VSCHT
PRAHA

KLINICKA ATOXIKOLOGICKA
ANALYZA

Praha

2008



Tato skripta vznikla pro potieby kurzu Klinicka a toxikologicka analyza, pofadaného v ramci
projektu ,,Prazské analytické centrum inovaci” CZ.04.3.07/4.2.01.1/0002 v grantovém schématu
JPD3: Spoluprace vyzkumnych a vyvojovych pracovist’ s podnikatelskou sférou, podpora inovaci.

Projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a Statnim rozpo&tem Ceské republiky.

Odborny garant prof. MUDr. Toma§ Zima, DrSc.

Edito#i prof. Ing. Karel Stulik, DrSc., a prof. MUDr. Toma$ Zima, DrSc.
Technicka redakce RNDr. Eva Julakova, CSc.

Vydano ve spolupraci s Ceskou spole¢nosti chemickou

ISBN: 978-80-86238-51-7



OBSAH

1. Analytika a medicina — trendy v laboratorni diagnostice 5
prof- MUDr. Tomas Zima, DrSc., a doc. RNDr. Petr Stern, CSc.

2. Co analyticka chemie nabizi biomediciné ...... 11
prof. Ing. Karel Stulik, DrSc.

3. Vyuziti analytickych metod 1é¢iv ve farmakologii .......... 17
prof- MUDr. Frantisek Perlik, DrSc.

4. Vibracni spektroskopie v medicing ........cccevenverssnicsnncsnncssesensonnes 24
prof. Ing. Karel Volka, CSc.

5. Analytické aspekty diagnostiky porfyrii .............. 31
doc. MUDr. Libor Vitek, Ph.D.

6. Moderni sméry ve vysokoucinnych separacich pro biomedicinské aplikace .......... 41
doc. RNDr. Pavel Coufal, Ph.D.

7. Pouziti pristroji pro atomovou spektrometrii jako prvkové selektivnich detektoru
PFi speciacni analyze .........coeevvevvvencrnccsncnsennennne 51
doc. RNDr. Petr Rychlovsky, CSc.

8. Biosenzory pro detekci chemickych latek 61
prof. RNDr. Frantisek Opekar, CSc.

9. VyuzZiti MS v Klinické DioChemii .....cccoevenuisinsnnsissinsnnsinsensunssssensaissssssssssssssssssssossssasans 71
RNDr. Tomas Gucky, Ph.D.

10. Soucasné vyuziti elektroforézy v klinické 1aboratori .......ccccecerecercsarosasesaessessasssasoses 79
RNDr. Hana Benakovad

11. Analyticka hmotnostni spektrometrie 89
doc. RNDr. Ivan Jelinek, CSc.

12. Zachyt neznamych nox a konfirmace v toxikologii .......... 103
doc. Ing. Marie Balikovd, CSc.

13. Pozadavky na HPLC a CE v klinickych a toxikologickych analyzach .................. 105
prof. RNDr. Vera Pacakovd, CSc.

14. Alternativni materidly v tOXiKoOIOGIL ....c.ccoeeveireisseisseissnicsnecsnecsecsensncsssecssecssecsanenes 113
doc. Ing. Marie Balikovd, CSc.

15. Ptinos molekularné biologickych metod 116
prof- MUDr. Pavel Martasek, DrSc.

16. Mitochondrialni genom, choroby s nim spojené, uskali a specifika .......ccceeuveeeneee. 116
prof. MUDr. Jifi Zeman, DrSc.:

17. Moznosti elektrochemickych metod v klinické a toxikologické analyze ................ 117
prof.- RNDr. Jiri. Barek, CSc.

18. VyuZziti uhlikovych pastovych elektrod v analyze 1é¢iv a toxickych latek .............. 124
doc. RNDr. Jiri. Zima, CSc.

19. Patobiochemie a analytika lipidi ......... 131
prof- MUDr. Ales Zak, DrSc., a RNDr. Eva Tvrzickd, CSc.

20. Problematika imunoanalytickych metod (analytika nadorovych marke-
ri a hormonit) 140

Ing. Drahomira Springer



PREDMLUVA

Ohromny rozvoj prirodnich a technickych véd a z nich odvozenych technologii vede mimo jiné
i k tomu, Ze discipliny, které byly jest¢ nepfili§ davno zaloZzeny spiSe na pozorovani jevd, jejich
fenomenologickém popisu a na rozsahlém vyuziti empirie, rychle ziskavaji matematicko-fyzikalne-
chemicky zaklad a z ného odvozené moznosti popisu mechanismu déji, jejich predikce a ovlivio-
vani technickymi prostiedky. Velmi vystiznym piikladem je biologie, ktera je jednim ze zakladnich
pilifti rozsahlého pole mediciny. Je nutno zdlraznit, Ze interakce je obousmérna — slozité, obdivu-
hodné dokonalé dé€je v zivych organismech jsou stale vice inspiraci pro feSeni problému exaktnich
véd a jejich technologickych aplikaci.

Jako vzdy je kladna stranka situace doprovazena i odvracenou stranou. Abychom dokézali
rozhlizime do okoli a stale méné spolu hovofime a méné¢ si vzajemné rozumime. To plati v moderni
rozvinuté spole¢nosti zcela obecné a je nanejvys zadouci snazit se vzajemné, pouc¢ené komunikaci
napomahat.

Prazské analytické centrum inovaci (PACI) je program, ktery ma ptispivat k feSeni tohoto
problému. Analytickd chemie je vhodnym tématem — bez informaci o identité latek a jejich mnoz-
stvi se jiz obejde maloktery védni ¢i technologicky obor (véetné humanitnich disciplin, jako jsou
napf. archeologie, historie ¢i védy o umeéni). Proto k dilezitym aktivitdim PACI patii poradani se-
minari, na kterych se setkavaji odbornici v analytické chemii s odborniky v oblastech, které analy-
tickych vysledkd vyuzivaji. Sem patii i tento kurs. Jeho hlavnim zadmérem je ukazat analytikim
biomedicinskou problematiku, aby 1épe chapali ucel svych vysledkii a mohli pozadavky a omezeni
kvalifikované brat v tivahu pii vyvoji novych ptistupti k analyze, zatimco biomedicinskym pracov-
niktim by mél demonstrovat moznosti a limity analytickych postupii, tak aby analytické vysledky
dokazali kriticky posoudit a racionalné vyuzit.

Tato skripta vznikla pro potfeby kursu ,Klinicka a toxikologicka analyza“, potadaného v
rdmci projektu ,,Prazské analytické centrum inovaci” ¢z.04.3.07/4.2.01.1/0002 v grantovém sché-
matu jpd3 ,,Spoluprace vyzkumnych a vyvojovych pracovist’ s podnikatelskou sférou, podpora
inovaci”.

Karel Stulik



1. ANALYTIKA A,MEDICﬁ,\IA — TRENDY
LABORATORNI MEDICINY

prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., doc. RNDr. Petr Stern, CSc.
Ustav klinické biochemie a laboratorni mediciny 1. LF UK a VFN Praha

tomas.zima@If1.cuni.cz; petr.stern(@vfn.cz

Laboratorni diagnostika slouzi v sou€asnosti az k 70 % zdravotnickych rozhodnuti u hospitalizova-
nych pacienti. Dramaticky rozvoj oboru a analytickych technik s nim spojenych je zejména v po-
slednich 30-40 letech.

Nejstarsi znalost vySetfovani vzorkd pacienta je vySetfeni télesnych tekutin — okolo roku
400 pf. n. L. se vysetfovala barva a vzhled moce. Hlavni Hippokratova doktrina spocivala v patolo-
gii t€lnich tekutin — $tav. Opét v centru pozornosti byla moc, jeji sediment. Hematurie byla poprvé
popsana Rufusem z Dresu okolo roku 50 jako znamka poruchy ledvin. Poznatky z pozdéjsiho ob-
dobi okolo Galéna (130-201 n. L.) pfetrvavaji do stitedovéku. Uroskopie je hlavnim znakem stiedo-
veéké mediciny. Okolo roku 900 Isak Judaeus popisuje pravidla, jak vySetfovat moc. Paracelsus
(1493-1541) zduraziuje vyznam chemickych latek v medicing. Objev mikroskopu Antonem van
Leeuwenhoekem (1632-1723) byl zasadnim zlomem v studiu podstaty nemoci.

Na ptelomu 17. stoleti je provedena gravimetrickd analyza moce, pozdé€ji byla popsana
bilkovina v moci a vySetfovani mocCe postupovalo na védeckém podkladé. Thomas Willis
(1621-1675) poprvé popsal zmény moce u diabetes mellitus a insipidus. V 18. stoleti se objevuji
znalosti poruch pfi srdzeni krve Williamem Hewsonem (1739-1774) a jsou piedchiddcem testi
INR, protrombinového Casu, které se uzivaji dnes. Roku 1776 je prokazano, ze sladkost moce
akrve je dana cukry a v roce 1780 Franmcis Home vytvofil kvasinkovy test na prikaz cukri
v diabetické moci. V roce 1789 je objeven cholesterol.

V 19. stoleti vznikaji prvni laboratofe a rozvijeji se zejména oblast bakteriologie a virolo-
gie s rozvojem mikroskopie. Vznikaji chemické a bakteriologické laboratote

Koncem 19. stoleti vznikaji prvni laboratofe (Guys Hospital v Londyn¢), v Americe jsou
to laboratofe s mikroskopem u l¢kate a roku 1898 Sir William Osler piSe prvni ucebnici klinické
chemie a zalozil v John Hopkins Hospital laboratot. Roku 1886 Jaffe popisuje stanoveni kreatininu
a 1893 objevuje T.W.Riochrds nefelometr.

Pokud se podivame na instrumentarium laboratoife kolem roku 1920, pak se sklada
z vahy, mikroskopu, centrifugy, Bunsenova kahanu a Duboscqova kolorimetru.

Rozvoj laboratorni diagnostiky ve svété zacal v padesatych letech minulého stoleti.

Obdobi 1950-1959 je n¢kdy nazyvano ,,éas pokust a omyli“. Klade se dlraz na klasic-
kou techniku kvantitativni biochemické analyzy a pocitani bun¢k se déje manualn€. Vyzdvihuje se
zrucnost pii pipetovani a piisné dodrzovani analytického protokolu. Jedinou instrumentaci v labo-
ratofi kromé pH-metrli casto byvaji fotometry méfici procenta transmitance. Laboratote si piipra-
vovaly cCasto vlastni reagencie. K analyze sodnych a draselnych iontd se pouzivaly neskladné pla-
k frakcionaci proteinti. VSechny pouzivané systémy vyzadovaly manualni pipetovani vzorki
a pracnost metod byla vysoka. Lékafti dostavali vysledky z laboratofi obvykle bez doprovodné in-
terpretacni informace. V pribéhu dekady se zacala objevovat automatizace. Komercni vyvoj sys-
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tému Technicon AutoAnalyzer v roce 1957 zavedl kontinualni pritokovou analyzu jako rutinni
technologii v klinické biochemii. Simulace manualnich technik v automatickém systému byla zakla-
dem pro vyvoj zafizeni Robot Chemist (Warner-Chilcott Instruments Division). Tyto prvni chemické
analyzatory byly jednokanalové systémy, provadéjici testy jeden za druhym stejnou metodou. Po
ukonceni jednoho typu testu mohly byt prepnuty na dalsi metodu a provadét pozadované analyzy.

Léta 1960-1969 jsou vénovana automatizaci laboratoii. Po¢ina rychla expanze jednokana-
lovych analyzatorti do riznych typa laboratofi. V roce 1965 byl jiz dostupny multikanalovy analy-
zator pro biochemické a hematologické metody. V roce 1968 se konala prvni konference v Oak
Ridge, kde byla ptedstavena koncepce centrifugacni analyzy. Automatizované pracovni stanice
v této dobé mohly provadét pouze fixni konfigurace analyz (batch), které byly obvykle pozadovany
od téhoz vzorku, napt. vapnik a fosfaty, albumin a celkova bilkovina, resp. sodné, draselné a chlo-
ridové ionty. ZaCina se uplatiiovat kontinualni pritokova analyza. Automatizace se netyka pouze
biochemie, ale objevuji se i analyzatory pro hematologii. AutoAnalyzer stanovuje hemoglobin
z celé krve, SMA 4 navic dokaze pocitat leukocyty, erytrocyty a hematokrit. Systém Coulter S méti
kromé hemoglobinu, erytrocyti a leukocytt také MCV a dalsi parametry vypocitava.

Pro 1éta 1970-1979 je typické fizeni analyzatorti pocCitaci. To se objevilo i v nazvu tehdy
vyrobeného Techniconu SMAC (Sequential Multiple Analyzer Plus Computer). Na zac¢atku sedm-
desatych let se zacinaji pouzivat iontové selektivni analyzatory ke stanoveni aktivity sodnych
a draselnych ionti. Ke konci sedmdesatych let vyvinuly IL a Roche druhou generaci centrifugac-
nich analyzatort, které byly rychlejsi, umoznovaly automatické ddvkovani vzorku a byly schopné
se pripojit k laboratornimu informac¢nimu systému. Pfi automatizaci méfeni krevniho obrazu se
uplatnovaly jak zobrazovaci techniky, tak cytochemické kontinualni priitokova analyza. Tyto sys-
témy byly vybaveny mikroskopy umoznujicimi digitalni zpracovani obrazu k identifikaci jednotli-
vych morfologickych struktur bilych krvinek.

Nasledujici dekada 1980-1989 je charakterizovana analyzatory s pfimym pfistupem (ran-
dom access) kteréhokoliv vzorku k jakékoliv analyze, pro kterou jsou v systému vytvoieny vhodné
predpoklady. Na analyzatorech bylo mozné provadet v sérii kolem 30 typii testll a pristroje provedly
120 az 480 analyz za hodinu. V této dob¢ byl vyvinut také vicevrstvy film Kodak Ektachem — jako
nouzové uplatnéni, kdyz vefejnost neocenila vynalez vicevrstvého ,,plastického* filmu v kinech. De-
tekce analytl se provadeély reflexni fotometrii nebo ISE, jak zname z analyzatori Vitros dodnes.

V 60. az 80. letech kromé rozvoje automatickych analyzatort dosahuje vrcholu elektrofo-
réza umoznujici detekci fady proteinti v séru a moci s kombinovanym piistupem imunochemickych
metod, které se rozvijeji. Imunochemické techniky s riznym zplisobem znaceni se rozvijeji od
radialni imunodifuze dle Manciniové, detekce pomoci protilatek — ELISA, RIA az chemiluminis-
cencni techniky. Rozvijeji se chromatografické techniky a jejich citlivost a vytéznost, ktera je dana
novymi konstrukcemi nejen kolon, ale t€Z moznym vys$Sim tlakem pfi déleni. Rozviji se zejména
plynova a kapalinova a postupné nastupuje chromatografie hmotnostni, i kdyz ta se rozviji zejména
koncem stoleti.

Konec minulého stoleti byva oznaCovan jako éra konsolidace, i kdyZ u nas k tomu docha-
zelo teprve ke konci této dekady. Vyrazny celosvétovy tlak na snizeni nakladu ve zdravotnictvi se
projevil také ve snizovani ceny velké laboratorni techniky. Software analyzatori umoznoval: sledovat
kvalitu provedeni analyzy, vysledky, pfistroj a jeho jednotlivé pracovni kroky; provést rozhodnuti
o opakované analyze, reflexnim testu a zruSeni testu; koordinovat celkovy pocet laboratornich operaci
tak, aby byla dodrzena doba odezvy, propustnost, vyuziti a doba provozuschopnosti pfistroja.
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Laboratorni automatizaci mizeme rozdé€lit do dvou hlavnich sméra: uplna laboratorni
automatizace (zejména Japonsko) a modularni automatizace (USA a EU). Tyto procesy snizuji
pocet chyb az 4krat a snizuji mzdové nakladl pfi stagnaci materialovych nakladd. Analytické prin-
cipy soucasnych sofistikovanych analyzatori pro metody biochemické, imunochemické, hematolo-
gické a koagulacni jsou podobné a ma smysl spojovat tyto analyzatory dohromady v blizkosti mista
zpracovani vzorkd. Vyuziva se jednotného pfijmu a zpracovani materialu, které ma téz eticky
aspekt (pouziti mensi mnozstvi biologického materidlu) pfi nutnosti zachovat identitu jednotlivych
obort (Obr. 1.1).

Trideni vzorku
Sérum Plasma Krev
(Plasma, moc, aj.)

K\imcké Elektro- Proteiny Drogy Infekeni Tumorové Hormony/ Jiné Koagu- Hemato- | K ONSOLIDACE
chemie lyty nemoci markery ostatni technologie lace logie

[
v

Obr. 1.1: Integrace a konsolidace laboratoii

Uplné automatizace se zavadi zejména v Japonsku, kde byla jiz na vice nez 100 mistech.
Nicméné hlavnim svétovym trhem pro laboratorni automatizaci jsou stfedné velké laboratoie
aunich se uplatiuje modularni automatizace. Také v naSich laboratofich se zacinaji objevovat
kombinované moduly biochemickych a imunochemickych analyzatord. Davkovaci technika se
dostala na hranice moznosti mechanickych davkovact (1 pl) a méticich kyvet (80 pl), kdy kapilari-
ta, tvar kyvety a zplisob michani roztoku maji podstatné vétsi roli nez dfive. V roce 1991 je k dis-
pozici automatizovana centrifuga, ale jeji zapojeni do analytické linky je az v nasledujici dekadé.
Vyvoj novych analytickych systémili do jisté miry stagnuje a usili vyrobci smétfuje predevsim
k automatizaci preanalytické a postanalytické faze, jakoz i k vytvofeni spojovacich cest a fidiciho
softwaru pro multimodularni systémy.

Na pocatku 21. stoleti v naSich laboratofich zaznamenavame dal$i postup konsolidace,
vstup prvnich preanalytickych automati, rozsahlé zavadéni POCT glukometri v nemocnicich, vys-
§i podil robotizace v imunochemickych analyzatorech a pouzivani chemickych mikro¢ipti (ojeding-
le). Hmotnostni spektrometry ve spojeni s LC nebo HPLC se stavaji alespon ve velkych laborato-
fich béznym vybavenim. Dochdzi i k automatizaci pii vySetfovani vzorkt arterialni krve na elek-
trochemickych analyzatorech a nabizi se softwarove fizené zaplavovani elektrod podle mnozstvi
vzorku. Automatizované modularni komplexy jsou tak snadno obsluhovatelné, ze v nékterych
(napt. némeckych) laboratofich pracuji nepfetrzité, piestoze by z energetického hlediska bylo ne-
hospodarné je vypinat.



Ocekavané zmény v laboratorni medicing a jeji trendy mizeme shrnout nasledovne:

U laboratorni automatizace a robotika;
o konsolidace laboratofi;
U integrovana organizace IT sité véetné webll pro vefejnost (Lab test on line);
. akreditace laboratofi;
J molekuldrni diagnostika;
0 DNA ¢ipy;

O proteomika,
0 farmakogenomika;

U POCT (point of care testing) a vySetfovani doma;

o neinvaziovni testovani;

J zobrazovaci analyza;

. hmotnostni spektrometrie;

. identifikace pacienta — el. Zadanka, barrcoding;

U telekomunikace + medicina;

U regionalni, narodni a mezinarodni skupiny dodavateld;
U efektivni spojeni laboratofi na riznych mistech;

J interdisciplinarni zaméfeni a tymy.

Tyto ptfedpoklady se napliuji pokud jde o sledovani trendt v jednotlivych oborech labo-
ratorni diagnostiky v USA v poslednich letech (2004-2007), kdy rostouci je segment molekularni
biologie a POCT:

. klinicka biochemie 1-3 %

o hematologie 1-3 %

o koagulace 0-2 %

o mikrobiologie 4-6 %

o imunochemie 3-7%

o statim 5-8 %

o glukosa 10-15 %
o POCT 12-15%
o prutokova cytometrie 10-15 %
. molekularni biologie25-35 %

Hlavni oblasti rozvoje analytiky a laboratorni mediciny na pocatku 21. stoleti jsou problematika
automatizace preaanalytické ¢asti vysetfeni pii centrifugami a aliquotaci vzorki.

Oblast tzv. POCT — diagnostiky u pacienta ve zdravotnickém zafizeni nebo doma s vlast-
nim vyhodnocenim nebo pfenosem dat 1ékati. NejCastéji je pacienty monitorovana hladina krevni-
ho cukru a porucha srazlivosti krve. Tyto systémy jsou zaloZené na elektrochemické analyze nebo
iontove selektivnich elektrodach. Na jednotkach intenzivni 1éCe jsou rutinné vySetfovany zakladni
biochemické parametry a analyza krevnich plynti. V této oblasti se bude rozvijet neinvazivni vySet-
fovani pomoci senzord, kdy pokrok je nejdale ve vySetfovani glukosy.

Molekularni diagnostika slouzi k lepSi péci o pacienty zejména v oblasti infekcnich
a nadorovych nemoci i tzv. personalizované medicing.



V oblasti molekularni biologie se jednd o automatizaci izolace humanni a extrahumanni
DNA i RNA a vysoko vykonné sekvenovani geonomu a RT-PCR pfistupy. Diagnostika zdvaznych
infekénich onemocnéni — hepatitida B a C, HIV a dalsi infekce (chlamydiové infekce, lidsky papi-
lomavirus atd.) jsou rutinn¢ diagnostikovany technikou PCR, kde se téz uplatiiuje kvantifikace
virové zatéze, V soucasné dobé¢ jsou zavadény na trh i systémy detekujici DNA bakterii pro rychlou
diagnostiku. V humannim geonomu jsou vySetfovany mutace spojené s fadou nemoci — Leydenska
mutace spojend s rizikem trombo6zy nebo mutace genu pro polycystickou chorobu ledvin, cystickou
fibrozu a dalsi). Na druhé stran€ je riziko tzv. prediktivni genetiky a jejiho zneuziti ¢i komer¢niho
zneuziti.

Rozsifuji se moznosti imunochemickych pfistupil, kdy citlivost chemiluminiscen¢nich
technik jsou srovnatelné s piivodné velmi citlivou RIA technologii. Vyzkum je zaméfen do vyvoje
standardu pro jednotlivé analyzy a co nejvyssi specificity protilatek.

Chromatografické techniky jsou zlatym standardem fady stanoveni v oblasti aminokyse-
lin, lipidt, glykovaného hemoglobinu, forenzni toxikologie a dalSich analyt. V poslednich letech
z pohledu vysoké specificity stanoveni se rozvijeji metody hmotnostni spektrometrii pro rutinni
stanoveni napiiklad hormont a je mozné v budoucnu nahradi imunochemicka stanoveni. Technika
tandem mass spektrometrie miize byt vyuzivana ve screeningu novorozenci na vyhledavani vroze-
nych metabolickych vad.

Proteomika je oblasti rozvijejiciho se vyuziti zejména v oblasti hledani specifickych pro-
teintl, respektive jejich modifikaci, specifickych pro jednotlivdi onemocnéni, kdy stfedem zajmu
jsou predevsim maligni onemocnéni. Vytvareji se diagnostické proteinové Cipy. V oblasti Cipové
technologie (napt. Randic) jsou na trhu bioCipy umoziujici detekci fady biochemickych parametri
vcetné jejich kvantifikace.

Rozviji se oblast preimplanta¢ni diagnostiky (prevence vrozenych onemocnéni), diagnos-
tika fetalni DNA z krve matky (mozny screening vrozenych vyvojovych vad),

Jednim z trendd soucasné mediciny je tzv. personalizovana medicina nebo medicina ,,Sita
na miru“, kde kli¢ovou roli hraje farmakogenomika. Odezva pacienta na podani 1éku mize vyvolat
nezadouci reakci, ale téZ maze byt podani Iéku neucinné. Studium metabolickych systému a jeho
aktivity a kapacity metabolizovat podané 1é¢ivo je klicové. Hlavnim systémem je cytochrom P450,
ale také dalsi metabolické drahy.. V pfipad¢ dvou isoenmzymut P450 (2D6, 2C19) byl vyvinut ge-
neticky ¢ip umoznujici rychlé testovani. Famakogenomika miize predikovat G¢innost 1éku zejména
v psychiatrii, kardiologii a onkologii.

Genetické Cipy vyznamnou meérou zrychli diagnostiku a vyhleddvani polymorfismt jed-
notlivych gend. Multiplex Initiative — NIH 2007 sleduje prioritné vySetfovani 15 gent hrajicich roli
pii diabetes mellitus 11, ischemické chorobé srdecni, hypercholesterolémii, osteopordze, karcinomu
plic a kolorekta plicni rakovin€ a malignim melanomu.

V oblasti cytogenetiky je jednim z hlavnich pfistupd metoda FISH v rizném provedeni:
m-band, multicolor a dalsi, které umoznuji presné¢ detekovat zménu na chromosomu, jejich deleci,
translokaci a dal$i zmény, které maji nejen diagnosticky, ale i prognosticky vyznam zejména
u nadorového bujeni.

Oblast tzv. in vitro diagnostiky z pohledu na financovani zdravotnictvi je relativné¢ nizka
a jedna se o cca 2 % veskerych vydaji na zdravotnictvi.



V soucasné dobé¢ nelze zapominat na klasické analytické metody, které stale z hlediska
svého vyznamu jsou nezastupitelné. Je vyuzivana absorpcni, reflexni, plamenova emisni fotomet-
rie. Nefelometrie a turbidimetrie jsou standardem v rutinni proteinové diagnostice. Elektrochemic-
ké metody vyjma potenciometrie u iontove selektivnich elektrod jsou trochu na ustupu. Elektrofo-
retické metody jsou diky rozvoji imunoanalyzy trochu na ustupu, ale stale slouzi elektroforéza nebo
kapilarni elektoforéza pro analyzu jednotlivych isoenzymu ¢i vyhledavani paraproteinu. Atomova
absorp¢ni spektrofotometre je zlatym standardem pro analyzu stopovych prvka.

Ammerické studie Lab in future popisuje 10 strategickych imperativii pro laboratof nejen

z analytickych aspekti:

o redesign centralizovanych laboratoii

o presun Casti testli k rychlym testim — POCT
. investice do molekularni biologie

. IT infrastruktura

o Siroka nabidka testil

. pozadovani pfimétenych a adekvatnich testl
. analyza — naklady/pfinos

. obchodni ¢innost

o vstup do dalSich oblasti — trh, ¢innosti

o udrzeni personalu — vzdélavani

o monitorace vykonu

Praktické dopady rozvoje molekularni biologie byly v devadesatych letech mensi nez
predpokladaly prospektivni studie, nicméné rozvoj tohoto oboru je obrovsky. V laboratorni praxi je
rozvoj limitovan cenovou naro¢nosti téchto analyz a pomérné vysokymi pozadavky na zru¢nost
a zkuSenost laboratorniho persondlu (komplexni automatizace dosud chybi). Futurologové pisi
krasné myslenky o nanotechnologiich jako pfistupu detekujici z malého mnoZzstvi materialt fadu
analytd vcetné jejich kvantifikace Také ivahy o sekvenovani lidského genomu kazdého jednotlivce
pro zjistovani individudlnich predispozic jsou v této dekadé asi predcasné, i kdyz technicky pii
velkych nakladech mozné, avsak bez konkrétniho vystupu pro jednotlivce s moznym vysokym
rizikem zneuziti.
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2. CO ANALY:FICKA CHEMIE NABIZI
BIOMEDICINE

prof. Ing. Karel Stulik, DrSc.
Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, katedra analytické chemie

stulik@natur.cuni.cz

2.1 Uvod — aéel a charakter kursu

Jednim ze zakladnich problémut soucasného zivota vilbec a zvlasteé pak vysoce kvalifikovanych
¢innosti, jako jsou véda, technika a jejich aplikace, je obrovsky a prudce rostouci objem poznatki
arychly technologicky rozvoj. Vsichni se proto uzce specializujeme, abychom dokazali zvladnout
moderni pozadavky a mame stale vétsi a veétsi tézkosti ve vzadjemné komunikaci, pii ziskavani do-
obort, takze feSeni vyzkumnych i aplikac¢nich problémi vyzaduje soustavnou spolupraci specialis-
ti, Casto ve velmi pocetné i oborove rozsahlych seskupenich.

Tématika tohoto kursu je velmi dobrym piikladem. Pole biomediciny je neobycejné Siro-
ké po vSech strankach. Jak z hlediska vyzkumného, tak aplikacniho se rozkladd od molekularni
biologie, biofyziky a biochemie, pies vétsi ¢ast systematickych biologickych disciplin, az po vy-
brané obory humanitni, matematicko/informatické a technologické. Vétsina biomedicinskych akti-
vit vyzaduje soustavné, dostate¢né a spolehlivé informace o identité a mnozstvi Sirokého spektra
latek v systémech, které jsou predmétem studia ¢i vyplyvaji z klinické praxe a Casto jsou zapotiebi
i data o prostorové distribuci latek a zménach jejich mnozstvi v ¢ase. A zde ptichazi ke slovu ana-
lytickd chemie.

Tento kurs by proto mél pfispét k vzajemnému porozumeéni mezi vyzkumnymi i klinic-
kymi biomedicinskymi odborniky a analytickymi chemiky. Analytikiim by mél blize ukazat cile
a ucely jejich vysledki, charakter aktivit, pro které se analytické vysledky vytvareji, a blize je se-
znamit s pozadavky a omezenimi vyplyvajicimi z biomedicinské aplikace. Pracovniky z biomedi-
cinské oblasti by pak mél informovat o hlavnich oblastech a smérech soucasné analytické chemie,
o jejich moznostech a omezenich a mél by zdiiraznit zasadni vyznam kritického posouzeni vyzna-
mu a spolehlivosti experimentalnich dat.

Na tomto zéklad¢ je kurs koncipovan jako dialog mezi biomedicinskymi a analytickymi
pracovniky. Pfednasky z obou poli se stfidaji a pokud je to mozno, obdobné problematiky jsou
zafazovany vedle sebe. Vyznamnou roli by mély hrat diskuse po prednaskach a v zavéru jednotli-
vych dni kursu.

2.2 Soucasna analyticka chemie

Podle definice uvefejnéné Federaci evropskych chemickych spole¢nosti (WPAC/FECS, 1993)
"Analytical chemistry is a scientific discipline which develops and applies methods, instruments
and strategies to obtain information on the composition and nature of matter in space and time".
V tomto kursu se nebudeme zabyvat vyzkumnou casti a budeme hovofit o aplikacich, nicméné
i v tomto kontextu lze vysledovat n€kolik hlavnich charakteristik soucasné analytické chemie:
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a) obrovsky technologicky rozvoj, ktery umoznuje slozita, citliva a spolehliva métfeni v Si-
rokych koncentracnich oblastech a jejich automatizaci;

b) vyznamny posun k fyzikalnim méfenim (napt. hmotnostni a vibra¢ni spektroskopie);

c) stale rostouci podil vypocetnich technik a informatiky, z néhoz plyne nejen daleko pro-
myslengj$i pfiprava experimentu a hlubsi analyza a interpretace experimentalnich vysled-
ka, ale i nahrada mnohych hardwarovych feseni feSenimi softwarovymi — napt. oddélo-
vani analytického signdlu od Sumu, ¢i zlepSovani selektivity elektrochemickych a spekt-
roskopickych méfeni;

d) inspirace biologii, coz je zvlasté vyznamné u biomedicinskych aplikaci, napt. oblast bi-
osensorl ¢i pouziti biospecifickych interakci v afinitnich separacnich postupech;

e) zvySujici se naroky na kvalitu analytické informace, pfedevsim na selektivitu méfeni pii
stanoveni velkého poctu velmi podobnych analytti ve slozitych matricich, vedou k propo-
jovani vice méficich technik do jednoho celku ("hyphenation").

Piekotny technologicky rozvoj ma samoziejmé vyrazné pozitivni vlivy, pfedevS§im na
servisni analytickou ¢innost. Produktivita analytické ¢innosti se rychle zvySuje, naroky na lidskou
praci se snizuji, pouziti kvalitni automatizované instrumentace do ur¢ité miry snizuje nebezpeci
chyb zptsobenych lidskym selhanim, Siroka aplikace informatickych a vypocetnich technik usnad-
nuje interpretaci analytického signalu a pfispiva ke zlepSovani selektivity a spolehlivosti analyz.

Na druhé strané zde jsou i vlivy negativni. Manualni zru¢nost analytikl a jejich schopnost
pohotove fesit neobvyklé situace a problémy mnohdy ponckud upada, snizuje se schopnost kritic-
kého a racionalniho posouzeni naméienych hodnot ("slepa divéra v monitor"). Mnozi analytici se
rovnéZz ostychaji pouzit pro jednoduchy problém i jednoduchy experimentalni pfistup — typicky
priklad (i kdyz z jiné oblasti nez je biomedicinska analyza): Jednoduchou slitinu dvou kovt 1ze
spolehlivé analyzovat béhem dvou minut lacinou chelatometrickou titraci a neni zapotiebi pouzit
nakladny, automatizovany systém ICP/MS.

Soucasna analyticka chemie ma nejmensi problémy s dosazenim dostate¢né citlivosti
meéfeni. Pfi pouZziti pokrocilych mikroskopickych, spektroskopickych, ¢i radiochemickych technik
1ze postiehnout a Casto i charakterizovat jednotlivé atomy ¢i molekuly.

vvvvvv

poctu velmi podobnych analytd vedle sebe, Casto v neobycejné slozitych materidlech, vyzaduje
optimalizované kombinace vykonnych separacnich a detekcnich technik. I v tomto sméru vsak
1ze dosahnout obdivuhodnych vysledkli — viz napf. rozsahlé genomické a proteomické projekty,
¢i naopak vysoce selektivni detekci a stanoveni individualnich analytt s pouzitim biospecific-
kych interakei.

Nejslabsi strankou, ktera je soucasné nejméné atraktivni z hlediska spolecenského uznani
(viz napt. dnes tak populdrni scientometrické udaje, od kterych se ovSem odvijeji i evaluaéni aktivi-
ty ovliviujici financovani), je vazba na redlny zivot — odbér a Gprava analyzovanych vzorki, aby
skutecné reprezentovaly matefsky material a ptiprava dobie definovanych standardnich materialti
zarucCujicich dostatecnou spolehlivost méfeni.

2.3 Biomedicinské poZzadavky a analyticka odpovéd’
Zakladni typy analytickych zadani, nejen v biomedicinské oblasti, 1ze charakterizovat takto:
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a) Jednorazova rutinni stanoveni, mnohdy velmi pocetna a ¢asto opakovana. Sem patii
napf. vSemu obyvatelstvu dobfe znamé analyzy télnich tekutin a vzorkt tkani pii 1ékat-
skych kontrolach, v prubéhu 1é¢eni, pfi patrani po zdravotné rizikovych faktorech, v epi-
demiologii apod., jakoz i soubory toxikologickych méfeni. Hlavni pozadavky na tento typ

v

b) Kontinualni monitorovani individualnich analyti. Téchto analyz je zapotiebi napft.
v pribéhu protrahovanych 1ékaiskych procedur (dobrym ptikladem je dialyza na umélé
ledving), pii sledovani pacientl zavislych na podptrnych pfistrojich, dale napt. pii toxi-
kologickém monitorovani. K pozadavkiim uvedenym u bodu a) zde pfistupuje diiraz na
dostatecnou rychlost odezvy analytického systému a stabilitu analytické odezvy v Case.

c) Slozitéjsi rutinni stanoveni, ¢asto zahrnujici i velké pocty analyti. S timto typem
analyzy se lze setkat napf. pfi studiu vlivu 1€k, pii rozsahlych zdravotnickych prizku-
mech v populaci, ¢i pti podrobnych toxikologickych prizkumech. Zde jiz neni velky ca-
sovy stres, stale vSak plati pozadavky na co nejvétsi jednoduchost postupu a co nejnizsi
naklady, protoZe pocty stanoveni byvaji vysoké.

d) Stanoveni souvisejici s pravné-ekonomickymi otazkami. Tyto analyzy pfichazeji napt.
pii posuzovani a schvalovani novych 1ékti. VétSinou jde o stanoveni individudlnich analy-
t za predem podrobné definovanych podminek. V tomto ptipadé vyrazné vystupuji do
popiedi praveé ty pozadavky, které jsou obecné nejméne popularni — dokonale definované
vzorky, uzkostlivé dodrzovany pracovni postup, vysoce spolehlivé vysledky, shoda se
vSemi relevantnimi lokalnimi, narodnimi a mezinarodnimi predpisy, normami a zakony.

e) Slozité analyzy v ramci biomedicinského vyzkumu. Zde jsme jiz na pidé, kde analytik
je ¢lenem fesitelského kolektivu, vyuziva celého analytického arsendlu a pfipadné vymys-
li, ovétuje a aplikuje nové analytické pristupy.

Jaké tedy jsou soucasné moznosti? Jsou neobycCejné rozsahlé a rozmanité. Hlavni téz-
kosti je nesmirny objem publikovanych vysledkll velmi kolisavé kvality. Pti hledani cesty k feseni
daného problému je proto zcela zakladnim pozadavkem schopnost "prokopat se" k potfebnym in-
formacim a vymyslet si to, co je zapotiebi a k nalezeni neni.

Uvedu nyni piiklady pfistupt k feSeni analytickych problémi. Vzhledem k §ifi problema-
tiky jde jen o nékteré typické ptipady a prednasejici v tomto kursu uvedou fadu dalSich.

2.3.1 Sensory

Sensory, ¢idla, jsou velmi vyhodnou alternativou pro zna¢nou ¢ast biomedicinskych méfeni, proto-
Ze umoznuji méteni in situ , vét§inou se snadno miniaturizuji, nebyvaji ndkladné ani investi¢né, ani
provozné a lze je vétSinou pouZzivat pro méteni pretrzita i kontinualni.

Funkce sensoru miize byt zalozena na veskerych fyzikalnich, chemickych a biologickych

principech. Jde jen o to, dokazat primarni interakci analytu s ¢idlem definované a reprodukovatelné
prevést na elektricky signdl. Zminim se zde pouze o sensorech elektrochemickych.

Elektrochemické sensory maji v nasi zemi velkou tradici, diky polarografii Jaroslava
Heyrovského. V soucasnosti se velmi prudce rozviji vyzkum elektrodovych materiald. Rtut’ nema
nad¢ji, nejen pro az hystericky strach z jeji toxicity a nepohodlnosti jejiho kapalného skupenstvi,
ale 1 proto, Ze se jeji pouzitelny potencialovy rozsah nehodi pro vétSinu biomedicinskych aplikaci.
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Naopak rizné formy uhliku poskytuji mnoho moznosti. Nosnym prvkem vyzkumu elektrodovych
materiald je nyni modifikace zakladniho elektrodového materialu.

Modifikovat 1ze napt. pouze povrch elektrody/sensoru: sta¢i zoxidovat povrch skelného
uhliku kratkym elektrickym pulsem: vytvofi se povrchové aktivni skupiny obsahujici kyslik
a elektroda se stava do urcité miry selektivni, dokaze napt. rozliSovat signaly askorbové kyseliny
a dopaminu, coz je vyznamné pii molekularné biologickych studiich. Elektrodovy povrch je mozno
modifikovat adsorpei €i chemickou vazbou vSemoznych selektivnich ¢inidel. Velmi popularni je
v soucasnosti modifikace nanoc¢asticemi (kultovni pfedpona nano-).

Lze modifikovat i cely objem elektrody — viz napf. rizné rtutové ¢i uhlikové pastové
elektrody. Cily vyzkum probiha na diamantové elektrodé, modifikované vhodnymi krystalovymi
inkluzemi. Zakladnim problémem je skutecnost, Ze praci tohoto druhu je mnoho a jejich kvalita je
velmi rozmanita.

Zcela zékladni je modifikace biochemickymi systémy, se snahou o téméf specificka
¢idla — viz glukosova ¢idla pro diabetiky. Biochemicka modifikace neobycejné rozsifuje moznosti
selektivnich detekci, vnasi vSak Casto problémy spojené se stabilitou systému a s reprodukovatel-
nosti naméfenych dat.

2.3.2  Nékteré dilezité sméry rozvoje instrumentalnich pristupu

Vyvoj instrumentalnich pfistupti k analyze je velmi intenzivni a mnohostranny. Uvedu zde pouze
tii priklady, které povazuji za zvlasté vyznamné.

a) Nahrada pretrzitych analyz analyzami v proudu tekutiny. O tuto oblast se vyrazné
zaslouzil nas kolega J. Rizicka (v soucasnosti Cechoameri¢an). Metody priitokové vstii-
kovaci analyzy (flow-injection analysis, FIA) a nov¢jsi sekvencni vstiikovaci analyzy
(sequential-injection analysis, SIA) neobyCejné rozsifuji moznosti klasickych analyz,
snadno se automatizuji, jejich produktivita je vysokd a pfitom jsou podstatné levnéjsi
a flexibilnéjsi nez laboratorni roboty pro pfetrzité analyzy.

b) Rychly rozvoj chromatografickych mikrokolon a kapilarnich kolon, i kapilarnich
elektroforetickych systému. Zde se objevuji nové, nesmirné¢ vykonné separacni sousta-
vy; zminime napt. problematiku chiralnich separaci, tak dtlezitou pro biomedicinské apli-
kace, nebo gelové kolony, které vhodné dopliuji kolony néapliiové a piindseji noveé sepa-
racni moznosti.

c) V ramci vSeobecné miniaturizace piistroji a postupl se rychle prosazuje soustiedéni
funk¢nich ¢asti analytického systému na jediny kifemikovy ¢ip. Vznika tedy to, co se
v mezinarodni laboratorni hantyrce nazyva "lab-on-chip". Rada jiz dosazenych vysledki
je velmi slibna a l1ze ocekavat dalsi prudky rozvoj, zejména v oblasti chromatografickych
a elektroforetickych separaci a stanoveni.

2.3.3 Kombinace analytickych metod

vvvvvv

m¢éficich technik — to se v soucasné dobé mezinarodné nazyva "hyphenation". Ve vétsing ptipadu
jde o kombinaci jedné ¢i vice vysokoucinnych separacnich technik s vice detekénimi technikami.
Moznosti kombinaci je neobycejné mnoho, podobné jako rtiznych analytickych problémd, a zalezi
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na analytikovi, aby nalezl nejschidnéjsi cestu k feSeni. Nyni si povSimnu nékterych kombinaci

separace—detekce a jejich moznosti.

b)

d)

234

V poslednich letech doslo k rozvoji v fadé experimentalnich smérd, zejména:

Podstatné se zkvalitnila spektrometricka detekce na diodovém poli (DAD), piedevSim
zlepSenim softwarového vybaveni. Detekce DAD se tak stala naprosto béZznou soucasti
instrumentace.

Laserové aplikace se staly béznymi. To vede ke kvalitativnimu zlepSeni fady méfeni,
predev§im méfeni fluorescence. Vznikly nové techniky, napt. ELS — evaporative light
scattering, MALDI — matrix-assisted laser desorption/ionization.

Hmotnostni spektrometrie se zdokonalila, zlevnila a stala se béznou soucasti laboratofe.
Doslo k zasadnimu rozvoji pfedev§im vlastni instrumentace (hardware) na vSech stup-
nich, od riznych spojovacich c¢asti (interface) se separa¢nimi systémy, ptes zdroje iontd,
az po iontové analyzatory.

Vpfed se posouvaji aplikace vibraéni spektroskopie, nuklearni magnetické resonance
a obdobnych technik, zatim jsou vSak problémy se spojovacimi ¢astmi (interface), ma-
ji-li byt pouzity v ptfimém spojeni s vysokoucinnou separaci.

Par prikladi moZnosti aplikace méricich metod

Predpokladame-li, ze dostatecnd separace analytl je zajiSténa, pak mulzeme uvést tyto zakladni

vlastnosti méficich metod:

a)

b)

c)

d)

Spektrometricka detekce v ultrafialové a viditelné oblasti. Tazny kin pfi analyzach,
nebezpeci prekryvani signalll analyt

Fluorimetrie, voltametrie. Vysoce citlivé metody, avSak méné robustni. Za vhodnych
podminek vSak voltametrie mtze byt az piekvapivé odolna vici vlivim matrice vzorki.

Nizkofrekvencni a vysokofrekvenéni konduktometrie. Nizkofrekvenéni konduktomet-
rie je pohodlna metoda pro stanoveni iontl (viz elektroforéza), zatimco vysokofrekvencni
meéfeni impedance je univerzalni a stalo se v poslednich letech velmi atraktivnim.

Méieni indexu lomu, polarimetrie, evaporative light scattering (ELS). Tyto méfici
postupy nejsou piilis citlivé a hodi se pro velké molekuly; musi byt citlivé vybrany.

Atomova absorpéni spektrometrie (AAS), atomova emisni spektrometrie (AES),
spektroskopie v indukéné vazaném plasmatu, opticka emisni (ICP-OES) a hmotnost-
né spektrometricka (ICP-MS). Tyto metody umoziuji prvkovou analyzu a jejich aplika-
ce je spiSe v anorganické oblasti, nicméné mohou najit pouziti ve specialnich ptipadech

Infradervena a Ramanova spektroskopie, nuklearni magnetickd resonance, hmot-
nostni spektrometrie. Tyto metody jsou pfedevsim uziteéné pii urCovani struktury orga-
nickych molekul. Hmotnostni spektrometrie a jeji vyssi fady MS/MS, (MS)”, maji velky
potencial v objemnych databazich. Nuklearni magnetickd resonance je nakladna. Infra-
Cervena spektrometrie ma hlavni problém ve Spatné propustnosti vodnych roztoki pro po-
ttebné vinové délky. Ramanova spektrometrie je velmi nad€jna, zatim vsak jeji analytické
aplikace nejsou pfili§ rozvinuty.
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2.4 Zavér

Volba analytického feSeni konkrétniho problému z Sirokych moznosti musi vyplyvat ze systema-
tické spoluprace vsech zacastnénych odbornikil, v tomto ptipad¢ analytikll, biochemikl a biofyzi-
ki, 1ékart a biologil. Tato spoluprace pak vede i dale, k rozvoji novych pfistupt, technik i interpre-
taci, které prispivaji k rozvoji vSech zicastnénych disciplin.

Prednasky v ramci tohoto kursu by mély demonstrovat soucasny stav a naznacovat cesty
dale do budoucnosti. Namét této prednasky je natolik obecny a Siroky, Ze neni mozné uvadet se-
znamy konkrétni literatury, a proto cituji jen nékolik nedavnych publikaci, které vSak obsahuji
mnoho odkazi na dalsi literaturu.
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3. VYUZITI ANALYTICKYCH METOD VE
FARMAKOLOGII

prof. MUDr. Frantisek Perlik, DrSc.,
Farmakologicky ustav 1. LF UK Praha
fperl@lfl.cuni.cz

Technicky pokrok a nové analytické metody podstatné rozsitily moznosti farmakologie pfi kvanti-
tativnim i kvalitativnim stanovovani 1é¢iv v biologickém materialu. Vybér analytické metody je
ovlivnén fyzikalné chemickymi vlastnostmi 1é¢iva, jeho koncentraci v biologickych tekutindch,
metabolismem i znalosti farmakokinetiky. Nemaly vyznam maji téz pozadavky praxe na pocet,
rychlost a pfesnost stanoveni i ekonomické moznosti. Cilem piispévku je ukazat ptiklady vyuziti
analytickych metod pfi studiu farmakokinetiky a metabolismu nové vyvijenych 1é¢iv i pii jejich
klinickém pouzivani.

Vyvoj nového léku je ¢asove i ekonomicky narocny proces, ktery v preklinické i klinické
¢asti zajistuji tymy védeckych pracovniki s interdisciplinarnim zaméfenim. Cilem preklinické ¢asti
vyzkumu je porozumét, co se déje s podanou latkou v organismu, jak lze vyuzit tyto poznatky ke
zlep$eni 1éku, pii Gpravé davkovani a zvyseni bezpecnosti. Cinnosti soustied'ujici se na tyto oblasti
zahrnuji bioanalyzu, farmakokinetiku a metabolismus ¢kt [1].

Po objevu nového I¢ku je prioritou dalsiho vyzkumu vybér farmakologicky aktivni latky,
pripadné vhodného analoga.

3.1 Vyznam fyzikalné-chemickych faktori

Poznatky o fyzikalné-chemickych vlastnostech latky vyznamné ovliviji jak piipravu 1ékové for-
my, tak jeji osud v organismu i moznosti detekce.

Pohyb latek v organismu vyrazné zavisi na prostupu hydrofobnimi bariérami. Nepolarni
latky se snadno rozpoustéji v lipidech, coz usnadiiuje jejich difuzi bunéénymi membranami. Roz-
pustnost v lipidech tak ovlivituje fadu farmakokinetickych procest, napt. rychlost absorpce ze stie-
va, prunik do centrdlniho nervového systému i rozsah a zptisob eliminace.

Dalsi dulezitou vlastnosti je stupen ionizace 1é¢iva. Neionizované formy jsou lipofilngjsi,
snadnéji prochazeji lipoidnimi membranami a v ustaleném stavu dosahuji stejné koncentrace ve
vSech organech [2].

Rozdily hodnot pH v jednotlivych tkanich zpiisobuji, Ze za rovnovazného stavu se bude
lisit celkova (ionizovana a neionizovana) koncentrace 1é¢iva v riznych télesnych kompartmentech.
Kyselé 1é¢ivo se koncentruje v kompartmentu s vys§im pH. Z téchto poznatkli napt. vyplyva, ze
kyselé pH zalude¢niho obsahu pfiznivé ovlivituje absorpci slabych kyselin. Rozdily v pH jsou také
vyznamné pii exkreci ledvinami. Alkalizaci moci lze naptiklad zvysit vylucovani slabych kyselin.

3.2 Farmakokinetické procesy

Vyvoj citlivé a specifické bioanalytické metody umoziuje studium osudu latek v plazmé i moci
a podstatné ovliviiuje preklinicky i klinicky vyvoj 1éciv. Kromé vlastniho stanoveni koncentrace
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léciva napomaha bioanalyza detekci endogennich latek, které jsou odezvou na farmakologické
pusobeni nebo vyvoj nemoci.

Plazmatické koncentrace 1éCiva ziskané pti preklinickém vyvoji nebo pifi hodnoceni
u Clovéka se pouzivaji k vypoctu farmakokinetickych parametrt. Jejich uréeni napomaha optimali-
zovat davkovani a sniZit toxicitu.

Casovy priibéh pohybu 16¢iv v organismu studuje farmakokinetika, kterd se zabyva
zejména kvantitativnimi zavislostmi vstupu 1é¢iv do organismu, vlivem prvniho prutoku jatry, celko-
vou biologickou dostupnosti, distribuci a redistribuci 1éCiv, biotransformaci v jatrech a eliminaci led-
vinami. V souhrnu popisuje farmakokinetika absorpci, distribuci a eliminaci latek. Tyto d¢je lze po-
psat matematickymi metodami a farmakokinetickou analyzou urcit farmakokinetické parametry [3].

3.2.1 Farmakokinetické parametry

Mezi klinicky vyznamné parametry fadime distribu¢ni objem, polocas, celkovou clearance
a biologickou dostupnost. Distribuéni objem (V) u jednokompartmentového farmakokinetické-
ho modelu vyjadfuje pomér mezi nitrozilné podanou narazovou davkou 1é¢iva (D) a koncentraci
1é¢iva v Case 0 (Cp):

Vd = D/Co

Distribu¢ni objem je odvozeny parametr, ktery ma omezeny fyziologicky vyznam. Je to zptisobeno
tim, Ze se vychazi z ptedpokladu rovnomérného rozdéleni 1é¢iva v organismu. V klinické praxi se
distribu¢ni objem uplatiiuje pii stanoveni po&atedni (narazové) davky. Cim vétsi je distribuéni ob-
jem, tim mensi je koncentrace dosazena po stejné davce 1éc¢iva.

Polocas eliminace (¢;) je farmakokineticky parametr, ktery charakterizuje rychlost eli-
minace lé¢iva z organismu. Nevyhodou tohoto parametru je jeho zavislost na poméru hodnot dis-
tribuéniho objemu (V) a celkové clearance 1é¢iva (CL). Pti pouZiti jednokompartmentového mode-
lu plati vztah

t,=0,7V4/CL

Polocas eliminace je mirou schopnosti organismu eliminovat 1é¢ivo pouze za predpokladu, Ze se
neméni distribucni objem 1é¢iva. V klinické praxi ndm polocas usnadiiuje odhadnout nastup ustale-
ného stavu (Css) pii opakovaném podavani 1éciva. Ustaleny stav je charakterizovan dosazenim
rovnovahy mezi rychlosti pfivodu lé¢iva a jeho eliminaci z organismu, ustaleny stav vznika po
uplynuti 4-5 polocast. Dosazeni ustaleného stavu je prakticky vyznamné pro terapeutické monito-
rovani 1éciv, kdy hodnotime dosazeni doporu¢ovaného terapeutického rozmezi. Pokud se 1éCiva
podavaji v intervalu krat§im, nez je dvojnasobek polo¢asu, potom dochazi k jejich vyrazné kumu-
laci. Mnozstvi l1éku v ustaleném stavu zavisi vzdy na davce a frekvenci podéavani.

Celkova clearance (CL) je mimotadné vyznamny farmakokineticky parametr, ktery vy-
jadfuje mnozstvi plazmy nebo krve, které se uplné ocCisti od dané latky za jednotku Casu vSemi
elimina¢nimi cestami. Clearance je urcujici parametr davkovani 1éCiv pfi jejich opakovaném poda-
ni. Na clearance se podili distribuce 1éCiva, jeho metabolismus a exkrece. Celkova clearance se
nejcastéji urcuje z teoretickeho vztahu

CL =D/AUC
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Pti jednorazovém nitrozilnim podani davky 1éCiva (D) je nutné nejprve urcit celkovou plochu pod

kfivkou koncentraci v ¢ase 0-00 (AUC ¢.,).

