
Chem. Listy 112, 605615(2018)                                                                                                                                              Referát 

605 

ELEKTROCHEMICKÉ STANOVENÍ HOMOVANILOVÉ, VANILMANDLOVÉ  
A 5-HYDROXY-3-INDOLOCTOVÉ KYSELINY JAKO BIOMARKERŮ  
NÁDOROVÝCH ONEMOCNĚNÍ  

ANNA MAKRLÍKOVÁ
a,b , JIŘÍ BAREK

a,  
VLASTIMIL VYSKOČIL

a a TOMÁŠ NAVRÁTIL
b  

 

a Univerzita Karlova, Přírodovědecká fakulta, Katedra 
analytické chemie, UNESCO laboratoř elektrochemie ži-
votního prostředí, Hlavova 2030/8, 128 43 Praha 2, 
b Ústav fyzikální chemie J. Heyrovského AV ČR, v. v. i., 
Dolejškova 2155/3, 182 23 Praha 8 
anna.makrlikova@natur.cuni.cz 
 

Došlo 21.12.17, přepracováno 17.5.18, přijato 22.5.18. 
 
 

Klíčová slova: homovanilová kyselina, vanilmandlová 
kyselina, 5-hydroxy-3-indoloctová kyselina, nádorové 
biomarkery, voltametrie, ampérometrie, HPLC 
s elektrochemickou detekcí 

 
Obsah 
 
1. Úvod 
2. Elektrochemická oxidace studovaných biomarkerů 
3. Voltametrické stanovení studovaných biomarkerů  
4.   HPLC stanovení studovaných biomarkerů 

s elektrochemickou detekcí   
5.  Další elektrochemické metody  
6. Závěr 
 
 

1. Úvod 
 
Homovanilová kyselina (HVA, 4-hydroxy-3-methoxy-

fenyloctová kyselina, CAS No 306-08-1) a vanilmandlová 
kyselina (VMA, 4-hydroxy-3-methoxymandlová kyselina, 
CAS No 55-10-7) jsou konečným produktem metabolismu 
katecholaminů1–3. 5-Hydroxyindol-3-octová kyselina 
(HIAA, CAS No 54-16-0) je produktem metabolismu neu-
rotransmiteru serotoninu4. Zvýšená koncentrace HVA, 
VMA a HIAA v moči5 a v krevní plasmě2 může indikovat 

některá onemocnění. Koncentrace HVA a VMA v tělních 
tekutinách je zvýšená především u nádorů typu neuroblas-
tomu6,7, feochromocytomu8,9 a karcinoidu9,10. Kromě zmí-
něných nádorů mohou HVA, VMA a HIAA sloužit 
k predikci schizofrenie11, Parkinsonovy nemoci12, autis-
mu13 a Touretteova syndromu14. Rovněž mohou signalizo-
vat deprese15, posttraumatické stresové poruchy16 a sebe-
vražedné chování u pacientů17. Poměr koncentrací HVA/
VMA v moči novorozenců může sloužit pro včasnou dia-
gnosu Menkesovy nemoci18. Normální koncentrace výše 
zmíněných organických kyselin v moči jsou 8,2–41,0 
µmol l–1 pro HVA, 11,6–28,7 µmol l–1 pro VMA a 17,8–
58,3 µmol l–1 pro HIAA19, resp. 1,3–7,6 mg l–1  pro všech-
ny tyto biomarkery20.  

Pro stanovení výše zmíněných biomarkerů (obr. 1) je 
zapotřebí citlivých a selektivních analytických technik21  
vzhledem k jejich podobným strukturám a nízkým koncen-
tracím v biologických tekutinách. Nejčastěji se používá 
HPLC s elektrochemickou detekcí (ED)3,22–25, např. ampé-
rometrickou26 nebo coulometrickou27, či s mimořádně citli-
vou fluorescenční detekcí (FD)28–30. Avšak přímá flu-
orescenční kvantifikace katecholaminů a jejich metabolitů 
v reálných vzorcích je obtížně proveditelná kvůli krátkým 
emisním a excitačním vlnovým dálkám, a proto se často 
používá jejich derivatizace1,21. Ještě citlivější a selektivněj-
ší je chemiluminiscenční detekce (CHLD)31 a nejcitlivější 
a nejselektivnější je detekce hmotnostní spektrometrií 
(MS)7,32–35. Dalšími možnými metodami pro stanovení 
HVA, VMA a HIAA jsou plynová chromatografie (GC)36,37, 
tenkovrstvá chromatografie38, vysokoúčinná tenkovrstvá 
chromatografie (HPTLC)39, imunochemické metody40–42 
a spektrofotometrie8,43. Z elektromigračních metod je 
vhodná kapilární elektroforéza (CZE)19,44 často spojená 
s ampérometrickou detekcí44,45, micelární elektrokinetická 
chromatografie (MEKC)20,46 a izotachoforéza47. 

Před samotným stanovením jsou vzorky často upravo-
vány, nejčastěji kapalinovou extrakcí1,9 umožňující potřeb-
nou předběžnou separaci a prekoncentraci. Někdy lze vzo-
rek pouze přefiltrovat a injektovat do kolony3,34. Popsána 
je i extrakce HVA a HIAA tuhou fází na bázi dutého vlák-
na vodivého polypyrrolu48.  

