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Zaklad dnesniho Ustavu analytické chemie Akademie véd Ceské republi-
ky, v. v. i., byl poloZen 1. dubna 1956, kdy byla v Brné zaloZzena Laborator pro ana-
lyzu plyna CSAV, a to pievedenim malé vyzkumné skupiny z Ustavu pro naftovy
vyzkum do byvalé Ceskoslovenské akademie v&d. Zalozeni laboratoie bylo z velké
¢asti umoznéno predvidavosti Frantiska Sorma, v té dobé védeckého tajemnika
Ceskoslovenské akademie véd.

Vedoucim puvodni vyzkumné skupiny se stal Jaroslav Janak, ktery byl az do
roku 1980 prvnim Feditelem tustavu. Pod jeho vedenim ziskal tustav Siroké mezi-
narodni uznani. Pro svou pomérné svobodomyslnou vnitini atmosféru zacal byt
ustav v brnénské chemické komunité postupné znam pod neformalnim oznaéenim
,U Janaku“.

Od roku 1956 se ustav rozrustal jak v oblasti personalni, tak i vyzkumné. Pua-
vodni predméty védeckého zajmu — analyza plynua a plynova chromatografie — byly
doplnény o kapalinovou chromatografii a elektromigraéni metody. Narust progra-
mu a témat byl ramovan nékolika formalnimi milniky, z nichZ poslednim byl v roce
2007 piechod Ustavu analytické chemie Akademie véd CR na pravni formu veiej-
né vyzkumné instituce.

Oblast védeckého zajmu se postupné rozsitila také o problematiku field-flow
frakcionace, superkritickou fluidni chromatografii a extrakeci a o vybrané specific-
ké techniky environmentalni analytické chemie. Ve své historii ustav tézil z roz-
sahlé vymény podnéti mezi jednotlivymi vyzkumnymi tymy a tématy. Zejména
to plati pro navrhovani a vyvoj laboratornich p#istrojti a nastroji pro analytické
separace a ,spojky“ mezi separa¢ni metodou a detekéni technikou.

V roce 1991 se ustav prestéhoval do novych a vétsich prostor, které pro moderni
vyzkum nabizely lepsi podminky.

V roce 1992 doslo nasledkem rozpoctovych omezeni k vyraznému sniZeni po-
¢tu zaméstnanca AV CR. V disledku toho byly zruSeny nékteré ustavy, véetné
nékdejsiho Ustavu nuklearni biologie a radiochemie v Praze. Vyzkumna skupina
stopové anorganické analyzy z tohoto dstavu se vSak stala samostatnym pracovi-
stém Ustavu analytické chemie. Tato akce piinesla vyznamnou zménu v rozsahu
védeckého programu ustavu a doplnila do n&j nékteré vybrané metody atomové
spektrometrie (do té doby se zabyval vyhradné analytickymi separacemi).

V roce 2001 byl vyzkumny program ustavu dale rozsiien zaloZenim dvou novych
vyzkumnych skupin zaméfenych na miniaturizovanou instrumentaci a proteomi-
ku, s durazem na aplikace hmotnostni spektrometrie. V roce 2010 se obé oddéleni
sloucila do oddéleni bioanalytické instrumentace.

Obrazek na obalce: ,IEF slunce” - stylizovany zdznam separace izoelektrickou fokusaci 49 zlutych
marker0 zalozenych na nitrofenolu a pokryvajicich gradient pH od 3 do 10. Upraveno z originalu

v €ldnku F. Dusa, D. Moravcova, K. Slais: Low-molecular-mass nitrophenol-based compounds suitable
for the effective tracking of pH gradient in isoelectric focusing. Anal Chim. Acta 1076 (2019)
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|Vyu2iti nanocastic v analytické chemii

Oddgleni bioanalytické instrumentace, Ustav analytické chemie AV CR v. v. i.,
Veveri 97, 602 00 Brno

Jako nanocastici oznacujeme téleso, jehoz alesporn jeden z rozméra je v rozmezi
1-100 nm. Protoze méritka, na ktera jsme v bézném zivoté zvykli, nas svazuji
v predstavach, bude pravdépodobné nazornéjsi piiblizit si dany rozmér na jedno-
duchém ptirovnani. Udélame-li tuzkou tecku, kter4d nema v praméru ani jeden
milimetr, vejde se do vzniklého prostoru ptiblizné 7 000 000 000 nanoéastic. Na ob-
razku 1 jsou nékteré znamé objekty s uvedenou velikosti v nm.

Podle predchozi definice do skupiny nanoéastic spadé tieba i nékolikametrové
vlakno s nanometrovym pramérem, stejné jako nanometrova kuli¢ka. Svét nano-
Castic je proto nesmirné rozmanity. Rozdilné vlastnosti nanocastic nejsou ale ani
zdaleka dany jen tvarem. Charakter jejich chovani je jesté mnohem vice ovliviiovan
materialem, ze kterého jsou tvofeny. Z hlediska materidlu jsou patrné nejznaméjsi
zlaté nebo st¥ibrné nanocastice, pouzivané jiz v minulosti napiiklad pro barveni
skla. Existuje ale cela fada dalsich kovu, ze kterych mohou byt nanoééstice vyro-
beny, naptiklad méd, Zelezo nebo lanthanoidy.

Cilena priprava nanocastic se tradiéné opira o dva rozdilné pristupy. Jeden z nich
vytvari nanocastice z jesté mensich komponent (atomt). Druhy se naopak zamé-
fuje na fragmentaci vétsi struktury v mensi. Pro ucely analytické chemie se spiSe
setkavame s ptristupem bottom-up, tedy chemické redukce kationtia kovu za vzniku
nanocéastic tohoto kovu. Pro piipravu zlatych a stfibrnych nanocastic velmi ¢asto
slouzi jako vstupni surovina kyselina chlorozlatita (HAuCl,) a dusi¢nan stiibrny
(AgNO,) a tyto latky se nejcastéji vystavuji ptisobeni citratu sodného ve vrouci
vodé (viz obr. 2).

Citrat zde pusobi jako redukéni a stabilizaéni ¢inidlo, nicméné jej lze nahra-
dit i jinymi redukénimi €inidly, naptiklad kyselinou askorbovou nebo borohydri-
dem sodnym. Stabilitu mohou podpoftit jesté dalsi ¢inidla, napiiklad thioly, aminy,

Obr. 1 Rozméry nékolika vybranych objektd v nanometrickych jednotkach
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kyseliny nebo polymery. Nanocastice oxidu Zeleza jsou syntetizovany precipitaci,
ktera je zaloZena na reakci Fe* a Fe®* iontti v molarnim poméru 1:2 v alkalickém
prostiedi (amoniak, hydroxid sodny). Vysrazené nanocastice Fe,O, nejsou za béz-
nych podminek p¥#ili§ stabilni a snadno se oxiduji vzduchem. Proto precipitaéni
zpusob syntézy vede ke smési nanocastic Fe,O, a Fe,0,. Do reakéni smési jsou rov-
néz piidavany ionty citratu, které elektrostaticky stabilizuji vzniklé nanocastice
v roztoku a zabrariuji jejich agregaci do vétsich celkii. Rada nanoéastic je piipra-
vovana za vysokych teplot, pfiéemz jsou vstupni latky preménovany na material
nanocastic. Sem patii napiiklad syntéza nanocastic z oleata lanthanoidu, ktera
probihé& p#iblizné p¥i teploté 300 °C. Tyto nanoééstice se nazyvaji foton-upkonverz-
ni nanoéastice. Vykazuji zvlastni typ luminiscence — fotonovou upkonverzi —, tzn.
pokud je vystavime neviditelnému infracervenému zareni, dochazi k jeho absorpci
a preméné na viditelné zatreni (jedna se tedy o anti-Stokesovy znacky). Obrovskou
vyhodou je, Ze zménami ve sloZeni a koncentraci jednotlivych slozek p¥i syntéze fo-
ton-upkonverznich nanocastic muzeme cilené ménit jejich luminiscen¢ni vlastnosti
a vytvaret si tak celé knihovny emisnich spekter. Do trochu vyjimeéné kategorie
spada tvorba nanovlaken, ktera se zpravidla ptipravuji vytahovanim polymerni
smési pomoci elektrického pole. Obecné plati, Ze pro nanocastice, které vzniknou re-
dukci z kationt, neni energeticky vyhodné ztustavat v této podobé a maji tendence
vytvaret ¢astice vétsi. Nejcastéjsim zpusobem, jak zamezit vzajemnému kontaktu
nanocastic (a tedy i jejich spojovani) je pridavek nabité latky, ktera se na nano-
Gastice v prubéhu syntézy navaze. Naboj, ktery se na povrchu nanoc¢astice vytvaii,
pak odpuzuje ostatni stejné nabité ¢astice a systém je stabilni. Jinou moznosti je
obalit nanocastice rozmérnym polymerem, ktery svou strukturou znemozni, aby
doslo k pfimému kontaktu mezi kovovymi nanocasticemi.

