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ABSTRAKT

Jiz n&jakou dobu jsou v klinické analyze popularni odbéry kapilarni krve, které se ziskavaji
Vv podobé suchych krevnich skvrn (DBS) na DBS odbérové karty. Pii diagnostice
a monitorovani metabolickych poruch a onemocnéni jsou ale cilové analyty (napf. anorganické
a organické ionty) vySetfovany z krevni plazmy nebo séra. Stanoveni z kapilarni krve nebo ze
vzorki DBS neni pro tyto analyty standardem a nejsou pro né K dispozici referen¢ni hodnoty
z divodu odlisné kompozice plazmy/séra a kapilarni krve. Bylo zjisténo, Zze odbérové DBS
sorbenty uvoliuji do vysledného eluatu mnohé ionty, které mohou eluat kontaminovat, a spolu
s vlivem hematokritu krve a zadrzovanim cilovych analyti mohou negativné ovliviiovat
kvantitativni analyzu DBS vzorkd. Z téchto divodl se diplomova prace zabyva navrhem
alternativniho konceptu odbéru DBS, ktery by eliminoval vyuziti odbérovych sorbentt a zajistil
piesné odbéry definovaného objemu krve. Experimentalni ¢ast se zaméfuje na stanoveni
vybranych anorganickych a organickych iontti (NH4*, K*, Na*, Ca**, Mg%", CI", NOs~, NO,
SO4?", mravendant, laktati a octani) metodou kapilarni elektroforézy s bezkontaktni
vodivostni detekci (CE-C*D). Vsechny tyto ionty jsou obsazeny v krvi a sou¢asné se mohou
uvolnovat jako kontaminanty z odbérovych DBS sorbentii. Pro bezsorbentové odbéry DBS byla
pouzita neporézni polypropylenova vialka. Do této vialky byla pfenesena mald kapka krve
0 pfesném objemu (napt. 5 pl), kterd byla nasledné ptimo ve vialce ususena. Zvolena vialka je
vhodné pro ptimou eluci DBS i analyzu DBS eluatu a je plné kompatibilni s davkovacimi
systémy komercnich CE pfistroji. Navrzeny koncept bezsorbentovych odbért krve eliminoval
nezadouci kontaminaci a ukéazal se vhodny pro stanoveni testovanych kationtd a aniontu.
Stabilita aniontli byla obecné nizSi nez stabilita kationtil, ale v porovnani se standardné
pouzivanymi odbérovymi sorbenty byla stale vyrazné lepsi. Stanoveni nékterych aniontl se
ukazalo jako pfijatelné pouze v dobé 0—48 hodin po zaschnuti bezsorbentového DBS vzorku
(skladovaného pti laboratorni teploté), jelikoz dochazelo k pribéznému zvySovani jejich
obsahu. To bylo pravdépodobné zplisobeno mikrobialnim rozkladem krevni matrice. Bylo
ovéteno, ze tento narust muze byt zpomalen uchovavanim bezsorbentovych vzorkti DBS pfi
nizkych teplotach. Pro bezsorbentové DBS vzorky byly navrzeny rizné postupy odbért krve,
které¢ jsou jednoduché, ekonomické, pohodlné a opakovatelné a jsou tedy vhodné jak pro
domadci samoodbéry, tak 1 pro odbéry ve zdravotnickych centrech. Jedna se o zakladni pilotni
studii aplikovanou pouze na vybrané analyty, které slouzily jako modelovy ptiklad. Pro rozvoj
tohoto sméru budou v navaznosti na tuto diplomovou praci pokracovat dalsi obsahlejsi védecké
studie tohoto nov¢ navrzené¢ho konceptu.

KLICOVA SLOVA

Suché krevni skvrny, kapilarni elektroforéza, kontaminace, bezsorbentové odbéry vzorkd,
anorganické kationty, anorganické a organické anionty



ABSTRACT

Collection of capillary blood in the form of dry blood spot (DBS) samples on cellulose sampling
cards has been popular in clinical analysis for some time. However, in the diagnosis and
monitoring of metabolic disorders and diseases, target analytes (e.g. inorganic and organic ions)
are examined from blood plasma or serum. Determination of the target analytes from capillary
blood or DBS samples is not the standard and reference values are not available due to the
different composition of plasma/serum vs. capillary blood. Moreover, DBS sorbents have been
found to release several ions into DBS eluates resulting in their contamination and, together
with the effect of blood hematocrit and retention of target analytes, can adversely affect the
quantitative analysis of DBS samples. For these reasons, this thesis addresses the design
of an alternative concept for DBS collection that would eliminate the use of sampling sorbents
and ensure the collection of a defined and precise volume of blood. The experimental part
focuses on the determination of selected inorganic and organic ions (NH4*, K*, Na*, Ca%*, Mg?",
Cl7, NOs, NOz, SO4*", formate, lactate, and acetate) by capillary electrophoresis with
capacitively coupled contactless conductivity detection (CE-C*D) in various DBS samples. All
these ions are present in blood at different concentrations and can be simultaneously released
as contaminants from the DBS sorbents. A non-porous polypropylene vial was used for the
novel sorbentless DBS collection. A small drop of blood of defined volume (e.g. 5 ul) was
transferred into this vial and then dried directly therein. The selected vial is suitable for both
direct DBS elution and DBS eluate analysis and is fully compatible with autosamplers of
commercial CE instruments. The proposed concept of the sorbentless blood collection
eliminated unwanted contamination and proved suitable for the determination of the tested
cations and anions. The stability of anions was generally lower than that of cations but was still
significantly better compared to standard DBS sampling sorbents. Determination of some
anions appeared to be acceptable only within 0-48 hours after drying of the sorbentless DBS
samples (stored at laboratory temperature), as there was a continuous increase in their content.
This was probably due to microbial degradation of the blood matrix. It was confirmed that this
increase could be slowed down by storing sorbentless DBS samples at low temperatures.
Different blood sampling procedures have been proposed for sorbentless DBS collection that
are simple, economical, convenient, and repeatable and are therefore suitable for patient-centric
blood sampling as well as for sampling in medical centers. This is a basic pilot study applied
only to selected analytes that served as model examples, nevertheless, based on this thesis, more
extensive scientific studies will follow up to further develop the new concept of sorbentless
DBS collection.

KEYWORDS

Dried blood spots, capillary electrophoresis, contaminations, sorbentless sampling, inorganic
cations, inorganic and organic anions
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1 UVOD

Béhem poslednich let doslo k rozvoji techniky suchych krevnich skvrn (DBS) a vzrostl zajem
o jeji pouzivani pro kvantitativni bioanalyzy, zejména ve farmaceutickém primyslu ¢i
vyzkumnych centrech [1]. V roce 1963 Guthrie a Susi predstavili techniku DBS pro screening
fenylketonurie u novorozencti a Casem si ziskavala popularitu. Dodnes je zakladem
novorozeneckého screeningu po celém svéte a v nedavné dobé se rozsitila do mnoha védeckych
oblasti (epidemiologické, farmakologické a toxikologické studie, terapeutické monitorovani
1é¢iv, testovani dopingovych latek atd.) [2, 3]. Vzorky DBS se nej¢astéji ptipravuji z kapilarni
krve, které se odebira z prstu nebo paty po vpichu lancetou a je obvykle nanesena na odbérovou
kartu, kde zaschne [4].

Bylo prokazano, ze technika odbéru DBS ma ve srovnani s konvenénim Zzilnim odbérem
mnohostranné vyhody. Mezi nejvyznamnéj$i vyhody patii: (a) mensi objem odebrané krve (ul);
(b) minimalni rizika bakterialni kontaminace a/nebo hemolyzy; (c) neinvazivni, mén¢ bolestivy
a ekonomicky odbér krve; (d) vyssi stabilita analytd i po delsi dobu skladovani (v fadu dnti az
mésicl); (€) moznost provadét samoodbéry v domacim prostiedi [4].

Acgkoli je DBS zajimavou technikou odbéru vzorkd, tak se kromé uvedenych vyhod potyka
také s n¢kolika problémy [5]. Jednou z nevyhod pro pouziti DBS jsou chybé&jici referen¢ni
hodnoty pro cilové analyty, které jsou obvykle definované pouze pro vzorky plazmy nebo séra.
Vyznamnym problémem DBS je nestejna velikost a nerovnomérmné rozprostieni krve ve
skvrnach, ke kterym dochézi v disledku riiznych hladin hematokritu, a které mohou mit vliv na
kvantitativni analyzu [6]. Tomuto efektu se lze jednoduse vyhnout analyzou celych skvrn
namisto pouziti jejich ¢asti. Analyza celé DBS poskytne spravné tidaje pouze tehdy, pokud je
na odbérovou kartu nanesen piesny a znamy objem krve, coz muze byt naro¢ny tkol, pokud
neni proveden pomoci volumetrickych odbérovych zafizeni (napt. pipet) ve vybavené
laboratofi s vyskolenym personalem [5, 7].

V soucasné dob¢ se vétSina vzorkd DBS odebira na odbérové karty na bazi celulozy [1].
Nékteré znevyhod (napf. vliv hematokritu krve, sniZzena vytéZnost analyti pii eluci €i
nekontrolovany odbér objemu vzorku) tak vedly k vyvoji novych odbérovych materiala
a zafizeni, které predstavuji atraktivni a uZivatelsky ptivétivé alternativy pro odbér krve. Jedna
se napiiklad o zatizeni HemaPEN, Capitainer-B ¢i Mitra [8].

Velkou nevyhodou poréznich sorbentti pro odbér DBS vzorkli miize byt pritomnost latek
zZ procesu jejich ptipravy a vyroby, které se mohou uvolnit béhem zpracovani krevniho vzorku,
kontaminovat vysledny eluat a potencialné ovlivnit kvantitativni analyzu [4]. Jedna se napiiklad
o klinicky vyznamné anorganické a organické ionty (napt. Ca?*, Mg?*, CI~, SO4>", mravencany,
octany), které se vyuzivaji pfi diagnostice a monitorovani metabolickych poruch a onemocnéni
[9].

Stanoveni téchto anorganickych a organickych iontll umoziuje naptiklad technika kapilarni
elektroforézy s bezkontaktni vodivostni detekci (CE-C*D), ktera je uzite¢nym néstrojem pfi
analyzach Siroké Skaly organickych a biochemickych sloucenin v fad¢ biologickych vzorkd.
Kromé rozmanitého rozsahu pouziti dosahuje CE-C*D vynikajicich analytickych parametri
jako je vysokd separa¢ni UcCinnost, kratké separacni Casy, minimalni pozadavky na objem
vzorku a jednoduché ptistrojové vybaveni.



MozZnymi nevyhodami ve srovnani s chromatografickymi technikami je jeji nizsi robustnost,
nizs$i citlivost detekce a nizsi opakovatelnost pfi praci se slozitymi vzorky [10, 11].

Cilem této diplomové prace je navrhnout a otestovat nové postupy odbéria DBS, které
nebudou vyuzivat odbérové sorbenty a mohou eliminovat tii hlavni nevyhody soucasnych
odbéri DBS: vliv hematokritu krve, kontaminaci eludtu DBS a zadrzovani cilovych analyta
sorbenty pro odbér vzorkl. Pro tento, tzv. bezsorbentovy odbér budou otestovany rtizné
neporézni odbérové vialky a bude studovano nékolik souvisejicich parametr (opakovatelnost
odbéra DBS, stabilita analytd DBS a mira kontaminace eluatu DBS). Dale budou navrzeny
jednoduché, ekonomické a opakovatelné postupy odbéri malych objemut krve a jejich
nasledného ptreneseni do vialky vhodné pro doméci samoodbéry a i pro odbéry ve
zdravotnickych centrech.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Metoda suchych krevnich skvrn
Lidska krev se odebira pifevazné v "mokrém" formatu a jako Zilni krev (sérum nebo plazma) je
nejpreferovanéjsi a pravnimi predpisy uznavanou biologickou matrici [1, 5] .

Buniky ve zkumavkach pro odbér vzorku pti skladovani po dobu nékolika hodin nebo dnt
rychle degraduji. Tento hlavni problém vedl k vyvoji mnoha metod, které umoziuji uchovani
krve a krevnich bun¢k po dobu nékolika dnti nebo dokonce az mnoha let [2].

Ivar Christian Bang, otec moderni klinické mikrochemie, se v roce 1913 stal prikopnikem
metody odbéru vzorkt suché krve (DBS) pro stanoveni glykémie. Pozdéji Guthrie a Susi v roce
1963 predstavili techniku suché krevni skvrny pro screening fenylketonurie u novorozenct
a poté si metoda DBS ziskala popularitu v bioanalyze [2, 3, 12]. Ackoli konkrétni test jiz neni
pouzivan, termin "Guthrieho karta" zlstava pro hovorové oznaceni techniky odbéru suché
krevni skvrny, ktera je dodnes zdkladem dneSnich programi novorozeneckého screeningu po
celém svété [12, 13]. Jedna se o filtracni papir, ktery je navrzen tak, aby usnadnil odbér
spravného mnozstvi krve a zaroven zajistil sbér spravnych udaji o pacientovi [3].

2.1.1 Vyhody DBS

Analyza krve hraje ustfedni roli v biomedicinském vyzkumu a zdravotni pé¢i [2]. V poslednich
nékolika letech doslo k rychlému rozvoji odbéru vzorkti suchych krevnich skvrn (DBS)
a vzrostl zajem jejich pouzivani pro kvantitativni bioanalyzy, ktery byl odvozeny od snadného
postupu odbéru vzorku, kdy se kapka krve nanese na odbérovou kartu [3, 14].

Kromé toho je prokézano, ze technika odbéru DBS ma ve srovnani s konvenénim Zilnim
odbérem fadu vyhod [7, 15, 16]. Vyhody jsou mnohostranné a tykaji se etickych,
ekonomickych, praktickych a védeckych hledisek [17, 18]. V porovnani s konvekénimi postupy
odbéru zilni krve, které jsou invazivni a bolestivé, je odbér DBS pohodIngjsi a jednodussi
metodou odbéru vzorkd, ktera je pro pacienta komfortnéjsi [1, 15]. Odbér vzorki pomoci DBS
obvykle vyzaduje méné¢ krve (obvykle n€kolik desitek mikrolitrl) a predstavuje méné invazivni
zpusob (napt. vpichem do prstu) ziskani pozadovanych vzorkd u pacientli a dobrovolnikd,
zejména se jedna o uzite¢nou metodu u déti nebo novorozenci [1, 13, 15]. Kombinace méné
invazivniho odbéru vzorki a odstranéni nutnosti odebirat plazmu nebo sérum navic znamena,
ze klinicke studie 1ze snadnéji provadét v oblastech bez pfistupu k plné€ vybavenym klinickym
laboratofim a pacienti mohou s jasnymi instrukcemi a po odpovidajicim zaskolenim provést
odbér z prstu sami doma, aniz by byl nutny vyskoleny 1ékaf, zdravotni sestra ¢i flebotomik [1,
15-17] .

Dalsi vyhodou metody DBS oproti konvenénimu odbéru vzork je moznost pohodiné
prepravy a skladovani vzorkli pifi okolni teploté¢ a jejich klasifikace jako biologicky
nezdvadnych, coZ umoznuje realizovat piepravu béznymi poStovnimi a zasilkovymi
spole¢nostmi [5, 13—-15]. Adsorpce a suseni krve na pevné fazi zajist'uji, Ze analyty jsou obvykle
mén¢ reaktivni nez v (tekuté) krvi a jsou tak povazovany za méné nebezpecné a vykazujici
zvySenou stabilitu v okolnich podminkéch, a to nejméné po dobu nekolika dni (v nékterych
piipadech az nékolika mésicit) pouze s n¢kolika bezpecnostnimi opatienimi (vzorky zabalené
v uzavienych saccich s vysousedlem) [1, 13, 15].
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DBS vzorky lze piepravovat nebo pievazet bez divodného ocekavani, ze se manipulujici
osoby dostanou do kontaktu s krvi nebo jinym biologicky nebezpecnym materidlem, diky tomu,
ze vSechny proteiny, patogeny a enzymy jsou na kart¢ inaktivovany a je zabranéno riistu
bakterii [15]. Tyto faktory ¢ini z odbéru vzorkd pomoci DBS ideélni postup pro odbér vzorkt
Vv terénu, protoze odpada nutnost skladovat a piepravovat vzorky bez nutnosti chlazeni
a nakladného skladovani vzorka [6, 14, 17].

Jak l1ze ocekévat, vSechny vyse uvedené vyhody pozitivné ovliviiuji celkové naklady, avsak
musi byt k dispozici vhodné analytické metody, které jsou schopny identifikovat a kvantifikovat
cilové analyty v hladinach piedpokladanych v n¢kolika mikrolitrech suché krve [5, 11].

2.1.2 Nevyhody DBS

Ackoli je DBS zajimavou technikou odbéru vzorki, tak se kromé uvedenych vyhod potyka také
s n€¢kolika problémy, které je tfeba pochopit, aby bylo mozné ziskat vysoce kvalitni
kvantitativni vysledky stejné jako u kazdé jiné techniky [5, 7, 14].

Maly objem krve, ktery je jednou z vyhod DBS, omezuje mozZnost provadéni opakovanych
analyz a soucasné vyzaduje vysoce citlivé a specifické testy pro detekci a kvantifikaci [5, 12].
Zpracovani DBS byva i obvykle ¢asové a pracovné naroc¢né [5].

Nevyhodou pro pouziti DBS je, Ze referencni hodnoty pro cilové analyty mohou byt
k dispozici pouze pro vzorky plazmy nebo séra [6]. Koncentrace analytl v kapilarni a zilni krvi
se muze odliSovat, protoze kompozice DBS se sklada z krevnich bunék, plazmy a intersticialni
tekutiny [15]. Proto miize byt nezbytné provést srovnavaci studii mezi DBS z plné krve a vzorky
séra nebo plazmy [6].

Nejvyznamnéj$im problémem DBS je nerovnomérné rozprostieni krve v dusledku riznych
hladin hematokritu (HCT) (objemové zastoupeni erytrocyti v celkovém objemu krve), coz
muze mit vliv na platnost vysledki, nebot’ ovliviiuje tvorbu skvrn, jejich velikost, dobu suseni,
homogenitu a v kone¢ném dusledku i robustnost a reprodukovatelnost testi [5, 6, 17]. HCT je
pfimo umérny viskozité krve. Krev s niz§i hodnotou HCT mé nizs$i viskozitu ve srovnani s krvi
s vy$§im HCT, a proto se niz§im HCT pii daném objemu krve vytvoii vétsi skvrna [14, 19].
MiuZze mit tak pfimy vliv na kvantitativni pfesnost analyzy ve vybrané frakci [6]. HCT se lisi
podle v&ku, pohlavi, zdravotniho stavu a mirn¢ 1 podle etnické ptisluSnosti. Referen¢ni rozmezi
se 1i8i podle zdroju, ale obvykle se pohybuje v rozmezi 40—50 % u dospelych muzi a 35-45 %
u dospélych zen [13]. Kapilarni krev ma obvykle vyssi hematokrit nez krev vendzni [19].

Bylo navrzeno né¢kolik rtiznych pfistupti ke eliminaci nebo korekci vyse uvedenych
neptiznivych ucinktt HCT na kvantitativni analyzu DBS [5, 7].

HCT efektu se Ize jednoduse vyhnout analyzou celych skvrn namisto pouziti jejich ¢asti,
pfipadné bylo navrzeno pouzivani perforovanych nebo prediezanych DBS karet. Cela DBS
poskytne pfesné udaje pouze tehdy, pokud je na odbérovou kartu nanesen kontrolovany objem
krve. Naneseni pfesného objemu na kartu miize byt narocny ukol pokud neni proveden pomoci
pipety ve vybavené laboratofi s vySkolenym personalem [2, 8, 9].

Nejcastéji pouzivanou metodou korekce HCT je standardizace HCT v kalibra¢nich
standardech blizkych ocekdvanému HCT vzorkid. Jedna se o nejpraktictéjsi a nejjednodussi
metodu korekce; kalibracni standardy jsou pfipraveny na zakdzku, a proto je snadné kontrolovat
HCT. Nékdy je vsak zkresleni pfilis velké a je tfeba pouzit jinou metodu korekce [15].
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Byla navrzena korekce objemu krve stanovenim obsahu drasliku nebo sodiku v DBS,
nicméné tento piistup vyzaduje dalSi pfistrojové vybaveni/analyzy. Rozdily v objemech
odebranych vzorki krve by mohly byt také eliminovany zafizenimi pro volumetrické absorpéni
mikrovzorkovani (VAMS), ktera absorbuji fixni objem krve, nebo korigovany méfenim
vodivosti kone¢ného eluatu DBS pied analyzou [5].