Biologicka dostupnost souhrnné oznacuje podil uc¢inné latky, ktery se dostava do systé-
mového krevniho obéhu. V praxi se biologicka dostupnost tyka zejména peroralniho podavani 1ék.
Prvni etapa zahrnuje farmaceutické déje jako jsou dezintegrace a disoluce galenické formy léciva.
Tyto procesy jsou ovlivnény zpracovanim 1éCiva do 1ékové formy a vytvareji zakladni pfedpoklad
uspésné absorpce. Jestlize riizni vyrobci uvadeéji na trh tutéz G¢innou latku, mohou se rtzné pfi-
pravky liSit rozdilnou biologickou dostupnosti. Zakladnim pfedpokladem registrace nového gene-
rického ptipravku je prtikaz bioekvivalence. Podle soucasné definice jsou dva piipravky bioekvi-
valentni, jestlize jsou farmaceuticky ekvivalentni nebo farmaceuticky alternativni a jestlize jejich
biologicka dostupnost je po podani stejné molarni davky natolik podobna, Ze 1ze ptedpokladat stej-
nou ucinnost i bezpecnost ptipravki.

Pro registraci 1éCiv i pro jejich pouzivani je dulezity termin pfipravky v zasadé podob-
né. Jsou to takové piipravky, které¢ maji kvalitativné i kvantitativné shodny obsah Gc¢innych latek,
stejny zpusob pouziti a jejichz 1ékova forma je totozna nebo ma obdobné vlastnosti. Pripravky,
které splnuji tuto definici, umoziuji vyuzit odkaz na tdaje jiného, jiz v registraci schvaleného 1¢¢i-
va. Pfi bioekvivalen¢nich studiich se srovnava relativni biologicka dostupnost nové 1ékové formy
se standardem.. Pomoci farmakokinetickych parametri se posuzuje vzdy rychlost i mnozstvi vstie-
bané latky. Cilem je prikaz ekvivalence v akceptovatelném rozmezi. Z toho vyplyvaji i pozadavky
statistické analyzy. Dva léky jsou bioekvivalentni, jestlize 90%ni interval spolehlivosti poméru
testované 1éCivo/referenéni 1é¢ivo lezi uvnitf intervalu 0,8 az 1,25.

Z klinického pohledd mize byt biologicka dostupnost ovlivnéna fadou patologickych
stavil a interakci pii vstiebani 1é¢iv. Vyznamna je téZ netiplna biologicka dostupnost zptisobena tzv.
presystémovou eliminaci, zahrnujici u peroraln¢ podavanych 1éciv biotransformaci 1é¢iva ve stiev-
ni sliznici nebo pii priichodu portalnim obhem. Uginek prvniho priichodu jatry (first-pass effect)
se uplatiiuje u 1éCiv s vysokym jaternim extrakénim koeficientem, jejichz jaterni clearance je vy-
znamn¢ ovlivnéna zménami krevniho prutoku jatry.

3.3 Biotransformace l1é¢iv

Soucasti studia pohybu podané latky v organismu je i sledovani pochodii, které méni strukturu
l1éciva. Pocet pouzivanych IéCiv je velky, ale pfesto se jejich biotransformacni pfeména v organis-
mu dé¢je na zakladé relativné malého poctu reakci. Jejich cilem je vytvorit hydrofilnéjsi, polarngjsi
metabolity vylucujici se z organismu snadnéji nez pivodni lipofilni latka. Znalost téchto metabo-
lickych cest je pti preklinickém vyvoji vyznamna pro vybér vhodného zviteciho druhu, ktery nejlé-
pe odpovida situaci u ¢lovéka. Nemén€ vyznamna je i znalost enzymu s biotranformacni aktivitou
umisténych pfedevsim v endoplazmatickém retikulu a cytosolu. Pfevazna cast biotransformacnich
oxida¢nich reakci je katalyzovana cytochrom P450 monooxygenasovym systémem. Prestoze je
u Clovéka popsano vice nez 50 riiznych proteinti cytochromu P450, probihd metabolismus 1é¢iv
prevazné péti az Sesti hlavnimi enzymovymi cestami.

3.3.1 Metabolicky polymorfismus

Schopnost organismu 1é¢iva metabolizovat a eliminovat je ¢asto ovlivnéna genetickou vlohou or-
ganismu [4,5]. Pfiblizné 40 % IéCiv je pfitom odbourdavano geneticky polymorfni cestou, pficemz
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nejvyznamnéjsi je cytochrom P450 2D6 (CYP2D6). Polymorfismus metabolické cesty znamena, ze
mizeme v populaci nalézt jedince, u kterych je ptislusna enzymaticka aktivita neaktivni (tzv. po-
mali metabolizatoti, PM), jedince s nekompletnim deficitem aktivity enzymu (intermediarni meta-
bolizatofi, IM) i skupinu rychlych metabolizator (EM) s obvyklou aktivitou metabolické piemény.
U enzymu 2D6 cytochromu P450 zndme také jest¢ skupinu tzv. ultrarychlych metabolizatord
(UM), coz jsou lidé s neobvykle vysokou aktivitou metabolické cesty CYP2D6.

Pfi podavani obvyklych davek 1é¢iv dochazi u pomalych metabolizatori ke kumulaci
latek. Jejich vysoké koncentrace v cilovych tkanich se mohou projevovat jako toxické a nezadouci
ucinky 1ékti. Naopak u ultrarychlych metabolizatori nedochdzi k vytvoreni ustaleného stavu
a i koncentrace 1éciv v cilovych tkanich mohou byt niz$i nez minimalni uc¢inné. Proto jsou tito lidé
rezistentni k béznému terapeutickému davkovani. Hlavnimi formami cytochromu v lidskych jat-
rech jsou dale CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2EI a CYP3A4.

3.3.2 Farmakogenetika

Perspektivni jsou metody zaméfené na odhalovani genetického polymorfismu v metabolismu 1é¢iv,
jehoz podstatou jsou genové mutace. V podminkach in vivo se provadi urovani fenotypu a geno-
typu. Genotyp lze urcit analyzou DNA pomoci PCR. Analyza vychazi z polymorfismu délky re-
strikénich fragmentti RFLP (restriction fragment lenght polymorphism), na néz je DNA S$tépena
endonukleasami, a to v misté sekvence bazi specifickych pro kazdy enzym.

Uvedenymi otazkami se zabyva farmakogenetika, ktera se snazi tyto determinanty neje-
nom popsat, ale na zaklad¢ jejich znalosti individualizovat terapii a predikovat metabolickou pie-
ménu i odpovéd nemocnych na konkrétni 1é¢ivo. Z dosavadnich poznatkl je zfejmé, ze kromé
vlastniho genotypu jednotlivych forem cytochromu P450 rozhoduje o aktualni metabolické aktivite
fenotypu i fada dalSich zevnich faktort. Podili se na nich procesy metabolické indukce a inhibice
metabolizujicich enzyml vyvolané soucasné podavanymi jinymi lé¢ivy nebo slozkami potravy.
Vyznamnou soucasti vnitinich faktort je chorobny stav, napf. jaterni cirhoza, vedouci ke snizeni
syntézy fady enzymi. Vysledna metabolicka aktivita jednotlivych enzymt — metabolicky fenotyp
1é¢iva — se testuje pomoci tzv. modelovych substrati (tab 3.1).

Princip stanoveni fenotypu spoc¢iva v podani latky, ktera je pro testovany enzym vysoce
specifickym substratem. Rychlost biotransformace modelové latky musi zaviset piedevsim na akti-
vit¢ studovaného enzymu, nikoli na pritoku krve jatry. Podle metabolického poméru mateiska
latka/metabolit se testovany subjekt zatadi do odpovidajici skupiny, kterou napt. ozna¢ujeme jako
,pomali metabolizatofi* nebo ,,rychli metabolizatofi®.

Klinicka farmakologie vyuziva vysledky fenotypizace i genotypizace pii odhalovani inte-
rindividualnich rozdilti v metabolismu 1é¢iv, coz prispéiva k optimalizaci 1é¢by a sniZeni vyskytu
nezadoucich uc¢inkd.

34 Terapeutické monitorovani léciv

Piasobeni 1éCiv se uskutec¢iiuje na riznych urovnich: na urovni celého organismu, na trovni jednot-
livych organi a tkéni i na Grovni bunécné a molekularni. Urcujicim Cinitelem farmakologického
pusobeni je koncentrace 1éCiva [6].
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Tab. 3.1: Piehled modelovych substrdtii a moznosti jejich pouZiti

Enzym Modelova Vyhody Nevyhody
latka
CYP1A2 coffein relativni bezpecnost, vhodné bio- | komplexni metabolismus s podi-
logické vzorky: krev, sliny a mo¢, |lem fady dal$ich enzymut; CL
soucasné¢ lze uréit fenotyp coffeinu i metabolitll zavisi na
N-acetyltransferasy krevnim prutoku
theophyllin méné komplikovany metabolismus | mala korelace poméru v plazmé
a moci
CYP2C9 tolbutamid riziko hypoglykémie, nedostatecna
validace in vivo
phenytoin pomer v plazmé i v moci uzké terapeutické okno; CL renalni
zavisla na prutoku
warfarin S-warfarin je téméf vyhradné me- | riziko krvaceni, nedostate¢na vali-
tabolizovan CYP2C9 dace in vivo
losartan relativni bezpecnéjsi nez jiné latky | metabolicky podil dalsich enzymut
CYP2C19 mephenytoin | dobra detekce PM riziko nezadoucich cinkt, nedo-
statecné koncentrace u ¢asti vzor-
ka
omeprazol snadngjsi detekce a moznost odli- | omezeny pocet publikaci in vivo
Seni subjektd s vysokou aktivitou,
vEtsi bezpecnost
proquanil dostate¢né mnozstvi literarnich neuplné odliseni PM od EM ve
udajt vzorcich moci
CYP2D6 dextromethor- | dostupnost 1éCiva a moznost vySet- | mozné nepfesnosti u subjektil se
phan feni plazmy, slin i moc¢i snizenou renalni funkci.
debrisoquin snadnéjsi rozliSeni osob s vyssi riziko nezadoucich G¢inkd, neni
aktivitou pouzivan jako 1é¢ivo
spartein moznost pouziti u subjektt se riziko nezadoucich G¢inkd, neni
snizenou renalni funkci pouzivan jako 1é¢ivo
metoprolol Siroké terapeutické pouziti vysoce variabilni korelace
s ostatnimi latkami
propafenon relativné casté klinické pouziti maly pocet publikaci
CYP2E1 chlorzoxazon | jedind dobfe popsana modelova pravdépodobna spoluuicast dalsich
latka enzymi
CYP3A cortisol endogenni substrat moznost extrahepatalniho metabo-
lismu, pouzitelny pouze k detekci
indukce
midazolam neni substrat pro glykoprotein P mozny vliv pritoku krve jatry,
nutnnost vicenasobnych odbéra
krve
dapson soucasné stanoveni aktivity moznost extrahepatalniho metabo-
N-acetyltransferasy lismu, slaba korelace s ostatnimi
modelovymi latkami
dextromethor- | soucasné stanoveni aktivity ovlivnéni metabolismu jinymi
phan CYP2D6 enzymy, slaba korelace s ostatnimi
modelovymi latkami.
14C- dostate¢né ovéfeni in vivo substrat glykoproteinu P, moznost
erythromycin ovlivnéni vazbou na proteiny

21




Cilem této oblasti farmakologie je vytvorit objektivni zaklad pro racionalizaci davkovani
1€k, ale také pro individualizaci 1écby, ktera ptihlizi k odliSnostem jednotlivych nemocnych. Sna-
ha o individualni upravu davkovani ma velky vyznam pfi zajiSténi efektivnosti terapie a snizeni
nezédoucich ucinkd.

VétSina 1€kt vykazuje charakteristicky vztah mezi davkou a ucinkem, jak na urovni indi-
vidualniho nemocného, tak v dané skupin¢ nemocnych.

Pfi blizsi analyze se dale ukazalo, ze intenzita farmakologického pisobeni 1é¢iv koreluje
Iépe s plazmatickou koncentraci nez s davkou léCiva. Z téchto zakladnich ptedpokladii vychazi
1 terapeutické monitorovani 1é¢iv, které se snazi o klinické vyuzivani urovani koncentrace 1&¢i-
vych latek v organismu s cilem individualni pravy davkovani. Individualni uprava davky se opira
o dosazeni specifické cilové koncentrace 1éciva. Tim se snizuje hlavni zdroj variability koncentraci
1é¢iva, ktery je zplsoben individualnimi rozdily ve farmakokinetice. Ovlivnéni cilové koncentrace
integruje davku, koncentraci a ucinek s cilem ptesn¢j$iho pochopeni farmakokinetiky a farmako-
dynamiky léku u individudlniho nemocného.

Charakteristickymi rysy 1é¢iv vhodnych pro monitorovani jsou tyto vlastnosti: malé tera-
peuticka Sife, nebezpeci toxicity, velka interindividualni variabilita, strma zavislost mezi davkou
a ucinkem, definovany vztah mezi koncentraci a u¢inkem, dlouhodobé 1éceni, nelinearni farmako-
kinetika, Zivot ohrozujici stavy a dostupnost analytické metody. Pfiklady monitorovanych 1é¢iv
a doporucované rozmezi terapeutickych koncentraci shrnuje tab 3.2.

3.5 Zaveér

Analytické metody 1éCiv a cizorodych latek maji nezastupitelné misto nejenom pii preklinickém
1 klinickém vyvoji 1éCiv, ale také po jejich zavedeni do S$irsi terapeutické praxe. Pomahaji optimali-
zovat davkovani a spoluptisobi pfi prevenci nezadoucich ucinkd.
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Tab. 3.2 Obvyklé terapeutické rozmezi léciv

Obvykle doporuc¢ované rozmezi:

Lécivo Doba nastupu
minimalni G¢inna koncentrace Cg; i, , nebo maximalni ustalené¢ho

bezpecna koncentrace Cg max (0boji v mg l’l) stavu

Aminoglykosidova antibiotika
Cismin Cis max

Amikacin 3-5 20-30 8 hodin
Gentamicin 1-2 5-10 8 hodin
Netilmicin 1-2 5-10 8 hodin
Tobramycin 1-2 5-10 8 hodin
Antiarytmika
Amiodaron 1,0-2,5 > 1 meésic
Disopyramid 2-5 24 hodin
Chinidin 1-5 24 hodin
Lidokain 1,5-5 12 hodin
Mexiletin 0,5-1,9 2 dny
Prokainamid 3,6-10 16 hodin
Sotalol 1-2,5 48 hodin
Antiepileptika
Ethosuximid 50-100 8 dntl
Fenobarbital 15-40 2 tydny
Fenytoin 10-20 > 2 tydny
Karbamazepin 5-12 2 tydny
Klonazepam 0,025-0,075 5 dna
Kyselina valproova 50-100 40 hodin
Primidon 5-15 2 dny
Psychofarmaka
Amitriptylin 0,1-0,25 3 dny
Haloperidol 5,2-15 3 dny
Imipramin 0,12-0,3 2 dny
Lithium 5,5-7 3 dny
Nortriptylin 0,05-0,15 5 dnu
Ostatni
Cyklosporin 0,08-0,25 3 dny
Digoxin 12 ugl”! 7 dntl
Salicylaty 150-300 2-5 dnd
Theofylin 10-20 36 hodin
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41 Uvod

Jednou z technicky nejjednodussich cest, jak ziskat informace o chemickém slozeni, molekulové
struktuie a molekularnich interakcich v buiikach a tkanich, je vibraéni spektroskopie. Kazda zména
molekulové struktury se vice ¢i méné€ projevi ve vibra¢nim spektru, a pokud je tato zména charak-
teristicka pro urcitou nemoc, lze vibracni spektroskopii vyuzit jako velmi uc¢inny analyticky ¢i dia-
gnosticky nastroj, a to jak ex vivo, tak in vivo. Snaha o uplatnéni vibracni spektroskopie v mediciné
je velmi rozsahla a sleduje tadu cilt:

. nahrazeni soucasnych invazivnich technik metodami neinvazivnimi nebo minimalné in-
vazivnimi,

. kontinualni monitoring,

J fizeni chirurgickych zasahu,

J monitorovani ucinku 1ékt ¢i radiacni terapie,

J identifikaci patogennich mikroorganizmi,

o charakterizaci vzorku tkani,

a fadu dalSich. V soucasnosti existuje fada studii, které moznosti vibracni spektroskopie piesveédci-
v¢ dokumentuji, na druhé strané zfejme neexistuje zadna, ktera by byla dotaZena do rutinni klinické
praxe. Je pro to fada divodu, které budou dale stru¢né diskutovany.

Vibracni spektrum ziskavdme obvykle dvéma technikami: infracervenou spektroskopii
a Ramanovou spektroskopii. Vznik infra¢erveného a Ramanova spektra se tidi odliSnymi zakoni-
tostmi, interpretaci spekter vSak ziskame podobnou informaci.

Infracervena spektroskopie obvykle vyuziva absorpéniho experimentu: na vzorek ne-
chame dopadnout svazek infracerveného zareni a zjistujeme, k jakému zeslabeni doslo po pricho-
du méfenym vzorkem pro jednotlivé vinové délky dopadajiciho zafeni. Infracervené zareni délime
na oblast blizkou, stfedni a dalekou. Nejsnaze interpretovatelné informace nese oblast stfedni, pro
kterou je také charakteristickd pomérn¢ silna absorpce zateni. Diky tomu je vrstva vzorku, kterou
potfebujeme méfit, velmi tenka, fadu desitek mikrometrti. To je v fade€ ptipadti vyhoda, Castéji vSak
nevyhoda, nebot’ je tfeba zkoumany vzorek vhodnym zptsobem fedit. Podstatné mensi absorptivitu
pozorujeme v blizké infracervené oblasti, kde zafeni mize prochazet vrstvami podstatng tlustsimi,
interpretace spekter je vSak vétSinou podstatné komplikovanéjsi a spokojujeme se proto s jejich
chemometrickym hodnocenim.

Ramanova spektroskopie je technika zalozenid na rozptylu zafeni. Interakce fotonil
s vibrujicimi molekulami vzorku vede k pruzné srazce (Rayleighliv rozptyl) ¢i nepruzné srazce
(Ramantv rozptyl). Zatimco v prvnim ptipad¢ foton zachovava svoji frekvenci, pfi Ramanové roz-
ptylu se jeho frekvence zméni o diferenci odpovidajici rozdilu vibra¢nich hladin v molekule. Pii-
spévek se podstatné Castéji odecita (Stokesovy linie) nez pficita (anti-Stokesovy linie). Pro ozareni
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vzorku pouzivame vhodny laser, a to nejcastéji v oblasti viditelného zafeni: napt. helium-neonovy
laser s excitacni vlnovou délkou A = 633 nm, argonovy laser s A = 458 nm. Ramantiv efekt je velmi
slaby: jen Cast zafeni je rozptylena nepruzné a intenzita Ramanova zafeni je podstatné slabsi nez
intenzita zafeni Rayleighova. Ramaniv rozptyl mize byt navic piekryt fluorescenci, pokud pro
excitaci pouzijeme laser o vlnové délce schopné prevést molekuly zkoumané latky do excitovaného
elektronového stavu. Vyhodné je proto pouzit k excitaci zateni o takové vlnové délce, kterd ve
zkoumané latce fluorescenci nevyvold, tedy z oblasti blizké infracervené. Optimalni je oblast
785 az 840 nm, kterad je kompromisem z hlediska minimalizace interference fluorescence a moz-
nosti vyuzit oblast vysoké citlivosti CCD-detektort.

Soucasny rozvoj mikroelektroniky, laserové i pocitacové techniky zpisobil, ze infracer-
vena i Ramanova spektroskopie jsou dnes technikami rutinnimi. V poslednich nékolika letech pro-
délala rychly vyvoj predev§im Ramanova spektrometrie, ktera piestala byt nakladnou technikou
vyluéné pro specializované laboratore.

Infracerveny spektrometr je dnes konstruovan vétsinou na principu Michelsonova skeno-
vaciho interferometru. Vysledkem méfeni je interferogram, ktery se na infracervené spektrum pie-
vadi Fourierovou transformaci (FT). Hovotfime proto o FTIR-spektrometru, jehoZ pracovni rozsah
muze byt optimalizovan pro dalekou, stfedni ¢i blizkou infra¢ervenou oblast. Pfistroj 1ze doplnit
mikroskopem s dosazitelnym rozliSenim 10 pum.

Ramanova spektroskopie s viditelnou excitaci dnes vyuziva velmi uc¢inné holografické
miizky a filtry (notch-filtry), které dovoluji konstruovat spektrografy o minimalnich rozmeérech.
Ramanova mikroskopie dovoluje o fad vyssi rozliSeni nez mikroskopie infraervend, tj. ca 1 pm.
Excitacni i Ramanovo zéafeni Ize vést optickymi vlakny, coz usnadiiuje fadu experimentd. Pfi exci-
taci v blizké infracervené oblasti (Nd:YAG laser, 4 = 1 064 nm) se pro méfeni pouziva Michelso-
nuv skenovaci interferometr schodny s FTIR-spektrometrem optimalizovanym pro blizkou infra-
cervenou oblast.

Pomoci infracervené i Ramanovy spektroskopie 1ze provadét také spektralni zobrazovani
(imaging).

V dalsim textu jsou shrnuty nékteré aplikace vibracni spektroskopie, které se autorovy jevi-
ly jako zajimavé. Nejde zdaleka o vycet vyCerpavajici a dotyka se jen nékterych oblasti vyzkumu.

4.2 Analyza ex vivo

4.2.1 Analyza télnich tekutin bez pouZiti ¢inidel

Jednou z nejpouzivanéjsich analytickych technik je absorpcni spektrometrie ve viditelné oblasti. Ta
je atraktivni pfedevSim pomérné levnou instrumentaci, kterou lze také relativné snadno automati-
zovat a dosahnout tak velké prostupnosti vzorkil. Nevyhodou je skutecnost, Ze vétSina latek nevy-
kazuje dostateCnou absorpci ve viditelné oblasti, a proto je nutno analyt prevadét vhodnou reakci
na barevny reak¢ni produkt. To sebou nese fadu problémi principialnich (nutno zohlednit kinetiku
reakce, interference ostatnich latek), ale i problémut technickych ¢i ekonomickych (cena Cinidel,
nezbytnost pouZiti organickych rozpoustédel atp.).

Vibracni spektrum nese naproti tomu Casto tolik informaci, Ze danou latku mizeme na
zéklad¢ tohoto spektra spolehlivé identifikovat i v pomérné slozité matrici. Typickou ukazkou jsou
pokusy stanovovat klinicky dilezité analyty v krvi, krevni plazm¢, moci atp. Problému s vysokou
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absorpci vody se Ize s uspéchem vyhnout, pokud se vlastni méfeni provadi na vysusenych vzorcich
télnich tekutin. Velmi dobrych vysledkl bylo dosazeno napft. pti kvantifikaci glukosy a mocoviny
v plné krvi. Vzorek plné krve byl nejdiive doplnén zfedénym roztokem thiokyanatanu draselného
a poté jeho Cast odpatfena na okénku z fluoridu barnatého. Spektra byla ziskana transmisni techni-
kou a thiokyanatan draselny slouzil k normalizaci spektra, a tim k eliminaci variaci v tloust’ce vrst-
vy. Dosazena hodnota SEP (standard error of performance) &inila pro glukosu 1,20 mmol L™, pro
mod&ovinu 0,7 mmol L', Bylo rovn&z ukazano, e metodu lze kalibrovat pfimo na hodnoty ziskané
na krevnim seru.

S vyhodou lze vyuzit také techniku zeslabeného totalniho odrazu (attenuated total re-
flection, ATR). V tomto ptipadé je vzorek umistén na krystal o vysokém indexu lomu, na némz
dochazi k totalnimu odrazu infracerveného zafeni. Totalné odraZzeny svazek paprski dava na roz-
hrani s opticky fid$im prostfedim vzniknout evanescentni ving, ktera je zeslabena v zavislosti na
absorpcnich vlastnostech tohoto prostfedi. Odrazeny svazek paprskl tedy nese analogickou infor-
maci jako svazek, ktery proSel vzorkem pfi transmisnim experimentu. Vhodnym materialem pro
krystal je napf. diamat a pro mikrohranol o ploge 1 mm? a vzorky sera o objemu 1 pL Ize dosdhnout
SEP 0,11 mmol L. Jsou &inény pokusy analyzovat vzorky o objemu stovek nanolitri.

4.2.2  Analyza tkani

Zvlastni pozornost je vénovana moznosti vyuzit Ramanovu spektroskopii pro diagnostiku rakovin-
nych tkani, zejména rakoviny prsu. Vychazi se z faktu, ze napf. mamograficky nalezené 1éze jsou
ze 70-90 % benigni, pticemz plna diagnostika trva az n€kolik mésicti a vyzaduje Casto opakované
biopsie. Snaha je nalézt takové znaky v Ramanové spektru, které dovoli benigni a maligni 1éze
bezpecné odlisit. K jejich odhaleni Ize pouzit chemometrické techniky (napf. analyzu hlavnich
komponent, PCA), byl ale také navrzen morfologicky model, ktery hledd maximalni shodu makro-
skopickou technikou ziskaného spektra s modelem tvofenym linearni kombinaci spekter jednotli-
vych morfologickych slozek ¢i chemickych komponent. Tento model sestdva napt. ze spektra bu-
nééné cytoplazmy, bunééného jadra, tuku, B-karotenu, kolagenu, hydroxyapatitu vapenatého, di-
hydratu oxalatu vapenatého a lipid (podobnych cholesterolu). Vysledkem je sada koeficientl cha-
rakterizujicich jednotlivé tkang.

S vyhodou je pro tyto studie mozno pouzit mapovaci techniku nebo techniku spektralniho
zobrazovani. V prvnim piipad¢ ziskavame postupné jednotliva spektra pro kazdy zobrazovany
element obrazu, v druhém ziskavame celkovy obraz pro jednotlivé vinové délky a spektra poté
rekonstruujeme pro jednotlivé pixely zobrazovaciho elementu.

Vétsina spektroskopickych studii analyzuje zmrazené nebo Cerstvé vzorky tkani. Existuje
vsak velké mnozstvi vzorki uloZzenych v bankach nadort, které jsou pro tyto ucely fixovany forma-
linem a ulozeny v parafinu. Odstranéni parafinu predstavuje pomérné naroény krok, ktery by se
mohl projevit dal$imi chemickymi zménami vzorku. Byla proto navrZzena kombinace
FT-infracerveného spektralniho zobrazovani a chemometriky, kterd dovoluje rozlisit oblasti tumoru
od ostatni tkan¢ a parafinu.
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4.3 Analyza in vivo

4.3.1 Neinvazivni méreni

Jako neinvazivni oznacujeme takové meéteni, pii kterém nedochazi k pfimému kontaktu mezi pre-
vodnim elementem a zkoumanou biologickou kapalinou. Nejobvyklejsi cestou je zkoumat Cast
tkan¢ svazkem elektromagnetického zateni a idaje o koncentraci hledané slozky extrahovat ze
ziskaného spektra. Jde o velmi naroény ukol, ktery se dosud nepodafilo vyfesit ani pro tak velmi
sledovany analyt, jakym je glukosa. Neinvazivnimu stanoveni glukosy je vénovéno velké usili jiz
témét 20 let, aniz by bylo dosazeno uspéchu. Divodem je to, Ze je potieba urcit velmi malou kon-
centraci glukosy ve velmi komplikované a proménné matrici, coZ je mimotadné obtizné. Uvadi se,
7e zv1aste kritické je rozmezi 2 az 5 mmol L', kde minimalni nespravnost miize mit zdvazné kli-
nické dusledky.

Infracervenou spektroskopii lze aplikovat pouze v blizké infracervené oblasti. Zateni ve
sttedni infracervené oblasti je siln¢ absorbovano vodou a ostatnimi slozkami tkané, takze pronikne
ktzi pouze do hloubky nekolika desitek mikrometrti. Absorpce vody limituje aplikaci i v blizké
infradervené oblasti, aviak oblasti 5 000 az 4 000, 6 500 az 5 500 a 14 286 aZ 7 300 cm ' predsta-
vuji transmisni okna, ve kterych optimalni tloustka méfené vrstvy Cini cca 1, 5, resp. 10 mm.
V pouzité oblasti se musi nachézet ¢isty analyticky signal, ktery je jedine¢ny pro sledovany analyt,
a to s prihlédnutim k variabilité spektra zpiisobené zménami v chemické matrici, ve fyzikalnich
vlastnostech vzorku, ¢i instrumentalnimi a dal$imi podminkami méfeni. Kritickym parametrem,
a vlastng¢ jedinym, ktery miize experimentator do jisté miry ovlivnit, je tloustka méfené vrstvy. Jeji
obtizna definovatelnost spociva mj. ve skutecnosti, ze tkan predstavuje silné€ rozptylujici, hetero-
genni prostiedi, kterym jen ¢ast fotont projde, aniz by jejich drdha byla zménéna. Pfesto existuje
cela fada pokust o komercializaci této techniky. V roce 2006 bylo vyvinuto minimalné Sest ko-
mercnich piistroji pracujicich na principu blizké infracervené spektroskopie, které byly v rizném
stadiu schvalovani u FDA. Hodnoceni jejich ispé$nosti zatim chybi.

K neinvazivnimu sledovani analytti v krvi byla pouzita i Ramanova spektrometrie. Inten-
zita pasu glukosy je v pfipadé¢ transkutanniho méfeni né€koliksetkrat mensi nez intenzita pasi kiize,
které se s pasy glukosy siln¢ prekryvaji, a fluorescence dominuje i pii excitaci vinovou délkou
830 nm. Signal je samoziejmé ovlivnén hloubkou, resp. objemem zasazené tkan¢, a tak vysledky
zatim nejsou prili§ uspokojivé.

Naproti tomu pomérné¢ snadno lze Ramanovu spektroskopii pouzit pro analyzu kize,
napft. pro sledovani karotenoidi v ktizi. Karotenoidy patii mezi latky, u kterych se setkavame s tzv.
resonan¢nim Ramanovym rozptylem. To je pfipad, kdy vinova délka pouzitého laseru excituje
danou latku do excitovaného elektronového stavu a diky tomu dojde k enormnimu zesileni Rama-
nova efektu. Pozorované Ramanovo spektrum je pfitom velmi charakteristické.

Podobné¢ 1ze sledovat obsah karotenoidid v oku a jsou ¢inény pokusy sledovat pomoci této
techniky i dal$i latky, mj. antibiotika nebo glukosu. Zatimco tkané oka jsou pro zafeni relativné
transparentni, podstatné obtiznéjsi je sledovani analyt pod kuzi.

Posledni vyzkum ukazuje i v této oblasti slibné vysledky. Vychazi totiz z pozorovani
rozdilného chovani fotoni excita¢nich fotonti a fotoni Ramanova rozptylu. Pro informace o hlubo-
kych vrstvach vzorku maji nejvétsi vyznam fotony difuzné rozptylené (na rozdil od balistickych ¢i
»hadovitych® fotontl), pficemz Ramanovo zafeni je nejen zeslabovano timto rozptylem (pfipadné
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absorpci), ale také zesilovano diky ptisobeni elasticky rozptylenych fotond. Ramanovo slozka zate-
ni tedy klesa se vzdalenosti mnohem pomaleji nez slozky Rayleighova zateni. Na zaklad¢ pocho-
peni migrace fotont byly navrzeny dva neinvazivni pfistupy: ¢asovy a prostorovy. Ten prvni spo-
¢iva na velmi sofistikované technice schopné odlisit signaly detegované v pikosekundové skale
(Kerrovym hradlem ovlddand Ramanova spektroskopie), druhy na jednoduchém triku sledovani
Ramanova signalu mimo oblast jeho excitace (spatially offset Raman spectroscopy).

4.3.2 Identifikace a charakterizace klinicky dulezitych mikroorganismi

Zajimavou aplikaci vibracni spektroskopie predstavuje také identifikace a charakterizace klinicky
dalezitych mikroorganismu. Slibné vysledky ukéazaly pokusy s méfenim Ramanovych spekter mik-
rokolonii po 6 h pfimo na pevném kultivacnim mediu. Na rozdil od konven¢niho mikrobiologické-
ho pfistupu, ktery vyZaduje n€kolikadenni kultivaci, lze touto cestou ziskat stejné vysledky béhem
jednoho dne, s minimalni spotfebou chemikalii a materialu a bez nutnosti manipulovat se vzorkem.
Vlastni zpracovani dat lze provadét pomoci vhodného softwaru. Metoda vSak vyzaduje peclivou
korekci na proménné parametry, kterymi je obsah vody, mnozstvi a slozeni media atd.

4.4 Perspektivy

Vsechny tyto vysledky ukazuji Siroké moznosti aplikace vibra¢ni spektroskopie v riznych oblas-
tech mediciny. Mezi identifikaci potfeb a implementaci do klinické praxe je vSak fada dilezitych
krokd, které nelze preskodit:

. zhodnoceni technickych a metodickych predpokladi,
U zhodnoceni proveditelnosti,

o zhodnoceni klinické daleZitosti informace,

J optimalizace,

J klinické testy,

. vytvofeni neexpertniho systému,

. dalsi klinické studie.

Rada soudasnych studii je provedena na nedostate¢ném poétu vzorki, nebyly provedeny fadné
klinické testy, neni dostate¢né zajisténa kalibrace pfistroje atp. Ma-li byt dosazeno uspéchu, je tie-
ba velmi tésna spoluprace spektroskopikti, klinickych 1ékaiti, patologti, biochemikt a dalSich speci-
alisttl.
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51  Uvod

Porfyrie fadime do skupiny poruch biosyntézy hemu, jejichz charakteristickym rysem je znacna
rozmanitost klinického obrazu. Ackoli to jsou onemocnéni relativné vzacna, je jejich poznani velmi
vyznamné zejména z hlediska diferencialné diagnostického. I pies velké snahy problematiku téchto
onemocnéni neznaji dostate¢né nejen prakticti 1ékafi, ale mnohdy ani supecialisté. Nizké povédomi
o porfyrické nemoci pfitom neni jen specifikum Ceské republiky, je to problém celosvétovy. Také
laboratorni diagnostika porfyrické nemoci neni jednoduché a je vyznamné ovlivnéna faktem, ze
porfyriny patii mezi latky velmi nestabilni a zejména chromatografické metody stanoveni porfyrint
jsou pomérné komplikované a naro¢né i na interpretaci vysledk.

Cilem tohoto pfispévku je uvést zakladni fakta o porfyrické nemoci, jeji klasifikaci
a rozdéleni, popsat jednotlivé porfyrie a zejména poukazat na komplexni problematiku laboratorni-
ho vysetrovani porfyrii.

5.2 Déleni a klasifikace porfyrii

Porfyrie Ize délit podle rtiznych kritérii, zakladni je déleni na primarni a sekundarni. Jako pri-
marni oznacujeme vSechny porfyrie zplisobené vrozenym defektem nékterého z enzymi biosynte-
tické drahy hemu (Obr. 5.1), za sekundarni porfyrie jsou povazovany defekty ziskané, at’ uz
v disledku napiiklad intoxikace (otrava olovem), nebo pii nékterych systémovych onemocnénich,
jako jsou chronické hepatopatie, lymfoproliferativni onemocnéni nebo hemolytické anémie (nejcas-
t&ji sekundarni koproporfyrinurie).

Dalsi rozdéleni je na porfyrie akutni a chronické. Tento typ klasifikace nejlépe respektu-
je zplsob manifestace porfyrické choroby. Mezi akutni porfyrie fadime akutni intermitentni porfy-
rii (AIP), dale hereditarni koproporfyrii (HK) a porfyrii variegatu (PV). Plumboporfyrie (Dossova
porfyrie) zpusobena vrozenym defektem dehydratasy &-aminolevulové kyseliny) je také akutni
porfyrii, je viak extrémné vzacna a v Ceské republice nebyla doposud diagnostikovana. Mezi chro-
nické porfyrie patii u nas nejcastéjsi porfyria cutanea tarda (PCT) a dale pak velmi vzacné erytro-
poeticka protoporfyrie (EPP) a kongenitalni erytropoeticka porfyrie (CEP, Giintherova porfyrie).

Jinym zptsobem klasifikace je déleni patofyziologické v zavislosti na zdroji nadmérné
produkce porfyrinti. Takto 1ze tyto choroby délit na porfyrie erytropoetické (sem patii CEP a EPP)
a hepatalni (kam fadime AIP, HK, PV a PCT). Existuji také vzacné porfyrie dualni, kombinace
dvou typu porfyrii (nejéastéji AIP + PCT, AIP + HK, AIP + PV, PCT + PV) s charakteristickym
klinickym i diagnostickym obrazem.
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Glycin + Succinyl CoA
Enzym Porfyricka nemoc
kyselina delta aminolevulova
Porfobilinogensyntaza Plumboporfyrie

Porfobilinogen

Hydroxymetylbilansyntaza Akutni intermitentni porfyrie
Hydroxymetylbilan
Uroporfyrinogen Ill syntaza Kongenitalni erytropoeticka porfyrie
Uroporfyrinogen Il
Uroporfyrinogendekarboxylaza Porfyria cutanea tarda
Koproporfyrinogen Il
Koproporfyrinogenoxidaza Hereditarni koproporfyrie

Protoporfyrinogen Il
Protoporfyrinogenoxidaza Porfyrie variegata
Protoporfyrin 1X
Ferrochelataza Erytropoeticka protoporfyrie

Hem

Obr. 5.1: Poruchy biosyntézy hemu

5.3 Porfyrie chronické

Mezi chronické porfyrie fadime zejména nejéast&jsi porfyrickou chorobu v Ceské republice, porfy-
rii cutanea tarda (PCT), dale pak vzacnou erytropoetickou protoporfyrii (EPP) a kongenitalni ery-
tropoetickou porfyrii (CEP).

5.3.1 Porfyria cutanea tarda (PCT)

PCT je nejéastéjsi porfyrii v Ceské republice s vyskytem 1 piipadu na zhruba 5 000 obyvatel, coz
je podstatné vice nez v jinych zemich. PCT klasifikujeme do tiech podtypi:

1) Typ 1, sporadicka PCT, piredstavuje 80 % vSech ptipadit PCT. Je zpisobena defektem
jaterni uroporfyrinogendekarboxylasy. Postihuje predevsim muze ve véku 40-50 let.

2) Typ II je familialni, vzacna, autosomalné dominantné dédi¢na PCT.

3) Typ I je také familialni, vzacna forma PCT, jeji pfi¢ina neni znama.

Existuje jest¢ PCT symptomatica, ktera je zptisobena zevnim Cinitelem. Znama je epidemie této
formy PCT v Turecku v druhé polovin€ 50. let minulého stoleti, ktera byla vyvolana pesticidem
hexachlorobenzenem.

Priznaky PCT lze rozdé¢lit podle organové lokalizace na symptomatologii kozni a jaterni.
Kozni pfiznaky jsou vyjadieny také u CEP a EPP, ackoli tato onemocnéni maji i dalsi typické sym-
ptomy (viz dale).

V klinickém obraze dominuji kozni pfiznaky charakterizované buléznimi lézemi, kozni
vulnerabilitou a jizvenim na oblastech kiize exponované slunci, dale pak postizeni jaterni tkané ve
formé chronické hepatopatie, ktera piechazi asi v jedné tteting€ ptipadt v cirhdzu jater. Vyznamnou
komplikaci onemocnéni je rozvoj hepatocelularniho karcinomu s popisovanou incidenci 4 az 47 %.
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Mezi vyvolavajici faktory nebo faktory zhorsujici prubéh patii abusus alkoholu, akumulace
zeleza v jatrech (asociace s hemochromatézou), soubézna infekce virem hepatitidy C, infekce HIV,
uzivani estrogenti (peroralni antikoncepce, substitu¢ni hormonalni 1é¢ba, hormondlni 1é¢ba pacien-
tl s karcinomem prostaty), koufeni a nizky pfijem vitaminu A a C.

Z hlediska diagnostického je pro PCT patognomicka vysoka hladina plazmatickych porfy-
rintl s typickym emisnim maximem plazmatickych porfyrint pfi 619 nm a dale vysoky odpad por-
fyrind moci (nad 500 pg za 24 hodin) pfi normalnich hladinach ALA (i kdyz ALA miize byt nékdy
mirn¢ zvysena) a PBG. V moci nachazime charakteristicky chromatograficky profil porfyrint
s prevahou uroporfyrinu a porfyrinu se sedmi skupinami COOH (Obr. 5.2). Typicky je také chro-
matograficky profil porfyrinti ve stolici, toto vySetieni je indikovano pii nejednoznacnych vysled-
cich ptedchozich vysetfeni (Obr. 5.3).

5.3.2  Kongenitalni erytropoeticka porfyrie (CEP)

CEP je autosomalné recesivné dédicné onemocnéni zptisobené deficitem enzymu uroporyfyrinogen
IIT syntasy. Je to jedna z nejvzacnéjsich porfyrii, doposud bylo popsano pouze asi 200 ptipadi na
celém svete.

Klinicky obraz je zna¢né€ rtiznorody, od t€zké hemolytické anémie vznikajici jiz in utero
az po mirné formy s pozdnim zacatkem piiznakti ve forme koznich 1ézi. U vétSiny pacientl se vSak
jiz kratce po narozeni objevuje vyrazna fotosenzitivita vedouci k t€zkému koznimu postizeni rezul-
tujicimu v deformity, jizveni a mutilacim tkani. DalSimi klinickymi rysy je pomérné zavazna he-
molyticka anemie, jizveni rohovky majici za nasledek slepotu, erytrodontie, tedy ukladani porfyri-
nl v zubnim dentinu, a dale osteopatie zptisobena ukladanim porfyrinti v kostech.

Na CEP je nutno pomyslet u novorozenci s rizovou az nacervenalou barvou moci, ktera
je zptusobena vysokou exkreci uroporfyrinu a koproporfyrinu I, jak je mozno prokazat chromato-
graficky. Diagnézu CEP lze provést i prenatalné vySetienim amniotické tekutiny.

5.3.3  Erytropoeticka protoporfyrie (EPP)

EPP je autosomaln¢ dominantné¢ dédi¢né onemocnéni zplsobené deficitem posledniho enzymu
v biosyntetické draze hemu, a to enzymu ferochelatasy. Protoporfyrie se nazyva z divodu akumu-
lace protoporfyrinu v kostni dfeni. Je to porfyrie relativné vzacna, byla poprvé popsana az v roce
1961 a popsano bylo doposud jen nékolik stovek pacientti, v Ceské republice jsou znami jen étyii
pacienti s touto chorobou. Tato ¢isla jsou vSak jisté podhodnocena a nevyjadiuji skutecny vyskyt
onemocnéni. To je dano zejména faktem, ze u této porfyrie dominuji kozni ptiznaky s normalni
exkreci porfyrinti mo¢i, coz vétSina Iékait povazuje za marker vylucujici diagnozu porfyrické cho-
roby. Navic kozni pfiznaky jsou odlisné od manifestace jinych porfyrii, pfevazuje svédéni, edém
ktze a koptivka, které se objevuji po n€kolika minutich po expozici slunci. Nebyva hyperpigmen-
tace ani jizveni klize. Ostatni projevy jsou vzacné€jsi a vyskytuji se jen u menSiny nemocnych;
zejména to je postizeni jater zplUsobené akumulaci protoporyfrinu, které je plizivého charakteru
a muze vést v malém procentu piipadi i k selhani jater.

Charakteristickym diagnostickym markerem pro EPP je elevace protoporfyrinu v erytro-
cytech, typické emisni maximum plazmatickych porfyrint pii 633-635 nm a také zvySeny odpad
protoporfyrinu stolici.
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Prevlada porfyrin se sedmi skupinami COOH, dale jsou ptitomny porfyriny s péti a Sesti sku-
pinami COOH a uroporfyrin, a také patologické porfyriny se ¢tyfmi skupinami COOH (isoko-
proporfyrin a diethylisokoproporfyrin) vznikajici bakterialni metabolizaci porfyrinu s péti sku-
pinami COOH. Vysoka koncentrace porfyrinti se sedmi skupinami COOH a patologickych por-
fyrinti ve stolici je typicka pro PCT a nikdy se nevyskytuje fyziologicky

Koproporfyrin
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5.4 Akutni porfyrie
Jak bylo uvedeno vyse, patii do této skupiny porfyrickych chorob AIP, HK, PV a plumboporfyrie.

Charakteristickym rysem akutnich porfyrii je manifestace ve formé akutnich atak, nejcas-
t&ji jako kolikovité bolesti bficha. Druhou formou manifestace atak akutnich porfyrii jsou ptiznaky
neurologické, tietim typem symptomil jsou piiznaky psychiatrické. Neurologické ptiznaky zahrnuji
zejména periferni neuropatie motorickych nervi, Castéji jsou postizeny horni koncetiny, mtze dojit
i k rozvoji kvadruparézy az kvadruplegie s respira¢ni a bulbarni paralyzou vedouci ke smrti. Po-
mérné Casty je vyskyt kieci, v této souvislosti je tfeba upozornit, Ze antikonvulziva mohou u paci-
entl s akutnimi porfyriemi vyvolavat ataku, a tudiz podavani téchto 1ékti pacientim s primomani-
festaci akutni porfyrie ve formé kiecového stavu mtize zhorsit celkovy klinicky obraz. Psychiatric-
ka manifestace atak akutnich porfyrii zahruje zejména generalizované uzkostné stavy, hysterii,

deprese, fobické a delirantni stavy a n€kdy i psychotické poruchy.

Kozni ptiznaky nejsou u akutnich porfyrii piili§ vyjadfeny, avSak vyskytuji se zejména
u PV, v mirngjsi formé i u HK, a mohou napodobovat kozni symptomatologii typickou pro PCT.

Ataky akutni porfyrie jsou nejcastéji vyvolany podnéty, jako jsou napiiklad zmény v sé-
rovych hladindch pohlavnich hormond, 1éky, alkohol, stres, infekce nebo dietni faktory. Vliv estro-
gend a gestagentl je nepopiratelny, nebot’ 80 % vsech pacientd s atakami akutni porfyrické choroby
jsou zeny ve fertilnim véku. Navic je velmi dobfe zndm precipitujici efekt peroralnich kontraceptiv.
Kromé téchto 1€kt je zndma fada porfyrinogennich xenobiotik, mezi ktera patii naptiklad griseo-
fulvin (specificky inhibitor ferochelatasy) nebo pesticid hexachlorobenzen, dale pak také bézné
1éky, napft. barbituraty, sulfonamidy, ACE-inhibitory, makrolidova antibiotika, néktera antimykoti-
ka, ale tfeba i ranitidin ¢i paracetamol.

5.4.1 Charakteristiky jednotlivych akutnich porfyrii
5.5.1.1 AKutni intermitentni porfyrie (AIP)

Je nejéastjsi akutni porfyrii v Ceské republice s incidenci 1/30 000. Jedna se o autozomélné domi-
nantné¢ dédi¢né onemocnéni, jehoz podkladem je defekt profobilinogendeaminasy. Charakteristic-
kym rysem akutni ataky AIP je vysoky odpad PBG moci (20-200nasobek hodnot oproti normalu).
Zhruba u jedné tietiny nemocnych pietrvavaji zvysené hodnoty PBG v moci (2-5nasobné oproti
normalu) i mimo ataky. Proto se n€kdy setkavame v literatufe i s ndzvem pyroloporfyrie, jinym
oznacenim je $védska porfyrie pro vysokou prevalenci v této zemi (60-100/100 000).

Z hlediska klinického obrazu je nejvyznamnéj$im souborem piiznaki bfisni symptomato-
logie, i kdyZ neurologické symptomy nebyvaji vzacnosti. Charakteristickym laboratornim rysem je
elevace PBG v mo¢i, ktera pretrvava Casto i mezi jednotlivymi atakami, pfi normalnim odpadu
porfyrinti stolici, coz je faktor diskriminujici toto onemocnéni od PV a HK.

5.5.1.2 Porfyria variegata (PV)

Byla poprvé popsana v roce 1937, variegata se nazyva pro variabilni manifestaci zahrnujici neuro-
logické piiznaky, kozni symptomatologii nebo oboji. Nazyva se také nékdy jihoafricka porfyrie pro
jeji vysokou prevalenci v bélosské populaci Jihoafrické republiky — dosahuje neuvétitelné 3 ptipa-
dy na 1 000 obyvatel a je disledkem cetnych siatki v nepfilis velké imigrantské populaci holand-
skych osadnikd. V Ceské republice je pomérné vzacna. Z hlediska klinického obrazu se od AIP lisi
zejména piitomnosti koznich pfiznakl a Castéj$im vyskytem neurologické symptomatologie. Ex-

35



krece ALA a PBG nebyva v atace tak vysoka jako u AIP, mimo ataku pak dochazi k normalizaci
exkrece téchto prekurzorid. Od AIP i HK Ize PV odlisit pomoci vysetfeni plazmatickych porfyrind
a dale zvysenou exkreci protoporfyrint stolici. Vyznamné je také vySetfeni plazmatického emisni-
ho maxima porfyrind, které je pro PV typicky pti 626-629 nm. Od HK Ize PV odlisit chromatogra-
fickou analyzou porfyrinii v moci a ve stolici.

5.5.1.3 Hereditarni koproporyfyrie (HK)

Je to onemocnéni popsané poprvé v roce 1955, které svou klinickou manifestaci velmi pfipomina
AIP, avsak u pacientii s HK obc¢as dochazi i k rozvoji koznich 1ézi. Ackoli prevalence HK nebyla
detailnéji studovana, odpovida podle odhadu jeji vyskyt zhruba vyskytu PV a jde tedy o pomérné
méng Casty typ porfyrické choroby. Z hlediska diagnostického je u pacientti s atakou HK typicky
nachazena elevace koproporfyrinu v moci a stolici. V této souvislosti nutno vSak pfipomenout, ze
u fady onemocnéni a stavil, napi. pii chronické hepatopatii, hemolytické anémii, hemoblastoze Ci
podavani urcitych 1ékt, dochazi k tzv. sekundarni koproporfyrinurii, pfi které vsak exkrece porfy-
rinu mo¢i byva maximaln¢ do 500 pg za 24 hodin (norma je do 200 pg za 24 hodin), zatimco
u ataky HK je hodnota 500 pg prakticky vzdy piekrocena.

5.5.1.4 Plumboporfyrie

Posledni akutni porfyrii je tzv. plumboporfyrie, také nazyvand Dossova porfyrie, ktera je vSak ex-
trémné vzacna a v Ceské republice nebyla doposud zaznamenana. Je zptisobena vrozenym defek-

tem enzymu dehydratasy -aminolevulové kyseliny.

5.5 Laboratorni metody pouzivané v diagnostice porfyrii

Laboratorni metody pouzivané v diagnostice porfyrické nemoci mizeme rozdélit na metody za-
kladni, které by mély byt k dispozici ve vSech vétsich laboratofich klinické biochemie, a na metody
specialni, které jsou v soucasnosti v Ceské republice k dispozici pouze v Hepatologické laboratofi
UKBLD 1. LF UK a VFN v Praze (pracovisté autora, Obr. 5.4).

Za zakladni vySetfeni povazujeme stanoveni koncentrace o-aminolevulové kyseliny
(ALA) aporfobilinogenu (PBG) v Cerstvé ranni moci, a dale odpadu celkovych porfyrind za
24 hodin. V ramci zékladniho vysetfovaciho programu provadime také stanoveni emisniho maxima
plazmatickych porfyrini, které nabyva typickych hodnot v zavislosti na typu porfyrie (viz dale).

Metody specialni spocivaji v HPLC-frakcionaci porfyrini v moci sbirané 24 hodin, even-
tualné ve vzorku stolice. K dispozici je také vySetfeni enzymovych aktivit (napiiklad enzymu
ALA dehydratasy), stanoveni izomert koproporyfyrind I a III (dalezité pro diagnostiku Du-
bin-Johnsonova syndromu), stanoveni volné¢ho protoporfyrinu a Zn-protoporfyrinu (dtlezité pro
diagnostiku EPP), event. molekularni diagnostika porfyrické nemoci.

Pro vySetfovani porfyrint plati dilezita preanalyticka omezeni. Porfyriny jsou slouc¢eniny
velmi nestabilni, citlivé na svétlo, okolni teplotu i na ¢as od odbéru. Z tohoto divodu by méla byt
moc¢ na stanoveni porfyrind skladovana v nadobach/odbérovych zkumavkach zabalenych do aloba-
lu a zpracovana co nejrychleji. Pii vySetfovani porfyrind ve stolici je nutné, aby pacient alespon na
tfi dny vyloucil ze své diety potraviny a jidla obsahujici hem (zejména maso a masné vyrobky).
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Obr. 5.4: Zidanka pro biochemické vySetieni porfyrinii

5.6.1 Jednotlivé metody

5.6.1.1 Stanoveni PBG v ¢erstvé ranni moci

o Jak jiz bylo uvedeno, PBG je marker ataky akutni porfyrie.
. Je citlivejsi nez ALA.

Je citlivy na svétlo, teplo, dobu skladovani (70% ztrata PBG za 10 hodin pfi laboratorni
teploté) a vykyvy pH (optimum 8-9).



Vyseteni se provadi z 10 ml Cerstvé moci. Principem stanoveni je Ehrlichova reakce
v kyselém prostiedi za vzniku rtzovofialového produktu, jehoZ intenzita se stanovuje
spektrofotometricky.

