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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Mgr. Jifi PliSek

Skolitel: prof. RNDr. Petr Solich, CSc.

Skolitel specialista: doc. RNDr. Dagmar Solichova, Ph.D.

Nazev disertacni prace: Vyuziti separac¢nich metod v klinickém vyzkumu

Disertac¢ni prace se zabyva vyvojem a validaci novych LC metod pro stanoveni
biologicky aktivnich latek, zejména liposolubilnich vitaminG (vitamin A, E, D) a jejich
metabolitd. Vitaminy patfi mezi nezbytné esencialni mikronutrienty, které lidsky
organismus neni schopen syntetizovat s vyjimkou steroidniho hormonalniho prekurzoru
vitaminu D. V organismu vitaminy zasahuji do fady biochemickych reakci bud' pfimo,
nebo jako koenzymy. Zajem o klinické monitorovani téchto latek se v poslednich letech
dostava stéle vice do popiedi.

Z divodu velmi nizkych sérovych koncentraci metabolitd vitaminu D (25-hydroxy
vitaminu D3z a 25-hydroxy vitaminu D;) je tfeba pro stanoveni vyuzit modernich
instrumentalnich technik, mezi které patfi i spojeni ultra-vysokoucinné kapalinové
chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci. V pfipadé sledovani hladin vitamin(
A (retinol) a E (o-tokoferol) v matefském mléce a vitaminu E (a-tokoferol)
v erytrocytarnich membranach je vhodné vyuziti klasické kapalinové chromatografie
s detekci diodového pole. Vzhledem ktomu, Ze pfedmétem zajmu jsou slozité
biologické matrice, je tfeba do procesu zpracovani zaradit pfipravu vzorku pfed vlastni
analyzou. Tato faze je pro samotné stanoveni analyti stézejni, nebot’ ma pfimy vliv na
uspésnost celé analyzy a sou€asné jeji kvalitni a spravné provedeni pozitivhé ovlivni
zivotnost instrumentalniho systému. DisertaCni prace tedy zahrnuje komplexni pohled
na prubéh vySetfeni, tzn. od odebrani, skladovani a pfipravy vzorku v ramci faze
preanalytické, pfes fazi analytickou, az po zpracovani a interpretaci vysledkd ve fazi
postanalytické.

Po praktické strance je prace rozdélena do ¢tyf tematickych okruhl. Prvni dva
obsahuji stanoveni retinolu a a-tokoferolu v lidském matefském mléce s vyuzZitim
monolitickych kolon a kolon s povrchové poréznimi ¢asticemi. V ramci optimalizace a
validace metody je popsano vzajemné porovnani téchto kolon, jejich vyhody a
nevyhody. Dal$i okruh se zabyva analyzou a klinickym monitorovanim 25-hydroxy

vitaminu Ds; a 25-hydroxy vitaminu D, pomoci systému UHPLC s tandemovou



hmotnostni spektrometrii. Posledni prace popisuje pfednosti spojeni ultracentrifugace a
extrakce na pevné fazi s naslednou chromatografickou analyzou a-tokoferolu
v membrané lidskych erytrocytu.

VSechny uvedené metodiky byly vyvinuty a validovany ve Vyzkumné laboratofi
[ll. interni gerontometabolické kliniky ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové a uspésné
publikovany v renomovanych analyticky orientovanych mezinarodnich Casopisech

s impakt faktorem.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Mgr. Jifi Plisek

Supervisor: prof. RNDr. Petr Solich, CSc.

Supervisor specialist: assoc. prof. RNDr. Dagmar Solichova, Ph.D.

Title of dissertation thesis: Using of separation methods in clinical research

This thesis is devoted to development and validation of new LC methods for the
determination of biologically active substances, specifically a fat-soluble vitamins
(vitamin A, E and D) and theirs metabolites. Vitamins are essential micronutrients
which cannot be synthesized by human organism with the exception of steroid
hormone precursor of vitamin D. Vitamins are involved in biochemical processes of
organism directly or as coenzymes. Interest in the clinical monitoring of these
substances is increasing constantly over the last years.

It needs to use modern instrumental technigues such as the UHPLC coupled with
MS detection for the determination of vitamin D metabolites (25-hydroxy vitamin D; and
25-hydroxy vitamin D) due to their low concentrations in serum. The use of classical
liquid chromatography with diode array detection is suitable in case of monitoring of
levels of vitamin A (retinol) and E (a-tocopherol) in breast milk and vitamin E (a-
tocopherol) in red blood cell membranes. The sample pretreatment procedure has to
be included prior to analysis whereas the object of interest is a complex biological
matrix. This stage is crucial for the determination of analytes, as it has a direct impact
on the success of whole analysis, moreover its high quality and accurate performance
will prolong the instrumental lifetime. Dissertation thesis therefore includes a
comprehensive view at the investigation process, ie. the sample collection, storage and
sample preparation within the preanalytical phase, over the analytical phase, through to
processing and interpretation of the results in the postanalytical phase.

The experimental section is divided into four thematic parts. The first two parts of
theses describes the determination of retinol and a-tocopherol in human breast milk
using monolithic columns and columns with porous shell particles. The comparison of
these columns, their advantages and disadvantages are discussed in the part of
optimization and validation of the method. The following part is devoted to the analysis
and clinical monitoring of 25-hydroxy vitamin Dz and 25-hydroxy vitamin D, using

UHPLC tandem mass spectrometry method. The final section of theses describes the



preferential combination of ultracentrifugation and solid phase extraction followed by
chromatographic analysis of a-tocopherol in the membrane of human erythrocytes.

All aforementioned methods were developed and validated in the Research
Laboratory at 3rd Internal Gerontometabolic Clinic at the University Hospital Hradec
Kralové and successfully published in analytically oriented international journals with

impact factor.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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GPV proporcionalni ventil

GPX glutationperoxidaza

GR glutationreduktaza

HDL lipoproteiny o vysoké hustoté

HF-LPME mikroextrakce s vyuzitim dutého viakna

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

KOH hydroxid draselny

LDL lipoproteiny o nizké hustoté

LLE extrakce kapalina-kapalina

LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace

MEPS mikroextrakce tuhym sorbentem umisténym v mikrostfikacce

MS hmotnostni spektrometrie



MS/MS
MTMS
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NMR
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PDMS
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National Institute of Standards and Technology
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polydimetylsiloxan
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ekvivalenty retinolové aktivity

Receptor Activator of Nuclear factor Kappa B Ligand
retinol vazebni protein
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detekce indexu lomu

radioimunoanalyza

kapalinova chromatografie s obracenou fazi
pocet otacek dosazenych za minutu

relativni smérodatna odchylka

sorpéni extrakce michadlem

mikroextrakce na kapce

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného

superkriticka fluidni extrakce

skenovaci elektronovy mikroskop

kapalna membrana

extrakce na pevné fazi

mikroextrakce na pevné fazi

Standardni Referen¢ni Material

test vhodnosti systému

tyroxin vazebni prealbumin, transtyretin
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ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie
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1 UvVoD

Pro spravné posouzeni zdravotniho stavu pacienta je tfeba ziskat co nejvice
validnich informaci, které v sobé odrazeji zménu metabolismu organismu. Témito
informacemi jsou vysledky laboratornich vySetieni, které ve vétSiné pfipadd vedou ke
stanoveni spravné diagndzy a nasledné i terapii pacienta.

Na laboratofe, potazmo na instrumentalni systémy, jsou postupem Casu kladeny
stale pFisnéjdi pozadavky na kvalitu analyz. Aby vy3si kvality mohl personal laboratofe
dosahnout, je tfeba zlepSovat pracovni postupy a modernizovat laboratorni vybaveni.
Diky tomu je pak mozné zpracovavat stale rostouci pocty vzorkl v kratSim Case a
s niz§imi finanénimi naklady a pfitom ziskat pfesnéjSi a spravnéjsi data, nez tomu bylo
doposud.

Rozvoj v oblasti instrumentalni techniky zaznamenala v poslednich letech
kapalinova chromatografie. Jedna se o separacéni techniku, ktera je vyuzivana v mnoha
vyzkumnych, ale i rutinnich laboratofich k identifikaci a kvantifikaci latek rGzné
chemické povahy. Mnoho svétové znamych firem jako jsou napf. Waters, Thermo
Fisher, Agilent Technologies, Shimadzu ¢&i Dionex uvedlo na trh nové ultra-
vysokouc&inné kapalinové chromatografy (UPLC, UHPLC, UFLC a dal3i). Tyto systémy
jsou schopné pracovat za extrémné vysokych tlak(, pfi nichz dosahuji vy$Siho rozliSeni
a citlivosti oproti béznym kapalinovym chromatografim. Aby tyto systémy mohly
dosahovat pozadovanych vykonu, je nutné je vyuzivat v kombinaci s vhodnou
stacionarni fazi, mechanicky stabilni pfi vysokych tlacich. Zde se odkryva dalSi oblast,
ve které doslo k nezanedbatelnému pokroku. Vyvoj novych typl stacionarnich fazi se
tykal monolitickych kolon tzv. monolitické kolony 2. generace, dale kolon s povrchové
poréznimi ¢asticemi napf. Kinetex, Ascentis Express, SunShell &i Accucore.

Trendem nynéjSi doby je rychla analyza, av3ak aby bylo mozné dosahnout dané
rychlosti, nesmi se zapomenout na naro¢nost preanalytické faze, ktera zaujima 60 az
80% z celkového diagnostického procesu. Kromé stale bézné pouzivanych technik pro
Upravu vzorku jakymi jsou extrakce na pevné fazi nebo extrakce kapalina-kapalina
doSlo krozvoji mnoha modernich mikroextrakCnich technik zalozenych na vySe
uvedenych klasickych principech extrakce. Tyto nové techniky by mély usnadnit fazi
pfipravy vzorku s hlavnim dudrazem na zkraceni doby a sniZzeni spotfebovanych
objemd vzorkl a rozpoustédel. Do skupiny mikroextrakénich technik patfi napf.
mikroextrakce s vyuzitim dutého viakna HF-LPME, elektromembranova extrakce EME,

mikroextrakce tuhym sorbentem umisténym v mikrostfikacce MEPS.

14



2 CiL PRACE

Hlavnim smyslem disertaéni prace byl vyvoj a validace novych modernich
separacnich metod na principu kapalinové chromatografie (HPLC-DAD a UHPLC-
MS/MS) pro stanoveni liposolubilnich vitaminG A, E, D a jejich metabolitd v
rliznych biologickych matricich. Daraz byl kladen na nasledné vyuziti téchto metod
v klinické i vyzkumné laboratofi za ucelem usnadnéni a zefektivnéni prace Ci rozSifeni
portfolia nabizenych sluZzeb. Nedilnou soucasti vyvoje byla i optimalizace a validace
technik pro upravu vzorku pfed vlastni chromatografickou analyzou se zaméfenim na
extrakci na pevné fazi, extrakci kapalina-kapalina a ultracentrifugaci. Vzorky krevniho
séra, matefského mléka a erytrocytt byly ziskany z Vyzkumné laboratofe Ill. interni
gerontometabolické kliniky a Mlé€né banky ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové.

Experimenty byly rozdéleny do ¢tyf ¢asti. Prvni dvé obsahovaly vyvoj metody pro
souCasné stanoveni retinolu a a-tokoferolu v lidském matefském mléce s vyuzitim
monolitickych kolon a kolon s povrchové poréznimi casticemi a jejich vzajemné
porovnani. DalSi prace se zabyvala vyvojem metody pro stanoveni 25-hydroxy
vitaminu D3 a 25-hydroxy vitaminu D, pomoci UHPLC s tandemovou hmotnostni
spektrometrii. Poslednim ukolem bylo vyvinout novy extrakéni postup pomoci spojeni
ultracentrifugace a extrakce na pevné fazi pro chromatografickou analyzu a-tokoferolu

v membrané erytrocytl a nahradit tak doposud pouzivanou extrakci kapalina-kapalina.
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TEORETICKA CAST — VITAMIN A

3 TEORETICKA CAST

3.1 Vitamin A

Vitamin A plvodné nazyvany axeroftol je nejdéle znamym vitaminem. Vyskytuje
se ve tfech aktivnich formach souhrnné oznacované jako retinoidy. Do této skupiny
patfi retinol (alkoholova forma vitaminu A), retinal (aldehydova forma vitaminu A) a
kyselina retinova (kyselina vitaminu A) [1], Obr. 1. Patfi do skupiny vitamind
rozpustnych v tucich a jeho molekula obsahuje Sesti¢lenny -jononovy kruh s bo¢nim
fetézcem sloZzenym ze dvou isoprenoidnich jednotek. Podle poc¢tu dvojnych vazeb v
Sesti¢lenném kruhu se rozliSuje vitamin A1 (retinol) a A2 (3-dehydroretinol). Postranni
fetézec ma d&tyfi dvojné vazby, které mohou vytvaret pfislusné cis-trans izomery, z

nichz jen dva jsou fyziologicky uéinné [2, 3].

H,C CH, CH, CH,
NN

Retinol: R = CH20H
Retinal: R = CHO

Kyselina retinova: R = COCOH

CH,

Obr. 1: Chemicka struktura vitaminu A

3.1.1 Zdroje vitaminu A a jeho davkovani

Vitamin A se vyskytuje pfevazné v zivocCiSnych potravinach jako prekurzor
retinoidu, z nichz je 10% v podobé retinolu a 90% v podobé retinyl esteru, a tvofi hlavni
zasobni formu vitaminu A. Ctvrtina aZ tfetina pfijmu vitaminu A pochazi z ovoce a
zeleniny ve formé provitaminu karotenoidu a to konkrétné B-karotenu [1]. Provitaminy
karotenoidll jsou obsazeny hlavné v tmavé zelené a Zluto-oranzové zeleniné jako je
mrkev, paprika, rajéata, Spenat, dyné a v oranzové zbarveném ovoci jako jsou
merunky, broskve, melouny. NejlepSim zivociSnym zdrojem vitaminu A jsou jatra, rybi
tuk (tresci olej), mléko, maslo, syry [3].

Pro hodnoceni pfijmu karotenoidl z potravy byl pouzivan tzv. ekvivalent retinolu
(RE) a v roce 2001 byl nové definovan ekvivalent retinolové aktivity (RAE), kdy 1 mg
RAE = 1 ug all-trans-retinolu = 2 ug B-karotenu v oleji = 12 ug B-karotenu z potravy =
24 ug ostatnich karotenoid(l — provitaminu A z potravy [3].
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TEORETICKA CAST — VITAMIN A

Doporucené davkovani vitaminu A pro muze starSi 19 let jsou stanoveny na
900 ug RAE/den a 700 yg RAE/den pro Zeny ve stejném véku. V CR je pro t&hotné a
kojici matky doporucovan pfijem 1600 ug retinolu/den, pro déti do 3 let 400 ug/den.
Pro déti mezi 4. - 6. rokem se davka zvySuje na 500 ug retinolu/den, pro 7-10-ti leté na
700 pg/den, pro stari je doporuéovan stejny pfFijem retinolu A jako pro dospélé.
NejvySSi tolerovatelna hranice pfijmu retinolu Cini 3000 pg/den pro muze i zeny, u
téhotnych a kojicich zen se podle véku pohybuje mezi 2800—-3000 ug/den, u déti tato
hranice €ini 600 ug do 3 let, 900 ug do 8 let, 1700 ug do 13 let a 2800 ug retinolu/den
do 18 let [2].

Normalni hladiny retinolu v séru ¢eské populace jsou pro muze 0,92 - 2,76 umol/l
a pro zeny 0,88 - 2,64 umol/l [4]. Pro substitu¢ni terapii pfi nedostatku vitaminu A se
denni davky tohoto vitaminu pohybuji mezi 25 000 a 50 000 1U (3330 IU odpovida 1mg
retinolu) [5]. Deficit vitaminu A se nejdfive klinicky manifestuje v tkanich jako je sliznice
a kdze. Na kizi se objevuje suchost, olupovani, hyperkeratéza, akne vulgaris. Ve
vlasech Ize pfi vySetieni zjistit rohovaténi folikull, suché vlasy, u nehtd je pozorovana
zvySena lamavost. Na oku se objevuje xeroftalmie, konjunktivitida, dochazi k
poskozeni rohovky az k oslepnuti. Zmény v priduskach jsou doprovazeny zvySenou
nachylnosti k infekcim, v ledvinach se snaze vytvofi kameny, poruchy stfevni vystelky
mohou vést k prajmim. U déti se zastavuje rlst, hojeni ran je zpomaleno [2, 6].

Vitamin A je spolu s vitaminem D jediny vitamin, jehoz pfedavkovani muze
zpusobit hypervitaminézu. U lidi se vyskytuje vzacné, muize snad nastat pfi
nadmérném pfijmu potravou, v dnedni dobé& spiSe pfi chybném uzivani
koncentrovanych vitaminovych preparatd. Jednorazova davka vitaminu A, ktera maze
zpusobit akutni intoxikaci, €ini u dospélych 0,5—1,0 milion U retinolu, u déti postadi jiz
100 000 IU retinolu. Vyznamnéjsi, co do vyskytu, je u vitaminu A toxicita chronicka,
tedy projevy otravy navozené pravidelnym a dlouhodobym pozivanim davek vyssSich
nez doporucenych, ale zaroven nizSich nez davky, pfi kterych se otrava projevi akutné.
Chronicka intoxikace nastava u dospélych pfi davkach 50 000-100 000 IU vitaminu
A/den, u déti postaci davka 12 000-60 000 IU vitaminu A/den. Projevuje se celkovou
unavou, apatii, bolestmi hlavy, nauzeou, zvracenim, slabosti, zvétSenim jater, suchosti
a svédénim klze, nechutenstvim, zvySenou krvacivosti, tvorbou ragad na sliznici

a zastava rastu u déti [2, 6, 7].
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3.1.2 Metabolismus vitaminu A

Retinol i karotenoidy se vstfebavaji v tenkém stfevé, pfi¢emz karotenoidy se
vstfebavaji jen z¢asti. Omezené vstfebavani je navic u déti, starych osob, pacientl s
poruchou funkce pankreatu €i sekrece Zlu€i. Samotné karotenoidy se konvertuji na
retinol ve stfevni sténé a Kupferovych burnkach jater za pomoci enzymu karotinazy. Z
molekuly B-karotenu po rozlozeni ve stfevni sliznici vznikaji dvé molekuly retinolu pfi
tzv. symetrickém Stépeni, ale bylo zjisténo, Ze u savcl za silné oxida¢nich podminek a
pfi vysokych davkach B-karotenu muze dochazet i ke Stépeni asymetrickému, které
poskytuje oxidacni produkty apokarotenaly, u nichz bylo prokazano toxické plisobeni.
Uginnost pfemény klesa s rostouci davkou, proto ani pfi vysokém pfijmu B-karotenu
otrava vitaminem A nehrozi. Existuji i dalsi méné& vyznamné provitaminy s menSi
ucinnosti (a-karoten, y-karoten, kryptoxantin), z jejichz molekuly vznika pouze 1
molekula vitaminu A. Po resorpci ze zazivaciho traktu dochazi v enterocytech k
esterifikaci retinolu a naslednému transportu lymfatickou cestou ductus thoracicus ve

vazbé na chylomikrony do jater, kde je metabolizovan a akumulovan, Obr. 2 [2, 3, 6].
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Obr. 2: Transport vitaminu A od zdroje do jater [3]
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Cast retinolu se Zlugi vyluéuje do stfeva a podiéha enterohepatalnimu obé&hu.
ProtozZe retinol jako zastupce v tuku rozpustnych vitaminu je ve vodé nerozpustny,
zajistuji jeho transport v krvi k cilovym bufkam specialni bilkoviny — retinol vazebni
protein (RBP) a tyroxin vazebni prealbumin (TTR, transtyretin) [8]. Sérové hladiny
vitaminu A jsou tak kontrolovany homeostatickym mechanizmem, ktery urluje pravé
koncentrace uvedenych bilkovin. Koncentrace retinolu v séru klesaji az po vyCerpani
jaternich zasob. Pouze v pfipadé akutni faze odpovédi organizmu na infekci hladina
retinolu v séru doCasné klesa a neodrazi stav jaternich zasob. MenSi zasoby retinolu
se tvofi i v dalSich tkanich, pro jejichz funkci je nezbytny (plice, odi, sliznice respiraéni

nebo gastrointestinalni trakt) [2].

