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1. Uvod

Homovanilova kyselina (HVA, 4-hydroxy-3-methoxy-
fenyloctova kyselina, CAS No 306-08-1) a vanilmandlova
kyselina (VMA, 4-hydroxy-3-methoxymandlova kyselina,
CAS No 55-10-7) jsou koneénym produktem metabolismu
katecholaminti' ®.  5-Hydroxyindol-3-octova  kyselina
(HIAA, CAS No 54-16-0) je produktem metabolismu neu-
rotransmiteru  serotoninu®. Zvysena koncentrace HVA,
VMA a HIAA v mo&i’® a v krevni plasm&® mize indikovat
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Obr. 1. Strukturni vzorce HVA, VMA a HIAA
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néktera onemocnéni. Koncentrace HVA a VMA v télnich
tekutinach je zvysSena predev§im u nadord typu neuroblas-
tomu®’, feochromocytomu®’® a karcinoidu®'®. Kromé zmi-
nénych nadorit mohou HVA, VMA a HIAA slouzit
k predikci schizofrenie'', Parkinsonovy nemoci'?, autis-
mu'® a Touretteova syndromu'*. Rovnéz mohou signalizo-
vat deprese", posttraumatické stresové poruchy'® a sebe-
vrazedné chovani u pacientd'’. Pomér koncentraci HVA/
VMA v mo¢i novorozencti mtize slouzit pro véasnou dia-
gnosu Menkesovy nemoci'®. Normalni koncentrace vyse
zminénych organickych kyselin vmo¢i jsou 8,2-41,0
pmol I'! pro HVA, 11,6-28,7 pmol I"' pro VMA a 17,8
58,3 umol I'' pro HIAA'", resp. 1,3-7,6 mg "' pro viech-
ny tyto biomarkery®’.

Pro stanoveni vySe zminénych biomarkert (obr. 1) je
zapotiebi citlivych a selektivnich analytickych technik?'
vzhledem k jejich podobnym strukturdm a nizkym koncen-
tracim v biologickych tekutinach. Nejcastéji se pouziva
HPLC s elektrochemickou detekci (ED)*** %, napt. ampé-
rometrickou®® nebo coulometrickou®’, & s mimoradng citli-
vou fluorescenéni detekci (FD)*® . Avsak piima flu-
orescen¢ni kvantifikace katecholamint a jejich metabolitd
v redlnych vzorcich je obtizné proveditelna kvili kratkym
emisnim a excitacnim vlnovym dalkam, a proto se Casto
pouziva jejich derivatizace'”'. Jesté citlivéjsi a selektivngj-
§i je chemiluminiscenéni detekce (CHLD)™ a nejcitlivajsi
(MS)?**. Dalsimi moznymi metodami pro stanoveni
HVA, VMA a HIAA jsou plynova chromatografie (GC)**’,
tenkovrstva chromatografie®®, vysokou¢inna tenkovrstva
chromatografie (HPTLC)®, imunochemické metody***
a spektrofotometrie®®.  Z elektromigraénich metod je
vhodna kapilarni elektroforéza (CZE)'** Gasto spojena
s ampérometrickou detekci***, micelarni elektrokineticka
chromatografie (MEKC)?* a izotachoforéza®’.

Pfed samotnym stanovenim jsou vzorky ¢asto upravo-
vény, nejéast&ji kapalinovou extrakci'’ umoziujici potieb-
nou predb&znou separaci a prekoncentraci. Nékdy 1ze vzo-
rek pouze prefiltrovat a injektovat do kolony®**. Popsana
je 1 extrakce HVA a HIAA tuhou fazi na bazi dutého v1ak-
na vodivého polypyrrolu®.
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VySe uvedené separacni a spektrometrické metody
jsou vsak zpravidla finan¢né, instrumentalné i ¢asové na-
ro¢né. Proto je v posledni dobé vé€novéana pozornost i vyu-
ziti modernich elektroanalytickych metod, které jsou
v fadé pripadi dostatecné citlivé i selektivni a pfitom jsou
rychlejsi, jednodussi a levnéjsi z hlediska pofizovacich
i provoznich néakladd. Navic jsou snadno miniaturizovatel-
né a tudiz kompatibilni s pfistupem oznaCovanym jako
,point-of-care analysis®, kterému je dnes vénovana zvyse-
na pozornost. Proto je nasledujici ptehled vénovan prave
vyuziti modernich elektroanalytickych metod v této oblas-
ti, pfi¢emz pozornost je zaméfena na nejcastéji pouzivané
voltametrické a ampérometrické metody.