Obr. 1. Strukturní vzorce HVA, VMA a HIAA  

                      HVA                                                     VMA                                                   HIAA 
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Výše uvedené separační a spektrometrické metody 
jsou však zpravidla finančně, instrumentálně i časově ná-
ročné. Proto je v poslední době věnována pozornost i vyu-
žití moderních elektroanalytických metod, které jsou 
v řadě případů dostatečně citlivé i selektivní a přitom jsou 
rychlejší, jednodušší a levnější z hlediska pořizovacích 
i provozních nákladů. Navíc jsou snadno miniaturizovatel-
né a tudíž kompatibilní s přístupem označovaným jako 
„point-of-care analysis“, kterému je dnes věnována zvýše-
ná pozornost. Proto je následující přehled věnován právě 
využití moderních elektroanalytických metod v této oblas-
ti, přičemž pozornost je zaměřena na nejčastěji používané 
voltametrické a ampérometrické metody. 

 
 

2.  Elektrochemická oxidace studovaných 
biomarkerů 
 
Díky –OH skupině na aromatickém systému jsou 

uvedené biomarkery elektrochemicky aktivní a lze je rela-
tivně snadno oxidovat na nejrůznějších pevných elektro-
dách (viz tab. I)49. Navzdory strukturní podobnosti HVA 
a VMA vykazují odlišné chování např. při voltametrii na 
hranami orientované (edge-plane pyrolytic graphite 
electrode, EPPGE) či na základní rovinou orientované 
(basal-plane pyrolytic graphite electrode, BPPGE) pyroly-
tické grafitové elektrodě nebo na elektrodě ze skelného 

uhlíku (GCE). VMA je zde oxidována v prvním kroku na 
radikál-kation za výměny dvou elektronů (první pík při 
diferenční pulsní voltametrii (DPV)). Ten je následně de-
karboxylován na vanilin, který je dále oxidován za výmě-
ny dalších dvou elektronů na odpovídající o-chinon (druhý 
pík při DPV) podléhající další elektrochemické oxidaci za 
vzniku směsi různých produktů (viz obr. 2).  

Naproti tomu HVA poskytuje jediný DPV pík při 
potenciálu odpovídajícímu prvnímu píku VMA. To je vy-
světlováno podstatně nižší rychlostí dekarboxylace a re-
aromatizace vedoucí ke vzniku vanilinu poskytujícího 
druhý pík16,49. Při ireverzibilní elektrochemické oxidaci 
HVA na uhlíkové pastové elektrodě (CPE) dochází ke 
vzniku 4-aceto-o-chinonu, který tvoří reverzibilní redoxní 
systém s 3,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinou55. Výskyt 
tří píků na voltamogramu u HIAA na některých elektrodo-
vých materiálech může být spojen s odlišným mechanis-
mem elektrochemické oxidace vedoucí k chinoniminové 
struktuře, ve které C=O vazba (vzniklá z  –OH skupiny na 
benzenovém jádře) je konjugována s C=N vazbou 
vzniklou v heterocyklické části molekuly50 (viz obr. 3). 
Podle práce52 je celkový mechanismus značně složitý 
a jednotlivé píky odpovídají vesměs ireverzibilním kro-
kům s přenosem jednoho elektronu a jednoho protonu ať 
už výchozí látky či složité směsi vzniklých meziproduktů.  

Poloha i výška píků diskutovaných biomarkerů při 
nejčastěji používané DPV závisí na pH, složení základního 

Obr. 2. Elektrochemická oxidace VMA (cit.49)  

Obr. 3. Elektrochemická oxidace HIAA (cit.50) 
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Tabulka I 
Přehled voltametrických metod stanovení HVA, VMA a HIAA 

Elektroda Technika Analyt Prostředí Vzorek Úprava  
vzorku 

LOD   
[µmol l–1] 

Lit. 

EPPGEa 
MWCNT-SPEb 

DPV VMA fosfátový pufr (pH 6,85) – – 1,7  
1  

49 

SPCEc DPV HVA, VMA, 
HIAA 

BR pufr (0,04 mol l–1, 
pH 3,0) 

– – 0,24 (HVA) 
0,06 (VMA) 
0,12 (HIAA) 

51 

OGCEd SWV HIAA acetátový pufr 
(0,2 mol l–1, pH 2) 

– – 0,92 52 

GCEe CV HIAA fosfátový pufr  
(0,025 mol l–1, pH 2) 

žaludeční 
šťáva 

centrifugace, 
deproteinizace 

0,08 53 

CFEf DPV HVA, VMA BR pufr (0,04 mol l–1, 
pH 2,0) 

– – 0,09 (HVA) 
0,24 (VMA) 

54 

CPEg 
(modifikovaná 
lipidem) 

CV HVA fosfátový pufr (pH 7,4) extra-
celulární 
mozková 
tekutina 

ředění  
základním  
elektrolytem 

3 55 

CPE 
(modifikovaná 
kationtovými 
tenzidy) 