2.1.3 Odbérové karty

V minulosti se k odbéru vzorkii DBS pouzivala fada raznych materidlti. Zakladnim
pozadavkem pro reprodukovatelnou kvalitativni a kvantitativni analyzu je, aby doSlo
Kk nejrovnomérnéjSimu rozprostieni a absorpci vzorku krve v riznych bodech odbérové karty,
coz ovliviiuje vybér materidlu karty, ktery bude pouzit, véetné jeho tloustky a hustoty [1, 2,
16]. Vhodny vybér karty by mél vychazet z vlastnosti analytu a pozadavkl na jeho stabilizaci,
uc¢innost eluce a metody analyzy [20]. V souladu s tim mohou rozdily v téchto pevnych nosi¢ich
ovlivnit vyskyt interferenci, rozprostieni krve, homogenitu vzorku a také stabilitu a vytéznost
analytu [1, 16].

2.1.3.1 Vybér typu sorbentu pro pripravu DBS

DBS karty se skladaji z necelul6zové nebo celuldozové matrice o specifické tloustce a velikosti
port [1]. V soucasné dobé jsou k dispozici rizné DBS karty podle typu analytickych pozadavku
[1]. Komeréné dostupné odbérové karty mohou byt bud’ neupravené (napi. Whatman 903,
Ahlstrom 226, Whatman FTA DMPK-C), nebo piedupravené naptiklad denatura¢nimi ¢inidly
nebo inhibitory enzymu (napi. Whatman FTA DMPK-A, FTA DMPK-B a FTA Elute) [1, 4,
15].

Karty Whatman 903 se v zasad€ pouZzivaji pfi screeningu novorozencti, karty Whatman FTA
DMPK typu A, B, C se pouzivaji pro odbér mikroobjemovych vzorka (10-20 pl) pfi
farmakokinetickych a toxikokinetickych studiich a karty FTA Elute jsou urceny predevsim pro
sbér a purifikaci DNA pro naslednou analyzu [1, 15].

Karty bez impregnace chemickymi latkami, které by mohly potencialné naruSovat
bioanalyzu, mohou byt lepsi volbou pro analyzu biomolekul na bazi proteinil, protoze
nedochazi k jejich denaturaci [1, 8].

Odbérové karty Whatman 903 a Ahlstrom 226 jsou registrovany americkym Utadem pro
kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration, FDA) jako zdravotnické prostiedky
tiidy II [15]. Tyto Karty jsou navic doporuceny pouzivat Institutem pro klinické a laboratorni
standardy (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) a jsou schvaleny Programem
zajisténi kvality novorozeneckého screeningu (Newborn Screening Quality Assurance
Program, NSQAP) a také Centrem pro kontrolu a prevenci nemoci (Centers for Disease Control
and Prevention, CDC) [1, 12].

Dale se u nékterych metod zalozenych na DBS pouzivaji piedupravené odbérové karty pro
zvySeni stability nebo vytéznosti analytu [4]. Kromé toho byly jako sbérné sorbenty navrzeny
chitosanové a alginatové pény, které pomahaji zvysit vytéznost analytu, protoze se béhem eluce
vzorku rozpoustéji [4, 18].
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Ackoli vétsina bioanalytickych metod zalozenych na DBS pouziva bézny, neupraveny
filtracni papir na bazi celuldzy, pro urcité aplikace miize byt cenné vyhodnotit pouziti pfedem
upravenych nebo necelulézovych alternativ [4]. Pfikladem necelul6zového materialu je karta
Agilent Bond Elut DMS [15]. Uvadi se, Ze jsou lepsi v podobé lepsiho signalu hmotnostni
spektrometrie (MS), mensi namahy pii vyraZzeni a homogenity skvrn nezavislé na hematokritu,
protoze neobsahuji celulozu [1, 15].

2.1.3.2 Interference pochazejici z odbérového sorbentu

Béhem pocatecniho vyvoje metody se doporucuje analyzovat nékolik prazdnych odbérovych
sorbentu, aby bylo mozné posoudit, zda je samotny material sorbentu ¢isty a zda jsou pfitomny
néjaké interference, které je tieba oddélit od cilovych slouéenin. Pokud nelze tyto interference
eliminovat, pak lze zvazit pouziti jinych typi odbérovych sorbentt [4].

2.1.3.3 Objem vzorku

Mnozstvi vzorku potiebné pro urcitou analyzu zavisi pfedev§im na dolni mezi stanovitelnosti
a je neodmyslitelné spojeno s dostupnym pfistrojovym vybavenim [4]. Objem krve naneseny
na odbérovou kartu ovliviiuje velikost vytvoreného DBS a také analytické vysledky [21].
Zpusob odbéru vzorku by se mél ptizptisoben pro minimalni pozadovany objem krve [4].

2.1.4 Odbér krve

Dokument CLSI NBS01-A6 poskytuje navod na odbér krve na odbérovou kartu pro programy
screeningu novorozenct Z paty. Tyto postupy vsak lze aplikovat i na odbér vzorki z vpichii do
prsti pouzivanych pro klinické monitorovani pacientd napiiklad s dédi€énymi metabolickymi
poruchami [21].

V soucasné dob¢ je nejcastéji pouzivanou metodou nevolumetricky odbér vzorku kapky
krve. Krevni skvrna je vytvofena volnym nakapnutim krve nebo kontaktem prstu/paty v misté
vpichu s odbérovou kartou [4]. Alternativné lze vzorek krve odebrat volumetricky pomoci
kapilary nebo pipety [4, 22]. Kromé¢ toho existuje n€kolik strategii odbéru krve, pifi nichz lze
volumetricky vzorek suSené krve vytvofit pfimo z volné kapky krve bez pouziti pipety nebo
rucni kapilary. Mezi zafizeni vyuzivajici tyto strategie patii napiiklad HemaXis, hemaPEN,
Capitainer-B a VAMS [4].

Rovnéz mohou pii vybéru metody odbéru vzorki hrat dilezitou roli i dal§i parametry, jako
je pozadovany objem vzorku, moznosti automatizace, komer¢ni dostupnost, cena dané¢ho
zatizeni pro odbér mikrovzorka a také celkové naklady [4].

Komeréni odbérova zatizeni maji obvykle vytisténé kruhy s preruSovanymi ¢arami o piedem
definovaném praméru (obvykle 10-12 mm), aby byl ziskan vzorek odpovidajici velikosti [18,
21].

Proces odbéru je jednoduchy a zahrnuje pouze nékolik kroki [18]. Po dezinfekci se pacient
pichne do prstu lancetou, nejlépe automatickym zafizenim pro propichnuti kiize — autolancetou.
Prvni kapka krve je nevhodna pro analyzu z dGvodu obsahu mezibunéénych materiali
(tkanového moku), proto je otfena sterilni bunicinou. Dalsi kapka se odebere tak, aby vyplnila
pfedem vyznaceny kruh na odbérové karté; jedna kapka do jednoho kruhu [15].
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2.1.4.1 Proces suSeni a skladovani

Parametrem, ktery je u metod zalozenych na DBS Casto opomijen, je vliv doby suSeni. Pokud
neni vzorek pfed uloZenim do uzaviratelného sacku pro skladovéani zcela vysusen, mize dojit
k mikrobiologickému ristu a zhorSeni kvality vzorku. Mimoto mutize nespravné suseni také
ovlivnit stabilitu a vytéZnost analytu [4].

Krev zachycena na odbérovou kartu musi byt pied transportem do laboratoie plné vysusena
[21]. Proto se obecné doporucuje susit vzorky vodorovné alesponn 2—4 hodiny za okolnich
podminek (nemély by byt vystaveny ptimému slune¢nimu zafeni) [1, 4, 21]. V urcitych
podminkach vSak muze byt pozadovana doba susSeni delsi, protoze zavisi na okolni teploté
a vlhkosti, objemu vzorku a typu pouzité karty. V jinych podminkach muze stacit krat$i doba
suseni [1, 4].

Pro ochranu pied vlhkosti se doporu¢uje DBS karty peclivé zabalit a skladovat je
Vv uzaviratelnych plastovych saccich s odpovidajicim vysouSedlem, které ze suSenych vzorki
odstrani dalSich 5 % vody, a indikatorem vlhkosti, abychom zjistili, kdy je tfeba vysouSedlo
vyménit [1, 4, 23].

2.1.5 Priprava vzorku

Ptiprava vzorkti DBS pro analyzu vyzaduje odebrani a ptenos ¢asti nebo celé skvrny z odbérové
karty, aby se umoznila eluce analytu pro kvantifikaci [21]. U volumetricky nanesenych objemu
krve musi byt velikost dérovace dostateéné velka, aby se vyrazila cela skvrna, nezavisle na
HCT vzorku. Pro nevolumetrické skvrny se pouzivaji dérovace, které vylucuji vné&jsi okraj
vzorku [4].

VysuSené karty l1ze vyrazet pomoci jednoduchych levnych ru¢nich vyrdzecich nastrojd,
poloautomatickych a plné automatizovanych robotickych vyrazecich systémi. Dérovace jsou
komeréné dostupné a maji rizné pruméry vyrazecich hlav [1, 21].

Vyrazené kruhové casti lze eluovat vhodnym elu¢nim rozpoustédlem po preneseni do
zkumavek nebo v mikrotitra¢nich destickach [1, 18, 24]. Byly popsany rtzné elu¢ni metody
pro analyzu DBS a vétSina analytli se bézné eluuje pomoci sméesi vody a organickych
rozpoustédel (vétSinou metanolu nebo acetonitrilu). Optimalni pozadavky na eluci zavisi na
fyzikalnich a chemickych vlastnostech analytu [21]. Vznikly eluat muze byt vysuSen
a rekonstituovan vhodnym rozpoustédlem, které je kompatibilni s pozadavky na naslednou
analyzu [25].

2.2 Nevolumetricka odbérova zarizeni

Odbérové Kkarty jsou nyni k dispozici od nékolika vyrobcti. VEtSina karet je vyrobena z Cisté
celuldzy a mize obsahovat latky, které pti kontaktu s buitkami lyzuji a denaturuji proteiny. Na
komercnich kartach jsou vyznaceny kruhy pro odbéry krve. Manipulace a analyza je
jednoducha a zahrnuje pouze nékolik kroku [18].

Komer¢né jsou dostupné rizné formy zachyceni DBS, ptfi¢emz nékteré z nich uvadéji lepsi
ucinnost eluce nebo stabilitu pro urcité tfidy analytti. Vhodny vybér karty by mél vychazet
z vlastnosti analytu a jeho pozadavkl na stabilizaci, u¢innosti eluce a metody analyzy. Mezi
zakladni odbérové karty patii Whatman 903 a Ahlstrom 226 [20].
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Karty Ahlstrom 226 jsou plné srovnatelné s kartami Whatman 903 Protein Saver card. CDC
(Centers for Disease Control and Prevention) nezjistila zadny rozdil mezi vlastnostmi
odbérovych karet 903 vs. 226, které také poskytly srovnatelné vysledky napfi¢ analyty
a testovacimi metodami [26].

2.21 Whatman

Karty Whatman 903 jsou nejbéznéji pouzivané pro sbér a uchovavani DBS v klinické péci
a vyzkumu [27]. Na kazdé kart¢ jsou v oblasti pro odbér vzorki piedtistény kruhy. Do kazdého
kruhu se bézné vejde 75 az 80 pl vzorku. Obal ma mista pro jméno a datum odbéru, je potistén
univerzalnim symbolem biologického materialu a je vhodny pro skladovani v uzaviratelnych
saccich [28].

Ruzné typy odbérovych Karet se lisi svymi fyzikalnimi vlastnostmi, jako je tloustka, velikost
pért a retence Castic. Nejpouzivangjsimi typy karet jsou Whatman FTA, Whatman 903
aWhatman 31 ET CHR.Whatman FTA karty jsou navrzeny pro analyzu nukleovych
kyselin. Existuji rizné typy karet Whatman FTA: FTA Elute, FTA DMPK-A, FTA DMPK-B
a FTA DMPK-C. Whatman FTA Elute, DMPK-A a DMPK-B jsou osetfeny chemikaliemi,
které mohou lyzovat buiiky a denaturovat proteiny, zatimco DMPK-C jsou neupravené [29].

Na druhou stranu karty 903 Protein Saver maji neoSetfenou matrici a jsou osvédéené pro
odbér krve, moci a dalSich biologickych vzorki ve vyzkumu, v laboratofich i terénu. Jsou
vhodné zejména pro analyzu malych molekul a proteina [30, 31].

2.2.2 Ahlstrom

Karty Ahlstrom poskytuji spolehlivy a reprodukovatelny odbér vzorkt, diky oblastem
vytisténych na papifte, pro jejich vyplnéni je tfeba objem vzorku 50-75 pul [26, 32]. Kapka plné
krve by méla byt nanesena do stfedu oblasti odbéru, aby byla umoznéna radidlni disperze
k uréenému okraji skvrny [12].

Spole¢nost Ahlstrom vyvinula celé portfolio karet pro odbér vzork. Mezi komeréné
dostupné karty patii Ahlstrom BioSample a 5 circle, Ahlstrom GenSaver™ 2.0, GenSaver™
2.0, GenSwab™, Ahlstrom GenReleaz™ a GenReleaz™ Color, Ahlstrom AutoCollect™,
Ahlstrom HemaSep™ [33]. V piedeslych letech byla dale dostupna karta Ahlstrom
GenCollect™ 2.0.

Odbérové karty Ahlstrom BioSample a 5 circle jsou vyrobeny z bilych a Cistych absorpcnich
papirt pro reprodukovatelny sbér a neobsahuji zddné ptisady nebo chemikalie pro odolnost viici
vlhkosti, ¢imz se minimalizuji mozZné interference pro spolehlivé analytické vysledky [32, 33].

2.2.2.1 Vyhody nevolumetrickych odbérovych zarizeni

Nevolumetrickd odbérova zatizeni jsou jednoduSe navrzena a cenové dostupna a jednd se
0 levngjsi variantu oproti volumetrickym odbérovym zafizenim [34, 35]. Odbérové karty jsou
idealni pro pouziti v jakémkoliv prostiedi, jsou relativn€ robustni, umoziuji odbér minimalnich
objemu Kkrve pro analyzu a vyzaduji méné potiebného vybaveni oproti béZznému odbéru Zilni
krve [33]. Na jedné odbérové karté 1ze shromazdit vice skvrn, coz usnadiiuje opakovani a/nebo
dal$i analyzy. Dal$imi vyhodami je snadna manipulace s kartami a kompatibilita
S automatizovanym laboratornim zpracovanim.
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Kromé¢ toho 1 DBS vyrazeci zatizeni jsou Siroce dostupna. Odbérové karty navic obsahuji
dostatek prostoru pro zaznam demografickych udaji pacienta a nevytvaii zadny plastovy odpad
[34, 35].

2.2.2.2 Nevyhody nevolumetrickych odbérovych zarizeni

Hlavnimi nedostatky nevolumetrickych odbérovych zatizeni jsou riziko kontaminace vzorku
diky jejich otevienému formatu a rozdilné objemy krve v jednotlivych vyrazenych discich
0 pevném praméru [35]. Dalsi nevyhodou je nekontrolovany odbér vzorku, tj. objem
aplikované krve a kvalita vzorku [34].
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Obrazek 1: Nevolumetricka odbérova zarizeni (A... Whatman 903 Protein Saver Card,
B...Ahlstrom GenCollect 2.0)

2.3 Volumetricka odbérova zarizeni
2.3.1 VAMS - Mitra

V roce 2014 spolecnost Neoteryx dnes Trajan Scientific and Medical (Melbourne, Australie)
predstavila zafizeni Mitra zalozené na technologii volumetrického absorpéniho
mikrovzorkovani (VAMS) jako alternativni feSeni K tradi¢ni technice DBS pro odbér riznych
biologickych tekutin, jako je krev, sérum, plazma, mo¢ a ustni tekutiny [8, 35-37]. Mitra je
zafizenim s vyjimkou tfidy 1 zafazenym na seznam FDA a samostatnym certifikatem CE-1VD
ve Spojeném kralovstvi a EU [37].

Tato unikatni zafizeni se skladaji ze specifické absorpcni polymerni Spi¢ky ptipevnéné
k plastové rukojeti, ktera umoznuje snadny piimy odbér konzistentniho objemu krve (10, 20
nebo 30 ul) v Sirokém rozsahu hodnot HCT (0,20 az 0,70) [8, 36—38]. Objem odebrané krve je
dan mnozstvim a vlastnostmi polymerniho sorbentu [35]. Zafizeni Mitra jsou kompatibilni
S automatizovanymi systémy pro manipulaci s kapalinami, které zvysuji uc¢innost testovani [34,
35].

Odbér vzorkl se provadi pfimym ponotenim okraje Spicky zatizeni do kapky krve pod tthlem
45° [36, 38]. Spicka absorbuje krev béhem nékolika sekund kapilarnimi silami [36]. Spicka je
ptipevnéna K rukojeti a dale je zafizeni ulozeno do ochranné plastové kazety nebo pouzdra, aby
nedoslo ke zméné obsazného objemu nebo ke kontaminaci [38—40].
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Po odbéru krve by podle pokynii vyrobce méla byt Spicka vysusena za okolnich podminek,
pii pokojové teploté minimalné po dobu 24 hodin [41]. VysuSené vzorky se poté skladuji nebo
ptepravuji k dalsi laboratorni analyze [35, 36]. Zatfizeni Mitra jsou k dispozici v uzaviratelnych
saccich na vzorky s vysouSedlem a lze zafizeni zabalit do praktickych sbérnych sad s pokyny,
spotifebnim materidlem pro odbér vzorku [40].

V soucasné dobé jsou vyvijeny nové strategie volumetrického odbéru vzorkii vyuzivajici
absorpéni papirové disky (VAPD) a minidisky (VAPDmini), které kombinuji principy
odbérovych karet a VAMS [8, 39].

2.3.1.1 Vyhody VAMS — Mitra

Zatizeni Mitra pfekonala témé&f vSechny nevyhody konvencniho vzorkovani s nékolika dal$imi
vyhodami. Odbérové sady obsahujici vice zafizeni (2 nebo 4) jsou dostupné v riznych
velikostech pro rizné objemy odebirané krve (10, 20 a 30 uL) [34]. Vzorky lze piepravovat
nebo skladovat pti pokojové teploté [38].

Homogenita skvrny a vliv hladiny HCT jsou hlavnimi problémy spojenymi s odb&rem
vzorkit DBS, kter¢ VAMS snadno piekondva, protoze odebird pfesné mnozstvi biologické
tekutiny a pfi eluci se pouziva cela $picka [8, 36].

Toto zafizeni umoziuje snadnou predupravu vzorku, protoze odpadd krok centrifugace
kapalné matrice a nutnost vyiezu skvrny krve. Kromé toho je vzorkovaé navrzen tak, aby se
vesel do manualnich nebo automatizovanych extrakénich zatizeni [38].

2.3.1.2 Nevyhody VAMS — Mitra

Zatizeni vyzaduje rucni odstranéni $picky vzorku, coz lze ptekonat pouzitim systému pro
manipulaci se vzorky a/nebo eluci vzorki. S témito zafizenimi je nutné peclivé manipulovat
jak pti odbéru krve, tak pfi odstrafiovani $pi¢ky, aby se snizila rizika chyby (napf. ztrata
a zaména vzorkd pacienti; kontaminace) [34, 42]. Na jedno zafizeni lze odebrat pouze jeden
vzorek a nespravnym pouzitim Spicek miiZze dojit k odchylkdm v mnoZstvi absorbované krve,
mezi nez patii naptiklad pteplnéni vzorku zptusobené ponofenim celé $picky do krevni kapky
nebo naneseni nedostateéného mnozstvi krve, coz miize byt obtizné vizualné posouditelné [8,
34, 43].

Ze samotnych polymernich S$pi¢ek byly také pozorovany ruzné interference [42].
Nedostatkem je také chybgjici prostor pro zaznam demografickych udaji pacienta kromeé
plastového pouzdra. A dalsi vyznamnou nevyhodou je velké mnozstvi plastového odpadu na
jedno zatizeni [34]. V neposledni fadé je jednotkova cena jednoho odbérového zafizeni Mitra
vy$s$i nez cena odbérovych karet nebo soupravy pro venepunkci [43].