Vyznamny rozvoj nanocastic a nanotechnologii pfinesla zejména elektronova mi-
kroskopie. Ta totiz umoznuje velmi detailné charakterizovat pfipravenou strukturu.
V elektronové mikroskopii existuji principialné dva zakladni zobrazovaci mecha-
nismy. Transmisni elektronova mikroskopie (TEM) pracuje s velmi tenkymi vzorky,
které jsou nanasSeny na jemnou, zpravidla kovovou sitku. Detektor mikroskopu pak
zachycuje elektrony prochazejici vzorkem a vyhodnocuje jejich intenzitu. Druhé
mozné usporadani, skenovaci elektronova mikroskopie (SEM), pracuje se zpétné
odrazenymi elektrony nebo elektrony uvolnénymi ze vzorku po interakci s pricho-
zimi elektrony. Takovéto vzorky musi byt vodivé nebo vodivé pokryté. Vzorek se
nana$i na nerezovou destiCku oznacovanou jako teréik (obr. 3).

Na oddéleni bioanalytické instrumentace se studiu vlastnosti a vyuZiti nanoc¢as-
tic v analytické chemii a piibuznych oborech vénujeme uz celou adu let. Postupné
jsme vyvinuli a optimalizovali syntézu raznych nanocastic, které jsou na oddéleni
vyuzivany k rozliénym analytickym ucéeltm, napiiklad pro citlivou detekci mole-
kul, koncentrovani vybranych analytt a studium interakci a moznosti stanoveni
biomolekul. Nasledujici ptiklady ilustruji nékteré praktické aplikace nanoéastic.

Zlaté nanocastice modifikované riznymi funkénimi ligandy lze vyuzit v analytic-
ko-biochemickych metodach. Jednou z nejpouzivanéjsich metod jsou tzv. imunochro-
matografické techniky, zaloZené na interakeci specifickych protilatek s detekovanym
analytem. Imunoanalyza s lateralnim pratokem (LFIA) je oblibenou technikou pro
lékatskou diagnostiku v misté péce (napiiklad t&hotensky test, test CRP) a kontrolu
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Obr. 2 Prfiklad syntézy zlatych nanocastic redukci kyseliny chlorozlatité citrdtem sodnym
[DOI 10.1002/elps.202200142]

potravin a 1ékd, a to pro svou jednoduchost, nizkou cenu a moznost domaciho pou-
ziti. V neposledni ¥adé jsou na obdobném principu zaloZeny i rychlé antigenni testy
na covid-19, které detekuji bud virovou RNA, nebo protilatky proti SARS-CoV-2.
Zlaté nanocastice se také pouzivaji pti analyze a stanoveni koncentrace slou¢enin
obsahujicich thiolové skupiny, protoZe jsou schopny spontanné vytvorit stabilni
Au-S vazby. Biologické thioly, nékdy oznadované jako biologické aminothioly, jsou
endogenni slouceniny obsahujici thiolovou (-SH) skupinu, ktera hraje vyznamnou
roli v biologickych systémech. Piikladem muze byt glutathion, endogenni tripep-
tid, ktery se podili na odstranovani reaktivnich forem kysliku a volnych radikalu.
Analyza biologickych thiolt tak nachazi Siroké uplatnéni napiiklad pii analyze
zivotniho prostredi, ale zejména v lékaiskych védach.

St¥ibrné nanoéastice stejné jako ty zlaté na prvni pohled zaujmou pozorovatele
svym zbarvenim. Zatimco pro zlaté nanocastice je typicka vinové ¢ervena barva
(dobfe znama z domacich téhotenskych ¢i covidovych testi), stiibrné nanocastice
maji nejéastéji zbarveni zZlutohnédé. Nicméné barva obou typt nanocastic je lehce
ovlivnitelna jejich tvarem a velikosti, a je tedy mozZné piipravit pomérné pestrou
paletu zbarveni. V soucasnosti jsou nanocastice st¥ibra podstatné vice zminova-
ny v souvislosti se svymi antibakteridlnimi a antivir6znimi vlastnosti. Pfestoze

0br. 3 Znazornéni mechanismu transmisni a skenovaci elektronové mikroskopie a priklad snimku
shodnych nanocastic stfibra pfi pouZiti dvou riznych typU elektronové mikroskopie
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mechanismus tohoto G¢inku stale neni plné objasnén, nejéastéji se antibioticky
efekt pri¢ita poskozeni cytoplazmatické membrany stiibrnymi kationty, které se
ze stiibrnych nanocastic pozvolna uvolnuji. Popularita nanostiibra je na vzestupu
predevsim diky skuteénosti, Ze (az na velmi vzacné pi¥ipady) si bakterie nejsou
schopny vyvinout proti Gué¢inktm stiibra rezistenci, tak jak tomu byva u tradi¢nich
1é¢iv. V analytické chemii jsou nanostruktury st¥ibra ¢i zlata nezbytnou souéasti tzv.
povrchem zesilené Ramanovy spektrometrie. Tyto kovy napomahaji velmi citlivé
zaznamenat fotony nesouci informaci o pohybech atom® uvnitt molekuly. Protoze
tyto pohyby odrazeji molekularni strukturu, mtize nam zminovana metoda pomoci
odpovidat na jednu ze zakladnich otazek analytické chemie — o jakou latku se jedna.

Nanocastice na bazi oxidu Zeleza nebo hydroxyapatitu byly vyuZzity pro selek-
tivni obohaceni fosfopeptida pied jejich naslednou analyzou pomoci hmotnostni
spektrometrie. Samostatnou skupinu pak piedstavuji nanovlaknové struktury,
napi. na bazi TiO, nebo ZrO,, které 1ze podobné vyuzit pro selektivni zachyceni
fosfopeptidii. Ve srovnani s bézZnymi materialy na bazi kulicek vykazuji nanovla-
kenné materialy mnohem vy$§i permeabilitu, coZ umoziiuje jejich pouziti v razném
formatu bez potieby aplikace vysokého tlaku.

Velikost nékterych molekul, jako jsou proteiny, je s velikosti foton-upkonverznich
nanocastic srovnatelna, a tak je mozné je pouzit k jejich znackovani. Diky nizké-
mu pozadi mohou byt takto oznaéené molekuly pozorovany dokonce jednotlivé,
a to i s pomérné nendrofnou instrumentaci. Timto zptisobem oznacené molekuly
se uplatnuji napiiklad v imunohistochemii, ktera umoznuje studium mikroskopic-
ké struktury Zivocisnych tkani a rostlinnych pletiv. Imunohistochemie umoziuje
v mikroskopickych preparatech specificky oznacit vybrané molekuly a pozorovat
jejich prostorové rozlozeni. Podobné muzeme mérit i koncentraci molekul v imu-
nochemickych detekénich metodach (obr. 4).

V souéasné dobé se na oddéleni vyuziva multiplexovani v mikrofluidnich expe-
rimentech, kdy s jeho pomoci mtZeme oznacovat (kédovat) mikrokapkové reaktory.
To umoziiuje provadét velké mnozstvi napfiklad biochemickych experimenti a vy-
hodnocovat jejich vysledky béhem zlomku vtefiny a napiiklad s vyuZitim multi-
plexovani s foton-upkonverznimi nanocasticemi a automatizace na mikrofluidnich
¢ipech muze byt zlepSena detekce klinicky vyznamnych proteinovych markerut.

Obr. 4 A - foton-upkonverzni nanocastice je snadné zobrazit v optickém mikroskopu jako
malé tecky; B - toho ze vyuzit v imunochemickych metodach, kdy lze pocitat primo jednotlivé
imunochemické komplexy; zde zndzornéna detekce prostatického sérového antigenu, ktery je
dUlezitym markerem rakoviny prostaty

protilatka Anti-PSA 2
spojena s foton-upkonverzni
nanoéastici

B cetekovana molekula: PSA

protilatka Anti-PSA 1

(@O  blokujici ginidio

OCOUCOom0

substrat




Ustav analytické chemie AV CR

Plné automatizovana analyza suchych krevnich skvrn
pro personalizovanou medicinu

Oddéleni elektromigraénich metod, Ustav analytické chemie AV CR, v. v. i.,
Veveri 97, 602 00 Brno

Posledni roky zpusobily revoluéni posun k vytvareni co nejjednodussich, rychlych,
levnych a selektivnich technik schopnych diagnostikovat akutni onemocnéni a vy-
znamné se zménilo i vnimani Siroké verejnosti a jeji ochota tyto pristupy akcep-
tovat a pouzivat. Ruku v ruce s tim se vyvijela také technicka feSeni, diky nimz
byla fada metod, dlouh4 1éta balancujicich na hrané pieziti, znovuzrozena a rozsi-
fena do dalSich oblasti. Jeden takovy p#ibéh zazila i technika odbért, zpracovani
a analyzy suchych krevnich skvrn, které piredstavuji vhodny néstroj pro zavedeni
a rozvoj personalizované mediciny.

V popredi zajmu klinické diagnostiky se drzi zejména analyzy krve a moci. Spolu
s vnéjSimi symptomy poskytuje analyza télnich tekutin uceleny pohled na zdravotni
stav jedince a jeji vysledky umoznuji zacilit klinickou diagnostiku. V souc¢asné dobé
se klasicka klinick4 diagnostika posouva do oblasti tzv. personalizované mediciny
neboli mediciny orientované na konkrétniho jedince. V ni se zohledniuje jedincova
unikatnost a jeho hodnoty pro standardni (zdravy) stav. Celkova diagnostika je tak
mnohem presnéjsi a rychlejsi. Po diagnostice nastupuje 1é¢ba, ktera nemusi fun-
govat, pokud je 1é¢ebny proces nastaven ,univerzalné“, dle zavedenych zvyklosti.
I v této fazi se ukazuje jako daleko t¢inngjsi, adsporngjsi a Setrné&jsi pro zdravotnic-
ky systém 1 jedince zohlednit znalost, potieby, fyziologické i biochemické odchylky
daného jedince a nastavit tak cilenou 1éébu s ohledem na jeho unikatni parametry.