3.1.3 Biologicka funkce vitaminu A

Vitamin A zasahuje do Fady fyziologickych pochodl v lidském téle, Obr. 3. K
zakladni funkci patfi ovliviiovani metabolizmu rodopsinu, tedy procesu vidéni, aktivni
formou 11-cis-retinalu. Dale plsobeni kyseliny retinové na diferenciaci, rist epitelovych
bunék (sliznice, kozni a krvetvorné buriky) a na syntézu bilkovin, nukleovych kyselin a
lipoproteinG. Je nezbytny i pro udrzeni stability biologickych membran, pro diferenciaci
a zrani pohlavnich bunék a pro vyvoj plodu (retinol, retinal). Patfi k latkam
s antioxida¢ni aktivitou, ma antikarcinogenni ucinky [6]. Podstata jeho plsobeni se
koncentruje do oblasti tzv. zhaSeni (quenching) singletového molekularniho kysliku.
Tento metabolit, ktery neni povazovan za volny radikal, vznika fotochemickou reakci,
enzymaticky nebo pfi procesu peroxidace lipidd v membranach (fotoexcitace,

chemiexcitace) a je velmi reaktivni okysliCujici agens o vysoké energii [2].

Vision Cell differentiation Immunity Reproduction Growth

ke / u1‘H ,/ L R
du INATPK %?@/ &\\:&

@ ke
Vitamin A is an integral part of Retinoic acid works with DNA to Vitamin A helps maintain healthy Retinol and retinal, but All forms of vitamin A are
the visual cycle that allows us to differentiate stem cells into mucous membranes and it not retinoic acid, support essential for proper bone growth.
see. different cell types. supports the generation of sperm production and

lymphocytes. fertility.

Obr. 3: Biologicka funkce vitaminu A [3]
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3.1.4 Metody stanoveni vitaminu A

Hladina retinolu v séru neni povazovana za dostacujici pro presné stanoveni
nutricniho stavu jednotlivce. V tomto pfipadé se pouziva zatézovy test, kdy se sleduje
odezva sérové hladiny na pfijem 7,5 mg ekvivalentu retinolu: zvySi-li se o vice nez
15 %, indikuje marginalni deficit vitaminu A v organizmu, pfi niz§i nebo zadné odezvé
je saturace organizmu vitaminem A povazovana za dostacujici [2].

Vitamin A byl doposud stanoven vruznych typech vzorkd s vyuzitim
nejriznéjSich technik. Ve vétSiné studii je nejCastéji zastoupen meéfici princip
kapalinové chromatografie. Z prvopocatku se pro separaci pouzivala normalni
stacionarni faze (NP-LC) s mobilni fazi slozenou napf. z n-hexanu a isopropanolu [9,
10] a postupem ¢asu zacaly pfevladat metody s reverzni stacionarni (RP-LC) a mobilni
fazi obsahujici metanol s vodou [11] nebo smés metanolu, acetonitrilu a chloroformu
s BHT [12]. Technologie HPLC poskytuje rychlou, citlivou a pfesnou analyzu ve spojeni
s riznymi detek&énimi principy. Lze pouzit UV detekci s fixni vinovou délkou 325 nm,
detekci s diodovym polem [11, 13], fluorescencéni detekci s excitaéni vinovou délkou
340 nm a emisni vinovou délkou 520 nm [14] a nebo také elektrochemickou detekci
[15]. Vitamin A byl také stanoven kapilarni elektroforézou a mikroemulzni
elektrokinetickou chromatografii. V posledni dobé byla pouzita kapalinova
chromatografie s detekci APCI-MS / MS pro analyzu karotenoidd v séru [16], ESI-MS
pro stanoveni karotenoidl a all-trans-retinolu v rybich jikrach [17], ¢i APCI-MS pro
analyzu B-karotenu, retinolu a retinyl acetatu a retinyl palmitatu v ovocnych dzusech
[18].
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3.2 Vitamin E

Vitamin E je znam jako jeden z nejvice dullezitych antioxidantl v organismu
pusobicich proti G¢inkm toxickych radikalt. Mezi dva hlavni zastupce vitaminu E patfi
tokotrienoly a tokoferoly. Obé tyto skupiny jsou dale rozdéleny na alfa (a), beta (B),
gama (y) a delta (d) izomery (vitamery) [19, 20] odliSujici se od sebe polohou metylove
skupiny na chromanolovém kruhu, Obr. 4 [21]. Tokoferoly maji zakladni chemickou
strukturu charakterizovanou dlouhym fytylovym fetézcem pfipojenym na druhou pozici
chromanolového kruhu, zatimco tokotrienoly se od nich odliSuji pfitomnosti dvojné

vazby ve fytylovém Fetézci [22].

HO
CH3 CH3 CH3
CH3 oL R1 = CH3 Rz = CH3
Tocopherols B: Ry = CHa Ry = H
Y. R1 - H. R2 - CH3
d3Ry=H R,=H

CHs

Tocotrienols

Obr. 4: Chemicka struktura tokoferol( a tokotrienold

a-Tokoferol je chemicky nejvice aktivni forma vitaminu E z dlvodu pfitomnosti
se v lidském séru [19]. a-Tokoferol U€inné prenasi atom vodiku na lipid-peroxylovy
radikal za vzniku lipid hydroperoxidu a a-tokoferoxyl radikalu. a-Tokoferoxyl radikal
dale reaguje s druhym lipid-peroxylovym radikdlem za vzniku adiéniho produktu
8a-(lipid-dioxy)-a-tokoferonu [24]. Struktura a-tokoferolu obsahuje tfi chiralni centra na
pozicich 2, 4, 8, z Cehoz plyne, Ze muze vzniknout 8 individualnich stereoizomeru
(RRR, RSR, RRS, RSS, SRR, SSR, SRS a SSS). Organickou syntézou vznika smés
vSech téchto forem nazvana all-rac-a-tokoferol, zatimco v rostlinach ma hlavni
zastoupeni RRR forma, jejiz biologicka ucinnost je 1,36x% vySSi nez u syntetického
analogu [25-27].
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3.2.1 Zdroje vitaminu E a jeho davkovani

Tokoferoly jsou hlavnimi pfirodnimi antioxidanty, tvofi se jen v rostlinach a jsou
pritomny ve vSech lipidech rostlinného plvodu. Zdrojem a-tokoferolu je olej z obilnych
kli¢ka, rostlinné oleje [28-30] (slunecnicovy, fepkovy, séjovy, palmovy), dale jsou ve
vétSim mnozstvi obsazeny v jadrech ofechu, kukufici, hrasku, obilnych vyrobcich a v
nékterych zeleninach. Ze Zivocisnych zdroju jsou nejbohatSi vejce, jatra a ostatni
vnitfnosti, vepfove a krali¢i maso [2].

V komer&né vyrabénych pfipravcich pochazi a-tokoferol bud z pfirodnich zdroj(
(RRR- a-tokoferol), nebo byl vyroben synteticky (all-rac-a-tokoferol), ale v obou
pfipadech mlze byt a-tokoferol ve volné nebo esterifikované formé (acetat, sukcinat,
nikotinat).

Vyzivova doporuéena davka vitaminu E pro obyvatele CR &ini 12,5 mg/den.
Doporu¢ena denni davka (Recommended Dietary Allowances, RDA) v USA z roku
1989 je 10 mg pro kategorii muzi a 8 mg pro zeny. V roce 2000 byly v USA, Kanadé,
Némecku, Svycarsku a Rakousku publikovany nové referenéni hodnoty pro denni
prijem vitaminu E vyjadfované v ekvivalentech RRR-a-tokoferolu (TE): pro muze od 14
do 25 let ve vySi 15 mg TE/den, do 50 let 14 mg TE/den, do 65 let 13 mg TE/den a pro
star§i 12 mg TE/den. Pro zeny do 65 let doporuceny pfijem ¢&inil 12 mg TE/den, pro
starS§i 11 mg TE/den. Podle Gassmana a Monsena byla doporu€ena denni davka
vitaminu E pro déti od 1 do 8 let stanovena ve vysi 6-7 mg/den, pro déti od 9 do 13 let

ve vySi 11 mg/den, pro muze i Zzeny od 14 let ve vySi 15 mg a-tokoferolu na den [2, 31].

3.2.2 Metabolismus vitaminu E

Absorpce vitaminu E probiha v tenkém stfevé. Uginnost vstfebavani zavisi na
povaze tuku, ktery je souCasné vstfebavan. Nasycené mastné kyseliny se stfednim
fetézcem absorpci podporuji, zatimco polynesaturované n-3 a n-6 ji mohou dokonce
inhibovat. Mira absorpce zavisi na podaném mnozstvi vitaminu E, pfi normalnim
obsahu tuku v potravé €ini asi 52 % z davky 12 mg a jen 30 % z davky 24 mg. V praxi
se pro absorpci vitaminu E ze zazivaciho traktu pocita s primérnou hodnotou 30 %.
90 % vstfebaného vitaminu je cestou ductus thoracicus transportovano do lymfy,
zbytek do krve.

Vzhledem ke své hydrofobni povaze je a-tokoferol pfepravovan v plazmatickych
lipoproteinech a drahy zapojené do jeho buné&ného vychytavani jsou Uzce spojeny s
metabolismem lipoproteind. 65 % tokoferolu je pfenaseno v LDL, 8 % v VLDL a 24 % v
HDL frakci [2, 32-34]. Vitamin E je obsazen ve vSech tkanich, pficemz nejvyssi

koncentrace byly stanoveny v tukové tkani a v jatrech. a-Tokoferol transportni protein
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(a-TTP) je dulezity regulator stavu vitaminu E, ktery se podili na inkorporaci
a-tokoferolu do lipoproteint secernovanych z hepatocytl. V plazmé, jatrech, ledvinach
a plicich je tokoferol metabolizovan rychleji (polo¢as 5—7 dni) na rozdil od tukove

tkané, ve ktere je jeho obsah nejvyssi [2, 35].

3.2.3 Biologicka funkce vitaminu E

Vitamin E v lidském organizmu aktivné vstupuje do Fetézové reakce, pferusuje
kaskadu reakci volnych radikald a chrani biomembrany [36] pfed oxidativnim atakem
téchto radikalt. a-Tokoferol chrani lipidy bunéénych membran a lipoproteint o nizké
hustoté [37] tak, Ze minimalizuje formovani sekundarnich radikald vychytavanim
peroxylovych radikalt, které preménuje na hydroperoxidy a odstranuje
glutationperoxidazou (GPX). Rychlou reakci a-tokoferolu s peroxylovymi radikaly
vznikaji tokoferoxylové radikaly, které jsou redukovany reakci s askorbatem (AA) za
vzniku dehydroaskorbatu (DHA). Nasleduje regenerace kyseliny askorbové, kterou
zajisStuje enzym dehydroaskorbatreduktaza (DHAR) s glutationem za vzniku dimeru
(GSSH).

glutationreduktazy (GR) pfeménéna zpét na redukovany glutation [38, 39], Obr. 5.

ﬂ' ocopherol AA

glutationdisulfidu Oxidovana forma glutationu je ucinkem

GSH

Tocopheroxyl DHA GSSG NADP" +

\ radical ; " )

\Lipid peroxyl Tocopheroxyl DHA + AA GSSG | H,0,
| radical | radical —t
b=y I GPX
\H,0, MDA
Lipid Tocopherol GSH H,0
hydroperoxide -
APX
H,0 AA

Obr. 5: Mechanismus regenerace vitaminu E [38]

a-Tokoferol je bunécna signalizacni molekula, ktera ovliviiuje bunécné receptory,

transkripéni faktory, genovou expresi, hladinu bilkovin a enzymové aktivity specifickych
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molekularnich cild vitaminu E [34]. Ovliviiuje buriky hladké svaloviny cévni stény,
inhibuje proliferaci bunék hladkého svalstva, snizuje aktivitu proteinkinazy C v krevnich
destiCkach a monocytech, zvySuje aktivitu fosfoproteinfosfatazy 2A. Plsobeni a-
tokoferolu bylo pozorovano v kaskadé kyseliny arachidonove, kde zvySuje aktivitu dvou
enzymuU cyklooxygenazy a cytosolické fosfolipazy a vyvolava tak zvySené uvolfiovani
prostacyklinu, zavislé na davce a-tokoferolu. Prostacyklin plsobi jako vazodilataéni
agens a inhibitor agregace krevnich desti¢ek [2].

Nékteré studie ukazuji, ze pouziti vitaminu E muze pfispét ke snizeni rizika
specifickych chronickych a degenerativnich onemocnéni, jako je Alzheimerova
choroba, vékem podminéna makularni degenerace [40], nékterych typl rakoviny [41],
Sedého zakalu a ischemické choroby srdecni [23]. Vitamin E pUsobi protizanétlivé, ma
antiagregacni, protirakovinné a osteo- a neuro-ochranné ucinky [19].

Deficience vitaminu E se u lidi vyskytuje jen velmi zfidka a prakticky nikdy jako
vysledek nedostatecné vyZivy. Prevazné se projevuje jako vysledek genetickych
abnormalit ve specifické transportni bilkoviné pro a-tokoferol (a-TTP) nebo jako
vysledek malabsorpce tukl. Pacienti s familidarnim nedostatkem vitaminu E, ktery
vznika jako geneticky defekt v genu pro a-TTP, maji dramaticky sniZzené hladiny
vitaminu E v plazmé a neurologickd onemocnéni pro tento nedostatek charakteristicka
(spinocerebralni ataxie, myopatie). Periferni neuropatie se pravdépodobné vyviji diky
poskozeni nervu volnymi radikaly a destrukci senzorickych neuron(i, mohou vznikat i
svalové dystrofie. Obecné se pfi nedostatku vitaminu E popisuji poruchy metabolismu
nervstva, svall a kapilarni permeability. Anémie z nedostatku vitaminu E se objevuje
zejména u déti jako dlsledek poskozeni volnymi radikaly. Zkracena zivotnost
erytrocytl a zvySena citlivost k hemolyze vyvolané peroxidy se objevuji nejen u téZkych
deficitt, ale také pfi marginalnim nedostatku vitaminu E u hypercholesterolemickych
osob [2].

3.2.4 Metody stanoveni vitaminu E

Kromé analyzy vitaminu E v olejich, kdy muze byt vzorek pouze po naredéni
nastfiknut pfimo do HPLC systému, musi byt v ostatnich pfipadech extrahovan
z matrice vzorku a mnohdy i zakoncentrovan. Vitamin E neni chemicky vazany na
proteiny, lipidy €i sacharidy a pouziti agresivnich reagencii a podminek pro jeho
uvolnéni neni nutné a muze zni€it vitaminy. Vitamin E mizZe byt vazan na jiné
komponenty matrice, a proto je dulezité volit vhodné metody pro Upravu vzorku [29].

V literatufe je popsano mnoho metod pfipravy vzorku a mezi hlavni zastupce

patfi deproteinace organickym rozpoustédlem napf. etanolem nebo metanolem,
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saponifikace hydroxidem draselnym (KOH), extrakce kapalina-kapalina (LLE),
superkriticka fluidni extrakce (SFE), disperzni kapalinova mikroextrakce (DLLME) [42-
47]. Pro ochranu vitaminu E pfed oxidaci se vyuZzivaji antioxidanty jako je BHT,
kyselina askorbova nebo pyrogallol [43]. Jako extrakéni €inidlo je nejbéznéji pouzivan
samotny hexan nebo ve smési s malym mnozstvim vice polarniho rozpoustédla napf.
etanol, etylacetat, isopropyleter (ne vice nez 5% smés).

Ke stanoveni vitaminu E lze vyuzit plynové chromatografie (GC) ve spojeni
s plamenové ionizac¢ni detekci (GC-FID) nebo s hmotnostni detekci (GC-MS), ktera
umoznuje identifikaci metabolitd vitaminu E. HPLC a UHPLC separace tokoferoll
predstavuje rychlou, jednoduchou, citlivou a vice robustni metodu ve srovnani
s plynovou chromatografii. Separace tokoferol pomoci LC se provadi na normalnich i
reverznich stacionarnich fazich. Kolony s normalni fazi umozniuji separaci vSech
izomeru, zatimco separace f- a y-tokoferolu pomoci kolony s reverzni fazi neni
snadna. Vytéznost mlze byt jednim z hlavnich problému pfi stanoveni vitaminu E a
v pfipadé ztrat analytu v prabéhu procesu pripravy vzorku FeSi problém zarazeni
vnitfniho standardu. Pfi stanoveni tokoferoll se ¢asto pouziva tokol &i 5,7-dimetyltokol.
V nékterych pfipadech jsou jako vnitfni standard pouzity p-, &-tokoferol nebo y-
tokotrienol, ackoliv mohou byt pfitomny ve vzorku. Siroce vyuzivana je i synteticka
forma vitaminu E a-tokoferol acetat, ale nelze jej vyuzit pro elektrochemickou C&i
fluorescenéni detekci [29].

Kromé vySe uvedenych principu Ize vyuzit pro analyzu tokoferoll ve spojeni s
kapalinovou chromatografii elektrochemické detekce (ED), fluorescenéni detekce (FD),
UV detekce a detekce rozptylu svétla (ELSD). HPLC-ED je nejvice citlivy a specificky
typ detekéni techniky z ddvodu nizkého oxidaéniho potencialu tokoferold. ED je
vhodnéjSi pro RP-HPLC, protoZe jsou potfebné elektrolyty dobfe misitelné s vodnou
mobilni fazi. FD je v porovnani s ED desetkrat méné citliva, ale vzdy rozhoduje slozeni
mobilni faze, které znacné ovliviiuje fluorescenci a vodivost v ED. Nicméné vybér FD je
vhodnéjSi z hlediska kompatibility s NP-HPLC. HPLC-UV predstavuje 1000x nizsi
citlivost v porovnani s ED, ale pfesto je nej¢astéjSi volbou z dostupnych detekénich
technik a navic v pfipadé detektoru diodového pole (DAD) umozZnuje ziskat celé

spektrum v realném Case [29].
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3.3 Vitamin D

Vitamin D se vyskytuje ve dvou formach - ergokalciferol (vitamin Dy)
a cholekalciferol (vitamin Ds3). Ergokalciferol je latka rostlinného plvodu pfijimana
potravou, ktera vznika z ergosterolu plsobenim UV zareni. Cholekalciferol si
organismus vytvari ze steroidniho prekurzoru 7-dehydrocholesterolu v kGizi pisobenim
UV zafeni [48, 49], Obr. 6. Obé tyto formy se vzajemné liSi strukturou postranniho
fetézce - ergokalciferol obsahuje dvojnou vazbu mezi C22-23 a dal$i metylovou
skupinu na uhliku C24. Biologicky efekt obou latek na lidsky organismus je
ekvivalentni. ProtoZze je kalciferol endogennim produktem lidského organismu, ze
kterého jsou syntetizovany vlastni ucinné latky hormonalni povahy, nevyhovuje pfesné

definici vitaminu, ale je povaZzovan za prehormon [50-52].

Sunlight

—_—
Thermal Vitamin D;
HO 3 Energy (Cholecalciferol)

7-Dehydrocholesterol
(Provitamin Ds)

Vitamin D,
(Ergocalciferol)

Ergosterol
(Provitamin D3)

CH;

HO™"

Obr. 6: Struktura vitaminu D2 a D3 a jejich prekurzort [48]

3.3.1 Zdroje vitaminu D a jeho davkovani
Ve stravé se vitamin D vyskytuje ve dvou formach. V potravinach rostlinného
puvodu zejména v obilovinach a zeleniné je obsazen ergokalciferol, zatimco

cholekalciferol je obsazen v potravinach zivocisného puvodu, jako jsou nékteré druhy
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ryb (makrela, tunak, sled, sardinka), mlé&né vyrobky (mléko maslo), vaje¢ny Zloutek a
jatra.

Podminkou syntézy vitaminu D v kuzi je dostateCna expozice slunecnimu
zareni UVB a ta je zavisla na: typu kize (lidé tmavé pleti potfebuji delSi 3x — 10 x delSi
dobu expozice), rocnim obdobi, zemépisné Sifce, pouzivani oble€eni a slunec¢nich
krému s UV filirem a na véku (s vyS$Sim vékem klesa schopnost tvorby vitaminu D

v kuzi, ve stafi az o %) [51, 52]. Referenéni meze jsou zobrazeny v Tab. 1.

Tab. 1: Referenc¢ni hodnoty kalcidiolu (25-OH vitamin D) v lidském séru pro ceskou

populaci [49]

Nedostatecnost 25 - 49 nmol/L
Mirny nedostatek 50 — 74 nmol/L
Dostatecna hladina 75 - 150 nmol/L
Riziko intoxikace > 500 nmol/L

Davkovani vychazi z doporu¢eni Endocrine Society 2011 EMAS (European
Menopause and Andropause Society 2011). Pfi sniZzené hladiné vitaminu D zacina
lé¢ba substituéni davkou, ktera je vySSi a méla by byt laboratorné sledovana a pfi
dosazeni hladiny 25-OH vitaminu D nad 72,5 nmol/l je davka adekvatné sniZzena na
udrZovaci [49, 53], Tab. 2. Substituce izomery D2 a D3 je ekvivalentni tj. se stejnym

biologickym efektem.

