat presné a spravné
vysledky pfi zamérné zméné postupu mirnymi odchylkami. Bylo hodnoceno nékolik zmén
jako napf. zména zastoupeni organické slozky mobilni faze o + 2%, zména teploty
kolonového termostatu o + 2°C nebo zména prdtoku mobilni faze o + 0,2 ml/min. Dale
byl posouzen vliv rizné koncentrace kyseliny mravenci v mobilni fazi.

g) Selektivita byla definovana jako schopnost metody rozlisit sledované analyty
od ostatnich sloZek vzorku. PoZadovany limit 2% RSD retencnich ¢ast nebyl prekrocen

ani u Sesti rdznych vzork( lidského ani kontrolniho séra.
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5.1.7.  Vyuziti metody

5.1.7.1. Sbér pacientskych vzorku

Nové vyvinuta metoda byla pouZzita k méreni hladin 25-OH D3 a 25-OH D, v séru u
tfi skupin pacientl z Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Celkem bylo monitorovano 79
pacientu:
skupina A) 35 gerontologickych pacientl —
podskupina Al — pacienti nad 90 let véku, bez zavaznych chorob, kontrolovani
ambulantné v poradné pro gerontologické pacienty na IIl. interni
gerontometabolické klinice Fakultni nemocnice Hradec Kralové
skupina A2 — kontrolni skupina, pacienti jako ve skupiné A1, ale o 10 let mladsi
skupina A3 — pacienti nad 90 let véku z LDN Hradec Kralové, mentdlné zdravi,
bez demence (kontrolovano Critch testem)
skupina B) 26 pacientl s familidrni hypercholesterolemii - |é¢eni LDL aferézou
skupina C) 18 pacient( trpicich vékem podminénou makuldrni degeneraci - 1é¢eni
hemorheoferézou
Postup této studie schvdlila Etickd komise Fakultni nemocnice Hradec Kralové.
Vzorky pouzité ve studii byly ziskany na zdkladé informovaného souhlasu od vsech

zUcastnénych pacienta.

5.1.7.2. Statistické vyhodnoceni

K vyhodnoceni zmén hladin vitamin( 25-OH D3 a 25-OH D; pred a po |écbé LDL
aferézou a hemorheoferézou byla provedena statistickd analyza softwarem NCSS 2004
(Kaysville, USA). Rozdily mezi podskupinami ve skupiné A byly vyhodnoceny Mann-
Whitney U testem. Pro porovnani stfednich hodnot moznych zmén hladin sledovanych
vitaminU pred a po extrakorporalni eliminaci u skupin B a C byl proveden neparametricky
test Wilcoxon Signed-Rank. Hladina statistické vyznamnosti byla zvolena na drovni p <
0,05.

Chromatogram pacientského vzorku séra je znazornén na obrdzku 61.
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Obr.61: Chromatogram pacientského séra
25-0OH Ds: RT = 3,96 min, ¢ =19,9 nmol/I,
25-OH D: RT = 4,67 min, ¢ = 33,5 nmol/I

5.1.7.3. Vysledky a diskuze

Stfedni hodnota koncentrace 25-OH Ds a 25-OH D, vséru pacientl se

smérodatnymi odchylkami prfed a po |éCebném procesu je zndzornéna v tabulce 6.

Bohuzel u 93,4 % byly hodnoty hladin metabolitu 25-OH D, pod limitem kvantifikace,

proto nebyl tento parametr dale posuzovan. V tabulce 6 je zobrazena hladina 25-OH D

v séru pacient( dle jejich % zastoupeni. Analyza vitaminU v séru sledovanych pacientt

ukdzala statisticky vyznamny rozdil mezi podskupinou A2 a A3 a také statisticky

vyznamné rozdily v hladiné 25-OH D3 mezi skupinami A2 a A3 pfed a po extrakorporalni

eliminaci ve skupinach B a C.

Tab.6: Statistické vyhodnoceni 25-OH D3 a 25-OH D, v séru pacient(

Skupina N Primér SD Statisticka vyznamnost p
Al 11 12,57 11,41 1vs2=0,35316 (n.s.)
A2 13 16,91 13,42 2 vs 3=0,045159 (s.)
A3 11 10,53 22,85 1vs3=0,146263 (n.s.)
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Pred aferézou Po aferéze
Primér SD Priimér SD
B 26 53,34 29,33 46,56 29,57 0,002963 (s.)
C 18 26,11 13,13 23,07 11,03 0,001715 (s.)

Tab.7: Hladina 25-OH D v séru pacientt dle ¢etnosti

Status vitaminu D Rozmezi konc. 25-OH D (nmol/I) Pacienti v %
dostatecnd hladina 75-150 12,7
mirny nedostatek 50-74 6,3
nedostatek 25-49 27,8
tézky nedostatek <25 53,2

5.1.8. Zaver

Byla vyvinuta a plné validovana nova, rychla a jednoduchd metoda pro stanoveni
25-OH D3 a 25-OH D; v lidském séru s tandemovou hmotnostni detekci. Diky pouzZiti
standardizovaného materialu NIST SRM 972 jako kalibratoru a kontrolniho séra (jiz
obsahuje sérovou matrici) predchazi tato metoda problémim s nestandardizovanym
materialem a matricovym efektim.

Uprava vzork( lidského séra pred analyzou vitaminG se sklada ze tfi jednoduchych
krok(: precipitace — centrifugace — filtrace. Diky pouZziti mikrotitracnich desticek, které
obsahuji 96 pozic, je moZné zpracovavat velké série vzork(l. Tato novd metoda pro
stanoveni hydroxy derivatd vitaminu D byla vyuZita k monitorovani hladin téchto
vitaminu v séru u gerontologickych pacientll, pacientld trpicich familiarni
hypercholesterolemii a vékem podminénou makuldrni degenerace. Nové vyvinutd
metoda je vhodna jak pro klinicky vyzkum, tak i pro pouZiti v rutinnich laboratofich.

Popsana metoda s klinickou aplikaci byla publikovana v ¢asopise Journal of
Separation Science v roce 2013, roc. 36, s. 3702-3708. (IF2016 = 2,557), pocet citaci bez

autocitaci 6.
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5.2. STANOVENI 25-HYDROXYDERIVATU VITAMINU D
V MATERSKEM MLECE

5.2.1. Uvod

Materské mléko — velmi cennd, nenahraditelna tekutina, kterd se prizplsobuje
svym sloZenim potfebdm kazdého jednotlivého ditéte. Obsah vitamind a minerdld je
Castecné zavisly na stravé matky a jejim vyzivovém stavu. Nékteré prvky se do mléka
dostdavaji z télnich zasob matky (jde predevsim o vapnik, Zelezo, kyselinu listovou, zinek).
Dalsi ale mohou v mléce chybét, pokud ma matka nedostatecnou vyzivu (predevsim
vitaminy skupiny A, B, D, jod). Koncentrace vitaminu D v matefském mléce je
mnohondsobné nizsi nez v plazmé matky. Tento nedostatek vitaminu mlze ohrozit
spravny rlst a vyvoj nejen kosti a i mnoha dalSich organli a negativné ovlivnit jejich
funkci.

Pfehled o moZnostech jeho stanoveni v matefském mléce svhodnymi
extrakénimi postupy nalezneme v kap. 5.3.

Cilem této prace bylo vyvinout a validovat jednoduchou a rychlou Upravu
materského mléka pred LC-MS/MS analyzou pro stanoveni 25-hydroxyderivat( vitaminu
D v matefském mléce, navazat tak na predchozi metodu a rozsifit soubour metod

vhodnych pro poutziti v rutinnim provozu i v klinickych studiich.

5.2.2. Pouzité chemikalie

Pro ptipravu standardnich roztok( byly pouzity nasledujici latky:
» 25-OH D, (Sigma Aldrich, Praha, CR)
» 25-OH Ds(Sigma Aldrich, Praha, CR)

Pro pfipravu standardnich roztok(, k upravé vzorkl materského mléka pred
analyzou byla pouZita tato rozpoustédia:
= n-hexan 96%, multisolvent HPLC grade (Scharlau Chemie, Sentmenat,
Spanélsko)
= Hydroxid draselny — peletky, pure Ph. Eur (AppliChem GmbH, Darmstadt,

Némecko)
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» Kyselina L-askorbova p. a. (Sigma Aldrich, Praha, CR)

* Pyrogallol 298% (HPLC) (Sigma Aldrich, Praha, CR)

* Monohydrét siranu zine¢natého (Sigma Aldrich, Praha, CR)
= Ethanol absolute (Merck, Darmstadt, Némecko)

* Voda, LC-MS grade (Sigma Aldrich, Praha, CR)

Rozpoustédla pro mobilni fazi:
* Methanol, LC-MS grade (Sigma Aldrich, Praha, CR)
= Acetonitril, LC-MS grade (Sigma Aldrich, Praha, CR)
* Voda, LC-MS grade (Sigma Aldrich, Praha, CR)
= Kyselina mravenci (Merck KgGa, Darmstadt, Némecko)

* Mravendan amonny (Sigma Aldrich, Praha, CR)

5.2.3. Chromatograficka metoda

Analyza vitamin( probihala na systému UHPLC Nexera s tandemovou hmotnostni
detekci LCMS-8030 od firmy Shimadzu (Kyoto, Japonsko) na koloné Kinetex C18 (1,7 um;
3 x 100 mm) tvotfenou povrchové poréznimi ¢asticemi. Analytickd kolona byla chrdnéna
predklonkou security guard ultra cartridge Cis (oboji Phenomenex, Aschaffenburg,
Némecko). Teplota kolony byla udrZzovdna kolonovym termostatem na 50 °C. Mobilni
faze byla tvofena 72 % acetonitrilu a 28 % LC-MS vody s pridavkem kyseliny mravenci na
pH 2,58 s pritokem 0,5 ml/min. Detekce byla provedena pomoci ESI-MS/MS (MRM)
s trojitym kvadrupdlem. Nastrik byl 20 ul vzorku a celkovy ¢as analyzy byl 9 minut.

