VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

NOVE POSTUPY PRO AUTONOMNI ANALYZY SUCHYCH
KREVNICH SKVRN POMOCI KAPILARNI
ELEKTROFOREZY

NEW PROCEDURES FOR AUTONOMOUS ANALYSES OF DRIED BLOOD SPOTS BY CAPILLARY
ELECTROPHORESIS

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. Sylvie Profousova
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Milo$ Dvorak, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2024



VYSOKE UCENI FAKULTA
I TECHNICKE CHEMICKA

Zadani diplomové prace

Cislo prace: FCH-DIP1965/2023 Akademicky rok: 2023/24
Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii
Studentka: Bc. Sylvie Profousova

Studijni program:  Chemie pfirodnich latek
Studijni obor: bez specializace
Vedouci prace: Ing. Milo$ Dvorak, Ph.D.

Nazev diplomové prace:
Nové postupy pro autonomni analyzy suchych krevnich skvrn pomoci kapilarni elektroforézy

Zadani diplomové prace:

1. Vypracujte literarni reSer8i popisujici vyuZiti suchych krevnich skvrn v klinické analyze,
souCasné techniky pro automatizovanou analyzu DBS a vyuziti kapilarni elektroforézy pro
standardni a automatizované analyzy DBS.

2. Otestujte nové postupy pro odbéry DBS, které eliminuji vyuZziti poréznich odbérovych substrati.
3. Nové navrzené postupy pro bez—substratové odbéry krevnich vzorku aplikujte na dalSi vybrané
klinicky vyznamné analyty.

4. Vysledky dosazené pro nové navrzené bez—substratové odbéry DBS a pro standardni odbéry
DBS porovnejte a vysledky diskutujte sohledem na miru kontaminace, pfesnosti odbérl
a uZivatelskou privétivost.

Termin odevzdani diplomové prace: 29.4.2024:
Diplomova prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplail na sekretariat Ustavu.
Toto zadani je soucasti diplomové prace.

Bc. Sylvie Profousova Ing. Milo§ Dvofak, Ph.D. prof. RNDr. lvana Marova, CSc.
studentka vedouci prace vedouci Ustavu
V Brné dne 1.2.2024 prof. Ing. Michal Vesely, CSc.
dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkyfova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Jiz n&jakou dobu jsou v klinické analyze popularni odbéry kapilarni krve, které se ziskavaji
v podobé suchych krevnich skvrn (DBS) na DBS odbérové karty. Pifi 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
vzorkt 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, ze odbérové DBS
sorbenty uvoliiuji 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 vzorka. Z téchto divodu se diplomova prace zabyva navrhem
alternativniho konceptu odbéru DBS, ktery by eliminoval vyuziti odbérovych sorbentt a zajistil
presné odbéry definovaného objemu krve. Experimentalni Cast se zaméfuje na stanoveni
vybranych anorganickych a organickych iontd (NH4*, K*, Na*, Ca**, Mg?*, Cl", NOs, NO7 ,
SO4>", mravendanii, laktati a octanl) metodou kapilarni elektroforézy s bezkontaktni
vodivostni detekci (CE-C*D). Vsechny tyto ionty jsou obsazeny v krvi a soucasné se mohou
uvolnovat jako kontaminanty z odbérovych DBS sorbentti. Pro bezsorbentové odbéry DBS byla
pouzita neporézni polypropylenova vialka. Do této vialky byla pfenesena mala kapka krve
o pfesném objemu (napft. 5 ul), ktera byla nasledné pfimo ve vialce ususSena. Zvolena vialka je
vhodna pro pfimou eluci DBS i analyzu DBS eluatu a je pln¢ kompatibilni s davkovacimi
systémy komercnich CE pfistroji. Navrzeny koncept bezsorbentovych odbéra krve eliminoval
nezadouci kontaminaci a ukazal se vhodny pro stanoveni testovanych kationtd a aniontu.
Stabilita aniontd byla obecné niz§i nez stabilita kationtli, ale v porovnani se standardné
pouzivanymi odbérovymi sorbenty byla stale vyrazné lepsi. Stanoveni né€kterych aniontd se
ukazalo jako pfijatelné pouze v dobé 0—48 hodin po zaschnuti bezsorbentového DBS vzorku
(skladovaného pii laboratorni teploté), jelikoz dochazelo k prabéznému zvySovani jejich
obsahu. To bylo pravdépodobné zpisobeno mikrobialnim rozkladem krevni matrice. Bylo
overeno, ze tento narust mize byt zpomalen uchovavanim bezsorbentovych vzorkti DBS pii
nizkych teplotach. Pro bezsorbentové DBS vzorky byly navrzeny rtizné postupy odbéra krve,
které jsou jednoduché, ekonomické, pohodiné a opakovatelné a jsou tedy vhodné jak pro
domaci samoodbéry, tak i 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 nové navrzeného konceptu.

KLIiCOVA SLOVA

Suché krevni skvrny, kapilarni elektroforéza, kontaminace, bezsorbentové odbéry vzorki,
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?*,
CI., NOs-, NO2, 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
0 jeji pouzivani pro kvantitativni bioanalyzy, zejména ve farmaceutickém prumyslu ci
vyzkumnych centrech [1]. V roce 1963 Guthrie a Susi predstavili techniku DBS pro screening
fenylketonurie u novorozenci 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
1éciv, testovani dopingovych latek atd.) [2, 3]. Vzorky DBS se nejcastéji pfipravuji z kapilarni
krve, ktera se odebira z prstu nebo paty po vpichu lancetou a je obvykle nanesena na odbérovou
kartu, kde zaschne [4].

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

Ackoli je DBS zajimavou technikou odbéru vzorkd, tak se kromé uvedenych vyhod potyka
také s nekolika problémy [5]. Jednou z nevyhod pro pouziti DBS jsou chybéjici referencni
hodnoty pro cilové analyty, které jsou obvykle definované pouze pro vzorky plazmy nebo séra.
Vyznamnym problémem DBS je nestejna velikost a nerovnomérné rozprostieni krve ve
skvrnach, ke kterym dochazi v disledku riiznych hladin hematokritu, a které mohou mit vliv na
kvantitativni analyzu [6]. Tomuto efektu se lIze jednoduse vyhnout analyzou celych skvrn
namisto pouziti jejich ¢asti. Analyza celé DBS poskytne spravné udaje pouze tehdy, pokud je
na odbérovou kartu nanesen presny a znamy objem krve, coZ maze byt naro¢ny ukol, pokud
neni proveden pomoci volumetrickych odbérovych zafizeni (napf. pipet) ve vybavené
laboratofi s vySkolenym personalem [5, 7].

V soucasné dob¢ se vétSina vzorkli DBS odebira na odbérové karty na bazi celulozy [1].
Nékteré znevyhod (napt. vliv hematokritu krve, snizena vytéznost analytl pii eluci Ci
nekontrolovany odbér objemu vzorku) tak vedly k vyvoji novych odbérovych materiala
a zafizeni, které predstavuji atraktivni a uzivatelsky piivétivé alternativy pro odbér krve. Jedna
se napiiklad o zatfizeni HemaPEN, Capitainer-B ¢i Mitra [8].

Velkou nevyhodou poréznich sorbent pro odbér DBS vzorkd muze byt ptitomnost latek
z procesu jejich pripravy 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?*, C1~, SO4>~, mravendany,
octany), které se vyuzivaji pti diagnostice a monitorovani metabolickych poruch a onemocnéni
[9].

Stanoveni té€chto anorganickych a organickych iontd umoziiuje napiiklad technika kapilarni
elektroforézy s bezkontaktni vodivostni detekci (CE-C*D), ktera je uziteGnym nastrojem pii
analyzach §iroké skaly organickych a biochemickych sloucenin v fadé biologickych vzorki.
Kromé rozmanitého rozsahu pouziti dosahuje CE-C*D vynikajicich analytickych parametrii
jako je vysoka separacni ucinnost, kratké separacni ¢asy, minimalni pozadavky na objem
vzorku a jednoduché pfistrojové vybaveni.



Moznymi nevyhodami ve srovnani s chromatografickymi technikami je jeji nizsi robustnost,
niz§i citlivost detekce a niz§i opakovatelnost pii praci se slozitymi vzorky [10, 11].

Cilem této diplomové prace je navrhnout a otestovat nové postupy odbért DBS, které
nebudou vyuzivat odbérové sorbenty a mohou eliminovat tfi hlavni nevyhody soucasnych
odbéra DBS: vliv hematokritu krve, kontaminaci eluatu DBS a zadrzovani cilovych analytt
sorbenty pro odbér vzorkll. Pro tento, tzv. bezsorbentovy odbér budou otestovany rizné
neporézni odbérové vialky a bude studovano nékolik souvisejicich parametra (opakovatelnost
odbéra DBS, stabilita analytd DBS a mira kontaminace eluatu DBS). Dale budou navrzeny
jednoduché, ekonomické a opakovatelné postupy odbérd malych objemu krve a jejich
nasledného preneseni do vialky vhodné pro domaci samoodbéry a i1 pro odbéry ve
zdravotnickych centrech.
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2 TEORETICKA CAST

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

Buiiky ve zkumavkach pro odbér vzorkl pii skladovani po dobu nékolika hodin nebo dna
rychle degraduji. Tento hlavni problém vedl k vyvoji mnoha metod, které umoziuji uchovani
krve a krevnich bunék po dobu nékolika dnti nebo dokonce az mnoha let [2].

Ivar Christian Bang, otec moderni klinické mikrochemie, se v roce 1913 stal prukopnikem
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 novorozenctu
a poté si metoda DBS ziskala popularitu v bioanalyze [2, 3, 12]. A¢koli konkrétni test jiz neni
pouzivan, termin "Guthrieho karta" zistava pro hovorové oznaCeni techniky odbéru suché
krevni skvrny, ktera je dodnes zakladem dnesnich programi novorozeneckého screeningu po
celém svété [12, 13]. Jednd se o filtrani papir, ktery je navrzen tak, aby usnadnil odbér
spravného mnozstvi krve a zaroven zajistil sbér spravnych adaji o pacientovi [3].

2.1.1 Vyhody DBS

Analyza krve hraje Ustfedni roli v biomedicinském vyzkumu a zdravotni péci [2]. V poslednich
nékolika letech doslo k rychlému rozvoji odbéru vzorkd 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 prokazano, ze technika odbéru DBS mé ve srovnani s konvencénim zilnim
odbérem fadu vyhod [7, 15, 16]. Vyhody jsou mnohostranné a tykaji se etickych,
ekonomickych, praktickych a védeckych hledisek [17, 18]. V porovnani s konvek¢nimi postupy
odbéru zilni krve, které jsou invazivni a bolestivé, je odbér DBS pohodInéjsi a jednodussi
metodou odbéru vzorku, ktera je pro pacienta komfortngjsi [1, 15]. Odbér vzorka pomoci DBS
obvykle vyzaduje méne krve (obvykle n€kolik desitek mikrolitri) a pfedstavuje méné invazivni
zpusob (napt. vpichem do prstu) ziskani pozadovanych vzorkl u pacienti a dobrovolnika,
zejména se jedna o uziteCnou metodu u déti nebo novorozencu [1, 13, 15]. Kombinace méné
invazivniho odbéru vzorkd a odstranéni nutnosti odebirat plazmu nebo sérum navic znamena,
ze klinické studie 1ze snadnéji provadét v oblastech bez piistupu k pln€ vybavenym klinickym
laboratofim a pacienti mohou s jasnymi instrukcemi a po odpovidajicim zaskolenim provést
odbér z prstu sami doma, aniz by byl nutny vySkoleny lékaf, zdravotni sestra ¢i flebotomik [1,
15-17] .

Dalsi vyhodou metody DBS oproti konvencnimu odbéru vzorkd je moznost pohodiné
prepravy a skladovani vzorkd pii okolni teploté a jejich klasifikace jako biologicky
nezavadnych, coz umoziuje realizovat prepravu beznymi poStovnimi a zasilkovymi
spole¢nostmi [5, 13—15]. Adsorpce a suSeni krve na pevné fazi zajistuji, ze analyty jsou obvykle
méné reaktivni nez v (tekuté) krvi a jsou tak povazovany za méné nebezpecné a vykazujici
zvySenou stabilitu v okolnich podminkach, a to nejméné po dobu nékolika dnl (v nekterych
pfipadech az nékolika mésictl) pouze s nékolika bezpecnostnimi opatfenimi (vzorky zabalené
v uzavienych saccich s vysousedlem) [1, 13, 15].
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DBS vzorky lze prepravovat nebo pievazet bez diavodného ocekavani, ze se manipulujici
osoby dostanou do kontaktu s krvi nebo jinym biologicky nebezpe¢nym materidlem, diky tomu,
ze vSechny proteiny, patogeny a enzymy jsou na karté inaktivovany a je zabranéno rastu
bakterii [15]. Tyto faktory ¢ini z odbéru vzorkti pomoci DBS idealni postup pro odbér vzorka
v terénu, protoze odpada nutnost skladovat a prfepravovat vzorky bez nutnosti chlazeni
a nakladného skladovani vzorku [6, 14, 17].

Jak l1ze ocekavat, vSechny vySe uvedené vyhody pozitivn€ ovliviiyji celkové naklady, avSak
musi byt k dispozici vhodné analytické metody, které jsou schopny identifikovat a kvantifikovat
cilové analyty v hladinach pfedpokladanych v nékolika mikrolitrech suché krve [5, 11].

2.1.2 Nevyhody DBS

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

Maly objem krve, ktery je jednou z vyhod DBS, omezuje moznost provadéni opakovanych
analyz a soucasn¢ vyzaduje vysoce citlivé a specifické testy pro detekci a kvantifikaci [5, 12].
Zpracovani DBS byvai obvykle Casove a pracovné narocné [5].

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

Nejvyznamnéj$im problémem DBS je nerovnomérmé rozprostieni krve v disledku rtiznych
hladin hematokritu (HCT) (objemové zastoupeni erytrocyti v celkovém objemu krve), coz
muze mit vliv na platnost vysledkt, nebot’ ovliviiuje tvorbu skvrn, jejich velikost, dobu susenti,
homogenitu a v kone¢ném disledku i robustnost a reprodukovatelnost testa [5, 6, 17]. HCT je
pfimo umérny viskoziteé krve. Krev s niz§i hodnotou HCT ma niz8i viskozitu ve srovnani s krvi
s vy$sim HCT, a proto se niz§im HCT pii daném objemu krve vytvori vétsi skvrna [14, 19].
Muze mit tak pfimy vliv na kvantitativni pfesnost analyzy ve vybrané frakci [6]. HCT se lisi
podle véku, pohlavi, zdravotniho stavu a mirné 1 podle etnické ptislusnosti. Referencni rozmezi
se lisi podle zdroju, ale obvykle se pohybuje v rozmezi 40-50 % u dospélych muzi a 35-45 %
u dospélych zen [13]. Kapilarni krev ma obvykle vyssi hematokrit nez krev vendzni [19].