CV HVA, VMA fosfátový pufr 
(0,1 mol l–1, pH 7,5) 

– – neuveden 56 

GCE (film  
Alizarinové 
červeně S) 

DPV HVA fosfátový pufr 
(0,1 mol l–1, pH 3,0) 

lidská 
krevní 
plazma 

naředění 17 57 

GCE (film  
3-amino-5-             
-merkapto-1,2,4- 
-triazolu) 

DPV HVA fosfátový pufr 
(0,2 mol l–1, pH 7,2) 

lidská 
krevní 
plazma 

ředění  
základním 
elektrolytem 

9,4·10–5 16 

SPCE  
(modifikovaná 
nanočásticemi 
zlata) 

SWV HIAA fosfátový pufr (pH 7,2) lidská 
krevní 
plazma 

naředění 0,022 59 

GCE  
(modifikovaná 
mědí) 

DPV HVA fosfátový pufr 
(0,1 mol l–1, pH 7,2) 

– – 0,01 60 

GCE  
s polymerním 
filmem (MIPh) 

DPV HVA citrátový/HCl pufr 
(0,1 mol l–1, pH 1,1) se 
40% acetonitrilem) 
  

– – 0,007 61 

GCE  
s polymerním 
filmem (MIP) 

DPV VMA citrátový pufr 
(0,025 mol l–1, pH 3,0) 

– – 96 62 

BDDEi DPV HVA, VMA fosfátový pufr 
(0,1 mol l–1, pH 3,0) 

– – 0,57 (HVA) 
0,41 (VMA) 

64 

CPE DPV HVA, VMA BR pufr (0,04 mol l–1, 
pH 2,0) 

– – 0,38 (HVA) 
0,25 (VMA) 

65 



Chem. Listy 112, 605615(2018)                                                                                                                                              Referát 

608 

elektrolytu i na použitém elektrodovém materiálu a pohy-
buje se v širokém rozmezí od +1,2 V v případě VMA či 
+0,9 V v případě HVA na anodicky oxidované borem 
dopované diamantové elektrodě (BDDE) až po +0,6 V 
v případě VMA či +0,3 V v případě HVA na GCE. HIAA 
je pak ve většině případů oxidována při nižších potenciá-
lech než VMA či HVA. Za určitých podmínek lze tedy 
získat dostatečně oddělené signály těchto analytů umožňu-
jící jejich simultánní stanovení i na nemodifikovaných 
elektrodách. Hledání těchto podmínek a případné aplikace 
voltametrických metod na reálné vzorky je předmětem 
většiny dále diskutovaných prací. 

 
 

3.  Voltametrické stanovení studovaných 
biomarkerů 
 
K těmto účelům lze využít řadu nemodifikovaných 

i různým způsobem modifikovaných elektrod. Příkladem 
využití nemodifikovaných elektrod je stanovení HVA, 
VMA a HIAA na sítotiskových uhlíkových elektrodách 
(SPCE, screen-printed carbon electrode) pomocí DPV 
(cit.51) s LOD 0,24 µmol l–1 (HVA), 0,06 µmol l–1 (VMA) 
a 0,12 µmol l–1 (HIAA). Uvedenou metodou je možné 
stanovit každou kyselinu zvlášť, HVA a VMA i simul-
tánně ve směsi. Square wave voltametrie (SWV, voltame-
trie čtvercových vln) na GCE při stanovení HIAA posky-
tuje LOD 0,9 µmol l–1 i za přítomnosti některých interfe-
rentů, přičemž značná pozornost byla věnována i mecha-
nismu elektrodového děje52. Cyklická voltametrie (CV) na 
GCE byla použita i ke stanovení HIAA v lidské žaludeční 
šťávě53 s LOD 80 nmol l–1. Simultánní stanovení HVA 
a VMA pomocí DPV na kompozitní uhlíkové elektrodě54 

poskytlo LOD 0,3 µmol l–1 pro HVA a 0,8 µmol l–1 (1. pík) 

a 1,4 µmol l–1 (2. pík) pro VMA. CV na nemodifikované 
CPE byla použita ke sledování HVA v mozkové extracelu-
lární tekutině. Při rychlosti skenování 0,2 V s–1 a vhodně 
zvolených podmínkách umožňuje sledování HVA v 10s 
intervalech s LOD 3 µmol l–1 (cit.55).  

Voltametrické stanovení HVA a VMA na CPE modi-
fikovaných in situ povrchově aktivními látkami (konkrétně 
kationtovými tenzidy)56 vedlo k výraznému zvýšení citli-
vosti ve srovnání s nemodifikovanými CPE, což bylo vy-
světleno na základě elektrostatických a hydrofobních inter-
akcí. Za určitých podmínek povrchově aktivní látky stabilizují 
některé z elektrochemických produktů, což vysvětluje rozdíl-
né voltametrické chování HVA a VMA a odráží se i v růz-
ných mechanismech jejich elektrochemické oxidace56. 