Tato metoda jiz byla optimalizovdana Vyzkumnou laboratofi Ill. interni
gerontometabolické kliniky ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové pro stanoveni
vitamind 25-OH D3 a 25-OH D; pomoci UHPLC MS/MS s vyuzitim standardniho
referenéniho materialu NIST SRM 972 [177]. Vhodnost metody pro stanoveni vitaminG v
materském mléce byla ovérena.

Vyzkouseli jsme zaménu kyseliny mravenéi za mravencan amonny, avsak se

neprokazal vhodnéjsi nez kyselina mravencdi.
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5.2.4. Vyvoj postupu pro pripravu vzorku

Pti vyvoji vhodné Upravy vzorku mléka jsme Cerpaliinformace z odbornych ¢lank
[177-180]. Tyto postupy byly vyzkousSeny a upravovany s cilem vyvinout jednoduchou a
Casové nendroCnou upravu vzorku mléka s vyuZitim v rutinni laboratofi ke stanoveni
vétSich poctl vzorkd. Vzorky byly dodavany Mlécnou bankou od darkyn ve sterilni
lahvicce, poté rozdéleny do mensich objem( a nasledné zamrazeny.

Vzhledem k velmi nizkym hladindm vitaminu D v matefském mléce jsme vyuzili
k zakoncentrovani vzorkd lyofilizaci. PFi lyofilizaci se jednd o odstrafiovani vody ze
zmrazeného mléka za pomoci sublimace ve vakuu. Podstata lyfilizace je vtom, Ze se latka
zmrazi a vytvoreny led se méni pfimo na vodni pary v prostiedi vakua. Je realizovdna v
hermetické komore, kde se udrzuje absolutni tlak niZsi nez je napéti par ledu ve zmrazené
hmoté. Teplo potfebné k vyparovani se vSak musi neustdle dodavat a vznikajici pary
odvadét. Sublimaci je v komore odpareno az 60 % celkové vody pfi teploté 40 — 60 °C.

Vyhodou lyofilizace je, Ze nedochazi k Zadnym enzymatickym zménam a
bakterialnim procesiim a také nejsou patrny témér zadné fyzikalné-chemické zmény.

Ptfes noc jsme nechali po malych objemech (10 ml) MM zmrznout, rdno vlozili do
lyofilizacniho pftistroje, kde dochdazelo k postupnému vysuSovani, po odpareni veskeré

vody jsme ziskali 2,6 g susiny, kterou jsme rozpustili v 5 ml LC-MS vody.

5.2.4.1. Optimalizace deproteinace

Pro optimdlni efekt uvolnéni analytll z proteinovych nosi¢li byly jako
deproteinacni Cinidla testovany rdzné chemikalie. K 200 pl materského mléka bylo
nepipetovdno deproteinacni ¢inidlo a smés dlkladné promichdna. Jako deproteinacni
¢inidlo byl testovan ethanol, methanol, acetonitril a monohydrat siranu zine¢natého.

Deproteinace probihala 5-15 minut za laboratorni teploty.

5.2.4.2. Optimalizace saponifika¢niho procesu

Saponifikace slouzi k odstranéni neutralnich lipid(i, hlavné triglyceridG. Déli se na

-----

draselny. Pro optimalizaci saponifika¢niho procesu byly testovany rlizné koncentrace

KOH (5, 10 a 15mol/l), s rdznym objemem hydroxidu (1, 1,5 a 2 ml), délka saponifikace
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se pohybovala od 30 do 120 minut. Jako antioxidac¢ni Cinidlo jsme pouzili kyselinu

askorbovou ¢i pyrogallol k zabranéni rozkladu sledovanych vitaminda.

5.2.4.3. Optimalizace LLE

Zakladnim postupem, ze kterého jsme vychdazeli, byla extrakce vyvinutd
Kasparovou a kol. [178]. Po vychladnuti saponifikované smési na laboratorni teplotu jsme
vitaminy extrahovali do organického rozpoustédla (hexan). Po dobu 5 — 20 minut byla
smés intenzivné tfepdna na laboratorni tfepacce. Po oddéleni organické vrstvy
centrifugaci, byla tato vrstva odebrana a odparena do sucha a znovu rozpusténa v LC-MS
methanolu.

Vyzkouseli jsme extrakce bez predchozi saponifikace. Nejlepsich vysledkl jsme
dosahli s lyofilizovanymi vzorky materfského mléka. 200 ul materského mléka bylo
intenzivné promichdvano s 400 pl methanolu a s 50 pl 4% siranu zine¢natého jako
precipitacniho Cinidla. Po 10 minutové inkubaci byla smés centrifugovana (5 minut, 3 220
g), odebrany supernatant byl filtrovan pres filtracni mikrotitracni desticku a filtrat pouzit
k analyze. Chromatogram této extrakce je na obr. 62. Vzhledem k omezenému
skladovanému objemu matefrského mléka a velmi malému poctu vzork(, kde byl vitamin
D detekovan, nebylo mozno validovat tuto metodu.

Vétsina vyzkouSenych postupl extrakce nedosdhla pozitivnich vysledk(. Po
pridani standard( hydroxy derivatd vitaminu D ke vzorkim materského mléka na

pocatku extrakce byly o¢ekdvané koncentrace naméreny (obr. 63).

;:;',‘“’m;‘ﬂ)')
1000 25-0OH D3

Obr.62: Chromatogram lyofilizovaného vzorku matefského miléka za optimalnich
podminek, 25-OH Ds: RT = 4,15 min, ¢ = 4,15 nmol/I
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Obr.63: Chromatogram lyofilizovaného vzorku matefského mléka za optimalnich
podminek s pridavkem standardu

25-OH Ds: RT = 4,05 min, c = 120 nmol/I

25-OH D3: RT = 4,75 min, ¢ = 115 nmol/I

5.2.5. Zaver

Cilem bylo vyvinout jednoduchou metodu Upravy matefské mléka pred konec¢nou
analyzou hydroxyderivat vitaminu D pomoci UHPLC-MS/MS. BohuZel se nepodafilo
dosdhnout dostatecné citlivosti a namérené hladiny vitaminu D se nachdzely pod limitem
detekce. Nejlepsich vysledkl bylo dosazeno po extrakci, kdy bylo pouzito lyofilizované
materské mléko, které bylo dikladné promichano s LC-MS methanolem a siranem
zine¢natym. Vitamin 25-OH Dz byl detekovan pouze u velmi omezeného mnozstvi vzorku
materského mléka. U vétSiny vzorkd se koncentrace vitaminu D nachdazely pod limitem

detekce a kvantifikace.
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5.3. STANOVENI VITAMINU D V MLECE — PREHLED

| pfes ohromny zajem o vitamin D v poslednim desetileti, neexistoval Zadny
kompletni prehled o moZnostech jeho stanoveni v matefském mléce. Cilem této
publikované préace, kterd je reSerSniho charakteru, bylo podat podrobné, ucelené
informace o vSech mozZnostech stanoveni vitaminu D a jeho metabolitl v materském
mléce, ale také o Upraveé vzorkd mléka. Vzhledem k malému poctu publikovanych praci,
které se touto problematikou zabyvaji, byly do tohoto prehledu zahrnuty i prace
zabyvajici se analyzou vitaminu D a jeho metabolit(i ve velice podobném biologickém
materidlu - mléce kravském. Publikace zahrnuje celkem 30 citaci zabyvajici se touto

tématikou z obdobi let 1981 — 2012.

5.3.1. Uvod

Vitamin D je hormonovy prekurzor vyskytujici se ve dvou formach, jako vitamin
D2 nebo vitamin Ds. Aby mohly obé tyto formy aktivné pUsobit na tkané v téle, musi
podstoupit fadu metabolickych pfemén. Podrobny metabolismus vitaminu D v téle
nalezneme v kap. 3.4.1. Metabolismus vitaminu D.

Kojené déti mohou byt ohroZzeny nedostatkem vitaminu D v matefském mléce.
Obsah vitaminu D je v materském mléce 3x nizsi nez v plazmé matky a obsah 25-OH D je
dokonce 100x nizsi. Tento nedostatek vitaminu muze ohrozit spravny rlst a vyvoj kosti a
zpUsobit onemocnéni zvané kfivice. Koncentrace liposolubilnich vitaminG zdavisi na
mnoha faktorech jako napft. vyZiva a vék matky, stadium laktace atd. Specker a kol. [181]
studoval vliv rasy a vyZivy na koncentraci vitaminu D a 25-OH D v materském mléce. Bylo
zjisténo, Ze hladiny vitaminu D jsou nizsi u matek s pigmentovanéjsi kGzi. Také byl popsan
rozdil koncentrace vitaminu D a jeho metabolitl u matek, které predc¢asné porodily
oproti Zendm s porody v terminu. U matek pred¢asnym porodem byly prokazany vyssi
hladiny 25-OH D vitaminu v mléce, ale hladina 1,25-(OH),-D zUstala neovlivnéna.