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

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

Nejcasteji pouzivanou metodou korekce HCT je standardizace HCT v kalibracnich
standardech blizkych ocekavanému HCT vzorkd. Jedna se o nejpraktictéjsi a nejjednodussi
metodu korekce; kalibracni standardy jsou pfipraveny na zakazku, 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 pristup vyzaduje dalSi pfistrojové vybaveni/analyzy. Rozdily v objemech
odebranych vzorka krve by mohly byt také eliminovany zafizenimi pro volumetrické absorpcni
mikrovzorkovani (VAMS), ktera absorbuji fixni objem krve, nebo korigovany meéfenim
vodivosti kone¢ného eluatu DBS pred analyzou [5].

2.1.3 Odbérové karty

V minulosti se k odbéru vzorki DBS pouzivala fada rlznych material. Zakladnim
pozadavkem pro reprodukovatelnou kvalitativni a kvantitativni analyzu je, aby doslo
k nejrovnomeérnéjsimu rozprostieni a absorpci vzorku krve v riznych bodech odbérové karty,
coz ovliviiuje vybér materialu karty, ktery bude pouzit, vcetné jeho tloustky a hustoty [1, 2,
16]. Vhodny vybér karty by mél vychazet z vlastnosti analytu a poZzadavka na jeho stabilizaci,
ucinnost eluce a metody analyzy [20]. V souladu s tim mohou rozdily v té€chto pevnych nosicich
ovlivnit vyskyt interferenci, rozprostfeni 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 celul6zové matrice o specifické tloustce a velikosti
porti [1]. V soucasné dobé jsou k dispozici rizné DBS karty podle typu analytickych pozadavkt
[1]. Komeréné dostupné odbérové karty mohou byt bud’ neupravené (napif. Whatman 903,
Ahlstrom 226, Whatman FTA DMPK-C), nebo pfedupravené naptiklad denaturanimi ¢inidly
nebo inhibitory enzymu (napt. Whatman FTA DMPK-A, FTA DMPK-B a FTA Elute) [1, 4,
15].

Karty Whatman 903 se v zasadé€ pouzivaji pfi screeningu novorozencu, karty Whatman FTA
DMPK typu A, B, C se pouzivaji pro odbér mikroobjemovych vzorka (10-20 ul) pfi
farmakokinetickych a toxikokinetickych studiich a karty FTA Elute jsou urCeny piedevsim 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 proteint, protoze
nedochazi k jejich denaturaci [1, 8].

Odbérové karty Whatman 903 a Ahlstrom 226 jsou registrovany americkym Uradem pro
kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration, FDA) jako zdravotnické prostiredky
tfidy 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 nekterych metod zalozenych na DBS pouzivaji pfedupravené odbérové karty pro
zvySeni stability nebo vytéznosti analytu [4]. Kromé toho byly jako sbérné sorbenty navrzeny
chitosanové a alginatové pény, které pomahaji zvySsit vyt€znost 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 celulozy, pro urcité aplikace miize byt cenné vyhodnotit pouziti piedem
upravenych nebo necelulézovych alternativ [4]. Pfikladem necelul6zového materialu je karta
Agilent Bond Elut DMS [15]. Uvadi se, ze jsou lep§i v podobé lepsiho signalu hmotnostni
spektrometrie (MS), mens§i namahy pfii vyrazeni a homogenity skvrn nezéavislé na hematokritu,
protoze neobsahuji celulézu [1, 15].

2.1.3.2 Interference pochazejici z odbérového sorbentu

Béhem pocateCniho vyvoje metody se doporuCuje analyzovat nékolik prazdnych odbérovych
sorbenttl, aby bylo mozné posoudit, zda je samotny material sorbentu Cisty a zda jsou pfitomny
néjaké interference, které je tfeba oddélit od cilovych sloucenin. Pokud nelze tyto interference
eliminovat, pak lze zvazit pouziti jinych typa odbérovych sorbentt [4].

2.1.3.3 Objem vzorku

Mnozstvi vzorku potfebné pro urcitou analyzu zavisi predevsim na dolni mezi stanovitelnosti
a je neodmyslitelné spojeno s dostupnym pfistrojovym vybavenim [4]. Objem krve naneseny
na odbérovou kartu ovliviluje velikost vytvofeného DBS a také analytické vysledky [21].
Zpusob odbéru vzorku by se mél prizptisoben pro minimalni pozadovany objem krve [4].

2.1.4 Odbér krve

Dokument CLSI NBSO1-A6 poskytuje navod na odbér krve na odbérovou kartu pro programy
screeningu novorozencu z paty. Tyto postupy vSak lze aplikovat i na odbér vzorka z vpicht do
prsti pouzivanych pro klinické monitorovani pacienti napiiklad s dédicnymi metabolickymi
poruchami [21].

V soucasné dobé je nejcasteji pouzivanou metodou nevolumetricky odbér vzorku kapky
krve. Krevni skvrna je vytvorena volnym nakapnutim krve nebo kontaktem prstu/paty v misté
vpichu s odbérovou kartou [4]. Alternativné 1ze vzorek krve odebrat volumetricky pomoci
kapilary nebo pipety [4, 22]. Kromé toho existuje nékolik strategii odbéru krve, pfi nichz 1ze
volumetricky vzorek suSené krve vytvorit pfimo z volné kapky krve bez pouziti pipety nebo
rucni kapilary. Mezi zafizeni vyuzivajici tyto strategie patii napifiklad HemaXis, hemaPEN,
Capitainer-B a VAMS [4].

Rovnéz mohou pii vybéru metody odbéru vzorka hrat dalezitou roli i dal§i parametry, jako
je pozadovany objem vzorku, moznosti automatizace, komeréni dostupnost, cena daného
zatizeni pro odbér mikrovzorku a také celkové naklady [4].

Komeréni odbérova zafizeni maji obvykle vyti§téné kruhy s preru§ovanymi ¢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 kroka [18]. Po dezinfekci se pacient
pichne do prstu lancetou, nejlépe automatickym zafizenim pro propichnuti kiize — autolancetou.
Prvni kapka krve je nevhodna pro analyzu z divodu obsahu mezibunécnych materiala
(tkanového moku), proto je otfena sterilni bunic¢inou. Dal§i 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 ¢asto opomijen, je vliv doby suSeni. Pokud
neni vzorek pied ulozenim do uzaviratelného sacku pro skladovani zcela vysusen, maze dojit
k mikrobiologickému riastu a zhorSeni kvality vzorku. Mimoto muze nespravné suseni také
ovlivnit stabilitu a vytéznost analytu [4].

Krev zachycena na odbérovou kartu musi byt pred transportem do laboratorfe pln€ vysuSena
[21]. Proto se obecné doporucuje susit vzorky vodorovné alespont 2—4 hodiny za okolnich
podminek (nemély by byt vystaveny pfimému sluneCnimu zareni) [1, 4, 21]. V urcitych
podminkach vSak muze byt pozadovana doba suSeni delSi, protoze zavisi na okolni teploté
a vlhkosti, objemu vzorku a typu pouzité karty. V jinych podminkach mutze stacit kratsi doba
suSeni [1, 4].

Pro ochranu pied vlhkosti se doporucuje DBS karty peclivé zabalit a skladovat je
v uzaviratelnych plastovych saccich s odpovidajicim vysousedlem, které ze susenych vzorka
odstrani dalSich 5 % vody, a indikatorem vlhkosti, abychom zjistili, kdy je tfeba vysousedlo
vymeénit [1, 4, 23].

2.1.5 Priprava vzorku

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

VysuSené karty lze vyrazet pomoci jednoduchych levnych rucnich vyrazecich nastroju,
poloautomatickych a plné automatizovanych robotickych vyrazecich systémi. Dérovace jsou
komercné dostupné a maji rizné priméry vyrazecich hlav [1, 21].

Vyrazené kruhové Casti lze eluovat vhodnym elucnim rozpoustédlem po preneseni do
zkumavek nebo v mikrotitracnich destickach [1, 18, 24]. Byly popsany razné elu¢ni metody
pro analyzu DBS a vétSina analyti se bézné eluuje pomoci smési vody a organickych
rozpoustédel (vétsinou metanolu nebo acetonitrilu). Optimalni pozadavky na eluci zavisi na
fyzikalnich a chemickych vlastnostech analytu [21]. Vznikly eluat muze byt vysusSen
a rekonstituovan vhodnym rozpoustédlem, které je kompatibilni s pozadavky na naslednou
analyzu [25].

2.2 Nevolumetricka odbérova zarizeni

Odberové karty jsou nyni k dispozici od nékolika vyrobct. VéEtsina karet je vyrobena z Cisté
celulozy a mize obsahovat latky, které pii kontaktu s buiikami lyzuji a denaturuji proteiny. Na
komer¢nich kartach jsou vyznacCeny kruhy pro odbéry krve. Manipulace a analyza je
jednoducha a zahrnuje pouze né€kolik kroku [18].

Komer¢né jsou dostupné rizné formy zachyceni DBS, pti¢emz nékteré z nich uvadéji lepsi
ucinnost eluce nebo stabilitu pro urcité tfidy analyt. Vhodny vybér karty by mél vychazet
z vlastnosti analytu a jeho pozadavkl na stabilizaci, ucinnosti 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 napfic analyty
a testovacimi metodami [26].

2.2.1 Whatman

Karty Whatman 903 jsou nejbéznéji pouzivané pro sbér a uchovavani DBS v klinické péci
a vyzkumu [27]. Na kazdé karté€ jsou v oblasti pro odbér vzorkt predtistény 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].

Rizné typy odbérovych karet se lisi svymi fyzikalnimi vlastnostmi, jako je tloust’ka, velikost
pord a retence Castic. NejpouzivanéjSimi typy karet jsou Whatman FTA, Whatman 903
a Whatman 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 buriky a denaturovat proteiny, zatimco DMPK-C jsou neupravené [29].

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

2.2.2 Abhlstrom

Karty Ahlstrom poskytuji spolehlivy a reprodukovatelny odbér vzorkt, diky oblastem
vyti§ténych na papife, 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 ur¢enému okraji skvrny [12].

Spolecnost Ahlstrom vyvinula celé portfolio karet pro odbér vzorki. Mezi komercné
dostupné karty patfi 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 ¢istych absorpEnich
papirt pro reprodukovatelny sbér a neobsahuji zadné piisady nebo chemikalie pro odolnost viici
vlhkosti, ¢imz se minimalizuji mozné interference pro spolehlivé analytické vysledky [32, 33].

2.2.2.1 Vyhody nevolumetrickych odbérovych zarizeni

Nevolumetricka odbérova zafizeni jsou jednoduSe navrzena a cenoveé dostupnd a jedna se
o levnéjsi variantu oproti volumetrickym odb&rovym zatizenim [34, 35]. Odbérové karty jsou
idealni pro pouziti v jakémkoliv prostfedi, jsou relativné robustni, umoziuji odbér minimalnich
objemu krve pro analyzu a vyzaduji méné potiebného vybaveni oproti béznému 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 zafizeni jsou §iroce dostupna. Odbérové karty navic obsahuji
dostatek prostoru pro zaznam demografickych udaju pacienta a nevytvaii zadny plastovy odpad
[34, 35].

2.2.2.2 Nevyhody nevolumetrickych odbérovych zarizeni

Hlavnimi nedostatky nevolumetrickych odbérovych zafizeni jsou riziko kontaminace vzorku
diky jejich otevienému forméatu a rozdilné objemy krve v jednotlivych vyrazenych discich
o pevném praméru [35]. Dalsi nevyhodou je nekontrolovany odbér vzorku, tj. objem
aplikované krve a kvalita vzorku [34].

QU OO

Whatman 803™ 07 7105118 W162

b % Spiin b P55 408110
ey wie

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 absorp¢niho
mikrovzorkovani (VAMS) jako alternativni feSeni k tradi¢ni technice DBS pro odbér rtiznych
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 certifikdtem CE-IVD
ve Spojeném kralovstvi a EU [37].

Tato unikatni zafizeni se skladaji ze specifické absorpcni polymerni Spicky pripevnéné
k plastové rukojeti, ktera umoziiuje snadny pfimy odbér konzistentniho objemu krve (10, 20
nebo 30 pl) 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 G€innost testovani [34,
35].

Odbér vzorka se provadi ptfimym ponofenim okraje Spicky zafizeni do kapky krve pod thlem
45° [36, 38]. Spicka absorbuje krev b&hem nékolika sekund kapilarnimi silami [36]. Spicka je
pfipevnéna 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 §picka vysuSena za okolnich podminek,
pfi pokojové teploté minimalné po dobu 24 hodin [41]. VysuSené vzorky se poté skladuji nebo
prepravuji k dalsi laboratorni analyze [35, 36]. Zafizeni Mitra jsou k dispozici v uzaviratelnych
saccich na vzorky s vysouSedlem a lze zafizeni zabalit do praktickych sbérnych sad s pokyny,
spotifebnim materialem pro odbér vzorka [40].

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

2.3.1.1 Vyhody VAMS — Mitra

Zatizeni Mitra ptekonala téméf vS§echny nevyhody konvencniho vzorkovani s nékolika dalSimi
vyhodami. Odbérové sady obsahujici vice zafizeni (2 nebo 4) jsou dostupné v ruznych
velikostech pro rizné objemy odebirané krve (10, 20 a 30 pL) [34]. Vzorky lze pfepravovat
nebo skladovat pti pokojové teploté [38].

Homogenita skvrny a vliv hladiny HCT jsou hlavnimi problémy spojenymi s odbérem
vzorki DBS, které VAMS snadno prekonava, protoze odebira presné mnozstvi biologické
tekutiny a pfi eluci se pouziva celd Spicka [8, 36].

Toto zafizeni umoziuje snadnou predupravu vzorku, protoze odpada krok centrifugace
kapalné matrice a nutnost vyfezu skvrny krve. Kromé toho je vzorkovac navrzen tak, aby se
veSel do manualnich nebo automatizovanych extrakcnich zaftizeni [38].

