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Nazev disertacni prace: Moderni trendy v upravé vzorkt biologického materidlu

k analyze vybranych biologicky aktivnich latek

Disertacni prace se zabyva stanovenim vybranych 1é¢iv, jejich metaboliti a
dalSich biologicky aktivnich latek v biologickém materialu. Tato oblast instrumentalni
analyzy se dostavd v poslednich letech do popfedi zajmu, zejména z diavodu
monitorovani a optimalizace 1é€by s cilem dosdhnout individualné co nejefektivné;si
terapie s minimem nezadoucich vedlejSich uc¢inki, ¢1 z divoda toxikologickych.

Prace se sousttedila na celou analytickou f4zi laboratorniho vySetfeni, tzn. nejen
na vyvoj a validaci chromatografickych metod pro stanoveni cilovych analytl, ale
zejména na piipravu vzorku biologického materidlu pfed vlastni analyzou. Tato faze je
pro samotné stanoveni analytl z biologického materidlu naprosto nezbytna, nebot
urcuje nejen spravnost vysledku laboratorniho vySetieni, ale také zivotnost analytické
instrumentace, zvlasté chromatografickych kolon. V soucasné dobé se stile nejvice
pouzivaji k ptipravé vzorku k analyze tradicni extrakéni techniky LLE a SPE, kter¢ jsou
vSak velice pracné, obtizné¢ automatizovatelné, ¢asové narocné, s vysokou spotiebou
vzorku a organickych rozpoustédel. Proto se v soucasné dobé vyviji mnoho novych
technik ptipravy vzorku k analyze, které eliminuji vySe uvedené nedostatky.

Teoretickd C¢ast této disertatni prace se vuvodu zabyva rlznymi pre-
analytickymi vlivy, které mohou vyznamné ovlivnit vysledek analyzy. Vliv pre-
analytické faze na vysledek laboratorniho vySetteni je Casto opomijen, piestoze se jedna
o oblast, kde mlize vzniknout obrovské mnozstvi chyb, které mohou vysledek ovlivnit
zcela zasadné.

Dale se teoreticka ¢ast vénuje technikdm ptipravy vzorku k analyze, na jejichz

provedeni je spravnost vysledku opét vyrazné zavisld. Jsou zde popsany nejCastéji



ABSTRAKT

pouzivané tradi¢ni techniky pfipravy vzorku, hlavni pozornost je vSak vénovana
modernim extrakénim technikam, které se rozvijeji v poslednich letech a které vedou
k plné automatizaci, miniaturizaci a urychleni piipravy vzorku pied analyzou.

Dilezitou soucasti této disertatni prace je vypracovand reSerSni publikace
tykajici se vyuziti modernich extrakénich sorbentdi, tzv. materidli s omezenym
ptistupem (RAM), umoznujicich on-line extrakci pfimo v chromatografickém zatizeni a
techniky pfepinani kolon v HPLC analyze biologicky aktivnich latek v komplexnich
matricich.

Experimentalni ¢ast disertacni prace je rozdélena do dvou tematickych celkt.
Prvni se vénuje problematice stanoveni vitaminu A a vitaminu E v biologickém
materidlu. Byla vyvinuta a validovana HPLC metoda s UV detekci a s on-line extrakci
probihajici pfimo v chromatografickém systému na specidlnich extrakénich sorbentech,
tzv. RAM, zapojenych do systému technikou pfepinani kolon (CSW) pro soucasné
stanoveni vitaminu A a vitaminu E v plazmé a v séru.

Druhy okruh experimentélni Casti se zabyva problematikou chromatografického
stanoveni statinli a jejich metabolitil v séru a v jednotlivych lipoproteinovych frakcich.
Zde byly publikovany dva clanky. Prvni recenzovany se tykd pocatki vyvoje
chromatografickych metod pro stanoveni statini na nasem pracovisti, druhy
impaktovany se zabyva vyvojem a validaci UPLC-MS/MS metody pro soucasné
stanoveni simvastatinu, atorvastatinu, jejich metaboliti a laktonovych forem
v biologickém materidlu po predchozi SPE.

Vsechny vyvinuté metody jsou detailné popsany v publikovanych pracich. Jejich
plna znéni jsou uvedena v ptilohdch a jsou doplnéna kratkym komentafem v kapitole

,»Vysledky a diskuze*.
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Title of Doctoral Thesis: Modern Trends in Sample Preparation of Biological Material

for Analysis of Selected Biologically Active Compounds

This doctoral thesis deals with the determination of selected drugs, their
metabolites and other biologically active substances in biological materials. This area of
instrumental analysis turns out to be very attractive recently. The reason for this is the
need to monitor and optimise treatment and the goal is to achieve the most effective
therapy with minimum side effects of drugs for every individual; there are also
toxicological reasons.

The thesis concentrates on the entire analytical phase of laboratory screening,
1.e. not just on development and validation of chromatographical methods of analysis,
but also (and especially) on preparation of biological samples prior to the actual
analysis. This phase is crucial for analytes assessment, since it determines not only
correct results of the laboratory examination, but also influences the lifespan of
laboratory equipment, especially chromatographic columns. These days mostly
traditional Liquid-Liquid Extraction (LLE) and Solid-Phase Extraction (SPE) methods
are used during samples preparation. These are very work-intensive, time-consuming
and difficult to automate. They also have high consumption of organical solvents as
well as the actual sample material. To eliminate the above mentioned drawbacks many
new sample preparation methods are being developed recently.

The introduction of the theoretical part of this thesis deals with various pre-
analytical influences, which can significantly impact the result of the analysis. There is
often lack of attention paid to pre-analytical phase of laboratory examination, despite
the fact that this is the point, where enormous amount of errors can occur. These errors

can have harsh influence on the outcome of the analysis.



ABSTRACT

Further on the theoretical part focuses on sample preparation techniques — their
execution can again influence the correct result significantly. Traditional methods are
described, however most attention is paid to modern extraction techniques. These are
developing rapidly in the past few years and lead to full automation, miniaturization and
minimalization of pre-analysis lead time.

Important part of this doctoral thesis is a published article related to the use of
modern extraction sorbents, so-called Restricted-Access Materials (RAM), which allow
on-line extraction directly in the chromatographic equipment and also column-switching
technique in high-performance liquid chromatography (HPLC) analysis of biologically
active substances in complex matrices.

Experimantal part of this doctoral thesis is divided into two parts. First deals
with matters of vitamin A and vitamin E detection in biological material. HPLC method
with UV detection and on-line extraction has been developed and validated. The
extraction takes place directly in the chromatographical system on special RAM
extraction sorbents, which are included in the system using column-switching technique
(CSW). This allows vitamin A and vitamin E to be determined simultaneously in both
plasma and serum.

Second topic of the experimental part deals with the matters of chromatographic
determination of statins and their metabolites in serum and in particular lipoprotein
fractions. Two articles have been published on this topic. First one describes the
beginning of development of chromatographic methods for the determination of statins
in our laboratory. Second one deals with the development and validation of Ultra-
Performance Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry Method (UPLC-
MS/MS) for simultaneous determination of simvastatin, atorvastatin, their metabolites
and lacton forms in biological material after prior SPE.

All developed methods are described thoroughly in previously published
articles. Their full wording is included under appendices and short commentary can be

found in the chapter ,,Results and Discussion®.



SEZNAM ZKRATEK

SEZNAM ZKRATEK

ACD kysely citrat s dextro6zou

ACN acetonitril

ACP kysela fosfataza

ADS alkyl-diol-silika

AFP al-fetoprotein

AGP a-glykoprotein

ALP alkalicka fosfataza

ALT alaninaminotransferaza

AST aspartataminotransferaza

BIN barrel insert and needle assembly

C18 oktadecyl

C2 ethyl

C4 butyl

C8 oktyl

CE kapilarni elektroforéza

CFME mikroextrakce v kontinualnim toku

CIAME cold-induced aggregation microextraction

CSp chirdlni stacionarni faze

CSW technika pfepinani kolon

DI- direct-immersion

DLLME mikroextrakce zalozena na tvorb¢ disperzniho
systému

DNA deoxyribonukleova kyselina

ESI ionizace elektrosprejem

FIA prutokova injekéni analyza

FN fakultni nemocnice

GC plynova chromatografie

GFF tripeptid glycin-fenylalanin-fenylalanin

HCG lidsky choriovy gonadotropin

HDL vysokodenzitni lipoprotein

HF-LPME | mikroextrakce vyuzivajici duté vlakno

HPLC vysokoucinnd kapalinova chromatografie
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HS- headspace

IAE imunoafinitni extrakce

IDL lipoprotein o stfedni denzité

IF impakt faktor

IL ionic liquid

ISRP materialy s vnitinim hydrofobnim povrchem
ISs imunosorbenty

IT-SPME mikroextrakce v kapilarnich kolonach

K3EDTA draselna stl ethylendiamintetraoctové kyseliny

LC kapalinova chromatografie
LD laktatdehydrogenaza

LDL nizkodenzitni lipoprotein
LLE extrakce kapalnou fazi

LLLME liquid-liquid-liquid microextraction

LLME mikroextrakce kapalnou fazi
LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace

LPS materidly s velkymi Casticemi
LSD diethylamid kyseliny lysergové
MA-DVB | metakrylat-divinylbenzen
MEPS mikroextrakce tuhou fazi

MIPs molekuldrné vtisténé polymery
MS hmotnostni spektrometrie
PDMS polydimethylsiloxan

PMA polymetakrylat

PMME polymer monolith microextraction

PS-DVB polystyren-divinylbenzen

RAM materidly s omezenym ptistupem
RCF relativni centrifugacni sila

RNA ribonukleova kyselina

RP reverzni faze

SALLE extrakce vysolovanim

SBSE sorp¢ni extrakce na michadle
SDME mikroextrakce jednou kapkou




SEZNAM ZKRATEK

SDS dodecylsulfat sodny

SFO solidification of floating organic drop
SHP stinéné hydrofobni faze

SIA sekvencni injek¢ni analyza

SLM supported liquid membrane

SLP spravna laboratorni praxe

SP1-beta betal-téhotensky specificky glykoprotein

SPDE dynamickd extrakce na pevnou fazi

SPE extrakce na pevnou fazi

SPME mikroextrakce na pevnou fazi

SPS semipermeabilni povrchy

TAT celkovy Cas analyzy

TFC chromatografie s vifivym tokem

uv ultrafialova spektrofotometrie

UPLC ultra vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
VLDL velmi nizkodenzitni lipoprotein

XDS exchange-diol-silica
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UvoD

UvOoD

Trendem instrumentalni analyzy poslednich let je stanovovani hladin 1é¢iv,
jejich metaboliti a dalSich biologicky aktivnich latek v biologickém materialu, zejména
v té€lnich tekutindch, jako jsou plazma, sérum, plna krev, moc¢, sliny, mozkomis$ni mok a
dalsi.

Stanoveni hladin biologicky aktivnich latek v biologickém materidlu ma spoustu
vyuziti. Zejména je to sledovani lékovych hladin v pribéhu terapie, tzv. terapeutické
monitorovani 1¢kt, jehoz cilem je urcit spravny rezim davkovani 1¢kii, dosdhnout jejich
optimélni uc¢inné koncentrace, zabranit vzniku toxickych vedlejSich u¢inkli, moznost
sledovat plynule zmény v pritbéhu terapie a ptizpusobit ji aktudlnimu stavu pacienta.
Dalsi oblasti je toxikologie, kde je potfeba rychle stanovit hladiny navykovych latek
v organismu €1 hladiny 1é¢iv v ptipad€ jejich predavkovani. Dale je moZné sledovat
pritomnost a koncentrace riznych endogennich latek béhem fyziologickych ¢i
patologickych stavii.

Pro stanoveni téchto latek se nejastéji pouzivaji chromatografické separaéni
techniky jako HPLC a GC, které umoziiuji v ramci jedné analyzy separaci, identifikaci a
stanoveni smési latek. Tyto metody jsou vSak velice citlivé na predapravu vzorku pied
vlastni analyzou. Biologicky material je zpravidla velice slozitd komplexni smés
navzajem se ovlivitujicich slozek, ktera obsahuje spoustu balastnich latek (zejména
proteintl), jejichz pfitomnost ve vySetfovaném vzorku je neslucitelna
s chromatografickymi metodami. Proto je pfiprava vzorkll vétSiny biologickych
materidlli pfed analyzou nezbytnd a vyrazné ovliviuje vysledek stanoveni 1 Zivotnost
chromatografickych kolon.

Dosud nejpouzivanéjSimi technikami ptfipravy vzorku k analyze jsou tradi¢ni
extrakéni techniky LLE a SPE. Tyto techniky jsou vSak velice pracné, ¢asové narocné,
obtizné¢ automatizovatelné, spottebovavaji velké objemy vzorkd 1 organickych
rozpoustédel, vznikéd pti nich velké mnozstvi toxického odpadu, obsahuji velky pocet
krokti, pfi kterych hrozi chyba analytika. Ptiprava vzorku k analyze zabird s pouzitim
téchto technik az 70 % jejiho celkového Casu, proto se zde objevuji obdobné trendy jako
u chromatografickych metod, tzn. zkraceni doby trvani, snizeni spotieby vzorku a
organickych rozpoustédel, sniZzeni ndkladli na analyzu, plnd automatizace celé¢ho

procesu, zvyseni U¢innosti a selektivity.
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Trendem poslednich let v upravé vzorku k analyze je také vyuziti tzv. on-line
extrakce, tedy extrakce probihajici na specidlnich predkolonich ptimo
v chromatografickém systému. Nejcastéji se k tomu pouzivaji extrakéni predkolony
plnéné RAM ¢i LPS, zapojené do HPLC technikou piepinani kolon pies vicecestny
prepinaci ventil. Tyto sorbenty byly vyvinuty specialné pro nastfik predem
neupravenych vzorkil biologickych materiali. Vzorek je nadavkovan autosamplerem do
proudu promyvaci mobilni fidze. Na extrakéni pifedkoloné¢ dojde k zachyceni a
zakoncentrovani malych molekul stanovovanych analytl, zatimco vysokomolekularni
balastni latky jsou vymyty do odpadu. Nasleduje pifepnuti piepinaciho ventilu a
zadrzené analyty jsou analytickou mobilni f4zi pfeneseny na separacni kolonu, kde
dojde k jejich separaci. Nasleduje detekce separovanych analyth v detektoru. Tyto
moderni extrakéni pfedkolony umoznujici on-line extrakci ptimo v chromatografickém
systému spliuji témét vSechny soucasné pozadavky na piipravu vzorku k analyze,
hlavné jeji vysokou rychlost, plnou automatizaci, vysokou vytéZnost a nizkou cenu a

jsou tedy vhodné pro ptipravu zejména velkych sérii vzorkl k analyze.
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Hlavnim cilem experimentalni casti disertacni prace byl vyvoj, optimalizace a
validace HPLC metod pro stanoveni 1éCiv, jejich metabolith a dalSich biologicky
aktivnich latek v biologickém materidlu, zejména v séru a v plazm¢. Nedilnou soucasti
metod byl vyvoj a optimalizace technik ptipravy vzorku pted vlastni chromatografickou
analyzou, se zaméfenim hlavné na SPE a on-line extrakce pfimo v chromatografickém
systému pomoci specidlnich extrakénich predkolon plnénych RAM, zapojenych do
HPLC s technikou ptepinani kolon (CSW).

Pfedmétem prvni Casti disertatni prace bylo sumarizovat vSechny mozné
preanalytické vlivy na vysledek laboratorniho vySetieni, od pfipravy pacienta na odbér
vzorku biologického materidlu, pfes samotny odbér, transport vzorku do laboratote, az
po prvni zpracovani vzorku pied analyzou. Dale pak podat ptehled a zdkladni informace
o nejcastéji pouzivanych tradicnich technikach ptipravy vzorku biologického materidlu
k analyze, zejména vSak o modernich extrakénich technikach, spliujicich vSechny
soucasné naroky moderni instrumentalni analyzy.

Druhé, experimentalni ¢ast, byla rozdélena podle typu stanovovanych analytl a
podle techniky ptipravy vzorkil biologického materidlu na dva tematické okruhy.

Cilem prvniho bylo vyvinout a validovat metodu pro soucasné stanoveni
vitaminu A a vitaminu E v biologickém materidlu (plazma, sérum) s vyuZitim on-line
extrakce pifimo v HPLC systému, pouzivajicim moderni extrakéni pfedkolony plnéné
RAM, zapojené do systému technikou ptepindni kolon.

Cilem druhého tematického okruhu experimentadlni ¢asti disertac¢ni prace bylo
vyvinout a validovat metodu pro soucasné stanoveni statinti (simvastatinu, atorvastatinu
a jejich biologicky aktivnich metabolitil) v séru a v jednotlivych lipoproteinovych

frakcich s vyuzitim tradi¢ni SPE k ptipravé vzorka pied analyzou.
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1. Preanalytické vlivy na vysledek laboratorniho
vySetieni

Vysledky laboratornich vySetteni jsou pro I€kare dilezité v prvé fadé k tcelim
diagnostickym, nesporny vyznam vSak maji také pii sledovani pribéhu nemoci,
monitorovani 1€¢by, urCovani progndézy onemocnéni, ale i1 v preventivnich ¢i
screeningovych programech. Dle Zimy (1) je az 70 % Iékatskych rozhodnuti u
hospitalizovanych pacienti v USA wucinéno na zikladé¢ vysledku laboratorniho
vysetfeni. V. CR podobna statistika dosud provedena nebyla, daji se vSak ocekavat
podobné vysledky. Pro ziskani spravného vysledku je vSak nezbytné respektovat urcita
pravidla, nebot’ existuje obrovské mnozstvi faktort, které mohou vyrazné ovlivnit
ziskany vysledek (2).

Pti indikaci laboratorniho vySetfeni musi 1ékat vzdy peclivé zvazit jeho piinos.
Prakticky kazdé laboratorni vysetteni (zejména odbér materialu) nese urcité riziko pro
pacienta, coz nesmi byt opomijeno. VySetfeni je nutné volit v ur€itém algoritmu a
vybirat ta co nejvice specificka pro dany problém. Z hlediska indikace vySetfeni a jeho
piipadného opakovani hraje podstatnou roli znalost charakteristiky vySetfovaného
analytu, ptfedevS§im jeho biologicky polocCas, rychlost syntézy nebo degradace pii
patologickém procesu (1).

Celkovou dobu kazdého laboratorniho vySetieni, tzn. Cas od ordinace l¢karem az
po obdrzeni vysledku z laboratofe, mizeme rozdélit na tfi jednotlivé faze:
preanalytickou, analytickou a postanalytickou. Preanalytickd faze laboratorniho
vySetteni je definovana jako soubor postupti a operaci od indikace vySetieni po zahéjeni
analyzovani vzorku, tzn. Ze zahrnuje pfipravu vySetifované osoby na odbér, vlastni
odbér biologického materidlu, uchovani a transport biologického materidlu do
laboratote a pfipadné uchovani materidlu v laboratofi ¢i jeho ptipravu pred samotnym
vySetfenim. Analytickd faze se zabyva samoziejm& samotnou analyzou vzorku,
postanalyticka fdze zejména spravnou interpretaci ziskanych vysledku (3, 4).

K ovlivnéni vysledku laboratorniho vySetfeni mtize dojit béhem vsech tii fazi.

v v s

bude probréna podrobné&ji. Na rozdil od analyzy vzorku, kterd se fidi zasadami spravné
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laboratorni praxe (SLP) a je kontrolovana systémem kontroly kvality (interni, externi),
je vliv preanalytickych faktori méné znadmy a také méné kontrolovany, nicméné také
muze vysledek ovlivnit zasadnim zpisobem. Riziko ovlivnéni vysledku v preanalytické
fazi vzrasta také z diivodu, ze se jednd o Casové nejdelsi fazi (viz obr. 1) na které se

podili velké mnoZzstvi persondlu - 1€kat, sestra, sanitar, laborant (5).

The Preanalytical Phase in the Diagnostic Process

Ward / Practice

Send 3,7%
B,

Postanalytical Phase Preanalytical Phase

Laboratory / outside Laboratory
13,6% 7 20,2%

Analytical
Phase
25,1%

Preanalytical
Phase  37,1%
Guder, 1993 Laboratory Laboratory

Obr. 1 Doba trvani jednotlivych fazi laboratorniho vySetfeni - primérné hodnoty (2)

Snahou této kapitoly je vytvofit prehled preanalytickych vlivii a ukézat, jak
vyrazné¢ mohou ovlivnit vysledek laboratorniho vySetfeni. Tyto vlivy mohou zptsobit
bud’ naméfeni zcela chybné hodnoty, kterd u pacienta ve skutecnosti neni (chybny
vysledek), nebo mize byt hodnota naméfena ve vzorku spravng, presto se ale 1i$i od
ocekavaného vysledku (napf. chybny odbér). Kdybychom nevzali v Givahu preanalytické
ovlivnéni vysledku, doSlo by i v tomto pfipadé k jeho nespravné interpretaci (4).

V preanalytické fazi mohou vysledek ovlivnit nasledujici faktory:

* osoba pacienta;

» 0dbér vzorku biologického materialu;

* transport vzorku;

* uchovavani vzorku pted analyzou;

 ptiprava vzorku ke zpracovani.

1.1. Osoba pacienta

Pod pojmem “osoba pacienta se skryvaji jak faktory, které nelze ovlivnit, ale
pii1 spravném hodnoceni vysledku je tieba vzit je v tvahu, ale také faktory, které jsou ve
vetsing piipadi ovlivnitelné a jejichz vliv na vysledek laboratorniho vySetteni lze elimi-

novat vhodnou pfipravou pacienta na odbér (5).
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1.1.1. Faktory neovlivnitelné

Mezi neovlivnitelné faktory patii pohlavi pacienta, jeho v&k, rasa, etnicka ¢i
socidlni skupina, biologické cykly, gravidita, soucasné probihajici jind nemoc, v tvahu
je potieba vzit také biologicky poloc¢as stanovované latky a v neposledni fadé je to také
zpusob stanoveni referen¢nich hodnot, ktery je zalozen na principech pravdépodobnosti,
coz vede k tomu, ze az 5 % zdravych jedinci ma hodnoty lezici mimo referen¢ni

rozmezi. Jednotlivé faktory zde budou probrany podrobnéji.

1.1.1.1. Pohlavi

Pfed dosaZzenim puberty jsou rozdily hodnot laboratornich vySetfeni mezi
divkami a chlapci minimalni. Také u dospélych je vétSina vysledkl laboratornich testa
na pohlavi nezavisla, nicméné existuji metody, u kterych se referen¢ni rozmezi u Zen a
muzi 1i8i. Nejednd se samoziejme pouze o aktivitu pohlavnich hormont, zndmé jsou
také rozdily napf. v parametrech Cerveného krevniho obrazu, v aktivité nékterych
enzymt, v koncentraci kyseliny mocové, mocoviny, ferritinu ¢i zeleza. U vétSiny téchto
parametri plati, ze muzi maji o néco vyss§i primérné normalni hodnoty nez zeny.
Ptestoze rozdily nejsou zpravidla velké, je nutné je pro spravnou interpretaci vysledkt
znat. Obr. 2 ukazuje procentudlni odchylky hodnoty horni referenéni meze vybranych

biochemickych parametrii u muzl a zen (3, 4, 5, 6).

kreatinin

Y-glutamyltransferdza

17-hydroxysteroidy

17-ketosteroidy

HDL-cholesterol

celkovy cholesterol

kreatinkindza

kyselina mocové

zelezo

-20 0 20 40 60 80

(%)
Obr. 2 Rozdily hornich referen¢nich mezi vybranych biochemickych parametrii podle pohlavi (sloupce
znamenaji odchylky u muzt vzhledem k hodnotam u zen) (4)
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1.1.1.2. Rasa, etnicka ¢i socialni skupina obyvatel

Mezi jednotlivymi rasami se objevuji drobné rozdily u né€kterych metabolickych
drah, které¢ jsou dany napt. odliSnou enzymatickou aktivitou. Napf. Cerno$i maji az
dvojnasobnou aktivitu kreatinkindzy, asiaté vyS$i aktivitu slinné amylazy, ¢i naopak
niz8i aktivitu alkoholdehydrogendzy apod. Ptislusnici etnickych skupin se mohou liSit
frekvenci vyskytu urcitych geni (mutaci) a tim padem 1 dédi¢nych metabolickych
poruch ¢i odliSnou cetnosti vyskytu nékterych onemocnéni. Stejné tak se musi liSit
hodnoty referencnich mezi konkrétnich laboratornich vySetfeni. Mimoto mohou byt
hodnoty nékterych laboratornich vySetfeni ovlivnény také stravovacimi navyky

typickymi pro urcitou etnickou ¢i dokonce socialni skupinu obyvatel (3, 4, 5).

1.1.1.3. Vék

V¢Ek hraje také vyznamnou roli ve spravné interpretaci vysledka laboratornich
vysetfeni. Rada biochemickych pochodii v organismu se v uréitych fazich vyvoje méni.
Vyrazné rozdily se nachdzeji zejména u novorozencli a malych kojenct. Vétsina testil
ma 1 v détském veéku jiné hranice referenéniho rozmezi nez dospéli (viz obr. 3). Nizsi
hodnoty dusikatych kataboliti jsou pfi¢inou pozitivni dusikové bilance rostouciho
organismu. Vys$i jsou naopak aktivity kyselé¢ a alkalické fosfatdzy a koncentrace
anorganického fosforu jako vyraz tvorby kostni tkdn¢; dale hodnoty hemoglobinu, poctu
erytrocytl a hematokrit, charakterizujici cervenou krevni fadu. Vysledky nékterych

laboratornich testli (napf. clearance kreatininu) je nutné u déti korigovat podle

hmotnosti nebo Iépe povrchu téla.

fosfor
anorganicky

ALP

ACP

cholesterol

triacylglyceroly

kyselina
mocovd

kreatinin

urea

B

-100 -50 0 50 100 150 200
(%)

Obr. 3 Priklady biochemickych parametrti s odlisnou horni referen¢ni mezi v détském véku (za zaklad
zvoleny hodnoty u dospélych) (4)

19



TEORETICKA CAST

Aktivita ALP je vysokd v détstvi, maxima dosahuje v obdobi 10 - 16 let véku,
pak jeji hodnoty prudce klesaji. Vysoké hodnoty v puberté jsou dany piedevSim
vyvojem skeletu, zatimco takto vysoké hodnoty napi. ve véku 40 nebo 50 let by
znamenaly patologicky ndlez. Ferritin je vyrazné niz$i u zen ve fertilnim véku nez u
muzi, s pribyvajicim vékem se vSak zvySuje nékdy az na hodnoty muzské populace.

Tyto zmény jsou dany fyziologickymi ztratami Zeleza u fertilnich Zen (3, 4, 5).

1.1.1.4. Biologické cykly (cyklické zmény)

Neékteré latky v lidském organismu podléhaji chronobiologickym vliviim jak
linearnim (v€k), tak cyklickym. Z cyklickych jsou nejvice prostudovany zmény denni
(tzv. cirkadianni, diurnalni) a biologické - napt. menstruacni cyklus, u kterého jsou v
mésicnim rytmu vylu€ovany Zenské pohlavni hormony. O cyklech sezonnich je v
soucasné dob¢ pouze malo poznatkl, ale jsou zndmy udaje o nékterych zménach napt. v
aktivit¢ aminotransferaz ¢i hladin€ triacylglycerolti, které v pribéhu ro¢nich obdobi
maji svd maxima a minima s vychylkou vice nez 5 % (3, 5, 7).

NejznaméjS$im piikladem je denni cyklus kortizolu s maximem v rannich

hodinach a vecernim minimem s moznou odchylkou az 250 %, viz obr. 4 (4, 7).

P-kortizol (ymol/l)
400

200 A

0 T T T T
0 6 12 18 24 h

Obr. 4 Diurnalni rytmus v sekreci kortizolu - zmény jeho koncentrace v plazmé v pribéhu dne (4)

Cirkadidannim zméndm nepodléhaji jen hormony jako testosteron, prolaktin,
tyroxin; enzymy aspartataminotransferaza, alaninaminotransferaza, laktatdehydrogendza
¢1 alkalickd fosfatdza, ale také bézné analyty, jako je napt. zelezo (zména az 50 %),

draseln¢ ionty, urea, kreatinin, anorganicky fosfor ¢i hemoglobin a dalsi, viz tabulka 1.

20



TEORETICKA CAST

Tab. 1 Priklady vybranych laboratornich metod, jejichz vysledky podléhaji diurnalnimu rytmu (4)

Analyt Maximum Minimum Rozdil v % Pricina

kreatinin vecer rano az 50 fyzicka aktivita

glomerularni filtrace [rano vecer az 80 obéhové zmény

Zelezo 6-9h 22-24 h 25 (az 100) neznama; nékdy inverzni
rytmus

celkova bilkovina rano veCer az 30 hemokoncentrace rano

hemoglobin rano vecer 15-30 hemokoncentrace rano

draslik 6-9h 18-24 h 10 neznama

anorganicky fosfor |6-9 h 20-24 h 15 neznama

1.1.1.5. Gravidita

Téehotenstvi vyrazné ovlivituje fadu biochemickych déjli, zejména hormonalnimi
vlivy. Dochazi napt. ke zvySeni hladiny plazmatickych transportnich proteind,
hemodiluci s poklesem celkové bilkoviny, albuminu, hemoglobinu), zvySeni télesné¢ho
objemu a glomerularni filtrace s poklesem koncentrace kreatininu a mocoviny v séru,
snizeni Zeleza, ferritinu, zvySeni proteinli akutni faze. Zejména v poslednim trimestru
stoupd koncentrace cholesterolu. Navic se béhem gravidity v krvi, pfip. v mo¢i matky
objevuji bilkoviny a dalsi latky produkované trofoblastem nebo organy plodu, hlavné
lidsky choriovy gonadotropin (hCG), betal-té¢hotensky specificky glykoprotein (SP1-
beta), alfal-fetoprotein (AFP), placentarni alkalickd fosfatdza, estrogeny a jejich
metabolity atd. (3, 4, 5, 6).

Fyziologickych zmén, kterd nastdvaji v prubchu téhotenstvi je samoziejmé
podstatné vice, zde je uvedeno pouze nékolik ilustrativnich ptikladd. Dulezité vsak je,
aby Iékat vliv téhotenstvi na vysledek laboratorniho vySetfeni znal a zohlednil jej v

interpretaci.

1.1.1.6. Soucasné probihajici jina nemoc

Vysledky laboratornich vySetfeni mohou byt ovlivnény také jinou soucasné
probihajici chorobou ¢i lécbou, nez pro kterou je nemocny vySetfovan. To byva
problémem zejména u pacientll v akutnim stavu, kdy casto chybi tidaje o pacientovi.
Lékat pak musi feSit akutni stav, ktery Casto s chronickym onemocnénim nesouvisi,

aniz by védél, jakym jesté onemocnénim pacient trpi a jak se 1&¢i.
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Ptikladem mulize byt napt. krvacejici pacient po autonehod¢ v bezvédomi, ktery
ma prodlouzené zakladni koagulacni testy. Lékat z téchto vysledkil tézko poznd, zda
pacient neuziva dlouhodob¢ antikoagula¢ni 1€cbu ¢i zda se nejedna o hemofilika, nebo
jestli vysledky odpovidaji stavu krvaceni. U pacienta s chronickou aktivni hepatopatii je
zase pomér aminotransferaz podobny jako u infarktu myokardu; u pacienta s aktivni
revmatoidni artritidou je vyrazné¢ zvySena hodnota C-reaktivniho proteinu ¢i
antistreptolyzinu O jako u nékterych angin atd. (4, 5).

V takovych ptipadech miize vést pozitivita uvedenych testli pii neznalosti

zékladniho onemocnéni k chybnym zavérim a k zahajeni nespravné terapie.

1.1.1.7. Biologicky polo¢as stanovované latky

V ptipadé¢ akutnich nebo rychle se ménicich stavii je nutné vzit v tvahu
biologicky polocas stanovované latky. Znalost rychlosti metabolismu latek v organismu
je dilezitd zejména v toxikologii a pi1 monitorovani hladin 1€ki. Zde je pozdé odebrany
materidl v podstaté zbytecné vysetfovat, nebot’ ziskané hodnoty budou zkreslené a
v nékterych piipadech GpIn€ nepouzitelné (8, 9).

Prikladem miiZze byt rozdil ve vysetfovani dlouhodobé a kratké malnutrice. Tu
dlouhodobou lze sledovat jakymkoli bilkovinnym reaktantem napi. albuminem s
relativné dlouhym biologickym polocasem, zatimco kratkodobou miiZeme pozorovat
pouze pomoci bilkovin s kratkym biologickym polo¢asem (napf. transferin,
prealbumin). Biologicky poloCas stanovované latky, resp. doba od poziti dané latky je

rozhodujici u vSech toxikologickych vySetieni (4).

1.1.1.8. Zpisob stanoveni referen¢nich hodnot

Stanoveni referencnich mezi laboratornich vySetfeni se provadi zméfenim
daného parametru u vybrané referen¢ni skupiny zdravych dobrovolniki. Namétena data
jsou statisticky vyhodnocena na principu pravdépodobnosti (vétSinou 95 %), coz
znamena, ze az 5 % zdravych jedinci ma hodnotu sledovaného parametru mimo toto
stanovené referencni rozmezi, ptestoze jsou zdravi (4).

Proto je chybou Ilékaife povazovat vSechny hodnoty lezici mimo uvedené
referencni rozmezi za patologické, nebot az 5 % zdravych osob milze mit naméfené

vysledky mimo referenéni rozmezi, tudiz se jednd o vysledky falesSné pozitivni.
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1.1.2. Faktory ovlivnitelné

Vsechny nize uvedené faktory nejsou samoziejmé ovlivnitelné ve vSech
ptipadech. TéZko bude napiiklad pacient v akutnim stavu pfed odbérem lac¢nit,
dostateCn¢ hydratovat €1 v télesném klidu. Stejné tak nikdy nelze zcela odstranit
psychicky stres pfed odbérem ¢i u silného kutfaka vliv koufeni. Obézni Clovek takeé
najednou nezhubne. N¢které I€ky ovliviujici vysledek testu musi brat pacient
dlouhodob¢ a nelze je tedy pred vySetienim vysadit ¢i nahradit l€ky jinymi, které

vysledek vysetfeni neovlivni.

1.1.2.1. Hmotnost organismu

Hmotnost organismu ma vliv na koncentrace nckterych analyti zménou
distribu¢nich objemt. S obezitou pozitivné koreluje napt. koncentrace cholesterolu a
lipoproteinil (zejména LDL), triacylglycerold, kyseliny mocové, kortizolu €1 inzulinu (3,

4,5).

1.1.2.2. Fyzicka aktivita (zatéz)

Fyzicka aktivita ma vliv zejména na sloZeni télnich tekutin, velikost téchto zmén
vSak zavisi na jeji délce, intenzité a na trénovanosti jedince. Zatimco akutni silova a
vycerpavajici zatéz zvySuje anaerobni metabolismus, vytrvalostni zat€z metabolismus
aerobni. Zaroven je tfeba si uvédomit, ze velkd fyzickd namaha je pro kazdého jedince
jind, napt. pro ortopnoického pacienta je to zvySené dechové usili, mize to byt kieCovy
stav ad. (3).

Béhem zatéze dochazi k pfesunu tekutin z intravazalniho do intersticialniho
prostoru, ¢imZ dochdzi k hemokoncentraci, v séru stoupd koncentrace celkové
bilkoviny, latek vazanych na bilkoviny, zvySuje se koncentrace hemoglobinu a hodnota
hematokritu. ZvySuje se utilizace substrath - glykémie zpocatku nepatrné stoupd, po
delsi zatézi po vycCerpani glykogenovych zasob klesd, rovnéz klesd koncentrace
triacylglyceroli a celkového cholesterolu, naopak se zvySuje koncentrace volnych
mastnych kyselin. ZvySuje se sekrece inzulinu a aktivita enzymi souvisejicich s
¢innosti  svalii  (kreatinkindzy, aspartataminotransferazy, laktatdehydrogenazy),
koncentrace myoglobinu a bilirubinu. Dlouhotrvajici aktivita vede k hypoglykémii,
vlivem zvySeného anaerobniho metabolismu stoupd koncentrace laktatu v krvi a klesa

hodnota pH. Z diivodu centralizace krevniho obéhu klesa clearance kreatininu a stoupa
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mocovina. Také dochazi ke stimulaci sekrece kortizolu s naruSenim jeho diurnalniho
cyklu. Méni se koncentrace mnoha hormonti (4, 10).

Po skonceni zatéze dochdzi k postupné normalizaci hodnot riznou rychlosti.
Zatimco napf. kreatinkinaza klesne na ptivodni hodnoty za 3-5 dni, koncentrace laktatu

se srovnd za nékolik desitek minut (5).

1.1.2.3. Psychicky stres

v v

odbér krve, zejména u déti €1 anxidznich pacientti. Pti stresu dochéazi k aktivaci
sympatického nervového systému a k vyplaveni hormont kiiry 1 diené¢ nadledvin a
jejich metabolickym ucinktim, jako je hyperglykémie, vzestup koncentrace volnych

mastnych kyselin ¢i zména koncentrace mineralti v téle ad. (3, 4, 5, 6).

1.1.2.4. Vliv potravy, alkoholu a tekutin

SloZeni a mnozstvi piijimané potravy a tekutin ovliviluje riznymi mechanismy
fadu vySetfovanych parametr. Z divodu ptfijmu potravy se vyplavuji nékteré hormony
a enzymy, vlivem inzulinu dochdzi napf. k poklesu draselnych iontd a fosfatd. V
piipadé nedodrzeni pozadované¢ doby lacnéni pied odbérem jsou ovlivnény nejvice
koncentrace glukdzy, Zeleza, lipidi a alkalické fosfatdzy. Vysledkem laboratornich
vysSetfeni je pak faleSna hyperglykémie, hypertriacylglycerolémie, zvySena koncentrace
volnych mastnych kyselin, zmény v zastoupeni lipoproteinovych frakci, ad. Jaké
parametry budou ovlivnény zalezi do jisté miry také na sloZeni potravy — zatimco strava
bohatd na proteiny zvySuje zejména fosfaty, mocovinu a kyselinu mocovou, strava
bohata na tuky naopak podil dusikatych latek (napft. kyseliny mocové) snizuje a strava
bohatd na sacharidy sniZzuje koncentraci triacylglyceroli, cholesterolu a celkové
bilkoviny. SloZeni stravy také ovliviiuje pH moci. Zelenina a ovoce ji alkalizuji, maso a
tu¢na strava okyseluji. Vysledky laboratornich vySetfeni ovliviiuji také nékteré
dlouhodobé stravovaci navyky (napi. vegetarianstvi) ¢i piijem urcitych latek
ovliviiujicich specifické metabolické cesty, napt. kofeinu, ktery zvySuje hladinu
katecholaminti, koncentraci gluk6zy a koncentraci volnych mastnych kyselin (3, 4).

Ptijem tekutin ma vliv na hustotu moc¢i, ale také na zménu koncentrace
nekterych latek v krvi. Pacient, ktery jde rano na odbér krve a od vecera neji a nepije,
muze mit zndmky hemokoncentrace, tzn. vzestup celkové bilkoviny, hemoglobinu,

hematokritu, nékdy dokonce mirny vzestup koncentrace mocoviny v séru. Vysledky
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laboratornich vySetteni vyrazné ovlivni také konzumace alkoholu. Zde je ovSem nutné
rozlisit, zda se jedna o akutni nebo chronicky abtzus. Jednorazové poziti alkoholu v
mirné az stfedni ddvce ovliviiuje laboratorni testy minimélng€. Pti akutnim ablzu se
zvySuji hlavné triacylglyceroly a aldosteron a naopak klesd prolaktin, antidiureticky
hormon a kortizol. Pfi chronickém abuzu se zvySuji jaterni enzymy
alaninaminotransferaza, aspartataminotransferaza, dale kortizol, adrenalin a estradiol,

laktat a kyselina mocova. Naopak dochazi k hypoglykémii a ketoacidoze (5, 6, 10).

1.1.2.5. Koureni

Koufeni ovliviiuje koncentraci fady analytli, zejména pisobenim nikotinu. Ten
pusobi na metabolismus glukdzy, zvySuje hladinu cholesterolu a triacylglycerold,
kortizolu, olova, kadmia a stimuluje sekreci zalude¢ni S$tavy. Naopak snizuje
koncentraci imunoglobulint a vitaminu B12. Déle vyrazné¢ zvySuje podil
karbonylhemoglobinu a koncentraci thiokyanatanti v séru (3, 5).

Méné vyrazné ovliviiuje koufeni koncentraci fibrinogenu, hemoglobinu, Zeleza a
karcinoembryonalniho antigenu. Mimo to milZe ovlivnit rychlost metabolismu
nekterych 1€ki. Prostfednictvim volnych radikdla zvySuje oxidaci LDL a snizuje

koncentraci vitaminu C (4).

1.1.2.6. Léky a drogy

Léky a drogy mohou ovlivnit vysledky laboratornich vySetfeni nckolika
zpusoby. Bud’ maji vliv na in vivo biologické procesy, kde nejcastéji plisobi indukci
nebo inhibici enzymi, ovlivituji vazbu na transportni bilkoviny, ¢1 ptsobi cytotoxicky;
anebo interferuji in vitro pfi vlastnim stanoveni, paralelni reakci s ¢inidly pouzivanymi
pfi analyze. N&kolik piikladi analytické interference 1é¢iv na laboratorni vySetfeni je
uvedeno v tabulce 2. ProtoZe se jedna o obrovskou skupinu latek, je prakticky nemozné
zobecnit jejich vliv na jednotlivé laboratorni testy (11).

Jako léCivé piipravky se mohou podavat i samotné stanovované latky (napf.
infuze roztoku gluk6zy, aminokyselin, mineralt ¢i tukovych emulzi). Pfi velké rychlosti
podani infize ¢i Spatném nacasovani odbéru muze byt jejich koncentrace v krvi
ovlivnéna a naméteny vysledek nemusi odpovidat redlné hodnoté. Podobné mohou byt
vyrazn€ ovlivnény vysledky koagula¢nich testl, pokud je krev na vySetieni odebrana z

kanyly, nedostatecné promyté od heparinu, poddvaného jako antikoagulacni 1é¢ivo.
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Pfedem je potieba upozornit laboratof nebo s ni zpétné konzultovat nejasny
nalez, ktery miize souviset s medikaci pacienta. Piibalové letdky vSech 1é¢iv uvade;ji
informace o moZnych interferencich pfipravku a moZnostech ovlivnéni laboratornich
testl. Interference 1é€iv jsou dilezitym faktorem a je tfeba s nimi pocitat pfi interpretaci

laboratornich vysledk (4, 5).

Tab. 2 Priklady analytické interference vybranych 1é¢iv na laboratorni vySetfeni (12)

VysSetreni Snizuje Zvysuje

Chlormezanon, Ibuprofen,

. . Homogentisat, Levodopa
Karbamazepim, Indometacin

Amylaza

Homogentisat, Erytromycin,
ALT Diazepam, Cefalotin, nezjisténo
Dihydralazinsulfat, Indometacin

AST Dihydralazinsulfat, Homogentisat,

Metronidazol Chlorpromazinchlorid

Bilirubin Askorbova kyselina Dihydralazinsulfat, Furosemid,
Levodopa, Methyldopa
Celkova Askorbova kyselina, Levodopa Diazepam
bilkovina
| ALP | Penicilamin | Homogentisat
Fosfor nezjisténo Amilorid, Prokainpenicilin G

anorganicky

Askorbova kyselina,
Dihydralazinsulfat, Homogentisat,

Glukéza Levodopa, Penicilamin, Diazepam, Erytromycin
Sulfametin
Askorbova kyselina, Cefalotin,
Diazepam, Efedrinochlorid,
. . . . Fenytoin, Gentamicinsulfat,
Kreatinin Dihydralazinsulfat Glibenklamid, Homogentisat,
Levodopa, Merkaptopurin,
Methyldopa, Prokainpenicilin G
Alopurinol, Aminofenazon,
Askorbova kyselina,
Dihydralazinsulfat, Fensuximid,
Kyselina Homogentisat, Ibuprofen, Chlortalidon, Diazepam,
mocova Indometacin, Ketofenylbutazon, Fluorouracil
Kofein, Levodopa, Methyldopa,
Penicilamin, Streptomycinsulfat,
Tolbutamid, Xantinnikotinat
L. Homogentisat, Levodopa, s
Moc¢ovina nezjisténo

Methyldopa
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1.1.2.7. Operace

Kazda operace je vyraznym zéasahem do rovnovahy uvnitf organismu a mtize
tedy znacné ovlivnit laboratorni vySetfeni. Zmény mohou byt zplsobeny podanym
narkotikem (Casta hepatotoxicita), fezem svalovou tkani a jejim zhmozdénim, coz vede
ke  vzestupu  aktivity  enzymi = kreatinkindzy, aspartataminotransferazy,
laktatdehydrogenazy, koncentrace myoglobinu a k wuvolnéni velkého mnozstvi
tkanového faktoru, ¢i hormonalni odpovédi na stres, kterd ovliviluje prostifednictvim
hormonti dien¢ a kliry nadledvin fadu metabolickych déji véetné vzestupu koncentrace
bilkovin akutni faze. Behem operace dochéazi zpravidla ke ztraté krve, tudiz dochazi k
poklesu parametri krevniho obrazu a k aktivaci koagulace a nasledné fibrinolyzy, coz

vede opét ke zménam nekterych laboratornich parametra (4, 5).

1.1.2.8. Zevni prostiedi

Nemalou mérou ovlivituje laboratorni parametry také zevni prostiedi, ve kterém
dany jedinec zije. Jednd se napif. o nadmoiskou vySku, teplotu prostiedi, ale také
geografickou lokalizaci. Na tyto faktory je tfeba dat pozor zejména u cizincii ¢i osob
dlouhodobé¢ plisobicich v zahranici. Piikladem miize byt cestovani pfes ¢asova pasma,
které se projevuje retenci sodnych iontl a tekutin s normalizaci za 2 dny po ndvratu.
Dobte znamy je vliv dlouhodobéjsiho pobytu ve vys$Sich nadmoiskych vySkach na
nariist hodnot Cerveného krevniho obrazu, ¢ehoz zamérné vyuzivaji béhem tréninku

sportovci (3).

1.1.2.9. Mechanické vlivy

Mechanické poskozeni jako napt. svalové trauma ¢i obyCejna intramuskularni
injekce zvySuji aktivitu aminotransferaz, kreatinkinazy a koncentraci myoglobinu. Tlak
délohy ve vysokém stupni téhotenstvi zvySuje aktivitu alaninaminotransferazy. Digitalni
vySetteni prostaty ¢i del$i jizda na kole zvySuji aktivitu prostatického specifického
antigenu. Pf1 maraténském béhu stejné jako pti chlopennich nahradach jsou mechanicky
poskozovany erytrocyty s naslednou hemolyzou a zvySenym vyskytem schistocytii v

obarveném natéru periferni krve (3).

1.2. Odbér vzorku biologického materialu

Vysoka kvalita provedeni odbéru vzorku biologického materidlu je nesmirné

dualezita, nebot’ vysledek laboratorniho vysetteni z nespravné odebraného vzorku miize
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byt vyrazné¢ neptesny. V nékterych piipadech ndm Spatny odbér dokonce zcela
znemozni ziskat jakykoli vysledek vySetfeni (napf. srazeny material na hemokoagulaéni
vySetteni, ktery se srazil z divodu nedostatecného promichéni odebrané krve s
protisrazlivym c¢inidlem ve zkumavce odbérovou sestrou bezprostiedné po odbéru).
Abychom u kazdého vySetfeni ziskali pfesny a spravny vysledek, musime dodrzet
takovy postup, ktery eliminuje negativni faktory ohroZujici spolehlivost dan¢ho
vySetteni (2).

K obecnym zasaddm spravného odbéru biologického materidlu patii predevSim
spravnd identifikace pacienta a pfesnd a jednozna¢nd identifikace odebrané¢ho materialu.
V zévislosti na typu biologick€ého materidlu je nutné vybrat spravnou techniku odbéru,
mit k tomu spravné odbérové pomicky (mj. zkumavky s odpovidajicimi stabiliza¢nimi
nebo protisrazlivymi ¢inidly), postupovat piredepsanym postupem a v neposledni fadé
mit spravné poucené¢ho a piipravené¢ho pacienta. Dilezité je také spravné nacasovani

odbéru z diivodu cirkadidnnich rytmii €1 laénéni a poloha pacienta pii odbéru (1, 13).

1.2.1. Odbér krve

Krev je nejastéji odebirany biologicky material pro laboratorni vySetfeni.
Odbér neni nikterak invazivni a pacienta zatézujici, vysledek ma vysokou vypovédni
hodnotu pro 1ékaie a zasadni vyznam pro stanoveni spravné diagnozy a nasledné 1écby
pacienta. Analyzou vzorku krve lze ziskat presné¢ informace o zménach ve slozeni
vnitiniho prostfedi organismu. Na vétSinu laboratornich vySetfeni se odebira krev
venozni (Zilni). Méné Casto se odebira krev kapilarni (napf. na stanoveni glukozy v krvi,
nebo k orientatnimu vySetieni krevniho obrazu u malych déti ¢i onkologickych
pacientll). Nejmén¢ se odebird krev arterialni (tepenna), kterd se pouzivd napt. k

vySetteni acidobazické rovnovahy a stanoveni hodnot krevnich plyna (5, 14).

1.2.1.1. Odbér veno6zni krve

Odbér vendzni krve, jak jiz bylo uvedeno vySe, je nejcastéjSim typem odbéru
krve a vlastn€ se jedna o nejCastéji odebirany biologicky material viibec. V neakutnich
ptipadech se provadi rano, po 8 — 12 hodinovém lacnéni. Pacient je poucen, ze
odpoledne a vecCer pied odbérem ma vynechat tu¢na jidla. Pokud bere Iéky, které lze
vysadit, m¢l by tak ucCinit 3 dny pfed odbérem, v opacném piipad¢ je nutné¢ uvést
podavané Iéky na pravodce k vySetieni. O vysazeni ptfipadné medikace musi vzdy

rozhodnout 1ékaf. Rano pfed odbérem nema pacient ziznit. Doporucuje se vypit pred
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odbérem Y4 1 vody nebo neslazeného Caje. Také by se mél vyvarovat nadmérné fyzické
namaze a rano pred odbérem by nemél koufit. Tato tzv. osobni pfiprava pacienta na
odbér je rovnéz nesmirné dilezitd k dosazeni spravnych vysledki laboratornich
vySetteni, proto by mél byt kazdy pacient pifed odbérem fadné poucen. Je samoziejmé,
ze takovato piiprava na odbér neni mozna u akutnich piipadii a ¢asto neni mozna ani u

vSech hospitalizovanych pacientt (15, 16).