Stanoveni PBG ma méné interferenci nez ALA.

Referenéni rozmezi: < 0,25 mg dL™'

5.6.1.2 Stanoveni ALA v ¢erstvé ranni moci

Podobné jako PBG je i ALA markerem ataky akutni porfyrie.

Stanoveni ALA je dilezité pro diagnostiku otravy olovem (olovo reverzibilné inhibuje
enzym ALA-dehydratasu) a plumboporfyrie.

Také ALA je citliva na svétlo, teplo, dobu skladovani a vykyvy pH (optimum 3-4). U ne-
chranénych vzorkd dochazi k 50% ztraté za 24 hodin.

Vysetfeni se provadi z 10 ml ¢erstvé moci. Principem stanoveni je reakce ALA obsazené
v moci s acetylacetonem za vzniku pyrolové slouceniny, ktera reaguje s Ehrlichovym c¢i-
nidlem. Vznikly barevny komplex se stanovuje spektrofotometricky.

Referenéni rozmezi: < 0,45 mg dL .

5.6.1.3 Stanoveni celkovych porfyrini v mo¢i sbirané 24 hodin a ve vzorku stolice

Odpad celkovych porfyrini mo¢i je markerem akutni i chronické porfyrické choroby,
stejné tak jako tzv. sekundarni koproporfynurie.

Porfyriny jsou opét citlivé na teplo a svétlo, moc je tfeba sbirat do nadoby obalené aloba-
lem a uchovavat v chladu, potieba pro stanoveni je aspon 10 ml moci.

Principem stanoveni je kysela extrakce porfyrinti a stanoveni jejich koncentrace spektro-
fotometricky v oblasti Soretova pasu (405 nm).

Referencni rozmezi: <200 ug za 24 hodin.

Podobnym zpiisobem se stanovuji i celkové porfyriny ve stolici (ze vzorku cca 5 g stoli-
ce), zde se navic pouziva jesté krok extrakce chlorofylu a karotenoidil do éteru.

Referencni rozmezi: <200 ng na 1 g suSiny.

5.6.1.4 Stanoveni emisniho maxima plazmatickych porfyrini

Principem stanoveni je vyuziti fluorescence porfyrinii. Porfyriny po excitaci svétlem
o vinové délce 400 nm Cervené fluoreskuji. VInova délka emitovaného svétla je charakte-
risticka pro jednotlivé porfyriny a patognomicka pro jednotlivé porfyrie (619-620 nm pro
PCT, AIP, HK, CEP a sekundarni koproporfyrinurii; 626-629 pro PV; a 633-635 nm pro
EPP, eventualné otravu olovem).
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5.6.1.5 HPLC frakcionace porfyrini v moc¢i a ve stolici

. Vysetieni se provadi v 10 ml sbirané moce/5 g stolice, biologicky material je mozné skla-
dovat do 1 mésice pti —20 °C.

o Principem stanoveni je okyseleni vzorku a esterifikace porfyrinti, neutralizace kyseliny
sirové s naslednou extrakci do chloroformu. Smés esteri se poté rozdéli pomoci HPLC
(C18 kolona) s pouzitim fluorometrické detekce.

o Normalni hodnoty v moc¢i: 60-80 % koproporfyrin, 10-20 % uroporfyrin.

o Normalni hodnoty ve stolici: 60-80 % porfyrit sr dvéma skupinami COOH, 10-20 % ko-
proporfyrin.

. Typicky chromatogram porfyrini v moci a stolici. u nemocného s PCT je uveden na
Obr. 5.2 a5.3.

5.6.2 VySettrovaci algoritmus pii podezieni na porfyrickou nemoc
V zasadé¢ je nutné odliSovat tii zakladni klinické situace.

1. Podezieni na chronické porfyrie, v naSich podminkach se jednd prakticky pouze o PCT.
Nemoc se manifestuje bud’'to koznimi pfiznaky, nebo jako jaterni léze nejasné etiologie.
Ve sbirané moci nachazime vysoky odpad celkovych porfyrinti pii normalnich hladinach
ALA aPBG v Cerstvé ranni moci.

2. Druhou klinickou situaci jsou ataky akutnich porfyrii, pti kterych dochazi k elevaci vSech
tii zékladnich analytl, tedy ALA a PBG v cCerstvé ranni moci, i k elevaci odpadu celko-
vych porfyrinli v moci sbirané.

3. Treti moznosti je nalez u pacientli mimo ataku, ktery miize byt prakticky normalni. Pokud
vSak mame klinické podezieni (napf. na zaklad¢ typickych anamnestickych daji), je
vhodné provést chromatografické vysetieni porfyrinii ve vzorku stolice a vySetieni emis-
niho maxima plazmatickych porfyrind.

U viech pacientii s odpadem mocovych porfyrini nad 200 pg L' provadime automaticky
frakcionaci mocovych porfyrini vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii. K odliSeni akutnich
porfyrii stanovujeme emisni maximum plazmatickych porfyrint (viz vyse). K dispozici také mame
stanoveni aktivit enzymu biosyntetické drahy porfyrini v erytrocytech.

Typické vysledky zakladnich vySetieni shrnuje nasledujici tabulka.

ALA PBG Odpad celkovych por-
fyrina
PCT v normeé v normeé > 500 pg za 24 hod
Ataka akutni porfyrie zvySeni zvySeni > 500 pg za 24 hod
Akutni porfyrie v remisi v normé& v normeé v normeé
Sekundarni koproporfyrinurie v norme v norme 200-500 pg za 24 hod
Otrava olovem zvyseni v normeé > 200 pg za 24 hod
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5.7  Zavér

Porfyricka choroba ptedstavuje svymi piiznaky, etiologii i diagnostickymi markery zna¢n¢ hetero-
genni skupinu onemocnéni. Tato problematika je obecn¢ zna¢né podcenovana lékarskou vetejnosti,
na moznost porfyrické choroby se v diferencialné diagnostické rozvaze zpravidla nemysli, coz se-
bou samoziejmée nese vysoké riziko mozného poskozeni pacienta. Jelikoz se jedna o problematiku
vysoce detailni a specializovanou, nelze predpokladat, ze prakticti lékafi budou vzdy schopni
spravné indikovat vySetieni nebo interpretovat jejich vysledky. Z téchto divodu je tfeba uvést, ze
v Ceské republice jsou k dispozici specializovana klinicka a laboratorni pracovisté, ktera poskytuji
konzulta¢ni ¢innost z hlediska diferencialni diagnostiky, indikace vySetfeni i interpretace vysledkd.

Prevlada uroporfyrin, vyrazné¢ zvysen byva i porfyrin se sedmi skupinami COOH, v men-
§1 mife 1 porfyriny s péti a Sesti skupinami COOH a koproporfyrin.
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6. MODERNi’ SMERY VE VYSOKQI’JéINNYCH
SEPARACICH PRO BIOMEDICINSKE APLIKACE

doc. RNDr. Pavel Coufal, Dr.
Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, katedra analytické chemie

pcoufal@natur.cuni.cz

6.1 Uvod

Moderni klinicky vyzkum provadény zejména v oblasti vnitiniho 1ékafstvi je zalozen na detailnich

znalostech o hladinach a distribuci biologicky aktivnich latek v jednotlivych télnich kompartmen-

tech, jak uvadi ve své habilitaéni praci P. Tima '. Nové vyvijené metody klinické analyzy musi

splnovat fadu podminek, predevsim musi byt:

o dostate¢né citlivé, aby byly schopny stanovit velmi nizké koncentrace mnohych latek
a jejich metabolitd;

o vysoce selektivni se schopnosti rozlisit danou konkrétni latku od struktur ji velice podob-
nych, se kterymi se vyskytuje v komplexni smési;

o Casové nenarocné, coz v sob¢ zahrnuje rychlou vlastni analyzu spojenou se soucasnou
snadnou upravou biologického materialu;

. finan¢né dostupné s malou spotiebou ¢inidel i1 vlastniho vzorku, coz umozni provadéni
analyz velkych soubort vzorkd .

Mnohé z téchto podminek kladenych na metody klinické analyzy lze s uspéchem splnit miniaturi-
zaci vysokoucinnych separacnich metod pouzivanych v klinické analyze.

Miniaturizace je velmi vyznamny trend dne$ni doby, ktery zasahuje a ovliviiuje vyzkum
a vyvoj ve vSech oblastech védeckého badani, technicky pokrok a jakékoliv lidské ¢inéni. V po-
slednich letech se miniaturizace velmi vyznamné zacala uplatiovat i v analytické chemii, nebot’
i tato védni disciplina byla a je pod neustalym tlakem analytické praxe na zvyseni citlivosti, zlepSe-
ni selektivity, zrychleni analyzy, zmenseni vzorku, pouziti méné béznych substanci, snizeni neurci-
tosti, zajiSténi spravnosti a presnosti, snizeni nakladl a minimalizaci vlivu na Zivotni prostfedi.
Analytické postupy zaloZzené na metodach vyuzivajicich pfednosti miniaturizace dokazi mnohem
Iépe vyhovét vSem témto naroénym pozadavkiim analytické praxe pro biomedicinské aplikace.
Kapilarni separacni techniky, jako je kapilarni elektroforéza a kapilarni kapalinova chromatografie,
a nanoseparacni techniky, jako je Cipova elektroforéza a kapalinova chromatografie na Cipu, jsou
pak disledkem rozvoje miniaturizace v oblasti analytickych separacnich metod.

V poslednich letech dosahla miniaturizace v analytickych separacnich metodach tak vy-
znamného pokroku, Ze mnohé z téchto technik byly pieneseny do planarni ¢ipové podoby. Bezpro-
sttedné po konstrukci prvnich plynovych chromatografii na ¢ipu se pozornost obratila pfedevsim ke
kapilarni elektroforéze, nebot’ jeji realizace v ¢ipové podobé€ je snazsi nez u chromatografie. Kapi-
larni elektroforéza vSak nevykazuje tak velkou vSestrannost a univerzalnost v separac¢nich mecha-
nismech, jako je tomu u kapalinové chromatografie, jejiz miniaturizace a pienos na Cip je ale nao-
pak spojena s mnohymi technickymi problémy. Pfes vSechny tyto instrumentélni obtize se dafi
v poslednich letech realizovat v ¢ipové podobé i kapalinovou chromatografii, kterd nachazi uplat-
néni pii feseni tak slozitych analytickych problémd, jako je napiiklad identifikace bilkovin.
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Kapilarni separacni techniky pfedstavuji miniaturizacni stupen, ktery se nachazi mezi
konvenénimi analytickymi pfistupy a planarnimi ¢ipovymi separacnimi metodami. Pfinaseji vyho-
dy miniaturizace a nepotykaji se s tak velkymi technickymi problémy, jaké nastavaji u ¢ipovych
technik. Navic kapilarni techniky jsou velmi dobfe kompatibilni s hmotnostnim spektrometrem
jako detektorem umoziujicim identifikaci analyzovanych latek. Kapilarni zonovéa elektroforéza je
vSeobecné povazovana za vysokoucinnou separacni techniku umoznujici rychlé vyvinuti analytické
metody poskytujici levné vysledky v kratkém analytickém case, avSak s niz8i reprodukovatelnosti
a spolehlivosti. Kapilarni kapalinova chromatografie naopak poskytuje reprodukovatelnéjsi a spo-
i Casové narocnosti analytickych vysledkidi produkovanych kapilarni kapalinovou chromatografii
lze dosahnout pouzitim kapilarnich monolitickych kolon. Tyto kolony, pfipravované nejcastéji
polymerizaci vhodnych monomerti na pdérovity monolit uvniti kapilary, se vyznacuji jednoduchou
ptipravou v porovnani se stacionarnimi fazemi chemicky vazanymi na silikagelu a navic umoznuji,
v disledku své dobfe definované a rozsahlé porovitosti, zkratit dobu analyzy. Monolitické kolony
ptipravené polymerizaci nejriznéjsich organickych i anorganickych monomert byly shledany jako
velmi vhodna separa¢ni média pro bioaktivni latky, pfedevsim pak pro biomolekuly s velkymi rela-
tivnimi molekulovymi hmotnostmi.

6.2 Kapilarni elektroforéza

Prvni elektroforetické experimenty v riznych médiich byly provadény jiz na konci 19. stoleti. Hjer-
tén a Tiselius > v 50. a 60. letech minulého stoleti provadéli prvni zonové elektroforetické experi-
menty v rotujicich kapilarach o vnitinim praméru 1 az 3 mm. Na pocatku 80. let minulého stoleti
pouzili Jorgenson a Lukacs ** kiemenné kapilary o vnitinim priméru 75 um pro kapildrni zénovou
elektroforézu a demonstrovali jeji velkou separacni ti€innost.

Kapilarni elektroforéza (CE) je vysokouUcinna analytickd separacni metoda, ktera
umoziuje separaci, identifikaci a kvantifikaci nabitych iontl i neutradlnich molekul, nebot’ zahrnuje
nekolik elektroforetickych technik liSicich se svym separa¢nim mechanismem. Kapilarni zénova
elektroforéza (CZE) je elektroforeticka technika, jejiz separacni mechanismus je zalozen vyhradné
na rozdilnych elektroforetickych pohyblivostech analyzovanych iontd. Pfidavkem vhodnych kom-
plexotvornych ¢inidel do separa¢niho média v CZE lze dosahnout dalsich separacnich mechanis-
md, které mohou byt vhodné&jsi a uc¢inngjsi pro pravé analyzované latky. Takovymi ¢inidly mohou
byt i chiralni selektory vhodné k separacim a kvantifikacim enantiomerd riznych 1é¢iv. Velmi spe-
cifickym ptfipadem je pak pridavek tenzidu, ktery pii nadkritické miceldrni koncentraci vytvari
v separa¢nim médiu nabité micely, jez umoznuji separaci neutralnich molekul v kapilarni elektro-
foréze na principu rozdilné distribuce mezi pseudostacionarni (micelarni) a vodnou fazi. Tuto elek-
troforetickou techniku, vhodnou pro separaci a kvantifikaci neutralnich molekul, pak nazyvame
micelarni elektrokineticka chromatografie.

Abychom v elektroforéze dosahli separace velkych biomolekul, které maji zna¢né podob-
né vlastnosti, musime separa¢ni médium zkomplikovat pridavkem vhodného gelu, jenz zvyrazni
rozdily elektroforetickych pohyblivosti vzajemné podobnych biomakromolekul tim, Zze k prosté
elektroforetické pohyblivosti pfistoupi i rozdilna rychlost pohybu v poérech gelu. V plosné elektro-
foréze se jiz po n¢kolik desetileti pro tyto ucely pouziva sesitovany polyakrylamid a agarosa.
Kombinace sesitovaného polyakrylamidového gelu s dodecylsiranem sodnym umoziuje dokonce
elektroforeticky délit bilkoviny podle jejich relativnich molekulovych hmotnosti. V kapilarni gelo-
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vé elektroforéze se osvédcily stejné typy gell vCetné fyzikalnich gelt (entangled polymers), které
nejsou sesitovany pomoci chemické vazby, a jsou tudiz snadno vyménitelné v separacni kapilare.
Pro separace biomolekul, které¢ velmi ¢asto maji amfolyticky charakter, 1ze s vyhodou pouzit dalsi
elektroforetickou techniku, kapilarni isoelektrické fokusovani, jez déli molekuly podle jejich
izolektrickych bodd.

Kapilarni zénova elektroforéza, jako nejjednodussi kapilarni elektroforetickéd technika,
nachazi $iroké uplatnéni pfi analyze nejriznéjSich analytl ve velmi slozitych a komplikovanych
matricich s minimalni pfedupravou analyzovaného vzorku. Pfi pouziti této separacni techniky musi
nést analyty naboj, aby vykazovaly elektroforetickou pohyblivost. Mohou se vSak nachazet ve vel-
mi komplexni matrici, nebot’ ta muze byt po kazdé analyze, na rozdil od kapildrni kapalinové
chromatografie, velmi jednoduchym zptisobem odstranéna ze separacni kapilary jejim vyplachnu-
tim a naplnénim novym separacnim médiem. Kapilarni elektroforézu lze s vyhodou kombinovat
s mnoha detek&nimi technikami ¢ umoZitujicimi univerzalni (napf. UV-VIS absorpéni fotometricky
a bezkontaktni vodivostni detektor), ¢i velmi specifickou (napt. fluorescencni a hmotnostné spekt-
rometricky detektor) a citlivou detekci analyzovanych latek.

Kfemenna separacni kapilara pokryta polyimidovou vrstvou nabizi v CZE mnohé vyho-
dy. Lze ji vyrobit v rtiznych primérech, diky svému sendviCovému usporadani je pruzna, lze ji
snadno upravit na pozadovanou délku keramickym nozem, po odstranéni povrchové polyimidové
vrstvy je velmi dobfe prostupna pro viditelné i ultrafialové zafeni, je levna a diky ionizovatelnym
silanolovym skupindm na vnitinim povrchu vykazuje rychly elektroosmoticky tok (EOF), ktery
vétSinou podstatné zkracuje dobu analyzy. Vnitini povrch kfemenné kapilary vsak neni jednoznac-
n¢ definovan, velmi lehce podléha fyzikalné chemickym zménam vlivem latek obsazenych v sepa-
ra¢nim médiu a jako dasledek generuje nestabilni EOF kolisajici od analyzy k analyze, ba dokonce
i béhem jedné analyzy. V kiemennych kapilarach je navic velikost EOF siln¢ z&visla na pH sepa-
racniho média. Z analytického hlediska nestabilita elektroosmotického toku ¢ini CZE analytickou
technikou méné reprodukovatelnou nez chromatografie . Stabilitu EOF, tedy i reprodukovatelnost
CZE lze zvysit dynamickym nebo trvalym, chemickym pokrytim vnitini stény kifemenné kapilary
vhodnym cinidlem, které stabilizuje ¢i Gplné eliminuje EOF. Tim se ovSem doba analyzy mnoh-
dy prodluzuje a ztraci se vyznamny prostfedek manipulace separacni selektivity. Kfemenné
kapilary modifikované na vnitinim povrchu siln€ kyselymi funkénimi skupinami (napt. -SOs;H)
vykazuji stabilni EOF v §iroké oblasti pH a vyrazné zlepsSuji reprodukovatelnost migracnich
Cast analytd v CZE.

Mnozstvi vzorku potifebné pro analyzu v kapilarni zéonové elektroforéze je velmi malé,
coz piinasi obrovskou vyhodu pfi analyze obtizné dostupnych vzorkit, napft. télnich tekutin. Na-
davkovat do kifemenné kapilary o priméru n¢kolika desitek mikrometri reprodukovatelné vzorek
0 objemu né¢kolika nanolitri mize byt zna¢ny technicky problém. Nereprodukovatelnost davkovani
vzorku v CE se pak promitd do nereprodukovatelnosti kvantitativnich analytickych vysledki ziska-
nych touto separaéni technikou pii analyze realnych vzorkd ®.

Prestoze CE obecné vykazuje nizsi reprodukovatelnost ziskanych analytickych dat v po-
rovnani s kapilarni kapalinovou chromatografii, je vysokou¢innym analytickym néstrojem k sepa-
raci anorganickych iontt °, aminokyselin v realnych vzorcich '°, metabolitd v mo¢i ', enantiomert
1é¢iv 2 &i ke kvantifikaci farmaceutickych preparati a jejich neéistot *'*. CZE je i uZite¢nou fyzi-
kaln¢ chemickou metodou k ur€ovani disociacnich konstant novych analytl se slabé kyselymi ¢i
slabé& zasaditymi vlastnostmi .
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6.3 Kapilarni kapalinova chromatografie

Prvni pokusy o pouziti kolon malych pruméri v kapalinové chromatografii byly provadény ke kon-

1316 7 realizo-

ci 60. let minulého stoleti. V této dobé jako prvni Horvath se svymi spolupracovniky
val mikrokapalinové chromatograficky experiment v naplnéné ocelové kapilate o vnitinim primeéru
1 mm. Kapilarni kapalinova chromatografie (CLC) se stala zahy experimentalni naplni dalSich
vyznamnych chromatografistd, jako Scotta a Kucery '’, Ishiiho se spolupracovniky '®, dale pak

Kennedyho a Jorgensona '°.

Separa¢ni mechanismus v CLC podobné jako v HPLC, tenkovrstevné ¢i papirové chro-
matografii je, na rozdil od CE, zalozen na rozdilné distribuci analyzovanych latek mezi dvé nemisi-
telné faze, mobilni a stacionarni. Mobilni fazi je v CLC kapalina neboli eluent a stacionarni fazi
muize byt tuhd latka nebo nemisitelna kapalina, tedy sorbent. Eluent po nadavkovani vzorku na
separacni kolonu unasi zoény analytil ze vzorku, které vice ¢i mén¢ interaguji se sorbentem, ¢imz se
zpozd'uji ve svém transportu kolonou, a tim se vzajemné d€li. Transport zon analytti sorbentem
pomoci eluentu vede kromé separace analytl i k rozmyvani zon separovanych latek v dusledku
vitivé difuze, podélné molekularni difuze a odporu proti pfenosu hmoty ve stacionarni a mobilni
fazi. Oba dva jevy, tedy separace a disperze, pusobi vzajemné proti sob¢ a na$i snahou je neustale
maximalizovat separaci a minimalizovat disperzi, abychom ziskali v chromatogramu dobie rozliSe-
né uzké piky analyzovanych latek.

Z hlediska separac¢nich mechanismti je CLC v porovnani s CE metodou vSestranné;jsi
a univerzalnéjsi, nebot’ umoziuje libovoln¢ kombinovat nepfeberné mnozstvi stacionarnich a mo-
bilnich fazi s celou §kalou nejrozmanitéjSich vlastnosti. Dnes nejcastéji pouzivanou kombinaci
sorbentu a eluentu pro feSeni vétSiny separacnich problémil v kapalinové chromatografii je hydro-
fobni sorbent promyvany hydrofilnim vodné-organickym eluentem, ktery jako organicky modifika-
tor obsahuje methanol, acetonitril nebo tetrahydrofuran. Toto nepolarné/polarni uspotradani stacio-
narni/mobilni faze se bézn¢ oznacuje jako reverzni kapalinova chromatografie. Pro siln¢ polarni
latky iontové povahy se mnohem lépe uplatituje kombinace iontoménicového sorbentu s eluentem
o vhodném pH a iontové sile. Mnoho molekul analytl veetné biologicky aktivnich latek vykazuje
casteéné hydrofobni a zaroven ¢astecné 1 hydrofilni charakter a pro jejich separace se osvédcily
stacionarni faze, které kombinuji reverzni a iontoméniCovy separa¢ni mechanismus na jednom
a tomtéz sorbentu.

Chceme-li urcovat relativni molekulovou hmotnost biomakromolekul, oligomeri ¢i po-
lymert, zvolime vylucovaci gelovou chromatografii na stacionarni fazi o vhodné a dobie definova-
né velikosti poru. Pro separace enantiomerd se pouzivaji stacionarni faze s navazanym chiralnim
selektorem, ktery pii separaci interaguje s opticky aktivnimi analyty za vzniku diastereomerti. Sor-
benty pokryté vhodnym afinantem slouZzi k separaci biologicky aktivnich latek, které jsou schopné
jedine¢né vazby s afinantem pomoci velmi specifické interakce.

Drtive bézné pouzivané vnitini priméry separacnich kolon v HPLC (4-5 mm) jsou dnes
velmi ¢asto nahrazovany priméry mensimi (1-3 mm), nebot’ umoznuji dosahnout stejnych, v mno-
ha ptipadech vsak lepsich vysledkii z hlediska ucinnosti separace za soucasné redukce finan¢nich
nakladl na jednu analyzu. Kapalinova chromatografie provadéna v kolonach o vnitinim priméru
0,5 az 1,5 mm se oznacuje jako mikrokapalinova, operujici s pritoky desitek mikrolitrii eluentu za
minutu. Kapilarni kapalinova chromatografie pouziva pritoky jednotek mikrolitrii eluentu za minu-
tu v kapilarnich separa¢nich kolonach o vnitinim prameéru 0,15 az 0,50 mm. O nanokapalinové
chromatografii mluvime tehdy, pouzivame-li kapilarni kolony o vnitinim praméru 0,010 az
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0,150 mm s prutoky stovek nanolitrd eluentu za minutu. Nanokapalinovou chromatografii lze také
realizovat v plosném Cipovém uspotadani a Cipy k tomu uréené velmi cCasto oznacujeme obecn¢j-
§im terminem mikrofluidni zatizeni (microfluidic devices).

Zmensovani vnitiniho priiméru separac¢nich kolon v kapalinové chromatografii pfinasi
mnohé vyhody, ale i nékteré nevyhody, spojené ptedevsim s technickymi problémy realizace kapi-
larni nebo nanokapalinové chromatografie. K vyhodam separacnich kolon o mensich primérech
patii pfedev§im mensi spotfeba stacionarni a mobilni faze, kterd umoznuje pouzit drazsi sorbenty
a komponenty eluentil s vyhranénymi specifickymi vlastnostmi, vyZzaduje-li to feSeni daného analy-
tického problému. Redukované mnozstvi stacionarni faze v kolon¢ si Zadd mensi objem vzorku,
ktery ma byt nadavkovan na separacni kolonu. Nizsi prutok mobilni faze kolonou vede k mensimu
natedéni analytl eluentem béhem jejich transportu kolonou k detektoru, coz mize vést k vétSim
citlivostem u nékterych detektor. Neplati to vSak obecné pro vSechny typy detektord, nebot’ mensi
mnozstvi nadavkovaného vzorku a nizsi pratok mobilni faze vyzaduje detekéni celu mensiho ob-
jemu s kratsi optickou drahou u spektrofotometrickych detektord. Pti pouziti tohoto detektoru ne-
vede obecné redukce priméru separacni kolony ke zvySeni koncentra¢ni citlivosti, ale pouze ke
zmensSeni absolutné detegovaného mnozstvi analytu.

Kapilarni kapalinova chromatografie, pokud to finan¢ni situace dovoli, se v mnoha labo-
ratofich kombinuje s hmotnostni spektrometrii a laserem indukovanou fluorescenci. Hmotnostni
spektrometr je velmi citlivy, téméf univerzalni detektor, umoznujici ziskat o analytech dalsi velmi
dialezité informace, které slouZi k jejich identifikaci. Laserem indukovana fluorescence je velmi
citliva, ale zaroven i velmi specificka detek¢ni technika, nebot’ pouze nékteré analyzované latky
fluoreskuji. K dalsim detekénim metodam, které mohou byt snadno vyuzity v CLC, patii vodivost-
ni a elektrochemické detektory.

Komplikace, které jsou spojeny s miniaturizaci separacnich kolon, lezi predevsim v ob-
lasti instrumentace. Men$i mnozstvi davkovaného vzorku a nizsi pratoky eluentu kladou velké
naroky na minimalizaci mimokolonovych mrtvych objemt kapildrniho kapalinového systému,
chceme-li dokonale vyuzit vysoké separacni ucinnosti, jez kapilarni kolony nabizeji. Nejcastéjsimi
technickymi problémy CLC mohou byt pfiprava u¢inné kapilarni separacni kolony, efektivni napo-
jeni vstupu kapilarni kolony na dévkovaci ventil a vystupu kolony na detekéni celu, konstrukce
detekeni cely kompatibilniho objemu, realizace nadavkovani malého objemu vzorku na kolonu,
termostatovani kolony béhem analyzy a zajisténi dostate¢né¢ malého stabilniho toku mobilni faze
kolonou. V nékolika poslednich letech jsou komeréné dostupné separacni kolony s velmi malym
primérem castic sorbentu (1,7-1,8 pum), které umoziuji v kombinaci s vysokymi tlaky (40-100
MPa) a prutoky eluentu zkratit analyzu komplikovanych vzorki az na jednotky minut ¢i dokonce
desitky sekund. Tyto techniky se oznacuji jako UPLC a RRLC.

Pfes vSechny nevyhody, se kterymi se mizeme setkat pti pouziti CLC k feSeni biomedi-

cinskych analytickych problémi **?'

, je CLC stale vice vyuzivana k separaci a kvantifikaci fady
substanci ve vzorcich s nejrizngj§imi matricemi **. Vyhody a strasti spojené s pouzitim CLC pro
separaci a kvantifikaci analytl ve vzorcich s realnymi matricemi mohou byt demonstrovany na
1é&ivu proti Parkinsonové chorobé, tedy ropinirolu a jeho péti nedistotach ze syntézy *°, nebo na

14,30-33

potencialnich chemoterapeutikach, kterymi mohou byt thioakridiny a pyridochinoliny **.
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6.4 Kapilarni monolitické kolony

Prvni pokusy o vytvofeni jednoho bloku porézniho sorbentu, ktery by vyplioval cely vnitiek sepa-
raéni kolony, byly provadény jiz v 60. a 70. letech minulého stoleti *>*’. Praktické pouziti téchto
kolon vSak nebylo mozné kvuli jejich nizké propustnosti a stabilité¢ v nékterych organickych roz-
poustédlech. Hjertén se svymi spolupracovniky ** v roce 1989 piipravil stlaeny mékky polyakry-
lamidovy gel, ktery nazval kontinualni loze (continuous bed), a ispé$n€ pouzil toto monolitické
separaéni médium jako stacionarni fazi v kapalinové chromatografii. Svec a Fréchet * o tii roky
pozdéji zavedli novy typ sorbentu zalozeny na pevném makroporéznim organickém polymeru, tzv.
monolitu, ktery se stal diky svym jedineCnym vlastnostem Siroce se rozvijejici stacionarni fazi

v kapalinové chromatografii a elektrochromatografii ***.

V poslednich deseti letech se vyzkum v oblasti separac¢nich kolon pro CLC velmi silng
orientuje na piipravu a vyvoj pravé monolitickych kolon *°, jez se piipravuji za¢lenénim vhodnych
monomernich jednotek do bloku porézniho polymeru. Do polymerizacni smési se pridava smés
vhodnych porogennich rozpoustédel, ktera vytvofi ve vzniklém monolitu péry, jimiz mize prostu-
povat mobilni faze. Cely blok takto vzniklého porézniho polymeru vypliuje vnitfek kapilarni sepa-
racni kolony a plni funkci stacionarni faze v kolong. Ptipravu a vyvoj monolitickych kolon podnitil
predev§im v poslednich letech prudky rozvoj kapilarni elektrochromatografie (CEC) *°, protoze
monolitické kolony na rozdil od naplhovych kolon miizeme piipravit velmi elegantné¢ a pohodIné
v kiemennych kapilarach i o priméru pouze nékolika desitek mikrometrti. Monolity pfipravované
pro CEC musi mit navic zabudované monomery s ionizovatelnymi funkénimi skupinami, aby do-
chazelo v jejich porech pii aplikaci elektrického pole ke vzniku EOF, ktery unasi molekuly analytd
p6éry monolitu béhem vlastni separace. Napiiklad 2-akrylamido-2-methylpropan-1-sulfonova kyse-
lina je jednim z monomert slouZzicich k tomuto tcelu.

K dosazeni vhodné pevnosti monolitu se do polymeriza¢ni smési krom¢ funkéniho mo-
nomeru piidava i situjici monomer, ktery pfi polymerizaci propoji linearni fetézce funkéniho mo-
nomeru do trojrozmérné prostorové sit¢. Monomery zabudovavané do monoliti zpravidla obsahuji
dvojnou vazbu, a proto se s vyhodou pouziva k jejich propojeni radikalovéa polymerizace. Iniciace
této radikalové polymerizace 1ze dosdhnout pouzitim vhodného iniciatoru, ktery rozpustény v po-
lymerizacni smési rozstépime na radikdly termostatovanim pii vyssi teplot€ nebo ultrafialovym
zéfenim. Iniciace vyssi teplotou je univerzalni, na rozdil od iniciace ultrafialovym zafenim, kterou
lze pouzit pouze u kifemennych kapilar pokrytych specialnim polymerem propustnym pro toto za-
feni, protoze hnéda polyimidova vrstva pokryvajici bézné pouzivané kiemenné kapilary nepropous-
ti témef viditelné ani ultrafialové zareni. Dal§i moznosti iniciace radikalové polymerizace je roz-
klad iniciatoru v polymerizac¢ni smési za laboratorni teploty za pfispéni vhodného katalyzatoru.

Vymyti ¢astic sorbentu eluentem z napliiovych kolon se musi zabranit fritami na vstup-
nim 1 vystupnim konci, jejichz realizace uvniti kapilarnich napliovych kolon pro CLC je vsak
zna¢né slozitym technickym problémem. Velkou vyhodou monolitickych kolon pouzivanych
v CLC je praveé to, ze nemusi byt opatfeny fritou jako napliiové separacni kolony. Aby vSak mobil-
ni faze, ktera je v CLC do monolitické separacni kolony pumpovana pod tlakem, nevytlacila z ka-
pilary cely blok monolitu, musi byt monolit k vnitini sténé kapilary zachycen chemickou vazbou.
K tomuto ucelu se vnitini povrch kapilary pfed vlastni polymerizaci silanizuje ¢inidly obsahujicimi
dvojnou vazbu, kterd se ucastni radikalové polymerizace — tim se zachyti vlastni blok monolitu
kovalentni vazbou k vnitini stén¢ kapilary. Silanizacnim ¢inidlem s dvojnou vazbou vhodnym pro
tyto ucely je napt. 3-(trimethoxysilyl)propylmethakrylat.
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Charakterem funkéniho monolitu v polymeriza¢ni smési lze velmi jednoduse a efektivné
menit charakter a separacni vlastnosti vzniklého monolitu. Pro pfipravu monolitickych kolon se
pouziva fada riznych monomert. Polyakrylamidové monolity se pfipravuji polymerizaci akrylami-
du nebo jeho derivatt a sit'ujiciho methylenbisakrylamidu ¢i piperazindiakrylamidu. Polystyrenové
monolitické kolony syntetizujeme ze styrenu nebo jeho derivati a sitovadla divinylbenzenu. Pro
ptipravu polybutylmethakrylatovych, polymethakrylatovych a polyglycidylmethakrylatovych mo-
nolitd pouzivame butylmethakrylat, methakrylovou kyselinu a glycidylmethakrylat sesitované
ethylendimethakrylatem. Diky moznosti pfipravit monolity nejriiznéj$ich chemickych vlastnosti
jsou monolitické kolony vyuzivany k separacim §irokého spektra analytt, jako jsou peptidy a bil-
koviny, oligonukleotidy, oligosacharidy, fragmenty DNA a dals$i organické latky.

Kromé¢ monolitickych kolon na bazi poréznich organickych polymerti byly vyvinuty mo-
nolitické kolony pfipravené z chemicky modifikovaného silikagelu ¢i specenych, chemicky modi-
fikovanych silikagelovych castic. V dne$ni dob¢ jsou silikagelové a polystyrenové monolitické
kolony jiz komer¢né dostupné na trhu.

Polymerni monolitické kolony pievazné pouZivané pro separace biomakromolekul ¥ se
nechaji vyuzit i k separacim malych organickych molekul. Podatilo se ptipravit polybutylmetha-
krylatové monolitické kolony o vnitinim pruméru 320 pum, pouzitelné v CLC pro separace malych
organickych molekul . Tyto prace o kapildrnich monolitickych kolonach jasné demonstruji
jejich hlavni pfednost v porovnani s kapilarnimi napliovymi kolonami, a to je jednoduchost jejich
pripravy, ktera urcuje i jejich nizkou vyrobni cenu. Je zifejmé, Ze v oblasti monolitickych kolon jsou
stale jeSt¢ nevyfeSené otazky a problémy, jez Cekaji na svoji jednoznacnou odpovéd’ a elegantni
feSeni. Jednim z nich je naptiklad ¢inné a oddélené fizeni velikosti velkych poru (tzv. through-
pores) o velikosti mikrometrti, nutnych pro tok eluentu monolitem, a malych porii (tzv. mesopores)
s velikosti nanometrti, potiebnych pro interakci analytu s monolitem. I navzdory témto faktiim, jsou
kapilarni monolitické kolony velmi jednoduchym a levnym konkurentem napliiovych kolon nejen
pro CLC, ale i CEC *°.

6.5 Zaveér

CZE a CLC jsou vysokoucinné kapilarni separa¢ni techniky, které se li§i pfedevS§im svym separac-
nim mechanismem. CZE jako instrumentaln¢ jednoduss$i umoziuje rychlé vyvinuti analytické me-
tody a nasledné€ analyzu vzorkd malych objemt s komplexni matrici bez nutnosti vétsi predipravy
vzorku. CLC je komplikovangjsi metodou z hlediska technické realizace, av§ak nabizi vétsi robust-
nost kombinovanou s univerzalnosti a navic poskytuje reprodukovatelnéjsi kvantifikacni data za
cenu veétsi finanéni a Casové naroCnosti. Pies vSechny tyto rozdily nelze CZE a CLC chapat jako
vzajemne si konkurujici techniky, ale zejména jako dopliiujici se nastroje chemické analyzy. Kapi-
larni monolitické kolony jsou jednoduchou a levnou alternativou napliiovych kolon, jejichz pred-
nosti miize byt uspé$né vyuzivano jak v CLC, tak i CEC. Ptestoze miniaturizace v separacnich
metodach dospéla v poslednich letech dale od kapilarnich technik az k nanotechnikdm na mik-
rofluidnich &ipech ***°, budou se zajisté kapilarni separaéni techniky i nadéle rozvijet a slouzit
v analyze biomedicinskych vzorkd.

Kapilarni separacni techniky zaujimaji v analytické chemii nezastupitelné misto, které si
vybudovaly zejména v poslednim desetileti svym posunem z oblasti akademického vyzkumu smé-

rem do analytické praxe. Jejich spolenym jmenovatelem je hlavné to, Ze umoziuji analyzu slozi-
tych vzorkt s velkou separacni ucinnosti, malymi finanénimi naklady, v kratkém Case a s malym
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negativnim vlivem na Zivotni prostfedi. VSechny tyto klady kapilarnich separacnich technik jsou
spojeny nejen s vétsi technickou a instrumentalni narocnosti pii jejich realizaci, ale také s vétsimi
naroky kladenymi na znalosti a dovednosti obsluhujiciho personalu.

Literatura

I. Tama, P., Vyuziti modernich elektromigracnich metod pro monitorovani biologicky aktivnich latek
v télnich tekutinach, Habilitacni prace, 3. Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Praze, 2007, Praha.

Hjertén, S., Arkiv Kemi, 1958, 13, 151.

Tiselius, A., Hjertén, S., Jerstedt, S., Arch. Ges. Virusforsch., 1965, 17, 512.

Jorgenson, J.W., Lukacs, K.D., Anal. Chem., 1981, 53, 1298.

Jorgenson, J.W., Lukacs, K.D., J. Chromatogr., 1981, 218, 209.

Coufal, P., Pacakova, V., étulik, K., Electrophoresis, 2007, 28, 3379.

Coufal, P., Stulik, K., Claessens, H.A., Cramers, C.A., J. High Resolut. Chromatogr., 1994, 17, 325.
Coufal, P., Claessens, H.A., Cramers, C.A., J. Liquid Chromatography, 1993, 16, 3623.

Pacakova, V., Coufal, P., Stulik, K., J. Chromatogr. A, 1999, 834, 257.

Coufal, P., Zuska, J., van de Goor, T., Smith, V., Gas, B., Electrophoresis, 2003, 24, 671.

Samcova, E., Kvasnicova, V., Urban, J., Jelinek, 1., Coufal, P., J. Chromatogr. A, 1999, 847, 135.

Maier, V., Horakova, J., Petr, J., Tesafova, E., Coufal, P., Sev&ik, J., J. Pharm. Biomed. Anal., 2005,
39, 691.

13.  Coufal, P., Stulik, K., Claessens, H.A., Hardy, M.J., Webb, M., J. Chromatogr. B, 1998, 720, 197.
14.  Nejmanova, J., Coufal, P., Bosakova, Z., Suchankova, J., Tesatova, E., J. Sep. Sci., 2007, 30, 2123.
15.  Horvath, C.G., Preiss, B.A., Lipsky, S.R., Anal. Chem., 1967, 39, 1422.

16.  Horvath, C.G., Lipsky, S.R., Anal. Chem., 1969, 41, 1227.

17. Scott, R.P.W., Kucera, P.J., J. Chromatogr., 1976, 125, 251.

18.  Ishii, D., Asai, K., Hibi, K., Jonokuchi, T., Nagaya, M., J. Chromatogr., 1977, 144, 157.

19. Kennedy, R.T., Jorgenson, J.W., Anal. Chem., 1989, 61, 1128.

20.  Vissers, J.P.C., Claessens, H.A., Cramers, C.A., J. Chromatogr. A, 1997, 779, 1.

21.  Vissers, J.P.C,, J. Chromatogr. A, 1999, 856, 117.

22.  Koivisto, P., Tornkvist, A., Heldin, E., Markides, K.E., Chromatographia, 2002, 55, 39.

23.  McKenzie, J.A.M., Watson, C.J., Rostand, R.D., German, 1., Witowski, S.R., Kennedy, R.T., J.
Chromatogr. A, 2002, 962, 105.

24.  Ogawa, C.A., Diagone, C.A., Lancas, F.M., J. Liq. Chromatogr., 2002, 25, 1651.

25.  Chankvetadze, L., Kartozia, I., Yamamoto, C., Chankvetadze, B., Blaschke, G., Okamoto, Y., J. Sep.
Sci., 2002, 25, 653.

26.  Delinsky, D.C., Greis, K.D., J. Proteome Res., 2002, 1, 279.

27.  Rosales-Conrado, N., Leon-Gonzalez, M.E., Perez-Arribas, L.V., Polo-Diez, L.M., Anal. Chim. Acta,
2002, 470, 147.

28.  Zhang, S., Huang, F., Zhao, J.W., Wen, L.J., Zhou, F., Yang, P.Y., Talanta, 2002, 58, 451.
29.  Coufal, P., Stulik, K., Claessens, H.A., Hardy, M.J., Webb, M., J. Chromatogr. B, 1999, 732, 437.
30. Bosakova, Z., Tesafové, E., Coufal, P., Kafkova, B., Barbe, J., Chem. Listy, 2001, 95, 569.

31.  Coufal, P., Bosdkova, Z., Tesafova, E., Kafkova, B., Suchankova, J., Barbe, J., J. Chromatogr. B,
2002, 770, 183.

e A U o B

—_— = =
S

48



32.

33.

34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.

48.
49.

50.

51.

52.
53.

54.
55.

Kafkova, B., Bosakova, Z., Tesafova, E., Suchankova, J., Coufal, P., Stulik, K., Chromatographia,

2002, 56, 445.

Srbek, J., Bosakova, Z., Tesafova, E., Suchankova, J., Coufal, P., Némcova, I., Chromatographia,

2004, 60, S37.

Srbek, J., Coufal, P., Tesafova, E., Bosadkova, Z., Suchankova, J., J. Sep. Sci., 2003, 26, 1582.
Kubin, M., Spagek, P., Chromeéek, R., Collect. Czech. Chem. Commun., 1967, 32, 3881.

Ross, W.D., Jefferson, R.T., J. Chromatogr. Sci., 1970, 8, 386.

Hileman, F.D., Sievers, R.E., Hess, G.G., Ross, W.D., Anal. Chem., 1973, 45, 1126.

Hjertén, S., Liao, J.-L., Zhang, R., J. Chromatogr., 1989, 473, 273.

Svec, F., Fréchet, J.M.J., Anal. Chem., 1992, 64, 820.

Svec, F., Peters, E.C., Sykora, D., Yu, C., Fréchet, J.M.J., J. High Resolut. Chromatogr., 2000, 23, 3.
Svec, F., Peters, E.C., Sykora, D., Fréchet, J.M.J., J. Chromatogr. A, 2000, 887, 3.

Peters, E.C., Petro, M., Svec, F., Fréchet, JM.J., Anal. Chem., 1998, 70, 2288.

Fujimoto, Ch., Fujise, Y., Matsuzawa, E., Anal. Chem., 1996, 68, 2753.

Peters, E.C., Petro, M., Svec, F., Fréchet, JM.J., Anal. Chem., 1997, 69, 3646.

Zou, H., Huang, 6., Ye, M., Luo, Q., J. Chromatogr. A, 2002, 954, 5.

Stulik, K., Pacakov4, V., Suchankova, J., Coufal, P., J. Chromatogr. B, 2006, 841, 79.
Hold$vendova, P., Suchankova, J., Bunc¢ek, M., Backovska, V., Coufal, P., J. Biochem. Biophys.

Methods, 2007, 70, 23.

Coufal, P., Cihak, M., Suchankova, J., Tesafova, E., Chem. Listy, 2001, 95, 509.
Coufal, P., Cihak, M., Suchankova, J., Tesatova, E., Bosakova, Z., Stulik, K., J. Chromatogr. A, 2002,

946, 99.

Holdsvendova, P., Coufal, P., Suchankova, J., Tesatova, E., Bosakova, Z., J. Sep. Sci., 2003, 26,

1623.

Grafnetter, J., Coufal, P., Tesafova, E., Suchankova, J., Bosakova, Z., Sevéik, J., J. Chromatogr. A,

2004, 1049, 43.

Graffneter, J., Coufal, P., Suchankova, J., Stulik, K., J. Chromatogr. A, 2006, 1121, 76.
Sirc, J., Bosakova, Z., Coufal, P., Michélek, J., Pfadny, M., Hobzova, R., Hradil, J., e-Polymers, 2007,

no. 117.

Tama, P., Samcova, E., Opekar, F., Jurka, V., Stulik, K., Electrophoresis, 2007, 28, 2174.
Srbek, J., Eickhoff, J., Effelsberg, U., Kraiczek, K., van de Goor, T., Coufal, P., J. Sep. Sci., 2007, 30,

2046.

49



50



7.  POUZITI PRISTROJU PRO ATOMOVOU
SPEKTROMETRII JAKO PRVKOVE
SELEKTIVNICH DETEKTORU PRI SPECIACNI
ANALYZE

doc. RNDr. Petr Rychlovsky, CSc.,
Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, katedra analytické chemie
rychlov@natur.cuni.cz

71 Uvod

Vliv stopovych prvki na zivé organismy obecné zalezi na chemické formée, ve které prvek do
organismu vstupuje a na moznych transformacich téchto forem v organismu. Identifikace jednot-
livych specii prvkil poskytuje moznost 1épe porozumét chemickym a biochemickym procestim

a muze podat ucelenéjsi informaci o toxicité, ¢i naopak esencialit¢ jednotlivych sloucenin stopo-
vych prvkd.

I v potravinach a potravinovych surovinach predstavuji stopové prvky dulezité soucasti
vyzivy. Uéinky esencialnich, benefitnich, ale také toxickych prvki obsazenych ve stravé, zaviseji
na chemické formé prvku a moznostech jejich zmén. Znalosti o speciaci stopovych prvkl v riz-
nych telnich tekutinach a tkanich jsou velmi dulezité pro pochopeni jejich tlohy a vyznamu pro
lidsky organismus, jejich vstiebavani, pohyb v organismu, uchovavani, vylu¢ovani a toxicitu.

7.2 Speciacni analyza

Identifikovat a stanovit jednotlivé formy stopovych prvkl je cilem speciaéni analyzy, ktera je de-
finovana jako analyticka Cinnost vedouci ke stanoveni zastoupeni jednotlivych specii prvku ve
vzorku. Zahrnuje cely analyticky proces od vzorkovani, pfes kvantifikaci az k zabezpeceni jakosti
analytickych metod. Analytické postupy, které nevedou k Uiplné identifikaci chemické specie, ale
charakterizuji pouze skupiny specii, jsou oznacovany jako frakcionace.

Jednotlivymi speciemi mohou byt:
a) jednotlivé oxidacni stavy prvku (kation nebo anion);

b) organokovové slouCeniny charakterizované silnou kovalentni vazbou kov-uhlik (vazba
nepodléha disociaci a zajist'uje ptijatelnou stabilitu béhem tupravy vzorku);

c) komplexy kovi charakterizované koordinacni vazbou prvku a ligandu:
- malé organické ligandy (citrat, vinan, $tavelan, aminokyseliny, oligopeptidy);

- makrocyklické chelata¢ni molekuly a makromolekuly (proteiny, DNA fragmenty, po-
lysacharidy).

Ptiklady jednotlivych typt specii jsou uvedeny v nasledujicim ptrehledu

a) oxidac¢ni stavy: SeV'VE As™Y: gp!hY. o™ VE MY

b) alkylspecie: Me,Et,,Pb™"™"; Me,Sn®""; Bu,Sn®""; Ph,Sn®""; Me,Hg; Et,Hg; MeHg";
MeCd"; Me,Cd; ...
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c) slouCeniny s vazbou C-heteroatom: selenoaminokyseliny; organoslouceniny arsenu; arse-

nocukry; ...
d) metalopeptidy: fytochelatiny; metalothioneiny; transferrin; metaloenzymy; ...
e) 1éC¢iva: cisplatina; karboplatina; aurothioglukosa; CT-¢inidla; ...
f) ostatni: komplexy s aminokyselinami; metaloporfyriny; derivaty ferrocenu; ...

Hlavnimi cily specia¢ni analyzy stopovych prvku v klinickych vzorcich je objasnit na zakladé spe-

v

tabolickym procestim (Obr. 7.1) spojenych se zdravim a nemocemi.

arseni¢nan VA 3- _ M~ 3— arsenitan
arsenitan ASTO3 + CHY — CHiAs O methylarseni¢na kyselina
(iAs™) 3 3 3 3 (MAs")

methylarsenita kyselina

methylarseni¢na kyselina
(MAS[U)

(MAS") CH;As"0;" +2 ¢ — CH;As"'0,"

dimethylarseni¢na kyselina

methylarsenita kyselina
(DMAs")

(MAs™ CH;As™0,” + CH;" — (CH;),As 0,

dimethylarsenité kyselina

dimethylarseni¢na kyselina
(DMAs'™)

DMAsY) ~ CH:As 0y +2 ¢ — (CHy)As"O”

Obr. 7.1: Metabolismus anorganického arsenu v lidském téle

Postup specia¢ni analyzy mizeme obecné rozdélit do jednotlivych fazi:
a) priprava vzorku;

b) separace jednotlivych specii prvkl nebo alespon frakci obsahujicich skupinu specii po-
moci vybrané separacni techniky;

c) detekce a stanoveni hledaného prvku v izolované frakci pomoci vybrané prvkové selek-
tivni detek¢ni techniky;

d) identifikace struktury vazebného partnera prvku pomoci vhodné molekulové specifické
detekéni techniky (hmotnostni spektrometrie, NMR...).

Metody specia¢ni analyzy mohou existovat v off-line uspofadani i v on-line usporadani. Postupy
frakcionizace se doposud provadéji prevazné v off-line usporadani, naopak speciacni techniky jiz
prakticky vyhradné€ v on-line uspotfadani pomoci tandemovych (hyphenated) technik.

7.3 Tandemové techniky

Tandemové techniky ve speciacni analyze vyuZzivaji vykonné spojeni ucinné separacni techniky
s vysoce citlivym prvkové selektivnim detektorem. Toto spojeni je realizovano bud’ ptfimym propo-
jenim vystupu separacni techniky (plynova chromatografie — GC, vysokoucinna kapalinova chro-
matografie — HPLC; kapilarni elektroforéza — CE, superkritickd fluidni extrakce — SFE, extrakce
kapalina—kapalina, ...) se vstupem prvkove selektivniho detektoru, nebo je pouzit vhodny spojovaci
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&lanek (interface). Casto musi byt toto spojeni doplnéno derivatizaénim stupném (generovani téka-
vych sloucenin — HG, ethylace, ...) bud’ pfed detekénim krokem, nebo jesté pied separacnim kro-
kem. Ze separacnich technik je nej¢astéji vyuzivana kapalinova a plynova chromatografie a kapi-
larni elektroforéza. Jako prvkové selektivni detektory jsou nejcastéji vyuzivany piistroje pro ato-
movou spektrometrii (atomovy absorpcni spektrometr — AAS, atomovy fluorescencni spektrometr
— AFS, atomovy emisni spektrometr s indukén€ vazanym plazmatem — AES-ICP, hmotnostni spek-
trometr s indukéné vdzanym plazmatem — ICP-MS). Pfimé propojeni bez interface se nejcastéji
tykéd spojeni HPLC-AES-ICP a HPLC-ICP-MS, propojeni pfes pfislusny interface pak ostatnich
metod. Priklady nejcastéji pouzivanych propojeni jednotlivych technik jsou na Obr. 7.2. Tandemo-
vymi technikami, které se pouZzivaji specialn¢ pro ultrastopovou speciacni analyzu jsou spojeni:
GC-AFS; HPLC-HG-AFS; HPLC-ICP-MS a GC-ICP-MS.

HG » GC
/f
Filtrace / / . HPLC
dialyza N i
ICP-AES
Ethylace N CE €
ICP-MS

Obr. 7.2: Tandemové techniky pro speciacni analyzu
7.4 Separac¢ni techniky pouzivané pri speciacni analyze

7.4.1 Kapalinova chromatografie

Z technik kapalinové chromatografie se pro potieby speciacni analyzy pouziva iontové vyménna
chromatografie — IEC, gelova permeacni chromatografie — SEC a chromatografie s reverznimi fa-
zemi — RP-HPLC.