2.3.1.2 Nevyhody VAMS - Mitra

Zatizeni vyzaduje ruéni odstranéni $pi¢ky vzorku, coz lze prekonat pouzitim systémua pro
manipulaci se vzorky a/nebo eluci vzorkd. S témito zafizenimi je nutné peclivé manipulovat
jak pti odbéru krve, tak pfi odstraniovani $picky, aby se snizila rizika chyby (napf. ztrata
a zaména vzorka pacientl; kontaminace) [34, 42]. Na jedno zafizeni lze odebrat pouze jeden
vzorek a nespravnym pouzitim Spicek muze dojit k odchylkam v mnozstvi absorbované krve,
mezi nez patii napfiklad preplnéni vzorku zptsobené ponofenim celé $picky do krevni kapky
nebo naneseni nedostateCného mnozstvi krve, coz muze byt obtizn€ vizualné posouditelné [8,
34, 43].

Ze samotnych polymernich Spicek byly také pozorovany razné interference [42].
Nedostatkem je také chybé&jici prostor pro zaznam demografickych udaji pacienta kromé
plastového pouzdra. A dalsi vyznamnou nevyhodou je velké mnozstvi plastového odpadu na
jedno zafizeni [34]. V neposledni fadé je jednotkova cena jednoho odbérového zatizeni Mitra
vys$$i nez cena odbérovych karet nebo soupravy pro venepunkci [43].

2.3.2 Capitainer-B

DalSim zafizenim je Capitainer-B, které bylo piedstaveno Kralovskym technologickym
institutem (KTH, Stockholm, Svédsko) k piekonani nevyhod nevolumetrickych odb&rovych
karet v pfesném a objemovém odbéru vzorku [8, 36]. Sklada se ze vstupni stérbiny, do které se
nanese kapka krve, ktera vyplni kapilarni mikrokanalek o pevném objemu 10 pl, se standardni
odchylkou < 0,5 ul [8, 36, 44, 45]. Po naplnéni kapilarniho kanalku, vedouciho k celul6sovému
disku, se sorbent pfitomny na vstupu rozpusti, ¢imz dojde k oddéleni prebytecné 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 kanalek vyprazdni
kapilarnimi silami, coz vede k absorpci 10 ul krve diskem (filtra¢ni papir Ahlstrom 222) [8, 44,
45]. Pomoci pinzety lze disk po tplném usuSeni snadno vyjmout pro dalsi zpracovani vzorku
[8, 36]. Odebrané vzorky DBS lze skladovat pfi pokojové teploté [45]. Tato zafizeni jsou
schopna presné davkovat primérny 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 novorozenct/metabolické laboratofi. K dispozici je nastroj pro vyjimani
disku, ktery umoziuje rychlé a snadné vyjmuti DBS. Nastroj pro vyjmuti disku umoziuje
naskenovat carové kody identifikatoru pacienta a automaticky generuje seznam vzorkl
pacientt [34].

Capitainer-B mlize shromazdit az dvé skvrny v ramci jednoho zafizeni, coz je vyhodné
v ptipad€ chyby [34]. Vzorky na odbérovych kartach jsou chranény pfed kontaminaci [45].
Princip odbéru krve eliminuje riziko pfeplnéni nebo nedostate¢ného naplnéni, kdy se zabrani
nasaknuti kapalného vzorku krve na odbérovou kartu a nedojde tak k vytvoreni DBS [34, 45].
Krome toho ma zafizeni dostate¢ny prostor pro zaznam demografickych udaju pacientd [34].

2.3.2.2 Nevyhody Capitainer-B

Odbérové zarizeni Capitainer-B obsahuje vyssi procento odpadovych casti (kombinace plastu
a papirové karty, ktera tvoti vice nez 80 %) [34, 45]. Dalsi nevyhodou je mrtvy objem kapilary,
kdy na vytvoreni 10 pl skvrny musi byt pouzito pfiblizn€ 17 pl krve [34].

2.3.3 HemaPEN

Zatizeni hemaPEN (Trajan Scientific and Medical, Australie) je soucCasnou uzivatelsky
priveétivejsi aplikaci presného odbéru vzorka kapilarni krve [8, 36]. Jedna se o robustni rucni
zafizeni pro jednorazové pouziti a odbér vzorkli v malém objemu (4 x 2,74 ul = 10,96 pl) [42,
46]. Konstrukce zafizeni obsahuje Ctyfi integrované mikrokapilary, které davkuji definovany
objem 2,74 ul + 0,14 ul kapilarni krve na Ctyfi odbérové disky (pramér 3,5 mm) [36, 46, 47].
Funkce hemaPEN =zastava 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 cislo D300S) je dodavan
spolecnosti PerkinElmer Pty Ldt a sorbent W = 903 modelové ¢islo W300S) dodava spolecnost
Eastern Business Forms, Inc., ktera zaroven vyrobcem karty Whatman [46].

HemaPEN zachycuje pfesny objem krve pfimym kontaktem hrotu zafizeni s kapkou krve
[36, 47]. Kapilarni kanalky se naplni a stlacenim zéakladny zafizeni se kapilary automaticky
vyprazdni na odbérové disky umisténé uvnitf [36, 46, 47]. Odebrany objem krve zaplni celou
plochu odbérovych disku, které jsou pouzity pro nasledné zpracovani a analyzy, ¢imz se ucinné
eliminuje volumetricky aspekt zkresleni hematokritem, ktery je vlastni béznym kartam DBS
[46]. Vzhledem k pfesnému a samovolnému odbéru vzorku ve srovnani s konvencnimi
kapilarnimi zafizenimi zalozenymi na DBS lze pomoci tohoto zafizeni snadno provadét
samoodbér vzorka pacienty [36].
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Po dokonceni odbéru jsou vzorky ulozeny v pouzdie hemaPEN odolném proti manipulaci,
integrovany vysouseC v zadni Casti umozinuje konzistentni profil suSeni vzorku a format
vysuseného vzorku umoziuje zjednodusené skladovani a logistiku [46, 47].

2.3.3.1 Vyhody HemaPEN
Koncovi uzivatelé si oblibili intuitivni design hemaPEN pfipominajici pero a skutecnost, ze
k rychlému a snadnému odbéru ¢ty vzorku staci jeden vpich a jedno odbérové zatizeni [46].
Vyhodou systému hemaPEN oproti tradi¢nim kartam DBS je, ze odpadaji kroky alikvotace
avyrazeni. Je to proto, ze 4 vzorky DBS v zafizeni hemaPEN jsou vytvoreny na 4 samostatnych
odbérovych discich uvnitt. Zaroven je témétf nemozné odebrat nedostate¢ny nebo nadmérny
vzorek [46].
HemaPEN zajistuje bezpecnost vzorkid 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 zafizeni pro ziskani odbérovych disku
skrvi za pomoci specializovaného nastroje. Navic toto zafizeni vytvari velké mnozstvi
plastového a sklenéného odpadu [35].

2.3.4 HemaXis DB 10

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

Bylo prokazano, ze vzorky DBS piipravené pomoci volumetrického pipetovani a vzorky
pripravené zafizenim HemaXis DB 10 jsou srovnatelné a prokazaly piijatelnou a dobrou shodu
vysledkt nezavisle na riznych hladinach HCT v odebrané krvi [8, 36].

2.3.4.1 Vyhody HemaXis DB 10

Na rozdil od vySe uvedenych zatizeni HemaPEN, Capitainer-B a Mitra si tato technika odbéru
vzorkt stale zachovava format klasické DBS karty, coz umoziuje kompatibilitu
s automatizovanymi systémy dostupnymi pro DBS analyzu [8].
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Volumetricka odbérova zatizeni jsou navrzena pro vlastni odbér vzorkt pacientem a zafizeni
HemaXis DB 10 ma dostatecny prostor pro pfipevnéni identifikacniho Stitku pacienta. Je
umoznén odbér vice vzorkt kapilarni krve v ramci jednoho zafizeni, coz usnadiuje opakovani
a/nebo dalsi analyzy. Skvrna se vytvorii pouze tehdy, kdyz je na zafizeni naneseno dostatecné
mnozstvi krve. Pokud je do aplikovano nedostate¢né mnozstvi krve, je navrzen tak, aby se
zabranilo nasaknuti kapalného vzorku krve na odbérovou kartu a aby se nevytvorila DBS, a tak
odstranuje riziko nedostate¢né naplnénych vzorka [34].

2.3.4.2 Nevyhody HemaXis DB 10

Ze zafizeni HemaXis musi byt DBS manualné vyrazeny pomoci dérovace stejné jako
u nevolumetickych odbérovych zafizeni, coz mize byt méné neefektivni pro rutinni analyzy
v laboratofi. Mezi dal§i nevyhody patfi mrtvy objem kapilary, kdy k vytvoreni 10 ul skvrny je
tteba do zafizeni odebrat 12 ul krve, a mnozstvi plastového odpadu na jedno zatizeni [34].

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

2.4 Techniky zpracovani DBS

Prestoze odbér vzorkii DBS ma pro pacienty fadu vyhod, pro laboratofe je manipulace se
vzorky zna¢né narocna [15]. Proto nariista potfeba automatizace zpracovani a analyz DBS [16].
Pro rutinni laboratorni aplikace jsou k dispozici i komer¢ni systémy, které umoziuji ¢astecnou
automatizaci, jako jsou automatické dérovace a systémy pro manipulaci s kapalinami [16, 43].
Pro plné€ automatizované piistupy k analyze DBS je na trhu jen né€kolik vyrobct [16]. Na rozdil
od CasteCné automatizace zajiStuje pouziti pln€ automatizovanych systému bezproblémovy
pracovni postup; jako jedind manualni Cinnost se vyzaduje ruéni vkladani DBS karet do
analytického systému na zacatku procesu [16, 49]. Poté nasleduje automaticka eluce, separace
a analyza — bez nutnosti dalsi lidské interakce. V soucasné dobé jsou k dispozici dvé hlavni
sestavy, které lze spojit s LC-MS/MS: DBS-MS 500 (CAMAG) a DBS Autosampler (DBSA,
Spark Holland). Tyto systémy se lisi kapacitou vzorka (500 karet vs. nasobky jednotlivych
stojand na 24 karet), elucnim procesem (horizontalni eluce vs. pratokova desorpce), strategii
zpracovani eluatu (smycka, online SPE nebo SPE) a aplikaci vnitiniho standardu (aplikace
rozpraSovanim vs. michani do elu¢niho rozpoustédla). Jednotlivé systémy proto nejsou
vzajemné pfimo srovnatelné [16].
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Jako dal§im komeréné 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 manualnimi
a poloautomatickymi technikami vyrazeni [51]. Automatizace muze zkratit dobu pfipravy
vzorku a analyzy, umoznit pouziti organickych rozpoustédel, zvysit efektivitu a opakovatelnost
[15, 43]. Vysledkem je celkové vyssi rychlost zpracovani vzorkt, minimalni nutnost zasahu
obsluhy a vyrazné snizeni spotieby spotfebniho materialu, jako jsou vzorkovnice, pipetovaci
S$picky a sklenéné lahvicky [16, 43].

Avsak naklady na robotické piistroje pro zpracovani vzorki mohou byt pomérné vysoké
[15]. Pfechod z manualni metody DBS na plné automatizovany systém DBS muze vyzadovat
odborné znalosti v oblasti LC a automatizace a muze trvat nékolik tydnt [16]. Naro¢n€jsi maze
byt nalezeni vhodné kombinace rozpoustédel pro eluce a analyzy. Mezi dalsi nevyhody patii
nizka ucinnost eluce, ktera je ovlivnéna urovni hematokritu krve. Kromé toho tyto systémy
poskytuji pouze jeden eluat na DBS a neni mozné analyzu zopakovat. V neposledni fadé jsou
zapotiebi dva sofistikované pfistroje (jeden pro eluce DBS a druhy pro analyzy DBS), coz ¢ini
tyto systémy rozmérnymi a drahymi [52].

Proto byla neddvno demonstrovana alternativni koncepce plné automatizovanych analyz
DBS za vyuziti kapilarni elektroforézy (CE) k elucim celych DBS, coz eliminovalo ucinky
hematokritu krve a nehomogenity skvrn. V3e je provedeno pomoci jednoho komer¢niho CE
pfistroje s minimalnimi provoznimi naklady [22, 52, 53]. Moznymi omezenimi této koncepce
jsou nizsi detekce ¢i omezeni Skalou analyta [52].

2.5 Analyza DBS vzorku

Analyza komplexnich, zejména biologickych vzorki neni trivialnim ukolem z nékolika
divodta. Objemy vzorkt jsou obvykle omezené, koncentrace vétSiny analytd nizké a matrice
vzorkt komplikované [54].

Pro identifikaci a kvantifikaci analytu v DBS se pouziva Siroka skala riznych analytickych
technik, véetné 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 moc. LC-MS/MS je popularnéjsi technikou
nez GC-MS, ackoli GC-MS poskytuje také dostateCnou selektivitu, citlivost, robustnost pro
mnoho analyti 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 ucinnost separace analytd (u¢innéjsi nez GC).
Dvourozmérna chromatografie (2D-C) dale zlepsila separacni u€innost, analytickou citlivost,
pfesnost a kvantifikaci [12, 38].
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Nekteré pfimé metody, jako je desorpéni elektrosprejova ionizace (DESI), pfimé analyzy
v realném ¢ase (DART) a hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci (ESI-MS), byly
vyuzity za uCelem generovani ionti z povrchu vzorku, ¢imz se vyhybaji procesim
predanalytického cCisténi a derivatizace [12, 38].

Kapilarni elektroforéza (CE) je vhodnou analytickou metodou pro rychlé analyzy
nepatrnych objemt vzorkl, a proto se dokonale hodi pro analyzu DBS [5, 55]. CE navic
umoziiuje 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 pfistrojové
usporadani, pficemz se ukazala jako vhodna pro automatizované zpracovani a analyzu vzorka
[22]. CE navic piekonava ostatni separacni techniky, pokud jde o rychlost analyzy (separace
jsou dosahovany v rozsahu min) a separacni uc¢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 analytt ve vzorcich DBS [5, 22].

2.6 Instrumentace kapilarni elektroforézy

Kapilarni elektroforéza se vyznacuje jednoduchym pfistrojovym vybavenim a v zasadé se
systém sklada z vysokonapétového zdroje (obvykle pracujictho v rozmezi 0 az 30 kV
stejnosmérného proudu), dvou platinovych elektrod, separacni 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 vnitfniho prumeéru (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 zakladé velikosti a sméru
elektroosmotického toku [54, 55].

Existuje nékolik divoda rychlého vyvoje CE [54]. Mezi né patii instrumentalni
jednoduchost, minimalni spotieby ¢inidel a vzorka, nizké naklady na spotfebni material
(kapilary atd.), vicenasobny separacni 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 mens$i nez 1 pl pro kazdou analyzu vzorku, obvykle postaci n€kolik 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 1ze pouzit pro davkovani objemu nl, je ve vétSiné
sestav CE piiblizn€ 10 pl [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 raznych organickych analyti
v biologickych vzorcich a také se Casto pouziva jako alternativni technika k iontové
chromatografii pfi biologickych analyzach malych anorganickych ionti a molekul [10].

