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SOUHRN  

 Předložená disertační práce je zaměřena na vývoj a popis analytických metod stanovení 

vybraných biomarkerů v klinické diagnostice s využitím elektrochemie jako významného 

prvku moderních instrumentálních technik. Biomarkery jsou látky, jejich přítomnost může 

indikovat různé typy závažných onemocnění a stavů, či expozici škodlivým chemickým látkám. 

Pozornost byla v této práci věnována především stanovení metanefrinů, markerů tumoru 

feochromocytomu, a dále indoxyl sulfátu, významnému markeru řady zdravotních komplikací, 

od selhávání ledvin přes střevní dysbiózu až po poruchy centrální nervové sosustavy. Část práce 

je též věnována vývoji originálního instrumentu sloužícího k metabolomickému výzkumu. 

Spojení kapalinové chromatografie s elektrochemickým i spektrofotometrickým 

detektorem a propojení elektrochemie s hmotnostním spektrometrem byly využity s cílem 

analyzovat s vysokou citlivostí, přesností i správností vybrané sloučeniny ve složitých 

biologických matricích, jako je moč, krevní plazma či krevní sérum. Vyvinuté metody a 

postupy mohou sloužit v klinické praxi k rutinní diagnostice, případně se mohou stát základem  

pro simulaci metabolomických procesů probíhajících v lidském organismu a ke studiu 

oxidačního stresu i různých defektů DNA. 

 

 



 
 

SUMMARY 

The presented thesis is focused on the development and description of analytical 

methods for the determination of selected biomarkers in clinical diagnostics using 

electrochemistry as an important element of modern instrumental techniques. Biomarkers are 

substances whose presence usually indicates various types of serious diseases and conditions, 

or exposure to harmful chemicals. In this work, attention was paid mainly to the determination 

of metanephrines, markers of the tumor pheochromocytoma, and indoxyl sulfate, an important 

marker of several health complications, from renal failure through intestinal dysbiosis to central 

nervous system disorders. Part of the work is also devoted to the development of an original 

instrument used for metabolomics research. 

Combinations of liquid chromatography with electrochemical and spectrophotometric 

detector as well as connection of electrochemistry with mass spectrometry were used to analyze 

selected compounds in complex biological matrices such as urine, blood plasma or blood serum. 

The developed methods and procedures are higly sensitive, accurate and precise. It is possible 

to use them in both clinical practice for routine diagnosis, or in clinical research for studying of 

human metabolomics processes, oxidative stress and DNA defects. 
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1 ÚVOD  
 

Předložená práce se zaměřuje zejména na vývoj a validaci nových, dostatečně citlivých 

a selektivních analytických metod pro sledování různých typů biomarkerů, které mohou sloužit 

jako indikátory různých typů onemocnění. V jednotlivých kapitolách jsou popsány možnosti 

využití propojení moderních analytických technik v klinické diagnostice včetně konkrétních 

experimentů. K prezentovaným analýzám bylo využito spojení vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie (HPLC) s elektrochemickým detektorem (ED) a detektorem diodového pole 

(DAD) a propojení elektrochemie (EC) s hmotnostním spektrometrem (MS). Cílem bylo 

analyzovat velmi nízké koncentrace organických sloučenin ve složitých biologických matricích 

s dostatečnou přesností i správností.  

Ve spolupráci s Fakultní nemocnicí v Hradci Králové (FNHK) a Všeobecnou fakultní 

nemocnicí v Praze (VFN) bylo sledováno několik vybraných biomarkerů, sarkosin (marker 

rakoviny prostaty), 2-oxoglutarát (marker karcinomu tlustého střeva), kyselina vanilmandlová 

a homovanilová (markery vysokého krevního tlaku, přítomnosti neuroblastomu, popř. markery 

přítomnosti feochromocytomu), alantoin (marker metabolického syndromu),  1-hydroxypyren 

(marker expozice polycyklickými aromatickými uhlovodíky) a další. Pro tuto disertační práci 

byly vybrány dva typy biomarkerů, kterým byla v rámci naší spolupráce s FNHK a VFN 

věnována největší pozornost, plazmatické metanefriny (PMN) a indoxyl sulfát (IS).  

Zvýšená hladina metanefrinů (metabolitů katecholaminů) v lidském organismu je 

specifickým markerem feochromocytomu, nádoru dřeně nadledvin. Touto problematikou jsem 

se začala zabývat již v rámci své diplomové práce [1], v níž jsou diskutované počáteční pokusy 

vývoje HPLC/ED metody stanovení látek typu katecholaminů. V předložené disertační práci 

popisuji optimalizaci metody stanovení PMN, včetně předúpravy biologické matrice (krevní 

plazmy), následnou validaci metody a vytvoření soupravy pro stanovení volných PMN 

k diagnóze feochromocytomu.  

Indoxyl sulfát se řadí mezi uremické toxiny. Je-li v lidském organismu přítomen  

ve vyšší koncentraci, způsobuje řadu zdravotních komplikací. Vyšší množství tohoto toxinu 

detekované v moči nebo krvi je obvykle způsobeno selháváním funkce ledvin či střevní 

dysbiózou. Může však značit i jiné komplikace, rakovinu střev nevyjímaje. Kromě toho, že IS 

zhoršuje zdravotní stav pacientů s nefunkčními ledvinami, souvisí tento toxin např.  

i s kardiovaskulárními chorobami a příhodami, poruchou kostního metabolismu a poruchami 
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centrálního nervového systému. IS byl analyzován jak v moči, tak v krevním séru. Součástí 

práce je optimalizace předúpravy vzorků i následné stanovení pomocí ED. 

ED bývá velmi často využívána k detekci analytů v klinické medicíně pro jejich 

elektrochemickou aktivitu a taktéž díky senzitivitě, selektivitě i možnostem miniaturizace této 

techniky. Mimo to EC umožnuje in vitro simulace některých metabolických přeměn 

probíhajících v lidském organismu. Díky propojení EC s MS je možné predikovat stabilitu a 

toxicitu xenobiotik (léčiv, polutantů životního prostředí a dalších uměle vytvořených 

sloučenin). V rámci této disertační práce je popsán vývoj EC/MS sestavy sloužící k detekci 

velmi nestabilních meziproduktů redoxních reakcí, využitelných též pro klinickou diagnostiku. 

Výsledky prezentované v předložené práci demonstrují nové možnosti rychlého, 

přesného a správného stanovení vybraných biomarkerů s využitím elektrochemie jako 

významného prvku moderních instrumentálních technik.
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2 CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE  
 

Disertační práce se zaměřuje zejména na včasnou diagnostiku biomarkerů s využitím 

elektrochemie, hmotnostní spektrometrie a vybraných speciálních technik. Konkrétně jsou 

v práci zahrnuta tato témata:   

 

1) Analýza metanefrinů v krevní plazmě 

 vývoj a validace metody pro izolaci a stanovení plazmatických metanefrinů, 

specifických markerů feochromocytomu, s využitím kapalinové chromatografie  

ve spojení s elektrochemickou detekcí 

 vývoj kitu pro diagnostiku feochromocytomu, nádoru dřeně nadledvin 

 

2) Sledování toxického indoxyl sulfátu v moči a krevním séru 

 vývoj metod pro stanovení indoxyl sulfátu v moči a séru (např. pro diagnostiku střevní 

dysbiózy či pro stanovení míry intoxikace organismu osob s dysfunkcí ledvin) 

s využitím kapalinové chromatografie ve spojení s elektrochemickým detektorem 

a detektorem diodového pole 

 výzkum v oblasti zmírnění intoxikace organismu indoxyl sulfátem u pacientů 

podstupujících chronickou substituční léčbu 

 

3) Detekce rychle se rozkládajících meziproduktů 

 vývoj metody pro detekci nestabilních meziproduktů s využitím přímého propojení 

elektrochemie a hmotnostní spektrometrie 

 možnosti využití vyvinuté techniky pro diagnostické účely 
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3 TEORETICKÁ ČÁST  

3.1 Plazmatické metanefriny 

Plazmatické metanefriny jsou ve zdravém lidském těle zastoupeny ve velmi malém 

množství, v řádech pmol l-1. Navýšení jejich koncentrace je obvykle způsobeno buď stimulem 

prostředí (zejména psychickým či fyzickým vypětím) nebo neuroendokrinními tumory dřeně 

nadledvin, feochromocytomem a paragangliomem. Prevalence těchto nádorových onemocnění 

v České republice (ČR) se v posledních letech pohybuje na úrovni 0,05–0,1 %. Při včasném 

zahájení léčby je smrtnost nižší než 2 %. Většinou je však tento typ tumoru odhalen až při pitvě. 

[2, 3, 4, 5, 6, 7, 8]   

 

3.1.1 Definice a metabolismus metanefrinů 

 Metanefriny (viz Obrázek 1) jsou produkty katecholaminů, adrenalinu, noradrenalinu 

a dopaminu, které jsou v lidském těle metabolizovány z aminokyseliny fenylalaninu.  

Z adrenalinu vzniká metanefrin (MN), z noradrenalinu normetanefrin (NMN) a z dopaminu  

3-methoxytyramin (3-MT). Fyziologická hodnota metanefrinu se pro člověka pohybuje  

v rozmezí 60 až 310 pmol l-1 (někteří autoři [9] uvádějí až 500 pmol l-1) plazmy.  

Pro normetanefrin je toto rozmezí 100 až 610 pmol l-1 (až 900 pmol l-1 [9]) plazmy a  

pro 3-methoxytyramin 6 až 90 pmol l-1plazmy. [2, 10, 11, 12, 13, 14, 15]  

 

         

           metanefrin                         normetanefrin                   3-methoxytyramin 

 

Obrázek 1  Vzorec metanefrinu, normetanefrinu a 3-methoxytyraminu [11]  

 

Vyšší koncentrace metanefrinů v lidském organismu mohou být způsobeny stresem, 

fyzickou námahou, zraněním, emocionální rozrušením, hypoglykémií, [16, 17]  ale též  

konzumací některých potravin (zejména banánů, ale i ořechů, čokolády, mléka a mléčných 
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výrobků, dýňových a sezamových semínek, masa, ryb a dalších potravin) či léků (paracetamolu, 

antihypertenziv, tricyklických antidepresiv, β-blokátorů, antiparkinsonik a jiných). [9, 18, 19] 

Kontinuálně extrémně zvýšená hladina metanefrinů je ve většině případů způsobena 

nádorovým onemocněním dřeně nadledvin, nejčastěji feochromocytomem. Tento typ tumoru 

má totiž schopnost metanefriny syntetizovat a průběžně je uvolňovat do organismu. Hlavním 

symptomem onemocnění u postižených osob je arteriální hypertenze, kterou však trpí čtvrtina 

obyvatelstva ČR, tudíž je přítomnost tohoto nádoru v těle často velmi obtížně odhalitelná.  

Není-li feochromocytom léčen, dochází k vážnému poškození srdce a ledvin. [4, 5, 7, 9, 20, 21, 

22]. 

 

3.1.2 Stanovení metanefrinů 

 Metanefriny jsou obvykle detekovány v krevní plazmě, příp. ve 24hodinovém sběru 

moči. K jejich izolaci z matrice je v současnosti využívána téměř výhradně extrakce tuhou fází 

(SPE), která je pro analyty dostatečně selektivní a schopná účinně odstranit většinu nežádoucích 

látek obsažených v matrici. [2, 23, 24]  Stanovení metanefrinů je prováděno nejčastěji pomocí 

elektrochemických senzorů, LC/ED, LC/MS, příp. imunochemickými metodami. [22, 25, 26, 

27, 28, 29, 30]    

 

3.1.2.1 Úprava krevní plazmy a izolace metanefrinů  

 Odběr krve pro stanovení PMN je prováděn postupem, který eliminuje falešně pozitivní 

výsledky. Snahou je minimalizovat u pacienta psychickou i fyzickou zátěž, aby nedošlo 

k uvolnění katecholaminů a jejich metabolitů do krve. Pacientovi, který byl předem poučen, 

jakých léků, potravin a nápojů (a v jak velkém předstihu) se vyvarovat, je zavedena do žíly 

kanyla a odběr je proveden v poloze vleže po několikaminutovém klidu. Z odebrané krve je 

centrifugací oddělena plazma, která musí být buď do šesti hodin analyzována nebo zamražena 

při -80 °C. [31, 32, 33, 34, 35, 36]     

 Krevní plazma je tvořena převážně vodou, dále obsahuje bílkoviny, glukózu, lipidy, 

cholesterol, močovinu, hormony a širokou škálu dalších sloučenin. [37]  Pro eliminaci těchto 

látek a pro účinnou izolaci metanefrinů je využívána SPE, nejčatěji s iontově výměnnými 

sorbenty nebo se sorbenty na bázi molekulárně vtištěného polymeru (MIP). Tento polymer je 

schopen specificky extrahovat analyt díky paměti tvaru a funkčních skupin templátové 

molekuly. [2, 23, 38, 39]    
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3.1.2.2 Stanovení pomocí HPLC s elektrochemickou detekcí 

Z hlediska mechanismu separace chromatografického systému existují dva základní 

typy kapalinové chromatografie, na normálních fázích (NP-LC) a na obrácených fázích  

(RP-LC). Speciálním případem RP-LC je chromatografie iontových párů (IPC), jejíž principem 

je přídavek iontově párových činidel (IPČ), např. alkylsulfonátů, do mobilní fáze (MF). Tyto 

sloučeniny podporují tvorbu iontových párů s nabitými analyty a zlepšují tak jejich separaci. 

Tato technika bývá s výhodami využívána k separaci katecholaminů či metanefrinů. [40]    

 ED je citlivá, vysoce selektivní s širokým lineárním dynamickým rozsahem a rychlou 

odpovědí. Důležité je však zvolit optimální složení a pH MF kapalinové chromatografie.  Tato 

detekční technika využívá schopnosti látek obsahujících elektroaktivní funkční skupiny se 

oxidovat nebo redukovat na polarizovatelných elektrodách, na které je vkládáno vhodné napětí 

(podrobněji viz kapitola 3.3.1). ED jsou využívány zejména pro klinickou diagnostiku, analýzu 

biologických matric a farmaceutický průmysl. [41, 42]  Např. pro stanovení katecholaminů a 

jejich metabolitů jsou ED zdaleka nejvyužívanějšími detektory vůbec, následované 

spektrálními. [26, 27, 41, 42]  Při elektrochemické oxidaci metanefrinů dochází k odštěpení 

protonu H+ z fenolické hydroxyskupiny –  viz Obrázek 2. [42, 43] 

 

 

 

 

 

Obrázek 2  Znázornění procesu oxidace metanefrinu, normetanefrinu a 3-methoxytyraminu 
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Elektrochemické detektory je obecně možné rozdělit na amperometrické a 

coulometrické, přičemž prvně jmenované zaznamenávají proud, druhé měří náboj. 

 

Cely coulometrického detektoru obsahují tři typy elektrod, pracovní, srovnávací 

(referentní) a pomocnou. Posledně jmenovaná odvádí proud, díky čemuž si srovnávací 

elektroda (u ED je to hydrogen-palladiová) udržuje konstantní a známý potenciál.  

Ve dvouelektrodovém zapojení (tj. bez pomocné elektrody) se potenciál srovnávací elektrody 

mění s procházejícím proudem. Pracovní coulometrické elektrody jsou prakticky bezúdržbové, 

jsou vyrobeny z porézního grafitu a poskytují tak obrovskou plochu povrchu pro redoxní 

reakce. Dochází na nich ke konverzi elektrochemicky aktivních sloučenin blížící se ke 100 %. 

Mezi coulometrické detektory patří Coulochem (typy I-III), CoulArray a ECD-3000RS. [41, 

42]    

 Coulochem je velmi citlivý a sofistikovaný elektrochemický detektor, který se skládá 

z analytické cely obsahující dvě elektrody, na nichž probíhá oxidace nebo redukce sledovaného 

analytu. Před touto celou může být navíc ještě zapojena cela kondicionační, 

která elektrochemicky eliminuje interferující látky a chrání tak celu analytickou. Tento detektor 

je vhodný pro stanovení stopových koncentrací analytů i ve složitějších vzorcích. [42, 44] 

CoulArray detektor, na rozdíl od předchozího typu, má výhodu sériového zapojení čtyř 

až šestnácti průtočných cel, na něž jsou obvykle vkládány rozdílné potenciály a každá poskytuje 

samostatný signál. Detektor je kompatibilní i s gradientovou elucí a může být využíván  

pro stanovení analytů ve velmi komplexních matricích. [42, 45] 

ED typu UltiMate ECD-3000RS je novější než oba typy zmíněné výše. Tento detektor 

je schopen selektivně detekovat velmi nízká, až femtogramová množství analytů ve velmi 

malých objemech vzorku (pouhých 5 µl roztoku vzorku je dostačujících k analýze). Je navíc 

možné s ním pracovat jak v coulometrickém módu (v modulu potenciostatu mohou být 

nezávisle na sobě zapojeny až čtyři různé elektrochemické cely) tak amperometrickém módu 

(včetně využití borem dopované diamantové elektrody). Detektor je možné používat  

i s gradientovou elucí a díky své konstrukci je navíc kompatibilní i s ultravysokoúčinnou 

kapalinovou chromatografií (UHPLC). [46]  



TEORETICKÁ ČÁST 
 

15 
 

3.2 Indoxyl sulfát 

3.2.1 Definice a metabolismus indoxyl sulfátu 

IS je toxickým metabolitem tryptofanu. Tuto aminokyselinu přijímanou v potravě 

nedokáže lidský organismus dostatečně vstřebat v tenkém střevě a je tedy rozložena až 

mikroflórou ve střevě tlustém. Mikrobiální tryptofanázou je metabolizována na indol a následně 

v játrech po hydroxylaci za přítomnosti cytochromu p450 (CYP) přeměněna na indoxyl. 