Snahy o zvySovani pohodli vySetfovaného jedince a zefektivnéni naklada vyna-
loZenych na piesné cileni diagnostiky a 1é¢by doprovézi snaha o sniZeni frekvence
vySetieni a zakrokt, ndhrada invazivnich vySetfeni méné bolestivymi a multikom-
ponentni vySetteni, pii kterych se z jednoho vzorku ziska vice klinickych informaci.
VSechny tyto snahy piekvapivé urychlila nedavna situace vznikla v dasledku pan-
demie zptsobené onemocnénim covid-19. P¥i ni dos§lo k izolaci jedinctt do doméacnos-
ti, snizeni frekvence navstév v klinickych centrech a vylouceni ptimého kontaktu
se zdravotnickym personilem. Soucasné byl také urychlen vyvoj odbérovych metod
a diagnostickych postupt, nejen tzv. nastrojt point-of-care diagnostiky (uréené pro
pouZiti v misté péce o jedince), které toto umoznovaly. Velka ¢ast zodpovédnosti
za odbéry vzorku i jejich vyhodnoceni byla pienesena na jedince samotného a toto
bylo Sirokou vetejnosti akceptovano. Vznikl4 situace umoznila vyvoj Sirokého spekt-
ra diagnostik, které maji komplexnéjsi proces zpracovani, jsou jednodussi, rychlejsi,
levnéjsi a vyuzivaji alternativni biologické vzorky. Védecti pracovnici naseho oddé-
leni se proto snazi fe§it vétsinu vySe psanych vyzev z pohledu zefektivnéni odbérta
vzork, jejich automatizovaného zpracovani i automatizované analyzy.

Jak analyticka chemie prispiva k sou¢asnym trendam v klinické
diagnostice?

Uloha analytické chemie spo&iva ve vyvoji a zjednoduSovani analytickych nastroja
a postupt, které zahrnuji odbér i skladovani vzorka az po jejich upravu a analyzu.



0br. 5 A -samoodbér krevniho vzorku, B - absorpce krve savym materidlem, C - suseni krve,
D - transport vzorku do laboratore, (E a F) - vloZeni do analytického pristroje [doi.org/10.1002/
anie.202012997]

Schéma zjednoduseného procesu, ktery je uveden na piikladu odbéru a analyzy
suché krevni skvrny, je zachyceno na obrazku 5.

Samotna prace s zilni krvi je problematicka od odbéru pies transport az po ana-
lyzu. Jednou z alternaci umoznujici vyrazné jednodussi odbéry krve, ktera se diky
tomu dostala do popiedi aktualniho zajmu klinické analytické chemie, je technika
suchych krevnich skvrn. Ta perfektné spliiuje pozadavky na vyssi pohodli jedince
pri odbérech, zjednoduseni procesu zdravotnické diagnostiky, personalizaci medici-
ny a snizeni nakladu na odbér biologickych vzorkt. Souéasny rozvoj analytickych
technik nové také umoznuje vhodné zpracovani a analyzu suchych krevnich skvrn.

Oproti bolestivym odbérim a naroénému transportu/zpracovani zilni krve nabizi
technika suchych krevnich skvrn vyrazné méné invazivni odbéry mikrolitrovych
mnozstvi kapilarni krve po provedeni miniaturniho vpichu do biiska prstu ¢i paty.
Odbér suchych krevnich skvrn je tak téméi bezbolestny, zajistuje nizkou miru rizika
infekce, nenarocnost na zdravotnické pomucky a zaskoleni personalu. Kapka krve
je absorbovana savym materidlem, na kterém nasledné zaschne. Situaci zachycu-
je obrazek 6. Takto vytvoteny vzorek je nereaktivni, zdravotné nezavadny, vhod-
ny ke snadnému transportu (osobni doruéeni, odeslani béZnou postou, balickem),

Obr. 6 Odbér kapildrni krve a spravné plnéni definovanych oblasti pro suché krevni skvrny
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muze byt skladovan pii pokojové teploté a ma delsi Zivotnost pro zpracovani (dny
az mésice).

I pfes mnohé vyse popsané vyhody predstavuje analyza suchych krevnich skvrn
také mnohé vyzvy, zahrnujici jak vlastni analyzu (automatizace tpravy a analy-
zy vzorku), tak i klinickou diagnostiku (rozdilné sloZeni kapilarni a Zilni krve).
Analyticka ¢ast je piredmétem aktualniho vyzkumu na nasem oddéleni, kde se in-
tenzivné vénujeme zefektivnéni samotné tpravy a analyzy suchych krevnich skvrn.

Pfed vlastni analyzou je potieba suchou krevni skvrnu vyrazit z odbérové karty,
manipulovat s ni a zpracovat ji eluénimi rozpoustédly. Manualni zpracovani zpravi-
dla zahrnuje ¥adu kroka (plnéni rozpoustédly, jejich pienos, odpafeni a rekonstituci)
se znaénym rizikem nepfesnosti a chyb. Vzhledem k velkym davkovacim objemtm
v béZnych analytickych pristrojich (fadové v desitkdch mikrolitra u klasické kapa-
linové chromatografie) tak mnozZstvi vzniklého eluatu nemusi postacovat na opa-
kované analyzy. Také v piipadé poloautomatickych analyzatort suchych krevnich
skvrn se objevuje fada nevyhod, které jsou aktualné v popredi zajmu.

Nedavny vyzkum na nasem oddéleni ukazal, Ze Géinnou instrumentaci pro ana-
lyzu a piekvapivé i samotné zpracovani suchych krevnich skvrn mtze byt kapilarni
elektroforéza. Ta je jako analyticky nastroj bézné zavedenou separac¢ni technikou,
jejiz vyhody jsou velmi ¢asto prehlizeny. Nicméné pravé v oblasti analyz malych
mnozstvi vzorku se ukazala byt vyhodnéjsi, a navic diky svému instrumentalni-
mu uspofadani (vnitinimu systému na manipulaci s kapalinami) maze slouzit
i k piipravé vzorku. Moznost analyz vice analytd soucasné ve velice kratkém céase
umoznuje ziskat vice analytickych informaci, zptesnit kvantitativni vyhodnoceni
a snizit ¢as i naklady na multikomponentni analyzu.

Jaké konkrétni piistupy zpracovani suchych krevnich skvrn realizujeme
na nasem oddéleni?

P#i bézném odbéru (piilozeni kapky krve k savému materialu) nelze ur¢it piesny
objem odebraného vzorku krve, tim padem je nasledna analyza vzorku vhodna
pouze pro screeningové a porovnavaci testy, aniz by bylo moZné stanovit presné
koncentrace analyti. Na nasem oddéleni jsme vypracovali jednoduchou metodu pro
presnou kvantitativni analyzu suchych krevnich skvrn, ktera je zaloZena na au-
tomatickém stanoveni ptavodniho objemu vzorku krve i piesné koncentrace bio-
markert. Kapilarni elektroforéza umoziiuje stanoveni zakladnich anorganickych
iontt (napi. sodiku a drasliku) soubézné s cilovymi analyty (napt. aminokyselinami
jako biomarkery dédi¢nych metabolickych poruch) v rameci jediné analyzy. Zminéné
anorganické ionty maji v krvi bézné populace stabilni koncentrace a jsou tak pii-
rozenymi vnitinimi standardy. Analyzou a kalibraci na anorganické ionty v krvi je
mozno urcit, jaké mnozstvi krve vytvorilo suchou krevni skvrnu, a tim i stanovit
pfesné koncentrace aminokyselin v ni. Obecné lze tento koncept pouzit i ke stano-
veni dalSich endogennich biomarkeru ¢ exogennich analytt.

Pri klasickém manuélnim zpracovani jsou ke krevni skvrné v odbérové nadobce
pridany eluéni roztoky a nasledné je vSe promichano na tfepacce. Zna¢nou vyhodou
pristroje pro kapilarni elektroforézu je jeho schopnost manipulace s kapalinami,
protoZe v8echny tyto iilkony muzZe plné automatizované provadét jeho vnitini tla-
kovy systém. Tato plné autonomni piiprava a nasledna analyza suchych krevnich



skvrn pomoci kapilarni elektroforézy muze byt vyuzita napiiklad pro terapeutické
rapeutické koncentrace 1é¢iva a sledovani jeho hladiny v krvi. Pacient je tak nucen
v pocatku 1é¢by pravidelné a ¢asto dochazet do klinickych center na odbéry Zilni krve.

