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ANOTACE 

Bakalářská práce se zabývá analytickými separačními metodami, které se využívají ke 

stanovení neurotransmiterů. V práci jsou obsaženy informace, týkajících se různých typů 

neurotransmiterů a analytických separačních metod, konkrétně kapalinovou 

chromatografií a kapilární elektroforézou. Sedmá kapitola této práce pojednává o 

možnostech stanovení neurotransmiterů a srovnávání metod pro různé typy 

neurotransmiterů. 
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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. 
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Seznam použitých zkratek 

5 – HT – serotonin 

AK – aminokyselina 

Arg – arginin 

Asp – aspartát 

CE – kapilární elektroforéza 

CLC – kapilární kapalinová chromatografie 

CO – oxid uhelnatý  

DA – dopamin 

EC – elektrochemická detektor 

FLU – fluorescenční detektor 

GABA – kyselina γ – aminomáselná  

Glu – glutamát 

Gly – glycin 

HPLC – vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

LIF – laserem indukovaná fluorescenční detekce 

MEKC – micelární elektrokinetická kapilární chromatografie 

NA – noradrenalin 

NO – oxid dusnatý 

EOF – elektroosmotický tok 

Ser – serotonin 

Tau – taurin 

UV – detekce v ultrafialové oblasti 
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1 Úvod 

Mozek je velmi složitý systém biochemických změn, který je nejméně prozkoumanou 

částí nervového systému. Centrální nervový systém řídí celý lidský organismus. Základní 

struktura centrálního nervového systému je předurčena geneticky. Prostorové uspořádání 

neuronů, jejich síťování v průběhu vývoje a následná dynamika spojů jsou závislé na 

aktivitě neurotransmiterů a neuromodulátorů. Právě tyto látky převádějí, zesilují, blokují, 

generují nebo inhibují signály vytvářené neurony. Abychom zjistily více informací o 

přesném fungování mozku, byly v posledních letech vyvinuty nové metody in vivo 

monitorování neurotransmiterů, které nám umožňují sledování hladin nebo zjištění 

koncentrací neurotransmiterů.  

Cílem bakalářské práce je shromáždit, co nejvíce informací o neurotransmiterech a 

jejich fungování v lidském organismu. V práci se zabývám technikami na stanovení 

neurotransmiterů, hlavně analytickými separačními metody typu kapalinové 

chromatografie a kapilární elektroforézy. Nejdůležitější část v mé práci je věnována 

možnostem stanovení neurotransmiterů a srovnání těchto metod z hlediska jejich aplikace 

pro různé typy neurotransmiterů. 
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2 Neuron 

Základní funkční a anatomickou jednotkou nervové soustavy, jejíž strukturu popsal 

roku 1835 J.E. Purkyně, je neuron.  Podstatnou část každého neuronu tvoří buněčné tělo. 

Procesy v něm probíhající zajišťují výživu a strukturální a funkční integritu neuronu.  

Tělo neuronu tvoří buněčná membrána, neuroplazma, jádro s jadérkem a subcelulární 

struktury. Jádro obsahuje deoxyribonukleovou kyselinu (DNA), jadérko ribonukleovou 

kyselinu (RNA). V cytoplazmě neuronu jsou endoplazmatické retikulu, Nisslova 

substance a ribozomy uplatňující se při tvorbě bílkovin, mitochondrie zajišťující buněčný 

metabolismus. Z buněčného těla vystupuje velké množství větvících se výběžků – 

dendritů a jeden dlouhý nitkovitý výběžek – axon (neurit). Dendrity jsou krátké. Na 

povrchu dendritů jsou většinou přítomny tzv. dendritické trny. Základní funkcí 

dendritických trnů je pozměňování postsynaptického potenciálu při jeho přechodu ze 

synapse na dendrit.  Jako axon označujeme výběžek vedoucí vzruch směrem od těla 

neuronu, obsahuje ribozomy, malé množství mitochondrií a neurotubuly.  Důležitou 

funkcí je transport některých látek z těla nervové buňky koncových částí axonu. Axon je 

v celém rozsahu obaleny myelinovou  pochvou, která se významně podílí na přenosu 

vzruchu. Myelinová pochva je přerušována tzv. Ranvierovými zářezy, které mají značný 

význam pro vedení vzruchu [1,2]. 

 

3 Synapse 

Synapse je specifické spojení dvou neuronů umožňující přenos informace z jednoho 

neuronu na druhý. 

3.1 Ontogenetický vývoj synapse 

K tvorbě synapsí dochází vždy až po dosažení určité úrovně zralosti diferencované 

nervové buňky. Vývoj synapsí se významně liší v jednotlivých oddílech nervového 

systému. Při tvorbě synapsí obecně platí, že postsynaptický útvar je primárně pod 

presynaptickou kontrolou. Primárně vytvořené synapse bývají přechodné a během 

ontogeneze se postupně stěhují do definitivní pozice. Ta je dána nejen růstem a organizací 

axonů, ale rovněž vývojem receptivního pole neuronů [2]. 

3.2 Morfologická charakteristika synapsí 

Anatomická struktura je v různých částech nervového systému rozdílná. Obecně lze 

říci, že synapsi tvoří presynaptický a postsynaptický úsek. Postsynaptický úsek tvoří buď 
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membrána dendritu (synapse axo-dendritická), membrána somatu (synapse axo-

somatická) nebo membrána axonu  (synapseaxo-axonová) [4].  

Presynaptickou a postsynaptickou membránu odděluje synaptická štěrbina, která je 

široká asi 20nm [4].  

 

Obrázek 1: Chemická synapse [6] 

3.3 Mechanismus přenosu vzruchů na synapsích 

Přenos vzruchu z jednoho neuronu na druhý se realizuje dvěma způsoby: elektricky 

nebo chemicky.  

Elektrická cesta přenosu má velice těsné membránové spojení a to znamená, což 

znamená, že se presynaptická a postsynaptická membrána přímo dotýká a jsou spojeny 

kanálky (gap junction), resp. póry, které umožňují volný pohyb iontů a malých molekul 

mezi cytoplazmou obou buněk. Pór je tvořen komplexem šesti proteinů nazvaných 

konexiny. Hlavní charakteristiky elektrické synapse jsou: obousměrný přenos signálu, 

symetrická morfologie a větší přenosu signálu. Tento typ přenosu se nachází především 

v nervovém systému bezobratlých a u nižších obratlovců, ale mohou se vyskytovat i u 

savců [1,4,5]. 

V synapsích, v nichž se přenos realizuje chemickou cestou, hrají důležitou úlohu 

chemické látky zvané neurotransmitery nebo mediátory, které jsou nashromážděny 

v synaptických váčcích. K uvolnění neurotransmiterů dochází depolarizací synaptické 
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membrány akčním potenciálem nervového vlákna. Depolarizace nervového zakončení 

otevírá napětím řízené vápníkové kanály v blízkosti synaptických váčků. Zvýšená 

koncentrace Ca2+ aktivuje v synaptickém zakončení vnitřní transportér Ca2+ a aktivátor 

specifických kináz a zahajuje exocytózu, při níž dojde ke splynutí váčku s presynaptickou 

membránou a k vylití neurotransmiteru. Po vylití do synaptické štěrbiny se 

neurotransmitery vážou na specifické receptory, které jsou umístěny na subsynaptické 

membráně.  Receptory jsou spojeny s iontovým kanálem určitého typu. Typ těchto 

otevíraných kanálů určuje, zda neurotransmiter bude mít excitační nebo inhibiční 

vlastnosti. Při excitačních synapsí se otevírají kanály pro kladné ionty (Na+ a Ca2+, které 

proudí do buňky). Postsynaptická membrána se depolarizuje a vzniká excitační 

postsynaptický potenciál (EPSP). U inhibiční synapse se otevírají kanály pro Cl- ionty 

s následnou stabilizaci membrány na úrovni chloridového rovnovážného potenciálu a tím 

vzniká inhibiční postsynaptický potenciál, který je provázen hyperpolarizací 

postsynaptické membrány [1,4,5]. 

Uvolněné neurotransmitery jsou okamžitě v synaptické štěrbině odbourávány 

příslušným enzymatickým systémem, případně jsou zpětně transportovány do 

presynaptického útvaru, kde může být podle typu synapse neurotransmiter enzymaticky 

rozložen nebo znovu využit k dalšímu synaptického přenosu. Tímto je zabezpečeno, že 

může proběhnout velmi brzy další přenos informace novým uvolněním neurotransmiterů 

na základě nového nervového vzruchu. Tato rychlost je velmi vysoká, přibližně může za 

minutu proběhnout až 1000 cyklů [1,4,5]. 

 

4 Neurotransmitery 

Neuroaktivní látky podílející se na přenosu nervového signálu lze dělit na 

neurotransmitery, neuromodulátory a neurohormony. Neurotransmitery jsou látky 

uvolněné z neuronu do synaptické štěrbiny a ovlivňující aktivitu pouze jedné nebo 

několika prostorově blízkých buněk. Zajišťují tak mezibuněčný přenos nervového 

signálu. Neurotransmitery jsou považovány za primární posly celého přenosového 

systému [9]. 