2. Elektrochemicka oxidace studovanych
biomarkeru

Diky —OH skupiné na aromatickém systému jsou
uvedené biomarkery elektrochemicky aktivni a 1ze je rela-
tivné snadno oxidovat na nejriznéjSich pevnych elektro-
dach (viz tab. D). Navzdory strukturni podobnosti HVA
a VMA vykazuji odlisné chovani napt. pfi voltametrii na
hranami orientované (edge-plane pyrolytic graphite
electrode, EPPGE) ¢i na zakladni rovinou orientované
(basal-plane pyrolytic graphite electrode, BPPGE) pyroly-
tické grafitové elektrodé nebo na elektrodé ze skelného
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Obr. 2. Elektrochemicka oxidace VMA (cit.*)
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Obr. 3. Elektrochemicka oxidace HIAA (cit.”")
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uhliku (GCE). VMA je zde oxidovana v prvnim kroku na
radikal-kation za vymény dvou elektronti (prvni pik pfi
diferencni pulsni voltametrii (DPV)). Ten je nasledné de-
karboxylovén na vanilin, ktery je dale oxidovan za vymé-
ny dal$ich dvou elektrond na odpovidajici o-chinon (druhy
pik ptfi DPV) podléhajici dalsi elektrochemické oxidaci za
vzniku smési riznych produktd (viz obr. 2).

Naproti tomu HVA poskytuje jediny DPV pik pfi
potencialu odpovidajicimu prvnimu piku VMA. To je vy-
svétlovano podstatné nizsi rychlosti dekarboxylace a re-
aromatizace vedouci ke vzniku vanilinu poskytujiciho
druhy pik'®*. Pii ireverzibilni elektrochemické oxidaci
HVA na uhlikové pastové elektrodé (CPE) dochazi ke
vzniku 4-aceto-o-chinonu, ktery tvofi reverzibilni redoxni
systém s 3,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinou™. Vyskyt
ti1 pikti na voltamogramu u HIAA na nékterych elektrodo-
vych materialech mize byt spojen s odliSnym mechanis-
mem elektrochemické oxidace vedouci k chinoniminové
struktufe, ve které C=0 vazba (vznikla z —OH skupiny na
benzenovém jadie) je konjugovana s C=N vazbou
vzniklou v heterocyklické &asti molekuly®® (viz obr. 3).
Podle prace™ je celkovy mechanismus znatné slozity
a jednotlivé piky odpovidaji vesmes ireverzibilnim kro-
kim s pienosem jednoho elektronu a jednoho protonu at’
uz vychozi latky ¢i slozité smési vzniklych meziproduktii.

Poloha i vyska pikd diskutovanych biomarkert pfi
nejcastéji pouzivané DPV zavisi na pH, sloZeni zakladniho

vanilin
HO. Oy
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Tabulka I
Prehled voltametrickych metod stanoveni HVA, VMA a HIAA
Elektroda Technika  Analyt Prostiedi Vzorek Uprava LOD Lit.
vzorku [pmol 1]
EPPGE? DPV VMA fosfatovy pufr (pH 6,85) — - 1,7 49
MWCNT-SPE’ 1
SPCE® DPV HVA, VMA, BR pufr (0,04 mol I, — - 0,24 (HVA) 51
HIAA pH 3.,0) 0,06 (VMA)
0,12 (HIAA)
OGCE* SWV HIAA acetatovy pufr - - 0,92 52
(0,2mol I'', pH 2)
GCE® Ccv HIAA fosfatovy pufr zalude¢ni  centrifugace, 0,08 53
(0,025 mol I'!, pH 2) Stava deproteinizace
CFEf DPV HVA, VMA BR pufr (0,04 mol I, — - 0,09 (HVA) 54
pH 2,0) 0,24 (VMA)
CPE® ()% HVA fosfatovy pufr (pH 7,4) extra- fedéni 3 55
(modifikovana celularni zakladnim
lipidem) mozkova  elektrolytem
tekutina
CPE Ccv HVA, VMA fosfatovy pufr - - neuveden 56
(modifikovana (0,1 mol I'', pH 7,5)
kationtovymi
tenzidy)
GCE (film DPV HVA fosfatovy pufr lidska naredéni 17 57
Alizarinové (0,1 mol I, pH 3,0) krevni
cervené S) plazma
GCE (film DPV HVA fosfatovy pufr lidska fedéni 9,4-10° 16
3-amino-5- (0,2 mol I'', pH 7,2) krevni zakladnim
-merkapto-1,2,4- plazma elektrolytem
-triazolu)
SPCE SWV HIAA fosfatovy pufr (pH 7,2) lidska naredéni 0,022 59
(modifikovana krevni
nanocasticemi plazma
zlata)
GCE DPV HVA fosfatovy pufr - - 0,01 60
(modifikovana (0,1 mol 1™, pH 7,2)
medi)
GCE DPV HVA citratovy/HCI pufr - - 0,007 61
s polymernim (0,1 mol I'', pH 1,1) se
filmem (MIPh) 40% acetonitrilem)
GCE DPV VMA citratovy pufr - - 96 62
s polymernim (0,025 mol "', pH 3,0)
filmem (MIP)
BDDE' DPV HVA, VMA fosfatovy pufr - - 0,57 (HVA) 64
(0,1 mol "', pH 3,0) 0,41 (VMA)
CPE DPV HVA, VMA BR pufr (0,04 mol I, — - 0,38 (HVA) 65
pH 2,0) 0,25 (VMA)
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Tabulka I
pokracovani
Elektroda Technika  Analyt Prostiedi Vzorek Uprava LOD Lit.
vzorku [umol ']
CPE DPV HVA BR pufr (pH 2) - - 0,4 67
CCE! VMA - - 5,02
(prvni pik)
0,92
(druhy pik)
SPCE DPV HVA, VMA  BR pufr (0,04 mol 1!, — - 0,24 (HVA) 68
pH 3) 0,06 (VMA)
Pt elektroda  DPV HVA, VMA  BR pufr (pH 3) - - neuveden 69

