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ANOTACE

Bakalatska prace se zabyva analytickymi separa¢nimi metodami, které se vyuzivaji ke
stanoveni neurotransmiterti. V praci jsou obsazeny informace, tykajicich se riznych typt
neurotransmitert  a analytickych separacnich metod, konkrétné kapalinovou
chromatografii a kapilarni elektroforézou. Sedma kapitola této prace pojednava o
moznostech stanoveni neurotransmitert a srovnavani metod pro rizné typy

neurotransmiteru.

Klic¢ova slova: kapalinova chromatografie, kapilarni elektroforéza, neurotransmitery



ANNOTATION

The aim of this work is to describe methods available for the chromatographic
determination of neurotransmitters. The first part of the work describes basics of
neurotransmission together with individual classes of neurotransmitters. Later, the work
is devoted to individual analytical methods, including capillary electrophoresis and liquid
chromatography. Final part of this work compares individual published works, mainly

based on available temporal resolution.

Keywords: neurotransmitters, liquid chromatography, capillary electrophoresis
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Seznam pouzitych zkratek
5 — HT — serotonin

AK — aminokyselina

Arg — arginin

Asp — aspartat

CE — kapilarni elektroforéza

CLC — kapilarni kapalinova chromatografie

CO - oxid uhelnaty

DA — dopamin

EC — elektrochemicka detektor

FLU — fluorescen¢ni detektor

GABA — kyselina y — aminomaselna

Glu — glutamat

Gly —glycin

HPLC — vysokou¢inna kapalinova chromatografie
LIF — laserem indukovana fluorescen¢ni detekce
MEKC — micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie
NA — noradrenalin

NO — oxid dusnaty

EOF — elektroosmoticky tok

Ser — serotonin

Tau — taurin

UV — detekce v ultrafialové oblasti



1 Uvod

Mozek je velmi slozity systém biochemickych zmén, ktery je nejméné prozkoumanou
¢asti nervového systému. Centralni nervovy systém fidi cely lidsky organismus. Zakladni
struktura centralniho nervového systému je predurcena geneticky. Prostorové uspotradani
neurond, jejich sitovani v pribéhu vyvoje a naslednd dynamika spojli jsou zavislé na
aktivité neurotransmiterti a neuromodulatort. Prave tyto latky prevadéji, zesiluji, blokuyji,
generuji nebo inhibuji signaly vytvarené neurony. Abychom zjistily vice informaci o
piesném fungovani mozku, byly v poslednich letech vyvinuty nové metody in vivo
monitorovani neurotransmiterd, které ndm umoziuji sledovani hladin nebo zjisténi

koncentraci neurotransmiteru.

Cilem bakalaiské prace je shromdzdit, co nejvice informaci o neurotransmiterech a
jejich fungovani v lidském organismu. V praci se zabyvam technikami na stanoveni
neurotransmitert, hlavné analytickymi separacnimi metody typu kapalinové
moznostem stanoveni neurotransmiterd a srovnani téchto metod z hlediska jejich aplikace

pro riizné typy neurotransmiterui.
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2 Neuron
Zakladni funkéni a anatomickou jednotkou nervové soustavy, jejiz strukturu popsal

roku 1835 J.E. Purkyné¢, je neuron. Podstatnou ¢ast kazdého neuronu tvoii bunécné télo.
Procesy v ném probihajici zajistuji vyzivu a strukturalni a funk¢ni integritu neuronu.
Télo neuronu tvoii bunéénd membrana, neuroplazma, jadro s jadérkem a subcelulérni
struktury. Jadro obsahuje deoxyribonukleovou kyselinu (DNA), jadérko ribonukleovou
kyselinu (RNA). V cytoplazmé neuronu jsou endoplazmatické retikulu, Nisslova
substance a ribozomy uplatiiujici se pti tvorbé bilkovin, mitochondrie zajistujici bunéény
metabolismus. Z bunéc¢ného téla vystupuje velké mnozstvi vétvicich se vybézka —
dendritd a jeden dlouhy nitkovity vybézek — axon (neurit). Dendrity jsou kratké. Na
povrchu dendriti jsou vétSinou piitomny tzv. dendritické trny. Zakladni funkci
dendritickych trnli je pozménovani postsynaptického potencialu pii jeho piechodu ze
synapse na dendrit. Jako axon oznacujeme vybézek vedouci vzruch smérem od téla
neuronu, obsahuje ribozomy, mal¢ mnozstvi mitochondrii a neurotubuly. Dilezitou
funkci je transport nekterych latek z t€la nervové bunky koncovych ¢asti axonu. Axon je
Vv celém rozsahu obaleny myelinovou pochvou, kterd se vyznamné podili na pfenosu
vzruchu. Myelinova pochva je pferuSovana tzv. Ranvierovymi zafezy, které maji znacny

vyznam pro vedeni vzruchu [1,2].

3 Synapse

Synapse je specifické spojeni dvou neurond umoznujici ptenos informace z jednoho

neuronu na druhy.

3.1 Ontogeneticky vyvoj synapse
K tvorbé synapsi dochazi vzdy az po dosazeni urcité urovné zralosti diferencované

nervové bunky. Vyvoj synapsi se vyznamné li§i v jednotlivych oddilech nervového
systému. Pfi tvorb& synapsi obecné plati, Ze postsynapticky utvar je primarné pod
presynaptickou kontrolou. Primérné vytvofené synapse byvaji pfechodné a bchem
ontogeneze se postupné st¢huji do definitivni pozice. Ta je ddna nejen ristem a organizaci

axont, ale rovnéz vyvojem receptivniho pole neuront [2].

3.2 Morfologicka charakteristika synapsi
Anatomicka struktura je v riznych ¢astech nervového systému rozdilna. Obecné 1ze

fici, Ze synapsi tvoii presynapticky a postsynapticky tsek. Postsynapticky usek tvoii bud’
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membrana dendritu (synapse axo-dendritickd), membrdna somatu (synapse axo-
somatickd) nebo membrana axonu (Synapseaxo-axonova) [4].
Presynaptickou a postsynaptickou membranu odd€luje synapticka Stérbina, ktera je

Siroka asi 20nm [4].

nervovy vzruch

konec axonu
presynaptického — |

neuronu synapticka vezikula

presynapticka membrana mitochondrie

mediator

receptor —

postsynapticka membrana

Obrazek 1: Chemicka synapse [6]

3.3 Mechanismus prenosu vzruchii na synapsich
Pfenos vzruchu z jednoho neuronu na druhy se realizuje dvéma zptsoby: elektricky

nebo chemicky.

Elektricka cesta prenosu ma velice t¢sné membranové spojeni a to znamend, coz
znamena, Ze se presynaptickd a postsynaptickd membrana pfimo dotyka a jsou spojeny
kanalky (gap junction), resp. pory, které umoZznuji volny pohyb ionti a malych molekul
mezi cytoplazmou obou bunck. Por je tvoifen komplexem Sesti proteinii nazvanych
konexiny. Hlavni charakteristiky elektrické¢ synapse jsou: obousmérny ptrenos signalu,
symetricka morfologie a vétsi prenosu signalu. Tento typ pfenosu se nachazi predev§im
V nervovém systému bezobratlych a u nizsich obratlovci, ale mohou se vyskytovat i u
savcu [1,4,5].

V synapsich, v nichz se pfenos realizuje chemickou cestou, hraji diilezitou ulohu
chemické latky zvané neurotransmitery nebo mediatory, které jsou nashromazdény

v synaptickych vaccich. K uvolnéni neurotransmitertt dochazi depolarizaci synaptické
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membrany akénim potencidlem nervového vldkna. Depolarizace nervového zakoncéeni
otevird napétim fizené vapnikové kandly v blizkosti synaptickych vacka. ZvySena
koncentrace Ca?* aktivuje v synaptickém zakonéeni vnitini transportér Ca?* a aktivator
specifickych kinaz a zahajuje exocytdzu, pii niz dojde ke splynuti vacku s presynaptickou
membranou a k vyliti neurotransmiteru. Po vyliti do synaptické Stérbiny se
neurotransmitery vazou na specifické receptory, které jsou umistény na subsynaptické
membran¢€. Receptory jsou spojeny s iontovym kandlem urcitého typu. Typ téchto
oteviranych kanali ur€uje, zda neurotransmiter bude mit excitaéni nebo inhibi¢ni
vlastnosti. P¥i excitaénich synapsi se oteviraji kanaly pro kladné ionty (Na* a Ca?*, které
proudi do buiiky). Postsynaptickh membrana se depolarizuje a vznikd excitacni
postsynapticky potencial (EPSP). U inhibi¢ni synapse se oteviraji kanaly pro CI” ionty
s naslednou stabilizaci membrany na Grovni chloridového rovnovazného potencidlu a tim
vznikd inhibi¢ni postsynapticky potencidl, ktery je provazen hyperpolarizaci
postsynaptické membrany [1,4,5].

Uvolnéné neurotransmitery jsou okamzit¢ v synaptické Stérbin€ odbouravany
pfislusSnym enzymatickym systémem, piipadné jsou zpétné transportovany do
presynaptického utvaru, kde miize byt podle typu synapse neurotransmiter enzymaticky
rozlozen nebo znovu vyuzit k dal§imu synaptického pienosu. Timto je zabezpeceno, ze
muze probéhnout velmi brzy dalsi pfenos informace novym uvolnénim neurotransmiterti
na zakladé nového nervového vzruchu. Tato rychlost je velmi vysoka, pfiblizné¢ mize za

minutu probéhnout az 1000 cykla [1,4,5].