Látka, kterou označíme jako neurotransmiter, musí splňovat tato kritéria: 

 Musí se vyskytovat ve vysokých koncentracích v presynaptických nervových  

 zakončeních [7] 

 Musí být syntetizována v presynaptickém neuronu [7] 

 Uvolňování neurotransmiteru musí být v dostatečném množství z neuronu při  
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depolarizaci membrány a existence mechanismu pro ukončení jeho působení [11] 

 Je-li v odpovídající množství podána exogenně, má stejný účinek jako endogenně 

syntetizovaný mediátor [11] 

 Musí existovat specifický receptor pro tento neurotransmiter [7] 

 K jejímu odstranění ze synaptické štěrbiny je vytvořen specifický mechanismus 

[11] 

Syntéza neurotransmiterů spočívá v enzymové úpravě jednoduchých prekurzorů, které 

se do neuronů dostávají obvykle ve spolupráci s gliovými buňkami. Nově syntetizované 

nebo zpětně vychytané neurotransmitery jsou uloženy do synaptických váčků. Většina 

váčků vzniká v Golgiho aparátu, někdy ve hladkém endoplazmatickém retikulu. Část 

váčků může vzniknout pinocytózou membrány. Jinou teorií pro mechanismus uvolnění 

je vznik póru pro neurotransmiter při kontaktu váčku a presynaptické membrány [9] 

4.1 Klasifikace neurotransmiterů 

Z biochemického hlediska jsou neurotransmitery látky, které je možné rozdělit do čtyř 

skupin: 

1. Monoaminy – acetylcholin, noradrenalin, adrenalin, dopamin, serotonin a  

histamin 

2. Aminokyseliny – gama-aminomáselná kyselina (GABA), glutamová kyselina  

(glutamát), asparágová kyselina (aspartát), glycin, teurin 

3. Neuropeptidy – endorfin, enkefalin, dynorfin, P-substance (SP), neuropeptid Y  

(NY) 

4. Plynné mediátory – oxid dusnatý (NO), oxid uhelnatý (CO) a sirovodík (H2S) 

 

Z funkčního hlediska, tj. podle působení neurotransmiterů na synaptický přenos, 

rozlišujeme: 

 Excitační mediátory – kyselina glutamová, kyselina asparágová, acetylcholin 

 Inhibiční mediátory – GABA a glycin [11]. 
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Tab. 1: Klasické neurotransmitery a jejich prekurzory [7] 

 

Tab. 2: Některé neuropeptidy a jiné bioaktivní peptidy [7] 

peptid zařazení 

látka P (substance P, SP), látka K (tachykininy) 

mozkové a gastrointestinální 

neurotenzin 

cholecystokinin (CCK) 

gastrin 

bombezin 

galanin 

neuronové 
neuromedin K 

Neuropeptid Y (NPY) 

peptid YY (PYY) 

faktor uvolňující kortikotropin (CRF) 

hypotalamové uvolňující 

faktory 

hormon uvolňující růstový hormon (GHRH) 

hormon uvolňující gonadotropin (GnRH) 

somatostatin 

hormon uvolňující tyreotropin (TRH) 

 

Systém Transmitter Prekurzory 

Cholinergní acetylcholin cholin + acetylkoenzym A 

aminokyselinergní 

GABA glukóza → glutamát 

asparagová kyselina glukóza + glutamin; glutamát 

glutamová kyselina glukóza + glutamin; aspartát 

glycin serin 

homocystein cystein → cystin 

monoaminergní 

katecholaminy 

dopamin 
tyrozin → DOPA → dopamin→ 

noradrenalin → adrenalin 
noradrenalin 

adrenalin 

indolaminy 
tryptamin  

serotonin tryptofan → 5-hydroxytryptofan 

jiné odvozené od AK 
histamin histidin 

taurin cystein → cysteamin 

purinergní 

adenosin  

ADP  

AMP  

ATP  
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peptid zařazení 

oxytocin 
neurohypofyzeální peptidy 

vazopresin 

atriální natriuretický peptid (ANP) 
neuronové a endokrinní 

vazoaktivní střevní peptid (VIP) 

enkefaliny (met-,leu-) 

opioidní peptidy dynorfiny 

β-endorfin 

adrenokortikotropní hormon (ACTH) 

hypofyzeální hormony 

růstový hormon (GH) 

prolaktin (PRL) 

luteinizační hormon (LH) 

tyreotropin (TSH) 

 

Acetylcholin 

Acetylcholin byl první látkou rozpoznanou jako neurotransmiter [7]. Acetylcholin je 

vytvářen v nervových zakončeních reakcí cholinu a acetylkoenzymu A, katalyzovanou 

cholinacetyltransferázou. V synaptické štěrbině je rozkládán acetylcholinesterázou na 

cholin a kyselinu octovou. Cholin je zpětně vychytáván do presynapse a resyntetizován 

na acetylcholin. Inhibitory cholinesterázy zabraňují biodegradaci acetylcholinu a jsou 

používány jako kognitiva u Alzheimerovy demence [9]. 

Neurony uvolňující acetylcholin jsou známy jako cholinergní neurony. Anatomicky 

vysoká koncentrace cholinergních neuronů je v nukleus basalisMeynerti (součást 

bazáních ganglií), v bazální části předního mozku s projekcemi do mozkové kůry, 

limbického a mezopontiního systému. Cholinergních je 10 % všech neuronů [9]. 

Acetylcholin se váže na dva typy receptorů: muskarinové a nikotinové. 

Muskarinové receptory jsou rychlé (ionotropní) a uplatňují se především v procesech 

modulace nálad, tlumení bolesti a ve fixaci krátkodobé paměti. Aktivace periferních 

muskarinových receptorů vede ke zpomalení srdeční frekvence, zúžení průsvitu 

průdušek, zvýšení produkce slin a slz. Muskarinové receptory jsou lokalizovány na 

neuronech mozkové kůry, talamu, hypotalamu, hipokampu a mozkového kmene [11]. 

Nikotinové receptory jsou pomalé (metabotropní). Uplatňují se v regulaci svalového 

napětí, v procesech učení, dlouhodobé paměti a v mechanismu spánku. Vazbou 

acetylcholinu na nikotinové receptory je ovlivňováno i uvolňování dopaminu, 

noradrenalinu, serotoninu, GABA a glutamátu [11]. 
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4.2 Monoaminy 

Monoaminové neurotransmitery jsou vytvářeny v buněčném těle, v axonu a 

v nervových zakončeních. Monoaminové neurotransmitery je možné rozdělit do tří 

skupin: katecholaminy (dopamin, adrenalin, noradrenalin), indolaminy (tryptamin a 

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

4.2.1 Katecholaminy 

Dopamin 

Dopamin se nachází v neuronech různého typu: 

1) Ultrakrátké neurony v retině a b. olfactori 

2) Středně dlouhé neurony jsou v hypothalamu a intermediálním laloku 

3) Dlouhé neurony jsou ze substantianigra a ventrálního tegmenta 

Dopaminergní systém se podílí na modulaci celkového chování organismu (souvislost 

s motivací a emocí), reguluje funkci motorických neuronů a podílí se na regulaci 

hypothalamo-hypofyzární činnosti Dopamin inhibuje uvolňování prolaktinu. 

Dopaminové receptory jsou metabotropní. V současné době je identifikováno pět 

receptorových podtypů (D1-D5). D1 receptory aktivují, zatímco D2 receptory inhibují 

aktivitu adenylcyklázy. Porucha tvorby dopaminu v bazálních gangliích má význam při 

vzniku Parkinsonovy choroby [10]. 

Dopamin je syntetizován z aminokyseliny tyrozinu působením tyrozinhydroxylázy s 

meziproduktem DOPA (3,4-dihydroxyfenylalanin). Volný dopamin je katabolizován 

monoaminooxidázou (MAO) a katechol-O-methyltransferázou (COMT) na kyselinu 

homovanilovou (HVA) [9]. 

Dopamin je skladován v presynaptické části neuronu ve vezikulách a po stimulaci 

uvolňován do synaptické štěrbiny, kde působí na postsynaptické i presynaptické 

receptory. Ze synaptické štěrbiny je dopamin transportován zpět do presynapse 

specifickým transportérem, který je cílem zásahu mnoha psychofarmak, především 

psychostimulancií, kokainu a některých antidepresiv [9]. 

 

Noradrenalin a adrenalin 

Noradrenalin a adrenalin jsou deriváty katecholu (1,2-dihydroxybenzen). Je skladován 

v synaptických zakončeních neuronů. Noradrenalinové receptory jsou dva základní typy 

(alfa a beta) s řadou podtypů. Jsou lokalizovány především v mostu – locuscoeruleus a 

v tegmentu – ncl. lateralistegmenti. Jako hormony dřeně nadlevin mají obě látky rozsáhlé 

kardiovaskulární a metabolické účinky a ovlivňují hladkou svalovinu stěny dutých 
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orgánů. Oba neurotransmitery mají značný význam v procesu vývoje nervové soustavy 

[11]. 