Posledním krokem procesu metabolismu v játrech je sulfatizace pomocí sulfotransferázy  

na indoxyl sulfát – celé schéma viz Obrázek 3. [47, 48, 49, 50]  

 

 

Obrázek 3  Proces metabolismu tryptofanu přijatého ve stravě na indoxyl sulfát 

 

Ve zdravě fungujícím lidském organismu je tento toxin vychytáván ledvinami a 

odváděn z těla močí, mechanismem tubulární sekrece. V moči zdravých osob lze detekovat 

nízké hladiny IS – obvykle do 120 µmol l-1 (nejvýše 188 µmol l-1). Vyšší hladiny této látky 

v moči jsou obvykle způsobeny střevní dysbiózou, mohou však značit i jiné komplikace, 

rakovinu střev nevyjímaje. Vyšší množství IS v krvi většinou souvísí se selháváním ledvin. 

Tento toxin je již několik let studován právě v souvislosti s chronickým onemocněním ledvin 

(CKD) definovaným jako poškození struktury či funkce ledvin přetrvávající alespoň tři měsíce 
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a mající důsledky pro zdravotní stav pacienta. Onemocnění je obecně klasifikováno dle příčiny 

vzniku, hodnoty glomerulární filtrace a stanovení albuminurie. [51] 

Pacienti s nefunkčními ledvinami (a dle provedených studií i dárci ledvin [52]) vždy 

vykazují zvýšené hodnoty tohoto toxinu (až 80krát vyšší oproti fyziologické koncentraci). 

Klasickou dialýzou (hemodialýzou či peritoneální dialýzou) je prakticky neodstranitelný kvůli 

jeho silné vaznosti k proteinům, zejména albuminu. Z důvodu vaznosti IS na proteiny má velký 

vliv na množství této sloučeniny v krvi skladba stravy. [48, 49, 53, 54]  Pacienti s CKD mohou 

pomocí nízkoproteinové diety snížit hladinu IS v krvi až o 37 %. Fyziologická úroveň IS v krvi 

se většinou pohybuje v rozmezí 2–10 µmol l-1. [55] 

Mnohé studie poukazují na to, že vyšší koncentrace IS v krvi (cca >20 µmol l-1) mají 

mimo střevní dysbiózu a CKD souvislost i s kardiovaskulárními nemocemi a srdečními 

příhodami, malabsorpčním syndromem (porucha trávení a vstřebávání základních živin), 

intolerancí glukózy, metabolickým syndromem, inzulinovou rezistencí, renální fibrotizací 

(zmnožení vazivové tkáně), reakcí štěpu proti hostiteli po transplantaci krvetvorných 

kmenových buněk, poruchou kostního metabolismu, ale i s poruchami centrálního nervového 

systému, např. Parkinsonovou chorobou. IS navíc vyvolává oxidační stres a snižuje množství 

glutathionu, což je látka detoxifikující xenobiotika (látky cizí lidskému organismu). [48, 56, 57, 

58, 59, 60, 61, 62] 

Je tedy nezbytné u rizikových osob pravidelně sledovat hladinu IS a snažit se o její 

snížení (optimálně alespoň na cca 190 µmol l-1 moči a/nebo 19 µmol l-1 krevního séra). [55, 58] 

V literatuře byly popsány zejména tyto možnosti eliminace IS:  

 snížení metabolismu tryptofanu ve střevech (nízkoproteinovou dietou či 

konzumací doplňků stravy/léčiv vyvazujících indol ze střev);  

 optimalizace dialýzy. 

Podrobněji jsou jednotlivé strategie diskutovány v následujících dvou kapitolách.    

 

3.2.2 Vylučování látek a funkce ledvin 

Ledviny jsou párový orgán umístěný v lidském těle v oblasti beder. Jejich funkcí je 

zejména exkrece ve vodě rozpustných látek, kterých se tělo potřebuje zbavit, přičemž dochází 

k vytvoření moči (skladba moči viz 3.2.4.1) a jejímu vyloučení. Kromě odstranění 

přebytečných látek, nežádoucích metabolitů a toxických sloučenin tak tento orgán reguluje i 

objem vody v těle. Dalšími funkcemi ledvin je např. udržování homeostázy, regulace 

acidobazické rovnováhy, udržování složení krevní plazmy či regulace krevního tlaku. Mimo to 
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se podílejí na řízení metabolismu vápníku v kostech, jelikož přeměňují vitamín D na kalcitriol, 

který podporuje vstřebávání vápníku a fosfátů ve střevě. [63]  

Při selhávání ledvin se odpadní produkty se hromadí v krvi a mohou být příčinou otravy 

organismu. Nedostatečná funkce ledvin může být zjištěna na základě vyšetření glomerulární 

filtrace z dvacetičtyřhodinového sběru moči, či analýzou koncentrace vybraných toxických 

metabolitů, např. IS, v jednorázově odebrané biologické matrici. 

V případě selhání funkce ledvin je nezbytné odstraňovat přebytečné látky a zplodiny 

metabolismu jiným způsobem, nejčastěji dialýzou. Tato separační technika využívá difúze 

nízkomolekulárních látek membránou, která je nepropustná pro velké molekuly. Separace 

probíhá směrem z roztoku o vyšší koncentraci do roztoku o koncentraci nižší. [64]  

Nejčastěji používanými jsou hemodialýza, hemodiafiltrace a peritoneální dialýza, 

přičemž každá je vhodná pro jinou skupinu nemocných. Při peritoneální dialýze má pacient 

natrvalo zavedenou hadičku do dutiny břišní a sám si do ní několikrát denně napouští  speciální 

čistící roztok, na který se v průběhu jeho působení v těle navážou nežádoucí látky a který je  

po několika hodinách pacientem opět vypuštěn. Výhodou této metody je její provedení přímo 

pacietem v domácím prostředí, rizikem však možnost vzniku infekce dutiny břišní. 

Při hemodialýze pacient pravidelně dochází do hemodialyzačního střediska, kde je mu 

během několika hodin krev očištěna od toxických a nadbytečných látek pomocí 

hemodialyzačního přístroje. Ten je před každou dialýzou přes hadičku napojen do speciální 

spojky mezi tepnou a žílou, která byla pacientovi v minulosti chirurgicky vytvořena  

na předloktí. Variantou hemodialýzy je hemodiafiltrace, která k očištění krve používá 

propustné filtry a následná ztráta tekutin je doplněna náhradním roztokem. Díky tomuto 

postupu je účinnost očištění krve od nežádoucích látek vyšší. [65] 

Uremické toxiny, které se váží na proteiny, však nemohou přejít přes polopropustnou 

dialyzační membránu. Kromě IS sem řadíme p-kresol, glyoxal, homocystein, leptin a další. 

Dochází tak ke hromadění těchto toxinů v organismu a k následnému snížení kvality a délky 

života pacientů. Z tohoto důvodu je nutné vylepšit dialyzační možnosti, přičemž dle 

provedených studií není dostačující pouze navýšit dobu trvání dialýzy či změnit průtokovou 

rychlost dialyzátu. [54, 66]  Vaznost IS k albuminu je řízena elektrostaticky a van der 

Waalsovými silami. Disociační konstanta tedy závisí na iontové síle, zředění a hodnotě pH 

roztoku. K úpravě pH dialyzátu je obvykle využíván octan sodný. Poslední dobou je však čím 

dál častěji testován citrát sodný. Kromě toho, že je tato sloučenina schopna dobře redukovat 

sraženiny na dialyzační membráně, zvyšuje iontovou sílu dialyzátu. Citrátové anionty se navíc 

váží na albumin, čímž může dojít ke snížení podílu IS vázaného na tuto bílkovinu a tedy 
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k lepšímu odstranění toxinu z lidského organismu. Tato úprava dialýzy však často není  

pro pacienty dostačující, jsou tedy nadále testovány i jiné možnosti odstraňování toxinů z těla. 

[54, 67] 

  

3.2.3 Metabolismus látek v tlustém střevě  

Pro lepší pochopení vlivu vybraných typů doplňků stravy/léčiv na vstřebávání toxických 

metabolitů ve střevech je v této kapitole popsáno fungování tlustého střeva a metabolismus 

látek v něm.  

Tlusté střevo navazuje v těle na střevo tenké a je poslední částí trávicí trubice. Skládá 

se ze slepého střeva, tračníku a konečníku. Mimo vstřebávání zbylých vitamínů a minerálů 

probíhá v tlustém střevě zejména vstřebávání vody a tedy zahušťování chymu (natrávené 

potravy se žaludečními šťávami). Ten je následně zformován ve stolici (díky střevní 

mikroflóře) a vyloučen. [63]  

Střevní mikrobiom je komplexní ekosystém obsahující 10krát více buněk než je buněk 

v lidském organismu a 100krát více genů než je obsaženo v celém lidském geonomu. Někteří 

vědci se domnívají, že střevo funguje v lidském těle jako jakýsi „druhý mozek“, který ovlivňuje 

v organismu mnohem více procesů než je aktuálně zmapováno. [68, 69] Funkcí střevní 

mikroflóry je zejména bránit průniku nežádoucích organismů a látek, stimulovat imunitní 

střevní systém, inhibovat patogenní mikroflóru a v neposlední řadě produkovat vitaminy. 

Choroby, užívání léků i nezdravý životní styl mohou mít na složení mikrobiomu  

ve střevě výrazně negativní vliv. Prospěšné mikroorganismy jsou potlačeny a dochází  

ke kolonizaci střeva patogeny (kampylobakter, salmonely, yersinie a jiné), potenciálními 

patogeny (klostridia, zejména toxický Clostridium difficile, kandidy a další) či gramnegativními 

bakteriemi (koliformní bakterie, enterobakterie, pseudomonády a jiné). [68]  

O tom, jak důležitá je rovnováha střevní mikrofóry, svědčí kromě velké spotřeby 

probiotik a prebiotik též výzkum v oblasti transplantace mikrobiomu střeva, kdy je pacientovi 

do slepého střeva aplikována upravená stolice dárce. Tento zákrok je určen pacientům, kteří 

z nějakého důvodu přišli o výraznou část střevních mikroorganismů či pacientům s nevhodným 

složením střevní mikroflóry mající výrazně negativní vliv na zdraví pacienta. V takovém 

případě je proveden proplach střev a následná transplantace fekální hmoty. [70, 71] 

Je-li snahou odstranit jen vybrané toxiny ze střeva, je optimálním řešením podat 

pacientovi lék, příp. doplněk stravy, který na sebe toxiny, resp. jejich prekurzory, ve střevě 

naváže, ale ostatní látky ani mikroflóru ze střeva neodstraní. V posledních letech je většina 
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výzkumu v této oblasti zacílena na AST-120, lék obsahující porézní uhlíkové částice 

distribuovaný pod obchodním názvem Kremezin. Některé studie ukazují, že tento lék účinně 

vyvazuje indol ze střev, nicméně jednoznačně pozitivní a dostačující efekt Kremezinu dosud 

nebyl uspokojivě prokázán. [48, 72] 

 

3.2.4 Stanovení indoxyl sulfátu 

IS je obvykle analyzován v moči, případně v krevním séru či plazmě.  

Po předúpravě biologické matrice (viz následující kapitola 3.2.4.1) je možné tento analyt 

stanovit pomocí chromatografie (tenkovrstvé či kapalinové) se spektrofotometrickou nebo 

elektrochemickou detekcí či odpařovacím detektorem rozptylu světla (ELSD). Hojně 

využívány jsou též LC/MS metody. [47]   

 

3.2.4.1 Izolace z biologické matrice 

 Moč je nažloutlá tekutina slabě kyselého pH tvořená v ledvinách. Skládá se z vody  

(cca 95 %), organických látek (především močovina, kyselina močová a kreatinin) a 

anorganických látek (např. chlorid sodný, fosfáty, vápenaté ionty). Fyziologická koncentrace 

IS je nejvýše 120 µmol l-1. 

Výhodou stanovení látek v moči je jednoduchost této biologické matrice. Navíc 

samotný odběr moči může být výhodný pro pacienty, u kterých je z různých důvodů odběr krve 

obtížný. Nevýhodu představují problémy spojené s obtížně standardizovatelným sběrem moči. 

V praxi je nejvíce využíván dvacetičtyřhodinový sběr moči, případně jednorázový vzorek ranní 

moči, u něhož je však vhodné výslednou koncentraci sledované látky vztáhnout na množství 

přítomného kreatininu, které souvisí se zředěním vzorku. Kreatinin je nejčastěji stanovován 

spektrofotometricky při 500 nm po Jaffého reakci, tedy reakci v zásaditém prostředí s kyselinou 

pikrovou. [73] 

Sbíraná moč by měla být uchovávána při 4 až 8 °C a co nejdříve analyzována. 

Několikahodinovým stáním, obzvláště pak za laboratorní teploty, se moč znehodnocuje 

(rozmnožením bakteriální mikroflóry, rozkladem přítomných látek atp.). Není-li možné vzorky 

sebrané moči ihned měřit, je optimální je zamrazit minimálně při -20 °C, vydrží tak stabilní  

po několik měsíců. [7, 74, 75]     
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 Stanovení IS v krevním séru je prováděno především u pacientů, kteří již vlivem selhání 

ledvin neprodukují moč. Nevýhodou je obtížnější odběr a zpracování matrice. Ve zdravém 

lidském organismu je IS obvykle obsažen nejvýše v koncentraci 10 µmol l-1 séra. [49, 76] 

Krevní sérum vzniká po vysrážení odebrané plné krve a následném odstraněním krevní 

sraženiny, trombu. Zbývající nažloutlá tekutina, sérum, je svým složením podobná krevní 

plazmě, ale neobsahuje ani buněčné elementy (červené krvinky, krevní destičky) ani koagulační 

faktory (fibrinogen).  

Pro získání séra je krev obvykle odebírána do zkumavek obsahujících separační gel 

(případně jiný typ separátoru). Po několika minutách se odebraná krev vysráží a následně je 

obsah zkumavek centrifugován. Separační gel se během centrifugace posune do prostoru mezi 

krevní sraženinu a sérum, čímž tyto dvě složky zcela oddělí. Sérum je buď do několika hodin 

(optimálně do šesti) analyzováno nebo zamraženo při -80 °C. Před analýzou je vhodné vzorky 

deproteinovat a uvolnit veškerý navázaný indoxyl sulfát tak, aby bylo možné co nejpřesněji 

stanovit hladinu IS. Využívá se centrifugace séra bez přidaných činidel či s přídavkem 

organických rozpouštědel (zejména acetonitrilu) nebo kyselin. [77, 78, 79, 80, 81]  

 

3.2.4.2 Analýza pomocí HPLC/ED-DAD metody 

Elektrochemická detekce ve spojení s HPLC je popsána v kapitole 3.1.2.2. Předmětem 

této kapitoly je pouze stručný popis sestavy HPLC/ED-DAD, která byla využita k detekci IS 

v moči.  

Eluát z kolony vstupuje do ED, ve kterém jsou redoxně aktivní látky oxidovány či 

redukovány, ostatní analyty nezměněny, a následně eluát pokračuje do DAD. Spojení dvou 

detektorů může být s výhodami využitelné pro získání detailnější informace o analytech, nebo, 

jako při stanovení IS a kreatininu, k simultánní detekci elektroaktivních a elektroneutrálních 

látek. [42, 46] 

DAD patří mezi detektory spektrální, konkrétně spektrofotometrické. Tyto detektory, 

na rozdíl od ED, využívají fyzikálních vlastností látek, konkrétně schopnosti látek absorbovat 

ultrafialové nebo viditelné záření (cca 200–800 nm). Následkem absorpce atomy a molekuly 

vzorku přejdou do energeticky vyššího, excitovaného stavu. Velikost absorpce, absorbance, je 

přímo úměrná koncentraci stanovované látky. DAD snímá celé spektrum v reálném čase bez 

přerušení chromatografické separace. [82, 83, 84]   
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3.3 Nestabilní meziprodukty elektrochemických reakcí 

3.3.1 Elektrochemie 

Elektrochemie zkoumá procesy probíhající na rozhraní elektrod a roztoku. Základem 

jsou chemické změny elektroaktivních molekul způsobené přenosy elektronů. Tento proces 

zároveň vede ke vzniku elektrického proudu, čehož lze využít např. při elektrochemické detekci 

a kvantifikaci analytů obsahujících elektroaktivní funkční skupiny. 