Tab. 2: Doporucené davkovani vitaminu D podle EMAS [49]

0-1rok 400 2000/den nebo

1-18let 600 — 1000 50 000/6 tydnu

18 — 50 let min 600 6000/d ¢&i 50 000 tydné / 2
50 — 65 let 600 — 800 =2ieE

nad 65 let 800

Postmenopauzalni zeny 800 — 1000 4000-10 000/den

(EMAS)

Kojici zeny min 600 1500-2000

Obézni pacienti 2-3x 1 davkovani

27



TEORETICKA CAST — VITAMIN D

3.3.2 Metabolismus vitaminu D

K fotochemické syntéze vitaminu D3 dochazi v kGzi, kde je provitamin D3
7-dehydrocholesterol konvertovan na previtamin D3 7-dehydrocholekalciferol
pusobenim UVB zafeni o vinové délce 230-313 nm, ktery je nasledné termickou
izomeraci preménén na vlastni vitamin D3 (cholekalciferol). MGze byt také absorbovan
z prirodnich & obohacenych potravin nebo doplnkd spolu s vitaminem D2
(ergokalciferol).

Nasledné jsou transportovany krevnim fecistém vazané z 85% na DBP (vitamin
D vazajici protein) a z 15% na albumin do jater, kde dochazi k prvnimu kroku aktivace
vitaminu D. U&inkem enzymu 25-hydroxylazy (kédovana genem CYP2R1 [54]) dochazi
k hydroxylaci na uhliku C25 a konverzi ergokalciferolu na 25-OH vitamin D, a
cholekalciferolu na 25-OH vitamin Ds. Dohromady jsou metabolity nazyvané také jako
kalcidiol.

K druhému metabolickému kroku dochazi v ledvinach, pfesnéji v mitochondriich
bunék proximalniho kanalku, kde pusobenim enzymu 1-a-hydroxylazy (kédovana
genem CYP27B1 [55]) dochazi ke konverzi 25-OH vitaminu D; na 1,25(OH); vitamin D,
a 25-OH vitaminu D3 na 1,25(0OH), vitamin Ds. Aktivita enzymu 1-a-hydroxylazy byla
prokazana také v placenté [56], kazi, lymfatickych uzlinach, slinivce, stfevé, plicich,
kostech a dalSich tkanich [49, 52, 57-59], Obr. 7. Oba metabolity jsou téZ nazyvané

jako kalcitriol, jehoz plazmaticka koncentrace je o 3 fady nizSi nez u kalcidiolu.
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Vitamin D3 Vitamin Dz

From diet and
CH2 synthesis in skin

HO-
Vitamin D-25-Hydroxylase
(liver)

C H From diet
2

HO*"

25-Hydroxyvitamin D3 25-Hydroxyvitamin Dz

CH2 CHE

HO

HO"
25-Hydroxyvitamin D-1a-Hydroxylase
(kidney)

Obr. 7: Metabolismus vitaminu D znazornén ve vzorcich a schematicky [48, 57]

Produkce kalcitriolu je v ledvinach limitovana uc€inkem enzymu 24-hydroxylazy
(k6dovana genem CYP24A1), ktera tvofi z kalcidiolu metabolicky neaktivni 24,25 (OH)>
vitamin D. Tento enzym tedy reguluje produkci kalcitriolu a zaroven deaktivuje kalcitriol
na biologicky neaktivni metabolit 1,24,25 (OH)s vitamin D [60, 61].

3.3.3 Biologicka funkce vitaminu D

Kalcidiol je hlavni cirkulujici forma vitaminu D, ale je biologicky neaktivni. Aktivni
formu vitaminu D pfedstavuje kalcitriol, coZ je hormon, ktery reaguje na deficit vapniku
tim, Ze stimuluje vstfebavani vapniku a fosfatl v tenkém stfevé. Dale nepfimo pres
parathormon zvysSuje osteoresorpci stimulaci diferenciace osteoklastl zprostfedkované
systémem RANKL/RANK (Receptor Activator of Nuclear factor Kappa B Ligand) [49,

61-63]. Pfi zvySeni sérové koncentrace vapniku ma kalcitriol opacny efekt, kdy snizuje
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parathormonem indukovanou kostni resorpci tzn. spoleéné s PTH a kalcitoninem patfi

mezi hlavni regulaéni hormony kalciumfosfatového metabolismu [48]. Uginek kalcitriolu

je zajistén receptorem VDR (receptor pro vitamin D), ktery se nachazi prakticky ve
vSech tkanich lidského organismu.

Uginky Ize rozdélit na kalciotropni, fizené renalni 1-a-hydroxyldzou a non-
kalciotropni, fizené extrarenalni 1-a-hydroxylazou [64]. Mezi hlavni neskeletalni
tkafiové ucinky vitaminu D je mozné zaradit nasledujici:

- Svalovy aparat — kalcitriol stimuluje tvorbu svalovych bilkovin a jeho deficit vede k
sarkopénii.

- Imunitni systém - Kkalcitriol je nezbytny k regulaci ¢innosti T i B lymfocytq,
makrofagl, a jeho deficit je spojen se snizenou obranyschopnosti, tj. vede ke
zvySenému riziku predevSim respiracnich infekci.

- Kardiovaskularni systém - kalcitriol snizuje produkci reninu v ledvinach a tim
ovliviuje krevni tlak a dale ovliviiuje ¢innost endotelialnich bunék. Nedostatek vede
k edotelialni dysfunkci a potencuje rozvoj aterosklerozy.

- Diabetes mellitus - kalcitriol ovliviiuje produkci inzulinu. Koncentrace Kkalcitriolu i
kalcidiolu negativné koreluji s hladinou glykémie na laéno a inzulinu, naopak
pozitivné koreluji s indexem citlivosti k inzulinu a HDL cholesterolu.

- Nervovy systém - nizkd hladina kalcidiolu mize hrat dulezitou roli ve vyvoji
roztrouSené sklerézy [65]. Snizené hladiny byly zjiStény také u pacientd s
Alzheimerovou a Parkinsonovou chorobou [66].

- Nadorova onemocneni - vitamin D indukuje buné&nou diferenciaci a inhibuje jejich
proliferaci. Dlouhodobé nizké hladiny kalcidiolu jsou spojeny s vy§Sim rizikem vzniku

karcinomu prsu, prostaty, tlustého stfeva [49, 64, 67, 68].

3.3.4 Metody stanoveni vitaminu D

Kalcidiol je povazovan za “zlaty standard® pro urCeni hladiny vitaminu D, jelikoz
nejlépe vypovida o dlouhodobém stavu zasobeni organismu timto vitaminem.

Ke stanoveni vitaminu D se pFfevazné vyuzivaji imunochemické metody -
vazebné testy na principu soutézivé (kompetitivni) vazby na vitamin D vazebny protein
a vazebné testy na principu nesoutézivé vazby na receptory pro vitamin D. V mensi
mife se vyuzivaji chromatografické metody - kombinace extrakce organickymi
rozpou$tédly a chromatografickych metod, kombinace HPLC a fotometrie v UV oblasti,
LCMS/MS (kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii) [69].

radioimunoanalyzy (RIA) od firmy Diasorin. Nové se v3ak v poslednich letech na trhu
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objevily firmy s principem stanoveni chemiluminiscenéni imunoanalyzy na
mikro¢asticich (CMIA) a to konkrétné firma Abbott s analyzatorem Architect [70], firma
Siemens s analyzatorem Advia Centaur [71, 72] a opét firma Diasorin s analyzatorem
Liaison [73]. Dale zacCala stanovovat vitamin D firma Imunodiagnostic Systems na
analyzatoru iSYS [74] s principem metody enzymové imunoanalyzy (EIA) a v
neposledni fadé firma Roche s principem elektrochemiluminiscencni imunoanalyzy
(ECLIA) na analyzatorech Elecsys, Cobas E a Modular. VSechny vy$e uvedené
imunochemické principy metod nemaji dostate€nou uroven srovnatelnosti s referenéni
LC-MS/MS metodou, i kdyz firma Roche tuto standardizaci deklaruje s navaznosti na
standardni referenéni material NIST SRM 972 Vitamin D [75, 76]. Vyhodou
imunochemickych metod je jejich snadnost, dostupnost a rychlost. Zatimco prevazujici
nevyhody, kromé jiz zminéné nedostate€né navaznosti na certifikovany material,
spocivaji ve zkfizené reaktivité mezi izomery a metabolity a v rizné koncentraci DBP u
odliSnych skupin pacientd.

Kalcidiol je v séru vazan pomérné vysokou afinitou k vazebnému proteinu (DBP),
jehoz koncentrace prevySuje 100 - 1000 x hodnoty kalcidiolu. Z toho divodu je nutné
zarazeni predpfipravného kroku vedouciho ke kvantitativnimu uvolnéni stanovovaného
vitaminu z vazby a také k inaktivaci vazebného proteinu pro minimalizaci interferenci
pfi stanoveni. Nedostate¢na inaktivace vazebného proteinu vyznamnym zpusobem
ovliviiuje porovnatelnost metody s referenéni metodou LC-MS/MS [77].

Nedostate¢na standardizace puUsobi vysokou mezilaboratorni variabilitu a
vyznamné systémové diference mezi metodami v8ak klinické hodnoceni stavu
saturace organismu vitaminem D komplikuji [75]. Navic v poslednich letech dochazi k
pomeérné vysokému narlstu pozadavkl na stanoveni vitaminu D. Vzhledem k tomu, ze
je velmi malo vitaminu D, ve straveé, vétSina déti i dospélych maji v podstaté 100%
jejich celkového 25-OH vitaminu D jako 25-OH vitamin Ds. Proto pacienti, ktefi jsou
léCeni na nedostatek vitaminu D s vitaminem D,, by méli byt opakované
testovanipomoci LC-MS/MS [62], protoze to je doposud jedina metoda pro specifické

stanoveni vitaminu D a jeho metabolitd.
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3.4 Vybrané separacni techniky

Mezi nejvice pouzivané analytické metody patfi metody chromatograficke,
predevsim kapalinova chromatografie, ktera byla pouzita v této praci pro stanoveni
liposolubilnich vitaminG. Pfednosti této techniky je jeji vysoka délici schopnost, rychlost
analyzy, moznost automatické detekce, identifikace a kvantitativniho vyhodnoceni. Pro
ZlepSeni ucinnosti separace bylo vyuzito sou€asnych trend na poli chromatografie,
mezi které patfi chromatografické kolony s ¢asticemi menSi nez 2 um, kolony s
povrchové poréznimi Casticemi, monolitické kolony a ultra-vysokoucinna kapalinova
chromatografie.

Vzhledem k velice sloZité biologické matrici, ve které byly liposolubilni vitaminy
stanoveny, musel byt pfed vlastni analyzou zafazen krok pro upravu daného vzorku.
V této praci bylo vyuzito jednoduchych i modernich technik pro pfipravu vzorku
k analyze jakymi jsou napf. precipitace, ultracentrifugace, extrakce na pevné fazi (solid-
phase extraction, SPE), extrakce kapalina-kapalina (liquid-liquid extraction, LLE) a od

nich odvozené dal$i mikroextrakeni techniky.

3.4.1 Kapalinova chromatografie

3.4.1.1 Monolitické kolony

Jiz v roce 1967 Kubin a kol. informovali o in situ pfipravé bloku z porézniho
organického polymeru ve sklenéné koloné, ktera vSak ukazala nizkou propustnost pro
praktické pouziti jako separa¢ni médium. Pozdé&ji Hjertén predstavil stlaceny gel a
nasledné Tennikova a kol., Svec a Fréchet [78] vyvinuli "kontinudlni separaéni
médium" skladajici se z jednoho kusu porézniho organického polymerniho materialu
pozdé&ji nazyvaného "monoliticka stacionarni faze". Monolitické kolony na bazi
anorganickych matrici byly zavedeny na zaCatku roku 1990 [79].

Monolity maji bimodalni charakter péra, obsahuji velké péry umoznujici pratok
mobilni faze (makropory >50 nm, nejcastéji cca 1 ym) a malé pory, které zajistuji
dostate€ny specificky povrch pro interakci s analytem (mezopdry 2-50 nm). Tato
distribuce pord je typicka pro monolity na bazi oxidu kfemicitého. Naproti tomu
organické monolity v sob& mezopéry mohou, ale i nemusi obsahovat. Monoliticka faze
vyplniuje cely vnitfni prostor kolony, mobilni faze tak protékéa pfimo stacionarni fazi a
analyty se k aktivnim centrim dostavaji konvektivnim tokem, ¢imz se urychluje jejich

transport kolonou a interakce se stacionarni fazi. Pfitomnost makropérd umozni kratsi
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analyzy, jelikoz lze pouzit vySSi pritok mobilni faze bez vyrazné ztraty ucinnosti a

prekroceni tlakového limitu chromatografického systému [80, 81].

Makroporézni polymerni monolity

Tyto monolity jsou pfipravovany pfimo v prazdné koloné Ci kapilafe, ktera se
naplni polymeraéni smési, uzavie a za pusobeni tepla nebo UV zafeni provede
radikalova kopolymerizace. Polymerizaéni smés pro pfipravu organickych monolitt se
sklada z monomeru, sitovaciho &inidla (zpravidla molekula obdobna monomeru, avsak
obsahujici dvé dvojné vazby), iniciatoru a porogenni smési. Slozky porogenni smési
nejsou zabudovany do polymerni struktury monolitu, pouze vznikajici monolit solvatuji
a jejich objem tak udava jeho konecnou porozitu. NejpouzivanéjSimi monomery jsou
derivaty metakrylatu, akrylamidu a styrenu, Obr. 8. Nejb&zné&jSimi sitovacimi Cinidly

pak jsou etylendimetakrylat a divinylbenzen.

Obr. 8: Typické struktura organického polymerniho monolitu polymetakrylatu [79]

Povrch organickych monolitl |ze modifikovat dvémi zakladnimi principy.
Nejjednodussi je pouziti zakladniho monomeru, ktery pozadovanou funk&ni skupinu
obsahuje. Takto Ize pfipravit monolity, které obsahuji napf. skupinu hydroxylovou,
amidovou, sulfonovou, fosfatovou a karboxylovou. Vyhodou tohoto pfistupu je
jednoducha pfiprava, na druhou stranu znacna ¢ast pouzitého monomeru je obsazena
i ve vnitfni struktufe monolitu a naopak na povrchu je pfitomné i sitovaci Cinidlo.
Pozadovana funkéni skupina monomeru také mulze byt pfi¢inou jeho omezené
rozpustnosti v polymerizaéni smési, coz mlze limitovat jeho obsah, nebo i znemoznit
jeho pouziti. Druhy pfistup zahrnuje metody chemické modifikace povrchu jiz

vytvofeného monolitu. Postup je tedy vicekrokovy, coz mulze vést ke snizeni

33



TEORETICKA CAST — VYBRANE SEPARACGNI TECHNIKY

reprodukovatelnosti vyslednych kolon a ke zvySeni ¢asové, materialové i energetické

naro¢nosti pfipravy [80-82].

Anorganické monolity

Prvni monolitické stacionarni faze na bazi silikagelu pfipravili a popsali profesofi
Nakanashi, Soga a Tanaka. Komer¢né dostupné byly k dispozici od roku 2000 u firmy
Merck pod obchodnim nazvem Chromolith a u firmy Phenomenex pod obchodnim
nazvem Onyx™ a dodnes zUstaly nejrozSifenéjsi v HPLC [83, 84].

Monolity na bazi silikagelu se nejCastéji pfipravuji takzvanym sol-gel procesem.
Pfiprava je zalozena na hydrolyticky iniciované polykondenzaci tetraalkoxysilant napf.
tetraetoxysilanu (TEOS) nebo metyltrimetoxysilanu (MTMS) nebo nejCastéji
tetrametoxysilanu (TMOS) ve vodném roztoku kyseliny octové v pritomnosti
polyetylenglykolu jako porogenu. Technologie vyroby umozniuje pfipravu monolitd s
presné definovanou strukturou obsahujici mezopoéry o velikosti 13 nm a makropéry o

velikosti 2 ym a dosahuji specifického povrchu kolem 300 m?/g, Obr. 9.

SEM image:
Cross section of
a silica monolith

Mesopores: 13nm Macropores: 2 ym

Obr. 9: SEM - porézni struktura typicka pro silikagelovy monolit [85]

Na rozdil od organickych monolitd nemohou byt silikagelové pfipravovany in situ
z duvodu objemové kontrakce, ke které dochazi pfi tuhnuti monolitu. Pfipravené
monolitické silikagelové kolony mohou byt snadno modifikovany napfiklad zavedenim
alkylové funkéni skupiny (C8 - oktylové, C18 - oktadecylové) na jejich povrch pro

pouziti v chromatografii s reverznimi fazemi [86, 87]. Monolitické kolony poskytuji lepsi
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separacni ucinnost konvenéni kolony s velikosti ¢astice 3 - 5 ym a mohou dosahnout
vysSich prutokd mobilni faze az 9 ml/min bez prekro€eni tlakového limitu Cerpadla a
kolony, Obr. 10 a 11 [88]. Silikagelové monolity se osvédcily na rozdil od organickych
monolitl i pfi separaci malych molekul [80, 82].

HETP [jm] Particulate column, 5 pm

30,00
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Chromolith Performance”®

° Particulate column, 3 pm R

10,00 A

>
]
>u
>

>u

0 2 4 6 é Flow rate [mL/min]

Obr. 10: Porovnani ucinnosti &asticovych kolon s monolitickou kolonou pomoci van
Deemterovych krivek [88]
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Obr. 11: Porovnani C¢asticovych kolon s monolitickou kolonou pomoci zavislosti

zpétného tlaku na pritoku mobilni faze [88]
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Monolitické kolony 2. generace

Druhda generace monolitickych kolon od firmy Merck byla pFfedstavena
v Budapesti na konferenci HPLC v roce 2011 pod obchodnim nazvem Chromolith®
HighResolution. Struktura silikagelu je mnohem vice homogenni nez u prvni generace
a lisi se od klasického monolitu velikosti pora tzn. makropéry o velikosti 1,15 ym a
mezopory o velikosti 15 nm, dale specifickym povrchem 250 m?/g a celkovym objemem
poru 2,9 ml/g. Separacni ucinnost muze dosahnout az 200 000 teoretickych pater /
metr [89], pfiemz odpovida sub-3-um pIné poréznim nebo 2,7 pum core-shell
Casticovym kolonam a je alespon o 50% lepS&i ve srovnani se standardnimi kolonami
Chromolith®, Obr. 12. Tlak v systému se s novym sorbentem zvysi o 60%, ale pfesto je
minimalné o 50% niz8i, nez u jakékoliv Casticové kolony se stejnymi rozméry. To
umozni, aby rychlost separace mohla byt zvySena pouzitim vySSich pratokd mobilni
faze s niz§im tlakovym namahanim chromatografického systému. Také lze vyuzit
moznosti spojovani vice kolon pro vy3Si u€innost separace. Morfologie a u€innost
separace nové generace silikagelovych monolitd byly popsany podrobné Hormannem
a kol. [90, 91].

Number of theoretical plates per meter

= Chromolith®
== Chromolith® HR

30

Column lifetime compared
to a particulate column

Back-pressure [bar]

Obr. 12: Porovnani prvni a druhé generace monolitickych kolon na zakladé jejich

ucinnosti separace, zpétného tlaku a Zivotnosti [88]
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3.4.1.2 Kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi

Koncept pevnych Castic potazenych poréznim plastém byl poprvé navrzen na
konci roku 1960 Horvathem a kol. jako sklenéné koralky potazené tenkym filmem
polymeru ze styrenu, divinylbenzenu a benzoyl peroxidu [92]. Trvalo nékolik desetileti
vyvoje az do roku 2006, kdy byla zapocata velkovyroba a komercializace povrchové
poréznich &astic (porous shell particles, core-shell particles, fused-core particles) od
firmy Advanced Material Technologies. Tyto Castice, pod nazvem HALO, mély velikost
2,7 um a odhalily potencial této nové technologie v analyze LC [93]. Pfehled komeréné
dostupnych kolon s povrchové poréznimi &asticemi je uveden v Tab. 3.

Charakteristicka struktura povrchové poréznich c¢astic pouzivanych v
chromatografii se sklada ze dvou ruznych ¢&asti. Prvni z nich je vnitini pevné
silikagelové jadro o praméru 0,9 az 3,7 ym. Méné €asto mulze byt tvofeno z jiného
anorganického (hlinik, zlato nebo uhlik) nebo organického materialu (polymer nebo
smés polymert). Druha c&ast je plast tvofen nékolika vrstvami chemicky
modifikovaného silikagelu o definované porozité. Spole¢né jadro a plast tvofi kulovité
Castice s velice uzkou distribuci velikosti, ktera mize byt upravena na celkovy pramér
dle potfeby od 1,3 do 5 ym, Obr. 13 a 14.