DPV na GCE s polymerním filmem Alizarinové čer-
veně S při stanovení levodopy (L-DOPA) a HVA 
v přítomnosti askorbové kyseliny poskytla LOD 6, 17 a 
30 nmol l–1 pro L-DOPA, HVA a askorbovou kyselinu57. 
GCE potažená filmem 3-amino-5-merkapto-1,2,4-triazolu 
byla použita k úspěšnému simultánnímu stanovení kyseli-
ny 3,4-dihydroxyfenyloctové (DOPAC) a HVA, s LOD 
66 pmol l–1 pro DOPAC a 94 pmol l–1 pro HVA (cit.16). 
Toto simultánní stanovení na nemodifikované GCE nebylo 
možné. Voltametrické stanovení HVA a VMA na anodic-
ky oxidované BDDE, nemodifikované GCE a GCE modi-
fikované Nafionem (Nafion/GCE) a Poly(neutralní červe-
ní) (PNR/GCE) poskytlo LOD 0,6; 0,9; 0,8 a 1,2 μmol l−1 
pro HVA a 0,4; 1,5; 2,4 a 1,1 μmol l−1 pro VMA na 
BDDE, nemodifikované GCE, Nafion/GCE a PNR/GCE 
(cit.58). SPCE na bázi grafitu modifikovaného nanočástice-
mi zlata poskytla při SWV stanovení dopaminu a HIAA ve 
vzorcích moči LOD 8 nmol l–1 pro dopamin a 22 nmol l–1 
pro HIAA (cit.59). 

Elektroda Technika Analyt Prostředí Vzorek Úprava  
vzorku 

LOD   
[µmol l–1] 

Lit. 

CPE DPV HVA BR pufr (pH 2) 
  

– – 0,4 67 

CCEj VMA – – 5,02  
(první pík) 
0,92  
(druhý pík) 

SPCE DPV HVA, VMA BR pufr (0,04 mol l–1, 
pH 3) 

– – 0,24 (HVA) 
0,06 (VMA) 

68 

Pt elektroda DPV HVA, VMA BR pufr (pH 3) – – neuveden 69 

Tabulka I 
pokračování 

a EPPGE – hranami orientovaná pyrolytická grafitová elektroda (edge-plane pyrolytic graphite electrode), b MWCNT-SPE – 
vícestěnnými uhlíkovými nanotrubičkami (multiwalled carbon nanotubes) modifikovaná sítotisková elektroda (screen-
printed electrode), c SPCE – sítotisková uhlíková elektroda (screen-printed carbon electrode), d OGCE – elektroda 
z oxidovaného skelného uhlíku (oxidized glassy carbon electrode), e GCE – elektroda ze skelného uhlíku (glassy carbon 
electrode), f CFE – uhlíková filmová elektroda (carbon film electrode), g CPE – uhlíková pastová elektroda (carbon paste 
electrode), h MIP – molekulárně vtištěný polymer (molecular imprinted polymer), i BDDE – borem dopovaná diamantová 
elektroda, j CCE – uhlíková kompozitní elektroda (carbon composite electrode) 
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 Voltametrický senzor pro stanovení močové kyseliny 
a HVA v přítomnosti askorbové kyseliny připravený nane-
sením vrstvy mědi na GCE (cit.60) umožňuje stanovení 
10 nmol l–1 HVA a kyseliny močové v přítomnosti 
100 nmol l–1 kyseliny askorbové.  

Molekulárně vtištěné polymery (MIP) jsou další mož-
ností pro stanovení biomarkerů rakoviny. Molekulární 
imprinting je užitečná metoda pro přípravu polymerních 
porézních materiálů s vysokou selektivitou pro molekulu 
(templát) díky paměťovému efektu. Metoda založená na 
porovnání stabilizačních energií předpolymerizačních 
aduktů mezi templátem a různými funkčními monomery61 
umožnila racionální výběr nejvhodnějšího monomeru 
a rozpouštědla. Takto připravený voltametrický senzor pro 
stanovení HVA s použitím MIP jako rozpoznávacího prv-
ku připraveného polymerací methakrylové kyseliny 
v prostředí toluenu poskytl LOD 7 nmol l–1. Vývoj volta-
metrického senzoru na bázi elektrod modifikovaných 
akrylovýmy MIP pro stanovení VMA popsali Blanco-
López a spol.62. Tenké vrstvy MIP byly připraveny rotač-
ním nanášením směsi monomerů (templátu, methakrylové 
kyseliny, zesíťovacího činidla a rozpouštědla) na povrch 
GCE a následnou fotopolymerací. Vlastní měření bylo 
provedeno ve vodném citrátovém pufru (0,025 mol l–1, 
pH 3) s 10 % (v/v) acetonitrilu zajišťujícím dobrou smáči-
vost polymeru. LOD se pohyboval kolem 95 µmol l–1. 