Obvyklými sestavami jsou dvouelektrodové či tříelektrodové uspořádání. 

Tříelektrodové obsahuje kromě pracovní a referentní elektrody navíc elektrodu pomocnou. 

Tento systém je výhodnější, protože je efektivně odváděn proud z pracovní elektrody. Mezi 

pracovní a srovnávací elektrodou je tak možné přesně změřit hodnotu napětí či mezi ně vložit 

konstantní potenciál a měřit hodnotu proudu. 

U dvouelektrodového uspořádání dochází při změně hodnoty vloženého napětí pouze 

ke změně potenciálu pracovní elektrody. Kvůli odporu roztoku dochází k úbytku napětí 

z takové sestavy a měření hodnot napětí bývají nepřesná. U některých miniaturizovaných 

systémů však jiné než dvouelektrodové uspořádání není z prostorového hlediska možné. [85] 

Miniaturizace je přesto obecně jednou z velkých výhod EC. Jednou z možností je např. 

využití ekonomických tištěných elektrod (PE). Ty jsou tvořeny speciální pastou, která je 

nanášena ve vrstvách o tloušťce několika desítek mikrometrů tzv. tlustovrstvou technologií. 

[42, 86] 

 

3.3.2 Chování analytů na povrchu elektrod 

Pracovní elektrody jsou vyrobeny nejčastěji z uhlíku, zlata nebo rtuti, elektrochemicky 

stabilních materiálů s širokým potenciálovým rozsahem. Elektroaktivní analyty se  

na elektrodách oxidují či redukují, díky čemuž dochází ke vzniku elektrického proudu. 

Prochází-li elektrodou proud, může její potenciál nabývat hodnoty jiné, než je její rovnovážná 

hodnota, a dochází tak k tzv. polarizaci elektrody.  

V průběhu redoxního děje dochází ke zvýšení/snížení oxidačního čísla molekul 

obsahujících elektroaktivní skupiny. Oxidace látek souvisí s odevzdáváním elektronů, redukce 

s přijímáním. Oba děje probíhají v systému vždy současně. Mezi elektrodami tak během tohoto 

děje dochází ke vzniku Faradaického proudu. 

Mezi elektrochemicky oxidovatelné skupiny patří např. alkoholy, fenoly, aminy a 

organokovy, zejména ferrocen, který je často používán jako modelová sloučenina (viz Obrázek 
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4, na němž je znázorněn redoxní pár ferrocenmethanolu, FcMeOH). Mezi redukovatelné 

skupiny patří aldehydy, ketony, sulfoxidy, disulfidy, thiokyanáty, nitrily, organokovy, 

nitrolátky, aromatické karboxylové kyseliny a další. [42, 87] 

 

 

Obrázek 4  Redoxní pár ferrocenmethanolu (FcMeOH/FcMeOH+) 

 

3.3.3 Cyklická voltametrie 

Principem voltametrie je vložit na pracovní elektrodu potenciál, který se lineárně mění 

s časem v závislosti na rychlosti a následně je sledována proudová odezva v závislosti na daném 

potenciálu. U cyklické voltametrie dochází ke změně potenciálu mezi pracovní a srovnávací 

elektrodou, přičemž potenciál je lineárně zvyšován od počátečního ke zlomovému potenciálu  

(tzv. dopředný scan). Následně je potenciál lineárně snižován ke konečnému potenciálu (jedná 

se o tzv. zpětný scan), který je většinou shodný s počátečním potenciálem. Dopředný a zpětný 

scan tvoří jeden cyklus. Výsledkem měření je tzv. cyklický voltamogram, který zobrazuje 

závislost anodického a katodického proudu na hodnotě potenciálu – viz Obrázek 5.   

Cyklická voltametrie je jednou z nejčastěji používaných metod pro základní 

charakterizaci elektrochemických reakcí, případně k získávání dalších informací. Tato metoda 

charakterizuje elektrochemickou aktivitu, redoxní potenciály i reverzibilitu redoxních procesů. 

[88]  
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Obrázek 5  Znázornění cyklického voltamogramu [89] 

 

3.3.4 Hmotnostní spektrometrie ve spojení s elektrochemií 

Elektrody mohou být v různých svých podobách spojeny s různými detekčními 

technikami fungujícími na jiném než elektrochemickém principu. S výhodami se využívá 

spojení se spektrofotometrickými detektory, nukleární magnetickou rezonancí či hmotnostní 

spektrometrií. Propojení EC s MS nabízí rychlou, spolehlivou a detailní informaci  

o metabolitech, které jsou elektrochemicky generovány a pomocí MS identifikovány  

v jednom EC/MS systému. [42, 90, 91, 92, 93]  

Principem MS je vstupující látky nejprve ionizovat v iontovém zdroji a vzniklé ionty 

následně separovat v hmotnostním analyzátoru na základě poměru jejich hmotnosti a náboje 

(m/z). Ionizace vyžaduje dodání potřebného množství energie. Existuje více typů iontových 

zdrojů a několik z nich bylo testováno pro spojení MS s EC. V začátcích používání této techniky 

byl testován dnes již zastaralý termosprej (TSP), později chemická ionizace za atmosférického 

tlaku (APCI) a v menší míře i některé další zdroje. V současnosti je využívána výhradně 

ionizace elektrosprejem za atmosférického tlaku (ESI). Tato ionizační technika je kompatibilní 

s EC, protože je vysoce citlivá a spolehlivá i při nízkých průtocích, které jsou vhodné  
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pro vysokou účinnost elektrochemických reakcí. Z elektrochemického pohledu navíc ESI 

představuje celu složenou ze dvou elektrod, sprejovací kapiláry a MS. Je však nutné, aby byla 

EC účinně separovaná od vysokého napětí ESI a aby používané elektrolyty byly kompatibilní 

s ESI–MS. Elektrosprejování je vyvoláno vložením vysokého napětí mezi kapiláru a vstup  

do vakuované části  hmotnostního  spektrometru. Roztok je tak při výstupu z kapiláry 

rozprašován působením elektrického pole. Vzniklé kapičky nesou na svém povrchu velké 

množství nábojů, ale před vstupem do vakua MS z nich zůstávají už jen jednotlivé ionty vlivem 

odpařování rozpouštědla a Coulombických explozí. [94, 95, 96] 

 Spojení EC s MS může být velmi užitečným nástrojem pro simulaci a studium 

metabolismu xenobiotik, látek uměle vytvořených člověkem. Většina z nich je lipofilního 

charakteru, tedy obtížně vyloučitelná lidským organismem. Díky EC/MS je možné predikovat 

toxické látky vznikající v lidském těle z xenobiotik pomocí simulace „jednoelektronových 

oxidací“ oxidační fáze I metabolismu, která je v těle katalyzovaná pomocí CYP. [97]  Tento 

instrument tak může nahradit testování na zvířatech i využívání jaterních mikrosomů. Výsledky 

jsou navíc dosažitelné ve velmi krátkém čase. [98, 99, 100] 

 

3.3.5 Typy EC/MS technik a jejich využití 

První EC/MS systém byl sestaven už v roce 1971 Bruckensteinem a Gaddem [101]  a 

byl využit ke studiu těkavých metabolitů generujících se na porézní elektrodě, která byla 

součástí sestavy. Za poslední čtyři desetiletí byla publikována široká škála různých 

experimentálních uspořádání využívající amperometrické cely v uspořádání „thin-layer“ nebo 

„wall-jet“, coulometrické cely v uspořádání „flow-through“ i borem dopované diamantové 

elektrody (BDD). Často jsou využíváný jednorázové elektrody s konstantní výkonností a 

možností rychlé a snadné výměny. Cely mohou být spojené s MS, popř. s HPLC/MS či CE/MS 

pomocí kapiláry z taveného oxidu kremičitého. Nejčastěji jsou tyto sestavy v současnosti 

využívány pro simulace lidského metabolismu vybraných sloučenin. [93, 96]  

 

EC/MS uspořádání 

Přímá detekce meziproduktů a rychle se rozkládajících, nestabilních metabolitů je 

možná díky on-line spojení EC s MS pomocí krátké kapiláry a nastavení vhodných podmínek. 

Tato technika může sloužit ke studiu přeměn jednotlivých sloučenin i k identifikaci míst  

v molekule, kde dochází k oxidaci/redukci. Nejlepší volbou je přitom HRMS (MS s vysokým 

rozlišením hmoty). [102, 103, 104] 
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První spojení EC/ESI–MS s ohledem na konstrukci cely a spojovacího zařízení 

vzhledem k vysokému napětí elektrospreje uvedl v 90. letech Van Berkel a jeho kolegové. [105]  

Ukázali, že přímé spojení EC a MS dovoluje elektrochemickou ionizaci neutrálních sloučenin, 

studium elektrodových reakcí i posílení signálu díky zakoncentrování iontů. Následoval nárůst 

počtu publikací popisujících EC/MS techniky, nejčastěji pro studium metabolismu a průběhu 

redoxních reakcí. [97]  

Nicméně nevýhodou přímého spojení EC/MS je chybějící separační krok, tato technika 

tak není vhodná pro komplexní vzorky. [106] 

 

EC/MS uspořádání zahrnující separaci pomocí kapilární elektroforézy 

Kapilární elektroforéza (CE) separuje látky na základě jejich rozdílné pohyblivosti  

v elektrickém poli, tj. dle rozdílných elektroforetických mobilit.  

 Kromě několika off-line uspořádání, při kterých jsou analyty obsažené ve vzorku 

podrobeny redoxním reakcím a získaný roztok je následně analyzován pomocí CE/MS sestavy, 

která není propojena s EC, je výzkum zaměřen hlavně na on-line sestavy. [107] 

 Matysik [108]  popsal v roce 2003 elektrochemicky asistovanou injektáž (EAI) spojenou 

s CE/MS, kterou v následujících deseti letech s kolegy zdokonalil a plně zautomatizoval.  

K pokusům bylo využito několik typů tištěných elektrod. [109, 110, 111]  Následně tým vedený 

Matysikem vyvinul a optimalizoval on-line sestavu EC/CE/MS obsahující miniaturizovanou 

celu se zlatou PE [112]  a uhlíkovou PE. [113, 114] 

 

EC/MS uspořádání zahrnující separaci pomocí kapalinové chromatografie 

Off-line uspořádání EC a LC/MS je využíváno okrajově. Je vhodné pro generování 

stabilních metabolitů a zejména pro analyty, které je vhodné nechat reagovat po delší dobu, 

resp. pro takové, u kterých má význam studovat dobu trvání elektrochemické konverze. [114, 

115, 116] 

On-line sestavy jsou používány výrazně častěji, jelikož je s nimi možné zachytit  

i nestabilní meziprodukty elektrochemických reakcí. Navíc není třeba řešit zachytávání 

produktů EC a jejich přenos do LC/MS. Kapalinový chromatograf může být on-line zapojen 

před EC či za EC. V prvním případě jsou látky obsažené ve složité matrici nejprve separovány 

a následně jsou elektroaktivní sloučeniny oxidovány/redukovány. Ve druhém případě dochází 

k separaci produktů elektrochemické reakce. [117, 118, 119, 120]  
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4 PLAZMATICKÉ METANEFRINY   

4.1 Experimentální část 

4.1.1 Použité chemikálie                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

 1-oktansulfonát sodný, monohydrát, 99 % p.a. (Fluka, Buchs, Švýcarsko) 

 acetonitril, 99,9 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) 

 diethylamin, 98 % (Sigma-Aldrich) 

 dihydrogenfosforečnan draselný 99 % p.a. (Lachema, a.s., Neratovice, Česká republika) 

 hydroxid amonný, 25 % p.a. (Fluka) 

 hydroxid sodný p.a. (PENTA, Chrudim, Česká republika) 

 kyselina citronová, monohydrát, p.a. (Lachema, a.s.) 

 kyselina ethylendiamintetraoctová, 99 % p.a. (Acros Organics, Geel, Belgie) 

 kyselina chlorovodíková, 35 % p.a. (Lachema, a.s.) 

 kyselina monochloroctová, 99 % (Sigma-Aldrich) 

 kyselina octová, 99 % p.a. (Lach-Ner, Neratovice, ČR) 

 methanol, 99,9 % p.a. (Labscan, Gliwice, Polsko) 

 standard 3-methoxytyramin hydrochlorid 99 % p.a. (Sigma-Aldrich) 

 standard metanefrin hydrochlorid 98 % (Sigma-Aldrich) 

 standard normetanefrin hydrochlorid 98 % (Sigma-Aldrich) 

 vnitřní standard 4-hydroxy-3-methoxybenzylamoniumchlorid 98 % (Sigma-Aldrich) 

 

4.1.2 Použitý materiál                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

Filtry: 

 47 mm Nylon Membrane Filter 0,22 µm (Membrane Solutions, North Bend, USA) 

 25 mm Filter Nylon 0,2 µm (Thermo Fisher Scientific) 

 

SPE kolonky:  

 Bond Elut AccuCAT (200 mg, 3 ml, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) 

 Discovery DSC-MCAX (100 mg, 1 ml, Supelco, Bellefonte, USA) 

 Discovery DSC-SAX (500 mg, 3 ml, Supelco) 
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 Discovery DSC-SCX (500 mg, 3 ml, Supelco) 

 Discovery DSC-WCX (500 mg, 3 ml, Supelco) 

 Oasis MAX (60 mg, 3 ml, Waters Corporation, Milford, USA) 

 Oasis WAX (60 mg, 3 ml, Waters Corporation) 

 Oasis WCX (60 mg, 3 ml, Waters Corporation) 

 SCX (200 mg, 3 ml, Merck, Darmstadt, Německo) 

 SOLA CX (10 mg, 1 ml, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 

 strata ABW (200 mg, 3 ml, Phenomenex, Torrance, USA) 

 strata SAX (100 mg, 1 ml, Phenomenex) 

 strata SCX (100 mg, 1 ml, Phenomenex) 

 Strio-D (30 mg, 1 ml, StrioChem Technologies, Inc., Rancho Santa Margarita, USA) 

 Strio-E (30 mg, 1 ml, StrioChem Technologies, Inc.) 

 AFFINIMIP® SPE Metanephrines - 3mL, 100mg sorbent (AFFINISEP, Val-de-Reuil, 

Francie) 

 prázdné kolonky:  3mL Empty Fritted SPE Tubes (Supelco) 

 

SPE sorbenty:  

 Bio-Rex 70, 100-200 mesh (Bio-Rad, Praha, ČR) 

 Discovery DSC-SAX (Supelco) 

 Discovery DSC-SCX (Supelco) 

 Dowex 1X8, 50-100 mesh (Sigma-Aldrich)  

 Dowex 50WX8, 100-200 mesh (Sigma-Aldrich) 

 

Další vybavení: 

 fritky Polyethylene Frits 3mL (Supelco) 

 nástroj pro stlačení sorbentu v kolonce 3mL (Supelco) 

 

4.1.3 Přístrojové vybavení                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

Chlazená centrifuga:  

 Sigma 3-16 KL (Sigma Laborzentrifugen, Osterode am Harz, Německo) 

Extrakce tuhou fází: 

 zařízení Visiprep SPE Vacuum Manifold (Supelco, Bellefonte, USA) 

http://www.thomasnet.com/profile/00143911/supelco-sigmaaldrich.html
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Odpařování vzorků:  

 aparatura sestavená z dusíkové tlakové lahve, zařízení pro redukci a kontrolu tlaku 

plynu na tlakové lahvi, systému pro čištění dusíku od případných nečistot pomocí 

aktivního uhlí a termobloku Multi-Blok Heater (Lab-Line Instruments, Bombaj, Indie) 

pH metr:  

 WTW 526/538 (Wissenschaftlich-Technische Werkstätten, Weilheim, Německo) 

s elektrodou BlueLine 28 pH (pH 0...14/-5...+80 °C/Gel, SCHOTT AG, Mainz, 

Německo); kalibrační roztoky pufrů o pH 7,00±0,01 a 4,01±0,01 (Hamilton Duracal 

Buffer, Bonaduz, Švýcarsko) 

Systém pro úpravu vody:  

 IWA 20iol (WATEK s.r.o., Ledeč n. Sázavou, ČR) 

Ultrazvuková lázeň:  

 Sonorex Super RK 510 (Bandelin Electronic, Berlín, Německo) 

Váhy: 

 mikrováhy XP2U (Mettler – Toledo, Columbus, USA) s citlivostí 0,1 µg 

 analytické váhy 870-61 (Mettler – Toledo) s citlivostí 0,1 mg 

 

HPLC/ED: 

 kapalinový chromatograf UltiMate 3000 Series (Thermo Fisher Scientific)  

 elektrochemický detektor Coulochem III obsahující analytickou celu Model 5011A a 

kondicionační celu Model 5021 (ESA, Inc., Chelmsford, USA)  

 elektrochemický detektor ECD-3000RS s coulometrickým senzorem 6011RS 

obsahujícím porézní grafitovou pracovní elektrodu a hydrogen-palladiovou referentní 

elektrodu (Thermo Fisher Scientific)  

 

4.1.4 Příprava roztoků                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

Roztoky standardů: 

 Normetanefrin, metanefrin a 3-methoxytyramin: 

Zásobní roztoky všech tří standardů byly připraveny jejich přesným odvážením pomocí 

mikrovah, 1 mg do odměrné baňky o objemu 10 ml, a rozpuštěny v 0,2mol l-1 kyselině octové. 