Noradrenalin se nachází ve velkém množstvím v hypothalamu a některých limbických 

oblastech [10]. 

Noradrenalin vzniká z aminokyseliny tyrozinu a následně dopaminu prostřednictvím 

β-hydroxylázy v noradrenergních neuronech. Noradrenalin je přeměňován 

fenyletanolamin-N-metyltransferázou na adrenalin. Produktem degradace noradrenalinu 

je 3-metoxy-4-hydroxyfenylglykol (MHPG) [3]. 

Ze synaptické štěrbiny jsou noradrenalin a adrenalin vychytávány do presynaptické 

části neuronů pomocí transportérů. Zde jsou skladovány ve vezikulech a tomuto ukládání 

brání např. reserpin. Amfetamin a efedrin uvolňují noradrenalin z vezikul, aniž narušují 

jeho syntézu. Funkční význam adrenalinu v centrálním nervstvu není příliš objasněn [3]. 

4.2.2 Indolaminy 

Mezi indolaminové neurotransmitery řadíme tryptamin a především serotonin [1]. 

 

Serotonin (5 - hydroxytryptamin) 

Serotonin je za fyziologických podmínek amfifilní molekula, která neprochází snadno 

hematoencefalickou bariérou. Je syntetizován v mozku. Má podobnou chemickou 

strukturu jako tryptamin, melatonin a dietyltryptamin [1]. Serotonin je přítomen v největší 

koncentraci v krevních destičkách a v gastrointestinálním traktu [2]. 

Jako neurotransmiter hraje úlohu v řadě centrálních funkcí – jako je spánek, nálada, 

úzkost, agresivita, příjem potravy. Nejvíce serotonergních neuronů nacházíme v mediální 

a paramediální části středního mostu a prodloužení míchy [4]. 

Serotoninové receptory jsou jak ionotropního, tak metabotropního typu. Serotoninové 

receptory se dělí do 7 hlavních skupin 5-HT[1-7] a 15 podtypů. Podtyp serotoninového 

5-HT[1A]--receptoru je spojován s anxiolytickým a antidepresivním účinkem léků [3]. 

Serotonin je nejen neurotransmiter, ale má i neurotrofní funkce. Byl detekován již 

v oplozeném vajíčku. Neurotrofní funkce serotoninergních neuronů se realizují ve dvou 

vývojově odlišných etapách: 

1) Prenatálně navozuje serotonin maturaci a vývoj mozkové kůry (růst a větvení  

dendritů) 

2) Postnatálně udržuje dosažený vývojový stav [5] 
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Serotonin je vytvářen z aminokyseliny tryptofanu, obsažené v potravě. Pomocí 

tryptofanhydroxylázy z tryptofanu vzniká 5 - hydroxytryptofan, který je dekarboxylován 

dekarboxylázou aminokyselin na serotonin (5 - hydroxytryptamin, 5 - HT). Serotonin je 

katabolizován monoaminooxidázou na aldehyd a dále aldehyddehydrogenázou na 

kyselinu 5 - hydroxyindoloctovou [9]. 

Serotonin je do synaptických váčků ukládán aktivním transportem. Uvolňování 

serotoninu do štěrbiny nastává exocytózou váčků a jeho aktivita je ukončena zpětným 

vychytáváním specifickým serotoninovým transportním proteinem, který je obsažen 

v plazmatické membráně [7]. 

4.2.3 Jiné monoaminy 

Dalšími monoaminovými neurotransmitery odvozenými od aminokyselin jsou taurin 

a především histamin. Taurin je odvozen z cysteinu, histamin vzniká dekarboxylací 

histidinu [7]. 

 

Histamin 

Histamin je obsažen ve většině tkání lidském těle, zejména v histiocytech, ale protože 

neprochází hematoencefalitickou bariérou, musí být v CNS syntetizován [9]. 

Histamin je v CNS vytvářen dekarboxylací aminokyseliny histidinu pomocí 

histidindekarboxylázy. Histamin je metabolizován histaminmethyltransferázou na 

methylhistamin, který podléhá oxidativní deaminaci monoaminooxidázou B. 

Histaminergní neurony jsou lokalizovány hlavně v zadním hypotalamu. Odkud vedou 

histaminergní dráhy do hypofýzy, do dalších hypotalamických jader, některých 

čichových oblastí a mozečku [9]. 

Jsou známé tři typy histaminových receptorů H1, H2 a H3. Všechny tři se nacházejí 

v CNS. 

Receptor H1 má v centrálním nervovém systému excitační roli. Tyto receptory byly 

zjištěny na dendritech Purkyňových buněk mozečku, neuronech molekulární vrstvy 

mozečkové kůry a korových neuronech čelního laloku mozku. 

Receptory H2 jsou zastoupeny v různých partiích mozkové kůry – početnější jsou 

v pyriformní a okcipitální kůře. 

Receptory H3 jsou převážně heteroreceptory – vážou kromě histaminu i 

aminokyseliny, serotonin a peptidy [11]. 
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Histaminergní systém je zřejmě kontrolním systémem hypofýzy, systémů bdělosti, 

ovlivňuje některé kognitivní, reguluje chuť k jídlu a tělesnou hmotnost [11]. 

Histamin je poměrně jednoduchá organická látka, která je produkována řadou buněk: 

histiocyty, bazofilními leukocyty, buňkami žaludeční sliznice. Z evolučního hlediska jde 

o látku se širokým využitím především v imunitních reakcí [11]. 

4.3 Aminokyseliny 

Aminokyseliny jsou mediátory, které jsou klíčové pro regulaci senzorických vstupů, 

paměťových kódování a pro řízení pohybu. U vyvíjejícího se mozku jsou podstatné pro 

tvorbu neurálních sítí a utváření architektoniky mozkové kůry [11]. 

Aminokyseliny v roli neurotransmiterů dělíme na inhibiční (GABA, glycin, taurin, 

prolin, β-alanin) a excitační (kyseliny glutamová a kyselina asparagová). Excitační 

aminokyseliny otevírají Na+ kanál, vedou k depolarizaci a zvyšují frekvenci neuronálních 

výbojů. Inhibiční aminokyseliny otvírají Cl- kanály, vedou k hyperpolarizaci a snížené 

frekvenci nervových výbojů [10]. 

 

Kyselina γ-aminomáselná (GABA) 

Kyselina γ-aminomáselná je hlavním inhibičním neurotransmiterem v mozku, míše a 

retině. V CNS je GABA neurotransmiterem asi 1/3 přítomných synapsí. V nervových 

zakončeních je GABA lokalizována v cytoplazmě. Její uvolňování je závislé na 

přítomnosti vápníkových iontů a může být blokováno tetanovým toxinem [10]. 

GABA vzniká z α-ketoglutarátu, který je meziproduktem citrátového cyklu. α-

ketoglutarát je transaminován a-ketoglutaráttransaminázou na glutamát (přímý prekurzor 

GABA), jehož dekarboxylací enzymem glutamátdekarboxylázou (GAD) vzniká GABA 

[9]. 

Existují tři hlavní typy GABA receptorů: GABAA a GABAC jsou ionotropní a GABAB 

je metabotropní. Nejlépe je známa funkce receptoru GABAA. Receptor GABAA je 

transmembránový protein, který moderuje nebo otevírá chloridové kanály. GABAergní 

neurony jsou typické pro kratší spoje bazálních ganglií a vnitřní spoje mozkové kůry, 

talamu mozečku (Purkyňovy buňky), mozkového kmene a míchy [11]. 

GABAA-receptory se podílejí na záchvatové pohotovosti, spánku, anxietě, drogové 

závislosti a spasticitě. GABAB-receptory se váží s G-proteiny. Agonisté těchto receptorů 

působí myorelaxačně, snad analgeticky a antitusicky. Antagonisté GABAB receptorů se 
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mohou podílet na ovlivnění epilepsie, kognitivních poruch a pravděpodobně plicních a 

střevních poruch [9]. 

 

Glycin 

Glycin je nejjednodušší aminokyselina, která není esenciální, a proto musí být 

v organismu syntetizována [11]. Glycin je inhibičním neurotransmiterem interneuronů 

v míše, prodloužené míše a mostu. Jeho uvolňování je závislé na Ca2+ [3]. Jeho 

prekurzorem je serin. Působení glycinu na specifické postsynaptické receptory je 

ukončeno zpětným vychytáváním pomocí vysokoafinního přenosového systému. Glycin 

může působit také jako excitační neurotransmiter, např. jako koagonista excitačních 

glutamátových N-methyl-D-aspartátových receptorů (NMDA) [7]. 