7.4.1.1 Iontové vyménna chromatografie

Iontové vymeénna chromatografie je zaloZzena na interakcich mezi kationty analytu v mobilni fazi
s negativné nabitymi funkénimi skupinami stacionarni faze (katex) nebo anionty analytu s pozitiv-
n¢ nabitymi funkénimi skupinami stacionarni faze (anex). Oba typy ménicl, katex i anex, jsou
Siroce uzivané pro separaci specii kovil. Kolony se silnym anexem jsou napf. pouzivany pii speci-
ac¢nich analyzach sloucenin arsenu a selenu. Dale je technika IEC aplikovana napf. na analyzu me-
talothioneint (nizkomolekularnich proteind a polypeptidl s vysokym obsahem cysteinu a schop-
nosti vazat kovy) — slaby anex s diethylaminoethylovymi funkénimi skupinami a sérovych proteint
— siln€ bazické anexy s kvartérnimi amoniovymi skupinami.

Separace vyzaduji pouziti vodnych mobilnich fazi s pufry s riznymi hodnotami pH
a s pomeérn¢ vysokymi koncentracemi soli; to mutze zpisobit problémy pii detekci technikou
ICP-MS (ucpavani zmlzovaéil, konusti). Casto se pii eluci pouziva dvou mobilnich fizi s linearnim
gradientem. Priitoky mobilni faze jsou zpravidla v intervalu 0,7-1,5 ml min'. Pouziti katexu pii
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speciaCni analyze je mén¢ Casté, napt. separace arsenobetainu a dalSich sloucenin arsenu v kyselém
prostiedi.

7.4.1.2 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie je zaloZena na efektu molekularnich sit. Umoznuje déleni specii
podle velikosti ¢i tvaru jejich molekul. Cas, po ktery je molekula zadrzovana v pérech souvisi pii-
mo s jeji molarni hmotnosti. Technika SEC je vhodna pro speciaci velkych molekul proteind
a polysacharidli. Separace mensich specii (zvlasté iontl), miize byt vyznamné ovlivnéna adsorpci
a efektem iontové vymeény. Oproti jinym technikdm ma velkou vyhodu ve vysoké toleranci k bio-
logickym matricim. Priitoky mobilni faze jsou opét nejéastéji v intervalu 0,7-1,0 ml min' a jejich
slozeni je dobie kompatibilni (vodné roztoky, pouziti nizkého obsahu soli) se vS§emi detek¢nimi
technikami: F-AAS, ICP-AES i ICP-MS. Nevyhodou techniky SEC je pomérné maly pocet teore-
tickych pater chromatografické kolony, nedostate¢ny pro rozliSeni peptidi o podobné molarni
hmotnosti liSicich se pouze slozenim aminokyselin. Kazda frakce eluovana z SEC kolony tak mtize
obsahovat tfadu sloucenin. V mnoha pfipadech je tedy pfed charakterizaci nezbytné dalsi déleni
pomoci jiné chromatografické techniky.

7.4.1.3 Chromatografie s reverznimi faizemi

V pripadé chromatografie s reverznimi fazemi je analyt davkovan do polarni mobilni faze (smés
voda—methanol, voda—acetonitril, ...) a je separovan na nepolarni stacionarni fazi (napf. silikagel
s chemicky navazanym uhlikatym fetézcem, zpravidla C4-C18).

Vyhodou této techniky pro specia¢ni analyzu, oproti IEC a SEC, je fakt, Ze plnici material
kolony neobsahuje zadné ligandy umoznujici konkurencni vazbu kovt. Typickymi predstaviteli
analyzovanych latek jsou polarni slouceniny bez naboje s molarni hmotnosti mensi nez
3000 g mol . Dnes existuje velké mnoZstvi kolon s vysokou Géinnosti separace, li§icich se rozmé-
ry (kolony narrow-bore, mikrokolony). Miniaturizace kolon vede ke snizeni spotfeby mobilni faze,
ale tim také ke snizeni pratoku, coz mtze byt problematické pii spojeni s prvkoveé selektivnimi
detektory. V piipadé pouziti ICP-MS nebo AES-ICP je proto potfeba pouzit napi. mikrokoncent-
rické nebo pfimé zmlzovace (DIN) pro zavadéni vzorki malymi pritoky. Vyssi podil organickych
latek v mobilni f4zi pak také mize zpisobovat nestabilitu az zhaSeni plazmatu u téchto detekénich
technik. Dal§im negativnim faktorem je usazovani uhliku na kénusech a plazmové hlavici, To je
mozno castecné potlacit pridanim velmi malého mnozstvi kysliku do proudu Ar pro G¢innéjsi roz-
loZeni organické faze.

Piikladem aplikaci chromatografie s reverznimi fazemi v bioanorganické chemii je sepa-
race specii ve filtratech po ultrafiltraci nebo extraktech o molarni hmotnosti do 10 000 g mol ',
event. podrobnéjsi charakterizace Cistoty metalothioneinovych frakci izolovanych metodou SEC
nebo aniontové IEC.

7.4.2  Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je charakteristicka vysokou separacni ucinnosti. Je vhodna pro Sirokou
Skalu vzorki se speciemi od velkych biomolekul az po malé anorganické ionty. Vyhodou je zpra-
covani minimalniho mnozstvi vzorku. Spojeni kapilarni elektroforézy s prvkové selektivnim detek-
torem je obecné méné Casté nez v pripadé HPLC. Diivodem mensiho rozsifeni spojeni obou technik

vvvvvv
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ce. Z duvodu aplikace velmi malych mnozstvi vzorku je pouzivanym prvkovée selektivnim detekto-
rem vyhradné ICP-MS. Dva piiklady komercnich interface jsou uvedeny na Obr. 7.3.

S CE capillary

Cross Piece

Platinum electrode

/v Make-up liquid
PEEK
capillary
Nebulizer Fitting for
Argon
Nebulizer capillary L
Make UP Solution Pt Electrode
@ 1- 20 ul/min
UpChurch Mira Mist CE
“T" coupling

CE Capillary Mini Chamber
CE Capillary '

Obr. 7.3: Priklady komercnich interface pro spojent kapildarni elektroforézy a ICP-MS

7.5 Prvkové specifické detektory

Zékladnim pozadavkem na prvkové specificky detektor je dostateCna citlivost pro detekci daného
prvku, prace v kontinualnim rezimu a moznost snadného propojeni se separacni technikou.

7.5.1  Atomova absorp¢ni spektrometrie

Hlavni pfednosti ptistroji pro AAS jako prvkové selektivnich detektorti je jejich jednoduchost,
snadna dostupnost a nizké pracovni naklady. Nevyhodou této techniky je fakt, ze neni multiele-
mentarni (s vyjimkou simultanni HRCS-AAS). Nemoznost prace v kontinualnim rezimu vylucuje
pouzit atomové absorpcni spektrometry s elektrotermickou atomizaci (ET-AAS), které jinak dosa-
huji pro fadu prvki hodnot detekénich limitd srovnatelnych s ICP-MS. Pro detekei se tedy pouziva
AAS s plamenovou atomizaci (F-AAS) nebo s kiemennymi atomizatory (QF-AAS). Prvni pouziti
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AAS jako prvkove selektivnich detektort se datuje do roku 1980, kdy bylo pouzito pro stanoveni
komplexti kov—protein.

7.5.1.1 AAS s plamenovou atomizaci

Plamenova AAS muze byt spojena s HPLC pfimo, je slucitelna s pratokem i se sloZzenim (i s orga-
nickymi rozpoustédly) mobilni faze. Citlivost plamenové AAS je obecné pomérné nizka. Vyuziva
se proto dnes pouze pro detekci komplext s kovy, které davaji vyssi odezvu (Cd, Pb, Zn, Cu).

7.5.1.2 AAS s kifemennymi atomizatory

Technika QF-AAS je na rozdil od plamenové techniky velmi hojné¢ pouzivana pro stanoveni specii,
které Ize on-line prevést na tékavé hydridy nebo atomarni pary (As, Se, Sb, Hg, Cd, ...). Je spojo-
vana jak s plynovou, tak s kapalinovou chromatografii (postkolonova derivatizace). Spojeni je vzdy
realizovano pomoci interface. Piiklad uspofadani experimentu ve spojeni s elektrochemickym ge-
nerovanim tékavych sloucenin je uveden na Obr. 7.4. Dosazené detek¢ni limity pro stanoveni spe-
cii As a Se se pii postkolonovém generovani tékavych hydridid ve spojeni s QF-AAS pfiblizuji
detekénim limitim stanoveni s ICP-MS s pfimym zmlZovanim.
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Obr. 7.4: Spojeni techniky HPLC-HG-QF-AAS

7.5.2  Atomova fluorescencni spektrometrie

Nespornou vyhodou metody AFS je jeji vysoka citlivost, ktera je srovnatelnd s citlivosti metody
ICP-MS, dosazena je vSak za zlomek provoznich nakladt ICP. Atomovy fluorescencni spektrometr
se dnes pouziva jako prvkové selektivni detektor predevsim pro stanoveni specii hydridotvornych
prvki. Je kompatibilni (podobné jako QF-AAS) s pritoky a sloZzenim mobilnich fazi HPLC. Na
Obr. 7.5 je komerc¢ni spojeni HPLC-HG-AFS pro stanoveni specii arsenu s postkolonovym che-
mickym generovanim hydridi po piedchozi fotooxidacni destrukci organickych specii arsenu, na
Obr. 7.6 je pak opéet komercni schéma propojeni GC-AFS.
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Obr. 7.5:  Komercni propojeni HPLC-HG-AFS (Millennium Excalibrum System, P.S. Analy-
tical Ltd.)
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Obr. 7.6:  Spojeni GC-AFS (Millennium Merlin System, P.S. Analytical Ltd.)

7.5.3 Atomova emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Nespornou vyhodou piistroje AES-ICP jako prvkové selektivniho detektoru je jeho multielementarni
meéfeni, znacna robustnost vii€i interferencim z mobilni faze (obsahujici vysoké koncentrace soli
a organickych rozpoustédel) a nejjednodussi interface pro spojeni se separacni technikou — kapilara
spojujici vystup z HPLC kolony a pneumaticky zmlzovag pfistroje. Pneumatické zmlzovace toleru-
ji vodné roztoky s koncentraci pufru do 50 mmol 1", Citlivost stanoveni je negativné ovliviiovana
nizkou transportni u¢innosti. Lze ji zvysit pouzitim napt. hydraulického vysokotlakého zmlzova-
¢e nebo ultrazvukového zmlzovale. Piesto jsou detek¢éni limity pro speciaci fady prvka
(10-100 ng mI"") mnohdy nedostate¢né. Spojeni HPLC-AES-ICP se od zacatku 80. let pouziva
napf. pro speciaci As v biomaterialech.

7.5.4 Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem, ICP-MS

Hmotnostni spektrometry s indukéné vazanym plazmatem jsou v dnesni dob€ nejpouzivangjsimi
a nejcitlivéjsimi prvkovée selektivnimi detektory. Jejich hlavnimi pfednostmi jsou multielementarni
méteni, velmi nizké detekeni limity pro stanoveni vétSiny prvkd, moznost zjisténi izotopového
zastoupeni a technika on-line izotopového zied’ovani. Obecnym problémem je mensi tolerance
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k vys§im obsahiim soli a organickych rozpoustédel v mobilnich fazich a spektralni interference.
Provozni naklady jsou velké, podobné jako u AES-ICP.

V komer¢nich piistrojich ICP-MS se bézné pouzivaji levnéjsi kvadrupolové analyzatory
s hor$im rozliSenim a nizsi citlivosti. Citlivost a rozliSeni Ize zvysit pouzitim sektorového nebo
pruletového analyzatoru. Sektorovy analyzator je v nizkorozliSovacim modu asi dvakrat citlivejsi
nez kvadrupolovy analyzator. Vét§imu rozsiteni spektrometrl s vysokym rozliSenim (s potencialné
niz8§imi detekénimi limity a niz§im rozsahem interferenci) vSak bréni jejich vysok4 cena a drahy
provoz. V piipadé¢ kvadrupolovych analyzator je mozné potlacit polyatomické interference u sta-
noveni nékterych prvki (Fe, Cr, As, Se) pouzitim kolizni nebo reak¢ni cely umisténé mezi ICP
a analyzatorem. Na Obr. 7.7 je uveden piiklad analyzy smési specii arsenu a selenu kombinovanou
technikou HPLC (IEC) — ICP-MS.
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Obr. 7.7:  Piiklad chromatogramu smési specii arsenu a selenu ziskaného kombinovanou
technikou HPLC (IEC)-ICP-MS
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8.1 Definice chemického sensoru

Problematice chemickych sensord, jejich vyuziti v nejriznéjsich oblastech pracovniho a zivotniho
prosttedi a zhodnoceni jejich vyznamu byla v tomto kursu jiz vénovana zna¢na pozornost . Pi-
pomenme si, ze hlavnim ukolem chemického sensoru je prevadét chemicky stav nebo projev
sledovaného systému na signaly-informace, kterym bud’ jiZ rozumime pi#imo, nebo je lze na
srozumitelné snadno pievést. Jednoznacnou a vSeobjimajici definici chemického sensoru podat
nelze, v odborné literatuie se setkdvame s mnohymi. Lze souhlasit s tim, ze 3 ,chemicky sensor je
malé zatizeni, které prevadi chemicky stav na elektricky signal“. Méné obecna je definice *, ktera
fika: ,,Chemicky sensor je prevodnik, ktery poskytuje primo informaci o chemickém slozeni
svého okoli. Je tvoren fyzikilnim pievodnikem a chemicky citlivou vrstvou‘. Tato definice jiz
popisuje i principialni strukturu chemického sensoru a na jejim zaklad¢ 1ze diskutovat problematiku
ze dvou hledisek. Na jedné stran¢ je molekulovy ¢i iontovy selektor a fyzikalné chemicka ¢i bio-
chemicka interakce sensoru s urcitymi latkami ve sledovaném prostiedi (chemicky citliva vrstva),
na stran¢ druhé je systém pievadéjici vysledek prislusné interakce na méfitelny a vyhodnotitelny
signal, vesmes elektricky (fyzikalni prevodnik).

Velice specifické a citlivé mohou byt sensory, v nichz je v chemicky citlivé vrstvé vyuzi-
to biologickych ¢i 1épe biochemickych rozpoznévacich mechanismti na trovni molekul ¢i mak-
romolekul, jako jsou enzymy, protilatky ¢i nukleové kyseliny. Nemusi jit vzdy o izolované slouce-
niny, ale mohou byt vyuzity i rostlinné nebo zivocisné tkan€, konaji se pokusy o spojeni fyzikalni-
ho prevodniku s celymi organy. Chemické sensory obsahujici funkéni biologickou komponentu
jsou znamy jako biosensory. Problematika biosensori je dnes jednou z nejrychleji se rozvijejicich
oblasti chemickych sensord, protoze nachazeji uplatnéni predevsim v biochemickych a klinickych
laboratofich, v nichz se provadéji obrovské pocty vysoce specializovanych analyz biologickych
vzorkl s komplexnimi matricemi.

V souladu s vyse uvedenou definici, vymezujici v (bio)chemickém sensoru dvé zakladni
struktury, je prezentovan nasledujici text. Nejprve budou diskutovany biologické (biochemické)
prvky chemicky citlivé vrstvy a poté bude pojednano o pouzivanych ptrevodnicich.

8.2 Chemicky citlivé vrstvy s biologickou ¢i biochemickou komponentou

Biologické prvky vyuzivané v biosensorech jsou vybirany pfedevsim z n€kolika zékladnich skupin
materialti, predevsim to jsou enzymy a protilatky. V posledni dobé se intenzivné experimentuje
s tzv. receptory, tj. biologickymi strukturami, které spousti néjaky proces, jsou-li exponovany
urcité latce nebo skupin€ latek. Prikladem mutiZze byt vypreparovany ¢ichovy organ korysi s chemo-
receptory tvoficimi komplex napf. s aminokyselinami ¢i hormony. Vznik komplexu je provazen
zménou akéniho potencidlu na nervovém vlakné, ktery lze métit mikroelektrodou. Na rozdil od
biosensord obsahujicich enzym ¢i protilatku, se lze s receptorovymi biosensory setkat pouze v la-
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boratofich. Zajimavé je i vyuziti nukleovych kyselin v biosensorech, slouzi v§ak zpravidla nikoli
piimo k detekci urcitych latek, ale za pouziti metod genového inZenyrstvi k modifikaci gent napf.
bakterialnich kmend tak, aby zvysily produkci potiebného enzymu nebo zlepsily jeho vlastnosti
(mensi zména vlastnosti se zménou pH, vyssi stalost atp.). Dalsi vyuziti sensorti s nukleovymi ky-
selinami lze spatfovat v problematice detekce poskozeni genetického materidlu a genetickych vad.

8.2.1 Enzymy

Enzymy vysoce specificky katalyzuji urcité chemické reakce. Detegovano a vhodnym pievodni-
kem pfevadéno na informacni signal je mnozstvi vzniklého produktu, P, ¢i ubytek reakéni kompo-
nenty, R, pfi této reakci:

E+SSES+RSE-+P

kde E predstavuje enzym a S analyt (substrat). Nejbéznéj§imi jsou biosensory mocoviny s enzy-
mem ureasou, ktera katalyzuje hydrolyzu mocoviny:

(NH2)2 + Hzo % 2 NH3 + COz

a glukosy s enzymem glukosooxidasou, ktera katalyzuje jeji oxidaci:

glukosa + O,  gukeseoxidasa o1y konova kyselina + H,0,

V prvém piipadé se deteguje mnozstvi vzniklého CO, nebo (s vyhodou) NH; (zpravidla potencio-
metrickym ¢idlem, viz dale), v druhém ptipadé ubytek kysliku nebo mnozstvi vzniklého peroxidu
vodiku (napt. ampérometrickym ¢idlem). Z téchto udaju je na zaklad¢ kalibrace stanoven analyt.

Kromé izolovanych a ¢isténych enzymil lze vyuzit piimo biologickych tkani nebo mikro-
bialnich kultur, které enzym obsahuji. Vyhodou miize byt to, Ze enzym je ve svém biologickém
prostiedi a je tak stabilngjsi a mize byt i aktivnéjsi. Tkanové biosensory jsou i levnéjsi nez bi-
osensory s izolovanymi enzymy. Nevyhodou byva mensi rychlost odezvy a mohou byt i méné se-
lektivni, protoZe obsahuji zpravidla vice enzymi. Jako ptiklad 1ze uvést tkanovy biosensor pro
stanoveni glutamové kyseliny, v némz je enzym glutaminasa obsazen v prasecich jatrech:

prasedi jatra

glutamin + H,O

NH; + glutamova kyselina

a glutamin je stanoven z mnozstvi vzniklého amoniaku.

Nektera stanoveni mohou byt zaloZena i na kombinaci vice enzymovych reakei. Napii-
klad stanoveni argininu, viz Obr. 8.1, je mozné tkailovym biosensorem obsahujicim arginasu v ho-
vézich jatrech. Vznikajici moCovina je detegovana potenciometrickym sensorem s ureasou. Dalsi
priklady tkanovych biosensorti jsou v tabulce 8.1.

CHZ—NH—C/..{NHZ moéovina (|3H2—NH§
(|3H2 N, H,0 o:c;f‘NH2 (|3H2

(:3H2 N ?Hz .
CH—NH; ™ CH-NH;
COO™ arginaza COO
arginin ornithin

Obr. 8.1:  Schéma stanoveni argininu, podrobnosti viz text
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Tab. 8.1:  Piiklady tkdiiovych a mikrobidlnich enzymovych biosensorii (vybér z publikace”)

Analyt (substrat) Bioaktivni material Detegovany produkt
adenosin sliznice mysiho stfeva NH;
guanin krali¢i jatra NH;
glutamova kys. tykev CO,
dopamin bananova duzina 0,
cystein okurkovy list NH;
pyrohroznova kys. kukufi¢né zrno CO,
lysin Escherichia coli CO,
nikotinova kys. Lactobacilus arabinosis zména pH
ethanol Trichosporon brassicae 0,
glukosa Pseudomonas fluorescens 0,
8.2.2 Protilatky

Protilatky (antibody, Ab) jsou proteiny, které mohou velice specificky vazat urcité, pro organismus
Skodlivé latky (antigeny, Ag) do neskodného komplexu:

Ab + Ag 5 Ab-Ag

Rovnovazna konstanta reakce, K = [Ab—Ag]/[Ab][Ag], je vysoka, fadové 10°. Protilatky vznikaji
v organismu jako reakce na pfitomnost riznych proteint, ale i relativné malych molekul, haptentl,
které (po spojeni s vhodnym makromolekularnim nosi¢em) maji rovnéz schopnost vyvolat produk-
ci protilatek. Takto vzniklych protilatek je mozno analyticky vyuzit k detekci a stanoveni prave
téch latek, které jejich tvorbu vyvolaly. Castymi pouzivanymi protildtkami jsou imunoglobuliny
(y-globuliny), které jsou ziskavany ze zvitecich krevnich sér. Schematické zndzornéni imunoglobu-
linu je na Obr. 8.2A. Selektivitu imunoglobulinti uréuje struktura variabilni oblasti, jak je naznace-
no na Obr. 8.2B.

supervariabilni :
oblast ﬁ

. :I-" \ :. '. \ - \ 5 ~
& 1 £ 17 \ G 1®) G
A Y NEE Y L | v
g}‘,\ lehky | | | | e/ G\ PA-
Pty fetézec | | | | PR \\ 45/
P | A\ 90 9% i)
S.S | 1
S-S I
\ /31
- a—
58 /33
. tazky  — /
tézky fetézec 751 /
fetézec) /I; ) ” F\L /
l-’ | |68 102 100 g=
/ / F o~ \ W \
| | f i Vi / | 5 I. \.\ \
i B Lt T8 @\ &
Cc c

Obr. 8.2:  Model protildtky — imunoglobulin (A) a zndzornéni specifické tvorby komplexu pro-
tilatka-antigen (B); Cisla udavaji poiadi aminokyseliny ve variabilni oblasti imuno-
globulinu
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Pti analyze je biosensor s imobilizovanou protilatkou v kontaktu s analyzovanym rozto-
kem. Po ustaveni rovnovahy se zjisti mnozstvi vzniklého komplexu a na zakladé kalibrace obsah
antigenu. V mnoha ptipadech se postupuje tak, ze do analyzovaného roztoku se ptida znaimé mnoz-
stvi antigenu stejného, jako je stanovovany, ale vhodnym zplisobem znac¢eného, Ag*, (napi. enzy-
mem navazanym na nespecifickou ¢ast antigenu, radioaktivnim izotopem, fluoreskujici molekulou
atp.) tak, aby se dal detegovat, ale byl pro protilatku nerozliSitelny od antigenu stanovovaného,
neznaceného. Podle poméru neznaceného a znaceného antigenu v roztoku se na biosensoru ustavi
uréity rovnovazny pomér [Ab—Ag]/[Ab—Ag*]. Stanoveni antigenu je pak zaloZeno na zjisténi
mnozstvi komplexu se zna¢enym antigenem.

Postupy pii praktickych aplikacich imunosensorii byvaji nékdy pomérné slozité. Jako
priklad Ize uvést specifické stanoveni stop trinitrotoluenu (TNT)® Imunosensor tvofi
TNT-protilatka imobilizovana na sepharose. Je v kontaktu se vzorkem obsahujicim stanovovany
TNT a znamou koncentraci TNT znaceného enzymem glukoso-6-fosfat dehydrogenasou (G6PDH),
Obr. 8.3A. Neznaceny a znaCeny TNT soutézi o mista na imobilizované TNT-protilatce a podle
jejich pomeru ve vzorku se ustavi i jejich rovnovazny pomér na sensoru, Obr. 8.3B, viz téz vyse.

FMN+RCOOH+H,O+hv

ﬂdi
sepharosa-Ab  TNT //\‘
G6P + NAD 6PG + NADH

A B C FMN + H———> FMNH,

oxidoreduktaza

luciferaza
RCHO, O,

Obr. 8.3:  Schema stanoveni TNT imunosensorem (sepharosa-Ab je sepharosa s imobilizova-
nou TNT-protildatkou, E je enzym G6PDH). Popis v textu

Po dosazeni rovnovahy je z imunosensoru vymyt nenavazany TNT a mnozstvi navazané-
ho znaceného TNT se stanovi enzymatickou reakci, Obr. 8.3C. Enzym G6PDH ve znacce katalyzu-
je oxidaci glukoso-6-fosfatu (G6P) oxidovanou formou nikotinamid-adenindinukleotidu (NAD") za
vzniku 6-fosfoglukonatu (6PG) a NADH. NADH poté redukuje za katalyzy oxidoreduktasou fla-
vinmononukleotid (FMN) na redukovanou formu FMNH,, ktera reaguje s kyslikem za pfitomnosti
bakterialni luciferasy, pfiCemz je emitovano zareni o vinové délce 478 az 505 nm. Fotometrickym
meéfenim intenzity tohoto zareni Ize na zaklad¢ kalibrace stanovit TNT ve vzorku. Vysledkem toho-
to nékolikastupnového postupu je vysoce specifické a citlivé stanoveni vybusniny TNT s detek¢-
nim limitem pod 10~ mol.dm™.

V prave popsaném imunosensoru pro detekci TNT je vyuzito tzv. kompetitivniho uspo-
Fadani. Jinou pouzivanou strukturou imunosensort je sendvi¢ové usporadani, jehoz schéma je na
Obr. 8.4.
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prevodnik biosensoru prevodnik biosensoru prevodnik biosensoru
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Sendvicové usporadani imunosensoru

P S
Obr. 8.4:

1 — sensor s vytvofenym komplexem Ab-Ag je pfenesen do roztoku, ktery obsahuje
zna¢enou protilatku, Ab*; 2 — Ab* se navaze na druhém vazebném misté Ag; 3 — sen-
sor je v roztoku obsahujicim substrat S a deteguje se produkt enzymatické reakce P

8.2.3 Imobilizace biologicky aktivni latky na povrchu biosensoru

Aby bylo mozno biosensory v praxi pouzivat, musi byt biologicky aktivni latka (chemicky citliva
vrstva) imobilizovana na povrchu biosensoru, zpravidla pfimo na pievodniku. K tomu se vyuziva
n¢kolika metod. Nejjednodussi metodou je adsorpce (Obr. 8.5A). Pevnost vazby je vsak velice

mala a biosensory tohoto typu jsou vhodné pouze pro laboratorni vyzkumnou praci. Doba Zzivota
takto pfipraveného biosensoru byva maximalné jeden den.

Dalsi moznosti je imobilizovat a drzet biologicky aktivni latku t€sn€ u povrchu sensoru
permeabilni membranou (encapsulation). Vyhodou je to, Ze membrana, podle struktury a materi-
alu, mize takéomezit napt. inhibi¢ni vlivy n€kterych latek v roztoku a zajist'uje relativni Cistotu
aktivni vrstvy (Obr. 8.5B). BéZznymi materialy jsou napi. acetylcelulosa (dialyza¢ni membrana),

polykarbonat, kolagen (piirodni protein) a dal§i. Zivotnost biosensoru s membranou miize byt az
jeden tyden.

Biologicky aktivni latka muze byt imobilizovana v polymernim gelu (entrapment,
Obr. 8.5C). Casto pouzivanym polymerem byva polyakrylamid (znamy z gelové elektroforézy).

Stalost biosensoru je nékoli tydnt, ale polymerni matrice pfedstavuje znacnou difuizni bariéru, coz
vede k dlouhym dobam odezvy sensoru.

BA BA @ Ea
BA > @ BA
BA @
A B C

D

Zpusoby imobilizace biologicky aktivni latky (BA) na povrchu detekcniho systému
(pievodniku)

Obr. 8.5:

A — adsorpce, B — imobilizace membranou, C — imobilizace v polymernim gelu,
D — imobilizace kovalentni vazbou
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Nejstabilnéjsi imobilizaci biologicky aktivni latky u povrchu sensoru je kovalentni vaz-
ba (Obr. 8.5D). Tento zplsob lze vyuzit tehdy, jsou-li ve struktufe biologicky aktivni latky skupi-
ny, které nejsou nutné pro biologickou aktivitu latky, ale Ize je vyuzit k vazbé€ na sensor. Biosenso-
ry tohoto typu moho byt aplikovatelné az po dobu jednoho roku.

8.3 Prevodniky v biosensorech

8.3.1 Prevodniky elektrochemické

Mezi elektrochemickymi ptevodniky jsou dnes jiz klasické potenciometrické nebo ampéromet-
rické membranové detektory, Obr. 8.6. Indikacnim elementem v prvém z nich je sklenéna elek-
troda nebo iontove selektivni elektroda (ISE), v druhém platinova elektroda. Biochemicky aktivni
latka je imobilizovana na vnéjsi strané membrany, kterd oddé€luje vlastni detekcni systém od analy-
zovaného prostiedi, takze k elektrodam se dostanou pouze latky plynné. Z toho plyne, Ze pfi bio-
chemické interakci analytu s biologicky aktivni latkou musi vznikat nebo byt spotiebovavany plyn-

né latky.
1.5V
x - V-meftr referentni b ]
Jioda | g clektods mcgl
\
vnitini
= elektrolyt —— =
Vs Ag anoda 1 -
° @ Permeabilni @, ®
mgmbréqg

F:F biochemicky :_
N akivn latka

A B

Pt katoda

Obr. 8.6:  Schema potenciometrického membrdanového biosensoru (A) a ampérometrického
membranového biosensoru (B)

Potenciometricky membranovy detektor, Obr. 8.6A, je Castym pievodnikem pro stano-
veni latek, pfi jejichz enzymatické reakci vznika oxid uhli¢ity nebo amoniak. Plynna komponenta
permeuje membranou do vhodného vnitiniho roztoku, kde dochazi v dusledku proteolytickych
reakci ke zmén¢ pH, na coZz reaguje sklenéna elektroda zménou potencialu. K témto reakcim do-
chazi v tenkém filmu elektrolytu mezi membranou a sklenénou elektrodou, takze po ukonceni ana-
lyzy je diftzi z okolniho roztoku opét ustaveno pocatecni pH. Typickymi aplikacemi tohoto typu
biosensoru jsou jiZ vyse uvedena stanoveni mocoviny (detekéni limit, LOD ~ 10°® mol dm™), glu-
taminu, argininu a latek v uvedenych tabulce 8.1, pfi nichz je reakénim produktem NH; nebo COs.
Dalsi priklady jsou uvedeny v tabulce 8.2.
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Tab. 8.2:  Priklady stanoveni latek potenciometrickymi biosensory

Analyt Enzym Produkty *)
kreatinin kreatinasa NH; + kreatinin
L-fenylalanin fenylalaninamoniak lyasa NH; + trans-cinnamat
adenosin adenosindeaminasa NH; + inosin
aspartam L-aspartasa NH; + produkt
Stavelan oxalatoxidasa 2 CO, + H,0,
penicilin **) penicilinasa H" + peniciloinat

*) detegovany produkt je vyznacen tuné; **) pii tomto stanoveni je detektorem jen pH-elektroda

V soucasnosti se v potenciometrickych biosensorech jako pH citlivy ptrevodnik casto
vyuziva iontoveé selektivni transistor fizeny polem (ISFET). Biologicky aktivni latka je na jeho
fidici elektrodé a zména pH v pfitomnosti analytu se projevi zménou potencialu tidici elektrody
atim i zménou proudu tekouciho transistorem. Velikost tohoto proudu je analytickym signalem.
Hlavni ptednosti tohoto pfevodniku jsou malé rozméry (moznost tvorby soubori biosensortl)
a kompatibilita se zpracovatelskou mikroelektronikou.

Ve standardnim ampérometrickém membranovém biosensoru, Obr. 8.6B, je pfevodni-
kem detektor kysliku, ktery je znam jako Clarktv detektor. Kyslik permeuje membranou k platino-
vé katod¢, kde je pii jejim vhodném potencialu redukovan; analytickym signalem je odpovidajici
elektricky proud. Detektor je proto pouzivan v téch pifipadech, kdy se biochemické reakce ucastni
kyslik. Typickym ptikladem je stanoveni glukosy:

glukosa + O, _gukosoxidasa 0 glukonova kyselina + H,0,

Stanoveni je zalozeno na ubytku kysliku v blizkosti membrany v pfitomnosti glukosy v analyzova-
ném prostredi. Podle imobilizované oxidasy lze takto stanovovat mnoho dalSich latek. Pro praktic-
ké pouziti jsou k dispozici i tzv. solid-state biosensory zaloZené na planarnich detektorech kysliku,
v nichZ jsou elektrody a dal$i komponenty sensoru zhotovované napft. sitotiskem na inertni podloz-
ce. Takto zhotovované biosensory jsou levné a zpravidla se pouzivaji jako jednorazoveé.

Biosensory zalozené na principu Clarkova kyslikového detektoru se nékdy nazyvaji bi-
osensory prvni generace. Biosensory, v nichZ je misto kysliku detegovan jiny redoxni systém
s prizniveéjSim elektrochemickym chovanim (systém elektrochemicky reversibilni), tzv. redoxni
mediator, jsou biosensory druhé generace. Stanoveni glukosy je v tomto pfipadé schematicky
znazornéno na Obr. 8.7. Latkou detegovanou na elektrodé€ je v uvedeném piikladé ferrocen. V pro-
blematice biosensorl se vyuzivd mnoha rtiznych typt redoxnich medidtori, umélych i ,pfiroze-
nych®, mezi posledné jmenované patii napt. FMN/FMNH, nebo NAD"/NADH, viz vyse stanoveni
TNT. Nejjednodussi realizaci biosensord tohoto typu je elektroda z uhlikové pasty, v niz je pfimi-

chan redoxni mediator a pfislusny enzym je imobilizovan na povrchu pasty.

Testuji se i biosensory tieti generace, kdy je na elektrod¢ oxidovan nebo redukovan
pfimo enzym bez redoxniho mediatoru. K zajisténi dostatecn¢ rychlé elektrodové reakce vsak elek-
trodovy povrch musi byt vhodnym zptisobem modifikovan, pouziva se napt. komplex tetrakyano-
chinodimethan/tetrathiafulvalen (TCNQ/TTF). Dalsi ptiklady aplikaci ampérometrickych biosenso-
1l jsou v tabulce 8.3.
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elektroda

Fct GOD (red) kys. glukonova
i( X
Fc GOD (ox) glukoza
Obr. 8.7: Princip biosensoru pro stanoveni glukosy s redoxnim medidtorem

Fc a Fc' je ferrocen a jeho oxidovand forma, GOD je glukosoxidasa

Tab. 8.3: Priklady stanoveni latek ampérometrickymi biosensory

Analyt Enzym Detegovany produkt
polyfenoly *) polyfenoloxidasa chinon

cholesterol **) cholesteroloxidasa H,0,/Fc

ethanol alkoholdehydrogenasa NADH"

mléc¢nan laktatmonooxidasa H,0,

*) jednim z prvnich biosensort byla uhlikova pastova elektroda v niz byla rozmichana bananova duzina (bi-
osensor byl nazvan banantroda). Bananova duzina obsahuje enzym polyfenoloxidazu a biosensor byl pouzit
pro stanoveni dopaminu; **) biosensor s redoxnim mediatorem ferrocenem.

8.3.2  Prevodniky hmotnostni

Pfevodniky zaloZzené na méfeni zmén hmotnosti vyuzivaji piezoelektrické materialy. Typickym
pouzivanym piezoelektrikem je kfemen, pouZzivaji se 1 jiné materialy, napf. LiINbO;, LiTaO;. Bio-
logicky aktivni latka je imobilizovana na povrchu piezoelektrika a zména jeji hmotnosti v ptitom-
nosti analytu (adsorpce, tvorba produktu, tvorba komplexu Ab-Ag atp.) se projevi zménou rezo-
nanc¢ni frekvence téchto materiald. V praxi se lze setkat s dvojim typem téchto sensord, s tzv. sen-
sory Bulk Acoustic Wave (BAW), které jsou téZ znamy jako kfemenné mikrovahy (Quartz Crystal
Microbalance, QCM) a sensory s povrchovou akustickou vinou (Surface Acoustic Wave, SAW).
Princip obou typt je patrny z Obr. 8.8.

V kfemennych mikrovahach, Obr. 8.8A, je z krystalu kiemene vytiznuta desticka (tzv.
AT-cut), kterd je na dvou protilehlych stranach opatfena elektrodami (napf. napatenim kowvu).
Desticka s elektrodami je soucasti elektronického oscilatoru a privadi se na ni stiidavé elektrické
napéti o frekvenci blizké rezonan¢ni frekvenci kfemenné desticky. Pod jeho vlivem se desti¢ka
rozkmita. Jestlize biologicky aktivni latka nanesena na jedné z elektrod interaguje s analytem
a ptitom dojde ke vzrtstu jeji hmotnosti, snizi se frekvence oscilatoru. Toto snizeni pak lze korelo-
vat s obsahem analytu v analyzovaném prostfedi. Piikladem miize byt stanoveni formaldehydu
sensorem s imobilizovanym filmem vysusené formaldehyd dehydrogenasy s NAD",

CH20 + HQO +N AD+ formaldehyd dehydrogenasa > NADH + HCOzH + H+
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kfemenny vyfez plezoelektncky blochem|c:ky aktivni
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Obr. 8.8: Schematické zndzornéni hmotnostnich biosensori typu BAW (A) a SAW (B)

U biosensori s povrchovou vlnou je stfidavé napéti o vysoké frekvenci (radiofrekvence)
privadéno na dvojici elektrod interdigitalniho typu vytvorenych na povrchu piezoelektrického ma-
terialu, Obr. 8.8B. Rezonan¢nim rozkmitdnim povrchovych vrstev piezoelektrika se generuje Ray-
leighova povrchova vina. Ta postupuje po povrchu piezoelektrika a miize byt prevadéna dalsi dvo-
jici elektrod zpét na stfidavé elektrické napéti. Pokud je na povrchu piezoelektrika imobilizovana
biologicky aktivni latka a dojde-li pii interakci s analytem ke zméné€ jeji hmotnosti, méni se rych-
lost $ifeni povrchové viny, coz se projevi zménou rezonancni frekvence (podobné jako v ptipade
BAW-sensoril) a jeji amplituda. Princip je zfejmy z Obr. 8.8B, schémata a, b, c. V laboratofich se
testuji 1 dal$i varianty této techniky, které vyuzivaji jinych typi vin $ificich se piezoelektrikem.

Biosensory s povrchovou vinou jsou nejcitlivéjsi v plynném prostiedi. Piikladem jejich
aplikace miize byt detekce a stanoveni sarinu a jinych nervove paralytickych latek (NPL) ve vzdu-
chu; biologicky aktivni latkou je enzym acetylcholinesterasa, ktera tvoii s NPL komplex. U hmot-
nostnich sensorti 1ze zvySeni citlivosti detekce dosahnout tim, ze ke stanovované molekule je na
misto, které neni diilezité pro specifickou vazbu na biologicky aktivni latku, navazana té€zka skupi-
na. Méné¢ selektivni biologicky aktivni latky jsou pouzivany v souborech piezoelektrickych biosen-
sorti pro konstrukce elektronickych nost.

8.3.3  Optické prevodniky

V biosensorech s optickymi pfevodniky se nejcastéji vyuzivaji opticka vlakna, a to ve dvou za-
kladnich variantach. V tzv. extrinsickych sensorech slouzi vldkno jako pasivni vodi¢ zafeni od
zdroje k mistu detekce a odtud k detektoru. K biochemické interakci mezi analytem a biologicky
aktivni latkou, pfi niz se méni optické vlastnosti, dochazi tak mimo optické vlakno. V nejjednodus-
$im usporadani se méii absorpce zareni, usporadani biosensoru piipomina klasickou absorpéni
spektrometrii, Obr. 8.9A.

Dvouvlaknové uspotadani na Obr. 8.9B je optickou variantou potenciometrickych mem-
branovych biosensort. Plynny produkt (CO,, NH3) vznikajici pfi reakci enzymu s analytem perme-
uje do roztoku s acidobazickym indikatorem. Na zménu pH zplisobenou proteolytickymi reakcemi
reaguje indikator zménou barvy, ktera je opticky detegovana. Pouzitim zrcadla v uvedeném sensoru
se prodluzuje opticka draha, ¢imz je umoznéna citlivéjsi detekce analytu. Pokud membrana umoz-
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nuje transport i malych molekul (dialyzacni membrana), nemusi byt produktem reakce plynny pro-
dukt. Prikladem mutiZze byt biosensor na stanoveni acetylcholinu,

0 acetylcholinesterasa

acetylcholin + H, ,  cholin+ CH;COO + H

Biosensory na tomto principu lze pouzit i pro stanoveni NPL, viz vySe, a jinych organofosfati,
napf. pesticidli. Stanoveni je v tomto ptipad¢ zalozené na inhibici enzymové aktivity acetylcholine-
strazy vazbou s analytem.

Dalsi casto vyuzivanou optickou metodou je chemiluminiscence ¢i bioluminiscence.

Analyt, napt. Ag, je misto enzymem oznacen luminolem. Po imunochemické reakci s protilatkou

imobilizovanou na svétlovodném vlakné spolecné s oxida¢nim ¢inidlem (H,O,) a katalyzatorem
2+ s : . vy . , we .
(Cu™") se méfi se intenzita zafeni emitovaného pfi reakci

luminol (H,O»/OH", Cu*") — 3-aminoftalat + Av (460 nm)
(téta reakce se pouziva i pii detekci stop krve — hemoglobinu, pii soudnich analyzach). Podobné se
vyuziva i jinych reakci spojenych s emisi zareni, viz napi. vyse stanoveni TNT. V téchto piipadech

je v biosensoru pouzito jedno svétlovodné vlakno podobné jako v prikladu biosensoru na
Obr. 8.9C. Nekteré optické biosensory uvedenych typt byvaji nazyvany optrody (¢i optody).

od zdroje  k detektoru
T od zdroje

biochem. /
aktivni
latka

enzym

fluorofor

A

// L

b,

membrana
indikator
(bio)chem.
| aktivni
i vrsiva
k detektaru aktivni
zrcadlo  'atka

A B

Obr. 8.9:  Zakladni principy biosensoriu s optickymi viakny

A, B — extrinsické sensory piivodem a odvodem Zdieni samostatnymi vldkny;

C — exintricky biosensor pro stanoveni penicilinu s jednim vlaknem pro piivod

a odvod zadreni (1 — obal, 2 — jadro, 3 — porézni kulicka s imobilizovanym fluorescei-
nem, 4 — film s imobilizovanou penicilinazou; pFi hydrolyze penicilinu se sniZuje
PH, coZ zpiisobuje zménu intenzity fluorescence fluoresceinu)

D, E — intrinsické biosensory
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Pti druhém zptisobu vyuziti optickych vlaken je ¢ast ochranného obalu vlakna odstranéna
ana obnazené vlakno je nanesena biochemicky citliva vrstva. Jde o tzv. intrinsické sensory,
k detekei analytu dochazi ptimo na optickém vlakné. Vedeni zafeni optickym vlaknem je zalozeno
na totalnim odrazu zafeni na rozhrani dvou latek o rizném indexu lomu (rozhrani jadro vlak-
na/opticky izolator). Pii tom se vSak neodrazi zateni zcela, ¢ast ho vystupuje z vldkna do urcité
vzdalenosti jako tzv. evanescentni vlna. Toto zafeni miize interagovat s chemickym prostfedim na
povrchu optického vldkna a ménit své vlastnosti.

V biosensorech zalozenych na méfeni zmén fluorescence Ize vyuzit jedno vldkno pro
privod i odvod zafeni, Obr. 8.9D, protoze budici a emitované zateni se liSi vinovymi délkami. Po-
kud by vstupni zafeni interferovalo se zafenim ovlivnénym biochemickou reakci, 1ze vyuzit varian-
ty uspotadani vlaken jako na Obr. 8.9E.

V imunochemickych biosensorech je moZzno vznik komplexu Ab-Ag sledovat tak, jak
bylo doposud v tomto textu diskutovano, tj. nepiimo pies enzymatickou reakci vyvolanou enzy-
mem, jimZ byl znacen jeden z reakénich partnerd, nebo pres chemiluminiscencni znacku. Intrinsic-
ké optické sensory umoznuji sledovat vznik tohoto komplexu pfimo. Jeden z reakénich partnert je
imobilizovan na povrchu vlakna (pouzivany jsou i planarni svétlovodice, tzv. integrated optical
sensors, 1SO), druhy je v roztoku. Vznik komplexu Ab-Ag je doprovazen zménou optickych vlast-
nosti prostiedi, jimZ se evanescentni zafeni $ifi, a tim dochazi ke zménam jeho parametrl (intenzi-
ta, fazovy posun). Ke snimani téchto zmén je vyuzivana fada specializovanych optickych systémd,
jako napt. povrchova plasmonova rezonance (SPR), reflexni interferometricka spektroskopie
(RIFS), totalni vnitini reflexni fluorescence (TIRF) a dalsi.

8.4 Zavér

Problematika biosensorti chemickych latek je velice rozsahla a do zna¢né miry komplikovana, pro-
,,SVé pracovni prostiedi, tj. mimo zivy organismus. Na druhé strané biosensory umoziuji stanovo-
vat vysoce selektivné nizké koncentrace latek v komplikovanych matricich. Nachazeji uplatnéni
v mnoha oblastech napf. v medicing€, potravinafstvi, ochran¢ Zivotniho prostiedi, biotechnologiich,
toxikologii atd. Krom¢& zde uvedenych typt nejbéznéjsich pievodnikli se v biosensorech uplatiuji
i ptevodniky snimajici zmény teploty, pfevodniky zalozené na méfeni rozptylu svétla a fada dal-
Sich. Pro dalsi ¢teni a ziskavani informaci o problematice biosensort existuje fada zdroji, at’ jiz
kniznich, napi. ®7, nebo asopiseckych, napt. Biosensors and Bioelectronics (Elsevier). Nepteberng
informaci Ize nalézt na internetu, lze doporugit napf. material na adrese °.

Podékovani
Prace vznikla za podpory MSMT CR, vyzkumny zamér MSM 0021620857.
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KLINICKE BIOCHEMIE A KLINICKE
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Onkologické centrum J. G. Mendela, Klinicke laboratore P&R Lab., s.r.o., Machova 30,
741 01 Novy Jicin (www.pr-lab.cz)

akrylhydrazid@seznam.cz

9.1 Uvod

Nasledujici text ma za cil strucné priblizit moznosti, které nabizeji chromatografické metody
v klinické biochemii, klinické farmakologii a toxikologii. Piehled vychazi predevsim z naSich
vlastnich zkuSenosti rutinni klinické laboratofe, a proto neni Uplny. Zasadni vyhody a nevyhody
chromatografickych metod vzhledem k jinym analytickym metodam vhodnym pro pouziti v rutinni
laboratorni praxi budou objasnény na konkrétnich pifipadech srovnani dvou a vice riznych metod
z nasi praxe.

Zasadnim ukolem klinické laboratofe je produkovat dostate¢né spravné a presné vysledky
v Case, ktery umoznuje indikujicimu lékati vCasny terapeuticky zasah. Pfedevsim tato kritéria by
méla vést rozhodovani odpovédnych pracovnikl pii zavadéni novych analytickych metod. Klinicka
laboratof je vystavena vysokym naroktim na plynuly, bezchybny, kapacitni a ekonomicky chod,
coz vede pfirozené k pozadavku na co nejvétsi automatizaci laboratorniho provozu. Za takovych
okolnosti se fad¢ pracovniki rutinnich klinickych laboratofi mohou chromatografické metody jevit
jako piili§ ekonomicky, ¢asove a personalné narocné. Tab. 9.1 shrmuje pocty Gcastnikl kontrolnich
cyklt DGKL (Deutsche Vereinte Gesselschaft fiir Klinische Chemie und Laborsmedizin, e.V., N¢-
mecko) u vybranych analytli za posledni tfi roky a zastoupeni HPLC mezi ostatnimi metodami. Je
patrny jen mirny vzestup HPLC v oblasti tarapeutického monitorovani 1é¢iv, zajimavé je vSak vy-
razné rozsiteni HPLC pfi stanoveni % CDT oproti jinym technikam.

Tab. 9.1: Zastoupeni HPLC v kontrolnich cyklech DGKL

2005 2006 2007
Analyt Motal | MHPLC podil Miotal | MHPLC podil Motal | FHPLC podil
HPLC, % HPLC, % HPLC, %

Cyklosporin A 165 8 4,85 164 15 9,15 161 15 9,31
Karbamazepin 293 19 6,48 337 25 7,42 333 22 6,6

Fenytoin 19 239 7,95 274 26 9,49 263 23 8,75
Fenobarbital 203 21 10,3 228 30 13,16 219 30 13,7
Primidon 99 28 28,3 104 39 37,5 97 40 41,2
Teofylin 384 7 1,81 426 9 2,11 402 9 2,24
%CDT 121 12 9,92 134 36 27 132 39 29,5
HbAlc 692 241 34,83 685 236 34,45 680 | 225 33,1
homocystein 155 31 20 78 14 17,95 102 17 16,6
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Dutvody, které mohou vést laboratof k rozhodnuti provadét méné konvencni stanoveni za
kému nebo enzymatickému komeréné dobie dostupnému stanoveni nékterého z béznych analytd,
mohou byt nasledujici: pozadavek vyssi specifity (analyza metabolitil, strukturné podobnych latek
apod.), $ir§i méfici rozsah, vySsi presnost a citlivost nebo nedostupnost alternativni metody. Pro
stanoveni fady analytl jsou dnes chromatografické metody naprosto nezastupitelné a nemaji vhod-
nou alternativu v jinych metodikach (napt. katecholaminy a jejich metabolity, néktera 1é¢iva a vi-
taminy). Na konkrétnich ptikladech z nasi praxe se budeme snazit zdokumentovat vyhody, které
nam pfineslo zavedeni vybranych chromatografickych technik do rutinni praxe. Vhodnost pouziti
chromatografickych metod bude postupné probrana z nckolika aspektil, ato zejména z hlediska
pozadavkl na specifitu, senzitivitu, pracovni rozsah a linearitu, nékterych ekonomickych aspektt
a z hlediska potfeb na odezvu laboratote.

Nasledujici struény piehled (tab. 9.2) uvadi zndmé rozdé¢leni chromatografickych metod
a jejich nejobvyklejsi pouziti v klinické laboratorni praxi.

Tab. 9.2:  Piehled chormatografickych metod
Metoda Pouziti Pozniamka
TLC toxikologicka kvalitativni analyza orientani metoda

HPLC-UV, VIS, PDA

1éCiva, vitaminy A, C, D, E, n€které

univerzalnost pouziti, malo specificka

proteiny detekce
HPLC-RF porfyriny, vitaminy A, B, E, K, 1éCiva velmi citliva a specificka detekce
HPLC-ED katecholaminy a jejich metabolity, sero- | velmi citliva a specificka detekce
tonin
GC-FID t€kavé latky velmi citlivé, nespecifické
GC-MS toxikologicka kvalitativni a kvantitativ- | univerzalnost pouziti, velmi citlivé

ni analyza, nékteré hormony, stopova
analyza

a specifické

LC-MS, LC-MS-MS

léciva, toxikologicka kvalitativni

a kvantitativni analyza, stopova analyza,
screeningové metody metabolickych
poruch apod.

velmi rozsahla pouzitelnost, velka citli-
vost a specifita

9.2 Specifita

Pozadavek dokonalé separace analytu je nepiimo imémy specifité detekce. Specifita detekce roste
v fadé UV-VIS-spektrometrie < fluorimetrie < elektrochemicka detekce < hmotnostni spektromet-
rie a ve stejné fad¢ klesa pozadavek na ti¢innost separace analytu a rovnéz klesa riziko interfrenci
pfi stanoveni. Snizujici se naroky na separaci pak rovnéz zkracuji dobu analyzy a Casto i zjednodu-
Suji pripravu vzorku. Pti detekci UV-VIS-spektrometrii je vyhodné pouziti PDA-detektor, které
umoziuji métfeni na vice vinovych délkéach soucasné, ptipadné rozbor celé oblasti spektra, a snizuji
tak riziko vlivu neocekavanych interferenci. Riziko potencialnich interferenci je obzvlaste kritické
u in-house vyvinutych metod, kdy mtize byt obtizné ovéfit potencialni interference s Sirokou Skalou
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jinych latek, v souladu s doporucenimi odbornych spolecnosti je také nutné zahrnout do validacni-
ho programu mimo jiné ovéteni interfrenci s hemoglobinem, triglyceridy a bilirubinem.

Na prikladu stanoveni % CDT (carbohydrate defficient transferrin) bude predvedena
vysSi specifita detekce metodou HPLC s VIS detekci oproti metodé imunoturbidimetrické, které
rovnéz predchazi jednoducha manualni separace na iontomeénici.

Transferin je plazmaticky glykoprotein (m = 75 az 80 kDa) syntetizovany v jatrech; poly-
peptidicky fetézec obsahuje dva oligosacharidové fetézce zakoncené kyselinou sialovou. Podle
poctu vazanych sialovych kyselin Ize rozliSit isoformy transferinu asialo-, monosialo- aZ pentasia-
lo-, nejhojnéji zastoupena je tetrasialoforma. VysSetfeni CDT je v kombinaci s dal§imi (GMT,
MCYV) velmi dobrym markerem chronického abuzu alkoholu s vysokou dignostickou senzitivitou
(muzi 83 %, Zeny 60 %) a specifitou (muzi 97 %, zeny 88 %), P¥i chronické konzumaci alkoholu
dochazi ke zménam v syntéze a metabolismu transferinu a vzrista podil predevsim disialo transfe-
rinu, méné ¢asto 1 mono- a asialo-forem.