Roztoky standardů byly uchovávány při teplotě 4 °C.  
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Kalibrační roztoky byly dle potřeby rozsahu koncentrací připravovány ze zásobních 

roztoků jejich postupným ředěním 0,2mol l-1 kyselinou octovou. 

 Vnitřní standard (I.S.): 

Zásobní roztok I.S. byl připraven přesným odvážením pomocí mikrovah 1 mg 

hydrochloridu 4-hydroxy-3-methoxybenzylaminu (HBMA) do odměrné baňky o objemu 5 ml 

a rozpuštěn v 0,2mol l-1 kyselině octové. Roztok standardu byl uchováván při teplotě 4 °C.  

Dle potřeby byl dále ředěn 0,2mol l-1 kyselinou octovou. 

 

Roztoky pro SPE připravované vždy bezprostředně před provedením extrakce: 

 Fosfátový pufr o pH 7:  Do Erlenmayerovy baňky bylo odměřeno 29,1 ml 0,1mol l-1 

roztoku hydroxidu sodného a 50 ml 0,1mol l-1 roztoku dihydrogenfosforečnanu 

draselného. 

 3% roztok hydroxidu amonného:  Do Erlenmayerovy baňky bylo odměřeno 6 ml 

ultračisté vody, 6 ml 25% roztoku hydroxidu amonného a 36 ml methanolu. 

 

Mobilní fáze: 

Mobilní fáze byla připravena smísením připravených roztoků A a B (1:1). Ke 2000 ml 

směsi bylo přidáno 85 ml acetonitrilu. Roztok byl přefiltrován přes nylonový filtr (0,22 μm) 

a odvzdušněn v ultrazvukové lázni po dobu dvaceti minut. 

 Roztok A: Do odměrné baňky o objemu 1000 ml bylo naváženo 10 g kyseliny 

monochloroctové, 3,1 g hydroxidu sodného, 1,1 g kyseliny ethylendiamintetraoctové 

(EDTA) a 0,3 g monohydrátu 1-oktansulfonátu sodného. Vše bylo rozpuštěno v cca 

900 ml ultračisté vody a pH roztoku bylo upraveno pomocí nasyceného roztoku 

kyseliny monochloroctové na hodnotu pH 3,1. Baňka byla doplněna po rysku 

ultračistou vodou. 

 Roztok B: Do odměrné banky o objemu 1000 ml bylo naváženo 0,5 g hydroxidu 

sodného, 0,02 g EDTA, 23 g monohydrátu kyseliny citrónové a odměřeno 0,9 ml 

diethylaminu. Vše bylo rozpuštěno v cca 900 ml ultračisté vody a pH roztoku bylo 

upraveno pomocí nasyceného roztoku hydroxidu sodného na hodnotu pH 2,55. Baňka 

byla doplněna po rysku ultračistou vodou. 

 

4.1.5 Příprava sorbentů a popis plnění kolonek pro extrakci 

Sorbenty Dowex byly zakoupeny v sypké podobě a převedeny do cyklů v naší laboratoři 
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následujícím postupem: 

Dowex 50WX8 – převedení do H+ cyklu: 

 promytí 3x 2 ml 3mol l-1 HCl, 

 proplach demineralizovanou vodou do neutrální reakce – cca 2 ml, 

 3x 2 ml 3mol l-1 NaOH, 

 proplach demineralizovanou vodou do neutrální reakce – cca 2 ml, 

 3x 2 ml 3mol l-1 kyseliny octové, 

 proplach demineralizovanou vodou na pH cca 7,3 - 7,5  – cca 2 ml 

Dowex 1X8 – převedení do OH- cyklu: 

 promytí 3x 2 ml 3mol l-1 NaOH, 

 proplach demineralizovanou vodou do neutrální reakce – cca 2 ml, 

 3x 2 ml 3mol l-1 HCl, 

 proplach demineralizovanou vodou do neutrální reakce – cca 2 ml, 

 3x 2 ml 3mol l-1 NaOH, 

 proplach demineralizovanou vodou do neutrální reakce – cca 2 ml. 

Mezi jednotlivými kroky vždy cca 20 min prodleva. 
 

Ostatní sorbenty nebyly nijak upravovány. Plnění sorbentů bylo prováděno pomocí 

soupravy od firmy Supelco – viz Obrázek 6, na kterém je zobrazena jedna prázdná kolonka  

„3mL Empty Fritted SPE Tubes“ obsahující fritku, dále balení fritek, nástroj pro stlačení 

sorbentu v SPE kolonce, sorbenty Discovery DSC-SCX (silný katex) a Discovery DSC-SAX 

(silný anex) a tři ručně plněné kolonky těmito sorbenty (v levé dolní části obrázku). 

Katex s anexem se smísí v daném poměru a vytvořená homogenní směs se nasype  

do kolonky (díky přítomné fritce nepropadne skrz). Poté se do kolonky vloží další fritka, která 

je nástrojem k tomu určeným (viz Obrázek 6) posunuta až k sorbentu. Ten je díky přítomnosti 

této fritky zároveň silou stlačen. 

 

4.1.6 Popis extrakce tuhou fází 

Sorbent SPE kolonky byl kondiciován 2 x 2,5 ml 3% roztoku hydroxidu amonného,  

2 ml fosfátového pufru o pH 7 a 2 ml ultračisté vody. Vše za vakua -15 mm Hg. Na mokrý 

sorbent byl aplikován 1 ml vzorku krevní plazmy (případně obohaceného standardy). Kolonka 

byla následně promyta 2 ml fosfátového pufru o pH 7, 2 ml ultračisté vody a 2 ml methanolu. 

Sorbent byl po promytí methanolem sušen za vakua -20 mm Hg po dobu cca dvou minut.  

Na závěr byla provedena eluce 2 ml 3% roztoku hydroxidu amonného a sorbent byl dvě minuty 
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sušen. Eluát byl následně odpařen při teplotě cca 60 °C v proudu dusíku do sucha. Před analýzou 

byl odparek rekonstituován 220 µl. 

 

 
 

Obrázek 6  Souprava od firmy Supelco pro přípravu ručně plněných kolonek 

 

4.1.7 Chromatografická analýza 

Podmínky analýzy vzorků pomocí LC/Coulochem III po SPE byly nastaveny následovně: 

 průtok: 0,7 ml min-1 

 předkolona: UHPLC C18 4,6 mm ID Column (Phenomenex) 

 kolona: Kinetex XB-C18 100 × 4,6 mm × 5 μm (Phenomenex) 

 teplota na koloně: 28 °C 

 dávkované množství: 150 μl 

 potenciály vkládané na cely detektoru:  E1: +100 mV 

 E2: -350 mV 

 Kondicionační cela: +400 mV 
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Podmínky analýzy vzorků pomocí LC/ECD-3000RS po SPE byly nastaveny následovně: 

 průtok: 0,5 ml min-1 

 předkolona, kolona i teplota na koloně totožné s nastavením LC/Coulochem III  

 dávkované množství: 100 μl 

 potenciály vkládané na cely detektoru:  E1: +400 mV 

 E2: -300 mV 

 

4.2 Výsledky a diskuze 

4.2.1 Optimalizace postupu izolace metanefrinů 

 Před analytickým stanovením metanefrinů v plazmě je snaha odstranit co nejvíce 

interferujících látek přítomných v matrici. K tomuto účelu byla zvolena extrakce tuhou fází, 

jejíž postup byl dlouhodobě a pečlivě optimalizován. Byly testovány různé typy SPE kolonek, 

různá rozpouštědla užívaná během SPE i způsob jejich aplikace. V rámci mé diplomové  

práce [1]  byla nejvhodnější SPE kolonkou zvolena Bond Elut AccuCAT. Postup SPE 

aplikovaný ve zmíněné práci, při němž bylo dosaženo nejvyšší výtěžnosti metanefrinů, byl 

následující: 

Sorbent SPE kolonky byl kondiciován 2 x 2,5 ml 1,3% roztoku hydroxidu amonného,  

2 ml fosfátového pufru o pH 7 a 2 ml ultračisté vody. Vše za vakua -15 mm Hg. Na mokrý 

sorbent byl aplikován 0,5 ml vzorku krevní plazmy (případně obohaceného standardy). 

Kolonka byla následně promyta 2 ml fosfátového pufru o pH 7, 2 ml ultračisté vody a 2 ml 

methanolu. Sorbent byl po promytí methanolem sušen za vakua -20 mm Hg po dobu cca dvou 

minut. Na závěr byla provedena eluce 1 ml 1,3% roztoku hydroxidu amonného a sorbent byl 

dvě minuty sušen. Eluát byl následně odpařen při teplotě cca 60 °C v proudu dusíku do sucha. 

Před analýzou byl odparek rekonstituován 220 µl. 

V rámci předložené disertační práce byly testovány různé typy SPE kolonek a různé 

druhy SPE sorbentů, resp. jejich optimální plnění do zvolených kolonek typu „3mL Empty 

Fritted SPE Tubes“ s cílem zvýšit citlivost metody. Bylo provedeno srovnání výtěžností 

metanefrinů testovaných komerčních kolonek i všech směsí sorbentů nadávkovaných  

do kolonek. Tabulka 1 shrnuje porovnání všech testovaných komerčních kolonek a vybraných 

směsí – v množství a poměrech, při nichž vykazovaly nejvyšší výtěžnost. Všechny byly 

testovány v šesti opakováních totožným postupem extrakce a analyzovány pomocí 

LC/Coulochem III. Krevní plazma byla získávána výhradně z VFN. 
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Tabulka 1  Výtěžnosti metanefrinů získané použitím různých typů SPE kolonek 

U všech typů vyjmenovaných kolonek aplikován (vždy v šesti opakováních) totožný postup 

extrakce tuhou fází (SPE) i analytického stanovení normetanefrinu (NMN), metanefrinu (MN) 

a 3-methoxytyraminu (3-MT) (kurzíva označuje ručně plněné kolonky, vždy je uvedeno celkové 

množství sorbentu a poměr obou typů sorbentů). 

 

Typ SPE kolonky/ 

Směs sorbentu v SPE kolonce 

Výtěžnost (%) 

NMN MN 3-MT 

Bond Elut AccuCAT 85 96 77 

Discovery DSC-MCAX 66 84 81 

Discovery DSC-SAX 6 9 2 

Discovery DSC-SCX 71 84 73 

Discovery DSC-WCX 8 48 20 

Merck SCX 42 37 54 

Oasis MAX < LOD < LOD < LOD 

Oasis WAX 35 41 22 

Oasis WCX 40 42 25 

SOLA CX < LOD < LOD < LOD 

Strata ABW 80 88 79 

Strata SAX < LOD < LOD < LOD 

Strata SCX 72 80 43 

Strio D 20 21 12 

Strio E < LOD < LOD < LOD 

300 mg Discovery DSC -SCX + -SAX (3:1) 93 101 84 

400 mg Bio-Rex + Discovery DSC-SAX (3:1) 53 60 40 

600 mg Bio-Rex + Discovery DSC-SAX (2:1) 57 69 38 

600 mg Bio-Rex + Dowex1X8 (2:1) 57 64 40 

500 mg SCX + Dowex1X8 (3:2) 65 73 51 

500 mg Dowex50WX8 + Dowex1X8 (2:1) 16 19 19 

400 mg Dowex50WX8 + Discovery DSC-SAX (3:1) 31 39 33 

AFFINIMIP® SPE Metanephrines* 94 99 85 
 

 

*Postup extrakce tuhou fází (SPE) dle doporučení výrobce: 

Sorbent byl kondiciován 1 ml fosfátového pufru o pH 7 a 2 ml ultračisté vody. Na mokrý sorbent bylo aplikováno 

1,5 ml roztoku vzorku krevní plazmy (pětkrát zředěný vzorek pomocí ultračisté vody). Kolonka byla následně 

promyta 1 ml ultračisté vody a 0,5 ml 40% methanolu. Sorbent byl sušen po dobu deseti sekund. Poté byla kolonka 

promyta 0,5 ml methanolu a následně byla provedena eluce 1 ml 5% kyseliny octové v methanolu. Eluát byl 

odpařen při teplotě cca 60 °C v proudu dusíku do sucha. Před analýzou byl odparek rekonstituován 220 µl. 

(Při aplikaci našeho postupu SPE byla výtěžnost pouze cca 25 %.) 

  

Nejvyšších výtěžností bylo dosaženo při použití komerčních kolonek AFFINIMIP® SPE 

Metanephrines a kolonek naplněných 300 mg směsného sorbentu Discovery DSC-SCX a 

Discovery DSC-SAX v poměru 3:1. Analyzované extrakty plazmy z MIP kolonek však 
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obsahovaly interferující látku, která se za podmínek metody eluovala velmi blízko vnitřního 

standardu – viz Obrázek 7. Nebylo tak možné správně a přesně plochu I.S. odečíst. 

 

 

Obrázek 7  Porovnání eluce vnitřního standardu po různých typech SPE  

 

V dalším kroku jsme se tedy podrobněji zaměřili na optimalizaci směsi sorbentů 

Discovery DSC-SCX a Discovery DSC-SAX. Ke všem pokusům byla využita směsná krevní 

plazma obohacená NMN, MN a I.S. na výsledné koncentraci všech tří látek cca 5 nmol l-1. 

V průběhu analýz byly testovány různé postupy plnění kolonek, např. katex a anex v kolonce 

oddělené fritkou vs. homogenní směs katexu a anexu v kolonce. Ve druhém případě, 

s homogenní směsí, bylo dosaženo jednoznačně lepších výsledků.  

Následně byl testován rozsah optimálního množství SAX, resp. SCX, pro šest zvolených 

poměrů v třísetmiligramové směsi ve třech opakováních – viz Obrázek 8. Výsledky jsou 

vyjádřeny jako poměry ploch ST(NMN či MN)/I.S. Z grafu je vidět, že nejvyšších výtěžností 

NMN i MN bylo dosaženo při poměru 1:4 (SAX:SCX). Tento poměr byl dále využíván  

ke stanovení optimálního množství směsi v kolonce – viz Obrázek 9.  

Části dvou chromatogramů extraktu krevní plazmy:  

 z kolonky AFFINIMIP® SPE Metanephrines 

 z kolonky s 300 mg směsného sorbentu Discovery 

DSC-SCX a DSC-SAX v poměru 3:1 
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Obrázek 8  Graf znázorňující závislost různých poměrů sorbentů na výtěžnosti metanefrinů 

(každý poměr sorbentů byl připraven 3krát, chybové úsečky zobrazují rozptyl hodnot) 
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Obrázek 9  Graf znázorňující závislost množství sorbentu na výtěžnosti metanefrinů 

(každé testované množství bylo připraveno 3krát, chybové úsečky zobrazují rozptyl hodnot)  

 

Dle zjištěných výtěžností je optimálním množstvím směsi sorbentů Discovery  

DSC-SCX a Discovery DSC-SAX 300–320 mg. Z ekonomických důvodů jsme tedy zůstali  

u původně zvolených 300 mg. 
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Samotný postup provedení extrakce se od postupu publikovaného v diplomové práci [1] 

liší v několika parametrech. Jednou z provedených změn byla optimalizace složení elučního 

činidla. Dvouapůlnásobné navýšení koncentrace hydroxidu vedlo ke snížení přítomnosti 

interferujících látek v získaném extraktu. Dále pak bylo testováno dvojnásobné navýšení 

objemu dávkovaného vzorku (z 0,5 ml na 1 ml). Zvolené složení sorbentu v SPE kolonce 

vykazovalo dostačující kapacitu pro navýšený objem. Při zachovaném postupu 

zakoncentrování následujícím po extrakci (odpaření eluátu dosucha a následná rekonstituce  

220 µl mobilní fáze) tak došlo ke zvýšení citlivosti metody stanovení. Další změnou v SPE 

postupu bylo zavedení filtračního kroku bezprostředně před elucí, které vedlo k eliminaci 

některých interferencí z matrice. Nylonový filtr o průměru 25 mm a velikosti částic 0,2 µm byl 

před aplikací elučního rozpouštědla nasazen mezi kolonku a otvor do extraktoru – viz Obrázek 

10. Kvůli přítomnosti filtru však bylo nutné dvojnásobně navýšit objem elučního činidla. 

 

 

 

Obrázek 10  Fotografie nylonového filtru umístěného pod SPE kolonkou 

 

 Pro doplnění je ještě třeba zmínit, že byla testována stabilita odparků získaných po SPE. 

Pokud jsou uchovávány při teplotě cca 6 °C, jsou stabilní 1–2 dny. Po 1 týdnu koncentrace 

metanefrinů v odparku klesne zhruba na polovinu. Jakmile však odparek rekonstituujeme 

mobilní fází, je stabilní pouze několik hodin (nejvýše deset).   