2.3.2 Capitainer-B

DalS§im zafizenim je Capitainer-B, které bylo pfedstaveno Kralovskym technologickym
institutem (KTH, Stockholm, Svédsko) k piekonani nevyhod nevolumetrickych odbérovych
karet v pfesném a objemovém odbéru vzorku [8, 36]. Sklada se ze vstupni Stérbiny, do které se
nanese kapka krve, ktera vyplni kapilarni mikrokanélek o pevném objemu 10 pl, se standardni
odchylkou < 0,5 ul [8, 36, 44, 45]. Po naplnéni kapilarniho kanalku, vedouciho k celulésovému
disku, se sorbent pfitomny na vstupu rozpusti, ¢imz dojde k oddéleni ptebytecné krve, ktera je
absorbovana matrici nachazejici se pod sorbentem [8, 36, 44].
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Uplnym rozpusténim tenké vrstvy sorbentu na vystupu se kapilarni kandlek vyprazdni
kapilarnimi silami, coz vede k absorpci 10 pl krve diskem (filtra¢ni papir Ahlstrom 222) [8, 44,
45]. Pomoci pinzety Ize disk po Giplném usuSeni snadno vyjmout pro dalsi zpracovani vzorku
[8, 36]. Odebrané vzorky DBS lze skladovat pii pokojové teploté [45]. Tato zafizeni jsou
schopna pfesné davkovat pruimérny objem krve 10 pl v Sirokém rozsahu HCT (18-55,0 %) [8,
36, 44].

2.3.2.1 Vyhody Capitainer-B
Vyhodou Capitainer-B je, Ze je vysoce kompatibilni se stavajicimi pracovnimi postupy
V rutinnim screeningu novorozencl/metabolické laboratofi. K dispozici je nastroj pro vyjimani
disku, ktery umoziuje rychlé a snadné vyjmuti DBS. Nastroj pro vyjmuti disku umoziuje
naskenovat ¢arové kody identifikdtoru pacienta a automaticky generuje seznam vzorkl
pacientu [34].

Capitainer-B muze shromazdit az dvé skvrny Vv ramci jednoho zafizeni, coz je vyhodné
Vv ptipadé chyby [34]. Vzorky na odbérovych kartach jsou chranény pied kontaminaci [45].
Princip odbéru krve eliminuje riziko pfeplnéni nebo nedostatecného naplnéni, kdy se zabrani
nasaknuti kapalného vzorku krve na odbérovou kartu a nedojde tak k vytvoieni DBS [34, 45].
Kromé¢ toho ma zatizeni dostate¢ny prostor pro zaznam demografickych tdaju pacientt [34].

2.3.2.2 Nevyhody Capitainer-B

Odbérové zatizeni Capitainer-B obsahuje vyssi procento odpadovych ¢asti (kombinace plastu
a papirové karty, ktera tvofi vice nez 80 %) [34, 45]. Dalsi nevyhodou je mrtvy objem kapilary,
kdy na vytvoteni 10 pl skvrny musi byt pouzito piiblizné 17 ul krve [34].

2.3.3 HemaPEN

Zatizeni hemaPEN (Trajan Scientific and Medical, Australic) je soufasnou uzivatelsky
privetivejsi aplikaci presného odbéru vzorkl kapilarni krve [8, 36]. Jedna se o robustni ru¢ni
zatizeni pro jednorazové pouziti a odbér vzorkii v malém objemu (4 x 2,74 ul = 10,96 pl) [42,
46]. Konstrukce zafizeni obsahuje ¢tyfi integrované mikrokapilary, které davkuji definovany
objem 2,74 ul + 0,14 pl kapilarni krve na ¢tyfi odbérové disky (pramér 3,5 mm) [36, 46, 47].
Funkce hemaPEN zlstava konzistentni nezavisle na sorbentu. Kazdy hemaPEN je
identifikovan pomoci specifického ¢isla modelu, které odkazuje na material sorbentu, objem
kapilar a typ modelu hemaPEN. Sorbent D = 226 (modelové ¢islo D300S) je dodavan
spole¢nosti PerkinElmer Pty Ldt a sorbent W =903 modelové ¢islo W300S) dodava spole¢nost
Eastern Business Forms, Inc., ktera zaroven vyrobcem karty Whatman [46].

HemaPEN zachycuje ptfesny objem krve pfimym kontaktem hrotu zafizeni s kapkou krve
[36, 47]. Kapilarni kanalky se naplni a stlaenim zakladny zafizeni se kapilary automaticky
vyprazdni na odbérové disky umisténé uvniti [36, 46, 47]. Odebrany objem krve zaplni celou
plochu odbérovych diskd, které jsou pouzity pro nasledné zpracovani a analyzy, ¢imz se i¢inné
eliminuje volumetricky aspekt zkresleni hematokritem, ktery je vlastni béznym kartim DBS
[46]. Vzhledem k piesnému a samovolnému odbéru vzorku ve srovnani s konvencnimi
kapilarnimi zafizenimi zaloZenymi na DBS lze pomoci tohoto zafizeni snadno provadét
samoodbér vzorkul pacienty [36].
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Po dokonc¢eni odbéru jsou vzorky ulozeny v pouzdie hemaPEN odolném proti manipulaci,
integrovany vysouSeC v zadni ¢asti umoznuje konzistentni profil suseni vzorku a format
vysuseného vzorku umoznuje zjednodusené skladovani a logistiku [46, 47].

2.3.3.1 Vyhody HemaPEN
Koncovi uzivatelé si oblibili intuitivni design hemaPEN piipominajici pero a skutecnost, ze
Kk rychlému a snadnému odbéru étyt vzork staci jeden vpich a jedno odbérové zatizeni [46].
Vyhodou systému hemaPEN oproti tradi¢nim kartam DBS je, ze odpadaji kroky alikvotace
a vyrazeni. Je to proto, ze 4 vzorky DBS v zafizeni hemaPEN jsou vytvoieny na 4 samostatnych
odbérovych discich uvnitt. Zaroven je témét nemozné odebrat nedostatecny nebo nadmérny
vzorek [46].
HemaPEN zajistuje bezpecnost vzorkd diky ochrannému pouzdru odolnému proti
neopravnéné manipulaci, takze je vhodny pro antidopingové programy ve sportu nebo jiné
programy, kde hrozi riziko manipulace se vzorky [35, 46].

2.3.3.2 Nevyhody HemaPEN

Nevyhodou hemaPEN je nutnost manualniho otevieni zatizeni pro ziskani odbérovych diskl
skrvi za pomoci specializovaného nastroje. Navic toto zafizeni vytvaii velké mnozstvi
plastového a sklenéného odpadu [35].

2.3.4 HemaXis DB 10

Zaiizeni HemaXis DB 10 (DBS System SA, Gland, Svycarsko) je na jedno pouZiti a je
specialné navrzen tak, aby generoval 4x 10,0 pl + 0,5 pl vzorkd lidské suché krve s normalni
hladinou hematokritu [36, 48]. Jedna se o plastové skladaci zafizeni zalozené na mikrofluidnim
principu, které se sklada z celulésové odbérové karty Whatman 903 a mikrofluidniho Cipu
obsahujiciho ¢tyti kapilarni mikrokanalky [8, 36]. Postup odbéru vzorki je jednoduchy a mél
by byt snadno pouzitelny pro vlastni odbér vzorkl pacientem [8]. Po kontaktu kapilarniho
vstupu s kapkou krve vytékajici z prstu se mikrokanalky naplni pevné stanovenym objemem
krve piisobenim kapiléarni sily. K naplnéni vSech ¢tyt kanalka je tedy tfeba tento postup odbéru
krve Ctytikrat opakovat. Nasledné 1ze plastovy kryt podobny knize zavfit a je tfeba jej stisknout
po dobu 10 s, aby se umoznil kvantitativni ptenos fixniho mnozstvi krve z vystupu kapilarnich
mikrokanalki na protilehlou kartu DBS [8, 36]. Po odbéru plastovy kryt chrani kartu se vzorky
pied poskozenim, které mohou byt pfepraveny do analytické laboratofe k analyze. Karty jsou
navrzeny pro skladovani pti teploté od —70 °C do 40 °C [48].

Bylo prokazano, Zze vzorky DBS pfipravené pomoci volumetrického pipetovani a vzorky
pfipravené zafizenim HemaXis DB 10 jsou srovnatelné a prokézaly pfijatelnou a dobrou shodu
vysledki nezavisle na riznych hladinach HCT v odebrané krvi [8, 36].

2.3.4.1 Vyhody HemaXis DB 10

Na rozdil od vyse uvedenych zafizeni HemaPEN, Capitainer-B a Mitra si tato technika odbéru
vzorka stile zachovava format klasické DBS karty, coz umozZiiuje kompatibilitu
S automatizovanymi systémy dostupnymi pro DBS analyzu [8].
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Volumetrické odbérova zatizeni jsou navrZena pro vlastni odbér vzorkl pacientem a zatizeni
HemaXis DB 10 ma dostateény prostor pro pfipevnéni identifika¢niho $titku pacienta. Je
umoznén odbér vice vzorki kapilarni krve v rdmci jednoho zatizeni, coz usnadinuje opakovani
a/nebo dalsi analyzy. Skvrna se vytvofi pouze tehdy, kdyz je na zatizeni naneseno dostatecné
mnozstvi krve. Pokud je do aplikovdno nedostate¢né mnozstvi krve, je navrzen tak, aby se
zabranilo nasaknuti kapalného vzorku krve na odbérovou Kartu a aby se nevytvorila DBS, a tak
odstrafiuje riziko nedostate¢né naplnénych vzorku [34].

2.3.4.2 Nevyhody HemaXis DB 10

Ze zatizeni HemaXis musi byt DBS manudln€ vyraZzeny pomoci dérovace stejné jako
U nevolumetickych odbérovych zatizeni, coz mize byt méné neefektivni pro rutinni analyzy
Vv laboratofi. Mezi dalsi nevyhody patii mrtvy objem kapilary, kdy k vytvofeni 10 ul skvrny je
tieba do zafizeni odebrat 12 pl krve, a mnozstvi plastového odpadu na jedno zatizeni [34].

-
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Obrazek 2: Volumetrickad odbéerova zarizeni (A...Mitra, B...Capitainer-B, C...HemaPEN,
D...HemaXis DB10)

2.4 Techniky zpracovani DBS

Prestoze odbér vzorkit DBS ma pro pacienty fadu vyhod, pro laboratofe je manipulace se
vzorky zna¢né€ naro¢na [15]. Proto nartsta potfeba automatizace zpracovani a analyz DBS [16].
Pro rutinni laboratorni aplikace jsou k dispozici i komeréni systémy, které umoziuji ¢aste¢nou
automatizaci, jako jsou automatické dérovace a systémy pro manipulaci s kapalinami [16, 43].
Pro plné€ automatizované piistupy k analyze DBS je na trhu jen nékolik vyrobct [16]. Na rozdil
od Castecné automatizace zajistuje pouziti plné¢ automatizovanych systémil bezproblémovy
pracovni postup; jako jedind manudlni Cinnost se vyzaduje rucni vkladdni DBS karet do
analytického systému na zacatku procesu [16, 49]. Poté nasleduje automaticka eluce, separace
a analyza — bez nutnosti dalsi lidské interakce. V soucasné dob¢ jsou k dispozici dvé hlavni
sestavy, které 1ze spojit s LC-MS/MS: DBS-MS 500 (CAMAG) a DBS Autosampler (DBSA,
Spark Holland). Tyto systémy se lisi kapacitou vzorkd (500 karet vs. nasobky jednotlivych
stojantl na 24 karet), elu¢nim procesem (horizontalni eluce vs. pritokova desorpce), strategii
zpracovani eluatu (smycka, online SPE nebo SPE) a aplikaci vnitfniho standardu (aplikace
rozprasovanim vs. michdni do elu¢niho rozpoustédla). Jednotlivé systémy proto nejsou
vzajemné piimo srovnatelné [16].
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Jako dal$im komer¢né dostupnym automatickym systémem je DSX-1 (Thermo Fisher
Scientific), ktery je kompatibilni se systémy zalozenymi na hmotnostni spektrometrii [50].

Tyto systémy jsou konstruovany pro manipulace s béznymi odbérovymi kartami (Whatman,
Ahlstrom) a s dalsimi odbérovymi sorbenty nejsou kompatibilni. Systémy umoziuji
pozoruhodné snadnou analyzu DBS a maji velké vyhody ve srovnani s manudlnimi
a poloautomatickymi technikami vyrazeni [51]. Automatizace muze zkratit dobu piipravy
vzorku a analyzy, umoznit pouziti organickych rozpoustédel, zvysit efektivitu a opakovatelnost
[15, 43]. Vysledkem je celkové vyssi rychlost zpracovani vzorkid, minimalni nutnost zasahu
obsluhy a vyrazné sniZeni spotieby spotfebniho materialu, jako jsou vzorkovnice, pipetovaci
Spicky a sklenéné lahvicky [16, 43].

Avsak naklady na robotické pfistroje pro zpracovani vzorkli mohou byt pomérné vysoké
[15]. Pfechod z manualni metody DBS na pln¢ automatizovany systém DBS mize vyzadovat
byt nalezeni vhodné kombinace rozpoustédel pro eluce a analyzy. Mezi dalsi nevyhody patii
nizkd uc¢innost eluce, kterd je ovlivnéna urovni hematokritu krve. Kromé toho tyto systémy
poskytuji pouze jeden eluat na DBS a neni moZné analyzu zopakovat. V neposledni fad¢ jsou
zapotiebi dva sofistikované pfistroje (jeden pro eluce DBS a druhy pro analyzy DBS), coz ¢ini
tyto systémy rozmérnymi a drahymi [52].

Proto byla nedavno demonstrovana alternativni koncepce plné automatizovanych analyz
DBS za vyuziti kapilarni elektroforézy (CE) k elucim celych DBS, coz eliminovalo u¢inky
hematokritu krve a nehomogenity skvrn. Vse je provedeno pomoci jednoho komeréniho CE
pfistroje s minimalnimi provoznimi naklady [22, 52, 53]. Moznymi omezenimi této koncepce
jsou nizsi detekce ¢i omezeni $kalou analytt [52].

2.5 Analyza DBS vzorki

Analyza komplexnich, zejména biologickych vzorkii neni trividlnim tkolem z nékolika
diivodii. Objemy vzorki jsou obvykle omezené, koncentrace vétSiny analytll nizké a matrice
vzorki komplikované [54].

Pro identifikaci a kvantifikaci analytu v DBS se pouziva Siroka Skala riznych analytickych
technik, vcéetné metod imunoanalyzy, GC-MS, HPLC, LC-MS, tandemové hmotnostni
spektrometrie (MS/MS), kapilarni elektroforézy (CE) a analyz DNA amplifikované
polymerazovou fetézovou reakci (PCR) [3, 15].

LC-MS/MS je volena jako analyticka metoda pro kvantifikaci analytu z biologickych matric,
jako je krev, plazma, sérum, mozkomisni mok a mo¢. LC-MS/MS je populdrnéjsi technikou
nez GC-MS, ackoli GC-MS poskytuje také dostate¢nou selektivitu, citlivost, robustnost pro
mnoho analytd v DBS. Vybér LC nebo GC technik zavisi na pozadované citlivosti
a charakteristikach cilového analytu. Pokrok v technologiich, jako je ultra-vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie (UHPLC), zlepsil u¢innost separace analyti (0¢innéjs$i nez GC).
Dvourozmérna chromatografie (2D-C) dale zlepSila separaéni ucinnost, analytickou citlivost,
presnost a kvantifikaci [12, 38].
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Nékteré pfimé metody, jako je desorpéni elektrosprejové ionizace (DESI), pfimé analyzy
Vv realném ¢ase (DART) a hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci (ESI-MS), byly
vyuzity za ucelem generovani iontd z povrchu vzorku, ¢imz se vyhybaji procesiim
ptredanalytického ¢isténi a derivatizace [12, 38].

Kapilarni elektroforéza (CE) je vhodnou analytickou metodou pro rychlé analyzy
nepatrnych objemu vzorki, a proto se dokonale hodi pro analyzu DBS [5, 55]. CE navic
umoziuje soucasné stanoveni vice slozek vzorku s riznymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi,
pokud je kombinovana s univerzalnim detektorem, napiiklad s kapacitné vazanym
bezkontaktnim vodivostnim detektorem (C*D) [5].

Ve srovnani s HPLC a MS nabizi CE levnéjsi, jednodussi a efektivnéjsi piistrojové
usporadani, pti¢emz se ukdzala jako vhodna pro automatizované zpracovani a analyzu vzorka
[22]. CE navic piekonava ostatni separac¢ni techniky, pokud jde o rychlost analyzy (separace
jsou dosahovany v rozsahu min) a separacni Gc¢innosti (obvykle je dosahovano ucinnosti az
miliond teoretickych pater/m kapilary) [54, 56].

Vsechny tyto vlastnost jsou vyhodné pro klinické/bioanalytické testy a jsou povazovany za
uzite¢né pro kvantitativni analyzy konkrétnich analyti ve vzorcich DBS [5, 22].

2.6 Instrumentace kapilarni elektroforézy

Kapilarni elektroforéza se vyznacuje jednoduchym pfistrojovym vybavenim a v zasadé€ se
systém skladd z vysokonapétového zdroje (obvykle pracujiciho v rozmezi 0 az 30 kV
stejnosmerného proudu), dvou platinovych elektrod, separaéni kapilary, dvou vialek s roztokem
elektrolytu (BGE), detektoru a ze sbérnice dat propojené s PC [10, 54]. Pouzité kapilary
Z taveného oxidu kfemicitého maji typické rozméry od 25-100 pm vnitiniho priméru (ID)
a 30—70 cm na délku a jsou obvykle naplnény pouze BGE [54, 55, 57].

Princip separace CE je rovnéz velmi jednoduchy; nabité analyty jsou v kapalnych roztocich
separovany na zaklad¢ jejich rizné elektroforetické pohyblivosti a na zaklad¢ velikosti a sméru
elektroosmotického toku [54, 55].

Existuje nékolik divodi rychlého vyvoje CE [54]. Mezi né patii instrumentalni
jednoduchost, minimalni spotieby ¢inidel a vzorkl, nizké nédklady na spotfebni material
(kapilary atd.), vicenasobny separa¢ni rezim a vynikajici biokompatibilita [54, 58]. Jelikoz je
davkovany objem v CE omezen malymi vnitfnimi objemy separacnich kapilar, typické
davkovaci objemy vzorku se pohybuji v rozmezi od pl do nl a spotiebovany roztok elektrolytu
je mensi nez 1 pl pro kazdou analyzu vzorku, obvykle postaci nékolik ml roztoku zakladniho
elektrolytu na cely pracovni den, diky ¢emuz se CE povaZuje za ekologicky Setrnou
a ekonomickou analytickou techniku [54-56, 58]. Skute¢né pozadavky na objemy vzorku v CE,
které jsou potiebné pro spolehlivé davkovani, jsou podstatné vétsi. Minimalni objem vzorku,
se kterym lze spolehlivé manipulovat a ktery lze pouzit pro davkovani objemd nl, je ve vétsing
sestav CE pfiblizné 10 pul [56].

Jednou z nejvétSich vyhod CE je jeji rozmanity rozsah pouziti [57]. CE si ziskala oblibu
v analyze biochemickych makromolekul a v genomovém vyzkumu a je preferovanou
analytickou technikou pro separaci krevnich bilkovin a DNA [10].
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Krome¢ toho se CE ukazala jako uzitecny nastroj pii analyzach riiznych organickych analyt
v biologickych vzorcich a také se Casto pouzivd jako alternativni technika k iontové
chromatografii pfi biologickych analyzach malych anorganickych iontd a molekul [10].

CE ma rovnéz velky potencial miniaturizace a prenosnosti. Tyto vlastnosti jsou zvlaste
zajimavé v biomedicinskych aplikacich, které vyzaduji rychlou analytickou odezvu, mnozstvi
vzorkl je ¢asto omezené a analyza by méla byt, pokud mozno provadéna piimo na misté [10].

Navzdory zjevnym vyhodam CE je jeji robustnost nizsi ve srovnani s chromatografickymi
technikami. Jako nevyhody CE jsou ¢asto uvadény nizsi citlivost detekce a nizsi opakovatelnost
pii praci se slozitymi vzorky. Niz$i stabilita systémt CE a niZsi opakovatelnost je zpisobena
malymi zménami velikosti elektroosmotického toku, které jsou vyvolany postupnymi zménami
vnitiniho povrchu separacnich kapilar a vedou tak ke zménam migracnich ¢ast a separacnich
ucinnosti [10, 54].

Za Ucelem stabilizace elektroosmotického toku a zlepSeni elektroforetické separace mohou
byt aplikovany vysokomolekularni latky (naptiklad derivaty celuldzy) jako aditiva do roztok
BGE a pouzity jako pokryti vnitini stény kapilary a omezeni interakci rozpusténé latky se
sténou [54, 57]. Separa¢ni Gi¢innost a opakovatelnost elektroforetickych metod se vSak zlepsila
diky pouzivani modernich komerénich ptistroji CE [10].