Imunoturbidimetrické stanoveni spo¢iva v inkubaci vzorku krevniho séra s ionty Fe'',
nasledné jednoduché separaci na iontoménici a stanoveni koncentrace transferinu imunoturbidimet-
ricky. Podil CDT se vypocita z poméru koncentraci transferinu v eluatu a v piivodnim vzorku séra.
V prtipade vétsiho podilu trisialoformy (napt. u nékterych genetickych variant nebo CDG syndro-
mu) neni separace dokonale G¢inna a stanovena hodnota je falesné pozitivni.

Pii stanoveni CDT metodou HPLC, které predchazi rovnéz nasyceni vazebnych mist
transferinu ionty Fe’" a nasledna selektivni precipitace interferujicich proteint, lze na chromato-
gramu rozliSit vSechny isoformy transferinu a riziko mozné fale$Sné pozitivity téméi eliminovat.
Obr. 9.1 ukazuje chromatogramy isoforem transferinu normalniho a patologického krevniho séra.
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Obr. 9.1:  Chromatogram isoforem transferinu v normdlnim krevnim séru (A) a v patologic-
kém krevnim séru (B)

Tabulka 9.3 uvadi vybrané analytické parametry obou srovnavanych metod, z nichz je
patrnd vys$$i mira nejistoty méfeni u imunoturbidimetrické metody.
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Tab. 9.3:

Srovnini imunochemického a chromatografického stanoveni transferinu

Metoda Imunoturbidimetrie HPLC Imunoturbidimetrie HPLC
(Tina'quant, (BiO'Rad) (Tina-q“ant, (BiO-Rad)
%CDT, Roche Dia- %CDT, Roche Dia-
gnostics) gnostics)

Parametr v $arzi kont- Normalni kontrola Normalni Patologicka kontrola Patologicka
rolniho materialu kontrola kontrola
CV (%) 11,86 2,73 9,21 4,45
BIAS (%) 4,29 2,31 3,42 3,51
TEa (%) 28,01 7,76 21,85 12,41

Na Obr. 9.2 je srovnani obou diskutovanych metod pomoci krabicového grafu ze sta paralel-
nich méfeni, z n€jz je jasné patrna vyrazné vyssi hodnota medianu u imunoturbidimetrické metody
(2,88 % oproti 2,33 %), ktera je disledkem nedokonalé separace disialo- a trisialo-forem transferi-
nu pii pripravé vzorku. Tabulka 9.4 ukazuje 8 ptipadt falesn€ pozitivnich nalezd imunoturbidimet-

rickou metodou a srovnani s hodnotou naméfenou HPLC metodou.

T HPLC

sk 8

Tina-quant

Obr. 9.2:  Porovndni metod HPLC a Tina-QUART
Tab. 9.4:  Porovnani vysledkii imunoturbidimetrie a HPLC
Vzorek Imunoturbidimetrie (Tina-quant, HPLC (Bio-Rad)

% CDT, Roche Diagnostics)

o N N R W

4,0
42
3,1
3,9
3,6
3.2
2,9
3,1

1,61
2,15
1,26
0,81
2,37
1,71
0,49
1,99
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Uvedeny ptiklad srovnani HPLC a imunoturbidimetrické metody stanoveni CDT doku-
mentuje vyhodnost uc¢inné separace v minimalizaci faleSn€ pozitivnich vysledkd.

Dalsim piikladem je nase vyuziti HPLC s UV-detekci pro stanoveni Sesti riznych antiepi-
leptik (ethosukcimid, primidon, fenobarbital, lamotrigin, fenytoin a karbamazepin), které dokumen-
tuje vyhodnost chromatografickych metod pro moznou soucasnou analyzu nékterych metabolit
(viz Obr. 9.3). Soucasné stanoveni primidonu a jeho metabolitu fenobarbitalu, resp. karbamazepinu
a jeho metabolitu 9,10-epoxykarbamazepinu umoznuje snazsi identifikaci pomalych nebo ultra-
rychlych metabolizatori, pfipadné jinych alteraci metabolismu a odliSeni takovych fyziologickych,
resp. patofyziologickych pomérti od non-compliance pacienta. Rovnéz je tak mozné snaze vysle-
dovat vliv mezilékovych interakci na metabolismus takovych 1é¢iv (napf. indukci nebo inhibici
CyP450 pti soucasném podavani jinych antiepileptik). Tabulka 9.5 ukazuje ovlivnéni metabolické-
ho poméru epoxykarbamazepinu a karbamazepinu pii monoterapii a polyterapii induktorem feno-

barbitalem a fenytoinem .

Tab. 9.5:  Pomér epoxykarbamazepinu (9,10-epoxyCBZ) a karbamazepinu (CBZ) pii monote-
rapii a polyterapii

arhital 6,744

Metoda lécby Pocet vzorku n 9,10-epoxyCBZ /CBZ
monoterapie 96 0,25+ 0,01
polyterapie 37 0,40 = 0,03
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Obr. 9.3:  Chromatogram Sesti riiznych antiepileptik

Dostupné imunochemické metody stanoveni karbamazepinu a fenobarbitalu pochopitelné
nejsou natolik specifické, aby bylo mozné provést analyzu metabolitll. Samoziejmou vyznamnou
vyhodou zminované HPLC je moznost soucasného stanoveni vice riznych 1éCiv, ktera jsou casto
podavana v kombinaci. Takto provadéna analyza zkvalithuje terapeutické monitorovani 1é¢iv
a dovoluje klinickému farmakologovi komplexnéjsi hodnoceni a individualizaci farmakoterapie.
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Vysokou specifitu nékterych chromatografickych metod je tfeba brat v tivahu pii pieji-
mani nebo vytvareni referen¢nich mezi. Pfikladem miize byt srovnani referencnich mezi cyklospo-
rinu A pro rizné metody, které shrnuje tab. 9.6 1. Pii stanoveni relativné malo specifickymi imu-
nochemickymi metodami poskytuji metabolity cyklosporinu A, nejvyznamnéji metabolity AMI,

AM9 a AMA4N, zk¥izené reakce (viz tab. 9.7) /.

Tab. 9.6:  Srovndni refernénich mezi pro cykolsporin A pii riiznych metodach stanoveni
Metoda stanoveni Inicialni davka Inicialni davka UdrZovaci davka | UdrZovaci davka
(ng1™") (ledviny) | (ngI™)(srdce) | (ngI') (ledviny) | (ngI") (srdce)
HPLC 150-225 250-325 100-150 125-175
FPIA 250-375 300-400 100-250 150-250
I-RIA 160-200 250-325 75-150 90-160
EMIT 125-200 275-375 75-150 150-250
Tab. 9.7:  ZkiiZené reakce metabolitit cyklosporinu A p¥i imunochemickém stanoveni
Metabolit Metoda
AxSYM TDx Emit
AM1 4,4-6,4 % 9,1-11,8 % -2,0-0,2 %
AM9 7,3-10,2 % 16,7-19,2 % 8,8-15,1 %
AMA4N 1,4-2,9 % 4,9-5,7 % 0-4,8 %

Pti srovnani HPLC-MS a FPIA (AxSYM) metod byla napiiklad zjisténa korelace ™
c(CsA, FPIA) = 1,111 - ¢(CsA, HPLC) + 0,378 (ug1'")

Pfi optimalizaci terapie je tedy tieba brat v uvahu laboratorni metodiku stanoveni, zaroven je obtiz-
né srovnavani hodnot mezi laboratoremi.

9.3

Na vyse uvedeném prikladu stanoveni cyklosporinu A zaroven mtzeme dolozit vysokou senzitivitu

Senzitivita

stanoveni metodou HPLC-MS pouZivanou na naSem pracovisti, ktera umoznuje také terapeutické
monitorovani hladin cyklosporinu pfi nizkém davkovani pfi dlouhodobé terapii autoimunitnich
chorob. V tab. 9.8 jsou srovnany meze stanovitelnosti vybranych metod stanoveni cyklosporinu A,
z nichz je patrny vzestup senzitivity smérem k chromatografickym metodam.

Tab. 9.8:  Meze stanovitelnosti cyklosporinu A riiznymi metodami
Metoda Dolni limit stanovitelnosti (pg I'")
Syva Emit (Dade-Behring) 72

CEDIA CsA Assay (Roche) 25

HPLC-UV [6] 15

HPLC-MS [7] 5
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9.4 Pracovni rozsah a linearita, metody kalibrace

Velkou vyhodou chromatografickych metod oproti imunochemickym je obvykle relativné Siroky
linearni pracovni rozsah, tfi az ¢tyri fady, a absence v imunochemii ¢astych jevi zkreslujicich vy-
sledek (hook efekt apod.).

Nejvhodnéjsi kalibra¢ni metodou za predpokladu linearity v celém pracovnim rozsahu je
metoda interniho standardu. V tab. 9.9 jsou porovnany vybrané analytické parametry metody
HPLC-MS/MS pii stanoveni antiepileptika levetiracetamu, a to bez interniho standardu a s nim.
Z porovnani je zfejma vyhodnost pouziti inerniho standardu pro zvySeni pfesnosti a spravnosti
ptipravy vzorku, jako je extrakce do kapaliny nebo extrakce na pevné fazi, je metoda interniho
standardu v p odstat¢ nezastupitelna pro vyrazné riziko interindividualnich rozdild ve vytéznosti
extrakce. Kalibra¢ni metoda externiho standardu vyzaduje pouziti série kalibra¢nich roztoku a je
nachylng;jsi k vlivu nestability méficiho systému, matricovych vlivii a ndhodnych chyb pfi piipravé
vzorku. Nejnarocnéjsi je metoda standardniho pridavku, kterd je vhodna pro specialni ptipady
slozitych matric nebo pfi podezfeni na interference.

Tab. 9.9:  Porovndni metody HPLC-MS/MS bez interniho standardu a s nim

Parametr Kontrola 1 Kontrola 1 Kontrola 2 Kontrola 2
(n=887mgl™), (n=887mgl™), (n=532mgl™), (r=532mgl™"),
bez interniho stan- s internim standar- bez interniho stan- s internim standar-
dardu dem dardu dem
CV (%) 5,26 0,51 471 0,77
Bias (%) 10,64 3,04 1,69 1,38
Tea (%) 20,97 4,04 10,92 2,92

9.5 Ekonomické aspekty

Pomérné vysoké vstupni naklady na pofizeni instrumentace pro HPLC vyzaduji dikladnou rozvahu
zaméfenou na optimalni vyuziti kapacity zafizeni. Na piikladu porovnavame v tab. 9.10 ekonomic-
ké naklady na spotiebni material pfi stanoveni antiepileptik béhem 200 pracovnich dnil v nasi labo-
ratofi s hypotetickym provadénim totoznych analyz s vyuzitim imunochemickych metod (pro vy-
pocet byly pouzity priméry cen za jedno stanoveni vychézejici z dostupnych cenikti vyrobct Da-
de-Behring, Roche Diagnostics a Seradyne).

Tab. 9.10: Porovndni nakladii na spotiebni material pii HPLC a imunochemickych metoddch
(ceny jsou uvedeny v relativnich hodnotdch)

Druh nikladu HPLC Imunochemie
Néklady na stanoveni 682 1000
Néklady na kalibraci 114 88
Néklady na interni kontrolu kvality 227 328
Opotiebeni kolony 25 0
Celkem 1048 1416
Celkem (%) 74 100
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Jakkoliv nelze prezentovana data zobeciovat, je pravdépodobné, ze bychom podobnych
vysledkt dosahli i pii jinych analogickych srovnanich. Kli¢ovou otazkou tak ziistava vyuziti kapa-
city chromatografu vzhledem k vysokym vstupnim investicim a na druhé stran¢ mozZnost za¢lenéni
fady analyt do automatizovaného rutinniho systému.

Dutlezitou otazkou je také, zda se laboratot rozhodne vyvinout analytickou metodu sama,
nebo zda vyuzije komeréné dostupné metody HPLC. Vstupni naklady pfi zavadéni metod in-house
jsou pon¢kud zvys$eny nutnosti plné validace takové metody, avSak provozni naklady budou prav-
dépodobné nizsi nez pii komeréné dostupnych metodadch. Maximalné vyhodné je vSak pti zavadéni
metod in-house vyuzit komeréné dostupné certifikované refren¢ni kalibrac¢ni a kontrolni materialy
pro validaci i rutinni provoz. Problémem také mtize byt absence nebo obtizna dostupnost materiald
pro externi kontrolu kvality (z nasi praxe napiiklad uvadime plazmatické katecholaminy a metanef-
riny, antiepileptika topiramat, levetiracetam a lamotrigin). V takovém piipadé je vhodné provadét
minimalné mezilaboratorni porovnani. V hodnoceni externi kontroly kvality také muze byt problé-
mem nizky pocet ucastnikti srovnavané skupiny.

9.6 Zavér

V uvedenych ptipadech z rutinni laboratorni praxe jsme se snazili nastinit zakladni vyhody a nevy-
hody vybranych chromatografickych metod a uskali, ktera mohou nastat pii jejich zavadéni. Jak jiz
bylo uvedeno, pro nékteré specidlni analyzy jsou chromatografické metody nezastupitelné. Lze
ocekavat dalsi prudky rozvoj, ktery pfinese Sirsi dostupnost jednodus$sich chromatografickych me-
tod vhodnych pro automatizované laboratofe a na druhé strané vysoce specializované analyzy
v oblasti proteomiky, farmakogenomiky a dal$ich.
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10. SOU(VJASN’E VYUZITI ELEKTROFOREZY V
KLINICKE LABORATORI

Ing. Hana Bendkova
Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky VEN a 1. LF UK v Praze
benakova@yvfn.cz

10.1  Uvod

Pocatky elektroforézy spadaji do prvni poloviny 19. stoleti, kdy rusky fyzik Ferdinand Fridrich
Reuss poprvé popsal elektrokineticky pohyb koloidii. V experimentu umistil vertikalné dvé trubice
naplnéné jilem a vodou do pisku, do nich ponofil elektrodu a propojil baterii. Po zapnuti pozoroval,
ze ¢ird voda u anody se stala mlécnou (vysledek migrace negativné nabitych ¢astic jemného ko-
loidniho jilu), u katody byla voda ¢ira a zvétsila sviij objem. V tomto experimentu byly pozorovany
dva elektrokinetické jevy — elektroforéza a elekroendoosmoéza (pienos vody pies porézni membra-
nu v elektrickém poli) .

Za zakladatele moderni elektroforézy je obecné¢ povazovan Arne Tiselius, ktery se zaby-
val elektroforézou sérovych bilkovin v kyveté v prostfedi volného eklektrolytu — tzv. volna elektro-
foréza, ktera nepouziva pevny nosic. Bilkovinné frakce se délily a vytvarely pruhy s pohyblivym
ostrym rozhranim, pohyb frakci byl sledovan refraktometricky. V roce 1937 Konig pouzil k elek-
troforetické izolaci zlutého pigmentu hadiho jedu jako média pro elektroforézu prouzky papiru
saturované elektrolytem. V roce 1950 byla popséna separace bilkovin elekroforézou na papite.
V klinickych laboratotich se v souc¢asné dobé pievazné pouziva elektroforéza na pevnych nosicich.

10.2  Princip elektroforézy

Elektroforetické metody se pouzivaji k déleni latek, které nesou elektricky naboj. Castice migruji
na tenké podlozce v pufrovaném elektrolytu vlivem vloZzeného elektrického pole a vytvareji poten-
cidlovy gradient. D¢leni se realizuje vyluéné v kapalné fazi a ptevazné ve vodném prostiedi. Plati
zde nasledujici vztahy:

F, =zeE =QF

kde z je nabojové cCislo iontu, O je naboj ¢astice, E je intenzita stejnosmerného elektrického pole
(rozmér V ecm ™). F je sila, ktera uvede ion do pohybu. Jeho pohyb je naopak brzdén odporem pro-
stiedi F»:

F, =—6xnrv =—kv

kde » je viskozita, r polomér iontu, & je konstanta a v je rychlost. Za ustaleného stavu jsou ob¢ sily
v rovnovaze a pro rychlost pak plati:

v=2E:uE
k
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kde u je pohyblivost &astice (rozmér cm” V' s™). Pohyblivost je ddna rozmérem, tvarem, nabojem
castice a teplotou roztoku. K separaci v elektrickém poli dochazi na zékladé¢ rozdilu v pohyblivosti
¢astic. Z rovnice vyplyvaji dva mozné zpuisoby déleni iontt s rozdilnou pohyblivosti:

J separovat Castice na zaklad¢ jejich rozdilné pohyblivosti v konstantnim elektrickém poli
(E = konst) — elektroforéza,

. separovat Castice pii konstantni rychlosti ¢astic (v = konst), ktera bude dosahovana pii
rozdilnych hodnotach E pro riizné astice — izotachoforéza *.

Systém pro elektroforézu se sklada ze dvou elektrod (katoda a anoda), které jsou spojeny
vodivym elektrolytem. Nejcastéji se pouziva tlumivy roztok (pufr), jehoz tikolem je udrzovat kon-
stantni pH v pribéhu déleni (vyjimku tvoii izoelektricka fokusace) a zprostiedkovavat ptenos elek-
trického proudu. Castice se déli podle rozdilné pohyblivosti ve stejnosmémém elektrickém poli; ta
zavisi na velikosti molekuly, pH prostfedi, velikosti naboje, na iontové sile tlumivého roztoku, na
vlastnostech nosice a tvaru délenych ¢astic. Volba tlumivého roztoku zévisi na charakteru separo-
vané latky, vétsinou se voli pufry o iontové sile 0,05 az 0,1 mol 1",

Latky amfoterni povahy (napt. aminokyseliny, peptidy, bilkoviny) nesou rizny elektricky
naboj podle pH prostiedi, ve kterém se pohybuji. V kyselém prostiedi se chovaji jako zasady, vy-
sledny naboj je kladny a v elektrickém poli se pohybuji ke katodé. V alkalickém prosttedi se cho-
vaji jako kyseliny, maji zaporny naboj a pohybuji se smérem k anod¢. Pfi uréitém pH maji stejny
pocet kyselych a zasaditych skupin, molekula se navenek jevi jako elektroneutrdlni a mluvime
o izoelektrickém bodu latky (pl).

Elekroforézu muzeme rozdglit podle pouzitého pevného nosice na elektroforézu na papi-
fe, na acetylcelulosovych féliich, na agarovém a agarosovém gelu, agarosovém gelu v ptfitomnosti
dodecylsulfatu sodn¢ho (SDS), na Skrobovém gelu, polyakrylamidovém gelu (PAAG), na
SDS-elektroforézu na polyakrylamidovém gelu. Podle zpisobu provedeni miizeme rozdélit elektro-
forézu na jednorozmeérnou, dvojrozmérnou, kontinualni, na elektroforézu na tenké vrstve, v trubic-
kach apod. Elektroforézu lze pfitom kombinovat s imunochemickymi metodami vyuZzivajicimi
imunologickych vlastnosti separovanych latek (imunoelektroforéza, imunofixace, imunoblotting,
imunofluorescencni elektroforéza, imunoselekce, protismérna imunoelektroforéza a dalsi). Elekro-
foréza mize byt také jednim z krokt analyzy nukleovych kyselin pomoci PCR, kde se elektroforé-
za uziva k oddeleni frakci a nasledné barveni k identifikaci cilové sekvence nukleové kyseliny.

V klinické biochemii se elektroforéza pouziva hlavné pro analyzu bilkovin v télnich teku-
tinach (napf. v séru, moci a mozkomisnim moku). Pro rutinni analyzu se nejcast&ji pouziva elektro-
foréza na agarovém nebo agarosovém gelu a acetylcelulosovych foliich. Pro analyzu bilkovin se
pouzivaji automatické systémy, které stanoveni urychlily, sjednotily a v podstaté standardizovaly.

10.3 Elektroforetické metody v klinické biochemii

10.3.1 Elektroforéza na acetylcelulosovych foliich

VétSinou se pouzivaji komeréni acetylcelulosové folie. Jsou homogenni a maji relativné stejnou
velikost ¢astic. Prevlada zde dé€leni podle velikosti elektrického naboje. Folie se polozi na hladinu
pufru, po rovnomérném zvlhcéeni se nadbytek pufru odsaje mezi dvéma filtracnimi papiry. Po apli-
kaci vzorku se folie upevni do ramecku a vlozi do elektroforetické komory.
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K naneseni vzorku se pouziva specialni aplikator. Vzorky séra se nakapou na specialni
desticku z PVC, jejiz nesmacivy povrch udrzuje pozadovany tvar kapek, kazdou kapkou se lehce
potahne aplikator a kapka vzorku se nanese na folii.

Pro elektroforézu bilkovin se obecné pouziva pufr o pH > 8,0. Pti pH = 8,8 ma albumin
pl= 4,7 a y-globulin pl = 7,2. Albumin ma v zavislosti na naboji 2,6krat vétsi pohyblivost nez
v-globulin. Pohyblivost délenych bilkovin velmi vyrazné ovliviiuje iontova sila. Pfi vyssi iontové
rychlost zvysend, frakce jsou difuzni. Pohyblivost se zvysuje s teplotou, pfi teplotach vyssich nez
50 °C vsak dochazi k denaturaci bilkovin. Sérové bilkoviny se na acetylcelulose déli na 5 az 6 frak-
ci. Déleni obvykle probiha pii napéti 10 az 30 V cm ' a pii intenzité proudu 0,3 az 0,5 mA cm .
Doporucna iontova sila tlumivého roztoku je v rozmezi 0,01 az 0,1 mol 1!, doba déleni se pohybuje
mezi 15 az 30 minutami. Delsi délici ¢as zvySuje moznost vyskytu artefaktd — napf. spontanni za-
hfivani, pohyb pufru, volna difuze. Po ukonceni se bilkoviny fixuji trichloroctovou kyselinou
o koncentraci 30 g I'' nebo octovou kyselinou.

Barveni elektroforeogramii: Bilkoviny se barvi Ponceau S (Cerven¢), Coomasie blue G
250 (modfe), amido¢erni 10 B (modfe), lipoproteiny se barvi sudanovou Cerni (modrocerveng),
nigrosinem (¢ern¢) apod. Pro bilkoviny v mozkomisnim moku je nutné pouzit vysoce citlivé barve-
ni koloidnim roztokem stfibra nebo zlata. Odbarveni pozadi se provadi vétSinou octovou kyselinou
o koncentraci 20 g I nebo metanoloctovou smési. Félie se po odbarveni pozadi zprisvitni ponofe-
nim do smési metanolu a ledové octové kyseliny nebo do cyklohexanolu a vysu$i. Vyhodnoceni
folii s obarvenymi frakcemi se provadi denzitometricky. Folie 1ze dlouhodob¢ archivovat.

Vyuziti v klinické biochemii: Elektroforézy sérovych bilkovin (slozeni sérovych bilko-
vin viz tab. 10.1) se pouziva k prikazu pfitomnosti M-gradientu, tj. paraproteinu (atypicka linie,
uzky pruh v oblasti B,-globulinti az y-globulinit) u monoklonalnich gamapatii, k pritkazu polyklo-
nalni hypergamaglobulinémie, ktera je charakteristicka pro normalni odpovéd’ organismu na anti-
genni stimulaci nebo pro chronicka zanétlivd onemocnéni. Dale se elektroforéza sérovych bilkovin
pouziva k dikazu oligoklonalni hypergamaglobulinémie, kterd je detegovand v séru nemocnych
jaterni cirhozou ' (blize viz tab. 10.2.).

Tab. 10.1: Elektroforéza séra — sloZeni jednotlivych frakci

+ anoda katoda —
albumin a,-globuliny ap-globuliny B-globuliny B-y-globulin y-globuliny
albumin ay-antiprypsin ap-makroglobulin B-lipoprotein fibrinogen IgA

a,;-lipoprotein op-lipoprotein transferin IgDh
a,-kysely gly- haptoglobin plazminogen IgE
koprotein ceruloplasmin komplement IeG
erytropoetin hemopexin IgM
protrombin
cholinesteraza
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Tab. 10.2: Nékteré piiklady klinického vyznamu elektroforézy bilkovin séra

Onemocnéni Algumin a-globuliny 0,-globuliny p-globuliny v-globuliny
polyklonalni gama- l N N N i
patie
monoklonalni ga- l N N NN nebo |
mapatie nebo piitomnost monoklonalniho piku
zanétliva onemoc- N nebo | T N N
néni akutni
zanétliva onemoc- N nebo | T N nebo 1 N nebo | i
néni chronicka
horecka N nebo 1 N nebo | N nebo | N nebo |
malnutrice N nebo 1 N nebo 1 N nebo 1 N nebo 1
nefroticky syndrom N nebo 1 1 N nebo | l

N = negativni

Vyhodou metody je rychlost provedeni a moznost automatizace celého procesu. Nevy-
hodou je mensi citlivost prikazu M-gradientu.

10.3.2 Elektroforéza na agarovém a agarosovém gelu

Agar je smés agarosy a agaropektinu, které jsou obsazeny v moiskych fasach. Je to porézni nosic,
ktery umoznuje elektroforetickou migraci a imunodifuzi vysokomolekularnich latek do relativni
molekulové hmotnosti 6 000 000. Pfitomnost sulfatovych a karboxylovych skupin zptisobuje sil-
nou elektroendoosmoézu, ktera vyvolava tok pufru smérem ke katod¢ a tim sniZzuje pohyblivost
Castic k anodé. V nékterych ptfipadech miize dojit k zpétnému pohybu. Imunoglobuliny (ga-
maglobuliny) se proto pohybuji ke katod¢ na rozdil od ostatnich bilkovin, které pti pH = 8,6 pu-
tuji opaénym smérem °.

Agarosa je neutralni polysacharid, ktery se pfipravuje z agaru po odstranéni agaropektinu.
Na ptipravu gelové plotny se pouzivd 1 az 2 g agaru nebo agarosy ve 100 ml pufru, smes se po
kratkém provateni za horka naléva na sklenéné desky. Gel je mozné za horka konzervovat azidem
sodnym. V soucasné dob¢ se pouzivaji komeréné dostupné soupravy. Doba déleni a intenzita prou-
du je zavisla na velikosti gelové plotny a pracovnich podminkach (vétSinou 20 minut az 3 hodiny,
pii potencidlovém spadu 10 az 20 V cm ™). Délime-li pfi vy$§im napéti, je nutné zajistit chlazeni
aparatury.

K barveni se pro sérové bilkoviny pouziva amidocerin 10 B, pro lipoproteiny sudanova
cern, pro izoenzymy alkalické fosfatasy — substrat pro ALP (idolylfosfat-MgCl,-NTB).

Vyuziti v klinické biochemii: Elektroforéza sérovych bilkovin (blize viz ektroforéza na
acetylcelulose), stanoveni kostniho izoenzymu alkalické fosfatasy (zvyseni hodnoty po prodélaném
malignim onemocnéni mize signalizovat kostni metastazy), kvantifikace jaterni frakce alkalické
fosfatasy u détskych pacientd pii diagnostice jaternich onemocnéni, kdy hodnoty aktivity celkové
alkalické fosfatasy mohou byt zvySeny kostni frakci v prub&hu ristu. Stanoveni frakci lipoproteint
je rychlou a levnou metodikou pro odhaleni zakladnich poruch lipidového metabolismu a k detekci
aterogenniho lipoproteinu Lp(a).

Vyhodou je rychlé provedeni a moznost automatizace celého procesu.
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10.3.3 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je zalozena na elektromigraci (pohybu latek v elektrickém poli), latky se
déli v pufrovém systému v oteviené kiemenné kapilafe o délce 10 az 75 cm, o vnitfnim pruméru
10 az 100 um, pfi napéti 7 az 60 kV. Tato technika se také nazyva HPCE (High Performance Ca-
pillary Electrophoresis). Pouzivaji se pufry boratové, fosfatové, MES, TRIS a dalsi, vétSinou
o koncentraci 0,05 az 0,5 mmol I'' s piidavkem dalich aditiv typu povrchové aktivnich organic-
kych, komplexotvornych a anorganickych latek. Pro detekci se pouzivaji detektory typu UV-VIS
(citlivost 107 az 10 mol I'"), ampérometricka detekce (citlivost 10! mol I'") a laserem indukova-
né fluorescence (citlivost 10'* az 107" mol I'"). Bilkoviny se dé&li podle iontové pohyblivosti s vy-
uzitim elektroosmotického toku, ktery lze vysvétlit nasledujicim zplsobem: vnitfni povrch kie-
menn¢é kapilary, ktera je naplnéna vodnym elektrolytem, obsahuje zcasti disociované silanové sku-
piny —Si—OH s pK, cca 6,2. Zaporny naboj na vnitini stran¢ kapilary je kompenzovan kationty puf-
ru a vznika Sternova elektrickd dvojvrstva. Pii vloZeni elektrického pole se kationy za¢nou po-
hzbovat a v disledku své hydratace zptisobuji posun celého elektrolytu a tak vytvareji mohutny
elektroosmoticky tok, ktery unasi ke katodé viechny piitomné latky *. Pro déleni bilkovin krevniho
séra se pouziva alkalicky pufr o pH = 9,9, napéti 7,7 kV a teploté 35 °C. Déleni probiha od anody
smérem ke katodé a na katodickém konci kapilary jsou frakce kvantifikovany pfimym meétfenim

absorbance pti 200 nm.

Vyuziti v klinické biochemii: Elektroforéza sérovych bilkovin (zaznam vyhodnoceni
elektroforézy bilkovin lidského séra viz Obr. 10.1. a 10.2.), diagnostika metabolickych poruch,
analyza nukleovych kyselin a peptidd. V soucasné dobé se kapilarni elektroforézy vyuziva spise
pro vyzkumné ucely, rutinni aplikace jsou doménou velkych laboratofi.
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Elektrofordza sdrovych bifkovin
Frakce % Normély % s Normély 9/1
Albumin 440 < 558-681 40,20 - 47,60
Alphs 1 100 = 25- 49 2,10-3,50
Alpha 2 120 > Ti-118 5,10~ 8,50
Beta 1 6.6 47F- 7.2 3,90 - 5,20
Beta 2 51 32- 6,5 2,30 - 4,70
Gamma 223 = 151-1848 8,00 - 13,50

&G 0,79 CE: o

Obr. 10.1: Nadlez bez M-gradientu (paraproteinu)
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Vaorak #; 23 Datum: 432008 Odd:

1D: D30450216 Narozen:
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Efektroforéza sérovycl bilkovin
Frakce £ Narmaly % Normaly g/l
Albumin 33,2 < 558-661 40,20 - 47,60
Alpha 1 &7 29- 49 2,10-350
Alpha 2 81 71-118 5,10 - §,50
Beta 1 34 < 4.7- 7.2 340 - 520
Beta 2 16 =< 22-65 2,304,270
Garmma 490 > 111-138 8,00 - 13,50
1 452
AG 0,50 a: ofl
PP

Obr. 10.2: M-gradient v oblasti y-globulini

10.3.4 Elektroforéza bilkovin v mo¢i na féliich s agarosovym gelem v piitomnosti SDS

Ke vzorklim moci se prida dodecylsulfat sodny (SDS). Na agarosovy gel se nanese vzorek moci,
spojeni folie s pufrem se provede pomoci mustkt z filtraéniho papiru, po ukonceni déleni a suseni
se folie barvi Coomasie blue, bilkoviny se barvi modrofialové, pozadi se odbarvi octovou kyseli-
nou. V alkalickém pufru se bilkovina déli smérem k anodé. Nejvétsi pohyblivost ma mikroglobulin,
albumin lezi pfiblizn€ uprostted, blize ke startu (ke katod€) se nachéazeji ostatni bilkoviny. Déleni
probiha 60 minut pti 60 V. V prostiedi SDS maji vSechny bilkoviny témér stejny elektricky naboj
a bilkoviny se d¢€li podle velikosti svych molekul.

VyuZziti v klinické biochemii: Podrobngjsi déleni bilkovin v télnich tekutinach s nizkou
koncentraci bilkovin (napf. mo¢, mozkomisni mok). Vysledek elektroforézy bilkovin v moci je
vyznamny ukazatel poSkozeni ledvin. Spolu se stanovenim celkové bilkoviny v mo¢i umoziuje
identifikovat poskozeni tubull, glomerulti, pfipadné urcit jejich rozsah, umoznuje rozlisit tubularni
proteinurii, glomeruldrni proteinurii (selektivni, neselektivni) a smiSené proteinurie:

J fyziologicka proteinurie: celkova bilkovina v mo¢i do 120 mg za 24 hodin. Na gelu je
viditelna stopa albuminu;

. glomerularni proteinurie: celkové bilkovina v moéi > 1 g I'', rozliujeme:
- selektivni glomerularni proteinurii: pfitomnost albuminu, transferinu a stop IgG, popft.
IgA,
- neselektivni glomerularni proteinurii, vyznacujici se vylu¢ovanim proteint s M, vyssi
nez 70 000 (vyjma obrovskych molekul IgM, a,-makroglobulinu) do moce,
- Castecné€ selektivni glomerularni proteinurii, ktera se naléza mezi vyse uvedenymi;
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. tubularni proteinurie: celkové bilkovina v moé&i < 1 g I''; je zptisobena defektem v pro-
ximalnim tubulu, v moci jsou nalézany tyto bilkoviny B,-mikroglobulin, lysozym, RBT
(retinol binding protein), o;-mikroprotein, volné lehké fetézce, dimer volnych lehkych fe-
tézct, albumin (obvykle v koncentracich mensich nez 25 % celkové bilkoviny v moci);
oobjevuje se pii infekcich, metabolické kongenitalni cystindze i pii 1é¢bé nékterymi me-
dikamenty;

. smiSena proteinurie: jedna se o prichod tubularnich i glomerularnich proteinii do moce
a objevuje se u tubularni nekrozy, pyelonefritidy a trombézy renalnich cév °.

Vyhody: Moc se nemusi pfedem zahu$tovat, metodu Ize automatizovat.

10.3.5 Elektroforéza na Skrobovém gelu

Skrob se &aste¢né hydrolyzuje v kyselém prostiedi, rozvaii se v pufru, nalije do formy a necha
ztuhnout. Céste¢né hydrolyzovany $krob po nabobtnani vytvafi trojrozmérnou polymerni sit’, bil-
koviny se proto déli nejen podle elektrického naboje, ale i podle relativni molekulové hmotnosti.
Bilkovina s mensi relativni molekulovou hmotnosti putuje ve skrobovém gelu rychleji. Déleni pro-
biha 5 az 13 hodin pii potencialovém spadu cca 6 V em .

Vyuziti v klinické biochemii: Elektroforézu na Skrobovém gelu je mozné pouzit pro
rozliSeni geneticky podminénych typt haptoglobini (urovani rodi¢ovstvi v soudnim lékaistvi),
déleni patologickych hemoglobinil a k déleni tkanovych bilkovin.

Vyhodou je to, Ze sérové bilkoviny se na Skrobovém gelu déli na 15 az 30 frakci a nevy-
hodou je, Ze metoda je velmi pracna a je obtizné zajistit standardni podminky analyzy.

10.3.6 Imunoelektroforéza

Imunoelektroforéza je metoda, pfi které jsou bilkoviny charakterizovany podle elektroforetické
pohyblivosti v gelu a podle imunologickych vlastnosti. Imunoelektroforézu délime na klasickou
elektroforézu podle Grabara a Williamse, dvojrozmérnou kvantitativni elektroforézu podle Clarka
a Freemena a rocket imunoelektroforézu (raketky) podle Laurella.

Klasicka imunoelektroforéza (Grabar a Williams) kombinuje dvé techniky: elektroforé-
zu v agarovém nebo agarosovém gelu a dvojitou diftzi v gelu. Po elektroforetickém rozdéleni bil-
kovin se podéIné kanalky v gelu naplni polyvalentnim antisérem obsahujicim protilatky proti vice
bilkovindm nebo monovalentnim antisérem proti jednotlivym bilkovinam. Protilatky a elektrofore-
ticky rozdélené bilkoviny difunduji proti sobé a v misté styku vytvoii precipitacni linie. Aby byly
precipitacni linie kvalitni, je nutné, aby antigen a protilatka spolu reagovaly v ekvivalentnim pom¢-
ru. Precipitace probihd ve vlhké komtirce do druhého dne. Po vymyti nezreagovanych bilkovin
fyziologickym roztokem a vysusSeni se bilkoviny barvi amidocerni 10 B. Detekce je vizualni.

Vyuziti v klinické biochemii: K dikazu vrozeného deficitu neékterych bilkovinnych frak-
ci, k prikazu plazmatickych bilkovin v jinych télnich tekutinach (extrakt ze stolice, moc¢, mozko-
mis$ni mok apod.). Imunoelektroforéza pomaha v rozliSeni monoklonalnich gamapatie od polyklo-
nalni gamapatie, protoze paraproteiny typicky deformuji precipitacni linie.

Nevyhody: Metoda je Casové naro¢na, klade zna¢né naroky na zkuSenosti pracovnika,
ktery imunoelektroforézu hodnoti. Pii vysokych koncentracich polyklonalnich imunoglobulini
(hlavné IgG) dochéazi ,,umbrella“ efektu, kdy vysoka koncentrace IgG ztézuje identifikaci relativné
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malych koncentraci paraproteinti. V soucasnosti se v rutinni klinické laboratofi vice vyuziva imu-
nofixace.

10.3.7 Imunofixace

Princip je stejny jako u imunoelektroforézy. Antisérum je aplikovano pfimo na elektroforeogram
a reakce mezi antisérem a protilatkou probéhne béhem nékolika minut. Proces lze rozdélit na dvé

casti:
a) elektroforéza na acetylcelulose nebo na agarovém Ci agarosovém gelu;
b) fixacni ¢ast — aplikace protilatky.

Ve fixacni Casti se na povrch folie s rozdélenymi protilatkami polozi prouzek filtraéniho papiru
nasyceny zvolenymi monovaletnimi antiséry, ktera difunduji z prouzkd do folie s rozdélenymi
bilkovinami. Nejcastéji se pouzivaji antiséra proti IgA, IgG, IgM, ptip. IGD, Bl-kappa, BJ-lambda.
Metoda je vice nez desetkrat citlivéjsi nez imunoelektroforéza, umoziuje identifikaci paraproteinu
v koncentracich < 25 g 1", Detekce je vizuélni.

Vyuziti v klinické biochemii: Detekce a typizace monoklonalnich gamapatii. Pouziva se
pro vzorky krevniho séra a pro vzorky zahusténé moce.

Vyhody: citliva, piesna a spolehlivd diagnostika monoklonalnich imunoglobulini; vyso-
ka kvalita antisér vylucuje falesné pozitivni reakce; neni pfitomen ,,umbrella“ efekt.

10.3.8 Protismérna imunoelektroforéza imunoelektroforéza

Probiha v agarovém gelu, ktery je rozpustén v pufru o pH = 8,6 a aplikovan na sklenénou plotnu.
V gelu se vytezou dvé fady jamek — do fady blize ke katod€ se aplikuji vzorky séra (antigen), do
jamek blize k anod¢ se nanese protilatka proti urcované bilkovin€. Pii elektroforéze putuje antigen
k anod¢, protilatka se plsobenim elektroendoosmoézy pohybuje v elektrickém poli ke katodé,
v misté setkani antigenu a protilatky se vytvoii precipitacni linie.

Vyuziti v klinické biochemii: Dtkaz pritomnosti napf. o,-fetoproteinu, lipoproteinu 10.

Vyhody: moznost sou¢asného vysetieni vétSiho poctu vzorki, rychlé odecteni pozitiv-
nich vysledkd.

10.3.9 Izoelektricka fokusace

Touto metodou se latka déli podle hodnoty svého izoelektrického bodu. Déleni neprobiha pii kon-
stantnim pH, nybrz v gradientu pH, jehoZz je dosaZeno pomoci specialniho elektrolytu Ampholine.
Elektrolyt se sklada z fady organickych latek, které obsahuji skupiny —OH, a -COOH. Tyto skupi-
ny se ve stejnosmérném elektrickém poli sefadi podle hodnoty svého izoelektrického bodu a vytvo-
nosi¢em agarovy nebo palyakrylamidovy gel. Pouzivaji se dva tlumivé roztoky, katoda je v kontak-
tu s alkalickym pufrem (obvykle NaOH o koncentraci 1 mol 1), anoda s kyselym pufrem (napf.
H5PO, o koncentraci 1 mol 1'"). Po rozdé&leni se frakce fixuji (v ptipadé bilkovin smési trichloroc-
tové a sulfosalycylové kyseliny), nadbytecné fixacni ¢inidlo se vymyje smési etanolu a octové ky-
seliny. Bilkoviny se obvykle barvi Coomasiie blue. Vyhodnoceni se provadi denzitometricky,
refraktometricky nebo vizualng °.
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Vyuziti v klinické biochemii: Izoelektricka fokusace s naslednym imunoblottem a speci-
fickou detekei imunoglobulintl je nejvalidnéjsi metodou pro prikaz oligoklonalnich protilatek IgG
s diagnostickou specificitou 97 az 98 % a senzitivitou 93 % pro roztrousenou sklerézu (viz
Obr. 10.3). Metodu lze pouzit i pro analyzu bilkovin ve tkanich a jinych t€lnich tekutinach, pro
zkoumani vzacnych variant hemoglobinu a k typizaci genetickych variant haptoglobinu. Méné
Casto se pouziva k déleni izoenzymt (AMS, ALP, CK, LD).

HYDRAGEL 9 CSFISOFOCUSING /L& sebia

1
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Obr. 10.3: Eelektroforeogram mozkomiSniho moku a lidského séra

Vzorek C. 2 (sérum)-2° (CSF), 9-9¢ normadlni ndlez. 1% 3% 4% 5% 6%, 7° a 8° oligok-
londlni prouiky v CSF

10.3.10 Kombinace izoelektrické fokusace a SDS elektroforézy na polyakrylamido-
vém gelu

Cely proces se sklada ze dvou fazi: nejprve se latky rozdé€li podle izoelektrického bodu, ve druhé

fazi se provede v kolmém sméru na prvni fazi elektroforéza na polyakryamidovém gelu s piidav-

kem SDS. Ve druhé fazi se latky déli podle velikosti molekuly a relativni molekulové hmotnosti.
Vyuziti v klinické biochemii: Metodu vyuzivame k podrobné¢jSim analyzam bilkovin,

v ptipad¢ pouziti gelovych ploten se po obarveni ziskéavaji tzv. ,,proteinové mapy*. Vlastni vyhod-

noceni se provadi pomoci specialniho softwaru. Metoda se vyuziva hlavné pro vyzkumné ucely.

104 Zavér

Elektroforetické metody nabizeji velmi Sirokou paletu modifikaci, zahrnujici jak jednoduché, av§ak
diagnosticky velmi pfinosné rutinni aplikace, tak i metody k feSeni velmi specifickych analytickych
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problému v klinické biochemii, klinické imunologii, v Iékatské genetice a samoziejmée i v dalSich

nelékatskych oborech.
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11. HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

doc. RNDr. Ivan Jelinek, CSc.
Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, katedra analytické chemie
ijelinek@natur.cuni.cz

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné chemicka metoda urCovani hmotnosti atomt, molekul a jejich
¢asti po jejich prevedeni na kladn¢ nebo zaporné nabité ionty. Pfi vhodné interpretaci vysledkii meé-
lytického vyuziti hmotnostni spektrometrie je predevsim stopova analyza organickych latek s dira-
zem na zjisténi jejich struktury.

Spojeni hmotnostniho spektrometru se separaCnimi metodami (zejména plynovou
a kapalinovou chromatografii) vyrazné zvysuje selektivitu a umoziuje provadét identifikaci kompo-
nent vzorku ve slozité matrici. Hmotnostni spektrometr zde vystupuje jako strukturné selektivni de-
tektor umoznujici kromé obvyklé registrace zon latek eluovanych z kolony provést i jejich identifi-
kaci na zéklad¢ zaznamenaného hmotnostniho spektra.

Vyvoj pfistrojové instrumentace pro hmotnostni spektrometrii prosel v poslednich letech
rychlym vyvojem, kombinované systémy plynové i kapalinové chromatografie s hmotnostnim spekt-
rometrem (GC-MS, LC-MS) jsou v sou¢asnosti komeréné dostupné v ptijatelnych cenovych relacich
a jsou pln¢ vyuzitelné v analytickych laboratotich pro rutinni analyzy. Jejich aplikovatelnost je velmi
Sirokd, s obéma metodami se bézné setkavame ve vSech dilezitych oblastech chemické analyzy.
V souvislosti s rostoucim zajmem chemickych, biologickych a medicinskych oborti o analyzu mak-
romolekularnich latek se v praxi stale Castéji vyuzivaji usporadani tandemovych hybridnich hmot-
nostnich spektrometrti, které dosahuji vysoké pfesnosti urceni molekulovych hmotnosti analyzova-
nych iontll a umoziuji provadét detailni strukturni studie na zakladé sledovani fragmentaci vybra-
nych iontd.

11.1  Uvod do instrumentace

Zakladni blokové schéma hmotnostniho spektrometru je uvedeno na Obr. 11.1. I pfes zna¢nou kon-
strukéni rozmanitost soucasné instrumentace je mozno u vSech pfistrojii identifikovat obdobné za-
kladni stavebni prvky:

Iontovy zdroj slouzi k prevedeni analyzované latky do ionizovaného stavu. V prostoru
iontového zdroje (kolizni cely) dochazi k vétSiné fragmentacnich reakci vedoucich k destrukei che-
mickych vazeb vzniklého iontu. Hmotnostni analyzator slouzi jako disperzni prvek a umoznuje
rozdélit v prostoru nebo ¢ase smés iontl o riznych pomérech hmotnosti ku naboji (m/z), produkova-
nou v iontovém zdroji. Detektor, na ktery je smérovan proud iontl po prichodu hmotnostnim ana-
lyzatorem, poskytuje signal umérny pocétu dopadajicich iontt. Ten je pieveden do pocitace a vhod-
nym programovym vybavenim zpracovan do formy hmotnostnich spekter. Kromé sbéru dat v real-
ném cCase a jejich zpracovani zajistuje pocita¢ dalsi fidici a kontrolni funkce souvisejici s chodem
pristroje, kalibraci a optimalizaci jeho provoznich parametri. Hmotnostni spektrometr je zafizeni
pracujici za velmi nizkych tlakii. Nedilnou soucasti zatizeni je i vykonny, nejcastéji vicestupnovy
vakuovy ¢erpaci systém, umoziujici udrzet dostatecné¢ nizky tlak za vSech provoznich podminek.
Dalsi nezbytnou soucasti hmotnostniho spektrometru je vhodny vstup umoziujici pfevedeni vzorku
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analyzované latky z prostfedi vnéjsiho do prostoru iontového zdroje. V ptipadé kombinace GC-MS
a LC-MS je do prostoru iontového zdroje pfivadéna mobilni faze spolu s latkami vystupujicimi
z chromatografické kolony a to bud’ piimo a nebo pies vhodné rozhrani snizujici podil mobilni faze.

Vstup

L} - - 1 | )

' Iont?vy Hm0m9stn1 Detekior Lt —

1 zdroj analyzitor - » —
[ |

i :

[ | [ |

.-------------. ----------- =1

Vakuovy 1!
systém |}
'

| I ——

Obr. 11.1: Blokové schéma hmotnostniho spektrometru

11.1.1 Tontovy zdroj

Veskeré informace poskytované hmotnostnim spektrometrem se tykaji pouze ¢astic nesoucich naboj,
ionizace analyzované latky je naprosto nezbytnym piedpokladem analyzy. Energeticka naroc¢nost
ionizace zavisi na typu analyzované latky, pro vétsinu organickych latek se pohybuje prahova ioni-
zacni energie v rozmezi 7-16 eV. D¢je, jejichz energie piesahuje tuto prahovou energii, vedou
k ptevedeni latky do ionizovaného stavu.

Pouzity zplisob ionizace zasadn¢ ovliviuje aplika¢ni zaméfeni metody. Vyvoj v oblasti
konstrukce novych typt iontovych zdroju rozsitil aplikovatelnost hmotnostni spektrometrie na neté-
kavé latky s vysokou molekulovou hmotnosti. Vytézek ionizace u vétSiny pouzivanych ionizacnich
technik jen vyjimecné piesahuje 0,01%, proces ionizace tedy vyrazné snizuje citlivost meéfeni
a dosazitelnou mez detekce metody. Pokud energie dodand molekule v pribéhu ionizace vyrazné pre-
vySuje jeji prvni ioniza¢ni energii, pak mize dojit ke spotfebovani nadbyteéné vibra¢né-rotacni energie
fragmentaci vzniklého iontu. Podle mnozstvi dodané energie je obvyklé délit ioniza¢ni techniky na
tzv. mé€kké (soft), pii nichz je energeticky ptebytek dodany ionizované molekule maly a pravdépo-
dobnost fragmentace nizka, a na tvrdé (hard), pfi nichz dodana energie postacuje k rozsahle;jsi frag-
mentaci primarn¢ vzniklého iontu. Dalsim tfidicim kriteriem je skupenstvi, ve kterém se latka nacha-
zi pii ionizaci. Nejbeznéjsi jsou techniky ionizace v plynné fazi; analyzovana latka je pfedem odpa-
fena do vakua a nutnym piedpokladem je jeji dostatecna t€kavost. Techniky ionizace v kondenzova-
né fazi, pii nichz dochazi k tvorbé iontl piimo ve fazi kapalné nebo tuhé, jsou vhodné zejména pro
analyzu netékavych latek. Pfehled béZzn¢ pouzivanych ioniza¢nich technik je uveden v tabulce 11.1.

11.1.2 Hmotnostni analyzator

Slouzi k ¢asovému ¢i prostorovému rozliSeni ionti produkovanych v iontovém zdroji podle poméru
jejich hmotnosti a naboje, m/z.
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Tab. 11.1: Piehled béZnych ionizacnich technik a jejich aplikacni oblast

Ionizacni technika Typické pouZziti
ionizace elektrony (EII) tékavé nizkomolekularni latky
chemicka ionizace (CI) tékavé nizkomolekularni latky
ionizace rychlymi atomy (FAB) peptidy, proteiny — max. hmotnost 10 kDa
laserova desorpce ( MALDI) syntetické polymery, sacharidy, peptidy, proteiny, nukleové
kyseliny — max. hmotnost 1 000 kDa
plasmova desorpce (PDI) biopolymery — max. hmotnost 10 kDa
elektrosprejova ionizace (ESI) biopolymery — max. hmotnost 100 kDa
ionizace pfi atmosferickém tlaku (APCI) netékavé nizkomolekularni latky — max. hmotnost 1 kDa

Magneticky hmotnostni analyzator je nejstar$i, z hlediska hmotnostniho rozsahu
a rozliseni velmi kvalitni disperzni prvek, umoznuje prostorové rozdéleni monoenergetického svazku
iontll podle hodnoty m/z. Byva soucasti hmotnostnich spektrometrii s vysokym rozliSenim, jez jsou
jen vyjimeéné piimo spojeny se separacni metodou. Z principu separace iontu dle m/z
v magnetickém poli vychazi koncepce ion cyklotronové rezonance s Fourierovou transformaci
(FTICR — Fourier transform ion cyklotron resonance). lonty obihajici vlivem intenzivniho konstant-
niho magnetického pole po uzavienych orbitalnich drahdch jsou soucasné excitovany stfidavym
elektrickym polem. Vysledkem ptisobeni obou sil je slozena epitrochoidalni draha pohybu s frekven-
ci oscilaci umérnou odmocnin€ m/z iontu. Technika FTICR v soucasnosti dosahuje nejvyssich hod-
not rozliSeni a pfesnosti ur¢eni m/z iontd.

Kvadrupélovy analyzator umoznuje vlivem stiidavého elektrického pole filtrovat ionty
dle m/z. Bézné se uplatiuje u hmotnostnich spektrometri nizkého rozliseni uréenych pro spojeni
s plynovou a kapalinovou chromatografii ¢i s kapilarni elektroforézou.

Kvadrupélova iontova past je trojrozmérnou obdobou kvadrupolového filtru a umoziuje
pomoci stiidavého elektrického pole uzavtit ionty v ohrani¢eném prostoru a nasledné je analyzovat
dle m/z. lontova past prosla intenzivnim konstrukénim vyvojem, parametry soucasnych konstrukc-
nich usporadani posouvaji t€ziste jejiho vyuziti do oblasti LC-MS, a to i pro analyzy vysokomoleku-
larnich latek.

Linearni iontova past svym uspofadanim vychazi z geometrie kvadrupolového analyzato-
ru. Jedna o tfi elektricky izolované paralelné orientované kvadrupolévé filtry, které pfi vhodné zvo-
leném rezimu vkladani napéti umoziuji kumulovat ionty produkované v iontovém zdroji a nasledné
je analyzovat dle m/z. Hlavni pfednosti hmotnostnich spektrometrt s linearni iontovou pasti je kon-
strukéni jednoduchost, moznost miniaturizace a vysoka citlivost diky efektu kumulace iontii. Linear-
ni iontova past je vyuzivana v hmotnostnich spektrometrech spojenych s kapalinovou chromatografii
a v tandemovych hybridnich hmotnostnich spektrometrech.

Orbitalni iontova past (orbitrap)je novym typem hmotnostniho analyzatoru s Fourierovou
transformaci, sestavajici ze dvou elektrod — vnéjsi elektrody soudkovitého tvaru a vnitini elektrody
tvaru vietene. lonty, které se dostanou do elektrického pole mezi obéma elektrodami se pohybuji po
orbitalnich drahach kolem centralni elektrody, frekvence oscilaci je, podobng jako u FTICR, imérna
odmocniné z m/z. Hlavni vyhodou hmotnostnich spektrometrli s orbitalni iontovou pasti je kon-
struk¢éni jednoduchost a nizké provozni ndklady pii zachovani vysokého hmotnostniho rozliSeni
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a hmotnostniho rozsahu srovnatelného s FTICR. V kombinaci s linearni iontovou pasti je orbitrap
pouzivan v tandemovych hybridnich hmotnostnich spektrometrech s vysokym rozlisenim, které jsou
vhodné pro pfimé spojeni s kapalinovou chromatografii.