4 Neurotransmitery
Neuroaktivni latky podilejici se na pfenosu nervového signalu lze délit na

neurotransmitery, neuromodulatory a neurohormony. Neurotransmitery jsou latky
uvolnéné z neuronu do synaptické Stérbiny a ovliviiujici aktivitu pouze jedné nebo
ne¢kolika prostorové blizkych bunék. Zajistuji tak mezibunéény pienos nervového
signalu. Neurotransmitery jsou povazovany za primarni posly celého pfenosového
systému [9].
Latka, kterou ozna¢ime jako neurotransmiter, musi splilovat tato kritéria:

e  Musi se vyskytovat ve vysokych koncentracich v presynaptickych nervovych

zakoncCenich [7]
e  Musi byt syntetizovana v presynaptickém neuronu [7]

e Uvolovani neurotransmiteru musi byt v dostateném mnozstvi z neuronu pfi
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depolarizaci membrany a existence mechanismu pro ukonceni jeho piisobeni [11]
Je-li v odpovidajici mnozstvi podana exogenn¢, ma stejny ucinek jako endogenné
syntetizovany mediator [11]

Musi existovat specificky receptor pro tento neurotransmiter [7]

K jejimu odstranéni ze synaptické Stérbiny je vytvoren specificky mechanismus

[11]

Syntéza neurotransmiterti spo¢iva v enzymove upraveé jednoduchych prekurzora, které

se do neuront dostavaji obvykle ve spolupraci s gliovymi buiikami. Nové syntetizované

nebo zpétné vychytané neurotransmitery jsou uloZeny do synaptickych vacki. VétSina

vackd vznika v Golgiho aparatu, ndkdy ve hladkém endoplazmatickém retikulu. Cést

vackt mize vzniknout pinocytézou membrany. Jinou teorii pro mechanismus uvolnéni

je vznik poru pro neurotransmiter pii kontaktu vacku a presynaptické membrany [9]

4.1 Klasifikace neurotransmiteri
Z biochemického hlediska jsou neurotransmitery latky, které je mozné rozdélit do Ctyt

skupin:
1.

Monoaminy — acetylcholin, noradrenalin, adrenalin, dopamin, serotonin a
histamin

Aminokyseliny — gama-aminomaselna kyselina (GABA), glutamova kyselina
(glutamat), asparagova kyselina (aspartat), glycin, teurin

Neuropeptidy — endorfin, enkefalin, dynorfin, P-substance (SP), neuropeptid Y
(NY)

Plynné mediatory — oxid dusnaty (NO), oxid uhelnaty (CO) a sirovodik (H2S)

Z funkéniho hlediska, tj. podle pasobeni neurotransmiteri na synapticky pienos,

rozliSujeme:

Excita¢ni mediatory — kyselina glutamova, kyselina asparagova, acetylcholin

Inhibi¢ni mediatory — GABA a glycin [11].
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Tab. 1: Klasické neurotransmitery a jejich prekurzory [7]

Systém Transmitter Prekurzory
Cholinergni acetylcholin cholin + acetylkoenzym A
GABA gluk6za — glutamat
asparagova kyselina glukéza + glutamin; glutamat
aminokyselinergni | glutamova kyselina glukoza + glutamin; aspartat
glycin serin
homocystein cystein — cystin
monoaminergni
dopamin

tyrozin — DOPA — dopamin—

katecholaminy noradrenalin . .
noradrenalin — adrenalin

adrenalin

tryptamin

indolamin -
y serotonin tryptofan — 5-hydroxytryptofan

histamin histidin

jiné odvozené od AK - - -
taurin cysteimn — cysteamin

adenosin

ADP

purinergni AMP

ATP

Tab. 2: Nekteré neuropeptidy a jiné bioaktivni peptidy [7]

peptid zarazeni

latka P (substance P, SP), latka K (tachykininy)
neurotenzin
cholecystokinin (CCK) mozkové a gastrointestindlni
gastrin
bombezin

galanin
neuromedin K
Neuropeptid Y (NPY)
peptid YY (PYY)

neuronoveé

faktor uvolnujici kortikotropin (CRF)
hormon uvoliyjici ristovy hormon (GHRH)

hormon uvoliiuyjici gonadotropin (GnRH) hypotalar%?(\t/grl;volnujlcl

somatostatin
hormon uvoliiyjici tyreotropin (TRH)
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peptid zai-azeni
oxytocin
vazopresin

neurohypofyzealni peptidy

atrialni natriureticky peptid (ANP)

., - neuronové a endokrinni
vazoaktivni stievni peptid (VIP)

enkefaliny (met-,leu-)
dynorfiny opioidni peptidy
B-endorfin
adrenokortikotropni hormon (ACTH)
rastovy hormon (GH)
prolaktin (PRL) hypofyzealni hormony

luteinizacni hormon (LH)
tyreotropin (TSH)

Acetylcholin

Acetylcholin byl prvni latkou rozpoznanou jako neurotransmiter [7]. Acetylcholin je
vytvafen v nervovych zakonéenich reakci cholinu a acetylkoenzymu A, katalyzovanou
cholinacetyltransferazou. V synaptické Stérbin€ je rozkladan acetylcholinesterazou na
cholin a kyselinu octovou. Cholin je zpétn€ vychytavan do presynapse a resyntetizovan
na acetylcholin. Inhibitory cholinesterazy zabranuji biodegradaci acetylcholinu a jsou
pouzivany jako kognitiva u Alzheimerovy demence [9].

Neurony uvoliiujici acetylcholin jsou zndmy jako cholinergni neurony. Anatomicky
vysokd koncentrace cholinergnich neuronti je v nukleus basalisMeynerti (soucést
bazanich ganglii), v bazélni ¢asti ptfedniho mozku s projekcemi do mozkové kury,
limbického a mezopontiniho systému. Cholinergnich je 10 % vSech neurond [9].
Acetylcholin se vaze na dva typy receptorti: muskarinové a nikotinové.

Muskarinové receptory jsou rychlé (ionotropni) a uplatiiuji se pfedevsim v procesech
modulace nalad, tlumeni bolesti a ve fixaci kratkodobé paméti. Aktivace perifernich
muskarinovych receptort vede ke zpomaleni srdecni frekvence, zuzeni prisvitu
priudusek, zvySeni produkce slin a slz. Muskarinové receptory jsou lokalizovany na
neuronech mozkové kiry, talamu, hypotalamu, hipokampu a mozkového kmene [11].

Nikotinové receptory jsou pomalé (metabotropni). Uplatiiuji se v regulaci svalového
napéti, v procesech uceni, dlouhodobé paméti a v mechanismu spanku. Vazbou
acetylcholinu na nikotinové receptory je ovliviiovano i uvoliiovani dopaminu,

noradrenalinu, serotoninu, GABA a glutamatu [11].
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4.2 Monoaminy
Monoaminové neurotransmitery jsou vytvafeny v bunécném téle, v axonu a

Vv nervovych zakoncenich. Monoaminové neurotransmitery je mozné rozdélit do tii
skupin: katecholaminy (dopamin, adrenalin, noradrenalin), indolaminy (tryptamin a

ptredevsim serotonin) a jiné monoaminy (taurin, histamin) [7].

4.2.1 Katecholaminy
Dopamin

Dopamin se nachéazi v neuronech rizného typu:

1) Ultrakratké neurony v reting a b. olfactori

2) Stiedn¢ dlouhé neurony jsou v hypothalamu a intermedialnim laloku

3) Dlouhé neurony jsou ze substantianigra a ventralniho tegmenta

Dopaminergni systém se podili na modulaci celkového chovani organismu (souvislost
s motivaci a emoci), reguluje funkci motorickych neuronti a podili se na regulaci
hypothalamo-hypofyzarni  ¢innosti Dopamin inhibuje uvoliiovani prolaktinu.
Dopaminové receptory jsou metabotropni. V soucasné dobé je identifikovano pét
receptorovych podtypt (D1-Ds). D1 receptory aktivuji, zatimco D2 receptory inhibuji
aktivitu adenylcyklazy. Porucha tvorby dopaminu v bazalnich gangliich mé vyznam pfti
vzniku Parkinsonovy choroby [10].

Dopamin je syntetizovan z aminokyseliny tyrozinu pisobenim tyrozinhydroxylazy s
meziproduktem DOPA (3,4-dihydroxyfenylalanin). Volny dopamin je katabolizovan
monoaminooxidazou (MAQO) a katechol-O-methyltransferazou (COMT) na kyselinu
homovanilovou (HVA) [9].

Dopamin je skladovan v presynaptické ¢asti neuronu ve vezikulach a po stimulaci
uvoliiovan do synaptické Stérbiny, kde piisobi na postsynaptické i presynaptické
receptory. Ze synaptické Stérbiny je dopamin transportovan zpét do presynapse
specifickym transportérem, ktery je cilem zdsahu mnoha psychofarmak, pfedevs§im

psychostimulancii, kokainu a n¢kterych antidepresiv [9].