0,35 um porézni povrch
1,9 um pevné jadro i

1,25 pm pevné jadro
0,23 um porézni povrch

— 2,6 um

—9.7:pm

Obr. 14: SEM - vlevo ¢astice HALO® 2,7 um a vpravo Kinetex™ 2,6 um [95]
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Tab. 3: Komeréné dostupné kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi a nékteré z jejich nejddlezitéjSich viastnosti [93]

Advanced 25
Chromatography UltraCore 95 A: C18, fenyl-hexyl 5'0 130 m?/g 1000 bar
Technologies '
Advanced .
} 90 A: C18, C8, fenyl-hexyl, pentafluorofenyl, RP-amid, CN, HILIC, OH5 4,6 (0,6)
Materials HALO 150 m?/g 600 bar
160 A: C18 2,7 (0,5)
Technology
) 120 A: C18, C8, fenyl-hexyl, SB-Ag, RP-amid, CN, HILIC 2,7 (0,5)
Agilent Poroshell 130 m4/g 600 bar
300 A: C3, C8, C18 5,0 (0,25)
90 A: C18, C8, pentafluorofenyl, fenyl, HILIC, amid, 2-etylpyridin
ChromaNik SunShell 160 A: C18, RP-AQUA 2,6 (0,5) 150 m4/g 590 bar
300 A: C18
Fortis ; 2,6 (0,4)
_ SpeedCore 80 A: C18, pentafluorofenyl, difenyl, HILIC 140 m?/g
Technologies 5,0
Knauer BlueShell 80 A: C18, C8, HILIC 2,6 (0,5) 130 m?/g
90 A: C18, fenyl-hexyl, pentafluorofenyl, HILIC-kyselina amonium
Macherey-Nagel NucleoShell i 2,7 (0,5) 130 m?/g 600 bar
sulfonova
Nacalai CosmoCore 90 A: C18 2,6 (0,5) 150 m?/g 600 bar
Nanologica ; - 1,7 (0,15)
Eiroshell 100 A: silikagel 130 m?/g
(Glantreo) 2,6 (0,4)
) 90 A: C18, C8, fenyl-hexyl, pentafluorofenyl, RP-amid, HILIC
Perkin Elmer Brownlee SPP L G 2,7 (0,5)
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1,3(0,2)
. 1,7 (0,23)
Kinetex 100 A: C18, XB-C18, C8, fenyl-hexyl, pentafluorofenyl, byfenyl,
e 2,6 (0,35)
Phenomenex Kinetex/Aeris ) ) 5,0 (0,67) 200 m3/g 1000 bar
Aeris Peptide: C18
o 1,7 (0,22)
Aeris Widepore: C18, C8, C4
3,6 (0,5)
3,6 (0,2)
2,7
Restek Raptor 90 A: C18, byfenyl 20 150 m?/g 600 bar
Shiseido Capcell Core 90 A: C18 (polymer) 2,7 (0,5) 150 m?/g
SIELC 90 A: kombinovany méd: RP + kation vymé&nna, RP + anion vyménna,
. Coresep ; 2,7
Technologies HILIC + ion vyménna
) ; ; 90 A: C18, ES-C18-peptid, C8, fenyl-hexyl, pentafluorofenyl, RP-amid, ES-
Sigma-Aldrich Ascentis 5,0 (0,6)
(Supelco) £ CN, HILIC, OH5 27(05) 135 m?/g 1000 bar
upelco Xpress .7 (0,
P P 160 A: C18
80 A: C30, C18, C18-amid, C8, C4, phenyl-hexyl, pentafluorofenyl, urea-
Thermo 2,6
- Accucore HILIC, amid-HILIC, aQ 130 m?/g 1000 bar
Scientific 4,0
150 A: C18, C4, amid-HILIC
Waters Cortecs 90 A: C18, HILIC 1,6 (0,24) -
Meteoric 80 A:C18, C8
YMC Europe 2,7 150 m?/g
Core 160 A: C18

* hodnoty plochy povrchu jsou uvedeny pro ¢astice o velikosti 2,6 um nebo 2,7 um jednotlivych znacek

@p (L) - velikost ¢astice (tloustka obalu) (um)
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Uginnost povrchové poréznich éastic

Vyuziti povrchové poréznich ¢astic vyznamné zlepSilo u¢innost chromatografické
separace v porovnani s celkové poréznimi ¢asticemi (Obr. 15), to jak v aplikacich na
reverznich fazich, tak v HILIC aplikacich. ZvySeni uc€innosti Ize vysvétlit pomoci van
Deemterovy rovnice. Diky pevnému jadru Castice dochazi k mensi axialni difuzi a
shizuje se odpor proti pfevodu hmoty (tzn. sniZeni &lenu C, ktery zavisi na velikosti
Castice a na molekularni difuzi) asi o 25%. Vzdalenost, ktera musi byt pfekonana
difuzi ve stagnantni mobilni fazi uvnitf pérda, neni delsi nez 0,5 um a je dokonce kratsi
nez pro celkové porézni ¢astice o priméru 1,7 um. Pfiblizné o 20% je omezena i vifiva
difuze - snizeni ¢lenu A, ktery zavisi na velikosti ¢astic, distribuci velikosti ¢astic a na
homogenité naplnéni kolony. Zejména diky zmenSeni ¢lenu C je mozné pouzivat vysSi

prutoky mobilni faze bez ztraty chromatografické ucinnosti [96].

(B) 33
+ Chromolith FastGradient
30 1| a Kinetex 2.6 um ' : SRR . ' .
o Acquity BEH 1.7 um
271 |x Ascentis Express 2.7 um I S . e
o Hypersil Gold 1.9 um
ol WY ) /
£ o
< 21 | . X -
o \ b
'Y * g
12 S
o -
\ gt
6 *v ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
3 Ll

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
linear velocity (cm/sec)

Obr. 15: Porovnani van Deemterovych kfivek ziskanych analyzou Ivermektinu na
téchto kolonach - monolitické (Chromolith FastGradient), plné poréznich
(Acquity BEH, Hypersil Gold) a povrchové poréznich (Kinetex, Ascentis
Express) za podminek: 95/5% (v/v) ACN/voda, teplota 35°C, objem nastriku
0,5 ul [97]
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Dulezité faktory, které zodpovidaji za vysSi u€innost povrchové poréznich €astic,
jsou tedy nasledujici: relativné maly primér ¢astic, pfitomnost porézni slupky, a takeé
daleko pravidelnégjsi distribuce a hustota naplnéni kolony ve srovnani s celkové
poréznimi Casticemi klasického silikagelu. Diky porézni vrstvé dochazi k urychleni
kinetiky pfevodu hmoty (vzdalenost, kterou musi analyt pfekonat, odpovida pouze
Sifce porézni vrstvy) [96].

Povrchové porézni Castice dokazaly, ze se svymi vlastnostmi rovnaji nebo
mohou prekonat vlastnosti sub-2-um plné poréznich ¢astic a monolitickych kolon a to
nejen z hlediska vySkového ekvivalentu teoretického patra H, ale rovnéz v celkové
kinetické ucinnosti. Povrchové porézni ¢astice o malém priiméru pinéné do malych
kolon mohou poskytnout takovou uUroven vykonu, ktera pfesahne mozZnosti
nejvykonngjSich chromatografickych systém, jez jsou v sou€asné dobé k dispozici.
Obrovské mnozstvi pfibyvajicich ¢lanku, které popisuji aplikace vyuzivajici core-shell
kolon, ukazuje na exponencialni rust této technologie ve vSech oblastech analytické
chemie [93].

3.4.1.3 Ultra-vysokouc€inna kapalinova chromatografie (UHPLC)

Termin UHPLC byl poprvé pouzit Jorgensonem v roce 1997 a predstavuje ultra-
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii. Jeho skupina jako prvni popsala pouziti
nano-kolon plnénych neporéznimi ¢asticemi o velikosti 1,0-1,5 ym na bazi silikagelu na
prototypu, ktery byl kompatibilni s velmi vysokym tlakem az do 4100 bar (v roce 1997)
a do 7200 bar (v roce 2003). Vedle prace Jorgensona také Lee a kol. potvrdil potencial
UHPLC pro tlaky az 3600 bar. Poté byl vroce 2004 predstaven prvni komeréné
dostupny chromatograficky systém kompatibilni s tlakem 1000 bar od firmy Waters pod
ochrannou znamkou ultra-performance liquid chromatography (UPLC) [98].

V soucasné dobé ultra-high performance LC (UHPLC) systémy (Obr. 16) jsou k
dispozici pod rGznymi nazvy jako napf. rapid-resolution LC (RRLC), rapid-separation
LC (RSLC), ultra-fast LC (UFLC) a také very high-pressure LC (VHPLC). Silnou
strankou UHPLC technologie je schopnost separovat a identifikovat 1éCiva a jejich
metabolity se znaCnym zlepSenim rozliSeni a citlivosti a sniZzenim celkové doby
analyzy. UHPLC se v posledni dobé stala Siroce pouzivanou analytickou technikou v
laboratofich vSech oborl v€etné rutinnich laboratofi a vyzkumnych center. Vzhledem k
tomu, ze biologické vzorky mohou byt velmi slozité a jejich pocCet je obvykle rozsahly, je

zadouci dosahnout rychlé separace s vysokym rozliSenim a citlivosti [98, 99].
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Obr. 16: Schéma usporadani UHPLC systému: (1) zasobni lahve s rozpoustédly, (2)
modul k odplynéni, (3) gradientovy ventil, (4), mixér pro dodavku mobilni faze,
(5) vysokotlaké ¢erpadlo, (6) pfepinaci ventil v poloze pro injekci vzorku, (6"
pfepinaci ventil v poloze pro dodani vzorku, (7), smycka pro vstfikovani
vzorku (10 - 100 ul), (8) predkolona, (9) analyticka kolona (10) detektor, (11)
sbér dat do PC, (12) odpadni lahev [100]

Velikost Castic plnénych do analytickych kolon je postupné zmen$ovana ve
snaze o zlepSeni separace v kapalinové chromatografii. A¢koliv trend sub-2-um &astic
umozni velmi U€innou a rychlou separaci, maly primér vSak generuje velmi vysoky
zpétny tlak. Tyto vysokotlaké podminky vyzaduji specialni hardware - UHPLC systém,
ktery je schopen s nimi pracovat [93].

Van Deemterova kfivka (Obr. 17) pro ¢astice mensi nez 2 ym je daleko méné
strma ve srovnani s ¢asticemi o vétSim praméru (Obr. 18), a to zejména diky ¢lenu C

van Deemterovy rovnice, kdy velikost Castice je v podstaté zapocitdna druhou

mocninou:
H=A+ B +C-u
Y7,
A - vifiva (Eddyho) difuze analytu v mobilni fazi pfi prdchodu népini kolony
B - podélna difuze v mobilni fazi
C - pfenos hmoty stacionarni fazi
U - linearni pratokova rychlost mobilni faze

Optimalni separacni ucinnosti (nejnizsi hodnoty H) je dosazeno pfi vysSich
linearnich pratokovych rychlostech. Tato Ucinnost je zachovana v SirSim rozsahu
linearnich pratokovych rychlosti, a to diky nizkému odporu proti pfevodu hmoty. Proto

mohou ¢astice mendi neZz 2 ym byt pouzivany pro dosazeni lepSi uc€innosti, rozlieni
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pikd a zkraceni doby analyzy (diky ucinnosti ¢astic mensich nez 2 ym lIze vyrazné
zkratit délku analytické kolony). Vyjadfime-li linearni pratokové rychlosti (cm/s) jako
objemové prutokové rychlosti (ml/min) na takto malych kolonach, vysledné priitoky jsou

velmi nizké, a proto dochazi k vyznamné uspofe rozpoustédel [96].
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Obr. 17: Van Deemterova rovnice popisujici vztah mezi rychlosti pratoku mobilni faze

kolonou a vyskovym ekvivalentem teoretického patra H [101]
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Obr. 18: Porovnani van Deemterovych kriivek pro ¢astice o velikosti 10 um, 5 um, 3 um
a 1,9 um — s menS$i velikosti ¢astic ziskana vy$$i uc¢innost s mnohem $irsim

rozsahem pouZitelnych pratokd [101]
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Vyuziti takto malych €astic pfi chromatografické separaci vSak zpUsobi vyrazny
narlst zpétného tlaku v systému a podle Darcyho zakona tento narlst bude nepfimo

umérny druhé mocniné velikosti ¢astice:

AP=¢- 77'd'-2'ﬂ
p
[0) - faktor odporu kolony
n - viskozita mobilni faze
L - délka kolony
u - linearni pratokova rychlost mobilni faze

dp - velikost Castice

Protoze linearni pratokova rychlost je nepfimo umérna priméru ¢astice d,, da se
fici, Ze zpétny tlak je nepfimo umérny tfeti mocniné velikosti Castice. To prakticky
znamena, ze pri optimalni linearni pritokové rychlosti bude Castice o velikosti 1,7 pm
vytvaret zpétny tlak pfiblizné 27x vy8Si nez 5 ym &astice. Z toho divodu nebyla dlouho
komeréné dostupna patficna instrumentace, ktera by umozZfiovala praci s malymi
Casticemi pfi ultra-vysokych tlacich. Konvenéni kapalinové chromatografy pracuji pfi
tlacich 30 — 40 MPa (300 — 400 bar), zatimco pro UHPLC aplikace je tfeba tlaku okolo
100 MPa (1000 bar) a vice [96].

Daldi pozadavky pro dosazeni u€inné separace na koloné& s malymi Casticemi
zahrnuji vysokou frekvenci sbéru dat (240 Hz), Siroky rozsah prutoku, kratkou dobu
davkovaciho cyklu potfebného pfi rychlé analyze pod 1 min, minimalni mimokolonovy
objem (kapilary s vnitfnim pramérem az 0,12 mm a nizko objemové detekéni cely

v rozsahu nl) a minimalni zpozdéni gradientu [93, 102].

Systém cerpadel

Kazdy chromatograficky systém ma svdj pumpovaci (Cerpaci) systém, ktery musi
byt schopen davkovat mobilni fazi s pfesné zvolenym prutokem a sloZenim v celém
prabéhu analyzy. RozliSujeme dva typy sméSovacich systémud na nizko- a vysokotlaké
(Obr. 19). Vysokotlaky (obvykle binarni) systém se vyznaluje tim, Zze se jednotlivé
slozky smichavaji po pruchodu cCerpadlem pfed nastfikem a obvykle podstupuji
ur€itému rozpinani €i kontrakci. Nizkotlaky (Casto az kvartérni) systém se vyznacuje
michanim slozek mobilni faze pfed Cerpadlem za pouziti proporcionalniho ventilu

(GPV, gradient proportioning valve) [102].
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A High Pressure Mixing (Multi-pump, Binary)

Extra-column Volume

(includes detector flow cell)
Pump 1 A 7 ™S A
P Mixer
Injector Detector
Pump 2
7
‘\\/
Gradient Delay Volume
B Low Pressure Mixing (Single pump, Quaternary)
Extra-column Volume
Proportioning (includes detector flow cell)

valve

> A< Ty
9&@ Pump Injector Detector
%/—/

Gradient Delay \Volume

Obr. 19: Schéma vysokotlakého (A) a nizkotlakého (B) smésovaciho systému [102]

Oba systémy maji své vyhody a nevyhody. Vysokotlaky je typicky nizkym
zpozdénim gradientu tj. objem mezi mixérem a hlavou kolony, coz je dulezité pro
gradientové analyzy. Tento typ michani je zejména uzite€ny pfi nizkych pratocich,
jakych je pouzito u kolon s malym primérem castice (£ 2,1 mm), nebo pro velké
molekuly, které vyZaduji pro separaci pomalejsi prutok vzhledem k jejich niz8i optimalni
linearni rychlosti. Zatimco nizkotlakové sméSovaci systémy jsou levnéjSi a maji vétsi
zpozdéni gradientu (3-4x), jsou flexibilngjSi a jsou schopny simultanné michat az Ctyfi
sloZky najednou, coZ je vyhodné napf. pfi optimalizaci slozeni mobilni faze v ramci
vyvoje nové metody. Pfi vysSich pritocich muze dojit k zanedbatelnému prodlouzeni
Casu analyzy. U komerénich UHPLC je michani mobilni faze za¢lenéno za &erpadlo za
ucelem minimalizovani zpozdéni gradientu. V zavislosti na aplikaci se mohou tyto
mixéry liSit v objemu od pfiblizné 40 ul (separace béznych malych molekul) az do
500 ul. Vétsina separaci, provedenych na UHPLC, vyuziva objem( mezi 50 — 100 ul,
Tab. 4 [102].
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Tab. 4: Charakteristika nékterych vybranych UHPLC systému srovnanych podle data
vyroby [102]

Acquity UPLC ~ Waters 2004 15 000 0012 1530 <120
Accelakiigh ThermoFisher 2006 15 000 00015 <60 70 *
Speed LC

X-LC Jasco 2006 15 000 do 5 30
PLATINDlue Knauer 2008 15 000 do 5 1560 110
1290 Infinity LC ~ Agilent 2009 17 400 00015 19-25 <140
Flexar FX-15 PerkinElmer 2009 15 000 8
Acquity UPLC o rers 2010 15 000 0012 <30 <400
H-Class

Ultimate 3000 .

RSLC Dionex 2010 15000 0,1-8 15 293
Nexera Shimadzu 2010 18 800 0.0001-5 10 <185
éf;'slgty UPLC |- \aaters 2011 18 000 0012  <i5 <95

* pouze pumpa

Davkovaci systém (autosampler)

Velice naro¢nou Casti UHPLC systému je nastfik vzorku o nizkém objemu za
velmi vysokého tlaku. Pfi davkovani vzorku je nutné prekonat velky pracovni tlak uvnitf
kolony, pfiemz se nejCastéji pouziva Sesticetstny injekéni ventil s vyménitelnou
smycCkou. Nastfikova smyCka o uréitém objemu omezuje timto objemem maximaini
velikost nastfiku do systému. Existuji dva hlavni typy injektort a jimi jsou injektor s fixni
smyckou a s variabilni smyc¢kou (také oznaCovan jako pfimy injektor).

Prvni komeréni UHPLC systém obsahoval injektor s fixni smyCkou. Vzorek je
odebran jehlou, nasledné prenesen do smycky a ta je proplachnuta pritokem mobilni
faze. Vzorkova jehla tedy neni soucasti drahy mobilni faze. Naopak je tomu u injektoru
s variabilni smyc¢kou, kdy je po nabéru vzorku promyta pritokem mobilni faze spolu se
smyckou i jehla. Vyhodou pouziti fixni smycky je nizSi disperze, snizené zpozdéni
gradientu a rychlejsi vstfikovaci cykly, nez je tomu u variabilni smycky. Proto je pouziti
idealni ve spojeni s kolonami o malém primeéru, jelikoz nezplisobuje vyznamnou ztratu

ucinnosti. Nevyhodou injektoru s fixni smyckou je potfeba viceCetného oplachu
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rozpou$tédly k minimalizovani kontaminace, stejné tak jako zvySena disperze kvuli
objemovému pfetizeni s pouZzitim vétdi smycéky (220 ul). V sou€asné dobé se vyrabéji
UHPLC systémy, které vyuzivaji oba typy injektorl za ucelem dosazeni optimalnich
vysledkl v zavislosti na aplikaci.

DalSi komponenta spojena s injektorem je kolonovy termostat, ktery maze byt
také hlavni zdroj mimokolonové disperze a zpozdéni gradientu. V zasadé existuji dva
typy kolonovych termostatt dostupnych ve vSech LC separacich — pasivni a aktivni. K
pasivnimu zahfivani (ochlazeni) mobilni faze dochazi v dlouhé stoené kapilafe,
umisténé pred kolonou, kdezto k aktivnimu ve velmi kratké kapilare taktéz umisténé
pred kolonou [102].

Detektory

Pro UHPLC separace s uzkymi piky (1-3 vtefiny na zakladni linii) je zapotfebi
detektorl s velmi rychlym sbérem dat. Zatimco detekce na koloné je nejlepsi feSeni
pro eliminaci postkolonové disperze, ma i za nasledek snizeni intenzity a neni
kompatibilni s ocelovymi kolonami.