1.2.1.1.1. Typy venéznich odbéria

Vendzni (zilni) odbéry muzeme dale rozdélit podle typu pozadovanych
laboratornich vySetieni. Kazdy z téchto typi odbéru vyzaduje dodrzeni jinych specifit,
piedev§im spravnou volbu odbérové nadobky, vhodné potadi odbéru v piipadé ndbéru
vice zkumavek najednou, sprdvné nacasovani odbéru, vhodnou piipravu pacienta pied

odbérem, apod.

e Mikrobiologicka vySetieni — odbér tzv. hemokultury. Odebira se plna krev do
specialnich nadobek s zivnym agarem, ktery zajisti pfeZivani mikroorganismu
do doby, nez dojde ke zpracovani vzorku v laboratofi. Odbérova souprava musi
ochranit vzorek pfed vnéj$i kontaminaci. Dulezité je, v pfipadé odbéru vice
zkumavek najednou, odebirat zkumavku na hemokultury jako prvni. Déle je
nezbytné vhodné nacasovat odbér zhlediska patofyziologického pribéhu
infekce. Nejvyhodngjsi je odebrat materidl v akutnim stddiu infekéniho
onemocnéni, pred zahajenim 1é¢by chemoterapeutiky nebo antibiotiky. Zadanka
na vySetfeni musi obsahovat kromé¢ standardnich tdaji také datum prvnich
piiznakl infekéniho onemocnéni, ptipadné antimikrobni 1éky, jakymi je pacient

v soucasnosti lécen (17).

e Sérologicka/ imunologicka vySetireni — odebira se vétSinou plna srazliva krev
do zkumavek bez protisrazlivého cinidla, kterd slouzi ke stanoveni hladiny
protilatek v séru. Pfi odbéru vice zkumavek najednou se odebira krev na
sérologické vySetfeni hned po odbéru hemokultury. Na néktera imunologicka
vySetteni se pouziva nesrazliva krev odebrana do zkumavek s citratem sodnym,
heparinem ¢1 KsEDTA jako protisrdzlivymi Cinidly. U infekénich onemocnéni
se zpravidla sérologické vySetieni opakuje (napt. po 1-3 tydnech) k posouzeni

dynamiky titru protilatek (18).
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Biochemicka vysSetieni — odebira se prevazné plna srazliva krev do zkumavek
bez protisrazlivého ¢inidla. Odbér na biochemicka vySetfeni neni nikterak
specificky, staci se fidit obecnymi zdsadami odbéru Zilni krve. Pouze omezené
mnozstvi biochemickych vySetfeni se provadi znesrazlivé krve. V téchto

piipadech se jako antikoagula¢ni €inidlo nejcastéji pouziva KsEDTA (19).

Toxikologicka vysetieni — odebira se nejcastéji srazliva krev do zkumavek bez
protisrazlivého ¢inidla, né€kdy nesrazliva krev do zkumavek s protisrazlivym
¢inidlem. Vysetiuje se bud’ plna krev, sérum ¢i plazma. Tyto materidly se
pouzivaji hlavné ke kvantifikaci jiz znamé latky, ale je moZné je pouZit i ke
screeningu. Pro spravné nacasovani odbéru je potieba znalost farmakokinetiky,
hlavné distribuce latky v organismu, metabolismus a rychlost jejiho vylu¢ovani
z organismu. Na stanoveni alkoholu nebo jinych t€kavych latek je nutno pouzit
vhodnou, vzduchotésné uzaviratelnou zkumavku a k dezinfekci kiize pted

odbérem nesmi byt pouzita alkoholova dezinfekce (8).

Farmakologicka vySetfeni — na terapeutické monitorovani hladin 1é¢iv se
odebira nejcastéji srazliva krev do zkumavek bez protisrazlivého ¢inidla, nékdy
nesrazlivd krev do zkumavek s protisrazlivym ¢inidlem. Pti odbéru vzorku na
vySetteni je potfeba dat pozor na to, zjakého mista je krev odebirana, aby
nedoslo ke kontaminaci vzorku a ke vzniku faleSné¢ vysokych hodnot. Zvlaste
pokud se provadi odbér ze zavedené kanyly, je tieba provést takova opatteni,
aby se vzorek nekontaminoval inflznim roztokem. JistéjSi je provést odbér
z jiné periferni Zzily. Kritickym faktorem, ktery se vyrazn€ uplatiuje pfi
interpretaci ziskanych koncentraci lé¢iv, je doba odbéru v navaznosti na
davkovani 1éCiva. Proto je zde obzvlasté nutné vyplnit na zaddance piesny Cas
odbéru, ptipadné zda se odbér uskutecnil pifed podanim nebo po podani davky,

zejména u stanoveni koncentraci antibiotik (9).

Hematologicka vySetieni — odebira se plna krev do zkumavek s protisrazlivym
¢inidlem K3;EDTA. Odbér na hematologické vySetfeni neni nikterak specificky,
sta¢i se tidit obecnymi zasadami odbéru Zzilni krve. Snad jen je zapotiebi

odebrat do zkumavky spravny objem krve, aby byl zachovan pomér

30



TEORETICKA CAST

s antikoagula¢nim ¢inidlem, aby nedoslo ke srazeni krve nebo naopak k jejimu

nafedéni. Nutné je odebranou zkumavku ihned po odbéru promichat (20).

e Hemokoagula¢ni vySetfeni — odebira se plnd krev do zkumavek
s protisrazlivym ¢inidlem citrdtem sodnym. U koagulacnich vySetfeni je
nezbytné nutné uvadét na zaddance piipadnou antikoagulacni 1écbu, ktera
vysledky koagulaénich testi vyrazné ovlivni. Koagulacni vySetteni jsou zvlaste
citlivd na spravné mnoZstvi krve odebrané do odbérové zkumavky. Nutn€ musi
byt zachovan predepsany pomér protisrazlivého cCinidla a odebrané krve.
V ptipad¢, Ze je odebrano malo krve, dochdzi k jejimu nafedéni citratem
sodnym, ktery jako antikoagulans zptisobi prodlouzeni koagula¢nich testt.
Naopak v ptipad¢, kdy je odebrano krve moc, mize dojit ke srazeni vzorku.
Velice dillezité je také okamzité promichani krve s protisraZlivym ¢inidlem ve
zkumavce bezprostfedné¢ po odbéru. Vzhledem k nizké stabilité koagulacnich

faktorti je nutné provést laboratorni vysetieni do 2 hod. od odbéru (20).

e Molekuliarné biologicka vySetfeni — odebird se plnd krev do zkumavek
s protisrazlivym c¢inidlem, nejCastéji KsEDTA, moZzné je také pouZiti citratu
sodného ¢1 heparinu jako antikoagulans. Odbér na molekularné biologicka
vySetfeni neni nikterak specificky, staci se fidit obecnymi zdsadami odbéru Zilni
krve. VySetfeni extrahumanniho genomu lze provést jak znesrazlivé krve (s

K3EDTA), tak z krve srazlivé. Odbér musi byt proveden asepticky (21).

1.2.1.1.2. Odbérova mistnost a pomucky

Odbér zilni krve lze provadét pouze na pracovisti, které je k tomuto ucelu
nalezité vybaveno, véetn¢ erudovaného persondlu. Dle vyhlasky ¢. 195/2005 Sb. § 5 Ize
odbéry biologického materidlu provadét pouze v odbéroveé mistnosti, vyjimecné v jiném
prostoru, ktery spliuje zdkladni hygienické pozadavky pro odbér biologického
materidlu. Povinné vybaveni odbéroveé mistnosti je dano vyhlaskou €. 49/2003 Sb. (22).

Mezi nezbytné pomicky pro odbér Zilni krve patii sterilni jednorazové odbérove
jehly a sttikacky, zkumavky a vakuové zkumavky, stojanky na zkumavky, turnikety

(Skrtidla) s regulovatelnym povolovanim, dezinfekéni prostfedky, sterilni gazové
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¢tverce nebo tampoOny, naplasti, jednorazové rukavice a instrukce o spravném postupu

odbéru a faktorech, které vedou ke zkresleni vysledku vySetieni (10, 23).

1.2.1.1.3. Druhy odbérovych systému

Vybaveni jednotlivych odbérovych mist se mirné 1i8i v zavislosti na typu odbéru
vendzni krve. RozliSujeme dva typy odbéru vendzni krve, tzv. otevienym a uzavienym
systémem.

Otevireny systém pouziva klasickou jehlu a injekéni stfikacku. Provede se
venepunkce a krev je jemnym tahem pistu natazena do stiikacky. Poté je nutné
pozvolna vyprazdnit stfikacku s odebranou krvi do pfedem nachystané zkumavky.
Nevyhodou tohoto systému je zvySené riziko hemolyzy erytrocyti pifi rychlejSim
naplnéni ¢1 vyprdzdnéni stiikacky pres jehlu. Tento typ odbéru neni idealni pro
hemokoagulaéni a agregacni vySetfeni, nebot zde mize dochazet ke zvySenému
uvoliovani tkanového faktoru ¢i k aktivaci krevnich desti¢ek. Navic je pfi pouZzivani
tohoto odbérového systému odberovy pracovnik vystaven velkému riziku pienosu
infekce vzhledem k pfimé manipulaci s krvi (14).

Uzavieny systém vyuziva v dnes$ni dob¢ vétSina pracovist’. Zajistuje odbér krve
ptimo do uzavienych vakuovych plastovych zkumavek, které se napichuji na specidlni
nastavec s injekéni jehlou. Vakuum ve zkumavce zajisti jeji optimalni naplnéni, ke
kterému navic dochazi standardni rychlosti, takze nedochazi k hemolyze erytrocytu.
Tim, ze se krev odebira pifimo do zkumavky s pozadovanou priisadou, nemusi se s
odebranou krvi po odbéru déale manipulovat, snizuje se tak riziko kontaminace
pracovnika krvi a pacientovi se odebird pouze opravdu pottebné mnozstvi krve.
Zkumavka je sterilni a uzaviend, odebrany material se tedy nedostane do styku
s vnéj$im prostifedim. U tohoto typu odbéru je také snazsi odebrat pacientovi vétsi pocet

zkumavek krve z jednoho vpichu (10, 24).

- li

Obr. 5 Uzavieny systém pro odbér veno6zni krve (25)
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Pomtcky, které se pouzivaji v uzavieném odbeérovém systému, v soucasné¢ dobé
vyrabi n€kolik firem. Mezi nejpouzivangsi patii pistovy systém Monovette od firmy
Sarstedt, systém Vacuette od firmy Greiner Bio-one ¢i systém Vacutainer od firmy
Becton Dickinson. Jednotlivé zkumavky se 1iSi pfisadami a jejich vyuZitim, pro
jednoduchost odliSeni pouzivaji vSichni vyrobci riiznobarevné zatky a polepky (viz obr.
6 atab. 3).
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Obr. 6 Odbérovy systém Vacutainer firmy Becton Dickinson (24)
Tab. 3 Odbérovy systém Vacutainer firmy Becton Dickinson a jeho vyuziti (24)
Barva uzavéru Prisada Pouziti
Zlata Aktivator sraZeni + dé€lici gel | Biochemie ze séra
Zelena Heparin lithny/sodny Imunologie
Seda Fluorid sodny + oxalat Glukoza, laktat
draselny
Cervena Bez ptisad Biochemie ze séra, sérologie,
imunologie ze séra
Modra Citrat sodny 1:9 Hemokoagulace
Fialova K3EDTA Hematologie
Cerna Citrat sodny 1:4 Sedimentace erytrocytii
Zluta ACD Imunohematologie
Razova K3EDTA Imunohematologie
1.2.1.1.4. Pracovni postup odbéru veno6zni krve

Z4da-li 1ékat o provedeni laboratorniho vySetfeni, musi nejprve vyplnit tzv.

pozadavkovy list neboli zddanku. Ta musi podle vyhlasky €. 195/2005 Sb. obsahovat

nasledujici tidaje: jméno a piijmeni pacienta, jeho rodné Cislo, adresu mista trvalého

bydlisté, identifikacni Cislo zdravotnického zafizeni a jeho adresu, jméno, podpis,

razitko a telefonni ¢islo 1€kate, Zadajiciho o vySetieni biologického materialu, zdravotni

pojisStovnu vySetfované osoby, druh materidlu, datum a hodinu odbéru materialu,
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pfipadné datum prvnich pfiznaki infekéniho onemocnéni, druh antibiotické ¢i jiné
(hlavné antikoagulacni ¢i antiagregacni) terapie, klinickou diagnézu a poZadovana
laboratorni  vySetieni. Zadanka nesmi byt béhem transportu kontaminovéana

pfepravovanym biologickym materidlem (22).

a) Nacasovani odbéru Kkrve a priprava pacienta — odbér se provadi zpravidla v
rannich hodinach, protoze koncentrace nckterych latek v krvi b&hem dne kolisa.
Specialni na¢asovani odbéru krve se provadi napt. z divodu monitorace farmakoterapie.

Pacient by mél byt pred odbérem poucen o zdsadach spravné piipravy na odbér (6, 26).

b) Priprava pomicek — je nutné mit pfedem nachystané vSechny potiebné pomuicky k
odbéru na dostupném misté. Jsou to sterilni jehly, odbérové zkumavky, turniket,

dezinfekce, gdzové Ctverecky, jednordzoveé rukavice, sterilni tampon, naplast (14).

c) Identifikace pacienta — je velmi podstatnou soucasti postupu pii odbéru krve. Pti
identifikaci pacienta se nejprve fadné oznadi Stitkem se jménem, pfijmenim a rodnym
¢islem nachystané odbérové zkumavky. Poté se provede fadna identifikace pacienta,

aby se zabranilo zdmén¢ vzorku.

d) Ovéreni dodrZeni doporucenych zasad, zejména dietnich omezeni, pied
odbérem — ucinit dotaz na dodrzeni la¢néni, zda-li nebyla velkd fyzickd zatéz v
piedeslych dnech, jestli pacient pied odbérem pozil néjaké I€ky, ptipadné jaké. Pacient
by mél pfed odbérem pit, protoze i mirna dehydratace vede k zahusténi krve, zplisobuje

problémy pii1 odbéru a ovlivituje vysledky ne€kterych laboratornich testt.

¢) Kontrola dostupnosti vSech pomiicek potiebnych k odbéru.

f) Seznameni pacienta s postupem odbéru.

g) Poloha p¥i odbéru — odbér by mél byt proveden vsedé, u imobilnich pacientt vleze.
Je nutné zajistit vhodnou polohu paze, tj. podloZeni paze opérkou v natazené pozici u
sedicich osob, u lezicich zajiSténim ptiméfené polohy s vyloucenim flexe v lokti. V

poloze vestoje by se nemél odbér provadét, nebot’ stoupad hydrostaticky tlak a dochazi

k presunu tekutiny a iontd z plazmy do intersticia. Pfitom se zvySuje az o 10 %
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koncentrace proteinli a krevnich elementi, které kapilarni st€énou neprochazeji. Dochéazi
k zahusténi plazmy a posturdlnimu stresu, ¢imz se aktivuje sympatikus, ktery spousti
osu renin-angiotenzin-aldosteron s piisluSnou fyziologickou odpovédi. Tyto hormony
maji pak vestoje asi o 50 % vys$i koncentraci. Naopak pfi odbéru vleze dochazi ke
sniZzeni koncentrace téchto latek. K zajisténi standardnich podminek odbéru venodzni

krve by mél pacient pfed odbérem 15 minut sedét v klidu (1, 27).

h) Vybér mista vpichu — nevhodna je paze, na které jsou velké jizvy, hematomy, i paze
se zavedenou infuzi. K odbéru krve se zpravidla pouzivaji povrchové zily hornich
koncetin. Obvykle se odebira z kubitalni zily ve fossa antebrachii nebo z ostatnich zil v
loketnim ohbi, mohou se vyuZit 1 zily na hibetu ruky a ptfedlokti. VSechny tyto zily
byvaji snadno viditelné, hmatné a maji Siroky prisvit. Vzdy se vybira co nejlepsi zila,
kterda je me&kka, pruznd, po stlaceni se znovu naplni. Naopak Spatnou volbou je Zila
vyvySend, pohybliva, ktera je Casto sklerotickd, tvrda, kiehka a po nabodnuti jehlou

Casto praskne (28).

i) Radna kontrola identifikaénich idaji na odbérovych zkumavkach, kontrola
pomiicek k odbéru (kvalita jehly ve smyslu neporusenosti obalu spojena se zachovanim

sterility).

J) Nasazeni rukavic — podle vyhlasky ¢. 207/1992 Sb. § 6 o hygienickych pozadavcich
na provoz zdravotnickych zatizeni musi zdravotni¢ti pracovnici pfi odbéru biologického
materidlu pouzivat povinné ochranné rukavice, které slouzi k ochrané jejich i pacienta.

Rukavice jsou jednorazové a na kazdého pacienta se pouziva novy par (29).

k) Zatazeni paZe odebirané osoby — zatazeni turniketu nad mistem vpichu usnadnuje
odbér tim, ze dilatuje Zilu, kterd je pak 1épe hmatna a viditelna. Toto zaSkrceni ovSem
vede k ovlivnéni kvality vzorku, jiz po 1 minuté dochazi k pfesunu tekutiny z cévy do
intersticia a ke zvySeni koncentrace vysokomolekularnich latek az o 10 %. Také dochazi
k anaerobnimu metabolismu, coZz mé& za nasledek zvySeni koncentrace laktatu a
draselnych iontii az o 20 % s naslednou acidéozou. Dale dochazi ke zménam v
hemostaze, nebot’ se zacne uvoliovat tkanovy faktor. Pokud je tedy turniket pouzit,
neméla by doba jeho zataZeni ptekrocit 1 minutu. Po napichnuti zily je vzdy nutné

turniket ihned uvolnit. Nikdy by se totiz neméla nabirat krev stojici, ale proudici (30).
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I) Cviceni ¢i pumpovani pazi pri zatazeném turniketu — je podle novych studii
naprosto nevhodné, proto se dnes nedoporucuje. Dochézi tak k narastu koncentraci fady

analytii, coz zkresluje vysledek vySetieni (6, 30).

m) Dezinfekce kiiZe v misté vpichu — je povinnou soucasti odbéru krve, nebot” je
prevenci prenosu infekce do pacientova krevniho ob&hu. K dezinfekci se pouzivaji
lihové roztoky, jodové tinktury ¢i aerosolové piipravky. Dezinfek¢ni roztok naneseny
na misto vpichu je bezpodminecné€ nutné nechat zcela zaschnout. V ptipadé, Ze se zacne
s odbérem diive, mize dezinfekce potiisnit odbérovou jehlu, kterd po kontaktu s krvi
zpusobi hemolyzu erytrocytll. Doba zaschnuti dezinfek&niho roztoku je zarovenn dobou

expozice, pottebnou k usmrceni vSech mikroorganismt (10, 28).

n) Venepunkce — zavedeni jehly do zily. Pii odbéru krve je nutné pouzit jehlu o
dostatecném prisvitu, aby nedoSlo k hemolyze erytrocytl. Pii pouziti otevien¢ho i
uzavieného vakuového systému se nejprve stabilizuje poloha Zily pfitlacenim palcem ve
vzdalenosti 2 — 5 cm pod mistem vpichu, poté se provede venepunkce. Jakmile zacne
proudit do zkumavky/stiikacky krev, je potieba uvolnit turniket. S jehlou v Zile se nesmi
béhem odbéru hybat. Naplnéné odbérové zkumavky s antikoagulacnimi pfisadami je

nutné bezprostiedné po odbéru promichat (14, 31).

0) Doporucené poradi odbéri z jednoho vpichu — pokud se odebird z jednoho mista
vpichu vice odbérovych zkumavek, musi se dodrZzovat nasledujici pofadi nabéru: 1.
odbér na hemokulturu; 2. odbér do zkumavek bez protisrazlivych ¢inidel; 3. odbér na
hemokoagulaci; 4. odbér do zkumavek s ostatnimi protisrazlivymi ¢inidly v potadi:
heparinové, KsEDTA, oxalatové a nakonec fluoridové zkumavky. Pokud se odebirad
pouze krev na hemokoagula¢ni vySetieni (zkumavky s citratem sodnym), neméla by se
nikdy k vySetfeni pouzit prvni odebrand zkumavka z divodu zvySené koncentrace
tkanového faktoru uvolnéného z mista vpichu. Koagulacni vysledky by tim byly

vyrazn¢ ovlivnény (28).

p) Ukonceni odbéru krve a oSetieni pacienta — po vyjmuti posledni odebirané
zkumavky se misto vpichu zakryje 1 s jehlou gdzovym ¢tvercem. Na ten se jemn¢ zatlaci
a pomalym tahem se odstrani jehla ze zily. Pfitom se musi davat pozor, aby nedoSlo ke

koZnimu poranéni pacientovy paze. Po odbéru se za normalnich okolnosti ocCisti misto
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vpichu sterilni gazou, kterou by si mél pacient lehce pftitlacovat po dobu alespon 1
minuty, aby nedoslo k vyliti krve a vzniku hematomu. Nakonec se misto prelepi naplasti

(10, 23).

q) Uklid pomiicek — ihned po odbéru se vyhodi jehly a veskery daldi krvi

kontaminovany material do specidlnich, k tomuto uc¢elu uréenych nadob.

r) Cas odbéru krve — datum, hodina a minuta provedeni odbéru se zaznamena na
zadanku ¢i do nemocni¢niho informa¢niho systému. Tam se také zaznamenaji
informace o ptipadnych komplikacich ptfi odbéru a identifikacni udaje pracovnika, ktery
odbér provedl. Do laboratofi provadéjicich pozadovand laboratorni vysetieni se co

nejrychleji odeslou spravné oznacené zkumavky s prislusnymi pozadavkovymi listy.

Specidlni pozornost je tfeba vénovat odbérim krve ze zavedeného katetru,
kanyly ¢i portu. Zde vznika mnoho chyb zptisobenych bud’ nedostate¢nym odpusténim
krve, tzv. ,heparinové zatky®, ktera chrani dany vstup pied ucpanim krevni srazeninou,
nebo nabranim krve ze vstupu bezprosttedné po aplikaci infize s 1é¢ivem, které se jeste
nestaCilo dostateéné¢ rozptylit po organismu. V tomto pfipadé by se méla pouzit

k odbéru jina Zila, nejlépe na druhé ruce, aby nedoslo k ovlivnéni vysledki (30).

Obr. 7 Postup odbéru zilni krve vakuovym systémem (32)

1.2.1.2. Odbér kapilarni krve
Odbéry kapilarni krve se provadéji pro stanoveni glukézy pii monitoringu

diabetu, pti stanoveni glykovaného hemoglobinu ¢i k orientacnimu vysetieni krevniho
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obrazu. Toto vySetfeni neni tak piesné jako vysetfeni krevniho obrazu z zilni krve,
nicméné odbér kapilarni krve je pro pacienty méné invazivni, proto se vyuziva zejména
u batolat, malych déti a onkologickych pacientt (15, 20).

Odbér se provadi vétSinou v poloze vsed¢. Priprava pacienta na odbér by méla
byt stejna jako pii odbéru vendzni krve. Mistem vpichu je obvykle boc¢ni strana
posledniho ¢lanku prstu ruky, pripadné usni lalic¢ek nebo pata u malych déti. Pred
vpichem se provede dezinfekce pokozky. Opét plati, ze dezinfekce musi zaschnout,
v opacném piipadé by doslo k hemolyze erytrocytti nebo interferencim pii vlastnim
stanoveni. Vpich se provadi jednordzovou sterilni lancetou s definovanou hloubkou
vpichu nebo sterilni odbérovou jehlou vpichem do podkozi. Hloubka vpichu nesmi
prekrocit 2 mm, aby nedoslo k poskozeni hlubsich podkoznich struktur. Prvni kapka po
vpichu se setfe buni¢inou, do dalsi tvofici se kapky se ponofi konec kapilary a krev se
nasava kapilarni silou do zkumavky, do které je kapilara zavedena (33, 34).

Odbér se musi provadét z dokonale prokrvenych, nikoli podchlazenych,
cyanotickych mist, protoze pak se obtizn¢ realizuje. Proto je vhodné, ma-li pacient pied
odbérem prochladlé ruce, provést jejich prohrati napt. teplou vodni lazni. Dulezité je
vyhnout se nasilnému vytlaCovani krve z prstu, aby nedochazelo ke kontaminaci
materialu tkanovym mokem. V ptipadé odbéru kapilarni krve na vySetieni krevniho
obrazu je potieba zachovat pomér mezi odebranou krvi a antikoagulacnim ¢inidlem, aby

nedoslo k nafedéni krve a tim padem k ovlivnéni vysledkd. Je také potieba zajistit

bezprostiedni promichani krve s antikoagulacnim cinidlem ve zkumavce, aby se

nesrazila (4, 20).

Obr. 8 Odbér kapilarni krve z prstu (35)
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1.2.1.3. Odbér arterialni krve

Jednd se o nejméné Casto realizovany odbér krve. Provadi se nejcastéji k
vySetfeni acidobazické rovnovahy a krevnich plynd, kdy se zjistuje pH krve, parcidlni
tlak kysliku a oxidu uhli¢itého a procento okysli¢ené krve v tepnach, proto se musi
uskute¢nit anaerobné. Z tohoto odbéru je mozné vySetiit také jednotlivé frakce
hemoglobinu (napf. oxyhemoglobin, methemoglobin, ad.). Odbér smi provadét pouze
I€kat a pracovisté musi byt k tomuto ucelu nalezité vybaveno (15, 34).

Vhodnymi misty odbéru arteridlni krve jsou arterie femoralis, brachialis,
radialis, dorsalis pedis, u novorozenct také lebe¢ni arterie. Pacient by mél pted vlastnim
odbérem alespont 5 minut v klidu lezet. Kromé dezinfekce mista vpichu se doporucuje
také jeho anestézie. Odbér se provadi do kapildry na tenké jehle nebo do upravené
injekéni sttikacky, jako antikoagulans se pouziva heparin lithny. Na jednotkéach
intenzivni péce se Casto zavadi arteridlni katetr, ktery umoznuje opakované odbéry (36).

V odbérové injekcni stitkacce nesmi byt po odbéru zadné vzduchové bubliny.
Pokud se pfeci jen objevi, je nutné je pfed uzavienim stfikacky odstranit, nebot’ 1 1
sttedné velka bublina v kapilafe mize po promichani zplsobit vzestup parcidlniho tlaku
kysliku az o 5 kPa. Po odbéru musi byt sttikacka uzaviena vzduchotésnou zatkou nebo
specidlnim uzavérem. Nutny je také okamzity transport do laboratofe a rychlé vySetteni,

nejlépe do 10 minut pii teploté okolo 25 °C nebo do 2 hodin pfi teploté 1 — 5 °C (36).

Pevné nasadte
cepitku na konus
stiikacky Eroubovitym
pohybem.

Zatlaéte pist stiikacky
dovniti ai na doraz,
pripojte ji ke
kohoutku a pomalu

¥

Jemné stlaéte pista

Poklepejte

na stiikacku

v horizontalni poloze
tak, aby se piipadné
bubliny shromazdily
v jeji horni éasti.

vytlaéte viechny
vzduchowvé bubliny
zarovei s malym
mnoistvim krve, ktera
se tak dostane do
kontaktu = poréznim
materidlem v éepitce.

Ucitite odpor, ktery
indikuje uzavieni
cepicky. Pozor - piilig
silny stisk pistu mie
zplisobit nahlé
vystiiknuti krve ze
strikacky!

Dakladné vzorek
promichejte po
dobu alespon 20
sekund, aby do%lo k
jeho homogenizaci .
Vy&etieni provedte
co nejdiive!

Obr. 9 Odbér arterialni krve (37)
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1.2.2. Odbér moci

~r o

Hlavni vyhodou moc¢i jako biologického materidlu slouziciho k provedeni
laboratorniho vySetfeni je absolutni neinvazivnost odbéru. Dale je to schopnost
organismu zakoncentrovat stanovovanou latku do pomérné¢ malého objemu moci. Pfi
toxikologickém vySetieni se ¢asto vyuziva moznosti stanovit pozadovanou latku ¢i jeji
metabolity del§i dobu po jejim podéni, nez pii stanoveni z krve, plazmy ¢i séra. Tzn., Ze
1 kdyz uz uplynula ptili§ dlouha doba od podani latky a jeji koncentrace v krvi, plazmé
¢1 séru je jiz ptiliS nizka na stanoveni, v moci se da dana latka resp. jeji metabolity jeste
pohodIné stanovit. Dal§i vyhodou moci je jeji snazSi ptiprava k analyze, nebot’ ma
oproti plné krvi, plazmé ¢i séru vyrazné jednodussi slozeni, zejména neobsahuje tolik
proteinii. Nevyhodou moci, zvlasté pro toxikologicka vySetteni, je zavislost koncentrace
filtrovanych latek na piijmu tekutin (38).

Pro zékladni kvalitativni vySetfeni mo¢i a moCového sedimentu se pouziva
vzorek prvni ranni moc€i, kterd je dostatecné zakoncentrovdna v moCovém méchyti.
Odebiré se tzv. stiedni proud do Cisté lahvicky nebo do 10 ml zkumavky uzaviratelné
vickem. Na kvantitativni biochemické vySetfeni moci, tzv. bilanni sbér, se sbird
vesSkera moc¢ za urcité Casové obdobi (nejCastéji za 24 hodin). Pro mikrobiologické
vySetteni je nutné odebrat mo¢ aseptickym postupem (po piedchozi hygiené genitalii)
do sterilni zkumavky. Opét se odebird stfedni proud. Vzorek je potfeba okamzité

odeslat do laboratote (28, 34, 39).

1.2.3. Odbér stolice

Odbér stolice je opét neinvazivni, jeji zpracovani je vSak obtizné a vypovédni
hodnota pomérné mala. Béhem hospitalizace se sleduje napt. pravidelnost a frekvence
vyprazdiovani, mnozstvi stolice a jeji barva. Dale se stolice vySetfuje na ptitomnost
krve, nestrdvené piicn¢ pruhované svaloviny, nenatravené¢ho Skrobu, nenatravenych
tukl a na pfitomnost paraziti. Odbéru stolice na nékterd vysetfeni Casto piedchdzi
specialni dieta (39).

Na biochemicka vySetieni véetné kvalitativniho vySetfeni na okultni krvaceni se
odebird vzorek z vnitini casti stolice (maximaln€ velikosti cocky) do urceného
odbérového kontejneru ¢i do plastové zkumavky. V posledni dobé se pouzivaji tzv.
testovaci karty. Na mikrobiologicka vySetfeni se stolice odebird bud’ sterilni rektalni

rourkou, nebo se provadi vytér z rekta sterilni Stétickou, kterd se poté vklada do sterilni
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zkumavky a peclivé se uzavie vickem. Na parazitologické vySetfeni se pouziva
specidlni souprava, kterd obsahuje 3 zkumavky a odbér se vétSinou opakuje obden.
Odebird se veétsi mnozstvi vzorku zevnitt stolice specidlni sklenénou lopatkou.
V ptipad¢ detekce vajicek roupa détského se provadi tzv. perianalni stér. Vecer se
nalepi na analni otvor lepici paska, kterd se rano odlepi a nalepi na podlozni sklo.

Vsechny odbéry stolice je nutné co nejrychleji transportovat do laboratote (28, 40).

1.2.4. Odbér sputa

Sputum je zmnoZeny sekret dychacich cest. Odebira se nejcastéji
k mikrobiologickému vySetteni, pfi kterém se kultivuji a urcuji kmeny bakterii, virQi a
plisni, jakozto ptiivodct infekénich onemocnéni dychacich cest. Sputum se také pouziva
k cytologickému vySetfeni, pi1 kterém se zjiStuje pivod, struktura, funkce a patologie
bunék.

Pro mikrobiologické vySetfeni je optimalni ranni odbér. Nemocny si nejprve
vyCisti a vyplachne usta vodou, vyplivne sliny, zhluboka se nadechne a snazi se
vykaslat hlenovity vazky sekret z dolnich cest dychacich (sputum) do Siroké sterilni
zkumavky, tzv. sputovky. Oznacend sputovka musi byt spolu s zadankou ihned
dopravena do laboratofe a jesté tentyz den zpracovéna. Zde je nesmirn¢ dulezitd
rychlost transportu — del§i doba transportu snizuje pravdépodobnost pieziti nékterych
dilezitych, ale malo odolnych plivodcli onemocnéni dolnich cest dychacich, jiné kmeny

mohou naopak pteristat. Odbér je potieba provést pied zapocetim 1€Cby (26, 41).

1.2.5. Vytéry a stéry

Vytéry se provadéji ze sliznic, stéry z koznich ploch a to sterilnim vatovym
tamponem ulozenym ve sterilnim obalu s transportni ptidou, do kterého se tampon po
odbéru vraci zpét a odesild do laboratofe. NejCastéji se vytéry a stéry zasilaji k
mikrobiologickému a cytologickému vySetieni (39).

Vytéry se provadéji z mnoha lokalizaci. NejCastéji je to z krku, pii kterém se
otac¢ivym pohybem setie povrch mandli nebo patrovych obloukt. Pfi vytéru z nosu se
zase otaCivym pohybem vytfe nosni praduch. Pro vytér z hrtanu a nosohltanu se
pouziva specialni vatovy tampon na dratku, ktery se jeSté pted odbérem ohne o hrdlo
zkumavky do tthlu 60 — 90°. Casty je také vytér z tonzil, rekta, piipadné z rany, kozniho
loZiska, dekubitu €1 bércového viedu. Soucasti gynekologického vySetteni je pak vytér

z pochvy a z cervixu. Vzacnéjsi je vytér z oka a ucha (26).
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Vytéry se provadi vétSinou pied zapocetim 1écby. Transport vzorkti do
laboratoie by mél byt co nejrychlejsi, prestoze vétSina patogend pieziva v transportni
pudé 24 — 48 hodin a m¢l by byt uskuteénén pii laboratorni teploté. Béhem uchovavani
pfed analyzou se vzorky nikdy nesmi vkladat do lednice. Béhem samotného odbéru je
vzdy zapotiebi setfit tamponem pouze pozadovanou plochu a vyvarovat se kontaktu
tamponu s okolni sliznici, zvlasté pii odbéru z dutiny ustni, kde se hodné bakterii
vyskytuje ptirozené. Pfed vytérem z dutiny Ustni si nemocny nesmi Cistit zuby, jist, pit

ani koufit (41).

1.2.6. Odbér zaludeéniho obsahu, zvratkii a vyplach zaludku

Timto odbérem se ziskdvaji vzorky zaludeCnich a duodendlnich §tav k
biochemickym, mikrobiologickym a cytologickym vySetfenim, nebo zalude¢ni obsah na
toxikologické vySetteni, které se provadi v Casnych fazich otrav potravinami, 1éky nebo
alkoholem.

Odbér se provadi pres Zaludecni sondu, z emitni misky pii zvraceni nebo pii
endoskopickém vysetfeni. Radné oznadeny vzorek s privodkou se ihned po odbéru

zasila ve sterilni zkumavce do laboratote k vySetteni (39).

1.2.7. Punkce

Punkce je vykon, pfi kterém se zavadi specialni punkéni jehla do ptislusné télni
dutiny nebo organu za ucelem terapeutickym ¢i diagnostickym. Provadi ji 1ékai za
pomoci sestry v mistnostech ur¢enych pro malé vykony s pfisné aseptickym prostiedim.
Dulezita je fyzickd, zejména pak psychickd pfiprava pacienta a ziskani jeho
informované¢ho souhlasu. Punkci se nejcastéji odebirda mozkomiSni mok a tekutiny
(vypotky) z peritonealni a pleuralni dutiny. Lze vSak punktovat také napt. koleno, cystu,
Stitnou zlazu, ale také kostni dfenl z hrudni kosti (sterndlni punkce). Punkci je také odbér
plodové vody, tzv. amniocentéza nebo odbér pupecnikoveé krve, tzv. kordocentéza (42).

Misto odbéru punktatu musi byt uvedeno na zddance. Volba odbérové nadobky
se Tidi druhem poZadovaného vySetfeni. Na biochemické a kultivaéni vySetfeni se
pouzivaji sterilni zkumavky. Na zhodnoceni poctu bun¢k v punktatu se pouzivaji
zkumavky s protisrazlivym ¢inidlem Kz;EDTA. Na cytologické vySetfeni se pouzivaji
bud’ plastové zkumavky bez ptisad, nebo zkumavky s fixatnim roztokem. Ze vzorku
kostni dfené se vytvari natér na sklicko. Na cytogenetické vySetieni se pouzivaji sterilni

plastové zkumavky (plodovd voda) nebo zkumavky sheparinem lithnym jako
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antikoagulans (pupecnikova krev). Na molekularné biologické vySetieni plodové vody i
pupecnikové krve se pouzivaji sterilni zkumavky bez protisrazlivych ¢inidel (26, 41).

Odbér mozkomisniho moku (likvoru) se provadi z patetniho kanalu pii lumbalni
punkci, kdy se zavadi jehla do subarachnoiddlniho prostoru misniho kanalu, vétSinou
mezi druhym aZ patym lumbélnim obratlem. Likvor se nechidva voln€é odkapavat do
sterilni zkumavky, ve které se odesila 5-7 ml ke zpracovani do laboratofe, nejcastéji
k makroskopickému, mikroskopickému, biochemickému a cytologickému vySetieni.
Transport materidlu spolu s zddankou do laboratofe musi byt proveden okamzité a
teplota likvoru musi byt az do zpracovani 37 °C (15, 34).

Odbér tekutiny z peritonealni dutiny se provadi za ucelem ziskdni vzorku této
tekutiny na laboratorni vySetfeni a také z diivodu uvolnéni tlaku na bfiSni organy v
ptipadé jejiho zmnoZeni a nahromadéni. Pacient musi byt pfed odbérem lacny,
vyprazdnény. Odbér se provadi v polosedé, kviili nahromadéni tekutiny v dolni ¢asti
bti$ni dutiny a samoziejmé steriln€. Odebrany fddné oznaceny materidl je ihned odeslan
do laboratote (39).

Odbér tekutiny €1 vzduchu z pleuralni dutiny se provadi opét steriln€ punkcni
jehlou, na kterou je nasazeny trojcestny kohout z diivodu zabranéni vniknuti vzduchu do
pohrudni¢ni dutiny. Odebere se cca 15 ml punktatu, ktery je nutno ihned odeslat v

oznacen¢ zkumavce do laboratote (39).

1.2.8. Biopsie

Biopsie je I€katsky zékrok, pti kterém se z lidského téla odebird vzorek tkan€ na
cytologické nebo histologické vysetteni. Je to invazivni technika, kterou provadi pouze
I€¢kat za pomoci sestry v piisn¢ aseptickych podminkach. Podle typu biopsie a druhu
odebirané tkané se zdkrok provadi bud’ v celkové anestézii s hospitalizaci nebo
ambulantné s lokaIni anestézii. Biopsie vyZaduje informovany souhlas pacienta (43).

Podle zplGsobu provedeni odbéru rozliSujeme rizné typy biopsii: punkcni
(aspira¢ni) biopsie, u kterych se tkan odebird specidlni jehlou; excize, kdy je tkan
vyfiznuta pomoci skalpelu nebo specidlnich klesti pti endoskopickém vySetieni;
exstirpace — obdoba excize, pii1 které se ale odebird cel¢ podezielé lozisko 1 s okolni
tké&ni, misto pouhé ¢asti; punkcni cytologie, kdy se odbér vzorku provadi pomoci bézné
injek¢ni jehly a odebiraji se tak jen jednotlivé buiikky k cytologickému vySetteni;
kartackova biopsie €i stér — pomoci specidlniho kartdcku se sbiraji bunky napf. ze

sliznice praduSek nebo buiiky z d€lozniho hrdla, ale také buiniky bukélni sliznice, které
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se pouzivaji jako zdroj DNA pii ur€ovani paternity; vyplachy (lavaze) — nejCastéji do
dychacich cest se vpravi tekutina, ktera se poté odsaje a vySetfi na piitomnost
patologickych, napt. nadorovych bunck (44).

Odebrat muzeme prakticky jakoukoli tkan. Odebrany materidl je nutné co
nejrychleji dopravit ve sterilni zkumavce do laboratote k vySetfeni. Na Zadance je nutné
krom¢ standardnich tdajii uvést, o jaky material se jednd. NejCastéji se provadi odbér
jaterni a ledvinné tkéané, stteva a kostni dfené, tzv. trepanobiopsie. Odbér choriovych
klkii (soucast vyvijejici se placenty) se vyuziva v prenatdlni diagnostice. Pro
cytogenetické 1 molekuldrné biologické vySetfeni tohoto materidlu je nutny odbér do

sterilnich nadobek s kultiva¢nim médiem (39).

1.2.9. Odbéry ostatnich biologickych materiali

K materialim, které jesté stoji za zminku, patii vlasy, sliny, pot a meconium,
vyuzivané Casto pii toxikologickych vySetfenich. Jejich hlavni vyhodou je snadny,
neinvazivni odbér. Z analytického hlediska je vyhodou slin a potu minimalni nutna
ptiprava vzorku k analyze. Problémy vSak nastavaji s kvantifikaci, nebot’ se neda presné
urcit, kolik slin a potu konkrétni jedinec za den vyprodukoval. Vlasy, které rostou
pomérné dlouhou dobu, ndm umoziuji ziskat profil dlouhodobého zneuzivani urcitych
latek, napt. drog (38).

V oblasti reproduk¢éni mediciny se provadi odbér ejakulatu, odbér vajicek

(folikullr), ptipadné odbér matetského mléka.

1.3. Transport vzorki do laboratore

Transport odebran¢ho vzorku biologického materialu do laboratofe by mél byt
co nejrychlejsi, Setrny, pfi vhodnych teplotnich a svételnych podminkach. Tyto
podminky zavisi pfedevSim na stabilité stanovované¢ho analytu, piipadné na stabilité
ostatnich komponent ovliviiujicich vysledek laboratorniho vySetfeni, do jisté miry také
na typu biologické matrice (3, 29).

At uz se jedna o jakykoli biologicky materidl, je potieba, aby byl transportovan
ve vhodné, uzaviené a fadn¢ oznacené odbérové nadobce, aby nedoslo ke kontaminaci
vzorku, piipadné k jeho zdméné. B&hem transportu existuje vysoké riziko vzniku
preanalytické chyby, proto je nutné béhem piepravy dodrzovat piredepsané podminky

pro vysetfovany analyt, zejména dobu a teplotni podminky. V ptipad¢€, Ze je vzorek
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transportovan do laboratofe neprodlené¢ po odbéru, postacuje pro vétSinu analytd i
biologickych materidlii transport pii laboratorni teploté (5, 6, 13).

Pro ptiklad se v této kapitole zaméfim na podminky transportu vzorku krve,
jakoZto nejcastéji odebiraného biologick¢ho materidlu. Krev se transportuje
v uzavienych, fadn¢ oznaCenych zkumavkéch (dfive sklenénych, dnes vétSinou
plastovych), uzavienych gumovou zatkou. Pro vétSinu laboratornich vySetieni
ptepravujeme vzorky krve pfi laboratorni teploté. Pfi vysoké teploté transportu vzorku
krve dochdzi k poklesu aktivity az k inaktivaci nékterych enzymii a rychleji klesa
koncentrace glukdzy, naopak nizka teplota mize zplisobit hemolyzu erytrocyti. Presto
se krev pro nékterd vySetfeni transportuje na tajicim ledu (napt. k vySetteni
acidobazické rovnovahy, stanoveni amoniaku, ¢i laktatu), nebo pfi teploté¢ 4 °C (pfi
stanoveni  kyseliny  fosfatové ¢i  homocysteinu). Vystaveni krve svétlu
zpusobuje degradaci nékterych analytl, napt. bilirubinu ¢i nékterych vitamint (4).

Pouziva-li se k vySetfeni plazma nebo sérum a neni-li mozné provést vysetieni
thned, je vhodné v ramci stability analytti krev zcentrifugovat a oddélit plazmu, resp.
sérum od krvinek do oznacené sterilni odbérové nddobky a tu pak transportovat do
laboratoie. K dosazeni delsi stability je vhodné stazenou plazmu resp. sérum zamrazit a
pfepravovat ji zamraZenou na ledu. ZamraZzeny materidl vSak nesmi béhem transportu
roztat. Pfi odbéru srazlivé krve je nejlepsi nechat stat zkumavky cca 5 — 10 minut pred
transportem ve stojanku, aby doSlo k upInému srazeni krve, jinak hrozi vysoké riziko

hemolyzy (20).

1.4. Uchovavani vzorki pred analyzou

Podminky uchovavani vzork pfed analyzou maji stejné jako jejich transport
vyrazny vliv na stabilitu analytQ, resp. na vysledek vySetieni. Nejvétsi vliv na stabilitu
analytli ma teplota uskladnéni vzorku, doba od odbéru materidlu do provedeni analyzy a
u latek fotolabilnich je to expozice svétla (3, 4, 5, 6, 13).

Podminky kratkodobého skladovani mohou byt srovnatelné s podminkami
transportu. Pro dlouhodobé skladovani je vSak nezbytné, aby byl material dobie
uzavien, aby bylo zabranéno zahusténi vzorku odpafovanim, mikrobialni kontaminaci,
vlivu svétla a difuzi plynd. U krve musi byt samoziejm¢ zabranéno metabolismu
krevnich elementi, ¢ehoz se dosahuje centrifugaci s naslednym oddélenim séra Ci
plazmy do sterilni uzaviratelné¢ zkumavky. Plazmu 1 n€které dal$i biologické materialy

je pro dlouhodobé skladovani nutné zamrazit alespoil na -20 °C, Iépe vSak na -80 °C.

45



TEORETICKA CAST

Materidl mize byt zamrazen a rozmrazen pouze jednou. Nektera specialni vySetieni se
provadéji pouze v sériich, takze bez zamrazeni vzorkli by bylo vySetfeni prakticky
nemozné. Naopak ncktera vySetieni lze provést pouze bezprostiedné po odbéru
z Cerstvého materidlu, ponévadz kazda Casova prodleva by vyrazné ovlivnila vysledek

vySetteni (19, 20).

1.5. Prvotni zpracovani a priprava vzorku k analyze

V klinickych laboratotich, kde se vySetiuji zpravidla velké pocty vzorki, se
provadi pouze jednoduchd a Casové nendro¢nd piiprava vzorkll. Navic se jednd o
proces, ktery lze vétSinou snadno automatizovat. Patfi sem napf. homogenizace
(promichani) vzorku na valivé michacce, centrifugace krve s ptipadnym odd€lenim séra
¢1 plazmy, deproteinace vzorku, zahusténi ¢i naopak nafedéni vzorku, vzacnéji napf.
promyvani erytrocyti ad. Kromé rychlosti a jednoduchosti téchto technik se klade diiraz
na minimalni riziko vzniku chyby a tim ovlivnéni vysledku vySetfeni. Pfi tomto
zpracovani vzorka je nutné v prvni fadé spravné oznaleni pouzitych zkumavek, aby
nedoSlo k zaméné vzork v laboratofi. I pfes jednoduchost pouzivanych technik
piipravy vzorku mohou nastat nckteré¢ dalSi chyby, naptf. hemolyza erytrocyth
zpusobena prili§ vysokou rychlosti otacek béhem centrifugace, znehodnoceni vzorku
nespravnym vybérem deproteinacniho €inidla, ztraty analyt béhem extrakce z ditvodu

Spatné zvolenych podminek ¢i nechténé rozliti vzorku a tim padem jeho znehodnoceni

4.

2. Techniky pripravy vzorku biologického materialu
k analyze

Moderni instrumentdlni analytické metody zpravidla vyzaduji piedchozi
ptipravu vzorku, b&hem které dochazi k izolaci a zakoncentrovani stanovovanych
analytii. Tato piiprava vzorki k analyze byva casto casové nejnarocnéjSim a
nejkriti¢téjSim krokem celé analyzy, zejména v piipad¢ vzorkl biologickych materiald.
Na zplisobu provedeni této faze zavisi celkovy uspéch analytického stanoveni, jak z
kvalitativniho, tak i z kvantitativniho hlediska. Volbou vhodné techniky ptipravy
vzorku se tedy rozhoduje nejen o piesnosti stanoveni daného analytu, ale viibec o

moznosti jeho urceni. Pfi analyze biologickych matrici je téméef nevyhnutelné pouziti
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nekteré z technik ptipravy vzorku, v mnoha piipadech jich musi byt pouzito 1 nékolik
(45).

Variabilita vzorkl biologickych materiali je obrovska — od kapalnych jako jsou
krev, plazma, sérum, mo¢, sliny, mozkomis$ni mok a dalsi, pfes vazké jako napt. sputum
az po pevné jako jsou biopsie riznych organi, stolice ¢i vlasy. Jednou ze spolecnych
vlastnosti vSech biologickych materialli je vysoky obsah riznych endogennich latek
pusobicich rusivé na analyzu vétSinou nizkych koncentraci sledovanych latek a jejich
metabolitd. Proto je nutné provést nejdiive izolaci analytli a odstranit endogenni latky,
aby doslo ke zvySeni selektivity a citlivosti metody stanoveni.

Vybér vhodné techniky ptipravy vzorku zalezi predev§im na druhu biologického
materialu, na chemické struktufe stanovovanych latek, na jejich fyzikalné chemickych
vlastnostech, ale také na tom, zda ma byt material vychozi surovinou pro izolaci a
detekci latky ¢i1 skupiny latek nebo zda chceme studovat metabolismus téchto latek.
Technika pfipravy vzorku je tim snaz§i, ¢im vice je material tekuty a slozkové
jednoduchy. V tomto sméru mizeme materidly setadit dle vhodnosti pro analytické
separacni techniky v ndsledujicim potadi: mozkomis$ni mok, slzy, pot, sliny, mo¢, Zlug,
plazma, sérum, krev, stolice, biopsie tkani (38).

Stejné tak jako je riznorody odebirany biologicky material, jsou také vyuzivané
techniky pfipravy vzorku pfed analyzou rizné. Odlisné byvaji také metody ptipravy
vzorku vriznych klinickych oborech. Tak naptiklad pro rutinni hematologicka ci
biochemickd vySetteni zplné krve sta¢i vzorek pfed analyzou promichat
(zhomogenizovat), v piipad¢é, Ze k vySetfeni potiebujeme plazmu nebo sérum, tak
je nutné vyizolovat nukleovou kyselinu DNA ptipadné RNA. K tomu je tfeba provést
nejprve lyzu bunck, nejcastéji chemickou lyzu detergentem s naslednou extrakei
nukleové kyseliny ve specidlni extrakéni kolonce. Lyzu bun€k je nutné provést takeé
v ptipadech, kdy stanovujeme latky obsazené v bunkach nebo krevnich elementech,
instrumentalni analyzu ke stanoveni velice nizkych koncentraci analyti ve slozitych
komplexnich matricich s velkym obsahem balastnich latek, plsobicich na analyzu
rusive (8, 38).

Obecné lze fici, Ze u nejbéznéjSich rutinnich vySetfeni, kterych se délaji
v klinickych laboratofich stovky denné, je ptiprava vzorku k analyze nejjednodussi. To

je ptipad pravé hematologie ¢i biochemie, kde si vysta¢ime s homogenizaci,
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centrifugaci, pfipadné filtraci ¢i nafedénim vzorku. Cim je vySetfeni specialngjsi, tim
zpravidla vyzaduje 1 vy$si naroky na ptipravu vzorku pted analyzou.

V této kapitole budou kratce zminény jednoduché techniky ptipravy vzorku
biologického materialu k analyze, vyuzZivané v klinickych laboratotich a predchazejici
rutinnim laboratornim vySetfenim. Jednd se o jednoduché techniky jako je
homogenizace, ultrafiltrace, centrifugace a dalsi. Nejpodstatnéjsi ¢ast této kapitoly bude
vSak zaméfena na moderni extrakéni metody a on-line techniky piipravy vzorku

biologického materidlu ptimo v analytickém sytému.

2.1. Homogenizace

Nutnou podminkou dosazeni srovnatelnych analytickych vysledkii je
homogenni vzorek. Vzorky biologického materialu jako biopsie organl, vzorky
solidnich tumorii ¢i svalova tkan jsou vzorky zna¢né nehomogenni, navic pevné, které
neni mozné bez piedchozi homogenizace analyzovat. Homogenizace je postup, pfi
kterém se z nestejnorodého vzorku (heterogenniho) pfipravi dokonalym rozmélnénim
vzorek jednotny a stejnorody (homogenni). Je to tedy diikladné mechanické rozmélnéni
materidlu za ptidavku vody nebo vhodnych pufrt ¢i fyziologickych roztokii. Jedné se
zpravidla o prvni krok zpracovani biologického materialu.