Noradrenalin a adrenalin

Noradrenalin a adrenalin jsou derivaty katecholu (1,2-dihydroxybenzen). Je skladovan
Vv synaptickych zakoncenich neuronii. Noradrenalinové receptory jsou dva zékladni typy
(alfa a beta) s fadou podtypu. Jsou lokalizovany piedev§im v mostu — locuscoeruleus a
v tegmentu — ncl. lateralistegmenti. Jako hormony dfen¢ nadlevin maji ob¢ latky rozsahlé

kardiovaskularni a metabolické ucinky a ovliviiuji hladkou svalovinu stény dutych
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organti. Oba neurotransmitery maji znacny vyznam v procesu vyvoje nervové soustavy
[11].

Noradrenalin se nachazi ve velkém mnoZzstvim v hypothalamu a nékterych limbickych
oblastech [10].

Noradrenalin vznik4 z aminokyseliny tyrozinu a nasledné¢ dopaminu prosttednictvim
B-hydroxyldzy v noradrenergnich neuronech. Noradrenalin je pfeméinovan
fenyletanolamin-N-metyltransferazou na adrenalin. Produktem degradace noradrenalinu
je 3-metoxy-4-hydroxyfenylglykol (MHPG) [3].

Ze synaptické Stérbiny jsou noradrenalin a adrenalin vychytavany do presynaptické
¢asti neurond pomoci transportéri. Zde jsou skladovany ve vezikulech a tomuto ukladani
brani napft. reserpin. Amfetamin a efedrin uvolfiuji noradrenalin z vezikul, aniz naruSuji

jeho syntézu. Funkéni vyznam adrenalinu v centralnim nervstvu neni pfili§ objasnén [3].

4.2.2 Indolaminy
Mezi indolaminové neurotransmitery fadime tryptamin a predevs§im serotonin [1].

Serotonin (5 - hydroxytryptamin)

Serotonin je za fyziologickych podminek amfifilni molekula, kterd neprochazi snadno
hematoencefalickou bariérou. Je syntetizovan v mozku. Ma podobnou chemickou
strukturu jako tryptamin, melatonin a dietyltryptamin [1]. Serotonin je pfitomen v nejvétsi
koncentraci v krevnich destickach a v gastrointestinalnim traktu [2].

Jako neurotransmiter hraje ulohu v fadé¢ centralnich funkci — jako je spanek, nalada,
uzkost, agresivita, ptijem potravy. Nejvice serotonergnich neuronii nachédzime v mediélni
a paramedialni ¢asti stfedniho mostu a prodlouzeni michy [4].

Serotoninové receptory jsou jak ionotropniho, tak metabotropniho typu. Serotoninové
receptory se déli do 7 hlavnich skupin 5-HT[1-7] a 15 podtypl. Podtyp serotoninového
5-HT[1A]--receptoru je spojovan s anxiolytickym a antidepresivnim uc¢inkem 1éku [3].

Serotonin je nejen neurotransmiter, ale ma i neurotrofni funkce. Byl detekovan jiz
Vv oplozeném vajicku. Neurotrofni funkce serotoninergnich neuront se realizuji ve dvou
vyvojove odlisnych etapach:

1) Prenataln€ navozuje serotonin maturaci a vyvoj mozkové kury (rust a vétveni

dendritit)

2) Postnatalné udrzuje dosazeny vyvojovy stav [5]

21



Serotonin je vytvafen z aminokyseliny tryptofanu, obsazené v potravé. Pomoci
tryptofanhydroxylazy z tryptofanu vznika 5 - hydroxytryptofan, ktery je dekarboxylovan
dekarboxylazou aminokyselin na serotonin (5 - hydroxytryptamin, 5 - HT). Serotonin je
katabolizovan monoaminooxidazou na aldehyd a dale aldehyddehydrogenazou na
kyselinu 5 - hydroxyindoloctovou [9].

Serotonin je do synaptickych vacka ukladdn aktivnim transportem. Uvolnovani
serotoninu do Stérbiny nastava exocytozou vacki a jeho aktivita je ukonCena zpétnym
vychytavanim specifickym serotoninovym transportnim proteinem, ktery je obsazen

Vv plazmatické membrané [7].

4.2.3 Jiné monoaminy
Dal§imi monoaminovymi neurotransmitery odvozenymi od aminokyselin jsou taurin

a predev§im histamin. Taurin je odvozen z cysteinu, histamin vznika dekarboxylaci
histidinu [7].

Histamin

Histamin je obsazen ve vétSing tkani lidském téle, zejména v histiocytech, ale protoze
neprochazi hematoencefalitickou bariérou, musi byt v CNS syntetizovan [9].

Histamin je v CNS vytvafen dekarboxylaci aminokyseliny histidinu pomoci
histidindekarboxylazy. Histamin je metabolizovan histaminmethyltransferdzou na
methylhistamin, ktery podléhda oxidativni deaminaci monoaminooxidazou B.
Histaminergni neurony jsou lokalizovany hlavné v zadnim hypotalamu. Odkud vedou
histaminergni drahy do hypofyzy, do dalSich hypotalamickych jader, néckterych
¢ichovych oblasti a mozecku [9].

Jsou znamé ti1 typy histaminovych receptorit Hi, H2 a Hz. VSechny tfi se nachazeji
v CNS.

Receptor H1 mé v centralnim nervovém systému excitacni roli. Tyto receptory byly
zjistény na dendritech Purkynovych bunék mozecku, neuronech molekularni vrstvy
mozeckoveé kiiry a korovych neuronech ¢elniho laloku mozku.

Receptory H> jsou zastoupeny Vv rtznych partiich mozkové kiry — pocetnéjsi jsou
Vv pyriformni a okcipitalni kiie.

Receptory Hs jsou pievazné heteroreceptory — vadzou kromé histaminu i

aminokyseliny, serotonin a peptidy [11].
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Histaminergni systém je zfejm¢ kontrolnim systémem hypofyzy, systéma bdélosti,
ovlivituje nékteré kognitivni, reguluje chut’ K jidlu a t€lesnou hmotnost [11].

Histamin je pomérné jednoducha organicka latka, ktera je produkovana fadou bunék:
histiocyty, bazofilnimi leukocyty, bunikkami zaludec¢ni sliznice. Z evolu¢niho hlediska jde

o latku se Sirokym vyuzitim pfedevsim v imunitnich reakci [11].

4.3 Aminokyseliny
Aminokyseliny jsou medidtory, které jsou klicové pro regulaci senzorickych vstupt,

pamétovych kodovani a pro fizeni pohybu. U vyvijejiciho se mozku jsou podstatné pro
tvorbu neuralnich siti a utvafeni architektoniky mozkové kary [11].

Aminokyseliny v roli neurotransmiterit délime na inhibi¢ni (GABA, glycin, taurin,
prolin, B-alanin) a excita¢ni (kyseliny glutamova a kyselina asparagova). Excita¢ni
aminokyseliny oteviraji Na* kanal, vedou k depolarizaci a zvySuji frekvenci neuronalnich
vybojl. Inhibiéni aminokyseliny otviraji Cl” kanaly, vedou k hyperpolarizaci a sniZzené

frekvenci nervovych vyboju [10].

Kyselina y-aminomaselna (GABA)

Kyselina y-aminomaselna je hlavnim inhibi¢nim neurotransmiterem v mozku, mise a
retin€. V CNS je GABA neurotransmiterem asi 1/3 pfitomnych synapsi. V nervovych
zakonCenich je GABA lokalizovana v cytoplazmé. Jeji uvoliiovani je zavislé na
ptitomnosti vapnikovych iontti a miize byt blokovano tetanovym toxinem [10].

GABA vznikd z a-ketoglutaratu, ktery je meziproduktem citratového cyklu. o-
ketoglutarat je transaminovan a-ketoglutarattransaminazou na glutamat (pfimy prekurzor
GABA), jehoz dekarboxylaci enzymem glutamatdekarboxyldzou (GAD) vznika GABA
[9].

Existuji tfi hlavni typy GABA receptorii: GABAA a GABACc jsou ionotropni a GABAg
je metabotropni. Nejlépe je znama funkce receptoru GABAa. Receptor GABAA je
transmembranovy protein, ktery moderuje nebo otevira chloridové kanaly. GABAergni
neurony jsou typické pro krat$i spoje bazalnich ganglii a vnitini spoje mozkové kiry,
talamu mozecku (Purkynovy bunky), mozkového kmene a michy [11].

GABAA-receptory se podileji na zachvatové pohotovosti, spanku, anxieté, drogové
zavislosti a spasticité. GABABg-receptory se vazi s G-proteiny. Agonisté t€chto receptorti

pusobi myorelaxacné, snad analgeticky a antitusicky. Antagonist¢ GABAB receptort se
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mohou podilet na ovlivnéni epilepsie, kognitivnich poruch a pravdépodobné plicnich a

stitevnich poruch [9].

Glycin

Glycin je nejjednodussi aminokyselina, kterd neni esencidlni, a proto musi byt
Vv organismu syntetizovana [11]. Glycin je inhibi¢nim neurotransmiterem interneuront
v miSe, prodlouzené mise a mostu. Jeho uvoliiovani je zavislé na Ca®* [3]. Jeho
prekurzorem je serin. Plsobeni glycinu na specifické postsynaptické receptory je
ukonceno zpétnym vychytavanim pomoci vysokoafinniho pienosového systému. Glycin
muze pusobit také jako excitaéni neurotransmiter, napi. jako koagonista excita¢nich

glutamatovych N-methyl-D-aspartatovych receptorit (NMDA) [7].