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

Navzdory zjevnym vyhodam CE je jeji robustnost niz§i ve srovnani s chromatografickymi
technikami. Jako nevyhody CE jsou ¢asto uvadény nizsi citlivost detekce a nizsi opakovatelnost
pfi praci se slozitymi vzorky. Nizsi stabilita systémt CE a nizsi opakovatelnost je zptisobena
malymi zmé&nami velikosti elektroosmotického toku, které jsou vyvolany postupnymi zménami
vnitiniho povrchu separacnich kapilar a vedou tak ke zménam migracnich Cast a separacnich
ucinnosti [10, 54].

Za ucelem stabilizace elektroosmotického toku a zlepSeni elektroforetické separace mohou
byt aplikovany vysokomolekularni latky (napfiklad derivaty celulozy) jako aditiva do roztoka
BGE a pouzity jako pokryti vnitini stény kapilary a omezeni interakci rozpusténé latky se
sténou [54, 57]. Separacni ucinnost a opakovatelnost elektroforetickych metod se vSak zlepsila
diky pouzivani modernich komercnich pfistroji 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 koncentraCni citlivosti, coz lze zlepsit pouzitim citlivéjSich a/nebo selektivnéjSich
detektori [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 upravy vzorkt, kdy se
analyty pred nadavkovanim do CE selektivné zakoncentruji nebo dojde k precisténi vzorka
pted analyzou [10, 54, 58].

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

Meéfeni vodivosti je nejuniverzalnéj$i 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 tvoren 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 privadi stfidavé napéti a na druhé elektrodé se meéri
vysledny stfidavy proud [63]. Tento proud je funkci vodivosti v oblasti mezi elektrodami, proto
1ze detekovat jakoukoli zménu vodivosti BGE v dusledku pfitomnosti prochazejicich analyta
[62].

Princip C*D detekce piimo ovliviiuje vybér BGE vhodnych pro CE-C*D. Casto se pouZivaji
elektrolyty s kyselym pH pfipravené ze ziedénych slabych organickych kyselin (octova,
mlécnd, mravenci atd.) nebo smés slabych organickych kyselin s aminokyselinami [59].
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PHi pouziti C*D neni nutné odstrafiovat polyimidovy povlak, protoze emitované stiidavé
napéti a pfijimany stfidavy proud mohou prochazet standardnimi kapilarnimi materialy (taveny
oxid kfemiCity 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
parametrd (vysoka separacni ucinnost, kratké separacni ¢asy, minimalni pozadavky na objem
vzorku a jednoduché piistrojové vybaveni) [10, 11]. CE-C*D je analyticka technika, ktera
umoziiuje stanoveni aniontd a/nebo kationtli s riznymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi,
pouziti kombinace vice detektora (UV-VIS, MS, LIF), které dale zvysuji selektivitu/citlivost
analyzy a rozsifit tak rozsah detekovatelnych analytd a Ize ji pouzit pro simultanni stanoveni
malych anorganickych iontt a Siroké skaly organickych a biochemickych sloucenin naptiklad
v fadé biologickych vzorku ¢i ve vzorcich pitné vody a potravin [5, 59, 63].

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

Dalgimi aplikacemi CE-C*D jsou napfiklad skupiny biochemickych analyt, mezi
nejdilezitéjsi patii aminokyseliny, peptidy a proteiny. Dale lze snadno stanovit znacné
mnozstvi farmaceutickych sloucenin [11, 63].

C*D se snadno hodi k riiznym separaénim technikdm, pfenosnym pristrojim a pfipojeni ke
komplexnim procesim Upravy/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 pramyslu, nemocnicich a vyzkumnych centrech, tam, kde jsou objemy vzorka
krve nebo plazmy nizké, obtizné se shromazd'uji, skladuji, zpracovavaji nebo prepravuji [1, 64].
Spektrum aplikaci DBS se neustale rozsifuje, kromé tradi¢nich metod, jako je napf.
nejrozsifené|§i novorozenecky screening vrozenych metabolickych vad a mikrobiologicky
a epidemiologicky dohled nad nemocemi, i hraji ustfedni 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 biomaterialu ve vzorcich DBS umoziuje identifikaci a kvantifikaci §iroké skaly
analytt [64]. Suché krevni skvrny jsou vhodnym zdrojem biomaterialu pro analyzu piitomnosti
biomarkeri, sledovani kontaminanti Zzivotniho prostiedi, sekvenovani DNA pro
genomické/epigenetické ucely a hodnoceni adherence k farmaceutickym I1écivim [65, 66].

2.7.1 Stanoveni zakladnich biochemickych parametru

Vysledky laboratornich vySetfeni jsou zdrojem cennych informaci popisuyjicich zménu
metabolismu organismu, které lze vyuzit k posuzovani zdravotniho stavu pacienta. Nejvétsi
a nejdulezitéjsi soucasti laboratornich vySetfeni je rozbor krve, krevniho séra nebo plazmy.
Krev je pomérné snadno dostupny material a jeji slozeni odrazi fadu biochemickych procesu
probihajicich v riznych tkanich [67].
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Kapilarni krev ziskana pro laboratorni vySetfeni se vyrazné lisi od bézné testované zilni krve.
Je to smés zilni, arterialni 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 potencialnich nesrovnalosti v kvantifikaci a odliSnosti
v referencnich hodnotach, zejména kvili matricovym efektim. V souCasné dobé 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 ma v soucasnosti jen omezena
pouziti a nejcastéji se zni vySetfuje: glykémie, screeningové vySetfeni fenylketonurie
a hypotyredzy u novorozencu, acidobazické rovnovahy a bilirubin [67]. Proto pro vétSinu
uvedenych kationtd a aniontl jsou referencni hodnoty a onemocnéni uvedeny zejména pro
plazmu ¢i krevni sérum.

Jednim z hlavnich moznych vySetfeni je stanoveni nabitych iontd soli nazyvanych krevni
elektrolyty, které se nalézaji v krvi a jinych tkanich. Napomahaji transportu zivin do buiky
a odpadnich latek ven z burky, udrzyuji rovnovahu vody v téle a optimalni pH organismu.
Obvykle se stanovuji hlavni elektrolyty: sodny a draselny kationt, chloridovy anion a celkovy
oxid uhlicity [9].

Vysetieni krevnich elektrolytu je soucasti rutinniho screeningu v pripadech podezieni na
nadbytek nebo nedostatek nékteré slozky z elektrolyti (nejcastéji sodiku nebo drasliku) a pfi
podezieni na poruchy acidobazické rovnovahy. Slouzi jako rychly diagnosticky nastroj pro
nasledujici pfiznaky: otoky, zvraceni, slabost, srdecni arytmie. VySetieni elektrolyti je velkou
pomoci pii diagnostice riznych akutnich a chronickych onemocnéni a pii uzivani 1ékl, které
mohou narusit jejich rovnovahu. Elektrolyty se také Casto testuji za ucelem sledovani 1écby
vysokého krevniho tlaku, srde¢niho selhani a onemocnéni jater a ledvin [9].

Pro vysetfeni dale zminénych elektrolytl neexistuji ,,standardni* referencni rozmezi, vétsina
laboratofi je uvadi velice podobné, avSak ne uplné stejné. Vysledky testi jsou lékafem
vyhodnoceny podle referencni tabulky pro dany test, protoze stanovovani normy ovliviiuje
spoustu faktord. Referencni tabulka je specificka pro kazdou laboratof, proto je nezbytné, aby
laboratot dodala vysledky spolecné s odpovidajicimi referen¢nimi 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/I [72]

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

Hyponatremie je Casto zpusobena ztratou sodiku z té€la (Adisonova choroba, prijem,
nadmémé poceni, zvraceni, uzivani diuretik, ledvinové onemocnéni), poukazuje na renalni
ztraty (nadmeérné moceni), intoxikaci vodou ¢i respiracni alkaldzu [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
Referencni 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].

Nejcaste€jsi pricinou hyperkalemie je snizené vyluCovani ledvinami (Addisonova choroba,
selhani ledvin, terapie diuretiky Setfici K). ZvySené hodnoty mohou také znamenat:
hypoaldosteronismus, maligni hypertermie, poskozeni tkan¢, presun K z bunék (zhmozdéni
tkani, hemolyza, kieCe, diabeticka acidoza), infekci, cukrovku, dehydrataci [70, 75, 76].

Hypokalemie se muze objevit u prijmovych onemocnéni, u zvraceni, dehydratace
a u nadbytecného poceni. Snizené hodnoty také ukazuji na hepatopatie, komplikace pfi
predavkovani paracetamolem, snizeny ptivod drasliku (po operacich, infuze bez K, dlouhodobé
hladovéni), ztraty moci (terapie diuretiky, tubularni poskozeni, primérni hyperaldosteronismus,
vétsi ztraty edému, Cushingova choroba), presun do bunék (infuze glukédzy s inzulinem, terapie
testosteronem, metabolicka alkal6za) a terapie kortisonem [70, 75, 76].

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

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

VySsetfenim celkového vapniku se stanovuji obé formy, volna a vazana. Stanoveni volné
formy probiha vySetfenim ionizovaného vapniku. Ve vétsin€ pfipadu se stanovuje celkovy
vapnik, protoze jeho testovani je jednodussi a nevyzaduje specialni manipulace se vzorkem
krve. Vysoka nebo nizka koncentrace plazmatickych bilkovin ovliviluje hodnotu celkového
vapniku. V téchto piipadech je vyhodnéjsi pouzit stanoveni ionizovaného vapniku [77].

Celkovy vapnik je Casto soucasti celkového vySetieni i v ramci testd urCenych k diagnostice
a sledovani riznych stava souvisejicich s kostmi, srdcem, nervy, ledvinami a zuby. Stavy
a choroby, které narusuji regulaci vapniku, mohou zpusobit nepfiméfené akutni nebo chronické
zvySeni vapniku — hyperkalcémie (pfiznaky: unava, ztrata chuti, bolest bficha, ...), nebo snizeni
vapniku — hypokalcémie (pfiznaky: kieCe v bfisSe, svalové kiecCe a brnéni prsta) [77].

Dveé z nejcastejsich pficin hyperkalcémie jsou: hyperparatyredza (zvysena funkce pristitnych
télisek) a rakovina (pfi postihnuti kosti, které uvolriuji vapnik do krve). DalSimi pfi¢inami jsou:
zvySena funkce §titné zlazy, tuberkuloza, nadbytecny pfijem vitaminu A a D, transplantace
ledvin a uzivani thiazidovych diuretik [75, 77, 78].

Nejcaste€jsi pricinou nizkého celkového vapniku je nizkd hodnota plazmatickych bilkovin,
zvlasteé albuminu. Dale naptiklad: hypoparathyre6za (snizena funkce pristitnych télisek),
dédicna rezistence k ucinku parathormonu, extrémni nedostatek vapniku ve vyzivé, snizena
hodnota vitaminu D, nedostatek hoi¢iku, zvySena hodnota fosforu, akutni zanét slinivky bfisni
(pankreatitida), selhani ledvin, alkoholismus a cirhéza jater [75, 77, 78].

27



2.7.14 Horcik Mg
Referencni mez pro sérum: 0,66—1,07 mmol/l [75]
Kriticka hodnota: <0,60 mmol/l [72]

Krev zdravého ¢loveka obsahuje jen velmi malé mnozstvi celkového télesného hoiciku (asi
1%). Mnozstvi hot¢iku v krvi se méfi pii symptomech jako jsou napt. slabost, srdecni arytmie,
podrazdénost, nevolnost a/nebo prijem, které mohou byt zptsobeny piili§ nizkou nebo naopak
ptiliS vysokou hladinou hoi¢iku, popiipadé abnormalnimi hodnotami vapniku a drasliku.
Hladiny hoi¢iku mohou byt pouzity pfi sledovani a hodnoceni zavaznosti problému s ledvinami
a/nebo neléceného diabetu a mohou pomoci diagnostikovat poruchy traveni [79].

Nizka hladina hof¢iku (hypomagnesemie) v krvi je nejCastéji spojena s nadmeérnym
vylu€ovanim hoic¢iku ledvinami, nedostateCnou absorpci hoiciku tenkym stfevem nebo
nedostatkem hoic¢iku v potravé. Test na hladinu hoi¢iku muize byt soucasti vyhodnoceni
malabsorpce, podvyzivy, prijmu nebo alkoholismu [79, 80].

Ke zvySena hladiné hoiciku (hypermagnesemie) dochéazi pii selhani ledvin,
hyperparatyredze, hypotyredze, dehydrataci, diabetické acidoze, Addisonové nemoci a pfi
pozivani antacidu a laxativ obsahujicich hot¢cik [79, 81].

2.7.1.5 Amoniak NH3
Referencni mez pro plazmu: <60 umol/l [71]
Kriticka hodnota: >100 pmol/l [72]

VySetieni amoniaku mize pomoci k objasnéni poruch chovani a védomi. VySetiuje se spolu
s glukézou, elektrolyty a testy ledvinnych a jaternich funkci, aby se urcila pfi¢ina nejasného
upadani do bezvédomi nebo aby pomohl diagnostikovat Reydv syndrom nebo
jaterni encefalopatii. Tento stav zpusobuje duSevni a neurologické zmény, které se projevu;ji
jako neklid, dezorientace, spavost, az komatem ¢i smrti [82, 83].

Vysetfeni amoniaku je ¢asto nutné k odhaleni a urCeni zavaznosti jaternich onemocnéni
a vzacnych vrozenych poruch mocovinového cyklu. Dalsi pficinou zvyseni amoniaku je snizeni
prutoku krve jatry a selhani ledvin (nedokaze ucinné vylucovat amoniak z téla, a tak se hromadi
v krvi). ZvySenou koncentraci amoniaku muze téz zapiiCinit svalova namaha, delSi pouZiti
skrtidla pti odbéru krve, nékteré 1éky a koureni [82, 83].

Snizena koncentrace amoniaku byva obc¢as u pacientu s hypertenzi a pti pozivani nékterych
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 v extracelularnich
tekutinach, kde doprovazi predev§im sodik, a v samotnych buiikach 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 formeé NaCl a jeho pfijem byva bézné dostatecny [72, 85]. Normalni
hladina chlorida v krvi je stabilni, kromeé mirného poklesu po jidle. Vétsina pfijatych chlorida
se vstiebava v gastrointestinalnim traktu a je vyluCovan spolu s dals§imi ionty ledvinami [86].