Stanovení HVA, VMA a HIAA pomocí voltametrie 
i pomocí později diskutované ampérometrie jsou věnovány 
i bakalářské a diplomové práce studentů z naší laboratoře. 
Jako příklad lze uvést stanovení HVA pomocí HPLC-ED 
(cit.63) na koloně Phenomenex Gemini C18 s coulometric-
kou detekcí (ESA, 0 V, +0,075 V, +0,45 V) a mobilní fází 
fosfáto-acetátový pufr, acetonitril a methanol o pH 5,35 
s LOD 0,13 µmol l–1 nebo simultánní stanovení HVA 
a VMA ve směsi pomocí DPV s anodicky oxidovanou 
BDDE64 ve fosfátovém pufru (0,1 mol l–1, pH 3,0) s vý-
slednými LOD 0,57 µmol l–1 pro HVA a 0,41 µmol l–1 pro 
VMA. HVA a VMA byly dále stanoveny pomocí DPV 
a HPLCE-ED na CPE (cit.65). DPV v Brittonově-
Robinsonově (BR) pufru poskytla LOD 0,38 µmol l–1 pro 
HVA a 0,25 µmol l–1 pro VMA. HPLC s ampérometrickou 
detekcí („wall-jet“ detektor, +1,1 V) s mobilní fází aceto-
nitril-fosfáto-acetátový pufr (25:75) o pH 2,5 poskytla LOD 
0,7 µmol l–1 pro HVA a 0,2 µmol l–1 pro VMA. Metodou 
standardního přídavku byly sledované biomarkery stano-
veny ve zředěném vzorku moči s LOD 0,8 µmol l–1 pro 
HVA a 0,5 µmol l–1 pro VMA. Dosažené výsledky jsou 
zároveň shrnuty v článku66. Uhlíková filmová elektroda 
(CFE) a GCE byly použity v dizertační práci67 pro stano-
vení HVA a VMA pomocí CV, DPV, voltametrie 
s lineárním nárůstem potenciálu (LSV, linear staircase 
voltammetry) a elektrochemické impedanční spektrosko-
pie (EIS). Bylo popsáno i stanovení HVA a VMA pomocí 
DPV na SPCE68 v BR pufru s LOD 0,24 µmol l–1 pro HVA 
a 0,06 µmol l–1 pro VMA. Výsledky byly spolu s dalším 
analytem HIAA (LOD 0,12 µmol l–1) publikovány ve výše 

zmíněném článku51. V další závěrečné práci69 je pro stano-
vení HVA a VMA využita diferenční pulsní ampérometrie 
(+0,6 V, platinový tubulární detektor) s platinovou elektro-
dou v BR pufru a rovněž HPLC s ampérometrickou detek-
cí a UV detekcí (254 nm) v mobilní fázi acetonitril-
BR pufr (pH 2,5).  

 
 

4.  HPLC stanovení studovaných biomarkerů 
s elektrochemickou detekcí 
 
HPLC-ED kombinuje výhody separačních metod 

(zejména vyšší selektivitu) a metod elektrochemických 
(vysokou citlivost a skutečnost, že neruší elektrochemicky 
neaktivní látky). Mez detekce se zpravidla pohybuje 
v submikromolárním koncentračním rozmezí a při analýze 
biologických materiálů se tato technika často kombinuje 
s vhodnou metodou předběžné separace a prekoncentrace, 
nejčastěji pomocí kapalinové extrakce (LLE) nebo extrak-
ce tuhou fází (SPE, pozor na stejnou zkratku používanou 
běžně v odborné literatuře pro sítotiskové elektrody). Nej-
častěji se používá ampérometrická detekce při konstantním 
potenciálu vloženém na vhodnou pracovní elektrodu. Nej-
běžnější upořádání je tenkovrstvé (thin-layer), wall-jet či 
tubulární. Rozhodující zde je vhodná volba podmínek pro 
separaci a pro detekci, které je nutné vhodným způsobem 
sladit, a dále vhodná volba použitého materiálu detekční 
elektrody. V poslední době se stále častěji používají meto-
dy s rychlou změnou potenciálu pracovní elektrody umož-
ňující záznam řady voltamogramů v průběhu jediného 
chromatografického píku a tak zvyšující výpovědní hodno-
tu tohoto způsobu detekce. Totéž platí o elektro-
chemických detektorech využívajících různé typy elektro-
dových polí umožňujících současný záznam chromatogra-
mů při různých hodnotách vloženého potenciálu. Pulsní 
ampérometrie pak umožňuje využití různých potenciálo-
vých pulsů nejen k detekci sledovaného analytu, ale 
i k čištění pracovní elektrody eliminujícímu případné pro-
blémy s její pasivací. Pravděpodobně nejcitlivější je coulo-
metrická detekce pomocí porézních elektrod či jejich polí, 
která však vyžaduje podstatně dražší instrumentaci. Pře-
hled metod stanovení studovaných biomarkerů pomocí 
různých metod HPLC s elektrochemickou detekcí je uve-
den v tab. II. Z lékařského hlediska je nejzajímavější práce 
italských vědců6, kteří sledovali biomarkery neuroblasto-
mu (HVA a VMA) pomocí HPLC-ED s využitím komerč-
ně dostupné metody (HVA-VMA s HPLC, Bio Rad Labo-
ratories, Milán, Itálie) po dobu sedmi let. Práce podrobně 
analyzuje diagnostické výsledky HVA/Cr a VMA/Cr 
(hodnoty HVA a VMA vztažené na množství vyloučeného 
kreatininu v moči) v různých stádiích onemocnění 
a věkových podskupinách a poskytuje mezní hodnoty, 
které mohou určit pacienty s neuroblastomem i pacienty 
s podezřením na neuroblastom a pomoci tak při vyhodno-
cování lékařských vyšetření. 
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Tabulka II 
HPLC-ED stanovení HVA, VMA a HIAA 