Pii terapeutickém monitorovani 1é¢iv by tedy mohlo byt vyhodné pouzit suché
krevni skvrny, protoze ty umoznuji snadné samoodbéry kapilarni krve pacientem
v pohodli domova p#imo do odbérovych nadobek, které 1ze nasledné zaslat postou
do laboratore k automatizované analyze. Piikladem muze byt 1é¢ivo warfarin, ur-
¢ené pro lécbu piilisné srazlivosti krve, ale obecné 1ze tento koncept pouzit pro li-
bovolna klinicky vyznamna lé¢iva ¢i analyty. Koncept navrzeny na nasem oddéleni
vyuZiva princip znazornény na obrazku 7. Suché krevni skvrna je vytvotfena pfimo
v odbérové nadobce, kterou je vialka kompatibilni s autosamplerem komeréniho
pristroje pro kapilarni elektroforézu. Po vloZeni vialky se suchou krevni skvrnou
do autosampleru do ni pfistroj nadavkuje skrz tenkou kapilaru pozadované mnoz-
stvi elu¢énich rozpoustédel, vysledny eluat promicha a nakonec i zanalyzuje. Veskeré
tkony probihaji s vyuzitim jediného pi¥istroje a jediné kapilary. Takto je moZno
zpracovavat desitky vzorkt bez jakéhokoliv zdsahu obsluhy a navrzeny koncept
muzZe vyznamné snizit zatéz jak pro pacienty a zdravotnicky personél, tak i pro
personal v klinickych laboratoiich.

V moderni klinické mediciné by méla byt upiednostiiovana preventivni diagnos-
tika pred 1é¢bou nasledkt onemocnéni. Ve vétsiné pripadu tomu tak neni a 1éc¢ba
zadina az po rozvinuti nemoci a objeveni chronickych piiznaka. Mezi divody zabra-
fiujici vétsimu rozsiteni preventivni diagnostiky patii vysoké ceny analyz, vysoké
naklady na odbér krevnich vzorka a neochota populace podstupovat preventivni
odbéry zilni krve. Technika samoodbérta kapilarni krve eliminuje fadu téchto ne-
dostatkti a ve spojeni s automatizovanou upravou a analyzou suchych krevnich
skvrn, vyvinutou na nasem oddéleni, by bylo mozné provadét plosné testovani celé
populace s relativné jednoduchou dostupnosti vzorku i provedenim aZ nékolika set
analyz za den pomoci jediného analytického ptistroje. Jako p¥iklad vyuziti mtze-
me uvést kyselinu mocovou (zpusobujici dnu), jejiz zvySené koncentrace v krvi se
projevuji bolestivosti kloubd. Toto onemocnéni neni standardné diagnostikovano
v ramci bézné preventivni péce (na rozdil od hladiny cukru a cholesterolu) a jeho
lécba vétsinou zac¢ina az po rozvinuti nemoci a chronickych projevi. Dalsim piikla-
dem je kreatinin, jehoz vyssi koncentrace v krvi poukazuje na zhorSenou funkénost

Obr. 7 Po transportu vzorku do laboratore a vloZeni vzorku do pristroje (A) pfenese pristroj

ke krevni skvrné definovany objem prvniho rozpoustédla a promichd ho (B a C), prenese definovany
objem druhého rozpoustédla a opét ho promicha (D a E) a poté nadavkuje (F) a zanalyzuje vysledny
eludt [doi.org/10.1002/anie.202012997]
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ledvin a je stanovovan pouze na doporuceni lékaie. Stejné 1ze tento koncept vyuzit
ke stanoveni mnoha biomarkert pro jednoduchou preventivni diagnostiku dalsich
zavaznych onemocnéni.

Nas budouci vyzkum je proto zaméien na zdokonaleni téchto koncepta. Ty re-
flektuji i aktuélni vSeobecné trendy, kdy po jednoduchém odbéru, ipravé a analyze
vzorku nasleduje zpracovani analytické informace 1ékaiem a 1é¢ba pacienta na dal-
ku (tzv. telemedicina s vyuzitim chytrého telefonu, e-mailu, e-receptu). Cely koncept
tak nejenom minimalizuje vliv lidského faktoru na analyzu krve, ale sou¢asné pro
pacienty eliminuje nutnost dochazet k pravidelnym odbértim a konzultacim. Sirsi
vyuZiti tohoto konceptu je vSak podminéno zménou p¥istupu celé spoleénosti a hlav-
né jeji ochotou k samoodbéram biologickych vzorka a telemediciné. Tato ochota,
poprvé vyrazné zaznamenani béhem nedavné pandemie, je proto dulezitym piisli-
bem pro budoucnost personalizované mediciny. Ze to je mo#né, je vidét na piikladu
metody ptvodné vyvinuté v Sedesatych letech minulého stoleti pro screeningovou
diagnostiku fenylketonurie, zaloZené na technice suchych krevnich skvrn, ktera se
v poslednich letech znaéné rozrostla a vydobyla si op&tovnou pozornost.

| Izoelektricks fokusace

Oddéleni separaci v tekutych fazich, Ustav analytické chemie AV CR, v. v. i., Veveii 97,
602 00 Brno

Izoelektricka fokusace je metoda analyzy proteint, peptida a dalsich latek, jejiz
vyvoj ma v Ustavu analytické chemie AV CR v Brné vyznamnou tradici. Tato ana-
lyza probiha na pozadi tzv. pH gradientu (postupné se zvysSujici pH napii¢ sepa-
raénim prostorem) a v ustaleném stavu se latky ze zkoumaného vzorku soustiedi
v pozici, kde lokalni hodnota pH odpovida jejich izoelektrickému bodu (viz niZe).
Izoelektrick4 fokusace muze byt realizovana v raznych tvarech separaéniho pro-
storu, napiiklad v kfemennych kapilarach, v loZi z netkané textilie, v plastovém
kanalku naplnéném gelem nebo na specialné navrzeném separa¢nim ipu.

Latky analyzované pomoci izoelektrické fokusace museji mit charakter amfolytu.
Amfolyty jsou podskupinou amfoternich latek (latek schopnych vystupovat v roz-
toku jako kyselina i jako zasada) a ve své strukture maji jak kyselé, tak i bazické
funkéni skupiny. Tyto skupiny pak amfolyttim v zavislosti na pH roztoku umoziiuji
zménu celkového naboje molekuly od zaporného pfes nulovy aZz po kladny. Tato
vlastnost je charakteristicka napiiklad pro aminokyseliny. Peptidy a proteiny, které
jsou slozené z aminokyselin, jsou také amfolyty. Amfolyty jsou také charakteristické
presné danou hodnotou pH, pii které maji celkovy naboj roven nule. Této hodno-
té se tika izoelektricky bod a je jedineény pro kazdou danou strukturu amfolytu.
Napftiklad u proteint je dan nejen vyskytem jednotlivych druht aminokyselin,
ale i jejich pofadim v fetézci. V organismu jsou navic proteiny ¢asto modifikovany
dal8imi funkénimi skupinami (glykosylace, fosforylace atd.), zajistujicimi napiiklad
aktivaci enzymu nebo rozpoznani proteinu jinymi strukturami, piipadné urcéujicimi
prostorové umisténi v burice. Jelikoz je vétsina téchto modifikaci zajistovana nabi-
tymi skupinami, ma kazda takto modifikovana struktura proteinu rovnéz vlastni
unikatni izoelektricky bod, odlisny od pivodniho nemodifikovaného proteinu.



Izoelektricka fokusace je metoda vyvinuta pro rozdéleni latek s odliSnymi izo-
elektrickymi body. Prvni ¢ast ndzvu metody tedy pifimo souvisi s unikatnim izo-
elektrickym bodem kazdé analyzované latky. Slovo fokusace (z anglického focusing
¢ili soustiedéni se na jedno misto) pro zménu souvisi s prabéhem samotné analyzy.
Zakladni podminkou pro separaci je vytvoreni tzv. pH gradientu. V principu jde
o to, Ze se v roztoku po délce separacniho prostoru kontinualné méni pH od kyselé-
ho po zasadité. V elektrickém poli se pak v tomto pH gradientu pohybuji amfolyty
a sousttedi (,fokusuji“) se v misté, kde pH odpovida jejich izoelektrickému bodu.
Hotova separace je pak signalizovana vytvoienim jednotlivych zkoncentrovanych
je tato separa¢ni metoda vhodn4, jsou proteiny, peptidy a jejich smési, ale touto
metodou je mozné separovat i celé buriky.

Na nasem ustavu vyvijime jak jednotlivé varianty separacnich metod zaloze-
nych na izoelektrické fokusaci, tak i specialni barevné slou¢eniny pro presny popis
(trasovani) pH gradientu, tzv. markery izoelektrického bodu. Tyto markery maji
jedine¢nou schopnost presné uréit pH v misté, kde se marker nachazi. Diky jejich
unikatni barevnosti mame pak moznost na vlastni o¢i sledovat, jak se v prabéhu
analyzy jednotlivé markery oddéluji ze smési a fokusuji do svych pozic (viz obr. 8).
Nejen ze sledovat prubéh analyzy je velmi ilustrativni a edukativni, ale zaroven
to umoziuje i rychlou a pribéZnou upravu nastaveni parametri separace pro do-
sazeni co nejlepsich vysledka.