Glutamat a aspartat

Glutamat a aspartat i¢inkuji excitaéné na témet vsechny neurony v CNS. Nachazeji se
v CNS ve vysokych koncentracich a uvoliuji se pii elektrické stimulaci v zavislosti na
vstupu Ca** do buriky. L-glutamat je hlavnim rychle piisobicim excitaénim
neurotransmiterem v mozku.

Glutamat a aspartat neprostupuji hematoencefalickou bariéru a jsou tedy syntetizovany

v mozku z glukodzy a dalSich prekurzort [7].
Enzymy pro metabolismus téchto neuromediator se nachazeji v neuronech a gliovych
bunikach. Pyruvat (produkt glykolyzy za anaerobnich podminek) je pfeménén na acetyl-
CoA, a ten vstupuje do citratového (Krebsova) cyklu, jehoz meziprodukty 2 - oxoglutarat
(o - oxoglutarat) a oxalacetat, jsou uzivany pro biosyntézu aminokyselin, zvlasté
glutamatu a apartatu [7].

Znacné C¢ast glutamatu uvolnéného do Stérbiny je vychytdvana gliovymi bunikami,
V nichz dochazi k pfeméné na glutamin. Ten se dostava zpet do nervovych zakoncenti,
kde z n&j vznika glutamat nebo GABA. Synaptické vacky aktivné kumuluji glutamat
procesem zavislym na Mg®* a ATP [7].

Glutaminové receptory jsou opé€t dvojiho typu — ionotropni a metabotropni, Déli se na
fadu podtypt. Ionotropni receptory jsou &asto aktivovany Mg?* ionty, které oteviraji
kanaly pro vstup Ca?" do neuronil. Metabotropni receptory reaguji s G-proteiny
bunéénych membran a spoustéji tzv. sekundarni posly: fosfolipdzu C a adenylcyklazu.

Aktivaci metabotropnich receptori je mozné dosahnout excitace i inhibice neuronu [11].
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Metabotropni glutamatové receptory se podileji na synaptické plasticité, nutné pro uceni
a pamé&t’ [9].

Glutamat je hlavnim transmiterempryramidovych bunék mozkové kury, tj.
dominantnich bun¢k kury. Je spiSe mediatorem dlouhych a rychlych spoju, napt. prvniho
neuronu pyramidové drahy, intrakortikdlnich spojii. Aspartat je cCastéji na spojich

interneuronti [11].

4.4 Puriny
Puriny maji klicovou tlohu v energetickém metabolismu vSech forem Zzivota. Jejich

neurotransmiterova uloha byla poznéna relativné pozd¢€. Puriny se uvolfiuji i z neuronti a
vazou se na specifické receptory. Hlavnimi ligandy purinergnich receptorii jsou adenozin,
ATP, uridintrifosfat (UTP) a diadenozinpolyfosfaty. ATP a diadenozinpolyfosfaty jsou
klasické neurotransmitery — hromadi se v synaptickych vaccich a jsou uvolnovany do

Stérbiny v odezveé na piichod akéniho potencialu [7].

4.5 Neuropeptidy
Neuropeptidy tvoii nejpocetnéjsi skupinu latek patticich do skupiny neurotransmitert

— je popisovano vice nez 300 typl téchto latek. Neuropeptidy jsou tvofeny fetézci az
devadesati aminokyselin. Neuropeptidy se od béznych neurotransmitera 1i$i zpiisobem 1
mistem vzniku, formou skladovani, transportnimi mechanismy a typem degradace
transmiteru. Je mozné je rozd¢lit do tii skupin:

1) Opiodni latky — napf. beta-endorfin, dynorfin, enkefalin

2) Systémové neuropeptidy — napi. P-substance, vazoaktivni intestinalni peptid

(VIP)

3) ,,nové" peptidy — napt. galanin, neuropeptid FF, endomorfin [11].

Neuropeptidy vznikaji pfepisem informace z prepropeptidovych genti (jejich DNA) do
mRNA a vytvofenim prepropeptidu, ktery je signalni peptiddzou zménén na propeptid a
uloZen ve vezikulach v téle neurond. Propeptid je konvertujicim enzymem (protedza,
glykosidaza) ptetvofen na peptid, ktery putuje axonem do presynaptické ¢asti neuronu.
Po specifickém impulsu pii zvyseni koncentrace Ca?* je peptid uvolnén do synaptické
Stérbiny a po ovlivnéni svych receptorti biodegradovan peptidazami. Neuropeptidy
nemohou byt zpétné vychytavany do presynapsi, i kdyz posledni objevy popsaly opétovné
pouziti cholecystokininu [9].
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Neuropeptidy v synaptické Stérbiné plsobi analogicky jako jiné neurotransmitery na 3
skupiny receptort:

1. metabotropni, spojené s G-proteiny (vétSina neuropeptidi)
2. tyrozinkinazy (Trk)
3. lonotropni [9].

Timto zptisobem neuropeptidy mohou aktivovat vSechny druhy druhych poslii stejné
jako jiné neurotransmitery. Neuropeptidy u¢inkuji v CNS jako neurotransmitery a ucastni
se na fizeni termoregulace, pfijmu potravy a tekutin, spanku, sexu, lokomotoriky, pamé&ti
a uéenti, bolesti, stresovych odpovédi a emoci. Cetné peptidy a jejich receptory se Gidastni
i na vyvoji CNS a maji tedy i troficky ucinek [9].

Opioidy

Opiodni peptidy (endorfin, dynorfin, enkefalin) se prezentuji pfedevsim v systémech
kratkého spojeni. Opioidy byly lokalizovany v mozkové kife, v bazdlnich gangliich,
amygdale a v nékterych jadrech mozkového kmene a michy. Neacetylované formy

opiodu prenatalné stimuluji riist mozku, postnatalné jej inhibuji [11].

Substance P
Substance P je neuropeptid, ktery byl detekovan prakticky ve vSech strukturach
centralniho nervového systému. Patii do stejné skupiny latek jako tzv. tachykininy
(neurokininy).
Substance P ma tfi hlavni funkce:
1) Hraje roli neurogenezi, kdy blokuje u¢inky neurotoxint a stimuluje regeneraci
kortikalnich katecholaminovych vladken
2) Je primarnim transmiterem bolesti cestou tzv. C-vlaken (C-vlakna jsou pomalu
senzitivni vldkna — vedou tzv. pomalou, $patné lokalizovatelnou bolest)

3) Ma stimulac¢ni roli pfi aktivaci pneumotaktického centra [11].

4.6 Plynné mediatory
Oxid dusnaty

Oxid dusnaty je plynny neurotransmiter, ktery vznika z L-argininu u¢inkem skupiny
enzymil tvoficich tzv. NO-syntazy [11]. NO difunduje z postsynaptické do presynaptické
¢asti a dalSich ¢asti neuronli a nema pfitom vlastni receptory. Plisobi na rizné enzymy
(zvlaste guanylatcyklazu s disledkem zvysené tvorby cyklického guanosinmonofosfat a

jiné proteinové i neproteinové struktury. NO mé velmi kratky polocas 6 -- 10 s a
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S pusobenim hemoglobinu za Gcasti vody a kysliku z n¢j vznikaji dusi¢nany a dusitany
[9]. Vlastni u¢inek NO muze byt rozmanity - uvoliuje dal$i neurotransmitery, jako je
acetylcholin nebo dopamin, a aktivuje i glutaminu. Je produkovan pfedevsim v mozkové
kure, striatu a hipokampu. Nejvétsi produkce NO byla prokazana v granuldrnich
neuronech mozecku [11].

V $irSim méfitku ma NO tulohu v udeni, citéni, sexualnim chovani, v modulaci

senzorickych a motorickych cest a v neurodegenerativnich procesech [7].

Oxid uhelnaty

Dalsim plynnym neurotransmiterem je oxid uhelnaty. Je vytvaren homoxygenazou z
hemu za vzniku CO a biliverdinu. CO aktivuje guanylatcyklazu, coZ vede ke zvySeni
akumulace cyklického guanosinmonofosfatu. Hemoxygendza je ve vysSich
koncentracich obsazena napf. v pyramidovych bunkach, hipokampu, mozecku [9].
Zasahuje i do ucinnosti glutamatu prostiednictvim blokace metabotropnich glutamovych

receptoru a je zodpovédny za jejich aktivitu[11].

5 Kapilarni elektroforéza
Kapiléarni elektromigraéni separa¢ni metody jsou moderni separacni techniky zalozené

na elektroforetické migraci iontii v elektrickém poli. Vlastni separace se provadi
v kapilarach o vnitinim priméru nékolika desitek mikrometrti, zhotovenych zpravidla
z taven¢ho kiemene. Kapilarni elektromigracni metody vynikaji pfedev§im malou
spotifebou vzorku a ¢inidel potfebnych pro separaci, velkou U¢innosti separace, velkou

rychlosti analyzy a kratkou dobou potiebnou na optimalizaci separa¢nich podminek [12].