“EPPGE — hranami orientovana pyrolyticka grafitova elektroda (edge-plane pyrolytic graphite electrode), " MWCNT-SPE —
vicesténnymi uhlikovymi nanotrubickami (multiwalled carbon nanotubes) modifikovana sitotiskova elektroda (screen-
printed electrode), °SPCE — sitotiskova uhlikova elektroda (screen-printed carbon electrode), *OGCE - elektroda
z oxidovaného skelného uhliku (oxidized glassy carbon electrode), *GCE — elektroda ze skelného uhliku (glassy carbon
electrode), "CFE — uhlikova filmova elektroda (carbon film electrode), 8 CPE — uhlikova pastova elektroda (carbon paste
electrode), "MIP — molekuldrné vti§tény polymer (molecular imprinted polymer), 'BDDE — borem dopovana diamantova
elektroda, ! CCE — uhlikova kompozitni elektroda (carbon composite electrode)

elektrolytu i na pouzitém elektrodovém materialu a pohy-
buje se v Sirokém rozmezi od +1,2 V v pfipad¢ VMA ¢i
+0,9 V v pfipad¢ HVA na anodicky oxidované borem
dopované diamantové elektrod¢ (BDDE) az po +0,6 V
v ptipadé VMA ¢i +0,3 V v piipadé HVA na GCE. HIAA
je pak ve vétsiné ptipadl oxidovana pfi niz§ich potencia-
lech nez VMA ¢i HVA. Za ur€itych podminek lze tedy
ziskat dostatecné oddélené signaly téchto analytti umoziu-
jici jejich simultanni stanoveni i na nemodifikovanych
elektrodach. Hledani téchto podminek a ptipadné aplikace
voltametrickych metod na redlné vzorky je predmétem
vétSiny dale diskutovanych praci.

3. Voltametrické stanoveni studovanych
biomarkeri

K témto ucelim lze vyuzit fadu nemodifikovanych
i riznym zptisobem modifikovanych elektrod. Piikladem
vyuziti nemodifikovanych elektrod je stanoveni HVA,
VMA a HIAA na sitotiskovych uhlikovych elektrodach
(SPCE, screen-printed carbon electrode) pomoci DPV
(cit>")s LOD 0,24 pmol I'' (HVA), 0,06 pmol I' (VMA)
a 0,12 pmol I'' (HIAA). Uvedenou metodou je mozné
stanovit kazdou kyselinu zvlast, HVA a VMA i simul-
tann¢ ve smési. Square wave voltametrie (SWV, voltame-
trie ¢tvercovych vin) na GCE pfi stanoveni HIAA posky-
tuje LOD 0,9 pmol I"" i za pritomnosti n&kterych interfe-
rentll, pficemz znacna pozornost byla vénovana i mecha-
nismu elektrodového dé&je’®. Cyklicka voltametrie (CV) na
GCE byla pouzita i ke stanoveni HIAA v lidské Zalude¢ni
§tave™ s LOD 80 nmol I''. Simultinni stanoveni HVA
a VMA pomoci DPV na kompozitni uhlikové elektrod&™
poskytlo LOD 0,3 umol 1" pro HVA a 0,8 pmol 1" (1. pik)
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a 1,4 umol I'" (2. pik) pro VMA. CV na nemodifikované
CPE byla pouzita ke sledovani HVA v mozkové extracelu-
larni tekutin€. Pii rychlosti skenovani 0,2 V s' a vhodng
zvolenych podminkach umoznuje sledovani HVA v 10s
intervalech s LOD 3 pmol I (cit.).