Bylo publikovano nékolik prehledovych ¢lankl o analyze vitaminu D. Higasi a kol.
[182] sepsali prehled stanoveni tohoto vitaminu v lidské plazmé/séru. Extrakci v tuku
rozpustnych vitaminQ v potravinach, télnich tekutinach a farmaceutickych preparatech

se zabyva ¢lanek Musteata a kol. [183] a Luque-Garcia [184].
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V tomto review je prezentovan prehled stanoveni vitaminu D a jeho derivatu
v mateifském a kravském mléce, jsou zde probrany vSechny moznosti Upravy vzorku

mléka pred analyzou a nasledného chromatografické stanoveni.

5.3.2.  Uprava vzorku mléka pted analyzou

Pfed analytickym stanovenim je dullezitd Uprava vzorku. Optimalizace tohoto
kroku hraje vyznamnou roli ve zvySeni citlivosti a snizeni matricovych efekt(
v biologickém materidlu.

Vitamin D a jeho metabolity maji nepolarni a neiontovy charakter, chemickou
strukturou jsou podobné steroidnim hormonlm. Nejc¢astéji uZivanou technikou
k pfedupravé vzorku mléka je saponifikace, extrakce do kapaliny nasledovana
preparativni chromatografii k eliminaci nedistot.

K eliminaci analytickych chyb kvili ztratdm vitaminu D béhem Gpravy vzorku se
Casto do vzorku pfidava interni nebo externi standard. Pro kvantifikaci je mnohem
previtaminem D. Alternativné muze byt pfidan do vzorku jeden z vitaminu D2 nebo D3 ke

kvantifikaci toho druhého. Pro MS detekci je idedlni pouzit izotopicky znaceny standard.

5.3.2.1. Extrakce do kapaliny (LLE)

LLE patfi mezi prvni a nejbéinéji pouzivané postupy precisténi vzorku mléka pro
stanoveni vitaminu D.

Prvnim krokem LLE je saponifikace. Slouzi k odstranéni neutralnich lipid0, hlavné
triglyceridG. Déli se na saponifikaci za tepla a za chladu. Za tepla se pouziva roztok
hydroxidu draselného v rozmezi teplot 60 — 100 °C po dobu 20 — 45 minut. Roztok
hydroxidu draselného za pokojové teploty se pridava pfi saponifikaci za chladu. Kyselina
askorbova, pyrogalol nebo butylhydroxytoluen se pouZivaji jako antioxidanty k zabranéni
rozkladu cilového analytu. BEhem saponifikace se mlze objevit tepelnd izomerizace
vitaminu D na provitamin D, kterd stéZuje LC/MS analyzu.

Jako extrakéni ¢inidlo se nejvice pouzivad hexan, dale pak diethyl ether, methanol-
chloroform, metanol-metylen chlorid. Velice dobré vytéznosti 85-110 % dosahl Blanco a
kol. [185] a Gomis a kol. [186] pfi pouZiti hexanu jako extrakéniho cinidla a promytim

smési metanol-voda. Dobré vytéZnosti 91 — 105 % s hexan-etylacetatem dosahl ve své
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studii také Kamao a kol. [179] pro vitamin D3, D3 a jejich hydroxy metabolity. Nevyhoda
této extrakce je velka ¢asova narocnost.

Zakoncentrovani vzorku probihalo nejcastéji ve vakuové odparce nebo pod
proudem dusiku. Aby se zabranilo rozkladu vitaminu D a jeho metabolitll pouzivala se
teplota do 50 °C.

Pfed rokem 2000 bylo navrhnuto mnoho komplikovanych a ¢asové narocnych
postupt upravy mléka. Dalsi jejich nevyhodou byla nizka vytéZznost cilovych analytli nebo
nebyl tento parametr viibec poskytnut.

Mezi nejvhodnéjsi extrakéni metody s vynikajici vytéZnosti, nizkou spotifebou
vzorku a rozpoustédel patii metody navrhnuté Abernethy [180], i kdyZ kritickym bodem
této studie je pomala reakce derivatiza¢niho ¢inidla se vzorkem, a metoda dle Kaushik

[187].

5.3.2.2. Extrakce na tuhé fazi (SPE)

Sep-pak silika a C-18 jsou nejcastéji pouzivanymi sorbety pro SPE naplné. Eluce
vitaminl ze sep-pak siliky probéhla vétSinou pomoci hexanu s pfidavkem
izopropylalkoholu.

K dosaZzeni CcistéjSiho extraktu pouZilo mnoho autoru vicekrokové extrakce.
Trenerry a kol. [188] vyuZili pro MS detekci po silika SPE jesté dalsi pfecisténi pomoci LLE.
Zatimco Kunz a kol. [189] pouZili nejdfive LLE a poté SPE, nakonec k oddéleni vitaminu D
od balastnich latek s podobnou polaritou vyuzili preparativni chromatografii. | pres takto
komplikovanou Upravu vzorku dosahly vytéznosti pouze 54 — 72%.

Pouze jedina studie aplikovala on-line SPE ve spojeni s chromatografickym
stanovenim (Delgado-Zamarreno a kol. [190]). Celkova analyza cilového vitaminu i
s Upravou vzorku mléka vyzadovala pouhych 25 minut. | vytéZznost byla velice dobra,
v rozmezi 88 — 105%. Tato metoda poskytuje dobré valida¢ni parametry, nizkou spotrebu
vzorku a je vhodna pro rutinni zpracovani vzork(i mléka, bohuzel pouze pro vitamin Ds.
Vhodna metoda pro stanoveni vitaminu D2 a D3 a jejich prekurzory je stanoveni dle

Blanco a kol. [185].
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5.3.2.3. Prima extrakce

V nékolika studiich poufzili autofi pfimou extrakci vitaminu D bez pfedchozi
saponifikace. Nejuzivanéjsim extrakénim rozpoustédlem byl hexan. K lepSimu rozruseni
membran tukovych ¢&astic byl pouzit ultrazvuk spolu s pfidanim ethanolu ke vzorku
mléka. VytéZnosti po primé extrakci dosahovaly stejnych hodnot jako po extrakci se

saponifikaci (89 — 107%).

5.3.3.  Analytické metody

Soucasné pouzivané techniky pro stanoveni vitaminu D a jeho metabolitd se
mohou rozdélit do dvou velkych skupin na imunochemické (CPBA - analyza kompetitivni
vazby na proteiny, EIA — enzymoimunoanalyza, RIA — radioimunoanalyza) a
neimunochemické techniky (chromatografické — HPLC, LC-MS). Rutinné jsou pouZivané
imunochemické metody, jsou pomérné levné, ale nejsou schopny kvantitativné rozlisit
metabolity vitaminu D kvUli zkfizené reaktivité protilatek.

Koncentrace vitaminu D v mléku je velice nizka obvykle v rozmezi pug/l nebo ng/l
, proto je vyZadovana co nejcitlivéjSi detekce. V soucasnosti jsou stdle populdrné;si
metody zaloZené na kapalinové chromatografii ve spojeni s UV detekci, hmotnostni

detekci a tandemovou hmotnostni detekci.

5.3.3.1. HPLC — normalni faze

Chromatografie na normalnich fazich byla pouzivana pred rokem 2000. Jako
mobilni faze se pouZival hexan nebo smés hexanu s malym mnoZstvim vice poldrniho
rozpoustédla jako napf. isopropylalkohol nebo metyldichlorid. Témér ve vSech studiich
byla pouZita izokratickd eluce. Méreni vitaminu D a jeho metabolitl v mléce probihalo
v nékolika krocich, zahrnovaly poc¢atecni separaci cilového analytu za poutziti preparativni
chromatografie, dalsi precisténi na normalni nebo reverzni HPLC a koneéna kvantifikace
pomoci imunochemickych metod nebo UV-HPLC. HPLC na normalni fazi slouzila hlavné
k izolaci specifické frakce vitaminu D.

Metody zaloZzené na tomto postupu byly velice komplikované, ¢asové narocné

s velkou spotfebou rozpoustédel a s nedostatecnou citlivosti a i¢innosti.
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5.3.3.2. HPLC — reverzni faze

V soucasnosti je kapalinova chromatografie na reverznich fazich nejpouzivanéjsi
chromatograficka technika. VyuZivd nepoldrni stacionarni faze jako napf. kolonu
s oktadecylovym uhlikovym fetézec (-C18), pouzivanou témeér ve vsech studiich a polarni
mobilni fazi. Velikosti ¢astic v analytické koloné se pohybovaly od 2,6 um do 10 um.
K ochrané analytické kolony byla v nékterych pfipadech pouzita predkolona.

Autofi Barba a kol. [191] porovnavali 3 rizné kolony pro kvantifikaci vitaminu D,
a Ds. Dvé kolony s naplni C18 o razné délce (150 mm a 250 mm) a kolonu s naplni C8.
Zatimco kolona s naplni C8 nedostatecné rozlisila sledované vitaminy, kolona C18 o délce
150 mm dosdahla nejlepsiho rozliseni.