V rámci snahy ještě více eliminovat přítomnost interferujících látek ve vzorku, zlepšit 

detekci analytů a současně šetřit analytickou kolonu byla testována centrifugace krevní plazmy, 

která byla zařazena v rámci předúpravy vzorků plazmy před SPE.  
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Na základě literární rešerše bylo zjištěno, že optimální je odstředit plazmu při 4 °C a 

relativní odstředivé síle (RCF) cca 1000–2000 g po dobu 5 až 15 min. Pro účinné odstranění 

proteinů je navíc doporučováno přidat ke vzorku krevní plazmy deproteinační činidlo, např. 

silnou kyselinu (chloristou, trifluoroctovou, trichloroctovou, mravenčí, chlorovodíkovou, 

metafosforečnou), organické rozpouštědlo (methanol, ethanol, propanol, acetonitril), sůl 

vícemocného iontu (síran zinečnatý nebo měďnatý) atp. [36, 121] 

 V různých kombinacích byla testována RCF v rozsahu 1000–4000 g bez přidaného 

činidla, s přídavkem organických rozpouštědel (acetonitrilu, ethanolu, methanolu) či 

s vybranými kyselinami o koncentraci 4 mol l-1 (HCOOH, HCl, HClO4, HPO3, TFA). 

Následovala SPE a analýza pomocí HPLC/ED. U všech postupů deproteinace plazmy 

s využitím odstřeďování byla problémem ztráta výtěžnosti způsobená nejspíše zachycením 

většího či menšího množství přítomných metanefrinů ve sraženině. Nejvyšších výtěžností 

NMN a MN bylo dosaženo s přídavkem 4mol l-1 HCOOH (v poměru 1:10, kyselina : plazma), 

při RCF 2000 g, 4 °C a době odstřeďování 15 min. Nicméně následující extrakce na SPE 

kolonkách byla problematická. Odstředěná plazma velmi špatně procházela sorbentem. Doba 

pro předúpravu vzorku se tedy výrazně navýšila a výsledné výtěžnosti metanefrinů naopak 

snížily (cca o 10 %). A ani odstředění bez následné SPE neposkytovalo žádoucí výsledky.  

Od centrifugace vzorků plazmy před SPE bylo tedy upuštěno. 

 Optimalizovaný postup předúpravy vzorků krevní plazmy určených ke stanovení 

volných metanefrinu byl využit k výrobě „FEO-kitu“. Tato „Souprava pro stanovení volných 

metanefrinů v plazmě metodou LC/ECD“ obsahuje téměř veškerý potřebný materiál (SPE 

kolonky, roztoky pro SPE, kalibrační roztoky metanefrinu, roztok I.S., filtry pro SPE, mobilní 

fáze a manuál v češtině) pro 100 analýz.  

Notifikací popsaného zdravotnického prostředku zaslanou na Ústav v oblasti 

zdravotnických prostředků (ústav v rámci Státního ústavu pro kontrolu léčiv) včetně veškeré 

potřebné dokumentace (zejména Prohlášení o shodě) bylo výrobku přiděleno označení CE.  

Pro „FEO-kit“ byl navíc na Úřadu průmyslového vlastnictví (ÚPV) zapsán Užitný vzor číslo 

27 302 s názvem „Souprava pro předúpravu vzorků krevní plazmy určených ke stanovení 

volných metanefrinů“.
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4.2.2 Optimalizace metody stanovení metanefrinů 

 Vývoj metody stanovení započal již v mé diplomové práci [1]  a v rámci předložené 

disertační práce byly provedeny navazující rozsáhlé optimalizační postupy. 

Kvůli změně chromatografické kolony bylo upraveno (sníženo) množství organické 

složky v mobilní fázi tak, aby sledované analyty byly optimálně separovány od ostatních složek 

ve vzorku. Díky změně kolony bylo dosaženo užších elučních křivek a současně tak i lepší 

separace od ostatních složek obsažených v krevní plazmě. Výraznou výhodou však bylo 

zejména nepoměrně rychlejší ustalování této kolony pro analýzu.  

Dále došlo k úpravě hodnot napětí vkládaných na elektrody detektoru. Optimalizace 

těchto hodnot byla vždy provedena na základě vyhodnocení voltamometrické křivky proměřené 

za podmínek metody na daném detektoru.  

Výchozí podmínky pro Coulochem III byly: 

 +400 mV na kondicionační cele, 

 +100 mV na 1. měrné elektrodě, 

 -400 mV na 2. měrné elektrodě. 

Finální podmínky v rámci validované metody s využitím Coulochemu III byly: 

 +400 mV na kondicionační cele, 

 +100 mV na 1. měrné elektrodě, 

 -350 mV na 2. měrné elektrodě. 

A při přechodu na novější detektor, ECD-3000RS, byly hodnoty vloženého napětí 

zvoleny následovně: 

 +400 mV na 1. měrné elektrodě, 

 -300 mV na 2. měrné elektrodě. 

 

4.2.3 Validace metody stanovení metanefrinů 

Optimalizovaná metoda stanovení volných metanefrinů (normetanefrinu a metanefrinu) 

v plazmě (pomocí LC/Coulochem III) byla v roce 2014 validována a publikována v rámci 

diplomové práce Ing. Salfické. [122]  O dva roky později byla validována metoda stanovení 

volných metanefrinů (NMN, MN i 3-MT) v plazmě s využitím UHPLC a zcela nového 

elektrochemického detektoru ECD-3000RS. Tato validace je v předložené práci popsána 

v následujících odstavcích. Shrnutí výsledků jednotlivých testovaných parametrů nabízí 

Tabulka 2. 
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Tabulka 2  Souhrn výsledků validace metody stanovení volného normetanefrinu (NMN), 

metanefrinu (MN) a 3-methoxytyraminu (3-MT) v krevní plazmě 

Validační 

parametr 

Výsledek 

NMN MN 3-MT 

Přesnost RSD 9,4 % RSD 11,5 % RSD 14,6 % 

Správnost 
Výtěžnost 114 %b, RSD 6,2 % Výtěžnost 107 % b, RSD 6,1 % - 

Výtěžnost 112 %c, RSD 7,0 % Výtěžnost 111 % c, RSD 7,5 % Výtěžnost 105 % c, RSD 8,9 % 

Linearitaa R2 = 0,9934 R2 = 0,9960 R2 = 0,9976 

LOD 28 d pmol l-1  21 d pmol l-1 36 d pmol l-1 

LOQ 93 e pmol l-1 71 e pmol l-1 120 e pmol l-1 

Robustnost ano ano ano 
  

a
 osm kalibračních roztoků NMN, MN i 3-MT, analyzovaný rozsah cca 0,25–200 nmol l-1 (tzn. 0,05–40 nmol l-1 plazmy)  

b fyziologický level (NMN: cca 550 pmol l-1, MN: cca 300 pmol l-1)  
c patologický level (NMN: cca 38 nmol l-1, MN: cca 8 nmol l-1, 3-MT: cca 9 nmol l-1)  
d
 tzn. LOD ve vzorcích plazmy (před zakoncentrováním) je 13 pmol l-1 pro NMN, 11 pmol l-1 pro MN a 16 pmol l-1 pro 3-MT  

e
 tzn. LOQ ve vzorcích plazmy (před zakoncentrováním) je 19 pmol l-1 pro NMN, 15 pmol l-1 pro MN a 25 pmol l-1 pro 3-MT  

RSD = relativní směrodatná odchylka
 

 

LOD = mez detekce  

LOQ = mez stanovitelnosti  

 

Přesnost metody byla hodnocena na základě velikosti relativní směrodatné odchylky 

(RSD) vícenásobně provedeného totožného postupu SPE téhož vzorku obohacené lidské krevní 

plazmy (koncentrační hladina metanefrinů cca 4,5 nmol l-1). Ke každému vzorku byl před SPE 

též přidán I.S. HMBA na úrovni 4,5 nmol l-1. Výsledky byly pro výpočet RSD vyjádřeny jako 

poměry ploch ST(NMN, MN či 3-MT)/I.S. Pro NMN a MN je RSD zhruba na úrovni deseti 

procent, pro 3-MT bezmála 15 %, takové hodnoty bývají u biologických vzorků běžné. 

Pro vyhodnocení linearity několika koncentračních úrovní metanefrinů bylo zvoleno 

rozmezí, které pokrývalo naprostou většinu všech testovaných vzorků krevní plazmy  

(na fyziologické i patologické úrovní metanefrinů), tj. 0,05–40 nmol l-1 plazmy. Celkem bylo 

v tomto rozmezí analyzováno osm koncentračních hladin. Jednotlivé vzorky byly připraveny 

obohacením totožných vzorků lidské krevní plazmy o kalibrační roztoky připravené postupným 

naředěním zásobního roztoku NMN, MN a 3-MT. Linearita byla hodnocena na základě 

korelačních koeficientů. Pro NMN byla zjištěna hodnota 0,9934, pro MN 0,9960 a pro 3-MT 

0,9976. V porovnání s validací metody pro NMN a MN provedené na LC/Coulochem III [122] 

bylo dosaženo výrazně lepších výsledků. Na Coulochemu nebylo s popsanou metodou možné 

dosáhnout linearity v takto širokém rozmezí, kalibrační křivka měla spíše kvadratický 

charakter. Proto byla linearita posuzována zvlášť pro nízké (0,3–5 nmol l-1 plazmy) a zvlášť  
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pro vysoké koncentrace metanefrinů (7,5–15 nmol l-1 plazmy), přičemž korelační koeficienty 

byly pro NMN 0,9877, resp. 0,9961, a pro MN 0,9894, resp. 0,9813.  

Správnost metody byla hodnocena na základě procentické hodnoty výtěžnosti (společně 

s RSD) analýz vzorků s předem stanovenou koncentrací sledovaných analytů. Byly měřeny 

komerční vzorky lyofilizované plazmy s fyziologickou i patologickou úrovní metanefrinů  

od firmy Chromsystems – „Endocrine Plasma Controls (lyoph.)“. Fyziologické úrovně jsou 

stanoveny na 546 pmol l-1 pro NMN, 304 pmol l-1 pro MN a patologické na 38,2 nmol l-1  

pro NMN, 7,6 nmol l-1 pro MN, resp. 9,0 nmol l-1 pro 3-MT. Výsledné výtěžnosti se pohybovaly 

v rozmezí 105–114 % (RSD 6–9 %). 

Dalšími testovanými parametry byly meze detekce a stanovitelnosti (LOD a LOQ).  

K analýze bylo připraveno 5 koncentračních hladin v analyzovaném rozmezí 50–300 pmol l-1. 

Jednotlivé vzorky byly připraveny obohacením totožných vzorků lidské krevní plazmy  

o kalibrační roztoky MN, NMN a 3-MT. LOD i LOQ byly následně vyhodnoceny z výsledků 

měření statistickým programem QCexpert. I zde bylo dosaženo výrazně lepších výsledků než 

při validaci s Coulochemem. Výsledné hodnoty se pohybují pouze v řádech desítek pmol l-1. 

Pro stanovení robustnosti bylo provedeno SPE jednoho vzorku obohacené lidské krevní 

plazmy, analyzovaná koncentrace metanefrinů i I.S. byla cca 4 nmol l-1. Robustnost metody 

byla ověřována změnou injektážního objemu, změnou rychlosti průtoku mobilní fáze, změnou 

teploty na koloně a změnou potenciálu analytické cely.   

Standardní podmínky byly: 

 dávkované množství: 150 μl, 

 průtok: 0,50 ml min-1, 

 teplota na koloně: 28 °C, 

 detekční potenciál: -350 mV. 

Tyto podmínky byly upraveny následovně: 

 dávkované množství: 140 μl, 

 průtok: 0,55 ml min-1, 

 teplota na koloně: 30 °C, 

 detekční potenciál: -375 mV. 

Všechny tyto parametry byly proměřeny v osmi kombinacích a výsledky vyhodnoceny 

statistickým počítačovým softwarem EffiValidation 3.0. Dle Dongova algoritmu byly všechny 

hypotézy přijaty, metoda je tedy vůči testovanému robustní. 
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Metoda byla certifikována Českým institutem pro akreditaci (ČIA). 

 

Ve srovnání s detektorem Coulochem III bylo dosaženo zejména nižších mezí detekce 

(cca 14krát). Dále bylo dosaženo linearity ve výrazně širším rozsahu koncentrací (navíc s lepší 

hodnotou korelačního koeficientu). Obrázek 11 znázorňuje záznam analýzy vzorku pacienta 

s využitím LC/ECD-3000RS. 

 

 

 

 

Obrázek 11  Chromatografický záznam analýzy metanefrinů v krevní plazmě 

- stanovení normetanefrinu (NMN), metanefrinu (MN), vnitřního standardu (I.S.) a 3-methoxytyraminu (3-MT) 

validovanou metodou využívající LC/ECD-3000RS (parametry metody viz kapitola 4.1.7) 

 

 

4.2.4 Porovnávání analýz vzorků krevní plazmy  

Validovanou metodou bylo na našem pracovišti ve Výzkumném ústavu organických 

syntéz (VUOS) analyzováno několik vzorků lidské krevní plazmy získaných z 3. interní kliniky 
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1. lékařské fakulty Univerzity Karlovy a VFN. Pro vyhodnocování koncentrací metanefrinů  

v těchto vzorcích v naší laboratoři byla využívána lineární kalibrace metanefrinů v plazmě.  

Při přípravě kalibračních bodů tedy bylo postupováno stejně jako při přípravě vzorků. Získané 

výsledky byly porovnány s výsledky dosaženými na analytickém pracovišti VFN, kde mají 

zavedenou vlastní metodu na stanovení MN a NMN, viz Tabulka 3.  

 

Tabulka 3  Srovnání výsledků stanovení volného normetanefrinu (NMN), metanefrinu (MN) 

ve vzorcích krevní plazmy vybraných pacientů 

 VUOS* VFN** 

Vzorek č. 
NMN MN NMN MN 

pmol l
-1

 pmol l
-1

 

101 295 1848 251 1609 

102 5519 3305 5454 3503 

103 13831 472 13934 426 

104 1022 228 1023 208 

105 978 294 918 269 

106 9481 964 9415 995 

107 4552 2980 4377 3020 
 

*Analyzováno na našem pracovišti ve Výzkumném ústavu organických syntéz. 

**Analyzováno v laboratoři endokrinologie a metabolismu 3. interní kliniky  

Ústavu lékařské biochemie a laboratorní diagnostiky a Všeobecné fakultní  

nemocnice v Praze (jimi vyvinutou a rutinně používanou metodou). 

 

 

Dále byly změřeny komerční vzorky lyofilizované plazmy, „Endocrine Plasma Controls 

(lyoph.)“, v naší laboratoři naší metodou, ve VFN jejich i naší metodou a v laboratoři Ústavu 

klinické biochemie a diagnostiky FNHK jejich metodou, viz Tabulka 4.  

Každý vzorek byl vždy změřen 10krát a všechny uvedené výsledné hodnoty jsou tedy 

průměrem získaných hodnot. Pro všechny analýzy bylo využito spojení LC/ED. Z porovnání 

v tabulce je vidět, že výsledky získané s využitím námi vyvinuté metody jsou správnější. Navíc 

v žádné z laboratoří analyticky nestanovují 3-MT, který indikuje metastázy tumoru 

feochromocytomu. 
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Tabulka 4  Porovnání výsledků analýz vzorků komerčně dostupné lyofilizované plazmy 

s předem stanovenou koncentrací metanefrinů mezi jednotlivými pracovišti 

  

Výrobce VUOS* FNHK** 
VFN*** 

  

VFN  

metoda 

VUOS 

metoda 

    pmol l
-1

 

Fyziologická NMN 546±109 579±38 737±59 486±49 584±43 

hladina MN 304±61 325±30 239±46 213±25 279±30 

Patologická NMN 38220±7644 38312±3783 42327±4381 31730±3458 39383±3878 

hladina MN 7605±1521 8071±774 7091±782 6655±670 7685±746 
 

*Analyzováno na našem pracovišti ve Výzkumném ústavu organických syntéz. 