5.1 Historie elektromigra¢nich metod
Prvni experimenty s migraci iontl v trubicich tvaru U provad¢li néktefi nadSenci jiz

na pocatku 19. stoleti. V roce 1897 odvodil némecky chemik F. Kohlrausch regula¢ni
funkci, kvantitativné popisujici vztah mezi koncentraci a pohyblivosti iontll v elektrickém
poli. V prvni polovin¢ 20. stoleti se rozvijela piedevsim gelova elektroforéza a
izoelektrické fokusovani na gelovych deskach nebo sloupcich [12]. Prvni veédecka
elektroforeticka aparatura byla vyvinuta Tiseliem v roce 1937. Tiselius obdrzel za svij
piispévek k analyze proteini Nobelovu cenu o 11 let pozd¢ji. Tiselius popsal metodu
"pohyblivého rozhrani" (movingboundary), kterd je dnes zndmé jako zonova

elektroforéza, a pouzil ji k separaci sérovych proteini [13]. V roce 1958 byl proveden
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prvni elektroforeticky experiment v rotujici kapilafe s vnitfnim primérem 1 mm
Svédskym chemikem S. Hjerténem. Americti badatelé J. Jorgenson a K. Lukacs poprvé
pouzili v roce 1981 kiemenné kapilary o vnitinim primeéru 75 um jako separacni kolony
Vv kapilarni zonové elektroforéze. Japonec S. Terabe v roce 1984 poprvé vyuzil tenzid pro
separaci neutralnich latek, a tim polozil zdklady pro micelarni elektrokinetickou
chromatografii. Prvni komer¢ni pfistroj pro kapilarni elektromigra¢ni metody se objevil

na trhu v roce 1988 [12].

5.2 Rozdéleni elektromigra¢nich metod
Do kapilarnich elektromigrac¢nich separac¢nich metod fadime Sest zakladnich technik,

které se 1isi predevS$im mediem pfitomnym v separacni kapilafe béhem separace a
vlastnim mechanismem separace. Jsou to tyto metody:
1. Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)
Kapiléarni gelova elektroforéza (CGE)
Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MEKC)

2
3
4. Elektrochromatografie v naplnénych kapilarach (CEC nebo EC)
5. Kapilérni izoelektrické fokusovani (CIEF)

6

Kapilarni izotachoforéza (CITP) [12].

5.3  Teoretické zaklady
5.3.1 Elektroforeticka pohyblivost
Dtlezitou veli¢inou elektromigra¢nich separa¢nich metod je -elektroforeticka

pohyblivost (mobilita), M, definovana jako rychlost pohybu nabitych ¢astic v kapalném

prostfedi ve stejnosmérném elektrickém poli o jednotkové intenzité:
M = Vv/E (m2Vv-is?)
Kde v je rychlost pohybu v elektrickém poli o intenzité E.

Intenzita pole v kapilafe je dana podilem napéti U pfipojeného ke konctim kapilary a jeji
délky | a je svazana Ohmovym zakonem s hustotou prochazejiciho elektrického proudu i

prostiedim o specifické vodivosti x [15].

5.3.2 Elektroosmoticky tok
Elektroosmoticky tok je vyznamna soucast kapilarnich elektroforetickych separaci a

ptfedstavuje hlavni zplsob pohybu iont v hydrodynamicky otevieném systému. Uvnitf

kfemenné kapilary dochazi vlivem pfitomnosti elektrolytu ke generovani tii vrstev. Prvni
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je zaporné nabitd sténa kapilary, nepohybliva vrstva, druhou pak tvoii diflizni vrstva
kationtli vyrovnavajici zaporny naboj kapilarni stény. V elektrickém poli se tato ptilehla
vrstva pohybuje smérem ke katod¢. Takto generovany elektroosmoticky tok mtize byt
vetsi, nez jsou vlastni elektroforetické pohyblivosti iont obsazenych ve vzorku.
Dusledkem tohoto je, Ze kationty i anionty mohou byt separovany soucasn¢ béhem jedné
analyzy. Prvni v pofadi migruji nejmensi kationty s nejvy$s$im nabojem, pticemz rychlost
se snizuje se snizujicim nabojem, po kationech

spolecné s EOF migruji vSechny elektroneutralni latky. Separacni pofadi aniontd,
migrujicich po EOF, je opacné nez potadi kationtli a nejveétsi anionty s nejniz§im nabojem

migruji dfive nez malé a vice nabité anionty (viz Obrazek 2) [14].

Obrazek 2: Migrace iontt v pritomnosti elektroosmotického toku (EOF) [14]
Velikost EOF je mozné vyjadfit jako rychlost nebo pohyblivost pomoci vzorki:

S-Z_E

Veor =

kde { je zeta potencial, ¢ je dielektricka konstanta a 7 je viskozita. Generovany
elektroosmoticky tok zavisi na sloZeni elektrolytu tak, Ze klesa se snizujicim se pH a
stoupa s jeho rostouci silou [14].

Pohyblivost analytu v systému s generovanym elektroosmoticky tokem je dana

jako soucet efektivni pohyblivosti iontu ueff, a pohyblivosti EOF, zeor [14].

L = Heff + LEOF

5.4  Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)
Kapilarni zénova elektroforéza je nejjednodussi elektromigraéni technika, pii které se

jednotlivé ionogenni latky liSici svymi pohyblivostmi oddéluji v homogennim prostredi
zékladniho elektrolytu [15]. Metoda CZE je pouzitelnd pouze pro separace a stanoveni

molekul s nabojem a nehodi se pro neutralni molekuly [12].
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Instrumentace

Zakladni instrumentalni uspofadani pro kapildrni zénovou elektroforézu je velmi
jednoduché a sklada se ze tii zakladnich Casti — stabilizovaného zdroje vysokého napéti,
zasobniktl zékladniho elektrolytu (katodovy a anodovy prostor) spojenych kapilarou a

detekéniho systému (viz Obrazek 3) [17].

Detektor pfipojeny k
vyhodnocujicimu zafizeni

Kapilara

+ Anoda Katoda -

Zdroj
vysokého napéti

Obrazek 3:Schéma instrumentace pro kapilarni zonovou elektroforézou

Transport analyzovanych iontli (analyttl) a jejich separace probiha v kapilafe, ktera
propojuje dvé nadobky. Kapilara je vétSinou z taveného kiemene, miva vnitini primér
radové desitky ¢i stovky mikrometru a délku mezi 10 centimetry az 1 m. Do roztoku
zakladniho elektrolytu jsou vnofeny elektrody, jimiz se pfivadi elektrické napéti
obstaravajici pohyb iontu. Zakladni elektrolyt se plni do kapilary pietlakem nad hladinou
kapaliny v jedné nadobce. Potom se jeden konec kapilary ponoii do nadobky
s analyzovanym vzorkem a maly sloupecek vzorku vnikne na jeji zacatek. Kapilara se
vrati do nadobky se zakladnim elektrolytem a zapne se hnaci napiti. V elektrickém poli
se nekteré analyzované latky pohybuji rychleji, jiné pomaleji, co zplsobuje jejich
separaci. Na druhém konci kapilary je detektor zaznamenavajici prichod jednotlivych
rozdélenych latek. Jako detekéni metodu lze vyuzit tfeba absorpci tenkého svazku
monochromatického svétla, ktery prochazi napfic kapilarou. Signal z detektoru
v okamzicich prichodu analyzovanych iontu zméni svou hodnotu a na ¢asovém zaznamu

se ukaze Spicka - pik neboli zona (¢im je vyssi a uzsi, tim vétsi je ucinnost separace) [16].
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5.5  Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie ( MEKC)
MEKC je elektromigratni metoda vyvinuta pfedev§im pro analyzu neutrdlnich

molekul hydrofobni i hydrofilni povahy [12]. MEKC pfinasi vysoce u¢innou separaci
v kratkém case s minimalnim mnoZzstvim vzorku a ¢inidla. Pro zlepSeni koncentracni
citlivosti detekce bylo vyvinuto né€kolik online technik za koncentrovani vzorkd. Princip
separace je zalozen na rozdilné migraci iontovych micel a hromadné probihajiciho
vyrovnavani za elektroforéznich podminek a olejové interakce mezi analytem a micelou.

Proto je MEKC separace je principem podobna chromatografii [18].

Separace se provadi za pouziti zékladniho elektrolytu se surfaktantem o koncentraci
vy$§i nez je jejich kritickd micelarni koncentrace (napt.: 8-9 mM pro SDS), aby doslo k
agregaci surfaktantii a tvofily se micely. Micely jsou kulovitého tvaru, ve kterych se
molekuly surfaktantu orientuji tak, Ze polarni nebo nabita ¢ast molekuly je na povrchu,
zatimco hydrofobni fetézce tvoti hydrofobni nepolarni jadro, aby se neucastnili interakci
s hydrofilnim pufrem. Pfi¢inou separace je interakce mezi micelami a analytem (obr. 5).
Surfaktant a tudiZ 1 micely jsou obvykle nabité a v zavislosti na velikosti ndboje migruji
s EOF nebo proti. Za neutralnich a bazickych podminek je EOF dostatecné silny na to,
aby micely unaSel k detektoru. Béhem migrace micely interaguji s analytem
chromatografickym zptisobem jak pfes hydrofobni tak i elektrostatické interakce. Cim
vice analyt interaguje s micelami, tim delsi je jeho migracni ¢as, zatimco analyt, ktery

neinteraguje s micelami migruje pouze pomoci EOF [20,21].