28



Vysetteni by mélo byt indikovano v kombinaci se stanovenim dalSich iontt a je provadéno
rutinné jako soucast celkového vysetteni elektrolyti v téle [75, 85]. Hodnoty prekracujici
stanovenou hranici znaci hyperchloridemii a velmi casto jsou spojeny s hypernatremii,
nejcastéji v dasledku dehydratace organismu ¢i nékteré vrozené nemoci ledvin [67, 85, 87].
Zvyseni nastava také naptfiklad pfi nadmérném piivodu fyziologického roztoku, pii 1écbe
vybranou medikaci, respiracni alkaloze, pfi renalni tubularni acidoze, nepoméru mezi piivodem
NaCl a ztratou Na® (pfi prijmech a renalnim diabetes insipidus), ataké pii primarnim
aldosteronismu a primarni hyperparatyredze [72, 75, 87].

Naopak hypochloridémie nastava pii stravé chudé na NaCl, pfi nadmérném poceni, tézkych
prujmech ¢i silném zvraceni [72, 75]. Dale napf. pii diabetické ketoacidoze, respiracni acidoze,
pfi ztratach chloridd moci (pii 1é¢bé diuretiky), pti depleci kalia s metabolickou alkalozou, pfi
Addisonové chorobé a také pti kombinacich poruch [72, 75, 87].

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

Laktat cirkulujici v krvi je produkovan pfi anaerobnim metabolismu glukézy [88]. ZvySené
hodnoty laktatu se objevuji u mnoha systémovych a metabolickych onemocnéni, infekci,
vrozenych chorob ¢i po podani nekterych léciv [89]. Hromadeéni laktatu vede nejdiive
k hyperlaktatemii a pozd€ji i k rozvoji laktatové acidozy, ktera mize provazet renalni selhani
a leukemii. Laktatova acidoza ma dvé mozné priciny. Obvykle se jedna o zvyseni laktatu v krvi
v dasledku anoxie, jez je zpusobena zruznych davodu, jakymi jsou infarkt, srdecni
selhani, plicni problémy, Sok ¢i trazy. V druhém piipadé mohou byt pfi¢inou poruchy jater i
ledvin nebo také cukrovka, poruchy ukladani glykogenu a dalsi ptipady, pii kterych nedochézi
k odstrafiovani laktatu z organismu [88, 89]. ZvySené hodnoty laktitu jsou také spojeny
s nadmérmou fyzickou zatézi [88].

Nejcasteji se stanovenim laktatu posuzuji stavy hypoxie, laktatova acidoza €i poruchy
acidobazické rovnovahy. Toto vySetfeni se provadi soucasné s dal§imi vySetfenimi
acidobazické rovnovahy a vySetfenim krevnich plyna [88, 89].

2.7.1.8 Dusitany NO2~, Dusi¢nany NO3~

Koncentrace dusitanti a dusi¢nanti v krevni plazmé jsou dulezité v klinickych situacich, protoze
je znamo, ze jsou spontannimi chemickymi produkty oxidu dusnatého (NO) v krvi [90].
Koncentrace dusitant 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 signalni molekula regulujici fyziologické
procesy v lidském téle. Nadprodukce NO je jednim z patogennich faktora zpusobujicich 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 b&hem hypoxie. Kdyz dusitan reaguje s Fe?* hemu v oxyhemoglobinu nebo
deoxyhemoglobinu &ervenych krvinek, oxiduje Fe?* na Fe**, coz vede k methemoglobinu.
Kromé toho se dusitany pfeménuji na dusi¢nany (reakce s oxyhemoglobinem) nebo NO (reakce
s deoxyhemoglobinem) [94].
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Pii nadmérném piijmu dusitanti dochazi k hromadéni methemoglobinu v krvi. Tento stav
vede k methemoglobinémii, ktera muze zpusobit cyanozu, dychaci potize, Gnavu, ztratu
védomi, a dokonce smrt [94]. Methemoglobinémie, zvana také jako syndrom modrého ditéte,
muze ohrozit na Zivoté zejména kojence [95].

2.7.1.9 Sirany SO4*~

Sirany jsou ukazatelem ucinnosti jater pfi odstrafiovani mnoha lékd, steroidnich hormont
a toxickych latek. Vysoky obsah siranii mize naznaCovat, ze sulfatace je velmi aktivni. Nizka
hladina siranti vede ke snizeni schopnosti jater odstrafiovat toxické slouceniny [96]. Toto
naruSeni muze dale vést ke zvySené propustnosti stfeva, snizené zaloze latek zledvin
a alergickym potizim [97].

Dobra sulfatace je také dulezita pro funkci a integritu stfevnich a ledvinovych membran
apro funkci riznych enzymu, vcetné inzulinu, gastrinu a cholecytokininu [97]. Sirné
aminokyseliny cystein, methionin a taurin i siranové soli se pouzivaji 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 i na kratkou dobu muZe vést ke snizeni hladiny
sirana. Dale bylo prokazano, ze sérové hladiny sirand u normalnich lidi dramaticky stoupaji od
3 do 8 hodin po poziti jediného velkého mnozstvi bilkovin [98]. Norméalni koncentrace siranu
nalacno u dospélych lidi se obecn€ pohybuji v priméru mezi 0,25 a 0.4 mmol/1 [98].

2.7.1.10 Mravencany HFo

Stanoveni mravencanu ve vzorcich krve je nezbytné pro vCasnou diagnostiku otravy
metanolem, jelikoz je metanol metabolizovan alkoholdehydrogenazou ptes formaldehyd na
kyselinu mravenci, ktera se mize v lidském téle hromadit a je zodpovédna predevs§im za
toxicitu pfi otravach metanolem [99, 100].

Mravencanové anionty jako produkty metabolismu metanolu maji silny cytotoxicky uc¢inek
a inhibuji mitochondridlni dychani [101]. Mezi specifické pfiznaky zvySené hladiny
mravencanu patii nevolnost, bolesti hlavy, zavraté, rozmazané vidéni nebo uplna ztrata zraku
a hluboka metabolicka acidéza vedouci k hyperventilaci [101, 102]. Pokud se neléci, muze
vysoka koncentrace mravencanu zpusobit vazné poSkozeni optického nervu, respiracni selhani,
selhani ledvin, koma, kieCe a piipadnou smrt v disledku kardiorespiracni zastavy [102].

Mravencan v krvi se obvykle pohybuje mezi 20 a 450 uM a pro analyzu mravencanu
u zdravych jedinci se uvadi referencni rozmezi 0-400 pM [99]. Koncentrace v krvi se
v pfipadech spojenych s akutni otravou metanolem obvykle pohybuje mezi 0,2—30 mM. S tim,
ze koncentrace vyss§i 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 uvoliovan metabolismem etanolu v jatrech. Octan snadno prochazi
hematoencefalickou bariérou a je aktivné metabolizovan v mozku. Octan muize byt dulezity
v intoxikacnich u¢incich etanolu. Octan také zvySuje koronarni prutok krve, kontraktilitu
myokardu a srdecni vydej. A dale inhibuje lipolyzu v tukové tkani a podporuje steatozu
v jatrech [103, 104].
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Octan v séru u Cloveka je obvykle pod 0,2 mM. Sérovy octan muze byt po poziti etanolu
zvySen vice nez 20krat. Mezi dalsi bézné priciny zvySeného sérového octanu patii dlouhodobé
hladovéni a nedostatek inzulinu (tj. diabetes 1. typu) [103].

Bylo prokazano, ze octan je inkorporovan do fosfolipidl, neutralnich lipidd, sterola
a nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin v riznych preparatech lidskych a zvifecich
tkani. Pt katabolismu nebo anabolické syntéze je octan normalné se vyskytujicim metabolitem,
napfiklad pii tvorbé glykogenu, syntéze cholesterolu, degradaci mastnych kyselin a acetylaci
aminl. 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 octov4, Lach-Ner, Ceské 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 [-Histidin, Sigma Aldrich, USA
e (Cetyltrimethylamoniumbromid, Sigma Aldrich, USA

3.1.2 Standardy ionta
e Chlorid sodny, Lachema, Ceska republika
e Chlorid draselny, Lachema, Ceska republika
e Chlorid vapenaty, Lachema, Cesk4 republika
e Hexahydrat chloridu hofe¢natého, Lachema, Ceska republika
e QOctan amonny, Sigma-Aldrich, USA
e Dusiénan lithny, Lachema, Ceska republika
e Dusitan draselny, Sigma-Aldrich, USA
e Siran hofe¢naty, Lachema, Ceska republika
e Kyselina fosforec¢na, Lach-Ner, Ceska republika
e Mravendan draselny, Lachema, Ceska republika
e Laktat lithny, Sigma Aldrich, USA
e Kyselina octova, Lach-Ner, Ceska republika

3.2 Priiprava roztoku

3.2.1 Zakladni elektrolyt (BGE) pro analyzu kationta

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 rozpu$tén v deionizované vode.
Pripravené zasobni roztoky byly skladovany v lednici pfi teploté 4 °C.

3.2.2 Zakladni elektrolyt (BGE) pro analyzu aniontu

BGE pouzity pro analyzu anionti 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 roztoki S50mM glutamové kyseliny, 100mM histidinu, které byly
jako pevné substance navazeny a rozpustény v deionizované vodé. A SOmM CTAB, ktery byl
pfipraven navazenim a rozpusténim pevné substance v metanolu a nasledn€ v deionizované
vodé. Tyto zasobni roztoky byly skladovany v lednici pfi teploté 4 °C.
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3.2.3 Kalibracni roztoky
3.2.3.1 Kalibracni roztoky pro analyzu kationtu

Pro sestaveni kalibraéni kiivky byl pfipraven smésny roztok o koncentraci Ca** a NH4* 0,5 mM,
Na* a K* 5 mM, Mg*" 0,25 mM, ktery byl nafedén ze zasobnich roztokii jednotlivych iontd
o koncentraci 100 mM, které byly jako pevna substance navazeny a rozpustény v deionizované
vode. Roztok byl postupné fedén 2krat, 4krat, 8krat, 16krat, 32krat a 64krat deionizovanou vodou.

3.2.3.2 Kalibracni roztoky pro analyzu aniontu

Pro sestaveni kalibra¢ni kiivky byl pfipraven smésny roztok o koncentraci CI© 5 mM, NOs3~
0,15 mM, NO, 0,080 mM, SO4* 0,2 mM a HFo, Lac, HAc 0,4 mM, ktery byl nafedén ze zasobnich
roztoku jednotlivych aniontt o koncentraci 1000krat vétsi, které byly piipraveny bud’ nafedénim,
nebo navazenim a rozpusténim pevné substance. Roztok byl postupné redén 2krat, 4krat, 8krat,
16krat, 32krat a 64krat deionizovanou vodou.

3.2.4 Realné vzorky DBS

Vzorky DBS byly ziskany od dobrovolniki z Ustavu analytické chemie AV CR, v. v. i., po
podepsani informovaného souhlasu. Pro kazdou sadu experiment byly analyzované vzorky
odebrany zjednoho vpichu od stejného jedince. Pfed odbérem krve byla §picka prstu
dezinfikovana tamponem s etanolem (Lach-Ner, Cesk4 republika). Alkohol na prstu se nechal
odpafit, aby nedochézelo ke srazeni krve a brisko prstu bylo propichnuto pomoci automatického
zafizeni pro propichnuti kiize — autolancetou ACCU-CHEK FastClix (Roche Diabetes Care,
Neémecko). Prvni kapka krve byla setfena sterilnim vatovym tamponem a nasledn¢ byl odebiran
presny objem krve, ktery byl pouzit na pfipravu vzorka DBS.

3.2.4.1 Priprava DBS na odbérovych kartach
Vzorky DBS byly pfipravovany 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 pii laboratorni teploté po dobu 3 hodin. Po
uschnuti (a skladovani) byla cela skvrna vyraZena z karty pomoci dérovace o praméru 5,5 mm.
Vyrazena Cast byla prenesena do Cisté polypropylenové vialky (Iml; P/N 5182-0567, Agilent,
Némecko), pro eluci bylo piidano 100 pl deionizované vody pii analyzach kationt a 150 pl pii
analyzach aniontu, vialka byla uzaviena a michana pfi 700 ot/min po dobu 20 minut na tfepacce
(VORTEX IKA MS 3 Basic).

Z odbérovych karet byly také pripravovany vzorky vyfezi bez krve. Po vyrazeni z karty byly
tyto vyfezy preneseny do polypropylenovych vialek a byly eluovany ve 100 pl deionizované
vody pii analyzach kationt a 150 pl pii analyzach aniont 20 minut na tfepacce pii 700 ot/min.

3.2.4.2 Priprava DBS v polypropylenovych vialkach

Kapilarni krve o objemu 5 pl byla napipetovana na dno polypropylenové vialky (1ml; P/N
5182-0567, Agilent, Némecko) a byla na vzduchu ponechana 3 hodiny k vysuseni. Pro eluci
téchto skvrn bylo do vialek napipetovano 100 ul deionizované vody pii analyzach kationtu
a 150 pl pfi 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 Priprava rozpusténé kapilarni krve

Vzorky rozpusténé kapilarni krve byly ziskavany napipetovanim 5 pl kapilarni krve do
polypropylenové vialky s 95 ul deionizované vody pfi analyzach kationti a 145 pl pfi analyzach
aniontd a byly analyzovany ihned po promichani ptfi 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 aniontq, které byly kazdy den nafedény ze zasobniho roztoku 1M NaOH, ktery byl
pfipraven navazenim a rozpusténim pevné substance v deionizované vode.

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

3.3 Pouzité laboratorni pomucky

e Be¢&zné laboratorni sklo a vybaveni

e PCR mikrozkumavky (250 pl, Fisher scientific, USA)

e Polypropylenové vialky (Iml; 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 pomicky zminény v ramci jednotlivych experimentd
3.4 Pouzité pristroje

e Analytické vahy SI-114, Denver Instrument, USA

e Ultrazvuk BANDELIN Sonorex RK 52 H, Némecko

o Trepacka 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 kationti byly provedeny za pomoci laboratorni sestavy
kapilarni elektroforézy s bezkontaktni vodivostni detekci CE-C*D. Jeji separacni &ast byla
tvorena kiemennou kapilarou s polyimidovou vrstvou (Polymicro Technologies, USA)
o vnéjSim praméru 375 pum s vnitinim praimérem 50 um a celkovou délkou kapilary 50 cm,
jejiz efektivni délka cinila 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 injek¢ni stfikackou 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 separa¢ni kapilary ponoten
do kadinky s deionizovanou vodou pfed nadavkovanim analytu, aby se zabranilo kontaminaci
vzorku roztokem BGE.
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Po skonc¢eni 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 pfi 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 preveden digitalnim pfevodnikem ORCA 28000 (ECOM
spol. s.r.0., CR) a zpracovan softwarem ECOMAC (ECOM spol. s.r.0., CR). Ziskana data byla
nasledovn& vyhodnocena pomoci programu Clarity (DataApex, CR).