Vyvoj v oblasti téchto markert na naSem ustavu zosobnioval doc. RNDr. Karel
Slais, DrSc. Ve spolupréci s prof. RNDr. Zdeiikem Friedlem, CSc., z nedaleké Fakulty
chemické Vysokého uceni technického v Brné navrhli a syntetizovali prvni varianty

Obr. 8 Ukazka separovanych frakci po preparativni izoelektrické fokusaci se separovanymi markery
izoelektrickeho bodu
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0br.9 3D elektroferogram - spektralni zdznam separace barevnych (pI 10,27; 8,85; 7,34; 6,58;
6,22;5,52;4,93; 4,14; 3,44) 3 UV absorbujicich (oI 9,47; 8,18) pI markerU pokryvajicich pH gradient
0d 10 do 3 (od zésaditého pH vlevo az po kyselé pH vpravo)

téchto latek a otestovali jejich funkénost. Prvni generace markera vyvinutych v de-
vadesatych letech byla zaloZena prevazné na modifikovanych nitrofenolech (viz
obr. 9). VyuZiti nitrofenolt jako zakladni struktury zap¥i¢inilo barvu v rtznych
odstinech Zluté az oranzové. Nasledovaly dalsi dvé dekady vyvoje barevnych mar-
kert, pozdéji uz pouze v ramci tymu doc. Karla Slaise. Postupné byly vyvinuty
latky dalsich barev (viz obr. 8), a dokonce latky fluoreskujici p#i rtznych vinovych
délkach. To umoznilo znaéeni pH gradientu v mnoha rozli¢nych metodach a rozsiiilo
védeckou spolupraci pii pouzivani vyvinutych markert nejdfive v ramci Evropy
a nasledné i celosvétové. Diky jejich relativné levné syntéze bylo navic mozné mar-
kery pouzit i v preparativnich analyzach.V takovych analyzach by jinak bylo vyu-
ziti proteinovych nebo peptidovych markeru (jako jejich hlavni alternativy) velice
drahé z davodu velkého pozadovaného mnozstvi a nepraktické z davodu nizkého
poctu dostupnych barevnych proteint.

Vyvoj preparativnich metod izoelektrické fokusace ma také dlouhou tradici
v ramci oddéleni separaci v tekutych fazich a tento vyvoj je rovnéz tésné svazan
s vyvinutymi barevnymi markery. Jde piedevsim o separaéni metody v plochych
separacnich kandalech, pfipadné v separaénim prostoru z poréznich materialu,
umoznujici kontinualni separaci vzorku (tj. stalé davkovani vzorku na zacatku
separaéniho prostoru a pribézné odebirani rozseparovanych frakei na jeho konci).
Tyto metody umoznily zpracovat i vzorky o velkém objemu a koncentrovat v nich



nejen proteiny a peptidy, ale rovnéz i nékteré viry, bakterie a kvasinky. Separace
mikroorganismu je velmi cenéné predevsim z divodu moznosti jejich nasledné de-
tekce a identifikace bez aplikace mnohdy zdlouhavych mikrobiologickych metod.
Diky témto nové vyvinutym metodam se podatilo navazat spolupraci s odborniky
v mikrobiologii a v rdmeci ni FeSit projekty pro detekci patogennich mikroorganis-
mu. Mezi nejnovéjsi trendy zde patii vyvoj novych zatizeni pomoci aditivni vyroby
zahrnujici tvorbu prostorovych modela a nasledny 3D tisk prototypua téchto zati-
zeni (viz obr. 10).

Opakem preparativnich metod jsou metody pracujici s objemy v ¥adu mikrolitra
aZ nanolitra. Mezi né se fadi i kapilarni izoelektricka fokusace, ktera se na nasem
oddéleni rozvijela soubézné s preparativnimi metodami, ptredevsim pod taktovkou
Ing. Marie Horké, CSc. V této metodé se vyuzivaji kiemenné kapilary o délce né-
kolika desitek centimetru, ale s vnitfnim primérem pouhych 50-100 mikrometrt
(ekvivalent sitky lidského vlasu). V takové kapilaie jsme pak schopni dosahnout
mnohem vys$§ich separa¢nich téinnosti, coZ ndm umozni rozlisit i izoformy jednot-
livych proteint (lisici se i pouze jedinou zménénou aminokyselinou v celém Fetézci

Obr. 10 IEF cip: zarizeni pro kontinualni separaci mikroorganism0 v A) rozloZzeném a B) sestaveném
stavu; vzorek mikroorganismu je ddvkovan hornimi otvory spolu s pracovnimi roztoky a separované
frakce jsou odebirany pomoci hadicek Usticich z dolnich odbérnych kanalkd
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nékolika desitek ¢i stovek aminokyselin) ¢i nékteré fenotypy bunék stejného druhu
(napft. spora vs. aktivni burika) nebo buriky rozdélit podle jejich aktualni kondice.
Vyvoj téchto metod je velmi dalezity i s ohledem na nedavnou pandemii a na ¢as-
té zminky o biologickych zbranich, které se bohuzel v poslednich letech objevuji.
V obou pi¥ipadech hraji hlavni tlohu lidské patogeny. V ramci vyvoje nas tym stale
pracuje na vylepsSeni jak samotné separaéni metody, tak i nasledné detekce, coz
ve vysledku umozni rychlou a pfesnou identifikaci mikroorganismu. Takto rychle
ziskané informace o druhu mikroorganismu pak mohou vyznamné poslouzit bez-
peénostnim & zdravotnickym slozkam pii ochrané naseho 1 jejich vlastniho zdravi.

Akumulace nanocastic a kovu v organech
experimentalnich zvirat

Oddéleni analytické chemie Zivotniho prostredi, Ustav analytické chemie AV CR, v.v.i.,
Veveri 97, 602 00, Brno

Epidemiologické studie dlouhodobé potvrzuji vyznamny vztah mezi obsahem atmo-
sférickych aerosolu a jejich Skodlivymi dopady na lidské zdravi. Vysoké koncentrace
aerosoltt mohou zpusobit vznik astmatu, alergii, snizené funkce plic, respiracnich,
kardiovaskularnich a dalsich chorob, coz v kone¢ném dusledku muze vést ke zvyse-
né umrtnosti. V soucasné dobé je potvrzeno, ze negativni ucinky aerosolt na zdravi
z4visi vyznamné nejen na jejich koncentraci, ale i na velikosti a chemickém sloZeni
Castic aerosolu. Velikost ¢astic aerosolu, které se nachéazeji ve vzduchu, se pohybuje
v rozmezi 1 nm - 100 pm. Pramér éastice uréuje dobu jejiho setrvani ve vzduchu
a je rozhodujicim faktorem pro vstup do organismu a misto ukladani v dychaci
soustavé. Cim jsou &astice mensi, tim hloubé&ji pronikaji do dychaci soustavy, kde
mitize dojit k jejich lokalni depozici. Castice mensi nez 10 pm (oznadované také
jako PM10) pronikaji pti dychani do dolnich dychacich cest, zatimco jemné ¢astice
(< 2,5 pm, PM2,5) pronikaji do pradusek a submikrometrové ¢astice (< 1 pm, PM1)
jemné ¢astice (< 100 nm), které pronikaji hluboko do plicnich sklipkt. V poslednich
desetiletich se v souvislosti s rozvojem nanotechnologii zacal pro ¢astice mensi
nez 100 nm pouzivat alternativni nazev nanocéastice (nanoparticles; NPs), které
jsou definované jako éastice, jejichZ vSechny vnéjsi rozméry jsou rovny nebo mensi
nez 100 nm. Potencialni nebezpe¢i NPs a ultrajemnych ¢astic pro lidské zdravi,
na rozdil od ¢astic vétsich nez 100 nm, souvisi zejména s moznosti jejich snadné-
ho pruniku pies sténu plicnich sklipka (plicni epitel) do krevniho systému a krev
pak transportuje tyto ¢astice do dalsich organti. Po proniknuti do krevniho fecisté
vyvolavaji NPs a ultrajemné ¢astice zanétlivé procesy, které mohou byt nasledné
provazeny kardiovaskuldrnimi problémy, neurodegenerativnimi a nadorovymi zmé-
nami a dal§imi zdravotnimi problémy.

V praxi se aktualné termin ,ultrajemné ¢astice“ pouziva vyhradné pro ¢astice
bézné se vyskytujici ve vzduchu jako piirozena soucéast atmosférickych aerosolt
vznikajicich béZznymi piirodnimi procesy, jako jsou lesni pozary, sopeéné ¢innost nebo
nukleaéni reakce plynnych prekurzora. Termin ,nanocéastice“ se pouziva pro poly-
disperzni ¢astice s komplikovanym chemickym sloZzenim neimyslné produkované



jako vedlejsi produkty automobilovou dopravou, v prumyslu, spalovanim dieva
a uhli v ramci vytapéni doméacnosti a dalsimi lidskymi aktivitami (tzv. antropo-
genni NPs) nebo pro zamérné vyrobené, vétSinou monodisperzni ¢astice s presné
definovanymi chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi pro cilenou aplikaci (tzv. en-
gineered NPs, eNPs). K nejcastéj$im predstavitelim eNPs, se kterymi se bézné
setkdvame v normalnim Zivoté, piipadné v pracovnim prostiedi, patii nanocastice
kovt. Nanocastice zeleza, stiibra, titanu a zinku a jejich vliv na zdravi lidi a dalsich
zivych organismu jsou v soucasné dobé predmétem intenzivniho studia, na rozdil
od nanodééastic toxickych kovi, jako je kadmium a olovo, které jsou na okraji zajmu
védecké komunity.