Mobilni faze byla nej¢astéji tvofena smési vody a methanolu, ethanolu nebo
acetonitrilu. Byla pouZita i mobilni faze ve sloZeni acetonitril-methanol nebo 100 %
methanol. Ve vétsiné pripadu s gradientovou eluci.

Ve studii publikované od Kaushik a kol. [187] byla optimalizovana mobilni faze.
Nejlepsi rozliSeni bylo ziskano s mobilni fazi ve sloZzeni acetonitril:methanol:chloroform
(88:8:4) s pratokem 1 ml/min. Tato metoda nabizi nizky limit detekce a kvantifikace,

dobrou reprodukovatelnost, ale pouze pro jeden analyt — vitamin D,.

5.3.3.3. LC-UV

UV detekci je mozné pouiZit pro kvantifikaci vitaminu D a jeho metabolitl diky
schopnosti téchto latek absorbovat UV zareni v rozmezi 250 nm — 265 nm. Vitamin D; a
Ds byly detekovany pfi riznych vinovych délkach — 264 nm, 250 nm, 265 nm ¢i 254 nm.

Jakobsen a kol. [192] ve své studii pouzili detektor diodového pole a UV detektor.
Detekéni limity pro vitamin D a jeho hydroxy derivaty byly pro DAD detektor 2x nizsi nez
pro UV detektor.

Citlivda metoda s uzitim LC-UV dle Barba a kol. [191] méla limity detekce 0,82 —
1,57 ng/100ml pro vitamin D a Ds.

Ve studii Kaushik a kol. byly porovnavany 3 rlizné vinové délky — 228,254,265 nm
pro stanoveni vitaminu D2 v mléku. Nejvyssi pik byl naméren pfi vinové délce 254 nm.

Pouziti chromatografické metody s UV detekci fesi problém spojeny se separaci

téchto vitamin( a umoznuje jejich individualni kvantifikaci.
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5.3.3.4. LC-MS

V poslednim desetileti je vzrlstajici zajem o uzivani kapalinové chromatografie ve
spojeni s hmotnostni detekci (LC-MS). S touto metodou se mizeme stale ¢astéji setkat i
v klinickych laboratofich, kde poskytuje doplfujici stanoveni k tradi¢nim rutinnim
metodam. Velkou vyhodou oproti imunochemickému stanoveni je moZnost stanovit vice
analytl béhem jedné analyzy.

Ke stanoveni vitaminu D a jeho metabolit( byly pouZity dva typy ionizace — ESI
(ionizace elektrosprejem) a APCI (ionizace za atmosferického tlaku). Ve vétsiné pfipadu
byly pouzZity v pozitivnim mddu, pouze Careri a kol. [193] pouzZil i negativni mad.
Nejbéznéji pouzivanym detektorem v LC-MS analyze vitaminu D byl trojity kvadrupdl
(QgQ) a iontova past (IT).

Metoda publikovdna dle Kamao a kol. [179] zahrnuje dvé metody extrakce a
citlivou LC-APCI-MS/MS detekci s vyuZitim izotopicky znacenych vnitfnich standardl pro
stanoveni vitaminu D a jeho hydroxy metabolit(i v matefském mléce. Ke zvyseniionizacni
ucinnosti probéhla derivatizacni reakce téchto analytd s DMEQ-TAD (4-[2-(3,4 —dihydro-
6,7-dimethoxy—4—metyl—3-oxo-2quinoxalinyl)etyl]) obrazek 64. Citlivost byla zvySena
40x oproti formé vitaminu. Vyhoda této metody je vytéznost, kterd byla mezi 91-105%,
ale diky zdlouhavé pfripravé vzorku, délce analyzy (reten¢ni ¢as 36 min pro vitamin D, 22
min pro 25-OH D) a velké spotiebé rozpoustédel, neni tato metoda pro rutinni méreni
vhodna.

Mnohem rychlejsi analyza (RT = 3,5 min) s malou spotifebou rozpoustédel a
produkce odpadu (<45 ml - extrakce + chromatografie) a dobrou vytéznosti (103,2% pro
vitamin Ds3) byla navrZena Abernethy [180]. Ke zvySeni ionizace méfeného analytu byla
provedena Diels-Alderova derivatizaéni reakce s PTAD (4-fenyl-1,2,4-triazolin-3,5-dion)
viz obrazek 64. Podminky detekce: (+)ESI — MS/MS.

V soucasnosti se LC-MS/MS stala nejpouzivanéjsi chromatografickou metodou
pro stanoveni vitaminu D a jeho metabolit(. Jedina nevyhoda je vysoka pofizovaci cena

pristrojového vybaveni a odborna kvalifikace personalu.
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Obr.64: Derivatizace 25-OH D3 s PTAD a DMEQTAD

5.3.4. Zaveér

V této publikaci jsou shrnuty a kriticky rozebrany metody pro Upravu a analyzu
vitaminu D a jeho metabolitd ve vzorku matefského a kravského mléka.

V Upravé vzorku mléka k analyze je ddvana prednost LLE pfed SPE. Nejbéznéji
pouzivany postup extrakce s uspokojivymi validac¢nimi parametry je saponifikace pomoci
KOH a poté extrakce hexanem. Nejlepsich vysledk( v rozliseni a kvantifikaci sledovanych
analyt( bylo dosazeno za pouZiti LC-MS metody. Ke zlepSeni LC-MS detekce se pouZivaji
izotopicky znacené standardy.

Trendy v Upraveé vzorku jsou zaméreny hlavné na automatizaci extrakéniho kroku,
aby se zabranilo chybdm a omezila se manipulace s nebezpe¢nym biologickym
materidlem. Také sniZeni objemu vzorku a pouzivanych rozpoustédel snizi naklady na
analyzu a zmensi mnoZstvi odpadu. | kdyZz imunochemické metody budou stale rutinné
pouzivany v laboratofich, protoZie jsou pomérné levné a automatizované,
metod pro stanoveni vitaminu D a jeho metabolit(. Metody zaloZzené na LC-MS se stanou
zlatym standardem stanoveni vitaminu D.

Tento ¢lanek byl publikovan v ¢asopise Food Chemistry v roce 2015, ro¢. 171, s. 177-

190. (IF = 4,529), pocet citaci 7

111



EXPERIMENTALNI CAST

5.4. VLIV PASTERIZACE A NASLEDNEHO SKLADOVANI NA
HLADINY RETINOLU A ALFA-TOKOFEROLU V MATERSKEM
MLECE

Tato studie vznikla ve spolupraci s MIé€nou bankou Tkarnové Ustfedny Fakultni
nemocnice Hradec Kralové, ktera odebira, zpracovava a skladuje materské mléko darkyn
pro potieby novorozeneckého oddéleni Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Vzhledem
k dalezitosti této tekutiny, hlavné pro nedonosené kojence, jsme na zakladé pozadavki
Tkanové ustfedny sledovaly moznost ovlivnéni v tuku rozpustnych vitamin( retinolu a a-
tokoferolu metodou pasterizace a nasledného skladovani po dobu 12 ti tydnU. Byly
zpracovany vzorky materského mléka, extrahovany sledované vitaminy a analyzovany

pomoci HPLC, nakonec bylo provedeno statistické vyhodnoceni namérenych dat.

54.1. Uvod

Matefské mléko obsahuje vSechny potfebné Ziviny a je jedinou pfirozenou a
nenahraditelnou vyZivou pro novorozence pro spravny rlst a vyvoj ditéte. Svétova
zdravotnickd organizace doporucuje plné kojeni béhem prvnich 6-ti mésicl Zivota.
Kojené déti jsou v priméru odolnéjsi k infekcim a alergiim oproti nekojenym détem.
Pokud, ale novorozenec nemuze byt z jakéhokoliv diivodu kojen, je dalezZité poskytnout
mu plnohodnotnou nahradu. K tomuto uUcelu zacaly ve svété pfi nemocnicich vznikat
banky matefského mléka. Mlécné banky uchovavaiji, zpracovavaiji a distribuuji materské
mléko jako optimalni vyZivu pro novorozence, zejména nedonosené déti na oddéleni JIP.
VétsSinou jde o mléko od jejich matek, dale matek z oddéleni Sestinedéli, ale i od darkyn.
V Ceské republice se m(Ze nepasterizované mléko davat pouze vlastnim détem.
Exspirace Cerstvého mléka je 24 hodin. Aby se zabranilo pfenosu viru HIV a jinym
patogendm, musi se mléko od darkyn pasterizovat. Metoda pouZivana k pasterizaci
materského mléka v mléénych bankach se nazyva Holderova pasterizace. Tato metoda
vyuziva teploty 62,5°C po dobu 30-ti minut. Takto zpracované mléko ma exspiraci 12
tydna. | kdyZz mliZze dochazet pfi této Upraveé ke snizeni dllezitych biologickych sloZek jako
jsou imunoglobuliny, laktoferrin ¢&i nékteré vitaminy. Holderova pasterizace je

kompromisem mezi mikrobiologickou bezpecnosti a uchovanim vsech potrebnych latek.
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v materském mléce. Chrani tkané prfed chromozomalnim poskozenim a oxidaci DNA tim,
Ze eliminuje volné radikaly. Retinol (vitamin A) také patfi k antioxida¢nim vitaminim.
Dale je nepostradatelny pro spravny zrak, rast a diferenciaci bunék a embryogenezi.
Cilem této prdce bylo zjistit, zda dochazi k ovlivnéni hladin liposolubilnich
vitamind retinolu a o-tokoferolu v materském mléce po procesu pasterizace a
nasledném skladovani mléka po celou dobu jeho trvanlivosti (12 tydn(). Dosud
publikované prace zabyvajici se touto problematikou maji rozporuplné vysledky. Také to
byl jeden z davodl, proc tato studie ve spolupraci s Mlécnou bankou Tkanové ustredny

Fakultni nemocnice Hradec Kralové vznikla.