34.2 Komeréni CE-C4D sestava

Analyzy vybranych organickych a anorganickych aniontli byly provedeny na komerénim
pfistroji 7100 CE (Agilent Technologies, Némecko) vybavenym C*D (Admet, CR). Anionty
byly separovany pfi potencialu —25 kV aplikovaném na davkovaci strané kiemenné separacni
kapilary o vn&j§im praméru 375 um s vnitinim pramérem 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
ponoteny do vialek s deionizovanou vodou az do druhého dne. VSechny proplachovaci kroky
byly vykonany pii tlaku 950 mbar. Hydrodynamické davkovani probihalo po dobu 3 sekund pfi
tlaku 50 mbar a teplota kapilary béhem separace analytd byla udrzovana na 25 °C. Ke
zpracovani analytického signélu slouzil software ChemStation CE (Agilent Technologies,
Neémecko).

Zpracovani vysledku:

Vsechny vysledky, grafy i tabulky byly zalozeny na méfeni tii individualnich vzorkd, a kazdy
z nich byl po eluci tiikrat zméfen na CE-C*D sestavé. Z téchto vysledkd byly vypocitany
smérodatné odchylky a tém odpovidaji i smérodatné usecky zobrazené v grafech.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Analyza anorganickych kationtu ve vzorcich krve

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

4.1.1 Vybér analyta

Jako analyty byly zvoleny anorganické kationty, které jsou b&zné pritomné jak v krvi, tak
v poréznich odbérovych sorbentech. Jako nejhojnéji zastoupené kationty byly vybrany NH4*,
K*, Ca**, Na* a Mg?*, které jsou zaroveii dobfe stanovitelné [3, 18, 106]. NH4* byl zvolen jako
jeden z analyt z divodu jeho mozné komigrace s K* (viz kapitola 4.1.2). Tyto kationty byly
také vybrany na zakladé jejich pouzivani pii 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€ predeslych experiment [107] a jednalo se 0 smés
IM kyseliny octové, 20 % metanolu a ImM 18-crown-6. Roztoky metanolu a 18-crown-6 byly
pfidany zduvodu lepsi separace analyti. NHs"a K*, které maji témer identickou
elektroforetickou mobilitu a proto komigrovaly, byly odseparovany pomoci 18-crown-6
tvoticiho komplex s draselnymi ionty. Dale metanol poskytl rozliseni Na* a Mg*, které také
komigrovaly.

4.1.3 Nova koncepce zpusobu odbéru DBS
Dnes nejcasteji pouzivané odbérové materialy na bazi celuldézy vykazuji fadu nevyhod jako je
snizena vytéznost analytl, z divodu zadrzovani krevni matrice a cilovych analytii v porech
sorbentl, které tak nemohou byt kvantitativné eluovany. Odbérové materialy mohou navic
uvolnovat kontaminujici latky do eluatu DBS, jako naptiklad anorganické a organické ionty.
Jako feseni téchto nevyhod byl zvolen bezsorbentovy odbér vzorkl krve pro piipravu DBS,
ktery by mél umoznit naneseni pesnych objemu krve nezavisle na hladiné hematokritu a zajistit
dostupnost celé DBS pro eluci, eluci cilovych analytt, eluaty bez sorbentovych kontaminantd,
flexibilitu, snadnou manipulaci a kompatibilitu s davkovacimi systémy rtznych 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 divodu jejich nizkého objemu a nekompatibility s davkovacimi systémy
komercnich CE pristrojii. Jako konecna varianta byly vybrany 1ml polypropylenové vialky
Agilent, které jsou kompatibilni s CE déavkovacimi systémy, ¢imz byla minimalizovana
manipulace se vzorkem. Pfed odbérem krve byly nové vialky dodatecné predcistény
deionizovanou vodou pro vylouceni ¢i snizeni kontaminujicich ionti pochazejici z vyroby,
které by se mohly uvolnit do vyslednych eluatd. Poté byly do vialek odebirany vzorky krve
o pfesném objemu (5 ul). Vzniklé DBS vzorky byly eluovany v téchto vialkach a analyzovany
po nadavkovani pfimo z volného roztoku. Detailni popis odbéru vzorku viz kapitola 3.2.4.
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4.1.4 Analyzy ruznych velikosti priméru vyrezu odbérové karty

Pro posouzeni miry kontaminace, v nejCastéji pouzivanych odbérovych kartdich na bazi
celulozy Whatman 903 Protein Saver Card (dale jen Whatman 903), byly pro analyzu
pfipraveny vytezy o velikosti 5,5; 7 a 9,5 mm. Tyto velikosti byly zvoleny na zakladé
dostupnych dérovact za ucelem sledovani narustu kontaminace s plochou odbérové karty.

Vyftezy o velikosti 7 a 9,5 mm musely byt vlozeny do polypropylenovych vialek s vétSim
prumérem 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 vytvoreni vyssi hladiny
roztoku pro nadavkovani, coz bylo nutné z divodu nizsiho objemu eluatu diky absorpci Casti
elu¢niho roztoku vytezem (cca 30 pl).

Z obrazki 3 a 4 je patrna zvySuyjici se koncentrace anorganickych kationtd s narustajici
velikosti vyfezu odbérové karty. Vysledky byly rozdéleny do dvou grafii s vhodnym méfitkem
z divodu velkych rozdila v plochach pika jednotlivych kontaminujicich kationtd. Nejvyssi
kontaminace uvolnéné z vyiezi odbérové karty byly zaznamenany u Ca*, Mg?* a Na* iontfi.
Tyto kontaminace pravdépodobné pochazi z procest pfipravy a vyroby celulozovych
odbérovych karet. Nejnizs§i kontaminace byly zaznamenany pro NHs4" a K* ionty, které se
v odbérovych kartach témér nevyskytuji.

18 1

H5,5 mm
16 A

14 4 7 mm

12 A 9,5 mm

10 A I

Plocha piku (mV" s)

C a2+ Na* Mg2+

Obrazek 3: Graf zavislosti ndrustu jednotlivych kationtu na ruznych priimérech vyrezi
odbérovych karet Whatman 903 (Podminky méreni viz kapitola 3.4.1)
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Obrazek 4: Graf zavislosti ndrustu jednotlivych kationtu na ruznych priimérech vyrezi
odbérovych karet Whatman 903 (Podminky méreni viz kapitola 3.4.1)

Nasledné byl proces zopakovan se stejné velkymi vytezy odbérovych karet (5,5- 9 mm), na
které byl nanesen jednotny objem kapilarni krve (5 pl) pro vytvoreni DBS. Tento experiment
byl proveden pro pfiblizeni realné situace, jaké mnozstvi téchto anorganickych kationtil se ve
vzorcich krve nachazi v porovnani s pridavkem kationtl ze sorbentu. Vzorek kapilarni krve
o mnozstvi 5 pl vytvoril na odbérové karté skvrnu o prameéru 4,5 mm, proto mensi prameér nez
5,5 mm nebyl testovan z divodu, Ze by nebyla kvantitativné odebrana cela skvrna a vlivem
hematokritu by nebyla zajisténa homogenni distribuce analyta. Pfiprava vzorkt probihala podle
postupu v kapitole 3.2.4.1 Vysledky analyz znazornéné na obrazcich 5 a 6 potvrdily vysledky
predeslého experimentu, samoziejmé s patfiénym narustem piirozeného obsahu kationtd
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 vyfezi
konstantni.

Srovnanim ploch jednotlivych kationtl na obrazcich 3,4 a 5,6 Ize ziskat predstavu o obsahu
kationtq, které v ramci vzork(i DBS zaujima material odbérové karty a které se zaroven zvysuji
s velikosti vyrazené Casti karty. Tyto kontaminujici kationty uvolnéné z materialu karty tak
narusuji spravné stanoveni sledovanych analyta v krevnim vzorku.
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Obrazek 5: Graf zavislosti ndrustu jednotlivych kationtu na ruznych priimérech vyrezi
odbérovych karet Whatman 903 s DBS (Podminky mérent viz kapitola 3.4.1)
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Obrazek 6: Graf zavislosti ndrustu jednotlivych kationtu na ruznych priimérech vyrezi
odbérovych karet Whatman 903 s DBS (Podminky mérent viz kapitola 3.4.1)

4.1.5 Analyzy DBS a rozpusténé kapilarni krve

Pro dalsi experimenty bylo pracovano s vyfezem odbérové karty Whatman 903 o velikosti
5,5 mm. Velikost byla zvolend tak, aby vyfez s DBS obsahoval co nejméné odbérového
materidlu, ale byl schopen pojmout zvolené mnozstvi odebirané krve (5 ul) a prfesné zapadl do
polypropylenovych vialek. Vyfezem celé skvrny bylo zajisténo potlaceni vlivu hematokritu,
ktery ovliviiuje nehomogenitu analytu ve skvrné zvlasté patrnou ve stiedu a na okrajich, kdy
mezi analytem a sorbentem dochézi k interakci chromatografického typu.
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Obrazky 7 a 8 zobrazuji analyzu eluatu vytezu odbérové karty bez DBS o velikosti 5,5 mm
(blank), DBS na odbérové kart¢ Whatman 903 o pruméru 5,5 mm, DBS v polypropylenové
vialce (1ml; P/N 5182-0567, Agilent, Némecko) bez odbérové karty a rozpusténé kapilarni krve
v polypropylenové vialce. Postupy piipravy viz kapitola 3.2.4.

Z vysledki analyz je opét patrny znacny narust kontaminace u vzorku DBS z odbérové karty
oproti rozpusténé kapilarni krvi. Tento rozdil se pfiblizn€ rovna kontaminaci uvolnéné z vyrezu
odbérové karty bez DBS, coz je zejména viditelné u Ca** a Mg**. Jelikoz odbérovéa karta
obsahuje zanedbatelné mnozstvi K*, plocha tohoto kationtu ve vzorku DBS na odbérové karté
je témét stejna jako ve vzorcich rozpusténé kapilarni krve a DBS v polypropylenové vialce.

U DBS vytvofenych v polypropylenovych vialkdch v porovnani s DBS na odbérovych
kartach nebylo prokazano zvysSeni obsahu vlivem kontaminujicich kationtd. DBS
v polypropylenovych vialkach zaroven vykazuji podobné plochy jako rozpusténa kapilarni
krev, tudiz material vialek nekontaminuje vysledné eluaty ani neni patrné zadrzovani iontu
timto materialem. Zaroven pii pouziti sorbentd na zachyceni vzorki krve je patrna nutnost
pouzivat co nejmensi nutné mnozstvi téchto sorbentl, pro co nejmensi ovlivnéni analyz
obsazenymi ionty.

8 71 mRozpusten plna krev
7 DBS v polypropylenovych vialkidch {
DBS (Whatman 903)
@ 6 1 = Blank (Whatman 903)
>
E 5
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k-
24 I
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=
=
2 1 I
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O ﬁ I - - T T 1
NH4+ Ca?+ Mg2+

Obrazek 7: Graf porovndni ruznych pristupu pripravy DBS, rozpusténé kapildrni krve
a blanku odbérové karty (Podminky mérenti viz kapitola 3.4.1)
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Obrazek 8: Graf porovndni ruznych pristupu pripravy DBS, rozpusténé kapildrni krve
a blanku odbérové karty (Podminky mérent viz kapitola 3.4.1)

4.1.6 Analyzy ruznych odbérovych sorbentu

Pro tento experiment bylo vybrano sedm poréznich odbérovych sorbentti, které jsou komercné
dostupné. Jedna se o odbérové karty Whatman 903, Ahlstrom — GenCollect 2.0, odbérova
zafizeni Mitra, HemaPEN D300S, HemaPEN W300S, Capitainer-B a HemaXis DB 10 a dale
byly pouzity polypropylenové vialky (Iml; P/N 5182-0567, Agilent, Némecko) pro
bersorbentovou varianta DBS odbért. VSechny odbérové sorbenty az na zafizeni Mitra, ktera
ma polymerni §picku (pro sorpci 10ul krve), jsou odbérové karty nebo jiz vyrazené disky
odbérovych karet vyrobené z celulozy. Z divodu rozdilnych rozméri a hmotnosti poréznich
sorbentt bylo dle navazky sorbentu vyjmutého ze zafizeni piepocitano mnozstvi deionizované
vody pro eluci viz tabulka 1. Jako zaklad pro tento vypocet byly vybrany odbérové karty
Whatman 903, které byly eluovany ve 100 ul 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 kvili jejich nizké hmotnosti. Ackoliv
S$picka zafizeni Mitra je nejtézsi z uvedenych odbérovych sorbentti, pro tuto analyzu bylo
zvoleno mnozstvi 100 ul stejné jako pro karty Whatman 903 z divodu jiného vyrobniho
materialu s jinou schopnosti absorpce.

K odbérovym sorbentim pienesenych do polypropylenovych vialek bylo piidano
vypocitané mnozstvi deionizované vody a poté byly po dobu 20 minut michany na tfepacce pri
700 ot/min. Do samotné polypropylenové vialky (I1ml; P/N 5182-0567, Agilent, Némecko) bez
odbérového sorbentu bylo také pfidano 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.
Nejnizsi kontaminace kationty vykazuji odbérova zafizeni Mitra a HemaPEN D300S.
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Velmi vysoké kontaminace ionty jsou logicky znatelné u odbérovych karet Ahlstrom —
GenCollect 2.0, které jsou piedupravené napusténim cCinidly, ktera mohou lyzovat buiky
a denaturovat proteiny. Tyto odbérové karty byly pravdépodobné predupraveny pomoci
dodecylsulfatu sodného, jelikoz byla naméfena vysoka koncentrace Na*, jak je vidét na
elektroforeogramu viz obrazek 9. U odbérovych zatizeni HemaPEN W300S a HemaXis DB 10
byl potvrzen predpoklad, Ze sorbent bude obsahovat podobné mnozstvi kationtd jako odbérova
karta Whatman 903, jelikoz sorbenty do téchto zafizeni jsou dodavany s podobnymi
specifikacemi a stejnou spolecnosti jako pro odbérové karty Whatman 903. Kontaminace vSech
celulozovych odbérovych sorbentd pravdépodobné pochazeji z procest jejich pripravy
a vyroby.

