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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
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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-
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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
Iép