V UHPLC systémech jsou vyuzivany UV/VIS detektory s nizkoobjemovou
pratokovou celou 0,25 - 2 ul, aby se minimalizoval vliv mimokolonové disperze.
Nicméné to ma negativni vliv na intenzitu signalu z divodu kratké délky drahy
pritokové cely. Podobné pokroky byly provedeny u detekce hmotnostnim
spektrometrem (MS, mass spectrometry), kde je detektor v souCasné dobé& schopen
dosahnout nizké Casové prodlevy (dwell time) pod 5 ms. Stejné tak je dosazeno i
nizkého mezikanalového a meziskenového ¢asového zpozdéni u dalSich typl detekce
jako je fluorescenéni (FD), odpafovaci detektor rozptylu svétla (ELSD) a detekce

indexu lomu (RI, refractive index), které jsou nyni dostupné pro UHPLC [102].
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3.4.2 Techniky pro upravu vzorku pfed analyzou

Priprava vzorku patfi k zakladnim ukonim pfi analyze biologickych vzorku a je
zameéfena na izolaci, ¢isténi a zakoncentrovani analytd z komplexni biologické matrice.
Biologické vzorky nejsou vhodné pro pfimou LC analyzu z ddvodu jejich vysoké
slozitosti a obsahu mnoha interferujicich sloucenin, jako jsou soli, fosfolipidy a zejména
proteiny. Ty se mohou nevratné adsorbovat na stacionarni fazi, coz ma za nasledek
podstatné snizeni u€innosti kolony a zvySeni zpétného tlaku. Mohou také ucpat frity,
injektor nebo v nejhorsSich pfipadech i kolonu.

Tyto interferujici latky se odstrani ve vétsi nebo mensi mife v pribéhu Upravy
vzorku za ucelem lepsSi separace a detekce analytu. Volba techniky pro pfipravu vzorku
je tedy kliCova pro spravnost a pfesnost ziskanych dat a na jejim provedeni zalezi
celkovy Uspéch analytického stanoveni jak z kvalitativniho, tak i z kvantitativniho
hlediska. Analyty jsou ¢&asto pfitomné ve velmi nizkych koncentracich, pfi¢emz
prevazuji interferujici slou€eniny, a proto je v mnoha pfipadech vyuZito i kombinace
rdznych technik [103, 104].

Biologicky material ma pfevazné charakter kapalného vzorku tj. plna krev,
napf. vzorek tkané. Mezi faktory, které by mély byt vzaty v Uvahu pfi rozhodovani o
volbé techniky, patfi charakter vzorku a analytu, selektivita procesu, pocet kroku
pFipravy, Cas extrakce, spotfeba rozpoustédel a moznost pouziti automatické on-line
metody, coz je dulezité zejména v pfipadé potieby analyzy rozsahlych sérii vzorka. V
souCasné dobé je hlavni nevyhodou technik pro pfipravu vzorku jejich pracnost,
vicekrokové a Casové narocné postupy, které zabiraji mnohdy 60 az 80% z celkové

doby analyzy, a proto se stavaji omezujicim faktorem v bioanalyze, Obr. 20.

The Preanalytical Phase in the Diagnostic Process Preanalytical Phase
Ward/Practice
Send
Postanalytical Phase 3.7% Preanalytical Phase Selection Sampling
Laboratory outside Laboratory
136% 20.2%

Transport

Preanalytical Phase Registration
outside Laboratory

20.2% Storage

Centrifugation
Preanalytical Phase
Laboratory
37.1%

Preanalytical Phase Distribution

Laboratory 3
Laboratory 3210 Sample Preparation

Analytical Phase
25.1%

Obr. 20: Relativni pfispévek a clenéni preanalytické faze v celkové dobé

diagnostického procesu [105]
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Metody pro pfipravu vzorku dostupné pro biologické materialy mohou byt
rozdéleny do dvou hlavnich skupin na zakladé historie a frekvence jejich pouziti. Prvni
skupinu tvofi konvenéni metody pfipravy vzork(l, jakymi jsou centrifugace, extrakce
kapalina-kapalina (LLE) a extrakce na pevné fazi (SPE). Do druhé skupiny patfi
metody vyvinuté v poslednim desetileti, které Fadime do modernich pfistupt v oblasti
pfipravy vzorku. Tyto metody by mély usnadnit fazi pfipravy vzorku s hlavnimi
pozadavky na snizeni objemu vzorku a spotfeby rozpoustédel, zkraceni doby pfipravy,
snizeni poctu kroku, snizeni nakladl na analyzu a moznost automatizace. Do této
skupiny patfi mikroextrakéni techniky jako jsou napfiklad LLME, LPME, EME, SPME,
MEPS [103, 106].

3.4.2.1 Centrifugace

Odstfedovani (centrifugace) je postup, ktery vyuziva odstfedivé sily pro déleni
latek rGzné hustoty, zrychluje rovnéz proces sedimentace téchto Castic. Rozdélovani
smési kapalin nebo kapaliny a tuhych latek o riznych hustotach pomoci odstredivé sily
se provadi v centrifugach [107].

Ultracentrifugaci se déli molekuly pasobenim gravitacnich sil vétSich, nez jsou
sily difuzni. Tato technika je nezbytnou soucasti izolace protein(, nukleovych kyselin,
bunécnych organel a slouzila rovnéz jako metoda stanoveni molekulovych hmotnosti.
Molekulové hmotnosti latek mohou byt stanoveny z rychlosti jejich sedimentace v
roztoku nebo v gradientu tvofeném inertni latkou s malou molekulovou hmotnosti
(napf. sacharosou) nebo v hustotnim gradientu vytvofeném rychle difundujici latkou
(napf. CsCl). Makromolekularni latky jsou z bunék uvolfiovany chemickymi nebo
mechanickymi prostfedky. Po rozbiti bunék se k odstranéni jejich zbytk( nebo pro
izolaci nékterych organel pouziva postupna centrifugace. Pfi izolaci Cistych proteinl se
Casto pouziva postupného vysrazeni fizeného zménou koncentrace soli a pH roztoku.
Prvni ultracentrifuga byla vyvinuta Svédskym biochemikem Svedbergem (1926 -
Nobelova cena za prace na disperznich systémech), dosahovala rychlosti 80000
otacek za minutu [108].

U centrifug je obecné zvykem udavat odstfedivé zrychleni v nasobcich
gravitaniho zrychleni (g = 9,81 m/s2). Takto udavané zrychleni se oznacuje jako
relativni odstfedivé zrychleni nebo také relativni odstfediva sila RCF, ktera mize byt
spocitana pomoci nomogramu, Obr. 21. Tento zpusob se pouziva pro rychly odhad sily
generované béhem procesu toceni u nizkoobratkovych centrifug. Vyhodou je moznost
zjisténi RCF v kterékoliv hloubce centrifugaéni kyvety. Po zméfeni poloméru r (mm) od

stfedu odstfedivky na konkrétni pozadované misto je protnuta pfimka, ktera spoji
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hodnotu poloméru v pravém sloupci a pfislusnou rychlost centrifugy v levém sloupci

(RPM). Vznikly prisecik ve stfedovém sloupci udava vyslednou hodnotu RCF [109].
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Obr. 21: Nomogram slouzici pro vypocet relativni odstfedivé sily RCF [109]

Relativni odstfediva sila je zavisla na frekvenci otaceni ,f“ (rpm, otacky za

minutu) a na vzdalenosti ¢astice ,r“ (cm) od stfedu otaceni:

2
RCF =1118-r- r
1000

Typy centrifug a rototu

Centrifugy jsou obvykle klasifikovany na zakladé jejich dosahované rychlosti
odstfedivého zrychleni, resp. frekvence otacek, konstrukce a ucelu. Déli se tedy na
nizkoobratkoveé, vysokoobratkové a ultracentrifugy. Jejich vlastnosti jsou shrnuty
v Tab. 5[109].

50



TEORETICKA CAST — VYBRANE SEPARACGNI TECHNIKY

Tab. 5: Klasifikace centrifug a jejich charakteristika [109, 110]

Rychlost (RPM x 103) 2-6 18-25 35-150
Maximum RCF (g x 10%) 8 60 900
Chlazeni nekteré ano ano
Vakuovy systém ne nékteré ano
Zrychleni / brzdéni nékteré variabilni variabilni

Podle konstrukce rotoru se rozliSuji rotory vykyvné, uhlové a rotory vertikalni,
Obr. 22. Nejvice pouzivany pro centrifugaci v hustotnim gradientu je vykyvny typ
rotoru. Do tohoto rotoru jsou vzorky vkladany umisténim do individualnich kyvet, které
jsou zavéSeny ve vertikalni poloze, zatimco je rotor v klidu. Po uvedeni rotoru do
pohybu se v dusledku odstfedivych sil dostanou kyvety do horizontalni polohy, ve které
dochazi k nejlepsi separaci a zaroven je nejvice redukovan efekt stény. Rotory s
vykyvnymi kyvetami se pfevazné vyuzivaji pfi mensim zrychleni u nizkoobratkovych

centrifug.

(a) Centrifugal field (b) Centrifugal field

>

Tube angle
14°-40°

=l =
>

Axis of rotor

Centrifugal field

Axis of rotor

Obr. 22: Typy rotoru: a — fixni, b — vertikalni, ¢ - vykyvny [110]
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V uhlovych rotorech jsou umistény vzorky pod fixnim uhlem, ktery se podle typu
muze liSit od 20° do 40°. Tyto rotory jsou vhodné pro zonalni typ centrifugace latek o
molekulové hmotnosti mensi nez 250 000. Vertikalni rotor je vyrabé&n pro pouziti ve
vysokoobratkovych centrifugach a v ultracentrifugach. V tomto typu rotoru jsou vzorky
umistény v poloze kolmé. S pouzitim uhlového i vertikalniho rotoru je ve vzorku
dosazeno rovnovahy v mnohem kratSi dobé&, nez je tomu u vykyvného typu. Tato
skuteénost vyplyva z velikosti thlu, ktery svira osa kyvety s osou rotoru. Cim je uhel
mensi, tim musi separované Castice urazit kratSi drahu. V pfipadé vertikalniho typu
rotoru s nulovym uhlem mezi osami tedy dojde k separaci v nejkratSim mozném cCase,

ktera vSak neni tak kvalitni jako s pouzitim vykyvného rotoru [109, 111].

Centrifugaéni postupy

RozliSujeme dva zakladni typy centrifugacnich postupl a jsou jimi analyticka a
preparativni centrifugace. Analyticka se dfive pouzivala k méfeni fyzikalnich vlastnosti
sedimentujicich ¢astic napf. pro stanoveni molekulové hmotnosti makromolekularnich
latek. S nastupem jednodusSich postupt (gelova filtrace, SDS-PAGE) se zacalo
vyuzivat pfedevsim preparativni centrifugace k izolaci specifickych &astic. Preparativni
centrifugace postrada, na rozdil od analytického postupu, zafizeni pro pozorovani
vzorku béhem odstfedovani. Muzeme ji rozdélit na diferencialni centrifugaci a
centrifugaci v hustotnim gradientu, kterou lze dale rozdélit na techniku zonalni a

izopyknické centrifugace [108, 111].

A. Diferencialni centrifugace

vV wviw

Nejbéznéjsi metodu separace je diferencialni centrifugace, ke které dochazi pfi
postupném odstfedéni vzorku za zvySujici se centrifugacni sily. PredevSim je
pouzivana k opakovanému odstfedéni bunécného lyzatu za ucelem izolace bunéénych
komponent se snizujici se velikosti a hustotou. Separace bunécnych slozek je
zaloZena na jejich rychlosti sedimentace prostfednictvim centrifugaéniho média. Kazdy
krok odstfedéni ma za nasledek vznik pelety na dné centrifugacni zkumavky, ktera
obvykle obsahuje smés bunécnych slozek o stejné velikosti a hustoté.

Tekutina vyskytujici se nad peletou, zvana supernatant, mdze byt po odstranéni
podrobena dalSimu odstfedéni, coz generuje dalSi peletu obsahujici mensi bunécné
komponenty s nizSi hustotou. Tento proces se opakuje do konecného separovani
vSech slozek vzorku, Obr. 23. Vyhodami této techniky je jeji rychlost a jednoduchost,
ale hlavni nevyhodou je, ze oddéluje pouze buné&éné slozky liSici se vyznamné svou

velikosti a proto jsou frakce pouze ¢astecné Cisté [111, 112].
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Obr. 23: Diferencialni centrifugace, pri které dochazi k separaci bunéénych komponent

na zakladé jejich velikosti a hustoty [112]

B. Centrifugace v hustotnim gradientu

Daldi metodou separace je centrifugace v hustotnim gradientu. Nemusi byt
zachovavan predpoklad, Ze sedimentace probiha v homogennim prostfedi. Vzorky Ize
centrifugovat v pfitomnosti urcité inertni nizkomolekularni latky (sacharéza, CsCl, CsS,
NaBr, Nal, glycerol) [113], jejiZz koncentrace a tim i hustota roztoku stoupaji smérem ke
dnu kyvety. Toto pouZiti hustotniho gradientu napomaha lepSimu rozdéleni jednotlivych

slozek vzorku.

> Zonova (rychlostni) ultracentrifugace

Pfi zonové ultracentrifugaci se Castice déli podle svych sedimentacnich
koeficientd. Vzorek v podobé roztoku smési makromolekul se opatrné v kyveté navrstvi
na hustotni gradient, jehoz ucelem je zamezit konvek&nimu michani roztoku, Obr 24.
Hustota Castic vzorku musi byt vySSi nez hustota centrifugaéniho média v jakémkoliv
jeho misté. Gradient je obvykle tvofen inertnim roztokem sachar6zy. Béhem
centrifugace se kazdy druh makromolekul pohybuje gradientem rychlosti prevazné
zavislou na sedimentacnim koeficientu, takze se vytvareji zény jednotlivych latek, které

mohou byt navzajem snadno oddéleny [108, 111].
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Obr. 24: Zonalni technika, pfi které se na hustotni gradient sacharézy nanese vrstva
vzorku a jeho jednotlivé slozky jsou v pribéhu centrifugace sedimentovany

smérem ke dnu [114]

> lzopyknicka (rovnovazna) centrifugace

Izopyknicka centrifugace déli latky podle jejich hustoty. Pfi rovnovazné
centrifugaci v hustotnim gradientu (isos - stejny, pyknos - husty) je vzorek rozpustén v
koncentrovaném roztoku rychle difundujici (s nizkou molekulovou hmotnosti) latky,
Obr. 25. Nasledna centrifugace probiha az do ustaveni rovnovahy v roztoku. Vysoka
hodnota centrifugacniho pole zplsobi, Ze nizkomolekularni ¢astice v roztoku vytvori
strmy hustotni gradient. Kazda &astice vzorku bude sedimentovat pouze do pozice v
centrifugaéni zkumavce, ve které se hustotni gradient rovna jejich vlastni hustoté a
vytvofi zénu [108, 111].
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Obr. 25: Izopyknické separace, pfi které se pfipravi homogenni smés vzorku a
hustotniho gradientu (obrazek vlevo) a po centrifugaci dojde k rozdéleni latek
do zon podle jejich hustoty (obrazek vpravo) [110]
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3.4.2.2 Extrakce kapalina-kapalina (LLE)

Extrakce z kapaliny do kapaliny je zalozena na pfechodu rozpusténé latky z
jedné kapalné faze do druhé. Muze byt pouzita bud k ziskani pozadované latky z
roztoku, nebo k odstranéni nezadouci necistoty z rozpoustédla. Pokud nalezneme
vhodné extrakéni Cinidlo, je extrakce velmi UCinnou separacni metodou. V praxi byva
jednim rozpoustédlem vodny roztok, zatimco druhé rozpous$tédlo je organické, s vodou
nemisitelné.

Latky mohou byt ve vodné fazi rozpustény, emulgovany ¢i suspendovany a lze je
ziskat extrakci jinym rozpoustédlem, které se nemisi s puvodnim roztokem (fazi), takze
se vytvareji dvé zieteln& ohraniCené vrstvy. Takové vrstvy vznikaji napf. pfi smiSeni
vody s cetnymi organickymi rozpoustédly (eterem, chloroformem, benzenem,
cyklohexanem). Latka rozpusténa v jedné fazi (napf. vodné) pfechazi pfi protfepavani
obou kapalin do faze druhé. Po ustaveni rovnovahy je pomér koncentraci rozpusténé
latky v obou fazich konstantni.

Nernstav distribu¢ni zakon uvadi, ze jakakoliv slou¢enina se rozdéli mezi dvé
nemisitelna rozpoustédla takovym zpUsobem, aby pomér koncentraci obou fazi zlstal
konstantni. Definuje distribuéni konstantu (rozdélovaci koeficient), ktera popisuje
prechod latek pfi extrakci v systému voda — organicka faze (napf. hexan, toluen,
dietyleter). Usp&8$nost extrakce zavisi na typu rozpoustédel, pH, poméru fazi,
rozpusténé latce v neionizovaném stavu, teploté, dalSich latkach pfitomnych v

systému. Distribu¢ni konstanta je dana vztahem:
Ko = Corg / Cvod

Kb ... distribu¢ni konstanta
Corg ... KONCENtrace rozpusténé latky v organické fazi

Cvod ... KOncentrace rozpusténé latky ve vodné fazi [115]

Tento typ extrakce je nenaroCny na provedeni a na slozitost technického
vybaveni a nespornou vyhodou je odstranéni matricovych efektl pfi LC-MS z diivodu
neextrahovani soli a fosfolipidl. Technika ma vSak fadu nevyhod a témi jsou: tvorba
emulzi, relativné vysoka spotfeba organickych rozpoustédel se souCasnym vznikem
toxického odpadu zatéZujici zivotni prostfedi, nevhodnost pro polarni latky, ¢asova
naro¢nost, mnohdy vicekrokova procedura, nizka citlivost a selektivita a obtizna

automatizace.
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3.4.2.3 Extrakce na pevné fazi (SPE)
SPE je technika, ve které se analyt sorbuje na tuhou fazi z faze kapalné.

Interakce analytu s tuhou fazi musi byt silnéjSi nez s fazi kapalnou, ve které je analyt
rozpustén. Sorbent je ulozen v kolonkach z polypropylenu nebo ze skla nebo lisovan
se sklenénymi vlakny do diskl, & umistén ve formé& miniaturniho disku do
polypropylenové desti¢ky, Obr. 26.

SPE se pouziva pro izolaci, ¢isténi nebo zakoncentrovani analytu. Mechanismus
retence v SPE je stejny jako v kapalinové chromatografii, a proto i pouzivané sorbenty
jsou velice podobné. Pouzivaji se chemicky obracené vazané faze na bazi silikagelu,

normalni faze a iontové vyménné faze, ale i cela fada dalSich sorbentl [116].
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Obr. 26: Extrakéni sorbent umistény ve formé SPE kolonek ¢&i ve formé klasickych
nebo miniaturnich disk( v desti¢kach [117-119]
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PFi pouziti SPE se Ize vyhnout fadé problém, které jsou jiz tradi€né spojovany s
snizeni spotfeby organickych rozpoustédel, prace s mensimi objemy vzorkd,
jednoduchost provedeni, moznost zakoncentrovani a precisténi extraktu, selektivita a
snadna automatizace. Technika ma vSak i své nevyhody, mezi které patfi relativni
Casova narocnost, vicekrokova procedura, nutnost instrumentalniho vybaveni, cenova
naro¢nost (SPE kolonky na jedno pouziti), snizena reprodukovatelnost vyroby kolonek
mezi Sarzemi, matricové efekty [120, 121].

SPE je nejCastéji pouzivana pfi zpracovani kapalnych vzork(, prfedevSim pro
extrakci stfedné tékavych a netékavych latek, jejich zakoncentrovani a odstranéni

nezadoucich latek rusicich nasledna analyticka stanoveni.

Postup provedeni SPE

> Aktivace a kondicionace sorbentu

Nejprve je vhodny roztok pfiveden do kontaktu s tuhou fazi. Suché alkylové
fetézce jsou zhroucené na povrchu kfemi€itanové matrice a zkroucené do spiral.
Pokud se ov8em dostanou do kontaktu s vhodnou smacejici kapalinou, jsou ji
solvatovany, Obr. 27. Retézce se doslova ,najezi do prostoru a mohou tak lépe
zachytit analyt. Je také dulezité, aby sorbent zlstaval vlhky i v pribéhu nasledujicich
kroku SPE.

Obecné se doporuCuje nepolarni sorbenty pfedem navlhéit s vodou misitelnym
rozpoustédlem (napf. metanolem) a nasledné vodou nebo vodnym pufrem. P¥i
uspofadani na normalnich fazich, tj. s polarnimi sorbenty, je vhodné pouzit nékteré
organické rozpoustédlo, ve kterém je analyzovana latka dobfe rozpustna. Pouzivani
iontové-vyménnych sorbentd vyZaduje kondicionaci vodnych roztok( o konstantnim
pH, pfi kterém maji analyt a funkéni iontové skupiny sorbentu opacny naboj. Tento krok
ma v ramci SPE svUj vyznam a jeho opominuti vede k nizsi extrakéni ucinnosti. Nékdy
se stava, ze zvlasté prvni nanasena mnozstvi extrahované latky na sorbent nejsou
zadrzovana, nanaseny roztok pusobi sam zpoc€atku jako kondicionacni Cinidlo, teprve

pozdéji je extrahovana latka zadrzovana a ucinnost extrakce se zvySuje [116, 122].