Pro homogenizaci malych mnozstvi vzorku je nejvhodngj$i ru€ni roztirani
materidlu ve tfeci misce s tlouckem nebo ty¢inkou ve zkumavce. Jinak se homogenizace
bézné provadi v laboratornich homogenizatorech nebo ve vykonném mixéru. TuZzsi
materidly je mozné pfed homogenizaci zmrazit kapalnym dusikem, ktery je ucini
kieh¢imi k rozmélnéni. V nékterych ptipadech lze vyuzit opakované zamrazovani a
rozmrazovani, plisobeni chemickych c¢inidel, enzyml nebo ultrazvuku. V téchto
piipadech vSak €asto dochazi az k tzv. dezintegraci bunék, tedy naruSeni bunécné stény
(46).

Homogenizace se vSak netyka pouze vzorka pevnych biologickych materidli, je
potieba ji provadét 1 u nekterych tekutych vzorkl, naptfiklad u plné krve. Jedna se o
suspenzi krevnich elementli o rizné velikosti a s riznou rychlosti sedimentace. V
ptipadé vySetteni krevniho obrazu, kdy se méfi cetnost jednotlivych krevnich element,
je nezbytné, aby byla suspenze dokonale homogenni. Proto je nutné krev pied

vySetfenim dokonale promichat na valivé michacce (20).
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2.2. Deproteinace

Ptitomnost proteinii piisobi u velkého mnoZstvi analytickych stanoveni ruSivé.
Zvl1asté pii stanoveni hladin 1€¢iv a jejich metaboliti v télnich tekutindch, zejména v
plazmég, séru ¢i plné krvi instrumentdlnimi analytickymi metodami, musime vzorek
dokonale zbavit veSkerych proteinii a dalSich makromolekularnich latek. Pfitomnost
téchto balastnich latek nejenze plsobi ruSivé na stanoveni analyt, ale mize také
nevratné poskodit n¢které ¢asti instrumentace, zejména chromatografickou kolonu.

Pti deproteinaci by mély byt odstranény vSechny proteiny, 1 ty o malé
molekulové hmotnosti. Precipitat by nemél adsorbovat na sviij povrch sledované latky.
Deproteinaéni ¢inidlo nesmi reagovat se sledovanou latkou ani interferovat pii detekci
¢1 jinak ovliviiovat analytickou vytéznost. Pti volbé deproteinacni techniky se musi vzit
v ivahu chemické slozeni analyzované latky, jeji stabilita, vazba na proteiny, ale také
vytézek latek po precipitaci (38).

Mezi nej€astéji pouzivané deproteinacni techniky patii ultrafiltrace a dialyza,

enzymove deproteinace a precipitaéni metody.

2.2.1. Ultrafiltrace

Ultrafiltrace se stejné jako dialyza pouziva k separaci ¢i zakoncentrovani latek s

molekulovou hmotnosti vétsi nez 104. Béhem tohoto procesu prochéazeji rozpoustédlo a
rozpusténé latky az do urcité kritické velikosti pfes membranu na zikladé tlakového
gradientu. Rozhodujicim faktorem ultrafiltrace je velikost port membrany. Pfi
ultrafiltraci se vyuziva bud’ pozitivni nebo negativni tlak. Pozitivniho tlaku se dosahuje
inertnim plynem, nej€astéji dusikem, nad filtrovanym roztokem. Roztoky se filtruji pod
tlakem 0,05 az 0,5 MPa anebo také plisobenim odstfedivé sily v centrifuze. Naopak
negativni tlak se vytvari pomoci vakua v prostoru jiz ptefiltrovaného roztoku (46).
Rozpoustédlo a rozpusténé latky o mensi velikosti nez je velikost pora v
membrané prochazeji do ultrafiltratu. Naopak latky vétsi, o vétsi molekulové hmotnosti,
se nad membrdnou postupné¢ koncentruji. V piipad€, Ze je ultrafiltrace pouzita ke
sledovani latek vétSich, nez je velikost porit membrany, mize se zadrzeny retentat
promyt ¢istym rozpoustédlem, ¢imz se snizi podil balastnich nizkomolekularnich latek v
retentatu. Takto je ultrafiltrace vyuzita napft. k purifikaci proteinii od anorganickych soli
¢1 k frakcionaci bilkovin (47). Ultrafiltrace vSak mize byt vyuZita 1 obracené, k izolaci

nizkomolekularnich latek o malé velikosti, napt. 1éCiv a jejich metaboliti, které projdou
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membranou filtru, ¢imZz se oddéli od makromolekularnich balastnich latek, nejCastéji
proteinil, které se zachyti na filtru. Vyhodou této techniky je fakt, Ze nedochdzi ke
zméné koncentrace analyzovanych nizkomolekuldrnich analytii nafedénim, neméni se
pH, nedojde ke kontaminaci vzorku promyvacim roztokem ¢i deproteinacnim Cinidlem.
Uginnost této metody dosahuje az 99 % (45, 46, 48).

K hlavnim pozadavkiim na membranové filtry patfi dostatecnd rychlost
propousténi rozpoustédel a nizkomolekuldrnich latek a standardni rozmér port. Tyto
podminky nejlépe splituji membranové filtry zhotovené z anizotropnich polymera s
tlouStkou stény obvykle 0,1 — 1,5 pum, pfipevnéné na podplirny material podobného
chemického sloZeni, ale s podstatné vétSimi pory. V soucasné dobé jsou komeréné
dostupné membranové filtry s primérem porti od 0,1 do 50 nm, které umoznuji délit
latky s relativnimi molekulovymi hmotnostmi od 500 do 300000 Da. Jsou odolné vici
riznym organickym rozpoustédlim, ziedénym kyselindm, hydroxidim a oxidacnim
latkam, lze s nimi pracovat do teploty az 200 °C. Pfi spravném zachdzeni se mohou
pouzivat mnohonasobnékrat za sebou. Jen je tieba zajistit, aby se zadrzované molekuly
nehromadily na povrchu filtru a nezacpavaly jeho pory, ¢ehoz se dosahuje nejcastéji
kontinualnim michanim nebo probublavanim (46).

Mezi hlavni vyhody ultrafiltrace, jakozto bézné¢ pouzivané techniky
k zakoncentrovani latek ¢i d€leni roztokli pomoci membranovych filtrii na zaklade
rozdilné relativni molekulové hmotnosti, patii jednoduchost, rychlost a nizk4d cena
provedeni. UrCitym omezenim této metody je nizké rozliSeni. Pro dosazeni vyssi
selektivity pfi zachovani vysokych objemovych kapacit byla ultrafiltrace spojena
s afinitnimi interakcemi do jediné metody, tzv. afinitni ultrafiltrace. Nevyhodou této
techniky pfiizolaci nizkomolekuldrnich latek je moZnost jejich vazby na
makromolekuly, napt. vazba 1é¢iv na plazmatické proteiny, ¢imZ dojde k jejich zadrzeni
v retentdtu spolu s makromolekulami. Ultrafiltrat pak obsahuje pouze volnou frakci
nizkomolekularnich latek, nenavdzanou na proteiny (46).

V soucasné dobé¢ se s vyhodou pouzivaji k deproteinaci malych objemi vzork
biologickych materiall specialni komeréné dostupné centrifugani ultrafiltracni
zkumavky. V téchto zkumavkach je jiz zabudovana filtrani membréna. Vzorek
biologického materidlu se nanese do zkumavky, poté se zkumavka vlozi do centrifugy.
Béhem centrifugace dojde k separaci latek na zakladé wvelikosti pora filtracni

membrany. Latky vétSi, nez je velikost pdri membrany, zistanou zadrzeny nad
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membranou, zatimco malé molekuly projdou membranou a zlstanou v ultrafiltratu na

dné zkumavky (46, 49).

1/ elektromagnetické michadlo
2/ zasobnik na dusik

3/ ocelova lahev s dusikem

4/ regulator tlaku

5/ elektromagnetické michadlo
6/ tlakovy zabezpecovaci ventil
7/ ptivodova hadice dusiku

8/ ultrafiltracni cela

9/ sviraci stojan

10/ odtok difuzatu

11/ kontrola rychlosti michani

Obr. 10 Schéma zatizeni pro ultrafiltraci (46)

2.2.2. Dialyza

Dialyza se Casto fadi mezi membranové extrakéni techniky. Jelikoz je vSak cilem
prace zahrnout do kapitoly extrakénich technik zejména moderni metody, mezi které
dialyza nepatii, byla zafazena do této kapitoly deproteinacnich technik.

Tato separacni technika vyuziva prostupu nizkomolekularnich latek membranou
nepropustnou pro velké molekuly z roztoku o vyS§i koncentraci do roztoku o
koncentraci niz$i. Tento d&j probihd do okamziku, kdy se koncentrace prochéazejicich
latek na obou stranach membrany vyrovnaji. Déleni latek tedy probihd na zaklad¢ jejich
rozdilné velikosti a rozpustnosti, nebot’” ptfechod pies tzv. polopropustnou membranu je
umoznén pouze analyticky disperznim latkdm a jeSté pouze po koncentracnim spadu.
Makromolekuly, napt. proteiny neprojdou pro svou velikost pory dialyzaéni membrany
(46).

Dialyza se pouziva nejCastéji tam, kde je potieba zbavit vysokomolekularni latky
nizkomolekularnich necistot, umoziuje napt. snadné oddéleni soli od roztokl proteint,
tzv. vysolovani proteind, uplatituje se 1 pi1 krystalizaci proteind. Je vSak mozné ji
pouziti 1 v opaénych piipadech, kdy je tieba odd¢lit a ziskat nizkomolekularni latky a

odstranit vysokomolekularni necistoty (48).
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Zatimco se diive pouzivaly pro dialyzu rtizné membréany typu kolodium, celofan,
pergamen anebo 1 membrany zvifeciho pivodu (stfeva, vajecna blanka, rizné méchyte
ad.), v soucasné dob¢ jsou komeréné dostupné umélé membrany s vhodnou velikosti
port, ve tvaru dlouhé trubice rizného priméru. Potfebny kus dialyzacni trubice se
odstfihne a na jednom konci pevné zavaze nebo uzavie specialni svorkou. Pied prvnim
pouzitim je tieba novou trubici vzdy pofadné proplachnout destilovanou vodou, aby se
vymyl glycerol, kterym je trubice impregnovana. Po naplnéni této trubice vzorkem se
uzavie 1 jeji druhy konec a vlozi se do nddoby s vodou nebo pufrem o nizké iontové
sile. Snahou je dosaZzeni co nejvyssi rychlosti dialyzy. Ta zavisi na koncentratnim
spadu, zpocatku je rychlejsi, postupné se zpomaluje tim, jak se vyrovnavaji koncentrace
latek na obou strandch membrany. Dale rychlost procesu zavisi na teploté, na poctu a
velikosti port v membrané, na sile membrany, na elektrickych interakcich mezi
membranou a difundujicimi ¢asticemi a na velikosti plochy membrany. Michani a
obvykle 1 vyména kapaliny, tzv. dialyzatu, proces velmi urychluji. Pfesto trva dialyza
zpravidla desitky hodin. Obvykle se provadi pfes noc pii teploté 0 — 4 °C, aby se

zabranilo denaturaci proteinli a mnozeni mikroorganismii (46, 48).

= pfepad
privad cisteho
disperzniho
prostfed

4

membrana dialyzat

Obr. 11 Schéma dialyzatoru (50)

V soucasné dobé existuje nékolik modifikaci dialyzy, napt. elektrodialyza, kde
se aplikuje na iontové vyménnou membranu napéti, které na ni zplsobi pozitivni nebo
negativni ndboj. Vysledkem je pak selektivni pohyb kationtii nebo anionti do zény
koncentrace v zavislosti na aplikovaném proudu. Velkou nevyhodou elektrodialyzy je
ovSem fakt, ze prestup pfes membranu je umoznén pouze pro elektrolyty. Proto se
s vyhodou kombinuje elektrodialyza s ultrafiltraci, ¢imz vznika tzv. elektroultrafiltrace,

pfi které prochazeji pfes membranu nejenom elektrolyty, ale i1 neelektrolyty. Dalsi
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modifikaci dialyzy je tzv. mikrodialyza, kterd je vhodna zejména pro malé objemy
vzorkl a kterou lze snadno automatizovat. Provadi se pomoci dialyzacniho vldkna ci
folie. Mozné jsou také kombinace mikrodialyzy s riznymi technikami ptipravy vzorku,

napt. se SPE (45).

2.2.3. Precipita¢ni techniky

Precipitacni techniky je moZzné vyuzit v ramci pfipravy vzorku biologického
materidlu k analyze dvéma zpiisoby. Bud’ ke kvantitativnimu oddé€leni makromolekul
z roztoku, tzv. deproteinaci, nebo naopak k izolaci makromolekul, tzv. frakcionaci.
V instrumentalni analyze se castéji vyuzivaji deproteinacni techniky ve smyslu
odstranéni (vysrdzeni) makromolekul, nejCastéji proteind, protoze jejich ptitomnost ve
vzorku plsobi na stanoveni ruSivé a cCasto dokonce zcela znemoziiuje pouZiti dané
techniky stanoveni.

Precipitace proteini vhodnymi deproteinacnimi c¢inidly je nejjednodussi
metodou upravy vzorku pied analyzou. Po piidani deproteinacniho €inidla a nésledné
centrifugaci je alikvot supernatantu pfimo pouzit k analyze nebo je odpaten do sucha.
Odparek je poté rozpustén v minimalnim objemu mobilni faze nebo jeji soucasti a
analyzovan.

Precipitace mtize byt provedena nckolika zplisoby. Bud ptidavkem silnych
anorganickych ¢i organickych kyselin ke vzorku (napt. kyseliny trifluoroctové, pikrove,
trichloroctove, chloristé, mravenc¢i, chlorovodikové, metafosfore¢né ad.). Nevyhodou
zde je silné kysely supernatant, ktery miize zplsobit rozloZzeni analytu. Druhou
moznosti je pridavek organického rozpoustédla misitelného s vodou, nejcastéji
methanolu, ethanolu, acetonitrilu, tetrahydrofuranu, acetonu ad., velice Casto se
vyuzivaji smési vySe uvedenych rozpoustédel. Tretim zpltisobem precipitace je piidani
jont t&zkych kovd, napt. Hg”', Pb*", Cd*, Zn*", Cu®’, & Ba®". Tento postup oviem
neni vhodny pro analyty, které snadno vytvareji komplexy s ionty tézkych kovu.
Precipitaci lze taktéZ vyvolat saturaci materidlu soli, nejcastéji siranem amonnym,
nevyhodou je vSak vysokd koncentrace této soli v supernatantu. V praxi se casto
vyuziva kombinace n€kolika vySe uvedenych deproteinacnich ¢inidel, nebo se provadi
zahtivani vzorku na teplotu az 100 °C po dobu 5 — 10 minut. Tato metoda vSak neni
prili§ u¢inna a navic mize zplsobit rozklad analyti. Vzdy je potieba optimalizovat
podminky precipitacni techniky tak, aby bylo dosazeno co nejvy$$i vytéznosti

analyzovanych latek a maximalnimu odstranéni ru$ivé matrice vzorku (46, 48, 51).
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Druhym piipadem vyuZiti precipitacnich technik je pocate¢ni izolace
makromolekul, hlavné¢ proteini a nukleovych kyselin, tzv. frakcionace. Zde se
samoziejm¢ pouzivaji méné drastické podminky srazeni, nebot’ potiebujeme ziskat
makromolekuly neposkozené. NejCastéji se provadi frakcionace organickymi
rozpoustédly, kyselinami €1 zasadami, dale zménami koncentrace soli, pH, teploty nebo
jejich  kombinacemi. V soucasné¢ dobé lze vyuzit také vysoce selektivni
imunoprecipitace, kdy mohou byt antigeny precipitovany pouzitim odpovidajicich
protilatek (51, 52).

Precipitacni technika byla pozdéji poloautomatizovana (53), v dalSich letech pak
dokonce pln¢ automatizovana. Ma a kol. (54) pfedstavili pln€ automatizovanou
precipitacni techniku v 96 jamkovém formatu pouzitou ve spojeni s HPLC-MS/MS.
Obdobny format této techniky byl pouZit k pfipravé vzorku plazmy pii stanoveni
klarithromycinu (55) ¢i fudosteinu (56).

Tab. 4 Vyhody a nevyhody zékladnich deproteinaénich technik (57)

POROVNANI VYHOD A NEVYHOD MEZI MIKRODIALYZOU, ULTRAFILTRACI A
PRECIPITACI K ODSTRANENI BILKOVIN

Metoda Vyhody Nevyhody
Microdialyza MozZnost in-vivo vzorkovani a plné¢ Vazba analytu na membranu
automatizovana on-line Pomalé zpracovéani
pfiprava vzorku Nizky vytézek
Ultrafiltrace Rychla obzvlasté pfi pouZiti Vazba analytu na membréinu
dutych vlédken
MozZnost zachazeni s malymi
objemy vzorku
Mirné chemické prostfedi
Precipitace Sirok4 moZnost vybé&ru Velky objem vzorku
precipitaénich podminek VyzZaduje extremni pH nebo

vysokou iontovou silu

2.3. Centrifugace, ultracentrifugace

Centrifugace neboli odstiedovani je jednoducha zakladni laboratorni metoda,
ktera umoZznuje oddélit slozky suspenze ¢i emulze na zékladé jejich rozdilnych hustot.

Samovolna sedimentace pevnych cCastic zplisobend gravitaci je pouZzitim centrifugy
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vyrazné¢ urychlena. Centrifugace je casto rychlejSi a pohodInéjsi nez filtrace a
v nékterych pripadech vede 1 k lepSimu oddéleni pevné a kapalné faze, zvlasté
v ptipadech, kdy je vzorek Spatné filtrovatelny a filtrace zdlouhavé (46).

V praxi se centrifugace vétSinou pouziva k déleni smési kapalin, odstranéni
srazenin, izolaci nebo odstranéni bunék, oddéleni plazmy ¢i séra od krevnich elementi
nebo k frakcionaci makromolekul podle hustoty. Mimoto se miize pouzit ke specialnim
preparativnim ¢i analytickym Ucelim, napt. k izolaci bunéénych organel, piipraveé
bunéénych struktur, ¢i stanoveni relativnich molekulovych hmotnosti sloucenin a
Cistoty izolovanych preparatt (51).

Béhem centrifugace se zkumavky pohybuji v tzv. rotoru po kruhové draze, kde na
n¢ pusobi odsttediva sila, ktera je tim vétSi, ¢im vétsi rychlosti a po delsi draze se
zkumavky pohybuji. Tato sila F tedy zavisi na poloméru rotoru a na rychlosti, se kterou
se rotor otadi. Lze ji vypotitat ze vztahu F = m.r.o”, kde m je hmotnost &astice, r je
polomér otaceni a ® je uhlovéa rychlost (v = 2n.f, kde f je frekvence otacek). Pro
praktické vypocty se vSak zavadi veli¢ina relativni centrifugacni sila (RCF), ktera
udava, kolikrat se pii odsttedovani znasobi hmotnost ¢astic, resp. kolikrat je zrychleni

centrifugy vétsi nez tihové zrychleni g. Je dana vztahem RCF = r.o’/g, snadno se

vypocita pro kteroukoli centrifugu a dany pocet otacek: RCF = 1,1 18.r.N2.10_5, kde N
je pocet otacek za minutu a r je polomér otdeni vcm. Uddva se v ndsobcich g, je
bezrozmérna a uvadi se jako hlavni charakteristika centrifugace (46, 58).

Existuji rizné typy centrifug, které se li§i velikosti (od malych stolnich az po
velkoobjemové primyslové odstredivky), frekvenci otacek (nizko-, stfedné- a
vysokoobratkové, tzv. ultracentrifugy), moznosti chlazeni vzorkl (nechlazené, chlazené
a s moznosti mrazeni) a tvarem rotord (vykyvné a thlové). Centrifugy s tzv. vykyvnymi
rotory umoziuji vychyleni nosi¢e zkumavek podle intenzity odstfedivé sily az do
horizontalni polohy. Jejich vyhodou je, Ze odstfediva sila plsobi kolmo ke dnu
zkumavky, naopak nevyhodou je omezend mechanickd odolnost Cepli, na kterych
dochazi k vychyleni nosi¢e zkumavek, takZe lze dosdhnout obvykle RCF jen kolem
5000 g. Takové odstfedovani je vhodné pifedevSim pro sedimentaci bunck a jinych
vétSich a tézSich castic. BéZné laboratorni centrifugy s pevnymi tzv. thlovymi rotory
dosahuji RCF mezi 10-30 000 g, ktera zcela postacuje pro rychlou sedimentaci napf.
srazenych molekul DNA. Odsttediva sila v nich pasobi Sikmo, takZe je 1 sediment na

dné¢ zkumavky po centrifugaci zeSikmeny. Pro specialni techniky se pouZivaji tzv.
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ultracentrifugy, které dosahuji RCF 80 000 g i1 vice. Podminkou téchto centrifug je
uloZeni rotoru ve vakuu, ¢imZ se snizi odpor vzduchu a tim vyvolany vznik tepla
tfenim. Pouzivaji se pro déleni biopolymera a subcelularnich ¢astic, ¢asto v hustotnim
gradientu napft. sachar6zy nebo cesnych soli. Tyto techniky se provadéji jak za ucelem
analytickym, tak i preparativnim. Analytické centrifugy jsou navic opatieny optickym
zafizenim, které umoznuje sledovat rozhrani tvofend jednotlivymi sedimentujicimi
latkami (51, 58).

Technika centrifugace je velice citlivA na vyvazeni rotoru. Zvlasté u
vysokoobratkovych centrifug musi byt protilehlé kyvety vyvazeny nejen staticky, ale 1
dynamicky. Kazd4 nepiesnost ve vyvazeni se totiz mnohonasobné projevi zvétSenim
odstfedivého tlaku na jednu stranu osy. Osa se pak snadno ohne nebo se poSkodi
lozisko, pti chodu centrifugy se projevuji silné vibrace. Statického vyvazeni se dosdhne
tak, ze se na technickych vahach s ptfesnosti na jeden gram vyvazi protilehlad pouzdra s
kyvetami naplnénymi suspenzi ur€enou k centrifugaci. Mnohem vétsi pozornost je tieba
vénovat dynamickému vyvazeni protilehlych kyvet. Ty musi mit stejnou velikost,
suspenzi, suspenzi o stejné hustoté (46).

O rychlosti sedimentace vedle relativni centrifugacni sily (RCF) déale rozhoduje
hlavné rozdil mezi hustotou centrifugovanych ¢astic a rozpoustédla (zde plati pfima
uméra) a faktor tfeni (nepiiméd Gmeéra). Podle zpiisobu odstied’ovani rozliSujeme tzv.

diferencidlni centrifugaci a centrifugaci gradientovou, kterou miuzeme dale délit na

izopyknickou a zondlni (58).

2.3.1. Diferencialni centrifugace

Zakladem centrifugace jsou rozdily v sedimentac¢nich rychlostech castic.
Centrifugace probiha v homogennim médiu s podstatné nizs$i hustotou, nez jakou maji
sedimentujici ¢astice, pouziva se napt. vodny roztok sacharézy o koncentraci 0,25
mol/l. Béhem tohoto procesu sedimentuji rizné Castice raznou rychlosti na zaklad¢
jejich sedimentacnich koeficientii. Sedimentacni koeficient zavisi na hmotnosti a
denzité Castic a na jejich interakci s kapalinou. Nedochazi zde k dosazeni hustotni
rovnovahy. Dé€leni se provadi tak, aby vSechny cCastice jedné velikosti, tj. se stejnym
koeficientem sedimentace, zcela sedimentovaly. V praxi se provadi opakovana
centrifugace se zvySujici se rychlosti otdek. Diferencidlni centrifugace se pouziva

zejména k odstranéni bunck, k odd€leni srazeniny a pii rozdéleni bunécného
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homogenatu na castice (resp. pifi odstranéni nékterych castic z homogenatu). V
klinickych laboratotich se nejcastéji pouziva k ptipravé plazmy, respektive séra z plné
krve. Nastavenim vhodnych podminek centrifugace lze ziskat napi. plazmu bohatou,

resp. chudou na desticky (51, 58).

SUPERNATANT 1 SUPERNATANT 2 SUPERNATANT 3
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. | |VERY HIGH-SPEED
CENTRIFUGATION

cell ‘
homogenate PELLET 1 PELLET 2 PELLET 3 PELLET 4
whole cells mitochondria microsomes ribosomes
nuclei lysosomes other small vesicles viruses
cytoskeletons peroxisomes large macromolecules

Obr. 12 Diferencialni centrifugace (51)

2.3.2. Gradientova centrifugace (centrifugace v hustotnim gradientu)

U tohoto typu centrifugace je nutny spravny vybér centrifuga¢niho média, které
samoziejmé musi vytvaret gradient, nesmi interferovat se vzorkem a musi byt ze vzorku
snadno odstranitelné. K tomuto ucelu se nejcastéji pouziva sacharoza, glycerol ¢i Ficoll-
dextran, u kterych se musi gradient pfipravit anebo soli CsCl, Cs;SO4 ¢i NaBr, které
vytvareji gradient béhem centrifugace samy (51, 58).

Existuji dva typy hustotnich gradienti — diskontinualni a kontinualni.
Diskontinudlni (nespojity, skokovy) gradient je tvofen nékolika vrstvami o rdzné
hustoté. U kontinualniho (spojitého, plynulého) gradientu je zména hustoty postupna v

celém rozsahu zkumavky (60).

L s = a
it
P AT

Obr. 13 Kontinualni (vlevo) a diskontinualni hustotni gradient (vpravo) — oba ptipady pted a po
centrifugaci (60)
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Pro centrifugaci v hustotnim gradientu se s vyhodou pouzivaji specialni tzv.
zonalni rotory, umoziujici centrifugaci velkych objemi materidlu. Plnéni 1
vyprazdinovani rotoru mtize probihat béhem jeho otafeni, ¢imZ se zabraiiuje promichani

gradientu. Gradientovou centrifugaci Ize rozd¢lit na izopyknickou a zondlni (58).

2.3.2.1. Izopyknicka gradientova centrifugace

Pti tomto typu centrifugace probihd separace na zaklad¢ riiznych hustot castic,
nezavisle na jejich vlastnostech jako je velikost nebo molekulova hmotnost. Molekuly
jsou separovany az do dosazeni rovnovazného stavu, nikoli podle rychlosti sedimentace.
Vzorek je rozptylen v médiu s hustotnim gradientem, pfiCemz rozsah hustot lezi v
oblasti ocekavanych hustot délenych ¢astic. Hustota média roste od horniho okraje
centrifugacni zkumavky smérem ke dnu. Behem centrifugace sedimentuji ¢astice prave
do mista, kde se jejich hustota shoduje s hustotou média (tzv. izopyknicky bod). Doba
trvani tohoto typu centrifugace byva dlouha, napf. 30 hodin 1 déle. K ptiprave

hustotniho gradientu se zde nejcastéji pouzivaji solné roztoky, napi. CsCI (51, 58).

CENTRIFUGATION CENTRIFUGATION

low buoyant

R ) density

wie 0] = sample component

— high buoyant
density
component

START BEFORE EQUILIBRIUM EQUILIBRIUM

Obr. 14 Izopyknicka gradientova centrifugace (51)

2.3.2.2. Zonalni (zo6nova) gradientova centrifugace

Pti zonové centrifugaci se Castice déli podle svych sedimentacnich koeficienta
na zaklad¢ tvaru a molekulové hmotnosti. Vzorek je opatrné v kyveté navrstven na
hustotni gradient, jehoZ ucelem je zamezit konvekénimu michani roztoku. Gradient je
tvofen nejcastéji roztokem sachardzy (5-20 %). Behem centrifugace se kazdy typ
molekul pohybuje gradientem rychlosti pfevazné zdvislou na sedimentacnim
koeficientu, tedy pfimo Umérnou molekulové hmotnosti, takZze se vytvaieji zony

jednotlivych latek, které mohou byt poté snadno oddéleny (51, 58).
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Obr. 15 Zonalni gradientova centrifugace (51)

2.4. Primy nastrik

Ve velmi omezené mife lze pii analyze biologického materidlu pouZzit ptimy
nastiik vzorku do separa¢niho systému bez predchozi upravy. Tato technika je
pouzitelnd pouze pro tekuté vzorky s minimalnim obsahem balastnich latek, zejména
proteinti. Pfimym ndstiikem Ize stanovit pouze latku o vysoké koncentraci, aby
zpusobila vyrazné vétsi odezvu detektoru nez priichod balastnich latek. VInova délka
pro detekci musi byt zvolena tak, aby dochazelo k minimdlni interferenci balastu (45).

Pouziti techniky pfimého néstiiku v analyze télnich tekutin je velice omezené.
Ptimo lze do chromatografického systému nadavkovat pouze tekutiny s malym
obsahem zejména proteinti a lipidd, jako jsou napt. pot, slzy, mozkomisni mok, ad. I
tyto materidly vSak obsahuji velké mnozstvi balastnich latek, coz vede ke zkraceni
zivotnosti chromatografickych kolon a také k nizké citlivosti a selektivité dané metody
(38).

Té&lni tekutiny s vysokym obsahem endogennich latek, zeyména krev, plazmu ¢i
sérum, nelze na analytickou kolonu bez pfedchozi upravy nadavkovat, zejména kvili
vysokému obsahu proteint, které by se naadsorbovaly na povrch sorbentu, kolonu by
ucpaly a naslednym protékanim organické mobilni faze by v ni navic zdenaturovaly,
¢imZ by ji nendvratné poskodily.

Tyto biologické materidly s vysokym obsahem proteint Ize davkovat ptimo do
chromatografického systému bez piedchozi Upravy pouze v piipadé on-line zapojeni
specialnich extrakénich pfedkolon plnénych tzv. materidly s omezenym ptistupem
(RAM) (viz kapitola 2.6.2.10.) nebo tzv. materidly s velkymi casticemi (LPS) (viz
kapitola 2.6.2.9.), které¢ umoziiuji on-line extrakci pfimo v chromatografickém systému,
do kter¢ho jsou zapojeny pies vicecestny piepinaci ventil, technikou pfepinani kolon

(CSW) (viz kapitola 2.6.4.).
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Pouzité extrakéni predkolony byly specialné vyvinuty pro on-line extrakci
v chromatografickém systému a jsou upraveny k opakovanému piimému nasttiku
neupravenych télnich tekutin. Dochdzi na nich k zadrZeni stanovovanych analytd,
zatimco balastni latky jsou vymyty do odpadu promyvaci mobilni fazi. Po prepnuti
pfepinaciho ventilu jsou zadrZzené analyty analytickou mobilni fazi pfeneseny na
analytickou kolonu, kde jsou separovany a nasledn¢ zaznamenany v detektoru.

Ve vSech ostatnich piipadech musi vzorky télnich tekutin s vysokym obsahem
endogennich latek projit pfedchozi (off-line) ptipravou k analyze a teprve poté mohou

byt nadavkovany do separacniho zafizeni.

2.5. Derivatizace

Derivatiza¢ni techniky patfi mezi analytické metody, které vyuzivaji specifické
chemické reakce ktvorbé detekovatelnych derivati, zvysSeni citlivosti a/nebo
selektivity, zvySeni rozliSeni nebo umoznéni separace viibec, napi. zvySenim tékavosti
latek nebo pfipojenim funkénich skupin. Smyslem je docilit kvalitativné novych
vlastnosti stanovovanych analytli, které umozni pfedseparaci Ci vlastni separaci, usnadni
identifikaci, ¢1 zvysi citlivost detekce (61).

Kazda z chromatografickych technik klade na pfipravené derivaty jiné
pozadavky. U plynové chromatografie je tfeba docilit toho, aby vznikajici derivaty byly
tékavejsi nez latky ptivodni, zatimco v kapalinové chromatografii v ploSném uspotradani
je tomu naopak. U kapalinové kolonové chromatografie nehraje tenze par separovanych
slozek vyznamnou roli, ale jde pfedevSim o vyvolani zmén v rozpustnosti jednotlivych
analytii obsazenych ve smési. Derivatizace ma totiz vliv na elucni charakteristiky

separovanych latek, zejména na Gi€innost separace a dobu analyzy (62).

Derivatizace mtizeme rozdélit podle mista derivatizacni reakce na predkolonové
(pre-column chromatography), u kterych probihd chemicka reakce jesté¢ pred vstupem
na kolonu; postkolonové derivatizace (post-column chromatography), kde chemicka

reakce probihd az za kolonou, pfed vstupem do detektoru a derivatizace na koloné (63).

Pomérné novinkou je derivatizace probihajici béhem extrakce. Nejvice byla
dosud prostudovana derivatizace na extrakénim vlakné a to pted, béhem nebo po sorpci
na jeho povrch, viz kapitola 2.6.2.2.1. (64). Autoii Stashenko a Martinez (65)

publikovali review zabyvajici se derivatizaci v kombinaci se SPME.
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Ptestoze jiz bylo publikovano mnoho praci, zabyvajicich se touto problematikou
(napt. 66-68), v rutinni analyze je pouzivano pouze nc€kolik derivatiza¢nich reakci. V
praxi se jedna o dalsi krok navic, dal$i riziko vneseni chyby, proto se dnes preferuji

metody pfimé a bez derivatizace.

2.6. Extrakce

Extrakéni techniky zaujimaji prvni misto ve vyuziti mezi technikami ptipravy
vzorktll k analyze. Je to dano schopnosti sledovany analyt ze vzorku izolovat, vycistit a
zakoncentrovat do malého objemu organického rozpoustédla v jednom kroku. Velkou
cast extrakénich technik Ize snadno automatizovat. Moderni on-line extrakéni metody
umoziuji nastiik neupraveného biologického materidlu ptimo do chromatografického
systému. I v dneSni dob¢ se stale pouZzivaji klasické extrakéni techniky jako je LLE ¢i
SPE, trendem poslednich let vSak je pouzivani stale menSich objemi organickych
rozpoustédel 1 vzorkil, dosahovani vEtsi specificity a selektivity extrakci a stale vétsi
snaha o Uplnou automatizaci téchto technik. Pfiprava vzorku musi byt samoziejmé
pfizplisobena nasledné analyze, sohledem na pouZitou instrumentaci a stupen
pozadované piesnosti, at’ kvantitativni ¢1 kvalitativni (69, 70).

Tato kapitola bude zamétena piedevSim na nejmodernéjsi extrakéni techniky
piipravy vzorku k analyze. Tyto techniky budou rozdéleny na ptistupy zalozené na LLE

a na ptistupy zaloZzen¢ na SPE.

2.6.1. Pristupy zaloZené na liquid-liquid extrakci (LLE)

Uvodem této &asti bude zminéna tradi¢ni LLE, coZ je sice technika stard, ale
vyvinula se z ni spousta dalSich novych technik, které pracuji na stejném principu. Tato
kapitola se dale zabyvéa mikroextrakénimi technikami LLME a technikou SALLE.

Pouzité zkratky budou vysvétleny v nasledujicich kapitolach.

2.6.1.1. Liquid-liquid extrakce (LLE, Extrakce kapalnou fazi)

LLE je jednou z nejstarSich, pfesto dodnes Siroce pouZzivanou technikou ptipravy
vzorkli. Slouzi k separaci a zakoncentrovani zejména organickych, ale takeé
anorganickych latek z vodnych vzorkl (napt. I€Civ a jejich metabolitl z télnich tekutin)
do organického rozpoustédla. K prestupu analyti zvodného roztoku vzorku do
organického rozpoustédla nemisitelného s vodou dochazi na zakladé jejich rozdilné

rozpustnosti v téchto dvou fazich, coz je dano rozdélovacim koeficientem voda-oktanol.
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Pro tuspéSnou LLE je dulezita spravna volba rozpoustédel. Déale miize vytéznost
extrakce ovlivnit rozpustnost vzorku, jeho pH, vzajemny pomér fazi, zpisob a doba
trvani extrakce. Aby byla latka extrahovatelna, musi byt v neionizovaném stavu (38,
45).

LLE se bézn¢ provadi v délici nalevce, ve které jsou obé nemisitelné faze
promichavany tfepanim. Obé oddé€lené vrstvy mohou byt dale pouzity k dalsi analyze.
K zajisténi kompletni extrakce analytti do pozadované faze je potiteba provadét extrakci
opakovan¢. Mnohem vys$$i UCinnosti extrakce se dosdhne, extrahuje-li se vicekrat
mensim objemem organického rozpoustédla, nez jednou velkym objemem.

Tato technika ma ovSem fadu nedostatkil, jako napt. tvorbu emulze, spotiebu
velkych objemi vzorkd a ptedev§im organickych rozpoustédel, z toho plynouci vznik
velkého mnozstvi toxickych odpadil, zatézujicich zivotni prostiedi. Dal§i nevyhodou
LLE je cCasovd ndroCnost a pracnost, coz spolu s velkou spotfebou organickych
rozpoustédel a naro¢nou likvidaci odpadii ¢ini tuto techniku drahou. LLE je takeé
nevhodnd pro extrakci hydrofilnich sloucenin. Déle je to nizké citlivost a selektivita,
coz je problém zejména pii analyze stopovych mnoZstvi analytd, kde je pied vlastni
instrumentalni analyzou Casto nutné provést jesté¢ dalsi krok vedouci k dostateCnému
zakoncentrovani a izolaci pozadované¢ho analytu.

I pres tyto nedostatky je LLE stale Siroce pouzivanou technikou ptipravy
vzorktli, zejména télnich tekutin. Ur€itym pokrokem je poloautomatizovana LLE pro
analyzu léCiv, kterd vyuziva 96 jamkovou destiCku, tudiz umoznuje ptfipravu az 96
vzorkli soucasn¢ (71). Peng a kol. (72) dokonce vyvinuli vysoce vykonnou 96
jamkovou LLE s robotickym systémem, umoznujicim plnou automatizaci celého
procesu. Doba extrakce se tim vyrazné zkratila, navic odpadla vétSina ndrocné prace
analytika. Problémy s tvorbou emulze jsou feSeny napft. pfidavkem soli nebo pouzitim
centrifugace.

Pfesto je snaha zavadét nové mikroextrakéni techniky, které jsou citlivéjsi,
selektivnéj$i, snadnéji automatizovatelné, dosahuji lepSich vysledkti zakoncentrovani
analytii nez tradicni LLE, ale pfedevSim maji vyrazné nizs§i spotiebu organickych
rozpoustédel a tim padem 1 produkci toxickych odpadii, ¢imZ jsou levnéjsi a Setrnéjsi

k Zivotnimu prostiedi.
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2.6.1.2. Liquid-liquid microextraction (LLME, Mikroextrakce kapalnou fazi)

Jak jiz bylo uvedeno, tradi¢ni LLE je jako technika ptfipravy vzorku k analyze
stale hojné vyuzivéna, ale kviili jejim nevyhodam dochazi k miniaturizaci a zavadéni
novych metod, zaloZzenych na stejném principu. Tyto tzv. mikroextrakéni techniky
pouzivaji minimalni objemy rozpoustédel, vznikd pfi nich minimum toxického odpadu,
jsou jednoduché, cenové vyhodné, snadno automatizovatelné a obsahuji minimum
krok.

Termin LLME byl poprvé piedstaven autory Liu a Dasgupta (73) v roce 1996 a
pouziva se pro skupinu mikroextrakénich technik, které vznikly miniaturizaci tradi¢ni
LLE. Vpraxi se pro tyto metody casto pouzivd také ndzev ,liquid-phase
microextraction (LPME). Extrahované analyty se zde rozd¢€luji stejné jako u tradi¢ni
LLE mezi vodnou fazi a s ni nemisitelnou fazi organického rozpoustédla, nicméné u
téchto technik je objem pouzitého organického rozpoustédla oproti klasické LLE
vyrazn€ mensi.

LLME mtZe byt provadéna v riznych modech: ve statickém ¢i dynamickém, ve
dvoufazovém ¢i tfifazovém, vyuzivajicim duté vldkno ¢i kapku organického
rozpoustédla zavéSenou na Spicce jehly; headspace ¢i direct immersion a dal§i. Na
zaklad¢ technického uspofddani tadime mezi LLME techniky single-drop
microextraction (SDME), hollow fibre liquid phase microextraction (HF-LPME) a
dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME). Techniku SDME déle délime podle
zpusobu provedeni na direct immersion (DI-SDME), headspace (HS-SDME), liquid-
liquid-liquid microextraction (LLLME) a continuous-flow microextraction (CFME) (74,

75, 76).

2.6.1.2.1. Single-drop microextraction (SDME, Mikroextrakce jednou kapkou)

SDME je jednoduchd, levna extrakéni technika s minimdlni spotifebou
organického rozpoustédla, kterd byla poprvé predstavend Jeannotem a Cantwellem (77)
vroce 1997. Extrakéni rozpoustédlo, tzv. extraktant, zde tvofi jedinou kapku visici na
Spicce extrakéni jehly mikrosttikacky. Tato kapka extrakéniho rozpoustédla je bud’ v
roztoku vzorku pfimo ponofend, jak tomu je v piipadé DI-SDME ¢i CFME; nebo je
ponofena v tenké vrstvé organické extrakéni faze o niz$i hustoté nez ma voda, kterad
ptevrstvuje vodny roztok vzorku, to je v pfipadé LLLME; anebo visi v uzavieném
prostoru nad vzorkem, obsahujicim tékavé analyty, v piipadé HS-SDME. Diky velice

malému objemu extrakéni fdze (pouze mikrolitry) dochazi k vyraznému
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zakoncentrovani extrahovanych analytii. Vyvojem a pouzitim SDME se podrobné
zabyvali zejména Xu a kol. (78) ¢i Jeannot a kol. (79), nejnové;jsi pokroky v SDME

popsali v souhrnném ¢lanku Jain a Verma (80).
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=
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Obr. 16 Mikroextrakce jednou kapkou — A) DI-SDME, B) HS-SDME, C) LLLME (75)

Direct immersion single-drop microextraction (DI-SDME)

Tato technika je zaloZena na pfimém ponofeni (DI-) mikrokapky organického
rozpoustédla nemisitelného s vodou o objemu obvykle 1 — 10 pl pfimo do vodného
roztoku vzorku. Béhem expozice je kapka zavéSena na Spicce jehly mikrosttikacky a
roztok vzorku je michan magnetickym michadlem. Jednd se tedy o staticky rezim
LLME. Po stanovené dob¢ extrakce je kapka nasata zpét do jehly mikrostiikacky a poté
nadavkovana do separacniho zatfizeni, piipadné ptimo do detektoru (81).

Pfenos analytu z vodného roztoku vzorku do kapky organického rozpoustédla
probiha az do dosazeni termodynamické rovnovahy, ptipadné¢ do ukonceni extrakce.
Spravné provedeni tohoto typu extrakce vyzaduje, aby byl analyt vyrazné rozpustnéjsi
v extrakéni fazi nez v samotném vzorku. Samoziejmosti je, ze bude kapka tvoiena
rozpoustédlem zcela nemisitelnym s vodou (75, 78, 82).

Nevyhodou DI-SDME je pomérné mala stabilita kapky pti vysSich rychlostech
michani vzorku ¢i pii vysSich teplotach, zvlasté v ptipadech, kdy neni vzorek zcela
Cisty. Navic rozpoustédla s relativné vysSi rozpustnosti ve vodé a niz$i teplotou varu
nejsou pro DI-SDME vhodna z diivodu jejich velké rychlosti disoluce a odpatovani.
Technika neni vhodna ani pro pfili§ kyselé vzorky, ani pro velkd mnoZstvi nepolarnich

latek, které mohou nasytit organickou fazi a zpiisobit tak zna¢né problémy (74, 75, 78).
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Technika DI-SDME byla v praxi nedavno pouZita napf. pfi stanoveni nikotinu,

anabasinu a kotininu v lidské moci a ve slinach (83).

Headspace single-drop microextraction (HS-SDME)

Jedna se o techniku, poprvé piedstavenou Theisem a kol. (84), ktera umoziuje
extrakci a zakoncentrovani tékavych analytti do kapky extrakéniho rozpoustédla, visici
na Spicce jehly mikrostiikacky v uzavieném prostoru nad hladinou vodného vzorku
(HS-). Technika umoziiuje provést v jednom kroku mikroextrakei, zakoncentrovani a
derivatizaci. Kapka zavéSena nad roztokem vzorku totiz mize obsahovat derivatizacni
¢inidlo a k derivatizacni reakci dochazi béhem expozice par tékavého analytu s
povrchem kapky. Analyt se v takovém ptipad¢ v malém objemu kapky zakoncentruje a
jesté derivatizuje (85).

Pfenos analytu je u této techniky velmi rychly diky vysoké hodnoté difuzniho
koeficientu v plynné fazi. Tento pienos je jest¢ urychlen michdnim vodného roztoku
vzorku magnetickym michadlem. Tim je dosaZeno termodynamické rovnovahy mezi
vodnou a plynnou fazi velmi rychle (84).

HS-SDME dovoluje pouzit jako extrakéni fazi jak organicka, tak 1 vodna
rozpoustédla, nebot’ kapka neni v pfimém kontaktu sroztokem vzorku. ProtoZe se
netékavé ani vysokomolekuldrni latky do kapky umisténé v headspace neextrahuji,
dochazi pfi této mikroextrakéni technice 1 u komplexnich vzorkil k zakoncentrovani
pouze pozadovanych analytii v pomérné vysoké Cistoté. Tento typ extrakce se nejcastéji
pouziva k piipravé vzorku pro GC, ale objevuji se 1 prace o vyuziti této techniky ve
spojeni s HPLC, CE a MS (74, 75, 78).

Nevyhodou této techniky je pomérné omezené pole pouzitelnosti, nebot je
vcelku malo tékavych analyti, nebo takovych, které se na né daji jednoduchou
derivatiza¢ni reakci pieveést.

Technika HS-SDME byla neddvno pouZita napt. pii analyze metamfetaminu a

amfetaminu v moci (86).

Liquid-liquid-liquid microextraction (LLLME)
Tuto mikroextrakéni techniku, kterd je vhodna k extrakci ionizovatelnych
analyti, vyvinuli vroce 1999 Ma a Cantwell (87). Je zaloZzena na extrakci analytii

z vodného roztoku vzorku, michaného magnetickym michadlem, do organické vrstvy
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nebo membrany s niZ§i hustotou neZ ma voda a na sou€asné zpétné extrakci do vodné
mikrokapky, ponofené do této organické vrstvy.

Béhem extrakce musi byt pH vodného roztoku i vodné kapky upravovano tak,
aby byl analyt nejprve v neutralni formé, tzn. extrahovatelny do vrstvy organického
rozpoustédla a poté ionizovany, Cili extrahovatelny do vodné kapky, zavéSené na hrotu
jehly mikrosttikacky, ponofené do vrstvy organického rozpoustédla (75).

Druhou moznosti je pouziti dvou riznych slou€enin, tzv. komplexanta,
vytvarejicich s analytem komplexy. Prvni je pfidany do vodného roztoku vzorku, druhy
je rozpustén ve vodné mikrokapce. Tvorba neutrdlniho komplexu s analytem dovoluje
jeho extrakci do organické vrstvy. V piipadé, ze vodna mikrokapka obsahuje latku,
ktera tvofi s analytem pevnéj$i komplex, dochéazi k jeho zpétné extrakci do této
mikrokapky (75).

LLLME je ve srovnani s ostatnimi SDME technikami slozitéj$i na provedeni, je
vSak vhodnéj8i pro spojeni se separacnimi technikami jako HPLC a CE, zdivodu
vodného charakteru konecného extraktu (75).

LLLME byla pouzita napf. pti analyze lokalnich anestetik v lidské plazmé (88),
metamfetaminu a amfetaminu v moci (89) ¢i fentanylu v plazmé a moci (90). Nedavno
byla tato technika vyuzita pfianalyze alkaloidi v lidské moci (91) a fluorochinolona

taktéz v lidské moci (92).

Continuous-flow microextraction (CFME, Mikroextrakce kontinualnim tokem)

Jedna se o dalsi modifikaci SDME, kterou poprvé predstavili autofi Liu a Lee
(93), u niz probiha extrakce ve specidlni sklenéné extrakéni komote. Jednd se o
dynamickou extrakci, ve které je vzorek misto michani pumpovan peristaltickou
pumpou kontinudln¢ a konstantni rychlosti pfes extrakéni komoru do odpadu. Ptitom se
utvoii na Spicce jehly mikrosttikacky kapka, ktera je ponofena do roztoku vzorku a
dochazi k extrakci. Na rozdil od ostatnich SDME technik je zde kapka extrakéniho
rozpoustédla v kontaktu s neustdle novym a proudicim roztokem vzorku. Zasluhou
tohoto kontinudlniho kontaktu je zde UCinnost extrakce vys$i, nez u extrakci ve
statickém moédu. Rychlost extrakce je pfimo imérna rychlosti pritoku roztoku vzorku
extrakéni komorou. Nevyhodou této techniky je vétsi spotieba roztoku vzorku, piipadné
pomérné kratka doba expozice extrakéniho ¢inidla s roztokem vzorku.

Proto Xia a kol. (94) pozdéji CFME modifikovali na tzv. cycle-flow

microextraction. Zde je vzorek opét pumpovan pies extrakéni komoru, ale ne do
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odpadu jako u klasické CFME, ale zpatky do nadobky se vzorkem. Diky tomu mtize
vzorek cirkulovat ptes extrakéni komoru libovolné dlouho, opakované, ¢imz se dosdhne
vys$$i ucinnosti extrakce. Pratokova rychlost vzorku by méla byt takova, aby zajistila
efektivni mikroextrakci analytli, ptitom aby nedoSlo k uvolnéni kapky ¢i tvorbé bublin,

coZ jsou obecn¢ hlavni problémy DI-SDME (75).

2.6.1.2.2. Hollow fibre liquid phase microextraction (HF-LPME, Mikroextrakce
vyuZzivajici duté vlakno)

HF-LPME je technika, poprvé piedstavend vroce 1999 autory Pedersen-
Bjergaardem a Rasmussenem (95), ktera vyuziva k extrakci a prekoncentraci analyta
zvodnych vzorkli hydrofobni porézni duté vldkno. To je tvofeno nejcastéji
polypropylenem, je umisténo na konci jehly mikrostiikacky a slouzi jako ochranny film,
proto je tato technika vhodna 1 pro extrakci analyti z komplexnéjSich vzorka, zejména
biologického materialu (96, 97).

Lumen dutého vldkna je naplnéno extrakénim rozpoustédlem, které mize byt
organické v piipad¢ dvoufazové HF-LPME, nebo vodné v ptipad¢ ttifdzové HF-LPME.
Duté vlakno je pfed samotnou extrakci ponofeno do organického rozpoustédla
nemisitelného s vodou, ¢imZ dojde k navzlinani tohoto rozpoustédla kapilarnimi silami
do porit ve stén¢ dutého vlakna. Analyzované analyty jsou extrahovany zvodného
roztoku vzorku do rozpoustédla v lumen dutého vlakna (98).

U dvoufazové HF-LPME je analyt vyextrahovan zvodného vzorku do
organického rozpoustédla nemisitelného s vodou, které je imobilizovano v pdrech
dutého vldkna a vypliuje také jeho lumen. Extrakt je ndsledné podroben analyze,
nejcasteji plynovou chromatografii (99).