**Analyzováno v laboratoři Ústavu klinické biochemie a diagnostiky FNHK (jimi vyvinutou a rutinně používanou metodou). 

***Analyzováno v laboratoři endokrinologie a metabolismu 3. interní kliniky Ústavu lékařské biochemie a laboratorní 

diagnostiky a Všeobecné fakultní nemocnice v Praze (jimi vyvinutou a rutinně používanou metodou a pro srovnání  

též námi vyvinutou validovanou metodou). 
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5 INDOXYL SULFÁT  

5.1 Experimentální část 

5.1.1 Použité chemikálie                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

 1-oktansulfonát sodný, monohydrát, 99 % p.a. (Sigma-Aldrich) 

 dihydrogenfosforečnan sodný, monohydrát, 99 % p.a. (Sigma-Aldrich) 

 hydroxid sodný, 98 % p.a. (Lach-Ner) 

 kyselina ethylendiamintetraoctová, 99 % p.a. (Sigma-Aldrich) 

 kyselina chloristá, 70% (Sigma-Aldrich) 

 kyselina octová, 99 % p.a. (Lach-Ner) 

 kyselina pikrová, ≥ 98 % (Sigma-Aldrich) 

 methanol, ≥ 99,9 % (Sigma-Aldrich) 

 standard indoxyl sulfát, draselná sůl, ≥ 98 % (Sigma-Aldrich) 

 standard kreatinin, ≥ 98 % (Sigma-Aldrich) 

 

5.1.2 Použitý materiál                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

Filtry: 

 25 mm Filter Nylon 0,2 µm (Thermo Fisher Scientific) 

 

5.1.3 Přístrojové vybavení                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

Chlazená centrifuga:  

 Sigma 3-16 KL (Sigma Laborzentrifugen) 

pH metr:  

 WTW 526/538 (Wissenschaftlich-Technische Werkstätten) s nasazenou chloridovou 

elektrodou SCHOTT (pH 0...14/-5...+80 °C/Gel, SCHOTT AG); kalibrační roztoky 

pufrů o pH 7,00±0,01 a 4,01±0,01 (Hamilton Duracal Buffer) 

Systém pro úpravu vody:  

 IWA 20iol (WATEK s.r.o.) 
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Ultrazvuková lázeň:  

 Sonorex Super RK 510 (Bandelin Electronic) 

Váhy: 

 analytické váhy 870-61 s citlivostí 0,1 mg (Mettler – Toledo)  

 

HPLC/ED-DAD: 

 kapalinový chromatograf UltiMate 3000 Series (Thermo Fisher Scientific)  

 elektrochemický detektor ECD-3000RS s celou 6011RS (Thermo Fisher Scientific)  

 detektor diodového pole DAD-3000RS (Thermo Fisher Scientific) 

 

5.1.4 Příprava roztoků                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

Roztoky standardů: 

 Indoxyl sulfát a kreatinin k analýzám vzorků moči: 

Zásobní roztoky obou standardů byly připraveny jejich přesným odvážením pomocí 

analytických vah, zvlášť 1000 mg kreatininu do odměrné baňky o objemu 50 ml a zvlášť 50 mg 

IS do odměrné baňky stejného objemu. Následně byly oba rozpuštěny v 0,2mol l-1 kyselině 

octové a dále uchovávány při teplotě 4 °C. Kalibrační roztoky byly dle potřeby připravovány  

ze zásobních roztoků jejich postupným ředěním 0,2mol l-1 kyselinou octovou. Kalibrační řada 

IS byla vždy vytvořena fortifikací směsné moči kalibračními roztoky tohoto standardu. 

 Indoxyl sulfát k analýzám vzorků krevního séra: 

Zásobní roztok standardu IS byl připraven jeho přesným odvážením pomocí 

analytických vah, 50 mg do odměrné baňky o objemu 50 ml, a rozpuštěn v ultračisté vodě. 

Získaný roztok byl uchováván při teplotě 4 °C. Kalibrační roztoky byly dle potřeby 

připravovány ze zásobního roztoku jeho postupným ředěním ultračistou vodou. Kalibrační řada 

IS byla vždy vytvořena fortifikací směsného séra kalibračními roztoky IS. 

 

Mobilní fáze: 

Mobilní fáze k analýze vzorků moči byly následující:  

 MF A: Fosfátový pufr obsahující 7 g monohydrátu dihydrogenfosforečnanu 

sodného, 0,30 g IPČ monohydrátu 1-oktansulfonátu sodného a 0,05 g EDTA  

v 1000 ml vodného roztoku. Hodnota pH pufru byla upravena na 7,3 pomocí  

1mol l-1 roztoku hydroxidu sodného. 

 MF B: Methanol 
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Mobilní fáze k analýze vzorků krevního séra byly následující:  

 MF A: Fosfátový pufr obsahující 3,5 g monohydrátu dihydrogenfosforečnanu 

sodného, 0,15 g IPČ a 0,03 g EDTA v 1000 ml vodného roztoku. 

 MF B: Methanol 

 

5.1.5 Popis předúpravy biologické matrice 

Úprava vzorků moči k analýze: 

2 ml lidské moči (bez přídavku či s přídavkem IS) přefiltrované přes nylonový filtr  

(o průměru 25 mm a velikosti částic 0,2 µm) byly smíseny s 1 ml 1mol l-1 roztoku hydroxidu 

sodného a následně s 1 ml nasyceného roztoku kyseliny pikrové. Po proběhnutí Jaffého reakce 

(cca deset minut) byl získaný červeně zbarvený roztok analyzován metodou HPLC/ED-DAD. 

Úprava vzorků krevního séra k analýze: 

350 µl séra bylo přidáno 350 µl ultračisté vody a 700 µl 7% kyseliny chloristé. Po pěti 

minutách byly vzorky umístěny do centrifugy chlazené na 4 °C a s RCF nastavenou na hodnotu 

10 000 g na 10 minut. Získaný roztok oddělený od bílkovinné sraženiny byl analyzován 

metodou HPLC/ED.  

 

5.1.6 Chromatografická analýza 

Podmínky pro analýzu vzorků moči, kreatininu a IS byly následující (HPLC/ED-DAD): 

 mobilní fáze:  95 % MF A  a  5 % MF B 

 průtok: 0,4 ml min-1 

 kolona: Zorbax SB-C18 250 mm × 4,6 mm × 5 µm (Agilent) 

 teplota na koloně: 20 °C 

 dávkované množství: 1 μl 

 nastavení detektoru: DAD: vlnová délka 500 nm 

    ED: na grafitovou pracovní elektrodu bylo vloženo  

            napětí +400 mV (vůči palladiové referentní elektrodě) 

 

Podmínky pro analýzu vzorků krevního séra a IS byly následující (HPLC/ED): 

 mobilní fáze:  85 % MF A  a  15 % MF B 

 průtok: 0,3 ml min-1 

 předkolona: UHPLC C18 4,6 mm ID Column (Phenomenex) 

 kolona: Kinetex XB-C18 100 mm × 4,6 mm × 5 μm (Phenomenex) 
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 teplota na koloně: 20 °C 

 dávkované množství: 10 μl 

 nastavení detektoru: ED: na grafitovou pracovní elektrodu bylo vloženo  

            napětí +400 mV (vůči palladiové referentní elektrodě) 

 

5.2 Výsledky a diskuze 

5.2.1 Optimalizace postupu předúpravy biologické matrice 

Stanovení IS v moči bylo cíleno na jednorázové vzorky této matrice (získané  

od dobrovolníků z VUOS či z FNHK), nikoli na dvacetičtyřhodinový sběr, jak bývá zvykem. 

Bylo tedy žádoucí vztahovat změřenou koncentraci IS na množství kreatininu ve vyšetřovaném 

vzorku moči. Množství kreatininu v této biologické matrici je pro každého člověka specifické 

v závislosti na jeho zdravotním stavu, fyzické kondici a množství svalové hmoty. Změny 

koncentrace kreatininu tak odráží zejména rozdílný příjem tekutin během dne, aktuální 

zředěnost moči a tedy i míru zakoncentrování sloučenin přítomných ve vzorku. [75] 

Na základě našich měření je možné stanovit množství kreatininu v moči jednoduše 

pomocí parametrů rovnice přímky změřené kalibrační řady standardu kreatininu v ultračisté 

vodě. Před analýzou je nutno kalibrační roztoky i testované vzorky podrobit Jaffého reakci [73], 

při níž kreatinin zreaguje s kyselinou pikrovou v alkalickém prostředí. Získané červeně 

zbarvené roztoky (díky přítomnosti kreatinin-pikrátu) jsou analyzovány pomocí HPLC/DAD.  

Otázkou však bylo, jak v těchto roztocích změřit současně i množství IS. 

Spektrofotometricky by to bylo problematické z důvodu možných nežádoucích interferencí 

použitých činidel (k IS se přidává např. Obermayerovo činidlo či p-dimethylaminobenzaldehyd 

[123]). Byla tedy zvolena elektrochemická detekce, pomocí které lze IS jednoduše stanovit jak 

v neupravených vzorcích moči, tak i ve vzorcích po Jaffého reakci. Podrobněji viz následující 

kapitola 5.2.2. 

 

Vzorky krevního séra byly získávány z FNHK, kde vybrané vzorky krve odebírali  

do zkumavek obsahujících separační gel a po třiceti minutách je odstředili při 2000 g (po dobu  

10 min). Separační gel se během centrifugace posune do prostoru mezi povrch krevní sraženiny 

a sérum, kde vytvoří stabilní barieru, která separuje sérum od vysráženého fibrinu a krevních 

buněk. Alikvoty séra byly uchovávány při -75 ° C.  
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Během optimalizace izolace IS z krevního séra bylo vycházeno z testování různých 

podmínek nastavení odstředění krevní plazmy pro stanovení PMN (viz kapitola 4.2.1).  

K analýzám PMN se centrifugace neosvědčila z toho důvodu, že docházelo k významným 

ztrátám výtěžnosti těchto látek. Nabízelo se tedy zkusit, jaké budou výsledky v případě IS.  

Ze vzorků krevního séra je žádoucí před analýzou odstranit bílkoviny pro zvýšení selektivity i 

citlivosti a zároveň uvolnit IS z vazby na albumin. Na základě literatury [78, 79, 80]  bylo 

testováno odstředění séra bez přidaných činidel i s přídavky kyseliny chloristé, kyseliny 

mravenčí a acetonitrilu v různých poměrech s RCF v rozmezí 4 000–10 000 g.  

Optimálním postupem, pomocí něhož byl s vysokou výtěžností získán IS a zároveň 

eliminovány ostatní složky vzorku, byl vyhodnocen přídavek ultračisté vody ke vzorku séra  

(v poměru 1:1) a následný přídavek 7% kyseliny chloristé ke směsi (v poměru 1:1). Po pěti 

minutách byly upravené vzorky vloženy do centrifugy nastavené na deset minut a 10 000 g  

(viz kapitola 5.1.5). 

 

5.2.2 Optimalizace metod stanovení indoxyl sulfátu    

Optimalizace HPLC/ED-DAD metody stanovení IS v moči 

 Pro stanovení kreatininu a IS v moči byla nejprve testována kolona používaná  

ke stanovení PMN (Kinetex XB-C18 100 × 4,6 mm × 5 μm), nicméně počáteční měření 

ukázala, že by bylo vhodnější ji vyměnit za delší kolonu typu C18. Byla tedy zvolena Zorbax 

SB-C18 250 mm × 4,6 mm × 5 µm a ta se pro analýzy vzorků moči osvědčila. 

 V počátcích optimalizace metody byl jako mobilní fáze využit běžně používaný 

fosfátový pufr obsahující navíc EDTA pro žádoucí odstranění stop těžkých kovů a zvýšení 

citlivosti elektrochemické detekce. Hodnota pH pufru byla postupně zvyšována až na 7,3,  

při níž byla odezva IS optimální. Do MF bylo přidáno též IPČ pro zvýšení selektivity (jako při 

stanovení PMN) a organická složku (konkrétně methanol), jejichž koncentrace byly 

optimalizovány pro dosažení separace eluční křivky IS od ostatních složek vzorku. Zvyšováním 

koncentrace IPČ dochází k prodlužování retenčních časů sledovaných analytů. Vyšší množství 

methanolu naopak vede k výraznému snížení retenčních časů. Z ekonomického i ekologického 

hlediska je vhodné obou sloučenin přidávat do MF co nejméně. Veškeré složky MF byly 

pozměňovány též s ohledem na eluci kreatininu. Dle výsledků obsáhlé sady analýz obsahoval 

jeden litr finální MF 300 mg IPČ a 5 % methanolu. 

Po separaci složek vzorku následovala elektrochemická detekce. Hodnota vloženého 

napětí na pracovní elektrodu byla optimalizována (na +400 mV) na základě vyhodnocení 
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voltamometrické křivky IS proměřené v rozmezí –300 až +600 mV. Následně byl vzorek 

podroben spektrofotometrické detekci. Proměřením celého viditelného spektra pomocí DAD 

byla ke stanovení kreatininu, resp. kreatinin-pikrátu, zvolena vlnová délka 500 nm. 

Obrázek 12 znázorňuje simultánní analýzu vzorku moči a eluční křivky IS a kreatininu. 

 

 

Obrázek 12  Chromatografický záznam analýzy indoxyl sulfátu a kreatininu v moči 

- stanovení validovanou metodou využívající LC/ED–DAD (parametry metody viz kapitola 5.1.6) 

 

Optimalizace HPLC/ED metody stanovení IS v krevním séru 

 Pro stanovení IS v séru se dlouhá kolona Zorbax SB-C18 250 mm × 4,6 mm × 5 µm 

neosvědčila. První měření ukázala, že bude vhodnější použít kolonu kratší, k analýzám tak byla 

využívána kolona Kinetex XB-C18 100 × 4,6 mm × 5 μm a MF bylo nutné znovu 

optimalizovat. Hodnotu pH fosfátového pufru nebylo třeba upravovat, čímž došlo k úspoře 

času. Množství IPČ bylo sníženo na 150 mg a množství methanolu naopak zvýšeno  

na 15 %. Průtok MF byl snížen z 0,4 ml min-1 na 0,3 ml min-1, aby byla separace IS optimální. 

 Následovala elektrochemická detekce vzorku. Dle opětovného proměření 

voltamometrické křivky IS bylo ověřeno, že vložené napětí může zůstat na hodnotě +400 mV. 

Obrázek 13 znázorňuje analýzu vzorku krevního séra a eluční křivku IS. 

DAD analýza kreatininu (Kre) 

ED analýza indoxyl sulfátu (IS) 
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Obrázek 13  Chromatografický záznam analýzy indoxyl sulfátu (IS) v krevním séru 

 - stanovení validovanou metodou využívající LC/ED (parametry metody viz kapitola 5.1.6) 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 

5.2.3 Validace metod stanovení indoxyl sulfátu                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

Vyvinuté metody určené k detekci IS v moči i krevním séru byly validovány. Přesnost 

a správnost obou metod byly stanoveny pro nižší i vyšší úrovně IS sledované v biologických 

matricích. A všechny výsledky v průběhu validace metody stanovení IS v moči byly 

vztahovány k množství přítomného kreatininu. Výsledné koncentrace v moči tedy byly 

uváděny v jednotkách µmol mmol-1. Pro názornější představu je zde přiložena získaná lineární 

přímka kalibrační řady IS v moči (Obrázek 14). Jednotlivé kalibrační body IS byly připraveny 

obohacením směsné moči na koncentrace v rozmezí 4–333 µmol l-1 a každý výsledek byl 

vztažen ke koncentraci kreatininu (16 mmol l-1) přítomného ve zvolené směsné moči. Současně 

je pro porovnání přiložena i křivka kalibrační řady IS (6–416 µmol l-1) v séru (Obrázek 15). 

Tato křivka neměla lineární, nýbrž kvadratický charakter.  

Shrnutí veškerých výsledků jednotlivých testovaných parametrů validace je uvedeno 

přehledně v tabulkách – výsledky v moči nabízí Tabulka 5 a výsledky v séru Tabulka 6.  
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Obrázek 14  Lineární přímka kalibrační řady indoxyl sulfátu (IS) v moči 

 

Tabulka 5  Souhrn výsledků validace metody stanovení indoxyl sulfátu (IS) v moči 

Validační 

parametr 

Výsledek 

Fyziologická hladina Patologická hladina 

Přesnost  RSD 8,0 % b RSD 4,6 % c 

Správnost Výtěžnost 101 %, RSD 8,8 % b Výtěžnost 100 %, RSD 11,6 % c 

Linearitaa R2 = 0,9942 

LOD 56 nmol l-1 

LOQ 84 nmol l-1 

Robustnost ano 
  

a
 šest kalibračních roztoků, analyzovaný rozsah IS cca 4–333 µmol l-1 moči  

b fyziologická hladina byla testována na úrovni cca 60 µmol l-1 moči 
c patologická hladina byla testována na úrovni cca 200 µmol l-1 moči  

RSD = relativní směrodatná odchylka  

LOD = mez detekce   

LOQ = mez stanovitelnosti  
 

y = 0,0525x + 0,1510
R² = 0,9942

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

0 5 10 15 20 25

Po
m

ěr
 p

lo
ch

 I
S/

K
re

Koncentrace IS/Kre [µmol/mmol]



INDOXYL SULFÁT 
 

53 
 

 

Obrázek 15  Kvadratická přímka kalibrační řady indoxyl sulfátu (IS) v krevním séru 

 

Tabulka 6  Souhrn výsledků validace metody stanovení indoxyl sulfátu (IS) v krevním séru 

Validační 

parametr 

Výsledek 

Nižší koncentrace IS Vyšší koncentrace IS 

Přesnost  RSD 1,8 % b RSD 0,7 % c 

Správnost Výtěžnost 96 %, RSD 2,6 % b Výtěžnost 97 %, RSD 1,4 % c 

Linearitaa R2 = 0,9993 

LOD 1,5 µmol l-1 

LOQ 2,2 µmol l-1 

Robustnost ano 
  

a
 devět kalibračních roztoků, analyzovaný rozsah IS cca 6–416 µmol l-1 séra  

b koncentrace IS na úrovni cca 40 µmol l-1 moči 
c koncentrace IS na úrovni cca 250 µmol l-1 moči  

RSD = relativní směrodatná odchylka  

LOD = mez detekce   

LOQ = mez stanovitelnosti  
 

y = -0,0022x2 + 2,3868x + 13,0853
R² = 0,9993
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K parametrům (LOD a LOQ) je ještě vhodné doplnit postup jejich získání. Obdobně 

jako při validaci PMN se vyšlo z kalibrační řady IS a výsledky měření byly následně 

vyhodnoceny statistickým programem QCexpert. V rámci validace metody stanovení IS v moči 

byly analyzované roztoky v rozmezí 10–50 nmol l-1 a u validace metody v krevním séru byly  

v rozmezí 2–10 µmol l-1.  