> Aplikace vzorku

Roztok s materialem urCenym Kk izolaci je protlaCovan rezervoarem, obsahujicim
sorbent, konstantni pritokovou rychlosti. Obecné se doporucuje, aby pritok nepfesahl
2 ml/min u iontovyménnych kolonek, 5 ml/min u ostatnich SPE kolonek a 50 ml/min u
extrakénich diskl. Celkovy objem vzorku se pohybuje v fadu mikrolitr( az litrG. Analyt

se vaze na tuhou fazi. K dosazeni maximalni retence sledované latky je nutné

57



TEORETICKA CAST — VYBRANE SEPARAGNI TECHNIKY

pfizpusobit vlastnosti extrahované smési konkrétnim reakénim podminkam (Upravy

zahrnuji zménu pH, polarity ¢i viskozity extrahovaného media), Obr. 27 [116, 122].

» Promyvani sorbentu

Vneseni vhodného rozpoustédla na sorbent ma odstranit interferujici slouceniny
ze vzorku, zatimco analyt zUstava vazany na pevnou fazi. K selektivnimu vymyti
nezadoucich, kolonkou nezadrzenych slozek vzorku se c&asto pouziva Cdistého

rozpoustédla vzorku, pfipadné jiného, ve kterém je analyt nerozpustny, Obr. 27 [116].

» Uvolnéni analytu

V tomto poslednim kroku se izolovana latka desorbuje, opousti pevnou fazi a je
vymyta vhodnym eluénim c¢inidlem. Eluéni objem se liSi v zavislosti na velikosti
sorbentu (u extrakénich kolonek 200 pl — 2 ml, u extrakénich diskt 5 — 10 ml), Obr. 27
[116].

A) kondicionace B) naneseni vzorku C) promyti kolonky D) eluce analytu
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Obr. 27: Postup provedeni SPE skladajici se z aktivace a kondicionace sorbentu,

naneseni vzorku, promyti sorbentu, eluce [116]
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3.4.2.4 Moderni mikroextrakéni techniky

Jak jiz bylo vySe uvedeno, pozadavky pro moderni techniky pfipravy vzorku
zahrnuji zejména zkraceni Casu procesu pfipravy, snizeni poCtu krokl a pokles
spotfeby jak vzorku, tak rozpoustédel s kone¢nym cilem snizit celkové naklady metody,
jeji nachylnosti k chybam a to v maximalni mozné mife. Mnoho novych technik
pouzitelnych v analyze biologického materialu bylo vyvinuto v prabéhu poslednich
na dovednost obsluhy, vybaveni laboratofe a tudiZz mnohdy mohou vést k nizsi
robustnosti metody. Z divodu téchto nevyhod ¢asto nenahrazuji nové moderni
techniky stabilné zavedené konvencni techniky pfipravy vzorku v bioanalytickych
laboratofich nebo farmaceutickych spoleénostech [103].

Moderni mikroextrakéni techniky mohou byt v zasadé rozdéleny do dvou velkych
skupin. Do prvni patfi pfistupy zaloZzené na extrakci kapalina-kapalina (LLE), mezi néz
lze zafadit nasledujici pfiklady: mikroextrakce na kapce SDME (single-drop
microextraction) [123-125], disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny DLLME
(dispersive liquid-liquid microextraction), mikroextrakce s vyuzitim dutého vlakna
HF-LPME (hollow fibre liquid phase microextraction), elektromembranova extrakce
EME (electromembrane extraction). Tyto techniky poskytuji své vyhody, nicméné jejich
pole uplatnéni zlstava predevsSim v analyze zivotniho prostfedi nebo potravin [126,
127].

Do druhé skupiny patfi pfistupy zaloZzené na extrakci na pevné fazi (SPE), mezi
néz fadime hlavné tyto zastupce: mikroextrakce na pevné fazi SPME (solid-phase
microextraction), mikroextrakce tuhym sorbentem umisténym v mikrostfikaéce MEPS
(microextraction by packet sorbent), sorpéni extrakce michadlem SBSE (stir bar
sorptive extraction), extrakce pomoci naplnénych Spi¢ek pipet DPX (disposable pipette

tip extraction).

Mikroextrakce na kapce (SDME)

Tato technika je zaloZzena na distribuci analytd mezi mikrokapku extrakéniho
rozpou$tédla (obvykle v fadu nékolika mikrolitrd 1-10 pl) zavéSenou na Spicce jehly
mikrostfikatky a kapalny vzorek obsahujici analyty. Po extrakci je mikrokapka zpét
zatazena do mikrostfikacky a injikovdana do chromatografického nebo
elektroforetického systému [128] pro dali analyzu. Jeannot a Cantwell [129] byli prvni,
ktefi v roce 1996 provedli tuto techniku v kombinaci s chromatografickou analyzou
[126].

Nevyhodou SDME je kolisani objemu kapky v prubéhu procesu extrakce,

zejména pii pouziti extrémnich podminek (vysoka rychlost michani, dlouha doba

59



TEORETICKA CAST — VYBRANE SEPARAGNI TECHNIKY

extrakce a vysoka teplota), které ovliviuji pokles stability mikrokapky a nasledné
analytické presnosti. Tento problém vSak muze byt feSen zavedenim vhodného
vnitfniho standardu. Tato technika také neni obvykle vhodna pro Spinavé vzorky,
protoZe suspendované Castice mohou nepfiznivé ovlivnit stabilitu kapky. V soucasné
dobé existuje Sest riznych rezima SDME, které Ize rozdélit na dvoufazové a tfifazove,
Obr. 28. V rezimu dvoufazovém se stanovované analyty extrahuji z roztoku vzorku
(donorova faze) do organického rozpoustédla (akceptorova faze) v podobé
mikrokapky. Naopak v tfifazovém rezimu se analyty nejprve extrahuji z roztoku vzorku
(donorova faze) do organického rozpoustédla nebo plynného prostoru nad

rozpoustédlem a pak nasledné se extrahuji do mikrokapky (akceptorova faze) [126].

> Dvoufazové systémy:

DI-SDME (direct immersion pfimé ponoreni)
Principem je pfimy kontakt kapky organického rozpoustédla na Spicce jehly
mikrostfikacky s polarnim rozpoustédlem, obsahujicim analyt, ¢imz dojde kjeho

pfechodu z vodné faze do organického rozpoustédla, Obr. 28.

MICROSYRINGE

ORGANIC DROP
b . SYRINGE NEEDLE

AQUEOUS SAMPLE — | MAGNETIC STIRRER

DI-SDME

Obr. 28: Schematické zobrazeni DI-SDME [130]

CEME (continuous flow, kontinualni pratok)

Kapka je injikovana do sklenéné nadoby pomoci konvencni mikrostiikacky a je
uchycena na vystup PTFE spojovaci trubice, skrz kterou protéka vzorek do odpadu.
Kapka rozpoustédla kontinualné interaguje s roztokem vzorku za sou¢asné probihajici

extrakce, Obr. 29. Poprvé tuto techniku v roce 2000 popsali autofi Liu a Lee [131].
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Glass extraction chamber —

Extractant solvent drop ———f-a— —— Microsyringe

Leak-tight connection
made from pipette tip

1 PEEK tubing

Sample solution in

Obr. 29: Schematické zobrazeni CFME [132]

DDME (drop-in-drop)
Mikrokapka z organického rozpoustédla o velikosti pfiblizné 1,3 pl je
suspendovana ve vétsi vodné kapce, ze které je analyt extrahovan. Tento systém

poprvé popsali Liu a Dasgupta [133].

DSDME (directly suspended droplet, pfimo suspendovana kapicka)

Michadlo je vloZzeno na dno vialky obsahujici vodny roztok vzorku a za
neustalého michani je na povrch vzorku pfidano malé mnozZstvi (10-100 pl)
nemisitelného organického rozpoustédla. Vir zapfi€ini vytvofeni jediné kapiCky blizko
centra rotace. Samotné otaceni kapky na povrchu vzorku ma vliv na zvySeni pfenosu
hmoty. Tato technika poskytuje v porovnani s ostatnimi vétsi flexibilitu a to zejména ve

vybéru mnozstvi rozpoustédla nebo frekvenci michani, Obr. 30 [134].

JE—
—f——— Water bath
|:, \'/ Organic solvent
Aqueous solution
.55
-—; Stirring bar

= &Y.

Magnetic stirrer

Obr. 30: Schematické zobrazeni DSDME [134]
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» Trifazové systémy:
HS-SDME (headspace)

Mikrokapka vodného nebo organického rozpoustédla je v prostoru nad tékavym

vzorkem. Analyt je v plynné fazi extrahovan do mikrokapky rozpoustédla, pficemz
rychlost prestupu Ize ovlivnit michanim roztoku vzorku. Timto zplsobem lIze ziskat

velice Cisty extrakt z komplikovanych matrici, Obr. 31.

MICROSYRINGE

i SYRINGE NEEDLE
) HEADSPACE

ORGANIC DROP ~__

AQUEOUS SAMPLE —— MAGNETIC STIRRER

HS-SDME

Obr. 31: Schematické zobrazeni HS-SDME [130]

LLLME (kapalina-kapalina-kapalina)

Jedna se o dvoustupriovy proces, kdy analyt z vodného roztoku pfechazi do
organického rozpoustédla s nizSi hustotou neZ voda a soucasné probiha dalSi extrakce
do vodné kapky, Obr. 32. Pfi upravé pH vodného roztoku vzorku se analyt nejprve
vyskytuje v neutralni formé, ktera se extrahuje do organické faze a ionizuje, aby
nasledné analyt preSel do vodné faze kapky [126, 134]. Obvykle se tato technika
pouziva pro extrakci analytt z vody do kyselych (pro bazické analyty) nebo zasaditych
(pro kyselé analyty) akceptorovych kapek [130].

MICROSYRINGE

___— SYRINGE NEEDLE
ORGANIGRHASE ~, — EXTRACTANT PHASE

AQUEOUS SAMPLE — —— MAGNETIC STIRRER

Obr. 32: Schematické zobrazeni LLLME [130]
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Disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (DLLME)

Jedna se o relativné mladou extrak¢ni techniku vyvinutou v roce 2006 [135]. Tato
technika byla nejprve pouzita pro izolaci organickych slou€enin, jako jsou polycyklické
aromatické uhlovodiky, organofosfatové pesticidy, chlorobenzeny nebo pro stanoveni
organickych sloucenin cinu. Konvenéni DLLME mu0ze byt popsana jako tfislozkovy
systém tvofeny vodnym roztokem obsahujicim hledané analyty, extrakénim
rozpoustédlem nemisitelnym s vodou (chlorbenzen, chloroform, tetrachlormetan nebo
tetrachloretylen) a dispergacénim rozpoustédlem misitelnym s vodou (aceton, metanol,
etanol a acetonitril).

Postup se sklada ze dvou fazi znazornénych na Obr. 33. Mnozstvi pouzitého
extrakéniho rozpoustédla se pohybuje obvykle od 1 - 3% z celkového objemu smési
v8ech rozpoustédel. V prvni fazi se extrakéni rozpoustédlo disperguje ve vodném
vzorku ve formé jemnych kapek a roztok se zakali. Diky velké povrchové ploSe mezi
extrakénim rozpoustédlem a vodnym vzorkem je rychle dosazeno rovnovazného stavu.
Po druhé fazi centrifugace je extrakéni rozpoustédlo shromazdéno na dné zkumavky a
nasledné injikovano do chromatografického nebo elektroforetického systému. V
soucCasné dobé se tato technika pouziva hlavné pro analyzu jednoduchych vzorkd vody
nebo pro predbézné zkousky [126, 136, 137].

> e
E» MICROSYRINGE é» MICROSYRINGE

[

FORMATION OF
CLOUDY SOLUTION

—>

CENTRIFUGATION
> > HPLC/MS

A\ /

SEDIMENT \ 4l /
PHASE < >

A /
\\ ~4_ AQUEOUS
\

./~ SAMPLE

Obr. 33: Schematické zobrazeni DLLME [132]
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Mikroextrakce s vyuzitim dutého viakna (HF-LPME)

Tento typ extrakce byl poprvé pfedstaven v roce 1999 védci Pedersen-
Bjergaardem a Rasmussenem jako LPME technika [138]. Stanovované latky jsou
nejprve extrahovany do kapalné membrany (supported liquid membrane, SLM)
pfitomné v poérech hydrofobniho dutého vlakna, a pozdéji do akceptoroveho roztoku
umisténého uvnitf lumen vlakna. RezZzimy HF-LPME mohou byt klasifikovany podle
poctu fazi zapojenych do systému, €ili na dvoufazové nebo tfifazové.

V obou pfipadech je kapalna membrana vytvofena v pérech stény viakna (ve
tvaru pfimé na jednom konci uzaviené trubi¢ky nebo ve tvaru pismene ,U“) ponofenim
na nékolik sekund do organického rozpoustédla (obvykle n-oktanol, dihexyl ether,
toluen aj.), Obr. 34. V rezimu dvoufazovém je stejné rozpoustédlo pouzito pro vytvoreni
kapalné membrany, tak i pro akceptorovou fazi vlumen vlakna, pfiemz je vlakno
vlozeno do vodného vzorku donorové faze. Naopak ftfifazovy rezim se provadi
zavedenim vodné akceptorové faze do lumen viakna namisto stejného organického
rozpoustédla tvoficiho SLM a nasledné by pak vodna faze mohla byt injikovana do
HPLC nebo CE systému [126, 134, 139].

Hollow fiber membrane

]=U

Extraction Solvent r

{Organic solvent)
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Obr. 34: Schematické zobrazeni HF-LPME [140]
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Elektromembranova extrakce (EME)

Na zakladé dlouholetych znalosti a zkuSenosti profesorli Pedersen-Bjergaarda a
Rasmussena v oblasti mikroextrakénich technik byla jimi vyvinuta v roce 2006 nova
technika elektromembranova extrakce, ktera nesla své zaklady v dfive zminéné HF-
LPME [141]. Ta totiz pouziva jakozto hnaci silu pH gradient, kdy je analyt extrahovan z
vodného vzorku prostfednictvim kapalné membrany ve sténé dutého viakna az do
akceptoroveého roztoku nachazejiciho se uvnitf lumen vlakna. Tento proces je pomérné
Casoveé naroCny a zabira pfiblizné 45-60 minut.

Ve snaze o zkraceni doby extrakce byl modifikovan princip puvodniho HF-LPME
zarizeni s pouzitim dvou elektrod pfipojenych ke zdroji napdjeni. Princip pro novou
metodu pfipravy vzorku je kombinaci mezi tradi¢ni extrakci z kapaliny do kapaliny a
elektrokinetické migrace. Nabité analyty ve vzorku jsou pfitahovany Kk platinové
elektrodé s opacnym nabojem, ktery se nachazi v akceptorovém roztoku uvnitf lumen
dutého vlakna, Obr. 35. Timto zplsobem jsou nabité analyty pfenaseny pres
organickou membranu pomoci elektrokinetické migrace v relativné kratkém ¢ase 3 - 5
minut, Obr. 36. Kapalna membrana musi byt s vodou nemisitelna, netékava a o nizké
viskozité napf. 2-nitrofenyl oktyl ether, 1-etyl-2-nitrobenzen, 2-nitrofenyl pentyl ether,
di(2-etylhexyl) fosfat, 1-isopropyl-4-nitrobenzene, heptanol, oktanol [142-145].

Power supply
Electrodes
Sample \(:ﬁ)
|~ — Acceptor solution
Hollow fibre with T |
immobilized solvent H

Obr. 35: Schematické zobrazeni vlevo a vpravo realné zobrazeni EME zarizeni [146]

Nespornou vyhodu této techniky zaznamename pfi analyze biologického
materialu jakozto vzorku, kdy je mozné extrahovat analyty pfimo z biologické matrice
bez nutnosti fedéni nebo jakékoliv predbézné upravy daného materialu. EME je

kompatibilni s Sirokou $kalou riznych matric, jako je voda, nefedéna plazma, plna krev,
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moC nebo matefské mléko [147]. Tyto extrakce mohou byt dokonce provedeny s
jednoduchou 9 V baterii jako jedinym zdrojem, coz do budoucna otevira mozZnost pro

vyroby malého pfenosného zafizeni, Obr. 35.
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Obr. 36: Porovnani extrakénich ¢ast mezi LPME a EME [146]
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Mikroextrakce na pevné fazi (SPME)

Metoda mikroextrakce na pevné fazi byla vyvinuta Arthurem a Pawliszynem
v roce 1990 [148]. Jedna se o jednoduchou a ucinnou adsorpéné-desorpéni techniku
zkoncentrovani analytu. Metoda SPME je pouZitelna ve spojeni s plynovou, ale i
kapalinovou chromatografii pro stanoveni t€kavych i netékavych latek [149].

Principem této metody je sorpce slozky vzorku na stacionarni fazi pokryvajici
kfemenné vlakno, které se nachazi uvnitf kovové jehly. VIakno o délce 1 cm pokryté
polymerem je nejdllezitéjSi soucCasti zafizeni. NejCastéji je  pokryto
polydimetylsiloxanem (PDMS, tloustka 7, 30 a 100 um) pro extrakci nepolarnich
analytl, polyakrylatem (PA, tloustka 85 um) pro extrakci polarnich analytd (zejména
fenoll) nebo polydimetylsiloxan-divinylbenzen (PDMS-DVB, tloustka 65 a 60 um) pro
extrakci polarnich analytll (zejména aminu) [148]. Jehla slouzi k ochrané vlakna pfed
mechanickym poskozenim a k propichnuti septa v zatce vialky se vzorkem. Jehla s
vlaknem se ponofi do prostoru se vzorkem, vlakno se z jehly pfi procesu vzorkovani
vysune pomoci pistu a po dosazeni sorpéni rovnovahy (individualni; 2 — 90 min) se
vlakno zatahne do jehly a cela jehla se ze vzorkované matrice vytahne a vlozi se do
nastfikového prostoru chromatografu, kde se vlakno opét vysune. K vyhodam této
metody patfi rychlost stanoveni, citlivost a také vysoka pfesnost. Metoda SPME je
ovlivnéna celou fadou faktor(l, napf. polaritou a tloustkou stacionarni faze, zplisobem
vzorkovani, hodnotou pH, iontovou silou roztoku, teplotou vzorku, michanim apod.
[150] .

SPME technika se umoznuje provadét ve dvou modech. Prvni je zaloZzeny na
pouziti vlakna, oznaéeny fiber (based) SPME. Tento mod se dale rozdéluje podle
kontaktu vldkna se vzorkem a to na pfimé ponofeni, oznatované zkratkou DI (Direct
Immersion SPME), pfi kterém dochazi k pfimému ponofeni vlakna do vzorku a nebo
Headspace varianta, oznadovana zkratkou HS-SPME. Tato varianta vyuziva extrakci
analytl do vlakna z prostoru nad vzorkem v uzaviené nadobé. Na Obr. 37 jsou
znazornény oba tyto zplsoby vzorkovani. DI-SPME se pouZziva pfedevsim pro latky v
kapalném skupenstvi a u nékterych tuhych latek. HS-SPME se pouziva pro extrakci
tékavych latek. Ustaleni rovnovahy mezi vlaknem a analytem v plynném stavu je
rychlejsi nez u DI-SPME, protoZze molekuly analytu se rychleji pohybuji v plynu nez v
ostatnich skupenstvich. Cas, ktery je potfeba pro vzorkovani HS-SPME je vétSinou

relativné kratky, 5-15 min.
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Obr. 37: Znazornéni principl DI- a HS-SPME vpravo a detail viakna umisténého v jehle
stfikacky vievo [151, 152]

Druhy mdd je tzv. mikroextrakce v kapilarnich kolonach, oznacovana jako in-tube
(IT-) SPME nebo také jako kapilarni mikroextrakce (CME). Jedna se o format, ktery
vyuziva kapilarni kolony, jejichz vnitfni povrch je pokryt sorbentem. Kapilara miize byt
plnéna ¢asticovym sorbentem, jehoz nevyhodou je vysoky tlak a v disledku toho nizka
rychlost pritoku pfi extrakci, coz vede k tomu, Ze cely proces extrakce je Casové
narocny. Proto se v souCasné dobé vice vyuziva monolitickych sorbentl z ddvodu
nizSiho tlaku v pribéhu extrakce a vySsi celkové poérovitosti ve srovnani s naplfiovou
kapilarou. Na druhou stranu maji tyto kapilary Spatnou reprodukovatelnost mezi
jednotlivymi Sarzemi. Dale mlze byt sténa kapilary potazena sorbentem ve tvaru
oteviené trubky nebo muze byt plnéna jednotlivymi viakny, coz nabizi mnohem vyssi
propustnost a nizky odpor k proudéni kapaliny, Obr. 38. Tato vlakna maji vyssi citlivost,

nez vldkna SPME a daji se pouzit pro on-line analyzu [153].
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In-tube SPME particle packed capillary
:

v monolithic capillary
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b E fiber packed capillary

Obr. 38: Zpusoby pinéni kapilar sorbentem [153]

SPME metoda ma Fadu aplikacnich vyuziti. PouzZivd se zejména v oblasti
znecisténi zivotniho prostifedi (PCB, PAH, pesticidy, fenoly, organokovové slou¢eniny —
Hg, Sn, Pb), ve farmaceutickém primyslu zejména k izolaci terpenickych sloucenin,
siliénych drog, jednotlivych obsahovych a u€innych latek pfitomnych v synteticky
pfipravenych |éCivech i ve fytofarmakach, dale v 1é€ebné kosmetice, v potravinarstvi
(vonné a chutové latky, mastné kyseliny, neZadouci exogenni i endogenni

kontaminanty) a rovnéz ve forenzni analyze, toxikologii a jinych oborech [150].