Nizsi citlivost detekce je obvykle spojena s aplikacemi nejCastéji pouZivaného UV-VIS
detektoru [10, 54]. Kratka opticka délka spolu s malymi davkovanymi objemy vedou k relativné
nizké koncentraéni citlivosti, coz lze zlepSit pouzitim citlivéjSich a/nebo selektivnéjSich
detektor [54]. To bylo prokazano pouzitim laserem indukované fluorescence (LIF),
chemiluminiscence, konduktometrie, hmotnostni spektrometrie (MS) a elektrochemickych
detektort [10]. Alternativné lze citlivost CE zvysit vhodnym postupem tpravy vzorku, kdy se
analyty pfed nadavkovanim do CE selektivné zakoncentruji nebo dojde Kk ptecisténi vzorku
pied analyzou [10, 54, 58].

2.6.1 Kapilarni elektroforéza s bezkontaktni vodivostni detekci CE-C*D

Mg¢teni vodivosti je nejuniverzalnéjsi metodou detekce CE, protoze vSechny nabité Castice
migrujici v elektrickém poli maji ur&itou vodivost a jsou tedy detekovatelné pomoci C*D [59].

Jedna se nedestruktivni techniku detekce a o typ detektoru zalozeného na méteni vodivosti,
ktery je tvofen ze dvou valcovych elektrod umisténych axialné kolem polyimidem potazené
kapilary bez pfimého kontaktu s elektrolytickym a méfenym roztokem [57-59]. Tyto elektrody
jsou od sebe oddéleny malou detekéni mezerou o vzdalenosti 1,5 mm [61, 62]. Na jednu
z galvanicky oddélenych elektrod se ptivadi stiidavé napéti a na druhé elektrod€é se méfi
vysledny stfidavy proud [63]. Tento proud je funkci vodivosti v oblasti mezi elektrodami, proto
lze detekovat jakoukoli zménu vodivosti BGE v dusledku pfitomnosti prochazejicich analyta
[62].

Princip C*D detekce p¥imo ovliviiuje vybér BGE vhodnych pro CE-C*D. Casto se pouzivaji
elektrolyty s kyselym pH piipravené ze zfedénych slabych organickych kyselin (octova,
mlécnd, mravenci atd.) nebo smées slabych organickych kyselin s aminokyselinami [59].
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P#i pouziti C*D neni nutné odstrafiovat polyimidovy povlak, protoZe emitované stfidavé
napéti a ptijimany stfidavy proud mohou prochazet standardnimi kapilarnimi materialy (taveny
oxid ktemiCity a polyimid) a také polymernimi kapilarami (PFA, Teflon, PEEK, PTFE
atd.) [57, 59].

C*D je vétsinou spojena s CE a timto spojenim bylo dosazeno vynikajicich analytickych
parametri (vysoka separacni G€innost, kratké separacni ¢asy, minimalni pozadavky na objem
vzorku a jednoduché piistrojové vybaveni) [10, 11]. CE-C*D je analyticka technika, ktera
umoziiuje stanoveni aniontli a/nebo kationti s riznymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi,
pouziti kombinace vice detektorit (UV-VIS, MS, LIF), které dale zvysuji selektivitu/citlivost
analyzy a rozsifit tak rozsah detekovatelnych analytd a lze ji pouzit pro simultdnni stanoveni
malych anorganickych iontl a Siroké Skaly organickych a biochemickych sloucenin naptiklad
Vv fadé biologickych vzorku ¢i ve vzorcich pitné vody a potravin [5, 59, 63].

Pouziti komeréniho pfistroje CE-C*D umoziiuje napiiklad stanovit piesny objem krve
v neznamych vzorcich DBS kvantifikaci hlavnich anorganickych iontti v eludtu DBS nebo
méfenim vodivosti elutu. V eluatu DBS lze soucasné stanovit K*, Na* a kationtové analyty
(aminokyseliny). Koncentrace K" a Na® se pouziji k vypoétu presného objemu krve
Vv neznamém vzorku DBS a tento objem se pouzije pro stanoveni koncentraci aminokyselin [5].

Dalgimi aplikacemi CE-C*D jsou naptiklad skupiny biochemickych analyt, mezi
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mnozstvi farmaceutickych sloucenin [11, 63].
C*D se snadno hodi k rliznym separa¢nim technikdm, pfenosnym piistrojiim a pfipojeni ke
komplexnim procestim tpravy/zakoncentrovani vzorku i k primyslovym aplikacim [59].

2.7 Vyuziti DBS
Technika DBS je diky svym mnoha vyhodam $iroce vyuZivana v riznych oborech zejména ve
farmaceutickém primyslu, nemocnicich a vyzkumnych centrech, tam, kde jsou objemy vzorka
krve nebo plazmy nizké, obtizné se shromazd'uji, skladuji, zpracovavaji nebo piepravuji [1, 64].
Spektrum aplikaci DBS se neustdle rozsifuje, kromé tradi€nich metod, jako je napf.
nejrozsirenéjSi novorozenecky screening vrozenych metabolickych vad a mikrobiologicky
a epidemiologicky dohled nad nemocemi, i hraji tustfedni roli ve farmakokinetickych
a toxikokinetickych studiich, terapeutickém monitorovani 1é¢iv (TDM), screeningu nemoci,
testovani dopingovych latek, genetiky/epigenetiky a metabolomickych studiich [1, 2, 65, 66].
Analyza biomateridlu ve vzorcich DBS umoziuje identifikaci a kvantifikaci Siroké skaly
analytt [64]. Such¢ krevni skvrny jsou vhodnym zdrojem biomaterialu pro analyzu ptitomnosti
biomarkerti, sledovani kontaminantd zivotniho prostfedi, sekvenovani DNA pro
genomické/epigenetické ucely a hodnoceni adherence k farmaceutickym 1é¢iviim [65, 66].

2.7.1 Stanoveni zdkladnich biochemickych parametru

Vysledky laboratornich vysetfeni jsou zdrojem cennych informaci popisujicich zménu
metabolismu organismu, které lze vyuzit k posuzovani zdravotniho stavu pacienta. Nejvétsi
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Krev je pomérné snadno dostupny material a jeji slozeni odrézi fadu biochemickych procest
probihajicich v riiznych tkanich [67].
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Kapilarni krev ziskana pro laboratorni vySetfeni se vyrazné lisi od bézné testované zilni krve.
Je to smés Zilni, arteridlni a kapilarni krve a také intersticialnich a bunéénych tekutin. Vzhledem
k této smési se kapilarni krev vice podoba krvi arterialni nez zilni [68]. Diky této biologické
variabilit¢ dochazi ke wvzniku potencidlnich nesrovnalosti v kvantifikaci a odliSnosti
Vv referencnich hodnotach, zejména kvtili matricovym efektiim. V soucasné dob¢ existuji jen
omezené znalosti o vlivu slozeni matrice (kapilarni vs. zilni krev) na stanoveni analytu [13, 68].

Pro vétSinu analyz se vyuziva zilni krev. Kapilarni krve mé v soucasnosti jen omezena
pouziti a nejCastéji se zni vySetiuje: glykémie, screeningové vySetieni fenylketonurie
a hypotyredzy u novorozencu, acidobazické rovnovahy a bilirubin [67]. Proto pro vétSinu
uvedenych kationti a aniontd jsou referen¢ni hodnoty a onemocnéni uvedeny zejména pro
plazmu ¢i krevni sérum.

Jednim z hlavnich moZznych vySetfeni je stanoveni nabitych iontil soli nazyvanych krevni
elektrolyty, které¢ se nalézaji v krvi a jinych tkénich. Napomahaji transportu zivin do bunky
a odpadnich latek ven z bunky, udrzuji rovnovahu vody v téle a optimélni pH organismu.
Obvykle se stanovuji hlavni elektrolyty: sodny a draselny kationt, chloridovy anion a celkovy
oxid uhli¢ity [9].

Vysetieni krevnich elektrolytl je soucasti rutinniho screeningu v ptipadech podezieni na
nadbytek nebo nedostatek nékteré slozky z elektrolytu (nejcastéji sodiku nebo drasliku) a pii
podezieni na poruchy acidobazické rovnovahy. SlouZi jako rychly diagnosticky nastroj pro
nasledujici ptfiznaky: otoky, zvraceni, slabost, srde¢ni arytmie. VySetfeni elektrolytii je velkou
pomoci pii diagnostice riznych akutnich a chronickych onemocnéni a pii uzivani 1€ku, které
mohou narusit jejich rovnovahu. Elektrolyty se také Casto testuji za Gcelem sledovani 1écby
vysokého krevniho tlaku, srde¢niho selhani a onemocnéni jater a ledvin [9].

Pro vySetfeni dale zminénych elektrolytl neexistuji ,,standardni* referen¢ni rozmezi, vétSina
laboratoii je uvadi velice podobné, avsak ne uplné stejné. Vysledky testli jsou lékarem
vyhodnoceny podle referencni tabulky pro dany test, protoze stanovovani normy ovliviiuje
spoustu faktord. Referen¢ni tabulka je specificka pro kazdou laboratof, proto je nezbytné, aby
laboratot dodala vysledky spole¢né s odpovidajicimi referenénimi mezemi [69, 70].

2.7.1.1 Sodik Na
Referen¢ni mez pro plazmu a sérum: 137-146 mmol/l [71]
Kriticka hodnota: <120 mmol/l, >155 mmol/l [72]

Umoznuje zhodnotit rovnovahu elektrolyt a funkci ledvin, monitorovat nékteré chronické
stavy (vysoky a nizky krevni tlak) a chronické ¢i akutni hypernatremie (pfiznaky: pocity Zizné,
snizena produkce moci, svalové kiece, tfes) nebo hyponatremie (pfiznaky: slabost, zmatenost,
unava, letargie) [67, 69].

Hyponatremie je casto zplisobena ztratou sodiku z téla (Adisonova choroba, prijem,
nadmérné poceni, zvraceni, uzivani diuretik, ledvinové onemocnéni), poukazuje na renalni
ztraty (nadmérné moceni), intoxikaci vodou ¢i respiracni alkalozu [67, 69, 73].

Hypernatremie doprovazi Cushingoviv syndrom anebo diabetes insipidus (nedostatek
antidiuretického hormonu (ADH)) [69, 73].
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2.7.1.2 Draslik K
Referen¢ni mez pro plazmu: 3,8-5,2 mmol/l [74]
Kriticka hodnota: <2,5 mmol/l, >6,5 mmol/l [72]

Testovani koncentrace drasliku slouzi k vyhodnoceni elektrolytické rovnovahy
a monitorovani chronickych nebo akutnich hyperkalemii nebo hypokalemii [70].

Nejcastéjsi pti¢inou hyperkalemie je snizené vyluCovani ledvinami (Addisonova choroba,
selhani ledvin, terapie diuretiky Setfici K). ZvySené hodnoty mohou také znamenat:
hypoaldosteronismus, maligni hypertermie, poSkozeni tkan¢, piesun K z bun¢k (zhmozdéni
tkani, hemolyza, kiece, diabeticka aciddza), infekci, cukrovku, dehydrataci [70, 75, 76].

Hypokalemie se miize objevit u prijmovych onemocnéni, u zvraceni, dehydratace
a u nadbyte¢ného poceni. Snizené hodnoty také ukazuji na hepatopatie, komplikace pii
predavkovani paracetamolem, snizeny ptivod drasliku (po operacich, infuze bez K, dlouhodobé
hladovéni), ztraty moci (terapie diuretiky, tubuldrni poskozeni, primarni hyperaldosteronismus,
vetsi ztraty edému, Cushingova choroba), ptesun do buné¢k (infuze glukoézy s inzulinem, terapie
testosteronem, metabolicka alkaloza) a terapie kortisonem [70, 75, 76].

2.7.1.3 Vapnik Ca
Referenéni mez pro plazmu a sérum: 2,0-2,75 mmol/l [71]
Kriticka hodnota: <1,50 mmol/Il, >3,10 mmol/l [72]

Pfiblizn¢ polovina vapniku v krvi je ,,volna* a metabolicky aktivni. Druhou polovinu tvofi
,vazany* vapnik, ktery je navazany na albumin a ostatni latky a neni metabolicky aktivni [77].

Vysettenim celkového vapniku se stanovuji obé formy, volna a vazana. Stanoveni volné
formy probiha vySetfenim ionizované¢ho vapniku. Ve vétsiné ptipadd se stanovuje celkovy
vapnik, protoze jeho testovani je jednodussi a nevyzaduje specialni manipulace se vzorkem
krve. Vysoka nebo nizka Koncentrace plazmatickych bilkovin ovliviiuje hodnotu celkového
vapniku. V téchto pripadech je vyhodnéjsi pouzit stanoveni ionizovaného vapniku [77].

Celkovy vapnik je Casto soucasti celkového vySetieni 1 v ramei testd uréenych k diagnostice
a sledovani rtiznych stavll souvisejicich s kostmi, srdcem, nervy, ledvinami a zuby. Stavy
a choroby, které narusuji regulaci vapniku, mohou zpusobit nepfimétené akutni nebo chronické
zvySeni vapniku — hyperkalcémie (pfiznaky: Ginava, ztrata chuti, bolest biicha, ...), nebo snizeni
vapniku — hypokalcémie (pfiznaky: kiece v bfise, svalové kiece a brnéni prsti) [77].

Dvé z nejcastéjsich pticin hyperkalcémie jsou: hyperparatyredza (zvysena funkce pristitnych
télisek) a rakovina (pfi postihnuti kosti, které uvolnuji vapnik do krve). Dalsimi pti¢inami jsou:
zvysSena funkce S§titné Zlazy, tuberkuldza, nadbyteCny pfijem vitaminu A a D, transplantace
ledvin a uzivani thiazidovych diuretik [75, 77, 78].

Nejcastejsi pficinou nizkého celkového vapniku je nizka hodnota plazmatickych bilkovin,
zvlasteé albuminu. Dale napiiklad: hypoparathyre6za (snizena funkce pfistitnych télisek),
dédicna rezistence k u€inku parathormonu, extrémni nedostatek vapniku ve vyzivé, sniZzena
hodnota vitaminu D, nedostatek hoi¢iku, zvySend hodnota fosforu, akutni zanét slinivky biisni
(pankreatitida), selhani ledvin, alkoholismus a cirhoza jater [75, 77, 78].
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2.7.1.4 Hor¢ik Mg
Referen¢ni mez pro sérum: 0,66-1,07 mmol/l [75]
Kriticka hodnota: <0,60 mmol/Il [72]

Krev zdravého Clovéka obsahuje jen velmi malé mnozstvi celkového télesného hoiciku (asi
1%). Mnozstvi hoi¢iku v krvi se méfi pti symptomech jako jsou napt. slabost, srdeéni arytmie,
podrazdénost, nevolnost a/nebo prijjem, které mohou byt zptisobeny piili$ nizkou nebo naopak
prilis vysokou hladinou hoiciku, popfipadé¢ abnormalnimi hodnotami vapniku a drasliku.
Hladiny hot¢iku mohou byt pouzity pii sledovani a hodnoceni zavaznosti problémda s ledvinami
a/nebo neléceného diabetu a mohou pomoci diagnostikovat poruchy traveni [79].

Nizka hladina hoi¢iku (hypomagnesemie) v krvi je nejCastéji spojend S nadmérnym
vylu¢ovanim hot¢iku ledvinami, nedostate¢nou absorpci hoic¢iku tenkym stfevem nebo
nedostatkem hoi¢iku v potravé. Test na hladinu hoi¢iku muze byt souéasti vyhodnoceni
malabsorpce, podvyzivy, prijmu nebo alkoholismu [79, 80].

Ke zvySena hladiné hoi¢iku (hypermagnesemie) dochazi pii selhani ledvin,
hyperparatyredze, hypotyredze, dehydrataci, diabetické acidoze, Addisonové nemoci a pii
pozivani antacidu a laxativ obsahujicich hot¢ik [79, 81].

2.7.1.5 Amoniak NHs
Referen¢ni mez pro plazmu: <60 pmol/l [71]
Kriticka hodnota: >100 umol/l [72]

Vysetteni amoniaku mtize pomoci K objasnéni poruch chovani a védomi. Vysetiuje se spolu
s glukdzou, elektrolyty a testy ledvinnych a jaternich funkci, aby se urcila pti¢ina nejasného
upadani do bezvédomi nebo aby pomohl diagnostikovat Reyuv syndrom nebo
jaterni encefalopatii. Tento stav zptsobuje duSevni a neurologické zmény, které se projevuji
jako neklid, dezorientace, spavost, az komatem ¢i smrti [82, 83].

VysSetfeni amoniaku je Casto nutné k odhaleni a urCeni zavaznosti jaternich onemocnéni
pratoku krve jatry a selhani ledvin (nedokaZze Gi¢inn€ vylucovat amoniak z téla, a tak se hromadi
v Krvi). Zvysenou koncentraci amoniaku mutize téz zapficinit svalova namaha, del$i pouziti
skrtidla pfi odbéru krve, nékteré 1éky a kouifeni [82, 83].

Snizené koncentrace amoniaku byvé obcas u pacientli s hypertenzi a pfi poZivani n€kterych
antibiotik (napf. neomycin) [82].

2.7.1.6 Chloridy CI~
Referen¢ni mez pro plazmu a sérum: 97-108 mmol/l [72]
Kriticka hodnota: <70 mmol/l, >125 mmol/l [84]

Chloridové anionty se v nejvétsim zastoupeni vyskytuji v Krvi a Vv extracelularnich
tekutinach, kde doprovazi piedevsim sodik, a Vv samotnych buikach se nachazi v nizsi
koncentraci. Velky podil maji chloridy na osmoticky tlak extracelularni tekutiny, na udrzovani
acidobazické rovnovahy a na regulaci mnozstvi tekutin v téle. Do organismu se chloridy
dostavaji v potravé ve formé NaCl a jeho piijem byva bézné dostate¢ny [72, 85]. Normalni
hladina chloridii v krvi je stabilni, kromé& mirného poklesu po jidle. VétSina piijatych chlorida
se vstfebava v gastrointestinalnim traktu a je vylu¢ovan spolu s dal§imi ionty ledvinami [86].
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Vysetteni by mélo byt indikovano v kombinaci se stanovenim dalSich iontt a je provadéno
rutinné jako soucast celkového vySetfeni elektrolytu v té€le [75, 85]. Hodnoty piekracujici
stanovenou hranici znaci hyperchloridemii a velmi casto jsou spojeny s hypernatremii,
nejéastéji v dusledku dehydratace organismu ¢i nékteré vrozené nemoci ledvin [67, 85, 87].
Zvyseni nastava také naptiklad pii nadmémém piivodu fyziologického roztoku, pii 1€¢bé
vybranou medikaci, respiracni alkaldze, pti renalni tubularni acidéze, nepoméru mezi pfivodem
NaCl a ztratou Na® (pfi prijmech a renalnim diabetes insipidus), ataké pfi primarnim
aldosteronismu a primarni hyperparatyreoze [72, 75, 87].

Naopak hypochloridémie nastava pfti stravé chudé na NaCl, pii nadmérném poceni, t€zkych
prigmech ¢i silném zvraceni [72, 75]. Dale napf. pti diabetické ketoaciddze, respiracni acidoze,
pfi ztratach chloridti moci (pfi 1é¢bé diuretiky), pii depleci kalia s metabolickou alkal6zou, pii
Addisonové chorob¢ a také pti kombinacich poruch [72, 75, 87].

2.7.1.7 Laktat Lac
Referen¢ni mez pro plazmu: 0,5-2,2 mmol/I [88]
Kriticka hodnota: 3,40 mmol/l [72]

Laktat cirkulujici v krvi je produkovan pii anaerobnim metabolismu glukozy [88]. Zvysené
hodnoty laktatu se objevuji umnoha systémovych a metabolickych onemocnéni, infeket,
vrozenych chorob ¢i po podani nékterych 1é¢iv [89]. Hromadéni laktatu vede nejdiive
k hyperlaktatemii a pozdé&ji i Kk rozvoji laktatové acidozy, ktera mize provazet renalni selhani
a leukemii. Laktatova acid6za ma dvé mozné piiciny. Obvykle se jedna o zvySeni laktatu v Krvi
v disledku anoxie, jeZ je zplsobena zriznych divodl, jakymi jsou infarkt, srde¢ni
selhani, plicni problémy, $ok ¢i urazy. V druhém piipadé mohou byt pfi¢inou poruchy jater ¢i
ledvin nebo také cukrovka, poruchy ukladani glykogenu a dalsi pfipady, pii kterych nedochazi
k odstranovani laktatu z organismu [88, 89]. ZvySené hodnoty laktatu jsou také spojeny
s nadmérnou fyzickou zatézi [88].