< ® ® -
4 diee = Do ©O
, = 0 e
= Surfactant molecules —» Elektroosmoticky tok (EOF)
b Solyte “— Elektroforéza micel

Obrazek 4: Princip separace v MEKC [19]

Vlivem silného EOF jsou zaporné nabité micely unaseny ke katodé, i kdyz jejich
elektroforetické rychlosti jsou ve sméru opa¢ném [21].
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Zpusoby detekce

Mezi nejpouzivanéjsimi zpisoby detekce patfi:
e UV - VIS detekce
e Fluorescencni detekce — laserem indukovana fluorescencni detekce
e Hmotnostni detekce

e Elektrochemické detekce — vodivostni, amperometricka a potenciometricka
detekce [17].

Laserem indukovana fluorescen¢ni detekce

Detekce je nejCastéji zaloZzena na zméné absorbance, vodivosti nebo fluorescence pii
prichodu zény analytu detektorem. V piipadé pouziti laserem indukované fluorescence
(laser-induced fluorescence, LIF) je s vyhodou vyuzito smérovych vlastnosti a
monochromati¢nosti laserového paprsku. Budici laserovy paprsek je efektivné zaostten
do kapilary a zaznamenava jednotlivé fluorescenty nebo fluorecencné zna¢ené molekuly.
Ve sméru kolmém na né&j je po prostorové a spektralni filtraci detekovéna citlivym
detektorem fluorescence analytu.  Vyhodou fluorescenc¢ni detekce oproti vySe

jmenovanym detekcim je zejména jeji vysoka citlivost a selektivita [22,23].

6 Kapalinova chromatografie
Kapalinova chromatografie je fyzikalné- chemické separacni metoda, kterd vyuziva

déleni latek mezi dvéma fazemi. Jedna je mobilni (pohybliva) a druha je staciondrni
(nepohyblivd). Mobilni faze u kapalinové chromatografie je kapalina. A jako staciondrni
faze mize byt pouzita bud’ pevnd latka, ptfipadné kapalina zakotvend v pevné latce.
Béhem separaci se analyt rozdéluje mezi mobilni a stacionarni fazi. Cas, ktery stravi

Vv jedné nebo druhé fazi, zavisi na afinité analytu ke kazdé z nich.

6.1 Teoretické zaklady [29]
K zakladnim charakteristikam chromatografického procesu patii distribu¢ni konstanta,

kapacitni pomér a retencni cas.

Distribu¢ni konstanta

Vsechny chromatografické separac¢ni metody jsou zaloZeny na rovnovazné distribuci
slozek vzorku mezi dvé faze, z nichZ jedna je mobilni a druha stacionarni. Aby dochézelo
k vyse uvedené distribuci, musi existovat fazové rozhrani mezi stacionarni a mobilni fazi,
ktera unasi slozky vzorku tak, aby obtékala stacionarni fazi. Pti déleni dochazi k
opakovanému vytvaieni rovnovaznych stavli separovanych latek mezi mobilni a
stacionarni fazi. Chromatograficky systém se mtze natolik blizit rovnovaze, ze distribuci

slozky A mezi dvé fdze miZzeme popsat distribuc¢ni (rozdélovaci) konstantou Kp, coz je
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pomér rovnovaznych koncentraci této slozky [A] ve dvou koexistujicich fazich, pticemz

podle konvence se koncentrace slozky ve fazi stacionarni [A]suvadi v Citateli:

[Als  (na)s Vp,
[Alm ~ (ym’ Vs

KD:

kde (nA)s a (nNA)m jsou latkova mnozstvi slozky A ve stacionarni a mobilni fazi, Vs a
Vm jsou objemy staciondrni a mobilni faze. RGzné slozky maji rtizné hodnoty
distribu¢nich konstant. Cim je hodnota distribu¢ni konstanty pro danou latku vyssi, tim
jeji molekuly setrvaji ve stacionarni fazi delsi dobu a tim vétsi je jeji retence. Pro déleni

jednotlivych slozek je tedy nutné, aby se liSily svymi distribu¢nimi konstantami.

Kapacitni pomér
Pomeér latkového mnozstvi latky ve stacionarni fazi k jejimu latkovému mnozstvi ve

fazi mobilni za podminek udava retencni pomér K (resp. retenéni faktor):

_ (na)s _ _ E_
T om0y, T P

kde pomér Vs/Vm udava tzv. fazovy pomér B (objemové veliiny u fazového poméru
muzeme vztahnout pouze na absorpcni chromatografii). Kapacitni pomér je tudiz mirou
retence latky v kolong, tzn. ¢im vétsi je hodnota K, tim vice je latka v koloné zadrzovana

a je eluovana pozdéji. Jak vyplyva z definice, je retencni faktor bezrozmérné ¢islo.

Reten¢ni ¢as
Charakteristickou veli¢inou pro kazdou separovanou latku v daném systému je elu¢ni
(retencni) Cas tr nebo elucni (retencni) objem Vg. Retencni cas je doba, kterd uplyne od
nastfiku vzorku do dosazeni maxima elu¢ni kiivky a retenéni objem je protekly objem
kolonou za tuto dobu. Mezi reten¢nim ¢asem a reten¢nim objemem existuje vztah:
Vr = Ey, - tg

kde Fm je objemova rychlost [cm®/s]. Objemova pritokova rychlost Fm je rovna souéinu
linearni rychlosti mobilni faze (cm/s) a priifezu kolony (cm?). Z této rovnice lze odvodit
tzv. zakladni rovnici pro reten¢ni objem:

Ve =Vy +Kp - Vs
Dosazenim za distribu¢ni konstantu dostaneme:

Ve =Vy-(1+k)
a pro retencni ¢as tr
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kde Vm je mrtvy objem kolony. Mrtvému retenénimu objemu piislusi mrtvy retencni ¢as
tm, coz je retencni Cas slozky (inertu), kterd neni v kolon¢ zadrZzovana a pohybuje se

stejnou rychlosti jako mobilni faze.

6.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC — High Performance Liquid

Chromatography) se fadi mezi nejcastéji pouzivané separac¢ni metody. Vynika vysokou
ucinnosti, dobrou opakovatelnosti a robustnosti. Tato metoda je vhodnd pro déleni
organickych méné t€kavych kapalnych a tuhych latek, které jsou rozpustné ve vode,
Vv organickych rozpoustédlech nebo ztedénych kyselinach. HPLC se skladé ze zadsobniku

mobilnich fazi, cerpadla, davkovaciho zatizeni, kolony, detektoru a pocitacem.[84]

6.3 Kapilarni kapalinova chromatografie
Kapilérni kapalinové chromatografie (CLC) je zaloZena na stejném mechanismu, ktery

je uplatiovany v klasické kapalinové chromatografii. [30]

CLC ma tadu vyhod, jako je velmi nizkd spotieba mobilni a stacionarni faze, mala
spotieba vzorku a mensi zatiZeni zivotniho prostfedi, vysoké rozliSeni a moZnost ptimého
spojeni s hmotnostnim spektrometrem. V CLC se pouzivaji kiemenné mikrokolony,
pokryté polymerni (Casto polyimidovou) vrstvou, jsou velmi odolné, ohebné, snesou
vysoky tlak a jsou téméef inertni. CLC ma vétsi technické naroky na instrumentaci, nutnost

mensich objemu detekénich cel, a tim i niZsi citlivost detekce. [30]

6.4 Detektory
Fluorimetrické detektory [85, 86]

Fluorimetrické¢ detektory jsou zalozeny na principu fluorescence a méfeni
sekundarniho zafeni, kterd latka vydd po absorpci primarniho elektromagnetického
zafeni. Absorpci elektromagnetického zareni pfechazeji molekuly latek ze zékladniho
elektronového stavu do ruznych vibraénich hladin excitovaného elektronového stavu.
Absorbovanou energii miiZze excitovand molekula opét vyzafit jako fluorescenci nebo ji

pfeménit zcela jinym mechanismem na energii vibra¢ni nebo ji predat jinym molekulam.
Zavislost mezi intenzitou fluorescence a koncentraci analytu.

Or=k -Dy-g,-¢c -1 ®p — intenzita excitacniho zareni
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Jednoduché fluorescenéni detektory pouzivaji jako zdroj excitacniho zéfeni rtutovou
vybojku s filtrem a detekuji fluorescencni zareni soucasné pii vsech vinovych délkach.
Moderni detektory umoznuji nastavit délku excitacniho 1 emitovaného zafeni, lze

programovat vinové délky v pribéhu analyzy pro kazdou latku zvlast.

Elektrochemické detektory [85, 86]

Elektrochemické detektory se pouzivaji k detekci latek, které jsou schopné
elektrochemické reakce, probihajici na fadzovém rozhrani elektroda — roztok (mobilni
faze). Elektrochemické detektory méti urcitou elektrickou veli¢inu (napt. elektrodovy
potencial, proud, kapacita) vyvolanou prichodem latky prutokovou celou detektoru, ve
které jsou umistény elektrody s vlozenym pracovnim nezbytnym k prabchu
elektrochemické reakce. U elektrochemickych detektori se sleduje zavislost mezi
elektrickou veli¢inou a koncentraci sledované slozky. Nejvice vyuzivanad metoda
k detekci je elektrochemicka reakce redoxniho systému. Elektrochemické detektory
dosahuji vysoké citlivosti a jsou srovnatelné s citlivosti fluorimetrickych detektort.
Elektrochemické detektory miizeme rozdélit na amperometrické, kdy se méti proud pfi
konstantnim elektrodovém potencidlu a coulometrické detektory, kdy se méfi pii
konstantnim proudu.