Obrazek 9 ukazuje 1 elektroforeogram analyzy polypropylenové vialky s deionizovanou
vodou, ktera 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 vzorka DBS.

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

Odbérovy sorbent Priamérna 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 dana hmotnosti 1 disku (1,70 mg)
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Obrazek 9: Elektroforeogramy eludtii 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 karté Whatman 903 a v polypropylenovych vialkach byla
otestovana tydenni stabilita v ramci prvniho a sedmého dne pro zakladni ovéfeni piedpokladu
stability téchto kationtd. Skladovani (po odbéru a 3hodinovém schnuti — viz kapitola 3.2.4)
probihalo za laboratorni teploty v uzaviratelném sacku s vysousedlem. Pfi tomto zpusobu
skladovani nebyly patrné zmény ve slozeni téchto kationtd. Pro tyto anorganické kationty se
predpoklada, ze vykazuji stabilitu i v ramci tydni, coz nebylo pfedmétem této prace, ale jedna
se o zavislost, ktera se da potvrdit v ramci jinych Casove naroc¢néjsich studiich a tento fakt byl
1 publikovan napt. v [5, 106].

V ramci tydne vzorky DBS jak na odbérové karte, tak v polypropylenové vialce vykazovaly
stabilni mnozstvi anorganickych kationtd (kromé NH4"), jejichz procentudlni zmény mezi
1. a7. dnem se pohybovaly od 0,74 % do 4,37 %. Co se ty¢e NH4" iontd, tak na obrazkach
10 al2 lIze pozorovat vyrazné rozdily v jeho stanovenych mnozstvich, navic s velkymi
chybovymi tsecCkami. Jeho stanovena mnozstvi byla velmi proménliva i v ramci 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 maze byt zpusoben dekompozici dusikatych sloucenin v DBS (napf. aminokyselin — viz
[52]) za vzniku jednodusSich sloucenin jako je NH4*. Jedna se o hypotézu, u které by byla
potteba dalsi studie pro jeji overeni.
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Ostatni vybrané anorganické kationty jsou v obou pfipadech piipravy DBS (na odbérové
karté a v polypropylenové vialce) v Case stabilni a mezi 1. a 7. dnem nevykazuji vyznamné
rozdily v mnozstvi. U DBS na odbérové karté je opét patrno navySeni mnozstvi kationtd
o kontaminace ze sorbentu. V ramci stability se da ale fici, ze pro tyto kationty se jedna
o rovnocenné varianty piipravy DBS, nicméné z pohledu ovlivnéni spravnosti analyz kationt
z kapilarni krve se az na draselné ionty jedna v pfipadé pouziti sorbentii o variantu nevhodnou.
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Obrazek 10: Graf zavislosti stability vybranych kationtit v DBS v polypropylenovych vialkdach

pro 1. a 7.den skladovani (Podminky mérenti viz kapitola 3.4.2)

el
o
I

©
e
I

J
e
I

(o))
(=)
1

H 1. den

m7.den

Plocha piku (mV" s)
[\ (O8] B [
(e} (e} (e} (e}

—_
e
L

K+ Na+

Obrazek 11: Graf zavislosti stability vybranych kationtit v DBS v polypropylenovych vialkdach
pro 1. a 7.den skladovani (Podminky mérenti viz kapitola 3.4.2)
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Obrazek 12: Graf zavislosti stability vybranych kationtit v DBS na odbérové karté pro
1. a 7.den skladovdni (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)
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Obrazek 13: Graf zavislosti stability vybranych kationtii v DBS na odbérové karté pro
1. a 7.den skladovdni (Podminky méieni 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 kationtd v kapilarni krvi byly pfipraveny a proméfeny kalibracni
roztoky v rozsahu 0,004—5 mmol/l dle stanovovanych iontt, které byly pfipraveny dle postupu
v kapitole 3.2.3.1. Kalibra¢ni rozsah byl zvolen na zaklad¢ piedpokladaného rozsahu
koncentraci danych kationtd ve 20krat zfedéné kapilarni krvi a pokryva tak nizké koncentracni
hladiny pro sorbenty bez DBS, tak i pfirozené obsahy iontt v krvi, i jejich pfipadna zvySena
mnozstvi. Podle smérnic kalibra¢nich kfivek byly vypocteny vysledné primérné koncentrace
kationti obsazenych ve vzorcich DBS pfipravenych rizné dny. Vysledné koncentrace
v nefedéné kapilarni krvi a blanku (zohledniujici zfed'ovaci faktor 20) jsou spolu s koeficienty
determinace (R?) pro zvoleny kalibraéni rozsah uvedeny v tabulce 2. Priméma koncentrace
kationtti byla stanovena pro vyfezy odbérovych karet Whatman 903 bez DBS (blank), DBS na
odbérovych kartach (DBS — Wh903) a eluaty DBS v polypropylenovych vialkach (DBS — PP).
Postupy pfipravy viz 3.2.4.

Tabulka 2: Souhrn stanovenych redlnych koncentract kationtu se smérodatnou odchylkou (SD)

Prumérna koncentrace kationtu = 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
0,273 + 50,752 + 1,950 = 85,600 = 0,711 +

DB _ PP b b b b b
S 0,062 0,552 0,110 0,599 0,156
R? 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 kartach Whatman 903 obsazeny pfiiblizné v koncentracich
desetin mmol/l u K* iontd. Pro Ca?*, Na* a Mg>* to jsou jiz jednotky mmol/l. P¥itomna
kontaminace tedy mfize vyznamné ovlivnit kvantitativni stanoveni téchto ionti (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 referencnimi rozmezimi pro tyto matrice, nebot slozeni
kapilarni krve se muze lisit [6]. Kapilarni krev je tvofena krvi prochazejici tepnami, zilami
a kapilarami a soucasné obsahuje také intersticialni a bunécné tekutiny a jednotlivé analyty jsou
mezi témito dvéma slozkami distribuovany v riznych pomeérech a pro kazdy analyt jinak, napf.
viz [108]. Navic slozeni kapilarni krve ovliviiuje podil hematokritu, ktery miaze byt znacné
rozdilny a muze vyznamné ovliviiovat koncentrace nékterych ionta (napt. K¥).
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Primérné stanovené koncentrace byly 85,600 = 0,599 mmol/l pro Na*, 0,711+ 0,156 mmol/I
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 li§i vyrazn€ od referen¢nich 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 bunééné membrany a vyplaveni obsahu erytrocytt, které obsahuji vyrazné€ odlisné
koncentrace K™ a Na* (v porovnani s plazmou). Hemolyza mohla probihat pti odbéru, suseni
a zpracovani krve [109]. Naméfena koncentrace pro NH4" je nékolika nasobné vyssi nez
udavana mez <60 pumol/l pro plazmu, coz mohl byt zptisobeno jeho promeénlivosti béhem analyz
z divodu rozkladu dusikatych latek z DBS matrice.

Srovnatelné hodnoty byly pro nékteré kationty naméfeny metodou Neutron Activation

Analysis, kdy byly zjistény koncentrace pro kapilarni krev odebrané na filtracni papir Whatman
pro Na* (78,30 + 12,61 mmol/l), K* (41,95 + 6,65 mmol/l) a Ca>* (3,06 £1,21 mmol/1) [110].

4.2 Analyzy organickych a anorganickych aniontu ve vzorcich krve

Analyzy organickych a anorganickych aniontl byly provedeny na komeréni CE-C*D sestavé
(Agilent Technologies, Némecko). Oproti laboratorni sestavé odpada manuélni manipulace se
vzorky a kapilarou a poskytuje tak lepsi opakovatelnost. Diky komer¢nimu CE systému je jak
promyvaci, tak davkovaci proces rychle;jsi.

4.2.1 Vybér analyta

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 (HAc). Fosfat
nebyl dale ve vzorcich stanovovan z divodu jeho nizké koncentrace, ktera byvala Casto pod
mezi kvantifikace i detekce. VétSina téchto analytd byla také vybrana na zakladé jejich
pouzivani pii 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 kyselina
glutamova, 20mM histidin a 75uM CTAB. Tato smés byla zvolena na zaklad¢ prace [102]
a koncentrace jednotlivych komponent byla upravena pro lepsi separaci vSech stanovovanych
analytd. CTAB byl do roztoku pfidavan jako modifikator elektroosmotického toku, ktery
pokryva kapilaru, aby doslo ke snizeni a obratu elektroosmotického toku a umoznila se doba
migrace aniont pod 4 minuty.

4.2.3 Analyzy ruznych velikosti priaméru vyreza odbérové karty

Stejné€ jako u anorganickych kationtii byla posouzena mira kontaminace z odbérovych karet
Whatman 903 i1 pro vybrané anorganické a organické anionty. Pro tyto analyzy byly znovu
zvoleny vyftezy o velikosti 5,5; 7a 9,5 mm z divodu pozorovani zvyseni kontaminace s plochou
odbérové karty. Postup ptipravy byl shodny s pfipravou z kapitoly 4.1.4.
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Z obrazka 14 a 15 je zfejmé, ze s narGstajicim pramérem vyfezu se eluuje vyS$i mnozstvi
anorganickych a organickych aniontd z materialu karty. Vysledky analyz aniontd byly také
rozdéleny do dvou grafti s vhodnym meéftitkem z divodu velkych rozdilt koncentraci zejména
mezi chloridy a ostatnimi anionty. V eluatu blanku sorbentu byl naméfen nejvyssi obsah
chloridu a siranti. Znatelna mnozstvi byla zaznamenana i u HAc, u kterych se zaroven vyskytu;ji
nejvetsi odchylky v naméfenych hodnotach, z divodu velké wvariability stanovenych
koncentraci mezi raznymi vzorky. Tyto kontaminace opét pravdépodobné pochazi z procesu
pfipravy a vyroby celul6zovych odb&rovych karet.
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Obrazek 14: Graf zavislosti narustu jednotlivych aniontu na riuznych priimérech vyrezi
odbérovych karet Whatman 903 (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)

7_
H5,5 mm
6-
®7 mm
@ 5 -
E 9,5 mm
~ 4 4
=
=
(="
& O
<
(5]
S
& 2 A
1-
O' T

Ccr S0

Obrazek 15: Graf zavislosti narustu jednotlivych aniontu na riuznych priimérech vyrezi
odbérovych karet Whatman 903 (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)
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Tento experiment byl poté rozsiten o analyzy stejnych velikosti riznych vyfeza (5,5-9 mm)
odbérové karty Whatman 903, na které byly napipetovany vzorky krve o stejném mnozstvi
(5 pl) pro tvorbu DBS. Vysledky na obrazcich 16 a 17 znovu potvrzuji narust kontaminace
s plochou vyfezti odbérové karty. Pfi porovnani s obrazky 14 a 15 lze pozorovat plochy
navySené o mnozstvi anionti pochazejici z pridané krve. Nejnizsi narust vykazuji dusitany
a octany, které se prirozené v krvi vyskytuji ve velmi nizkém mnozstvi, viz kapitola 4.2.7.

Bylo prokazano, ze i v pfipadé anorganickych a organickych anionti dochazi k jejich
uvolfiovani z materialu odbérovych karet a kontaminovéani vysledného eluatu, které pak
nasledné zkresluji analytické vysledky stanovovanych analyti v DBS.
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Obrazek 16: Graf zavislosti narustu jednotlivych aniontu na riuznych priimérech vyrezi
odbérovych karet Whatman 903 s DBS (Podminky mérent viz kapitola 3.4.2)
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Obrazek 17: Graf zavislosti narustu chloridu na riznych priimérech vyrezii 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 kartdch Whatman 903 i v polypropylenovych vialkach byla
otestovana stabilita vybranych anorganickych a organickych aniont béhem procest schnuti
a skladovani. Vyssi frekvence analyz byla zvolena z divodu zjisténi znacnych zmén v mnozstvi
stanovovanych anionti béhem procest schnuti, jelikoz v predbézném experimentu analyz
vzorkt skladovanych v ramci jednoho tydne bylo zaznamenano velké navySeni mnoZzstvi
nékterych aniontl. Z tohoto davodu, pii detailnéji provedeném experimentu, byly vzorky krve
nejprve méfeny 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 pfi laboratornich
podminkach oteviené. Zbyvajici vzorky byly méreny po skladovani 1 den, 2 dny, 3 dny, 4 dny
a 8 dnu pfi laboratorni teploté v uzaviratelném sacku s vysousedlem. Dalsi sada vzorkii DBS
v polypropylenovych vialkach byla po vysuSeni volné na vzduchu (6 hodin) pii laboratorni
teploté nasledné skladovana v uzaviratelnych saccich s vysousedlem v mrazaku pii teploté
—20 °C, a takto skladované vzorky byly analyzovany po skladovani 1 den, 2 dny, 3 dny, 4 dny
a 8 dnu. Postup piipravy vzorkl viz kapitola 3.2.4.

V ramci téchto experimentd nebylo testovano vice ruznych prostiedi pro skladovani vzorka
DBS na odbérovych kartach, protoze odbérové karty vykazuji oproti DBS v polypropylenovych
vialkéch vyznamnou kontaminaci v§emi anionty. Navic, mnoh¢ analyty (az na chloridy, sirany
a laktaty) v Case neustale rostou, jak je zndzornéné 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 vzorka DBS na odbérovych kartach Whatman 903 je obsah aniontt
zvySen o kontaminace ze samotnych vyfezli a nasledné€ jejich obsah vyrazné roste
pravdépodobné diky biochemickym pochodim (mikrobialnim rozkladiim). Narust mnozstvi
dusicnand, dusitani, a octant byl béhem schnuti velmi pozvolny az pfi skladovani v horizontu
dna doslo k jejich navySovani. Velky prirastek od 1 dne skladovani je viditelny i u mravencand,
které do té doby byly témer konstantni.
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Obrazek 18: Porovnani stability anorganickych a organickych aniontii ve vzorcich DBS na
odbérovych kartach béhem procesii schnuti a skladovdni (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)

Obrazek 19 zobrazuje vysledky analyz schnuti a skladovani pti laboratorni teploté pro DBS
v polypropylenovych vialkach. Obsah vSech vybranych anionti je az na laktaty velmi nizky
a u octanu 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
v mnozstvi blizkém mezi detekce zejména v prvnich hodinach schnuti, proto byly velmi §patné
integrovatelné a hodnoty mohou byt zkresleny.