U tfifazové HF-LPME jsou analyty extrahovany z vodného vzorku pies tzv.
supported liquid membrane (SLM), tvofenou organickym rozpoustédlem
imobilizovanym v porech dutého vldkna, do vodné extrakéni faze vypliujici lumen
dutého vlakna. Jedna se prakticky o HF-LLLME. Takto ziskany vzorek se analyzuje
nejcasteji pomoci HPLC nebo CE. Diky pfitomnosti SLM membrany je tato technika
Casto nazyvana SLM extrakce, nebo také hollow-fibre supported liquid membrane
extraction (100).

K vyhodam HF-LPME patfti vyssi extrakéni uc€innost oproti SDME technikam,
které lze dosahnout intenzivnéjSim michanim, aniZz by doSlo ke ztraté mikroextraktu.

Také je zde vétsi plocha kontaktu mezi vodnym vzorkem a extrakéni fazi. Dale je to
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moznost analyzy komplexnéjSich vzorkd, nebot extrakéni faze je zde chranéna
vlaknem. Navic mala velikost porti brani extrakci latek o vétsi molekulové hmotnosti,
takze se ziska velmi Cisty extrakt. K dal$im vyhoddm patii snadnd automatizace,
extrémné nizké spotieba rozpoustédel a moznost Sirokého vyuziti (70, 99).

Technika ma bohuzel také urcité nevyhody. Duté vladkno je pomérné kiehké,
byva problém s jeho spojenim s jehlou mikrostiikacky, navic béhem tohoto kroku hrozi
riziko kontaminace. Dale je to stdle pomérné¢ mala nabidka komeréné dostupnych
zatizeni (74, 75, 76, 101).

I ptes uvedené nedostatky se vSak jedna o nejpouzivanéj§i LLME techniku v
praxi. Jejim vyuzitim se zabyvaji napi. publikace Pedersen-Bjergaarda a kol. (102) ¢i
Rasmussena a kol. (103), z nichz je patrné, ze nej€astéj$Simi oblastmi vyuziti HF-LPME
jsou analyza zivotniho prostiedi, analyza potravin a stanoveni 1€Civ v riiznych
biologickych materidlech. Nové byla HF-LPME pouzita napt. pti analyze antidepresiv
amitriptylinu, imipraminu a sertralinu v moci a plazmé (104), flunitrazepamu v plazmé
a moci (105), fluoxetinu a norfluoxetinu v lidské plazmé (106), warfarinu v lidské

plazmé (107) ¢i amfetaminu, kofeinu a ketaminu v mo¢i (108).
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Obr. 17 Mikroextrakce vyuzivajici duté vlakno — A) HF-LPME, B) HF-LLLME (75)
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2.6.1.2.3. Dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME, Mikroextrakce

zaloZena na tvorbé disperzniho systému)

DLLME, predstavena Rezaecem a kol. (109), je jednoduchd a rychla
mikroextrakéni technika zalozena na pouziti vhodného extrakéniho organického
rozpoustédla s vy$§i  hustotou nez ma voda, napf. tetrachlormethanu,
tetrachloroethylenu, chloroformu, sirouhliku, nitrobenzenu, brombenzenu, chlorbenzenu
¢1 1,2-dichlorbenzenu a disperzniho rozpoustédla s vysokou misitelnosti s vodnou fazi,
jako je napt. methanol, ethanol, acetonitril ¢i aceton.

Rychlym vstiiknutim nékolika mikrolitrl extrakéni fdze a disperzniho
rozpoustédla do vodného roztoku vzorku, pfipadné naslednym jemnym protfepanim,
dojde ke vzniku malych kapicek extrakéniho rozpoustédla rozptylenych v celém objemu
vzorku, ve kterych se analyzovana latka rozpusti. Smés je poté centrifugovana, jemné
kapicky extrakéni faze sedimentuji ke dnu konické zkumavky, odkud jsou sebrany
pomoci mikrostiikacky s dlouhou jehlou a tento extrakt je analyzovan nej€astéji pomoci
GC, objevuji se vsak 1 prace ve kterych je tato technika pouzita ve spojeni s HPLC, CE
a MS (74, 78).

Povaha disperzniho rozpoustédla ovliviiuje rozloZeni kapek, jejich primérnou
velikost a také viskozitu emulze. Rozptyleni kapalin hraje hlavni roli v separac¢nich
procesech a ovlivituje rychlost extrakce. ProtoZe je plocha povrchu mezi extrakénim
rozpoustédlem a vodnym vzorkem obrovska, je rovnovazny stav dosazen velmi rychle,
a proto je také extrakcni ¢as velmi kratky, coz je hlavni vyhodou DLLME (75).

Technika je limitovana pomérné malym poctem extrakcnich €inidel, schopnych
uc¢inng extrahovat pozadované analyty, protoze podminky, jako je jeho vyssi hustota nez
hustota vody, tvorba stabilniho zakalen¢ho roztoku a snadné odsati ze dna koénické
zkumavky po centrifugaci, splituje pouze né€kolik organickych rozpoustédel. Navic je
tato mikroextrakéni technika obtizn€ automatizovatelna.

K vyhoddm této techniky patfi jednoduchost provedeni, rychlost ustaveni
reakéni rovnovahy, nizka cena, nizkd spotieba organickych rozpoustédel a pomérné
vysoka u¢innost. VyuZiti této techniky v kombinaci s jinymi extrakénimi metodami jako
SPE ¢i SFE bylo popsano v review Rezaeea a kol. (110).

DLLME technika pfipravy vzorku je vyuzivana piedevSim v aplikacich
tykajicich se analyzy potravin, monitorovani zivotniho prostfedi a v bioanalyze. Byla
pouzita napf. pfi stanoveni lé€iv amitriptylinu, klomipraminu a thioridazinu v moci

(111) ¢i 7-aminoflunitrazepamu v mo¢i (112).
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Obr. 18 Mikroextrakce zalozena na tvorbé disperzniho systému (75)

Pozdéji Shemirani a kol. techniku DLLME modifikovali a vyvinuli tzv. Cold-
induced aggregation microextraction (CIAME) (113). Zde se k vodnému roztoku
vzorku ptidava tzv. iontova kapalina (IL, ionic liquid), neionogenni surfaktant
(povrchové aktivni €inidlo) a pokud je to potfeba, tak jesSté¢ derivatizacni Cinidlo.
Rozpusténi IL ve vzorku je dosazeno zahtivanim smési v konické centrifugacni
zkumavce v termostatované vodni lazni. Poté je centrifugani zkumavka umisténa do
ledové lazn€, kde podobné jako u DLLME vznikne zakaleny roztok. Nasledna
procedura je podobna jako u DLLME. Oproti DLLME tedy CIAME pouZzivd misto
organického rozpoustédla jako extrakéni fazi IL, ¢imz se vyvaruje také pouZiti
disperzniho rozpoustédla. Nevyhodou této metodiky je vSak velkd pracnost a Casova
naroc¢nost. Kviili velké viskozité IL musi byt do vzorku pfidan neionogenni surfaktant,
ktery zabrani adhezi IL na sténdch zkumavky po centrifugaci.

Dalsi modifikaci DLLME je tzv. Liquid-phase Microextraction Solidification
of Floating Organic Drop (DLLME-SFO). Jak sdm ndzev napovidd, jednd se o
mikroextrakéni techniku zaloZenou na tvorbé disperzniho systému s tuhnouci plovouci
organickou kapkou. Postup spociva v ptidavku malého mnoZzstvi s vodou nemisitelné¢ho
organického rozpoustédla s teplotou tani blizkou laboratorni teploté (napi. 1-
undekanolu s teplotou tani 19 °C) a disperzniho ¢inidla k vodnému roztoku vzorku.
Roztok se po urc¢itou dobu miché pomoci magnetického michadla, poté je zkumavka se
vzorkem centrifugovana a nakonec vloZena do ledové lazn€. Ochlazenim organické

rozpoustédlo s vyextrahovanymi analyty ztuhne a lze jej snadno odebrat k dalsi analyze,
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nejcastéji pomoci GC. Technika je jednoducha, levna, rychld, nevyzaduje zadné
specialni zafizeni a spotiebovava velmi mald mnozstvi organickych rozpoustédel (114,

115).

2.6.1.3. Salting-out assisted liquid-liquid extraction (SALLE, Extrakce
vysolovanim)

Na rozdil od klasické LLE, u které dochazi k rozd€lovani analytii zpravidla mezi
vodnou fazi a s vodou nemisitelné nepolarni organické rozpoustédlo, je vhodna
k extrakci nepolarnich latek, ale diky nizké dielektrické konstanté extrakéni faze
neumoziuje extrakci polarnich nebo nabitych latek, vyuziva se v téchto piipadech
techniky SALLE.

SALLE tedy pouziva jako extrakéni fazi polarnéj$i organické rozpoustédlo
(napt. acetonitril), které zajisti dobrou rozpustnost a moznost extrakce polarnéjSich
analytii. Tato rozpoustédla jsou vSak misitelnd s vodou, proto nemohou byt pouzita v
konven¢ni LLE, nebot’ by nedoslo k rozdé€leni fazi. SALLE tento problém fesi pfidanim
velkého mnozstvi anorganickych ¢i organickych soli do extrakéni smési, coz zptsobi
oddéleni extrak¢éniho rozpoustédla a vytvofeni dvoufdzového systému. Tento jev se
oznacuje jako ,,soli indukované oddéleni fazi* ¢i ,,vysolovani® a byl sledovan u tfady
s vodou misitelnych organickych rozpoustédel, napt. u acetonu, methanolu, ethanolu ¢i
acetonitrilu. Stupenl oddéleni fazi zavisi na povaze soli a na jeji koncentraci. Nejcastéji
se pouziva chlorid sodny a siran hofecnaty. V nékterych piipadech lze stejného efektu
dosahnout vysokou koncentraci sacharida (116, 117).

Efektu ,,vysoleni® lze vyuzit také ke zlepSeni extrakce do nepolarnich, s vodou
nemisitelnych organickych rozpoustédel. U analytl, které se Spatné extrahuji bézné
pouzivanymi organickymi rozpoustédly, mize ptidavek soli zvysit extrak¢éni u¢innost a
tim citlivost a pfesnost analyzy. Timto se zabyvali napt. Nikoli¢ a kol. (118), kdyz
zkoumali vliv riznych soli na ucinnost extrakce fenolickych latek diethyléterem a
diisopropyléterem z vodného roztoku. Prokézali vyrazné zlepSeni extrakéni ucinnosti
oproti systému bez ptidavku soli.

,Vysolovani® se také efektivné vyuziva u headspace extrak¢énich technik, nebot’
se zjistilo, ze pifidavek zejména anorganickych soli vede ke zvySeni koncentrace
tékavych latek v prostoru nad vodnym roztokem. Ptidavek soli do vzorku mize rovnéz
podpofit adsorpci hydrofoébnich analytli z vodného roztoku na SPME vlakna ¢i1 SPE
kazety.
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Liu a kol. (119) pouzili vramci miniaturizace této techniky 1 ml injekéni
sttikaCku jako fazové separacni zatizeni. Jakmile doSlo k oddé€leni fazi, byla spodni
vodna vrstva odstranéna stlacenim pistu stfikacky, takZe v ni zlstala pouze piivodné
horni vrstva organického rozpoustédla, obsahujici extrahované analyty. Tim byla
spotieba organickych rozpoustédel snizena na minimum. Technika byla otestovana na
vodném vzorku s obsahem sulfonamida.

Technika SALLE je jednoducha, rychla, levna, nevyzaduje zaddné specidlni
vybaveni a diky misitelnosti extrakéniho rozpoustédla s vodou je kompatibilni prakticky
se vSemi analytickymi systémy. Jeji nevyhodou je Casto nedostatecné vyc€isténi extraktu,
proto je uzite¢nd pouze v piipadech, kdy je pouzita velmi selektivni technika detekce,
napt. tandemova MS (120). Druhou moznosti je dociSténi extraktu dalSi extrakéni
technikou, napt. SPME. Nevyhodou je také, ze kone¢ny extrakt zpravidla obsahuje
urcité mnozstvi soli, které mize zptlisobit problémy v nésledujici LC-MS analyze, nebot’
zpusobuje snizeni odezvy MS detektoru (121).

SALLE byla v bioanalyze vyuzita k extrakci Ié€iv a dalSich biologicky aktivnich
latek z télnich tekutin, napt. drogy y-hydroxybutyratu z krve a mo¢i (122), amoxapinu a
nortriptylinu  z plazmy a séra (123), simvastatinu a jeho metabolitu kyseliny

simvastatinu z lidské plazmy (124) ¢i entekaviru opét z plazmy (125).

2.6.2. Pristupy zaloZené na solid-phase extrakci (SPE)

V této kapitole bude popsana nejprve klasicka SPE, kterd je zdkladem vSech
dalSich uvedenych technik. Dale zde budou podrobné popsany techniky SPME a dalsi
pfibuzné mikroextrak¢ni techniky jako mikroextrakce na sorbentu v pipetovaci Spicce,
mikroextrakce na ¢ipech, MEPS a SPDE, poté monolitick4 rotacni extrakce a SBSE a
nakonec on-line SPE pomoci LPS a RAM. SPE vyuzivajici selektivni sorbenty, tzn.
MIPs, imunosorbenty a aptamery, bude popsdna v samostatné kapitole (2.6.3.).

Pouzité zkratky budou vysvétleny v nasledujicich kapitolach.

2.6.2.1. Solid-phase extraction (SPE, Extrakce na pevnou fazi)

SPE je vdneSni dobé nejpopularnéjsi technikou ptipravy vzorku k analyze.
Postupné¢ nahrazuje dodnes stdle Siroce pouzivanou klasickou LLE. Je to dano
piredev§im spoustou jejich vyhod oproti LLE, jako je vyS§i vytéZnost (recovery),
efektivnéj$i zakoncentrovani analytu, nizSi spotfeba organickych rozpoustédel, lepsi

selektivita, specificita a opakovatelnost, krat$i doba ptipravy vzorku, snadné€jsi postup
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provedeni a moznost automatizace. Zvlast¢ vyhodné je spojeni SPE s modernimi
chromatografickymi ptistupy (71).

U SPE jsou extrahované analyty rozdélovany mezi pevnou a kapalnou fazi.
Pevnou fazi je sorbent, ktery slouzi k zachyceni a zakoncentrovani anylyti z vodného
roztoku. V dnes$ni dobé¢ existuje celd fada komeréné dostupnych sorbentli, vyuzivajicich
riznych mechanismil retence analytd. Analyty musi mit vySSi afinitu k pevné fazi
(sorbentu) neZz k matrici vzorku. Zatimco jsou cilové analyty zachyceny spravné
zvolenym sorbentem, jsou balastni latky béhem promyvani vymyty do odpadu. Poté
jsou zadrzené analyty eluovany vhodnym elu¢nim ¢inidlem z pevné faze do ptipravené
lahvicky, pfipadné pfimo do chromatografického systému. SPE se pouZivd zejména
k ptipravé kapalnych vzorkd, k extrakci a zakoncentrovani netékavych analytli, pouZiva
se vSak také k pred-extrakci pevnych vzorkl do rozpoustédla (38).

Volba sorbentu je klicovym bodem celé SPE, nebot’ ma ptimy vliv na parametry
jako je selektivita, afinita €1 vytéznost extrakce, coz bylo potvrzeno nékolika studiemi
(126, 127). Tento vybér zavisi predevSim na fyzikdlné-chemickych vlastnostech
extrahovanych analytli, na interakcich vybraného sorbentu s funkénimi skupinami
analytii a na druhu matrice vzorku a jejich interakcich se sorbentem 1 s analyty.
Interakce mezi sorbentem a analyty mohou byt zaloZzeny na adsorbci, vodikovych
vazbach, polarnich ¢i nepolarnich interakcich, ¢i kationtové nebo aniontové vymeéné
(128).

V soucasné dobé existuje obrovské mnoZstvi komeréné dostupnych SPE
sorbentd, od tzv. ,,normalnich* polarnich fazi (oxid hlinity, aktivni uhli, silika), ptes tzv.
Leverzni“ nepolarni faze (chemicky modifikovany silikagel s navazanymi
uhlovodikovymi fetézci - nepolarnimi funk¢énimi skupinami, nejcastéji C8 ¢i C18), dale
iontové vyménné faze - katexy (napt. sulfonové skupiny, karboxylové skupiny) a anexy
(amoniové ¢1 amino skupiny), Florisil (aktivovany kiemiCitan hofecnaty), grafiticky
uhlik, polymerni materialy (napt. PS-DVB: polystyren-divinylbenzen, PMA:
polymetakrylat, MA-DVB: metakrylat-divinyl-benzen), tzv. mixed-mode sorbenty,
které¢ obsahuji souCasné¢ nepolarni a silné kationické ¢i anionické skupiny, vysoce
specifické sorbenty jako molekuldrné vtiSténé polymery (MIPs), imunosorbenty c¢i
aptamery, sorbenty pro on-line extrakce jako napf. materidly s omezenym piistupem
(RAM) ¢i1 s velkymi casticemi (LPS), ¢i v posledni dobé také monolitické sorbenty
(129).
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Vyvoj sorbentit pro SPE je podobny vyvoji stacionarnich fazi pro HPLC.
Snahou je vytvofit materidly s co nejlepSimi vlastnostmi z hlediska stability, selektivity,
dosazené vytéznosti extrakce, ceny a zivotnosti. Vyvojem a pouzitim novych
extrak¢nich sorbentli pro SPE se zabyva spousta ptehledovych ¢lankt (130, 131).

Vysledkem vyvoje jsou napi. nové polymerni materidly, které maji oproti
klasickym silikagelovym fadu vyhod. Jsou stabilni i pfi vysokych nebo naopak nizkych
hodnotach pH a neobsahuji silanoly, které mohou zpisobit ireverzibilni vazbu
nekterych analytii, napft. tetracyklint (132).

Stalost sorbentti v co nejSirSim rozsahu pH je dilezitd zejména pro extrakci
kyselych a bazickych latek. Extrahovany mohou byt pouze latky elektroneutralni.
Kyselé analyty proto musi byt extrahovany za kyselych podminek, bazické analyty
v zasaditém prostiedi (133). Weigel a kol. (184) srovnavali extrak¢ni uc¢innost u
kyselych, neutrdlnich a bazickych 1€¢iv z vodnych vzorki, dosazenou na raznych
komeréné dostupnych sorbentech. Pro neutradlni analyty byly dosazeny pomérné
srovnatelné vytéznosti, vyrazné vétsi rozdily ve vytéznosti se objevovaly u bazickych a
zejména kyselych 1éCiv (bezafibrat, ibuprofen, diklofenak). Pro kyselé latky bylo
dosazeno nejlepsi vytéznosti na extrakénich sorbentech Oasis HLB.

Sorbenty pro SPE jsou plnény zpravidla do kartridzi riznych tvart a velikosti.
Nejcastéji jsou to injekcni stiikacky o rtiznych objemech, ploché disky, 96 jamkové
desticky ¢i kolonky (71).

SPE mize byt provadéna v off-line, ale také v on-line konfiguraci. K off-line
konfiguraci je vhodné pouZit specidlni zafizeni, které umoznuje provadét extrakcei az na
24 kolonkach soucasné. Sklad4d se z vakuové nédoby (komory) s moznosti regulace
vakua a horni ¢asti, kterd obsahuje az 24 jednotlivé uzaviratelnych vstupt, na které se
jednoduse nasadi SPE kartridZe. Do vakuové komory se pod kazdy pouzivany
uzaviratelny vstup vlozi nejprve zkumavka k jimani balastnich latek ze vzorku a
promyvaci faze, nasledné se tato zkumavka vyméni za lahvicku, do které se eluuje
zachyceny analyt. Roztok vzorku je ,protazen* pifes sorbent plisobenim vakua
v komofte. Je dilezité, aby pfi nandSeni vzorku byla priatokova rychlost ptes sorbent co
prutoku pfi eluci analytii, aby doslo k jejich maximalnimu uvolnéni ze sorbentu do
elu¢niho Cinidla. Pravé standardizace priitokovych rychlosti, které se reguluji vétSinou
utahovanim resp. povolovanim zavitl jednotlivych uzaviratelnych vstupd, je pti pouZiti

tohoto zafizeni hlavnim problémem. Proto Ize svyhodou pouzit moderni
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automatizované SPE zafizeni s robotickym pipetovacim systémem, které zajisti nejen
dokonalou standardizaci postupu, ale také vysokou vykonnost piipravy vzorkl (71,
130).

Obecné existuji dva zplisoby provedeni extrakce na pevnou fazi: 1. zadrzeni
sledovanych analyti v sorbentu, vymyti balastnich latek a naslednid eluce analyt
malym mnozstvim rozpoustédla, coz je CastéjSi zpusob a 2. zachyceni interferujicich
balastnich latek v sorbentu a vymyti sledovanych analytt.

Samotny postup SPE zahrnuje nejprve smoceni a aktivaci sorbentu extrakéni
kolonky, tzv. kondicionaci. Ta se provadi nanesenim definovaného objemu
doporucen¢ho rozpoustédla na kolonku a poté nanesenim definovaného objemu
destilované vody. Poté se nanese na kolonku vzorek. Kolonka nesmi do naneseni
vzorku vyschnout. Nasleduje vymyti balastnich latek vhodnou promyvaci fazi. Po
promyti se necha odsat veskery promyvaci roztok, aby nekontaminoval a nefedil
eluovany analyt a nasleduje eluce analytu z kolonky do pfipravené lahvicky. Ziskany
produkt je dale mozné odpafit do sucha a rekonstituovat v minimalnim objemu
vhodného rozpoustédla nebo rovnou pouzit k analyze.

SPE je v soucasnosti vynikajici technikou pro extrakci a zakoncentrovani
stopovych koncentraci analyti z komplexnich matrici. Diky vyvoji novych typl
sorbentli s vysoce specifickymi povrchovymi plochami se SPE stala selektivni citlivou
technikou pouzitelnou k extrakci celé fady latek, od neutralnich, pies kyselé az po
bazické. Je jednoducha a snadno automatizovatelna, ptresto ma nékolik nevyhod. Je
pomérné Casoveé narocnd, relativné draha, nebot’ vétSina SPE sorbentl je vyrdbéna na
jedno pouziti. Nevyhodou je také vyrazny vliv matrice na schopnost sorbentu
extrahovat analyt. N&které matrice jsou dokonce schopny sorbent prakticky ,ucpat®.
Také spotieba organickych rozpoustédel je, vporovnani s mikroextrakénimi

technikami, stale pomérné vysoka (128).

2.6.2.2. Solid-phase microextraction (SPME, Mikroextrakce na pevnou fazi)

SPME je moderni, jednoduch4d a uc¢innad extrakéni technika ptipravy vzorku
k analyze, pouzZivana k izolaci a zakoncentrovani analytii hlavné z kapalnych vzorkai,
prakticky bez potteby organickych rozpoustédel. Byla vyvinuta Arturem a Pawliszynem
(135) v roce 1990. Miize byt pouzita pro extrakci polarnich 1 nepolarnich analytti a pro

zpracovani riznych typt matrici. Mechanismus SPME je stejny jako u klasické SPE.
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Odlisna je technika provedeni a objem sorbentu. Jedna se vlastné o miniaturizovanou
verzi SPE.

SPME je v podstaté¢ dvoukrokova metoda. Nejprve dochazi k rozdé€leni analyt
mezi matrici vzorku a sorbent extrakéniho zafizeni, poté k desorpci zakoncentrovanych
analytli do analytického separa¢niho systému. Extrakce analytli z matrice na sorbent
samoziejm¢ nejsou kompletni, probihaji do vytvofeni rovnovdzného stavu. Nicméné
neni nezbytné dosdhnout tohoto stavu a v praxi se bézn¢ extrakce provadi pouze po
urcitou definovanou dobu, ktera v§ak musi byt u celé série vzorkt stejna (136).

Hlavni vyhody SPME ve srovnani s klasickou SPE jsou vyrazné sniZeni
spotfeby organickych rozpoustédel, sniZzeni potfebného objemu vzorku, cCasto také
spojeni ptipravy vzorku a vlastni analyzy do jednoho kroku. NejvétSim problémem
SPME je vSak bezpochyby matricovy efekt. Pfitomnost vysokych koncentraci
matricovych komponent mize kompetitivné vytésnit cilovy analyt z vazebnych mist
sorbentu a zpusobit tak velké chyby pfi kvantifikaci tohoto analytu. U SPME na vlakné
mize byt problémem omezeny objem stacionarni faze, ktery nema dostatecnou kapacitu
a muze tak vést k nekompletni extrakci. Vlakno byva zpravidla kiehké a hrozi jeho
mechanické poSkozeni.

V soucasné dobé¢ existuji 2 zékladni médy SPME (74, 75, 137):

- headspace (HS-) a direct-immersion (DI-) fiber (based) SPME
(mikroextrakce na vlakng)

- 1in-tube (IT-) SPME (mikroextrakce v kapilarnich kolonach)

2.6.2.2.1. Fiber (based) SPME (Mikroextrakce na vlakng¢)

Mikroextrakce na vlakné je tvofena modifikovanou injekéni sttikackou
opatfenou nerezovou ocelovou jehlou (kapilarou) s tavenym kifemennym vladknem
(fused-silica fiber tip), které je pokryté organickym polymernim sorbentem o tlouStce
vétSinou 100 pm. Nejcastéji se pouziva polydimethylsiloxan (PDMS). Toto sorbentem
pokryté vlakno se pomoci pistu vysunuje ven nebo zasunuje dovnitt do jehly. Béhem
transportu, skladovani a manipulace je vlakno vzdy zatazené dovnitt do jehly (70).

V tomto jednoduchém zafizeni lze integrovat procesy extrakce, prekoncentrace,
piipadné 1 derivatizace a pienosu extrahovanych analytti do chromatografu, cely proces
lze navic jednoduSe automatizovat. Postup spociva v propichnuti septa lahvicky se
vzorkem jehlou, ze které se vysune kiemenné vldkno pokryté sorbentem. VIdkno je

vystaveno vzorku a cilovy analyt je zadrzen sorbentem. Poté se vldkno zasune zpét do
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jehly, ta se vytahne z lahvicky se vzorkem, nasleduje propichnuti septa davkovaciho
portu GC, vlakno se opét vysune z jehly ven a nastava desorpce zadrzenych analyti do
kapilarni kolony GC (138).

Sorbent pokryvajici kiemenné vlakno je kliCovou slozkou celé extrakce, proto
byla jeho vyvoji a optimalizaci vénovana velkd pozornost (136, 139). V poslednich
letech se jako sorbenty pro SPME vlakna testovaly napf. 1 molekularné wvtiSténé
polymery (MIPs), coz jsou vysoce selektivni sorbenty (140). Budou podrobn¢ probrany
v samostatné kapitole (2.6.3.1.). Poslednim vyvojem jsou tzv. superelastickd vldkna,
kterda krom¢ novych sorbentii obsahuji také slozky s elastickymi vlastnostmi, které
zabrainuji mechanickému posSkozeni vlakna a zvySuji tak robustnost celé extrakce (141).
Kromé tradi¢nich kfemennych vldken pokrytych vrstvickou sorbentu se v poslednich
letech testuji také nova monolitickd vldkna. Shi a kol. napt. vyvinuli novy uhlikovy
monolit (142), ktery ma vyrazné lepsi charakteristiky nez tradicni pokryté kiemenné
vlakno, napt. rychlejSi dosaZeni extrakéni rovnovahy ¢i vétsi extrakéni kapacitu. Toto
monolitické vlakno bylo pouZito napt. pro ptimou extrakci kyseliny listové z lidského
séra (143).

Podle zpiisobu vystaveni vldkna vzorku rozliSujeme 2 zdkladni reZimy
mikroextrakce na vlakn¢é. Prvnim modem je rezim piimého ponoieni, tzv. direct-
immersion (DI-SPME), kdy je vldkno pfimo ponoieno do roztoku vzorku. Druhym
rezimem je tzv. headspace (HS-SPME), kdy je vldkno umisténo v uzavieném prostoru
nad hladinou vzorku a zachytavaji se na ném tékavé analyty (144).

K vyhoddm mikroextrakce na vldkné patfi jednoduchost provedeni, prakticky
nulova spotfeba organickych rozpoustédel, malé¢ pozadavky na vybaveni, snadnd
automatizovatelnost, dobra linearita a vysoka senzitivita. Je vyvinuta specidlné¢ pro
spojeni s GC. Technika je vyhodna zejména v pfipad€, kdy je potteba provést
derivatizaci vzorku. Ta mize byt provedena na vlakné piimo v pribéhu SPME. Této
tzv. in-situ derivatizace jiz bylo vyuzito pii stanoveni nckterych 1é¢iv v moci (145).
Hlavni vyhodou HS-SPME je ochrana vlakna pied pfimym kontaktem se vzorkem a tim
pfed kontaminaci.

Hlavni nevyhodou mikroextrakce na vlakné je jeji problematické spojeni
s HPLC. Nevyhodou HS-SPME je omezena moZnost pouziti, nebot’ existuje pomérné
malo latek tékavych nebo na tékavé snadno derivatizovatelnych. U DI-SPME je
nejvétsim problémem matricovy efekt, zejména pokud vzorek obsahuje ptiliS§ mnoho

balastnich latek. Dalsi nevyhodou je delSi Cas potifebny k extrakci nekterych analyta a
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omezend kapacita vldkna. Desorpce analyti z vldkna trva déle, nez nastiik extrakta
ziskanych LLE ¢i SPE. Nizka robustnost techniky je dana snadnym poskozenim ci
zlomenim vlakna, které ma navic limitovanou dobu pouzitelnosti. Pti DI-SPME mitize
byt vlakno poskozeno irreverzibilni adsorpci proteint ze vzorku na vrstvu sorbentu.
Jistou moznosti je vldkno umistit do celulozové membrany, coz ptiddva tzv. size
exclusion efekt, tzn. Ze latky o molekulové hmotnosti vétsi nez velikost port pies
membranu neprojdou, nevyhodou je vSak vyrazné prodlouZeni extrakéniho casu a
pomérn¢ Casté ucpani membrany matrici vzorku. (146)

Technika DI-SPME byla vpraxi pouzita v bioanalyze pii stanoveni léciv
v télnich tekutinach, napf. metoprololu, oxprenololu, mexiletinu, propranololu a
propafenonu v plazmé (147), ¢i antibiotik linezolidu a daptomycinu v plné krvi (148).

HS-SPME byla pouzita pii stanoveni napi. antidepresiva venlafaxinu v plné krvi

(149) ¢i amfetaminu a metamfetaminu v lidské moci (150).
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Obr. 19 Mikroextrakce na vlakné — vlevo DI-SPME, vpravo HS-SPME (151)

2.6.2.2.2. In-tube microextraction (IT-SPME, Mikroextrakce v kapilarnich
kolonach)

Druhym, novéjSim moédem SPME je mikroextrakce probihajici v kapilarnich
kolonach. NejCastéji se pouzivaji tavené kiemenné kapilarni kolony, které maji
sorbentem pokryté vnitini stény, nebo jsou sorbentem naplnény a jsou vhodné k on-line
extrakei pifimo spojené s chromatografickym systémem, nejcastéji s HPLC. Vzorek je
béhem extrakce nékolikrat protaZzen skrz kapilaru, kde dojde k zadrZeni analyti
sorbentem, poté nasleduje ptima desorpce/eluce zadrZzenych analytl z kapilary mobilni

fazi na separa¢ni kolonu HPLC (74, 152).
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Technika byla poprvé predstavena Eisertem v roce 1997 (152). Jako kapilarni
kolony pro IT-SPME se zpocatku pouzivaly komeréné dostupné GC kolony (153),
pozdé&ji kapildry naplnéné monolitickymi materidly (154), dale kapilary plnéné (-
cyklodextrinem (155), materidly somezenym piistupem (RAM) (156) nebo
molekularné vtisténymi polymery (MIPs).

V soucasné dob¢ se stale vice pouzivaji jako sorbenty v kapilarnich kolonach
monolitické materidly, které diky svym vyhodam, jako je rychly pfenos hmoty, moznost
nadavkovani vét§iho objemu vzorku ¢i nizky zpétny tlak, pomalu vytlacuji klasicke
casticoveé sorbenty (156).

K podpofeni extrakce ¢i k usnadnéni detekce miize byt provedena derivatizace
analytii. VétSinou se provadi derivatizace jeste pred extrakei (137). Ke zlepSeni extrakce
lze provést i derivatizaci monolitick€ého sorbentu, coz bylo vyzkouSeno napft. na extrakci
klenbuterolu z moc¢i (157).

Jak jiz bylo uvedeno vyse, IT-SPME je vyhodna zejména pro spojeni s HPLC,
lze ji vSak spojit on-line ¢i off-line 1 s jinymi separacnimi zatfizenimi. On-line spojeni
této techniky s HPLC se realizuje nejcastéji technikou column-switching (158). Druhou
moznosti je umisténi kapilarni kolony do smycky autosampleru. Off-line IT-SPME se
zabyvali napf. Zhang a kol. (159). Vyvinuli tzv. polymer monolith microextraction
(PMME), kterda je sloZena =z plastové injekéni stiikacky spojené s polymerni
monolitickou kapildrou. Sorpce analytti bylo dosazeno protlacenim urcitého objemu
vzorku ptfes monolitickou kapilaru, desorpce je provedena stejnym protlacenim
tentokrat pfesného objemu vhodného rozpoustédla a extrahovany roztok je sbiran do
lahvicky pro naslednou analyzu. Pouziti PMME je velmi jednoduché. Extrahovany
vzorek miZe byt analyzovan pomoci HPLC, GC (160), ¢i CE (161).

IT-SPME je jednoducha, snadno automatizovatelnd extrakéni technika
s vysokou piesnosti a citlivosti, kratkou dobou analyzy, nizkou spottebou organickych
rozpoustédel a s relativné nizkymi pofizovacimi naklady. Na rozdil od mikroextrakce na
vlakné netrpi nedostatecnou extrakéni kapacitou, ani problémy se spojenim s HPLC.
Jeji nevyhodou je nutnost odstranit ze vzorku pred extrakci vétSi Castice filtraci nebo
centrifugaci, aby nedoslo k ucpani kapilarni kolony (162).

In-tube SPME byla v praxi pouzita k analyze 1é¢iv v biologickém materialu,
napf. ke stanoveni nékterych antidepresiv v lidské plazmé (163), rifampicinu v plazmé

(164) ¢i interferonu alfa v plazmé (165).
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2.6.2.3. Tip-based microextraction (Mikroextrakce na sorbentu v pipetovaci
Spicce)

V poslednich letech roste popularita mikroextrakci provadénych na sorbentech
zafixovanych do plastovych pipetovacich Spi¢ek k mikropipetdm. Tento na provedeni
velice jednoduchy typ extrakce se pouzivd zejména k purifikaci, zakoncentrovani a
selektivni izolaci proteinti a peptida pii studiu genomiky, proteomiky a metabolomiky,
ale také napt. biologicky aktivnich latek v télnich tekutinach. Technika je v odbornych
¢lancich také Casto nazyvana ,,disposable pipette extraction® (166).

Tento format mikroextrakce je tedy zalozen na pevném sorbentu zafixovaném
uvnitt plastové pipetovaci Spicky. Celého extrakéniho procesu je dosazeno opakovanim
cyklu nasati/vypuzeni vzorku do/z pipetovaci SpiCky ptes vrstvu sorbentu pomoci
standardni manualni mikropipety. V sorbentu dojde k zadrzeni a zakoncentrovani
cilovych analyti, které jsou nasledné eluovany pouzitim vhodného elu¢niho ¢inidla.
Eluci zpravidla ptfedchazi promyti vhodnym promyvacim roztokem, ¢imz dojde
k odstranéni nezddoucich balastnich latek (137).

Ve srovnani s tradi¢ni SPE je postup extrakce v pipetovaci Spicce jednodussi,
rychlejsi a 1 pfesto, ze jsou pipetovaci Spicky se zafixovanym sorbentem vyhradné na
jedno pouziti, pomérné levny. Pipetovaci $picky se zabudovanym sorbentem jsou nyni
na trhu k dispozici od n&kolika vyrobeti, napt. ZipTip”® od Millipore (Bedford, USA),
Omix® od Varian (Palo Alto, USA) a NuTip® a MonoTip® C;s od GL Sciences (Tokio,
Japonsko).

Jako sorbenty do pipetovacich Spi¢ek se pouzivaji hlavné monolitické materialy,
které mohou byt bud’ na bazi silikagelu, nebo polymerni. K zafixovani silikagelovych
monolitd do pipetovacich $piek se pouZiva nejéastdji supersonikace. Casto se pouzivaji
modifikované silikagelové monolity, napt. C18 ¢i monolity s obsahem titanovych ¢éstic
(167). Polymerni monolitické materidly nevyzaduji k fixaci do pipetovacich Spicek
supersonikaci. Pisobenim UV zéfeni ¢i tepla vznikaji polymerni monolity in-situ pfimo
v plastoveé Spicce (168).

V soucasné dob& se bézné pouzivaji automatické robotické extrakéni systémy
v 96 jamkovém formatu, vybavené Spickami se zabudovanym monolitickym sorbentem,
které¢ mohou soucasné zpracovavat az 96 vzorkl béhem cca 2 minut (169).

Za Ucelem moznosti zpracovani vétSich objemli vzorkli a k usnadnéni jejich
nasavani/vytlacovani ptres monoliticky sorbent predstavili Liang a Chen tzv. ,,0il-in-

water emulsion® techniku ptipravy specidlnich monolitickych sorbenti (170). Do
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pfedpolymeracni smési se pridavaji rizné kulicky, napt. titanové ¢i zirkoniové Castice,
které pozitivné ovliviiuji vlastnosti syntetizovanych polymernich sorbenti a které
v zavéru interaguji scilovymi analyty a vedou kjejich vysoce selektivnimu
zakoncentrovani.

Blomberg (171) sepsal ptehledovy clanek tykajici se vyuziti monolitickych
sorbentti navazanych do polypropylenovych pipetovacich Spi¢ek. Technika byla dale
pouzita napt. k extrakci amfetaminu a metamfetaminu z plazmy a moc¢i (172, 173),
ropivakainu z plazmy (174), pindololu a metoprololu z plazmy (175), vitaminu D3

z lidského séra (176), ¢i benzodiazepint z moci (177).

2.6.2.4. Chip-based microextraction (Mikroextrakce na ¢ipech)

V dnesni dob¢ je zhavym tématem, zejména pro celkovou genetickou analyzu,
vyvoj kompletné integrovanych mikrofluidnich systéml nazyvanych ,,lab-on-a-chip®.
Tento mikrosystém je schopen provést najednou vice analytickych postupii. Napft. pro
miniaturizované genetické analyzy je to izolace nukleové kyseliny, polymerazova
fetézova reakce (PCR) a elektroforeticka separace ziskanych produktl.. Zavadeéni Cipa
vede k vyrazné redukci celkového Casu analyzy, pracnosti zpracovani vzorku, mnozstvi
potiebného biologického materidlu, ceny analyzy ¢i rizika kontaminace vzorku béhem
analyzy. Vyzkum mikrofluidnich zafizeni se v soucasné dobé€ soustiedi zejména na
bioanalyzu. Nejobtiznéjsi fazi této technologie je navrh konstrukce Cipu a pouziti
vhodnych materiala. S vyhodou se zde vyuzivaji monolitické materidly (178).

Pouziti monolitickych materidli v mikrofluidnich zatizenich je vyhodné
zejména pro jejich velky povrch, ktery poskytuje dostatek interakénich mist pro extrakci
(179). Uplatnuji se jak polymerni monolity, tak 1ty na bazi silikagelu, které mohou byt
jesté rizné moditfikovany. Silikagelovy monolit byl pouzit k izolaci/extrakci DNA napf.
z lidské krve ¢i mozkomiSniho moku (180). Polymerni monolity byly pouzity napt. k
extrakci DNA z bakterii (181, 182) ¢i k purifikaci a frakcionaci proteint (183).

Ukazuje se, Ze mikroextrakce na Cipu je a bude Siroce pouzitelnou technikou
k izolaci, purifikaci a zakoncentrovani zejména velkych makromolekul jako nukleovych
kyselin a proteind, nadéjné vSak pusobi i vyvoj této technologie pro izolaci malych
molekul z biologickych materiali. V této oblasti byla dosud mikroextrakce na Cipu
pouzita napt. k zakoncentrovani dobutamin hydrochloridu ze séra (184), isoniazidu

z plazmy (185) ¢1 imipraminu z mo¢i (186).
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2.6.2.5. Microextraction by/with packed sorbent/syringe (MEPS, Mikroextrakce

tuhou fazi)

Jednd se o moderni mikroextrakéni techniku ptipravy vzorku, poprvé
pfedstavenou Abdel-Rehimem (187), ktera vznikla miniaturizaci tradi¢ni SPE. MEPS
tak pracuje s objemy v fadech mikrolitri, na rozdil od mililitrd u SPE. Princip této
techniky spocCiva rovnéz v sorpci analytu na pevny sorbent, ktery je umistén zpravidla
v jehle injekéni mikrostiikacky, pfipadné mezi injekéni mikrosttikackou a jehlou
v podobé patrony. Nasleduje vymyti ruSivych balastnich latek, zakoncentrovani
sledovanych analytl a poté jejich eluce do chromatografického systému.

Zatizeni pro MEPS se sklada z MEPS mikrostiikacky (pouzivd se plynotésna
injek¢ni mikrostiikacka o objemu 100 nebo 250 pl) a jehly s tzv. BIN (Barrel Insert and
Needle Assembly), coZz je ocelova jehla s malou patronou, naplnénou riznymi typy
sorbentti (napt. silikagelem modifikovanym CI18, C8 ¢i C2 funkEnimi skupinami;
monolitickym materidlem; RAM ¢i1 MIPs). V soucasné dob€ je na trhu mnoho jehel
s BIN, s riznymi SPE fazemi, od riznych vyrobct, v provedeni pro LC 1 GC aplikace
(188).

Extrakce na MEPS se provadi néasledovné: kapalny vzorek je mikrostiikackou
opakovan¢ natazen/vypuzen pies patronu se sorbentem, kde dojde k zachyceni analyti.
Nasleduje promyvani sorbentu vhodnou promyvaci fazi (obvykle 20 — 50 ul), aby doslo
k odstranéni balastnich a dalSich interferujicich latek. Analyty jsou poté eluovany
malym objemem (zpravidla 20 — 50 pl) organického rozpoustédla (napi. methanolu,
acetonitrilu) ¢i LC mobilni fazi, stlaCenim pistu mikrosttikacky, ptfimo do injektoru
chromatografického zatfizeni. Diky tomu, ze sta¢i pouzit opravdu maly objem elu¢niho
¢inidla, nedochazi ke zbytecnému nafedéni extrahovanych analytt.

Zivotnost MEPS je garantovana na 40 — 100 vzorki biologického materialu,
nektefi autofi vSak uvadéji vice nez 100 vzorkd plazmy nebo moci a vice nez 400
vodnych vzorkll. Zivotnost samoziejmé zavisi zejména na typu matrice vzorku, ale také
na objemech zpracovavanych vzorki. SloZité matrice mohou mit za nasledek zmény
povrchu sorbentu a sorp¢nich vlastnosti pevné faze (189). Oproti SPE sorbentlim, které
jsou planovany na jedno pouziti, je zivotnost MEPS vynikajici. Malé mnozstvi MEPS
faze v jehle s BIN lze mezi jednotlivymi vzorky jednoduse a G¢inné promyvat, aby se
zabranilo kontaminaci. V porovnani s tradi¢ni SPE je toto promyvani u MEPS mnohem

jednodussi a spotfebovava se pfi ném minimum organickych rozpoustédel.
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K hlavnim vyhoddm této techniky oproti SPE patii vyznamné zkraceni Casu
ptipravy vzorku (1 — 2 min.), vyrazné snizeni spotieby organickych rozpoustédel 1
spotieby vzorku (v tadech mikrolitri), dale vysoka ptesnost, citlivost, selektivita,
moznost plné automatizace, piipadné i1 on-line spojeni s chromatografickymi zatizenimi
bez nutnosti jakékoli jejich upravy. MEPS mohou byt spojeny on-line jak s LC (190,
191), tak 1 s GC (192). VSechny kroky ptipravy vzorku jsou provadény pomoci jedné
stiikacky. Technika je vhodna zejména ke zpracovani vzorkil biologického materialu,
nebot’ ani u téchto komplexnich matrici s vysokym obsahem balastnich latek
nevyzaduje Zadnou ptedipravu vzorku. Ve srovnani se SPME na vlakné je tato technika
vyrazn¢ robustnéj$i, oproti SBSE vyzaduje fadove kratsi dobu zpracovani vzorku (193).

Technika MEPS se v soucasné dobé pouziva zejména v bioanalyze k extrakci
celé fady léciv z télnich tekutin, naptiklad lokalnich anestetik z lidské plazmy (192),
remifentanilu z plazmy (194), risperidonu a 9-hydroxyrisperidonu z lidské plazmy,
moci a slin (195), atorvastatinu a jeho metabolith ze séra (196) ¢i antidepresiv z lidské

plazmy (197).

Obr. 20 Mikroextrakce tuhou fazi (188)

2.6.2.6. Solid phase dynamic extraction (SPDE, Dynamicka extrakce na pevnou
fazi)

SPDE je technika dynamické extrakce na pevnou fazi, kterd pokryva vnitini
povrch ocelové jehly, piipevnéné k plynotésné injekéni stiikacce. Byla vyvinuta firmou
Chromtech vroce 2000, pozd&ji byla automatizovana, takze umoziiuje plnou
automatizaci nejen extrakce, ale 1 desorpce a nadavkovani do GC. Jedna se opét o
alternativu SPME na vlakné, kterd ma odstranit jeji zakladni nedostatky, jako je fragilita
vlakna, Spatnd ochrana sorbentu umisténého na vlakné zvnéjSku a mald extrakéni
kapacita zptisobena omezenou plochou 1 tloustkou vrstvy sorbentu. Objem stacionarni
faze je u SPDE pftiblizné 6 krat vétsi nez u SPME na vlakné. V praxi byla SPDE poprve

pouzita Lipinskim k analyze pesticidi ve vodnych vzorcich (198).
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znerezove oceli (zpravidla 8 cm dlouhd), pokryta zevnitt 50 pum vrstvou sorbentu.
K dispozici je mnoho sorbentli, nepolarnich i polarnich, které mohou byt pouzity
vruznych tloustkach. NejCastéji se pouziva polydimethylsiloxan (PDMS),
polyethylenglykol a divinylbenzen. Zivotnost SPDE jehly je v priméru 1500 nastiik,
zavisi viak samoziejmé na typu matrice analyzovanych vzorki. Cim &istsi vzorek, tim
delsi zivotnost jehly (199, 200).

Postup SPDE spociva v opakovaném natazeni a nasledném vytlaceni vzorku
do/z plynotésné stiikacky pies vrstvu sorbentu, pokryvajiciho vnitini sténu jehly, ¢imz
dojde k zadrZeni analytl stacionarni fazi. Opakovanym pohybem pistu stiikacky dojde
k zakoncentrovani analyti na sorbentu, ty jsou poté tepeln¢ desorbovany do injektoru
GC. Behem extrakce mlze probihat v zafizeni 1 tzv. on-coating derivatizace (201).

Technika je vhodna pro analyzu kapalnych a plynnych vzorkt. Teoreticky mize
byt pouzita v usporddani direct-immersion (piimé ponoteni jehly do roztoku kapalného
vzorku) 1 v uspotfadani headspace. VétSina dodnes publikovanych praci se vSak tyka
pouze headspace uspotfadani. Direct-immersion lze pouzit pouze pro cisté vzorky,
vzorky s komplexnimi matricemi mohou nenavratné ucpat jehlu (202).

Mezi hlavni vyhody SPDE patfi plna automatizace procesu extrakce, desorpce a
nadavkovani do GC. Moderni zatizeni pro SPDE umoZiiuji kontrolu vSech extrakénich
parametrq, jako je teplota vzorku, rychlost pratoku vzorku ptes fazi, pocet dynamickych
extrakei uvnitf jehly, ¢imz se dosahuje vyrazné lepsi reprodukovatelnosti v porovnani
s manualnimi technikami ptipravy vzorku. Dals§i vyhodou je krat$i doba extrakce a
dlouhotrvajici dynamicky kontakt vzorku s pevnou fazi (dano poctem pohybt pistu).
V porovnani se SPME na vldkné¢ ma SPDE vyrazné¢ vyssi kapacitu (dédno vétSim
objemem sorbentu), vyssi citlivost a selektivitu. Systém je vyrazné€ robustnéjsi. Spotieba
organickych rozpoustédel je minimalni. Prakticky jedinou nevyhodou SPDE je omezena
komer¢ni dostupnost jehel a zatim pouze headspace usporadani (200).

Technika SPDE se vyuziva ke zpracovani vzorkli zejména z oblasti zivotniho
prosttedi a v toxikologii. Dosud byla pouzita napt. pii stanoveni amfetamini z vlasu
(203), kanabinoidi z vlast (204) ¢1 gama-hydroxymadselné kyseliny v séru a v moci

(205).
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Obr. 21 Dynamicka extrakce na pevnou fazi (201)

2.6.2.7. Monolith spin extraction (Monoliticka rota¢ni extrakce)

Tento typ extrakce fadi néktefi autofi (137) mezi SPME techniky. Dle mého
nazoru vSak spotfebou organickych rozpoustédel, vzorku 1 konstrukci a provedenim
mezi SPME nepatfi.

Jedna se o moderni techniku ptipravy vzorku, kterd byla pfedstavena Namerou a
kol. (206) vroce 2008. Technika se li§i od jinych extrakénich metod predevSim
zpusobem provedeni. Monoliticka rotacni extrakce je provadéna podobné jako tradi¢ni
SPE, pouze s rozdilem, ze hnaci silou zde neni vakuum, ale centrifugace. Jako extrak¢ni
sorbent je vyuzivan monoliticky material, ktery je pro své vlastnosti zvlasté vhodny
k analyze biologickych vzorka (207).

Samotna extrakce probihd tak, Ze se kolonka naplnénd monolitem vloZzi do
plastové zkumavky a s ni do centrifugy. Nejprve se provede kondicionace sorbentu
pfidavkem daného objemu organického rozpoustédla, poté je provedena centrifugace.
Nasleduje kondicionace piidavkem daného objemu destilované vody a opét
centrifugace. Poté se na kolonku nanese vzorek a nasleduje opét centrifugace. Pokracuje
se promyvanim sorbentu promyvacim roztokem a dalsi centrifugaci. Poté je plastova
zkumavka vyménéna za Cistou a nastava eluce zadrzenych analytii pfidavkem piesné¢ho
objemu eluc¢ni faze a dalsi centrifugaci, takze eluent zlistane na dné¢ zkumavky (208).

Extrakéni podminky lze snadno ménit poctem otacek centrifugy a dobou

centrifugace. ZvySenim poctu otacek lze dobu centrifugace, resp. celé extrakce zkratit.
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Pocet otacek lze navic ménit 1 béhem jednotlivych kroki extrakce, ¢imz Ize jednoduse
kontrolovat rychlost pratoku kapalin pfes kolonku. Dulezité je snizit rychlost priatoku
pi1 nanaSeni vzorku na kolonku, protoze jediné tak dojde k dostatecnému zadrzeni
analytii v sorbentu a stejné tak pii eluci zadrzenych analytth vhodnym elu¢nim ¢inidlem.
Tato technika je jednoduchd na provedeni, rychla, malo pracné pro analytika, ma
relativné nizkou spotiebu organickych rozpoustédel 1 vzorku. Eluent miize byt piimo
nadavkovan do chromatografického systému, bez nutnosti odpafovani rozpoustédla.
Jako sorbent se pro ptipravu vzorkil biologického materidlu k analyze pomoci
monolitické rotacni extrakce nejCastéji pouziva silikagelovy monolit modifikovany C18
funkénimi skupinami, jako napf. pfi stanoveni amfetaminu a methylendioxyamfetaminu
z moci (206). Technika byla dale v praxi pouzita k extrakci dibukainu a nafazolinu

ze séra (209) ¢i amitrazu a jeho metaboliti rovnéz ze séra (210).