Pruletovy analyzator (TOF — time of flight) je v principu nejjednodussim hmotnostnim
analyzatorem, tvofenym pouhou evakuovanou trubici. K ¢asovému rozdéleni iontl s rozdilnym m/z
dochazi na zaklad¢ jejich odlisné doby letu z iontového zdroje do detektoru. lonty s odlisSnym m/z,
vystupujici z iontového zdroje, maji pii stejné kinetické energii rozdilnou rychlost. Hmotnéjsi ion se
pohybuje pomaleji a dorazi do detektoru pozdéji. Je ziejmé, Ze Casova diference, a tedy i dosazitelné
rozliSeni budou zaviset na délce drahy, kterou ionty v trubici priletového analyzatoru urazi. Aby
zatizeni nemuselo byt pfili§ rozmémé, Casto se konstruuje s tzv. reflektronem, elektrostatickym zr-
cadlem znasobujicim priletovou drahu iontl. Priletovy analyzator vyzaduje pouziti iontového zdro-
je pracujiciho v pulznim mdédu. Hlavni piednosti tohoto zatizeni je teoreticky neomezeny hmotnostni
dosah. V soucasnosti se priletovy hmotnostni analyzator pouziva u LC-MS pro analyzu vysokomo-
lekularnich latek a v kombinaci s kvadrupdlovymi filtry u tandemovych hybridnich pfistroji. Orien-
tacni hodnoty hmotnostniho dosahu a rozliseni MS systémt s riznymi hmotnostnimi analyzatory
jsou uvedeny v tab. 11.2.

Tab. 11.2: Orientacni hodnoty hmotnostniho dosahu a rozliSeni MS systémii s riiznymi hmot-
nostnimi analyzdtory

Hmotnostni analyzator Hmotnostni dosah (m/z) RozliSeni
kvadrupoélovy filtr 4 000 2 000
magneticky sektor 20 000 20 000
orbitalni iontova past 50 000 200 000
kvadrup. iontova past 70 000 5000
linearni iontova past 70 000 100 000
FTICR 100 000 200 000
TOF 1 000 000 10 000

11.1.3 Detektor

Detektory pouzivané v hmotnostni spektrometrii Ize rozdélit do tii kategorii:

@) detektory pro ptima méfeni, detegujici elektricky proud vznikajici pfimym dopadem ionti;

2) nasobicové detektory, které vyuzivaji efekt nasobeni elektronti vzniklych po dopadu iontt
a poskytuji méftitelné signaly dokonce pro jednotlivé ionty;

3) detektorova pole, umoznujici registraci dopadajicich ionti v plose.

Vybér typu detektoru zavisi na uvazované aplikaci. Detektory pro piiméa méteni, nezbytné napiiklad
pro méfeni piesného izotopového zastoupeni prvki pii urCovani staii hornin, jsou vétSinou soucasti
specializovanych zakazkovych systémi. Nasobi¢ové detektory se standardné uzivaji u veskeré ko-
mercni instrumentace, véetné kombinovanych systémt GC-MS a LC-MS. Klasické je pouziti elek-
tronnasobicovych detektoril, v soucasné dob¢ se dava prednost fotonasobicovym detektorim s vyssi
citlivosti a delsi zivotnosti. Detektorova pole jsou vyuzivana v systémech tandemovych hybridnich
hmotnostnich spektrometrti.
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11.1.4 Kolizni cela

Nevyhodou pouziti mékkych ionizacnich technik je nizky rozsah fragmentace vznikajicich iontd.
Strukturni informace syst¢ému LC-MS s jednim hmotnostnim analyzatorem je omezena v naprosté
vétSin€ piipadd na urceni molekulové hmotnosti separované latky na zakladé pozorovaného moleku-
larniho, kvazi-molekularniho ¢ aduktového iontu. ReSenim je pouZiti zatizeni, umoziujiciho doséh-
nout dodatecné fragmentace iontti mimo prostor iontového zdroje — kolizni cely. Kolizn€ indukovana
¢i aktivovana disociace ionti (CID, CAD) se provadi nejcastéji v prostoru kvadrupélu ¢i hexapolu
srazkami s molekulami inertniho plynu, napiiklad argonu. Dalsi vyuzivanou technikou pro dosazeni
fragmentace je technika povrchové indukované disociace, kdy proud iontl je smérovan proti terciku
tvofenému vhodnym polymerem ¢i kovem s nanesenou vrstvou nizkomolekularni organické latky.

11.1.5 Tandemové a hybridni hmotnostni spektrometry

Pro 1ucely podrobnych strukturnich studii je nutno pouzit komplexni systémy tandemové
a tandemové hybridni hmotnostni spektrometrie, sdruzujici vice hmotnostnich analyzatorti oddéle-
nych kolizni celou. Klasickym instrumentalnim uspofadanim tohoto typu je tandemovy hmotnostni
spektrometr sdruzujici dvojici magnetickych hmotnostnich analyzatori a kolizni celu. V prvém je
volbou intenzity magnetického pole vybran ion urcitého m/z (tzv. matefsky ion), jez je nasledné fi-
zen¢ fragmentovan v kolizni cele, vzniklé fragmentové ionty (dcetiné ionty) jsou podle m/z rozdéle-
ny v druhém magnetu a nasledné detegovany. Z hlediska dosazitelného rozliSeni je unikatni ptistro-
jové uspotadani sdruzujici izola¢ni kvadrupél (vybér iontu daného m/z) hexapolovou kolizni celu
a celu ion cyklotronové rezonance se supravodivym magnetem, jako hmotnostni analyzator velmi
vysokého rozliSeni. Pro ucely spojeni se separaénimi metodami se tradi¢né vyuziva systém se tiemi
kvardupdly. Prvy kvadrupél slouzi pro vybér matefského iontu, do druhého kvardupoélu se ptivadi
pod vhodnym tlakem inertni plyn a slouZzi jako kolizni cela pro fizenou fragmentaci matei'ského ion-
tu, skenovanim tretitho kvardupolu se rozdeli vzniklé dcetiné ionty. Pro ucely strukturni analyzy
makromolekul byly vyvinuty hybridni systémy vyznacujici se Sirokym hmotnostnim rozsahem, vy-
sokym rozliSenim a vysokou citlivosti, jez jsou vhodné pro spojeni s kapalinovym chromatografem.
Schematicky nédkres tandemového hmotnostniho spektrometru sdruzujiciho dvojici kvardupola
a priletovy hmotnostni analyzator je uveden na Obr. 11.2.

Rychly rozvoj v oblasti konstrukce novych typt iontovych pasti (linearni a orbitalni ionto-
va past umoznil konstrukci novych typti hybridnich hmotnostnich spektrometrii dosahujicich velmi
vysokych hodnot rozlieni, srovnatelnych s ICR-FTMS, ale s podstatné nizSimi prostorovymi a pro-
voznimi naroky, které jsou vhodné pro piimé spojeni s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii.
Ptiklad tohoto uspofadani je uveden na Obr. 11.3. Ionty produkované API zdrojem jsou pies fo-
kusacni kvadrupolovou iontovou optiku pfivadény do linearni iontové pasti, kde jsou zachyceny
a analyzovany dle m/z v modu MS ¢i MS". Nasledné mohou byt vybrané ionty pfivadény pies ,,za-
kfivenou* iontovou past (C-trap) do orbitalni iontové pasti, umoznujici stanovit jejich hmotnost
s vysokou presnosti.
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Obr. 11.2: Schéma hybridniho tandemového hmotnostniho spektrometru s dvojici kvadrupolit
a priletovym hmotnostnim analyzdtorem
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Obr. 11.3: Schéma hybridniho tandemového hmotnostniho spektrometru s linedrni a orbitdlni
iontovou pasti

11.2  Pocitac¢ové vyhodnoceni hmotnostnich spekter

Je v ptipadé spekter po ionizaci elektronem nejb&znéjsim a nejrychlej$Sim zplisobem navrzeni struk-
tury, zcela nezbytnym pii zpracovani vysledki analyzy komplikovanych smési latek, kdy je nutno
identifikovat velky pocet komponent. Nejcastéji je cely proces zalozen na pocitaCovém porovnani
ziskaného spektra se standardnimi knihovnimi spektry. PocitaCové vybaveni a knihovna spekter je
soucasti vSech komercnich systémtit GC-MS, jsou k dispozici spektra pro ionizaci elektronem i pro
chemickou ionizaci. Pocitacové vyhodnoceni hmotnostnich spekter je nezbytnym nastrojem pro
zpracovani vysledkli analyzy hmotnostnim spektrometrem, ziskané vysledky vsak musi byt kriticky
zhodnoceny a provétfena jejich vérohodnost. Nekritické akceptovani vysledkid pocitacového vyhod-
noceni spekter miiZze vést ke zcela nespravnym zavérim o struktufe analyzovanych latek.
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VétSina programt pro pocitacové vyhodnoceni spekter vyuziva obdobnych algoritmil zpra-
covani dat. Prvnim krokem je vybér reprezentativnich pikii v experimentalnim hmotnostnim spektru:
obvykle se voli 8 az 11 pikd, podle klesajici intenzity. Tento jednoduchy zptisob ¢asto vede k zane-
dbani strukturn¢ vyznamnych pikti v oblasti vys$Sich hodnot m/z, proto se provadi korekce intenzit
upiednostiiujici vybér v oblasti vyssich m/z a automaticky se do vybéru zatazuje pik o nejvyssi hod-
not¢ m/z odpovidajici molekularnimu iontu. Casto se pro vybér aplikuje kombinované kriterium
zohlediiujici kromé intenzity piku i hmotnostni diference s okolnimi piky. Tak se postupné od vys-
Sich k niz§im hodnotdm m/z vylucuji piky s hmotnostni diferenci v rozmezi 5 az 12 m/z a 15 az
25 m/z.

Algoritmus porovnani experimentalniho spektra s databazovymi spektry v principu pracuje
dvojim zptisobem. Pii pfimém vyhledavani (forward search) se zjistuje, zda veskeré vyznamné
piky v databazovém spektru jsou pfitomny ve spektru experimentalnim. Pti zpétném vyhledavani
(reversed search) se jako zaklad bere experimentalni spektrum a posuzuje se shoda se spektry data-
bazovymi. V obou pfipadech se kromé vlastni pfitomnosti piku bere v tivahu i jeho pomémé zastou-
peni vici ostatnim posuzovanym pikiim. Vysledek vyhledavani je nejcastéji vyjadren tabulkou nale-
zenych sloucenin s nejvyssi podobnosti spektra, mira se vyjadiuje ¢islem v intervalu 0 az 1 000,
prficemz s rostouci hodnotou stoupa podobnost mezi knihovnim a experimentalnim spektrem
a v piipadé dosazeni horniho limitu jsou obé¢ spektra totoznd. Pfimé a zpétné vyhledavani se muze
kombinovat, hovotime pak o algoritmu vyhledavani ¢istoty (purity search).

Zéakladnim piedpokladem Uspéchu pii pocitaCovém hodnoceni hmotnostnich spekter je
pouziti kvalitni a dostateén¢ obsahlé databaze hmotnostnich spekter. V soucasnosti je nejcastéji
vyuzivana knihovna spekter organickych slouc¢enin NIST po ionizaci elektronem a po chemické
ionizaci. Stale vznikaji mensi, ucelové databaze zaméfené napiiklad na 1é¢iva, navykové latky,
pesticidy, bojové chemické latky nebo organometalické slouceniny. Dulezita je i tvorba vlastnich,
uzivatelskych databazi spekter pro latky, jez jsou v dané laboratofi analyzovany. Vysledky inter-
pretace spekter na zékladé porovnani se spektry standardt ziskanych na témze pfistroji poskytuji
nejlepsi vysledky.

Novée se pfi interpretaci hmotnostnich spekter prosazuji programy urcujici strukturu analy-
zované latky na zakladé automatického vyhodnoceni fragmentace. V soucasnosti je u programi to-
hoto typu zvladnuta aplikace vSech béznych fragmentacnich pravidel umoziujicich ptredpovedét
vzhled spektra pro danou strukturu a v experimentalnim spektru zpétné identifikovat vétSinu frag-
mentovych iontd béznych organickych sloucenin. V soucasné dobé jsou programy tohoto typu uzi-
te¢nym pomocnikem umoznujicim urcit strukturni typ a charakter substituent analyzované latky.

11.3 Plynova chromatografie-hmotnostni spektrometrie (GC-MS)

Zakladnim problémem spojeni obou zafizeni je jejich tlakova nekompatibilita. Tlak na vystupu ko-
lony plynového chromatografu je pfiblizné atmosféricky, iontové zdroje EI, CI, pouzivané pro tuto
kombinaci, pracuji optimalné za vysokého nebo za velmi vysokého vakua. Zvyseni tlaku v iontovém
zdroji a hmotnostnim analyzatoru vede k vyraznému poklesu citlivosti a zhorSeni charakteru spekter
(ztrata rozliSeni, vys$si signal pozadi, zména pomérné¢ho zastoupeni jednotlivych iontil aj.). Navic
provoz béznych EI iontovych zdroji pfi vysSich tlacich vyrazné zkracuje zivotnost jeho soucasti.
Primérnim predpokladem uspésného spojeni GC-MS je dostatecné vykonny Cerpaci systém, schopny
s rezervou odcerpat nadbytek nosného plynu z prostoru ionizace. Pfipojeni kapilarnich separacnich
kolon, které jsou dnes prakticky vyhradn¢ pouzivané, je mozno povazovat za prakticky bezproblé-
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mové a instrumentalng nenaro¢né. Usti kolony je mozno piimo propojit s iontovym zdrojem a pfi
prittocich nosného plynu do 3 ml min"' je mozno s béZznymi erpacimi systémy udrzet v EI zdroji
dostateéné nizky tlak.

11.3.1 Aplika¢ni oblast GC-MS

11.3.1.1 Potravinarsky pramysl

Metoda se vyuziva predevsim pro strukturni charakterizaci a kvantifikaci t€kavych slozek podmi-
nujicich vini a chut’ potravin, vyznamnou roli hraje i pfi hodnoceni jejich trvanlivosti. Na
Obr.11.4A je uveden zaznam separace t¢kavych slozek z extraktu papriky ro¢ni a na Obr. 11.4B
odpovidajici hmotnostni spektrum 2-isobutyl-3-methoxypiperazinu, latky zpisobujici typickou
vini a chut paprik.
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Obr. 11.4: (A) Chromatogram extraktu z papriky rocni (Capsicum annuum)

(B) Hmotnostni spektrum 2-isobutyl-3-methoxypiperazinu jako latky zpiisobujici ty-
pickou viini a chut’ paprik (pik na chromatogramu oznaceny *)

11.3.1.2 Toxikologie

GC-MS umoziuje jednozna¢né identifikovat a kvantifikovat bézné navykové latky v télnich tekuti-
nach a je v soucasnosti standardni analytickou metodou dopingovych a toxikologickych laboratofi.
Na Obr. 1.5A je uveden chromatogram extraktu z krve obéti pfedavkované amobarbitalem, piislusné
hmotnostni spektrum je uvedeno na Obr. 11.5B.

11.3.1.3 Ekologie

Metoda GC-MS se pouziva pro stopovou a ultrastopovou analyzu organickych polutanti ve vzorcich
pud, vod a ovzdusi. Na Obr. 11.6A je chromatogram extraktu vzorku motské vody s vyraznym pi-
kem odpovidajicim dichlordifenyldichlorethylenu (DDE) jako degradacniho produktu v minulosti
bézné pouzivaného herbicidu DDT, na Obr. 11.6B je uvedeno hmotnostni spektrum této latky.
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Obr. 11.5: (A) Chromatogram extraktu z krve obéti preddavkované amobarbitalem

(B) Odpovidajici hmotnostni spektrum této latky
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Obr. 11.6: (A) Chromatogram extraktu vzorku moiské vody s vyraznym pikem odpovidajicim
dichlorodifenyldichlorethylenu (DDE) jako degradacniho produktu v minulosti béiné
pouzivaného herbicidu DDT

(B) Hmotnostni spektrum této latky

11.4 Kapalinova chromatografie-hmotnostni spektrometrie (LC-MS)

Zakladnim predpokladem uspésného spojeni kapalinového chromatografu a hmotnostniho spektro-
metru je ucinné odstranéni sloZzek mobilni faze pred vlastni ionizaci. U soucasné komercni instru-
mentace LC-MS se prakticky vyhradné vyuzivaji sprejové ioniza¢ni techniky typu elektrospreje
a APCI, jez jsou principialné uzplisobeny pro praci s pritokem kapalné faze a jsou schopny v prube-
hu ionizace odvést vétSinu tekavych slozek mimo prostor hmotnostniho spektrometru. Velkou vyho-
du pro spojeni LC-MS je vyuziti mikrokolonové kapalinové chromatografie, jez je svymi pritoky
mobilni faze zcela kompatibilni s modernimi sprejovymi iontovymi zdroji typu elektrospreje. Volba
iontového zdroje se fidi typem analyzovanych latek: APCI je primarné uréena pro ionizaci nizkomo-
lekularnich latek do m/z < 1 000, ESI je mozno pouZit pro ionizaci makromolekularnich latek typu
bilkovin a fragmentt nukleovych kyselin.

Z hlediska instrumentalni kompatibility s kapalinovym chromatografem neexistuje zadné
omezeni volby hmotnostniho analyzatoru — konkrétni volba se fidi predevsim pozadovanym hmot-
nostnim rozsahem, rozli§enim a samoziejmé téz potizovacimi a provoznimi naklady. V oblasti ko-
mercni instrumentace je v soucasnosti stale jesté nejbéznéjsi pouziti kvardupolovych hmotnostnich
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analyzatort. Jsou prakticky universdlni a mezi hlavni pfednosti systémid LC-MS s témito typy
hmotnostnich analyzatort patii dostatecna citlivost, zejména v médu vybraného iontového proudu
(SIM - selected ion current), vysoka rychlost skenovani a piedev$im cenova dostupnost. Minimal-
né srovnatelné jsou parametry iontové pasti. Pristroje s timto typem hmotnostniho analyzatoru
umoziuji ve srovnani s kvadrupolovymi piistroji dosahnout v modu celkového iontového proudu
(TIC — total ion current) niz8ich mezi detekce a hodi se zejména pro stopovou analyzu. Pozaduje-li
se velké rozliSeni, mtize byt alternativné pouzit magneticky hmotnostni analyzator uzptisobeny pro
rychlé skenovéni, iontovy cyklotronovy rezonan¢ni analyzator (ion-cyclotron resonance — ICR).
Pozadavek velmi vysokého hmotnostniho dosahu, jez je logickym pozadavkem rostouciho zajmu
o analyzu biopolymert typu bilkovin a fragmentd nukleovych kyselin, velmi dobfe splituje pruletovy
hmotnostni analyzator.

Volba vhodného typu detektoru mtze byt kriticka zejména pro analyzy vysokomolekular-
nich latek. Pro detektory typu elektronnasobice i fotondsobicCe plati, ze citlivost detekce klesa
s rostoucim m/z detegovan¢ho iontu. Proto byly vyvinuty rtizné typy tzv. postakceleracnich detekto-
10, jez mohou s pomoci vhodné iontové optiky ionty pted vlastni detekci urychlit.

11.4.1 Aplikacni oblast LC-MS

11.4.1.1 Potravinarsky pramysl

Metoda se vyuziva pro strukturni charakterizaci a kvantifikaci netékavych slozek podminujicich
chut, nutri¢ni vlastnosti a moznou toxicitu potravin. Jedna se zejména o analyzu umélych i ptiroze-
nych barviv, farmak typu antibiotik a ristového hormonu v potravinach zivoc¢isného ptivodu, pepti-
da, proteint, lipidd, sacharidi, glykoproteint a vitaminli vyznamné ovliviiujicich nutriéni hodnotu
potravin. S pomoci LC-MS je mozno sledovat i strukturni zmény jmenovanych typt latek béhem
procest tepelné upravy a starnuti potravin. Z hlediska zajisténi nezavadnosti potravin je dilezita
iinformace o struktufe a obsahu netékavych xenobiotik. Na Obr. 11.7A je uveden zdznam
LC-APCI-MS analyzy netékavych barviv v extraktu z borivek, jez zodpovidaji za jeho charakteris-
tické zbarveni a jez v procesu oxidace béhem skladovani ptisobi nezadouci barevné a chutové zmény
produktu. Na Obr. 11.7B je uvedeno smésné¢ APCI hmotnostni spektrum odpovidajici pfimému na-
stiiku extraktu do iontového zdroje, bez ptedchozi chromatografické separace s identifikovanymi
molekularnimi a fragmentovymi ionty téchto barviv.

11.4.1.2 Farmaceuticky priamysl

Metoda LC-MS nalezla vyznamné uplatnéni v oblasti strukturni charakterizace a kvantifikace 1éCiv,
jejich syntetickych meziproduktii, doprovodnych necistot a rozkladnych produktt. Je Casto vyuziva-
na pro studium kinetiky a mechanismu odbouravani 1é¢iv v organismu a strukturni identifikaci vzni-
kajicich metaboliti. Technika LC-MS je nezbytna pro strukturni charakterizaci bilkovin jako poten-
cialnich vazebnych mist 1é¢iv, kde nahrazuje dvojdimensionalni gelovou elektroforézu a izoelektric-
kou fokusaci.
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Obr.11.7: (a) Zaznam LC-APCI-MS separace netékavych barviv v extraktu z boriivek
Identifikované piky: 1 — delphinidin-3-gal (M, = 465), 2 — delphinidin-3-glu
(M, = 465), 3 — cyanidin-3-gal (M, = 449), 4 — delphinidin-3-ara (M, = 435),
5 — cyanidin-3-glu (M; = 449), 6 — petunidin-3-gal (M, = 479), 7 — cyani-
din-3-ara (M= 419), 8 — petunidin-3-glu (M, = 479), 9 — petunidin-3-gal
(M, =463), 10 — petunidin-3-ara (M, = 449), 11 — petunidin-3-glu (M, = 463),
12 — malvidin-3-gal (M, = 493), 13 — malvidin-3-glu (M, = 493), 14 — mal-
vidin-3-ara (M, = 463)
(b) Smésné APCI hmotnostni spektrum s identifikovanymi molekuldrnimi
a fragmentovymi ionty téchto barviv

11.4.1.3 Toxikologie

Metoda LC-MS se vyuziva pro strukturni charakterizaci a kvantifikaci polarnich a netékavych navy-
kovych latek a jejich metabolitti v télnich tekutinach. Je v soucasnosti nejvyznamnéj$im nastrojem
kontroly nové generace dopingovych latek (steroidy, prostaglandiny, peptidy, proteiny) bez nutnosti
jejich derivatizace.

11.4.1.4 Ekologie

Metoda se vyuziva pro analyzu polarnich a malo t€kavych polutanti ve vzorcich vody a pad. Na
Obr. 11.8 je uveden zaznam separace stop netékavych vybusnin v extraktu z pidy metodou
LC-APCI-MS s pfislusnymi hmotnostnimi spektry umoziujicimi jejich strukturni identifikaci.
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Obr. 11.8: Analyza stop netékavych vybusnin v extraktu 7 piidy metodou LC-APCI-MS

11.5 Kapilarni elektroforéza — hmotnostni spektrometrie (CE-MS)

Je dalsi, pro analytickou praxi uzitecnou kombinaci vysokoucinné separacni metody s hmotnostni
spektrometrii. Obdobné jako v pfipadé kapalinové chromatografie je spojeni realizovano nejcastéji
pomoci iontového zdroje typu elektrosprej. Mezi hlavni technické problémy komplikujici propojeni
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obou pristrojii patii predevsim pfili§ nizky pritok zakladniho elektrolytu separacni kapilarou a pro-
blém realizace vodivého spojeni konce separaéni kapilary se zemnici elektrodou vysokonapét'ového
zdroje pro elektroforézu.

Bézny pritok zakladniho elektrolytu, dany elektroosmotickym tokem v kiemenné separac-
ni kapilate, se pohybuje v #adu nl min™, coZ poskytuje objemové mnozstvi nedostateéné pro vytvo-
feni stabilniho spreje v bézném zdroji ESI. Chybéjici objem kapaliny je tedy nutno dodat z externiho
zdroje; obvykle se pro tyto Gely pouziva tzv. stinici kapalina (sheath fluid), coz byva nejcastéji
vodny roztok tékavé soli a vhodného organického rozpoustédla. Stinici kapalina je protlacovana do
ESI zdroje tak, aby se celkovy objem ptivadéné kapalné faze (tj. nosného elektrolytu a stiniciho roz-
toku) pohyboval v fadu jednotek ul min™. Kromé této funkce stinici roztok umozituje i vodivé spo-
jeni mezi koncem separa¢ni kapilary a zemnici elektroforetickou elektrodou. Pro podpoteni tvorby
spreje a zvyseni jeho stability se do prostoru zdroje ESI ptivadi pod vhodnym tlakem inertni zmlzo-
vaci plyn. MozZna realizace spojeni CE-MS s pfidavnym tokem stinici kapaliny je zndzornéna na
Obr. 11.9. V principu jde o soustavu tii koncentrickych kapilar: vnitini je vlastni separacni kapilara,
jez je upevnéna v kapilaie pro ptfivod stiniciho roztoku, vné je kovova kapilara ptivadé€jici inertni
plyn, jez je spojena ptes redukéni ventil se zasobni tlakovou nadobou. Stabilni pfivod stinici kapali-
ny je zajistén nejcastéji linearnim davkovacem s mikrostiikackou nebo chromatografickou pumpou
s délicem. Zemnici elektroforeticka elektroda je ponofena do zasobni naddobky se stinici kapalinou,
v piipadé¢ pouziti mikrostiikacky tuto elektrodu tvoii pfimo jeji kovovy hrot.

Ptivod
Piivod inertniho
stinictho plynu

roztoku

Separacni

uuuuuuuuuu

kapilara

.

Obr. 11.9: MoZna realizace spojeni CE s ESI zdrojem s pridavnym tokem stinici kapaliny

11.5.1 Aplika¢ni oblast CE-MS

Spojeni CE-MS nachazi uplatnéni v oblasti analyzy latek iontové povahy v komplikovanych matri-
cich, kde se dobie uplatni vysoka uc¢innost kapilarni elektroforézy s moznosti strukturné selektivni
detekce hmotnostnim spektrometrem. Vyznamnou aplikacni oblasti je farmaceutickd analyza.
V praxi je vyuzivana metoda CE-MS pfi stanoveni obsahu a strukturni charakterizaci peptidovych
1éciv. CE-MS se velmi dobfe uplatituje pfi analyzach bio-polymerii typu bilkovin a fragmentd
nukleovych kyselin. Je mozno piedpokladat, Ze spolu s LC-MS bude reprezentovat jednu z klico-
vych analytickych metod v oblasti genomiky a proteomiky. Obr. 11.10 dokumentuje moznosti vyuzi-
ti kombinace CE-ESI-MS pii farmakokinetickych studiich. V horni ¢asti obrazku je zobrazen SIM
chromatogram analyzy kumulativniho vzorku moci pacienta 3 az 7 hodin po podéni 1éCiva ethodo-

101



lak, ve spodni ¢asti je uvedeno odpovidajici hmotnostni spektrum této latky s vyraznym molekular-
nim iontem (m/z = 461,9) umoznujicim jeji identifikaci. Moznosti aplikaci dale rozsifuje kombino-
vani separa¢nich metod pted vstupem do hmotnostniho spektrometru, napt. HPLC-CE-MS.

1004 47 = 462
%
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1007 131903
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Obr. 11.10: SIM chromatogram a ESI hmotnostni spektrum analyzy vzorku moci pacienta po
podani léciva ethodolak
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12. ZACHYT NEZNAMYCH NOX A KONFIRMACE
V TOXIKOLOGII

doc. Ing. M. Balikova, CSc
Ustav soudniho lékaistvi a toxikologie, LFF UK a VFN v Praze 2
mbali@lf].cuni.cz

Toxikologicka diagnostika intoxikaci ¢i abuzu navykovych latek neni jednoducha sériova zalezitost,
ale vyZaduje komplexni individualni pfistup s ohledem na okolnosti ptipadu a anamnestické infor-
mace. Priznaky otrav nebyvaji specifické a vyhledat a urcit potencionalni noxu a/nebo jeji metaboli-
ty ve stopach v biologickém vzorku piedpoklada znalosti o osudu a plisobeni nox v organismu vedle
analytickych dovednosti. Spektrum moznych nox byva casove i lokaln¢ proménlivé a systém pouzi-
vanych toxikologickych metod je nutné neustdle aktualizovat. Dne$ni metodické vybaveni bézné
toxikologické laboratofe se zaméfenim klinickym ¢i forenznim odrazi frekvenci pozadavkl na prak-
tické laboratorni vySetfeni. Pozadavky na vySetfeni anorganickych latek se v soucasnosti prakticky
neobjevuji — pomineme-li otravy zplsobené napt. oxidem uhelnatym. Laboratorni toxikologicka
vysetieni nahodnych ¢i umyslnych otrav jsou proto zaméfena spiSe na organické latky — alkohol
arozpoustédla (tzv. tekavé latky, popt. glykoly) a vedle toho na organické extraktivni noxy (.
zejména léCiva a ilegalni navykové latky).

Laboratorni toxikologické nalezy koreluji s individudlni anamnézou v riizné mife a nemusi
byt zfejmé, zda jde o otravu, anebo jinou pfi¢inu patologického stavu. Z tohoto hlediska ma i kvalita-
tivni nalezeni a uréeni spravné noxy velky vyznam se zdravotnimi ¢i pravnimi dopady na jedince.
Pfedem neznama noxa je vyhledavéna systematickou toxikologickou analyzou, coZ je soubor logic-
ky za sebou fazenych postupl podle postupné zjistovanych vysledkd jednotlivych testd. Zakladni
princip toxikologie, zejména forenzni, je princip potvrzovaci, tj. potvrzeni nalezu jinou nezavislou
metodou, pokud existuje. Teprve po uspésné detekci a jednoznacné identifikaci Skodliviny v biolo-
gické matrici mlize nasledovat stanoveni jeji koncentrace kvantitativni validovanou metodou.

V soucasné diagnostice intoxikaci 1é¢ivy ¢i navykovymi latkami se ¢asto uplatiiuji metody
imunochemické v kombinaci s metodami chromatografickymi. Metody imunochemické byvaji ko-
mercné dostupné — ovSem jen se zaméfenim na vybrané noxy nebo cilené skupiny nox s ¢astou frek-
venci vyskytu. Jejich vyhoda je technicky jednoduché provedeni, ¢asto bez upravy vzorku, a tim
rychla dostupnost vysledku v akutnich vaznych stavech, pokud jsou pfislusné metody v laboratofi
zavedeny a udrzovany. Tyto metody vSak nepokryvaji dostateéné Siroké spektrum v uvahu ptichaze-
jicich nox. Zachytové detekéni metody (screeningové) nebyvaji specifické, nerozliSuji chemicka
individua uvnitf testované skupiny nox (napf. morfin od kodeinu) a vyzaduji naslednou konfirmaci
a upfesnéni jinou nezavislou a specifickou metodou. Chromatografické metody jsou sice pracnéjsi
metabolity v mnohem S$ir§im rozsahu. Jejich uspoiradani mtze byt screeningové, pro detekci Sirokého
okruhu potencionalnich neznamych nox ve vzorku, anebo cilené zamétené pro konfirmaci nebo sta-
noveni specifikované noxy. Obecné plati, ze chromatografické screeningové metody jsou méné citli-
vé nez metody cilené, které jsou optimalizované pro uz$i okruh strukturné blizkych latek. Dostup-
nost vysledkti chromatografickych metod je pomalejsi dle slozitosti a neobvyklosti pfipadu. Vyza-
dovanym toxikologickym standardem dneska pro zachyt a identifikaci stop organickych Skodlivin
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a jejich metabolitd v biologickych tekutindch a tkanich je aplikace tandemovych metod plynové
nebo kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii.

Nasledujici schéma ukazuje priklad feseni systematické toxikologické analyzy pro zachyt
a identifikaci neznamych organickych nox v souboru biologickych vzorkl pacienta:

STA - MOZNE RESENI
SYSTEMATICKA TOXIKOLOGICKA ANALYZA
PRO NEZNAMOU NOXU

GC-NPD
/ L
mo¢ \ >
/‘
e L e > LC-MS |
krev
A e
HPLC-DAD :_LC—I\-IS !
Pouzité zkratky
STA systematicka toxikologicka analyza
IA imunochemicka analyza
TLC tenkovrstna chromatografie
GC plynova chromatografie
NPD dusikovy detektor
MS hmotnostni spektrometrie

LC, HPLC kapalinova chromatografie
DAD detektor diodového pole
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13. POZADAVKY NA HPLC A CE V KLINICKYCH
A TOXIKOLOGICKYCH ANALYZACH

prof. RNDr. Vera Pacdkovd, CSc.
Karlova Univerzita v Praze, Prirodovédeckd fakulta, katedra analytické chemie

pacakova@natur.cuni.cz

Pozadavky na pouzitou separacni metodu v toxikologické a klinické analyze jsou obdobné jako
v jinych odvétvich. V prvé fadé to je spolehliva identifikace a kvantifikace, dale rychlost provedeni
(pocet provedenych analyz za jednotku Casu) a s tim i souvisejici cena analyzy.

Spolehliva identifikace a kvantifikace souvisi s rozliSovaci schopnosti dané metody. Roz-
liSeni R;; dvou latek 7, j je dano vztahem (X.1)

r..—1 Lk
R =~ % [ 13.1
" 7 k. —1 (13.1

i,J i

kde r;; je relativni retence latek 7 a j (separacni faktor), k; je retencni faktor a n je pocet teoretickych
pater (n = L/H; H je vyskovy ekvivalent teoretického patra).

Jak vyplyva z rovnice (13.1), rozliSeni R;; 1ze ovlivnit tfemi faktory: reten¢nim faktorem
(k;), separacnim faktorem (7;;) a ucinnosti separace n. Retencni faktor i separacni faktor zaviseji
v prvé fad¢€ na dané staciondrni a mobilni fazi, ale také na teploté (log & a log r;; jsou nepfimo iimérné
teplotd). Uginnost separace, vyjadiena poétem teoretickych pater n nebo nebo vyskovym ekvivalen-
tem H, zavisi na délce kolony, velikosti a distribuci ¢astic naplné, velikosti povrchu, velikosti port,
rychlosti a viskosité mobilni faze a teplot¢.

Ucinnost vyjadiena vySkovym ekvivalentem teoretického patra H zavisi na linearni pra-
tokové rychlosti # van Deempterovam vztahem

H:A+£+Cu (13.2)
u

Cleny A4 a C souviseji s primérem &astic stacionarni faze d,. Cim je pramér &astic d, nizsi, tim je
nizsi H a tedy ucinnost separace a i rozliSeni je vyssi.

Rychlost analyzy je relativni pojem. Obecnym pozadavkem pii klinickych a toxikologic-
kych analyzach je sniZzeni doby separace pii zachovani jeji ucinnosti. Piiblizné Ize fici, Ze pii ultra-
rychlé analyze je doba analyzy pod 1 minut, pfi rychlé analyze pod 5 minut a pfi klasické analyze
delsi nez 5 minut.

Rychlost analyzy mizeme zvysit:
- zkracenim kolony (< 100 mm),
- zvySenim prutokové rychlosti,
- pouzitim malych castic (kolem 3 az 3,5 mm, pfipadné i pod 2 mm),
- pouzitim vhodné instrumentace, ktera toleruje vysoke tlaky a vysoké teploty,
- rychlym sbérem a vyhodnocovanim dat.
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Pro dosazeni vysokych ti¢innosti separace jsou v soucasné dob¢ pouzivany stacionarni faze s velkos-

ti ¢astic pod 3 pum. Pouziti malych ¢astic vS§ak ma i svd omezeni, jak vyplyva z rovnice

P=®L nu/100d,’ (13.3)

kde P je zpétny tlak generovany kolonou, @ je parametr vyjadiujici odpor proti pratoku mobilni faze
(@=500), 7 je viskosita mobilni faze, u je linedrni rychlost mobilni faze, L je délka kolony a d, je
pramér ¢astic. Z rovnice (13.3) je zfejmé, ze zpétny tlak P generovany kolonou je nepfimo imérny
velikosti Castic, dpz, takze kdyz se snizi velikost Castic dvakrat, tlak vzroste Ctyfikrat. Je ziejmé, Ze
tyto castice kladou velky odpor a proto se plni do kratkych kolon, které pracuji pii vyssich pritoko-
vych rychlostech, ¢imz se vyrazné zvysi produktivita (mnozstvi vzorklli analyzovanych za casovou
jednotku). V kolonach o malych rozmérech dochazi k niz§imu zfedéni vzorku a tim i ke zvySeni
citlivosti méfeni.

Je obtizné zvySovat rozliSeni pouzitim dlouhych kolon, zvlast v konvencnich
LC-pfistrojich, kde tlak je omezen na hodnoty pod 40 MPa. Proto se pouzivaji kratsi kolony o délce
30-50 mm a vnitinim priméru 2 mm. Kolona o rozmérech 50 mm x 2 mm s ¢asticemi stacionarni

faze o praméru 1,7 pm pii pritoku 1 mL min' generuje zpétny tlak 100 MPa.

Rychlé analyzy kladou specifické pozadavky na piistrojové vybaveni 2. Systém LC by
mél mit minimalni mrtvé objemy kolon a Cerpadla, Cerpadlo, které pfesn¢ dorucuje rozpoustédlo pii
dané pritokové rychlosti a dostateéné rychlé detektory (z hlediska doby odezvy a rychlého ziskavani
dat). Zivotné dilezity pro rychlou LC je vysoce u¢inny automaticky davkovaé. Nékteré moderni
automatické davkovace maji davkovaci cykly pouze 10 s, coz vyznacné zkracuje dobu analyzy
a zvySuje vytéznost a produktivitu.

Dulezitym faktorem je rovnéz rychld komunikace s pocitacem, ktera ovlivituje maximalni
pocet vzorkil zpracovany systémem za jednotku Casu.

V roce 2004 vyvinula firma Waters Acquity system, ktery byl optimalizovan pro pouziti
napliiovych kolon s ¢asticemi o d, = 1,7 um. Tento systém dovoluje praci pii tlacich az do 150 MPa
(zhruba trojndsobek limitu pro standardni LC-systém). Pristroj byl navrzen tak, aby byly vyuzity
naplné s malymi casticemi, vysoké priutokové rychlosti mobilni faze, a tim i oblast vysoké ucinnosti
separace ve van Deemterové rovnici. Cerpadla toleruji vysoké tlaky, pouzivaji se kapilary s velmi
malymi vnitinimi priméry, specializované spojovaci ¢asti, detektory s rychlou odezvou a rychly
sbérem a vyhodnocovani dat.

Mezi vyhody rychlé a ultrarychlé HPLC patifi sniZeni spotfeby rozpoustédel, vysoka pro-
duktivita a nizkd cena analyzy. Ultrarychld analyza se uplatiiuje kromé toxikologické analyzy
zejména v metabolickych studiich, pfi vyvoji metody HPLC a pfi validacich metod.

K optimalizaci rychlosti analyzy a rozliseni v HPLC pfispivaji zejména:

1. nové technologie ptipravy kolon (doba analyzy se zkrati az pod 40 s),
2. nové instrumentace (piispivaji ke zkraceni doby analyzy bez ztraty rozliseni),
3. automatizované rychlé zpracovani chromatogrami (bez snizeni kvality dat).

Mezi nové technologie piipravy kolon patii monolitické stacionarni faze °, kdy je kolona zcela
vyplnéna polymerem o definované pdrovitosti, bud’ organického nebo anorganického ptivodu, ktery
se uvniti kolony vytvoifi vhodnou polymera¢ni reakci v roztoku. Monolitické kolony na bazi sili-
kagelu se vyznacuji vysokou porovitosti. Obsahuji jednak mikropory (2 um), které umoziuji pouzi-
vat vysoké pritoky (az 9 ml min™"), jednak mezopory (13 nm), které zase dodavaji naplni velky po-
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vrch pro interakei s analyty. Kvalita kolon se tak zlepsi ve srovnani s kolonami napliiovymi. Ugin-
nost monolitickych kolon je srovnatelna s naplhovymi kolonami o velikosti Castic 3 pm a mensimi.
Monolitické kolony se vyznacuji velkou propustnosti, mechanickou stabilitou, odolnosti vici zmé-
nam pH a vysokou ucinnosti separace i pti vysokych priitocich mobilni faze. Vliv pritokové rychlos-
ti na separaci smési latek na monolitcké kolon€ na bazi silikagelu (Chromolith RP-18e) dokumentuje
Obr. 13.1. Z obrazku je ziejmé, Ze na monolitickych kolonach nedochazi se zvySovanim pritokové
rychlosti k poklesu u¢innosti separace. Zvysi-li se prutokova rychlost 9krat, zkrati se doba analyzy
8krat pfi zachovani stejné ucinnosti separace. Vyhodou monolitickych kolon jsou také nizké zpétné
tlaky, jak je zfejmé i z Obr. 13.1.
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3 mL/ min - 5,1 MPa
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5 mL/ min - 8,5 MPa
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0 6 12
9 mL / min - 15,3 MPa

Obr. 13.1: Vliv pratokové rychlosti na separaci
Podminky: Monoliticka kolona Chromolith Performance RP-18 e (100 mm x 4,6 mm)

Monolitické kolony vSak maji i n€které nevyhody. HPLC pfistroje nejsou obvykle konstru-
ovany na velké prutoky. Spojeni s hmotnostni spektrometrii vzhledem k vysokym pratokovym rych-
lostem vyzaduje pouziti délice. Nevyhodou je i vysoka spotieba a tim i cena rozpoustédel a omezena
volba stacionarnich fazi a jejich dodavatela.

Rychlou a uc¢innou separaci na monolitickych kapilarnich kolonach v elektrochromatografii demon-
struje Obr. X.2. Monoliticka kapilara byla pouzita k separaci produktti cytochromu ¢ po jeho Stépeni
trypsinem. Z Obr. X.2 vyplyva i vliv teploty na rychlost analyzy. Je zfejmé, ze zvySenim teploty z 25
na 55 °C se doba analyzy vyrazné¢ zkrati.
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Obr. 13.2: CEC separace produktit §té-
15eC peni cytochromu c trypsinem
4

‘___1_,,h.1 Podminky: Monoliticka kolona
na bazi styrenu s kvartérnimi
funkénimi skupinami, isokraticka
eluce pfi 25 a 55 °C, mobilni faze
obsahuje 40 % CH;CN v 50 mM
fosfatovém pufru, pH 2,5; napéti

-30 kV; UV detekce pii 214 nm

55°C

0 5 10
Min

Teplota ma vliv nejen na rychlost analyzy, jak bylo zminéno vyse, ale i na u¢innost separa-
ce. Zvyseni teploty o 1 °C ma za nasledek nardst u¢innosti separace o 1,5 % '. Zvysenim teploty se
snizi viskosita mobilni faze, a tim se zlepsi pfevod hmoty (snizi se ¢len C ve van Deemterové rovni-
ci). Tim se kiivky stavaji plossi, podobné jako pii zmenSovani ¢astic. Na rozdil od vlivu velikosti
¢astic ma zvySena teplota za nasledek pokles zpétného tlaku v kolong€, coz umoznuje pouzivat vyssi
prutokové rychlosti a tak dosdhnout soucasné vyssi rozliSeni i vyssi rychlost separace. Teplota ma
vliv téZ na retenc¢ni faktor a relativni retenci (selektivitu).

ZvySovani teploty mize mit vSak i negativni efekt: pii teplotach nad 60 °C se vytvaii
v kolong teplotni gradient, ktery ma za nasledek zhorSeni tvaru pikt a jejich rozstépeni. Abychom se
tomu vyhnuli, musi byt mobilni faze predehiatd. Naopak pired vstupem do detektoru je tiecba mobilni
fazi opét ochladit. Termolabilni latky se mohou v kolon¢ rozkladat, i kdyZz tento problém neni tak
Casty, jak se predpoklada. Teplota ma i vliv na polaritu vody, takZe je niz§i spotieba mobilni faze
a mensi odpad. Rada piistroji nyni umoZiuje praci za vyssi teploty.

Rozliseni lze téz zvysit zvySenim selektivity méfeni. Vysoce selektivni stacionarni faze
predstavuji vtisténé polymery (imprinted polymers). Jsou obdobou monolitickych kolon, ale navic je
do napln¢ zabudovan "obtisk" analytu, ktery chceme oddglit. Pii ptipraveé polymeru in situ v koloné
se prida analyzovana latka (napf. jeden izomer valinu, L-valin) a po ukon¢eni polymerace se tento
analyt vymyje z kolony. Po jeho molekule zistane v naplni charakteristicka dutina (obtisk), ptistup-
na pouze pro vtisténou molekulu (L-valin, D-valin se touto stacionarni fazi nezadrzi). Vtisténé poly-
mery jsou vhodné piedev§im pro obtizné separace, jako jsou napf. chiralni separace 1é¢iv. Casté je
jejich pouziti v extrakei tuhou fazi pro selektivni zachyceni analyta.

Jiny typ selektivnich fazi pfedstavuji afinitni faze, zaloZzené podobné jako vtisténé polyme-
ry na molekulovém rozpoznavani °. Tyto faze se vyznacuji vysokou stabilitou komplext afinitni
ligand-biologicky aktivni latka. Rada afinitnich stacionarnich fazi je komeréné dostupna, ale stale
prevazuje jejich piiprava v laboratofich pro danou aplikaci. Pouzivaji se nejcastéji k izolaci biologic-
ky aktivnich latek. Velky vyznam maji i jako piedseparacni krok, napt. pii kombinaci afinitni multi-
lektinové mikrokolony ve spojeni s vysokoucinnymi separa¢nimi metodami pro obohaceni glykopro-
teint a glykopeptidii °. Mikrokolona byla on-line spojena se systémem LC/MS a aplikovana na kom-
plexni charakterizaci glykopeptidl a uréeni polohy glykosylace v lidském transferinu.
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Jako dalsi priklad je mozné uvést afinitni chromatografii na imobilizovanych iontech
(IMAC) 7. Metoda Cu®>"-IMAC byla vyuZita pii analyze lidského transferrinu po $tépeni trypsinem
(Obr. 13.3).
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Obr. 13.3:  LC lidského transferrinu po §tépeni trypsinem ’

(a) cely vzorek; (b) po separaci Cu-IMAC; (c) po chromatografii na ménicich aniontii
a Cu-IMAC

V klinickych a toxikologickych analyzach obvykle nelze pouzit vysoce selektivni stacio-
narni faze, ale je nutné predfadit vlastni analyze rizné metody upravu vzorku. Metody upravy vzor-
ku se tidi typem vzorku. Pro kapalné vzorky (mo¢, sérum, sliny) se vedle klasické extrakce kapali-
nou pouzivaji nejcastéji extrakce tuhou fazi (SPE) nebo mikroextrakce na vlaknech (SPME). Pro
tuhé vzorky (tkénég, vlasy) jsou to vedle klasické Soxhletovy extrakce zrychlena extrakce rozpouste-
dly (ASE) ¢i extrakce nadkritickymi tekutinami (SFE). Tak napf. pii analyze nox v krvi ptedchazi
deproteinizace, extrakce rozpoustédly, extrakce tuhou fézi, pfeciSténi extraktu na meénicich ionti
a zakoncentrovani odpatfenim. Teprve pak nasleduje vlastni analyza, obvykle metodou HPLC
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s hmotnostni detekci. Jako piiklad tuhého vzorku je mozné uvést analyzu vlasi. Po odbéru vzorku
(dtlezitou roli hraje misto odbéru vlasi, staii a pohlavi osoby) nasleduje dekontaminace vlasi (od-
stranéni prachu, kosmetickych ptipravku apod.), extrakce, pie¢isténi extraktu, jeho zakoncentrovani
a teprve pak nasleduje analyza LC-MS.

Jako ptiklad je uvedena prekoncentrace vyznamnych nox na monolitické kapilaie v pfi-
mém spojeni s HPLC. Na Obr. 13.4 je uvedena analyza vzorku obsahujiciho amfetamin, methamfe-
taminu a jejich methylendioxyderivatl v mo¢i *. Porovnany jsou zaznamy s mikrokextrakci SPE (a)
a s pfimym néstiikem (b). Z obrazku je ziejmé znacné zakoncentrovani vzorku. Metoda se vyznacuje
vysokou reprodukovatelnosti (RSD < 2,9 %) v rozsahu koncentraci 0,05 az 5 gmL ™" a nizkym de-
tekénim limitem, 1,4 az 4,0 ng mL™".
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Obr. 13.4: Analyza amfetaminu (PA), methamfetaminu (MPA), 3,4-methylendioxoamfetaminu
(MDA) a 3,4-methylendioxomethamfetaminu (MDMA)

(a) s SPE, (b) piimy ndstiik

Optimalnim feSenim v toxikologické a klinické analyze je vyuziti HPLC nebo CE ve spo-
jeni s hmotnostni detekci. MS v SIM-modu (single ion monitoring) ¢i MS/MS modu umoznuje dete-
govat a kvantifikovat latky, které nejsou zcela separované. Priklady jsou uvedeny na Obr. 13.5
a13.6.

Jako prvni priklad je uvedeno stanoveni ethanolu. Zatimco ethanol v krvi se po relativné
kratké dob¢ obtizn¢ dokazuje, jeho metabolit ethylglukuronid je daleko stabilngjsi. Na Obr. 13.5 je
zéznam celkového iontového proudu (TIC), monitorovani iontu m/z = 221 (SIM-mod) a hmotnostni
spektrum ethylglukuronidu. Z obrazku je zfejmé, Ze k identifikaci a kvantifikaci nelze pouzit celko-
vy iontovy proud, ale velmi dobfe vyhovuje SIM-mod.
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Obr. 13.5: Extrahovany iontovy chromatogram m/z 221, celkovy iontovy chromatogram
a hmotnostni spektrum ethylglukuronidu (metabolitu ethanolu)

Jako druhy ptiklad lze uvést rychlou HPLC-ESI-MS pouzitou pro identifikaci a kvantifika-
ci vyznamnych nox °. Z Obr. 13.6 je ziejmé, Ze viech 14 latek neni separovano (viz rekonstruovany
chromatogram), ale vyuzitim SIM-modu Ize latky identifikovat a kvantifikovat. K separaci byla vyu-
zita monoliticka kolona, takze analyza je velmi rychla (doba analyzy je 5 min. véetné stabilizace).
Vsech 14 latek, neutralnich, bazickych a kyselych, je ucinn€ ionizovano v ESI (ioniace elektrospre-
jem).

Budouci trend v toxikologické a klinické analyze LC sméfujici k vySsim ucinnostem sepa-
race a rychlej$im analyzam neni jednoznacny. O tom, zda to budou je$t€ mensi Castice, nebo nové
technologie piipravy monolitickych kolon, nové selektivni stacionarni faze, vysoké teploty separace
nebo kombinace vSech téchto faktorti, rozhodne budoucnost. Slibnou alternativou je téz pouziti vy-
sokych teplot, které by umoznily kompletni odstranéni mobilni faze a pak detekci s plamenovym
ioniza¢nim detektorem.

ZmenSovani Castic dosahlo jiz prakticky limit. Pokud budou pokracovat pozadavky na
vysoké rozliSeni pti kratké dob¢ analyzy a stejném mnozstvi analyzovanych vzorki, bude tieba dal-
§iho vyzkumu, jak tyto pozadavky splnit.
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Obr. 13.6:  Rekonstruovany chromatogram 14 vjznamnych nox’

Podminky: monoliticka kolona Chromolith, gradientova eluce metanolem, ktery obsahuje 0,1 %
mravenci kyseliny, detekce ESI-MS

(1) psilocybin, (2) morfin, (3) salbutamol, (4) amfetamin, (5) 3,4-MDMA, (6) clenbuterol,
(7) LSD, (8) fenobarbital, (9) buprenorfin, (10) temazepam, (11) nandrolon, (12) metandienon,
(13) testosteron, (14) stanozolol
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14. ALTERNATIVNI MATERIALY V TOXIKOLOGII

doc. Ing. M. Balikova, CSc
Ustav soudniho lékaistvi a toxikologie, LF UK a VFN v Praze 2
mbali@lf].cuni.cz

Prevladajici spektrum nox objevujicich se v laboratofich klinické a forenzni toxikologie jsou orga-
nické latky, a sice kromé alkoholu jsou to zejména 1é¢iva a ilegalni navykové latky — drogy. Abuzus
drog je soucasnym tizivym spolecenskym problémem po celém svéte.

Informace o konzumaci drog vySetfovanou osobou mohou byt vyzadovany z riiznych di-
vodl — diagnostickych, preventivnich, kontrolnich, ale i forenznich. Potfebné informace jsou pak
ziskavany chemicko-toxikologickym vysetienim odebranych biologickych vzorkti, pficemz expozice
¢loveka Skodlivindam mize nastat za riznych okolnosti, napf-.:

U umyslnou ¢i nahodnou aplikaci, konzumaci,
U podanim jiné osobg¢,

. b&hem vyvoje embrya v prubéhu téhotenstvi,
J pasivni inhalaci ¢i jinou expozici.