 

Glutamát a aspartát 

Glutamát a aspartát účinkují excitačně na téměř všechny neurony v CNS. Nacházejí se 

v CNS ve vysokých koncentracích a uvolňují se při elektrické stimulaci v závislosti na 

vstupu Ca2+ do buňky. L-glutamát je hlavním rychle působícím excitačním 

neurotransmiterem v mozku. 

Glutamát a aspartát neprostupují hematoencefalickou bariéru a jsou tedy syntetizovány 

v mozku z glukózy a dalších prekurzorů [7]. 

Enzymy pro metabolismus těchto neuromediátorů se nacházejí v neuronech a gliových 

buňkách. Pyruvát (produkt glykolýzy za anaerobních podmínek) je přeměněn na acetyl-

CoA, a ten vstupuje do citrátového (Krebsova) cyklu, jehož meziprodukty 2 - oxoglutarát  

(α - oxoglutarát) a oxalacetát, jsou užívány pro biosyntézu aminokyselin, zvláště 

glutamátu a apartátu [7]. 

Značná část glutamátu uvolněného do štěrbiny je vychytávána gliovými buňkami, 

v nichž dochází k přeměně na glutamin. Ten se dostává zpět do nervových zakončení, 

kde z něj vzniká glutamát nebo GABA. Synaptické váčky aktivně kumulují glutamát 

procesem závislým na Mg2+ a ATP [7]. 

Glutaminové receptory jsou opět dvojího typu – ionotropní a metabotropní, Dělí se na 

řadu podtypů. Ionotropní receptory jsou často aktivovány Mg2+ ionty, které otevírají 

kanály pro vstup Ca2+ do neuronů. Metabotropní receptory reagují s G-proteiny 

buněčných membrán a spouštějí tzv. sekundární posly: fosfolipázu C a adenylcyklázu. 

Aktivací metabotropních receptorů je možné dosáhnout excitace i inhibice neuronu [11]. 
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Metabotropní glutamátové receptory se podílejí na synaptické plasticitě, nutné pro učení 

a paměť [9]. 

Glutamát je hlavním transmiterempryramidových buněk mozkové kůry, tj. 

dominantních buněk kůry. Je spíše mediátorem dlouhých a rychlých spojů, např. prvního 

neuronu pyramidové dráhy, intrakortikálních spojů. Aspartát je častěji na spojích 

interneuronů [11]. 

4.4 Puriny 

Puriny mají klíčovou úlohu v energetickém metabolismu všech forem života. Jejich 

neurotransmiterová úloha byla poznána relativně pozdě. Puriny se uvolňují i z neuronů a 

vážou se na specifické receptory. Hlavními ligandy purinergních receptorů jsou adenozin, 

ATP, uridintrifosfát (UTP) a diadenozinpolyfosfáty. ATP a diadenozinpolyfosfáty jsou 

klasické neurotransmitery – hromadí se v synaptických váčcích a jsou uvolňovány do 

štěrbiny v odezvě na příchod akčního potenciálu [7]. 

4.5 Neuropeptidy 

Neuropeptidy tvoří nejpočetnější skupinu látek patřících do skupiny neurotransmiterů 

– je popisováno více než 300 typů těchto látek. Neuropeptidy jsou tvořeny řetězci až 

devadesáti aminokyselin. Neuropeptidy se od běžných neurotransmiterů liší způsobem i 

místem vzniku, formou skladování, transportními mechanismy a typem degradace 

transmiteru. Je možné je rozdělit do tří skupin: 

1) Opiodní látky – např. beta-endorfin, dynorfin, enkefalin 

2) Systémové neuropeptidy – např. P-substance, vazoaktivní intestinální peptid  

(VIP) 

3) ,,nové“ peptidy – např. galanin, neuropeptid FF, endomorfin [11]. 

Neuropeptidy vznikají přepisem informace z prepropeptidových genů (jejich DNA) do 

mRNA a vytvořením prepropeptidu, který je signální peptidázou změněn na propeptid a 

uložen ve vezikulách v těle neuronů. Propeptid je konvertujícím enzymem (proteáza, 

glykosidáza) přetvořen na peptid, který putuje axonem do presynaptické části neuronu. 

Po specifickém impulsu při zvýšení koncentrace Ca2+ je peptid uvolněn do synaptické 

štěrbiny a po ovlivnění svých receptorů biodegradován peptidázami. Neuropeptidy 

nemohou být zpětně vychytávány do presynapsí, i když poslední objevy popsaly opětovné 

použití cholecystokininu [9]. 
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Neuropeptidy v synaptické štěrbině působí analogicky jako jiné neurotransmitery na 3 

skupiny receptorů: 

1. metabotropní, spojené s G-proteiny (většina neuropeptidů) 

2. tyrozinkinázy (Trk) 

3. ionotropní [9]. 

Tímto způsobem neuropeptidy mohou aktivovat všechny druhy druhých poslů stejně 

jako jiné neurotransmitery. Neuropeptidy účinkují v CNS jako neurotransmitery a účastní 

se na řízení termoregulace, příjmu potravy a tekutin, spánku, sexu, lokomotoriky, paměti 

a učení, bolesti, stresových odpovědí a emocí. Četné peptidy a jejich receptory se účastní 

i na vývoji CNS a mají tedy i trofický účinek [9]. 

Opioidy 

Opiodní peptidy (endorfin, dynorfin, enkefalin) se prezentují především v systémech 

krátkého spojení. Opioidy byly lokalizovány v mozkové kůře, v bazálních gangliích, 

amygdale a v některých jádrech mozkového kmene a míchy. Neacetylované formy 

opiodů prenatálně stimulují růst mozku, postnatálně jej inhibují [11]. 

 

Substance P 

Substance P je neuropeptid, který byl detekován prakticky ve všech strukturách 

centrálního nervového systému. Patří do stejné skupiny látek jako tzv. tachykininy 

(neurokininy).  

Substance P má tři hlavní funkce: 

1) Hraje roli neurogenezi, kdy blokuje účinky neurotoxinů a stimuluje regeneraci  

kortikálních katecholaminových vláken 

2) Je primárním transmiterem bolesti cestou tzv. C-vláken (C-vlákna jsou pomalu  

senzitivní vlákna – vedou tzv. pomalou, špatně lokalizovatelnou bolest) 

3) Má stimulační roli při aktivaci pneumotaktického centra [11]. 

4.6 Plynné mediátory 

Oxid dusnatý 

Oxid dusnatý je plynný neurotransmiter, který vzniká z L-argininu účinkem skupiny 

enzymů tvořících tzv. NO-syntázy [11]. NO difunduje z postsynaptické do presynaptické 

části a dalších částí neuronů a nemá přitom vlastní receptory. Působí na různé enzymy 

(zvláště guanylátcyklázu s důsledkem zvýšené tvorby cyklického guanosinmonofosfát a 

jiné proteinové i neproteinové struktury. NO má velmi krátký poločas 6 -- 10 s a 
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s působením hemoglobinu za účasti vody a kyslíku z něj vznikají dusičnany a dusitany 

[9]. Vlastní účinek NO může být rozmanitý - uvolňuje další neurotransmitery, jako je 

acetylcholin nebo dopamin, a aktivuje i glutaminu. Je produkován především v mozkové 

kůře, striatu a hipokampu. Největší produkce NO byla prokázána v granulárních 

neuronech mozečku [11]. 

V širším měřítku má NO úlohu v učení, cítění, sexuálním chování, v modulaci 

senzorických a motorických cest a v neurodegenerativních procesech [7]. 

 

Oxid uhelnatý 

Dalším plynným neurotransmiterem je oxid uhelnatý. Je vytvářen homoxygenázou z 

hemu za vzniku CO a biliverdinu. CO aktivuje guanylátcyklázu, což vede ke zvýšení 

akumulace cyklického guanosinmonofosfátu. Hemoxygenáza je ve vyšších 

koncentracích obsažena např. v pyramidových buňkách, hipokampu, mozečku [9]. 

Zasahuje i do účinnosti glutamátu prostřednictvím blokace metabotropních glutamových 

receptorů a je zodpovědný za jejich aktivitu[11]. 

 

5 Kapilární elektroforéza 

Kapilární elektromigrační separační metody jsou moderní separační techniky založené 

na elektroforetické migraci iontů v elektrickém poli. Vlastní separace se provádí 

v kapilárách o vnitřním průměru několika desítek mikrometrů, zhotovených zpravidla 

z taveného křemene. Kapilární elektromigrační metody vynikají především malou 

spotřebou vzorku a činidel potřebných pro separaci, velkou účinností separace, velkou 

rychlostí analýzy a krátkou dobou potřebnou na optimalizaci separačních podmínek [12]. 