/(4] Centriluge separation and derivatization procedure \

)

Pre-activating Sample louding Washing Elution {simultaneons
Acetonitrile 0.5 mL Urine 0.5 mL derivatization)
Distilled water 0.5 mL Buffer 0.4 mL Wash solvent 0.5 mL  Ethyl acetate 0.1 mL
IS (containing 1% PCF)
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Obr. 22 Monoliticka rota¢ni extrakce (208)

2.6.2.8. Stir bar sorptive extraction (SBSE, Sorp¢ni extrakce na michadle)

Tato extrak¢ni technika, vyvinutd Baltussenem a kol. (211) v roce 1999, pracuje
na stejném principu jako SPME na vlaknég. Byla vSak navrzena tak, aby odstranila jeji
hlavni nevyhodu, kterou je omezend extrakéni kapacita, zplisobena malym mnozstvim
sorbentu na vlakng. Zde je pouzito sklenéné magnetické michadlo, které je pokryto
v porovnani se SPME vldknem vyrazné¢ vét§im mnoZstvim (50 — 250 krat) sorpéni

extrakéni faze, nejcastéji polydimethylsiloxanem (PDMS). Nedavno byly testovany i
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dalSi materidly jako sorbenty pokryvajici magnetick¢é michadlo, napt. RAM (212) a
zejména monolity (213).

Extrakce analytii z vodné¢ho vzorku do extrakéniho média je fizena hodnotou
rozdé€lovaciho koeficientu. Pro soustavu nepoldrniho PDMS a vodného roztoku vzorku
koreluje tento rozdé€lovaci koeficient s distribu¢nim koeficientem oktanol-voda. Z toho
plyne, Ze je tato technika vhodna pro extrakci nepolarnich, ptipadné¢ malo polarnich
latek. U polarn¢jSich latek je jednou z moznosti in-situ derivatizace, ktera probiha
soucasn¢ se SBSE, dosazend vytéznost extrakce vSak Casto neni idealni (214). Druhou
moznosti je pouziti tzv. ,,dual phase twisters®, coz jsou specialné¢ upravend michadla
s vnitini dutinou naplnénou aktivnim uhlim jako adsorbentem, kterd popsali Bicchi a
kol. (215) a u nichZ se prokdzalo vyrazné zlepSeni vytéznosti pro polarni analyty.

Samotna extrakce probihd tak, Zze je magnetické michadlo pokryté
vrstvou PDMS ponofeno do roztoku vzorku, ktery je jim michan po dobu 30 — 240
minut. Doba extrakce je zavisla zejména na objemu vzorku, velikosti michadla (resp.
mnozstvi sorbentu), rychlosti michani, typu matrice vzorku a na extrahovaném analytu.
Podminky musi byt samoziejmé optimalizovany pro kazdé pouzZiti. Po navdzani
cilovych analyti na sorbent je michadlo ze vzorku vyjmuto a jemné otfeno.
Desorpce/eluce zadrzenych analyti z michadla je bud’ termalni pro spojeni s GC ¢i
rozpoustédlem pro spojeni s LC. Nasledné jsou extrahované analyty kvantitativné
prevedeny do analytického systému (216).

Mezi hlavni vyhody SBSE patii vysoky koncentrac¢ni faktor, jednoduchost
provedeni a mala spotieba organickych rozpoustédel. Oproti SPME na vldkné¢ ma SBSE
opét vyssi citlivost a lepsi opakovatelnost (70).

Hlavni nevyhodou SBSE je dlouhd doba trvani extrakce, obvykle 30 — 240
minut, coz déld techniku nepraktickou pro rutinni laboratofe s velkym poctem
zpracovavanych vzorkli. Déle je to problém s automatizaci, zejména s vyjmutim
magnetického michadla z roztoku vzorku. Nevyhodou je také, ze v soucasné dob¢ jsou
komer¢né dostupna pouze michadla pokryta PDMS, ktera nejsou vhodnd pro extrakci
polarnich analyta (216).

Technika SBSE se v praxi pouziva k ptipravé vzorkd v bioanalyze, napt. pii
stanoveni barbiturati, benzodiazepini a jejich metaboliti vmoc¢i a krvi (214),

antidepresiv v plazmé (217) ¢1 diklofenaku v mo¢i (218).
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2.6.2.9. Extrakce pomoci large particle supports (LPS, Materialy s velkymi
¢asticemi)

Tato extrakeni technika vyuziva tzv. materidly s velkymi Casticemi (LPS), které
byly vyvinuty specidln€ pro on-line extrakci pfimo v chromatografickém systému a
umoznuji pfimy, opakovany nastfik neupraven¢ho vzorku napt. biologického materidlu
do systému. Diky své struktutfe dovoluji tyto sorbenty pouzit velké pritoky mobilni faze
bez nartstu zpétného tlaku na predkoloné, kde dochazi k turbulentnimu toku mobilni
faze. Technika je proto Casto nazyvana také ,turbulent flow chromatography* (TFC,
chromatografie s vifivym tokem) a byla poprvé ptedstavena v roce 1997 (219).

Materidly s velkymi casticemi jsou naplnény do piedkolon, které se zapojuji
pies vicecestny piepinaci ventil do chromatografického systému. Tvoteni turbulentniho
toku v naplhovych kolonach zavisi na velikosti ¢astic a na rychlosti toku mobilni faze.
Zde se bézn¢ pouzivaji kratké uzké kolonky plnéné sorbenty s Casticemi o velikosti 50-
60 pum, které zaroven udrzuji piijatelny zpétny tlak v systému i pii pratokovych
rychlostech 4-5 ml/min. (220).

Vzorek tedy nemusi byt pied analyzou nijak upravovan, maximalné mitize byt
centrifugovan, natedén ¢i filtrovan, poté je vloZzen do autosampleru, nadavkovan do
chromatografick€ého systému a tokem promyvaci mobilni fize nanesen na extrakéni
ptedkolonu plnénou LPS. Vifivym tokem mobilni fdze jsou malé molekuly cilovych
analytii rozptyleny vice nez makromolekuly (proteiny, lipidy) a jsou vhanény do pora
sorbentu, kde jsou zadrzovany hydrofobnimi interakcemi. Kvili vysokému priitoku
mobilni faze jsou velké molekuly matrice vzorku undseny do odpadu a nemaji moznost
se zadrzet v porech sorbentu. Po pfepnuti piepinaciho ventilu jsou zadrZzené analyty
eluovany ze sorbentu extrakéni predkolony tokem analytické mobilni faze na
analytickou kolonu k separaci a nasledn¢ do detektoru k detekci. Technika se pouziva
nejcasteji ve spojeni s HPLC (221, 222).

Jedna se o jednoduchou, rychlou, vysoce vykonnou techniku ptipravy vzorku,
kterd vyrazné zkracuje dobu jeho ptipravy k analyze, snizuje spotiebu organickych
rozpoustédel a naroCnost zpracovani. V on-line zapojeni extrakéni pfedkolony do
chromatografick€ého systému miize byt veSkery eludt pienesen na separacni kolonu, na
rozdil od tradi¢nich off-line extrak¢nich technik, kde je do analytického systému
nadavkovana zpravidla pouze jeho ¢ast. Diky tomu dosahuji on-line techniky mnohem

vys$i citlivosti, hrozi zde vSak nebezpeci ptetizeni analytické kolony (223).
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Jednou znevyhod této techniky je omezend zivotnost extrakéni kolony.
K prodlouzenti jeji Zivotnosti je nutné pouzivat vhodné promyvaci a mobilni faze. Bylo
dokdzano, ze zivotnost prodluzuje pouzivani napi. 15 % kyseliny octové a 90 %
tetrahydrofuranu. Kyselina octova jako mobilni faze odstraiiuje proteiny, roztok
tetrahydrofuranu lipidy z extrakéni 1 analytické kolony. Jejich pouzivanim bylo
dosazeno Zivotnosti extrak¢ni pfedkolony plnéné LPS az 2000 nastiikti biologického
materialu (222).

Extrakce pomoci LPS se v praxi pouziva nejCastéji k analyze 1éCiv a jejich
metaboliti v biologickém materidlu, napf. pfi stanoveni antidiabetika sitagliptinu
v lidské moci a hemodialyzatu (224), methadonu a jeho metaboliti v plazmé (225),
tricyklickych antidepresiv v séru (226), busulfanu v séru a plazmée (227) ¢i antitusika

dextromethorphanu a jeho metaboliti v plazmé (228).

2.6.2.10. Extrakce pomoci restricted-access materials (RAM, Materialy
s omezenym pristupem)

Dalsi skupinou extrakénich materialli, ur€enych k on-line extrakci pifimo
v chromatografickém systému, jsou tzv. materidly s omezenym ptistupem (RAM). Tyto
sorbenty byly vyvinuty specialné pro extrakci latek s nizkou molekulovou hmotnosti
(napt. léCiv a jejich metabolitil) v komplexnich matricich (napf. biologickych
materialech) obsahujicich vysokomolekularni latky (zejména proteiny). Tyto materialy
umoznuji pfimy a opakovany nasttik vzorku do pritokového analytického systému bez
jeho ptedchozi upravy. Slouzi zejména k automatizaci extrakce, k purifikaci a
zakoncentrovani stanovovanych analytt (229).

RAM materialy jsou plnény do specidlnich kolonek a jsou navrzeny tak, aby
zachytily nizkomolekularni analyty uvnitf porGt a naopak odstranily makromolekuly,
jako jsou proteiny. Interakéni mista uvnitf porG jsou pfistupna pouze pro malé
molekuly, které jsou zadrZeny tradi¢nimi retenénimi mechanismy, jako jsou hydrofébni
a elektrostatické interakce. Makromolekuly jsou odstranény bud’ pomoci fyzikalnich
bariér (velikost por), nebo pomoci chemickych bariér, které piedstavuji hydrofilni
funk¢ni skupiny na povrchu sorbentu, nebo polymerni sit€¢ kovalentné vdzané na povrch
stacionarni faze, které rovnéZ brani precipitaci protein. Na separaci se tedy uplatiiuji
dva principy — princip gelové chromatografie pro makromolekuly (separace na zaklade

velikosti molekul) a princip adsorp&ni nebo iontové vyménné chromatografie (separace
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na zakladé interakci malych molekul se stacionarni fazi). Schematicka struktura a

funkce materidlu s omezenym ptistupem je znazornéna na obr. 23.
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Obr. 23 Schematicka struktura materialu s omezenym piistupem (230)

V soucasné dobé¢ jsou dostupné rizné RAM sorbenty, které se liSi charakterem
bariéry a strukturou povrchu. RozliSujeme 5 zdkladnich skupin RAM: 1. vicefunk¢ni a
dvouvrstvé faze (Mixed-functional and Dual Zone Phases), 2. materialy s vnitinim
hydrofobnim povrchem (Internal Surface Reversed-Phase Packings), 3. stinéné
hydrofébni faze (Shielded Hydrophobic Phases), 4. semipermeabilni povrchy

(Semipermeable Surfaces), 5. polymerni materialy (Polymeric Materials) (221).

2.6.2.10.1. Vicefunkéni a dvouvrstvé faze

Vicefunkéni RAM, poprvé piedstavené Kandou a kol. (231) v roce 1994, maji
stejné vlastnosti vnitiniho 1 vnéjSiho povrchu. Oba povrchy jsou tvofeny hydrofilnimi,
nejcastéji  polyoxyethylenovymi a hydrofobnimi napt. styrenovymi funkénimi
skupinami, vazanymi na silikonovy polymer, pokryvajici porézni silikagel. Dlouhe,

nahodné¢ rozmisténé hydrofilni polyoxyethylenové tetézce limituji  pfistup
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makromolekul, jejich odstranéni z povrchu dale napomahéd maly primér pora pouzitého
silikagelu (232). Jako hydrofobni skupiny jsou k dispozici kromé styrenovych také
skupiny C8, fenyl ¢i silny iontoméni¢ (SCX). Malé analyty jsou zadrzeny vazbou na
hydrofobni ¢i iontovyménné skupiny.

U dvouvrstvych RAM se vyuzivaji dvé raznd aktivni centra jedné funkcéni
skupiny — hydrofilni ¢asti na povrchu a hydrofébniho fetézce uvniti funkéni skupiny
(233). Jednim z ptikladi téchto sorbenti je diolovéa stacionarni faze. Ethandiolové
konce funkénich skupin tvoficich hydrofilni vrstvu znemoziuji piistup proteinim
k vnitini stacionarni fazi, zatimco metoxypropylové fetézce kryté diolovou vrstvou

slouzi k zachyceni nizkomolekularnich analyti.

2.6.2.10.2. Materialy s vnitinim hydrofébnim povrchem (ISRP)

Tyto RAM, pfedstavené¢ Hagestamem a Pinkertonem (234) jiz v roce 1985, jsou
charakterizovany dvéma typy povrchii, dvéma typy vadzanych funkénich skupin.
Zatimco na vnéjSim povrchu sorbentu je hydrofilni faze, vnitini povrch pora sorbentu
vaze hydrofobni anebo iontové vyménné skupiny (235). Jednd se o fyzikalni bariéru,
nebot’ pro oddéleni makromolekul je rozhodujici velikost porG sorbentu. Malé
molekuly, jeZz jsou schopny proniknout dovnitt do porl, se separuji na zaklade
hydrofobnich interakci s vnittnim povrchem. Naopak pfistupu makromolekul

k hydrofébnim skupindm brani velikost port.

Ptipravy téchto materiali jsou zalozené na enzymatickém odbourdvani
hydrofobnich funkénich skupin vazanych na vnéjSim povrchu silikagelu, zatimco
vnitini povrch je diky velikosti porti pred enzymem chranén. Jako enzymy se nejcastéji

pouzivaji pankreaticka lipaza Ci esteraza (235).

Prvnim ISRP RAM je tzv. GFF sorbent. Jeho zdkladem je silikagel s velikosti
porat 8 nm. Vnitini, hydrofobni povrch tvoifi vtomto piipadé tripeptid glycin-
fenylalanin-fenylalanin (GFF). Na vnéjSim povrchu jsou vazany hydrofilni diol-
glycinové funk¢ni skupiny. Velké makromolekuly (napt. proteiny) jsou mobilni fazi
eluovany do odpadu, zatimco malé¢ molekuly (napt. lé¢iva) jsou zadrZzeny uvnitt pora
tripeptidovou fazi (236). Retencni mechanismus je zplisoben pievdzné interakci m-
elektronti. Navic volna karboxylova skupina koncového fenylalaninu vykazuje slabé

1ontomeni¢ové vlastnosti.
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Nejobliben¢jsim ISRP RAM je tzv. alkyl-diol-silica (ADS). Jedna se o
nejpopularngjsi RAM vibec. Je vyrabén od pocatku 90. let minulého stoleti. Vyuziva
silikagel s velikosti portt 6 nm, na jehoz vnéj$i povrch jsou vazany hydrofilni funkéni
skupiny, napt. glycerylpropyl- ¢i diol. Vnitini povrch pokryvaji reverzni faze C4, C8
nebo C18, u novéjSich ADS materiali to byvaji také iontovyménné skupiny, napf.

kyseliny sulfonové (237).

2.6.2.10.3. Stinéné hydrofébni faze (SHP)
Tento typ RAM predstavili Gisch a kol. (238) v roce 1988. Jeho zdkladem je

silikagelovy nosi¢, na ktery je kovalentné vazan hydrofilni polyethylenglykolovy ¢i
polyethylenoxidovy polymer. Tento hydrofilni polymer vytvaii sit, do které jsou
inkorporovany hydrofobni, napt. fenylové skupiny. V tomto ptipadé se jedna o
stacionarni fazi s chemickou bariérou - hydrofilni polyethylenglykolova sit' stinici
hydrofébni fenylové skupiny zabraniuje praniku proteinii, zatimco malé molekuly
projdou skrz polymerni vrstvu a interaguji s hydrofobnimi skupinami uvniti polymerni
sité. Tento material je s vyhodou pouZzivan pfedevSim pro zakoncentrovani a separaci

sloucenin s fenylovou skupinou v molekule (239).

2.6.2.10.4. Semipermeabilni povrchy (SPS)

Tento typ RAM vyvinuli Desilets a kol. (229) poté, co objevili, Ze hydrofilni
polymer, napt. polyoxyethylenovy ¢i polyethylenglykolovy, vdzany na povrchu reverzni
faze (nejCastéji C4, C8, C18, nitril ¢i fenyl), vytvaii semipermeabilni hydrofilni vrstvu,
ktera brani pfistupu proteini k hydrofobni stacionarni fazi, navazané uvnitf pord
silikagelu. V tomto piipadé€ je to opét chemickd bariéra, ktera brani piistupu proteinti k
hydrofobni fazi. Tato bariéra (hydrofilni polymer) je k chemicky vazané hydrofobni fazi
ukotvena nejCastéji kovalentné, coz zabrafiuje postupnému vymyvani polymerni vrstvy
(240).

Vnéjsi hydrofilni povrch odpuzuje velké molekuly, jako jsou proteiny, zatimco
vnitini povrch, tvofeny riznymi typy hydrofobni faze vaze malé analyty, které pronikly

skrz polymerni vrstvu.

Jednim z nejnovejSich typtt RAM, patiicich mezi SPS, je C8 ¢i C18 stacionarni
faze pokrytd kovalentné vazanym kyselym a-glykoproteinem (AGP), coz je hydrofilni
protein, ktery pomérné dobie snasi pritomnost organickych rozpoustédel v mobilni fazi.

Tento materidl pracuje opét na principu chemické diflizni bariéry, stejné€ jako stars$i SPS
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materialy, pouze s tim rozdilem, Ze misto polymeru vytvari vnéj$i, hydrofilni povrch
proteinova sit. Proto se tento typ materidlu, pfedstaveny Hermanssonem a Grahnem
vroce 1994 (241), n¢kdy nazyva proteinem pokryty silikagel. Jeho vyhodou je

piredev§im moZnost pracovat v Sir§Sim rozmezi pH (od 2 do 10).

2.6.2.10.5. Polymerni materialy

Poslednim typem RAM jsou specialni polymerni materidly, plnéné do kolonek o
rozmérech nejcastéji 10 x 2 mm ¢i 10 x 4 mm, které je opét mozné zapojit do
chromatografick€ého systému pomoci column-switching a vyuzit tak k on-line extrakci.
Velikost ¢astic téchto material byva nejCastéji kolem 30 um a maximalni pratokova
rychlost mize dosahovat az 3 ml/min. Jejich hlavni vyhodou je stabilita v Sirokém
rozsahu pH a to od 2 do 12. Samoziejmosti je odolnost vii€i organickym rozpoustédlim
a pufriim az do koncentrace 0,3 mol/l. Maximalni tlak na kolonce by nemél piekrocit 10
MPa. Casto umoziuji zakoncentrovat zaroveii hydrofobni i hydrofilni analyty, které
jsou zadrzeny v porech polymeru. Latky o vysoké molekulové hmotnosti (napf.
proteiny) jsou odstranény na zdklad¢ velikosti port. Pouzivaji se nejcastéji k on-line

piipraveé vzorkl biologického materidlu k analyze 1€¢iv a jejich metabolitti (242).

Vsechny typy RAM sorbentli jsou plnény do ocelovych ¢i plastovych kolon,
které umoziuji jejich snadné zapojeni do pritokového analytického systému.
Nejcastéjsi je jejich zapojeni do systému HPLC, lze je vSak zaclenit také do
neseparacnich pritokovych systémi pritokoveé injekéni analyzy (FIA, Flow Injection
Analysis), nebo sekvenéni injekéni analyzy (SIA, Sequention Injection Analysis) (243).
Do analytického systému mohou byt zapojeny bud’ tzv. rezimem piimého provedeni
(single column) nebo Castéji tzv. systémem piepinani kolon (column-switching).

Rezim pfimého provedeni (,,single column®) spo¢iva v zapojeni kolony napIlnéné
RAM do systému misto analytické (separa¢ni) kolony. V tomto pfipadé€ je neupraveny
vzorek (napf. vzorek biologického materialu) davkovan autosamplerem piimo do
proudu mobilni faze a na kolon€ plnéné RAM dochazi nejprve k separaci makromolekul
od nizkomolekuldrnich analyth a poté k separaci jednotlivych analytti podle jejich
retence v sorbentu. Postupné dochazi k eluci vSech slozek vzorku z pfedkolony plnéné
RAM do detektoru. Thned po obnoveni rovnovahy RAM miize byt naddvkovan dalsi
vzorek. Zakladnim pozadavkem je pouZziti mobilni fize s nedenaturujicimi vlastnostmi,

tedy sobsahem menSim nez 25 % acetonitrilu, 20 % isopropanolu a 10 %
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tetrahydrofuranu. Tyto hodnoty charakterizuji pocatek denaturace proteind, v praxi se
proto nepouziva obsah organické faze vyssi nez 20 % (v/v). Tato omezeni, tykajici se
mobilni faze, v§ak vyrazné¢ zmensSuji rozsah pouzitelnosti tohoto uspotadani, protoze
analyt musi mit za danych podminek vhodnou retenci na kolon€. Vyhodou jsou nizké
naroky na pfistrojové vybaveni a skutecné pifima analyza biologickych vzorka. Kolona
plnéna RAM v tomto piipadé plni jak extrakeni, tak separacni funkci (244, 245).

Mnohem castéjSi je pouziti RAM ve vicekolonovych chromatografickych
systémech, vyuzivajicich techniku pfepindni kolon. Tyto systémy umoznuji simultanni
odstranéni proteinli a zakoncentrovani analytii na extrakéni pfedkoloné plnéné RAM,
zatimco samotnd separace nizkomolekularnich analytl probiha na analytické (separaéni)
kolong s béZnym typem sorbentu a libovolnou mobilni fazi. Omezeni se v tomto piipadé
kladou pouze na promyvaci mobilni fazi, do které se davkuje biologicky vzorek, ktera
opét nesmi byt denaturacni. Podle ndsledného sméru toku analytické mobilni faze pies
ptedkolonu rozliSujeme konfiguraci “straight-flush” a “back-flush” (budou podrobné
probrany v kapitole 2.6.4.). Kolona plnénd RAM slouzi v tomto uspofddani pouze k
extrakci, zadrZeni a zakoncentrovani stanovovanych analytt, k jejichZ separaci dojde az
na analytické kolonég, na kterou jsou z extrakéni pfedkolony pifeneseny analytickou
mobilni fazi (246).

Mezi hlavni vyhody pouziti RAM patii jednoduchost a rychlost analyzy, snadna
automatizovatelnost, dlouhd zivotnost. Nejpiinosnéjsi je zapojeni téchto materialli jako
extrakénich piedkolon do systému HPLC prostfednictvim vicecestného piepinaciho
ventilu v rezimu column-switching, zvlasté pro analyzu velkych sérii vzorkl. Diky on-
line extrakci zcela odpadé jakékoli manualni piiprava vzorku pted analyzou, vzorek se
davkuje pitimo, bez jakékoli upravy do HPLC systému. Tim se vyrazné zkracuje
celkovy Cas analyzy, nedochdzi prakticky ke ztratam analytd, prace analytika se
vzorky biologického materidlu. RAM umozZiuji extrakei, vy€isténi a zakoncentrovani
cilovych analyti. Oproti tradiénim SPE sorbentim maji RAM delSi zivotnost, vySsi
vytéznost extrahovanych analytl, nizsi riziko chyby obsluhujiciho persondlu, mensi
spotiebu organickych rozpoustédel a ve vysledku také nizsi celkové naklady na jednu
analyzu (246).

Materidly s omezenym pristupem jsou v soucasné¢ dob¢é v praxi velice Casto
pouzivany, o ¢emz svédci obrovské mnozstvi publikaci, tykajicich se jejich vyuziti.

VétSina z nich se zabyva stanovenim 1éCiv, jejich metaboliti a dalSich biologicky
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aktivnich latek v biologickém materidlu. Dals$i publikace se tykaji vyuziti RAM
materiali ke stanoveni antidot v biologickém materialu, k veterindrnimu stanoveni
léciv, ve vyzkumu k identifikaci lidskych plazmatickych proteini, k vyzkumu novych
léciv €1 k Cisténi plasmidové DNA. Dalsimi oblastmi vyuZiti RAM jsou monitorovani
zivotniho prostiedi a analyza potravin. Podrobny piehledovy ¢lanek tykajici se této

problematiky sepsali Sadilek a kol. (246).

2.6.3. SPE zalozena na selektivnich sorbentech

V dnesni dob¢ existuji specialni extrakéni sorbenty, které krom¢ samotného
zakoncentrovani analytl umoZnuji také jejich selektivni separaci z komplexnich matric,
jez je rozhodujici pro jejich kvantitativni a selektivni stanoveni. Mezi tyto vysoce
selektivni sorbenty se tfadi tzv. molekularné vtiSténé polymery (MIPs), aptamery a

imunosorbenty.

2.6.3.1. Molecularly imprinted polymers (MIPs, Molekuliarné vtisténé/otisténé
polymery)

Jedna se o specidlni syntetické polymery, pouzivané jako vysoce selektivni SPE
sorbenty, které jsou schopné selektivné a specificky zadrzet pozadované analyty,
piipadné jejich strukturalni analoga, podle velikosti a tvaru jejich molekuly a
uspotadani funkcénich skupin. Jsou syntetizovany ptimo podle konkrétnich molekul pro
které maji byt pouzity a to tak, ze jim dané¢ molekuly vytvareji tzv. predlohu — templat.
Templat vytvari komplex s jednim ¢i vice funkénich monomert, nasleduje polymerace
a odstranéni templatu. Vysledkem je stabilni polymer, obsahujici specifické dutiny,
které¢ jsou stéricky (velikost a tvar) a chemicky (uspofddani funkénich skupin)
komplementarni molekuldm templatu a tudiz molekulam stanovovaného analytu (247).

MIPs mohou byt syntetizovany tfemi technikami — kovalentnim imprintingem,
nekovalentnim imprintingem ¢i hybridizaci téchto dvou technik. V soucasné dobé¢ se
pouziva nejCastéji technika nekovalentniho imprintingu. Pro syntézu MIPs je
extrakéni vlastnosti MIPs sorbenti. MéEly by byt vybrany takové monomery, které
budou ve zvoleném rozpoustédle tvofit silné interakce, coz vede ke zvySeni kapacity
sorbentu a ovliviiuje to homogenitu vazebnych dutin. Dale musi byt smés templatu a
monomert stabilni a nepodléhat béhem polymerace vedlejSim reakcim. Vhodnéjsi je

také pouzit k vytvofeni dutiny sorbentu jako templat strukturalni analog misto samotné
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latky, pro jejiZz extrakci chceme MIPs pouZzit. Zabrani se tak tzv. ,krvaceni templatu®,
které mtze nastat v pripadé¢ nedostatecn¢ho vymyti templatu z Cerstvé piipraven¢ho
MIPs a které vyrazn¢ negativné zasahuje do kvantifikace stopovych mnozstvi latek
v komplexnich matricich (248).

Retence analyti na sorbentu je zplsobena vysoce selektivnim zachycenim
molekuly o urCité velikosti, tvaru a umisténi funkénich skupin v dutinach sorbentu a
naslednym vznikem vazebnych interakci mezi sorbentem a analytem, mezi které patii
zejména vodikoveé vazby a hydrofobni interakce (249).

Extrakce vyuZivajici jako sorbenty MIPs mohou byt provadény jak v off-line,
tak on-line uspotfadani. Pfi konfiguraci on-line jsou MIPs plnény do specidlnich
kolonek, které jsou s chromatografickym systémem spojeny pres vicecestny prepinaci
ventil (250).

K hlavnim vyhoddm MIPs patii nepochybné vysokd selektivita extrakce (na
rozdil od tradini SPE, kterd postrada schopnost selektivni extrakce analytu bez
soucasné extrakce kontaminant), stabilita sorbentu (mohou byt zahiivany, jsou stabilni
v organickych rozpoustédlech 1 v silnych kyselinach a bazich), moznost opakovaného
pouziti, snadnost a rychlost provedeni extrakce, relativné nizké vyrobni néklady,
moznost pfipravit sorbent prakticky pro jakoukoli latku ¢1 moZnost zpracovat
libovolnou matrici vzorku bez piredchozich tprav (251).

Nevyhodou prvnich MIPs bylo pomérné¢ nizké =zastoupeni specifickych
vazebnych mist v nasyntetizovanych sorbentech, coz mélo za nasledek nizkou kapacitu
sorbentu. Dalsi nevyhodou je jiz vySe uvedené tzv. krvaceni templatu, zptisobené jeho
nedokonalym odstranénim z dutin nové nasyntetizovaného sorbentu. Tento nedostatek
lze vyfeSit napf. pouzitim stabilnich izotopem znaenych latek jako templatd pro
ptipravu MIPs materidli (252), nebo zahtatim MIPs s naslednou eluci silnym polarnim
rozpoustédlem, coz by mélo veSkery templat z ptipravené¢ho sorbentu odstranit (253).

MIPs jako selektivni SPE sorbenty jsou vsoucasné dobé hojné pouzivany,
zejména k extrakci 1éCiv a jejich metabolitl z biologického materidlu. V této oblasti
byly MIPs pouzity napi. pfi stanoveni cefalosporinovych antibiotik v lidské plazmé a
séru (254, 255), fluorochinolonovych antibiotik v lidské moci (256), sitagliptinu
v plazmé a moci (257), promethazinu v plazmé (258) ¢1 tramadolu v plazmé a moci

(259).
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Obr. 24 Schéma pripravy molekularné vtisténych polymert (260)

2.6.3.2. Immunosorbents (ISs, Imunosorbenty)

Vysoce selektivni imunosorbenty jsou specidlni extrakéni pevné faze
s imobilizovanou specifickou protilatkou proti extrahovanému analytu, které umoziuji
jeho selektivni extrakci z komplexnich vzorkii na zdkladé vysoce selektivni vazby
antigen-protilatka. Technika je Casto v literatuie nazyvana také imunoafinitni extrakce
(IAE) (261).

Technika vyuziva monoklondlni 1 polyklondlni protilatky. Imunosorbenty
obsahujici polyklondlni protilatky mohou vézat vice analytl, které maji strukturu
podobnou piivodnimu imunogenu, ¢ehoz se vyuziva k extrakci napt. 1€civ vCetné jejich
metabolitd. U monoklondlnich protilatek se pro vyvoj imunosorbentii vyuZziva tzv.
zktizené reaktivity, ktera umoziuje selektivni extrakci skupiny strukturalné podobnych
latek. Vazba analytu na protilatku je vysledkem prostorové komplementarity a podili se
na ni spousta intermolekularnich interakci (130).

Extrakce probihd tak, Ze po naneseni vzorku na imunosorbent jsou cilové
analyty specificky zadrZzeny vazbou na imobilizovanou protilatku. Nésleduje promyti
sorbentu vhodnou mobilni fazi, ¢imZ se odstrani kontaminujici latky. Nakonec dojde
k uvolnéni zadrzené¢ho analytu z komplexu s protilatkou a jeho eluci ze sorbentu,

zpravidla ptidavkem pfesného objemu organického rozpoustédla.
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Technika je vhodnd zejména pro separaci latek s velkou molekulou, jako jsou
hormony, peptidy, enzymy, protildtky, rekombinantni proteiny, ale také viry cCi
subcelularni komponenty. Malé¢ molekuly jsou totiz obvykle $patné¢ imunogenni, proto
je ziskavani specifickych protilaitek namifenych proti malym molekuldm vyrazné
obtizngjsi (262).

Imunosorbenty mohou byt pouzity v off-line procedurach, kde jsou plnény do
kolonek na jedno pouziti, anebo mohou byt plnény do specialnich piedkolon, které se
zapojuji pfimo do chromatografického zatfizeni, zpravidla pfes vicecestny piepinaci
ventil a umoziuji extrakci on-line, coZ vyrazné zjednodusSuje manipulaci se vzorkem
pied analyzou. Imunosorbenty plnéné do ptedkolon se navic snadno regeneruji a proto
mohou byt pouzity opakované (263).

Hlavni vyhodou imunosorbentt je jejich vysoka selektivita extrakce a v ptipadé
on-line zapojeni do chromatografického systému plna automatizace zpracovani vzorku.
Vysoka selektivita extrakéniho kroku umoziuje snadnou identifikaci analytu a moznost
jeho stanoveni 1 pfi velmi nizké koncentraci. Jednou z hlavnich nevyhod této techniky je
potieba pocatecniho narocného vyvoje protilatky, coz je nakladné. Také je zde problém
s ptipravou protiladtek proti stanovovanym analytim s malou molekulou (napt. 1é¢iv),
které nejsou dostatecné¢ imunogenni. Dale je to fakt, ze interakce analyt-protilatka mtize
byt znacné ovlivnéna matrici vzorku, jejiz pfitomnost mize vést k nizké vytéznosti
extrakce €1 nespecifickym interakcim (264).

Velkou oblasti vyuzZiti imunosorbentli v praxi je analyza [éCiv ¢i jinych
biologicky aktivnich latek ve vzorcich biologického materidlu, napf. stanoveni
kortikosteroidit v moci (265), klenbuterolu v plazmé (266), LSD v pIlné krvi a moci
(267) ¢1 morfinu v moci (268).

2.6.3.3. Aptamers (Aptamery)

Dalsim typem afinitni extrakce, pro kterou je typickd vysoce selektivni a pevna
vazba mezi molekulami receptoru a ligandu, je extrakce vyuzivajici tzv. aptamery.
Aptamery jsou oligonukleotidy DNA ¢ RNA, které mohou s vysokou afinitou a
specificitou vazat velké mnozstvi cilovych molekul. Aptamery se nékdy nazyvaji
oligosorbenty a extrakce, ktera je vyuziva, oligoextrakce (269).

Aptamery se navrhuji a syntetizuji pfimo pro vazbu konkrétniho cilového
analytu. Mezi molekulami receptoru a ligandu plsobi velké mnoZstvi

mezimolekularnich interakci (afinitnich vazeb), které vedou k vysoce selektivni
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extrakci. Dilezitou ulohu zde hraje hlavné geometrie obou zucastnénych slozek.
Pti extrakci dochédzi k pfimému zaclenéni extrahovanych malych molekul analytu do
struktury aptameru a jejich zadrZzeni. Vodny roztok vzorku, obsahujici kromé cilového
analytu také spoustu nelistot, je nanesen na sorbent snavazanym aptamerem. Pii
vhodné teploté¢ (vétSinou laboratorni) zachycuje aptamer cilovy analyt, zatimco
neCistoty jsou ze systému odstranény. Zménou teploty pevné faze dojde ke
konformaénim zmé&nam struktury aptameru a tim k uvolnéni zadrZzeného analytu do
Cisté kapalné faze. Vracenim teploty na piivodni hodnotu dojde k navratu struktury

aptameru, coz umoziuje jeho opakované pouziti (270, 271).

Analyte Impurities
\

s

a) . Aptamer

Obr. 25 Princip aptameru — a) naneseni vzorku, b) selektivni zadrZeni cilovych analytt, ¢) uvolnéni
analytd zménou teploty sorbentu (271)

Ve srovnani s ostatnimi afinitnimi extrakénimi technikami, vyuZivajicimi
protilatky, maji aptamery fadu vyhod. Mohou byt syntetizovany k extrakci prakticky
jakychkoli analytt, jsou stabilngjsi pti laboratorni teploté, jejich ptiprava je jednoducha,

lze je snadno chemicky modifikovat k usnadnéni jejich pfipevnéni na povrch stacionarni
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faze. Aptamery jsou navic citlivé na zmény teploty, ¢ehoz se vyuziva k elegantnimu
uvolnéni zadrzenych analyti. Mohou byt pouzity opakovang. Prace s nimi je velice
jednoduchd a probihd zcela ve vodném prostiedi, tedy bez potfeby organickych
rozpoustédel, ktera nejsou potieba ani v pfipadé¢ uvolnéni zadrZzeného analytu ze
sorbentu, ani pii kondicionaci sorbentu pied dalSim pouzitim. Jednd se o vysoce
selektivni typ extrakce, jehoz prakticky jedinou nevyhodou je nedostatecnd kapacita
v soucasnosti ptipravovanych imunosorbentti (272).

Aptamery byly dosud v praxi pouzity pro selektivni extrakci napi. kokainu

z plazmy (273) a z plné krve (274).

2.6.4. Column-switching (CSW, Technika prepinani kolon)

Technika piepinani kolon (column-switching) se ukézala v poslednich letech
jako velice progresivni a pouziva se zejména pro on-line extrakci a stanoveni latek
v komplexnich matricich. NejCastéji se pouziva k analyze 1é¢iv a jejich metabolith
v télnich  tekutinach. Umoznuje piimy nastitkk neupraveného vzorku do
chromatografického systému bez jeho ptfedchozich tuprav. On-line extrakce a
zakoncentrovani analyti probéhne piimo v systému na zabudované extrakcni
piedkolong, plnéné specidlnim sorbentem (napi. RAM, LPS) a zapojené do systému
pomoci piepinaciho ventilu. Po extrakci jsou zakoncentrované analyty preneseny na
analytickou kolonu, kde jsou separovdny, nasleduje detekce separovanych analyt
v detektoru. Dnesni HPLC zafizeni jsou jiz vétSinou vybaveny vicecestnym piepinacim
ventilem a obsahuji vice pump, coz jsou zakladni podminky této techniky. Systém
column-switching muize obsahovat libovolny pocet kolon, ptedkolon, ptepinacich
ventill a pump (246, 275).

Béhem extrakce probihajici v systétmu CSW je nejprve vzorek nadavkovan
autosamplerem do proudu promyvaci mobilni faze, ktera jej nanese na extrakéni
piedkolonu. Piepinaci ventil je v poloze A. Dojde k zadrzeni stanovovanych analyth
na sorbentu v extrakéni piedkoloné, zatimco jsou slozky nezadouci matrice vzorku
vymyty do odpadu. Béhem toho dochazi ke kondicionaci analytické (separacni) kolony
prutokem analytické mobilni faze. Nasleduje prepnuti ventilu do polohy B. Zadrzené
analyty jsou z predkolony eluovany analytickou mobilni fazi na separac¢ni kolonu, kde
jsou separovany a nasledné¢ unaSeny do detektoru. Nakonec je piepinaci ventil pfepnut

zpét do polohy A, ¢imz dochézi k rychlé kondicionaci ptedkolony promyvaci mobilni

100



TEORETICKA CAST

fazi a postupné kondicionaci separacni kolony analytickou mobilni fazi. Systém je timto

ptipraven k nastfiku dal$iho vzorku.

15t

step : concentration of drugs & deproteinization

Obr. 26 Schematicka struktura systému piepinani kolon — zakoncentrovani analytu, deproteinace (276)

2.6.4.1. Konfigurace systému prepinani kolon

Podle sméru toku analytické mobilni fize ptes extrakéni predkolonu rozliSujeme
2 konfigurace CSW, tzv. straight-flush a back-flush. V konfiguraci straight-flush jsou
zadrzené analyty z extrak¢éni pfedkolony eluovany tokem analytické mobilni faze ve
stejném smeéru, jakym byla pfedkolona promyvana promyvaci mobilni fazi za ucelem
odstranéni nezadoucich komponent matrice vzorku. Nevyhodou tohoto uspotfadani je
Casto rozmytd zéna stanovovanych analyt. Proto se Castéji pouziva tzv. back-flush
konfigurace, u které je eluce zadrZzenych analytii z extrakéni pfedkolony provadéna
analytickou mobilni fazi s opaénym smérem pritoku, nez byl smér toku promyvaci
mobilni faze. Samoziejmé zédlezi na tom, jak hluboko v sorbentu jsou stanovované
analyty zadrZeny, ale protoze jsou vétSinou zadrZeny na Cele predkolony, dochdzi u této
konfigurace k men$imu rozmyvani zon zakoncentrovanych cilovych analyt. Navic je

v tomto piipad¢ analyticka kolona chranéna pfed kontaminaci pozdéji eluovatelnymi
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komponentami matrice. Naproti tomu je zde vyssi riziko poskozeni naplné predkolony

pouzivanim sttidavého sméru toku mobilni faze (277, 278).

2™ ctep - Analysis of drugs

Obr. 27 Schematicka struktura systému ptepinani kolon — eluce analytu, analyza (276)

2.6.4.2. Parametry piedkolon

V této kapitole budou zminény zakladni parametry predkolon, které maji vliv na
prubeh a na dosazeni spravnych vysledkl on-line extrakce. Jsou to rozméry piedkolon a
jejich néaplné.

Pouzitd extrakéni predkolona musi mit dostatecné vysokou adsorp¢ni kapacitu,
aby nedochazelo ke ztratam analyt b&hem promyvaciho kroku. Vybér ptedkolony
zavisi na objemu naddvkovaného vzorku a na stupni vazby analytl na proteiny. V praxi
se nejvice osveédcCily sestavy, kdy je pfedkolona mnohem krat$i nez analytickd kolona.
Kratka predkolona je vhodna zejména z divodu, Ze se minimalizuje doba potiebna
k odstranéni nevhodnych komponent matrice. Nicméné v ptipade€, Ze jsou analyty pevné
vazany na proteiny, musi byt délka piedkolony vétsi. Totéz plati v ptipadech, kdy
chceme zlepsit selektivitu extrakéniho procesu. Vnitini primér piedkolony i kolony by

mél byt zhruba stejny, aby se minimalizoval efekt rozSifovani pikl (extra-column band
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broadening). Nejcastéji jsou pouzivany predkolony s vnitfnim primérem v rozmezi 2 -
4,6 mm.

Napln¢ predkolon by mély mit relativné velké ¢astice ve srovnani s analytickymi
kolonami, v opacném ptipadé dochéazi k problémim s jejich ucpavanim. VéEtSinou se
pouzivaji ptedkolony s velikosti ¢astic v rozmezi 10 — 40 um, coZ poskytuje vhodnou
stabilitu 1 sorpéni kapacitu. Retencni kapacita ptredkolony by méla byt nizsi, nez
retenni kapacita analytické kolony. Pak dojde k zakoncentrovani analyti hned
v pocatku, ¢imz se minimalizuje efekt rozmyvani pika. Pro vétSinu biologickych vzorka
se pouzivaji predkolony naplnéné nepolarnimi sorbenty, které zadrZzuji analyty nizké
nebo stfedni polarity, zatimco polarni komponenty matrice jsou odstranény. Mezi
moderni sorbenty, navrzené pifedevSim pro piimy nastiik biologickych tekutin do
chromatografického systému, patii vSechny typy RAM ¢i LPS. V poslednich letech jsou
vyuzivany rovné€z vysoce selektivni imunoafinitni pfedkolony s imobilizovanymi

monoklonalni protilatkami a MIPs (279).

2.6.4.3. Parametry techniky CSW

V této Casti jsou popsany pozadavky na slozeni promyvaci mobilni faze,
selektivita a citlivost techniky, celkovy ¢as analyzy a moZznosti zlepSeni separacniho
procesu.

Promyvaci mobilni fize musi mit nedenaturujici vlastnosti, tzn. obsah organické
sloZzky nesmi byt vy$$i nez 20 % (v/v). Rychlost toku této fdze a doba trvani
promyvaciho kroku musi byt pfesné nastaveny pro konkrétni analyty a matrice tak, aby
bylo dosazeno dobré u¢innosti extrakce. Cas promyvani zavisi také na objemu
nadavkovaného vzorku a na kapacité pfedkolony. Spravné nastaveni téchto parametra
zabrafnuje ztratdm analytll na jedné strané, na stran¢ druhé zaruci kompletni odstranéni
balastnich slozek vzorku. Slozeni mobilni faze by mélo byt rovnéz takové, aby se
analyty zakoncentrovaly na ptfedkoloné, tedy jesté pfed pirenesenim na analytickou
kolonu, ¢imz se redukuje efekt chvostovani pikl. Jako promyvaci mobilni faze se
nejcasteji pouziva voda s malym ptidavkem organického rozpoustédla, u siln€ kyselych
¢1 bazickych analytli se voda nahradi vhodnym pufrem. V poslednich letech se pouzivaji
ptidavky surfaktantli jako modifikatort mobilnich fazi, které zvysuji vytéZnost extrakce,
zejména v piipadech, kdy jsou analyty pevné vazany k proteiniim vzorku. V ptipadé

pouziti velmi citlivych detektori je dobré, aby bylo sloZzeni promyvaci a separacni
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mobilni faze co nejvice podobné, nebot’ se tak zabrani vychylkdm (kolisani) nulové
linie (280).

Selektivita CSW techniky je v porovnani s pouzitim off-line extrakce a nasledné
analyzy vys$i. Dal§iho zvySeni selektivity této techniky mize byt dosazeno pouzitim
riznych pfedkolon a analytickych kolon. Zafizeni pifepinani kolon disponuje
vyznamnou flexibilitou, protoZze zde mohou byt vyuZzity rizné extrakéni a analytické
kolony s riznymi sorbenty. Mezi nejoblibengjsi analytické kolony zaclenované do CSW
patfi tradicni RP-C18, dale jsou to C8, fenyl-, cyano- (281). V posledni dob¢ se stéle
Castéji pouzivaji monolitické analytické kolony (282). Jako extrakéni piedkolony se
nejCastéji pouzivaji RAM (zejména LiChrospher RP-18 ADS) ¢1 LPS (napi. Oasis
HLB). Pouzitim chirdlnich stacionarnich fazi v systému pfepinani kolon ziskdme
vykonnou techniku pro stereoselektivni analyzu napft. 1é¢iv v biologickych tekutinach.
Ptikladem pouziti takového systému je stanoveni enantiomerii ketoprofenu v plazmé
(283).

Citlivost techniky CSW je vysoka, zejména diky tomu, ze umoziuje
prekoncentra¢ni krok, zaloZzeny na nastfiku velkého objemu vzorku na extrak¢ni
piedkolonu (284, 285). Citlivost byla dale zvySena zapojenim citlivych detektor, napf.
MS detektoru, jako v ptipadé kvantifikace granisetronu a jeho metaboliti v plazmé
(286). Vysoké citlivosti je dosazeno také tim, Ze jsou veSkeré zadrzené analyty
pieneseny z predkolony na analytickou kolonu, resp. do detektoru, ne pouze jejich Cast,
jak tomu byva u off-line extrak¢nich technik.

Celkovy cas analyzy (TAT, total analysis time) CSW techniky je v porovnani s
casem off-line extrakénich technik a Casem nasledné analyzy vyrazné krat$i. Zavisi
nejen na povaze stanovovanych latek a matrice, ale také na typu extrakéni predkolony i
analytické kolony. Pouzijeme-li jako extrakéni sorbent LPS, ktery umoZiuje rychly
pritok mobilni faze, je extrakéni krok velice rychly a limitujicim krokem analyzy je
samotna chromatografickd analyza. Proto, chceme-li kratky TAT, musime pouZit kratké
analytické kolony, plnéné malymi Casticemi, které rovnéz pracuji pfi vysoké rychlosti
toku mobilni fadze. Za téchto podminek je TAT casto krat$i nez 5 min. V ptipad¢ pouziti
RAM extrak¢nich sorbentti zavisi TAT nejen na separatnim Case, ale také na Case
extrakénim. Pro extrakci vzorku na RAM se totiz pouZziva tradi€ni rychlost toku mobilni
faze, proto je TAT delsi. Presto je technika CSW s on-line extrakci vyuzivajici RAM
velmi rychlou a G¢innou metodou analyzy vzorku (287). Vykonnost CSW miize byt

dale zvySena souCasnym zapojenim vice extrak¢nich pfedkolon do systému. Piikladem
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je systém spojujici jednu analytickou kolonu se dvéma stiidajicimi se extrakénimi
piedkolonami. V tomto zafizeni se vzdy jedna pfedkolona kondicionuje, zatimco druha
je on-line spojend s analytickou kolonou, na niz dochazi k separaci. Protoze jsou
analyzy provadény paralelné, nemusi se do TAT zapocitavat Zadny cas, potiebny pro
uvedeni extrakéniho nosice do rovnovahy. Tento pfistup byl pouZit napf. pii stanoveni
granisetronu a jeho metabolitu v plazmé (221) ¢i k analyze guanidinovych [éCiv
v plazmé (288).

ZlepSeni parametrii separacniho procesu lze dosahnout spravnym vybérem délky
kolony a ptedkolony, jejich sorbentii, sloZenim mobilnich fazi, naprogramovanim

pfepinani ventilu ¢i volbou detektoru v chromatografickém systému.

2.6.4.4. Vyhody a nevyhody CSW

Mezi hlavni vyhody CSW patii jednoduchost provedeni, plnd automatizace
procesu, on-line zpracovani vzorku v chromatografickém systému, minimalizace
manudlni ptipravy vzorku k analyze, ¢imZ dochdzi ke zvySeni pifesnosti, spravnosti,
selektivity a citlivosti analyzy. Navic se vyznamné zkracuje cCas, potifebny pro
zpracovani vzorka a tim 1 ¢as pribéhu celé analyzy. Na rozdil od tradi¢nich off-line
extrakénich technik ma CSW vyrazné nizsi spotiebu organickych rozpoustédel. CSW
rovnéZz nevyzaduje pouziti vnitiniho standardu, chrani fotolabilni analyty b&hem
analyzy pred svétlem a diky minimédlnimu poctu manuélnich krokt je 1 v pfipad¢ prace
s potencialné infekénimi vzorky bezpecnd pro personal. Vzorek se pred nastiikem do
zafizeni pouze natedi, centrifuguje ¢i pfefiltruje, coz vede k prodlouZeni Zivotnosti
extrak¢ni pfedkolony. Technika je pouZitelnd pro stanoveni Siroké Skaly latek v riznych
komplexnich matricich, staci vybrat a zapojit vhodnou piedkolonu, analytickou kolonu
a detektor (246).

K nevyhoddm CSW patii vySsi pozadavky na analytické vybaveni (piepinaci
ventil, extrakéni pfedkolona, pfidavnd pumpa), pravidelna vymeéna predkolon,
podminka kompatibility pouzivanych mobilnich fazi. V nékterych piipadech je
dosazeno niz8i vytéznosti extrakce, coz miize byt zplsobeno pfiliS pevnou vazbou
analytu na proteiny ve vzorku, ktera se nerozrusi ani zfedénim vzorku ¢i pfidavkem
organického rozpoustédla pfed nastiikem na predkolonu. MnozZstvi ptidavku
organického rozpoustédla je limitovano jeho mirou schopnosti denaturovat proteiny

(246).
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2.6.4.5. Vyuziti techniky CSW

Technika CSW je v praxi nej€astéji vyuzivana k on-line extrakci analytii (hlavné
1€¢iv a jejich metabolitl) z riznych komplexnich vzorkl (napt. biologického materidlu)
a nasledné separaci zadrZzenych analytl, jejich detekci a kvantifikaci v jednom kroku.
UmozZiuje pifimy nastfik neupraveného vzorku do chromatografického systému. V
zasadé mohou byt nadavkovany vSechny kapalné biologické vzorky, pevné vzorky
mohou byt zpracovany po piedchozim rozpusténi a homogenizaci. Typ matrice a
mnozstvi nadavkovaného vzorku urcuje Zivotnost ptedkolony. Nejproblematictéjsi jsou
biologické tekutiny, které obsahuji velkou frakci proteint a bunck, tzn. krev, plazma a
sérum. Cerebrospindlni a intersticialni tekutiny ¢i moc¢, které maji nizsi obsah proteint,
staci pied analyzou prefiltrovat, vySe uvedené materialy s vy$§im obsahem proteinti je
vhodné z diivodu prodlouzeni zivotnosti predkolony centrifugovat, fedit a filtrovat.
Proteiny mohou byt rovnéz precipitovany a odstranény pied nastiikem do
chromatografického systému. Technika CSW v tomto piipad¢ slouzi jako nahrada
tradiCnich off-line extrakénich technik (LLE, SPE) s néslednou chromatografickou
analyzou a umoziuje vyc€isténi, zakoncentrovani, separaci, detekci a kvantifikaci
analytii ze vzorku biologického materidlu v jednom kroku. Toto vyuziti CSW je
v soucasné dob¢ nejrozsifené;si a je publikovano ve spousté odbornych praci. Podrobny
piehledovy ¢lanek tykajici se vyuziti CSW sepsali Sadilek a kol. (246).