5.4.2. Sbér vzorku a pasterizace

25 vzorkd materského mléka (50 ml) pochazelo od zdravych matek ve véku 26 —
39 let, obdobi laktace se pohybovalo v rozmezi 7 az 53 dni.

Vzorky materského mléka byly doruceny do MIécné banky, kde z kazdého vzorku
byly odebrany 2 ml mléka pro stanoveni hladin vitaminG pred pasterizaci. Mléko poté
proslo dlouhodobou pasterizaci za nizké teploty (Holderova metoda), kterd je popsana
v kap. 3.2.1. Ihned poté byly odebrany opét 2 ml pro stanoveni obsahu vitamin( po
pasterizaci. Zbytek vzorku mléka byl rozdélen na 5 alikvotl po objemu 4 ml a skladovan
pfi teploté -27 °C. Tyto alikvoty byly pouzity pro sledovani zmén koncentrace retinolu a
a-tokoferolu v1. 2., 4., 8. a 12. tydnu skladovéni. 12 tydn( je maximdlni doba
pouzitelnosti materského mléka v Mlécné bance Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Po
této dobé dochazi k likvidaci nevyuzitého mléka. Kazdé stanoveni bylo provedeno tfikrat.

Postup této studie schvalila Etickd komise Fakultni nemocnice Hradec Kralové.
Vzorky pouzité ve studii byly ziskany na zakladé informovaného souhlasu od vSech

zucastnénych darkyn.
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5.4.3. Pristrojové vybaveni a chemikalie

5.4.3.1. Laboratorni vybaveni

Pro pfipravu standardnich roztok( a k upravé vzorkl matefského mléka byly
pouzity analytické vahy Sartorius ME5-OCE (Sartorius AG, Goettingen, Némecko),
k michdni vzork(l prfed deproteinizaci a saponifikaci byla pouZita stolni trepacka
LabDancer IKA (Staufen, Germany). Termostat Stericell BMT (Brno, CR) byl vyuZit
k zahtivani vzorkl béhem saponifikace. K extrakci vitaminQ, separaci a odpareni
organické vrstvy byly pouzity horizontalIni laboratorni tfepacka LT1 Kavalier (Votice, CR),
centrifuga Eppendorf 5810-R (Hamburk, Némecko) a laboratorni vakuovd odparka
Eppendorf concentrator 5301 (Hamburk, Némecko).

K analyze retinolu a a-tokoferolu v matefském mléce byl vyuzit HPLC systém
Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) vybaveny autosamplerem Rack changer Il pro
mikrotitracni desti¢ky, autosamplerem na vialky SIL/20AC a degaserem DGU-20A5.
Soucasti systému jsou dvé pumpy LC20-AB (rozsah pritoku 0,0001 — 10,0 ml), kolonovy
termostat CTO-20A (rozsahu teplot -10 az 85 °C). Analyty byly detekovany pomoci DAD
detektoru SPD-M20A. Komunikaci s pocitatem zajistuje komunikacnim modul CBM-

20AC.

5.4.3.2. Pouzité chemikalie

Pro pripravu standardnich roztokl byly pouzity nasledujici latky:
» Retinol, 2 97,0%, HPLC (Sigma Aldrich, Praha, CR)
» ()-a-Tocopherol, synthetic, 296%, HPLC (Sigma Aldrich, Praha, CR)

Pro pfipravu standardnich roztok(, k Upravé vzorkl matefského mléka pred
analyzou byla pouZita tato rozpoustédla:
= n-hexan 96%, multisolvent HPLC grade (Scharlau Chemie, Sentmenat,
Spanélsko)
= Hydroxid draselny — peletky, pure Ph. Eur (AppliChem GmbH, Darmstadt,
Némecko)

* Kyselina L-askorbova p. a. (Sigma Aldrich, Praha, CR)
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= Ethanol absolute (Merck, Darmstadt, Némecko)
* Deionizovana voda (Goro, Praha, CR) — pfipravena éerstva v laboratofi

metodou reverzni osmozy a filtrace

Rozpoustédla pro mobilni fazi:

= Methanol, HPLC grade (Merck, Darmstadt, Némecko)

5.4.4. Analyza vitamini

Metoda pro extrakci retinolu a a-tokoferolu z matefského mléka byla vyvinuta ve
Vyzkumné laboratofi lll. interni gerontometabolické kliniky FN HK [178]. Vzorky
materského mléka byly rozmrazeny a ohtaty ve vodni ldzni na 37 °C za stalého michani.
K odstranéni proteint byly k 0,5 ml vzorku ptidany 2 ml chlazeného ethanolu. Dale byl
pridan 1 ml kyseliny askorbové (c = 0,1 mol/l), aby nedochazelo k oxidaci sledovanych
vitamina. Po pfidani 1 ml 10 M hydroxidu draselného ndsledovala saponifikace po dobu
30 minut pfi 80°C ve tmé. Extrakce vitamin( probihala do 2 ml hexanu na horizontalni
tfepacce po dobu 5 min. Pro oddéleni hexanové vrstvy nasledovala centrifugace (3 220 x
g, 10 minut, 4 °C). Pfed HPLC analyzou bylo 1,5 ml hexanové vrstvy odpareno ve vakuové
odparce (45 °C) a odparek rozpustén v 375 pl methanolu.

Koncentrace a-tokoferolu a retinolu byla stanovena HPLC metodou vyvinutou
Krémovou a kol. (2010) ve Vyzkumné laboratofi lll. interni gerontometabolické kliniky FN
HK. Separace analyzovanych vitaminG probihala na monolitické koloné Chromolith
Performance RP-18e, 100 mm x 4.6 mm (Merck, Darmstadt, Némecko). Objem nastfiku
byl 20 pL. Jako mobilni faze byl pouzit methanol pfi pratoku 2,5 ml/min a 25 °C. Detekce
byla provedena pomoci DAD detektoru pfi vinové délce 325 nm pro retinol a 295 nm pro
o-tokoferol. Celkovy ¢as analyzy byl 1,8 minuty. Na obrazku 65 je znazornén

chromatogram vzorku materského mléka.
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Obr.65: Chromatogram vzorku materského mléka
Retinol: RT=0,81 min, c=1,04 umol/I
o-Tokoferol: RT=1,47 min, c=14,74 umol/|

5.4.4.1. Statistické vyhodnoceni

K zhodnoceni zmén hladin vitaminU pfed a po pasterizaci a béhem skladovani po
dobu 12 tydn( byla provedena statistickd analyza softwarem NCSS 2007 (Kaysville, USA).
Rozdily mezi vzorky Cerstvého mléka, zpracovanych vzorkl a vzorkd béhem skladovani
byly vyhodnoceny jednocestnou analyzou ANOVA. Pro porovnani stfednich hodnot
moznych zmén hladin sledovanych vitamin( byl proveden neparametricky test Wilcoxon

Signed-Rank. Hladina statistické vyznamnosti byla zvolena na urovni p < 0,05.

5.4.5. Vysledky a diskuze

Pridmérné hodnoty koncentrace retinolu a o-tokoferolu se smérodatnymi
odchylkami pfed a po pasterizacnim procesu a béhem skladovani jsou uvedeny v tabulce
8. Materské mléko obsahuje priblizné 1,8 umol/I retinolu and 13,8 umol/| a-tokoferolu.
Doporucena denni davka vitaminu A pro déti do 6-ti mésict je 400 pg (1,4 umol/),

vitaminu E je 3 mg (7 umol/L) (National Research Council) nebo 4 mg (9 umol/L). Tato
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doporuceni jsou splnéna pro hladiny vitaminu i po pasterizaci i po 12-ti tydennim
skladovani pfi -27 °C. Nebyl zaznamenan statisticky vyznamny pokles koncentrace
retinolu a a-tokoferolu v materském mléce z Mlec¢né banky ani po tepelném zpracovani
materského mléka ani po skladovani v mrazu. | kdyZz doslo k nepatrnému snizeni hladiny
retinolu u vzorkl matefského mléka po pasterizaci oproti nepasterizovanym vzork(m,
nebyl tento pokles statisticky vyznamny. Grafické znazornéni zmén hladin retinolu a a-
tokoferolu pred a po pasterizaci a v prlibéhu skladovani je uvedeno na obrazku 66 a na

obrazku 67 (mediany se smérodatnymi odchylkami a rozsah koncentraci).
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Tab.8: Srovnani priméru (+ smérodatna odchylka) koncentraci a-tokoferolu a retinolu v materském mléce ovlivnénych
pasterizaci a skladovanim