Detekce (typ detekce,  
typ detektoru,  
parametry) 

Analyt Kolona (typ, 
(zrnitost v µm; 
rozměry v mm)) 

Vzorek 
  

Úprava vzorku LOD 
[µmol l–1] 

Lit. 

coula, ESA, +0,4 V, 
+0,2 V, ‒0,3 V 

HVA,VMA, 
HIAA 

ODS (150 × 4,6) moč filtrace (4,3–13,1)·10–3 
  

3 

coula, ESA, +0,1 V, 
+0,65 V, +0,7 V 

HVA,VMA, 
HIAA 

Zorbax SP-150 C8 moč extrakce  
ethyl-acetátem 

2,7 (HVA) 
0,5 (VMA) 
5,2 (HIAA) 

22 

ampb, TL-5 průtoková 
cela, +0,67 V 

HVA, VMA, 
HIAA 

ODS (5; 150 × 4,6) moč extrakce  
ethyl-acetátem 

neuveden 23 

amp, průtoková cela, 
+0,6 V (HVA, VMA), 
+0,45 V (5-HIAA) 

HVA, VMA, 
HIAA 

Yanapak ODS-T 
(10; 250 × 4) 

moč centrifugace neuveden 70 

amp, LC-12 průtoková 
cela, +0,72 V 

HVA, VMA, 
HIAA 

Hypersil ODS  
(5; 150 × 4,6) 

moč extrakce  
ethyl-acetátem 

neuveden 71 

coul, ESA, +0,35 V,  
+1 V, 0 V 

HVA, VMA, 
HIAA 

Lichrospher C18  
(5; 125 × 4) 

moč extrakce  
etherem,  
centrifugace 

0,08 (HVA) 
0,15 (VMA) 
0,03 (HIAA) 

9 

coul, detektorové pole, 
+0,2 V, +0,3 V, +0,35 V, 
+0,4 V, +0,45 V, +0,5 V, 
+0,55 V, +0,6 V 

HVA, VMA, 
HIAA 

C18/iontově  
výměnná  
(150 × 4,6) 

moč centrifugace 9,3·10–3 (HVA) 
1,21·10–2 
(VMA) 
1,31·10–2 
(HIAA) 

24 

coul, ESA, +0,1 V,  
+0,22 V 

HVA, VMA Inertsil-ODS 2  
(250 × 4,6) 

moč analyty eluovány 
z filtračního  
papíru, zředění 

0,03 (HVA, 
VMA) 

72 

amp, LC-4B průtoková 
cela, +0,85 V 

HVA, VMA Hitachi Gel No. 
3013-0 (250 × 4) 

moč analyty eluovány 
z filtračního  
papíru, extrakce 
ethyl-acetátem 

neuveden 73 

amp, LC-4B, +0,9 V HVA, VMA Hitachi Gel 3013-0 
(5; 250 × 4) 

moč extrakce 
z filtračního  
papíru 

0,055 (HVA) 
0,025 (VMA) 

74 

coul, ESA, +0,05 V,  
–0,175 V 

HVA, VMA Spherisorb ODS 2 
(5; 250 × 4) 

plasma SPEc, 
centrifugace 

1,7·10–4 (HVA) 
3,8·10–4 (VMA) 

27 

coul, ESA, +0,45 V,  
+0,4 V, +0,18 V 

HVA, VMA Discovery HS C18 
(5; 250 × 4) 

moč SPE 0,8 (HVA) 
0,4 (VMA) 

75 

amp, LC-17 průtoková 
cela, +0,8 V 

VMA, HIAA Waters 5 µm C18 
Nova Pak 

moč extrakce  
ethyl-acetátem 

10,1 (VMA) 
5,2 (HIAA) 

76 

amp, LC-4 průtoková 
cela, +0,7 V 

HVA, HIAA C18 RP (300 × 3,9) moč hydrolýza 1,4·10–3 (HVA) 
1,3·10–3 (HIAA) 

77 

amp, LC-4A průtoková 
cela, +0,85 V 

HVA, HIAA Ultrasphere ODS  
(5; 150 × 4,6) 

myší  
mozková 
tkáň 

homogenizace, 
centrifugace 

1,37·10–2 (HVA) 
5,2·10–3 (HIAA) 

78 

coul, ESA, +0,1 V,  
‒0,2 V, +0,4 V 

HVA, HIAA C18 Hypersil  
(5; 150 × 4,6) 

vysušené 
krevní 
skvrny 
a plasma 

SPE 6,6·10–4 (HVA) 
2,6·10–4 (HIAA) 

79 
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Tabulka II 
pokračování 

Detekce (typ detekce,  
typ detektoru, parametry) 
  

Analyt Kolona (typ,  
(zrnitost v µm; 
rozměry v mm)) 

Vzorek 
  

Úprava vzorku LOD 
[µmol l–1] 