Voltametrické stanoveni HVA a VMA na CPE modi-
fikovanych in situ povrchové aktivnimi latkami (konkrétné
kationtovymi tenzidy)>® vedlo k vyraznému zvyseni citli-
vosti ve srovnani s nemodifikovanymi CPE, coz bylo vy-
svétleno na zakladé¢ elektrostatickych a hydrofobnich inter-
akci. Za urcitych podminek povrchove aktivni latky stabilizuji
nékteré z elektrochemickych produktd, coz vysvétluje rozdil-
né voltametrické chovani HVA a VMA a odrdzi se i v rliz-
nych mechanismech jejich elektrochemické oxidace™.

DPV na GCE s polymernim filmem Alizarinové Cer-
ven¢ S pii stanoveni levodopy (L-DOPA) a HVA
v pritomnosti askorbové kyseliny poskytla LOD 6, 17 a
30 nmol I'' pro L-DOPA, HVA a askorbovou kyselinu®’.
GCE potazena filmem 3-amino-5-merkapto-1,2,4-triazolu
byla pouzita k Gspésnému simultannimu stanoveni kyseli-
ny 3.4-dihydroxyfenyloctové (DOPAC) a HVA, s LOD
66 pmol I pro DOPAC a 94 pmol I pro HVA (cit."®).
Toto simultanni stanoveni na nemodifikované GCE nebylo
mozné. Voltametrické stanoveni HVA a VMA na anodic-
ky oxidované BDDE, nemodifikované¢ GCE a GCE modi-
fikované Nafionem (Nafion/GCE) a Poly(neutralni ¢erve-
ni) (PNR/GCE) poskytlo LOD 0,6; 0,9; 0,8 a 1,2 pmol 1!
pro HVA a 04; 1,5; 2,4 a 1,1 umol I pro VMA na
BDDE, nemodifikované GCE, Nafion/GCE a PNR/GCE
(cit.”®). SPCE na bazi grafitu modifikovaného nanocastice-
mi zlata poskytla pti SWV stanoveni dopaminu a HIAA ve
vzorcich mo¢i LOD 8 nmol 1" pro dopamin a 22 nmol I"!
pro HIAA (cit.”).



Chem. Listy 772, 605-615 (2018)

Voltametricky senzor pro stanoveni mocové kyseliny
a HVA v pritomnosti askorbové kyseliny pfipraveny nane-
senim vrstvy médi na GCE (cit.®) umoziluje stanoveni
10nmol I HVA a kyseliny mo&ové v piitomnosti
100 nmol 1" kyseliny askorbové.

Molekularné vtisténé polymery (MIP) jsou dalsi moz-
nosti pro stanoveni biomarkerti rakoviny. Molekuldrni
imprinting je uzite¢na metoda pro ptipravu polymernich
poréznich materidlli s vysokou selektivitou pro molekulu
(templat) diky pamétovému efektu. Metoda zalozena na
porovndni stabilizacnich energii pfedpolymerizacnich
aduktt mezi templatem a riiznymi funk&nimi monomery®'
umoznila raciondlni vybér nejvhodnéjsiho monomeru
a rozpoustédla. Takto ptipraveny voltametricky senzor pro
stanoveni HVA s pouzitim MIP jako rozpoznévaciho prv-
ku ptipraveného polymeraci methakrylové kyseliny
v prostiedi toluenu poskytl LOD 7 nmol I"'. Vyvoj volta-
metrického senzoru na bazi elektrod modifikovanych
akrylovymy MIP pro stanoveni VMA popsali Blanco-
Lopez a spol.2. Tenké vrstvy MIP byly piipraveny rotaé-
nim nanasenim smési monomert (templatu, methakrylové
kyseliny, zesitovaciho ¢inidla a rozpoustédla) na povrch
GCE a naslednou fotopolymeraci. Vlastni méfeni bylo
provedeno ve vodném citratovém pufru (0,025 mol 1,
pH 3) s 10 % (v/v) acetonitrilu zaji§t'ujicim dobrou smaci-
vost polymeru. LOD se pohyboval kolem 95 umol I"'.