Analyt (umol/I) a-Tokoferol Retinol
N2 Pramér SDP Hladina N2 Pramér SDP Hladina
vyznamnosti vyznamnosti

Cerstvé vzorky 25 14,91 10,88 25 1,95 1,31

Po pasterizaci 25 14,58 11,44 0,969039 25 1,88 1,14 0,084765
1. tyden skladovani 19 13,63 7,08 0,136299 19 1,88 1,04 0,30422
2. tyden skladovani 19 13,49 7,20 0,055816 19 1,90 1,08 0,951818
4. tyden skladovani 19 13,97 7,41 0,793568 19 1,96 1,15 0,397202
8. tyden skladovani 15 13,94 6,31 0,211016 15 1,82 0,99 0,255124
12. tyden skladovdni 15 13,17 6,38 0,292993 15 1,82 1,06 0,292603

apocet vzorkl materského mléka
bsmérodatna odchylka
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Obr.66: Zmény koncentrace retinolu a a-tokoferolu v matefském mléce pred a po
Holderové pasterizaci
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Obr.67: Zmény koncentrace retinolu a a-tokoferolu v materském mléce v prabéhu
skladovani pri-27 °C
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5.4.6. Zaver

Béhem této studie byl sledovan vliv zpracovani matefského mléka pomoci
Holderovy pasterizace a nasledného uskladnéni po dobu 12-ti tydn( v MIécné bance
Tkanové ustfedny FN HK na hladinu liposolubilnich vitamind retinolu a a-tokoferolu.
Vysledky neprokazaly statisticky vyznamné snizeni koncentrace retinolu a a-tokoferolu
v materském mléce ani po pasterizaci ani po celé dobé skladovani pfiteploté -27 °C. Bylo
zjisténo, Ze zpracovanim a uchovavanim darcovského materského mléka v MIé¢né bance
FN HK neni ovlivnéna jeho kvalita a Ze je zachovan dostatecny ptijem liposolubilnich
vitamind A a E pro novorozence a kojence hospitalizované na Détské klinice Fakultni
nemocnice Hradec Krdlové. Tato prace vyznamné prispéla k objasnéni stdle nevyresené
otazky, zda zpracovani matefského mléka Holderovou pasterizaci ovliviiuje hladiny
vyznamnych antioxidac¢nich vitamina.

Vysledky studie jsou odeslany do odborného ¢asopisu Analytical Letters pod ndzvem
»The effect of processing and storage on a-tocopherol and retinol levels in human breast

milk”.
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5.5. ZMENY KREVNICH ANTIOXIDANTU BEHEM LECBY
VEKEM PODMINENE MAKULARNiI DEGENERACE
RHEOHEMAFEREZOU

Tato publikace vznikla ve spolupraci se lV. interni hematologickou klinikou
Fakultni nemocnice Hradec Kralové, kde se dlouhodobé zabyvaji Ié¢bou pacientl pomoci
metody extrakorporalni eliminace lipidl — aferézy a rheohemaferézy. Nové byla tato
metoda Uspésné vyuZita pro pacienty svékem podminénou makularni degeneraci
(AMD). Tato prace byla soucasti rozsahlé klinické studie, kterd méla zhodnotit vliv
rheohemaferézy na rizné krevni antioxidacni parametry u pacienti s AMD. V této studii
jsem se podilela na zpracovani pfijatych vzork( krve, ¢asto uz od oddéleni séra z plné
krve, pfes ultracentrifugaci lipoproteinovych frakci, ndslednou extrakci vitamind az po
koneénou HPLC analyzu a kvantifikaci a-tokoferolu a retinolu.

V ramci studie byly monitorovany zmény hladin krevnich antioxidant( vitaminu E
(a—tokoferolu), vitaminu A (retinolu) v séru a liporoteinovych frakcich (HDL, LDL, VLDL)
béhem lécby vékem podminéné makuldrni degenerace (AMD — age-related macular
degeneration) extrakorporalni eliminaci — rheohemaferézou (RH). a —Tokoferol byl
rovnéz analyzovan v erytrocytarni membrané. DalsSimi sledovanymi markery antioxidacni
aktivity byly glutathion peroxidaza, superoxid dismutaza a malondialdehyd jako marker
lipidové peroxidace. Také byly méreny koncentrace cholesterolu a triglycerid(. Ackoliv
ma tato metoda mnoho pozitivnich Ucinkd, je zde podezieni, Ze mliZe snizovat hladiny
antioxidantU jako je vitamin A a E v krvi.

Onemocnéni AMD zpusobuje zdvainé poskozeni retiny, které muze vést az ke
ztraté vidéni. Priblizné 30% seniord nad 75 let md néjaké priznaky této nemoci a 10%
z téchto pacientli ma pokrocilé ¢i pozdni stadium AMD. Klinicky lze rozdélit AMD na dvé
formy — sucha forma (80-90%) a vlhka forma.

Lecba rheohemaferézou, kterd filtraci plazmy oddéluje vysokomolekularni
komponenty, sniZuje viskozitu krve a zlepSuje metabolismus v postizenych ocnich
oblastech. Touto metodou dochazi k separaci vysokomolekularnich latek jako napt.
fibrinogenu, imunoglobulinG, LDL cholesterolu a jinych z krevniho fecisté.

Do studie bylo zahrnuto 23 pacientll (9 muz(, 14 Zen, ve véku 41-85 let) s non-

neovaskularni (suchd) formou AMD. Pacienti prodélali celkem 8 procedur RH (2x tydné
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jednou za 3 tydny). Postup této studie schvalila Etickd komise Fakultni nemocnice Hradec
Kralové. Vzorky pouZzité ve studii byly ziskdny na zakladé informovaného souhlasu od
vSech zucastnénych pacientu.

Vzorky krve byly odebirdany pfed a po procesu lé¢by metodou extrakorporalni
eliminace. Po odbéru byly ihned dopraveny do Vyzkumné laboratore lll. Interni
gerontometabolické kliniky, kde bylo po centrifugaci oddéleno sérum, které bylo
nasledné zamrazeno pfi -20 °C. Lipoproteinové frakce byly ziskany z Cerstvého séra
pomoci gradientové ultracentrifugace. K 0,5 ml séra bylo pfiddano 0,5 ml 0,9 % roztoku
NaCl s 0,1 % EDTA a po 1. ultracentrifugaci séra (65 minut pti 10 °C, 1 000 000 x g) byla
oddélena spodni vrstva s HDL a LDL frakci od vrchni vrstvy s VLDL frakci, ktera byla
odebrana do nové zkumavky a nasledné zamrazena. Zbytek nerozdéleného séra byl
napipetovan do nové ultracentrifugacni zkumavky, pfidano 0,5 ml 16,7 % roztoku NaCl,
smés promichana a nasledovala 2. ultracentrifugace (65 minut pfi 10 °C, 1 000 000 x g),
po oddéléni HDL a LDL frakce, byly tyto frakce odebrany do novych zkumavek a
zamrazeny pfi-20 °C. Po shromazdéni dostate¢ného poctu vzorkl byly rozmrazeny a déle
zpracovany k analyze pomoci HPLC.

Extrakce a analyza o-tokoferolu a retinolu v séru, lipoproteinovych fracich a
erytrocytarni  membrané probihala ve Vyzkumné laboratofi Ill. interni
gerontometabolické kliniky dle metod zde vyvinutych Urbankem a kol. [194]. Ostatni
analyty byly analyzovany na Ustavu klinické biochemie a diagnostiky FN HK na
biochemickych analyzatorech s komeréné dostupnymi kity. Statistickd analyza
namérenych dat byla provedena softwarem NCSS 2007 (Kaysville, USA). Rozdily mezi
vzorky pred a po |écbé byly vyhodnoceny neparametrickym testem Mann-Whitney U a
Wilcoxon Signed-Rank. Hladina statistické vyznamnosti byla zvolena na Urovni p £ 0,05.

Z namérenych vysledkl je patrny vyrazny pokles sérovych hladin cholesterolu a
triglyceridG. Jejich hodnoty klesly o 31 — 65 %, coZz dokazuje ucinnost odstranéni
vysokomolekularnich [atek z krve pacienta |écbou rheohemaferézou a zlepseni
mikrocirkulace v poSkozenych organech. Sérové hladiny vitaminu A zaznamenaly také
statisticky vyznamny pokles, avSak toto snizeni nebylo pod fyziologickou hodnotou.
K nepatrnému sniZeni, statisticky nevyznamnému, doslo u glutathion peroxidazy a
superoxid dismutdzy. Naopak zvySend sérova hladina (o 17 %) byla pozorovdna u

markeru lipidové peroxidace malondialdehydu, ktera byla statisticky vyznamna. O 2 %
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vy$si hladina vitaminu E byla zaznamendna po l1é¢bé v erytrocytarni membrané (obr. 68),
[é¢ba RH nema vliv na bunéény oxidacni stres. Zatimco v séru a liporoteinovych frakcich
hladiny vitaminu E klesly (Tab. 9). DlleZitéjsim parametrem neZ koncentrace samotného
a—tokoferolu je pomér vitamin E/cholesterol v séru a lipoproteinovych frakcich. Studie
prokazala, Ze relativni obsah vitaminu E, ktery je charakterizovan pravé pomérem
vitamin E/cholesterol, byl dokonce vyssi a Ze nedoslo pfi Ié¢bé rheohemaferézou ke
ztraté vitaminu E (Tab. 10). Tento zdvazny fakt potvrzovala i klinickd fakta, pacienti po
|é¢bé extrakorporalni eliminaci neprokazovali Zadné zndmky nedostatku vitaminu E.