Dalsi vyuziti této techniky se tykéd eliminace nezddoucich produkti po off-line
derivatizaci, nebot’ je mozné vhodnym nafasovanim piepnuti ventilu eluovat na
separacni kolonu pouze z6nu okolo stanovovaného produktu a vSechny ostatni produkty
derivatizace s krat§im, nebo naopak delSim retencnim casem vymyt do odpadu.
Techniku lze vyuzit také kusnadnéni on-line derivatizace mnoha latek jejich
zachycenim na reak¢ni predkolonég, napf. pfi stanoveni amfetaminu v plazmé s vyuzitim
derivatiza¢ni kolony plnéné fluorescenénim materidlem (289).

V poslednich letech se velmi rozvijeji CSW techniky slouzici k separaci
enantiomernich 1é¢iv v biologickych tekutinach, spojenim chirdlnich systémt
s tradiénimi RP kolonami. Pocet pouZitych kolon a jejich potadi je rGzné, k ziskani
adekvatni rozliSovaci schopnosti. Walhagen a kol. (290) pouzili CSW k izolaci
enantiomerd terbutalinu, metoprololu, oxazepamu a bipivacainu v plazmé. Prvni kolonu
méli napIlnénou chirdlni stacionarni fazi k rozdé€leni enantiomert, které poté zachytili a
zakoncentrovali na dvou oddélenych achirdlnich kolondch a nésledné pienesli na

¢tvrtou kolonu pro findlni separaci. Celkovym efektem bylo zvySeni G¢innosti extrakce
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a selektivity stanoveni. Hsieh a Huang (291) popsali separaci enantiomerti hlavnich
metaboliti fenytoinu v raznych biologickych vzorcich. Zde byl nejdfive racemat
zachycen na RP piedkoloné a nasledné ptfenesen na chirdlni ligand-vyménnou kolonu,
kde byly enantiomery odd€leny. Podobné schéma bylo pouzito k rozliSeni enantiomert
verapamilu v plazmé (292).

Technika CSW se d& vyuzit také ke zkraceni doby analyzy smési latek
s rozdilnou polaritou, resp. s velkymi rozdily v reten¢nich Casech, napt. pii analyze
katecholaminti a jejich metabolitti. Pro jejich stanoveni vyvinuli Julien a kol. (293)
systém, slozeny ze Ctyf pfepinacich ventili a ¢tyt kolon, plnénych stejnou stacionéarni
fazi, ale s rozdilnou délkou. Po off-line upravé vzorku jsou analyty s velkou polaritou
eluovany pies vSechny Ctyfi kolony, zatimco analyty s malou polaritou jsou eluovany
pouze ptes tu prvni. Diky tomu je celkovy Cas analyzy snizen ze 60 na 35 min. a
jednotlivé latky jsou dostatecné odseparovany.

Velice zajimavou formou vyuzZiti column-switching je tzv. boxcar
chromatografie, vyvinuta Snyderem a kol. (294). Boxcar konfigurace zahrnuje
castenou separaci jedné¢ ¢i nékolika latek zdjmu na primarni kolong, s odklonénim
konkrétni frakce na sekundarni kolonu. Tato technika umoziuje efektivni separaci
s vyznamnou redukci celkového Casu analyzy. Boxcar konfigurace byla vyvinutd napf.

pro stanoveni antiepileptik a jejich metaboliti v séru (295).
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VYSLEDKY A DISKUZE

V této kapitole je podan struény komentat k publikovanym pracim. Uplny text
publikovanych praci je uveden v kapitole nasledujici. Plakatova sdéleni prezentovana na
konferencich nejsou komentovéna, je zde uveden pouze vycet téch, jejichz jsem hlavni

autor.

A. Prehled publikovanych praci

Prehled prijatych publikaci:

1. Sadilek P., Satinsky D., Solich P.: Using restricted-access materials and
column-switching in high-performance liquid chromatography for
direct analysis of biologically-active compounds in complex matrices,
Trends Anal. Chem. 26 (2007) 375-384. IF' = 6,602. Citovano*: 32x.

2. Sadilek P., Satinsky D., Otapka M., Sladkovsky R., Solich P.: Rapid and
simple determination of vitamin A and vitamin E in human plasma by
column-switching high-performance liquid chromatography, Curr. Anal.
Chem. 5 (2009) 311-315. IF' = 1,809.

3. Novakova L., Blaha M., Sadilek P., gatinsk}'/ D., Solich P., Blaha V.,
Solichova D., Maly R., Blazek M., Filip S., Maly J.: Pharmacodynamic of

statins — development of the method for their determination in biological
material, Ateroskleroza 11 (2007) 100 — 106.

4. Novakova L., VIckova H., éatinsky D., Sadilek P., Solichova D., Blaha M.,
Blaha V., Solich P.: Ultra high-performance liquid chromatography
tandem mass spectrometric detection in clinical analysis of simvastatin
and atorvastatin, J. Chromatogr. B 877 (2009) 2093 —2103. IF' =2,971.

. , 2
Citovano“: 8x.

' Hodnota impact faktoru je z roku 2011.
? Dle databaze Web of Science k 03/2012.
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Prehled plakatovych sdéleni:

1.

Sadilek P., Satinsky D., Spackova J., Sladkovsky R., Solich P.:
Simultaneous determination of atorvastatin, simvastatin and
simvastatin hydroxy acid in human plasma by column-switching high-
performance liquid chromatography with UV detection, 26"
International Symposium on Chromatography, Copenhagen, 21. — 25. 8.
2006.

Sadilek P., Satinsky D., Solich P.: Using of restricted-access materials and
column-switching systems in HPLC for on-line sample preparation,
Joint Meeting 2006, Marburg, 4. — 7. 10. 2006.

Sadilek P., Satinsky D., Solich P.: VyuZiti materialii s omezenym
pristupem (RAM) v systému pi‘epinani kolon v HPLC pro on-line
upravu vzorki a primou analyzu biologicky aktivnich latek

v komplexnich matricich, 35. konference Syntéza a analyza léciv, Velké
Karlovice, 12. — 15. 9. 2006.

Solich P., Sadilek P., Sladkovsky R., Liska M., Novakova L.:
Determination of statins by HPLC with fluorescence detection, X7//"
International symposium on luminescence spectrometry, Bologna, 7. — 11. 9.

2008.

B. Komentare k publikovanym pracim

Publikované prace jsou rozdéleny do dvou tematickych celkli. Prvni se vénuje

zejména problematice ptipravy vzorku biologického materidlu pfed vlastni analyzou

s vyuzitim modernich trendi, jako jsou RAM a technika piepinani kolon. Tento zptisob

ptipravy vzorku byl pouzit pfi analyze vitaminu A a vitaminu E v plazmé a séru.

Druhy tematicky celek se zabyva problematikou chromatografického stanoveni

statinh a jejich metaboliti vséru a v jednotlivych lipoproteinovych frakcich po

ptedchozi SPE.
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B.1. Vyuziti RAM a CSW v HPLC pro primou analyzu léCiv v
biologickém materialu

v v

krokem celé analyzy, ktery vyrazn¢ ovliviiuje jeji celkovy cas, ale také piresnost a
spravnost naméienych vysledkii. Zejména pi1 analyze vzorki biologického materialu je
to krok zcela nezbytny, nebot na jeho spravném provedeni zavisi nejen vysledek
stanoveni, ale také Zivotnost analytické instrumentace, zejména separacni kolony.

Vzorky biologického materialu se doposud nejcastéji zpracovavaji tradicnimi
off-line extrakénimi technikami, zeyjména LLE a SPE, které zajisti extrakci a
zakoncentrovani stanovovanych analyti do malého mnozstvi organického rozpoustédla
a odstranéni balastnich latek ze vzorku. V piipad¢ vySetfovani velkych sérii vzorki je
vSak jejich pfiprava témito technikami Casov€ narofna, pracna, obtizné
automatizovatelna, s vysokou spotiebou organickych rozpoustédel a tvorbou velkého
mnozstvi toxického odpadu. Z téchto diivodi byla snaha vyvinout takova extrakcni
zafizeni, ktera by tyto nevyhody co nejvice eliminovala a ktera by umoZznovala rychlou
a pln€ automatizovatelnou extrakci.

Vsechny uvedené¢ podminky spliuji moderni extrakéni pifedkolony plnéné
specialnimi extrakénimi sorbenty, tzv. materidly s omezenym ptistupem (RAM), které
je mozné zapojit pfimo do chromatografického systému technikou piepinani kolon
(CSW) a které umoziuji opakovanou on-line extrakci malych molekul analytl, napf.
1é¢iv, z komplexnich matrici, napt. vzorku biologického materialu, piimo v HPLC. Tyto
extrakéni sorbenty nejenze umoziuji piimy ndstiik vzorku bez jeho ptedchozi Gpravy
do chromatografického systému, dovoluji nastfik opakovany, plnou automatizaci
extrakce, rychlé zpracovani velkého poctu vzorka a ve srovnani s tradicnimi off-line
extrakénimi technikami maji vyrazné niz$i spotiebu organickych rozpoustédel.

Jak jiz bylo zminéno, extrakéni predkolony plnéné RAM jsou do
chromatografického systému zapojeny technikou ptepinani kolon pfes vicecestny
piepinaci ventil. Neupraveny vzorek je davkovan do proudu promyvaci mobilni faze,
kterou je nanesen na extrakéni pfedkolonu. Na koloné¢ dojde k zadrZeni cilovych
nizkomolekularnich analyti sorbentem, zatimco jsou balastni latky vymyty do odpadu.
Nasleduje prepnuti ventilu a zadrZzené analyty jsou pieneseny analytickou mobilni fazi
na separacni kolonu, kde dojde k jejich searaci. Cely proces konci jejich detekci

nejcastéji v UV €1 MS detektoru.
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Systém je konstruovan tak, ze béhem separace analytli dojde k dokonalému
vymyti piedkolony, b&hem extrakce na ptfedkoloné zase dochazi k promyvéani a
kondicionaci analytické separacni kolony a diky rychlé kondicionaci ptedkolony je
systém schopen zpracovavat dals$i vzorek témét okamzité po skonceni piedchozi

analyzy. Tim dochazi k vyraznému zrychleni analyzy velkych sérii vzorkd.

B.1.1. Komentar k praci €. 1: ,,Using restricted-access materials and
column-switching in high-performance liquid chromatography for
direct analysis of biologically-active compounds in complex matrices®.

Tato publikovand prace je reSerSniho charakteru. Jejim cilem bylo podat
podrobné informace o tom, co jsou to materidly s omezenym piistupem a k ¢emu se
pouzivaji, jaké existuji typy téchto sorbentt, jaké materialy jsou komeréné dostupné,
dale se zabyva zplisoby zapojeni téchto materiali do pritokovych analytickych systémi
(HPLC, SIA), mody zapojeni technikou piepinani kolon, srovnanim CSW-RAM s
tradi€nimi off-line extrakénimi technikami LLE a SPE a vyhodami a nevyhodami
RAM. Nakonec byly v této praci souhrnné¢ uvedeny dosud publikované aplikace
techniky CSW-RAM-HPLC v rGznych oblastech analytické praxe. Prace zahrnuje 43
citaci z obdobi let 1985 —2005.

Clanek popisuje strukturu a principy extrakce na viech 5 typech RAM, které se
li$i zejména typem bariéry, typem staciondrni faze s funkénimi skupinami, typy
vazebnych interakci mezi staciondrni fazi a extrahovanymi analyty, stabilitou vici
slozeni, pH a rychlosti pritoku mobilni fize, maximalnim povolenym tlakem na
ptedkolonég a Zivotnosti.

Studiem aplikaci RAM v odborné literatute se ukéazalo, Ze nejCastéji
pouzivanym komeréné dostupnym sorbentem je LiChrospher RP-18 ADS (Merck),
pattici do skupiny ISRP. Zakladem tohoto materidlu je silikagel s velikosti ¢astic 25
um, v jehoz pérech jsou navazany hydrofobni funkéni skupiny C4, C8 ¢i C18 a na
povrchu diolové hydrofilni skupiny.

Technika on-line extrakce pomoci CSW-RAM je v ¢lanku piehledné porovnana
s tradi¢nimi extrakénimi technikami LLE a SPE. Jeji vyhody a nevyhody jsou rovnéz
uvedeny pro piehlednost v tabulce. Ze studia odborné literatury je vSak jasné patrny
veliky nartst aplikaci téchto modernich extrakénich sorbentli v poslednich letech, coz

jasné vypovida o jejich vyhodach a o smérech vyvoje ptipravy vzorku k analyze.

111



VYSLEDKY A DISKUZE

Vyuziti CSW-RAM-HPLC v praxi je v ¢lanku ptehledné zpracovano ve formé
tabulky, ve které je vzdy uvedena oblast vyuziti této techniky; matrice, ze které byly
stanovované analyty extrahovany; extrahované analyty; typ pouzit¢tho RAM a odkaz na
literaturu. VétSina publikovanych praci se zabyvala stanovenim léCiv a dalSich
biologicky aktivnich latek v télnich tekutindch. Druhou nejvétsi oblasti vyuziti RAM
byl monitoring zivotniho prosttedi a tteti velkou skupinou byla analyza potravin. Dalsi
zpusoby vyuziti RAM se vyskytovaly pouze sporadicky.

Diky svym nespornym vyhodam budou pravdépodobné RAM nachazet v
klinické praxi ¢im dal vétsi uplatnéni a postupné budou nahrazovat spolu s ostatnimi
mikroextrakénimi technikami tradiéni extrakéni metody, zejména pii zpracovani

velkych sérii vzorkl v rutinnich provozech.

B.1.2. Komentar k praci €. 2: ,,Rapid and simple determination of
vitamin A and vitamin E in human plasma by column-switching high-
performance liquid chromatography*.

Cilem této prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat rychlou,
reprodukovatelnou a plné¢ automatizovanou HPLC metodu s on-line extrakci pomoci
RAM a CSW pro soucasné stanoveni vitaminu A a vitaminu E v biologickém materialu
(v plazmé¢ a v séru).

Vitaminy A a E patii do skupiny vitaminii rozpustnych v tucich. Maji vyrazné
antioxidacni u€inky, proto je v soucasné¢ dob¢ velmi intenzivné zkouman jejich ucinek,
zejména ve vztahu k nddorovym onemocnénim, ale také k prabehu zanétlivych procest
¢1 dalSich civiliza¢nich chorob, napt. kardiovaskularnich. Z tohoto divodu se studiem
téchto latek zabyva v soucasné dobé mnoho védeckych 1 klinickych pracovist’, které
potiebuji k vyzkumu zavedené moderni analytické metody pro stanoveni téchto analyth
v komplexnich matricich, zejména v biologickém materialu. Protoze je na stanoveni
ptiprava vzorku pted analyzou, kterd se obvykle provadi nékterou z tradicnich off-line
extrak¢nich technik LLE ¢i SPE, rozhodli jsme se zavést HPLC metodu s on-line
extrakei pfimo v chromatografickém systému pomoci RAM a CSW, ktera by problémy
s ptipravou vzorku k analyze elegantné vytesila.

Pouzity chromatograficky systém byl pro zapojeni extrakéni ptedkolony
technikou CSW upraven v laboratofi. V dobé méfeni jeSté nedisponovalo naSe

pracovisté vysokotlakym vicecestnym piepinacim ventilem zabudovanym do HPLC,
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proto byl pouzit nizkotlaky Sesticestny piepinaci ventil ze SIA, ktery byl spolu s
pfidavnou pumpou piipojen ke standardnimu HPLC zatizeni firmy Waters s UV
detektorem Waters 486. Z divodu pouziti nizkotlakého ptepinaciho ventilu nebylo
mozné pouziti ¢asticovych separacnich kolon pro jejich vysoky zpétny tlak, proto
musela byt k separaci analyti pouzita kolona monolitickd. Jako extrakéni predkolona
plnénd RAM byla pouZita, dle literatury nejpouzivanéj$i, LiChroCART (25 x 4 mm)
plnénéd LiChrospher RP-18 ADS, zapojena do chromatografického systému v modu
back-flush, aby nedochéazelo k rozmyvani zon separovanych analytt.

Béhem optimalizace celé analyzy, kterd zahrnovala on-line extrakci na RAM
piredkolong, vymyti balastnich latek z matrice vzorku biologického materialu,
zakoncentrovani stanovovanych analytii, jejich pfeneseni na analytickou kolonu,
separaci a detekci v UV detektoru, se testovalo rlizné natedéni vzorku smési riznych
organickych rozpoustédel, slozeni a rychlost pratoku promyvaci mobilni faze vcetné
pfidavku vhodné koncentrace surfaktantu, sloZeni a rychlost pritoku analytické
separacni mobilni faze, ale také naprogramovani vhodného Casu piepnuti ventilu v
takovém Case, aby uz byly veskeré balastni latky vymyty z ptedkolony do odpadu, ale
aby jesté nedochazelo ke ztratdm zadrZenych analyth jejich eluci. VeSkeré parametry
byly upravovany tak, aby dosSlo k dokonalé separaci stanovovanych analytii a vnitfniho
standardu (acetat vitaminu E) s dosaZzenim rozumného celkového Casu analyzy a
zejména k dosazeni maximalni vytéznosti extrakce.

Béhem vybéru promyvaci mobilni faze jsme se setkali s problémem zadrzovani
stanovovanych analytll v systému, n¢kde v prostoru mezi autosamplerem a extrak¢ni
ptedkolonou. Problém byl feSen nejprve zvySovanim eluéni sily promyvaci mobilni faze
navySovanim obsahu organické slozky, coz sice rozpustnost vitaminli v promyvaci
mobilni fazi zvySovalo, hrozilo vSak denaturaci proteinii biomatrice. Problém byl
nakonec vyfeSen ptidavkem surfaktantu do promyvaci mobilni faze.

K dosazeni co nejvyssi vytéznost extrakce a maximdalniho odstranéni rusivé
matrice vzorku byla nutnd drobnd piiprava vzorku pifed analyzou. Vys$i vytéznosti
vitaminli z biologického materidlu bylo dosazeno piidavkem smési organickych
rozpoustédel ke vzorku pied extrakei.

Optimalizaci  analytického  procesu jsme dospéli k  nasledujicim
chromatografickym podminkam: promyvaci mobilni fdze methanol-vodny roztok 20
mM SDS 30:70 (v/v), rychlost pratoku 1,3 ml/min.; analyticka mobilni faze —

gradientova eluce methanol-voda 90:10 (v/v) — 100 % methanol, pritok 1,0 ml/min.;
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pfepnuti ventilu 4 minuty po nastfiku vzorku do systému. Vzorek biologického
materidlu byl pfed nastiikem nafedén smési isobutanolu-isopropanolu 3:2 v poméru 1:1,
centrifugovan, supernatant nadavkovan do systému. Objem nastfiku 50 pl.

Vyvinutd metoda byla validovana s ohledem na linearitu, pfesnost, spravnost,
selektivitu a citlivost, limit detekce a limit kvantifikace. VeSkeré numerické vysledky
validace metody jsou ptehledn¢ uvedeny v ¢lanku v tabulce.

Zavérem lze fici, ze se podafilo vyvinout a validovat rychlou, jednoduchou,
levnou, citlivou, pln¢ automatizovanou metodu pro soucasné stanoveni vitaminu A a
vitaminu E v biologickém materialu s on-line extrakci probihajici na RAM sorbentech
piimo v chromatografickém systému. Celkovy ¢as analyzy byl 15 minut, cozZ je vyrazné
urychleni oproti klasické extrakéni technice LLE <¢i  SPE, nasledované
chromatografickou analyzou. Pfidavkem surfaktantu do promyvaci mobilni faze a smési
isobutanolu-isopropanolu ke vzorku biologického materialu jsme dosahli vynikajici
vytéznosti vitaminu A, mirn€ horsi pro vitamin E, coz mize byt zptusobeno jeho vyssi
lipofilitou €1 jeho vétsi vazbou na plazmatické proteiny. Metoda byla vyzkouSena na
stanoveni vitaminu A a vitaminu E v redlnych vzorcich plazmy pacienti FN Hradec

Kralové. Nalezené¢ hladiny vitamini se nachazely ve fyziologickych mezich.

B.2. Analyza statinta a jejich metabolit v biologickém
materialu

Statiny jsou v soucasnosti nejvice pouzivanou skupinou léCiv pi1 1ébe
hypercholesterolémie. Vyrazn€ snizuji hladinu celkového cholesterolu, LDL frakce
lipoproteinti a triglyceridd v plazm¢. Tim signifikantné snizuji morbiditu 1 mortalitu
kardiovaskularnich onemocnéni. Mechanismus U¢inku spoc¢iva v inhibici mikrozomalni
3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A reduktazy, coZ je kli¢ovy enzym katalyzujici
preménu hydroxymethylglutaryl-koenzymu A na mevalonat. Tim dojde k zablokovani
syntézy cholesterolu. U tézkych forem hypercholesterolémie je nutné podavat statiny v
maximalnich tolerovatelnych déavkach, s ¢imz souvisi zvySeny vyskyt jejich
nezadoucich uc¢inkt, jako je napft. bolest a svalova slabost, akutni poskozeni ledvin ¢i
vzacné intersticialni plicni onemocnéni.

Lécba statiny neni dosud laboratorné monitorovdna, predev§im z divodu, ze
neexistuje Zadna k tomuto ucelu vhodné analytickd metoda, ktera by spliovala vSechny

kladené pozadavky. Davka se nastavuje pro kazdého jedince individualné v zavislosti
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na Upravé hladin celkového cholesterolu a jednotlivych lipoproteinovych frakei s
piihlédnutim k moznému vyskytu nezddoucich GCinki. Moznost monitorovat hladiny
statinti v biologickém materidlu by bylo z klinického hlediska velice pfinosné a mohlo
by vést k zefektivnéni a zlevnéni lécby pii zachovani hypolipidemického ucinku a
snizeni vyskytu nezaddoucich ucinkii. Nejvétsi piinos by mélo monitorovani hladin
statinti u tézkych hypercholesterolémii, napt. u familiarni hypercholesterolémie, u které
musi pacienti kromé uzivani vysokych davek statini, ¢asto v kombinaci s dalSimi 1éky,
dochazet pravidelné na extrakorporalni eliminaci cholesterolu a lipoproteini aferézou a
vyvstava zde otdzka, zda v tomto piipadé nedochazi také k odstranovani podavaného
lé¢iva z organismu. Hodn€ piinosné by bylo také monitorovani hladin statind u
hemodialyzovanych pacientli, nebot’ je zndmo, ze renalni dysfunkce vyrazné ovlivituje
metabolismus [€¢iv v jatrech, coZ by mohlo vést k hromadéni statinil ¢i jejich aktivnich
metabolitl v organismu a tim zvySovat riziko klinicky vyznamnych neZadoucich
ucinkti. Lze ptredpokladat, ze krom¢ zmén jaterniho metabolismu lipoproteinti bude
klinicky vyznamnd také odliSna distribuce statinli v jiz abnormalné¢ modifikovanych
lipoproteinovych frakcich.

Cilem spole¢ného projektu Katedry analytické chemie a klinickych pracovist
FN Hradec Krélové bylo vyvinout a validovat rychlou, jednoduchou, levnou, citlivou,
selektivni metodu pro stanoveni statinii a jejich biologicky aktivnich metaboliti v
télnich tekutinach a v lipoproteinovych frakcich, naméfit vysledky na souboru pacientt
s téZzkou familidrni hypercholesterolémii, ziskané vysledky klinicky interpretovat a

vyuzit k optimalizaci a zefektivnéni 1é€by téchto pacientii s minimem vedlejSich G¢inkd.

B.2.1. Komentar k praci ¢. 3: ,Pharmacodynamic of statins —
development of the method for their determination in biological
material”.

Tato prace popisuje pocatky vyvoje metod pro stanoveni statinii v biologickém
materidlu na Katedfe analytické chemie Faf v Hradci Kralové. Tim, Ze ¢lanek vznikl v
uzké spolupraci s klinickymi pracovisti FN Hradec Kralové, popisuje také klinické
vyuziti vyvinuté techniky a moznosti aplikace namétenych vysledka v praxi.

V tvodu tohoto ¢lanku popisuji klinici dileZitost vyvoje metody stanoveni
nejcastéji pouzivanych statini v télnich tekutinach, kterd by vedla k optimalizaci,
zefektivnéni, zlevnéni a k vétsi bezpe€nosti relativné drahé terapie. Vyvoj této metody

byl zvlasté¢ dualezity pro specifickou skupinu pacienti s tézkou familiarni
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hypercholesterolémii, ktefi jsou dlouhodobé léceni maximalnimi tolerovatelnymi
davkami statinfi, vétSinou v kombinaci s dalSimi léky, s dietnimi zménami a zmé&nami
zivotniho stylu, doplnéné pravidelnou extrakorpordlni eliminaci cholesterolu a
lipoproteinii aferézou. Praveé pro tuto skupinu pacientl vznikla hypotéza, zda nedochazi
spolu s odstraiiovanim cholesterolu a lipoproteinovych frakci také znaéného mnozstvi
podavanych 1éCiv. Vyrobci sorbentt a filtra pouzivanych k aferéze sice tvrdi, Ze jejich
produkty vychytdvaji z obehu pacienta selektivné pouze cholesterol a LDL lipoproteiny
a ze by nemély vyrazné ovliviiovat dalsi plazmatické slozky, vyzkum kliniki FN a
zkuSenosti s vice nez 1500 aferézami ukazaly, ze béhem LDL aferézy dochazi k poklesu
celkové bilkoviny az o 25 %. Tudiz musi pravdépodobné dochézet také k odstraiiovani
1é¢iv vazanych na plazmatické proteiny, cozZ je pripad prave statind.

Clanek dale charakterizuje z klinického hlediska skupinu vySetfovanych
pacientli, popisuje jejich farmakoterapii a pouzivané terapeutické procedury — LDL
aferézu a hemorheoferézu.

Déle se uz publikace zabyva vyvojem vhodné analytické metody, umoziujici
rychlou, citlivou, selektivni, levnou analyzu dvou nejCastéji podavanych statina
(simvastatinu a atorvastatinu) v biologickém materialu, na naSem pracovisti.

Jako prvni jsme vyvinuli metodu HPLC s UV detekci. Tato metoda byla sice
rychla a jednoduchd, dosazend citlivost vSak byla o nékolik fadi nizsi, nez jaké jsou
terapeutické plazmatické hladiny statinti. Vyvoj této metody byl testovan ptesto, ze
vétSina v t€ dob& dostupné odborné literatury pouzivala ke stanoveni statinli v
biologickém materidlu GC a HPLC-MS. Nasi snahou vSak bylo vyvinout metodu na co
nejdostupnéjsi analytické instrumentaci, kterd by byla dostupnd v co nejvétSim poctu
klinickych laboratofi.

Nasledné jsme se na nasem pracovisti pokouseli vyvinout HPLC metodu s
fluorescencni detekci. Statiny vSak primarné nefluoreskuji, proto je nutnd ptredchozi
derivatizacni reakce s vhodnym derivatizacnim ¢inidlem. DosaZena citlivost zde byla
vyrazn€ vys$$i nez u UV detekce, pfesto minimalné o fad nizsi, nez bylo potfeba. Navic
se vyskytly velké komplikace b&hem derivatizaéniho kroku. Ani jedno ze tfi
testovanych derivatizaénich ¢inidel (4-bromomethyl-6,7-dimethoxycoumarin, 1-
bromoacetylpyren and 9-anthryldiazomethan) nedavalo reprodukovatelné vysledky,
derivatizaéni krok byl velice Casov€ narocny a pracny, byla velkd spotieba
derivatiza¢niho C¢inidla, simvastatin jako lakton nereagoval vlbec, u atorvastatinu

vznikalo obrovské mnozstvi reakénich produkti. Proto bylo nasi snahou zapojit do
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chromatografického systému pomoci CSW piedkolonu plnénou RAM a cilené tak
kolon¢€, nez ma stanovovany produkt, do odpadu a na analytickou kolonu pienést pouze
frakci obsahujici stanovovany analyt. VSe vSak ztroskotalo na Spatné
reprodukovatelném pribehu derivatizacni reakce.

Poté byla testovana metoda GC, kterd se vSak také potykala s problémy
derivatizace. Ukézalo se, ze statiny maji vice reakcnich mist v molekule, tudiz vznikalo
vetsi mnozstvi reakEnich produktl, coz komplikovalo kvantifikaci. Dale zde byl velice
dlouhy cas derivatizace i1 analyzy. Navic pifi pouziti dostupného plamenoioniza¢niho
detektoru byla citlivost techniky cca o dva fady nizsi, nez bylo potieba ke stanoveni
terapeutickych hladin statinti v biologickych materidlech.

Nakonec byla vyvinuta metoda vyuzivajici UPLC-MS/MS, ktera jako jedina
davala dostatec¢nou citlivost a reprodukovatelnost s vysokou selektivitou a bez nutnosti
derivatizace, umoznovala soucasné stanoveni simvastatinu a atorvastatinu a byla rychla,
piesna a relativné¢ levna. Jedna se vlastné o prvni dostupnou metodu soucasného
stanoveni simvastatinu a atorvastatinu v biologickém materialu s citlivosti odpovidajici
terapeutickym plazmatickym koncentracim. Metoda bude pouzita v dalSim vyzkumu

farmakokinetiky statinli, zejména ve vztahu k LDL aferéze a optimalizaci 1écby.

B.2.2. Komentar k praci €. 4: ,,Ultra high-performance liquid
chromatography tandem mass spectrometric detection in clinical
analysis of simvastatin and atorvastatin®.

Tato druha préce, zabyvajici se problematikou stanoveni statini v biologickém
materidlu, navazuje na praci piechozi, ze které vyplynulo, ze jedinou moznou technikou
stanoveni terapeutickych hladin statinti na naSem pracovisti je metoda UPLC-MS/MS,
ktera je nejen dostatecné citlivd a selektivni, ale pfedevSim dava reprodukovatelné
vysledky. Podrobnym studiem metabolismu 1é¢iv jsme rovnéZ doSli k zavéru, ze nestaci
monitorovat pouze samotné statiny, ale ze bude potieba stanovovat také jejich
biologicky aktivni metabolity.

Cilem této prace bylo vyvinout a validovat rychlou, spolehlivou, citlivou a
selektivni metodu pro soucasné stanoveni nejcastéji podavanych statinl (simvastatinu a
atorvastatinu) a jejich biologicky aktivnich metaboliti pomoci UPLC-MS/MS.

Statiny jsou typickymi léCivy, u kterych dochazi k interkonverzi mezi formou

laktonu a hydroxykyseliny po otevieni kruhu. Pfi analyze takovych latek je nutné
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udrzovat hodnotu pH v urcitém intervalu, zde pH 4 — 5, aby k interkonverzi
nedochézelo.

Metoda byla vyvinuta pro stanoveni proléciva simvastatinu (lakton) a jeho
aktivniho metabolitu p-hydroxykyseliny, ktera vznikd jeho hydrolyzou v jatrech.
Soucasné umoziiuje stanovit také atorvastatin ve formé hydroxykyseliny (aktivni forma)
1 laktonu a jeho dvou aktivnich metabolitu vznikajicich v jatrech — orto-
hydroxyatorvastatinu a para-hydroxyatorvastatinu.

Ptiprava vzorkli biologického materidlu (sérum a lipoproteinové frakce)
k analyze byla provedena pomoci SPE. Béhem optimalizace extrakéniho kroku byly
testovany sorbenty Zorbax SPE-C18, Oasis HLB a Discovery DSC-18. Béhem
optimalizace a validace metody se jevil jako nejvhodngj$i, zejména dle dosazené
vytéznosti stanovovanych analytli, Discovery DSC-18. Optimalizaci extrakcnich
podminek jsme dospéli k nasledujicim parametrim: kondicionace SPE sorbentu nejprve
acetonitrilem, poté acetat amoniovym pufrem o pH 4,5; naneseni vzorku natedéné¢ho
stejnym pufrem v poméru 1:1; promyti SPE kolonky 1 ml smési ACN:0,01 M acetat
amoniového pufru o pH 4,5 (15:85 v/v); eluce zadrzenych analytii 1 ml smési ACN:0,01
M acetat amoniového pufru o pH 4,5 (95:5 v/v).

Chromatografickd analyza byla provedena na UPLC System Acquity (Waters).
Optimalizaci metody byla vybrdna jako nejvhodnéjsi analyticka kolona BEH C18 (100
x 2,1 mm, velikost ¢astic 1,7 pum). Optimalizaci sloZzeni mobilni faze, typu pouZit€¢ho
pufru, jeho koncentrace a pH, rychlosti pritoku mobilni faze atd. se jevila jako nejlepsi
smés ACN a 0,5 mM acetit amoniového pufru o pH 4. Nakonec byla pouZita
gradientova eluce, kdy na pocatku byl pomér ACN: pufru 30:70 (v/v) a postupné se
piechéazelo az na ACN: pufr 95:5 (v/v). Optimdlni rychlost pratoku byla 0,25 ml/min. a
kolona byla termostatovana na 35 °C. Objem nastiiku byl 5 ul. Detekce byla provedena
pomoci MS/MS trojitym kvadrupolovym systémem Quattro Micro (Micromass),
ionizace ESI.

Vyvinutd metoda byla validovdna. Byl proveden test vhodnosti
chromatografického systému, kalibracni kiivky pro vSechny sledované analyty linearni
v rozsahu 0,1 — 100 nmol/l, pfesnost, spravnost, selektivita, LOD a LOQ. Podrobny
popis validace a jeji numerické vysledky jsou ptehledné uvedeny v ¢lanku.

Vyvinutd metoda byla pouzita ke stanoveni statinti v biologickém materialu
dlouhodobé hemodialyzovanych pacienti FN Hradec Kréalové vkonecném stadiu

renalni insuficience. U kazdého pacienta byl vySetfovan material odebrany pied
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zaCatkem dialyzy a materidl odebrany tésné po skonceni dialyzy. Vzdy se vySettoval
vzorek séra a jednotlivé lipoproteinové frakce (VLDL, LDL, IDL, HDL) pfipravené
ultracentrifugaci v hustotnim gradientu NaCL

Zavérem lze ftici, ze se podafilo vyvinout rychlou, citlivou, selektivni metodu
pro soucasné stanoveni simvastatinu, atorvastatinu, jejich aktivnich metaboliti a
produktl interkonverze. Metoda byla validovéana a bylo dosazeno vynikajicich vysledka
pro linearitu, presnost, spravnost i selektivitu. Vyhodou metody je moznost souc¢asného
stanoveni dvou nejcastéji predepisovanych statinti 1 jejich metabolitl v jedné analyze a
s jednou stejnou piipravou vzorku.

Z prvnich naméfenych vysledkli u dialyzovanych pacientt je patrné, Ze béhem
dialyzy dochazi k vyraznému poklesu hladin sledovanych 1é¢iv 1 jejich aktivnich
metabolith  vséru 1 v lipoproteinovych frakcich. Jsou také patrné vyrazné
interindividudlni rozdily farmakokinetickych parametrti, kdy se po podani stejné davky
léciva ve stejny Cas dvéma pacientiim naméti po nékolika hodinach metabolismu lé¢iva

zcela odliSné koncentrace v séru 1 v jednotlivych lipoproteinovych frakcich.
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Using restricted-access materials
and column switching in
high-performance liquid
chromatography for direct analysis
of biologically-active compounds

in complex matrices

Petr Sadilek, Dalibor Satinsky, Petr Solich

Ini the bicanalytical field, sample preparation & often considered the time-
limiting step. Indeed, extraction techniques (e.g, lguid-liguid extraction
{LLE} and solid-phase extraction (SPE) are commonly wed ofline for biol
ogical matrices.

To peerformm higgh-throug hput analysis, there have been efforts to develop a
faster sample-purification proces. Spedal extraction sorbents, such as res-
tricted-acces materals (RAMS), allow direct, repetitive injection of complex
biclogical matrices onto these supports. Coupling RAMs to colemn-switching
high-pedfomance liguid chromatography (HPLC) systens is avery altractive
approach to bickgical sample preparation. This technique leads to automa-
tion, simplification and speeding up of the sample-preparation proced

In this artide, we review coupling of RAMs to column-switching systems
and give particular attention I commerdally svailable supports Theie
RAMs are wed in sngle-column or column-switching configurations. for
direct analyss of conpoasnds in varows biologlcal Muids.

& 207 Elbevier Lid. All dghts reserved,

Krywoms Bological matix Column swinching; High-pedformance liquid
chomaiogaphy; HPLE; RAM; Restricied -aooess matenal; Solid-phase exdraction; SPE
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rawselh  Resricted terlals (RAMz) ha
Depuartmsrs of Analyiscal sricted-access materials (RAMs) have
Chuarwitsary, Fariey o been appearing in the sclentific lterature

in the pagt two decades. RAMz are used
mainly for the analysis of substances with
low molecular mass (e.g., drugs, endoge-
noEe  substances, and xenohisticz) In
complex matrkes  contalning  high-
molecular substances (most Mmequently
proteins). R AMs enable direct injection of
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the biplogical zample into flow-analysis
systems without previme mmple ireat-
ment. They have several diferent strue-
tures, but thelr mechanism of separation k=
identical: a hydrophilic harrier enables the
small molecules to permeate through the
hydrophoble part of the statlonary phase,
and, at the zame time, it excludes the
macromalecules (by physical or chemical
means, or & combination). Two principles
are therefore applied:

#» gel chromatography is used to exclude
macromelecules (e separation b= hased
on malacular zise); and,

« geparation of the amaller molecules by
adzorption or lon-exchange chromatog-
raphy (Le. separation iz based on the
way that small molecules interact with
the statlonary phasze [see Fig. 1))

The harrier preventing the entry of
macromalecular  substances  into  the
hydrophoble part of the stationary phase
can he of various types The pores of the
external stationary phase (thelr zize k&
mostly 60 A) have been recognized as the
physical harrler for macromolecular sub-
stances excluding most of the serous and
plasmatic proteinz. Hydrophilie functional
groups on the surface of 8 sorbent or
polymer netwaork, which are bound to the
sudace of stationary phas by covalent
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Figure 1. Sructus of resnicied-aooees matesal.

bonding, might ako provide a chemical barder for
macromolecules. The polymer network also prevents the
proteins from precipltating,

In 1985, Hagestam and Pinkerton |1] publizhed the
first paper on the subject of LA Ms. Since then, not only
has the number of papers on the subject grown but also
more types of RAM based on diferent principles hawve
been developed, There are five basic types of RAM, di-
vided by group according to the nature of the barrler and
the surface sructure of the sorhent :

& mixed-lunctional phases and dual-sone ma terlals;
Internal surface reversed-phase packings:
shiglded hydrophobic phases;

semi-permeshle sufaces; and,

poly merle materialz,

LI

e

. Types of BRAM

2.1, Mixed-functionel phases and dunl-zone mumte rials
Both the outer and internal surfaces of these materials
show Mdentical properties, which are provided by cova-
lent bonding of two diffierent functiional groups or by one
functional group with two poszible interact bons,

Silica gel, which has small pores (up to 55 A), uses
randomly distibuted hydrophille groups | 2] to ensure
the removal of macromalecules from the surface.

Another type of dualzone statlonary phase utilzes
twao dilferent active centers belonging to one flunctional
group — the hydrophilic part on the surface and hydro-
phoble chain Inside the functonal group [3]. Diol
stationary phase can he conddered as an example of
such sorbentz The ethandiol endings of lunctional
groups, which form a hydrophilic layer, preclude access
of protelns to the internal statlonary phase, whereas
meto ypropyl chaing coverad by a diol surface retain
low-malecular mass analy tes.

In 1994, Kanda et al. [4] Introduced thiz type of
material, which was commercialized under the trade
name Capeell Pak MF. Both outer and intemal surfaces

comprize a mbaure of hydrophilie polyoxpethylene and

hydrophohic styrene groups bound to a dlicone polymer
coated with pormous slica gel (B nm). The sccess of

macromplecules iz mestricted by the long polyosgyet by |-

ene chainz, Apart from gymene goups, C8, phenyl, and
sirong catlon exchange [SCX) are alzo avallable as
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hydrophoble groups. Small analytes are retained by the
Interaction with hydrophoblc or lon-exchange groups.
These materials have a shorier lifetime than other
RAMz, baing able to cope with a total vohime of only a
few ml of blological flulds; however, Capeell Pak MF and
Capcell Pak SCX materials have been recognizd as a
sultable approach for the direct determination of drugs
in hiokogical flulds,

2.2, Internal surfoce reversad phiases

Internal aurface reversed phases (ISRPs) are the oldest
RAMs, introduced by Hagestam and Pinkerton [1] in
1985, These materials are characterized by two iypes of
surfaces, two types of bound funcional groups. The
hydrophilic phase covers the outer surface of & zorbent,
whereas the hydmophobic or lon-exchange phase |5
links to the Internal surface of sorbent pores, The Inter-
nal pore diameter functlons a5 a physical harder
separating mecromolecules from  low-molacul ar-mass
analytes. The separation mechankm bk therelore a
combination of reversed-phasze and gel chromatography.
Emall molecules are able todiffuse into pores (60 A) and
are separated according to the hydrophobic interactions
with the internal suface. However, the size of the pores
does not allow the macromalecular substances to enter,
20 It excludes them from interaction with hydrophohic
chains that are covalent-bound st the internal airface.
Glassfiber filter (GFF) sorbeniz and alkyl-diol-silica
(ADS) ame embedded in ISRP materials. GFF sorbents
comprize porous sllica gel, Thelr outer surface k& coverad
by hydrophilic diokghcine gmoups and the internal
hydrophoble aurface k& formed by iripeptide glycine-
phenylalanine-phenylalanine |6 ].

The metention mechankm Iz mainly cauzed by
x<lkecron interactions. Moreover, the fmee carboxyl
group end of phenylalanine shows weak lon-exchangs
Tunctionality. The ISRF materials may withstand several
thousand plasma (or 2erum) injectlonz, the total volume
equivalent to 67 ml GFF material are suiiable for the
direct determination of drugs and drug metabolites in
hiological matrices, and for direct analysk of endogenous
substances in serum and peptides from complex edracts.
ADS together with GFF sorbent belongs to the group of
the maost popular R AkMs: both hawve been produced since
the 199{k. The structure of ADS material s very similar
to GFF particles The hydrophilic groups — ghyceryl-pro-
Pyl or diol are bound to the outer surface of particles.
The ADS materiak | 7] are characterized by the different
types of reversed phases (butyryl-C4, capryloyl-CB, or
stearoyl-C18) on the intemal surface. New ADS mate-
riak are bhrmead by the sulphonic acld groups bound to
the intemal surface of particles. lon exchangers, zo-
called XD§ (exchange diol silica), are recognized az a
sultable approach for the direct analysiz of endogenous
substances and pharmaceuticak in blological fluids
(plasma, serum, urine, microdialysate, zallva, lver
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homogenate, intestinal aspirate, cell cultures, bronchial
socrets, maternal milk, and tlsues). An ADS pre-column
might withstand Injection of B0-10{) ml of plasma.
LIChroCART (25 4 mm) filled with LiChrospher ADS
RP-15, RP-8 and RP-4, paricle size 25 pm (Merck,
Darmestadt, Germany), & the most frequently used pre-
cohimn.

The prepartion of these materials (e.g., alkyl-dicl
ISR Ps) iz hased on the enzymatie degradation of hydro-
phoble funetional groups (bound at the outer surface of
sllica gel), while the internal surface |z pmtected against
the ermyme thanks to the small pore siwe. The hydro-
phille phase lormed by glyceryl-propyl (diol) gmoups s
bonded at the dlica gel (pore skze of 60 A).

2.3, Shielded hupdrophobic phases

In 1988, Glach et al [8] Introduced & new type of RAM,
named shielded hydrophoble phase (SHP), which k& a
stationary phase with a chemical barrler preventing the
proteins from gaining access to the fanctlonal groups
that are resporsible for separating low-molecul ar-mass
analytes It Iz a hydrophilic polyethylene-glycal (or
polyethylene-oxide) that forms the embedded hydro-
phoble phenyl group network within the polymer
network and the whole unit is covalently bound onto the
sllica-gel carder. The hydrophilic polyethylene-glycol
network containg shielding hydrophobic phenyl groups
that prevent protein penetration (hydrophilic shielding).
Emall molecules can ztill permeate through the polymer
layer and interact with hydmphobic groups. The mate-
rial Iz produced out of 5pm dlica gel with a pore skze of
100 A. This type of material is commercially avallable as
Hizep SHF (Supelco, USA). The expected lifetime of the
zorbents Is one of the lowest for all these RAMs — only
about 16 ml of serum can be passed thmugh. They are
used mainly for pre-concentrating and separating com-

pounds containing phenyl groups [9,10].

2.4, Semi-permenble surfoces (SPSs)
This type of RAM has a typleal hydrophilie polymer
chemical barrler excluding the proteins from access to
the surface. It has both external and internal modeties
Independently synthesked and, in most cases, covalently
hound orto the surface of the zilica particles. The outer
surface (hydrophillc polyoxyethylene polymer) repels
large molecules (such as proteing), while the internal
surface, comprizing a different type of hydrophobic
reversed-phase e g, nitrle, phenyl, C8 and C18), retains
=mall analytes that penetrate through the polymer layer.
Initial work in this field usad the non-covalent coating
aof hydrophoble chains achieved with suface-active
polymers, tenzides (e.g.. Tween and Brif). However, there
was a problem with the gradusl elution of the polymer
layer and regeneration of sationary phase was
frequently required. Later, it was replacad by the
polyet hylene-glyeal chaln covalently bound directly onto
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the surface of the stationary phase (C4, C8, C18, CN and
phenyl) [11]. Thiz material lz commerclally avallable as
8PS (Reghk Technologles, TSAL

Dezllets et al. [12] discovered that the polymer (most
frequently of a polyoxyethylens nature) bonded to the
surface of a reversed-phase |eg., C8 or C18) forms a
sem - permeable by drophilic layer that can restrict acoess

of pmiteins to the underlying hydrophobic stationary
phase.

Commercially-avallable SFS materials differ mainly in
the fimetional groups forming the reversed-phase of the
internal surface (e.g., nitrile, phenyl, C8 and C18 are the
moa comman), The |fetime of 5P% materlak & guite
similar to ADS materlalke and they can cope with being
loaded with an amount equivalent to 50 ml of plasma.
SPS material has successfully been applied to the anal-
y&ls of small molecules in biologleal fiulds,

{ne of the newea types of BAM comprizes porous silica
gel, the puter surface of which iz coated with & human-
plasma protein, 2l-acld glycoprotein (AGF), which &
covalently bound to the C18 statlonary phase. AGP & a
hydrophilic human pmiein, which k stable in both is
natural and immohilized form. Itz stabiliy in the presence
of organic sphvenis in the mobile phase iz alko quite good.
The separation principle & zimilar to the previowsly de-
scribed SPS type, and It enables the quantitative removal
of proteins from the zample. It funcions on the same
principle as a chemdeal-diffusion barrier, apart from the
fact that, in thiz case, the protein network forms the outer
hydrophillc suface instead of the polymer. Thi extrac-
tlon zorbent was introduced by Hermanszon and Grahn
in 1994 [13] and commemialized as BloTrap. [t makes
the external surface of the particles compatible with a
protelnacesis sample that cannot penetrate into smeall
pores (10 nmj. Hydrophohle groups (C8 or C18) at the
Internal suface are responsible for interaction with small
analytes HBoTrap can tolerate more than 30 ml of hio-
logleal flulds =0 its [ifetime and performance are simdlar
to the materdals mentioned above. An advantage of this
new material & the wider pH working range | 2-10 for
BioTrap MS). By comparizon, commaon sllica-gel maten-
als have pH within the wordng mnge 2.5-7.5. Thiz new
RAM has been used for the analyds of (eg., lbuprofen,
naproxen, propranoloel, carbamazepin, and phemytoin) in
human plasma. BloTrap is produced in two vardations,
both having the same outer surface bt with different
Internal surfaces:

# BloTrap Amine C18 ls produced for the exiraction of
the hade drugs: and,
#« BloTrap Add C18 k lor the analysiz of the acid drugs.

2.5 Polymeric muste rials
Columns packed with polymeric materials are used for

pre-concentrating hydmphobie and hydrophilie analytes
and for removing high-modecular mass substances fe.g.,

proteins) in column-switching systems. These exiraction

b sk e comaiocatalrar 34 4
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cohimns ae packed with varlouz types of polymers and
their producer (Shimaden) divides them into the bllow-
Ing four hasdlc types: MSpak PE szerles MSpak GF-4A;
MEpak GF-3110 or 320 series; and, Aszahipak ODP-51 48,

MSpak PE columns are packed with hydrophilic co-
polymers that contaln N-vwinyl acetamide. They show not
only high pedormance in removal of high-moelecular
welght substances, such as proteins, but ako high
adsorption of hoth hydrophilic and hydrophobic ana-
lytes. The recovery rates of drugs from these columns
were found to be in the range 90-110%. They are
sultahle for pre-concentrating trace amounts of different
substances and ako for on-line sample pre-treatment
during the analyds of drugs and metabolites in blokogical
fiuids. The particle ske k& 30 pm and the optimal flow
rate depends on the column diameter (0.5-3.0 mlfmin-
ute), The column can be used over a large pH range
{2-12) and they can cope with mobille phases with or-
ganic sobvents (e.g. methanol or acetoniinle) and buflers
up to 8 concentration of (.3 moll. The maximum
pressure on the column should not excead 10 MPa.

MSpak GF4A columns remove high-molecular-
welght substances uzing sze exclusion. Az they are
packed with polyvinyl alcohol, they ame much more
efficient than the PE series as far as the removal of high-
malecular-welght substances |5 concernad; nevertheless,
I we compare them to PE zedes, they are less capable af
retaining the hydmphilic substances. They are therefore
not useful for the preconcenirating hydrophilic sub-
stances, such as caflelne, The particle skee & 9 pm,

Aszahipak ODP-51 4B columns are packed with
polymer-hased gel hound with C-18 groups. Compared
with the pre-ireaitment columns that are packed with
C-18 bondad zlica gel (e.g., OD5 columns), ODP-51 4B
can be usad in a wider pH range (2-12). The particle sze
Iz 5 pm and the number of theoretical plates for these
pre-columns exceeds 2R

3. RAMs for direct analysis of blological samples

Az explained previously, columns and pre-columns fillad
with RAMs have been recognized az a suitahle tool for
the direct injection of hiological samples that contain
proteins (entirely hiological material), directly into the
flow-analystk system. In the most basic ¢hromatographic
sgystem uzing these packings, the zampl bk loaded
directly into the maobile phase. In this type of system,
there k& both separation of the analytes from the proteins
and separation of the analytes themselves, However, it iz
essentlial to use a8 maoblle phase showing non-denaturks-
ing propertles (Le. with the content lower than 25% of
acetonlirile, 2% of kopropanol and 106% of tetrahy-
drofuran, respectively). These percentage walues char-
acterize the beginning of protein denaturation: however,
in practice, no more than 20% organic phaze B used.
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Thiz k& a real disadvantage as under certaln conditions,
the analyte mus have suitable retention on the colimn
and the mestrictionz concerning the mobile phase sgnifF
lcantly decrease the scale of applcabiliy.