Stanoveni HVA, VMA a HIAA pomoci voltametrie
1 pomoci pozdé¢ji diskutované ampérometrie jsou vénovany
i bakalarské a diplomové prace studentl z nasi laboratore.
Jako ptiklad lze uvést stanoveni HVA pomoci HPLC-ED
(cit.”) na kolon& Phenomenex Gemini C18 s coulometric-
kou detekci (ESA, 0 V, +0,075 V, +0,45 V) a mobilni fazi
fosfato-acetatovy pufr, acetonitril a methanol o pH 5,35
s LOD 0,13 umol ' nebo simultdnni stanoveni HVA
a VMA ve smési pomoci DPV s anodicky oxidovanou
BDDE® ve fosfatovém pufru (0,1 mol 1", pH 3,0) s vy-
slednymi LOD 0,57 pmol I pro HVA a 0,41 pmol "' pro
VMA. HVA a VMA byly dale stanoveny pomoci DPV
a HPLCE-ED na CPE (cit.®®). DPV v Brittonové-
Robinsonové (BR) pufru poskytla LOD 0,38 pmol 1" pro
HVA a 0,25 pmol I"! pro VMA. HPLC s ampérometrickou
detekei (,,wall-jet™ detektor, +1,1 V) s mobilni fazi aceto-
nitril-fosfato-acetatovy pufr (25:75) o pH 2,5 poskytla LOD
0,7 pmol 1" pro HVA a 0,2 umol I"" pro VMA. Metodou
standardniho ptidavku byly sledované biomarkery stano-
veny ve ziedéném vzorku moé&i s LOD 0,8 umol I' pro
HVA a 0,5 pmol ' pro VMA. Dosazené vysledky jsou
zaroven shrnuty v &lanku®. Uhlikova filmova elektroda
(CFE) a GCE byly pouzity v dizertaéni praci® pro stano-
veni HVA a VMA pomoci CV, DPV, voltametrie
s linearnim narGstem potencialu (LSV, linear staircase
voltammetry) a elektrochemické impedancni spektrosko-
pie (EIS). Bylo popséano i stanoveni HVA a VMA pomoci
DPV na SPCE® v BR pufru s LOD 0,24 umol I"' pro HVA
a 0,06 umol 1" pro VMA. Vysledky byly spolu s dalsim
analytem HIAA (LOD 0,12 umol ") publikovéany ve vyse
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zminéném &lanku®'. V dalsi zavéreené praci® je pro stano-
veni HVA a VMA vyuZita diferen¢ni pulsni ampérometrie
(+0,6 V, platinovy tubularni detektor) s platinovou elektro-
dou v BR pufru a rovnéZ HPLC s ampérometrickou detek-
ci a UV detekei (254 nm) v mobilni fazi acetonitril-
BR pufr (pH 2,5).