Nejcastéji se stanovenim laktatu posuzuji stavy hypoxie, laktatova aciddza ¢i poruchy
acidobazické rovnovahy. Toto vySetfeni se provadi soucasné s dalS§imi vySetfenimi
acidobazické rovnovahy a vysetfenim krevnich plynt [88, 89].

2.7.1.8 Dusitany NO2™, Dusi¢nany NO3~

Koncentrace dusitanti a dusi¢nant v krevni plazmé jsou diilezité v klinickych situacich, protoze
je znamo, ze jsou spontannimi chemickymi produkty oxidu dusnatého (NO) v krvi [90].
Koncentrace dusitanti in vivo se pohybuji od 300-500 nM v krvi a do 1-10 uM ve tkanich [91].
NO je vysoce reaktivni volny radikal a bunécné signdlni molekula regulujici fyziologické
procesy v lidském téle. Nadprodukce NO je jednim z patogennich faktord zpisobujicich Sok
a organovou dysfunkci [90, 92]. Protoze NO se v krvi rychle oxiduje na dusitany a dusi¢nany,
pouzivaji se jako markery aktivity syntazy NO a produkce radikald NO [90, 93].

Dusitan, endogenni vazodilatator, je povazovan za stabilni zasobu NO a dal$ich reaktivnich
dusikatych latek béhem hypoxie. KdyZ dusitan reaguje s Fe?* hemu v oxyhemoglobinu nebo
deoxyhemoglobinu &ervenych krvinek, oxiduje Fe?" na Fe®*, coz vede k methemoglobinu.
Krome¢ toho se dusitany pieménuji na dusi¢nany (reakce s oxyhemoglobinem) nebo NO (reakce
s deoxyhemoglobinem) [94].
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Pii nadmérném pfijmu dusitanid dochazi k hromadéni methemoglobinu v Krvi. Tento stav
vede k methemoglobinémii, kterd mutZze zptsobit cyandzu, dychaci potize, Gnavu, ztratu
védomi, a dokonce smrt [94]. Methemoglobinémie, zvana také jako syndrom modrého ditéte,
mize ohrozit na zivoté zejména kojence [95].

2.7.1.9 Sirany SO42~

Sirany jsou ukazatelem uCinnosti jater pii odstrafiovani mnoha 1éku, steroidnich hormoni
a toxickych latek. Vysoky obsah siranti mtize naznacovat, ze sulfatace je velmi aktivni. Nizka
hladina sirant vede ke sniZeni schopnosti jater odstraiiovat toxické slouceniny [96]. Toto
naruSeni muze dale vést ke zvySené propustnosti stfeva, snizené zaloze latek z ledvin
a alergickym potizim [97].

Dobra sulfatace je také dulezita pro funkci a integritu sttevnich a ledvinovych membran
apro funkci riznych enzymd, v€etné inzulinu, gastrinu a cholecytokininu [97]. Sirné
aminokyseliny cystein, methionin a taurin i siranové soli se pouZzivaji k doplnéni sirnych drah
a k obnoveni a udrzeni zasob siranu v jatrech [96, 97]. Jelikoz se jedna o esencialni
aminokyseliny, dieta s nedostatkem bilkovin i1 na kratkou dobu mtze vést ke snizeni hladiny
siranti. Ddle bylo prok4zéano, Ze sérové hladiny siranti u normalnich lidi dramaticky stoupaji od
3 do 8 hodin po poziti jediného velkého mnozstvi bilkovin [98]. Normalni koncentrace siranu
nala¢no u dospélych lidi se obecné pohybuji v priméru mezi 0,25 a 0,4 mmol/l [98].

2.7.1.10 Mravencany HFo

Stanoveni mravenCanu ve vzorcich krve je nezbytné pro vasnou diagnostiku otravy
metanolem, jelikoZ je metanol metabolizovan alkoholdehydrogendzou pies formaldehyd na
kyselinu mravenci, kterd se miize v lidském téle hromadit a je zodpovédna piedev§im za
toxicitu pii otravach metanolem [99, 100].

Mravencanové anionty jako produkty metabolismu metanolu maji silny cytotoxicky ucinek
a inhibuji mitochondrialni dychani [101]. Mezi specifické ptiznaky zvySené hladiny
mravencanu patii nevolnost, bolesti hlavy, zavraté, rozmazané vidéni nebo uplna ztrata zraku
a hluboka metabolicka acidoza vedouci k hyperventilaci [101, 102]. Pokud se nelé¢i, mtze
vysoka koncentrace mravencanu zpiisobit vazné poskozeni optického nervu, respiracni selhani,
selhani ledvin, koma, kiece a piipadnou smrt v disledku kardiorespiraéni zastavy [102].

Mravencan v krvi se obvykle pohybuje mezi 20 a 450 uM a pro analyzu mravencanu
u zdravych jedinct se uvadi referen¢ni rozmezi 0-400 pM [99]. Koncentrace v krvi se
Vv piipadech spojenych s akutni otravou metanolem obvykle pohybuje mezi 0,2—30 mM. S tim,
ze koncentrace vyssi nez 10 mM jsou spojeny s tézkou toxicitou, trvalym poskozenim tkani
nebo umrtim [99, 102].

2.7.1.11 Octany HAc

Octan je produkovan a uvolnovan metabolismem etanolu V jatrech. Octan snadno prochazi
hematoencefalickou bariérou a je aktivné metabolizovan v mozku. Octan maze byt dulezity
Vv intoxikac¢nich Ucincich etanolu. Octan také zvySuje koronarni pritok krve, kontraktilitu
myokardu a srdeni vydej. A dale inhibuje lipolyzu v tukové tkani a podporuje steatdézu
Vv jatrech [103, 104].
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Octan v séru u clovéka je obvykle pod 0,2 mM. Sérovy octan mtiize byt po poziti etanolu
zvysen vice nez 20krat. Mezi dalsi bézné ptiCiny zvyseného sérového octanu patii dlouhodobé
hladovéni a nedostatek inzulinu (tj. diabetes 1. typu) [103].

Bylo prokazano, ze octan je inkorporovan do fosfolipidd, neutralnich lipidd, sterold
a nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin v rtiznych preparatech lidskych a zvifecich
tkani. Pi1 katabolismu nebo anabolické syntéze je octan normaln¢ se vyskytujicim metabolitem,
napftiklad pii tvorbé glykogenu, syntéze cholesterolu, degradaci mastnych kyselin a acetylaci
amind. Odhaduje se, ze plazmaticka hladina octanového iontu u lidi je asi 50-60 umol/l [105].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie
3.1.1 Chemikalie pro elektroforetické stanoveni

e Deionizovana voda

e Kyselina octové, Lach-Ner, Ceska republika

e Metanol, Lach-Ner, Ceska republika

e 18-Crown-6, Sigma Chemical Company, USA

e Hydroxid sodny, Lach-Ner, Ceska republika

e L-Glutamova kyselina, Merck, Némecko

e L-Histidin, Sigma Aldrich, USA

e Cetyltrimethylamoniumbromid, Sigma Aldrich, USA

3.1.2 Standardy iontu
e Chlorid sodny, Lachema, Ceska republika
e Chlorid draselny, Lachema, Ceska republika
e Chlorid vapenaty, Lachema, Ceska republika
e Hexahydrat chloridu hote¢natého, Lachema, Ceska republika
e QOctan amonny, Sigma-Aldrich, USA
e Dusi¢nan lithny, Lachema, Ceska republika
e Dusitan draselny, Sigma-Aldrich, USA
e Siran hofe¢naty, Lachema, Ceska republika
o Kyselina fosfore¢na, Lach-Ner, Ceska republika
e Mravenéan draselny, Lachema, Ceska republika
e Laktat lithny, Sigma Aldrich, USA
e Kyselina octova, Lach-Ner, Ceska republika

3.2 Ptiprava roztoku

3.2.1 Zakladni elektrolyt (BGE) pro analyzu kationti

Jako BGE pro analyzu vybranych anorganickych kationtd byla zvolena smés 1M kyseliny
octové, 20 % metanolu a ImM 18-crown-6. Vysledné pH roztoku ¢inilo 2,50. 1M kyselina
octova se denné fedila z 10M zasobniho roztoku kyseliny octové piipraveného z 99,8% kyseliny
octové fedénim deionizovanou vodou a 1mM 18-crown-6 ze 100mM zasobniho roztoku
18-crown-6, ktery byl jako pevna substance navazen a rozpuStén v deionizované vode.
Pfipravené zasobni roztoky byly skladovany v lednici pii teploté 4 °C.

3.2.2 Ziakladni elektrolyt (BGE) pro analyzu anionti

BGE pouzity pro analyzu aniontd se skladal z 40mM kyseliny glutamové, 20mM histidinu
a 75uM Cetyltrimethylamoniumbromidu (CTAB). Jeho pH ¢inilo 4,13. Tento BGE byl kazdy
den pfipravovan ze zasobnich roztokt 50mM glutamové kyseliny, 100mM histidinu, které byly
jako pevné substance navazeny a rozpustény Vv deionizované vodé. A 50mM CTAB, ktery byl
pfipraven navaZenim a rozpusténim pevné substance v metanolu a néasledné v deionizované
vodé. Tyto zasobni roztoky byly skladovany v lednici pii teploté 4 °C.
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3.2.3 Kalibra¢ni roztoky

3.2.3.1 Kalibra¢ni roztoky pro analyzu kationta

Pro sestaveni kalibra¢ni kiivky byl pfipraven smésny roztok o koncentraci Ca%* a NHs* 0,5 mM,
Na* a K* 5 mM, Mg?* 0,25 mM, ktery byl nafedén ze zasobnich roztokil jednotlivych ionti
0 koncentraci 100 mM, které byly jako pevna substance navazeny a rozpustény V deionizované
vodé. Roztok byl postupné fedén 2krat, 4krat, 8krat, 16krat, 32krat a 64krat deionizovanou vodou.

3.2.3.2 Kalibra¢ni roztoky pro analyzu anionta

Pro sestaveni kalibra¢ni kiivky byl pfipraven smésny roztok o koncentraci CI© 5 mM, NOz~
0,15 mM, NO, 0,080 mM, SO+* 0,2 mM aHFo, Lac, HAc 0,4 mM, ktery byl nafedén ze zasobnich
roztoki jednotlivych aniontd o koncentraci 1000krat vétsi, které byly pfipraveny bud’ naredénim,
nebo navazenim a rozpusSténim pevné substance. Roztok byl postupné fedén 2krat, 4krat, 8krat,
16krat, 32krat a 64krat deionizovanou vodou.

3.2.4 Redlné vzorky DBS

Vzorky DBS byly ziskany od dobrovolnikii z Ustavu analytické chemie AV CR, v. v. i., po
podepsani informovaného souhlasu. Pro kazdou sadu experimentt byly analyzované vzorky
odebrany zjednoho vpichu od stejného jedince. Pfed odbérem krve byla $picka prstu
dezinfikovana tamponem s etanolem (Lach-Ner, Ceska republika). Alkohol na prstu se nechal
odpatit, aby nedochazelo ke srazeni krve a bisko prstu bylo propichnuto pomoci automatického
zafizeni pro propichnuti kize — autolancetou ACCU-CHEK FastClix (Roche Diabetes Care,
Némecko). Prvni kapka krve byla setfena sterilnim vatovym tamponem a néasledné byl odebiran
ptesny objem krve, ktery byl pouzit na ptipravu vzorkti DBS.

3.24.1 Priprava DBS na odbérovych kartach
Vzorky DBS byly ptfipravovany nanesenim 5 pl kapilarni krve z prstu pomoci mikropipety
(Eppendorf Research plus, Némecko) na karty Whatman 903 Protein Saver Card (GE
Healthcare Ltd., UK), které byly suseny na vzduchu pti laboratorni teploté po dobu 3 hodin. Po
uschnuti (a skladovani) byla cela skvrna vyraZzena z karty pomoci dérovace o pruméru 5,5 mm.
Vyrazena ¢ast byla prenesena do Cisté polypropylenové vialky (1ml; P/N 5182-0567, Agilent,
Némecko), pro eluci bylo ptidano 100 pl deionizované vody pii analyzach kationtd a 150 pl pii
analyzach aniontt, vialka byla uzaviena a michana pii 700 ot/min po dobu 20 minut na tfepacce
(VORTEX IKA MS 3 Basic).

Z odbérovych karet byly také ptipravovany vzorky vytezl bez krve. Po vyrazeni z karty byly
tyto vytezy pieneseny do polypropylenovych vialek a byly eluovany ve 100 pl deionizované
vody pfii analyzach kationtt a 150 pl pfi analyzach anionti 20 minut na tfepacce pi1 700 ot/min.

3.2.4.2 Priprava DBS v polypropylenovych vialkach

Kapilarni krve 0 objemu 5 pl byla napipetovana na dno polypropylenové vialky (1ml; P/N
5182-0567, Agilent, Némecko) a byla na vzduchu ponechéana 3 hodiny k vysuseni. Pro eluci
téchto skvrn bylo do vialek napipetovano 100 pl deionizované vody pii analyzach kationt
al150 pl pii analyzach aniontl, vialka byla uzaviena polyethylen olefinovym vrskem
(P/N 5181-1507, Agilent, Némecko) a michana pii 700 ot/min po dobu 20 minut na tfepacce.
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3.2.4.3 Priiprava rozpusténé kapilarni krve

Vzorky rozpusténé kapilarni krve byly ziskavany napipetovanim 5 pl kapilarni krve do
polypropylenové vialky s 95 ul deionizované vody pii analyzach kationtti a 145 ul pfi analyzach
aniontd a byly analyzovany ihned po promichani pti 700 ot/min na tiepacce.

3.2.5 Ostatni roztoky

Pro proplachy kapilary byl pouzivan 20mM NaOH pfi analyzach kationti a 50mM NaOH pfi
analyzach anionta, které byly kazdy den nafedény ze zasobniho roztoku 1M NaOH, ktery byl
piipraven navazenim a rozpusténim pevné substance V deionizované vode¢.

Pti analyzach aniontii byla navic kapilara proplachovana 150uM CTAB, ktery byl kazdy den
pripravovan ze zasobniho roztoku 50mM CTAB.

3.3 Pouzité laboratorni pomiicky
e Bé&zné laboratorni sklo a vybaveni
e PCR mikrozkumavky (250 ul, Fisher scientific, USA)
e Polypropylenové vialky (1ml; P/N 5182-0567, Agilent, Némecko)
e Polyethylen olefinové vrsky (P/N 5181-1507, Agilent, Némecko)
e Sklenéné vialky (2ml; P/N 5182-9697, Agilent, Némecko)
e Polypropylenové vialky (2ml; 4100P-1232, J.G. Finneran Associates, USA)
e Automatické pipety (Eppendorf Research plus, Némecko)
e Spicky One Touch (Sorenson Bioscience Inc., USA)
e Plastové stiikacky (Injekt-F Solo 1 ml, Braun, Némecko)
e Lodicky, laboratorni 1Zice
e Dalsi pouzité pomticky zminény v rdmci jednotlivych experimentt

3.4 Pouzité pristroje
e Analytické vahy SI-114, Denver Instrument, USA
e Ultrazvuk BANDELIN Sonorex RK 52 H, Némecko
e Tiepacka VORTEX IKA MS 3 Basic, USA
e Pocitac
e Lednice s mrazakem

3.4.1 Laboratorni sestava kapilarni elektroforézy s vodivostni detekci (CE-C*D)
Analyzy vybranych anorganickych kationtil byly provedeny za pomoci laboratorni sestavy
kapilari elektroforézy s bezkontaktni vodivostni detekci CE-C*D. Jeji separaéni ¢ast byla
tvofena kiemennou kapilarou s polyimidovou vrstvou (Polymicro Technologies, USA)
0 vnéj$im priméru 375 pm S vnitinim pramérem 50 pm a celkovou délkou kapilary 50 cm,
jejiz efektivni délka ¢inila 36 cm. Konce kapilary zbavené polyimidové vrstvy byly spolu
S platinovymi elektrodami ponofeny do vialek naplnénych BGE. Kazdy den pfed prvnim
analyzou byla samotna kapilara promyvana manualné injekéni stiikackou po dobu 2 minut
20mM roztokem NaOH, 1 minutu deionizovanou vodou, a nakonec roztokem BGE 2 minuty.
Mezi dvéma po sobé jdoucimi analyzami byla kapilara proplachnuta po dobu 20 sekund 20mM
NaOH a 30 sekund roztokem BGE. Nasledné byl davkovaci konec separacni kapilary ponofen
do kadinky s deionizovanou vodou pied nadavkovanim analytu, aby se zabranilo kontaminaci
vzorku roztokem BGE.
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Po skonceni analyz na konci dne byla kapilara proplachnuta 20 mM NaOH (1 minuta),
deionizovanou vodou (1 minuta) a vysusena vzduchem. Vzorky byly do systému davkovany
vySkovym rozdilem hladin, ktery ¢inil 10 cm a toto davkovani probihalo 10 sekund. Analyzy
probihaly pii konstantni laboratorni teploté (25 + 1 °C). Laboratorni sestava vyuzivala zdroj
vysokého napéti CZE 1000R (Spellman High Voltage, USA). Elektrické napéti o velikosti
—15kV bylo aplikovano na vystupni konec kapilary. Detekce probihala za pouziti C*D
detektoru, jehoz analyticky signal byl pfeveden digitalnim pievodnikem ORCA 28000 (ECOM
spol. s.r.0., CR) a zpracovéan softwarem ECOMAC (ECOM spol. s.r.0., CR). Ziskana data byla
nasledovné vyhodnocena pomoci programu Clarity (DataApex, CR).

3.4.2 Komeréni CE-C*D sestava

Analyzy vybranych organickych a anorganickych aniontti byly provedeny na komerc¢nim
piistroji 7100 CE (Agilent Technologies, Némecko) vybavenym C*D (Admet, CR). Anionty
byly separovany pfti potencidlu —25 kV aplikovaném na davkovaci strané kiemenné separacni
kapilary o vn&j$im priméru 375 um s vnitinim primérem 50 pm (Polymicro Technologies,
USA) o efektivni délce 36 cm z celkové délky 50 cm. Pied kazdou prvni analyzou dne byla
kapilara proplachnuta 2 minuty 50mM NaOH, 1 minutu roztokem 150uM CTAB a 1 minutu
roztokem BGE. Mezi analyzami byla kapilara promyvana 5 sekund 50mM NaOH, 15 sekund
roztokem 150uM CTAB a 40 sekund roztokem BGE. Po posledni analyze byla kapilara
proplachnuta 1 minutu 50mM NaOH, 5 minut deionizovanou vodou a konce kapilary byly
ponoieny do vialek s deionizovanou vodou az do druhého dne. VSechny proplachovaci kroky
byly vykonany pti tlaku 950 mbar. Hydrodynamické davkovani probihalo po dobu 3 sekund pii
tlaku 50 mbar a teplota kapilary béhem separace analytd byla udrzovana na 25 °C. Ke
zpracovani analytického signalu slouzil software ChemStation CE (Agilent Technologies,
Némecko).

Zpracovani vysledkii:

Vsechny vysledky, grafy i tabulky byly zaloZeny na méfeni tii individudlnich vzorkd, a kazdy
z nich byl po eluci tikrat zméfen na CE-C*D sestavé. Z téchto vysledkl byly vypo&itany
smérodatné odchylky a tém odpovidaji i smérodatné tisecky zobrazené v grafech.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Analyza anorganickych kationti ve vzorcich krve

Pro analyzy anorganickych kationii byla zvolena laboratorni sestava CE-C*D. Vyhodou této
sestavy je plna kontrola pfi davkovani vzorki a zamezeni pasobeni vnéjsich vlivi (kontakt
kapilary s vnitinimi ¢astmi piistroje napt. navadécim konusem). Naopak nevyhodou je nutnost
manualni obsluhy a del$i doba trvani ddvkovani a promyvani.

4.1.1 Vybér analyta

Jako analyty byly zvoleny anorganické kationty, které jsou bé&zné ptitomné jak v krvi, tak
v poréznich odbérovych sorbentech. Jako nejhojnéji zastoupené kationty byly vybrany NHa4",
K*, Ca?*, Na" a Mg?*, které jsou zaroven dobfe stanovitelné [5, 18, 106]. NH4* byl zvolen jako
jeden z analyti z divodu jeho mozné komigrace s K* (viz kapitola 4.1.2). Tyto kationty byly
také vybrany na zakladé jejich pouzivani pti diagnostice a monitorovani metabolickych poruch
a onemocnéni viz kapitola 2.7.1.