Zamérna vyroba eNPs se specidlnim slozenim a vlastnostmi v poslednich de-
setiletich neustale roste. Tyto eNPs nachézeji uplatnéni v mnoha oblastech, jako
je elektronika, produkce energie, biotechnologické procesy, ale i v medicinég, farmacii,
potravinovych doplricich, kosmetice, barvivech, bateriich, dopravé, domacnostech
atd. Paralelné s rostouci vyrobou a rozsifujicimi se aplikacemi eNPs vzrusta i pocet
védeckych studii zabyvajicich se detailni charakterizaci jejich vlastnosti a toxicity
v souvislosti s jejich potencidlnimi negativnimi dopady nejen na lidské zdravi, ale
i na Zivotni prostiedi. V sou¢asné dobé pfesto mame stale jen velmi malo informaci
o zakladnich mechanismech zodpovédnych za toxické pusobeni eNPs na zivé orga-
nismy véetné ¢lovéka. Mezi védeckymi studiemi zabyvajicimi se studiem vlivu eNPs
na lidské zdravi stale i v souéasné dobé prevazuji in vitro testy, kdy je sledovan vliv

0br. 11 Inhala¢ni komory s ochrannou konstrukei v laboratori UTACH
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eNPs na lidské nebo zviieci buiikky v kontrolovanych laboratornich podminkach.
Hlavni nevyhodou in vitro experimentu je to, Ze nejsou schopny poskytnout kom-
plexni informaci o interakci mezi burikami a biochemickych procesech, ke kterym
dochézi béhem metabolismu. V in vivo experimentech je naopak vliv eNPs testovan
pfimo na Zivych organismech (nej¢astéji na laboratornich zvifatech), kdy realné

Obr. 12 Akumulace Cd a Pb ve vybranych organech mysi pri dlouhodobé expozici CdO a Pb0 eNPs
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expoziéni trasy umoznuji piesnéjsi vyhodnoceni celkového vlivu eNPs (véetné jejich
toxicity) na Zivy organismus.

NPs mohou vstoupit do organismu nékolika cestami, napi. poskozenou kuzi,
travicim traktem v ramci p¥ijmu potravy, ¢ichovym epitelem v nosni duting, kudy
inhalace, kdy NPs pti dychani vstupuji nosem ¢i usty pfimo do dychaci soustavy.
Pro napodobeni podminek realné expozice lidské populace nanocasticim ve volném
ovzdusi se v oddéleni analytické chemie Zivotniho prostiedi Ustavu analytické che-
mie AV CR jiZ vice neZ 10 let provadi inhalaéni experimenty s laboratornimi zviiaty.
Jako modelova zvifata jsou pouZivany samice my$i, které inhaluji eNPs obsahujici
oxidy jak toxickych kovi (kadmium a olovo), tak i relativné netoxickych a zarover
Siroce pouzivanych kov1, jako jsou Ti, Zn, Cu a Mn. Inhala¢ni experimenty probihaji
ve specialni laboratoii obsahujici 4 inhalaéni komory (obr. 11), v nichZ jsou mysi
vystaveny cilenému ptsobeni eNPs za podminek fyziologické expozice podob-
né realnym podminkam v zneci§téném ovzdusi. Uvnitt kazdé inhala¢ni komory
jsou Ety¥i mensi plastové boxy, ve kterych se nachézi experimentalni zviiata. Tyto
komory jsou z bezpeénostnich davoda oddéleny od zbytku laboratofe ochrannou
konstrukci zhotovenou ze skla a nerezového materialu a cely systém umoziuje
provadét dlouhodobé inhalaéni pokusy s eNPs.

Pii inhalaénich experimentech samice mysi inhalovaly eNPs kontinualné
po dobu 6, 11 nebo 13 tydnt (24 hodin denné, 7 dni v tydnu). Ve vybranych ¢a-
sovych intervalech byly myS$i postupné odebirany, humanné usmrceny a vybrané
organy byly analyzovany na obsah kovi z inhalovanych eNPs. Pro studium aku-
mulace eNPs a kovi v téle laboratornich mysi bylo vybrano 5 organt: plice, jatra,
ledviny, slezina a mozek.

Casovy pribéh naristu koncentrace Cd a Pb v plicich jako vstupnim organu
a v dal8ich organech béhem dlouhodobé expozice mysi eNPs CdO (13 tydnt) a PbO
(11 tydnt) je znazornén na obr. 12. Uvedené vysledky potvrzuji postupnou aku-
mulaci obou kovt ve vSech studovanych organech exponovanych mysi. Na zakladé
informaci ziskanych v prabéhu experimenta piedpokladame, ze ¢ast CdO a PbO
eNPs deponovanych na povrchu plicniho epitelu se postupné rozpousti v plicnim
surfaktantu za vzniku ionizovanych forem Cd a Pb, které po pfechodu do krevniho
ob&hu jsou spoleéné s nerozpuSténymi nanocasticemi transportovany krvi z plic
do celého téla. Zbytek deponovanych eNPs je z plicnich sklipkt odstranén pit-
sobenim alveolarnich makrofagt. Nasledné jsme inhalaéni experimenty provedli
is eNPs Mn,0, (MnO x Mn,0,), CuO, ZnO a TiO,. Kadmium a olovo jsou pro zivé
organismy toxické, oba kovy jsou povazovany za potencialni karcinogeny a v orga-
nech se bézné nevyskytuji, zatimco Mn, Cu a Zn, tzv. stopové esencialni prvky, jsou
dilezitou soucasti mnoha riaznych enzyma a bilkovin a podili se tak na prabéhu
zivotné dulezitych metabolickych procest v Zivych organismech. Z tohoto davodu
se Mn, Cu a Zn p¥irozené vyskytuji v orgdnech mysi v pomérné vysokych koncen-
tracich. Koncentrace Mn, Cu a Zn v organech mysi exponovanych po dobu 6 tydnt
Mn,0,, CuO a ZnO eNPs jsou na obr. 13 porovnany s koncentracemi v organech
kontrolnich mysi, které celou dobu dychaly ¢isty vzduch bez eNPs.

Je ziejmé, Ze Sestitydenni inhalace eNPs oxidu toxického kadmia i olova ved-
ly k vyznamnému naristu koncentrace Cd i Pb ve vSech studovanych organech
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exponovanych mysi, zatimco inhalace eNPs oxida Mn, Cu a Zn vedla jen k ne-
patrnému naruastu koncentrace p¥islusného kovu v organech exponovanych mysi
(s vyjimkou Cu v plicich a jatrech) v porovnani s koncentracemi téchto kova v or-
ganech kontrolnich mys$i. Koncentrace titanu ve vSech organech exponovanych
mysi s vyjimkou plic byla i po 6 tydnech expozice TiO, eNPs pod limitem detekce.

Transmisni elektronova mikroskopie prokazala agregaty inhalovanych eNPs
CdO, PbO, Mn,0,, CuO, ZnO a piekvapivé i TiO, ve vSech studovanych organech
exponovanych mysi. Souhrnné vysledky tak potvrzuji predpoklad, Ze kovy zjisténé
v organech predstavuji sumu kovil z nerozpusténych eNPs a ionizované formy kov.

Provedené inhalaéni experimenty potvrdily, Ze inhalace nanoééstic primarné
vede k postupné akumulaci sledovanych eNPs kovt v plicich jako vstupnim orgéa-
nu, odkud jsou tyto eNPs a jejich rozpustné formy transportovany krvi do dalSich
organu, kde dochazi k sekundarni akumulaci.

| Stopova prvkova analyza a atomova spektrometrie

Oddéleni stopové prokové analyzy, Ustav analytické chemie AV CR, v. v. i.,
detasované pracovisté Praha, Videriskda 1083, 142 00 Praha

Lidé odedavna potiebovali z rozlicnych duvodua zjisfovat obsah prvka, zejména
kov1, v raznych materialech. At uz slo o to urcit, jaky kov obsahuje dany mineral
nebo ruda, ¢ zda ten & onen byl opravdu otraven arzenem. Tradi¢né se analyzy
délaly na mokré cesté a kvalitativni i kvantitativni analyza byla zaloZzena na vzniku
charakteristického zabarveni ¢i sraZeniny. Milovnici éeskych komedii si jisté vybavi
scénku tocici se kolem prokazani hliniku ve vzorku z filmu Marecku, podejte mi
pero. V kvantitativni analyze se pouzivaly jednoduché metody zaloZzené na vazeni
(gravimetrie) a titrovani (volumetrie). Ani dnes nevymizely z analytické praxe upl-
né, a to diky své jednoduchosti a nenaroénosti. Nicméné béhem 20. stoleti postupné
nabyvaly na vyznamu instrumentalni analytické metody, nejéastéji zaloZzené bud
na elektrochemickych dé&jich, nebo na interakei vzorku se zaienim a na méfeni
odpovidajicich spekter.