Mikroextrakce tuhym sorbentem umisténym v mikrostiikaéce (MEPS)

MEPS je mikroextrakéni technika, ktera byla vroce 2004 vyvinuta Abdel-
Rehimem a jeho spolupracovniky. V podstaté se jedna o miniaturizovanou extrakci
tuhou fazi (SPE), pfiCemz vlastni extrakéni proces je s SPE shodny, Obr. 39.
V literatufe se lze setkat se dvéma ekvivalentnimi nazvy, ato Microextraction by
Packed Sorbent nebo Microextraction in Packed Syringe. Zkratka MEPS se tedy hodi
pro obé zminéné varianty.

Malé mnozstvi sorbentu C18, C8 nebo C2 (cca 1 az 4 mg) je vlozeno a utésnéno
do malého barelu pfimo v ocelové jehle (BIN, Barrel Insert and Needle Assembly),
ktera je pfipojena k mikrostfikatce o objemu 100 - 250 ul, Obr. 39 a Obr. 40. Ke
kontaktu vzorku se sorbentem dochazi ve skute€nosti hned dvakrat, a to poprvé pfi
nasati vzorku do stfikaCky a podruhé pfi jeho vytlageni ze stfikaCky ven. Zachycené
necistoty jsou nasledné vymyty vhodnym rozpoustédlem o objemu 20 — 50 pl. Pro
desorpci analytd neni tfeba pouzit Zadny dalSi adaptér (jako pfi SPME), tudiz je eluce
provedena pouze tazenim rozpoustédla pfes BIN do mikrostfikacky [148, 153-155].
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Obr. 39: Schéma MEPS BIN v ocelové jehle vlevo a jednotlivé kroky pro provedeni

extrakce vpravo [156]
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Obr. 40: Zafizeni pro MEPS — mikrostfikacka a jehla se sorbentem [157]

Automatizovanou on-line extrakci s kapalinovou chromatografii MEPS-LC lze
realizovat pfipojenim injekéni mikrostfikatky k autosampleru (napf. CTC-PAL
autosampler), za pouziti podobného postupu jako u IT-SPME. Vzhledem k malému
mnoZstvi sorbentu je tfeba pouze malé mnoZstvi rozpoustédla pro eluci (obvykle méné
nez 50 ul). To znamena, zZe cely eluent mize byt pfimo nastfiknut do LC injektoru. Ve
srovnani s SPME, vykazuje MEPS vy$Si vytéZnost extrakce, citlivost a rychlost
provedeni [153].
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Sorpéni extrakce michadlem (SBSE)
Metoda byla pfedstavena v roce 1999 a je zaloZena na stejnych principech jako
SPME. Hlavnim cilem bylo eliminovat nékteré nedostatky techniky SPME, ato
pfedevSim omezenou kapacitu viaken. Pfi této metodé je magnetické michadlo pokryté
vrstvou sorbentu (PDMS, polydimetylsiloxan) vliozeno pfimo do kapalného vzorku, kde
dochazi k sorpci sledovanych slou€enin, Obr. 41. Doba potfebnd k dosaZeni
rovnovazného stavu pfi SBSE zavisi pfedevSim na objemu vzorku a rychlosti michani,
avSak obvykle se pohybuje do 60 minut. Extrakce analytu je fizena pomoci
rozdélovaciho koeficientu mezi vodnou a siloxanovou fazi, coz pro PDMS a pro vodny
vzorek |ze korelovat s rozdélovacim pomérem mezi oktanol a vodu. Mnozstvi extrakeni
faze je v8ak v pfipadé SBSE 50 — 250x vy38i nez u SPME, kdy na 100 ul objemu
PDMS vlakna pfipada 0,5 ul extrakéni faze.
&
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Obr. 41: Schéma provedeni SBSE — vialka s magnetickym michadlem potaZzenym
sorbentem PDMS [153]

Analyty zachycené na sorpéni vrstvé michadla Ize, stejné jako u SPME, uvolnit
bud tepelnou desorpci v pfipadé GC analyzy nebo rozpoustédlem v pfipadé HPLC
analyzy. Mezi hlavni vyhody SBSE techniky patfi dosahovani vysokych stupri
zakoncentrovani sledovanych analytl a tudiz je citlivéjSi nez SPME. Bohuzel vSak
proces desorpce je zde pomalejsSi nez u SPME (30 — 150 minut). Z povahy PDMS

vyplyva, ze extrahovany budou pfednostné nepolarni analyty [158, 159].
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Mikroextrakce pomoci naplnénych spic¢ek pipet (DPX)

Jedna se o dalSi variantu tradi¢ni SPE, kterou vyvinul doktor William Brewer
z univerzity v Jizni Karoliné v USA. DPX je jednoducha, efektivni, finanéné nenaro¢na
technika pro separaci a extrakci analyt z riznych matric a navic je Setrna k zivotnimu
prostfedi z ddvodu nizké spotfeby rozpoustédel. Do modifikovanych Spi¢ek pipet o
objemu 200 pl je vlozen sypky sorbent mezi dvé frity. Jedna frita je umisténa na dolnim
konci Spi¢ky, diky niz maze byt rozpoustédlo nasato a vypusténo a druha frita je

umisténa na hornim konci Spicky, aby zabranila kontaminaci rozpoustédla v pipeté.
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Obr. 42: Schéma provedeni DPX extrakce [160]

Princip provedeni DPX je velice podobny jako pfi tradi¢ni SPE, Obr. 42. Nejprve
je tfeba provézt kondicionaci za ucelem aktivace sorbentu ve Spicce. Poté je vzorek
nasan do Spicky, kde se smisi se sorbentem a kazda Castice sorbentu pfijde do
kontaktu s analyty nékolikrat. To vede k rychlé a efektivni extrakci, nicméné tento krok
vyzaduje optimalizaci ekvilibracniho €asu za u€elem dosazeni uc¢inné extrakce a dobré
opakovatelnosti. Vzorek je vymyt ze S$pi¢ky v pribéhu promyvaciho kroku. Promyvaci
rozpou$tédlo je nutné optimalizovat v zavislosti na chemické povaze sorbentu a
analytu a pravdépodobnych matricovych interferenci. Nakonec je nékolikrat nasato
pres SpiCku eluéni rozpoustédlo, aby byla zajisténa Uplna desorpce analytu ze
sorbentu. Rozpous$tédlo s extrahovanymi analyty mize byt pfimo nastfiknuto do
chromatografického systému nebo odpafeno a rekonstituovano za ucelem zvySeni
citlivosti [148].
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Komentare k vybranym publikovanym pracim

4.1.1 Rychla priprava vzorku pro stanoveni retinolu a a-tokoferolu

v lidském mateirském mléce

Uvod

Bé&hem poslednich péti let bylo publikovano mnoho metod pro stanoveni retinolu
a-tokoferolu, avSak vétSina znich byla zalozena na principu kapalinové
chromatografie. Cilem nové vyvinutych analytickych metod je jejich rychlost,
jednoduchost a dostupnost. Ne kazda rutinni laboratof mize byt vybavena modernim
pristrojovym vybavenim, a proto je tfeba hledat levnéjsi alternativy. Jednou z moznosti
je vyuZziti monolitickych kolon v kapalinové chromatografii. V porovnani s klasickymi
Casticovymi kolonami vyuziti monolitickych zajisti vysokou ucinnost separace z divodu
lepSiho pfenosu hmoty a zkraceni doby analyzy (vysokorychlostni separaci) pfi
zachovani nizkého tlaku v systému.

Biologické vzorky s vy8Sim obsahem tuku, mezi které patfi i matefské miéko,
vyzaduji pfi své pfFipravé pfed analyzou tzv. zmydelnéni (saponifikaci). Stanoveni
liposolubilnich vitamint v matefském mléce Ize tedy realizovat az po eliminaci lipidu
procesem saponifikace s naslednou extrakci, coz je mnohdy velmi ¢asové naroCné.
Cilem této prace bylo vyvinout a validovat postup pfipravy vzorku pro rutinni stanoveni
retinolu a a-tokoferolu v matefském mléce s dlirazem na zjednoduSeni a zefektivnéni

celého procesu vzhledem k doposud publikovanym pracim.

Vysledky a diskuse

Priprava vzorku pred analyzou

Proces pfipravy vzorku se sklada z deproteinace, saponifikace a extrakce z
kapaliny do kapaliny, pficemz jednotlivé kroky byly optimalizovany nasledujicim
zpusobem:

- Acetonitril, metanol a etanol byly testovany jako deproteinacni €inidla.

- Saponifikace byla provedena hydroxidem draselnym (KOH) s pfidavkem

antioxidacniho €inidla kyseliny askorbové. Byla optimalizovana koncentrace

KOH, objem KOH, ¢as a teplota v pribéhu saponifikace.
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Extrakce z kapaliny do kapaliny byla provedena s pouzitim n-hexanu

s pfidavkem destilované vody. V ramci tohoto kroku bylo testovano mnozstvi

vzorku a pouZitych rozpoustédel, pH vody a doba tfepani extrakéni smési.

Na zakladé vysledkd z optimalizace byly vybrany jako nejvhodnéjsi nasledujici

podminky:

- Objem vzorku: 500 pl

- Deproteinacni Cinidlo: etanol o objemu 1 ml

- Antioxidacni ¢inidlo: kyselina askorbova o objemu 1 ml, ¢ = 0,1 mol/l

- Saponifikace: hydroxid draselny, objem 1 ml, ¢ = 10 mol/l, 30 min,
80 °C, bez pfistupu svétla

- Extrakce: h-hexan o objemu 2 ml, voda o objemu 1 ml,
pH = 5,2, doba tfepani 5 minut

- Centrifugace: 3220xg, 10 minut, 4 °C

Validace metody

V ramci validace celého postupu pro pfipravu vzorku byly hodnoceny nasledujici

parametry:

Spravnost: Vzorek matefského miléka byl obohacen pfidavkem standardni

Presnost:

latky obou vitamini o stanovené koncentraci. Spravnost byla
vyjadiena pomoci vytéznosti hledanych analytd na tfech
koncentracnich urovnich.

1) Pfesnost metody byla vyjadfena pomoci relativni smérodatné
odchylky (RSD) vyhodnocené na zakladé Sesti méfeni v pribéhu
jednoho dne (tzv. intra-day precision).

2) Dale byla presnost vyjadfena pomoci relativni smérodatné
odchylky (RSD) vyhodnocené v prubé&hu &ty po sobé jdoucich

dnech vZdy na Sesti vzorcich (tzv. inter-day precision).

Podminky HPLC analyzy

Liposolubilni

vitaminy byly analyzovany na HPLC systému Shimadzu

Prominence LC 20 za nasledujicich podminek:

Mobilni faze: 100 % MeOH

Pritok mobilni faze: 2,5 ml/min

Stacionarni faze: Chromolith Performance RP-18e, 100 x 4,6 mm
Teplota kolony: 25°C

Objem nastfiku: 20 ul
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- DAD detekce: retinol (325 nm), a-tokoferol (295 nm)

- Celkovy Cas analyzy: 2,0 min

Zavér

Nové vyvinuty postup pro pfipravu vzorku byl validovan a shledan jako vhodny
pro analyzu retinolu a a-tokoferolu v lidském matefském mléce. Metoda byla
aplikovana na vzorky matefského mléka ziskané z Fakultni nemocnice Hradec Kralové
od randomizované skupiny 27 Zen (ve véku 29 * 4 roky) v rtznych fazich laktace (1-2,
3-4, 5-6 a 9-12 mésicu) po porodu. Byl hodnocen a statisticky zpracovan nutriéni stav
téchto vzorku.

Vyvinuta metoda s vysledky screeningu byla publikovana v ¢asopise Talanta
v roce 2012 (viz. PFiloha 8).
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4.1.2 Vyuziti core-shell technologie pro stanoveni retinolu a a-tokoferolu

v materském mléce

Uvod

Vedle technologie monolitickych kolon existuje dalSi moderni smér soustfedici se
na vyvoj kolon s povrchové poréznimi Casticemi. Komercializace tohoto sméru
zapocCala v roce 2006 vyvojem prvni kolony s tzv. HALO Casticemi od americké firmy
Advanced Materials Technology. Reakce dalSich firem zapficinila vznik mnoha kolon s
touto technologii lidicich se svou velikosti a hlavné velikosti a chemickou podstatou
Castic.

V této praci byly zkoumany vyhody, nevyhody a fyzikalné-chemické parametry
monolitickych kolon a kolon s povrchové poréznimi Casticemi. Bylo vybrano Sest
riznych typl kolon od tfech firem dostupnych ve Vyzkumné laboratofi Ill. interni
gerontometabolické kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Tyto kolony byly
porovnany pomoci Van Deemterovych kfivek a testl vhodnosti systému, na jejichz
zakladé byla vyhodnocena jedina kolona. S touto kolonou byla provedena revalidace
stavajici metody pro monitorovani retinolu a a-tokoferolu v matefském mléce. Hlavni
ddraz byl kladen na snizeni Casu analyzy a spotfebu organickych rozpoustédel

(mobilni faze) pfi zachovani €i zlepSeni separacnich vlastnosti.

Vysledky a diskuse

VSechny vzorky matefského mléka byly zpracovany LLE po pfedchozi
deproteinaci a saponifikaci dle ptivodniho postupu validovaného Dr. Ka$parovou a kol.
[161] a dale analyzovany na HPLC systému Shimadzu Prominence LC 20 za
nasledujicich podminek:

Referenéni metoda s monolitickou kolonou:

- Mobilni faze: 100 % MeOH

- Pratok mobilni faze: 2,5 mli/min

- Stacionarni faze: Chromolith Performance RP-18e; 100 x 4,6 mm
- Tlak na koloné: 7,4 MPa (1069 PSI)

- Teplota kolony: 25°C

- Objem néastfiku: 20 ul

- DAD detekce: retinol (325 nm), a-tokoferol (295 nm)

- Celkovy Cas analyzy: 2,0 min
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Nové vyvinuta metoda vyuZivajici kolonu s povrchové poréznimi ¢asticemi:

Mobilni faze: 100 % MeOH

Pratok mobilni faze: 1,5 ml/min

Stacionarni faze: Kinetex C18 (2,6 um; 100 x 4,6 mm)
Tlak na koloné: 12,5 MPa (1816 PSI)

Teplota kolony: 49 °C

Objem nastfiku: 5ul

DAD detekce: retinol (325 nm), a-tokoferol (295 nm)
Celkovy Cas analyzy: 1,75 min

Validace metody

Validace metody byla provedena podle knihy Validace chromatografickych metod

— prakticky privodce od autora D. M. Bliesnera a také dle doporu¢eni FDA a

mezinarodni konference pro harmonizaci ICH [162, 163].

Testované stacionarni faze:

Monolitické kolony:

Chromolith Performance RP-18e, 50 x 4,6 mm, Merck (Darmstadt, Germany)

Chromolith Performance RP-18e, 100 x 4,6 mm, Merck (Darmstadt, Germany)

Kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi:

Kinetex C18, 2,6 um, 100 x 4,6 mm, Phenomenex (Torrance, USA)
Kinetex C18, 2,6 um, 50 x 4,6 mm, Phenomenex (Torrance, USA)
Ascentis Express C18, 2,7um, 100 x 4,6 mm, Supelco (Bellefonte, USA)
Ascentis Express C18, 2,7um, 50 x 4,6 mm, Supelco (Bellefonte, USA)

Byly hodnoceny nasledujici parametry:

Test vhodnosti systému (SST): hodnocené parametry popisuji funkénost a
ucinnost chromatografického systému. Byly ovéfeny: pocet teoretickych pater
(N), vySkovy ekvivalent teoretického patra (HETP), chvostovani pikd (Ty),
rozliSeni pikd (Rs), separacni faktor (a).

Linearita byla definovana rovnici regresni pfimky. Byla stanovena na zakladé
Sesti koncentraénich drovni pro retinol v rozmezi 0,0558 - 7,0 mmol/l a pro a-
tokoferol v rozmezi 0,42 - 50,0 mmol/l.

Spravnost byla vyjadfena jako tésnost shody mezi skuteCnou hodnotou a

naméfenou hodnotou. Spravnost metody tedy byla stanovena metodou
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standardniho pfidavku jako vytéznost vypocltena ze tfi méfeni na tfech
urovnich.

- Presnost byla vyjadiena jako té&snost shody mezi sérii naméfenych dat
ziskanych z nékolika alikvotd vytvofenych z homogenniho vzorku za
pfedepsanych podminek. Pfesnost metody byla stanovena jako
opakovatelnost vyjadiena relativni standardni odchylkou (RSD). RSD byla
vypocitana pro plochu piku a retenéni ¢as na zakladé analyzy Sesti vzorku
lidského matefského mléka.
detekovano, ale ne kvantifikovano na pfesnou hodnotu. LOD byl vyjadfen jako
koncentrace analytu odpovidajici poméru signalu k Sumu (3:1).

- Limit kvantifikace (LOQ) je nejnizSi mnozstvi analytu ve vzorku, které maze
byt kvantitativné stanoveno s vhodnou pFesnosti a spravnosti. LOQ byl

vyjadfen jako koncentrace analytu odpovidajici poméru signalu k Sumu (10:1).

Zavér

Byla vyvinuta a validovana nova metoda s vyuzitim kolony s povrchové
poréznimi ¢asticemi - Kinetex C18 (2,6 ym, 100 x 4,6 mm), na jejimz zakladé doslo ke
zlepSeni validaCnich parametrd a ke snizeni spotfeby vzorku a organickych
rozpoustédel v porovnani s puvodni referenéni metodou vyuZzivajici monolitickou
kolonu.

HPLC metoda byla aplikovana pro analyzu retinolu a a-tokoferolu na 50-ti
realnych vzorcich lidského matefského miléka. Vyvinutda metoda byla publikovana

v Casopise Talanta v roce 2013 (viz. Pfiloha 5).
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4.1.3 Nova metoda pro klinické monitorovani 25-OH D3 a 25-OH D>
pomoci UHPLC MS/MS

Uvod

Vitamin D je pojem shodny pro skupinu steroidnich hormonalnich prekurzor(,
souhrnné oznaCovanych jako kalciferoly. Jejich klinicky vyzkum zaznamenal v
poslednich nékolika letech fenomenalni rist. Kalciferoly jsou vychozi latkou pro
syntézu kalcitriolu, hormonu zasahujiciho do metabolismu vapniku a fosforu. Protoze je
kalciferol endogennim produktem lidského organizmu, nevyhovuje uplné definici
vitaminu, ale je povazovan za prehormon.

Chemicky rozliSujeme vitamin D (ergokalciferol), ktery je pfijiman z rostlinnych
zdroji a obvykle pfedstavuje minoritni slozku a vitamin D3z (cholekalciferol), jakozto
endogenni formu, ktera vznika v k{zi pusobenim UV zafeni z dehydrocholesterolu.
Konverzi cholekalciferolu a ergokalciferolu v jatrech vznika 25-hydroxy vitamin D
(kalcidiol, 25-OH D). Tento metabolit pfedstavuje primarni cirkulujici formu, ktera slouzi
jako klinicky marker monitorujici celkovy stav vitaminu D v lidském organismu a ma
tedy velky diagnosticky vyznam.

Deficit vitaminu D se stale vice projevuje u bézné populace kvuli Spatnému
nutriCnimu stavu, kratkému kontaktu se slune¢nim zafenim a vétSi ochrané proti
slune¢nimu zafeni. Nedostate¢na hladina vitaminu D muze vést ke zvySenému riziku
vzniku diabetu mellitu, osteopordzy, srdeCnich onemocnéni, autoimunitnich chorob,
riiznych druhd rakoviny a jinych patofyziologickych poruch.