4.1.2 Vybér BGE

S ohledem na vybrané analyty byl pouzit vhodny roztok BGE, ktery je schopny je odseparovat.
Slozeni elektrolytu bylo zvoleno na zakladé piedeslych experimentt [107] a jednalo se o smés
IM kyseliny octové, 20 % metanolu a ImM 18-crown-6. Roztoky metanolu a 18-crown-6 byly
pfidany z divodu lepsi separace analyti. NHs"a K*, které maji témé&F identickou
elektroforetickou mobilitu a proto komigrovaly, byly odseparovany pomoci 18-crown-6
tvoriciho komplex s draselnymi ionty. Déale metanol poskytl rozliseni Na* a Mg?*, které také
komigrovaly.

4.1.3 Nova koncepce zpusobi odbéra DBS

Dnes nejcastéji pouzivané odbérové materialy na bazi celulozy vykazuji fadu nevyhod jako je
snizena vytéznost analytt, z divodu zadrZzovani krevni matrice a cilovych analyti v pérech
sorbenttl, které tak nemohou byt kvantitativné eluovany. Odbérové materialy mohou navic
uvolnovat kontaminujici latky do eluatu DBS, jako napiiklad anorganické a organické ionty.

Jako feSeni téchto nevyhod byl zvolen bezsorbentovy odbér vzorki krve pro ptipravu DBS,
ktery by mél umoznit naneseni pesnych objemi krve nezavisle na hladin€ hematokritu a zajistit
dostupnost celé DBS pro eluci, eluci cilovych analytd, eluaty bez sorbentovych kontaminant,
flexibilitu, snadnou manipulaci a kompatibilitu s davkovacimi systémy riiznych instrumentaci.

Mezi testovanymi odbérovymi nadobkami byly 2ml sklenéné vialky Agilent, které se
projevily jako nevhodné z diivodu kontaminace Na™ ionty a nutnosti pouziti vétsiho objemu
eluatu pro davkovani. Pro odbéry byly testované také PCR mikrozkumavky, které se ukazaly
jako nevhodné z diivodu jejich nizkého objemu a nekompatibility s davkovacimi systémy
komerénich CE pfistroji. Jako koneéna varianta byly vybrany 1ml polypropylenové vialky
Agilent, které jsou kompatibilni s CE davkovacimi systémy, ¢imz byla minimalizovana
manipulace se vzorkem. Pred odbérem krve byly nové vialky dodateéné predcistény
deionizovanou vodou pro vylouceni ¢i sniZzeni kontaminujicich iontt pochazejici z vyroby,
které by se mohly uvolnit do vyslednych eluatt. Poté byly do vialek odebirany vzorky krve
0 piesném objemu (5 pl). Vzniklé DBS vzorky byly eluovany v téchto vialkach a analyzovany
po nadavkovani ptimo z volného roztoku. Detailni popis odbéru vzorkt viz kapitola 3.2.4.
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4.1.4 Analyzy riznych velikosti priméra vyrezi odbérové karty

Pro posouzeni miry kontaminace, V nejCastéji pouzivanych odbérovych kartich na bazi
celulozy Whatman 903 Protein Saver Card (dale jen Whatman 903), byly pro analyzu
pfipraveny vyiezy 0 velikosti 5,5; 7 a 9,5 mm. Tyto velikosti byly zvoleny na zaklad¢
dostupnych dérovaci za ticelem sledovani narustu kontaminace s plochou odbérové Kkarty.

Vytezy o velikosti 7 a 9,5 mm musely byt vloZzeny do polypropylenovych vialek s vétsim
pramérem dna (2ml; 4100P-1232, J.G. Finneran Associates, USA) a po eluci byl eluat
prepipetovan do PCR mikrozkumavky s odfiznutym vrskem vlozené do 1ml polypropylenové
vialky (Agilent). Tato PCR mikrozkumavka slouzila jako insert pro vytvoieni vyssi hladiny
roztoku pro naddvkovani, coz bylo nutné z diivodu nizsiho objemu eluatu diky absorpci Casti
elu¢niho roztoku vytezem (cca 30 pl).

Z obrazk 3 a 4 je patrna zvysujici se koncentrace anorganickych kationtt s nartstajici
velikosti vytezu odbérové karty. Vysledky byly rozdéleny do dvou grafii s vhodnym méfitkem
z divodu velkych rozdili v plochach piki jednotlivych kontaminujicich kationtd. Nejvyssi
kontaminace uvolnéné z vyfezii odbérové Karty byly zaznamenany u Ca®*, Mg?* a Na* iontd.
Tyto kontaminace pravdépodobné pochazi z procesti piipravy a vyroby celulozovych
odbérovych karet. Nejniz$i kontaminace byly zaznamenany pro NHs" a K* ionty, které se
v odbérovych kartach téméf nevyskytuji.

18

E55mm
16

14 7 mm

12

9,5 mm

10

I
=

Plocha piku (mV- s)

Ca?* Na* Mg?*

Obrazek 3: Graf zavislosti narustu jednotlivych kationti na riiznych primérech vyrezii
odbérovych karet Whatman 903 (Podminky méreni viz kapitola 3.4.1)
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Obrazek 4: Graf zavislosti narustu jednotlivych kationtii na riznych priimérech vyrezii
odberovych karet Whatman 903 (Podminky méreni viz kapitola 3.4.1)

Nasledné byl proces zopakovan se stejné velkymi vyfezy odbérovych karet (5,5~ 9 mm), na
které byl nanesen jednotny objem kapilarni krve (5 pl) pro vytvoieni DBS. Tento experiment
byl proveden pro pfiblizeni realné situace, jaké mnozstvi téchto anorganickych kationti se ve
vzorcich Krve nachazi v porovnani s piidavkem kationtll ze sorbentu. Vzorek kapilarni krve
0 mnozstvi 5 ul vytvofil na odbérové karté skvrnu o praiméru 4,5 mm, proto mensi pramér nez
5,5 mm nebyl testovan z duvodu, Ze by nebyla kvantitativné odebrana cela skvrna a vlivem
hematokritu by nebyla zajisténa homogenni distribuce analytl. Pfiprava vzorkl probihala podle
postupu v kapitole 3.2.4.1 Vysledky analyz znazornéné na obrazcich 5 a 6 potvrdily vysledky
pfedeslého experimentu, samoziejmé s patficnym narustem pfirozeného obsahu kationt
v kapilarni krvi. Nejvyraznéji 1ze opét pozorovat narust kontaminace s plochou vyiezu u Ca®",
Mg?" a Na*. V krvi vysoce zastoupeny K* byl ve vzorcich DBS s riiznymi plochami vyiezt
konstantni.

Srovnanim ploch jednotlivych kationtli na obrazcich 3,4 a 5,6 lze ziskat piedstavu o obsahu
kationtd, které v ramci vzorki DBS zaujimé material odbérové karty a které se zaroven zvysSuji
s velikosti vyrazené casti karty. Tyto kontaminujici kationty uvolnéné z materialu karty tak
narusuji spravné stanoveni sledovanych analytt v krevnim vzorku.
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Obrazek 5: Graf zavislosti narustu jednotlivych kationtii na riznych priimérech vyrezii
odberovych karet Whatman 903 s DBS (Podminky méreni viz kapitola 3.4.1)
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Obrdazek 6: Graf zavislosti narustu jednotlivych kationtit na riiznych priimérech vyrezii
odberovych karet Whatman 903 s DBS (Podminky méreni viz kapitola 3.4.1)

4.1.5 Analyzy DBS a rozpusténé kapilarni krve

Pro dalsi experimenty bylo pracovano s vyiezem odbérové karty Whatman 903 o velikosti
5,5 mm. Velikost byla zvolend tak, aby vyfez s DBS obsahoval co nejméné odbérového
materialu, ale byl schopen pojmout zvolené mnozstvi odebirané krve (5 pl) a presné zapadl do
polypropylenovych vialek. Vyfezem celé skvrny bylo zajisténo potlaceni vlivu hematokritu,
ktery ovlivituje nehomogenitu analytu ve skvrné zvlasté patrnou ve stiedu a na okrajich, kdy
mezi analytem a sorbentem dochazi k interakci chromatografického typu.
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Obrazky 7 a 8 zobrazuji analyzu eluatu vyiezu odbérové karty bez DBS o velikosti 5,5 mm
(blank), DBS na odbérové karté Whatman 903 o praméru 5,5 mm, DBS v polypropylenové
vialce (Iml; P/N 5182-0567, Agilent, Némecko) bez odbérové karty a rozpusténé kapilarni krve
Vv polypropylenové vialce. Postupy piipravy viz kapitola 3.2.4.

Z vysledku analyz je opét patrny zna¢ny narust kontaminace u vzorku DBS z odbérové karty
oproti rozpusténé kapilarni krvi. Tento rozdil se pfiblizn¢ rovna kontaminaci uvolnéné z vyfezu
odbérové karty bez DBS, coz je zejména viditelné u Ca®" a Mg?*. Jelikoz odbérova karta
obsahuje zanedbatelné mnozstvi K*, plocha tohoto kationtu ve vzorku DBS na odbérové karté
je téméf stejna jako ve vzorcich rozpusténé kapilarni krve a DBS v polypropylenové vialce.

U DBS vytvoienych v polypropylenovych vialkach v porovnani s DBS na odbérovych
kartach nebylo prokazano zvySeni obsahu vlivem kontaminujicich kationti. DBS
v polypropylenovych vialkach zaroven vykazuji podobné plochy jako rozpusténa kapilarni
krev, tudiz material vialek nekontaminuje vysledné eluaty ani neni patrné zadrzovani iontt
timto materidlem. Zaroven pfi pouziti sorbentii na zachyceni vzorkl krve je patrnd nutnost
pouzivat co nejmensi nutné mnoZzstvi téchto sorbentli, pro co nejmensi ovlivnéni analyz
obsazenymi ionty.

81 B Rozpusténa plnd krev
7 | DBS v polypropylenovych vialkach {
DBS (Whatman 903)
@ 6 1 = Blank (Whatman 903)
>
£ 51
-’ I
=
< 41 I
=
Qo 3 A
=
[
2 A I
= I
1 .
0 ﬁ I . = T T 1

N H4+ Ca?t Mgz+

Obrazek 7: Graf porovnani riznych pristupti pripravy DBS, rozpusténé kapilarni Krve
a blanku odberove karty (Podminky merent viz kapitola 3.4.1)
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Obrdazek 8: Graf porovnani ruznych pristupi pripravy DBS, rozpusténé kapilarni Krve
a blanku odberové karty (Podminky méreni viz kapitola 3.4.1)

4.1.6 Analyzy riznych odbérovych sorbentii

Pro tento experiment bylo vybrano sedm poréznich odbérovych sorbentt, které jsou komeréné
dostupné. Jedna se o odbérové karty Whatman 903, Ahlstrom — GenCollect 2.0, odbérova
zatizeni Mitra, HemaPEN D300S, HemaPEN W300S, Capitainer-B a HemaXis DB 10 a dale
byly pouzity polypropylenové vialky (1ml; P/N 5182-0567, Agilent, Némecko) pro
bersorbentovou varianta DBS odbért. VSechny odbérové sorbenty az na zatizeni Mitra, ktera
ma polymerni $pic¢ku (pro sorpci 10ul krve), jsou odbérové karty nebo jiz vyrazené disky
odbérovych karet vyrobené z celulézy. Z divodu rozdilnych rozmérd a hmotnosti poréznich
sorbentl bylo dle navazky sorbentu vyjmutého ze zatizeni prepocitdno mnozstvi deionizované
vody pro eluci viz tabulka 1. Jako zaklad pro tento vypocet byly vybrany odbérové karty
Whatman 903, které byly eluovany ve 100 pl deionizované vody, a elu¢ni objemy pro ostatni
odbérové sorbenty byly vztazeny pomérové k tomuto objemu. U HemaPEN D300S a W300S
byly k jedné eluci pouzity tii disky odbérovych karet kvuli jejich nizké hmotnosti. Ackoliv
zvoleno mnozstvi 100 pl stejné jako pro karty Whatman 903 z divodu jiného vyrobniho
materidlu s jinou schopnosti absorpce.

K odbérovym sorbentim pifenesenych do polypropylenovych vialek bylo pfiddno
vypocitané mnozstvi deionizované vody a poté byly po dobu 20 minut michany na tfepacce pti
700 ot/min. Do samotné polypropylenové vialky (1ml; P/N 5182-0567, Agilent, Némecko) bez
odbérového sorbentu bylo také piidano 100 pl deionizované vody a vialka byla ponechana
20 minut na tfepacce pii 700 ot/min. Pro srovnani byl pfipraven i realny vzorek DBS na karté
Whatman 903 viz kapitola 3.2.4.1.

Vsechny testované porézni odbérové sorbenty vykazuji kontaminace kationty viz obrazek 7.
V porovnani se vzorkem DBS na kart¢ Whatman 903 jsou tyto kontaminace vyznamné.

cvwvr

41



Velmi vysoké kontaminace ionty jsou logicky znatelné u odbérovych karet Ahlstrom —
GenCollect 2.0, které jsou piedupravené napusténim cinidly, kterA mohou lyzovat bunky
a denaturovat proteiny. Tyto odbérové karty byly pravdépodobné ptedupraveny pomoci
dodecylsulfatu sodného, jelikoz byla naméfena vysokd koncentrace Na®, jak je vidét na
elektroforeogramu viz obrazek 9. U odbérovych zafizeni HemaPEN W300S a HemaXis DB 10
byl potvrzen piedpoklad, ze sorbent bude obsahovat podobné mnozstvi kationtt jako odbérova
karta Whatman 903, jelikoz sorbenty do téchto zafizeni jsou dodavany S podobnymi
specifikacemi a stejnou spole¢nosti jako pro odbérové karty Whatman 903. Kontaminace vSech
celulézovych odbérovych sorbenti pravdépodobné pochazeji z procest jejich ptipravy
a vyroby.

Obrazek 9 ukazuje i elektroforeogram analyzy polypropylenové vialky s deionizovanou
vodou, kterd byla navrzena pro bezsorbentové odbéry DBS a ve které nebyla zaznamenana
kontaminace sledovanymi kationty. Z tohoto divodu se bezsorbentové odbéry jevi jako vhodna
alternativa pro odbéry vzorkia DBS.

Tabulka 1: Priimérné hmotnosti Sorbentii se smeérodatnou odchylkou (SD) a prislusné pridané
mnozstvi deionizované vody (DI)

Odbérovy sorbent Primérna hmotnost + SD (mg) Mnozstvi DI (ul)
Polypropylenova vialka s DI — 100
Mitra 15,43 £ 0,30 100
HemaPEN D300S~ 4,50 £ 0,08 100
Capitainer-B 8,60 + 0,37 190
HemaXis DB 10 4,68 + 0,29 104
HemaPEN W300S~ 5,10 £ 0,08 113
Whatman 903 4,50+ 0,16 100
Ahlstrom — GenCollect 2.0 4,40+ 0,23 98

*Celkova hmotnost D300S je dana hmotnosti 1 disku (1,50 mg)
*Celkova hmotnost W300S je ddana hmotnosti 1 disku (1,70 mg)

42



334 - NH4* K* Ca®* Na* M92+

i e \"4 j [ 4
332 V" — \ vV VvV
330
v— V ——PP-DI
328 Vv — Mitra
9 HemaPen D300S
é 326 1 Capitainer-B
:§= HemaXis DB 10
gen 324 -
EI—) HemaPen W300S
322 = Whatman 903
Ahlstrom — GenCollect 2.0
320 ~ ——— DBS (Whatman 903)
318 -
316 T T T
3,8 4,8 . 5,8 6,8
Cas (min)

Obrazek 9: Elektroforeogramy eluatii poréznich odbérovych sorbentii, polypropylenové vialky
s deionizovanou vodou (PP — DI) a DBS na karté Whatman 903 (Podminky méreni viz
kapitola 3.4.1 a tabulka 1)

4.1.7 Analyza stability DBS

U vzorki DBS na odbérové kart¢ Whatman 903 a v polypropylenovych vialkach byla
otestovana tydenni stabilita v rdmci prvniho a sedmého dne pro zakladni ovéteni predpokladu
stability téchto kationtt. Skladovani (po odbéru a 3hodinovém schnuti — viz kapitola 3.2.4)
probihalo za laboratorni teploty V uzaviratelném sacku s vysousedlem. Pfi tomto zplsobu
skladovani nebyly patrné zmény ve slozeni téchto kationtli. Pro tyto anorganické kationty se
predpoklada, Ze vykazuji stabilitu 1 v rdmci tydnt, coz nebylo pfedmétem této prace, ale jedna
i publikovan napf. v [5, 106].

V ramci tydne vzorky DBS jak na odbérové karté, tak v polypropylenové vialce vykazovaly
stabilni mnozstvi anorganickych kationtd (kromé& NH4"), jejichZ procentudlni zmény mezi
1. a 7. dnem se pohybovaly od 0,74 % do 4,37 %. Co se ty¢e NH4" iontl, tak na obrazkach
10 al2 lze pozorovat vyrazné rozdily v jeho stanovenych mnozstvich, navic s velkymi
chybovymi uUseckami. Jeho stanovend mnozstvi byla velmi proménliva i v rdmci raznych
vzorku, a zaroven mél tento kation nejvétsi procentualni narust mezi 1. a 7. dnem, tento narust
¢inil 60 % pro DBS v polypropylenovych vialkach a 164 % pro DBS na odbérové karté. Tento
narust muze byt zpisoben dekompozici dusikatych sloucenin v DBS (napf. aminokyselin — viz
[52]) za vzniku jednodusSich sloudenin jako je NH4*. Jedna se o hypotézu, u které by byla
potieba dalsi studie pro jeji ovéreni.
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Ostatni vybrané anorganické kationty jsou v obou ptipadech ptipravy DBS (na odbé&roveé
karté a v polypropylenové vialce) v ¢ase stabilni a mezi 1. a 7. dnem nevykazuji vyznamné
rozdily v mnozstvi. U DBS na odbérové karté je op€t patrno navySeni mnozstvi kationtd
0 kontaminace ze sorbentu. V ramci stability se da ale fici, Ze pro tyto kationty se jedna
0 rovnocenné varianty pfipravy DBS, nicméné z pohledu ovlivnéni spravnosti analyz kationtii
z kapilarni krve se az na draselné ionty jedna v ptipadé€ pouziti sorbentli o variantu nevhodnou.
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Obrazek 10: Graf zavislosti stability vybranych kationtii v DBS vV polypropylenovych vialkach
pro 1. a 7.den skladovani (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)
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Obrazek 11: Graf zavislosti stability vybranych kationtit v DBS vV polypropylenovych vialkach
pro 1. a 7.den skladovani (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)
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Obrazek 12: Graf zavislosti stability vybranych kationtii v DBS na odbeérové karté pro
1. a 7.den skladovani (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)
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Obrazek 13: Graf zavislosti stability vybranych kationtii v DBS na odberoveé karté pro
1. a 7.den skladovani (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)
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4.1.8 Experimentalni stanoveni realnych koncentraci v kapilarni krvi a v sorbentu

Pro zjisténi koncentrace kationti v kapilarni krvi byly pfipraveny a promeétfeny kalibracni
roztoky v rozsahu 0,004-5 mmol/I dle stanovovanych iontu, které byly pfipraveny dle postupu
v kapitole 3.2.3.1. Kalibra¢ni rozsah byl zvolen na zéklad¢ predpokladaného rozsahu
koncentraci danych kationtti ve 20krat zfedéné kapilarni krvi a pokryva tak nizké koncentra¢ni
hladiny pro sorbenty bez DBS, tak i pfirozené obsahy ionta v krvi, 1 jejich pfipadnd zvysena
mnozstvi. Podle smérnic kalibra¢nich kiivek byly vypocteny vysledné primérné koncentrace
kationti obsazenych ve vzorcich DBS piipravenych rtizné dny. Vysledné koncentrace
v nefedéné kapilarni krvi a blanku (zohlednujici zted’ovaci faktor 20) jsou spolu s koeficienty
determinace (R?) pro zvoleny kalibraéni rozsah uvedeny v tabulce 2. Priméma koncentrace
kationtl byla stanovena pro vyiezy odbérovych karet Whatman 903 bez DBS (blank), DBS na
odbérovych kartach (DBS — Wh903) a eluaty DBS Vv polypropylenovych vialkach (DBS — PP).
Postupy ptipravy viz 3.2.4.

Tabulka 2: Souhrn stanovenych redalnych koncentraci kationtii se smérodatnou odchylkou (SD)

Pramérna koncentrace kationti = SD (mmol/l)

Vzorek NH4* K* Ca? Na* Mg?*
Blank . 0,363 + 7,970 + 4,385 + 1,597 +
0,008 0,028 0,456 0,030
0,408 + 54,729 + 10,321 + 88,974 + 2,412 +
DBS —Wh903 0,056 4,827 2,531 4,326 0,342
DBS . PP 0,273 + 50,752 + 1,950 + 85,600 + 0,711 +
a 0,062 0,552 0,110 0,599 0,156
R2 0,9926 0,9966 0,9970 0,9927 0,9993

* Koncentrace NH4* nebyly reprodukovatelné v ramci riiznych DBS karet i jedné jediné DBS karty.