Lit. 

amp, LC-3 průtoková 
cela, +0,8 V 

HVA, HIAA C18 (300 × 3,9) lidská 
a myší  
mozková 
tkáň 

centrifugace 1,1·10–2 (HVA) 
1,1·10–3 (HIAA) 

80 

amp, tenkovrstvá  
průtoková cela, +0,7 V 

HVA, HIAA Luna C18  
(5; 250 × 4,6) 

mozkomíšní 
mok 

mikrodialýza 1,3·10–3 (HVA) 
6·10–4 (HIAA) 

12 

amp, detekce pomocí  
rotující diskové  
elektrody při +0,7 V 

HVA, HIAA Polygosil C8  
(5; 100 × 3) 

myší  
mozková 
tkáň 

homogenizace, 
centrifugace 

neuveden 81 

amp, tenkovrstvá   
průtoková cela, +0,7 V 

HVA Shim-pack VP-ODS 
(5; 150 × 4,6) 

moč centrifugace 7·10–4 26 

coul, ESA, +0,3 V HVA C18 RP  
(5; 250 × 4,6) 

myší  
mozková 
tkáň po 
mikro-
dialýze 

– 3·10–3 82 

coul, ESA, detektorové 
pole, +0,05 V na elektro-
dě 1, +0,15 V na elektrodě 
2, +0,25 V na elektrodě 3, 
+0,35 V na elektrodě 4, 
+0,55 V na elektrodě 5, 
+0,9 V na elektrodě 6,  
+1 V na elektrodě 7 

HVA C18 ESA MD-150 
(3; 150 × 3) 

myší  
mozková 
tkáň 

homogenizace 4,7·10–3 83 

amp, TV II tenkovrstvý, 
+0,8 V 

HVA Polygosil C8  
(5; 100 × 3) 

myší  
mozková 
tkáň 

homogenizace, 
centrifugace 

neuveden 84 

amp, průtoková cela,  
+0,8 V 

HVA C8 (5; 150 × 4,6) plasma SPE 1,1·10–3 85 

coul, ESA, +0,1 V,  
‒0,2 V, +0,5 V 

HVA C8 (5; 250 × 4,6) plasma SPE 5,5·10–4 86 

coul, ESA, 0 V, 0,075 V, 
+0,45 V 

HVA Phenomenex  
Gemini C18  
(150 × 4,6) 

myší  
mozková 
tkáňd 

homogenizace, 
filtrace 

0,13 
  

63 

coul, ESA, +0,45 V, 
–0,2 V 

VMA Spherisorb ODS2 (5; 
100);  
C18 (10; 20) 

moč extrakce do  
vázané fáze na 
oxidu  
křemičitém 

1,25·10–2 87 

amp, TL-8A průtoková 
cela, +1,3 V 

VMA Lichrosorb RP 18 
(10; 250 × 4,5) 

moč extrakce  
ethyl-acetátem, 
centrifugace 

neuveden 88 

amp, LC-3 průtoková 
cela, +0,6 V 

HIAA Nucleosil C18 RP (3; 
75 × 4) 

moč – 0,5 89 

Nucleosil C18 RP (5; 
150 × 4,6) 

amp, LC-4B průtoková 
cela, +0,55 V 

HIAA Biophase ODS C18 
(5; 250 × 4,6) 

moč SPE 6,28 90 
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5. Další elektrochemické metody 
 
Sem lze zařadit např. některé velmi zajímavé studie 

možností potenciometrického stanovení těchto biomarke-
rů48,94 a dále studie jejich stanovení pomocí průtokové 
injekční analýzy s ampérometrickou detekcí (FIA-AD)95.  

Potenciometrie představuje jednu z nejlevnějších, 
nejrychlejších a tudíž v praxi nejoblíbenějších metod. Vel-
mi zajímavou možnost detekce diskutovaných protinádo-
rových biomarkerů nabízí diplomová práce94 popisující 
přípravu potenciometrických biosenzorů na bázi vodivých 
polymerů a PVC membrán. Na předupravený povrch elek-
trod na bázi vodivých polymerů byla kovalentně navázaná 
merkaptofenylboronová kyselina a povrch PVC membrán 
na bázi anexu byl modifikován chemicky generovaným 
polyanilinem (PANI). Takto připravená elektroda umožňu-
je rychlé a jednoduché přímé potenciometrické stanovení 
HVA, VMA i HIAA s LOD kolem 2 mmol l–1. FIA umož-
ňuje výrazné zrychlení analýz a navíc v řadě případů eli-
minuje problémy s pasivací pracovní elektrody, neboť 
produkty elektrodové reakce jsou účinně odstraňovány od 
povrchu elektrody tokem nosné kapaliny. Využitím 
FIA-AD ke stanovení studovaných biomarkerů se zabývá 
studie95. Biomarkery byly stanoveny na SPCE v BR pufru 
(0,04 mol l–1, pH 2,0) v komerčně dostupné průtokové 
cele. Kalibrační závislosti byly proměřeny v rozsahu 0,05 
až 100 µmol l–1. Závislosti byly lineární a dosažené LOD 
byly 0,065 µmol l–1 pro HVA (při +0,6 V), 0,053 µmol l–1 
pro VMA (při +0,8 V) a 0,033 µmol l–1 pro HIAA (při 
+0,8 V) (počítáno z vyhodnocených výšek píků) 
a 0,024 µmol l–1 pro HVA, 0,020 µmol l–1 pro VMA 
a 0,012 µmol l–1 pro HIAA (počítáno z vyhodnocených 
ploch píků). Tato metoda je považována za slibnou 