BAM: are much more freguent in muli-column
chmmatography systems using the colhimn-switching
technigue. These systems enable simultaneous proteln
removal and analyte pre-concentration on the RAM pre-
column, whemas the zeparation of low-molacul ar-mass
analytes takes place on the analytical column with a
commaon sorhent type. Restdctions concern only the
mabile phase into which the biological sample iz loaded.
(M the several modes that can be used, back-flush
columm-awitching is used most. MNevertheless, high de-
mand on the devices (2 pumps and selection switching
valve with synchronkzation unit) Iz conzldered a dizad-
vantage.

BAM precolumns could alkko be integrated into the
“non-separative’’ flow systems of flow-injaction analyzis
{FIA) or sequential-injection analysi (SIA)L However,
due to back prezssure of RAM columnz, thelr integration
Into FIA systems {using a peristaltic pump) & practically
impossible. The syAnge pump used for the commercial
ZIA analyzer reaches a pressure that allows the flow of
mabille phase through a short RAM pre-column where
the zorbent particle size iz 20 pm or higher. The newly
developed SIA-BAM technique could be used for simple
sereening analydz of drugs in blologleal  material
[14.15].

Az mentioned above, RAM: have heen developed as
sultable tools for direct, mepetitive Injection of untreated
hiological =amples into the analytical system, so they are
ldea| for automat lon, pudfication, and pre-conceniration.
Two approaches have already boen desoribed:
= direct mode or zingle column; and,

» oolumn switching.

In the first type, the RAM colimn ks directly connected
to the detector. In thiz case, the support B used for
extraction and separation. In the second type, the RAM
pre-oolumn exiracts only and & switching valve connects
it with &n analytical column, where the separation is
performed.

3.1. Direct muude

In the direct-mode configuration, the analytical proce-
dure involves three steps

1. mmple extraction

2. analyte eluton; and,

3. m-equilibration of the exiraction upport.

First, the hiological fluid is injected onto the exiraction
pre-column with an appropriate moblle phase. During
this extraction step, analyies amre metained by extraction
onto sorbent, while endogenous components (mainky
proteins) are eluted from the pre-column. Afterwards,
analytes are eluted fmom the suppor to the detector.
Finally, the pre-column Is washed and the sorbent is
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re-aquilibrated with mohblle phase z0 that the pre-
column k ready for the injection of another sample.

In accordance with the type of the detection, two dif-
ferent approaches have been used. RAM columms
emerged In the middle of the 1980 when the [V spec-
trophotometer was by far the most commonly used
detector for this type of analysiz, Given the relatively low
selectivity of UV detection, special attention has to he
pald to the chmmatographic efectiveness of these
exiract ion supports.

More recently, MS detectlon has heen uszed more
widely for biological analysk: however, direct connec-
tlon of 8 RAM column to MS detection & sl quite rare.

3.2 Column switching

In recent decades, the column-switching configuration
has proved weful for the determination of substances in
hiological matrices. The extraction support, used lor the
exiraction andfor preconcentmilon of the sample, &
coupled to an analytical column via a selection valve,
and it separates analytes hefore detaction, for which an
additonal pump and switching wvalve are required
(Fig. 2}.

The awitching valve iz in positon A during the
exiraction step. The sample |z Injected Into the exiraction
pre-column with a stream of exiraction mobile phasze.
Concurrently, the analytical column k adjusted for ehi-
tlom of the moblle phasze. The walve |5 switched to the
position B after elutlon of the matrix, Analytes are eluted
from the extraction precolumn elther in the back-fhash
ar sralght-flush mode using the analytical moblle phase
and ame transferred onto the analytical column, After-
wards, the valve |s switched to s initlal position (pos-
ton A)L Analytes are separated on the analytical column
prior to detection. Simulianeously, the extraction pre-
column iz re-equilibrated by loading with mobile phasze
=0 that the system iz ready for the next zample injection.

Column-switching configurations can contain varks
numbers of pre-columns, switching valves and pumps.
Fig. 2 shows a simple column-svitching configurat lon.

Recently, RAM: have been widely usad in the column-
switching configpuration. Independent of the exiraction
support, this configuration offers Increased =slectivity
and zenzitivity while zimultaneously decreasing analysis
time.

3.2 1. Straight-fluch and back-flush modes.  The stralght-
fluzh mode iz the simplest mode applled to processing of
blological samples uzing the eolumn-switching configu-
ration. First, the sample iz injected on the pre-colummn,
where undesirable components ane directly dizcharged to
waste. By rotating the six-port selection valve, the frac-
tion (contaning the analytes that are being analyzed ) &
tranzmitted onto the analy tical column and the analytes
are separted. Thi configuration I2 callad straight-flush
mode and has been uszed for the analysis of dmgs (eg.,
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Figure 2. Column-sswatching system with backflush configumtion
ireprinted fram [43] with permission fmm ElkevierL.

oxiracetam, ofloxacin, aminopyrin, or adriblagin in
various types of samples [16]5

The back-flush mode |5 carried out in direction of flow
opposdte to that of the analytical moblle phase through
the pre-colummn. In this way, analytes retained on the
pre-column front are directly transferred to the analyt-
cal eohumn, After removing the fraction of interest, the
powerfully retained componenis of the matric may ako
e removed from the pre-column by reverse flow. In this
approach, the analytical eolumn is pmtected [rom con-
tamination of components from the matrix, which are
ehited later. The hack-flush mode also minimizes peak
broadening. To achleve thls an additional pumping
system uzualy provides the stability required, as dis-
mrbance of the sorbent packing in the pre-colimn can
ocour by changing the direction of flow of the mohbile
phase, The back-flush maode has been used for separating
and determining several antiarhythmics, gastrolnt estinal
medicines, antihypertensive drugs and antldepressants,
az well az their related substances [17].

4. Sample preparation, types of samples and
binding to proteins

Sample preparation remains the most serlos problem
for automating HPLC of biological samples due to the

b sk comaiocatelras 30 0
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high amounts of protelnacecus content that require
pre-treatment. The analysiz of untreated raw zample
leads to irreversible sdsorption of proteins to the
column surface and mostly to thelr denaturation.
Conzequently, It consderably reduces both the
efficlency of the chmmatographic zystem and the life-
time of the analytical column.

It iz therefore essential to treat the blological sample
before injection Into HPLC. The treatment mainly con-
cerns the emoval of the proteins present In the sample.
For example, liquidliguid extraction (LLE) has been usad
as a traditonal of-line met hod for bicloglcal sample pre-
tmeatment. However, thEk method ls iime consuming,
Inaccurate and hard to automate. In addition, con-
sumption of organic solvents iz high. LLE has therefore
been replaced with solld-phase exiraction (SPE), which
uzes cartridges restricted to one use only, Mevertheless,
SPE has not proved to be sufficient. That iz why the
number of HFLC methods, induding on-line sample pre-
treatment and using the column-switching, have been
growing In mecent years

Table 1 compares three types of sample pre-treatment:
#» glassical LLE;

» SPE; and,
& oolumn switching.

Trenchi in Analytical Chemisiry, Vol. 26, No. 5, 2000

It & apparent that the tradiional preparation
technigues iInchude & great number of steps that can lead
to considerable lbsses of anabpies. Oplimn-switching
methods minimize the number of manual steps, and that
Increases the accuracy and the precidon of the method.
Moreover, it zignificantly shortens the time necessary for
sample processing, so it alko shortens the overall time for
analysis.

Compared to the traditional szample-treatment tech-
nigues, column-switching is ako advantageois as an
internal standard iz unnecessary because the accuracy
and the precizion of the method are increased. However,
an internal sandard can stll prove wweful if i 1= neces-
=ary to process a long zequence of the samples. Colimn-
switching alsy protects light-sensltive analytes, as there
Iz no light exposure due to sample pre-treatment. Table 2
summarkees all the maln advantages and the dzadvan-
tages of uzing a column-switching system for anabysis of
biological materials,

Practically all lquid biological zamples that hawve had
suspended particles removed can be Injectad directly
into the column-switching sysem, while solld zamples
nead to he dissobved and homogenked. The matrbc
composition and the amount of Injected sample
determine the column UEetme. Biological fluids are

Table 1. Comparison of methods for preparing samples of biological materal (LLE, 5PE and column serisching sechniquel

Li gt - Bkl exctraction (LLE) Solid-phase extraction &GPE) Column swiitching
Sample dosing fample doxing Pogcihle cenfrifugation,
Irtesrnzl standard additian Infernal stendand addision Filkrafion and’or mample
Chrgamic sohwent addifion Castmdge equilibration dilution

Shaking Sample application Injesctian

C entriffu gation Matmx elution Vahe switching

i xture pastifion Analyte slution

Possible m-oxdraction Solbvent vaparization

Re-dissalufion Filkration

Filkration Injection

Injection

Table 2. Advantages and disadvantages of column-switching system

dunng hiological ample peepassion

Advantages

D zahvan tepes

sdinimal sample adjustment

Omn:line sample pepamtion

Significant dacrease in tofl analysk fme
Passibility of full ausomafion

Higher acoumcy and peecision
Impmwvement of the selectivity in combinafion
with various chmmatographic mades

Mo necescity of interna] stan dard

Photo-labile analyte protection

Lover comsumption of anganic sohwents

Sanitching vahves, exiction RAM columns and pumps mquined
Compatile mobile phaoes squired
Roegu bar pre-column ewchange squined
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Table 1. Usage of esricted-anoes s materizk (RAME) in HPLC column-semching
Field of application Mt Anadyie|s) Ressiri cled -acoess material Red.
RAM), producer
Anahysic of deugs Human whale Benrodarepines LiChmepher RPI8 ADS {25 4 [18]
and ather binlogically biaod and metaholites mm), particle size 25 pm, Merdk,
active subsianoes LiChmspher &0 XIS 25x 4
in hiological fluids men), 25 pm, bleack
Human plamma Cyprotenine acctaie LiChmepher R4 ADS 25x2 [19]
mm), 25 pm, Mk
Human urine Verapamil and its LiChmspher RBP4 ADS 25x4 [301]
Human pl=ma et akhod e mm), 25 pm, ek
Human plsma izl LiChmspher &) X006 (284 [2]
mm), 25 pm, Mok
Human plaema Ivheshonci cammn LiChmspher R 18 ADS (25 4 [22]
mm), 25 pm, Mesck
Human plema Cloxacillin LiChmspher 60 XS {DEA Edicl) [23]
(25 x4 mm), 25 pm, Menck
Human serum Furosem ide: LiChmspher RP18 ADS (25x 4 [15]
mm), 25 pm, ek
Human phama Rofiecoxih LiChmsgpher 60 RP-1 8 ADS [24]
(25 x4 mm], 4063 pmn, Mook
Human serum Woroonarole LiChmapher RP-8 ADG (2504 [25]
mm), 25 pm, Mok
Human phama Cafirine 2nd LiChmgpher RP18 ADS (25x 4 [M4]
et abod e mem], 25 pm, Meack
Human plsma Coczine and LiChmgpher RP 18 ADS (250 4 [¥7F]
ben nylecgonine men), 25 pm, Meack
Dete=mination Human ph=ma Amopine LiChmsgpher & XIS S0 dinl) [24]
of anfidates (25 » 4 mm), 25 pm, Menck
Vietezinary analysis Home plama Kefopmien LiThmsphes RP8 ADS {255 4 [x4]
e s mem), 25 pm, Mk
ldenti fication Human whole Angiobenzin 1 Lihmgpher bl X065 S0kl [301]
of human hiood Angiotensin 2 (25 x4 mm], 25 pm, Merck,
pleomatic peptide Lihmgpher P18 ADS (250 4
with ooy lar men), 25 pm, ek
weights up to A ke
Human whaole blood Pepiides Dirugs LiThmsgpher RPL18 ADS (25 4 [31]
Human urine mm), 25 pm, Menck, LiChmspher
&y XS (54 mm), 25 pm,
ek
Human plama Enzymes Pmésing SO-RAM S0 Adiod) (25 =2 mm) [&2]
Human urine Dirugs and (25 4 mm), X5 pm (LSP
MDA, bk
Development of Sheep seum Inhditor of mainx LiChmgpher RP8 ADS (2554 [4%]
new drugs Sheep plasma metaliopméeinases (AP men), 25 pm, Meack
Purification of Crll hysate Plazmid DA igene vedor) (3 Sephaony] 5500 HE, - [24]
plazmid DikdA
Envinnmentz] Human unne 1=, Zonaphthal LaChmgpher RP8 ADS (254 [45]
man Bving mm), 25 pm, Meack
Human plasma Crganophosphone friesens LiThmgpher BP8 ADS {265 4 [34]
mm), 25 pm, Mesck
Human urine Frve major metzholtes of LiChmspher RP8 ADS (254 [37]
di-(2ethylhecyl] phthalzte mmen), 25 pen, Seack
(DIEHF)
Drinking and susfare Steraid sew hammaones Dugs LaChmspher B2 RPH or P18 [%4]
water Rivesr water River Adlyiphenalic susctani ADE (25 wd mem), 25 pm, Meck

wosd imen® W asiewaier
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Table 3 (continued)
Field of applicaion Mt Al yiex) Resstricted-2cm=ss material Rt
(RAM), producer
Food analysik Frugis Pesticides Hisep SHP {50 x 4.6 mm), 5 pm, [34]
Water Soil Hesrhicides Supeloo SPS-SPAA-551 00-C 18
(50 4.6 mmj, 5 pm, Regis Tech
Apple juice Pazulin E [40]
Egzg yolk Chalesgeral BiaTrap C18, profeincoated R [41]
18 pre-column, ChomTech
Milk 1Piry by e Ll ooty C1 8 (50 5 £ .6 mm), [42]
10 pm, A gilent

mast problematic when they contain a high fraction of
proteins and cells (blood, plasma and seraom ). Cerebro-
spinal and interaitial flulds as well &8 urine, are gen-
erally more compatible with LC hecause they have
lower protein content, =0 zimple filtration can provide
sultable pre-column stablliy, Other ways considerad to
prolong colimn liEtime Include centrifugation, dilu-
thon, sample filration, uze of Indine filkers and off-line
analyte extraction. Proteins can ako be precipitated
and removed prior to injection to the chromatographic
system. Lower efficlency than expected might be found
where the drug iz strongly bound to pmieins In such
cases, significant discrepancles in recovery can he
observed durng analysk of identical kinds of samples.
The main ways to exclude the drug from the hinding
glte of protein Iz by diluting the sample or by adding
organic solvent prior to injection onto the pre-column.
The amount of the organic solvent added depends on
the polarity and the natume of the denaturation of the
golvent,

5. RAMSs in analytical instromenta thon

In practice, RAMs have been uszad for only a few years.
Maost publications on RAMs [18-27] concern the deter-
mination of drugs and other biclogically-active sub-
stances in body fulds. Almost 70% of all cases refer to
plasma analysls followed by serum (13%), urine (3. 3%)
and whaole blood (3.3%). Other typess of hiclogical
material (eg., saliva, halr, micmodialysate, and liver tis-
sue) are used anly raraly.

(Other publications have dealt with the determination
of antidotes in hiological material [28], veterinary
determinations of drugs [29], identification of human-
plasma proteins {approx. 9% of publications) [30-32],
research into new drugs [33] or DNA-plasmid cleaning
[ 3]

Envimmmental monitoring has zeen the second
greatest use of RAMs, with appmximately 2 1% of pub-
lished articles [35-38]. Pollutants are elther determinad
directly in the environment (l.e. drinking water, fver
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water or wastewater and zol (54%)) or in hody fiuids
(moztly in plasma and urine, 46%) of people who had
previously heen exposed to contaminants,

Food analysts forms around 12% of publications, with
determination of contaminants in wines milk, juices, sea
fizh, fruit and vegetables.

Several examples of the uses of R AMs are presented In
Tahle 3 [15—42], which inchides the field of application,
the type of matrbx, the analyte determined, the type of
RAM that was used, the producer and references.

Precolumns of LIChroCART, filled with RAM material
LiChmspher RP-18 ADS, were exiraction pre-columns
uzad mest in analyzing drugs and other biologically-
active substances in body flulds, These pre-columns are
sultable for the analysk of plasma, ssrum, whole blood,
urine or zaliva zamples. Only a few drugs were extracted
on kon-exchange XDE pre-columns,

lon-exchange precolumns were the most often used
in analyzing human-plasma protelns in skes up to
20 KDa.

LiChroCART with LiChrospher RP-18 ADDS material as
zorbent was alm used most often in the pre-column in
environmental analysds.

In fond analysls, ks common pre-columns pecked
with zorbent with C18 functional groups wene uzad.

6. Advantages and di sadvantages of RAMs

To compare the performance of RAM sorbents with
common SPE zorbents, we can apply several parameters,
such as lietime, separation efficlency, proteln and ana-
Iyte recovery, as well 8z the influence of LOD or mistakes
ocourring durng ofl-line sample ad justment.

The liletime of the zorbent iz the most important factor
for sorbent comparieon, and, when comparing common
EPE sorbent with RAM sorbent, RAM lifetimes are ex-
tremely high. The price of EAM columnz i usually high
and fraquently exceeds the price of a common anabytical
colimm however, most of the RAM sorbents have a
theoretical Wfetime of Injfection of 100 ml of human
plasma, 0, I 50 pl s injected, it means that it ks possihle
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to achieve (WK} anaslyzes without any change in
recovery, sparation performance and back-pressure,
whereas commercial SPE cariridges are desdgned for one
uze only.

Analysis using BAM sorbents Is alsv cheaper than
analysk with tradiional pre-trestment. In traditonal
exiraction techniques, the coss for experienced labora-
tory safl capable of dealing with the complicated pro-
cadures must be incuded: these procedures are time
conaiming and consume organic solvents. However, it &
emental to have more a complex chmmatographlc
system with higher demands on instrumentation and
stafl avallable for on-line preparation and analyziz of the
sample.

The separation effidency of RAM columns mainly
depends on their type. For example, SPS colummns have
the highest eficlency (up to 60UMH) theoretical plates).
However, alky-diol ADS stationary phases (particle sze
25 pm) have significantly lower efficlencies.

Protein and analyte recovery of RAM sorbents k&
practically 106F%. Protein recovery means the percent-
age of protein injected that Iz eluted from the colummn.
Where on-line BAM coupling iz used in 8 spdem (lLe.
direct injection of the sample), the analytes are not lost
during pre-treatment. However, partial loss of analytes
can be ohserved with drugs strongly bound to plasmatic
proteing, especially to albumin.

The LOD might be decreased I the amount of the
injected zample Iz increased. The amount of the sample
in & slmple chmmatographlc system k& resiricted by
the capacity of the chromatographic column, whilst
the amount of the zample in the column-switching
system iz wirmally unlimited and depends only on the
technlcal parameters of the system. With direct injec-
tlon of raw sample, the erms caused by people during
zample manipulation are zignificantly reduced. At the
zame time, “‘safe” manipulation of dangerous aor
Infectious samples i surely a great advantage of this
meerthaod,

7. Conclusion

The long lfetime, Bst analyslz easy automation and
simplification of the whole analytical procedure are
ma jor polntz in faver of using RAMs in HPLC anabrtical
systems. Some of the moa frequently publiEhed analyt-
lcal work these days iz on the analysiz of drugs in blo-
logical material (e.g., plasma, zerum, urine, and liguor).
Usng traditonal mamal techniques (LLE and SPE), it &
aften extremely difficult and time corsuming to remove
proteins and avold the loss of analytes: and, larpe serles
of samples are almost impossible. RAM: as exiraction
pre-columns in & column-switching mode for HPLE offer
the hest prospects for the future, as this allows direct
inmjection of previously unprepared blolegical material
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Into the HPLC system. Apart from removing bio-ma tris
from the sample, the RAM allows lsplation and pre-
conceniration of analytes, and, as the zample prepara-
tlon Is carrled out on-line, there 2 virally no loss of
analytes

RAM systemsz are especially uszeful for high-
throughput zampling In blochemiztry, and environ-
mental and food analysls where stomation k& essential.
Az no manual sample treatment k neaded, the analysiz s
rapld and the work of an analyst & simplified and safer
(especially In the cases of potentially infectious samples
of biological matertal).

Compared to traditonal SPE sorbents, RAM sorhents
have many advant ages, induding longer letime, higher
separation effidency, higher analyte recovery, reduced
analyte losses, lower organlc waste production, lower
total costs per analysls and a lower rigk of error by
laboratory safl.

It k= obwlous that BAMs bring consderable ad vantapes
and that thelr usage in analytical practice will certainly
extend in the future.
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Rapid and Simple Determination of Vitamin A and Vitamin E in Human
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Petr Sadilek Dalibor Satinskyj*, Martin Of apka, Radek Sladkovsky and Petr Solich

Department qf Analytical Chemiztry, Facully of Pharmacy, Charles University, Horovského 1203, Hrader Erdlové 500

05, Coech Republic

Ahstract: In this contritnation, the rapid and simple determination of vitamin: A and E. and vitamin E acetate a5 ntermal
standard in boman plasma by high-performance liquid chromatopraphy with a cobumn-switching technique was proposed
Fesmicted Access Material - BAM cohmmen 25 x 4 mm comtaining 15 pm C1E alkyl-dio] silica sappent was meprated into
lab-made colome-swisching HPLC system. A monelithic colomn Chromolith Perfrmance BP-I18a, 100 = 4.6 mm,
[Mverck) was nsed for smpls sepamtion of vitanuin: in padisnt mads.

The mehile phase I methanal — 30 mMy water sohition of dodecy] sulfate sodimm sale (30:70, vv) was used for proein
matris ehition, flow @tz 1.3 mimim™ . Valve switching time was determined fo 4 mimates after sample injection.

The zadient elation of mebile phase IT: methano] — water 90:10 {h) — 100% methanol, Sow rate 1.0 ml min™ was wsed
= optimal conditon of vitamins sepamtion m relatively short time. Anabysis time from e sample to peaks evaluation
was less than 15 min, UV detection was camied oot at wavelength 285 nm.

The recoveries of vitamins Som spiked buman plasma were 102.5% for vitamin A and 91 4% for vitamin E. Limsits of de-

tection were 0.24 pmol I' and 0.84 pmel I' for vitamin A and E, respectively.
Eeywords: Vismin A4 Vitamin E. Vitamin E acetate, Colomn-switching Besmicted Access Material (FLAM), HPLC.

L INTRODUCTION

Fatty vitamins such as vitsmin 4 {A) and vitamin E (E),
and its analpgues play various important roles in the srowth,
metabolicm and antisridation of lving organizms. Becenthy,
such fatty vitamine are atiracting infersct not ooy as 3 nuini-
ent in food istry but also as a preventive of cancer, ag-
ing and other diseases in medicme [1].

i e gquid chromategraphy (HPLC) is one
of the most powerful teols for determining £t soluble vita-
mins and has been widely wiilized for their separation [1-8].
Before zample injection i chromatographic methods, ans-
bytes have o be exracted from sample matric such as serum
ple=ma, internal organs or food with organic sobremts and
followed by cenfrifoming and concentrating prior to apply to
the HPFLC system These prpcesses are Hme-CODSUNNng,
problematc organic wasts producing and can resolt in seri-
oS nnmean ervor. Another possibility of sample pre-reatment
is using solid phase extraction (SPE) a5 a modem spproach
in big-fhiids analtysic [9]. SPE can be performed off-line, the
sample preparation being separated from the subsequent
chromatographic snalysis, or on-line by direct connection to

hyte enrichment snd the separation step snd, therefore are
highly suitsble for fully sutomated techmigues, which can be
used on-site.

«Address cormuepondence fo fhis mithor at the Departmant of Anahtical
Chamistry, Faculty of Pharmacy, Charles University, 1203,
Hradec Exlows 3500 05, Crech Eepeblic; Tel +f2HS506TXE, Fax
245 M T164: F-madl: satinsky@iaf comi oz

15734110005 455 00-+.00
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Hyphenation and columm-switching is the mend of 1ast 10
years [11-13] and nowadays special attention s given fo on-
line SPE-LC followed with various detection mdes, which
represents a fast modem and relisble approach of bio-fluids
mnalysis. Important advantsges of column switching tech-
niquoes are 3 decreace of the rsk of the sample contsmins-
tion, the removal of analyte losses by evaporation and finalhy
the transfer and amalysic of the totality of the extracted spe-
cies. In comfrast to off-line SPE where cnly an aliquot of the
extract is injecied imo the chromatmgraph the analysis of the
complete sample sllows the sample volume to be dramat-
cally reduoced.

The development of special snd selective exiraction sup-
ports, allowing the direct and multiple injections of biologi-
cal matrices, is an atiractve mesns to reduce the sample
preparation tme. Among different supports, restricted access
materials (FLAM) and large particles supports (LPS) are con-
sidered, nowadays, as the most populsr exiraction materials

[11]. These different exirachon supporis possess the com-
mon property of exchuding macromolecules while analytes
are zenerslly retained by hydrophobic or elecmostatc inger-
sctions. Conmected fo an analytical column in & cohmnn-

direct analysis of compounds in varous biological flmds
were presented by our group and 5. Souverain of af. in wide
review [11, 14].

© Dei? Bemtham Sciermce Pobdishers Lad.
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The aim of the present work was to develop and validate
a simple and well-comfrolled amalytical tool for the determi-
nation of vitemin A vitamin E and vitemin E scetate a5 in-
ternal standard in buman plasma. To our best knowledze, no
determination of these compounds simultaneously. Only the
work of Moriyama & al. [1] has described determination of
nmmmﬂdemHmmﬂlmﬁlmnIasadlhmlhy
column-swi high-performance liquid chrommasography.
In comparison to the work [1], our proposed method showed
short time of analysis (less than 15 min), internal standard
vitamin E acetate was nsed, and method was validated.

2. EXPERIMENTAL
1 1. Imstrumentation

The HPLC system, consisting of a binary gradient pomp
LCP 4100 (Ecomy, Prague) for anabytical mobile phase, and
LCP 3001 Micropump (Lab. Instruments, Prague) for sample
pre-treatment and washing ehients, Waters antosampler 717
phos, varisble wavelength TV detector Waters 486 (Waters,
Milford, MA) and 3 PC for data processing, was comfrolled
by chromatopraphic software C5W v_ 1.7 for Windows (Diata
Apex 570, Prague). Cohmmn switching system with program
comfrol unit was lab-made crested snd consisted of G-port
low-pressure selection valve (Cheminert WOW (087, VICT
Valco Insmoments Co., USA). Timing of the comtol umit
(two posidon achator comool modules, VICT Valco Insta-
menis) for selection valve was performed wig PC (RS 232
mmerface). Anslysis were performed on the monolithic col-
umn Chromolith Performence FP-18z 100 = 4.6 mm,
(Mlerck, Gemmany) in gradient mode Biological sample pre-
ireatment was performed on the LiChrospher® BP-18 ADS
column (25 pm, 25 x 4 mm). The BAM colomn was inte-
grated into the chromaregraphy device in the back-flosh
maode.

12 EFeagents

All chemicals wsed were of analytical grade quality. The
standard resimol (4), (parity 98%), a-tecopherol (E), (purity
U8%) and o-tocophero] acemte (Eac), (parity 98%) were pur-
chased from Fhoks (Czech Fepublich) ALl orpamic modifiers
for mobile phases and samples preparation and dodecyl sul-
fate, sodimm salt (SD5; 98%) were obtamed from Sigma—
Aldrich. The standards of conirol semum Lyonorm U were
purchased from Lachems Brmo (Broo, Czech Fepublic). Feal
samples of human plasma were provided Facolty Hospital,
Charles University, Hradec Eralové. Millipore Milli-Q RG
(Millipore 510, Pragne Czech Fepublic) unlta pure water
was nsed for preparing the solutons. Mobile phases were
degassed by helinm bafore nse.

13 Method and Sample Freparation

2.3.1. Siondard Selutions, Calibration Carves and Puality
Contrel Samples

The stock vitamins solutions (A, E, Eac) were prepared
separately by solving each concentrated standard solations to
finsl concentration 1000 umel L' in methanol. These stock
sohutions were stored in browm bomes at 4°C in dark The
working smndard solotions 50 pmol L and the next working
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ConCEnratons were obtained by diloting the stock solution
in orgamic dilent mixture. The orgamic diboent mizmre for
standard samples and gquality conmol seum samples was
prepared by mixing 60 ml of ispbutamol and 40 ml of sopro-
panol.

Standard sohations for calibration curves were prepared
by mixing 50{ pl portions of the vitamin standard solutons
in methanol or spiked semum samples and 500 pl portions of
organic dilnent mixture in 8 brown glass vials. The standard
calibration oorves and matrix calibration curves were pre-
pared in concentrations 20, 15, 10, 5, 2.5, and 0.8 pmol L™
for A snd in comcentrations 50, 25, 12.5, 6.25, 3.0 pmol L™
for E and Eac, respectively.

2.3 2 Sampile Preparaton

The spiked solufions were prepared by mixing 300-pl
portions of standards in orgamic dileent micchore (isobutanaol:
isopropamcl ($0:40, vA7)) and 300-pl portons of fresh oman
plasma for recovery smedy. The standard solutions were pre-
pared in the zame procedure except using methanol nstead
of homan plasma. For the serum blank sample 300 pl of
organic diluent mixmure {isobuianol:isopropanol {6040, ww))
and 3040 pl of conmel serum Lyonorm U were mized. These
diluted solutions were centrifuged for 15 min at 1750 x 2
The supematant was used for the analbysis. The recovery was
measured at two concentration levels (10 and 1.7 pmel L9
for A and at levels 30 and 15 pmol L™ for E.

23.3. Mobils Phases

The wo different mobile phases were nsed for target
analyte separation and on-line sample preparation in colomn

The mobile phase T: methanoe] — 20 mM water solotion of
dodecy] sulfate sodium salt (30:70, wv) was used for sample
injection and for profein matrix eloton flow rate 13 ml
min”. The mobile phase I (zradient elition): methsnol —
water 90:10 (vv) — 100% methanol, flow rate 1.0 ml min™
was used for vitamins separation. The walve switching time
was determined to 4 minntes after sample injection.

3. RESULTS AND DISCUSSION

31. Chromatography Procedure

Ac mentioned in the previows works [1-8], methanol has
been largaly used for elution of vitamine E and A from C-18
columns. Here the best separation profile was obtained by
using 3 linesr methanol pradient ranging m 7 min from 00%
methanol (10% of water) fo 100% methanol in 9 min The
total analysis time was 15 min under the mentioned condi-
tions mchiding sample pre-esment on ADS column A
typical chromatepram = shown m Fig. (1). Flow rate of the
snalytical mobile phase (mobile phase IT) was 1.0 m] min”
The time range between the sample extraction on the ADS
column and start of the separation analysiz was used for ana-
bytical cohumm equilibration after the gradient ehifion.

The mobile phase I - methanol — 20 mM water solution
of dodecyl sulfate sodium salt (30:70, v/~7) was nsed for sam-
ple loading on ADYS colomn and for profein maimix ehton;
flow rate of pre-restment mobile phase was 1.3 ml min™
The basic step of the direct pre-treatment procedure (loading
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Fiz. (1). Chromatogram of vitamins A, E and Eac as intermal standard in homan plasma sample by column switching HPLC. Condrtions:

analytical mobile phase: pradient ehuton: methanal — water 9010 (W) —

100%: methanal, flow mie 1.0 ml min®; mohile

phace: methano] — 20 mM water solbution of SDS (30:70, v, flow mie 1 3 ml min”, njection vohume 50 pl , UV detection at wavelength

285 mm. Orther conditions are described in Secton 3.1.

of the sample and rermoving the protein matrix fom the ADS
column) was considered to finish when the detector had
reached the baseline. Removing of the proteinsceouns ballast
was monitored usimg the UV spectrometric detector at 285
nm The valve switching fime was determined to 4 mimites
after sample injection. The injecton vohme was 50 pl por-
tons of ditnted standards spiked snd bumsn plasma sam-
ples. Contimious snalysis with the swtosampler was camied
Ot over A0 15-min imberval.

3.1. Addition of Sarfactant to Mobile Phase

column are used mixtures of organic solvents with wates.
The comtent of organic phase is nmally limited to 20 — 25 %
becmse of the rsk of proteins denamirstion and clogging the
system However, in this case vitsmins showed insohibility
in thic wesk orgamic — water mohbile phacse It resulted in the
refention of vitamine inside the valve switching system and
low respomses were obtained afier standards mjection. The
effect of surfactant, which hes been tested as 3 solubilizing
TeagEnt AFaimst proteins precipitsion, oo IecOVery was ex-
amined for the purpose of eliminating vitamns insohibility
m elwent The wsing of surfactant addition was desribed in
previcus work [1], mainly alkyl sulfates showed excellent
results, especially in the case of SD5. The tested concentra-
toms of the 505 n pretresiment mobile phase were i the
range 20 — 50 mM of SIS in water phase The appropriate
conceniration of 505 in a dilvent was 20 mM The addition
of 505 in concentration 20 mM shows no effect on the re-
tention times of vimming and column stability .
3.3, Dilntion of Biological Samples with Organic Solvent
Diloton of plasms samples with an aqueous solation is
used for lowering viscosity of sample solutions snd to pre-

vent protein precipitafion. In the case of dilnbng the witamin
standard solufions with water, no recoveries of A and E were
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observed as they existed as oily drops in the slient when
passing through the pre-trestment cohmnn. This effect was
described in the work of Moriyama [1]. Diluent sobotion con-
taming organic phace must be add to biclogical sample fo
incresse recoveries of vitamine from plasma MNevertheless, a
highly concentrated alcohol dilvent solutions (more than
30" concentrations of alcobol), can cauwse formation of an
inschible precipitate in the serum or plasma samples. It was
described that faty soluble vilmins, especially A ame
sirongly bound to retmol-binding protein in blood [15]. Big-
ger vohmme of alcohol in the difuent (more than 0%, v/v) in
combination with 505 in prefrestment mobile phase were
sufficient to eliminate A and E fom plasma profein mairx,
In this case, suitable plasma sample dilufion in ratic 1:1 with
diluent mixtore (sobutanolisopropencl (6040, vw)) was
found o be optimal for high recoveries of vitamineg, Short
centrifuzstion of the plasms samples was necessary due to
the precipitation of plasma in dilnent mivtore. The super-
natant was nsed directly for the analysis.

3.4. Validation of the Method

The method was walidated with respect to the linearify,
precision, acouracy, selectivity and semsitivity in order to
evaluate the ralisbility of the remlts provided by the method.
Obtained validation results and chromatography system suit-
shility parameters are summarized in Table 1.

341 Calilration and Senstivity

The calibration curve was established by measuring the
ghsorbance signal of five solutions of various concentrations
of vitamins in methanel The linear relations befween absor-
bance signal and concentrations of vitamins were found in
the range .80-20 pmol L' for A and in the range 3.0-50
jmol I for E and Eac, respectively. The linesr relations
were described by the following equations: for A4 4 =
(22.8008 + 02783 + (2.8773 £ 2.6235), wheme 4 is the
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Tablel. HPFLC System Switability Farameters and Method Validation Eesulis
A E Eac
Rstenticn fime (min) B.28 1255 1386
Peak rsokztion 10.673 2316
Poak symmairy 1774 im 1.333
Munsher of theorstical plates 4504 15888 14257
Standard calbeation - rangs (ol L' 0.80- 20 30-30 30-30
Comrslation meEciamt [.9955 059988 0.9977
Matrix calfbratinn - rangs (jrmol L 080-20 30-10 30-30
Comrelation coafBciamt 0.0980 09082 0.0074
Limit of detection (ol L") .24 084 .88
Limit of quassification (jumol L) 0.0 250 1.93
Mithod precisiom (% ¢, (el L) 146 145 11
£: (pmal L 551 482 420
Accumcy - Spike recovary (%) 93.5-100.5 EB4-914

" Euch concertdion of caliboulios Mo wis Sicinitr] i Hiplicee
" Esuh comerrgnition of s rodria ceibrtios s wis mevured @

® Rebitive danded deviaion (L5 D) viduss were cdculbied fof mis-des sspeied apload platsis simple inecieie (i = 6) & e e nirben el ¢, = 1.7 [l LY and & = 10

Elmlfh.ﬂ..uluk-ﬂc.-!.l]yml!.'Hm-]l};.l.nll.'mrEnlE-h:.

Spiked waijle iokilicds (0 = S Do ConoSIEEN leveli o wnd o, W igagson of ok propaeation

absorhance at 285 nm and ¢ the anslyte concenfration the
cormmelstion coefficient was 09998; for E: 4 = 37700 =
0L0008)c + (3.6989 = 2.1405), the cormrelation coefficient was
0008E; for Eac 4 = (3.9655 = 01575 + (L0071 =
4.0655), the comelation coefficient was 0.9977. The matmiz
calibration curve was messured &t same conceniration levels
in spiked serom samples. The linear relations were described
by the following equations: for Az 4 = (26,1376 = 08220 +
(17.7541 = 7.7517), the comelation coefficient was 0.9980;
for E: 4 = (38103 = 0.10445¢ + (23.8402 = 2 4611}, the cor-
relation coefficient was 0.0082; for Eac. 4 = (27644 =
QL0005 + (1.8994 = 2 3457), the comelaton coefficient was
0.0074.

The limit of detection amd limit of quantficaton wers
caloalzted by the comparison of the three-fold (30) and 10-
fold (10c) variation. respectively, of base-line noise and sig-
nals of plasma samples spiked with known concentrations of
vitmins. The detection mits were 0.24 pmol L™ for 4 0.84
jmol L' and 088 pmol L' for E and Eac, respectively; the
limmits of ification were estimated to be 0.20 pmol L™
for A, 280 pmol L' and 2.93 pmol L for E and Eac, re-
spectively.

342 Preciion

Precizion of the proposed procedure was characterised by
parameter of repeatability, which was caloulated for six con-
seCuiive MeFsUTEMents 3t two concenration levels (10 and
1.7 pmel L™ for A) and (30 and 5 pmol L™ for E and Eac,
respectively) of vitamins in spiked plasma samples. The re-
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salts in form of BSD were determined in the range 3.11 —
551%.

343 Accuracy

Acouracy of the method was estimated using the parame-
ter of recovery. The recovery of vifamine was caloulsted at
two concentration levels (10 and 1.7 pmol L for A) and (30
and 5 pmol L for E) in spiked plasma samples by compari-
son of the responses of vitamins from spiked plasma samples
with those found by injection of the standsrd solufions at the
same concenirations. The mesn sbsolute recoveries at two
concentraton levels were 102.5% and 95.5% for A; 91.4%
and 88.4% for E. The mean extraction efficiency was rela-
tively constant for vitamins over the range mentioned above
(BED < 5.00%). The low extraction efficiency was observed
for E. This effect was probably cansed of higher lipophilicity
of E, or E could be partially bound to proteins in plasma.

COMNCLUSION

This work was fomesed on direct determinaton of fatty
solible vitaming mhnmmplasmb].'usiga:nhmm—
switching HPLC technique. The LiChrospher™ BP-18 ADS
column was used for on-line plasms sample pre-Treatment
and deproteination. The use of dodecyl sulfate sediom =alt in
pre-treatment mobile phase and diludon of boman plasma
with mixture of (isobutanolisopropancd (60:40, vv)) have
improved recoveries of A and E from the uman plasma
samples. The total analysis tme within 15 min was achieved
peated injections of untested bio fluids are possible; the



Repid amd Simpile Deiermination of Viamin A ond Viiomie I

Cwrrems Analptical Chemisery, 2008, Vol 5, vo 4 315

procedure ensures quaniitstive removal of profein meiri and K] Scalia, 5.; Randa, A; Roberte, G, Bomina, F.: Menegatti, E. Asaay
on-cohumn enrichment of the vitamine. The rewsability of the af vitmin-A palmiate and viaminF ac@ i cometic creams
RAM colunm drastically reduces cost of the snalyses. The e e et e
proposed method mvelving sample preparation can be sim- 6] Epler, E5.; Taghr, L.G; Cn#, NE
ply awtomated and shows the possibility of restriction of muthod for deterexination of caroinoids, metinoids and
mannsl sample handling. Minimum mamipulstion of the bio- in human semm and in food. £ -, 1093, 619, 3748,
lozicsl sample results in improved precisien and accaracy [ Lss, BL: Cama SC: Ong EY.: Ong, CN Highpacformance
R 3 Fot liquid chromartogrephic method for routine. dekomisation of vilr-
shorter analysis time, lower costs per analysis and lower bio- min-A md vitaminF and beta-carotons in phism . Cheomatigr:
hazard Method was used for vitamin 4 and vitmin E BL1SET 580 4147
plasma level determination of real patients from famalty hos- 8] mﬁmme;ETmHME
pm' 1 found levels were i P]I}'Elﬂ ng.‘,:ﬂ plasma conpounds antioxidant witanins in pa-
e - i tionts with cardicvasceler divcasos. (e (Chdwe dezra, DBO3, 105,
99-103.
ACENOWLEDCEMENT [¥]  Heomion M C. i deliced wE
; wnts, and conpling with Bquid chromatogrphy. . Chomaogr A
Thmmwkdgemmm;uppm:rfﬂu 1989, 36, 3-54 "
Czech Minisiry of Education project no. MR (21620822, [16]  Frim, I.5.; Dumcnt, PJ; Schmids, L. Mathods and mabarials for
solid-phase extraction. S Chromaiogr. A, 1995, &84, 133-140.
REFERENKCES [11] Sowmmmn, 5;Endss 5 UmhnyILEndnchdmm:-nh
and large partick: weppoets for on-lng sample prparstion: an
[y Meriyama, H: Yamosaki H; Mammcio, 5; Adachi E ; st tractive approach for biclogical fnids aahs. J C'hwk.
W.; Ounimam, T. Rapid determination of vitemins A and E in serum 2004, S0, 141-1%5
with verfactant as a difwant by colomm-sodicking [11] Bovenov, L Bosndimsseov, E Doect anabysis of food samples
Liquid chromaiography. J Taromawgr 4, 1998, 798, 125-130. by high-parfrmance Lquid chromatogaphy. S Chromangr. A,
El Mat-Grmades, M., Lome ds Castro, MD.; (uesada, Th. Fally D00, 550, 140-158
miremand mothod for the dstwrmination of P4INOHNY) and  [13]  Frisd E: Waner IW. Cohmn-rwitching in the bio-
25{0ET) D-3 Iopdroonyvitaming, and Vibamsive 4 and F i bomas se- medical amiyss of seroiomenc dugs: Why, bow and whan. 1
mm by HPLC. . Plarm. Biceed Amal | Y004, 135, 573-3B82, - |, 1097, g8, 91-104.
Bl Hauds, 0; Trisconi, BLT; Blaka, CJ. Sizmltinems quentification [14]  Sadilek, P; Sattnsky, D Solich P. Using mestricied-scosms mamri-
of Vitnening A, D3 and F i fortified infant formulss oy b ;{ﬂémmmmhﬁmmm
.o Ty - A, MMM, 1822, direct Mali
11511, T plex mutricon. Tremds dnal Chew D007, 26, 375-354.
[ Barbas, C.; Castro, M; Bomet, B; Viana, M; Hamea, E (1] | Spormn, M B Fobarts, AB,; Goodman D5 The Srgnoids, Aca-
Sirmlaeous detarination of vitumis A and E in mtf tsmes by deemic Prass: Mow Yook, 1984wl 2, p. 41.
Eigh- liquid chromartograpley. J. Chromarogr. A, 1997,
T 415430
Eeceived: Febrmary 13, 2008 Bevised: May 18, 2009 Accepted: June 16, 2009

136



PRILOHY

Priloha I1I

Lucie Novakova, Milan Blaha, Petr Sadilek, Dalibor éatinsky,
Petr Solich, Vladimir Blaha, Dagmar Solichova, Radovan

Maly, Stanislav Filip a Jaroslav Maly:

Pharmacodynamic of statins — development of the method for
their determination in biological material, Aterosklerdéza 11

(2007) 100-106

137



PHARMACODYNAMIC OF STATINS - DEVELOPMENT OF THE METHOD
FOR THEIR DETERMINATION IN BIOLOGICAL MATERIAL
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Blazek, M., Filip, S., Maly, J.
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Introduction Patients with severe form of familiar hypercholesterolemia (FH) are treated with maximally tolerable doses
of statins besides of diet and lifestyle change. A group of 12 patients has been observed in a long-term study (7.2 + 2.96
vears). Moreover repeated extracorporeal elimination of LDL-cholesterol was necessary at these patients. Such proce-
dures could influence a blood level of statins and thus reduce their therapeutic effect. The aim of this work was to develop
a method for their determination in biological fluids.

Method Two modifications of HPLC method (high performance liguid chromatography) with various types of defection
(UV spectrophotometric and fluorescence) were tested and subsequently one GC (gas chromatography) approach and
UPLC-MS/MS method (hyphenation of ultra performance liquid chromatography with tandem mass spectromeiry) were
examined.

Results UPLC-MS/MS method using specific SRM (selected reaction monitoring) experiment enables to achieve high sen-
sitivity and selectivity of the determination with excellent reproducibility during a very short period of time.

Conclusion A new UPLC-MS/MS method for the determination of atorvastatin and simvastatin as most widely used drug
in the treatment of FH was described. The method is available, fast and precise. It is convenient, after some modifications,

for the determination of other statins, for pharmacodynamic studies and dosage adjustments in order to reach the best

treatment effect as well.

Key words: atorastatin, simvastatin, UPLC-MS/MS, LDL-apheresis, hemopheresis, atherosclerosis

Introduction

The mortality linked with cardiovascular diseases
makes 52.4 % in Czech Republic and it is relatively stabi-
lized similarly as in other Western countries where inva-
sive investigations are highly available [24]. Statins — so
called penicillins of our age — they have decreased the
mortality associated with cardiovascular diseases signifi-
cantly (about 30-40 %) [14]. Patients with severe form of
heterozygous familiar hypercholesterolemia and all homo-
zygous patienls must take maximally tolerable doses of
statins, often in combination with other drugs, besides of
dietary and lifestyle changes. Their metabolism however
could be aggravated in a different rate (according to the
chemical structure), especially liver parenchyma could be
endangered. It is necessary lo know exactly the pharma-
cokinetics of statins in order to be able to benefit maxi-
mum efficiency of the therapy at the respectable level of
adverse effects.

Using conventional standard therapy, the markers as
subjective difficulties, e.g. muscular are usually evaluated.
As a laboratory examination CPK or the markers of liver
functions are used. It would be very useful to have a
method for the determination of statin level in blood,

which would facilitate dosage and rational regulation of
such a difficult and relatively expensive therapy. In Czech
Republic there is not any analytical method enabling the
determination of more statins in body fluids simultane-
ously using one simple, available, fast, sensitive and pre-
cise method nowadays. In scientific literature it is possible
to find some articles dealing with the determination of
statin levels in blood [1, 12, 15, 18, 22, 32]. The method,
which would be able to determine clinically occurring low
levels of the most widely used statins (it should be fast
and accessible) was not found any way at all. This work
refers about the results of the attempt to introduce such a
method.

The problem was enlarged by a specific group of pa-
tients, who were in a long-term treatment. Although the
diet and successful development of hypolipidemics, espe-
cially inhibitors of 3-hydroxy-3-methlylglutaryl coenzyme
A, enable relatively successful therapy of most patients,
there is a minority of heterozygous patients with FH (less
than 5 %) and all homozygous patients, where the therapy
is not sufficient. Nowadays, the only practical approach
for the therapy of such patients is extracorporeal climina-
tion — apheresis [7, 25]. Extracorporeal elimination of
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cholesterol is a very sophisticated and successful method.
Nevertheless, it is exigent for the patient as well as techni-
cally and economically.

In spite of intensive extracorporeal and other therapy
patients must take maximally tolerated doses of drugs,
especially statins. The results brought us to the hypothesis,
that the therapeutic intervention probably could lead to the
decrease of statin level and that, especially often repeated
extracorporeal procedures could be inconvenient from this
point of view and they could cause fluctuation of statin
levels. Individually adapted adjustment of therapeutic
regime would be suitable. The companies producing sor-
bents or filters utilized in this study state and emphasize
adsorption of pathogenically active substances (lipopro-
teins). The decrease of LDL-cholesterol should be mini-
mally 60 %, which is generally as approved good result of
the procedure. According to the literature, extracorporeal
elimination (namely LDL-apheresis) should be selective
and it should not significantly influence other important
plasma factors [26]. Nevertheless, the results of the re-
search done by our group and the experience with 1500
procedures shown, that a number of other markers were
influenced. For example, after LDL-procedure the total
protein was decreased about 25.1% (SD 5.55 %) at our
patients. Apparently, the level of drugs, which are
bounded to proteins must be influenced as well even if
possible dilution is subtracted (during the procedure pa-
tient get about 500 ml F1/1 and it is stated, that the meas-
urement after the procedure could be influenced by about
10 %). Besides LDL-cholesterol the decrease of some
other lipoproteins (about 2/3!) was found [10]. It is neces-
sary to verify the real situation, since it could be practi-
cally significant.

Determination of statins in biological malterials is
typically performed by means of chromatographic tech-
niques, which enable separation of analytes from the com-
ponents of matrix, their subsequent identification and
individual quantitation. High performance liquid chroma-
tography (HPLC) with various types of detection (UV —
ultra violet, FD — fluorescence detection and MS — mass
spectrometric detection) or gas chromatography (GC) was
employed.

The principal of chromatographic methods is separa-
tion of analytes in the mixture between (wo phases — sta-
tionary and mobile phase. The analytes dissolved in the
solvent are forced through the stationary phase by the flow
of mobile phase, in case of HPLC under high pressure,
because stationary phase give a very high resistance, in
case of GC temperature plays an important role. Mobile
phase could be a liquid — liquid chromatography (LC,
HPLC) or it can be a gas (GC). The separation occurs on a
basis of interaction of analytes with stationary and mobile
phase. If the analyte has strong affinity to the stationary
phase, it is retained longer in chromatographic system, if it
has low or no affinity to stationary phase it is eluted faster
by mobile phase. The interactions could be based on ad-
sorption interactions, ion-exchange interactions, affinity
interactions, partition mechanism or chiral interactions.

Various chemically-physical properties are used to
perform detection in chromatographic systems. Thus, the

value of refractive index, UV-VIS absorbance, fluores-
cence, conductivity or other electrochemical properties
could be measured and expressed quantitatively as a linear
response of the concentration of analyzed compounds.
Recently, mass spectrometry (MS) is becoming one of the
most widely employed deteclors in spite of its relatively
high purchasing and operational costs as well as the need
for highly experienced operators. These disadvantages are
compensated by very high sensitivity and selectivity espe-
cially using tandem MS techniques. Mass spectrometry
utilizes the ratio m/z (m = mass, molecular weight, z =
charge) for the detection. Except of the identification due
o retention times (tg) in liquid chromatography the de-
tailed information about the structure of molecule could
be acquired as a mass spectra, which is characteristic for
cach molecule and possibly for its fragments as well. The
selectivity of the system for certain m/z is convenient in
quantitative approach, where SIM (single ion monitoring)
or SRM (selective reaction monitoring) modes could be
employed.

The bio-analytical method for the determination of
drugs in biological materials requires simplicity, high
sensitivity, selectivity, small sample volume requirements
and rapid turnaround time.