Kationty jsou v odbérovych kartaich Whatman 903 obsazeny piiblizné Vv koncentracich
desetin mmol/l u K* ionti. Pro Ca®*, Na* a Mg?* to jsou jiz jednotky mmol/l. P¥itomna
kontaminace tedy miize vyznamné ovlivnit kvantitativni stanoveni téchto iontfi (obzvlasté Ca?",
Na*a Mg?" — viz vysledky pro DBS — Wh903).

Ve vzorcich DBS v polypropylenovych vialkach byly stanoveny koncentrace kationtd. Tyto
kationty se vétSinou stanovuji v plazmé nebo séru, proto nelze tyto stanovené hodnoty pro
kapilarni krev porovnavat s uvadénymi referenénimi rozmezimi pro tyto matrice, nebot’ slozeni
kapilarni krve se muze lisit [6]. Kapilarni krev je tvofena krvi prochazejici tepnami, zilami
a kapilarami a soucasn¢ obsahuje také intersticialni a bunééné tekutiny a jednotlivé analyty jsou
mezi témito dvéma slozkami distribuovany v riznych pomérech a pro kazdy analyt jinak, napf.
viz [108]. Navic slozeni kapilarni krve ovliviiuje podil hematokritu, ktery mtize byt zna¢né
rozdilny a mize vyznamné ovliviiovat koncentrace nékterych iontd (napf. K¥).
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Primérné stanovené koncentrace byly 85,600 =+ 0,599 mmol/l pro Na*, 0,711 0,156 mmol/l
pro Mg?*, 1,950 + 0,110 mmol/l pro Ca?* a 50,752 + 0,552 mmol/l pro K*. Koncentrace Na*
a K" iontl se lisi vyrazné od referenénich hodnot pro plazmu a sérum, zatimco koncentrace
Ca?" a Mg?* (ve formé& volnych iontfl) do referen¢nich hodnot spadaji (viz. kapitola 2.7.1.3
a2.7.1.4). Koncentrace stanovené v DBS mohly byt ovlivnény hemolyzou, kdy doslo
k poruseni bunécné membrany a vyplaveni obsahu erytrocytl, které obsahuji vyrazné odlisné
koncentrace K™ a Na* (v porovnani s plazmou). Hemolyza mohla probihat pii odbéru, suseni
a zpracovani krve [109]. Naméfena koncentrace pro NH4™ je né€kolika nasobné vyssi nez
udavana mez <60 umol/l pro plazmu, coz mohl byt zptisobeno jeho proménlivosti béhem analyz
z diivodu rozkladu dusikatych latek z DBS matrice.

Srovnatelné hodnoty byly pro nékteré kationty naméteny metodou Neutron Activation
Analysis, kdy byly zjistény koncentrace pro kapilarni krev odebrané na filtra¢ni papir Whatman
pro Na* (78,30 + 12,61 mmol/l), K* (41,95 + 6,65 mmol/l) a Ca?* (3,06 £1,21 mmol/l) [110].

4.2 Analyzy organickych a anorganickych aniontd ve vzorcich krve

Analyzy organickych a anorganickych aniontil byly provedeny na komeréni CE-C*D sestavé
(Agilent Technologies, Némecko). Oproti laboratorni sestavé odpadd manualni manipulace se
vzorky a kapilarou a poskytuje tak lepsi opakovatelnost. Diky komerénimu CE systému je jak
promyvaci, tak davkovaci proces rychlejsi.

4.2.1 Vybér analytu

Na zaklad¢ analyz odbérovych karet Whatman 903 a rozpusténé kapilarni krve bylo
identifikovano osm aniontovych analyti vyskytujici se v t€chto matricich. Jedna se o chloridy,
dusi¢nany, dusitany, sirany, fosfaty, mravencany (HFo), laktaty (Lac) a octany (HAcC). Fosfat
nebyl dale ve vzorcich stanovovan z diivodu jeho nizké koncentrace, kterd byvala ¢asto pod
mezi kvantifikace i detekce. VétSina téchto analyti byla také vybrana na zakladé jejich

pouzivani pfi diagnostice a monitorovani metabolickych poruch a onemocnéni viz kapitola
2.7.1.

4.2.2 Vybér BGE

Pro odseparovani vSech vybranych analytd byl pouzit BGE o slozeni: 40mM Kkyselina
glutamova, 20mM histidin a 75uM CTAB. Tato smés byla zvolena na zaklad¢ prace [102]
a koncentrace jednotlivych komponent byla upravena pro lepsi separaci v§ech stanovovanych
analyti. CTAB byl do roztoku pfiddvan jako modifikator elektroosmotického toku, ktery
pokryva kapildru, aby doslo ke sniZeni a obratu elektroosmotického toku a umoznila se doba
migrace aniontli pod 4 minuty.

4.2.3 Analyzy riznych velikosti priméra vyrezi odbérové karty

Stejné jako u anorganickych kationtll byla posouzena mira kontaminace z odbérovych karet
Whatman 903 1 pro vybrané anorganické a organické anionty. Pro tyto analyzy byly znovu
zvoleny vytezy o velikosti 5,5; 7 a 9,5 mm z divodu pozorovani zvyseni kontaminace s plochou
odbérove Karty. Postup pripravy byl shodny s ptipravou z kapitoly 4.1.4.
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Z obrazki 14 a 15 je zfejmé, Ze S narustajicim primérem vyiezu se eluuje vyssi mnozstvi
anorganickych a organickych anionti z materialu karty. Vysledky analyz anionti byly také
rozdéleny do dvou grafi s vhodnym méfitkem z divodu velkych rozdili koncentraci zejména
mezi chloridy a ostatnimi anionty. V eluatu blanku sorbentu byl naméfen nejvyssi obsah
chloridt a sirani. Znatelna mnozstvi byla zaznamenana i u HAc, u kterych se zaroven vyskytuji
nejvetsi  odchylky v namétfenych hodnotach, z divodu velké variability stanovenych
koncentraci mezi riznymi vzorky. Tyto kontaminace opét pravdépodobné pochazi z procest
ptipravy a vyroby celulozovych odbérovych karet.
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Obrdazek 14: Graf zavislosti ndarustu jednotlivych aniontit na riiznych priimérech vyrezii
odberovych karet Whatman 903 (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)
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Obrazek 15: Graf zavislosti narustu jednotlivych aniontii na riznych priumérech vyrezii
odberovych karet Whatman 903 (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)
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Tento experiment byl poté rozsifen o analyzy stejnych velikosti riznych vyiezu (5,5-9 mm)
odbérové karty Whatman 903, na které byly napipetovany vzorky krve o stejném mnozstvi
(5 ul) pro tvorbu DBS. Vysledky na obrazcich 16 a 17 znovu potvrzuji narust kontaminace
s plochou vytezii odbérové Karty. Pti porovnani s obrazky 14 a 15 lze pozorovat plochy
navySené o mnozstvi aniontli pochazejici z ptidané krve. Nejnizsi narust vykazuji dusitany
a octany, které se ptirozen¢ v krvi vyskytuji ve velmi nizkém mnozstvi, viz kapitola 4.2.7.

Bylo prokazano, ze i V ptipadé anorganickych a organickych aniontti dochazi k jejich
uvoliovani z materidlu odbérovych karet a kontaminovéani vysledného eludtu, které pak
nasledné zkresluji analytické vysledky stanovovanych analyti v DBS.
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Obrazek 16: Graf zavislosti narustu jednotlivych aniontii na riiznych priimerech vyrezii
odberovych karet Whatman 903 s DBS (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)
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Obrazek 17: Graf zavislosti narustu chloridu na riznych primeérech vyrezit odbérovych karet
Whatman 903 s DBS (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)
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4.2.4 Analyzy stability DBS béhem procesu schnuti a skladovani

Na vzorcich DBS na odbérovych kartich Whatman 903 i v polypropylenovych vialkach byla
otestovana stabilita vybranych anorganickych a organickych aniont béhem procesti schnuti
a skladovani. Vyssi frekvence analyz byla zvolena z diivodu zjisténi znacnych zmén vV mnozstvi
stanovovanych aniontii béhem procest schnuti, jelikoz v pfedbézném experimentu analyz
vzorkl skladovanych v ramci jednoho tydne bylo zaznamenano velké navySeni mnozstvi
n¢kterych aniontd. Z tohoto diivodu, pii detailnéji provedeném experimentu, byly vzorky krve
nejprve meieny ihned po naneseni 5 pl kapilarni krve na odbérovou kartu ¢i do polypropylenové
vialky a pfidani deionizované vody (0 min). Poté nasledovaly analyzy v prabéhu schnuti
v ¢asech 60 min, 120 min, 180 min, 360 min, kdy byly vzorky nechany pii laboratornich
podminkach oteviené. Zbyvajici vzorky byly méfeny po skladovani 1 den, 2 dny, 3 dny, 4 dny
a 8 dnil pfi laboratorni teploté v uzaviratelném sacku s vysousedlem. Dalsi sada vzorkit DBS
Vv polypropylenovych vialkach byla po vysuseni voln¢ na vzduchu (6 hodin) pfi laboratorni
teploté nasledné skladovana v uzaviratelnych saécich s vysousedlem v mrazdku pii teploté
—20 °C, a takto skladované vzorky byly analyzovany po skladovani 1 den, 2 dny, 3 dny, 4 dny
a 8 dnti. Postup ptipravy vzorki viz kapitola 3.2.4.

V ramci téchto experimentd nebylo testovano vice riznych prostiedi pro skladovani vzorka
DBS na odbérovych kartach, protoze odbérové karty vykazuji oproti DBS v polypropylenovych
vialkéch vyznamnou kontaminaci v§emi anionty. Navic, mnohé analyty (az na chloridy, sirany
a laktaty) v Case neustale rostou, jak je znazornéné na obrazku 18. Vysledky v grafech (obrazky
18, 19 a 20) pro tyto experimenty byly vztazeny na plochu piku chloridd, jelikoZ jejich mnozstvi
ve vzorcich je konstantni. U vzorkt DBS na odbérovych kartaich Whatman 903 je obsah aniontt
zvySen o kontaminace ze samotnych vyfezli a nasledné jejich obsah vyrazn€ roste
pravdépodobné diky biochemickym pochodim (mikrobialnim rozkladim). Narust mnozstvi
dusi¢nant, dusitantl, a octant byl béhem schnuti velmi pozvolny az pii skladovani v horizontu
dnti doslo k jejich navySovani. Velky piirtstek od 1 dne skladovani je viditelny i u mravencant,
které do té doby byly téméf konstantni.
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Obrazek 18: Porovnani stability anorganickych a organickych aniontii ve vzorcich DBS na
odbérovych kartach béhem procesii schnuti a skladovani (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)

Obrazek 19 zobrazuje vysledky analyz schnuti a skladovani pti laboratorni teploté pro DBS
Vv polypropylenovych vialkadch. Obsah vSech vybranych aniontl je az na laktaty velmi nizky
a U octant se vyskytoval pod mezi detekce aZ do 2. dne skladovani, kdy se jeho obsah nepatrné
zvysil (a proto neni v obrazku 19 uveden). Dusitany a mravencany jsou obsazeny také
Vv mnozstvi blizkém mezi detekce zejména v prvnich hodinach schnuti, proto byly velmi Spatné
integrovatelné a hodnoty mohou byt zkresleny.

V obrazku 19 mlzeme pozorovat stabilni koncentrace sirant. Stabilni koncentrace vykazuji
V prvnich hodinach i dusi¢nany, dusitany a mravencany, nasledné béhem skladovani v rameci
vV prvnich hodindch béhem schnuti narlstd, coz miize byt zplisobeno vlivem glykolyzy
v krevnich elementech [72]. Dale béhem skladovani je zhruba stabilni s odpovidajicimi
odchylkami, jelikoz jsou laktaty zavislé na form¢ schnuti, které ovliviiuje rozprostieni krve na
dn¢ vialky.
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Obrazek 19: Porovnani stability anorganickych a organickych aniontii ve vzorcich DBS

V polypropylenové vialce béhem procesii schnuti a skladovani (Podminky méreni viz kapitola
3.4.2)

Obrazek 20 porovnava dvé prostiedi skladovani DBS v polypropylenovych vialkach — pfi
laboratorni teploté (25 °C) a v mrazaku (—20 °C) pro otestovani moznosti potlaceni nasledné
tvorby nékterych iontti. Pomérné stabilni a srovnatelné koncentrace vykazuji sirany a laktaty
v obou prostfedich. Obsah dusi¢nanti teplotou skladovani nebyl ovlivnén, a tak obé prostiedi
vykazuji stejné mnoZstvi tohoto aniontu se stejnym narustem v Case. Ale u dusitant
a mravencanu tento vliv teploty jiz lze pozorovat. Nizka teplota v mrazaku zpomalila narust
obsahu téchto aniontd, zejména mravencanl, pravdépodobné zpomalenim mikrobialnich
rozklada.
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Obrazek 20: Porovnani stability anorganickych a organickych aniontii ve vzorcich DBS
V polypropylenové vialce behem skladovani ve dvou riiznych prostredi (Podminky méreni viz

kapitola 3.4.2)

4.2.5 Analyzy DBS a rozpusténé kapilarni krve

Obrazky 21 a 22 zobrazuji porovnani vysledkt analyz pro vyfezy odbérové karty Whatman 903
bez DBS o velikosti 5,5 mm (blank), rozpusténé kapilarni krve, krve nanesené na odbérové
karty méfené bez schnuti (DBS — 0 min) a DBS na odbérové karté po 8 dnech skladovani pii
laboratorni teploté. Postupy piipravy viz kapitola 3.2.4.

U vétSiny aniontd je viditelny predpokladany rozdil mezi krvi nanesenou na odbérovou kartu
(DBS — 0 min) a rozpusténou kapilarni krvi — rozdil se rovna mnozstvi aniontii v blanku.
V grafu jsou patrné chybéjici hodnoty pro laktaty v blanku a pro octany v rozpusténé kapilarni
krvi, z divodu jejich obsahu po limitem detekce. Pro porovnani byl uveden 8. den skladovani,
ktery ukazuje velky narust obsahu anionti, az na stabilni sirany a laktaty.

Z tohoto experimentu a experimentu stability DBS béhem procest schnuti a skladovani 1ze
vyvodit, Zze odbérové karty jsou nevhodné pro stanoveni ndmi sledovanych aniontl ve vzorcich
DBS jak z hlediska kontaminaci, tak z hlediska stability, kdy kromé chloridt, sirana a laktati
dochazi k vysokému nérustu obsahu téchto sledovanych aniontti. V DBS v polypropylenovych
vialkdch uchovéavanych pfi laboratorni teploté dochazelo k niz§im narustim nez v DBS na
odbérovych kartach. Tento princip pfipravy pro stanoveni aniont kromé laktatd by byl
piijatelny do 1 dnu skladovani, maximaln¢ do 2 dnti. Jako nejvhodnéjsi se ukazuje skladovani
Vv nizkych teplotach, pti kterych byl zpomalen nérust obsahu dusitanii a mravencan.
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Obrazek 21: Graf porovnani rozpusténé kapildrni Krve, blanku odbérové karty Whatman 903,
krve nanesené na odbérovou kartu bez schnuti a DBS na odbérové karté po 8 dnech
skladovani (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)

7 mBlank  ®Rozpusténd kapildrmi krey  =DBS—Omin = DBS—8 dni

= N N w
o1 o (6] o
1 1 1 1

Plocha piku (mV - s)

[ERN
o
1

0 -

Cl-

Obrazek 22: Graf porovnani rozpusténé kapildrni Krve, blanku odbérové karty Whatman 903,
krve nanesené na odbérovou kartu bez schnuti a DBS na odbérové karte po 8 dnech
skladovani (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)

4.2.6 Analyzy poréznich odbérovych sorbenti

Na zékladé kapitoly 4.1.6 byl experiment zopakovan i pro anorganické a organické anionty.
Vybér poréznich odbérovych sorbentll i jejich ptiprava k analyze probihala stejné s rozdilem,
ze vytezy odbérové karty Whatman 903 bylo eluovany ve 150 pl deionizované vody a elu¢ni
objemy pro ostatni odbérové sorbenty byly vztazeny pomérové k tomuto objemu. Tato
mnozstvi deionizované vody jsou uvedena v tabulce 3.
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Hmotnosti sorbentu Capitainer-B se mezi jednotlivymi kusy mimné lisily, jelikoz pfi
vyjimani disku nedochazelo k vyjmuti celého sorbentu a ¢ast zlistdvala pfichycena na zatizeni
diky zptsobu ukotveni k podkladu.

Podminky méteni z kapitoly 3.4.2 byly upraveny. Kvili niz§im koncentracim nékterych
aniont v odbérovych sorbentech, které se pohybovaly na hodnotach meze detekce, bylo
hydrodynamické davkovani zvySeno na dobu 10 sekund pii tlaku 50 mbar. K tomu bylo
pfistoupeno jednak z ditvodu vizualizace diskutovanych iontt, a zaroven je tfeba vzit v uvahu,
ze pokud by analyzy cilily specificky na tyto ionty a jejich kontaminace, tak by metoda taktéz
vyzadovala zvySené davkovani. Z divodu tohoto zvySeného davkovani jiz ale nebyla pro
porovnani méfena DBS na odbérovych kartdch jako v predeslém experimentu, jelikoz by
majoritni chloridovy anion pfi vy$§im davkovaném objemu piekryl signaly minoritnich analyta.
Nicméné porovnani skuteCnych mnozstvi aniontl v readlné kapilarni krvi a mnozstvi
kontaminujicich iontii v blanku sorbentu Whatman 903 je mozné vy¢ist napt. z grafu na
obrazku 21 a 22. Ostatni odbérové sorbenty lze pomérove srovnat s timto sorbentem.

Obrazek 23 ukazuje elektroforeogramy vybranych poréznich odbérovych sorbentii, na
kterych jsou znatelné kontaminace anorganickymi a organickymi anionty. Diky zvySeni doby
davkovani byl u nekterych sorbenti detekovan i pik fosfati. Nejnizsi kontaminaci vykazuji
odbérova zafizeni Mitra a HemaPEN D300S. Na elektroforeogramu odbérové karty Ahlstrom
GenCollect 2.0 1ze pozorovat vice vétSich pikd neznamého puvodu, které mohou pochazet
z ¢inidel, jimiz byly karty pfedupraveny. Tento elektroforeogram se celkoveé svym zaznamem
velmi 1i§i od ostatnich elektroforeogramti znazornénych V obrazku. Odbérové sorbenty
HemaPen W300S, HemaXis DB 10 a Whatman 903, které jsou dodavany s podobnymi
specifikacemi a stejnou spolecnosti, obsahuji stejné mnozstvi aniontli aZ na mravencany, které

mohly vzniknout v disledku $patného skladovani nebo rozkladu organické hmoty.

Obrazek 23 znazoriuje i elektroforeogram analyzy polypropylenové vialky s deionizovanou
vodou, kterd byla navrzena pro bezsorbentové odbéry DBS a ve které nebyla zaznamendna
kontaminace sledovanymi anionty. Z tohoto diivodu se bezsorbentové odbéry jevi jako vhodna
alternativa pro odbéry vzorki DBS.