Amperometrické detektory meéii proud vyvolany prichodem redukované nebo
oxidované latky pratokovou celou detektoru. Jako mérné elektrody se pouzivaji tuhé
mérné elektory zhotovené ze skelného uhliku, grafitovych vlaken, zlata ¢i jiného kovu.
Jako srovnavaci elektroda se pouziva kalomelova nebo argentchloridova elektroda.
Utinnost amperometrické elektrody je silné zavisla na ploe povrchu znedisténi diky
elektrodepozicim a adsorpci, ktera na povrchu elektrody probihd. Z tohoto diivodu tudiz
klesa 1 jeji analyticky signal a detektor neposkytuje nikdy stejny analyticky signal pro
stejné analytické koncentrace analytu.

Coulometrické detektory meii naboj potifebny k oxidaci ¢i redukei celkového mnozstvi
pfi jejim pritoku mérnou celou detektoru a dosahuje tak vyssi citlivosti detekce nez u
amperometrickych detektorti. Uginnost elektrochemické reakce je mozné zvysit pouzitim
tzv. elektrody fritového typu, kdy mobilni faze protékd porézni grafitovou pracovni
elektrodou. Vyhodou coulometrické elektrody je jeji vysokd ucinnost, stabilita a

selektivita.
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7 Vlastni stanoveni neurotransmitert
Neurochemickd méfeni se provadi mikrodialyzou ve spojeni s kapalinou

chromatografii nebo kapilarni elektroforézou. Vysetieni vzorkl z dialyzatu lze provést
on-line nebo off-line metodou. Off-line metoda je metoda, pfi které je mikrodialyza
samostatny krok analyzy. Off-line metody maji tu vyhodu, ze maji vyssi propustnost,
proto lze provadét vice odbérti soucasné. Off-line analyza umoziuje flexibilitu pii
testech. Hlavnim problémem off-line analyzy je zachazeni se vzorky, protoze Ize snadno
za den vytvofit stovky submikrolitrovych vzorkd. On-line metoda je kontinualni metoda,
pti které je mikrodialyza pifimo napojena na analyticky systém. On-line metoda nabizi
vyhodu minimalni manipulace se vzorkem, protoze dialyzat je Cerpan smérem
k analytickému systému. Navic pii on-line metod¢ je mozné sledovat vysledky v pribéhu
experimentu. On-line monitorovani mtize byt také uzite¢ni pro poskytnuti rychlé zpétné
vazby v ur¢itych situacich, jako je monitorovani chemickych latek v prib&éhu operace.

On-line analyza vsak klade pfisné pozadavky na rychlost analytické metody [87].

7.1 Elektroforetické stanoveni neurotransmiteri
Kapilarni elektroforéza je také popularni metoda pro spojeni s mikrodialyzou. CE je

vhodna pro dosazeni velmi rychlych analyz, a tedy vysokého casového rozliSeni.
Propustnost CE mize umoznit rychlou analyzu jak pro off-line, tak i on-line uspotadani.
CE se pouziva vétsinou ve spojeni S fluorescenéni detekci. CE s elektrochemickou detekci
neni tak popularni kvali nedostatku komerénich piistroji. Ackoli LIF zajistuje skvélé
detek¢ni limity, mize detekovat pouze fluorescencni slouceniny, a proto je vétSinou
zapotiebi derivatiza¢ni krok [87].
Off-line metody kapilarni elektroforézy

Nejprve byly pro studium pienosu nervovych vzruchl vypracovany off-line metody
spojujici mikrodialyzu s kapilarni elektroforézou. Hlavni vyhoda u off-line metod
vyuzivajici kapilarni elektroforézu oproti HPLC je doba analyzy. Pomoci rtiznych
strategii pro derivatizaci a manipulaci S mensimi vzorky bylo u off-line metod dosazeno
casové rozliseni az 1 — 30 s [87].
On-line metody kapilarni elektroforézy

Vyznamné vyzkumné Usili bylo vénovano také vyvoji on-line metod spojujici
mikrodialyzu a CE. Skupina Lunteho jako prvni vyuzila on-line derivatizaci vzorku
s pouzitim naftalen-2,3-dicarboxaldehyd/kyanidu. Tato metoda se pouzivala pro méfeni
glutamatu a aspartatu se 70s ¢asovym rozliSenim [88]. Kennedyho skupina vyvinula
systém, v némz je dialyzat derivatizovan on-line a potom pravideln¢ aplikovan na systém
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CE, coz umoznilo separaci s dobou analyzy v rozmezi 3 — 100 s. Optimalizace podminek
separace (jako je napf. pouziti miceldrni elektrokinetické chromatografie, riizné
derivatiza¢ni ¢inidla a rtizné detektory) umoznily detekci riznych latek. Za zminku stoji
zejména rozliSeni 17 aminokyselin v rozmezi 30 s, rozliSeni dopaminu, detekce
glutathionu a cysteinu pomoci methanolicmonobromobimanové derivatizace a detekce

askorbatu a laktatu v dialyzatu [87].

Nasledujici tabulky shrnuji  jednotlivé elektroforetické metody stanoveni
neurotransmiterti. Tabulka 3 srovndva metody z hlediska stanovaného analytu, detekéni
metody a zejména Casového rozliSeni pouzité metody, zatimco Tabulka 4 se zamétuje

zejména na detekeni limity pouzitych metod v analyze aminokyselin.

Tab. 3: Vysoké casové rozliseni dialyzacnich metod [87]

Analyty typ experimentu g;?;?(ii ro;?;g;é(s) off-line on-line | reference
Glu vyvoj metod CE-LIF 1 ano ne 33
Glu vyvoj metod CE-LIF 6 ano ne 34
D-Asp, L-Asp vyvoj metod CE-LIF 3 ne ano 35
Glu uéinky askorbatu | CE-LIF 3 ne ano 36
na elektricky
stimulované
uvolnovani
Glu, Asp, dopamin apomorfin, PDC CE-LIF 10 ano ne 38
NMDA
Glu, Asp zifr'r‘]tl::glc‘g CE-LIF 12 ne ano 39
neuroaktivni aminy a alkoholové a CE-LIF 15 ne ano 40,41,42
aminokyseliny estrogenové ucinky
neuroaktivni aminy a chovani CE-LIF 15 ne ano 43,44,45
aminokyseliny
neuroaktivni aminy a vyvoj metod CE-LIF 20 ne ano 46,47
aminokyseliny
NA, DQACB”A“' AP | yyvoj metod CE-LIF 20 ano ne 48
neuroaktivni aminy a vyvoj metod ME:T:C_ 30 ne ano 49
aminokyseliny
Glu chovani CE-LIF 30 ano ne 50
Glu, GABA chovani CE-LIF 30 ano ne 51
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. metoda Casové . .

Analyty typ experimentu detekce | rozlizent (s) off-line | on-line | reference

Arg, Glu, Asp odpovéd na bolestna | CE-LIF 30 ano ne 52
formaldehydovy test
NA, DA, Glu, Asp vyvoj metod CE-LIF 30 ano ne 53
Glu elektricka stimulace | CE-LIF 30 ano ne 54
GABA, Glu, Asp odpoved na bolest CE-LIF 60 ano ne 55
v lidské mise
Glu, GQSBDA’ A0 | odpoved nabolest | CE-LIF 60 ano ne 56
v potkanni mise
Glu, Asp NMDA ucinky CE-LIF 60 ano ne 57
dopamin vyvoj metod ME:T:C' 90 ne ano 63
DA, NA, Glu, Asp chovani CE-LIF 120 ano ne 64
Glu, Asp cirkadianni rytmické | CE-LIF 120 ano ne 65
ucinky

NA, Glu vyvoj metod CE-LIF 120 ano ne 66

Tab. 4: Souhrn detekcnich metod aminokyselin neurotransmiterii a jejich mezi detekce