Pro stanovení robustnosti byl využit obohacený vzorek moči nebo séra. Robustnost byla 

u obou metod ověřována změnami vybraných parametrů o 10 %.   

Standardní podmínky byly: 

 dávkované množství: 1,0 μl (pro moč) a 10 μl (pro sérum), 

 průtok: 0,40 ml min-1 (pro moč) a 0,30 ml min-1 (pro sérum), 

 teplota na koloně: 20 °C, 

 detekční potenciál: +400 mV. 

Tyto podmínky byly upraveny následovně: 

 dávkované množství: 0,9 μl (pro moč) a 9 μl (pro sérum), 

 průtok: 0,36 ml min-1 (pro moč) a 0,27 ml min-1 (pro sérum), 

 teplota na koloně: 22 °C, 

 detekční potenciál: +440 mV. 

Všechny tyto parametry byly proměřeny v osmi kombinacích a výsledky vyhodnoceny 

statistickým počítačovým softwarem EffiValidation 3.0. Dle Dongova algoritmu byly všechny 

hypotézy přijaty, metoda je tedy vůči testovanému robustní. 

 

Obě metody byly po validaci certifikovány ČIA. 
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6 PROPOJENÍ ELEKTROCHEMIE A HMOTNOSTNÍ 

SPEKTROMETRIE  

6.1 Experimentální část 

6.1.1 Použité chemikálie                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

 acetonitril 99,9 % (Sigma-Aldrich) 

 ferrocenemethanol 99 % (ABCR, Karlsruhe, Německo) 

 hydroxid sodný ≥98 % (Sigma-Aldrich) 

 isopropanol 99,8 % p.a. (Roth, Karlsruhe, Německo) 

 kyselina mravenčí 98-100 % (Merck) 

 kyselina octová 99 % (Sigma-Aldrich) 

 octan amonný p.a. (Merck) 

 

6.1.2 Použitý materiál                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

Filtry: 

 33 mm PES (polyethersulfon) Membrane Filter 0,22 µm (TPP Techno Plastic Products 

AG, Trasadingen, Švýcarsko) 

 

Jednorázové tenkovrstvé elektrody: 

 tištěná uhlíková elektroda (screen-printed carbon electrode) DRP-110 obsahující 

grafitovou pracovní elektrodu o průměru 4 mm, grafitovou pomocnou elektrodu a 

argentchloridovou (Ag | AgCl) pseudoreferentní elektrodu (DropSens, Llanera, 

Španělsko) 

 zlatá elektroda ED-SE1-Au složená ze zlaté pracovní elektrody o průměru 1 mm, zlaté 

pomocné elektrody a zlaté pseudoreferentní elektrody (Micrux Technologies, Oviedo, 

Španělsko) 

 

Kapiláry z tavného křemene, vnější průměr (o.d.) 360 µm: 

 vniřní průměr (i.d.) 150 µm (Polymicro Technologies, Phoenix, USA) 

 i.d. 100 µm (Polymicro Technologies) 

 i.d. 75 µm (Polymicro Technologies) 
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 i.d. 50 µm (Polymicro Technologies) 

 i.d. 25 µm (Polymicro Technologies) 

 i.d. 15 µm (Polymicro Technologies) 

 
Další materiál: 

 PEEK (polyether ether keton) kapiláry 

 PEEK návleky/trubičky na kapiláry  

 brusné papíry (zrnitost 30 μm a 9 μm) 

 

6.1.3 Přístrojové vybavení                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

Injektážní pumpa: 

 A-99 (Razel Scientific Instruments, SaintAlbans, USA) obsahující skleněnou stříkačku 

o objemu 1 ml (ILS, Stützerbach, Německo) a propojenou s celami PEEK kapilárou 

 

Potenciostat: 

 μAutolab III se softwarem NOVA 2.0 (Metrohm Autolab B.V., Utrecht, Nizozemí)  

 

Průtokové cely „wall-jet“:  

 komerční polymethylmetakrylátová cela ED-FLOW-CELL s průtokovou komůrkou  

o průměru 2 mm (Micrux Technologies) 

 komerční polymethylmetakrylátová cela FLWCL s průtokovou komůrkou o průměru  

7 mm (DropSens) 

 cela vyrobená z materiálu PEEK – konstrukčně inspirovaná celou ED-FLOW-CELL 

(dílna Univerzity Regensburg, Německo) 

 

Systém pro úpravu vody:  

 Milli-Q Advantage A10 system (Merck Millipore, Darmstadt, Německo) 

 

Ultrazvuková lázeň:  

 Sonorex Super RK 510 (Bandelin Electronic, Berlín, Německo) 

 

MS sestava: 

 TOF-MS se softwarem MicrOTOF Control 2.3 (micrOTOF, Bruker Daltonics, Bremen, 
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Německo) vybavený koaxiálním ESI interface (Agilent Technologies) 

s mikroskopickou kamerou (DigiMicro 1.3, dnt, Dietzenbach, Germany) určenou 

k monitorování kvality ESI sprejování 

 

6.1.4 Příprava roztoků                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

Pracovní roztoky ferrocenmethanolu: 

Vodný roztok FcMeOH byl připraven jeho rozpouštěním v 50mmol l-1 vodném roztoku 

octanu amonného při 45 °C po dobu 30 minut v ultrazvukové lázni a následným filtrováním 

přes membránový filtr (33 mm, PES, 0,22 µm). Z připraveného 1mmol l-1 roztoku byly dle 

potřeby připravovány 250µmol l-1, 50µmol l-1, 25µmol l-1 a 10µmol l-1 roztoky.  

Organický roztok FcMeOH byl připraven jeho rozpouštěním v acetonitrilovém 

roztoku 10mmol l-1 octanu amonného a 1mol l-1 kyseliny octové. Ze získaného 1mmol l-1 

roztoku byl připraven 50µmol l-1 roztok FcMeOH. 

Veškeré roztoky byly uchovávány při teplotě 4 °C.  

 

Nosná kapalina vzorků do MS: 

 směs ultračisté vody (49,9 %), isopropanolu (49,9 %) a kyseliny mravenčí (0,2 %) 

 

6.1.5 Předúprava kapilár 

Křemenné kapiláry byly vždy zkráceny keramickým nožem na požadovanou délku  

(15–35 cm). Následně bylo na obou koncích kapiláry opatrně odstraněno několik milimetrů 

polyimidové vrstvy a konce byly opatrně zbroušeny do rovna (popř. do úhlu 15°) pomocí 

brusného papíru. Poté byla kapilára promyta ultračistou vodou. 

 

6.1.6 Předúprava tištěných elektrod 

Tištěná elektroda je vložena do adaptéru napojeného na potenciostat. Následně se  

na elektrodu dávkuje kapka používaného pufru a po dobu jedné minuty je aplikováno napětí 

1,3 V.   

 

6.1.7 Základní podmínky testování kapilár a průtokových cel 

Průtoková cela obsahující zvolenou jednorázovou elektrodu je PEEK kapilárou 

propojena s dávkovačem vzorku – injektážní pumpou (s nastavitelnou rychlostí průtoku),  
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do níž je vložena skleněná stříkačka se zvoleným roztokem vzorku. Po elektrochemické 

přeměně vzorku na elektrodě je roztok odváděn z cely zvolenou kapilárou zasunutou 

v ochranném tenkém PEEK návleku, prozatím pouze do kádinky (v následujících pokusech 

bude kapilára ústit do MS – názorné sestavy cel viz Obrázek 16). Tato  kapilára je před 

zahájením analýz po dobu 10 min kondiciována pomocí 0,1mol l-1 roztoku hydroxidu sodného, 

následně 5 min promývána ultračistou vodou a na závěr 30–40 min používaným pufrem. 

 

 

  

                                           

 

Obrázek 16  Používané sestavy komerčních průtokových cel a elektrod 

(A: průtoková cela ED-FLOW-CELL Micrux;  B: průtoková cela FLWCL DropSens;  

C: elektroda ED-SE1-Au;  D: elektroda DRP-110) 

 

6.1.8 Podmínky EC/MS analýz 

Roztok FcMeOH byl přiváděn na elektrodu v cele a následně odváděn do MS – viz 

sestava popsaná v kapitole 6.1.7). Cela byla připojena k potenciostatu, pomocí něhož bylo 

možné volit hodnotu napětí na elektrodě. Signál analyzované sloučeniny byl vždy nejprve  

po dobu 180 sekund nahráván bez elektrochemické oxidace a následně bylo vloženo napětí 
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+400 mV po dobu dalších 180 sekund. Pro zvolení optimální EC/MS sestavy byla sledována 

doba přenosu vzorku od elektrody do MS (způsob odečtu viz Obrázek 17) a míra oxidace 

FcMeOH (v závisloti na sledované intenzitě). 

 

 

Obrázek 17  Znázornění sledované doby přenosu vzorku z cely do MS – Δt 

 

6.1.9 Nastavení hmotnostního spektrometru 

Veškeré MS analýzy byly prováděny v pozitivním módu ionizace se zaměřením na m/z 

216,06. Optimalizované nastavení bylo následující: 

 rozsah: 50–400 m/z 

 parametry ESI:  

o napětí na kapiláře −4 000 V  

o tlak nebulizačního plynu: 1,8 bar  

o průtok sušícího plynu: 5,0 l min-1  

o teplota sušícího plynu: 210 °C 

 parametry optiky hmotnostního analyzátoru:  

o napětí na výstupu kapiláry: 75 V  

o skimmer 1: 25,3 V  

o hexapole 1: 23,0 V  

o hexapole RF: 65,0 V  

o skimmer 2: 23,0 V  

o lens 1 transfer: 49,0 μs  

o lens 1 pre pulse storage: 5,0 μs 
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6.2 Výsledky a diskuze 

6.2.1 Optimalizace elektrochemické průtokové cely 

Cílem bylo sestavit takový EC/MS systém (potažmo EC/CE/MS systém), který bude 

schopen ve velmi krátkém čase generovat a určit produkty elektrochemických reakcí  

ve vodných i organických roztocích vzorků. Z toho důvodu byla vedle optimalizace průtokové 

cely a elektrod neméně důležitá též optimalizace použité kapiláry vedoucí vzorek od elektrody 

do MS vstupu (její úprava, délka, i.d., umístění atp.). K veškerým pokusům byl zvolen 

ferrocenmethanol, který bývá běžně využíván jako modelová sloučenina pro elektrochemický 

výzkum.  

První pokusy byly prováděny s jednorázovými uhlíkovými PE a kompatibilní celou 

FLWCL DropSens. Kompletní sestava je popsána v kapitole 6.1.7. Cílem pokusů s touto celou 

bylo optimalizovat: 

 velikost průtoku vzorku 

 rozměry kapiláry 

 pozici kapiláry 
 

Nejprve byly připraveny kapiláry s i.d. 150, 100 a 75 µm. Bylo testováno těsnění sestavy 

a možnost nastavení nejvyššího možného průtoku (48 µl min-1) na injektážní pumpě, aniž by se 

někde v sestavě projevilo nežádoucí podtékání roztoku vzorku. Také byly porovnávány oba 

možné typy dávkování vzorku – původní zapojení (viz Obrázek 16) a opačné zapojení (tj. shora 

přívod vzorku přímo na celu a odvod vzorku šikmo vzhůru). A byly otestovány dvě různé 

pozice cely – dnem dolů a dnem vzhůru. 

Po otestování cely na těsnost, sestavení a zapojení byla zvolena konfigurace znázorněná 

a popsaná v kapitole 6.1.7. Nadále bylo snižováno i.d. kapiláry s cílem eliminovat možné 

nežádoucí reakce v jejím vnitřním prostoru. Nejvíce pokusů bylo provedeno s optimálním i.d. 

50 µm. V počátcích testování těchto kapilár se už při velmi nízkých průtocích (5 µl min-1) 

objevily problémy s netěsněním sestavy a podtekáním na různých místech. Celá sestava musela 

být před pokusy dokonale vysušena, dále bylo potřeba přidat jedno drobné těsnění do místa 

vstupu PEEK kapiláry do cely (konkrétně do „fittingu“) a nakonec i vyměnit těsnění umístěné 

kolem seskupení všech tří elektrod – z původního tenčího průhledného na silnější černé (viz 

Obrázek 16 a černý kroužek nacházející se v sestavě vpravo nahoře). Po této optimalizaci bylo 

opět možné dostat se na průtok 48 µl min-1.  
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Závěrečnými pokusy už bylo pouze odzkoušeno, že při minimálních průtocích (cca  

4 µl min-1) lze použít i kapiláru s i.d. 25 µm, a poté započala optimalizace s jednorázovými 

zlatými tenkovrstvými elektrodami a kompatibilní celou ED-FLOW-CELL Micrux. 

Výhodou druhé testované sestavy (Micrux) byla její lepší těsnost při použití kapilár 

s nižším vnitřním průměrem, i s i.d. 25 µm bylo možné se dostat až na průtok 8 µl min-1. Navíc 

předpokladem bylo, že by na cele mohly díky menšímu vyhrazenému prostoru probíhat 

elektrochemické přeměny rychleji. 

Obě testovné cely jsou ovšem díky materiálu, z něhož jsou vyrobeny, vhodné výhradně  

pro vodné roztoky vzorků. V dílně Univerzity Regensburg tedy byla pro účely dalších pokusů 

vyrobena cela, jejíž předlohou byla perspektivnější konstrukce cely od firmy Micrux, 

z materiálu odolného k organickým rozpouštědlům – PEEK polymeru, doplněná silikonovým 

těsnícím kroužkem na elektrodě. Výsledkem byla chemicky odolnější cela. 

Další pokusy s celami byly prováděny už ve spojení s MS. 

 

6.2.2 Optimalizace spojení elektrochemické průtokové cely a MS  

Pomocí cyklické voltametrie bylo stanoveno optimální nastavení potenciálu oxidace 

vodného i organického roztoku FcMeOH (dvojmocné železo je oxidováno na trojmocné)  

na hodnotu +400 mV. 

První testování a optimalizace EC/MS sestavy byly prováděny s celou DropSens,  

21 cm dlouhou kapilárou (i.d. 50 µm) a s 25µmol l-1 roztokem FcMeOH v 50mmol l-1 pufru 

octanu amonného. Nejprve bylo žádoucí ověřit nejvhodnější umístění konce kapiláry 

v ochranném PEEK návleku vedoucího k elektrodě. V rámci cely bylo možné, aby kapilára 

s návlekem končily v místě konce „fittingu“, popř. aby kapilára (resp. kapilára s návlekem) 

končily až na dně cely – viz Obrázek 18. Posledně zmíněná konfigurace (kapilára s PEEK 

návlekem jsou zasunuty až k elektrodě) poskytovala dle očekávání nejlépe reprodukovatelné 

záznamy a díky redukci mrtvého času a objemu též nejnižší Δt (viz Obrázek 17) a nejvyšší 

intenzitu oxidované formy ferrocenmethanolu.  

Jelikož byl vývoj sestavy částečně inspirován výzkumem kolegů F. M. Matysika a  

P. Palatzkého, kteří v rámci EAI využívali kapiláry zbroušené na úhel 10–15° (na konci ústícím 

k elektrodě), byly v průběhu optimalizace porovnány kapiláry zbroušené do rovna s kapilárami 

zbroušenými na úhel 15°. V průběhu testovacích analýz však nebyl zaznamenán žádný rozdíl, 

nadále byly tedy kapiláry broušeny do rovna. 
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Obrázek 18  Ukázky záznamů EC/MS analýz FcMeOH s různým umístěním kapiláry 

(1:  kapilára s ochranným PEEK návlekem končí na konci „fittingu“ zašroubovaného v cele;   

2:  kapilára je zasunuta až k uhlíkové tištěné elektrodě, tj. na dno cely, PEEK návlek  

končí na konci „fittingu“;   3: kapilára i s PEEK návlekem jsou zasunuty až k elektrodě) 

 

Provedená optimalizace EC/MS sestavy byla využita u všech tří typů testovaných 

průtokových cel. S kapilárou o i.d. 50 µm bylo následně provedeno porovnání záznamů analýz 

vodného a organického vzorku pro různé cely a různě vysoké průtoky (Obrázek 19). Pro cely 

DropSens a Micrux byl vzorkem 25µmol l-1 vodný roztok FcMeOH v 50mmol l-1 pufru octanu 

amonného a pro celu vyrobenou v dílně Univerzity Regensburg byl vzorkem 50µmol l-1 

organický roztok FcMeOH v acetonitrilovém roztoku obsahujícím 10mmol l-1 octan amonný a 

1mol l-1 kyselinu octovou. Stejná měření jsou znázorněna též graficky – viz Obrázek 20.  