 

5.1 Historie elektromigračních metod 

První experimenty s migrací iontů v trubicích tvaru U prováděli někteří nadšenci již 

na počátku 19. století. V roce 1897 odvodil německý chemik F. Kohlrausch regulační 

funkci, kvantitativně popisující vztah mezi koncentrací a pohyblivostí iontů v elektrickém 

poli. V první polovině 20. století se rozvíjela především gelová elektroforéza a 

izoelektrické fokusování na gelových deskách nebo sloupcích [12]. První vědecká 

elektroforetická aparatura byla vyvinuta Tiseliem v roce 1937. Tiselius obdržel za svůj 

příspěvek k analýze proteinů Nobelovu cenu o 11 let později. Tiselius popsal metodu 

"pohyblivého rozhraní" (movingboundary), která je dnes známá jako zónová 

elektroforéza, a použil ji k separaci sérových proteinů [13]. V roce 1958 byl proveden 
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první elektroforetický experiment v rotující kapiláře s vnitřním průměrem 1 mm 

švédským chemikem S. Hjerténem. Američtí badatelé J. Jorgenson a K. Lukacs poprvé 

použili v roce 1981 křemenné kapiláry o vnitřním průměru 75 μm jako separační kolony 

v kapilární zónové elektroforéze. Japonec S. Terabe v roce 1984 poprvé využil tenzid pro 

separaci neutrálních látek, a tím položil základy pro micelární elektrokinetickou 

chromatografii. První komerční přístroj pro kapilární elektromigrační metody se objevil 

na trhu v roce 1988 [12]. 

 

5.2 Rozdělení elektromigračních metod 

Do kapilárních elektromigračních separačních metod řadíme šest základních technik, 

které se liší především mediem přítomným v separační kapiláře během separace a 

vlastním mechanismem separace. Jsou to tyto metody: 

1. Kapilární zónová elektroforéza (CZE) 

2. Kapilární gelová elektroforéza (CGE) 

3. Micelární elektrokinetická kapilární chromatografie (MEKC) 

4. Elektrochromatografie v naplněných kapilárách (CEC nebo EC) 

5. Kapilární izoelektrické fokusování (CIEF) 

6. Kapilární izotachoforéza (CITP) [12]. 

 

5.3 Teoretické základy 

5.3.1 Elektroforetická pohyblivost 

Důležitou veličinou elektromigračních separačních metod je elektroforetická 

pohyblivost (mobilita), M, definovaná jako rychlost pohybu nabitých částic v kapalném 

prostředí ve stejnosměrném elektrickém poli o jednotkové intenzitě: 

M = v/E  (m2V-1s-1) 

Kde v je rychlost pohybu v elektrickém poli o intenzitě E. 

Intenzita pole v kapiláře je dána podílem napětí U připojeného ke koncům kapiláry a její 

délky l a je svázána Ohmovým zákonem s hustotou procházejícího elektrického proudu i 

prostředím o specifické vodivosti κ [15]. 

5.3.2 Elektroosmotický tok 

Elektroosmotický tok je významná součást kapilárních elektroforetických separací a 

představuje hlavní způsob pohybu iontů v hydrodynamicky otevřeném systému. Uvnitř 

křemenné kapiláry dochází vlivem přítomnosti elektrolytu ke generování tří vrstev. První 
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je záporně nabitá stěna kapiláry, nepohyblivá vrstva, druhou pak tvoří difůzní vrstva 

kationtů vyrovnávající záporný náboj kapilární stěny. V elektrickém poli se tato přilehlá 

vrstva pohybuje směrem ke katodě. Takto generovaný elektroosmotický tok může být 

větší, než jsou vlastní elektroforetické pohyblivosti iontů obsažených ve vzorku. 

Důsledkem tohoto je, že kationty i anionty mohou být separovány současně během jedné 

analýzy. První v pořadí migrují nejmenší kationty s nejvyšším nábojem, přičemž rychlost 

se snižuje se snižujícím nábojem, po kationech 

společně s EOF migrují všechny elektroneutrální látky. Separační pořadí aniontů, 

migrujících po EOF, je opačné než pořadí kationtů a největší anionty s nejnižším nábojem 

migrují dříve než malé a více nabité anionty (viz Obrázek 2) [14]. 

 
Obrázek 2: Migrace iontů v přítomnosti elektroosmotického toku (EOF) [14] 

Velikost EOF je možné vyjádřit jako rychlost nebo pohyblivost pomocí vzorků: 

𝑣𝐸𝑂𝐹 =  
𝜀 ∙  ζ

𝜂
 ∙ 𝐸 

kde ζ je zeta potenciál, ε je dielektrická konstanta a η je viskozita. Generovaný 

elektroosmotický tok závisí na složení elektrolytu tak, že klesá se snižujícím se pH a 

stoupá s jeho rostoucí silou [14]. 

Pohyblivost analytu v systému s generovaným elektroosmotický tokem je dána 

jako součet efektivní pohyblivosti iontu μeff, a pohyblivosti EOF, μEOF [14].  

μ = μeff + μEOF 

 

5.4 Kapilární zónová elektroforéza (CZE) 

Kapilární zónová elektroforéza je nejjednodušší elektromigrační technika, při které se 

jednotlivé ionogenní látky lišící svými pohyblivostmi oddělují v homogenním prostředí 

základního elektrolytu [15].  Metoda CZE je použitelná pouze pro separace a stanovení 

molekul s nábojem a nehodí se pro neutrální molekuly [12].  
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Instrumentace 

Základní instrumentální uspořádání pro kapilární zónovou elektroforézu je velmi 

jednoduché a skládá se ze tří základních částí – stabilizovaného zdroje vysokého napětí, 

zásobníků základního elektrolytu (katodový a anodový prostor) spojených kapilárou a 

detekčního systému (viz Obrázek 3) [17]. 

 

Obrázek 3:Schéma instrumentace pro kapilární zónovou elektroforézou 

Transport analyzovaných iontů (analytů) a jejich separace probíhá v kapiláře, která 

propojuje dvě nádobky. Kapilára je většinou z taveného křemene, mívá vnitřní průměr 

řádově desítky či stovky mikrometru a délku mezi 10 centimetry až 1 m. Do roztoku 

základního elektrolytu jsou vnořeny elektrody, jimiž se přivádí elektrické napětí 

obstarávající pohyb iontu. Základní elektrolyt se plní do kapiláry přetlakem nad hladinou 

kapaliny v jedné nádobce. Potom se jeden konec kapiláry ponoří do nádobky 

s analyzovaným vzorkem a malý sloupeček vzorku vnikne na její začátek. Kapilára se 

vrátí do nádobky se základním elektrolytem a zapne se hnací napití. V elektrickém poli 

se některé analyzované látky pohybují rychleji, jiné pomaleji, co způsobuje jejich 

separaci. Na druhém konci kapiláry je detektor zaznamenávající průchod jednotlivých 

rozdělených látek. Jako detekční metodu lze využít třeba absorpci tenkého svazku 

monochromatického světla, který prochází napříč kapilárou. Signál z detektoru 

v okamžicích průchodu analyzovaných iontu změní svou hodnotu a na časovém záznamu 

se ukáže špička - pík neboli zóna (čím je vyšší a užší, tím větší je účinnost separace) [16]. 
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5.5 Micelární elektrokinetická kapilární chromatografie ( MEKC) 

MEKC je elektromigrační metoda vyvinutá především pro analýzu neutrálních 

molekul hydrofobní i hydrofilní povahy [12].  MEKC přináší vysoce účinnou separaci 

v krátkém čase s minimálním množstvím vzorku a činidla. Pro zlepšení koncentrační 

citlivosti detekce bylo vyvinuto několik online technik za koncentrování vzorků. Princip 

separace je založen na rozdílné migraci iontových micel a hromadně probíhajícího 

vyrovnávání za elektroforézních podmínek a olejové interakce mezi analytem a micelou. 

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

Separace se provádí za použití základního elektrolytu se surfaktantem o koncentraci 

vyšší než je jejich kritická micelární koncentrace (např.: 8-9 mM pro SDS), aby došlo k 

agregaci surfaktantů a tvořily se micely. Micely jsou kulovitého tvaru, ve kterých se 

molekuly surfaktantu orientuji tak, že polární nebo nabita část molekuly je na povrchu, 

zatímco hydrofobní řetězce tvoři hydrofobní nepolární jádro, aby se neúčastnili interakcí 

s hydrofilním pufrem. Příčinou separace je interakce mezi micelami a analytem (obr. 5). 

Surfaktant a tudíž i micely jsou obvykle nabité a v závislosti na velikosti náboje migruji 

s EOF nebo proti. Za neutrálních a bazických podmínek je EOF dostatečně silný na to, 

aby micely unášel k detektoru. Během migrace micely interaguji s analytem 

chromatografickým způsobem jak přes hydrofobní tak i elektrostatické interakce. Čím 

vice analyt interaguje s micelami, tím delší je jeho migrační čas, zatímco analyt, který 

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

 

Obrázek 4: Princip separace v MEKC [19] 

Vlivem silného EOF jsou záporně nabité micely unášeny ke katodě, i když jejich 

elektroforetické rychlosti jsou ve směru opačném [21]. 
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Způsoby detekce 

Mezi nejpoužívanějšími způsoby detekce patří: 

 UV – VIS detekce 

 Fluorescenční detekce – laserem indukovaná fluorescenční detekce 

 Hmotnostní detekce 

 Elektrochemické detekce – vodivostní, amperometrická a potenciometrická  

detekce [17]. 