[89]
analyty typ experimentu | metoda detekce teChI\llifgrESbém mez detekce reference
TGaﬁBéAIL,J,GAI\Zb vyvoj metod CE-LIF mikrodialyza 0,1-0,2nM 70
GABA, Tau, | vyvoj metod pii CE-LIF mikrodialyza GABA: 51nM 71
Gly, L-ser, | testovani in vivo Tau: 19,5nM
D-ser, Glu Gly: 18,0 nM
L-ser: 57,0 nM
D-ser: 57,0 nM
Glu: 85,0 nM
D-ser, L-ser, | vyvoj metod pfi CE-LIF mikrodialyza Glu: 0,14 uM 72
Glu, Asp testovani in vivo GABA: 0,05 uM
L-ser: 0,06 uM
D-ser: 0,06 uM
Glu,Asp | vivoj metod CE-LIF mikrodialyza | CM 00100 | 7374
Asp: 0,12-83 nM
Glu, Asp vyvoj metod CE-LED-IF mikrodialyza 10-11 nM 75
Glu, Tau, vyvoj metod CE-LIF mikrodialyza Glu: 1,2 nM 76
GABA, Gly Tau: 0,5nM
GABA: 0,7 nM
Gly: 0,5nM
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analyty typ experimentu metoda technika odbéru mez detekce reference
detekce vzorku
Glu, Asp, vyvoj metod in vivo CE-LIF mikrodialyza Glu: 0,4 nM 77
GABA a farmakologické Asp: 0,4 nM
manipulace GABA: 3nM
GABA, Gly, vyvoj metod pii CE-LIF mikrodialyza Tau: 0,06 nM 78
Glu, Asp testovani vzorku Gly: 0,08 nM
Tau in vivo dalsi: 0,1 nM
Glu, Asp, Gly |  vyvoj metod pfi CE-LIF mikrodialyza Glu: 70 nM 79
testovani vzorku Asp: 94 nM
in vivo Gly: 11 nM
Dg'lld L | vyvojmetodpfi | CE-LIF | mikrodialjza | D-Glu:41,2nM 80
D-Ser, L-Ser, testovani in vivo L-Glu: 32,3 nM
D'AASS% L- D-Asp: 57,1 nM
L-Asp: 40,3 nM
D-Ser: 43,8 nM
D-Ser, L-Ser, vyvoj metod pfi CE-LIF mikrodialyza D-Ser: 0,38 uM 81
Tau, Glu, testovani vzorku L-Ser: 3,4 uM
GABA ex vivo Tau: 6,2 uM
Glu: 1,1 uM
GABA: 0,28 uyM
Glu, Asp vyvoj metod pii CE-LED-IF | mikrodialyza Glu: 20,9 nM 83
testovani vzorku Asp: 23,1 nM
ex vivo

7.2 Chromatografické stanoveni neurotransmiteru
Metody kapalinové chromatografie pro analyzu dialyzatu patfi mezi nejvice popularni

techniky pro analyzu dialyzatu. Tyto metody se pouzivaji pro meéfeni distribuce
neurotransmiterd, ale také pro studium farmakodynamiky a metabolickych zmén. Ackoli
konvencni velikost HPLC kolon zistava nejrozsifenéjsi, pokroky v miniaturizace a
ptiprava kapilarnich kolon umoznila zleps$eni ¢asového rozliseni z 5-30 min na 10 — 180
S, coz bylo zptisobeno zejména zlepSenou hmotnosti citlivosti [87].
Vysoce ucinna kapalinova chromatografie

Mez detekce (LOD) u HPLC vyzaduje, aby vzorky byly obvykle shromazd’'ovany v 5-
30min frakcich, ¢imz ale dojde ke zhorSeni ¢asového rozliSeni. Hmotnostni citlivost je
siln¢ zavisla na pouzitém detektoru. Fluorescencni a elektrochemicky detektor nabizi
vyznamné vylepSeni oproti UV absorbanci. V nékterych piipadech lze s vysokou
citlivosti detekce zlepsit Casové rozliSeni na 1-2 min, jak bylo ukdzano pro glutamat,

GABA, serotonin, adenosin a dopamin [60,69].
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Kapilarni kapalinova chromatografie

V poslednich nékolika letech se CLC ukdzala jako velmi slibnd metoda stanoveni
vzorkli dialyzatu. CLC s elektrochemickou detekci byla pouzita pro stanoveni
neuroaktivnich amini a aminokyselin. Tato metoda vykazovala LOD 20-80 amol a
v disledku toho by mohla dosahnout ¢asového rozliSeni az 10 s s off-line sbérem frakci.
Tato metoda umoznila stanoveni 16 aminokyselin vetné glutamatu, aspartaitu a GABA
ve vzorku o objemu 200 nl [37]. V soucasné dobé limituje pouziti této metody pouze
nedostatek automatizace a del$i doba analyzy. I kdyz CLC nabizi oproti HPLC vyssi
hmotnostni citlivost a tim 1 vét$i Casové rozliSeni, n¢kolik nevyhod omezuje pouziti této
metody. Stabilita kapilarni kolony je mnohem mensi neZz u komerénich HPLC kolon,
protoze se mohou snadné&ji ucpat nebo zlomit. Dale je nutné pocitat také s nemalymi
instrumentalnimi naklady spojenymi s pouzitim kapilarni chromatografie [87]. Tabulka

5 shrnuje pouziti riznych HPLC metod pro stanoveni neurotransmiterd.

Tab. 5: Vysoké casové rozliseni dialyzacnich metod [87]

typ metoda
Analyty experimentu detekce | Casové rozliSeni (s) | off-line | on-line | reference
Glu, Asp vyvoj metod | HPLC-FLU 60 ano ne 59
Glu, GABA vliv hypoxie HPLC-EC 60 ano ne 60
Serotonin vliv hypoxie HPLC-EC 90 ano ne 60
dopamin chovani HPLC-EC 60 ano ne 61
dopamin ucinky kokainu | HPLC-EC 60 ano ne 62
Adenosin vliv hypoxie | HPLC-UV 90 ano ne 60
dopamin chovani HPLC-EC 120 ano ne 67, 68
dopamin a chovéni HPLC-EC 120 ano ne 69
serotonin
serotonin, 5-
HIAA vyvoj metod cLC-EC 60-120 ano ne 58
neuroaktivni
aminy a vyvoj metod cLC-EC 10 ano ne 37
aminokyseliny

8 DalSi moznosti stanoveni neurotransmitera
8.1 Mikrodialyza

Mikrodialyza je nova invazivni moderni metoda vyuzivana v experimentdlnich 1
Klinickych studiich, umoznujici odbér (monitorovani) i aplikaci latek (endogenni latky,
1éky, metabolity) ptimo ve tkanich, télesnych dutinach i v Kkrvi. [28]. Dosud byla

aplikovana v riznych odvétvich mediciny, jako jsou neurochirurgie, intenzivni medicina,
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kardiochirurgie, plastickd chirurgie, farmakologie apod. Nejvice je mikrodialyza

vyuzivana Vv neurochirurgii a neurointenzivni medicing [26].

Princip mikrodialyzy

Mikrodialyza v principu napodobuje pasivni funkci krevnich kapilar. Do ,,intaktni*
tkané je implantovana tenka trubicka/kanyla ze semipermeabilni membrany (O.D. byva
0,2 - 0,5 mm; ,,cut-off* 5000 - 100000 Daltont1), ktera je promyvana roztokem elektrolytii
co nejpodobnéjsim extracelularni tekuting. Latky (volné molekuly) schopné difundovat
pfes membranu prochazeji pii dialyze obéma sméry. Ptislusnou analytickou metodou se
potom stanovuje koncentrace latek v dialyzatu, odebiraném ve zvolenych intervalech.

Piepoctem lze zjistit skute¢nou koncentraci latek v extracelularni tekutiné v okoli kanyly

[28].

piivod dialyzac¢niho
odvod dialyzacniho roztoku
roztoku |

perfuzat

dialyza¢ni roztok
obsahuje analyt

>
e,
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o 4 < —
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(polopropustna
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Obrazek 5: Schématické znazornéni mikrodialyza¢ni sondy [90]

Mikrodialyza¢ni systém obsahuje sondy a zavadéce, perfuzni roztoky a pumpy, systém
trubic a vidlek, sbérnice vzorkd, specidlni analyzatory a software pro neanalytickou,
analytickou 1 postanalytickou fazi.

Pét zékladnich metabolitd, které se vysetiuji pomoci mikrodialyzy jsou: glukoza,
laktat, pyruvat, glycerol a glutamat. Existuji standardni komercni sety, které umoziuji
vySetieni téchto latek [26].

Nejcastéjsi analytické metody, které se vyuzivaji ve spojeni s mikrodialyzou, jsou

HPLC a kapilarni elektroforéza.
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9 Zavér

Tato bakalatskd prace shrnuje zakladni poznatky o neurotransmiterech a jejich
moznostech stanoveni pomoci separacnich metod. V tivodu se prace zabyva popisem
nervového systému tvofeného neurony a synapsemi. Dale rozdéluje neurotransmitery na

jednotlivé tfidy (monoaminy, aminokyseliny, neuropeptidy a plynné mediatory).

V dalsi ¢asti se prace zabyva analytickymi separa¢nimi metodami, které se pouzivaji
ke stanoveni neurotransmiter. Jednd se zejména o metody kapilarni elektroforézy a
kapalinové chromatografie a jejich modifikace jako napt. micelarni elektrokineticka

chromatografie, kapilarni kapalinovéa chromatografie.

Posledni ¢ast bakalaiské prace se vénuje konkrétnim metoddm. Neurochemicka
méfeni miizeme rozdélit na off-line a on-line metody, které se ¢asto pouzivaji ve spojeni
s mikrodialyzou a konkrétni analytickou separa¢ni metodou. Dulezitym prvek z hlediska
porovnani jednotlivych metod je rychlost analyzy, jinak také zvana jako asové rozliSeni.
Vzhledem k tomu, Ze neurochemické déje v mozku probihaji velmi rychle, je nutné
ziskavat co nejvice informaci v co nejkratS§im Case. Nejvice pouzivané metody k méteni
neurotransmitertl jSou off-line metody kapilarni elektroforézy, které dosahuji nejlepsich
asovych rozliseni. Casové rozlideni u té&chto metod je 1-30s oproti HPLC, které se
pohybuje v rozmezi 5 — 30 min. Ale i u HPLC doslo v poslednich letech k vyznamnému
k pokroku s pouzitim kapilarni kapalinové chromatografie. Casové rozliSeni u téchto

metod je v soucasné dob¢ 10 — 180 s.
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