Rozsah dostupnych informaci o konkrétnim vySetfovaném piipadé byva variabilni, vyslo-
vend podezfeni jsou jen podezieni a musi byt fadné prokazana, nebo vyvracena objektivnim zptso-
bem. V daném piipadé je velmi kriticka volba, které¢ biologické vzorky by mély byt vySetfovany
toxikologickymi analyzami a jak by mély byt tyto analyzy zaméfeny.

Volbu adekvatniho vzorku pro dany ukol ovlivituji mj. principy, které tidi dispozici nox

v testovanych vzorcich. Faktory, které ovliviuji transport a vyskyt nox v parentni ¢i metabolické
formé v jednotlivych Castech téla, jsou predevsim:

J fyzikalné-chemické vlastnosti noxy

J zpusob aplikace noxy

J velikost davky, trvani a frekvence expozice

. distribu¢ni a metabolické procesy

. doba uplynula mezi davkou a odbérem vzorku

Vlastnosti noxy, které fidi jeji vyskyt v konkrétnim biologickém vzorku jsou zejména:

. tekavost

U polarita

J ionizovatelnost v daném prostiedi, pH tkani, hodnota pK, drogy
J stupen vazby na bilkoviny

Zptsob podani a fyzikalné-chemické vlastnosti noxy urcuji rychlost absorpce do krevni
cirkulace a prichod biologickymi bariérami. Distribuce do jednotlivych tkani a tekutin zacina,
jakmile se droga objevi v krvi. Transportovany podil do tkan¢ ma vztah k prokrveni tkané, k jejimu
charakteru, k polarité noxy a k vazb¢ na plazmatické bilkoviny. Jen volna nevdzana frakce drogy je
pfevadéna z krve do jinych tkani ¢i tekutin. Proces, ktery ovlada prestup noxy bunéénymi membra-
nami je zejména pasivni difuze fizena koncentra¢nim gradientem volné frakce drogy. Béhem distri-
bucni faze se droga mlize akumulovat riznou mérou v rtiznych télesnych mistech (kompartmentech).
Nakonec je dosazeno pseudorovnovahy mezi v§emi kompartmenty a koncentrace za¢nou klesat, jak
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nastava elimina¢ni faze. Droga je odstraiiovana z riznych kompartmentt rtizné rychle a s podobnou
rychlosti, s jakou se v nich objevovala. Velmi prokrvené tkané budou ocistény nejdiive, zatimco
méngé prokrvené tukové tkané zadrzuji drogy déle. Podobné se d€je v malych kompartmentech, jako
jsou slinné zlazy, kde je droga eliminovana podobnou rychlosti jako z krve. Gradient pH mezi krvi
a tkanémi je také dilezity pro inkorporaci nox. Z tohoto diivodu je napt. vyhodny ptestup bazi z krve
do slin na rozdil od latek kyselé povahy. Podobné je vyhodny prostup bazi placentarni bariérou do
vyvijejiciho se embrya, kde noxy mohou vytvaret depo ve vyvijejicim se zazivacim traktu, v tzv.
meconiu, které lze kratce po porodu zajistit jako novorozeneckou smolku. V nékterych tkanich zi-
stava droga vazana irreverzibiln€ — napt. ukladani do vlast ¢i nehtd. Eliminace z téla v tomto ptipadé
je odrustani vlast. Pii opakovaném podani noxy se procesy absorpce, distribuce a eliminace opakuji.
Jestlize je interval mezi opakovanymi davkami kratky, muze nastat akumulace pivodni formy ¢i
metaboliti, a to piednostné v nékterych kompartmentech. Uginna slozka konopnych drog, delta-9-
-tetrahydrocanabinol (9-THC), je napf. rychle odstrafiovana z krve a slin, ale jeji metabolit se mize
hromadit a dlouho zadrzovat v tukovych tkanich zejména pii chronickych aplikacich.

Casovy detekéni interval po aplikované davce drogy, tzv. detekéni okno, potom zavisi na
analytickych parametrech pouzité metody, na jeji detekéni mezi pro konkrétni analyt, a ¢asové moz-
nosti detekce v riznych biologickych vzorcich po aplikaci je mozné zhruba generalizovat dle nésle-

dujici tabulky:
Detekéni okno Vzorek
hodiny krev, sliny
dny moc, stolice
tydny, mésice meconium, vlasy, nehty

Toxikologicka méfeni paralelné v riznych biologickych vzorcich poskytuji soubor infor-
maci vyznamnych také pro interpretaci nalezti s moznymi dopady pro jedince. Napi. piitomnost
metabolitu benzoylekgoninu v moc¢i fidice indikuje konzumaci kokainu, ale neni dikazem, ze by
osoba byla pod vlivem kokainu v dobé odbéru moce. Naproti tomu ptitomnost kokainu ¢i benzoy-
lekgoninu v krvi ¢i slinach dokazuje pfimo neddvnou konzumaci kokainu, a podle nékterych legisla-
tivnich uprav dokazuje pfimo existenci ovlivnéni schopnosti fidice psychoaktivni latkou pti kontrole
v dobé odbéru krve ¢i slin. Testy drog ve vlasech zase umoziuji monitorovat potencionalni konzu-
maci drog v minulém case a dopliiuji potiebné informace o zivotnim stylu osoby, zivé ¢i zemfelé,
které lze vyuzit mj. ve forenznim rozhodovani. Pozornost neonatologii miize byt upfena na zjisténi
pricin patologickych projevli novorozence a vysetieni ptipadné expozice drogdm béhem téhotenstvi,
a sice pomoci toxikologickych analyz v meconiu. Pfi podezielé anamnéze nemusi za kazdych okol-
nosti analyza moce ditéte i matky objasnit pfi¢inu potizi.

Odbér alternativnich vzorkd ma nékteré prednosti:

. je neinvazivni (srov. krev)
. nevyzaduje intimni prostfedi (srov. moc)
. je pod dohledem (vylucuje nezadouci manipulace se vzorkem)

Vypracovani a i modifikace toxikologickych metod pro jednotlivé matrice musi zahrnovat
stabilitni a valida¢ni studie. Napt. kokain, heroin snadno hydrolyzuji, a to béhem skladovani i zpra-
covani vzorku. Chemické slozeni kazdé matrice vyzaduje specielni extrakéni postupy, zavedeni spe-
cielnich ¢isticich krokti odstrafiujicich rusivé balasty, zajisténi dostatecné extrakéni Gi€innosti a tim
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dosazeni zadouciho nizkého limitu detekce toxikologické metody. Problémem zistava kvantitativni
stanoveni u pevnych matric jako jsou vlasy z diivodl absence autentickych vlasovych standardt se
znamym obsahem navazanych analytd, kdy nelze zcela ovéfit ucinnost extrakénich postuptl. Ziskané
vysledky pak maji vyznam spisSe relativni a naznacuji spisSe trendy stoupajici ¢i klesajici expozice
v uplynulém case.
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171  Uvod

Klinicka a toxikologickd analyza ma zejména v oblasti analyzy riznych typt biologickych materialt
celou fadu specifik, které musi analytické metody plné respektovat, maji-li se v této oblasti uplatnit.
Neni vzdy jednoduché nalézt nejvhodnéjsi metodu pro dany ucel, tj. pro stanoveni konkrétniho ana-
lytu v konkrétni matrici v pfitomnosti danych interferentti a v poZadovaném koncentracnim rozmezi
pii co nejnizsi ekonomické a ¢asové narocnosti a minimalni pracnosti. A je vyhodné moci pii hleda-
vedla k zatazeni problematiky modernich elektroanalytickych metod do tohoto kursu, i kdyz jsme si
védomi obrovského potencialu dnes prevladajicich modernich separacnich a spektrometrickych me-
tod. Presto vSak v oblasti klinické a toxikologické analyzy existuji ukoly, které jsou schopné fesit
moderni elektrochemické metody, a to pfi podstatné nizsich potizovacich i provoznich nakladech
nez metody separacni i spektrometrické, a pfitom s dostatecnou citlivosti, selektivitou a rychlosti.
Jako piiklad Ize uvést potenciometrické méteni pH, vyuziti iontovée selektivnich elektrod, vodivostni
kontrolu kvality deionizované vody ¢i osobni elektrochemické analyzatory pro stanoveni glukosy.
Citlivost modernich polarografickych a voltametrickych metod je predurcuje pro stopovou analyzu
elektrochemicky aktivnich latek vyznamnych z hlediska klinické a toxikologické analyzy a jejich
spojeni s modernimi separaénimi metodami (vysokoucinna kapalinova chromatografie ¢i kapilarni
zonova elektroforéza s elektrochemickou detekei) muize piinést i pozadovanou selektivitu. Kombi-
nace pritokové injek¢ni analyzy s elektrochemickou detekci pak umoziuje tolik Zadané zkraceni
doby analyzy. V této kapitole bude i s hledem na vyzkumné zaméteni autora pozornost zamétena
hlavné na vyuziti modernich polarografickych a voltametrickych metod v klinické a toxikologické
a analyze a na jejich kombinaci s modernimi separa¢nimi metodami.

Elektroanalytické metody se uplatnuji ve vSech fazich tykajicich se jak vyzkumu a vyvoje
1é¢iv, jejich vyroby a kontroly Cistoty, tak pfi studiich mechanismi uc¢inku a metabolickych pfemén
1éCiv. Zatimco pii kontrolach Cistoty 1€Civ ¢i analyze metabolickych produkti jsou spiSe vyuzivany
chromatografické a spektrometrické metody, pfi vyvoji novych 1é¢iv a modelovani jejich mozného
metabolického osudu a mechanismu ucinku jsou vzhledem ke své podstaté ¢asto vyuzivany i moder-
ni polarografické a voltametrické metody. Jednou z diilezitych oblasti farmaceutického vyzkumu je
studium biotransformace 1éCiv, které je ovSem in vivo znacné€ slozité a obtizné. Proto se v prvnim
priblizeni vyuziva jednodussich modell in vitro, mezi néz patii i elektrochemicky model prvni faze
biotransformace, ktery je zalozen na podobnosti oxida¢né-redukénich reakci na elektrodé¢ s oxidacné-
redukénimi enzymatickymi reakcemi v Zivém organismu.

Z hlediska klinické analyzy je vyznamné i vyuziti iontové selektivnich elektrod (ISE), kte-
ré jsou soucasti fady komercné vyrabénych Iékatskych piistroji, kde se uplatiiuji pii analyze elektro-

lyta (K, Na®, Ca*", H', CI"). Vyhodou ISE je moznost kontinualniho méfeni v pritokovém uspofa-

117



dani, coz umoziuje sledovat zaroven nékolik analytl, a dale moznost jejich miniaturizace, ¢imz lze
dosahnout snizeni objemu potfebného vzorku fadové na desitky mikrolitrli, nebo konstruovat ISE
s hrotem o priméru mensim nez 1 pum pro intracelularni méteni. V této souvislosti jisté stoji za
zminku i1 vyuziti mikroelektrod pro voltametricka intracelularni méteni. Své misto pfi analyze kli-
nického materialu nachézeji 1 potenciometrické biosensory k detekci plynt (CO,) ¢i biologicky ak-
tivnich latek (mocovina, glukosa, aminokyseliny). Dal§im Casto feSenym problémem je stanoveni
stopovych mnozstvi kovu v klinickém materialu, kdy moderni voltametrické metody umoznuji dosa-
zeni srovnatelnych mezi stanovitelnosti s atomovou absorpéni spektrometrii za podstatné nizsich
pofizovacich a provoznich nakladt. Dals§i vyhodou voltametrickych technik je moznost pfimého
méfeni v terénu.

Za hlavni vyhody polarografickych a voltametrickych metod Ize povazovat toto:
. Maji $iroky koncentraéni rozsah, od fadové 10~ mol L™ v ptipadé DC-voltametrie aZ po
10" mol L' v piipadé adsorpéni rozpoustéci voltametrie (viz tab. 17.1)

. Vyhovuji pro $iroky rozsah analytl (anorganické i organické latky, organokovy, biologické
makromolekuly atd.).

. Pofizovaci a provozni naklady jsou nizké.

. Metody byvaji velmi rychlé a snadno automatizovatelné.

. Molekula analytu je pfimo zdrojem signalu, na rozdil napt. od spektrometrickych metod,
kde je nutné vhodnym zplisobem nejprve prevést elektromagmetické zareni na elektricky
proud.

. Predstavuji nezavislou alternativu, coz je dulezité z pravniho hlediska, nebot dikaz pfi-

tomnosti néjaké latky ,,nade v$i rozumnou pochybnost™ vyzaduje pouziti n¢kolika navza-
jem nezavislych metod.

. Maji urcitou inherentni selektivitu, nebot’ ne vSechny slouceniny jsou elektrochemicky
aktivni; 1ze napf. selektivné stanovit elektrochemicky redukovatelné nitrované derivaty po-
lycyklickych aromatickych uhlovodikt ¢i elektrochemicky oxidovatelné aminoderivaty po-
lycyklickych aromatickych uhlovodikil v pfitomnosti inaktivnich mate¢nych slouc¢enin.

Tab. 17.1: Koncentracni rozmezi dosaZitelné pomoci vybranych polarografickych
a voltametrickych technik

Technika a elektroda Horni mez pouZitelnosti, Dolni mez pouZzitelnosti,
mol L™ mol L™
Klasicka DC-polarografie na DME 10° 10°
Diferenc¢ni pulsni polarografie na DME 107 107
Diferencni pulsni voltametrie na HMDE 10° 108
Anodicka rozpoustéci voltametrie na HMDE 10° 101
Adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie na HMDE 10° 10"

DME - klasicka rtut'ova kapajici elektroda; HMDE — visici rtutova kapkova elektroda

Za hlavni nevyhodu polarografickych a voltametrickych metod Ize povazovat vyssi perso-
nalni pozadavky, nebot’ ispésna aplikace téchto technik vyzaduje vétsi zkuSenosti a znalosti nezli
aplikace napft. jednoduché spektrofotometrie ve viditelné oblasti. Podrobnéjsi rozbor této problema-
tiky Ize nalézt ve skriptech [1,2].
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17.2 Moderni polarografické a voltametrické metody v analyze 1éCiv
a jejich metaboliti

Vrchol vyuziti polarografickych metod v analyze 1éCiv spada do 50. let minulého stoleti [3]. Ptes
timco klasicka polarografie je svou citlivosti omezena v podstaté na analyzu farmaceutickych prepa-
ratd, kterou Ize ve vét$iné pripadt provést i poméme jednoduchymi spektrometrickymi ¢i chromato-
grafickymi metodami, jeji moderni modifikace jsou pouzitelné i ke stanoveni stopovych mnozstvi
1é¢iv ¢i jejich metabolitdl v t€lnich tekutinach [5-8]. Pro stanoveni jedné konkrétni latky (at’ uz vy-
choziho léciva, ¢i jeho metabolitu) lze Casto najit vhodnou kombinaci pomérné jednoduché predbéz-
né separace (extrakce, tenkovrstva chromatografie, extrakce tuhou fazi) s dostatecné citlivym pola-
rografickym ¢i voltametrickym stanovenim (nejcastéji diferencni pulsni polarografii ¢i adsorpéni
rozpoustéci voltametrii) umoziujici stanoveni jejich submikromolarnich koncentraci i v tak slozité
matrici, jakou je moc, krev ¢i krevni plasma [9]. Pro stanoveni 1éCiv ¢i jejich metaboliti obsahujicich
elektrochemicky redukovatelné funkeni skupiny, jejichz prehled uvadi tab. 17.2, zlistavaji nejvhodnéj-
§i rtutové elektrody, zejména ve spojeni s pulsnimi technikami. Ke stanoveni 1é¢iv ¢i jejich metabolitd
obsahujicich anodicky oxidovatelné funkéni skupiny ( napf. skupina —OH ¢i —NH, na aromatickém ¢i
heterocyklickém jadie nebo skupina —SH) se dnes nejcastéji pouzivaji bud’ tuhé elektrody na bazi skle-
ného uhliku, nebo uhlikové pastové elektrody [10], jejichz hlavni vyhodou je moznost snadného obno-
veni pasivovaného povrchu pouhym vytlaenim pasty z téla elektrody a jejim otfenim.

Tab. 17.2: Piehled polarograficky redukovatelnych funkcénich skupin vyuZitelnych v analyze
léCiv a jejich metabolitit

A—C=0 Se=C(=0 -NO
Ar—C= G- —0-0 —NO
=N -5-5- —NHOH
Ar—C=C— 0=C-(=0 —ONO
e _%:_X R
—C=CC=C Ar-X —NH—-NO
Ar—lF—X —N=N-

aldehydy, ketony, heterocyklické slouceniny obsahujici O, S ¢i N s ndsobny-
mi vazbami, alkaloidy, vitaminy, hormony, steroidy, sacharidy

Znacna pozornost je v této souvislosti v posledni dobé vénovana borem dopovanym dia-
mantovym filmovym elektrodam, jejichz parafinicky povrch je pomémé rezistentni vici pasivaci
adsorbovanymi interferenty ¢i produkty elektrodové reakce, vykazuje mimotadné §iroké potencialo-
vé okno a nizky Sum, umoznujici snadné dosazeni submikromolarnich mezi stanovitelnosti [2]. Zde
je na misté pfipomenout, Ze fada 1é¢iv obsahujicich aromaticky ¢i heterocyklicky systém je metabo-
licky transformovana praveé zavedenim skupiny —OH, jejiz polarita umoziuje vylu¢ovani metabolitu
moc¢i. Tim se nabizi mozZnost voltametrického stanoveni fady metabolitd v mo¢i, krvi ¢i krevni
plazmé. Jesté Castéji se vyuziva moznosti snadného stanoveni téchto metabolitli pomoci vysokoucin-
né kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekei, popt. pomoci kapilarni zonové elektrofo-
rézy s elektrochemickou detekei.
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Navzdory zazitym predstavam vSak i moderni polarografické a voltametrické metody ve
vsadkovém uspotfadani vykazuji urCitou selektivitu, nebot’ vSechny slouceniny vyznamné z hlediska
klinické a toxikologické analyzy nejsou elektrochemicky aktivni, takze 1ze napt. selektivné stanovit
elektrochemicky redukovatelné karcinogenni nitrované derivaty polycyklickych aromatickych uhlo-
vodika ¢i elektrochemicky oxidovatelné karcinogenni aminoderivaty polycyklickych aromatickych
uhlovodikl v pfitomnosti inaktivnich matecnych sloucenin. Totéz plati o elektrochemické detekci
elektrochemicky aktivnich metabolitd polycyklickych aromatickych uhlovodikli obsahujicich skupi-
nu —OH na aromatickém jadre, které jsou Casto vyuzivanymi indikatory expozice témto karcinoge-
num, které neinterferuji, nebot’ sami o sobé€ nejsou elektrochemicky aktivni. Néktera polarograficka
¢i voltametricka stanoveni lze provadét pfimo v celé krvi, jejiz barevnost ¢i turbidita znemoziuje
vyuziti spektrofotometrickych metod.

vvvvvv

vvvvvv

. Vhodnou pracovni elektrodu. Pfi praci se slozitéjSimi matricemi, kde hrozi zvySené ne-
bezpeci pasivace, jsou vhodnéjsi elektrody s obnovovanym povrchem (klasicka rtutova
kapkova elektroda ¢i staticka rtutova kapkova elektroda). Naproti tomu pii potiebé co nej-
vys$i citlivosti a nutnosti piedbézné akumulace analytu na povrchu pracovni elektrody je
nutné pracovat s rtutovou filmovou elektrodu ¢i visici rtutovou kapkovou elektrodou.

. Vhodnou techniku. Pro piima stanoveni do koncentraci fadové 10 mol I'' se dnes nej-
Cast¢ji pouziva diferencni pulsni polarografie, pro nizsi koncentrace anodicka rozpoustéci
voltametrie ¢i adsorpcni rozpoustéci voltametrie.

. Vhodné prostiredi a podminky. Tisice navodi na polarografické ¢i voltametrické stano-
veni nejriiznéjSich 1€¢iv a jejich metabolitd a latek vyznamnych z toxikologického hle-
diska Ize najit v bohaté fadé monografii, pfehlednych referatii i pivodnich praci, z nichz
jen nepatrny zlomek je citovan v tomto ¢lanku. Za ptfipomenuti stoji i fada firemnich ma-
nualt.

. Vhodné podminky pro predbéZnou tpravu vzorku. Piedbézna separace ¢i prekoncent-
race stanovované latky je ve vétSin€ pfipadd nezbytna. Je vSak nutno si uvédomit, Ze po-
dobna predbézna priprava je zpravidla nutna i u spektrometrickych ¢i separa¢nich metod.

. Vhodny zpiisob vyhodnocovani vysky viny ¢i piku, konstrukce kalibracni zavislosti atp.

Rozhodné Ize konstatovat, ze k dneSnimu dni ve svétové odborné literatute existuje dosta-
tek informaci umoziiujici tato optimalni rozhodnuti pro stanoveni obrovského mnozstvi 1é¢iv ¢i je-
jich metabolitl, a tim i moznost §irokého pouzivani modernich polarografickych a voltametrickych
metod v této oblasti.

18.3 Moderni polarografické a voltametrické metody v analyze chemic-
kych karcinogenti

Chemické karcinogeny jsou dalsi skupinou latek, jejichz elektrochemickou aktivitu 1ze snadno vyu-
zit k jejich citlivému stanoveni i v pomérné slozitych biologickych ¢i environmentalnich matricich.
Ptehled elektrochemicky aktivnich chemickych karcinogent 1ze najit v ¢lanku [11], kde jsou detailné
diskutovany i moderni elektroanalytické metody pouzitelné k jejich stanoveni v rtiznych environ-
mentalnich a biologickych matricich. Jako ptiklad Ize uvést plarografické ¢i voltametrické stanoveni
fady elektrochemicky snadno redukovatelnych nitrovanych polycyklickych aromatickych uhlovodi-
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ki1, z nichz mnohé patii mezi nejsilngjs$i dosud testované mutageny, nitrované heterocyklické slouce-
niny, N-nitrosaminy, genotoxické derivaty azobenzenu atp. Do této skupiny svym zplisobem patii
i fada protinadorovych 1é¢iv s prokazanymi gentoxickymi ucinky. Jako ptiklad 1ze uvést Doxorubi-
cin ¢i Daunorubicin, obsahujici redukovatelny anthrachinonovy systém, nebo Carmustin, Semustim,
Lomustin, Streptozotocin ¢i Chlorozotocin, obsahujici snadno redukovatelnou skupinu —-NO. V pii-
padé Methotrexatu a Dichlormethotrexatu ¢i Vincristinu a Vinblastinu lze naopak vyuzit jejich snad-
né anodické oxidovatelnosti na vhodné tuhé ¢i pastové elektrode. Pfimé stanoveni napf. pomoci dife-
rencni pulsni voltametrie v jednodusSich matricich typu pitné vody poskytuje mez stanovitelnosti
biologické matrice. Predbéznéa separace stanovované latky pomoci kapalinové extrakce ¢i pomoci
dnes uptednostiiované extrakce tuhou fazi podstatné zvysSuje selektivitu stanoveni a navic mize vyu-
zit 1 prekoncentracniho efektu k posunu meze stanovitelnosti do oblasti nanomolérnich ¢i subnano-
molarnich koncentraci. Za zminku stoji i pouzitelnost modernich elektroanalytickych metod ke sle-
dovani ucinnosti dekontaminace pracovist’ yabyvajicich se nebezpe¢nymi protinadorovymi 1éCivy ¢i
jinymi typy chemickych karcinogent.. Stejné jako v pripad¢ analyzy 1éCiv a jejich metaboliti je
1 v pripadé chemickych karcinogenti nutné na zaklad¢ diive uvedenych zasad zvolit optimalni pod-
minky pro jejich polarografické ¢i voltametrické stanoveni.

18.4 Kombinace elektroanalytickych a prutokovych méreni.

V posledni dobé je i v oblasti klinické a toxikologické analyzy vénovana zvySena pozornost vyuZiti
elektroanalytickych metod v prutokovych systémech [2,12,13]. Hlavni divody lze shrnout do nasle-
dujicich bodu:

J potieba kontinudlnich analyz,
. snaha o zrychleni analyz ptfechodem z vsddkového na pritokovy systém,
. snaha o zvySeni selektivity kombinaci elektrochemické detekce s piedchozi separaci po-

moci vysokoucinné kapalinové chromatografie ¢i kapilarni zonové elektroforézy

Kromé konduktometrické detekce diskutované ve skriptech [2] se pii priutokovych méie-
nich Casto pouziva i detekce ampérometrickd. Pii této technice je koncentrace analytu vyhodnocova-
na z velikosti proudu prochazejiciho pracovni elektrodou pfi konstantnim potencialu. Ten je zpravi-
dla zvolen tak, aby elektrodou prochazel limitni proud daného analytu. Pro uspésnou funkci elektro-
chemického detektoru je diilezity objem a geometrické uspotadani pritokové cely, v niz je umistné-
na pracovni elektroda. V pritokovych analytickych metodéach (pritokovéa injekéni analyza, kontinu-
alni pratokova analyza €i sekvencni injekeni analyza) a zejména ve vysokoucinnych separacnich
metodach (vysokouc¢inna kapalinova chromatografie ¢i kapilarni zénova elektroforéza) vychazeji
separované latky z déliciho sytému v uzkych zénach. Objem detekéniho prostoru elektrochemického
detektoru by tudiz teoreticky nemél pfevySovat objem odpovidajici teoretickému patru, aby detektor
minimaln¢ pfispival k rozmyvani Gzkych zon separovanych analyti. Zakladni typy amperometric-
kych detektord, které jsou podrobné popsany napft. ve skriptech [2] ¢i v monografii [12] jsou:

U tenkovrstvy (thin layer) detektor,
. wall-jet detektor,

o tubularni detektor,

J porézni detektor,

. mikrocylindricky detektor.
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Konstrukce detektoru pochopiteln€ zavisi i na charakteru a materidlu pouzité pracovni
elektrody, ptiCemz zejména rtut'ové elektrody vyzaduji specialni uspofadani, kterd se ponc¢kud vy-
myka vysSe uvedené klasifikaci. Je vSak tfeba po pravdé ptiznat, ze mald uzivatelské privetivost
kombinace prutokovych méfeni se rtutovymi elektrodami neumoznila jeji $irsi rozsifeni, na rozdil
od komer¢né velmi uspésnych elektrochemickych detektor pro vysokoucinnou kapalinovou chro-
matografii na bazi tuhych ¢i porésnich elektrodovych materialt.

Z elektrodovych materialti se dnes necastéji pouzivaji rizné formy uhliku, zejména skelny
uhlik ¢i borem dopovany diamant, kovy (napft. platina ¢i zlato, popi. méd’ vhodna k elektrochemické
detekci aminokyselin, které s ni tvofi stabilni komplexy). Perspektivni se zda byt vyuziti riznych
typti uhlikovych past se snadno obnovitelnym povrchem. I kdyZ problémy s pasivaci v pritokovych
systémech byvaji zpravidla mensi nezli pii vsadkovém usporadani, v fadé pripadd je nutné elimino-
vat je elektrochemickou pfediipravou pouzivané pracovni elektrody.

Zatimco prutokova injek¢ni analyza s elektrochemickou detekei je nejCastéji pouzivana
rychlost a cena analyzy, moderni separacni metody s elektrochemickou detekci mohou byt s spé-
chem pouzity i pro stanoveni submikromolarnich koncentraci nejriznéjsich elektrochemicky aktiv-
nich latek (IéCiv a jejich metabolitti, indikator expozice atp.) nebot’ jsou dostatecné citlivé i selek-

wevr

18.5 Zavér

Znacna rozmanitost problému stojicich pfed klinickou a toxikologickou analyzou vyzaduje stejnou
rozmanitost metod pouzivanych pro jejich optimalni feSeni. Pfes obrovsky potencial soucasnych
spektrometrickych a separacnich metod je ziejmé, ze moderni elektroanalytické metody mohou
v fad¢ piipadll pfedstavovat alternativu schopnou konkurence. Neni totiz vzdy nutné pouzivat tu
nou pro dany ucel (,,fit for the purpose method®), kterd splituje vSechny pozadavky a pfitom neni
»predimenzovana®, coz se miZe negativné odrazit v potizovacich ¢i provoznich nakladech. Lze da-
vodné ptedpokladat, ze moderni voltametrické a amperometrické metody se budou dale rozvijet
a uplatiiovat z diivodli ekonomickych (nizké potizovaci i provozni néklady), vzhledem k analytic-
kym parametrim (pro fadu piipadi postacujici selektivita, Siroky linearni dynamicky rozsah a mimo-
fadné nizké meze stanovitelnosti a meze detekce), z legislativnich diivodt (z pravniho hlediska bude
ve spornych piipadech pozadovana analyza nékolika nezavislymi analytickymi metodami)
a vzhledem k moznosti miniaturizace, ktera bude stale potiebnéjsi zejména v souvislosti s detekci
v prutokovych systémech (kapilarni elektromigra¢ni metody, mikrokapalinova chromatografie, sepa-
race na Cipu ¢i dokonce laboratof na Cipu ,,lab on chip®). Za velmi perspektivni je tfeba povazovat
oblast elektrochemickych senzort, ktera je podrobné diskutovana napf. ve skriptech [14].

Podékovani

Rada zda diskutovanych poznatkil byla ziskdna v ramci vyzkumu podporovaného Ministerstvem
$kolstvi, mladeZe a télovychovy Ceské republiky (projekty LC 06035 a MSM 0021620857).
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18. VYUZITir UHLiKOVYCH PASToyYCH ELEKTROD
V ANALYZE LECIV A TOXICKYCH LATEK

doc. RNDr. Jiti Zima, CSc.

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, katedra analytické chemie,
UNESCO laborator elektrochemie Zivotniho prostredi
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18.1 Uvod

Uhlikové pastové elektrody byly zavedeny do analytické chemie profesorem Ralphem N. Adamsem
v roce 1958 ', tedy piesné pred 50 roky. Pivodnim zamyslem bylo ze smési uhlikového prasku
a organické kapaliny nemisitelné s vodou vytvofit obdobu tehdy bézné pouzivané rtutové kapkové
elektrody, ktera by byla vhodna ke sledovani procesti oxidacnich. Tento zdmér sice nevysel, ovSem
po zvySeni podilu uhliku ve smési vznikl pastovity materidl, jehoz pfiznivé vlastnosti jsou
v anorganické i organické analyze vyuzivany i dnes.

Do dnesniho dne bylo vyzkouseno mnozstvi typt uhlikovych praskd, a to od béznych spek-
tralnich praska ptes uhlikové mikrokulicky az k uhlikovym nanotrubickam. Stejné tak byly jako
pastovaci kapaliny otestovany nejriznéjsi kapaliny — organické, anorganické, vodivé, nevodivé. Nej-
Cast¢ji pouzivanymi pastovacimi kapalinami jsou mineralni oleje, silikonové oleje, parafinové oleje,
organofosfaty, nov¢ji iontové kapaliny.

Vyvoj v oblasti elektrochemickych metod vyuzivajicich uhlikové pastové elektrody
v analyze anorganickych i organickych latek byl v minulosti zpracovan v fad¢ piehlednych ¢lankt ¢i
monografii **, které se podrobné zabyvaji vyvojem od nejjednodussich aplikaci nemodifikovanych
uhlikovych past, az k modernim biosensordm. Postupné tak doslo k rozvoji chemicky modifikova-
nych uhlikovych past® a uhlikovych past s pfimisenymi enzymy & biologickymi tkanémi ', které
zvySuji selektivitu nové vypracovanych metod stanoveni a piedstavuji stale velmi nadé€jnou
a perspektivni oblast moderni elektroanalyzy. Kombinuje se zde totiz citlivost elektrochemie se spe-
cificitou biologického rozpoznavani.

V poslednich letech doslo i na vyuzivani nanocasticovych uhlikovych materialti — uhliko-
vych nanotrubi¢ek — pro piipravu uhlikovych past '' a dale i na vyuzivani iontovych kapalin namisto
klasickych pastovacich olejii '>. Modifikaéni ¢inidla (jedno i vice &inidel) se obvykle piimo rozpusti
v pastovaci kapaling, nebo se vmichaji do jiZ piedpiipravené pasty. Ugelem modifikace byva zména
lokalniho naboje povrchu, usnadnéni ¢i umoznéni selektivni adsorpce analytti o konkrétni velikosti
molekuly ¢i naboje, umoznéni extrakce analytu do pasty a tim zvySeni méfeného signalu, piipadné
vyuziti katalytickych efektl pro pomalé reakce. Piipravené uhlikové pasty maji typické slozeni 1 g
praskového uhliku na 0,5 ml pastovaci kapaliny, pfi¢emz u modifikovanych elektrod mize mnozstvi
modifikatoru tvofit 10 az 30 % (m/m). T¢€la elektrod jsou vyrabéna pievazné z teflonovych valecka
s vnitinim otvorem o pruméru od 1 do 5 mm, ze kterého je pomoci nerezového pistu vytlaCovan
elektrodovy materidl. Rada v sou¢asnosti pouzivanych typii t&l pro pastové elektrody je popsana
napk. v pracich .

Z elektrochemickych metod nejéastéji vyuzivajicich uhlikové pastové elektrody je nutno
jmenovat predevsim cyklickou voltametrii (CVA), voltametrii s linedrnim nardstem potencialu
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(LSV), diferencni pulsni voltametrii (DPV), square-wave voltametrii (SWV), elektrochemickou roz-
poustéci voltametrii (ESA), adsorptivni rozpoustéci voltametrii (AdSV), katodickou rozpoustéci
voltametrii (CSV), rovnovaznou potenciometrii (POT), amperometrii (AMP), chronoamperometrii
(CA), chronocoulometrii (CCA), pouziti CPE jako elektrochemického detektoru v pratokové analyze
(FIA) a vysokoucinné kapalinové chromatografii (HPLC).

Mezi nejveétsi vyhody uhlikovych past patii jejich jednoducha ptfiprava a velmi snadna
chemicka ¢i biologicka modifikovatelnost, nizké kapacitni proudy na téchto elektrodach, snadna
obnovitelnost jejich aktivniho povrchu i dobra opakovatelnost a reprodukovatelnost méteni. I kdyz
se uhlikové pastové elektrody ve vétSiné piripadii pouzivaji ke studiu oxidacnich reakci — tedy
v oblasti kladnych potencidldl, je tento material vyuZitelny i v oblasti zdpornych potenciald, tedy ke
studiu redukénich vlastnosti ¢i ke stanovenim zalozenych na redukcich. U redukénich reakei je vsak
nutné zvolit metodu, kde nerusi v pastach ¢i analyzovanych matricich rozpustény kyslik. MozZnost
vyuzit uhlikové pasty v oblasti kladnych i zapornych potenciald jist€¢ zvySuje selektivitu pouziva-
nych metod, pfesto vSak neni mozné takto jednoduse konkurovat metoddm separacnim, které pred
vlastni detekci dokazi stanovované analyty G&inné rozdélit. Resenim splitujicim pozadavky na vyso-
kou citlivost a vysokou selektivitu nové vypracovavanych metod je spojeni citlivé elektrochemické
detekce se separacni uc¢innosti HPLC, kde 1ze bézné konkurovat klasické UV-detekci, a to za ne-
srovnateln¢ nizSich investi¢nich nakladi.

Uhlikové pastové elektrody se ve vSech svych vySe uvedenych formach ukazaly byt jako
vyhodné elektrodové materialy pro vypracovani novych metod stanoveni vhodnych analyti.
K pocatku roku 2008 Ize podle Web of Science i podle citace ® (z roku 2006) nalézt vice jak
2 000 odkazt na vyuziti uhlikovych past v analytické chemii. Tento prispévek je zaméten na vyuZiti
uhlikovych past v analyze 1éCiv a farmaceutickych produktl i toxickych latek v zivotnim prostredi.
Analyza riznych Iékovych forem obvykle necini problém, nebot’ tyto formy obsahuji velmi Casto
pouze jednu elektrochemicky aktivni uc¢innou latku, tedy naptiklad oxidovatelnou ¢i redukovatelnou
slouceninu v oblastech potenciali pfiblizn€¢ od —1,2 V do + 1,3 V (proti napt. Ag/AgCl), a fadu dal-
Sich ptimési, plnidel, kterd vlastni stanoveni nerusi. Tato situace se v§ak dramaticky méni, mame-li
stanovovat nezreagované analyty i jejich metabolické produkty v biologickych matricich. Zde jiz
v drtivé vétSin€ piipadl nevystacime s pouzitim byt citlivé, avSak malo selektivni vsadkové elektro-
chemické metody, ale musime vhodny detek¢ni princip stanoveni hledaného analytu zkombinovat
napiiklad s HPLC, obdobné¢ jako pti analyzach polutantii v zivotnim prostiedi. Pii spojeni s HPLC je
vSak nutno vzit v tvahu jednu z negativnich vlastnosti uhlikovych past, kterou je postupné vymyvani
pastovaci kapaliny z pasty u¢inkem organickych modifikatort mobilni faze. Zde se vsak zda, ze
pouzitim mikrokuli¢ek skelného uhliku '*'* Ize ziskat pasty, které lze pouzivat i v mobilnich fazich
s velmi vysokym procentualnim zastoupenim acetonitrilu & methanolu '.

18.2 Stanoveni léCiv

Ve vyuziti uhlikovych pastovych elektrod ke stanoveni farmaceutickych latek pievladaji jednoznac-
n¢ aplikace zalozené na oxidaci. Ptispévky z nasi laboratofe z poslednich let byly zamétfeny na vy-
pracovani novych metod stanoveni mitoxantronu 17" doxorubicinu '®, chloramfenikolu '°, thymolu 20
ambroxolu *', benzokainu ** a benserazidu **. Mitoxantron (MX) a doxorubicin (DOX) patii mezi
antineoplasticka 1é¢iva, k jejichZ stanoveni je vzhledem k jejich vlastnostem tfeba mit k dispozici co
nejcitlivéj§i metody stanoveni. V piipad¢ mitoxantronu, ktery je antineoplastickym [é¢ivem na bazi
anthrachinonu, se pomoci DPV na nemodifikované CPE podafilo ziskat mez detekce 3.4 - 108 mol 1!,
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pii pouziti CPE jako wall-jet detektoru v HPLC byla vypodtena '’ mez detekce 4,6 - 10 mol 1",
Stanoveni mitoxantronu pomoci HPLC s elektrochemickou detekci je mozné vyuzit naptiklad pro
studium slozitych biologickych matrici, jako je mo¢, DPV byla vyuzita ke sledovani G¢innosti labo-
ratorni destrukce doxorubicinu ultrafialovym zafenim v pritomnosti peroxidu vodiku, Obr. 18.1. Ke
stanoveni doxorubicinu bylo vyuzito a porovnano mezi sebou n¢kolik vsadkovych elektrochemic-
kych metod, a to LSV, DPV, DPAdSV a DCAdSV "®. Pro p¥ipravu uhlikovych past byl zvolen jed-
nak ¢asto vyuzivany nujol, tak i trikresylfosfat. Vzhledem k silné adsorpci doxorubicinu na povrchu
CPE byla nejcitlivéjsi metodou stanoveni doxorubicinu DPAdSV, kdy se po akumulaci 120 s podafi-
lo dosahnout mezi detekce 1,8 - 10~ mol I'' pro pastovaci kapalinu nujol a 1,5 - 10~ mol "' pro pas-
tovaci kapalinu trikresylfosfat. Silna adsorpce doxorubicinu na pracovni CPE sice umoznila ziskat
velmi nizké meze detekce, na druhou stranu vsak vedla k nelinearnimu pribéhu kalibracnich zavis-
losti pti vysSich koncentracich analytu. Metodou HPLC, kde nelze jednoduse vyuzit predbézné aku-
mulace analytu na povrchu pracovni elektrody, bylo dosazeno meze detekce 2,0 - 10" mol I
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Obr. 18.1: DP-voltamogram MX pied destrukci (1), po 5 hodindch destrukce (2) a s pridavky MX

c=1-10"*mol l"; pridavkem 0,25 ml 30% H,0, na 50 ml roztoku
pridavky MX: 1% (3), 2% (4) a 3% (5) pivodné ptitomného mnozstvi MX
(proud piku MX ¢ =1+ 10" mol I'! jiz neleZi v linearni oblasti kalibraéni piimky)

Ke stanoveni chloramfenikolu bylo vyuzito snadné redukovatelnosti nitroskupiny na aro-
matickém jadte, kdy ke stanoveni 1é¢iva byly vyuzity metody katodické DC a DP voltametrie °. Ze
stanovovanych roztokli bylo podobné jako u polarografickych metod nutno odstranovat kyslik vy-
bublanim dusikem, zbavit se kompletn¢ kysliku obsazené¢ho v uhlikové pasté vSak nebylo mozné,
proto bylo nutno méfit v prostfedich, kde nedochazelo k piekryvu viny ¢i piku analytu s vinou ¢i
pikem redukce kysliku. S vyuzitim adsorpéni akumulace analytu na povrchu pracovni elektrody bylo
dosazeno pro DPAJSV meze detekce 6 - 107 mol I''. Diive popsané polarografické metody stanove-
ni chloramfenikolu jsou obecné citlivéjsi, CPE je vSak elektrodou, ktera neni toxicka.
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V ptipadé thymolu, ambroxolu a benzokainu byla vénovana pozornost predev§im moznosti
stanoveni analytl elektrochemickou detekci na CPE v HPLC. Optimalizace detekce zahrnuje vzdy
zméteni hydrodynamickych voltamogramt v ptislusné mobilni fazi, na zakladé nichz se voli opti-
malni potencial detekce. Obecné plati, Ze ¢im je tento potencial nizsi, tim je stanoveni selektivngjsi.
Pouziti obecné pozitivnéjsSich potencial sice vede k citlivéjsimu stanoveni, toto je vSak méné selek-
tivni a pro nizké koncentrace analytd muze byt komplikovano vys§im Sumem zakladni linie. Piiklad
naméfeného hydrodynamického voltamogramu je uveden na Obr. 18.2.
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Obr. 18.2: Hydrodynamické voltamogramy thymolu vyhodnocené z vysSek pikii

davkovano 20 pl roztoku o koncentraci 1 - 10~ mol I"' thymolu v methanolu, mobilni fize
0,01 mol 1" Brittontiv-Robinsontiv pufr o daném pH : methanol 1 : 9 (v/v), 0,5 ml min', kolona
Lichrospher® RP - 18, 100 — 5 pm, 125 x 4 mm, elektrochemicka detekce na CPE

Za optimalnich podminek detekce thymolu byly pro HPLC-ED na CPE proméieny kalib-
racni zavislosti, vysledky byly porovnany s klasickou UV-detekci a nové vypracovana metoda byla
ovéfena na praktickych vzorcich sirupu a pastilek *°. Mez detekce thymolu pro HPLC-ED na CPE
byla pii vloZzeném potencialu +1,1 V a pH mobilni faze 7 rovna 2,9 - 10" mol 1",

Z mnoha nedavnych aplikaci CPE ke stanoveni 1é¢iv Ize vybrat alespon nékteré prispévky,
které dobfe dokumentuji moznosti uhlikovych past ve farmaceutické analyze. Takrin a jeho
1-hydroxysubstituovany metabolit byly stanoveny pomoci DPV na nemodifikované CPE **. Naleze-
né meze detekce kolem 3 - 107 mol 1" umoznily bezproblémové stanoveni 1é&iva ve farmaceutic-
kych preparatech, ale i ve vzorcich moc¢i v pfitomnosti rovnéz oxidovatelného metabolitu. CVA,
DPV, DPAdASV na CPE a FIA s pracovni CPE byly vyuzity ke stanoveni syntetického opioidu
buprenorfinu *°. Nejcitlivéjsi metodou byla DPAASV s mezi detekce 110 mol 1" buprenorfinu.
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Stanoveni v matrici moce bylo umoznéno vyménou elektrolytu po priichodu stanovované-
ho vzorku a vlastnim méfeni v Gistém elektrolytu. Dosud nejnizsi mez detekce 9 - 10" mol 1" pro
elektrochemické stanoveni hormonu melatoninu ** bylo nalezeno pro AC-voltametrii na CPE
s adsorptivni akumulaci analytu na povrchu pracovni elektrody. Nizké meze detekce bylo dosazeno
predevsim vyuzitim specidlniho elektrochemického ¢isténi povrchu pracovni elektrody, predbéznou
reakci analytu na elektrod¢, adsorpci produktu této reakce a jeho nasledného méfeni. Uhlikové pas-
tové elektrody modifikované ds DNA byly vyuzity ke stanoveni antibakterialniho 1é¢iva pefloxaci-
nu %’ pomoci DPAdSV. Akumulace pefloxacinu na ds-DNA-modifikované elektrodé umoznila ziskat
detekéni limit 5 - 10 mol I'', a to i pro piima méfeni ve vzorcich zfedéné moce bez nutnosti media-
ce prostiednictvim ATP a hofecnatych ionti. Velmi obsahld studie moznosti voltametrickych
a chromatografickych metod pro stanoveni avidinu, biotinu je popsana ve sdéleni **. Autoti uvadgji
femtomolarni meze detekce pro avidin a pikomolarni pro biotin. DosaZeni takto nizkych mezi detek-
ce bylo umoznéno piipravou proteinem (avidinem) modifikované elektrody a jeho specifickou reakci
s biotinem. Stanoveni je zaloZeno na anodické oxidaci tryptofanovych a tyrosinovych skupin sledo-
vané pomoci metody SWV. Dalsi extrémné citlivé popsané stanoveni vyuziva modifikace sloZeni
uhlikové pasty nanoasticovym hydroxidem lanthanitym *°. Mez detekce stanoveni mefenamové
kyseliny byla 6 - 10> mol I"". Obrovska citlivost jednoelektronové katalytické oxidace mefenamové
kyseliny je pficitana vzniku porézni struktury uhlikové pastové elektrody. K velkému zvyseni prou-
du dojde totiz i naptiklad pfi reakci hexakyanozelezitanu draselného, sledované pomoci CVA.

Uhlikové pastové elektrody, a to pfedevsim vhodné modifikované, jsou velice vyhodnym
elektrodovym materidlem, ktery ve spojeni s n¢jakou béznou separa¢ni metodou umozni stanovovat
l1éciva nejen v jednoduchych 1ékovych forméach, ale i naptiklad komplikovanych biologickych matri-
cich, kde jsou navic koncentrace analytu ¢i jeho metabolitu velmi nizké.

18.3 Stanoveni toxickych latek

Vyuziti CPE ke stanoveni toxickych latek je velmi obsahlé. V tomto piispévku bude vénovana po-
zornost pouze metodam stanoveni vybranych karcinogenti a n¢kterych pesticidl a herbicidii. Z nasi
laboratofe vysly napiiklad piispévky ke stanoveni karcinogennich aromatickych amint'®*’. V prvém
ptipadé '® bylo velmi nizkych nanomolarnich limitt detekce dosazeno pro HPLC stanoveni monoa-
minoderivatii a diaminoderivatl naftalenu s elektrochemickou detekci na elektrodé z mikrokulic¢ek
skelného uhliku, které umoziuji praci i v prostfedich o vys$sim obsahu organického modifikatoru. Ve
druhém piipadé * bylo k podstatnému snizeni meze detekce aminoderivati polycyklickych aromatic-
kych uhlovodikl vyuzito modifikace slozeni CPE cyklodextriny. Ve spojeni s adsorptivni akumulaci
bylo pomoci DPV dosaZeno mezi detekce pro jednotlivé analyty v koncentraénim fadu 10~ mol 1.

Velmi zajimavé jsou prace zabyvajici se biosensory na bazi uhlikovych past. V tomto
usporadani se totiz kombinuje vysoka citlivost elektrochemické metody se selektivitou zaloZzenou na
inkorporaci enzymt ¢i biologickych tkani pfimo do past a jejich selektivni reaktivité.

Pro pfimé stanoveni organofosfatovych nervovych ¢inidel Paraoxonu a Methylparathionu
byl zkonstruovan enzymovy biosensor *, jehoz mez detekce pro obé latky se pohybovala kolem
20 nmol 1"'. Biosensor obsahoval enzym hydrolasu kovalentn& navazanou ke sklenénym kuli¢kam.
Enzym v pritokovém detektoru obsahujicim modifikovanou uhlikovou pastu katalyzoval hydrolyzu
nitroskupinu obsahujicich organofosfatli za vzniku 1,4-dinitrofenolu, ktery byl detegovan pii poten-
cidlu +0,9 V (proti Ag/AgCl) na CPE. Rychla regenerace biosensoru po provedeném meéfeni
a zéroven i rychla odezva umoznily provést 30 méteni za 1 hodinu. Biosensor bylo mozno pii skla-
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dovani pfi 4 °C pouzit i po jednom mésici od jeho vyroby. Totozny princip chemické reakce byl
pouzit i pfi konstrukci amperometrického mikrobialniho biosensoru pro stanoveni organofosfatovych
pesticidi pouzitim rekombinantnich mikroorganismi coby modifikatora CPE *'. Uhlikova pasta
obsahovala geneticky upravené buiiky (v poméru 10 mg bunck na 100 mg uhlikové pasty) uvoliujici
ptislusnou hydrolasu. Ze studia vlivu pH na odezvu biosensoru se jako optimalni ukédzalo byt pro-
stiedi o pH 7 az 9, coz je ostatné typicka oblast pro biosensory tohoto typu. Nejvyssi citlivosti a line-
arnich kalibra¢nich zévislosti bylo dosazeno pfi pH 8,5, ve kterém probihalo kone¢né testovani. I zde
byl anodicky detegovan 1,4-dinitrofenol pfi potencialu +0,9 V (proti Ag/AgCl). Tento mikrobialni
sensor nebyl tak citlivy jako v piipadé *°, meze detekce byly v mikromolarnim koncentraénim roz-
mezi. Biosensor v8ak lze pii plném uchovani citlivosti skladovat az 45 dni pfi teploté 4 °C.

Jiny sensor ureny pro stanoveni stejné skupiny organofosfatovych sloucenin byl popsan
v praci *%. Tento biosensor je zaloZen na modifikaci CPE pomoci ftalocyaninu dvojmocného Zeleza
a sprazeni s bienzymatickym systémem obsahujicim acetylcholinesterasu a cholinesterasu, spole¢né
imobilizované na dialyzacni membrané. Aktivita cholinesterasy je nekompetitivné inhibovana
v pritomnosti organofosfatovych pesticidii. Detekce s acetylcholinem coby substratem je zalozena na
oxidaci cholinu a nasledné detekci vzniklého peroxidu vodiku ptfi potencidlu +0,35V (proti
Ag/AgCl). Pokles konstantniho proudu substratu zptisobeny pesticidem je umérny jeho koncentraci
a vyuziva se ke konstrukei kalibracnich zavislosti. Jako optimalni prostiedi byl zvolen fosfatovy pufr
o pH 7,5. Autofi uvadgji vynikajici citlivost metody s mezi detekce kolem 10 nmol I pro Paraoxon.
Meéfeni vSak byla prodluzovana nutnou dobou inkubace asi 30 minut. Skladovatelnost biosensoru
v suchém stavu a pii 4 °C se uvadi az 6 mésict (s 98 % pivodni odezvou biosensoru). Z nedavné
doby pochazi prace zabyvajici se konstrukci biosensoru na zakladé enzymu tyrosinasy, ur¢eného ke
stanoveni endokrinniho disruptoru bisfenolu **. Biosensor je uréen ke sledovani vyskytu této nebez-
pecné latky v pitné a povrchové vod¢€. Jako optimalni slozeni biosensoru byla zvolena pasta sestava-
jici z 10 % tyrosinasy, 45 % uhlikovych nanotrubicek a 45 % mineralniho oleje. Limit detekce byl
2-10* mol I'' pti dob& odezvy do 6 minut. Skladovatelnost biosensoru je minimalné 1 mésic pii
4 °C, kdy se uchova 90 % jeho ptivodni aktivity.

18.4 Zavér

Uhlikové pastové elektrody i 50 let po svém uvedeni do analytické chemie stale predstavuji velmi
uziteny analyticky nastroj, jehoz nejvétsi vyhodou je Siroka skdla moznych modifikaci slozeni uhli-
kovych past a tim padem moznost ,,usiti slozeni pasty specificky pro feSeny analyticky problém.
Moderni uhlikové materialy, vyuzivani katalytickych reakci, vyuZzivani citlivych a selektivnich bio-
chemickych reakci, pocitacové zpracovani signali zpiasobuji, Ze uhlikové pasty dnes predstavuji
velmi uzite¢ny a mnohotvarny analyticky prostfedek ke stanovovani i opravdu velmi nizkych kon-
centraci riiznych anorganickych i organickych analyti.

Podékovani

Rada zde diskutovanych poznatkd byla ziskana v ramci vyzkumu podporovaného Ministerstvem
$kolstvi, mladeZe a t&lovychovy Ceské republiky (projekty LC 06035 a MSM 0021620857).
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19.1 Patobiochemie

19.1.1 Uvod

Lipidy predstavuji heterogenni skupinu latek rozpustnou v organickych rozpoustédlech.
a mastné kyseliny. Protoze lipidy nejsou rozpustné ve vodném prostiedi, je jejich transport v krevni
plazmé umoznén spojenim se specifickymi bilkovinami, apolipoproteiny (apo), za vzniku lipoprotei-
novych (LP) castic. Ty zajistuji stabilitu lipidd ve vodném prostfedi a umoziiuji jejich transport
z mista syntézy do mist jejich katabolismu.

Na zakladé fyzikalné-chemickych vlastnosti, slozeni a funkce je mozné zjednoduSené LP
rozdglit do péti zakladnich tid, které jsou uvedeny v tab. 19.1. Metabolicka pfeména LP v organis-
mu za zachycena na Obr. 19.1.