 

Laserem indukovaná fluorescenční detekce 

Detekce je nejčastěji založena na změně absorbance, vodivosti nebo fluorescence při 

průchodu zóny analytu detektorem. V případě použití laserem indukované fluorescence 

(laser-induced fluorescence, LIF) je s výhodou využito směrových vlastností a 

monochromatičnosti laserového paprsku. Budící laserový paprsek je efektivně zaostřen 

do kapiláry a zaznamenává jednotlivé fluorescenty nebo fluorecenčně značené molekuly. 

Ve směru kolmém na něj je po prostorové a spektrální filtraci detekována citlivým 

detektorem fluorescence analytu.  Výhodou fluorescenční detekce oproti výše 

jmenovaným detekcím je zejména její vysoká citlivost a selektivita [22,23]. 

 

6 Kapalinová chromatografie 

Kapalinová chromatografie je  fyzikálně- chemická separační metoda, která využívá 

dělení látek mezi dvěma fázemi. Jedna je mobilní (pohyblivá) a druhá je stacionární 

(nepohyblivá). Mobilní fáze u kapalinové chromatografie je kapalina. A jako stacionární 

fáze může být použita buď pevná látka, případně kapalina zakotvená v pevné látce. 

Během separací se analyt rozděluje mezi mobilní a stacionární fází. Čas, který stráví 

v jedné nebo druhé fázi, závisí na afinitě analytu ke každé z nich. 

6.1 Teoretické základy [29] 

K základním charakteristikám chromatografického procesu patří distribuční konstanta, 

kapacitní poměr a retenční čas. 

Distribuční konstanta 

Všechny chromatografické separační metody jsou založeny na rovnovážné distribuci 

složek vzorku mezi dvě fáze, z nichž jedna je mobilní a druhá stacionární. Aby docházelo 

k výše uvedené distribuci, musí existovat fázové rozhraní mezi stacionární a mobilní fází, 

která unáší složky vzorku tak, aby obtékala stacionární fázi. Při dělení dochází k 

opakovanému vytváření rovnovážných stavů separovaných látek mezi mobilní a 

stacionární fází. Chromatografický systém se může natolik blížit rovnováze, že distribuci 

složky A mezi dvě fáze můžeme popsat distribuční (rozdělovací) konstantou KD, což je 
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poměr rovnovážných koncentrací této složky [A] ve dvou koexistujících fázích, přičemž 

podle konvence se koncentrace složky ve fázi stacionární [A]S uvádí v čitateli: 

𝐾𝐷 =
[𝐴]𝑠

[𝐴]𝑚
=  

(𝑛𝐴)𝑠

(𝑛𝐴)𝑚
𝑥

𝑉𝑚

𝑉𝑆
 

kde (nA)S a (nA)m jsou látková množství složky A ve stacionární a mobilní fázi, VS a 

Vm jsou objemy stacionární a mobilní fáze. Různé složky mají různé hodnoty 

distribučních konstant. Čím je hodnota distribuční konstanty pro danou látku vyšší, tím 

její molekuly setrvají ve stacionární fázi delší dobu a tím větší je její retence. Pro dělení 

jednotlivých složek je tedy nutné, aby se lišily svými distribučními konstantami. 

 

Kapacitní poměr 

Poměr látkového množství látky ve stacionární fázi k jejímu látkovému množství ve 

fázi mobilní za podmínek udává retenční poměr k (resp. retenční faktor): 

𝑘 =  
(𝑛𝐴)𝑠

(𝑛𝐴)𝑚
=  𝐾𝐷 ∙  

𝑉𝑠

𝑉𝑚
=  𝐾𝐷𝛽 

kde poměr VS/VM udává tzv. fázový poměr β (objemové veličiny u fázového poměru 

můžeme vztáhnout pouze na absorpční chromatografii). Kapacitní poměr je tudíž mírou 

retence látky v koloně, tzn. čím větší je hodnota k, tím více je látka v koloně zadržována 

a je eluována později. Jak vyplývá z definice, je retenční faktor bezrozměrné číslo. 

 

Retenční čas 

Charakteristickou veličinou pro každou separovanou látku v daném systému je eluční 

(retenční) čas tR nebo eluční (retenční) objem VR. Retenční čas je doba, která uplyne od 

nástřiku vzorku do dosažení maxima eluční křivky a retenční objem je proteklý objem 

kolonou za tuto dobu. Mezi retenčním časem a retenčním objemem existuje vztah: 

𝑉𝑅 =  𝐹𝑚 ∙ 𝑡𝑅 

kde Fm je objemová rychlost [cm3/s]. Objemová průtoková rychlost Fm je rovna součinu 

lineární rychlosti mobilní fáze (cm/s) a průřezu kolony (cm2). Z této rovnice lze odvodit 

tzv. základní rovnici pro retenční objem: 

𝑉𝑅 = 𝑉𝑀 + 𝐾𝐷 ∙ 𝑉𝑆 

Dosazením za distribuční konstantu dostaneme: 

𝑉𝑅 = 𝑉𝑀 ∙ (1 + 𝑘) 

a pro retenční čas tR 

𝑡𝑅 = 𝑡𝑀 ∙ (1 + 𝑘) 



34 
 

kde VM je mrtvý objem kolony. Mrtvému retenčnímu objemu přísluší mrtvý retenční čas 

tM, což je retenční čas složky (inertu), která není v koloně zadržována a pohybuje se 

stejnou rychlostí jako mobilní fáze. 

 

6.2 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC – High Performance Liquid 

Chromatography) se řadí mezi nejčastěji používané separační metody. Vyniká vysokou 

účinností, dobrou opakovatelností a robustností. Tato metoda je vhodná pro dělení 

organických méně těkavých kapalných a tuhých látek, které jsou rozpustné ve vodě, 

v organických rozpouštědlech nebo zředěných kyselinách. HPLC se skládá ze zásobníku 

mobilních fází, čerpadla, dávkovacího zařízení, kolony, detektoru a počítačem.[84] 

 

6.3 Kapilární kapalinová chromatografie  

Kapilární kapalinová chromatografie (CLC) je založena na stejném mechanismu, který 

je uplatňovaný v klasické kapalinové chromatografii. [30] 

CLC má řadu výhod, jako je velmi nízká spotřeba mobilní a stacionární fáze, malá 

spotřeba vzorku a menší zatížení životního prostředí, vysoké rozlišení a možnost přímého 

spojení s hmotnostním spektrometrem. V CLC se používají křemenné mikrokolony, 

pokryté polymerní (často polyimidovou) vrstvou, jsou velmi odolné, ohebné, snesou 

vysoký tlak a jsou téměř inertní. CLC má větší technické nároky na instrumentaci, nutnost 

menších objemů detekčních cel, a tím i nižší citlivost detekce. [30] 

 

6.4 Detektory  

Fluorimetrické detektory [85, 86] 

Fluorimetrické detektory jsou založeny na principu fluorescence a měření 

sekundárního záření, která látka vydá po absorpci primárního elektromagnetického 

záření. Absorpcí elektromagnetického záření přecházejí molekuly látek ze základního 

elektronového stavu do různých vibračních hladin excitovaného elektronového stavu. 

Absorbovanou energii může excitovaná molekula opět vyzářit jako fluorescenci nebo ji 

přeměnit zcela jiným mechanismem na energii vibrační nebo ji předat jiným molekulám.  

Závislost mezi intenzitou fluorescence a koncentrací analytu. 

Ф𝐹 = 𝑘 ∙ Ф0 ∙  𝜀𝜆 ∙ 𝑐 ∙ 𝑙  Ф0 – intenzita excitačního záření 
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Jednoduché fluorescenční detektory používají jako zdroj excitačního záření rtuťovou 

výbojku s filtrem a detekují fluorescenční záření současně při všech vlnových délkách. 

Moderní detektory umožňují nastavit délku excitačního i emitovaného záření, lze 

programovat vlnové délky v průběhu analýzy pro každou látku zvlášť. 

Elektrochemické detektory [85, 86] 

Elektrochemické detektory se používají k detekci látek, které jsou schopné 

elektrochemické reakce, probíhající na fázovém rozhraní elektroda – roztok (mobilní 

fáze). Elektrochemické detektory měří určitou elektrickou veličinu (např. elektrodový 

potenciál, proud, kapacita) vyvolanou průchodem látky průtokovou celou detektoru, ve 

které jsou umístěny elektrody s vloženým pracovním nezbytným k průběhu 

elektrochemické reakce. U elektrochemických detektorů se sleduje závislost mezi 

elektrickou veličinou a koncentrací sledované složky. Nejvíce využívaná metoda 

k detekci je elektrochemická reakce redoxního systému. Elektrochemické detektory 

dosahují vysoké citlivosti a jsou srovnatelné s citlivostí fluorimetrických detektorů. 