Tabulka 3: Priimérnd hmotnost sorbentii £ SD a prislusné mnozstvi deionizované vody (DI)

Sorbent Primérna hmotnost + SD (mg) Mnozstvi DI (ul)
Whatman 903 4,78 £0,18 150
HemaPEN W300S* 4,80+ 0,08 150
HemaXis DB 10 4,20+ 0,08 135
Capitainer-B 7,70 £ 0,25 240
HemaPEN D300S" 4,70 + 0,13 150
Ahlstrom — Gencollect 2.0 4,47 £ 0,05 140
Mitra 14,97 + 0,29 150
Polypropylenova vialka s DI - 150

* Celkovd hmotnost D300S je dana hmotnosti 1 disku (1,57 mg)
* Celkovda hmotnost D300S je dana hmotnosti 1 disku (1,60 mg)
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Obrazek 23: Elektroforeogramy poréznich odberovych sorbentii a polypropylenové vialky

s deionizovanou vodou (PP — DI), poradi pikii: (1) CI~, (2) NOs~, (3) NO2 ™, (4) SO+, (5)

HFo, (6) Lac, (7) HAc (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2 s vyjimkou hydrodynamického
davkovani)

4.2.7 Experimentilni stanoveni reilnych koncentraci

Pro experimentalni stanoveni realné koncentrace anorganickych a organickych aniontl
v kapilarni krvi byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky v rozsahu 0,00125-5 mmol/l dle
jednotlivych ionti viz kapitola 3.2.3.2. Podle smérnic kalibra¢nich kiivek byly vypocteny
vysledné primérné koncentrace aniontii obsazenych ve vzorcich DBS. Vysledné koncentrace
Vv nefedéné kapilarni krvi a blanku (zohlednujici zfed’'ovaci faktor 30) jsou spolu s koeficienty
determinace (R?) uvedeny v tabulce 4. Primérna koncentrace aniontd byla stanovena pro
vytezy odbérovych karet Whatman 903 (blank), DBS na odbérovych kartach (DBS — Wh903),
Vv polypropylenovych vialkach (DBS — PP) a pro rozpusténou kapilarni krev. Postup pfipravy
viz 3.2.4. Vzorky DBS byly analyzovany po 3 hodinach schnuti pfi laboratorni teploté.
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Tabulka 4: Souhrn stanovenych redlnych koncentraci anionti S prislusSnymi smérodatnymi
odchylkami (SD)

Prumérna koncentrace aniontu + SD (mmol/Il)

Vzorek Cl- NO3~ NO2~ SO42~ HFo Lac HAC
Blank 3456+ 0,187 + 0,053 + 0,478 + 1,080 + B 0,702 +
0,247 0,007 0,007 0,038 0,048 0,073
DBS - 93,983+ 0,482+ 0,088+ 0,701+ 0,991 + 1,358 + 1,231 +

Wh903 0,837 0,006 0,002 0,014 0,028 0,060 0,180
91502+ 0,300+ 0,061+ 0,257+ 0,215+ 3,584+

DBS - PP 0,389 0,010 0,003 0,011 0,010 0,139 a
leZp,‘l'fte'fa 92670+ 0300+ 0078+ 0270+ 0179+ 1312+
aprarnl -, o8 0003 0004 0006 0002 0,045 -
krev
R? 09989 09963 09964 09993 09966 09998 09980

Anionty se v odbérovych kartach Whatman 903 vyskytuji piiblizné Vv koncentracich
0,053-3,456 mmol/l, laktaty v piipadé¢ téchto blankti nebyly stanoveny z duvodu jejich nizké
koncentrace. Pfitomna kontaminace tedy mize vyznamné ovlivnit kvantitativni stanoveni
minoritnich anionti (obzvlaité NOs~, NO2, SO42", mravendant a octanli — viz vysledky pro
DBS — Wh903).

Ve vzorcich DBS Vv polypropylenovych vialkach byly stanoveny koncentrace aniontt.
Naméfené koncentrace ¢inily 91,502 + 0,389 mmol/l pro chloridy, 0,257 + 0,011 mmol/l pro
sirany, 0,215 £ 0,010 mmol/l pro mravenéany, 0,061 + 0,003 mmol/l pro dusitany,
0,300 + 0,010 mmol/l pro dusi¢nany a 3,584 + 0,139 mmol/l pro laktaty. Hodnoty pro octany
Vv kapilarni krvi nebyly naméteny z divodu jejich nizké koncentrace pod limitem detekce.
Stanovené koncentrace (s vyjimkou dusitani a laktatd) odpovidaji hodnotam referen¢nich
rozmezi ¢i uvaddénym priamérim jednotlivych aniontl v kapitolach 2.7.1.6, 2.7.1.7, 2.7.1.9
a2.7.1.10 nebo koncentracim stanovenym jinymi analytickymi metodami v krevni plazmé
a séru. Pomoci atomové absorpéni spektroskopie byla uréena koncentrace siranti v lidském
krevnim séru (0,366-0,433 mmol/l) [111]; koncentrace dusitanti a dusi¢nanti ve vzorcich
plazmy stanovené pomoci Griessova testu byly primérné 0,0042 mmol/l a 0,453 mmol/1 [93];
metodou plynové chromatografie byla naméfeno mnozstvi octanu v plazmé, které Cinilo
0,051 + 0,005 mmol/l [112]. Pfedpokladame, Ze k navyseni koncentrace dusitanti mohlo dojit
hemolyzou krevniho vzorku, jelikoz srovnatelné koncentrace byly stanoveny také v kapilarni
krvi zfedéné vodou a analyzované ihned po odbéru. Nadhodnocené koncentrace laktati v DBS
byly dasledkem pomalejSiho zasychani kapalné krve ve vialce; ke zvySeni koncentraci laktati
dochazi v pribéhu schnuti krevni kapky (viz. kapitola 4.2.4 a obrazek 19) vlivem glykolyzy
v krevnich elementech [72]. Pro ostatni sledované analyty byly stanovené koncentrace aniontt
v DBS a v kapilarni krvi srovnatelné a spliiovaly pozadavky pro klinické analyzy biologickych
vzorkd [114].
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Nékteré vybrané anionty byly stanoveny z kapilarni krve v jiny studiich a jsou zde uvedeny
pro srovnani. Pomoci techniky Neutron Activation Analys byly ve vzorcich krve na filtratnim
papiru Whatman naméteny koncentrace chloridt (86,029 + 13,82 mmol/I) [110]. Metodou epoc
Point of Care bylo stanoveno mnozstvi laktatu 1,1 + 0,4 mmol/l [113]. In-line spojenim
mikrodialyzy s CE byla naméfena koncentrace mraven¢anu 0,122 + 0,011 mmol/1 [99].

4.3 Navrh postupii bezsorbentovych odbéra DBS

Pro noveé navrzeny koncept bezsorbentovych odbéri DBS, bylo otestovano nékolik moznosti
pro piesné mikrovzorkovani malého objemu krve (5 a 10 ul), jenz je kli¢ovym parametrem pii
kvantitativnich analyzach. Pro otestovani tohoto konceptu byly pouzity tfi komeréné dostupné
typy pipet, tj. laboratorni pipeta (0,5-10 pl, Eppendorf Research plus, Némecko), laboratorni
pipeta (0,5-10 ul, JOANLAB, Cina) a pipeta uréena pro doméci pouziti (10 pl, SD Biosensor,
Korea). Dalsi z navrhovanych postupt je pouziti sklenénych odbérovych end-to-end kapilar
0 objemech 5 a 10 ul (Drummond Scientific Company, USA).

Jak pipety, tak kapilary byly nejprve otestovany pomoci deionizované vody, kdy byl
10krat odebran pozadovany objem (5 a 10 pl), ktery byl zvdzen a pouzit na vypocet piesnosti
(< 0,4 %) a opakovatelnosti (< 1,2f % RSD). Tyto zjisténé hodnoty odpovidaji deklarovanym
presnostem a opakovatelnostem, které uvadi vyrobce.

Poté byly pro otestovani jednotlivych piistupti odebrany vzorky kapilarni krve (5 ul) do
polypropylenovych vialek (1ml; P/N 5182-0567, Agilent, Némecko) podle postupu ptipravy
v kapitole 3.2.4.2. K témto vzorkiim byly navic stejnym zplUsobem piipraveny vzorky krve
0 objemu 10 pl, které byly eluovany s upravenym objemem deionizované vody (300 pl) pro
zachovani stejného fediciho faktoru.

Obrazek 24 a 25 zobrazuje porovnani ploch aniontd obsaZenych ve vzorcich DBS
Vv polypropylenovych vialkach, které byly pfipraveny pomoci pipet Eppendorf, SD Biosensor
a odbérovych kapilar. Dalsi obrazky 26 a 27 ukazuji porovnani vzorkl pfipravenych pipetami
Eppendorf a JOANLAB. Vysledky ukazaly, ze vSechna testovana zatizeni dokazou piesné
nadavkovat maly objem krve, coz potvrzuji srovnatelna mnozZstvi aniontd Vv téchto obrazcich.
Obrazky 24 a 26 ukazuji velké odchylky laktatt, jejichz obsah je zavisly rozprostieni skvrny
a doby jejiho schnuti. V obrazkach lze pozorovat vyrazné vétsi plochy pikt laktati ve vzorcich
0 objemu 10 ul pro vSechny testované postupy, jelikoz se vytvoii vétsi skvrna, ktera schne
pomaleji a tim obsah laktatd vice nardsta. Rtzné postupy odbéri byly porovnatelné mezi
zafizenimi s vysokou mirou opakovatelnosti. Plochy pikti pro CE-C*D majoritnich stabilnich
iontd (chloridy a sirany) vykazovaly opakovatelnost < 6,5 % (RSD), coz spliiuje naroky na
metody klinickych analyzy (< 15 %) [114].

Vsechny pipety umoznily rychlou asnadnou manipulaci, kterou by po zaskoleni ¢i
s manudlem dokdzal i laik. Na dno polypropylenové vialky 1ze jednoduSe nanést kapku krve.
Pipeta Eppendorf je z tohoto vybéru nejdrazsi variantou, jeji cena se pohybuje okolo 7 000 K¢.
Funk¢né velmi podobna je laboratorni pipeta JOANLAB, ktera je ale levnéjsi a da se komercné
koupit za cenu okolo 600 K¢. Obé tyto pipety maji nastavitelny objem (0,5-10 pl). Tteti pipetou
je SD Biosensor, jejiz cena je okolo 300 K¢, ktera se 1isi velikosti a jako jedind ma fixni objem
(20 ul). Ac¢koliv se tyto tii pipety lisi cenové, piesnost odbérti a manipulace s nimi jsou témeft
srovnatelné.
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Posledni z navrhovanych technik je pouziti sklenénych kapilar slouzicich pro odbér kapilarni
krve. Sklenéné kapilary byly pro co nejpiesnéjsi vyprazdnéni vlozeny do o¢niho kapatka (Alfa
Vita, Ceska republika) s latexovym balonkem, do kterého byly udélany dva malé otvory (cca
1 mm) proti sobé. K utésnéni kapilary v kapatku poslouzila silikonova hadicka (rozméry: vng&jsi
prumér 3,2 mm, vnitini pramér 1,0 mm a o délce 10 mm).

Pro odbér krve byla kapilara ptilozena ke kapce krve, kterou nasala kapilarnimi silami. Pro
vyprazdnéni krevniho vzorku do polypropylenové vialky byl balonek zméacknut zaroven se
zakrytim otvort. K dispozici je Siroky vybér kapilar s riznymi rozméry a objemy (cena za 1 kus
kapilary je cca 5-10 K¢). Cena kapatka se ptiblizné€ pohybuje kolem 20 K¢&. Jedna se o jednu
z moznosti odbéri presnych objemi krve, u které je tfeba vEétsi mira zrucnosti a praxe pii
spravném vyprazdiovani kapilary a nanaSeni krve na dno vialky. Jednim z moznych nedostatka
je rozptyleni krve do vétsi plochy ve vialce pti chybném pouziti (pfidani pfebyte¢ného vzduchu
zejména laktati.

V tomto experimentu byly testovany 3 specifické pipety, lze ale pfedpokladat, ze pro
mikrovzorkovani by mély fungovat i dalsi komeréné dostupné pipety. Potizovaci cena pipet je
vy$si, ale pfi dlouhodobém pravidelném pouzivani budou vyhodnéjsi nez jednorazové kapilary.
Jsou 1 uzivatelsky ptivétivé z ditvodu jejich jednoduchého pouziti, a rovnéz cena ptislusnych
pipetovacich Spicek je zanedbatelnd. Pfi méné Castych odbérech je ekonomictéjsi variantou
pouziti kapatka s kapilarou, se kterym je ale tfeba se naucit spravné manipulovat. VSechny tyto
postupy tak umoziuji i kvantitativni stanoveni, jelikoz nanasi znamy a presny objem kapilarni
krve a vytvoiena DBS je nasledné eluovana cela.

0,8 1 ®™Eppendorf 5 pl ®m Eppendorf 10 ul = Kapilara 5 pl = Kapilara 10 pl = SD Biosensor 10 ul
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o o o o o o
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Obrazek 24: Porovnani riznych pristupii mikrovzorkovani — pipety Eppendorf, pipety SD
Biosensor a odbérové kapilary (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)
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Obrdazek 25: Porovnani riiznych pristupii mikrovzorkovani — pipety Eppendorf, pipety SD
Biosensor a odbérové kapilary (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)
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Obrazek 26: Porovnani riiznych pristupii mikrovzorkovani — pipety Eppendorf a pipety
JOANLAB (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)
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Obrdazek 27: Porovnani riznych pristupti mikrovzorkovani — pipety Eppendorf a pipety
JOANLAB (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)

Obrazek 28: Testované zarizeni pro mikrovzorkovani (A...pipeta Eppendorf, B...pipeta
JOANLAB, C...pipeta SD Biosensor, D...kapdtko s odbérovou kapildrou)
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5 ZAVER

Hlavnim cilem diplomové prace bylo otestovat a navrhnout postupy pro odbéry suchych
krevnich skvrn (DBS), které eliminuji vyuziti odbérovych sorbentll. A tyto nové navrzené
postupy pro bezsorbentové odbéry krevnich vzorka aplikovat na modelové analyty, konkrétné
na anorganické a organické ionty. Cilem této prace nebylo stanovit pfesné koncentrace kationtti
a aniontl v kapildrni krvi, pro které v soucasnosti nejsou k dispozici referencni hodnoty,
protoze jsou obvykle stanovovany z krevni plazmy ¢i séra. Z ditvodu odlisné kompozice matric
kapilarni krve a plazmy/séra se mohou nase namétené koncentrace lisit od publikovanych
hodnot z jinych studii.

V soucasné dobé¢ se vétSina vzorkd DBS odebira na porézni sorbenty na bazi celuldozy ve
form¢ odbérovych karet. Bylo zji§téno, Ze pii eluci DBS dochéazi uvoliiovani nativnich slozek
sorbenti a kontaminovani vysledného eluatu. Kontaminace byla prokdzana pro bézné
anorganické kationty (Na*, K*, Ca®*, Mg?" a NH4") a obdobné pro anorganické a organické
anionty (CI-, NOs~, NO2~, SO4>~, HFo, Lac a HAc). Tato kontaminace pravdépodobné pochazi
Z procesu piipravy a vyroby celulézovych odbérovych sorbentli a mize vyznamné ovlivnit
nasledujici kvantitativni analyzy. Nékteré ionty (NH4" a HAc) vykazovaly vyrazné rozdily ve
stanovovanych mnoZzstvich s velkymi odchylkami, a to jak mezi jednotlivymi odb&rovymi
kartami, tak i v ramci jediné odbérové karty.

Pfitomnost vyznamného mnozstvi kontaminujicich iontl byla potvrzena analyzami eluat
vyrazenych diskli odbérovych karet Whatman 903. Majoritn€ zastoupenymi ionty byly zejména
Mg?*, Ca?*, Na', Cl, SO4>", HFo a HAc. lonty Na* a CI™ pfitomné v sorbentech ovlivnily
kvantitativni analyzy méné vyznamné, jelikoz v porovnani s jejich koncentracemi v DBS
vzorcich byly jejich piispévky zanedbatelné (< 5 %). Naproti tomu, Ca** a Mg?* ionty velmi
vyznamné ovlivnily kvantitativni analyzu, jelikoZ skutecné koncentrace v DBS zvySily
0 200-400 %. Kvantitativni analyzu vyznamné ovlivnily i SO4>~, HFo a HAC, protoZe skute¢né
koncentrace v DBS zvysily o 200-500 %. Neékteré z téchto iontl jsou markery pro fadu
onemocnéni a klinickych stavli (napf. maligni onemocnéni, hyperparatyre6za a naduzivani
alkoholu) a jejich nespravna kvantifikace mize mit fatalni disledky.

Z hlediska sledované stability vykazuji kationty ve vzorcich DBS stabilitu v ramci tydne pti
skladovani pfi laboratorni teploté. V ptipad¢ potfeby by bylo vhodné tyto studie rozsifit na delsi
Casovy horizont a dalsi analyty. Tato stabilita jiz neplati pro anionty, jejichZ obsah b&hem
procesu schnuti a skladovani po dobu 8 dna prudce rostl jiz v prvnich hodinach s vyjimkou
chloridi, siranli a laktath vlivem mikrobidlnich rozkladd (rozklad dusikatych a uhlikatych
organickych molekul). Lze proto vyvodit zavér, ze odbérové karty Whatman 903 pro stanoveni
téchto vybranych kationti a aniont ve vzorcich DBS jsou nevhodné z divodu kontaminace
ionty ze sorbentd a nestability n€kterych analytt. ZjiSténi ptesné pfiiny narustu nebylo
predmétem této prace, probihajici procesy jsou specifické pro kazdy analyt a je nutné je urcit
pro kazdy analyt zvlast.

V ramci diplomové prace byly otestovany i dalsi alternativni komercné dostupné porézni
odbérové sorbenty, které jsou nejcastéji na bazi celulozy nebo polymeru. Ackoli tyto sorbenty
nabizi rizné vyhody oproti standardni odbérové kart¢ Whatman 903, tak u vSech testovanych
sorbentli bylo pozorovdno uvoliiovani kontaminantii. Nejvhodnéjsi z téchto odbérovych
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zafizeni se jevily polymerni sorbenty Mitra, které vykazovaly nejmensi obsah kontaminantd.
U vybranych odbérovych zafizeni (napt. HemaPEN) miize dojit k dalsi kontaminaci v priabéhu
odbéru vzorku, kdy krev prochdzi ptes sklenénou odbérovou kapilaru, kterd je pokryta
protisrazlivym ¢inidlem (napiiklad draselnou soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA)).
Kontaminace eluatt vlivem celého odbérového procesu, tzn. i prichodem pies odbérové
kanalky, vyzaduje otestovani riiznych dostupnych odbérovych zatizeni, coz nebylo pfedmétem
této prace.

Proto byl navrzen koncept odbérit DBS bez sorbentli, ktery zajistuje odbéry krve bez
kontaminace béznymi kationty a anionty a neovliviiuje tak stanoveni sledovanych analyti
V krevnich vzorcich. Vzorky krve byly odebirany do polypropylenovych vialek
(kompatibilnimi s komerénimi CE pfistroji), ve kterych byl uskutecnén cely proces zpracovani
1 analyz DBS. Obsah kationtli naméteny ve vzorcich DBS v polypropylenovych vialkach byl
srovnatelny se vzorky rozpusténé kapilarni krve, a tyto koncentrace byly v DBS stabilni po
dobu alespoii jednoho tydne. Pii procesu schnuti a skladovani pti laboratorni teploté dochazelo
k narustu obsahu nékterych aniontd, ale v mensi mife nez v odbérovych kartach. Bylo ovéfeno,
ze tento narust mohl byt dale zpomalen uchovavanim pfi nizkych teplotach (zejména u dusitanti
a mravencanil). Doba, po kterou mohou byt tyto méné stabilni anionty stanoveny v DBS
vzorcich je pfiblizné 1-2 dny, kdy je nérust minimalni. Bezsorbentové odbéry krve do
polypropylenovych vialek se ukazaly jako nevhodné pro stanoveni laktatd, u kterych se
mnozstvi méni v zavislosti na dob& schnuti. Z téchto divodi jsou a budou zkoumany nové
postupy pro dalsi zlepSeni bezsorbentovych odbéri DBS. Prvotni experimenty potvrdily
napf. srovnatelné koncentrace laktati v kapilarni krvi a v bezsorbentovych DBS, u kterych byla
vyrazné zkracena doba schnuti.

Pro zajisténi co nejpiesnéjsich a uzivatelsky ptivétivych odbért krve do polypropylenovych
vialek byly otestovany tfi typy komeréné dostupnych pipet a odbérové end-to-end kapilary pro
presné mikrovzorkovani malych objemi krve (5 a 10 pl). VSechny tyto pfistupy pii spravné
manipulaci vykazuji pfesné a opakovatelné odbéry a kvantitativni pfenos krevnich vzorka do
polypropylenovych vialek, proto mohou byt vhodné pro samoodbéry v domécim prostiedi i pro
odbéry ve zdravotnickych centrech.

Navrzeny koncept v této praci umoznil piekonat nékterd z uskali spojend s odbérovymi
kartami. Jedna se o zakladni pilotni studii aplikovanou pouze na vybrané analyty, které slouzily
jako modelovy piiklad. Tato studie nezahrnuje experimenty s dal§imi analyty, které mohou
generovat odlisné vysledky, a proto je nutné dalsi a SirSi testovani tohoto konceptu.
V navaznosti na tuto diplomovou praci budou dale testovany vlastnosti bezsorbentovych
odbéri DBS pro stanoveni vybranych 1éCiv, kterd jsou vyrazné zadrzovana sorbenty
standardnich odbérovych karet, a také budou pokracovat studie zkoumajici vliv teploty
skladovani na vybrané nestabilni analyty.
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