Zavérem lze fici, Ze |éCba vékem podminéné makularni degenerace
rheohemaferézou nema negativni vliv na antioxidacni kapacitu, coz je velice vyznamny a
zcela novy poznatek, ktery prinesla tato klinicka studie.

Tato klinicka studie byla publikovdna v ¢asopise Biomedical papers v roce 2015,

ro&. 159(3), s. 400-406.

Vitamin E v erytrocytarni membrané
(p=0,218785)
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Obr.68: Zmény koncentrace a —tokoferolu v erytrocytarni membrané pred a po l1é¢bé RH
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Tab.9: Koncentrace vitaminu E vséru a lipoproteinovych frakcich prfred a po
rheohemaferéze

Vitamin E Pocet vzorkG  Pred (umol/l)  Po (umol/l)  SniZeni (%) V\'/z|_|n|::1i:?)sti
sérum 68 22,23 11,00 50,52 0,001
VLDL 66 6,31 2,56 59,43 0,001

LDL 66 9,45 3,83 59,47 0,001
HDL 67 6,45 3,88 39,85 0,001

Tab.10: Pomér vitamin E / cholesterol v séru a lipoproteinovych frakcich pred a po
rheohemaferéze

Vitamin E Pocet vzorkG  Pred (umol/L)  Po (umol/L)  ZvySeni (%) Hladina

/cholesterol vyznamnosti
sérum 65 5,42 6,28 15,87 0,001
VLDL 64 7,88 9,80 24,37 0,000309
LDL 57 4,16 5,11 22,84 0,000006
HDL 65 6,36 6,48 1,89 0,043457
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5.6. VLIV LDL-AFEREZY A RHEOHEMAFEREZY NA VITAMIN E

Ve spoluprdci se IV. interni hematologickou klinikou Fakultni nemocnice Hradec
Kralové byla provedena klinickd studie sledujici vliv extrakorporalnich eliminacnich
procedur, jako jsou LDL-aferéza a rheohemaferéza k odstranéni LDL cholesterolu z krve
pacientd s familidrni hypercholesterolémii, na koncentrace vitaminu A, E a dalSich
markerd antioxidacni aktivity. V této studii jsem se podilela na zpracovani pfijatych
vzorkd krve od oddéleni séra z plné krve, pres ultracentrifugaci lipoproteinovych frakci,
naslednou extrakci vitaminQ, aZ po kone¢nou HPLC analyzu a kvantifikaci a —tokoferolu
a retinolu.

Familidrni hypercholesterolémie je onemocnéni s autosomdlné dominantnim
typem dédi¢nosti. Nastdvd v duUsledku mutace genu kédujiciho LDL receptor, coz
zabranuje vstupu LDL cholesterolu do bunék a dochazi ke zvySeni koncentrace LDL
cholesterolu v krvi. Toto onemocnéni se muZe vyskytovat ve dvou formach: vzdcna
homozygotni nebo ¢astéjsi heterozygotni. Pacienti s homozygotni formou nevykazuji
zadnou nebo nizkou odezvu na farmakologickou lé¢bu napf. statiny. Proto tito pacienti
dochdzeji na LDL-aferézu. Vzhledem k tomu, Ze tato |é¢ebna procedura odstranuje z krve
LDL castice, které vsak také obsahuji nékolik typl antioxidant(, mze dochazet i k jejich
eliminaci z téla pacienta.

Sledovani zmén antioxidac¢nich markerd jako jsou vitaminy (vitamin A, vitamin E)
¢i enzymy (glutathion peroxidaza, superoxid dismutaza), diky kterym se télo brani proti
volnym radikalim béhem extrakorporalnilipoproteinové eliminace, bylo ve stfedu zajmu
této studie. DalSimi monitorovanymi parametry byly cholesterol, triglyceridy a
malondialdehyd.

Skupinu 12-ti dlouhodobé sledovanych pacienti tvofilo 7 muzii a 5 Zen s vékovym
rozpétim 21 — 63 let. Ztoho méli 4 pacienti homozygotni formu a 8 heterozygotni.
Pacienti pravidelné dochazeli na Ié¢ebné procedury béhem 3 — 12 let na IV. Interni
hematologickou kliniku ve FN HK. VSichni pacienti zahrnuti do studie podepsali
informovany souhlas se studii, kterou schvalila Etickd komise Fakultni nemocnice Hradec
Kralové.

Vzorky krve byly odebirany pred a po lIéCebné aferéze. Po odbéru byly dopraveny

do Vyzkumné laboratofe KGM k naslednému zpracovani, uskladnéni a analyze. Po
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oddéleni séra a ultracentrifugaci lipoproteinovych frakci byly vzorky zamrazeny a po
soustredéni dostate¢ného poctu vzorkud byly rozmraZzeny a dale upraveny pred konecnou
analyzou.

Extrakce vitamin( a jejich analyza na HPLC pfistroji probihala ve Vyzkumné
laboratofi GMK dle metod zde vyvinutych Urbankem a kol. [194]. Ostatni analyty jako
cholesterol, triglyceridy ¢ enzymy byly analyzovany na Ustavu klinické biochemie a
diagnostiky FN HK na biochemickych analyzatorech s komeréné dostupnymi kity.
Statistickd analyza namérenych dat byla provedena softwarem NCSS 2007 (Kaysville,
USA) za poutZiti neparametrického testu Mann-Whitney U a Wilcoxon Signed-Rank.
Hladina statistické vyznamnosti byla zvolena na Urovni p < 0,05.

U cholesterolu doslo k oekdvanému snizeni o 77% u LDL aferézy a 66% u
rheohemaferézy. U triglyceridd doslo po lIé¢ebné procedure k poklesu hladin zhruba na
polovinu oproti po¢ate¢nym hodnotam. U TAG-HDL frakce doslo po HDL aferéze naopak
k navyseni, avSak tento narust nebyl statisticky vyznamny. Rheohemaferéza eliminovala
tuto frakci 0 27%. Také koncentrace vitamin( A a E byly naméreny nizsi. Sérova hladina
retinolu klesla pfriblizné o 20%, ale ne pod fyziologické hodnoty, které se nachdzeji u
zdravych jedincl. Vitamin E klesl jak v séru, tak v lipoproteinovych frakcich po obou
|[é¢ebnych procedurach. Tyto vysledky jsou prezentovany v tabulce 11. U enzymi a
malondialdehydu nebyly zaznamenany vyraznéjsi zmény. Naopak narust v rozmezi 5-61
% byl pozorovan u poméru vitamin E/cholesterol. Jediné nepatré snizeni (1-6 %) bylo
evidovano u poméru vitamin E/cholesterol u HDL frakce. Hodnota tohoto poméru
poskytuje nejdllezitéjsi informace o oxidacnich procesech. Vysledky jsou prezentovany
v tabulce 12.

Tato klinicka studie prokazala, Ze LDL-aferéza a rheohemaferéza jsou bezpecné a
ucinné metody pro lécbu familiarni hypercholesterolémie bez nezadoucich vlivii na
oxidacni kapacitu.

Vysledky studie byly publikovany v ¢asopise Journal of Nutritional Science and

Vitaminology v roce 2015, roc. 61, s. 105-112. (IFz016 = 0,674).
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Tab.11: Koncentrace vitaminu E a A v séru, lipoproteinovych frakcich a erytrocytarni

membrané pred a po LDL-aferéze (AP) a rheohemaferéze (RH)

Analyt aferéza Poéeto Pred Po , Hladina .
vzork( (umol/L)  (umol/L) vyznamnosti
Vitamin E - sérum AP 159 27,00 11,70 p<0,0001
(umol/L) RH 144 25,36 11,69 p<0,0001
AP+RH 303 26,22 11,71 p<0,0001
Vitamin E - VLDL AP 159 8,88 3,28 p<0,0001
(umol/L) RH 146 9,07 3,68 p<0,0001
AP+RH 305 8,97 3,47 0<0,0001
Vitamin E - LDL AP 158 12,54 3,37 p<0,0001
(nmol/L) RH 144 10,97 3,90 0<0,0001
AP+RH 302 11,79 3,62 0<0,0001
Vitamin E - HDL AP 160 6,80 4,34 p<0,0001
(umol/L) RH 146 5,96 3,48 p<0,0001
AP+RH 306 6,40 3,93 p<0,0001
Vitamin E - ery AP 154 3,54 3,62 0,128334
(umol/L) RH 140 3,02 3,15 0,002414
AP+RH 294 3,29 3,39 0,001683
Vitamin A - sérum AP 158 1,57 1,23 p<0,0001
(umol/L) RH 145 1,81 1,46 p<0,0001
AP+RH 303 1.69 1,34 p<0,0001
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Tab.12: Pomér vitaminu E a cholesterolu v séru a lipoproteinovych frakcich pred a po

LDL-aferéze (AP) a rheohemaferéze (RH)

Vit.E/cholesterol , Pocet Pred Po Hladina
(103) aferéza vzork (umol/1) (umol/l)  vyznamnosti

AP 149 5,73 9,25 p<0,0001
sérum RH 142 5,11 6,22 p<0,0001
AP+RH 291 5,43 7,77 p<0,0001
AP 155 8,62 10,49 p<0,0001
VLDL RH 144 8,42 10,41 p<0,0001
AP+RH 299 8,50 10,45 0<0,0001
AP 155 4,29 5,02 0<0,0001
LDL RH 143 3,97 4,17 0<0,0001
AP+RH 298 4,14 4,61 0<0,0001
AP 157 6,85 6,46 0,028095
HDL RH 146 6,11 6,05 0,007528
AP+RH 303 6,49 6,26 p<0,0001
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5.7. PROGNOSTICKY VYZNAM KONCENTRACE NEOPTERINU
V SERU A MOCI U PACIENTU S KARCINOMEM REKTA
LECENYCH CHEMORADIACI

Tato prace vznikla z dat namérenych ve Vyzkumné laboratofi ve spolupraci s prof.
Melicharem a jeho tymem z Onkologické kliniky FN Olomouc, ktery se zabyva sledovanim
vybranych analytd u pacientd s nadorovym onemocnénim. Vtéto praci jsem
zpracovavala prijaty biologicky material z Olomouce a podilela se na kone¢né HPLC
analyze a kvantifikaci biomarker.