Elektrochemické detektory můžeme rozdělit na amperometrické, kdy se měří proud při 

konstantním elektrodovém potenciálu a coulometrické detektory, kdy se měří při 

konstantním proudu. 

Amperometrické detektory měří proud vyvolaný průchodem redukované nebo 

oxidované látky průtokovou celou detektoru. Jako měrné elektrody se používají tuhé 

měrné elektory zhotovené ze skelného uhlíku, grafitových vláken, zlata či jiného kovu. 

Jako srovnávací elektroda se používá kalomelová nebo argentchloridová elektroda. 

Účinnost amperometrické elektrody je silně závislá na ploše povrchu znečištění díky 

elektrodepozicím a adsorpci, která na povrchu elektrody probíhá. Z tohoto důvodu tudíž 

klesá i její analytický signál a detektor neposkytuje nikdy stejný analytický signál pro 

stejné analytické koncentrace analytu. 

Coulometrické detektory měří náboj potřebný k oxidaci či redukci celkového množství 

při jejím průtoku měrnou celou detektoru a dosahuje tak vyšší citlivosti detekce než u 

amperometrických detektorů. Účinnost elektrochemické reakce je možné zvýšit použitím 

tzv. elektrody fritového typu, kdy mobilní fáze protéká porézní grafitovou pracovní 

elektrodou. Výhodou coulometrické elektrody je její vysoká účinnost, stabilita a 

selektivita. 
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7 Vlastní stanovení neurotransmiterů 

Neurochemická měření se provádí mikrodialýzou ve spojení s kapalinou 

chromatografií nebo kapilární elektroforézou. Vyšetření vzorků z dialyzátu lze provést 

on-line nebo off-line metodou. Off-line metoda je metoda, při které je mikrodialýza 

samostatný krok analýzy. Off-line metody mají tu výhodu, že mají vyšší propustnost, 

proto lze provádět více odběrů současně. Off-line analýza umožňuje flexibilitu při 

testech. Hlavním problémem off-line analýzy je zacházení se vzorky, protože lze snadno 

za den vytvořit stovky  submikrolitrových vzorků. On-line metoda je kontinuální metoda, 

při které je mikrodialýza přímo napojena na analytický systém. On-line metoda nabízí 

výhodu minimální manipulace se vzorkem, protože dialyzát je čerpán směrem 

k analytickému systému. Navíc při on-line metodě je možné sledovat výsledky v průběhu 

experimentu. On-line monitorování může být také užiteční pro poskytnutí rychlé zpětné 

vazby v určitých situacích, jako je monitorování chemických látek v průběhu operace. 

On-line analýza však klade přísné požadavky na rychlost analytické metody [87].  

7.1 Elektroforetické stanovení neurotransmiterů 

Kapilární elektroforéza je také populární metoda pro spojení s mikrodialýzou. CE je 

vhodná pro dosažení velmi rychlých analýz, a tedy vysokého časového rozlišení. 

Propustnost CE může umožnit rychlou analýzu jak pro off-line, tak i on-line uspořádání. 

CE se používá většinou ve spojení s fluorescenční detekcí. CE s elektrochemickou detekcí 

není tak populární kvůli nedostatku komerčních přístrojů. Ačkoli LIF zajišťuje skvělé 

detekční limity, může detekovat pouze fluorescenční sloučeniny, a proto je většinou 

zapotřebí derivatizační krok [87]. 

Off-line metody kapilární elektroforézy 

Nejprve byly pro studium přenosu nervových vzruchů vypracovány off-line metody 

spojující mikrodialýzu s kapilární elektroforézou. Hlavní výhoda u off-line metod 

využívající kapilární elektroforézu oproti HPLC je doba analýzy. Pomocí různých 

strategií pro derivatizaci a manipulaci s menšími vzorky bylo u off-line metod dosaženo 

časové rozlišení až 1 – 30 s [87]. 

On-line metody kapilární elektroforézy 

Významné výzkumné úsilí bylo věnováno také vývoji on-line metod spojující 

mikrodialýzu a CE. Skupina Lunteho jako první využila on-line derivatizaci vzorku 

s použitím naftalen-2,3-dicarboxaldehyd/kyanidu. Tato metoda se používala pro měření 

glutamátu a aspartátu se 70s časovým rozlišením [88]. Kennedyho skupina vyvinula 

systém, v němž je dialyzát derivatizován on-line a potom pravidelně aplikován na systém 
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CE, což umožnilo separací s dobou analýzy v rozmezí 3 – 100 s. Optimalizace podmínek 

separace (jako je např. použití micelární elektrokinetické chromatografie, různé 

derivatizační činidla a různé detektory) umožnily detekci různých látek. Za zmínku stojí 

zejména rozlišení 17 aminokyselin v rozmezí 30 s, rozlišení dopaminu, detekce 

glutathionu a cysteinu pomocí methanolicmonobromobimanové derivatizace a detekce 

askorbátu a laktátu v dialyzátu [87]. 

Následující tabulky shrnují jednotlivé elektroforetické metody stanovení 

neurotransmiterů. Tabulka 3 srovnává metody z hlediska stanovaného analytu, detekční 

metody a zejména časového rozlišení použité metody, zatímco Tabulka 4 se zaměřuje 

zejména na detekční limity použitých metod v analýze aminokyselin. 

Tab. 3: Vysoké časové rozlišení dialyzačních metod [87] 

Analyty typ experimentu 
metoda 

detekce 

časové 

rozlišení (s) 
off-line on-line reference 

Glu vývoj metod CE-LIF 1 ano ne 33 

Glu vývoj metod CE-LIF 6 ano ne 34 

D-Asp, L-Asp vývoj metod CE-LIF 3 ne ano 35 

Glu účinky askorbátu CE-LIF 3 ne ano 36 

  na elektricky           

  stimulované           

  uvolňování           

Glu, Asp, dopamin apomorfin, PDC CE-LIF 10 ano ne 38 

  NMDA           

Glu, Asp 
elektrická 

stimulace 
CE-LIF 12 ne ano 39 

neuroaktivní aminy a alkoholové a CE-LIF 15 ne ano 40,41,42 

aminokyseliny estrogenové účinky           

neuroaktivní aminy a chování CE-LIF 15 ne ano 43,44,45 

aminokyseliny             

neuroaktivní aminy a vývoj metod CE-LIF 20 ne ano 46,47 

aminokyseliny             
NA, DA, Glu, Asp, 

GABA 
vývoj metod CE-LIF 20 ano ne 48 

neuroaktivní aminy a vývoj metod 
MEKC-

LIF 
30 ne ano 49 

aminokyseliny             

Glu chování CE-LIF 30 ano ne 50 

Glu, GABA chování CE-LIF 30 ano ne 51 
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Analyty typ experimentu 
metoda 

detekce 

časové 

rozlišení (s) 
off-line on-line reference 

Arg, Glu, Asp odpověď na bolest na CE-LIF 30 ano ne 52 

  formaldehydový test           

NA, DA, Glu, Asp vývoj metod CE-LIF 30 ano ne 53 

Glu elektrická stimulace CE-LIF 30 ano ne 54 

GABA, Glu, Asp odpověď na bolest CE-LIF 60 ano ne 55 

  v lidské míše           
Glu, GABA, Arg, 

Asp 
odpověď na bolest CE-LIF 60 ano ne 56 

  v potkanní míše           

Glu, Asp NMDA účinky CE-LIF 60 ano ne 57 

dopamin vývoj metod 
MEKC-

LIF 
90 ne ano 63 

DA, NA, Glu, Asp chování CE-LIF 120 ano ne 64 

Glu, Asp cirkadiánní rytmické CE-LIF 120 ano ne 65 

  účinky           

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

 

Tab. 4: Souhrn detekčních metod aminokyselin neurotransmiterů a jejich mezí detekce 

[89] 

analyty typ experimentu metoda detekce 
technika odběru 

vzorku 
mez detekce reference 

GABA, Gly, 

Tau, Glu, Asp 
vývoj metod CE-LIF mikrodialýza 0,1-0,2nM 70 

GABA, Tau, vývoj metod při CE-LIF mikrodialýza GABA: 5,1nM 71 

Gly, L-ser, testování 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, vývoj metod při CE-LIF mikrodialýza Glu: 0,14 μM 72 