Patients and method
& Patients

There are 12 patients with FH in the long-term treat-
ment. Three patients are homozygous. Regular elimination
procedure was performed in the patients: in homozygous
FH every 10-14 days, in other hypercholesterolemic pa-
tients every 3 weeks. The mean and standard deviation of
ages of all patients were 44.8 +16.3 years (range 19 — 61),
median 51 years. The clinical phenotype of our FH pa-
tients was characterized by increased plasma levels of
total cholesterol and low density lipoprotein cholesterol,
tendinous xanthomata, and premature symptoms of coro-
nary heart disease. The MedPed criteria [28] using cut-
points for total cholesterol and LDL cholesterol levels
above the 95th percentile specific to Czech population
[23] and an individual’s age and family history were ap-
plied. Furthermore, DNA-based evidence of a mutation in
the low density lipoprotein receptor (LDLR) gene was the
criteria for homozygous FH. None of the patients had a
mutation in the APOB gene.

Eight patients suffered from Fredrickson fenotype Ila
hypercholesterolemia; they were either genetically proven
homozygotes for an LDLR gene defect (three patients) or
heterozygotes for FH. Among three patients with abnor-
mally high cholesterol and elevaled triglycerides, two
were of Fredrickson 1Ib fenotype. One patient, who was
simultaneously treated for diabetes mellitus type 2, had
Fredrickson IIb-IV fenotype at the time of examination.
Five patients had increased Lp(a) (> 0.30 mmo/L), with
mean and standard deviation 1.20 + 0.84 mmol/L, range
0.40-2.42 mmol/L, median 1.1 mmol/L. Mean BMI was
26.6 + 4.56, range 18.3 — 32.0, median 26.3. Two patients
suffered from hypertension that was compensated afier
pharmacotherapy (blood pressure < 140/90 mmHg). All
patients had confirmed atherosclerotic lesions as deter-
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mined by the ultrasonographically measured carotid artery
intima-media thickness andf/or by coronarography. Dis-
eases and conditions that are known o increase concentra-
tions of inflammatory markers, such as acute infections
and chronic inflammatory and autoimmune diseases, as
well as malignancies, were excluded. All patients were
treated with high-dose statins (simvastatin 40 mg or ator-
vastatin 40-80 mg daily), one patient in combination with
fenofibrate (200 mg daily), two patients in combination
with biliary acids-binding resins (6 g daily).

& Therapeutic procedures

LDL-apheresis: Eight patients (4 male and 4 female
patients) received immunoadsorption using adsorbers with
sheep antibodies against apolipoprotein B (Lipopak®,
Pocard, Russia).

Hemorheopheresis: Four patients are treated by a fil-
tration method - hemorheopheresis with Evaflux 4A filters
(Kuraray, Japan). Technical details of the procedures were
described earlier [5,6]. Written informed consent with the
procedure was obtained from all patients. The study pro-
tocol was approved by the Institutional Ethics Commitiee
and the reporled investigations were in accordance with
the principles of the current version of the Helsinki Decla-
ration.

& Analytical Method

e The aim of the analytical method development was to
establish fast, sensitive (up to 107 mol/l), selective
and low cost method for the determination of two
statins in biological materials — simvastatin and ator-
vastatin, which belong among the most important in
the treatment of hypercholesterolemia. The method
should be as well universal, in order to be able to de-
termine both statins using the same or similar condi-
tions, which would be very convenient for the pur-
pase of our study. Therefore, at first conventional
routine and cheap techniques including GC and
HPLC with UV and FD detection respectively were
tried to determine low levels of statins. As a first at-
tempt, HPLC-UV method was tested for the determi-
nation of statins.

e Subsequently, HPLC method with fluorescence detec-
tion was applied. Statin molecule does not conlain
any fluorescent group naturally, thus derivatization
prior to analysis was necessary. Various derivatiza-
tion agents were employed: 4-bromomethyl-6,7-
dimethoxycoumarin, 1-bromoacetylpyren and 9-
antryldiazomethan. Derivatization step is however
another complicated step, which prolongs the time of
analysis, complicates sample treatment and worsens
method repeatability as was confirmed by our ex-
periments.

¢  GC method for the determination of statins: such a
method requires also derivatization prior lo analysis,
because statin molecules are not volatile enough in
order to be analyzed by GC. In principal according to
the structure of analyles, following derivatization ap-
proaches could be used: silylation, acylation and alky-

lation, thus the appropriate procedure must be chosen
and optimized at first. Subsequently, the temperature,
the amount of derivatization agent and the tume
needed for the derivatization had to be optimized.

e UPLC-MS/MS (ultra performance liquid chromatog-
raphy tandem mass spectrometry): Finally, the
method for the delermination of slatins utilizes
UPLC-MS/MS technique, in spite of its relatively
higher cost. UPLC is a new trend on a field of liquid
chromatographic techniques. Ultra high pressure sys-
tem enables use of the advantages of small particles
according to the Van Deemter theory and thus higher
resolution, sensitivity and speed of analysis are ob-
tained. Hyphenation of UPLC with MS of triple quad-
rupole type contributes to the high sensitivity and
brings also high selectivity to the systems.

Results

1. HPLC-UV method

Unfortunately, application of HPLC-UV method
gave the sensitivity 10 000 — 100 000 times lower than
expected plasma levels, because statin molecules give
very poor absorption in UV. Such a method, being fast
and simple could be convenient for the determination
of high levels, eg. in pharmaceutical formulations.

2. HPLC with fluorescence detection

Better results than with the HPLC-UV method were
obtained using HPLC with fluorescence detection. The
best results were obtained using 4-bromomethyl-6,7-
dimethoxycoumarin derivatization agent, unfortunately,
only atorvastatin gave the reaction product, because the
reaction was allowed only if the molecule was in the form
of acid. Simvastatin, as lactone form, did not produce any
reaction product. Column-switching technique had (o be
used so as to wash out the rest of derivatization agents.

However, the sample preparation was very time con-
suming and  irreproducible, the consumption
of derivatization agent was very high and the method
sensitivity was still 10 times lower than it was required,
another analytical approaches had to be tested.

3. GC approach

The results of GC approach were not very satisfac-
tory there were several problems to consider. Diverse
derivatization agents were chosen as optimal for each
statin — atorvastalin was optimally derivatized using
MTBSTFA  (dimethyl-terc-butylsilyltrifluoracetamide),
while simvastatin provided the best results with the com-
bination of BSTFA+TMCS (N, O-bis-trimethylsilyltri-
fluoroacetamide + trimethylchlorsilane). In both cases
thus the reaction mechanism was silylation. The problems
were as follows: First, the reaction was not selective
enough, thus in the case of both statins two peaks were
observed in the chromatogram, which indicated the prob-
ability of the presence of more reactive siles in statin
molecule. Such phenomenon could complicate the quanti-
tation of compounds. Second, the analysis time (about 25
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minutes) and the time needed for the derivatization (60
minutes for simvastalin and 30 minutes for atorvastatin
respectively) are practically unacceptable. Third, the sen-
sitivity of the detection using FID (flame ionization detec-
tor) was still 100 times lower than it was necessary for the
sensitive determination of statins in biological materials.

4. UPLC-MS/MS

UPLC-MS/MS was the only method, which gave suf-
ficient sensitivity and reproducibility together with high
selectivily within the reasonable time period with no need
of any complicated derivatization. Using highly selective
modes — STM (single ion monitoring) and SRM (selective

reaction monitoring) is very convenient for quantitation
of substances in complicated matrices.

Only specific molecule ion - [M+H]" in case of both
statins was monitored in SIM — (Table 1) mode using ESI
(electrospray ionization) in positive, thus for atorvastatin
(MW = 558.25) the mass 559.2 = [M+H]" and for simvas-
tatin (MW = 418.2) the mass 419.2 = [M+H]", Only spe-
cific transition in SRM mode that means [M+H]' —
fragment of molecular ion was monitored for both statins,
in case of simvastatin 419.2 — 199.2 and 559.2 — 440.2
for atorvastatin (Table 2, Fig. 1). Internal standard lovas-
tatin was used to get reliable results as well when sample
preparation step will be introduced.

Legend: Retention times [min] are as
follows: atorvastatin (1.42), lovastatin
(2.78) and simvastatin (3.52).
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Figure 1 SRM chromatogram of separation of atorvastatin, lovastatin and simvastatin in ESI

So far, the repeatability of results in standard experiments was excellent. The results for RSD values obtained in SIM
mode were 12.97 % for atorvastatin and 0.98 % for simvastatin (Table 1.).

Table 1 Results in SIM

Atorvastatin Lovastatin Simvastatin
[M+H]" 559.2 405.2 419.2
tr 1.42 2.78 352
cone V 35 30 30
dwell tim.e. g 0:20 g.20 Legend: [M+H]" = molecular ion in
repeatability - t, 0.39 % 0.16 % 0.11 % positive ESI mode; t, = retention (imme,
repeatability A 12.97 % 3.79 % 0.98 % A = peak area
Sensitivity 10 mol/l 10° mol/l 10 mol/]
Table 2 Results in SRM
Atorvastatin Lovastatin Simvastatin
SRM transition 559.2 > 440.2 405.2 > 199.2 419.2>199.2
t, 1.42 2.78 352
cone V 35 20 20
dwell time 0.20 0.20 0.20 Legend: t, = retention time. A = peak
repeatability - t, 0.00 % 0.00 % 0.00 % area
repeatability A 6.82 % 1.14 % 1.40 %
Sensitivity 107" molfl 107 mol/l 107 mol/l

Ateroskleréza 2007; XTI (3-4)

103

141



Novdkova L. et al. Pharmacodynamic of statins ...

The lowest levels reached by this method were up to10? mol/l. In SIR mode the repeatability for atorvastatin was
6.82 % and 1.40 % for simvastatin, the lowest levels reached were even 10" mol/l (Table 2). Thus, SIR mode was finally
chosen for the quantitation because of better sensitivity, repeatability and as well selectivity (the transition is more specific
than the mass). Calibration curves were linear in the range from 107 - 107'° mol/l, which means very wide dynamic linear

range of the method (Fig. 2).

[ atorvastatin Linearity test o

5| + lovastatin AR TR
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Figure 2 Calibration curves of simvastatin, atorvastatin and IS lovastatin

5. Clinical results

Concerning clinical results, which are not the main
goal of the communication — the therapy is successful.
The treatment of patients with severe form FH was started
11 years ago. The results of the measurements after 5
years (300 procedures using specific immunoadsorption
LDL-apheresis) showed the average decrease of LDL-
cholesterol after the procedure about 82.7 %, total choles-
terol about 67.0 %. triacylglycides about 51.7 %, Apo B
about 73.2 % and Lp(a) about 67.6 %. This lead to the
stoppage of progression of atheromatose at 7 from 9 long-
term treated homozygous patients. ® Adverse effects of
the therapy were not common (5.3 %) and they were not
significant. @

Discussion

In spite of relatively high number of methods already
published for the determination of both statins — simvas-
tatin [3,17,19,22,27,29 -31, 33, 34] and atorvastatin
[2,9,11,13, 16,20,21] 1t 1s difficult to choose the one,
which would be convenient for our purposes. A lot of
methods suffer from insufficient sensitivily for desired
bio-analytical application [2,9,11,16,17, 20 -22,27,30] ,
which are almost all methods for atorvastatin. None of the
stated methods determines atorvastatin and simvastatin
together in biological matrices except of [19], which is an
application for determination of statins in aqueous sam-
ples. Two methods, which have sufficient sensitivity for
the determination use sodium adduct [M+Na]" for quanti-
tation [3,31] which is not recommended in correct MS
approaches. Some methods, even if they have unique
sensitivity [29,33,34] are also unavailable for our labora-

tory, because they employ deuterium labeled internal
standards, which are not commercially available and their
synthesis would be un-respectably expensive. None of
already published methods tried to employ UPLC, as it 1s
relatively new trend on a field of separation techniques. Its
application is promising, especially from the sensitivity
point of view.

Additional investigation on a field of pharmacokinet-
ies of statins, which involves precise determination of
statin levels before and afler extracorporeal procedure is
necessary. Clinically useful method should be available,
reproducible, relatively cheap, fast and very precise. The
proposed UPLC-MS/MS method corresponds to the re-
quirements. After the verification on clinical samples it
would be applicable in order to control statin levels during
conventional standard therapy as well as in the case of
stain level alterations during extracorporeal elimination.
The intention is also to verify whether the sorbents or
filters adsorb statin molecules, eventually in what quan-
tity. According to the results 1t will be possible to suggest
the changes in therapeutic protocol concerning either the
doses or timing. Above stated refinement of exigent ther-
apy should bring its greater rationality, its higher effec-
tiveness and probably the economical impacts as well.
Using a precise timing savings are supposed.
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ARTICLE INFOD ABSTRACT

Arlicie by Simmastatin and atorvastatin belong to the group of hypolipidemic dnegs, more sxactly to the sscond
Recepeed 25 lanuary 2009 generation of inhibitors of microsomal 3-byd A [HMG-CoA) reductass.
Accepted 75 May 2009

They indwce a significant redudtion in bota] cholesterod, low-density lipoprotein dholesterod and plasma
trighyoerides, thensfore they are widely used in the treatment of bypercholesterolemia even of its sevens
form-familiar hypercholeste=rolemia. Sirvastatin and atorvastatin as the most widely used statins in

Availabie online 17 june 309

‘mi clinical treatment and their bydroxy-acidf lactone forms were determined by means of UPLC in con-
Simrdain nection with triple quadnapele mass spectrometer. Deuterium kabeled reference standard compounds
Hemodialyss were used as imbernal standards for the quamtitation. Sepamation was performed oo Acguity BEH CIB
LIPLE {100mm = L1 mm, 1.7 pm) wsing gradi=nt &lution by mobile phaze containing acetondtrile and ammo-
Tandem mass spacimometTy miurmn acetate pH 410, which is convenient in order to prevent interconversion of analytes. E5 in positive
EBio-anatytical method mode was used for the lonication of all compounds. Two 58M (selected reaction monitoring] transitions
were carefulby optimized for =ach analyte in order to get high s=nsitivity and selectivity. SPE on Discoverny
[5C-18 was used as a sample preparation step. Inte-day precision was generally within 10X RS0, while
imter-day precizion within 155 BS0. Method acruracy expressed as from 75 to 100K, The
method was validated with the sensitivity reachimg L0 0.08-5 46 nmolfl and LOD 001- LD nmolll in
biological samples. Atorvastatin, simmastatin, its metabolites and hydroxy-acidllactons forms were mon-
itored in human serum and in fipoprotein fractions (LDL, HOL and YLDL) at patients with end stage renal

diseases.
© 2009 Esevier BV, All rights reserved.
1. Introduction typacally 10-80mg/day Maximum plasma concentration [y, | has

Statins are drugs widelyused for the treatment of severe forms of
hypercholesternlemia, such as familiar hypercholesterolemia. They
have potent cholesterol-kowering effect and they could significantly
reduce morbsdity and mortality associated with coronary heart dis-
ease asitwas proven by many clinical trials [ 1-4] They possess high
effectiveness in reducing total cholesterol and low-density lipopro-
tein (LOL) cholesterod levels in human body, HMG-CoA reductase
is the key emeyme that catalyzes the conversion of HMG-Coa o
mevalonate, which is an early rate-limiting step in the cholesterol
biosynthetic pathway. Statins are effective HMG-CoaA inhibitors,
howewver some of statins exhibit 2 number of adverse effects, such
a5 myopathy or rhabdomyolysis [1]. Therapeutic range of statins is

® Corresponding Juthor. Tel: +470 S9506T345; [ +420 4950671
E-mail aeidress: nol@emall.oe | L Novilova)

15000325 - see front matier & 2000 Heevier BAL Al rights reserved.
dol: TILR0RE]], jchromin 200005 053

been reported to ke 27-66 ng/mi for atorvastatin and 10- 34 ngfml
fior sirmvastatin [5.6]. High doses could be wsed with caution in the
elderly, in patients with renal or hepatic insufficiency, hypothy-
roidism or diabetes. Therapeutic drag monitoring is not routinely
done in patients treated by statins. They are only advised to report
to their doctors if muscle aches, pains or weakness develop. There-
fiore it weould be highly convenient and helpful to monitor the levels
of statins in biological materials in order to establish and control
appropriate dosage scheme, which would minimize adverse effects
and keep the cholesterol bowering effect. Moreover, the method
is wseful when some extracorporeal elimination procedure (e
hemodiakbysis) is used in order to determine if boses of statins do
not accur during the procedure.

Fatients with chronic renal diszase often suffer from a secondary
fiorm of complex dyslipidaemia [7] The most important abnor-
malities in the lipid profile are an increase in trighyceride levels,
the presence of small, dense LDL particles and low high-density
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lipoprotein{ HOL) cholesterol levels. The increase in trighyoeride lev-
els is due to elevated bevels of very-low-density lipoprotein (VLDL)
remnanis and intermediate-density lipoprotein (IDLL Each of these
parameters has been associated with increased risk of cardiovasoe-
lar disease [7]

Atorvastatin and simvastatin are two drogs worldwide the most
commanly ocourred in commercially available pharmaceutscal for-
mulations wsed in the clinical treatment of hypercholesteralemia.
Structures could be seen in Fig. 1. Because of the complex and
difficult-to-treat dyslipidaemia in dialysis patients, higher doses
of statin might be of value in the treatment of hypercholestero-
laemic patients on hemodialysis. Hemodialysis is not expected o
enhance significantly the clearance of statin, since the drug is exten-
sively bound to plasma proteins (atorvastatin B0-90%, simvastatin
94-0EX). However, it is known that renal dysfunction may ham-
per the hepatic metabolism of drugs [8.9], which could lead to
accumulation of statin andfor its long-lived metabolites, in tum
increasing the risk of dinically important adverse events such as
rhabdomyolysis. Moreower, a5 both atorvastatin and simvastatin
are lipophilic agents, it can be assumed that not only the changes
in liver lipoprotein metabaolism, but also the distribution of statin
in already abnormally modified lipoprotein fractions can be clin-
ically important. This warrants the performance of supplemental
studies on the plasma statin kevels and its distribution in Hpopro-
tein fractions, and this is the reason winy the study of the presence
of atorvastatin in different lipoprotein fractions would be of high
significance.

Statin molecules exist in two forms, lactone and open-ring
hyydroy acid form [10.01] In wiva, the hydroey acid forms ane the
active drugs to lower plasma cholesternl while the lactone forms
are inactive {prodmug). Lactone form of statin can be absorbed from
the gastrointestinal tract and transformed to the active drugs in
liver and non-hepatic tissues [11] Simvastatin is a prodrug, which
is administered as an inactive lactone form. The lactone s absorbed

from gastrointestinal tract and hydrolyzed to the active f-hydroxy
acid form in the liver | 12.13].

Atorvastatin s administered in the open-ring hydroxy acid
form—the active form. It is absorbed from the gastrointestinal
tract and it undergoes extensive first-pass metabolism in the liver.
Liver metabolism produces two active hydroxy metabolites being
ortho-hydroxyatonastatin and para-hydregratorvastatin and three
inactive corresponding lactome forms. More than 90% is bound to
plasma proteins. About 70% of the total plasma HMG-CoA activity is
attributed to active metabolites of atorvastatin, even if their concen-
trations are very bow [ 12-14). As it figures out from the information
above, the bevels of statins in binlogical flusds are very low, prob-
ably because only about 5% of dosed statin reaches the E
circulation. Typical plasma concentrations are in ng'ml levels. The
active metabolites of atorvastatin are present at plasma concentra-
tion corresponding to pg'mi levels | 13], typical concentration range
being between 0.1 and 20 g mi.

Statins are a typical example of drugs, where the interconversion
between Lactone and open-ring hydroxy acid occurs [10,11] When
the development of a method for the quantitation of o analytes
that can undergo interconversion is performed—the first step is to
select the conditions that will eliminate or minimize the intercon-
version. The secomd step is to judiciowshy select the composition of
thie QC samiplies and the compaosition of caliheation standards, whach
should cover the spectrum of the composition of real samples. For
thi samples of hydraxy acid chemscal structure and the comespoanid-
ing lactone forms it is important to maintain pH between 4 and 5
in onder i minimize interconversion. Increasing the pH above &
facilitates the conversion of the lactone to the acid (in the jonized
fiorm), contrariwise, lowering pH facilitates the conversion of the
acid ko lactome form or the lactone to the acid (in the non-ionized
form . The most of assays wtilizes pH around 4.5 [ 10- 15].

As it figures out from the different structures of simvastatin
and atorvastatin, analytical methods for their quantitative deter-
mination were developed individually. Because of the structure
properties, there are not many analytical methods which deter-
mine these two compounds together in one analytical nan or even
in combsnation with other statin molecules. This is also probably
due to the fact, that statins are not wsed with other statines simul-
tanecwsly during the treatment of hyperlipidemic patients. The
methods for the determination of simvastatin and atorvastatin were
recently reviewed by owr group [ 15| In clinscal applcations HPLC-
M5/MS was unequivocally the method of chosce in analysis of both
simmvastatin [16-21] and atorvastatin together with its metabolites
|22-25] using typically E51 {electrospray ionization) in positive ion
made.

The aim of this work was to develop fast, reliable, sensitive and
selective analytical method for the determination of simvastatin
and atorvastatin together with metabolites and lactone/ hydnoxy-
acid intercomversion forms using UPLC-MS/ME method. In spite of
the fact, that statins are not use simultanecusly during the treat-
ment of hypercholesterolemia, such a procedure is nseful in daily
routine sampde handling, when many samples from patients taking
either atorvastatin or simvastatin are analyzed in one laboratory.
Thas the laboratory does not need to distinguish among samples
to be analyzed, to perform two different procedures for individual
statine, which increases the sample throughput of the laboratony.

2. Experimental
21 Chemicals and reagents

wWorking standards of simvastatin were obtained from Sigma-
Aldrich {Prague, Czech Republic). Working standards of simvastatin

acid, atorvastatin lactone and atorvastatin, p-hydroxatonastatin,
o-hydroxyatorvastating simastatin deuterium labeled (D&-methyl
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Tabde 1
Oplimization of specific fransitions for 38 analyies.
‘Compoaand FPrecarsor Frecarsar [ype Fragment DCrwesd] tirme Cone woltage Collision energy g

1 p-Hydrmyatorvasiatin 5750 [MHH] 4401 1 1:3 an 00 .49
4662 n 1500

1 ‘o-Hydromyat oreastatin 5750 ] A4 OS5 n o 180
4662 o 150

2 Aorvastatin 5500 M} 44 OS5 o Mo 1/
466.1 n 150

3 Alcrvastatin-deuterivm labeled 5640 [MEH] 4451 Los £ o .80
4nao i 1500

4 Aorvastatin lacione 541.0 [MHH] 480 113 n 150 i
Lk n 200

5 Smwastabin acd aro M| 30300 D5 15 LD 3.48
853 15 150

B ‘Srmvastabin 4190 ] 192 1 i HL 4.30
853 o HL

¥ Smvastalin-demterium kel 4451 [MH] 1902 1163 o il 4.40
8|53 n o

groups ) and atorvastatin deuterium labeled (D5-phemyl ring) were
purchased from Toronto Research Chemicals (Ontario, Canadal.

The acetic acid, reagent grade, the ammonium, reagent grade,
the formic acid, reagent grade and the acetonitrile, LC-M5 grade,
weere purchased from Sigma-Aldrich. HPLC grade water was pre-
pared by Milli-Q) reverse osmasis Millipore {Bedford, MA, USA] and
it meets European Pharmacoposia requirements.

22 Chromatography

UPLC System Acquity (Waters, Prague, Czech Republic) was
used for the purposes of this study. It consists of ACQ-binary sal-
vent manager, ACD-sample manager amd ACQ-tunable LN detector.
All UPLC analyses were performed on BEH Cig analytical column
[ 100 mm = 2.1 mm, 1.7 pm, Waters, Prague, Czech Republic) based
on Bridged Ethyl Hybeid {BEH) particles. Mobile phase was com-
posad of acetonitrile and 0.5 mM ammonium acetate buffer pH
4.0 using gradient elution, initial mobile phase composition being
acetonitrile, ammonium acetate uffer { 30c70) Thereafter the con-
centration waschanged within 1.5 min to 30% of ammoniem acetate
buffer and subsequently to 5% of the buffer within 5.25 min. Flow
rate was 0.25 mimin. The analytical column was kept at 35C by
column oven. The solutsons were stored in the sutosampler at 4+C
The full baop injection mode was set wp o inject 5l using 5pd
injection loop. Acetonitrile was wsed as a strong wash and 20%
acetomitrile in water was wsed as 3 weak wash solvent.

23 Mass spactomety

The M%'MS triple quadrupole system was wsed for the pur-
pases af this study. Quattro Micro | Miromass, Manchester, GBI was
equipped with a Multi-Mode lonization Source (ESO ) which com-
bines high-speed switching between electrospray sonization {ES1)
and Atmospheric Pressure Chemical lonization (APO) within one
0 SOUCE.

ton source set-up was carefully taned as folbows: capillary wolt-
age: 3500V, son source emperature: 130°C, extractor: 3.0, EF
lens; LOV. The desohation gas was nitrogen at flow S000h and
at the temperature 375“C. Cone voltage was set up individually
for each analyte (Table 1) Mitrogen was used also as a cone gas
(1200'h} to prevent the contamination of sample cone. Quantita-
tion of all analytes was performed in ES1 positive ion mode using

SRM (selected reaction manitoring] experiment. Two specific iran-
sitions were optimized for each molecule o increase selectivity of
the method. Argon was wsed as collision gas and collsion energy
was optimized for each analyte individually (Table 1)

Thiz Masslynx 4.1 Data System was wsed for data MS contral
and data gathering. Quanlynx software was wsed for data process-
ing and guantitation-regression analysis of standard curves and
calculation of concentrations.

24. Preparation of stondard solutions

The stock solutions of standards were prepared by dissolving of
the amount corresponding to LOmmol/] concentration of appro-
priate working standard into 1.0ml of solution media according to
the solubility properties, because the moleoules differ significantly
in solubility. The stock solutions of simvastatin, simnastatin 6 and
atorvastatin lactone were prepared in pure acetonitrile. The stock
solutions of atorvastating atonvastatin D5, atorvastatin bydoooy-
metabolites and simwvastatin acid were prepared in mobile phase
used at indtial step of gradient elution—acetonitrile, ammaoniem
acetate buffer 0.5 mM. pH 4.0 (30:70)

stock solutions were further diluted by mobile phase (from sta-
hility reason to keep pH of solution between 4.0 and 5.0 t0 prevent
intercomversion) to achieve a concentration 10 nmolf] for 55T (Sys-
tem suitability test] measurements, and to get individual points of
calibration curve in the range 0.1-100 nmalf], using seven calibra-
tion points (100, 50, 10, 5.0, L0, 0.5 and 0.1 nmal 1)

25, Sample preparation

serum and lipoprotein fraction samples were prepared wsing
SPE (solid phase extraction) procedure. These following sorbents
‘were tested: ZORBAX 5PE C-18 (100 mg, 1| ml} (Agilent Technolo-
gies), Dasis HLE {hydrophilic-lipophilic balance) SPE (B0mg, 3 ml)
(waters), and Discovery DSC-1E (100mg, 1mi) (Supeloo). SPE
columns Discovery DEC-18 were chosen as optimal for final vali-
dation of the methaod.

L5 (100 !} was added to 900 of the serum samples contain-
ing the analytes. This sample was diluted with 1 ml of ammaniem
acetate buffer and mixed. The mixture was loaded on Discovery
DEC-18 sorbent previously activated with 1 ml of acetonitrile and
conditioned with 1 ml of 0.1 M ammoniem acetate buffer pH 4.5,
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The 5PE cantridge with loaded sample was washed with 1 mi of mix-
ture acetomitrile:0.01 M ammonium acetate buffer pH 4.5 (15285,
viv), and subsequently the analytes were eluted with 1 ml of ace-
tonitrile;0.1 M ammonium acetate buffer pH 4.5 (9555, Wv). The
eluate was fltered wia 0.20 wm FTFE filter and sample was injected
onto HPLC system,

26 System suitabifity test and validoton

An important part of method validatson is the 55T, details of
which are usually given in Pharmacopoeias [26.27]. The 55T was
performed under optimizred chromatographic conditsons. In mass
spectrometric methods only repeatability of retention times and
peak area is

Calibration curves of all analytes in the concentration range
01-100nmolfl were measured. Method precision and accuracy
were established. For the precision, spiked blank serum at three
different concentration levels were measured in three replicates to
calculate K50, which describes the closeness of agreement between
seties of measurements. Accuracy was determined as a method
recovery using spiked blank serum, again at three different levels
in three replicates to establish the closeness of agreement betwesn
the true and measured value a5 it cormespands to ICH (International
Conference on Harmoniz ation] requiremaents [28]. QC samples were
prepared at the same concentrations as were the concentration lev-
els prepared for precision and accuracy experiments. Lyophilized
standard serum samples were used for the purposes of method
validation

Selectivity and matrix effects were also verified. For the deter
mination of selectivity the injection of Blank serum treated by the
same sample preparation step was used. Matrix effects were estab-
lished using direct inlet by Hamilton syringe, where standard mix
solution was introduced o the mass specirometer by direct infusion
and the blank serum was injected by the autosampler to observe
matrix suppressaons of enhancements as pasitive or negative peaks
influencing data plot of analytes.

Limit of detection and gquantitation was established based
on signal-to-noise (5/M) ratio approach. Limit of detection was
expressed as 5/H= 3, imit of quantitation was expressed as 5/M= 10

=R LT ARTT S o ] STl

Z7. Patlents

Flasma levels of statins have been already analyzed in healthy
individuals [5]. However the presence of disease or concomitant
therapy are important variables modifying the plasma statin levels
|6.25). Because the aim of this work was o shedy potential benefit
from lipid-lowering treatment by statins in a group of high-risk
patients on chronsc hemodialysis, and because data on statin levels
in hemodialysis patients are incomplete, following patients were
randomly selected.

Ten end stage renal disease (ESRD) patients (B females. 2 males,
median age 68 years (range 55-E3 years]) on chronic hemodialysis
{meedian duration 30 months, range 4-63 months) were randomly
selected. All the patients were recruited at the hemodialysis center
in Hradec Kriloveé, Crech Republic. Hemodialysis was performed for
three times a week, using bicarbonate buffer and polysulione dialy-
sis membranes. Dialysis adequacy was estimated by K4V according
to Daugirdas formula [30]. All patients were on a stable antscoagu-
lation regimen wsing heparin, Mone of the patients showed dlinical
evidence of any amute disease, had malignancies, took corticos-
teroids, or immunosuppressive therapy at the beginning of the
stdy. all of the patients were informed and Local Ethics Committes
of gur kospital approved the study.

The following concomitant drugs were not permitted during
this study: (i) other hipid-lowering drogs or preparations (acipi-
meax, niacin fibrates, bile sequestrants, other statins, soluble fbre
preparations like psyllium and Metamucil ); (i) other drugs known
to modulate lipsd parameters (corticosteroids, isotretinoin); (i)
antioxidant vitamins: (iv) immunosuppressive drugs: (v drogs
knowm o be assocated with myopathy in combination with
HMG-CoA reductase inhibitors, doe o competition for metabolic
pathways [cyclosporin, macrolide antibéotics, azole antifungals)
Permitted medications, e.g antibypertensive drugs and phosphate-
binding druegs. were to be kept constant throughout the stdy,
both in dosage and time of intake. The occasional use of antacids
was permitted Any concurrent medications were 0 be taken
at least 30min after the study medication. Fatients were asked
not 0 change their eating habits during the course of the
shsdy.
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Fig. 2 Optimization of mobile phase additives—the influsnce of ammonium fonmate and ammonium aretate at various pH and ooncentrations.
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271 Protocol of drug edministration and bieod sempling

Farticipants were treated by 40 mg of atorvastatin or 20mg of
simvastatin daily. Drug intake had to be performed at 9.00 p.m. and
started at least 4 weeks prior the study,

28 Biochemical analyses

For the evaluation of statin levels and its metabolites, two blood
samples were taken: one just before the start of the dialysis ses-
sion, the second just after dialysis. Elood samples were collected
at the beginning of the study. The blood was drawn from needle
inserted in vascular access for dialysis in fasting state before the
start of hemodialysis at 7.00 a.m. and the second blood sample was
drawn just after dialysis ie. after 4h of hemodialysis. After sep-
aration, serum aliguots were siored at —B0-C until anakysis. The
samples were assayed in random order. All samples were analyzed
by personnel who had no knowledge of the subjects” clinical data.

Serum lipoprotein fractions were prepared wsing MaCl density gra-
dient ultracentrifugation {Beckman TL 100, Falo Alto, USA). The
lipoprotein fractions were distinguished in the following density
ranges: VLDL+< LODG g ml; LDL< 1063 &' ml; HOL> 1063 &'ml

3. Resulis and discussion

31 Uitra performance Bquid chromstograpdy and mass
spectrometry

UIPLC was wsed as separation method for the analysis of statins,
their intercomwersion products and metabolites. In early experi-
ments isocratic elution was applied. Minimally 70% of acetonitrile
‘Were necessary to elute statins in reasonable retention times. The
separation was developed with the regard to the stability of analytes
and mass spectromeiric detection, which is quite limited in terms
of solvents that could be wsed. Only few additives could enable
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Tahle 2

The reslts of 55T, Bnearity and sensibiviby test

coampound 1] Repegtabdly [ [T B50 Eepeatability & |X BSD| LU'EIII.TI!JI L0 | mrmcllT] LOD fnmoiil]
p-Hydmpatonvasiakin 40 o B [ o) asr LR}
o-Hydrmyaicovastatin ZH0 s 140 0.80996 on on
Alnresiatin LED on 163 0995 15 oS
Alnrsskin-geuteriam labeled LED o 106 09996 s noa
Atreesiabin Licdone &N oz L4 1] =l 7] o
Simvasiatin acid 148 015 4567 00986 438 146
Simvastatin 430 (1 ] B iR BIE nm
Simvastatin-deuterium Libsled 480 0.6 Ln O00as ko] oS

good stability at pH range 4-5 and volatility together with sen-
sitive mass spectrometric response. In Ry 2 there is an example
of optimization given for atorvastatin, where the buffer pH and
concentration in order to get the best /N ratio of M5 detector is
performed. Other compounds gave similar response profile. Ammo-
nium formate and ammonium acetate at pH 4.0 and 4.5 were tested
at the concentration range 0.01- 10mmolil The best response was
observed at 0.5 mmol/] buffers, which is in agreement with previ-
ously pubkished works concerning the influence of additives—the
concentrations higher than 5 mmod/1 can significant]y decrease the
response of mass spectrometer [31]. On the other hand, the concen-
tratsons lower than 0.5 mimal/ | were not sufficient to keep buffering
capacity and they had negative influence to the response of mass
spectrometer. AMmonium acetate was prefermmed before ammo-
nium formate because of better peak shapes. Finally, the mobile
phase composition was 70% of acetomitrile and 30% of ammonium
acetate buffer 0.5 mmol/l pH 400

In all cases protonated molecule [M+H]" was monitored in
electrospray positive ionization mode. For atorvastatin and its
metabolites it was the most intensive o0 in mass specira as
pubdished in many papers |22-25] before, however, concerning
simvastatin there were strong discussson abowt the choice of pre-
cursor ion [15] As proposed by Miao and Metcalfe [32], the
addition of methylammaonium acetate could enhance the forma-
tion of methylammaonium addwect and that way highly enhance the
sensitivity for quantitation wsing this adduct In our experiment
we did not observe any methylammonium adduct at all using this
additive, thus protonated molecule was chosen for quantitation
of simvastatin as well Monitoring of adducts, such as [M+Ma]* or
|M+CH;CM+Ma)* is not cormect in quantitative approach even if it
was previously published | 16-18].

Subsequently, all the parameters of mass spectrometer were
finely tuned in order to get good sensitivity of precursor ion
[M=H]* for all analytes—see Sedtion 23. Cone woltage was set
up individually for each analyte—the results could be seen in
Table 1.

Quantitation of all analytes was performed in ESI positive ion
made using SEM mode. Twao specific transitions were optimized for
each molecule to increase selectivity and identification value of the
method Product ions were chosen according to the fragmentation
pathways in Product ion scan mode—see Figs. 3-5. Argon was wsed
as oollision gas and collision enengy was optimized for each analyte
and for each of its two transitions individually in onder to get high
sensitivity—see Table 1.

32 SomipHe preparation

The samiple preparation procedurs was optimized using three
different SPE sorbents—ZORBAX SPE C-18 (100 mg, 1 ml) {Agilent
Technologies), Dasis HLB SPE (60mg. 3 ml) (Waters), and Discovery
D5C-18 {100 mg. 1 ml} (Supeloo). Good results of recovery suitable
for validation of the method were obtained with wsing Discov-
ery DSC-18 SPE sorbents. Dasis HLE sorbent showed very different
recovery values for atorvastatin (about 56%) and its metabolites
(4E-140% ], thus it could not be wsed for their simultaneows deter-
mination. Sufficient and repeatable recoveries wene obsenved for
ZORBAX SPE C-18 but they were withdrewn from commercial
market circulation. Semm sample preparation procedure was per-
formed according to the procedure described in Saction 2.5.

33 System suftability test and validation

The 55T was performed by 10 subsequent injections of mixed
solutions of standard mixture of statins at the concentration
10nmolL Parameters such as the repeatability of reference stan-
dard solution injection were established (retentions times and peak
areas were checked, the repeatability was expressed as RSD in £L
55T resulis could be seen in Table 2.

3.31. Linearity-calibration ronge
Calibration curves of all analytes were measured in the concen-
tration range 0L1-100nmad/l, using seven calibration points {100,

Tahle 3

The resolls of validation—aocuracy and precsion

Miethod validabion P-OH-AT o0-DH-AT AT ATL WA W
LT E40 B5.3 BEDN B2 TR 756

Aoruracy [E] recovery 2 =83 T4A E&E aLe a0.5 Jas
13 TEB BED BG4 TES HHLD BOE
L 15 12 .0 os =1 pE ]

Precision | K RS0 inira-day 12 38 i3 16 ZR 45 BE
13 B4 47 BT 1B 18 0l
i R L} ig 16 GE A5 ]

Frecision | RS0 nder-day 2. 55 n2 g ) 153 1]
13 82 43 1337 B na ]

Repeatabiity of catration cunve Shope [ RS0] &0 By 14.4 EA T 19

M= thod selectivity Mo inierference Nodmdesference . Noinkerfevence  Moinlerferene Mo inierference Noimisrferenoe

P-OH-AT = p- trydroyatorvastating 0-0H-AT=
ohserved, L L2, 13 =oonceniration bevel 1, 2,3 {107 o 30 moi}

atorasating AT-aiorvasiating ATL= sbonastatin bdone, 26 A= simvasiatin acd, 5% = simvastatin, 0K = no mairix =Tect
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Tahle4

Aforeastatin and metabalites— in senum and lipoprotein frections (YLDL LOL, HOL) before and after hemoialysts displayed for patients 1 and 2. VLU= very-iow-density

Epoprotein, L= kow-Sensity lipoprotein, HOL = high-demsity lipoprotein.

Almrea=takin and meabaliies in 22rum and bpopeotsin frctions (40 mg dosed])

compound |nmoyi] p-OH-AT T-OH-AT AT ATL o A

Patient e, 1

Eafore hemodiadysis s2rum 1E £38 I04E 1434 0 (]
VoL 0.4 135 743 518 o o
LK o 104 X 163 o o
HIL i1 443 044 036 [ ]

After Bemodiabysis senam 049 156 103 564 0 o
VLOL o 17 013 10 o o
L LoD 04 Lo 141 o o
HIL LOD 158 163 440 0 o

Fatient mc. 2

Befurs hemodiadysis seram 0.2 in 19 118 0 o
VLOL 0.0 14 058 058 0 (]
L o 074 019 04 0 o
HIL o U7 i 083 o ]

After Bemodiabycs saram 034 105 138 092 0 o
VLOL 0 08 i o 0 o
L o 016 055 o [ o
HDL o 1z 183 0ag 0 (i

50, 10, 5.0, 1.0, 0.5 and 0.1 nmeol1). Results concerndng linearity can
be seen in Table 2 Matrix calibration curves were prepared using
the same calibration points by spiking blank serum samples with
stamdard solutions and subsegquent treatment by SPE preparation
step. The linearity was found o be satisfactory for all compounds.
Such calibration curves were used for guantitation purposes.

332 Accuracy and precision

Accuracy and precision were established by spiking blank
serum samples at three levels of calibeation curee—at high
(10" mol/1), medium and low { 10-? mol/1) concentration using SPE
step described in Section 3.2, Method precision was determined as
intra-day and inter-day variability of three determinations at three
different levels expressed as X B5D, see Table 3. Intra-day precision
was generally within 10% RSD, while inter-day precision within 15%
RS0, QC samples were prepared at the same concentration levels.

Method accuracy was determined as % of recovery using blank
serum samples spiked with standard solutions treated by SPE
extraction and blank serum samples treated by SPE extraction and
subsequently spiked by the standard solution at three concentra-
tion levels—results could be seen in Table 3. Recovery typically
ranged from 75 to 100%.

3133 Method selectivity-matrix effects

For the determination of selectivity and measurement of matrix
effects the injection of blank serum freated by the same sam-
ple preparation step was wsed Mattix effects were established
wsing direct infet by Hamilton syringe, where standard mix solu-
tion was introduced to the mass spectrometer by direct infusion
and the blank serum was injected by the autosampler to observe
matrix suppressions of enhancements as pasitive or negative peaks
influencing data plot of analytes. First, strong matrix effect was
observed at retention time of atorvastatin and its metabolites. 1t
was eliminated by the change of chromatographic conditions. 1so-
cratic elution was changed to gradsent profile, starting from 30% of
acetomitribe, whene statins are not eluted yet to allow interfering
compounds from the matrix to be ehated. Thereafter the gradient
was mun up o 95% of acetonitrile to wash out all other possible inter-
fering compounids—details in Section 2.2. Matrix effects were tested
again using the same procedure. Neither negative nor positive peaks
were observed at retention times of all analytes.

334, Limits of detection and quanttoion

Limits of detection and quantitation were caloulated based on
5/M ratio. They were established first using standard solutions in
meabile phase by the injection of the smallest amounts which pro-
vide 5/M = 3. Subsequently this was confirmed by measurements in
real matrix, which gave similar valoes. The results are displayed
in Tabde 2. The method had excellent sensitivity to be able to per-
fiorm the determination of statins in biological samples reaching
L0 0u0E-5. 46 nemeol] and LOD 0001- 1280 nmal/ L

3.4 Application to rel samples

The samples of serum and Lpoprotein fractions—HDL, LOL and
WVLDL were measured wsing developed LIPLC-M5/MS method. A typ-
ical chromatogram coubd be seen in Fig. 64 and B, first transition,
which was wsed for quantitation purpose is displayed. In patients
using atorvastatin as a treatment both metabolites and also lactone
form of atorvastatin were determined in all samples (Fig. 6A). In
total, eight patients taking atorvastatin were included in cur study:
Atorvastatin bevels typically found ranged from 1.33 to 20,46 nmol/|
with £.63 being a mean value. At patients taking simmwastatin only
simvastatin and simvastatin acid was determined in serum and
lipoprotein fractions of patients (Fig. 681 Only two patients taking
simvastatin were inCluded inio the study The levels of simvas-
tatin were substantially lower, probably due to lower biological
half-time, they were in the range 0.54-1.74nmol/l.

The data from the first patient, who was treated by 40 mg of
atorvastatin daily. are shown in detail in Table 4. High levels of ator-
vastatin and its metabodites were found in serum and Epoprotein
fractions. The dose of 40 mg atorvastatin was administered at 900
p.mi The blood sampling was done the next morndng before the
start of hemodialysis at 7.00 2m. The data from the second patient,
who was treated by 40 mg of atorvastatin daily, are shown in Table 4
as well. Low levels of atorvastatin and its metabolites were found
in serum and lipoprotein fractions. The dose of 40 mg atorvastatin
was administered at 9.00 pm. The blood sampling was done the
next morning before the start of hemodialysis at 7.00 am.

A high inter-subject variability in pharmacokinetic parameters
seen in this study is noteworthy. A high variability in statin kinetic
parameters has also been observed in subjects without renal dis-
ease. Age, gender, food intake, and level of CYP3A4 expression and
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activity all influence the body's handling of atorvastatin [33] An
important characteristic of CYP3A4 is the large inter-individual
variability in activity (about 5-fold), which reflects genetic poly-

ism combined with modulation by environmental factors
[34]. Intake of known strong inhibitors or indwcers of CYP3A4 did
not ooour in this stady. However, in hemodialysis patients, who are
polymedicated and have complex metabolic disturbances, unchar-
acterized interactions with concomitant dregs and endogenous
substances may have coniributed to the large variation in atorvas-
tatin pharmacokinetsc parameters.

4. Conclusions

Fast, sensitive and selective method for the determination
of simwastatin, atorvastatin, its metabolites and intercomversion
products of both statins was developed. The method employed
UPLC-MS/MS technique as a tool enabling high separation effi-
ciency, speed of analysis and low solvent consumiption. MS/MS
detection utilized two SRM transitions for each compound to
ensure high selectivity and reliability of the method. Deuterium
labeled internal standards were used for the purposes of accurate
and precise quantitation. Sample pretreatment of serum sam-
ples and lipoprotein fractions incheded stabilization by ammonium
acetate buffer pH 4.0 during SPE sample preparation step. This
was necessary to prevent the intercomversion of analytes. There-
fore ammonium acetate was also an inherent part of mobile phase
during chromatographic separation. [ts concentration was crucial
in terms of the support of the ionization of statin molecules. While
the concentration higher than 1 mmiol decreased ssgnificantly son-
ization of statinmolecules, the conceniration bower than 0.5 mmol /i
was not sufficient to ensure sufficient ionization, buffering capac-
ity and the stability of analytes and therefore the response of mass
spectrometer decreased

The method was validated with good results for linearity
[»0.9990, except of SWA), precision (RS- 15% for all analytes ), acow-
racy {recovery 75- 100%) and selectivity showing no interferences
with measured compounds. Analytes could be quantified at nmaol/l
concentrations with typical LOQ 0.09-0.57 nmolfl, except of Sva
Lo being 4.38nmolf. The method is applicable to analysis of
serum samples and lipoprotein fractions containing atonvastatin
or simvastatin. The advantage of the method was simultansous
determination of two clinically widely used statins—one chromato-
graphic run and one sample preparation. It was not necessary o
distinguish among the samples of patients and all samples could
be analyzed using one procedure, which was very comvenient for
TOuting purposes.

This study revealed differences in the inter-individual process-
ing of statins in hemodialysis patients with hyperlipidemia and

i 1]

is addressing the clinically relevant information with respect to
achieve adeguate levels of expasure to active compound in this
group of patsents.
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ZAVER

Tato disertacni prace se zabyva stanovenim IéCiv, jejich metaboliti a dalSich
biologicky aktivnich latek v biologickém materialu, zejména vSak piipravou vzorku
k analyze s vyuzitim modernich trenda v této oblasti. Tyto trendy vedou hlavné k plné
automatizaci, nizsi spotiebé vzorku 1 organickych rozpoustédel, zrychleni celého kroku
ptipravy vzorku a zvySeni selektivity metody. Stanovovani hladin 1é¢iv a jejich
metabolit v télnich tekutinach patii v sou¢asné dobé k nejvice se rozvijejicim oblastem
instrumentalni analyzy, zejména z dGvodu nutnosti monitorovani, optimalizace a
zefektivnéni terapie nékterymi preparaty a minimalizaci jejich piipadnych nezadoucich
ucinkti. Kvili obrovskému nartstu poctu takovychto vysetteni se staly tradicni techniky
piipravy vzorku k analyze z velké ¢asti nevyhovujicimi, a proto dochdzi k vyvoji mnoha
novych extrakcnich technik. Analyza vzorkl biologického materidlu je rovnéz vyrazné
z4visla na spravném provedeni preanalytické faze, kterd nesmi byt v zddném ptipade
podcenovana, nebot’ miize vyrazné ovlivnit vysledek vySetteni.

V teoretické Casti disertaéni prace je podrobné popsdna problematika
preanalytického ovlivnéni vysledkii a je upozornéno na moZna uskali, kterd mohou
nastat jesté pfed samotnou analyzou vzorku v laboratofi. Dale zde byly stru¢né popsany
nejcastéji pouzivané tradiCni techniky ptipravy vzorku biologického materidlu k
analyze, hlavni pozornost vSak byla vénovana modernim extrakénim technikam.

Experimentalni ¢ast disertaéni prace je rozdélena na dva tematické celky.
V ramci prvniho se podafilo vyvinout metodu pro soucasné stanoveni vitaminu A a
vitaminu E ve vzorku biologického materialu (plazma a sérum) technikou HPLC s on-
line extrakci na ptedkoloné plnéné RAM, zapojen¢ do chromatografického systému
technikou ptepinani kolon. Piestoze se jednalo o tzv. ,home-made* metodu, kterad
vyuzivala nizkotlaky 6-cestny pifepinaci ventil a ztohoto divodu také monolitickou
separacni kolonu, podafilo se metodu zoptimalizovat a validovat. Zapojenim moderni
extrakéni predkolony plnéné RAM do chromatografického systému byla vyvinuta
jednoduchd, plné automatizovand, rychla (v porovnani s off-line extrakéni technikou
s naslednou chromatografickou analyzou) metoda, vhodnd zejména do rutinnich
klinickych provozi k analyze velkych sérii vzorki. Prace je ptikladem vyuZiti jednoho

z modernich trendii pfipravy vzorku biologického materidlu k analyze piimo
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v analytickém systému, ktery bude do budoucna pro své nescetné¢ vyhody zajisté stale
Castéji vyuzivan.

Druhy tematicky celek experimentalni ¢asti se zabyva vyvojem, optimalizaci a
validaci metod pro stanoveni statini (simvastatinu, atorvastatinu a jejich biologicky
aktivnich metabolitll) v séru a v jednotlivych lipoproteinovych frakcich. Osobné jsem se
podilel na pocatcich vyvoje chromatografickych metod pro stanoveni statinii na Katedie
analytické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Pivodnim zamérem bylo
vyvinout metodu na co nejrozsirencjsi analytické instrumentaci, ktera by byla dostupna
co nejvetsimu poctu klinickych laboratofi. Podafilo se vyvinout HPLC metodu s UV
detekci pro soucasné stanoveni simvastatinu, jeho aktivniho metabolitu ve formé
hydroxykyseliny a atorvastatinu. Vzhledem k nizké odezvé UV detektoru vSak citlivost
vyvinuté techniky zdaleka nedosahovala moznosti stanovit terapeutické hladiny téchto
lé¢iv. Dalsi vyzkum se proto ubiral smérem HPLC s fluorescen¢ni detekei po ptedchozi
derivatiza¢ni reakci, poté GC, v obou ptipadech vSak stale s neuspokojivou citlivosti a
Spatnou reprodukovatelnosti nezbytné derivatizani reakce. Nakonec byla vyvinuta
metoda vyuzivajici UPLC s MS detekei, kterd jako jedina poskytla dostate¢nou citlivost
a reprodukovatelnost, s vysokou selektivitou a bez nutnosti derivatizace. Tim vyvoj
metod pro stanoveni statini v biologickém materidlu na naSem pracovisti neskoncil.
Podafilo se vyvinout a validovat UPLC-MS/MS metodu pro stanoveni nejen
simvastatinu a atorvastatinu, ale soucasn¢ také jejich biologicky aktivnich metabolitl a
produktl interkonverze v séru a v jednotlivych lipoproteinovych frakcich po ptedchozi
upravé vzorku pomoci SPE. Vyvinutd metoda by méla pomoci individuilné
optimalizovat terapii statiny u pacientl s tézkymi formami hypercholesterolémie,
zejména v kombinaci s extrakorporalni aferézou tak, aby bylo dosaZeno optimalni
ucinné koncentrace s minimem nezddoucich vedlejSich u€ink a minimalnimi ztratami

lé¢iva z organismu plazmaferézou.
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