Tabulka 19.1: Charakteristika zakladnich lipoproteinovych tiid

Trida CM VLDL LDL HDL
Pohyblivost start Pre beta beta alfa
Hustota (g ml ") <0,94 1,006 1,063 >1,21
Velikost (nm) 75az 1200 28 az 75 28 az 22 7az 10
Procentovy podil:

cholesterol 3 17 46 23
triglyceridy 86 55 6 4
fosfolipidy 9 18 23 24
apolipoproteiny 2 10 25 49
Misto syntézy enterocyt hepatocyt plasma (VLDL enterocyt, periferni
(susbstrat) ptes IDL) tkan (CM aVLDL)
Funkce transport exogen- transport transport CE do RCT
nich TG endogennich TG perifernich tkani

CM - chylomikrony, VLDL — lipoproteiny o velmi nizké hustoté (very low density lipoprotein), IDL — lipopro-
teiny o intermediarni hustoté, LDL — lipoproteiny o nizké hustoté (low density lipoprotein), HDL — lipoprotei-
ny o vysoké hustoté (high density lipoprotein), RCT — reversni transport cholesterolu (reverse cholesterol
transport)

Pro metabolismus LP existuji celkem tfi drahy: prvni zahrnuje vstiebavani exogennich
tuk ve stieveé, jejich transport ve formé CM, metabolismus a degradaci dcefinnych CM-cCastic
v jatrech; ve druhé draze probiha transport endogennich lipid (syntetizovanych de novo v jatrech)
ve form¢ VLDL, jejich pfeména (pies IDL) na LDL a zanik v perifernich tkanich; funkci treti drahy
je transport cholesterolu z perifernich tkani cestou HDL do jater '.
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Obr. 19.1: Metabolicka pieména lipoproteinii
19.1.2 Poruchy metabolismu lipoproteinit

19.1.2.1 Definice

Hyperlipoproteinémie je stav spojeny se zvySenim koncentrace jedné nebo vice tfid LP. Podobné
hyperlidémie oznacuje stav spojeny se zvySenim koncentrace lipidi. Z celkového cholesterolu (TC,
total cholesterol) se oznacuje jako hypercholesterolémie, zvySeni koncentrace triglyceridi (TG) jako
hypertriglyceridémie (HTG); zvySeni koncentrace TC i TG se nazyva smiSend hyperlipidémie. Jako
dyslipidémie (DLP) se ptivodné oznaCovaly stavy charakterizované poklesem koncentrace HDL-
cholesterolu (HDL-C), a to izolované, ¢i v kombinaci s jinou lipidovou ¢i LP-poruchou. Dnes se
nazev hyperlipidémie a dyslipidémie (resp. hyperlipoproteinémie ¢i dyslipoproteinémie) pouzivaji
jako synonymum. Termin DLP oznaduje nejen zménu koncentrace TC a/nebo TG, ale soucasné
i pfitomnou kvalitativni zménu pomért lipidt i apo v jejich celém spektru.

Z klinického hlediska se DLP rozdéluji na tfi skupiny, které jsou uvedeny v tab. 19.2.
Vsechny typy DLP se mohou kombinovat s normalni, zvySenou, ¢i snizenou koncentraci HDL-C.
Dyslipidémie jsou v pramysloveé vyspélych zemich v bézné populaci druhou nejcastéj$i metabolic-
kou chorobou (za vyskytem abdominalni obezity); vyskytuji se az u 40 % populace; u osob s klinic-
kymi projevy ptedcasné aterosklerdzy jsou poruchy LP-metabolismu Castéjsi a podle nekterych auto-
1 se vyskytuji az u 70 % pacientii. Predpoklada se, e zvysenou koncentraci TC (nad 5,0 mmol ')
a rizikovou koncentraci (nad 6,50 mmol I"") ma v CR 30 aZ 50 % osob .

132



Tab. 19.2: Soucasnda klasifikace dyslipidémii

Typ hyperlipidémie Porucha v tridé LP Piiklad nosologické jednotky

hypercholesterolémie LDL familiarni hypercholesterolémie

ziidka HDL polygenni hypercholesterolémie

hyperalfacholesterolémie
hypertriglyceridémie VLDL familiarni endogenni HTG
zfidka VLDL + CM familiarni smiSena hyperlipidémie
vzacné izolované CM familiarni hypercholesterolémie

smisend hyperlipidémie VLDL + LDL familiarni kombinovana hyperlipidémie

zfidka IDL HLP IIL.typu (familidrni DLP)

19.1.2.2 Etiologie

V patogeneze DLP se uplatiiuji tfi zékladni mechanismy:

@) zvySena syntéza C, TG ¢i zvySené sekrece LP (z enterocytu ¢i hepatocytu),
(ii) pokles katabolismu LP,
(iii) porucha remodelace LP.

Casta je kombinace uvedenych mechanismi. Dale se rozliduji primarni a sekundarni DLP; pfi¢emz
literatura uvadi, Ze primarnich DLP je vétSina (60 az 70 %). Jsou to samostatné choroby, v jejichz
patogeneze pievazuji geneticky podminéné mechanismy. Naproti tomu sekundarni DLP, kterych je
zhruba 30 az 40 %, jsou dasledkem patogenetického ptisobeni nékterych znamych chorob, hormo-
nalnich poruch nebo jsou sdruzeny s podavanim xenobiotik (nejéastéji 1ékt), které vyznamné ovliv-
fuji metabolismus lipidt a LP. Také prekryv mezi témito dvéma typy DLP je velmi casty, protoze
k fenotypické manifestaci LP-poruchy dojde nejcastéji u jedinct geneticky predisponovanych, u kte-
rych je porucha zhorSena druhotnou pficinou (pfirtistek télesné hmotnosti, nepfiznivé zmény piijmu
zivin, selhdni ¢i poskozeni urcitych organt ¢i systémut a farmakoterapie). Z praktického hlediska je
u kazdé DLP nutné vylou¢it sekundarni piicinu .

19.1.2.3 Klinicky obraz

Diagnostika DLP nespociva pouze v laboratornim vySetfeni, ale je nutné zevrubné interni vySetieni.
Pro posouzeni stavu se zamétujeme v rodinné anamnéze na familiarni zatéz z hlediska kardiovasku-
larnich onemocnéni (KVO), hromadnych metabolickych chorob (obezity, DLP, DM 2. typu). Osobni
anamnézu cilime na symptomy KVO (ICHS i jiné klinické manifestace), pfiznaky DM a informace
nutné k vylouceni sekundarnich DLP. Objektivni vySetieni by mélo zahrnovat antropometricka vyset-
feni (BMI, obvod pasu a bokt, event. zjisténi podilu tuku), vysetfeni Selestl nad srdcem a dostupnymi
tepnami (aorta, ACC, AFS); vySeteni o¢i (arcus lipoides cornae), xantelasmat, kiize (eruptivni a tube-
roeruptivni xantdémy, xantoma striatum palmare) a Slach (Slachové xantomy), vySetieni jater a Zluco-
vych cest (hepatomegalie pii steatoze a vy$§i prevalence cholitidzy u HTG) *.

19.1.2.4 Diagnostické metody a diferencialni diagnostika

Zékladni laboratorni vySetfeni zahrnuje stanoveni koncentraci lipidd. U nemocnych s aterogenni
DLP, ktera pfedstavuje DLP komponentu metabolického syndromu (MS) ¢i DM 2. typu, je vhodné
vySetfit koncentrace apo B a non-HDL-cholesterolu (non-HDL-C). Podezieni na klinicky asym-
ptomatickou ¢i subklinickou aterosklerézu se opira o doplnujici vySetfeni. Vylouceni sekundarni
DLP, nélez specifickych klinickych projevii ¢i mozné komplikace jsou indikaci k vySetfeni dalSimi
specialisty — dermatologem, oftalmologem, gastroenterologem, endokrinologem a nefrologem.
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Nedilnou soucasti diagnostického postupu a 1é¢by je zhodnoceni globalniho rizika klinickych
komplikaci KVO *,

Doporucena laboratorni vySetieni u DLP:

. celkovy cholesterol, triglyceridy, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol;

. apo B, CRP, kyselina mocova, glykémie;

. soubor vysetieni k vylouceni sekundarnich DLP (TSH, fT4, kortisol v moc¢i, denni profil kor-
tisolémie, jaterni testy, analyty N-metabolismu);

. specificka vySetfeni (apo E polymorfismy, ...);

. jaterni testy (AST, ALT, GMT, ALP, bilirubin, cholinesterasa).

DalSi doporucené metody:

. EKG, zatézové EKG;

. dopplerovské vysetieni dostupnych tepen, IMT (intima-media thickness), FMD (flow media-
ted dilation);

. ultrazvukové vySetieni bficha;

. angiografické vysSetfeni.

19.1.2.5 Lécba

Hlavnim cilem lécby DLP je sniZeni rizika klinické manifestace KVO a dalsich chorob (pfedevsim
metabolickych a zazivaciho ustroji), které maji vztah ke zvySenym koncentracim specifickych lipidu.
Cilové koncentrace plasmatickych lipidt (v mmol 1) jsou:

TC TG LDL-C HDL-C non-HDL-C
<5,0 (4,6) < 1,70 <3,0 2,6) > 1,0 (muzi), 1,30 (Zeny) < 3,8 (3,40)

Ciselné daje v zavorce plati pro ICHS a jeji ekvivalenty.

Lécba DLP je komplexni. Zahrnuje upravu zivotniho stylu — zanechani koufeni, pravidelnou pohy-
bovou aktivitu a upravy dietniho rezimu. Nedilnou soucasti je 1é¢ba modifikovatelnych rizikovych
faktorti (RF) (arterialni hypertenze, obezity/nadvahy, DM). U osob s nadvahou (a visceralni akumu-
laci tuku) ¢i u obeznich je nezbytné snizeni energetického piijmu a pokles té¢lesné hmotnosti.
Z kvalitativniho hlediska ma dieta obsahovat do 30 % tuki (stejnym dilem nasycenych, mononena-
sycenych a vicenenasycenych), a denni davky exogenniho cholesterolu do 300 mg, 2 az 3 g fytoste-
rolt, 20 az 30 g vlakniny a 400 g zeleniny a ovoce. Pfijem NaCl u jedincii s arteridlni hypertenzi by
nemél presahovat 5 g za den. Nedilnou soucésti 1écby v sekundarni prevenci je antiagregacni 1écba
acetylsalicylovou kyselinou *.

19.1.2.6 Prognodza

Hyperlipidémie, resp. DLP, je vysledkem interakce genetickych faktorti a negenetickych Ciniteltl.
Nelécena DLP se zpravidla sama nezlepsi; s vékem se koncentrace TC i TG zvysuji, riziko KVO
roste, dilem nezavisle na zvySovani lipidovych koncentraci. Poznatky mediciny zaloZené na dika-
zech prokazaly, ze 1é¢ba DLP, ktera je nedilnou soucasti primarni i sekundarni prevence KVO, miize
zabranit klinick¢é manifestaci KVO (piipadn¢ oddalit jeho recidivu). Lécba aterogenni DLP
i jednotlivych komponent MS (obezity, inzulinové rezistence, hyperteneze) nejen snizi riziko pie-
chodu MS v DM 2.typu, ale soucasn¢ i pravdépodobnost manifestace KVO. Naptiklad dosazeni
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cilovych koncentraci TK a plasmatickych lipida (TG, LDL-C, resp. non-HDL-C a HDL-C) mize
snizit az o 80 % relativni riziko manifestace KVO (ICHS, cévni onemocnéni mozku) u jedinct
s DM2 a priivodnou aterogenni DLP.

19.1.2.7 Prevence

Cilem prevence je snizit incidenci prvnich (primarni prevence) nebo recidivujicich klinickych piihod
(sekundarni prevence) v dasledku ICHS, cévnich onemocnéni mozku a ischemické choroby dolnich
koncetin. Pozornost je zaméfena na prevenci invalidity a pfed¢asného timrti.

Prevence zahrnuje troven celopopulacni, ktera by méla vést ke zlepSeni zivotniho prostiedi
a zivotniho stylu; selektivni screening, ktery je cilen na vyhledavani a 1é¢bu vysoce rizikovych ne-
mocnych; a kone¢né sekundarni prevenci, ktera se provadi u jedinctl s jiZ manifestnim KVO. Hlav-
nim tézistém populacni strategie prevence KVO je zdravotni vychova. Ta by méla byt zaméfena na
prevenci koufeni, obezity a DLP. Skupinou zasluhujici si zvla$tni pozornost jsou déti a mladistvi.
Cileny screening ma byt provadén u osob nemocnych s DM 2. typu (resp. DM 1. typu
s mikroalbuminurii), s familidarnimi DLP (FHC, FKH), s hypertenzi (TK nad 180/110 mm Hg),

chronickou renalni nedostatecnosti a subklinickou aterosklerozou.

U vSech nemocnych s DLP je indikovana 1é¢ba nefarmakologicka (rezimovéa a dietni).
Farmakoterapie se zahajuje u nemocnych v sekundarni prevenci a v primarni prevenci u nemocnych
s vysokym rizikem, ¢i u téch osob, u nichz globalni (celkové) riziko ptesahuje 5 % podle tabulek
SCORE (Systemic COronary Risk Evaluation), ktera jsou vypracovana pro CR *.

19.2 Analyticky pristup

Lipidy, jedna ze tfi hlavnich slozek zivé hmoty (vedle bilkovin a uhlohydratd), piedstavuji velmi
rozmanitou skupinu latek, které se navzajem 1isi chemickym slozZenim i biologickou aktivitou. Za
nejmensi jednoduchy lipid Ize povazovat octovou kyselinu s pouhymi dvéma atomy uhliku
(M, = 60), za nejvétsi slozeny lipid pak gangliosid GH., obsahujici Sest molekul N-acetylneurami-
nové kyseliny (M, =3 028). Velka rozmanitost jednotlivych lipidl i jejich molekularnich druhti vy-
zaduje komplexni metodicky pfistup k jejich analyze. V néasledujicim textu budou diskutovany jed-
notlivé formy lipidt (transportni, tkanové), lipidové ttidy i jejich molekularni druhy se zietelem na
vyuziti analytickych technik.

19.2.1 Lipoproteiny

Klasickymi metodami pro stanoveni jednotlivych lipoproteint jsou elektroforéza a ultracentrifugace.
Elektroforetické d€leni je umoznéno povrchovym elektrickym nabojem Castic, ktery zavisi na che-
mickém slozeni ¢astice a urcuje jeji elektroforetickou mobilitu. Nejcastéji uzivanym nosi¢em je aga-
rosa, poradi frakei podle klesajici mobility je HDL, VLDL, LDL, CM. Na polyakrylamidovém gelu
je poradi odlisné: HDL, LDL, VLDL, CM, tedy podle velikosti jednotlivych ¢astic. Po rozdé€leni,
fixaci a obarveni lipofilnim barvivem se provadi kvantitativni vyhodnoceni denzitometricky.

Ultracentrifuga¢ni (UC) metody jsou zaloZeny na odlisné specifické hustoté Céstic, ktera je
dana jejich chemickym slozenim. V gravita¢nim poli UC pfi riznych hustotach prostredi Castice
sedimentuji nebo flotuji; rychlost flotace je charakterizovana tzv. flota¢ni konstantou (Sf). Pro detail-
n¢jsi studie, napf. analyzu subfrakci jednotlivych lipoproteinti, se vyuziva analytickd UC. Prib¢h
déleni lipoproteind je sledovan pomoci zmén indexu lomu, jehoz zdznam pak slouzi k vyhodnoceni.
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Pro nasledné detailni analyzy je vhodné lipoproteiny separovat pomoci preparativni UC, a to bud’
sekvencni ultracentrifugaci s postupnym zvySovanim hustoty prostfedi a separaci flotujici frakce,
anebo pripravou hustotniho gradientu a po ustaveni rovnovahy roziezanim zmrazeného obsahu vcet-
n¢ kyvety.

Pro klinickou diagnostiku i zdkladni vyzkum ma vyznam stanoveni velikosti ¢astic jednot-
livych lipoproteinti, zejména atherogenniho LDL. Tento problém lze fesit bud’ elektroforézou na
gradientu akrylamidu (PAGE), ktera je velmi pracna i asové naroéna, anebo gelovou filtraci °. Ge-
lova filtrace je separacni technika, ktera neni chromatografii v pravém slova smyslu (nedochazi k
ustavovani rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi), ale touto technikou jsou separovany moleku-
ly podle své velikosti. Jako hydrofilni stacionarni fadze (SF) slouzi silikagel nebo methakrylatové
pryskyfice s definovanou velikosti pérd, dobrych vysledki bylo dosaZeno i na Sepharose °. Separace
probiha za izokratickych podminek, jako mobilni faze (MF) slouzi fyziologicky roztok, ktery mize
byt pufrovany fosfatem. Velké molekuly se nedostanou do pora a jsou vylouceny v nejkratSim moz-
ném Case; nejmensi velikost molekuly, ktera nemiZze vstoupit do port, urcuje tzv. vyluCovaci limit
kolony (vrchni limit). Mensi molekuly, které vstoupi do pért, jsou v nich zadrzovany podle své veli-
kosti. Nejmensi molekula, kterou lze jesté¢ oddélit, uréuje tzv. permeacni limit kolony (spodni limit),
mensi molekuly se jiz pak nedé€li. Separacni rozmezi kolony je urCeno velikostmi separovatelnych
molekul, zavisi na velikosti port, a v tomto rozmezi plati linedrni zavislost logaritmu relativni mole-
kulové hmotnosti (velikosti molekuly ¢i Castice) na elucnim objemu (Case). K detekci se vyuziva
bud’ charakteristicka vilnova délka pro bilkoviny v ultrfialové oblasti (280 nm) nebo na zaklad¢ tzv.
»post-column* reakce cholesterolu s enzymatickym cinidlem ve viditelné oblasti (600 nm).

19.2.2 Apolipoproteiny

Apolipoproteiny jsou strukturalnimi bilkovinami lipoproteinovych ¢&astic, které vazi lipidy v povr-
chovém polarnim obalu lipoproteinii a umoziuji tak vytvaret rozpustné polydispersni castice.
V kazdé tride lipoproteinti se vyskytuje ne€kolik apoproteintl, které jsou pro dany lipoprotein charak-
teristické. Jejich vzajemné poméry v ramci jednotlivych lipoproteinti se za riznych patofyziologic-
kych stavi 1i8i, a proto ma jejich stanoveni sviij nezastupitelny vyznam. Rutinni stanoveni apo Al
a apo B je v soucasné dob¢ provadéno imunoelektroforeticky, polymorfismy apo E elektroforézou na
agarose nebo polyakrylamidu. Pro stanoveni profilu apoproteinli v separovanych lipoproteinech 1ze
vyuzit nékolika technik kapalinové chromatografie s UV-detekci (280 nm): SEC, chromatografie na
reverzni tazi (RP-HPLC), iontovyménné chromatografie a kombinace imunoafinitni chromatografie
(IAC) s dal§imi separaénimi technikami: SEC, UC, SDS-PAGE °.

19.2.3 Lipidy

Pro rutinni diagnostiku DLP slouzi z lipidové slozky stanoveni TC, TG a HDL-C, hodnota LDL-C se
vétSinou ziskava vypoctem z ostatnich parametrii. Stanoveni je automatizovano a vyuziva enzyma-
tickych reagencnich souprav a spektrofotometrické detekce. Princip stanoveni TC spociva
v rozstépeni esterti cholesterolu (které predstavuji cca 2/3 TC) cholesterolesterasou, nasleduje oxida-
ce cholesteroloxidasou na cholestenon, pfi které vznikd peroxid vodiku; ten reaguje s fenolem
a 4-aminoantipyrinem za katalytického plisobené peroxidasy na Cervené zbarveny chinon, jehoz
koncentrace je stanovena spektrofotometricky (500 nm). Na stejném principu je zaloZeno i stanoveni
HDL-C v supernatantu po pfedchozi precipitaci lipoproteind obsahujicich apo B (VLDL, LDL).
Ptimé stanoveni HDL-C je zaloZeno na faktu, ze enzymy cholesterolesterasa i oxidasa reaguji v pro-
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sttedi polyethylenglykolu, dextransulfatu a Mg*" rychleji s HDL-C nez s LDL-C a VLDL-C. Pro
uréeni koncentrace je nejéastéji pouzivan tzv. Friedewaldiiv vzorec , kterého lze pouZit pro séra
s obsahem TG < 4,5 mmol ' (viechny koncentrace jsou v mmol I™"):

¢(LDL-C) = ¢(TC) — [¢(TG) : 2,2] — ¢(HDL-C)

Stanoveni TG se provadi rovnéz enzymaticky, prvni reakci je Stépeni TG lipasou na glycerol a FA,
druhou reakce s ATP glycerolkinasou na glycerol-3-fosfat a ADP. Podkladem pro spektrofotomet-
rické stanoveni je pak bud reakce glycerol-3-fosfatu s pfislusnou dehydrogenasou a koenzymem
NAD" na dihydroxyacetonfosfat a stanoveni pfirtistku redukovaného NADH+H+ (340 nm), nebo
oxidace glycerol-3-fosfatu oxidasou na dihydroxyacetonfosfat a H,O,, ktery reaguje s 4-amino-
fenazonem a 4-chlorofenolem za vzniku 4-(p-benzochinon-monoimino)-fenazonu (510 nm).

19.2.3.1 Stanoveni jednotlivych lipidovych tFid

Jednoduché lipidy jsou estery mastnych kyselin a alkohold, sterolti ¢i glycerolu. Pro analytické ucely
je vyhodné jejich rozde€leni podle chromatografického chovani na silikagelu na nepolarni (NL), které
se pohybuji v nepolarni mobilni fazi (uhlovodik—diethylether—octova kyselina) a polarni (PL), které
se deli v polarni mobilni fazi (chloroform—methanol-voda, ¢asto s pfidanim octové kyseliny nebo
amoniaku). Podle zminéného chromatografického chovéani fadime mezi nepoléarni lipidy také volné
mastné kyseliny, parcidlni glyceridy a volné steroly, pfestoze obsahuji volnou (neesterifikovanou)
funk¢ni skupinu. Biologicky vyzkum vyzaduje, v zavislosti na sledované problematice, abz byly
analyzovany jak vSechny zminéné tiidy NL i PL v intaktni podobé (stanoven obsah celé lipidové
tiidy), tak i jejich molekularni druhy. Pro stanoveni jednotlivych NL a PL lze vyuzit vSechny techni-
ky kapalinové chromatografie, pro stanoveni molekularnich druhii kapalinovou i plynovou chroma-
tografii.

Tenkovrstva chromatografie s denzitometrickou detekci

Tato metoda, vyuzivajici klasické tenké vrstvy silikagelu jako SF, je stale vyuzivanou analytickou
technikou vzhledem k nenaro¢nosti ptistrojového vybaveni a s fluorescencni detekci je stale nejvy-
hodnéjsi metodou 1 pro Gcely preparativni. Slozeni MF zavisi na separovanych lipidech, jako priklad
je uvedeno nékolik systémd *:

J Separace NL s MF hexan-diethylether-octova kyselina (80:20:1). PL zlstavaji na startu. Pota-
di eluce (klesajici Ry) je: vosk, sterolester, glyceryletherdiester (GEDE), TG, mastna kyselina
(FA), sterol, diglycerid, monoglycerid (MG), PL.

. Separace PL s MF chloroform-methanol-octova kyselina, voda (60:50:1:4). NL se pohybuji
s ¢elem. Potadi eluce: NL, kardiolipin (CL), fosfatidylethanolamin (PE), fosfatidylinositol
(PI), fosfatidylserin (PS), fosfatidylcholin (PC), sfingomyelin (SM), lysofosfatidylcholin
(LPC).

. Separace PL. a MG s dvojim vyvijenim. Prvni systém hexan-aceton (3:1) oddéli MG a dalsi
vyvijeni v systému chloroform-methanol-octova kyselina-voda (80:13:8:0,3) rozvine PL v pora-
di: CL, fosfatidova kyselina PA), ceramid monohexosid (CM), fosfatidylglycerol (PG), PE.

. Separace PL a fosfati PI v systému methanol-chloroform-30% amoniak-voda (48:40:5:10)
v potadi: PE, PC, PI, PI-monofosfat, PI-difosfat.
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. Dvourozmérna separace NL a PL. VSechny tfidy lipidt (vCetné jednotlivych lysoforem) nelze
rozdgélit jednotlivym vyvijenim, maximalni uspé$nosti bylo dosaZeno vyvijenim ve dvou smé-
rech. V prvnim systému, chloroform-methanol-30% amoniak-voda (90:54:0,5:5,5), bylo dosa-
zeno rozdéleni skupin: NL, CL, FA + CM + PE + PC, PS + LPE, PI + SM, PA + PS + LPC,
LPS + LPI. Nerozdélené skupiny byly pak separovany v druhém systému, chloroform-
methanol-aceton-octova kyselina-voda (60:20:80:20:10), a to ve sméru kolmém k prvnimu
vyvijeni. Jednotlivé skupiny jsou takto separovany v uvedeném potadi (klesajici Ry).

Kapalinova chromatografie na normalni fazi s detekci rozptylu svétla

Jako SF jsou vyuzivany silikagel (-Si-OH), alumina (-Al-OH), aminopropyl (-(CH;);-NH,), kyano-
propyl (-(CH,);-CN a diol (<(CH,);-O-CH,-CHOH-CH,OH) °. Na rozdil od RP-HPLC je MF méné&
polarni nez SF, a k interakci mezi solutem a SF dochazi na polarnéjsi stran¢ molekuly (neesterifiko-
vand funk¢ni skupina, polarni ,hlava“ fosfolipidu). Jednotlivé lipidové tfidy jsou eluovany podle
stoupajici polarity — nepolarni molekuly jsou zadrzovany nejméné. Polarita MF v pribéhu separace
rovnéZz stoupd. Rozdéleni komplexni smési NL a PL bylo dosazeno postupnym gradientem smési
hexan-tetrahydrofuran, chloroform-isopropylalkohol, isopropylalkohol-voda. Potadi eluce je obdob-
né jako na tenké vrstvé: SE, TG, FS. FA, CM, CL, PE, PI, LPE, PS, PC, SM, LPC "°. Systém detek-
ce — ELSD (evaporative light-scattering detector), zvany téz ,,hmotovy* detektor, ma pred vSemi
ostatnimi detektory vyhodu citlivosti a univerzalnosti. UV-detekce neni vhodna, protoze lipidy ab-
sorbuji pfi nizkych vinovych délkach, kterymi byva detektor limitovan, pii refraktometrické detekcei
vadi gradient MF, fluorescen¢ni detektor vyzaduje derivatizaci, elektrochemicka detekce je mozna
jen pro snadno oxidovatelné latky, u plamenoioniza¢niho detektoru je tieba pfedem odstranit MF
a neni mozné pouziti pufru .

19.2.3.2 Stanoveni mastnych kyselin

V ptirod¢ se vyskytuje velké mnozstvi mastnych kyselin (FA), jen v lidské plasmé jich bylo identifi-
kovano okolo 60. Maji vétsinou rovny fetézec se sudym poctem atomti uhlku a dvojnymi vazbami
v pentadienovém usporadani, ptevazné v konfiguraci cis; jsou obecné znaceny CN:P n-x , kde CN je
celkovy pocet atomi C, P je pocet dvojnych vazeb a x poloha prvni dvojné vazby od methylového
konce. Pro rizné metabolické studie jsou obvykle stanovovany pouze ty FA, které v metabolismu
hraji vyznamnou roli (v biochemickych a biomedicinskych studiich obvykle pouze sudé s CN 12 az
22). Analyza profilu FA v separovanych lipidovych tidach po jejich hydrolyze a nédsledné derivati-
zaci je nejcastéj$im stanovenim v analyze lipidd, s vyuzitim metod GLC nebo RP-HPLC. Pro GLC
jsou FA prevadény nejCastéjji na methylestery za alkalické ¢i kyselé katalyzy (napf. methoxid sodny,
fluorid bority, acetylchlorid, methylchloroformat, kyselina sirova); pro HPLC jsou derivatizovany
chromofory pro detekci UV (napf. fenacylbromid, 2-bromo-2"-acetonafton, 2-nitro-fenylhydrazin,
dibromoacetofenon, 1-naftylamin) nebo fluorescenc¢ni (napf. panacylbromid, 9-anthryl-diazomethan,
9-(2-hydroxyethyl)-karbazol, 9-bromomethylakridin, 3-bromoacetyl-7-methoxy-kumarin).

Pro stanoveni GLC jsou pouzivany kolony stfedni nebo vysoké polarity (délka 25-30 m,
resp. 50-100 m). U stfedné polarnich kolon je poradi eluce uréeno délkou fetézce a stoupajicim po-
¢tem dvojnych vazeb (RTga 15.4n-3 < RTEa 20.0). Jejich pomérné vysoky teplotni limit umoziuje i eluci
steroll pii analyze sterolesterti, nelze vSak odd¢lit izomery v konfiguraci trans. Ty mohou byt analy-
zovany na velmi polarnich kolonach, které maji nizsi teplotni limit, trans-izomery jsou eluovany
pred piislusnymi cis-izomery, pro stejné CN roste RT s poctem dvojnych vazeb, ale potadi eluce je
ovlivnéné jesté dalsimi faktory (RTra 20.0 < RTEa 183 n3). Analyzy HPLC mohou byt izokratické, nebo
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gradientové, pro MF jsou pouzivany smeési methanol, acetonitril, tetrahydrofuran, octova kyselina.
Potadi eluce je vyrazné odlisné — cis-izomery jsou eluovany pied odpovidajicimi izomery trans, pii
stejném CN jsou FA eluovany podle klesajiciho poétu dvojnych vazeb (RTra 20:5n3 < RTEa 14:0)-

Obé metody, GLC i HPLC, maji své specifické vyhody i nevyhody. Pro GLC je nastiiko-
vané mnozstvi v fadu ng az pg, pro HPLC pg az mg. Plyn pfedstavuje ekologickou a dokonale re-
produkovatelnou mobilni fazi oproti organickym rozpoustédlim. Nastiik za studena ptimo na kolonu
(cold on-column) v GLC nezplsobuje ztraty t€kavéjsich slozek ve srovnani s nastfikem do vyhiiva-
ného injektoru. Diky modernim aparaturdm je zajiSténa dobra reprodukovatelnost teplotniho pro-
gramu ptfi GLC, stejné jako reprodukovatelnost gradientu mobilni faze u HPLC. Pfi chromatografic-
kém procesu dochézi u obou metod ke kontaminaci SF jednak rozkladnymi produkty vzorku, jednak
samotnou MF, coz vede ke zménam v déleni i kvantitativni odezvé jednotlivych slozek. U GLC Ize
problém fesit pouzitim predkolony, kterd je v prib¢hu zivotnosti ménéna, piipadné odiiznutim Casti
kolony s viditelnymi depozity. U HPLC lze rovnéz po urcitou dobu vyménovat predkolony, pak
nasleduje ¢astecna vymeéna naplné kolony. U obou metod plati, Ze linearitu kalibracni zavislosti ode-
zvy detektoru na nastiikovaném mnozstvi jednotlivych slozek je tfeba pro kazdy systém individualné
urcit a v prubéhu zivotnosti kolony kontrolovat. Obsah slozek byva vétSinou stanovovan jako molar-
ni zlomek, méné &asto je uréovan absolutné metodou vnitiniho standardu '*.
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20.1 Uvod

Hormony jsou ve srovnani s vétSinou ostatnich analyti béznych v klinické biochemii pfitomny
v télnich tekutinach, pfedev§im v krvi, ve velmi nizkych koncentracich. Obsah nizkomolekularnich
hormonil obvykle byva fadu pmol az nmol v litru, peptidy dosahuji fadu ng az pg v litru. Vzhledem
k omezené citlivosti spektrofotometrickych metod pouzivanych v klinické biochemii nebylo proto
dlouho mozné hormony stanovit. S rozvojem chromatografie a jeji separacni u¢innosti se podatilo v
60. letech 20. stoleti zavést néktera stanoveni hormoni a jejich metabolitd. V kombinaci s hmotovou
spektrometrii (GC-MS) jsou tyto dodnes metody vyuzivany ve vyzkumu a jako referen¢ni metoda
pro kone¢ny diikaz ptitomnosti latky (hormonu) ve zkoumaném materialu.

Zasadni zménu piineslo zavedeni imunoanalytickych metod, které vyuzivaji jako Cinidel
specifickych protilatek viici stanovovanym latkam, takze v soucasnosti pfi stanoveni hormont vSech
typt tyto metody dominuji. Jsou zalozené na specifické reakci antigen-protilatka a ke konecné de-
tekci pouzivaji rozdilné technologie. Metodiky mtizeme délit podle systému uspotfadani reakce nebo
podle pouzivaného znaceni a zptisobu méieni odpovidajiciho signalu.

20.2 Imunoanalyticka stanoveni

20.2.1 Déleni imunoanalytickych metod podle principu

Rozlisujeme dvé skupiny stanoveni:

- kompetitivni stanoveni, pii kterém antigen ze vzorku soutézi se stejnym, ale znaCenym
antigenem ze soupravy o omezené mnozstvi protilatky; piivodni koncentrace stanovované-
ho analytu je neptimo zavisla na vysSce signalu, pro tyto metody je typicka leva kalibra¢ni
kfivka podle Obr. 20.1;

- nekompetitivni stanoveni (sendvi¢ové), pii kterém je antigen ze vzorku vychytavan mezi
dv¢ protilatky, které se vyskytuji v reakéni smési v piebytku; pivodni koncentrace stano-
vovaného antigenu je pifimo umeérna velikosti méfeného signalu, kalibra¢ni kiivka ma ty-
picky priubéh uvedeny vpravo.

nekompetitivni —
B sendvitové usporadani
__kompetitivni usporadani _—

o
-

,.J'"

Obr. 20.1
Analyticka koncentrace
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20.2.2 Pouzivané protilatky

Specificita a senzitivita imunochemickych vysetfeni jsou dany hlavné pouzivanou protilatkou, jejim
typem a ¢istotou. Pouzivany jsou protilatky monoklondlni nebo polyklonalni. Monoklonalni proti-
latka je produkovéna hybridomy, které se pfipravuji fuzi imunizovanych slezinnych bunék s nado-
rovymi a které po CiSténi a selekci produkuji jen jediny typ protilatky. Piiprava je draha, ale s mono-
klonélni protilatkou se dosahuje vyssi specificity a lze ji produkovat kontinualné. Soucasny rozvoj
molekularné biologickych metod nabizi vyrobu monoklonalnich protilatek technikami genového
inZenyrstvi, kdy se gen pro piislusnou protilatku vnese do genomu vhodného hostitele (napft. kvasi-
nek), kde se exprimuje.

Polyklonalni protilatky se pfipravuji imunizaci zvitete, jsou vzdy smési protilatek, jsou
schopné rozeznat i izoformy antigenu a maji proto vyssi citlivost. Nevyhodou je zavislost na imuni-
zovaném zvifeti, nékdy je ziskani protilatky neopakovatelné.

20.2.3 Separace komplexu

Stanoveni a detekci je mozné provadét u imunochemickych metod bud’ ptimo v reakéni smési — ho-
mogenni imunoanalyza, nebo po specifické separaci vytvofeného imunokomplexu — heterogenni
imunoanalyza.

Homogenni imunoanalyzu lze pouzit u metod, kdy navazani protilatky ovlivni znacku, napt. FPIA
(fluorescenéni polarizacni imunoanalyza) vyuziva zpomalené rotace imunokomplexu v roving pola-
rizovaného svétla. Separace imunokomplexti u heterogennich metod je mozna mnoha zptisoby: pre-
cipitacné (PEG u radioimunoanalyzy), odsavanim zbytku reakéni smési u pevné zakotvené protilatky
(ELISA), magneticky, ptipadné adhezi pouzitych ¢astic vazanych na protilatku.

20.2.4 Detekce

Pro vyslednou senzitivitu stanoveni je podstatny kromé kvality pouzité protilatky i zptisob detekce.
Prave podle pouzivané znacky a zplisobu meéfeni signalu se imunoanalytické metody déli nejcastéji
ato na radioimunoanalyzu, enzymoimunoanalyzu, fluoroimunoanalyzu a luminiscenéni imunoana-
Iyzu. Navic existuje fada dalSich metodik, které jsou vazany vétSinou na vyrobce a cely systém ana-
lyzatoru a reagencii a které se stale vyvijeji.

20.2.4.1 Radioimunoanalyza

Je velmi dlouho pouzivanou metodou, ktera svou citlivosti stale ¢asto pfed¢i mnohé automatizované
[ ’ v e v . ~roor 12 sy w ~ .

moderni imunoanalyzy. Jako nejéast&j$i znacka je pouzivan '*’L. Je to y-zafi¢, pologas rozpadu je

60 dni. U n&kterych souprav se uziva °H -, coz je p-zafi¢, ktery ma ale polodas rozpadu pies 12 let

vvvvvv

Radioimunoanalyza je dostupna jak v kompetitivnim uspotadani RIA, tak v sendvicovém
IRMA. Je to metodika narocnd na rucni praci a zkuSenost laborantek, ale také je tieba zohlednit
i veskeré problémy a povinnosti plynouci z prace s radioaktivitou. Jeji nespornou vyhodou je cena,
ktera je u Ceskych souprav vétSinou pfizniva, a nenaro¢nost na slozita zafizeni. Nabidka souprav pro
vySetieni je Sirokd, 1ze tak stanovovat i pomémeé vzacné analyty, které nejsou v nabidce pro automa-
tické analyzatory.

141



20.2.4.2 Enzymoimunoanalyza

Jako znacka je vyuzivan enzym. V heterogenni enzymoimunoanalyze jsou to nejcastéji peroxidasa,
ALP a B-galaktozidasa. Méfeni signalu je zavislé na produktu kone¢né enzymatické reakce. Nejcas-
téji jsou to barevné produkty, ale pouziva se i méteni fluorescence nebo chemiluminiscence. Nejcas-
t&ji pouzivanym pevnym nosi¢em v enzymoimunoanalyze jsou mikrotitracni desticky (8x12 jamek).
Oblibené a velmi snadno proveditelné stanoveni nendro¢né na pouzivanou techniku je zndmé pod
nazvem ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). 1 zde je mozné pouzit oba typy uspofadani,
a to jak kompetitivni, tak sendvicové — viz Obr. 20.2.
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Obr. 20.2: Uspoiddani enzymové imunoanalyzy

Metodika EMIT (Enzyme Multiplied Immunoassay Technique) je uréend pievazné pro
stanoveni 1ékidl. Jedna se o kompetitivni homogenni enzymoimunoanalyzu, kdy analyt soutézi se
stejnym analytem—antigenem z diagnostické soupravy znacenym glukosa-6-fosfatdehydrogenasou
(G6PDH) o protilatku. Vazbou na protilatku klesne aktivita enzymu. Aktivni enzym konvertuje
NAD na NADH, coz umoziiuje spektrofotometrickou detekci. Piivodni koncentrace analytu ve vzor-
ku odpovida nepiimo aktivit¢ enzymu.

20.2.4.3 Fluroimunoanalyza

Pouziva ke znaceni fluorofory, méfi se fluorescence. Je znamo nékolik uspotadani, které uzivaji
firmy v riiznych uzavienych systémech:

DELFIA (Dissociation-enhanced Lanthanide Fluoroimmunoassay), protilatky jsou znaceny
chelaty Eu nebo Sm. Slaba fluorescence je zesilena uvolnénim ionti do prostiedi, Zivotnost fluores-
cence je mnohatisickrat delsi nez u bézné fluorescence, coz se uziva k méfeni.

FPIA (fluorescen¢ni polarizacni imunoanalyza), homogenni kompetitivni metoda, uziva se
ke stanoveni 1ékd. Ke znaceni se uziva fluorescein, méfi se fluorescence emitovana v roviné polari-
zovaného svétla. Velikost signalu je nepiimo imérna koncentraci stanovovaného analytu.

Mezi fluroimunoanalyzu patii i metoda MEIA, ktera uziva ke zna¢eni ALP a jako substrat
4-methyl-umbelliferylfosfat. Po separaci imunochemického komplexu pomoci specifickych mikro-
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Castic se pifi enzymatické reakci uvolni 4-methyl-umbelliferol, jehoz fluorescence se méti. Tato me-
todika je vyuZzivana imunochemickym analyzatorem a umoznuje vySetiovat i pomérné velké soubory
pacientt v kratkém ¢asovém intervalu.

20.2.4.4 Luminiscen¢ni imunoanalyza

Luminiscence je vyuzivana jako neradioaktivni varianta v mnoha analytickych systémech a to i pro
svou vysokou citlivost. Luminofory pouzivané ke znacCeni nemaji interference v biologickém materi-
alu a jsou pomémne stabilni. Jednou z nejcastéji pouzivanych chemiluminiscencnich znacek je akridi-
niovy ester. Ten se v alkalické prostfedi pisobenim peroxidu vodiku rozpada, pficemz se uvolni
svételné kvantum. Signal je zesilen a pfeveden na plivodni koncentraci analytu ve vzorku.

Dalsi Casto uzivanou metodou je elektrochemiluminiscence: Podle uspotfadani metody, kom-
petitivniho nebo sendvic¢ového, jsou protilatka nebo antigen biotinylovany. Dalsi specificka protilatka
je znaGena rutheniovym komplexem (Tris(2,2 -bipyridyl)ruthenium(Il)komplex, [Ru(bpy)s;]*"). Obé
protilatky reaguji se vzorkem za tvorby sendvicového komplexu. Po ptidani mikrocastic, které jsou
potazené streptavidinem, se komplex vaze na pevnou fazi interakci biotinu a streptavidinu. Mikro-
¢astice se zachycuji magnetickym polem na povrchu elektrody. Ptida se substrat TPA (Tripropyla-
min). Pfivedenim napéti na elektrody vznika elektroluminiscen¢ni emise — rutheniovy komplex uvol-
ni na elektrodé elektron za vzniku kationtu [Ru(bpy);]*". Ruthéniovy marker se po luminiscenéni
reakci regeneruje.

Tyto metodiky jsou pouzivany v imunochemickych chemiluminiscen¢nich analyzatorech.
Vzdy jde o samostatnou jednotku, ktera zahrnuje davkovani vzorkl i reagencii, inkubaci, detekci
a automatické vyhodnoceni vysledkll. Analyzator byva urcen k nepietrzittmu provozu, reagencie
ulozené uvnitt maji vlastni chlazeny prostor. Vyrobce dodava veskeré pomocné roztoky, kalibratory
1 spotiebni material, jde o uzavieny analyticky systém. Postup stanoveni je obdobny jako u ostatnich
automatickych analyzatort a plati zde stejna pravidla. Velké analyzatory s chemiluminiscencni de-
tekei jsou vhodné pro laboratoie, ve kterych se analyzuji vétsi pocty vzorkt, protoze vzhledem
k vys$si cené vysSetieni na analyzatoru by se naklady na jedno stanoveni pfi malém poctu analyz ne-
umeérné zvysily. Zavedeni nové metody na velky analyzator je pro vyrobni firmu narocné na Cas
i finance a trva vzdy nékolik let, coz je zietelna nevyhoda oproti metoddm RIA nebo ELISA, které
jsou vyvijeny mnohem rychleji. Obsluha analyzatoru je naro¢na na zkuSenosti, i kdyz nevyzaduje
tolik ru¢ni prace jako ostatni metodiky.

20.2.4.5 Dalsi priklady. TRACE — Time Resolved Amplified Cryptate Emission

Jedna se o homogenni imunoanalyzu, ktera vyuziva kryptaty, slouceniny, které fluorofor (Eu") vazi
v trisdipyridinové ,kleci“. Kryptatem je znacCen antigen nebo protilatka, podle stanovované latky. Na
druhou protilatku je vazan flurofor, ktery je excitovan pfi odlisné vinové délce nez Eu, je to pigment
z ¢ervenych fas. Po inkubaci je imunokomplex excitovan laserem pii 337 nm. Amplifikovana ener-
gie prenesena z kryptatu (donor) na fluorofor (akceptor) je detekovana jako prodlouzeny signal pti
665 nm. Diky ¢asové posunutému cteni nerusi fluorescence piimési ze vzorku. Akceptor nevazany
v imunokomlpexu neni excitovan a tudiz nerusi pfi kone¢ném cteni. Metoda je v uzivaném uzavie-
ném systému mimotadné piesna a vysledky maji vysokou reprodukovatelnost v sérii i v Case.
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20.3 Analyza

20.3.1 Preanalytické vlivy

Pro stanoveni hormont, nadorovych markerd a dalSich analyti stanovovanych imunoanalyzou plati
v podstat¢ stejnd ¢i podobna analyticka pravidla jako u jinych metod v klinické biochemii. Piesto je
vhodné upozornit na nékteré odlisnosti, dané jednak specialnimi preanalytickymi pozadavky na pa-
cienta z pohledu endokrinologie, jako je zptisob odbéru vzorku, jeho zpracovani, transport a uchova-
vani, jednak pozadavky na kvalitu vlastni analyzy. Jedna se o stanoveni vétSinou fadové nizSich
koncentraci analyt nez v klinické biochemii, navic rozmanité chemické podstaty. To vSe ovliviuje
i referencni hodnoty, které se casto mohou liSit s ohledem na pouzitou metodiku ¢i analyzator,
a proto bava doporucovano, aby si laboratof stanovila sva vlastni referen¢ni rozmezi..

Z preanalytickych vlivil tykajicich se pacienta maji v endokrinologii mimofadny vyznam
vék, pohlavi, existence biorytmi, v nékterych ptipadech stres. Vysledek analyzy mohou ovlivnit
i dalsi skutecnosti, jako predchozi zatéz, dieta, alkohol, koufeni a dalsi ndvykové latky, 1éky apod.

20.3.1.1 Vék

Zmény hladin hormonti s vékem jsou dobie znamy piedev§im u sexualnich a prislusnych hypofyzar-
nich hormond, kde jsou fidicimi humoralnimi faktory somatosexualniho vyvoje. Proto je nutné uva-
dét referencni hodnoty vybranych hormontl v zavislosti na véku tak, aby zachytily zejména zlomova
obdobi zivota u obou pohlavi: narozeni, dospivani, dospély v€k az po menopauzu u Zen a stafi.
S vékem se méni i hladiny nékterych diagnosticky vyznamnych metaboliti hormonti (napt. dehydro-
epiandrosteronu a jeho sulfatu DHEA-S nebo 17alfa-hydroxyprogesteronu) a nadorovych markert
(napft. vyssi PSA u starSich muzl bez souvislosti s karcinomem prostaty). Vyznamné vyssi hladiny
v détstvi jsou charakteristické pro ristovy hormon, ale i pro jim fizené rustové faktory, predevsim
pro insulinu podobny rastovy faktor 1 (IGF-1) a jeho vazebné proteiny. S v€kem se méni i hladiny
fady dalSich hormontl, zejména v souvislosti s nartistem degenerativnich zmén ve stafi. K fadovym
zménam hladin hormont pak dochazi v t€hotenstvi.

X.3.1.2 Pohlavi

Hladiny fady hormoni se vyrazné lisi podle pohlavi. Plati to nejen pro sexualni hormony, jejich pre-
kurzory a metabolity, ale napt. i pro prolaktin a pro nékteré ukazatele funkce §titné Zlazy (volny thy-
roxin). Zmény hladin hormont s vékem, zminéné v ptfedchozim odstavci, se u muzi a Zen lisi.

X.3.1.3 Biorytmy

Pro fadu hormonti jsou pfiznacné rytmické zmény hladin béhem dne (cirkadialni rytmy, diurnalni
profily), odrazejici zmény v jejich tvorbé a sekreci. Zdiraznéme na tomto misté rozdil mezi tvorbou,
danou biosyntetickou aktivitou piislusného enzymového vybaveni, a sekreci, danou vyplavenim
hormonii ze sekre¢nich granuli na ptislusny podnét. Diky etdazovému systému fizeni a zpétnovazeb-
nym mechanismiim biorytmy hormont jednotlivych endokrinnich os spolu tzce koreluji. Nejvyraz-
n¢js$i diurnalni rytmus vykazuje kortisol a v mensi mife jeho prekurzory a metabolity a ptislusny
fidici hormon — adrenokortikotropin (ACTH). I u prolaktinu a TSH se hladina méni béhem 24 h.
Dobfie znamym ptikladem zmén béhem noci a dne v zavislosti na fotoperiod¢ je biorytmus melato-
ninu a zmény hladin ristového hormonu v noci a ve dne. Diurnalni vykyvy existuji i u muzskych
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a zenskych sexualnich hormont a gonadotropind a v mensi mife u pfislusnych transportnich protei-
nd. Pro nadorové markery neni Zadna diurnalni variabilita popisovana.

X.3.2 Odbér krve

POzadavky na odbér krve a jeji zpracovani se pro stanoveni vétSiny hormont nelisi od pozadavkd na
veétsinu analytd v klinické biochemii. Zptisob a s ohledem na diurnalni zmény i doba odbéru by mély
byt standardizovany. Sérum ¢i plazma, pokud nejsou zpracovany do 48 hodin, by mély byt sklado-
vany pii —20° C. U peptidovych hormont se nedoporu¢uje opakované zmrazovani vzorku. Vyjimkou
jsou nékteré hormony, pfi jejichz vysetfovani je nutno zajistit specialni podminky pii odbéru a zpra-
covani vzorku, jako napt. odbér krve do ledové tfisté ke stanoveni ACTH, ¢i pro stanoveni plazma-
tické reninové aktivity. Tyto pozadavky jsou obvykle piesné definovany v piibalovém letaku rea-
genéni soupravy u jednotlivych hormont. Nékteré hormony citlivé reaguji na volumetrické zmény
a zalezi zde na poloze odbéru — obecné nizsi hodnoty ziskavame pii odbéru vleze nez v sedé. Typic-
kym ptikladem je aldosteron.

Pro nadorové markery existuje také nekolik preanalytickych doporuceni. Vzorek krve ke
stanoveni NSE musi byt transportovan do laboratote pii 4 °C nejpozdé€ji do 1 hodiny po odbéru, je
tfeba zabranit hemolyze, ktera zvysuje hladiny NSE. Rychlou sepraci séra vyzaduje i vySetifeni PSA,
pro které plati i omezeni jakékoliv manipulace s prostatou pied odbérem, vcetné jizdy na kole. Sliny
a pot nékterych lidi obsahuji vysoké koncentrace CA 19-9 a SCC a pfi manipulaci se vzorkem je
tfeba se vyvarovat kontaminace (napf. kychani, prace bez rukavic).

20.4 Interpretace nalezu

Vysledky vysetfeni hladin hormonti, nadorovych a kardialnich markert, vitamind ¢i 1€ka slouzi 1€ka-

jednotlivych vySetieni.

Hormony: Hladina nékterych hormond (LH, FSH, progesteron, estradiol) je zavisla u Zen na fazi
menstruaéniho cyklu. Denni kolisani hladiny kortizolu by mélo byt zohlednéno riznymi referencni-
mi mezemi pro ranni a odpoledni odbér. VétSina hormonti se dnes stanovuje v séru nebo v plazme,
n¢které 1 ve slinach, plodové vodé a v likvoru. Spektrum hormont stanovovanych v mo¢i je pomérné
malé. Na nékterych pracovistich se jesté stanovuji celkové 17-oxosteroidy a 17-hydroxysteroidy.
Déle se bézné stanovuje volny mocovy kortizol, rutinn€ se v moci stanovuji také katecholaminy
a jejich metabolity. Specialni pracovist¢ stanovuji spektrum steroidnich metabolitd plynovou chro-
matografi.

Nadorové markery: Chemicka charakteristika latek pouzivanych jako nadorové markery je velmi
rtiznorodd, nejéastéji se jedna o proteiny, glykoproteiny, glykolipidy a muciny. Rada z nich ma en-
zymovou nebo endokrinni aktivitu. Tyto latky jsou nachazené v tkani nadoru, nebo v krevnim séru ¢i
jinych biologickych tekutinach pacienta s neoplastickym onemocnénim, jejichz pfitomnost mize
poskytnout informaci o vlastnostech a chovani nadoru. Umoznuje to jejich vyuziti v diagnostice
a vyhledavani malignich onemocnéni a zejména pak pfi stanoveni progndzy a pii monitorovani paci-
entl v priibéhu lécby. Pozitivni ¢i negativni nalez nadorovych markerti mtize byt v nékterych piipa-
dech i soucasti klasifikace nadoru. Maji byt vyuzivany ke sledovani terapie, jediné vySetfeni veétsi-
nou nema valny vyznam. Pravé u nadorového markeru je sledovani dynamiky nezbytné. Mnohdy
i pomalé zvySovani hladiny v ramci referencniho rozmezi miiZze signalizovat navrat choroby a nao-
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pak stabilni hladina na hrané referencnich mezi mtize byt v potadku. Jako screeningové vysetieni se
provadi pouze stanoveni PSA (event. PSA/FPSA) pfi podezfeni na karcinom prostaty u muzi mlad-
Sich nez 70 let.

Kardialni markery: Uzivaji se pro diagnostiku nahlych srde¢nich piihod. Je tieba dobie posoudit
vhodnost vySetieni vzhledem k dobé&, ktera uplynula od zacatku bolesti. Myoglobin je ¢asnym mar-
kerem infarktu myokardu, troponin I dosahuje nejvyssi hladiny az po 12-15 hodinach, ale pretrvava
minimalné 4 dny.

Vitaminy: Hladina vitamint se stanovuje pro kontrolu funkce metabolismu nebo spravné 1éCby.
Vyznamné mize byt i predavkovani nékterym steroidnim vitaminem nebo porucha vstfebavani z po-
travy napf. u vitaminu B12.
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