Atomova absorpéni spektrometrie

Rozvoj stopové prvkové analyzy zacal v sedmdesatych letech minulého stoleti se
zavedenim metody atomové absorpéni spektrometrie (AAS). Vyuziva méfeni absorp-
ce elektromagnetického zafeni volnymi atomy prvkt. Aby mohlo dojit k absorpci
zatreni, musi mit zareni vhodnou vinovou délku, resp. energii presné odpovidajici
energetickému rozdilu mezi zakladnim a excitovanym stavem atomu. Energie zate-
ni je tak specificka pro kazdy prvek. Zdrojem zateni byvaji specialni vybojky, které
v sobé obsahuji stanovovany prvek. P#i zapnuti vybojky v ni dochazi k procestm
atomizace a néasledné excitace volnych atomu. P¥i jejich deexcitaci dochazi k vyza-
feni fotont s energii, jez muze byt nisledné absorbovana volnymi atomy analytu.
Mnozstvi absorbovaného zateni je podle Lambertova—Beerova zakona pfimo amér-
né koncentraci stanovovaného prvku ve vzorku. Analyt se prevadi ze vzorku na for-
mu volnych atomt v atomizatoru a vzdy je tfeba k tomuto procesu dodat energii.
Prvnimi a nejjednodussimi atomizatory byly hotaky s plamenem acetylen-vzduch
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(viz obr. 14), do nichz byl zmlZzovan kapalny vzorek. Takové usporadani dovolilo
stanovit vétSinu prvka periodické tabulky na urovni mg 1! (ppm, parts per mil-
lion). Omezenim této metody je zejména nizka tcinnost zmlzovani (v jednotkach %)

zacaly pouzivat spektrometry s elektrotermickou atomizaci. V tomto uspoiadani je
atomizatorem grafitova trubicka (délka 3cm, prumér 0,5cm) vyhiivana odporové
elektrickym proudem. Maly objem kapalného vzorku (10—20 ul) je automaticky dav-
kovan pfimo do atomizatoru. Ten je nasledné zahtivan v nékolika krocich, pricemz
postupné dochazi k vysuseni vzorku (100-150 °C), jeho rozkladu (800-1000 °C)
a konec¢né i atomizaci a detekci analytu (2000 °C). Atomova absorpéni spektrome-
trie s grafitovymi atomizatory umoziiuje stanoveni prvkua az tisickrat citlivéji nez
plamenova AAS, tj. na arovni ng 1! (ppb, parts per billion). Principialni nevyhodou
AAS je, ze dovoluje v jednom méfeni stanovit pouze jeden prvek. Pro stanoveni
jiného analytu ve stejném vzorku je nutné ménit nastaveni piistroje a analyzu
opakovat. To prodluzuje ¢as analyzy a zvySuje naroky na obsluhu.

Opticka a hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
Proto se uz v devadesatych letech zacaly prosazovat spektrometry, ve kterych se
aerosol vzorku zmlzZuje do indukéné vazaného plazmatu (ICP, inductively coupled
plasma, viz obr. 14). Argonové plazma ma teplotu okolo 10 000 °C, obsahuje tedy
velké mnozstvi energie. Sloué¢eniny obsahujici stanovovany prvek jsou kompletné
rozloZeny, vznikaji volné atomy v zakladnim i v excitovanych stavech a také nabi-
té ionty. Excitované atomy a ionty emituji zafeni na charakteristickych vlnovych
délkach. Vznika spektrum elektromagnetického zaieni, které obsahuje kvalitativni
i kvantitativni informace o vzorku. Z vinovych délek ¢ar ve spektru lze usuzovat,
které prvky jsou ve vzorku pfitomné, z intenzity téchto ¢ar lze vypocitat koncentraci
daného prvku. Prestoze citlivost optické emisni spektrometrie s induk¢éné vazanym
plazmatem (ICP-OES) je jen o malo lepsi nez plamenové AAS, jedné se dnes o bézné
pouzivanou a robustni metodu se Sirokym uplatnénim v rutinni praxi. Divodem
je hlavné moznost simultanniho stanoveni vSech analyta v ramci jedné analyzy.

Faktu, ze v argonovém plazmatu vznikaji ionty, vyuziva spojeni ICP s hmotnostni
spektrometrii (ICP-MS). Zde ionty vzniklé v plazmatu fyzicky vstupuji do hmotnost-
niho spektrometru, kde jsou separovany, a je registrovano hmotnostni spektrum.
Plazmové hlavice je prakticky stejna jako u ICP-OES. Svazek nabitych iontua je
fokusovan iontovou optikou a vstupuje do analyzatoru, kde jsou ionty separovany
podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) a pifimo dopadaji na detektor. Analyzatory
jsou vétsinou jednoduché hmotnostni kvadrupély s rozliSenim dostacujicim pro
odliseni izotopt lisicich se o jednotku. Pro specialni aplikace existuji i ICP-MS
spektrometry s vysokym rozliS§enim. Na pocatku 21. stoleti se metoda ICP-MS po-
stupné stala hlavnim néstrojem stopové prvkové analyzy. Umoziiuje stanovit prvky
na koncentra¢ni irovni ng 17! (ppt, parts per trillion). Jedna se o nejcitlivéjsi tech-
niku v oblasti stopové prvkové analyzy, ktera navic umoziuje simultanni stanoveni
prvku.

Vsechny vysSe popsané metody analytické atomové spektrometrie jsou metody
relativni. Kvantifikace se provadi na zakladé porovnani signalu vzorku se signaly
standardt o znamé koncentraci.



Obr. 14 Plamenovy atomizator pro AAS (vlevo) a indukéné vazané plazma jako zdrojionty pro ICP-MS
(vpravo)

Priprava vzorku k analyze

Piiprava vzorku je nedilnou soucasti analyzy a nékdy i jeji Achillovou patou. Vétsina
analytickych instrumentalnich metod je uzptsobena pro vnaseni kapalnych vzor-
kt. Pevné vzorky musi byt pirevedeny do kapalné formy s jednoduchym slozenim
matrice. To se typicky provadi mikrovinnym rozkladem v kyselinach za zvysené
teploty a tlaku (viz obr. 15). Po rozkladu je potieba vzorky ptred analyzou mnoho-
nasobné ziedit. Béhem celého procesu je zapotiebi vyvarovat se rizik kontaminace
vzorku nebo ztrat analytu. Nékteré vzorky z odolnych materidlt nelze rozlozit
ké taveni nebo taveni v pritomnosti oxidaéniho ¢inidla (viz obr. 16). Analytické
metody kompatibilni s davkovanim pevného vzorku nebo jeho suspenze existuji,
mohou byt vSak vyuzity spiSe okrajové. Za zminku stoji metody vyuzivajici lasero-
vé ablace (LA). Material vzorku je laserovym pulsem vypaien a odpaiené ¢astice
jsou vedeny do ICP-MS, kde jsou atomizovany, nasledné ionizovany a detegovany
(viz vy$e). Dalsi mozZnosti je spektralni analyza plazmatu vznikajiciho na povrchu
vzorku pii laserovém pulzu, pak mluvime o spektroskopii laserem buzeného plaz-
matu (LIBS, laser induced breakdown spectroscopy). Emise z plazmatu je vyhod-
nocovana analogicky jako v pripadé ICP-OES (viz vyse). Metody s laserovou ablaci
1ze vyuzit i k mapovani prvkového zastoupeni ve vzorku s rozliSenim ve stovkach
mikrometru.
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Speciaéni analyza prvka

S kompletnim rozkladem vzorku je spojena i ztrata informace o formé, ve které
se prvek ve vzorku vyskytoval. P¥itom razné chemické formy prvku, tzv. specie,
mohou mit velice rtzné fyzikalné-chemické vlastnosti, které vyrazné ovliviiuji je-
jich toxicitu, biologickou aktivitu, biodostupnost ¢i mobilitu v Zivotnim prostiedi.
Stopova specia¢ni analyza je proto v souc¢asnosti jednim z hlavnich trenda ve sto-
pové prvkové analyze. Znalost zastoupeni jednotlivych specii prvku také dovoluje
1épe posuzovat miru Skodlivosti daného prvku pti jeho vyskytu v Zivotnim prostiedi,
¢i naopak jeho vyuzitelnosti Zivymi organismy. Pozadavek na provadéni speciac-
ni analyzy za¢ina pomalu pronikat i do legislativy, kdy jsou uvadény limity pro
pritomnost konkrétni chemické formy (napi¥iklad anorganického arzenu) namisto
celkového obsahu prvku. Metody atomové spektrometrie ze své podstaty, kdy do-
chazi k atomizaci molekul obsahujicich analyt, deteguji pouze prvek samotny, ni-
koliv jeho formu (specii). Diky své vysoké citlivosti a selektivité jsou vSsak atomové
spektrometrické metody presto nejvhodnéjsimi detektory i pro speciaéni analyzu.
Musi vSak byt splnéna jedna zasadni podminka, a sice aby jednotlivé specie prvku
pritomné ve vzorku byly vnaseny do detektoru postupné. Detekéni metodé se pro-
to prediazuje separacéni metoda, naptiklad kapalinova ¢i plynova chromatografie,
ktera dokaze rozdélit jednotlivé formy prvku, a ty jsou pak detegovany oddélené.
Této separaci predchazi komplikovana ptriprava vzorku, zahrnujici Setrnou extrakei
jednotlivych specii z matrice vzorku. Casto je rovnéZ nutné specie analytu po ex-
trakei zkoncentrovat z vétsiho objemu vzorku. Separace i piipravné procesy uz jsou
vysoce specifické a $ité na miru pro dany problém, typ vzorku a prvek. Uplatnéni
stopové a speciaéni analyzy prvki je velmi Siroké. Nasledujici piiklady ilustruji, jak
rozmanité jsou problémy, kterymi se na oddéleni stopové prvkové analyzy Ustavu
analytické chemie AV CR zabyvame.