4. HPLC stanoveni studovanych biomarkeri
s elektrochemickou detekci

HPLC-ED kombinuje vyhody separac¢nich metod
(zejména vyssi selektivitu) a metod elektrochemickych
(vysokou citlivost a skutecnost, ze nerusi elektrochemicky
neaktivni latky). Mez detekce se zpravidla pohybuje
v submikromolarnim koncentracnim rozmezi a pii analyze
biologickych materidld se tato technika Casto kombinuje
s vhodnou metodou predbézné separace a prekoncentrace,
nejcastéji pomoci kapalinové extrakce (LLE) nebo extrak-
ce tuhou fazi (SPE, pozor na stejnou zkratku pouzivanou
bézn¢ v odborné literatute pro sitotiskové elektrody). Nej-
Casté&ji se pouziva ampérometricka detekce pfi konstantnim
potencialu vlozeném na vhodnou pracovni elektrodu. Nej-
tubuldrni. Rozhodujici zde je vhodné volba podminek pro
separaci a pro detekci, které je nutné vhodnym zptisobem
sladit, a dale vhodna volba pouzitého materidlu detekcni
elektrody. V posledni dobé se stale ¢astéji pouzivaji meto-
dy s rychlou zménou potencidlu pracovni elektrody umoz-
Hujici zdznam fady voltamogramii v priibé¢hu jediného
chromatografického piku a tak zvySujici vypovédni hodno-
tu tohoto zplsobu detekce. Totéz plati o elektro-
chemickych detektorech vyuzivajicich rizné typy elektro-
dovych poli umoziujicich soucasny zdznam chromatogra-
mi pfi riznych hodnotich vlozeného potencialu. Pulsni
ampérometrie pak umoziuje vyuziti riznych potencialo-
vych pulst nejen kdetekci sledovaného analytu, ale
1 k ¢iSténi pracovni elektrody eliminujicimu ptipadné pro-
blémy s jeji pasivaci. Pravdépodobné nejcitlivéjsi je coulo-
metrickd detekce pomoci poréznich elektrod ¢i jejich poli,
ktera vSak vyzaduje podstatné drazsi instrumentaci. Pre-
hled metod stanoveni studovanych biomarkerti pomoci
ruznych metod HPLC s elektrochemickou detekcei je uve-
den v tab. II. Z 1ékatského hlediska je nejzajimavéjsi prace
italskych védca®, kteii sledovali biomarkery neuroblasto-
mu (HVA a VMA) pomoci HPLC-ED s vyuzitim komerc-
n¢ dostupné metody (HVA-VMA s HPLC, Bio Rad Labo-
ratories, Milan, Italie) po dobu sedmi let. Prace podrobné
analyzuje diagnostické vysledky HVA/Cr a VMA/Cr
(hodnoty HVA a VMA vztazené na mnozstvi vylou¢eného
kreatininu v moc¢i) vriznych stadiich onemocnéni
a vékovych podskupinach a poskytuje mezni hodnoty,
které mohou urcit pacienty s neuroblastomem i pacienty
s podezfenim na neuroblastom a pomoci tak pfi vyhodno-
covani 1ékatskych vysetfeni.
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Tabulka II
HPLC-ED stanoveni HVA, VMA a HIAA
Detekce (typ detekce, Analyt Kolona (typ, Vzorek Uprava vzorku LOD Lit.
typ detektoru, (zrnitost v um; [umol 1M
parametry) rozméry v mm))
coul’, ESA, +0,4 V, HVA,VMA, ODS (150 x 4,6) moc¢ filtrace (4,3-13,1)-10° 3
+0,2V,-0,3V HIAA
coul’, ESA, +0,1 V, HVA,VMA, Zorbax SP-150 C8  mo¢ extrakce 2,7 (HVA) 22
+0,65V, +0,7V HIAA ethyl-acetatem 0,5 (VMA)
5,2 (HIAA)
ampb, TL-5 prutokova HVA, VMA, ODS (5; 150 x 4,6) moc¢ extrakce neuveden 23
cela, +0,67 V HIAA ethyl-acetatem
amp, prutokova cela, HVA, VMA,  Yanapak ODS-T mo¢ centrifugace neuveden 70
+0,6 V (HVA, VMA), HIAA (10; 250 x 4)
+0,45 V (5-HIAA)
amp, LC-12 pritokova ~ HVA, VMA,  Hypersil ODS moc¢ extrakce neuveden 71
cela, +0,72 V HIAA (5; 150 x 4,6) ethyl-acetatem
coul, ESA, +0,35 V, HVA, VMA, Lichrospher C18 mo¢ extrakce 0,08 (HVA) 9
+1V,0V HIAA (5; 125 x 4) etherem, 0,15 (VMA)
centrifugace 0,03 (HIAA)
coul, detektorové pole, HVA, VMA, C18/iontové mo¢ centrifugace 9,3-107 (HVA) 24
+0,2 V,+0,3 V,+0,35V, HIAA vyménna 1,21-10°
+0,4V,+0,45V,+0,5V, (150 x 4,6) (VMA)
+0,55 V,+0,6 V 1,31-107
(HIAA)
coul, ESA, +0,1V, HVA, VMA Inertsil-ODS 2 mo¢ analyty eluovany 0,03 (HVA, 72
+0,22 V (250 x 4,6) z filtraéniho VMA)
papiru, zfedéni
amp, LC-4B pratokova  HVA, VMA Hitachi Gel No. mo¢ analyty eluovany neuveden 73
cela, +0,85 V 3013-0 (250 x 4) z filtraniho
papiru, extrakce
ethyl-acetatem
amp, LC-4B, +0,9 V HVA, VMA Hitachi Gel 3013-0 mo¢ extrakce 0,055 (HVA) 74
(5;250 x 4) z filtracniho 0,025 (VMA)
papiru
coul, ESA, +0,05 V, HVA, VMA Spherisorb ODS 2 plasma SPES, 1,7+ 10 (HVA) 27
-0,175V (5;250 x 4) centrifugace 3,8:10* (VMA)
coul, ESA, +045 V, HVA, VMA Discovery HS C18  moc¢ SPE 0,8 (HVA) 75
+0,4V,+0,18 V (5; 250 x 4) 0,4 (VMA)
amp, LC-17 prutokova ~ VMA, HIAA  Waters 5 um C18 mo¢ extrakce 10,1 (VMA) 76
cela, +0,8 V Nova Pak ethyl-acetatem 5,2 (HIAA)
amp, LC-4 pritokova HVA,HIAA  C18 RP (300 x 3,9) mo¢ hydrolyza 1,4-10° (HVA) 77
cela, +0,7 V 1,3-10° (HIAA)
amp, LC-4A pritokova  HVA, HIAA  Ultrasphere ODS mysi homogenizace, 1,37-10% (HVA) 78
cela, 0,85V (5; 150 x 4,6) mozkova  centrifugace 5,2-107° (HIAA)
tkan
coul, ESA, +0,1V, HVA, HIAA C18 Hypersil vysuSené  SPE 6,6:10° (HVA) 79
-0,2V,+0,4V (5; 150 x 4,6) krevni 2,6:107* (HIAA)
skvrny
a plasma
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Tabulka II
pokracovani
Detekce (typ detekee, Analyt Kolona (typ, Vzorek Uprava vzorku ~ LOD Lit.
typ detektoru, parametry) (zrnitost v um; [umol 1"
rozméry v mm))
amp, LC-3 pratokova HVA, HIAA C18 (300 x 3,9) lidska centrifugace 1,1-10% (HVA) 80
cela, +0,8 V a mysi 1,1-107 (HIAA)
mozkova
tkan
amp, tenkovrstva HVA, HIAA LunaCl8 mozkomisni mikrodialyza 1,3-10° (HVA) 12
pratokova cela, +0,7 V (5;250 x 4,6) mok 6-10* (HIAA)
amp, detekce pomoci HVA, HIAA Polygosil C8 mys$i homogenizace, neuveden 81
rotujici diskové (5; 100 x 3) mozkova centrifugace
elektrody pti +0,7 V tkan
amp, tenkovrstva HVA Shim-pack VP-ODS  mo¢ centrifugace 7-10°* 26
pratokova cela, +0,7 V (5; 150 x 4,6)
coul, ESA, +0,3V HVA CI8 RP mysi - 3-10°° 82
(5; 250 x 4,6) mozkova
tkan po
mikro-
dialyze
coul, ESA, detektorové HVA C18 ESA MD-150 mysi homogenizace 4,7-107 83
pole, +0,05 V na elektro- (3; 150 x 3) mozkova
dé 1, +0,15 V na elektrodé tkan
2,+0,25 V na elektrodé 3,
+0,35 V na elektrodé 4,
+0,55 V na elektrodé 5,
+0,9 V na elektrodé 6,
+1 V na elektrodé 7
amp, TV II tenkovrstvy, = HVA Polygosil C8 mysi homogenizace, neuveden 84
+0,8 V (5; 100 x 3) mozkova centrifugace
tkan
amp, prutokova cela, HVA C8 (5; 150 x 4,6) plasma SPE 1,1-10° 85
+0,8 V
coul, ESA, +0,1V, HVA C8 (5; 250 x 4,6) plasma SPE 5,5-107 86
-0,2V,+0,5V
coul, ESA,0V, 0,075V, HVA Phenomenex mysi homogenizace, 0,13 63
+0,45V Gemini C18 mozkova filtrace
(150 x 4,6) tkan
coul, ESA, +0,45 V, VMA Spherisorb ODS2 (5; moc¢ extrakce do 1,25:1072 87
-0,2V 100); vazané faze na
C18 (105 20) oxidu
kfemicitém
amp, TL-8A priitokova VMA Lichrosorb RP 18 moc¢ extrakce neuveden 88
cela, +1,3 V (10; 250 x 4,5) ethyl-acetatem,
centrifugace
amp, LC-3 pritokova HIAA Nucleosil C18 RP (3; moc¢ - 0,5 89
cela, +0,6 V 75 x 4)
Nucleosil C18 RP (5;
150 x 4,6)
amp, LC-4B prutokova HIAA Biophase ODS C18  mo¢ SPE 6,28 90
cela, +0,55 V (5,250 x 4,6)
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Tabulka II
pokracovani
Detekce (typ detekee, Analyt Kolona (typ, Vzorek Uprava vzorku ~ LOD Lit.
typ detektoru, parametry) (zrnitost v um; [umol ']
rozméry v mm))