25-OH vitamin D je v séru vazan s vysokou afinitou k vazebnému proteinu (DBP).
NedostateCné uvolnéni z vazby a inaktivace vazebného proteinu vede ke Spatné
porovnatelnosti vysledk( mezi jednotlivymi principy stanoveni. Kli€¢em ke standardizaci
je vyuziti kalibratoru s navaznosti na certifikovany referenéni material NIST SRM 972.
Cilem vyzkumu bylo vyvinout a validovat LC-MS/MS metodu s vyuzitim jiz zminéného

referenéniho materialu, jako kalibracniho materialu obsahujiciho sérovou matrici.

Vysledky a diskuse

Celkovy vyvoj a v8echny analyzy byly provedeny na systému UHPLC Nexera
s tandemovou hmotnostni detekci LCMS-8030 od firmy Shimadzu s ionizaci
elektrosprejem v pozitivnim moédu (ESI*). Prvnim krokem vyvoje metody byla
optimalizace MS podminek za pouZziti automatického systému v softwaru Shimadzu

LabSolution 5.41 SP1. Prostfednictvim tohoto procesu byla vyhodnocena optimalni
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napéti na prvnim, tfetim kvadrupdlu, v kolizni cele a zaroven pét z nejvice intenzivnich
MRM pfechodu pro identifikaci a kvantifikaci metabolitd 25-OH D3 a 25-OH D,.

Priprava vzorku pred analyzou

50 ul 4% monohydratu siranu zine¢natého spole¢né s 400 pl metanolu bylo
smichano ve zkumavce s 200 ul lidského séra. Smés byla poté 20 vtefin michana na
vortexu a nasledné inkubovana 10 minut pfi 4°C. Poté byla smés centrifugovana
5 minut pfi 21°C a 14 000 x g. 300 ul supernatantu bylo odebrano a filtrovano pres
0,2 um filtry umisténé v mikrotitraéni desti€ce pomoci vakuové pumpy. Nasledné byl

filtrat nastfiknut pfimo do UHPLC systému a analyzovan.

Porovnani kolon

Jako stacionarni faze byly testovany nasledujici kolony s pIné poréznimi nebo
povrchoveé poréznimi ¢asticemi:

- Acquity HSS T3 (1,8 um; 2,1 x 50 mm)

- Ascentis Express amide (2,7 um; 3 x 75 mm)

- Kinetex C18 (1,7 um; 3 x 100 mm)

Podminky UHPLC MS/MS analyzy
- Mobilni faze: 0 — 5,9 minut — 72% acetonitril / 28% voda (v/v)
5,9 — 8 minut — 90% acetonitril / 10% voda (v/v)

- Uprava pH kyselinou mravenc¢i na hodnotu 2,58

- Pratok mobilni faze: 0 — 5,9 minut — prtok 0,5 ml/min

5,9 — 8 minut — pritok 0,8 ml/min

- Stacionarni faze: Kinetex C18 (1,7 um; 3 x 100 mm)

- Teplota kolony: 50 °C

- Objem néastfiku: 20 ul

- MRM detekce: 25-OH Da: 401,4 > 383,2 a 383,2 > 365,2
25-OH D2: 413,2 > 83,1 a2 413,2 > 395,15

- Celkovy Cas analyzy: 9 minut

Validace metody

Validace metody byla provedena podle smérnice pro validaci bioanalytickych
metod EMEA z roku 2011 a také dle doporu€eni FDA a mezinarodni konference pro
harmonizaci ICH [164, 165].
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Linearita je definovana rovnici regresni pfimky. Byla stanovena na zakladé
analyzy certifikovaného referen¢niho materidlu SRM 972 pfipraveného
z lidské plazmy o pfedem znamych koncentracich. Kalibraéni kfivka byla
vytvofena ze Ctyf koncentraCnich urovni pro 25-OH Ds; a tfi urovni pro
25-OH D.. Kazdy bod kfivky byl tvofen primérem ze tfi méfeni jednotlivé
pfipravenych kalibratora.

Presnost byla vyjadfena jako relativni smérodatna odchylka plochy piku a
prokdazana na tfech drovnich vzorki séra o znamé koncentraci. Pfesnost
v sérii (intra-assay precision) byla hodnocena pomoci Sesti jednotlivé
extrahovanych vzork( z jednoho zdroje. Pfesnost mezi sériemi (inter-assay
precision) byla hodnocena v prabéhu ¢ty dnd a kazdy den ze ftfi individualné
extrahovanych vzork( z jednoho zdroje. Presnost v sérii a mezi sériemi
neprekrocila 6,5%.

Spravnost byla hodnocena pomoci kontrolniho materidlu MassCheck
25-OH D3/ D2 (level 1 + 2) o znamych koncentracich s navaznosti na
standardni referenéni material. Obé& urovné byly extrahovany tfikrat. VytéZnost
byla stanovena v rozmezi od 95,8 do 102% pro oba analyty, a tudiz
neprekrodila limit 100 £ 15%.

Limit detekce (LOD): je nejniz8i mnozstvi analytu ve vzorku, které muze byt
detekovano, ale ne kvantifikovano na pfesnou hodnotu. LOD byl vyjadfen jako
koncentrace analytu odpovidajici poméru signalu k Sumu (3:1).

byt kvantitativné stanoveno s vhodnou pFesnosti a spravnosti. LOQ byl
vyjadfen jako koncentrace analytu odpovidajici poméru signalu k Sumu (10:1).
Robustnost metody byla testovana na zméné zastoupeni organické slozky
mobilni faze o + 2%, dale na zméné teploty kolonového termostatu o + 2°C a
na zméné prutoku mobilni faze o £ 0,2 ml/min. Vliv rGzného pfidavku kyseliny
mravenci do mobilni faze byl také hodnocen.

Selektivita byla definovana jako schopnost metody rozliSit sledované analyty
od endogennich interferujicich slozek vzorku. Selektivita byla prokazana
pomoci Sesti rlznych vzorku lidského a kontrolniho séra a hodnocena jako
RSD retengnich €asul. Limit ve vysSi 2% nebyl pfekro€en u obou analytd. Dale
byla selektivita hodnocena jako pomér relativnich intenzit MRM pfechod,

pficemz limit 15% nebyl pfekrocen.
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Aplikace metody

Vyvinuta metoda byla aplikovana na analyzu 25-OH D3 a 25-OH D, u celkem 79

vzorkl pacientskych sér. Biologické vzorky byly odebrany v pribéhu roku 2011 od 35

gerontologickych pacientl, od 26 pacientd s familiarni hypercholesterolemii a od 18

pacientd trpicich vékem podminénou makularni degeneraci.

Obr.

A. Gerontologicti pacienti

Skupina Al, Obr. 43 — pacienti nad 90 let véku, sobéstacni, bez
zavaznych chorob, kontrolovani ambulantné v poradné pro
gerontologické pacienty na |lll. interni gerontometabolické Klinice
Fakultni nemocnice Hradec Kralové.

Skupina A2, Obr. 43 — pacienti stejné poradny jako skupina 1, ale o 10
let mladsi.

Skupina A3, Obr. 43 — pacienti nad 90 let véku, ale z LDN Hradec
Kralové, ktefi se do LDN dostali diky nepohyblivosti, napf. po zlomeniné
kréku stehenni kosti. Pacienti mentalné zdravi, bez demence.

Kontrolovano Critch testem.

B. Pacienti s familiarni hypercholesterolémii (FH) - 1é€eni LDL aferézou, Obr. 44

C. Pacienti s vékem podminénou makularni degeneraci (AMD, age-related

macular degeneration) - Ié€eni hemorheoferézou, Obr. 45

¢ [nmol/L]

80,00 - .
60,00
40,00 - .
20,00
0,00 - o . —
A1 A2 A3
Skupiny

43. Krabicovy diagram znazorriujici vysledky hladiny 25-OH Ds u vzorkl

gerontologickych pacientt - skupina A
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Obr. 44: Krabicovy diagram znazorriujici vysledky hladiny 25-OH D3 u vzorkt pacientt

s familiarni hypercholesterolémii - skupina B
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Obr. 45: Krabicovy diagram znézorriujici vysledky hladiny 25-OH D3 u vzorku pacientt

s vékem podminénou makularni degeneraci - skupina C.
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Zavér

V ramci této prace byla vyvinuta a validovana jednoducha a rychla UHPLC
metoda s hmotnostni detekci pro analyzu 25-OH D3 a 25-OH D». v lidském séru. Tato
metoda byla zaloZena na pouziti standardizovaného materialu SRM 972, uréeného pro
kalibraci, a kontrolniho materialu uréeného pro hodnoceni mezilehlé preciznosti.

Analyza metabolitd 25-OH D3 a 25-OH D; v lidském séru u gerontologickych
pacientd a pacientd trpicich FH a AMD Iécenych extrakorporalni eliminaci pfinesla
nové patofyziologické poznatky. Kvantifikovatelna hladina metabolitu 25-OH D, byla
pfitomna u 6,3% pacientd a v dusledku tohoto malého mnozstvi nebyl tento parametr
dale statisticky hodnocen. Vysledky 25-OH D byly v referenénim rozmezi u 12,7%
pacientu, mirné deficitni u 6,3% pacientu, deficitni u 27,8% pacientl a nedostate¢né u
53,2% pacientu.

Uvedené vysledky byly statisticky zpracovany pomoci softwaru NCSS 2004.
Statisticky vyznamné rozdily byly hodnoceny mezi skupinami Al - A3 pomoci Mann-
Whitney U testu a v pfipadé skupin B a C byla statisticka vyznamnost zkoumana pred
a po extrakorporalni terapii pomoci Wilcoxon testu. Pfi zvolené hladiné vyznamnosti
p < 0,05 byly zjistény statisticky vyznamné rozdily v hladiné 25-OH D3 mezi skupinami
A2 a A3 a po extrakorporalni eliminace ve skupinach B a C.

Popsana metoda se statistickych zpracovanim vysledkd u vybranych skupin
pacientt byla publikovana v ¢asopise Journal of Separation Science v roce 2013 (viz.
Priloha 4).
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4.1.4 Spojeni ultracentrifugace a extrakce na pevné fazi s naslednou

chromatografickou analyzou a-tokoferolu v erytrocytarni membrané

Uvod

Vitamin E ma kliCovou funkci, podobné jako cholesterol, ve strukturalni stabilité
bunééné membrany. Pojem vitamin E zahrnuje osm pfirodnich sloucCenin: C&tyfi
tokoferoly a &tyfi tokotrienoly, pojmenované jako a-, B-, y- a -, pfiCemz a-tokoferol je
forma s nejvétsi biologickou aktivitou v lidském organismu.

Erythrocyty jsou hlavni buné&tné slozky krve a pravdépodobné jsou nejvice
nachylné na oxidativni poSkozeni. a-Tokoferol v membrané cervenych krvinek inhibuje
volné kyslikové radikaly a potlacuje oxidaci. Jeho nedostatek tedy pfispiva ke snizeni
tvarnosti a preziti erytrocytll a ke zvySeni jejich nachylnosti k posSkozeni a pfilnavost k
endotelovym bufikam. Soucasné tak vznikd nerovnovaha mezi tvorbou volnych
radikald a jejich hlavnim scavengrem a nasledné dochazi k oxidacnimu stresu, ktery
narusuje celistvost membran a ohrozuje celou fadu fyziologickych procesul zavislych na
funkéni integrit¢ membran. Hladina erytrocytarnino a-tokoferolu je spolehlivéjsi
indikator stavu vitaminu E, nez je jeho sérova ¢&i plazmaticka koncentrace. Nedostatek
a-tokoferolu byl pozorovan napf. u srpkovité anemie, talasamie, nedostateku glukézo-
6-fosfat dehydrogenazy a také u hypercholesterolémie.

V literatufe bylo popsano mnoho postupl pro naruSeni bunécné struktury a
nasledné extrakci a-tokoferolu, nicméné tyto metody jsou mnohdy ¢asové narocné a
slozité. Proto vyvoj novych, rychlejSich a jednodudSich metod pro stanoveni a-
tokoferolu v erytrocytarni membrané ma v klinické praxi velky vyznam. Cilem této
prace bylo optimalizovat a validovat postup pfipravy vzorku pomoci ultracentrifugace

ve spojeni s SPE technikou a naslednou chromatografickou analyzou.

Vysledky a diskuse

Pfriprava erytrocytarnich membran

Vzorek plné krve byl centrifugovan 10 minut pfi 4°C a 2000x g a poté z ného byla
odstranéna separovana plasma. Fyziologicky roztok s 0,01% BHT byl pfidan ke zbylym
erytrocytim a doplnén na kone¢ny objem 2,5 ml. Smés byla promisena a
centrifugovana za stejnych podminek viz vySe. Promyté erytrocyty opét sedimentovaly
a fyziologicky roztok se zbylou plazmou byl odstranén. Tento postup byl opakovan
tfikrat. Vzorek promytych erytrocytt byl uskladnén pfi teploté -85°C.

200 pl erytrocytarni suspenze fedéné s 0,01% BHT ve fyziologickém roztoku

v poméru 1:1 (v/v) bylo pipetovano pistovou pipetou do ultracentrifugaéni zkumavky.
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Poté bylo pfidano 450 ul HEPES (o koncentraci ¢ = 5 mmol/l a pH =7,4 - 7,5) a 450 pl
D-mannitolu (o koncentraci ¢ = 50 mmol/l) a 11 pl chloridu vapenatého (o koncentraci
c =1 mol/l). Cela smés byla protfepana a odstfedéna na ultracentrifuze po dobu
3 minut pfi rychlosti 288 000x g (polomér rotoru ray = 31,8 mm) pfi 4°C. Po odstfedéni
bylo 500 pl supernatantu opatrné odstranéno a do ultracentrifugacni zkumavky ihned
pfidano 100 ul kyseliny L-askorbové (o koncentraci ¢ = 100 mmol/l), vlivem ¢ehoz byla

sedimentovana membranova peleta resuspendovana a nalezité homogenizovana.

Extrakce na pevnou fazi

Extrakce byla provedena na SPE vakuovém manifoldu Supelco Visiprep
pfipojenému k vakuové pumpé VACC Space-50. RGzné SPE kolonky, objemy
nanesenych vzork(, objemy promyvacich a elu¢nich rozpoustédel byly testovany za
ucelem zvyseni vytéznosti a-tokoferolu. Nasledujici SPE sorbenty od odliSnych
vyrobcl byly porovnany — HLB Oasis 200 mg / 6 ml, Strata X 30 mg / 1 ml, Spe-ed
Flow ABN, Spe-ed C18 500 mg /3 ml.

Pro finalni extrakci byla pouzita SPE kolonka Spe-ed C18 s objemem 3 ml a 500
mg mnozstvim sorbentu. SPE sorbent byl aktivovan 1 ml metanolu a nasledné promyt
1 ml destilované vody. Cely vySe pfipraveny homogenat erytrocytarnich membran byl
spole¢né s vnitfnim standardem tokoferol acetatem o koncentraci 4 umol/l a objemu
0,5 ml nanesen na SPE kolonu. Po adsorpci a-tokoferolu byla kolona promyta 1 ml
destilované vody s metanolem v poméru 95: 5 (v/v) a poté s 1 ml destilované vody.
a-Tokoferol a tokoferol-acetat byly eluovany 2 ml n-hexanu. Eluat byl odpafen pfi
teploté 45°C ve vakuovém koncentratoru, odparek rekonstituovan 100 ul metanolu,

nastfiknut do HPLC systému a analyzovan.

Podminky HPLC analyzy

Pouzitd chromatografickd metoda pro analyzu ao-tokoferolu v membrané
erytrocytd byla vyvinuta jiz dfive doc. Solichovou a kol. [166] ve Vyzkumné laboratofi
[ll. interni gerontometabolické kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové a jeji

podminky jsou nasleduijici:

- Mobilni faze: 100 % MeOH

- Pratok mobilni faze: 2,5 mli/min

- Stacionarni faze: Chromolith Performance RP-18e; 100 x 4,6 mm
- Teplota kolony: 25°C

- Objem nastfiku: 50 ul

- DAD detekce: a-tokoferol, tokoferol acetat (295 nm)
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- Celkovy Cas analyzy: 2,5 min

Zavér

Nové vyvinutd metoda byla uUspésSné validovana a aplikovana na vzorky
pacientskych erytrocytd. Spojenim ultracentrifugace a extrakce na pevnou fazi se
podstatné sniZila doba potfebna pro upravu vzorku v porovnani s dfive popsanymi
technikami. Metoda je vhodna pro stanoveni a-tokoferolu v membrané erytrocytd v
pfipadé terapeutického monitorovani hemolytické anémie vzniklé z rGznych pfFicin,
ucinkd plsobeni LDL-aferézy nebo jako marker rizika vzniku aterosklerézy.

Popsana metoda byla publikovana v ¢asopise Journal of Separation Science
v roce 2015 (viz. PFiloha 3).
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Predlozena prace se zabyva vyvojem a validaci novych LC metod pro stanoveni
biologicky aktivnich latek, zejména liposolubilnich vitamind A, E, D a jejich metabolitd
v riznych biologickych matricich. Vitaminy jsou organické latky neenergetické povahy,
které organismus neni schopen syntetizovat s vyjimkou steroidniho hormonalniho
prekurzoru vitaminu D. V organismu se vitaminy podileji na celé fadé biochemickych
reakci bud pfimo, nebo jako koenzymy, a proto je dulezité jejich stav monitorovat.

Moderni chromatografické metody maji schopnost separovat a identifikovat
léCiva a jejich metabolity s vysokym rozliSenim, citlivosti a ve velmi kratké dobé. Patfi
mezi Siroce pouzivané analytické techniky ve vyzkumnych i rutinnich laboratofich.
V této praci byly pro analyzu liposolubilnich vitamint pouzity nové trendy kapalinové
chromatografie, mezi néz patfi ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie, detekce
pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie €i nové typy stacionarnich fazi jako napf.
monolitické kolony a kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi.

Experimentalni ¢ast disertatni prace byla rozdélena do &tyf kapitol. V prvnich
dvou byl popsan vyvoj metody pro stanoveni retinolu a a-tokoferolu v lidském
matefském miléce s vyuZitim monolitickych kolon a kolon s povrchové poréznimi
Casticemi. V ramci optimalizace a validace metody byly znazornény vysledky porovnani
téchto stacionarnich fazi, na jejichz zakladé byla vybrana nejvhodnéjsi kolona Kinetex
C18 (2,6 um, 100 x 4,6 mm). V porovnani s monolitickymi kolonami doslo ke zlepSeni
valida¢nich parametrl a ke snizeni spotfeby vzorku a organickych rozpoustédel.
Metoda byla aplikovana na vzorky matefského mléka ziskané z Fakultni nemocnice
Hradec Kralové od randomizované skupiny 27 Zen v rlznych fazich laktace.

Dal3i prace se zabyvala vyvojem metody pro stanoveni 25-hydroxy vitaminu D3 a
25-hydroxy vitaminu D, pomoci systému UHPLC-MS/MS. Tato metoda byla zaloZena
na pouziti standardizovaného referenéniho materialu NIST SRM 972 a pfispéla
k rozSifeni nabidky metod, protoZe vté dobé& neexistovala ve Fakultni nemocnici
Hradec Kralové metoda pro stanoveni vySe uvedenych metabolitd vitaminu D. Metoda
byla aplikovana na vzorky lidského séra pro klinické monitorovani stavu
gerontologickych pacientu, pacientu trpicich familiarni hypercholesterolémii 1é¢enych
LDL aferézou a pacientd s vékem podminénou makularni degeneraci |éCenych
hemorheoferézou.

V ramci posledni prace byl vyvinut novy extrakéni postup spojenim
ultracentrifugace a extrakce na pevné fazi s naslednou HPLC analyzou a-tokoferolu

v erytrocytarni membrané. Metoda je vhodna ke stanoveni a-tokoferolu v pfipadé
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terapeutického monitorovani hemolytickych anémii vzniklych z rdznych pfi€in, pro
zjisténi rizika rozvoje aterosklerézy nebo pro sledovani saturace organismu vitaminem
E, Ci vlivu LDL aferézy.

Uvedené metodiky byly vyvinuty a validovany ve Vyzkumné laboratofi lll. interni
gerontometabolické kliniky ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové, kde bud nahradily
puvodni pouzivané techniky, nebo rozSifily spektrum nabizenych metod pro klinicky
vyzkum ¢&i monitorovani zdravotniho stavu pacientll. VSechny prace byly Uspésné
publikovany v renomovanych analyticky orientovanych mezinarodnich &asopisech

s impakt faktorem.
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