Stopova prvkova a speciaéni analyza v praktickych aplikacich
Speciaéni analyza arzenu v potravinach. Arzen je nazornym ptikladem prvku,
u néhoz se toxicita jednotlivych specii vyrazné lisi. Specie s organicky vazanym
arzenem jsou vétSinou netoxické, zatimco ty obsahujici anorganicky arzen, tj. ar-
zenitany a arzeni¢nany, jsou velmi toxické. Potraviny morského puvodu jsou nej-
vyznamnéjs$imi zdroji organicky vazaného arzenu pfijimaného z potravy. V piipadé
anorganicky vazaného arzenu je v celosvétovém métitku jeho hlavnim zdrojem pro
¢lovéka kontaminovana pitna voda, coz je problém, ktery vyrazné trapi nékteré ob-
lasti napt. v Indii, Bangladési, ale i v USA ¢ Mexiku. Mezi dalsi vyznamné zdroje
arzenu patii také ryze. Nedavno stanoveny limit pro anorganicky vazany arzen
v ryzi ¢ini 0,2mg kg'. Normu bylo mozZzné zavést az poté, co byly vyvinuty rychlé
a spolehlivé analytické metody umoznujici kontrolu jejiho splnéni ¢i pfekroceni.
Nami vyvinuta analytickd metoda bezpeéné odliSuje anorganicky arzen od jeho ji-
nych specii bez nutnosti pouziti ¢asové a finanéné naroénych postupt a je schopna
detegovat toxické specie na koncentraéni trovni 0,001 mg kg'.

Speciaéni analyza arzenu v klinickych vzorcich. Vyvoj metod stopové spe-
cia¢ni analyzy vede k lepsimu pochopeni rizika a mechanismu zavaznych onemoc-
néni spojenych s chronickou expozici arzenu. Pfikladem jsou analyzy bunék odlou-
¢enych z vystelky mo¢ového méchyie, které po izolaci z moéi pacienttt mohou slouzit
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Obr. 17 Speciatni analyza germania ve vzorcich fi¢ni a mofské vody: (1) anorganicks forma Ge;
organické formy: (2) methyl- (3) dimethyl germanium

jako indikator expozice arzenu. Naméfené koncentrace arzenu koreluji s vyskytem
arzenem indukovaného diabetu. Druhym pi#ikladem je vyvoj analytické metody pro
ultrastopové stanoveni specii arzenu v krvi v souvislosti s mutaci genu BRCA1
a vyskytem karcinomu prsu.

Stanoveni a specia¢ni analyza tzv. technologicky kritickych prvku.
Jedna se o prvky (napt. Ge, Te, Ir, Pd, Pt), pomérné vzacné se vyskytujici, ale zaroven
zésadné dulezité pro pouZiti v modernich technologiich. Jejich vyskyt v pfirodnich



vodach je v fadu nizkych jednotek ng I}, coz klade vysoké naroky na analytické
metody pouzitelné pro jejich stanoveni. Dtisledkem jsou nedostate¢né ustanovené
hodnoty ptirozeného vyskytu, potiebné pro monitorovani ptipadného zne¢isténi ply-
nouciho z lidské ¢innosti. Nami vyvinuté analytické metody zaloZené na generovani
tékavych hydrida germania a telluru, jejich kryogenni prekoncentraci a separaci
a ICP-MS detekci dokazi stanovit nejen celkovy obsah, ale i specie germania a tel-
luru s dostateéné nizkymi limity detekce pro analyzy v pfirodnich neznecisténych
vodach. U germania to je kolem 0,02 ng 17! pro anorganicky vazané germanium
(germanicitan) a 0,01 ng 1-! pro organické specie germania (viz obr. 17). V piipadé
telluru dokéZeme stanovit na stejnych koncentraénich drovnich Te(IV) a Te(VI).

Ptikladem praktické aplikace nami vyvinutych metod je monitoring vyskytu
specii germania a arzenu v profilech Zenevského jezera v prabéhu jarni sezoény.
Germanium, jez ma vlastnosti podobné kiemiku, je v jezete piitomné v koncentraci
1,4 ng I'1. V prtbéhu jarni sezony je spotiebovavano rozsivkami, které ho zabudo-
vavaji do svych kifemicitych schranek, a proto koncentrace Ge u hladiny klesaji.
V pozdéjsich mésicich odumielé rozsivky klesaji ke dnu, schranky se rozpoustéji
a koncentrace Ge opét rostou. Arzen, ktery je pritomny v koncentraci asi 1 ng 17,
tj. desetkrat nizsi nez je limit pro pitnou vodu, méa komplikovanéjsi chemii. V zimé
je pritomen jako anorganicky arzeni¢nan — As(V), ktery na jaife mikroorganismy
redukuji na arzenitan — As(III). Zaroven piibyva methylovanych specii arzenu,
které jsou produktem jejich detoxikaéniho metabolismu.

Zavérem

Vyse uvedené priklady jsou z oblasti stopové prvkové a speciaéni analyzy — ty
jsou jen uzkym vysekem toho, ¢im se analyticka chemie zabyva. Nicméné muzeme
v obecné roviné konstatovat, Ze na nich 1ze demonstrovat o¢ekavani i naroky kla-
dené na celou analytickou chemii. Tu lze vnimat jako sluzbu spole¢nosti, jejiz dva
hlavni cile jsou v podstaté vzdy stejné. Tim prvnim je vyvoj analytickych metod pro
stanoveni pozadovanych slozek (majoritnich i minoritnich, Zaddoucich i nezadoucich)
v daném vzorku s ohledem na jeho sloZeni, které muize byt u redlnych vzorka velmi
komplexni. Druhym cilem je rutinni pouziti vyvinutych analytickych metod a po-
skytnuti relevantnich vysledkt. Dalezitou roli analytického chemika je navrhnout
z existujicich analytickych metod tu nejvhodnéjsi. Dale je nutné zvolit pro dany
vzorek a metodu spravné instrumentalni parametry, aby stejné mnozstvi analytu
ve standardech i v realnych vzorcich davalo shodnou odezvu. V fadé ptipadu je
odezva analytu ve vzorku zavisla na ostatnich slozkach ve vzorku piitomnych, tzv.
matrici. Spravnost méieni je ovérovana analyzami referen¢nich materialu s cer-
tifikovanym obsahem analytt, tzv. certifikovanych referenc¢nich materialt. Prace
analytického chemika se nesmi omezit jen na prostiedi laboratote, ale mél by mit
pod kontrolou cely proces od odbéru vzorku a jeho transportu do laboratote ptes
jeho skladovani a piedipravu az do faze méieni a zpracovani dat. Vysledky analyz
jsou CGasto vyuzivany i odborniky v dalsich védnich oborech, v biologii, toxikologii,
mediciné, ochrané Zivotniho prostiedi ¢i v pramyslovych odvétvich. Tito koncovi
uzivatelé pak vysledky analyz interpretuji. Aby byly jejich zavéry spravné, je tie-
ba vzajemna komunikace mezi védnimi obory a souéinnost analytického chemika
nejlépe hned na zaéatku celého procesu, jesté pred odbérem vzorku.



V soucasnosti se usili vSech péti oddéleni (oddéleni bioanalytické instrumenta-
ce, elektromigrac¢nich metod, separaci v tekutych fazich, analytické chemie Zivot-
niho prostiedi a stopové prvkové analyzy) zamé¥uje na vyuZiti analytické chemie
v nejraznéjsich oblastech védy a techniky véetné mediciny, ochrany Zivotniho pro-
stfedi a kontroly potravin i na vysoce ¢isté materialy.

Zabyvame se vyvojem teoretickych vychodisek, aplikaci a instrumentaci sepa-
racnich a spektroskopickych metod analytické chemie. Vlastni technologie umoz-
nuji vyrobu a charakterizaci mikrofluidik a nanomaterialti. Specifickou ¢asti na-
Seho vyzkumu jsou metody vyuZivajici elektrické pole, sorpci, proudéni tekutin,
silové pole, chemickou reakeci a jejich kombinace, které jsou hnaci silou separaci.

Spektroskopicka oblast vyzkumu zahrnuje hmotnostni spektrometrii, atomovou
spektroskopii a vyvoj optickych spektroskopickych technik a jejich pouziti v sepa-
rac¢nich metodach. Teoreticka vychodiska jsou dualezitym a neoddélitelnym ved-
lejsim produktem a poskytuji také nové a originalni znalosti pouZzitelné v jinych
védnich oborech, pfedev§im v biochemii a ve fyzikalni chemii.



Predkladana brozura p#inasi kratky piehled vybranych vyzkumnych smért
na Ustavu analytické chemie AV CR, v. v. i. V péti &lancich postupné kazdé
z péti védeckych oddéleni dstavu predstavuje vybrané téma ze své ¢innosti. Pro
dalsi informace navstivte www.iach.cz a www.CE-CE.org.
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