amp, LC-4A pritokova HIAA Bondapak C18 mozkomisni extrakce 4-107 91
cela, +0,5V (10; 240 x 4,6) mok, ethyl-acetatem,

plasma, centrifugace

moc¢
amp, prutokova cela, HIAA Luna C18 mo¢ centrifugace, 5107 92
+0,4V (5; 250 x 4,6) filtrace
amp, TL-8A pratokova HIAA Ultrasphere C18 mo¢ centrifugace neuveden 93
cela, +1'V (5; 150 x 4,5)
coul, ESA, +0,25 V; HVA, VMA, Hypersil C18 mo¢ - 2 (HVA) 10
+0,55V HIAA (5; 250 x 4,6) 0,3 (VMA)

1 (HIAA)

“coul — coulometricka detekce, "amp — ampérometricka detekce, °SPE — extrakce tuhou fazi (solid phase extraction),
4 pokus o pouziti této techniky v mysi mozkové tkani po mikrodialyze byl netsp&sny

5. DalSi elektrochemické metody

Sem lze zaradit napt. nékteré velmi zajimavé studie
moznosti potenciometrického stanoveni téchto biomarke-
ra** a dale studie jejich stanoveni pomoci priitokové
injeké&ni analyzy s ampérometrickou detekci (FIA-AD)®.