U všech cel bylo dosaženo Δt v řádu pouhých několika sekund. Vyšší průtoky vedou, 

dle očekávání, k nižší Δt. Responzní charakteristiky jsou lepší u cel typu Micrux díky výrazně 

menšímu objemu cely. Současně je však zřejmé, že při nižších průtocích je dosaženo vyšší 

účinnosti elektrochemické přeměny, pravděpodobně díky déletrvajícímu kontaktu vzorku 

s povrchem elektrody.  
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Obrázek 19  Ukázky záznamů EC/MS analýz FcMeOH s různými celami a průtoky 

(1:  cela FLWCL DropSens;  2:  cela ED-FLOW-CELL Micrux;   3: cela vyrobená v dílně Univerzity) 

 

 
Obrázek 20  Grafické zpracování závislosti rychlosti průtoku na odezvě signálu 
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Následovalo porovnání všech tří cel s kapilárou o i.d. 25 µm. Tabulka 7 ukazuje, za jak 

krátkou dobu (u obou cel typu Micrux) lze detekovat oxidovanou formu FcMeOH. Na rychlý 

přenos vzorku do MS má pravděpodobně vliv nízký mrtvý objem kapilár s i.d. 25 µm. 

Nevýhodou malého i.d. však může být větší náchylnost k přicpání kapiláry a také nemožnost 

práce s vyššími průtoky (nad 10 µl min-1). Z tabulky je patrné, že tento typ kapiláry není vhodný 

pro celu DropSens (průtok 8 µl min-1 ani nebylo možné vyzkoušet kvůli podtékání vzorku  

na různých místech sestavy). 

 

Tabulka 7  Porovnání různých průtokových cel s kapilárou i.d. 25 µm 

Průtok 
(µl min

-1
) 

Doba přenosu vzorku z cely do hmotnostního spektrometru (s) 

Cela DropSens a Cela Micrux a Vyrobená cela b 

typ FLWCL typ ED-FLOW-CELL (Univerzita Regensburg) 

4 15,1 ± 2,0* 3,5 ± 0,2* 2,4 ± 0,3* 

8 – 2,2 ± 0,2* 1,3 ± 0,2* 
a Vzorek: 25µmol l-1 vodný roztok ferrocenmethanolu v 50mmol l-1 pufru octanu amonného 
b Vzorek: 50µmol l-1 organický roztok ferrocenmethanolu v acetonitrilovém roztoku 10mmol l-1 octanu 

amonného a 1mol l-1 kyseliny octové 

* Provedeno pět měření za stejných podmínek 

 

6.2.3 Aplikační možnosti EC/MS sestavy 

Vyvinutá sestava je vhodná pro studium elektrochemických reakcí v jednoduchých 

vodných i organických roztocích. Její hlavní předností je možnost velmi rychlé a přímé detekce 

produktů redoxních reakcí a to i velmi nestabilních a rychle se rozkládajících metabolitů, 

protože vznikající sloučeniny je možné detekovat už do 2,5 sekundy. Navíc použití 

jednorázových elektrod je větší zárukou spolehlivých výsledků než je tomu v případě 

konvenčních elektrod používaných dlouhodobě, u nichž hrozí jejich zanesení a výrazné 

zhoršení výsledků. 

Na základě popsaných měření jednoduchých elektrochemických modelů je zřejmé, že 

po úpravě je možné sestavu využít i ke složitějšímu metabolomickému výzkumu. Byly 

započaty pokusy se zlatou tenkovrstvou elektrodou Micrux a kapilárou s i.d. 25 µm inspirované 

uspořádáním EAI/CE/MS (využívající pouze uhlíkovou PE DropSens) s automatickou 

injektážní jednotku. [111]  V dílně Univerzity Regensburg byla vyrobena injektážní cela  

pro elektrodu a zásobník s elektrolytem. První měření ukázala, že dostačujícím množstvím 

vzorku k analýze je pouhých 10 µl, tedy 5krát méně než u EAI/CE/MS sestavy.  
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Zautomatizováním a optimalizací EC/CE/MS uspořádání lze predikovat mnoho 

metabolických procesů probíhajících v lidském organismu a následně tyto procesy zkoumat. 

Vyvinutá sestava je aktuálně používána (s uhlíkovými i zlatými pracovními elektrodami) 

ke studiu oxidace nukleových bazí, poškození DNA a vlivu oxidačního stresu na člověka. [112, 

113, 114]  Výhledově by mohla být využívána nejen k objasnění metabolomických procesů, ale 

také v dopingových kontrolních laboratořích k odhalování nových prostředků zneužívaných 

profesionálními sportovci či farmaceutickými společnostmi k vývoji nových léčiv. 
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7 ZÁVĚR 

Předložená práce cílí na nové možnosti využití analytických metod a moderní 

instrumentace. Je rozdělena do tří hlavních částí a nabízí čtenáři tři různé úhly pohledu  

na využití elektrochemie v klinické diagnostice a metabolomice. 

První část se zabývá volnými metanefriny v krevní plazmě a diagnostikou 

feochromocytomu, navazuji v ní na svou diplomovou práci. Je zde popsán pokrok v oblasti 

přesného a správného stanovení plazmatických metanefrinů, konkrétně metanefrinu, 

normetanefrinu a 3-methoxytyraminu, pomocí elektrochemického detektoru ECD-3000RS, 

optimalizace a následná validace metody i porovnávání výsledků našich měření s ostatními 

pracovišti. Náš výzkum v oblasti diagnostiky feochromocytomu byl zakončen sestavením 

kompletního kitu pro stanovení volných plazmatických metanefrinů s požadovanou přesností, 

správností i citlivostí a pod číslem 27 302 byl pro tento kit zapsán Užitný vzor na ÚPV. 

V rámci druhé části byl popsán další významný biomarker, indoxyl sulfát. Tato 

sloučenina je dlouhodobě sledována v rámci CKD, ale v posledních letech se hlouběji zkoumají 

též souvislosti mezi IS a střevní dysbiózou, malabsorpčním syndromem, intolerancí glukózy, 

metabolickým syndromem, inzulinovou rezistencí, kardiovaskulárními nemocemi, srdečními 

příhodami, poruchou centrálního nervového systému, renální fibrotizací, reakcí štěpu proti 

hostiteli po transplantaci krvetvorných kmenových buněk, oxidačním stresem, poruchou 

kostního metabolismu a dalšími zdravotními komplikacemi. IS je toxin, jehož hladinu 

v lidském organismu je potřeba sledovat, zejména pak u vybraných rizikových skupin pacientů. 

V předložené práci je popsán vývoj a validace metod stanovení IS v moči i krvi, konkrétně 

krevním séru. K analýzám bylo využito propojení elektrochemického detektoru  

se spektrofotometrickým. 

Třetí část je věnována elektrochemii samotné a její moderní roli v klinické diagnostice. 

Je zde popsán začátek vývoje propojení EC/MS sloužícímu ke generování a velmi rychlému 

stanovení široké škály sloučenin, z něhož byla později vytvořena unikátní EC/CE/MS sestava. 

Aplikačním potenciálem sestavy je zejména metabolomický výzkum in vitro s minimální 

spotřebou vzorku (v jednotkách µl) i analytických chemikálií. Instrument může být s výhodami 

používán k detekci velmi nestabilních meziproduktů redoxních procesů, ke studiu oxidačního 

stresu a různých typů poškození DNA, k odhalování dosud neznámých xenobiotik či 

k výzkumu nových léčiv. 

Ačkoli se diskutované elektrochemické přístupy liší v mnoha ohledech (např.  

ve velikosti elektrod a zároveň i ve velikosti povrchu účastnícího se elektrochemických reakcí, 
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v míře účinnosti redoxní přeměny, v instrumentaci, možnostech i limitech), předložená 

disertační práce poukazuje na vysoký aplikační potenciál elektrochemie v moderní diagnostice. 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK  
 

Δt   doba přenosu vzorku z elektrochemické cely do MS (transfer time) 

3-MT  3-methoxytyramin 

APCI  chemická ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric-pressure chemical 

  ionization) 

BDD  borem dopovaná diamantová elektroda 

CE  kapilární elektroforéza (capillary electrophoresis) 

CKD  chronické onemocnění ledvin (chronic kidney disease) 

CYP   cytochrom p450  

ČIA  Český institut pro akreditaci 

DAD   detektor diodového pole (diode array detection) 

EAI  elektrochemicky asistovaná injektáž (electrochemically assisted injection) 

EC  elektrochemie (electrochemistry) 

ED  elektrochemický detektor (electrochemical detector) 

EDTA  kyselina ethylendiamintetraoctová (ethylenediaminetetraacetic acid) 

ELSD  odpařovací detektor rozptylu světla (evaporative light scattering detector) 

ESI  ionizace elektrosprejem za atmosférického tlaku (electrospray ionization) 

FcMeOH  ferrocenmethanol 

FNHK  Fakultní nemocnice v Hradci Králové  

HMBA 4-hydroxy-3-methoxybenzylamin 

HPLC  vysokoúčinná kapalinová chromatografie (high performance liquid   

  chromatography) 

HRMS  hmotnostní spektrometrie s vysokým rozlišením hmoty (high resolution mass  

       spectrometry) 

IPC  iontově párová chromatografie (ion pair chromatography) 

IPČ  iontově párové činidlo 

i.d.  vniřní průměr 

I.S.  vnitřní standard 

IS  indoxyl sulfát 

LC  kapalinová chromatografie (liquid chromatography) 

LOD  mez detekce (limit of detection) 

LOQ  mez stanovitelnosti (limit of quantification) 
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MF  mobilní fáze 

MIP  molekulárně vtištěný polymer (molecularly imprinted polymer) 

MN  metanefrin 

MS  hmotnostní spektrometrie (mass spectrometry) 

m/z  poměr hmotnosti a náboje (mass-to-charge ratio) 

NMN  normetanefrin 

NP-LC  kapalinová chromatografie na normálních fázích (normal-phase LC) 

o.d.  vnější průměr 

PE  tištěná elektroda (printed electrode) 

PEEK  polyether ether keton 

PES   polyethersulfon 

RCF  relativní odstředivá síla (relative centrifugal force) 

RP-LC  kapalinová chromatografie na obrácených fázích (reversed-phase LC) 

RSD   relativní směrodatná odchylka (relative standard deviation) 

SAX  silný anex (strong anion exchange) 

SCX  silný katex (strong cation exchange) 

SPCE  tištěná uhlíková elektroda (screen-printed carbon electrode) 

SPE  extrakce tuhou fází (solid phase extraction) 

TSP  ionizace termosprejem 

UHPLC ultravysokoúčinná kapalinová chromatografie (ultra high performance liquid 

  chromatography) 

ÚPV  Úřad průmyslového vlastnictví 

VFN  Všeobecná fakultní nemocnice v Praze (3. interní klinika 1. lékařské fakulty  

      Univerzity Karlovy) 

VUOS  Výzkumný ústav organických syntéz 
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 TJ02000134 – Odstraňování polárních polyfluorovaných sloučenin z kontaminovaných 

materiálů (trvání projektu: 04/2019-03/2021) 
 

 TH02030223 – Inovace integrované ochrany peckovin ve vztahu ke způsobu skladování  

a obsahu reziduí pesticidů (trvání projektu: 01/2017-12/2020) 
 

 CZ.01.1.02/0.0/0.0/15_019/0004711 – Vývoj gastroretentivní formy selenu a jodu  

v nápoji a tabletě, úprava elektrolytové rovnováhy (trvání projektu: 02/2017-07/2019) 
 

 QJ1510354 – Tvorba a selekce odrůd jabloní s vysokým obsahem zdraví prospěšných látek 

a prodlouženou skladovatelností plodů (trvání projektu: 04/2015-12/2018) 
 

 TH01030787 – Zavedení vhodných postupů snižujících negativní vlivy na hmyzí opylovače 

a další užitečné organismy do technologie produkce ovoce a vypracování postupů 

zvyšujících efektivitu opylení (trvání projektu: 01/2015-12/2018) 
 

 TA04010762 – Zlepšení kvality bezlepkového pečiva novými zdroji proteinů (trvání 

projektu: 07/2014-12/2017) 
 

 TA04010954 – Nové analytické metody pro efektivní stanovování biologických markerů  

(trvání projektu: 07/2014-06/2017) 
 

 4.1 IN04/1739 – Inovace izolace standardů bioaktivních látek z přírodních zdrojů (trvání 

projektu: 01/2014-05/2015) 
 

 FT-TI4/331 – Vývoj kitu pro stanovení plazmatických metanefrinů (trvání projektu: 

01/2012-12/2014) 
 

 TA01010737 – Vývoj technologického zpracování ve světě nově zaváděných vysoce 

nutričně hodnotných luštěnin pro využití k přípravě běžných potravin i dietních  

a výživových výrobků (trvání projektu: 01/2011-12/2014) 
 

Seznam prvoautorských publikací v impaktovaných časopisech 

Portychová L., Schug K. A. Instrumentation and Applications of Electrochemistry Coupled to 

Mass Spectrometry for Studying Xenobiotic Metabolism: A Review. Analytica Chimica Acta 

2017, 993, p. 1-21 (doi.org/10.1016/j.aca.2017.08.050). 

 

Portychová L., Štochlová K., Hyšpler R., Nývltová Z. Elektrochemické stanovení toxického 

indoxyl sulfátu v biologické matrici. Chemické Listy 2020, 114 (10), str. 674-679. 

 

Prezentace na odborných setkáních  

2019 Konference Průmyslová toxikologie a ekotoxikologie (Přednáška s názvem 

Vliv podmínek skladování na obsah reziduí v ovoci), Hotel Dlouhé Stráně, 

Loučná nad Desnou 
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2019 Konference Vitatox (Přednáška s názvem Detekce uremického toxinu a jeho 

využití v diagnostice), Penzion Za Vodou, Dvůr Králové nad Labem 
 

2016 Konference CECE (Přednáška s názvem Determination of Urinary Indican  

 and Creatinine Using an UHPLC/ECD-DAD Method), Hotel Continental,  

 Brno 
 

2015 Mezinárodní konference o separační chemii a analýze toxických látek 

(Přednáška s názvem LC/EC/MS-jako nový nástroj pro predikci toxických 

látek), Institut ochrany obyvatelstva, Lázně Bohdaneč 
 

2015 Dvoudenní seminář společnosti RADANAL s.r.o. ve spolupráci s německou 

firmou RECIPE Chemicals + Instruments GmbH (Přednáška s názvem FEO-

kit – stanovení plazmatických metanefrinů), Hotel DAP, Praha; AVANTI 

Hotel, Brno 
 

2014 Konference Moderní elektrochemické metody (Přednáška s názvem Volné 

plazmatické metanefriny jako diagnostické markery feochromocytomu), Hotel 

Bellevue, Jetřichovice u Děčína  
 

Postery na odborných setkáních  

2014 Konference NANOCON (Prezentace posteru s názvem Nanoporous Graphite 

in Electrochemical Sensors and its Usage for Determination of 

Metanephrines), Hotel Voroněž I, Brno 
 

2014 Konference CECE (Prezentace posteru Plasma Free Metanephrines  

in Diagnostics), Hotel Continental, Brno 
 

2014 Sympozium klinické biochemie FONS (Prezentace posteru s názvem Plasma 

Free Metanephrines as Diagnostic Markers of Pheochromocytoma), 

Univerzita Pardubice, Pardubice 
 

2014 Konference INTERNATIONAL NUTRITION & DIAGNOSTICS 

CONFERENCE (Prezentace posteru s názvem Plasma Free Metanephrines 

as Diagnostic Markers of Pheochromocytoma  – oceněn jako 3. nejlepší ze 

167 posterů), Hotel DAP, Praha 
 

2014 Konference INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON SEPARATION 

SCIENCES (Prezentace posteru s názvem Quantification of Quinolizidine 

Alkaloids in Lupin Seeds by UHPLC/MS/MS), Hotel DAP, Praha 
 

2014 Česká lipidomická konference (Prezentace posteru Analysis of Antioxidants  

in Lupin Oil), ÚOCHB AV ČR, Praha 
 

2014 Konference Epilepsy, Brain and Mind (Prezentace posteru Methods for 

Determination of Antiepileptic Drugs), Hotel International, Brno 
 

2014 Konference Chiranal (Prezentace posteru Nutritional Benefits of Lupin Seeds), 

Přírodovědecká fakulta Univerzity Palackého, Olomouc 
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 Portychová L., Štochlová K., Hyšpler R., Nývltová Z. Elektrochemické stanovení 

toxického indoxyl sulfátu v biologické matrici. Chemické Listy 2020, 114 (10), 674. 
 

 Portychová L., Schug K. A. Instrumentation and Applications of Electrochemistry 

Coupled to Mass Spectrometry for Studying Xenobiotic Metabolism: A Review. 
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