z hlediska rychlosti analýzy, snadné automatizace a elimi-
nace pasivace elektrod. Vzhledem k blízkým hodnotám 
detekčních potenciálů nelze všechny tři biomarkery stano-
vit simultánně v jednom experimentu. K tomuto účelu se 
nabízí dosud nezkoumaná možnost využití fast scan volta-
metrie, pole elektrod či vhodných matematických metod 
používaných k rozlišení elektrochemicky podobných látek. 

 
 

6. Závěr 
 
Cílem tohoto příspěvku bylo upozornit na možnosti, 

výhody a omezení moderních elektroanalytických metod 
pro stanovení vybraných nádorových biomarkerů (jmeno-
vitě homovanilové, vanilmandlové a 5-hydroxy-3-indol-
octové kyseliny) a přehledně shrnout dosud publikované 
voltametrické a ampérometrické metody vhodné pro stano-
vení zmíněných biomarkerů v biologických tekutinách. Jak 
již bylo uvedeno, hlavní předností elektrochemických me-
tod je jejich rychlost, citlivost, miniaturizovatelnost a níz-
ké pořizovací i provozní náklady. Za nevýhodu lze pova-
žovat ne vždy postačující selektivitu a problémy s pasivací 
pracovních elektrod ve složitých biologických matricích. 
A právě tímto směrem bude nutné zaměřit další výzkum. 
Z velkého počtu publikovaných prací o elektrochemickém 
stanovení diskutovaných biomarkerů lze usuzovat na jejich 
význam a jejich možnosti. Díky včasnému zachycení zvý-
šených koncentrací těchto biomarkerů v tělních tekutinách 
je možno léčbu nádorů zahájit včas, a zvýšit tak šanci na 
uzdravení pacientů. 

 
Tento příspěvek vznikl v rámci Specifického vysoko-

školského výzkumu (SVV260440), za finanční podpory 

amp, LC-4A průtoková 
cela, +0,5 V 

HIAA Bondapak C18  
(10; 240 × 4,6) 

mozkomíšní 
mok, 
plasma, 
moč 

extrakce  
ethyl-acetátem, 
centrifugace 

4·10–3 91 

amp, průtoková cela,  
+0,4 V 

HIAA Luna C18  
(5; 250 × 4,6) 

moč centrifugace, 
filtrace 

5·10–4 92 

amp, TL-8A průtoková 
cela, +1 V 

HIAA Ultrasphere C18  
(5; 150 × 4,5) 

moč centrifugace neuveden 93 

coul, ESA, +0,25 V; 
+0,55 V 

HVA, VMA, 
HIAA 

Hypersil C18  
(5; 250 × 4,6) 

moč – 2 (HVA) 
0,3 (VMA) 
1 (HIAA) 

10 

Detekce (typ detekce,  
typ detektoru, parametry) 
  

Analyt Kolona (typ,  
(zrnitost v µm; 
rozměry v mm)) 

Vzorek 
  

Úprava vzorku LOD 
[µmol l–1] 

Lit. 

Tabulka II 
pokračování 

a coul – coulometrická detekce, b amp – ampérometrická detekce, c SPE – extrakce tuhou fází (solid phase extraction), 
d pokus o použití této techniky v myší mozkové tkáni po mikrodialýze byl neúspěšný  
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A. Makrlíkováa,b, J. Bareka, V. Vyskočila, and 
T. Navrátilb (a Charles University, Faculty of Science, 
Department of Analytical Chemistry, UNESCO Laborato-
ry of Environmental Electrochemistry, Prague, b J. Hey-
rovský Institute of Physical Chemistry of the AS CR): Elec-
trochemical Methods for the Determination of Homo-
vanillic, Vanillylmandelic, and 5-Hydroxy-3-indole-
acetic Acid as Cancer Biomarkers 

  
Homovanillic (HVA), vanillylmandelic (VMA), and 

5-hydroxy-3-indoleacetic acid (HIAA) are cancer bi-
omarkers and their abnormally high urinary levels can 
serve as a useful tool for prediction of neuroblastoma, 
pheochromocytoma, and carcinoid tumors. HVA and 
VMA are connected with the catecholamine metabolism, 
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while HIAA is related to the tryptophan metabolism. The 
aim of this review is to describe the electrochemical oxida-
tion HVA, VMA, and HIAA and summarize published 
voltammetric and amperometric methods suitable for the 
determination of these biomarkers in various biological 
fluids.  

  

Keywords: homovanillic acid, vanillylmandelic acid, 
5-hydroxy-3-indoleacetic acid, tumor biomarkers, voltam-
metry, amperometry, HPLC with electrochemical detec-
tion 
 