Potenciometrie ptedstavuje jednu z nejlevngjsich,
nejrychlejSich a tudiz v praxi nejoblibenéjSich metod. Vel-
mi zajimavou moznost detekce diskutovanych protinado-
rovych biomarkerti nabizi diplomova prz’1c<394 popisujici
pripravu potenciometrickych biosenzorl na bazi vodivych
polymerd a PVC membran. Na pfedupraveny povrch elek-
trod na bazi vodivych polymera byla kovalentné navazana
merkaptofenylboronova kyselina a povrch PVC membran
na bazi anexu byl modifikovan chemicky generovanym
polyanilinem (PANI). Takto pfipravend elektroda umoziiu-
je rychlé a jednoduché piimé potenciometrické stanoveni
HVA, VMA i HIAA s LOD kolem 2 mmol 1!, FIA umoz-
fuje vyrazné zrychleni analyz a navic v fadé pripadu eli-
minuje problémy s pasivaci pracovni elektrody, nebot’
produkty elektrodové reakce jsou ucinné odstranovany od
povrchu elektrody tokem nosné kapaliny. Vyuzitim
FIA-AD ke stanoveni studovanych biomarkerd se zabyva
studie”. Biomarkery byly stanoveny na SPCE v BR pufru
(0,04 mol I'", pH 2,0) v komeréné dostupné pritokové
cele. Kalibra¢ni zavislosti byly prométeny v rozsahu 0,05
az 100 umol "', Zavislosti byly linearni a dosazené LOD
byly 0,065 pmol I'' pro HVA (pii +0,6 V), 0,053 pmol 1™
pro VMA (pii +0,8 V) a 0,033 umol I'" pro HIAA (pii
+0,8 V)  (pocitano  z vyhodnocenych  vysek  piki)
20,024 umol 1" pro HVA, 0,020 umol 1" pro VMA
20,012 umol I'' pro HIAA (pogitano z vyhodnocenych
ploch pikl1). Tato metoda je povazovéna za slibnou
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z hlediska rychlosti analyzy, snadné automatizace a elimi-
nace pasivace elektrod. Vzhledem k blizkym hodnotdm
detekénich potencidlll nelze vSechny tfi biomarkery stano-
vit simultdnné v jednom experimentu. K tomuto ucelu se
nabizi dosud nezkoumana moznost vyuziti fast scan volta-
metrie, pole elektrod ¢i vhodnych matematickych metod
pouzivanych k rozliSeni elektrochemicky podobnych latek.

6. Zavér

Cilem tohoto pfispévku bylo upozornit na moznosti,
vyhody a omezeni modernich elektroanalytickych metod
pro stanoveni vybranych nadorovych biomarkert (jmeno-
vit¢ homovanilové, vanilmandlové a 5-hydroxy-3-indol-
octové kyseliny) a piehledné¢ shrnout dosud publikované
voltametrické a ampérometrické metody vhodné pro stano-
veni zminénych biomarkerQ v biologickych tekutinach. Jak
jiz bylo uvedeno, hlavni ptednosti elektrochemickych me-
tod je jejich rychlost, citlivost, miniaturizovatelnost a niz-
ké pofizovaci i provozni naklady. Za nevyhodu lze pova-
zovat ne vzdy postacujici selektivitu a problémy s pasivaci
pracovnich elektrod ve slozitych biologickych matricich.
A pravé timto smérem bude nutné zaméfit dalsi vyzkum.
Z velkého poctu publikovanych praci o elektrochemickém
stanoveni diskutovanych biomarkert Ize usuzovat na jejich
vyznam a jejich moznosti. Diky v€asnému zachyceni zvy-
Senych koncentraci téchto biomarkert v télnich tekutinach
je mozno lé¢bu nadord zahajit vcas, a zvysit tak Sanci na
uzdraveni pacientu.

Tento prispévek vznikl v ramci Specifického vysoko-
Skolského vyzkumu (SVV260440), za financni podpory
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A. Makrlikova™®, J. Barek®, V. Vyskotil’, and
T. Navratil® (“ Charles University, Faculty of Science,
Department of Analytical Chemistry, UNESCO Laborato-
ry of Environmental Electrochemistry, Prague, *J. Hey-
rovsky 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.
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