Glu, Asp testování in vivo   GABA: 0,05 μM  

    L-ser: 0,06 μM  

    D-ser: 0,06 μM  

Glu, Asp vývoj metod CE-LIF mikrodialýza 
Glu: 0,070-0,71 

nM 
73,74 

    Asp: 0,12-83 nM  

Glu, Asp vývoj metod CE-LED-IF mikrodialýza 10-11 nM 75 

Glu, Tau, vývoj metod CE-LIF mikrodialýza Glu: 1,2 nM 76 

GABA, Gly    Tau: 0,5 nM  

    GABA: 0,7 nM  

    Gly: 0,5 nM  
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analyty typ experimentu 
metoda 

detekce 

technika odběru 

vzorku 
mez detekce reference 

Glu, Asp, vývoj metod in vivo CE-LIF mikrodialýza Glu: 0,4 nM 77 

GABA a farmakologické   Asp: 0,4 nM  

 manipulace   GABA: 3 nM  

GABA, Gly, vývoj metod při CE-LIF mikrodialýza Tau: 0,06 nM 78 

Glu, Asp testování vzorku   Gly: 0,08 nM  

Tau in vivo   další: 0,1 nM  

Glu, Asp, Gly vývoj metod při CE-LIF mikrodialýza Glu: 70 nM 79 

 testování vzorku   Asp: 94 nM  

 in vivo   Gly: 11 nM  

D-Glu, L-

Glu, 
vývoj metod při CE-LIF mikrodialýza D-Glu: 41,2 nM 80 

D-Ser, L-Ser, testování in vivo   L-Glu: 32,3 nM  

D-Asp, L-

Asp 
   D-Asp: 57,1 nM  

    L-Asp: 40,3 nM  

    D-Ser: 43,8 nM  

D-Ser, L-Ser, vývoj metod při CE-LIF mikrodialýza D-Ser: 0,38 μM 81 

Tau, Glu, testování vzorku   L-Ser: 3,4 μM  

GABA ex vivo   Tau: 6,2 μM  

    Glu: 1,1 μM  

    GABA: 0,28 μM  

Glu, Asp vývoj metod při CE-LED-IF mikrodialýza Glu: 20,9 nM 83 

 testování vzorku   Asp: 23,1 nM  

 ex vivo     

 

7.2 Chromatografické stanovení neurotransmiterů 

Metody kapalinové chromatografie pro analýzu dialyzátu patří mezi nejvíce populární 

techniky pro analýzu dialyzátu. Tyto metody se používají pro měření distribuce 

neurotransmiterů, ale také pro studium farmakodynamiky a metabolických změn. Ačkoli 

konvenční velikost HPLC kolon zůstává nejrozšířenější, pokroky v miniaturizace a 

příprava kapilárních kolon umožnila zlepšení časového rozlišení z 5-30 min na 10 – 180 

s, což bylo způsobeno zejména zlepšenou hmotností citlivostí [87].  

Vysoce účinná kapalinová chromatografie 

Mez detekce (LOD) u HPLC vyžaduje, aby vzorky byly obvykle shromažďovány v 5-

30min frakcích, čímž ale dojde ke zhoršení časového rozlišení. Hmotnostní citlivost je 

silně závislá na použitém detektoru. Fluorescenční a elektrochemický detektor nabízí 

významné vylepšení oproti UV absorbanci. V některých případech lze s vysokou 

citlivostí detekce zlepšit časové rozlišení na 1-2 min, jak bylo ukázáno pro glutamát, 

GABA, serotonin, adenosin a dopamin [60,69]. 
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Kapilární kapalinová chromatografie 

V posledních několika letech se CLC ukázala jako velmi slibná metoda stanovení 

vzorků dialyzátu. CLC s elektrochemickou detekcí byla použita pro stanovení 

neuroaktivních aminů a aminokyselin. Tato metoda vykazovala LOD 20-80 amol a 

v důsledku toho by mohla dosáhnout časového rozlišení až 10 s s off-line sběrem frakcí. 

Tato metoda umožnila stanovení 16 aminokyselin včetně glutamátu, aspartátu a GABA 

ve vzorku o objemu 200 nl [37]. V současné době limituje použití této metody pouze 

nedostatek automatizace a delší doba analýzy. I když CLC nabízí oproti HPLC vyšší 

hmotnostní citlivost a tím i větší časové rozlišení, několik nevýhod omezuje použití této 

metody. Stabilita kapilární kolony je mnohem menší než u komerčních HPLC kolon, 

protože se mohou snadněji ucpat nebo zlomit. Dále je nutné počítat také s nemalými 

instrumentálními náklady spojenými s použitím kapilární chromatografie [87]. Tabulka 

5 shrnuje použití různých HPLC metod pro stanovení neurotransmiterů. 

 Tab. 5: Vysoké časové rozlišení dialyzačních metod [87] 

Analyty 

typ 

experimentu 

metoda 

detekce časové rozlišení (s) off-line on-line reference 

Glu, Asp vývoj 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 chování HPLC-EC 60 ano ne 61  

dopamin účinky kokainu HPLC-EC 60 ano ne 62  

Adenosin vliv hypoxie HPLC-UV 90 ano ne 60  

dopamin chování HPLC-EC 120 ano ne 67, 68  

dopamin a 

serotonin 
chování HPLC-EC 120 ano ne  69 

serotonin, 5-

HIAA vývoj metod cLC-EC 60-120 ano ne 58  

neuroaktivní 

aminy a vývoj metod cLC-EC 10 ano ne 37  

aminokyseliny             

 

8 Další možnosti stanovení neurotransmiterů 

8.1 Mikrodialýza 

Mikrodialýza je nová invazivní moderní metoda využívaná v experimentálních i 

klinických studiích, umožňující odběr (monitorování) i aplikaci látek (endogenní látky, 

léky, metabolity) přímo ve tkáních, tělesných dutinách i v krvi. [28]. Dosud byla 

aplikována v různých odvětvích medicíny, jako jsou neurochirurgie, intenzivní medicína, 
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kardiochirurgie, plastická chirurgie, farmakologie apod. Nejvíce je mikrodialýza 

využívaná v neurochirurgii a neurointenzivní medicíně [26]. 

Princip mikrodialýzy 

Mikrodialýza v principu napodobuje pasivní funkci krevních kapilár. Do „intaktní“ 

tkáně je implantována tenká trubička/kanyla ze semipermeabilní membrány (O.D. bývá 

0,2 - 0,5 mm; „cut-off“ 5000 - 100000 Daltonů), která je promývána roztokem elektrolytů 

co nejpodobnějším extracelulární tekutině. Látky (volné molekuly) schopné difundovat 

přes membránu procházejí při dialýze oběma směry. Příslušnou analytickou metodou se 

potom stanovuje koncentrace látek v dialyzátu, odebíraném ve zvolených intervalech. 

Přepočtem lze zjistit skutečnou koncentraci látek v extracelulární tekutině v okolí kanyly 

[28]. 

 

Obrázek 5: Schématické znázornění mikrodialyzační sondy [90] 

Mikrodialyzační systém obsahuje sondy a zavaděče, perfuzní roztoky a pumpy, systém 

trubic a viálek, sběrnice vzorků, speciální analyzátory a software pro neanalytickou, 

analytickou i postanalytickou fázi. 

Pět základních metabolitů, které se vyšetřují pomocí mikrodialýzy  jsou: glukóza, 

laktát, pyruvát, glycerol a glutamát. Existují standardní komerční sety, které umožňují 

vyšetření těchto látek [26]. 

Nejčastější analytické metody, které se využívají ve spojení s mikrodialýzou, jsou 

HPLC a kapilární elektroforéza. 
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9 Závěr 

Tato bakalářská práce shrnuje základní poznatky o neurotransmiterech a jejich 

možnostech stanovení pomocí separačních metod. V úvodu se práce zabývá popisem 

nervového systému tvořeného neurony a synapsemi. Dále rozděluje neurotransmitery na 

jednotlivé třídy (monoaminy, aminokyseliny, neuropeptidy a plynné mediátory).  

V další části se práce zabývá analytickými separačními metodami, které se používají 

ke stanovení neurotransmiterů. Jedná se zejména o metody kapilární elektroforézy a 

kapalinové chromatografie a jejich modifikace jako např. micelární elektrokinetická 

chromatografie, kapilární kapalinová chromatografie. 

Poslední část bakalářské práce se věnuje konkrétním metodám. Neurochemická 

měření můžeme rozdělit na off-line a on-line metody, které se často používají ve spojení 

s mikrodialýzou a konkrétní analytickou separační metodou. Důležitým prvek z hlediska 

porovnání jednotlivých metod je rychlost analýzy, jinak také zvaná jako časové rozlišení. 

Vzhledem k tomu, že neurochemické děje v mozku probíhají velmi rychle, je nutné 

získávat co nejvíce informací v co nejkratším čase. Nejvíce používané metody k měření 

neurotransmiterů jsou off-line metody kapilární elektroforézy, které dosahují nejlepších 

časových rozlišení. Časové rozlišení u těchto metod je 1-30s oproti HPLC, které se 

pohybuje v rozmezí 5 – 30 min. Ale i u HPLC došlo v posledních letech k významnému 

k pokroku s použitím kapilární kapalinové chromatografie. Časové rozlišení u těchto 

metod je v současné době 10 – 180 s. 
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