Nador konecniku je spojen s vysokou Umrtnosti a dllezZitou roli v jeho [éCbé hraje
chirurgické odstranéni, ozafovani postizeného mista a chemoterapie. VzrUstajici roli
v onkologii maji laboratorni biomarkery, které jsou spojovany nejen s aktivitou
nadorovych bunék, ale dlileZitéjSimi biomarkery se stavaji ty, odrazejici odpovéd téla na
neoplazii. Mezi né patfi i neopterin, pteridinova sloucenina produkovdna makrofagy
aktivovanymi interferonem gamma. Je to dlleZity parametr monitorovani aktivace
imunitniho systému, ktery doprovazi radu onemocnéni jako je nadorové bujeni a
pomaha predvidat, nejen jaky bude pribéh onemocnéni a jakou ma pacient Sanci na
preziti, ale mUzZe také vcas odhalit relaps nddorového onemocnéni. Mezi robustni
biomarkery zanétlivé odpovédi patfi pomér lymfocytl k ostatnim bunéénym slozkam
periferni krve (pomér neutrolily:lymfocyty (NLR), lymfocyty:moncyty (LMR) ¢i krevni
desticky:lymfocyty (PLR)).

Do studie bylo zahrnuto 49 pacientll (32 muzd a 17 Zen) s karcinomem rekta ve
véku 6718 let ve stadiu IIA - IIIC. 28 pacientl bylo |éceno neodjuvantni (lé¢ba provadéna
pred hlavni 1é€bou napt. chirurgické odstranéni) a 21 pacientl adjuvantni (nasledna
|éCba napf. po chirurgickém zakroku) radioterapii. U pacientl byly sledovany parametry
jako neopterin v séru a v moci, kreatinin v séru a mnozstvi perifernich krevnich bunék.
Vsichni pacienti zahrnuti do studie podepsali informovany souhlas se studii, kterou
schvalila Etickd komise FN Olomouc.

Ke statistickému zhodnoceni namérenych dat byl pouzit software NCSS (Kaysville,
USA). Hladina statistické vyznamnosti byla zvolena na urovni p = 0,05.

Kromé zvySeného poméru lymfocyty:moncyty (LMR) nebyl pozorovan statisticky

vyznamny rozdil v hodnotach mérenych parametrld mezi neoadjuvantni a adjuvantni
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[éCbou, jak je ukazano v tab. 13, a ani nebyly zjistény rozdily v téchto parametrech mezi
Il a Ill stadiem nemoci. Sérovd hladina neopterinu 3 ug/l a vice byla vyznamnym
ukazatelem kratké doby preziti. Byl pozorovan statisticky vyznamny vztah mezi
koncentraci neopterinu a vékem pacientll, koncentraci hemoglobinu, mnoZstvim
leukocytl a krevnich desticek. V této studie bylo zjisténo, Ze prognosticky vyznam u
pacientl s karcinomem rekta ma pouze koncentrace neopterinu v séru, nikoli v moci a
navic, pouze u pacientl lécenych neoadjuvantni [écbou. Je mozZné, Ze u adjuvantni [éCby
mUze predchozi chirurgické odstranéni nadoru mit vliv na zanétlivou reakci.

Studie byla publikovdna v ¢asopise Anticancer Research v roce 2016, roc. 36, s.

287-292.

Tab.13: Biomarkery u pacientl Ié¢enych neoadjuvantni a adjuvantni Ié¢bou

Parametr Neoadjuvantni 1é¢ba Adjuvantni Ié¢ba Hladina
vyznamnosti
Neopterin-sérum (ug/l) 3,2%4,2 2,3+1,2 0,518
Pomér neopterin/kreatinin
170 £ 237 120+ 59 0,739
(umol/mol kreatininu)
Neopterin-moc (umol/mol
197 + 106 196 + 98 0,909
kreatininu)

Vék (roky) 68 +8 66 +7 0,479
Hemoglobin (g/l) 129+ 21 119+ 14 0,055
Leukocyty (10%/1) 8,4+3,5 7,1+2,3 0,132

Krevni desticky (10°/1) 278+ 91 277 + 89 0,906
NLR 40+2,8 3,1+1,4 0,193
LMR 2,5+0,8 3,2+0,9 0,027
PLR 188 + 85 183+ 73 0,897
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PfedloZend prace se zabyva vyvojem novych extrakénich a chromatografickych
metod pro stanoveni vybranych biologicky aktivnich latek — predevsim metabolitd
vitaminu D - v rlznych biologickych matricich, dale zahrnuje vysledky klinickych
sledovani, které byly ziskdny na zdkladé vyuziti novych i stavajicich separacnich metod
pro stanoveni liposolubilnich vitamind A a E.

V teoretické ¢asti predloZzené prace jsou popsdany sledované vitaminy a biologicky
material zaméreny hlavné na materské mléko. Dale zde jsou popsany nejcastéji
pouzivané tradi¢ni techniky Upravy vzorku biologického materidlu k analyze, velka
pozornost je vénovdna modernim miniaturizovanym extrakénim technikdm. Posledni
Cast teoretické ¢asti je vénovana chromatografii, novym trendlim ve stacionarnich fazich,
popisu detekénich systémi v LC technice a spojeni LC s hmotnostni spektrometrii.

Experimentalni ¢ast disertacni prace je rozdélena do sedmi kapitol zabyvajici se
vSemi oblastmi vyzkumu béhem mého postgradualniho studia.

Prvni okruh vyzkumu se zabyva vitaminem D, prehledem a vyvojem
chromatografickych a extrakénich metod pro jeho stanoveni v biologickém materidlu
jako je sérum a materské mléko a jejich vyuzitim v klinickém vyzkumu. Prvni dvé kapitoly
experimentalni ¢asti popisuji vyvoj metody pro stanoveni 25-hydroxyvitaminu D3 a 25-
hydroxyvitaminu D2 pomoci systému UHPLC-MS/MS v séru a matefském mléce za pouZziti
standardizovaného referencniho materialu NIST SRM 972.

Dalsi kapitoly se zabyvaji vyuzitim vyvinutych metod v klinické praxi. Stabilitni
studie vitamin(Q A a E v matefském mléce, kterd byla feSena ve spolupraci s Mlé¢nou
bankou Tkanové ustredny FN HK dokazala, Ze pasterizace (62,5 °C po dobu 20 minut) a
ani nasledné uskladnéni (-27 °C) nema negativni vliv na hladinu sledovanych analytt a
tim je zajiSténa spravna vyZiva pro nedonosené a predfasné narozené déti
hospitalizované na Détské klinice Fakultni nemocnice HK, pro které je toto darované
materské mléko urceno.

Dalsi klinické studie se vénovaly zménam antioxidacni kapacity pti [éCbé vékem
podminéné makularni degenerace a familidrni hypercholesterolemie. Tyto studie vznikly

ve spolupraci se IV. interni hematologickou klinikou. Na zadkladé téchto studiich bylo
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prokazano, Ze lécba téchto onemocnéni pomoci rheohemaferézy a LDL-aferézy je
bezpecna a nedochazi pfi ni ke snizeni antioxidacni kapacity séra.

Poslednim smérem klinického vyzkumu bylo studium neopterinu, jeho vyznamu
v diagnostice a lé¢bé rlznych druhd rakoviny ve spolupraci s FN Olomouc. Védecka
publikace tykajici se neopterinu je zamérena na sledovani hladin tohoto analytu v séru a
moci pacientd trpicich rakovinou konecniku a jeho prognostickym vyznamem v lécbé
této nemoci. Diky této studii byl prokazan prognosticky vyznam neopterinu v séru u
pacientt s rakovinou konecniku lecenych predoperacni chemoradiaci.

Nové vyvinuté metody rozsifily spektrum metod Vyzkumné laboratofe Ill. interni
gerontometabolické kliniky a jsou vyuzivany pfi feSeni vyzkumnych projektd nejen v
ramci Fakultni nemocnice Hradec Krdlové. Vysledky byly UspéSné publikovany v

renomovanych mezinarodnich ¢asopisech s impakt faktorem.
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