V obrazku 19 mizeme pozorovat stabilni koncentrace siranti. Stabilni koncentrace vykazuji
v prvnich hodinach i1 dusi¢nany, dusitany a mravencany, nasledné beéhem skladovani v ramci
dni mirn€ narUstaji, coz mize byt zapfi¢inéno mikrobialnim rozkladem. Mnozstvi laktatt
v prvnich hodinach béhem schnuti narGsta, coz muze byt zpusobeno vlivem glykolyzy
v krevnich elementech [72]. Déale béhem skladovani je zhruba stabilni s odpovidajicimi
odchylkami, jelikoz jsou laktaty zavislé na formé schnuti, které ovliviiuje rozprostfeni krve na
dné vialky.
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Obrazek 19: Porovndni stability anorganickych a organickych aniontit ve vzorcich DBS

v polypropylenové vialce béhem procesii schnuti a skladovdni (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 potla¢eni nasledné
tvorby nekterych iontd. Pomérné¢ stabilni a srovnatelné koncentrace vykazuji sirany a laktaty
v obou prostiedich. Obsah dusi¢nant teplotou skladovani nebyl ovlivnén, a tak obé€ prostiedi
vykazuji stejné mnozstvi tohoto aniontu se stejnym narustem v Case. Ale u dusitand
a mravencanu tento vliv teploty jiz lze pozorovat. Nizka teplota v mrazaku zpomalila narust
obsahu té€chto aniontl, zejména mravencCanl, pravdépodobné zpomalenim mikrobialnich
rozkladd.
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Obrazek 20: Porovnani stability anorganickych a organickych aniontii ve vzorcich DBS

v polypropylenové vialce béhem skladovani ve dvou riiznych prostiedi (Podminky méreni viz
kapitola 3.4.2)

4.2.5 Analyzy DBS a rozpus$téné 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 pfi
laboratorni teploté. Postupy pfipravy viz kapitola 3.2.4.

U vétSiny aniontl je viditelny pfedpokladany rozdil mezi krvi nanesenou na odbérovou kartu
(DBS — 0 min) a rozpusténou kapilarni krvi — rozdil se rovna mnozstvi aniontli 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 aniontd, az na stabilni sirany a laktaty.

Z tohoto experimentu a experimentu stability DBS béhem procesti schnuti a skladovani Ize
vyvodit, ze odbérové karty jsou nevhodné pro stanoveni nami sledovanych anionti ve vzorcich
DBS jak z hlediska kontaminaci, tak z hlediska stability, kdy kromé chloridt, sirana a laktata
dochazi k vysokému narustu obsahu téchto sledovanych aniontti. V DBS v polypropylenovych
vialkach uchovavanych pfi laboratorni teploté dochazelo k niz§im narustim nez v DBS na
odbérovych kartach. Tento princip pifipravy pro stanoveni anionti kromé laktatd by byl
piijatelny do 1 dnu skladovani, maximalné do 2 dnt. Jako nejvhodnéjsi se ukazuje skladovani
v nizkych teplotach, pii kterych byl zpomalen narust obsahu dusitani a mravencant.

53



,_.
™
J

mBlank  ®Rozpusténa kapilarni krev  ® DBS — 0 min DBS -8 dnu

Plocha piku (mV - s)

> o L = =

~ [=)} [ee] [« [\
]

L
[\
1

T
0,0 - : “ .
NO;~ NO,” SO HFo Lac HAc
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)
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Obrazek 22: 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)

4.2.6 Analyzy poréznich odbérovych sorbenti

Na zakladé kapitoly 4.1.6 byl experiment zopakovan i pro anorganické a organické anionty.
Vybér poréznich odbérovych sorbentd i jejich pfiprava 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 pomeérové k tomuto objemu. Tato
mnozstvi deionizované vody jsou uvedena v tabulce 3.
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Hmotnosti sorbentu Capitainer-B se mezi jednotlivymi kusy mirné lisily, jelikoz pfi
vyjimani disku nedochazelo k vyjmuti celého sorbentu a Cast ziistavala prichycena na zafizeni
diky zpisobu ukotveni k podkladu.

Podminky méfeni 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 pfi tlaku 50 mbar. K tomu bylo
pfistoupeno jednak z diivodu vizualizace diskutovanych ionti, a zaroven je tfeba vzit v tivahu,
ze pokud by analyzy cilily specificky na tyto ionty a jejich kontaminace, tak by metoda taktéz
vyzadovala zvySené davkovani. Z divodu tohoto zvysSeného davkovani jiz ale nebyla pro
porovnani méfena DBS na odbérovych kartach jako v predeslém experimentu, jelikoz by
majoritni chloridovy anion pfi vy$$im davkovaném objemu prekryl signaly minoritnich analytu.
Nicméné€ porovnani skutecnych mnozstvi anionti v realné kapilarni krvi a mnoZstvi
kontaminujicich iontd v blanku sorbentu Whatman 903 je mozné vycist napf. z grafu na
obrazku 21 a 22. Ostatni odbé&rové sorbenty Ize pomérové srovnat s timto sorbentem.

Obrazek 23 ukazuje elektroforeogramy vybranych poréznich odbérovych sorbentl, na
kterych jsou znatelné kontaminace anorganickymi a organickymi anionty. Diky zvySeni doby
davkovani byl u nekterych sorbentil detekovan i pik fosfati. Nejnizsi kontaminaci vykazuji
odbérova zatizeni Mitra a HemaPEN D300S. Na elektroforeogramu odbé&rové karty Ahlstrom
GenCollect 2.0 1ze pozorovat vice vétSich pikd neznamého puvodu, které mohou pochazet
z ¢inidel, jimiz byly karty pfedupraveny. Tento elektroforeogram se celkové svym zdznamem
velmi li§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 aniontti az na mravencany, které
mohly vzniknout v disledku Spatného skladovani nebo rozkladu organické hmoty.

Obrazek 23 znazortiuje 1 elektroforeogram analyzy polypropylenové vialky s deionizovanou
vodou, ktera byla navrzena pro bezsorbentové odbéry DBS a ve které nebyla zaznamenana
kontaminace sledovanymi anionty. Z tohoto divodu se bezsorbentové odbéry jevi jako vhodna
alternativa pro odbéry vzorka DBS.

Tabulka 3: Priimérna hmotnost sorbentii + SD a prislusné mnozstvi deionizované vody (DI)

Sorbent Prumérna 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

* Celkova hmotnost D300S je dana hmotnosti 1 disku (1,57 mg)
* Celkova hmotnost D300S je dana hmotnosti 1 disku (1,60 mg)
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Obrazek 23: Elektroforeogramy poréznich odbérovych sorbenti a polypropylenové vialky

s deionizovanou vodou (PP — DI), poradi pikii: (1) CI', (2) NO3 ™, (3) NO2 ", (4) SO+, (5)

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

4.2.7 Experimentalni stanoveni realnych koncentraci

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

Prumérna koncentrace aniontu + SD (mmol/l)

Vzorek CI NOs3~ NO2~ S04+ HFo Lac HAc

Bl 3436 0187+ 0053 0478+ 1,080+ 0,702 +
a 0,247 0,007 0,007 0,038 0,048 0,073

DBS - 93,983+ 0482+ 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
91,502+ 0300+ 0,061+ 0257+ 0215+ 3,584+

DBS-PP (360 0010 0003 0011 0010  0.139 _
ROmDIoENR 926708 0300 0078+ 0270+ 0179% 1312%
apilarni 1,428 0,003 0,004 0,006 0,002 0,045
krev
R? 09989 09963 09964 09993 09966 09998  0,9980

Anionty se v odbérovych kartaich Whatman 903 wvyskytuji pfiblizné v koncentracich
0,053-3,456 mmol/l, laktaty v pfipadé téchto blankti nebyly stanoveny z divodu jejich nizké
koncentrace. Piitomna kontaminace tedy muze vyznamné ovlivnit kvantitativni stanoveni
minoritnich aniontd (obzvlaste NOs~, NO2~, SO4*", mravencanil a octand — viz vysledky pro
DBS — Wh903).

Ve vzorcich DBS v polypropylenovych vialkach byly stanoveny koncentrace aniontu.
Nameétené 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 mravencany, 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
v kapilarni krvi nebyly naméfeny z diivodu jejich nizké koncentrace pod limitem detekce.
Stanovené koncentrace (s vyjimkou dusitant a laktati) odpovidaji hodnotam referencnich
rozmezi ¢i uvadénym primérim jednotlivych aniontd 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 urCena koncentrace sirant v lidském
krevnim séru (0,366-0,433 mmol/l) [111]; koncentrace dusitani a dusi¢nand ve vzorcich
plazmy stanovené pomoci Griessova testu byly praimérné 0,0042 mmol/l a 0,453 mmol/l [93];
metodou plynové chromatografie byla naméfeno mnozstvi octanu v plazmé, které cinilo
0,051 £ 0,005 mmol/l [112]. Pfedpokladame, Ze k navySeni koncentrace dusitand 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 dusledkem pomalejsiho zasychani kapalné krve ve vialce; ke zvySeni koncentraci laktata
dochazi v priabéhu schnuti krevni kapky (viz. kapitola 4.2.4 a obrazek 19) vlivem glykolyzy
v krevnich elementech [72]. Pro ostatni sledované analyty byly stanovené koncentrace aniont
v DBS a v kapilarni krvi srovnatelné a spliiovaly pozadavky pro klinické analyzy biologickych
vzorku [114].
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Neékteré 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 filtraénim
papiru Whatman nameéteny koncentrace chloridt (86,029 + 13,82 mmol/l) [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 mravencanu 0,122 + 0,011 mmol/l [99].

4.3 Navrh postupu bezsorbentovych odbéra DBS

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

Jak pipety, tak kapilary byly nejprve otestovany pomoci deionizované vody, kdy byl
10krat odebran pozadovany objem (5 a 10 ul), ktery byl zvazen 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 pfistupti odebrany vzorky kapilarni krve (5 pl) do
polypropylenovych vialek (1ml; P/N 5182-0567, Agilent, Némecko) podle postupu pfipravy
v kapitole 3.2.4.2. K témto vzorkim byly navic stejnym zpusobem piipraveny vzorky krve
o objemu 10 pl, které byly eluovany s upravenym objemem deionizované vody (300 ul) pro
zachovani stejného fediciho faktoru.

Obrazek 24 a 25 zobrazuje porovnani ploch anionti obsazenych ve vzorcich DBS
v polypropylenovych vialkéach, které byly pfipraveny pomoci pipet Eppendorf, SD Biosensor
a odbérovych kapilar. Dalsi obrazky 26 a 27 ukazuji porovnani vzorki pfipravenych pipetami
Eppendorf a JOANLAB. Vysledky ukazaly, ze vSechna testovana zafizeni dokazou presné
nadavkovat maly objem krve, coZz potvrzuji srovnatelna mnozstvi aniont v téchto obrazcich.
Obrazky 24 a 26 ukazuji velké odchylky laktatd, jejichz obsah je zavisly rozprostieni skvrny
a doby jejiho schnuti. V obrazkach lze pozorovat vyrazné vétsi plochy pika laktatd ve vzorcich
o objemu 10 pl pro vSechny testované postupy, jelikoz se vytvori vét§i skvrna, ktera schne
pomaleji a tim obsah laktatd vice narusta. Rizné postupy odbérti byly porovnatelné mezi
zafizenimi s vysokou mirou opakovatelnosti. Plochy pikti pro CE-C*D majoritnich stabilnich
iontt (chloridy a sirany) vykazovaly opakovatelnost < 6,5 % (RSD), coz spliiuje naroky na
metody klinickych analyzy (< 15 %) [114].

Vsechny pipety umoznily rychlou a snadnou manipulaci, kterou by po zaSkoleni ¢i
s manualem dokéazal i laik. Na dno polypropylenové vialky lze jednoduse nanést kapku krve.
Pipeta Eppendorf je z tohoto vybé&ru 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 ul). Tteti pipetou
je SD Biosensor, jejiz cena je okolo 300 K¢, ktera se lisi velikosti a jako jedina ma fixni objem
(10 ul). Ackoliv se tyto tii pipety lisi cenové, presnost odbérti a manipulace s nimi jsou témer
srovnatelné.
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Posledni z navrhovanych technik je pouziti sklenénych kapilar slouzicich pro odbér kapilarni
krve. Sklenéné kapilary byly pro co nejpfesnéjsi vyprazdnéni vlozeny do ocniho 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 (rozmeéry: vnéjsi
prumér 3,2 mm, vnitini pramér 1,0 mm a o délce 10 mm).

Pro odbér krve byla kapilara pfilozena ke kapce krve, kterou nasala kapilarnimi silami. Pro
vyprazdnéni krevniho vzorku do polypropylenové vialky byl balonek zmacknut zaroven se
zakrytim otvora. K dispozici je Siroky vybér kapilar s riznymi rozméry a objemy (cena za 1 kus
kapilary je cca 5-10 K¢). Cena kapatka se ptiblizn€ pohybuje kolem 20 K¢&. Jedna se o jednu
z moznosti odbéra presnych objemi krve, u které je tfeba vetsi mira zruCnosti a praxe pii
spravném vyprazdnovani kapilary a nanaseni krve na dno vialky. Jednim z moznych nedostatku
je rozptyleni krve do vétsi plochy ve vialce pii chybném pouziti (pfidani prebyte¢ného vzduchu
do kapky krve), coz muaze zapfiCinit jiz zminéné odchylky v naméfenych koncentracich,
zejména laktatu.

V tomto experimentu byly testovany 3 specifické pipety, lze ale pfedpokladat, ze pro
mikrovzorkovani by mély fungovat i dal§i komercné dostupné pipety. Pofizovaci cena pipet je
vy$$i, ale pfi dlouhodobém pravidelném pouzivani budou vyhodnéjsi nez jednorazové kapilary.
Jsou i uzivatelsky piivétivé z davodu jejich jednoduchého pouziti, a rovnéz cena piislusnych
pipetovacich Spicek je zanedbatelna. Pfi méné Castych odbérech je ekonomictéjsi variantou
pouziti kapatka s kapilarou, se kterym je ale tfeba se naucit spravn€ manipulovat. V§echny tyto
postupy tak umoziiuji i kvantitativni stanoventi, jelikoz nanasi zndmy a pfesny objem kapilarni
krve a vytvorena DBS je nasledné eluovana cela.

0,8 5 ®Eppendorf 5 pl ® Eppendorf 10 pl = Kapilara 5 pl © Kapilara 10 pl ® SD Biosensor 10 ul
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Obrazek 24: Porovndni riiznych pristupii mikrovzorkovani — pipety Eppendorf, pipety SD
Biosensor a odbérové kapildry (Podminky mérenti viz kapitola 3.4.2)
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Obrazek 25: Porovndni riiznych pristupii mikrovzorkovani — pipety Eppendorf, pipety SD
Biosensor a odbérové kapilary (Podminky méreni viz kapitola 3.4.2)
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Obrazek 26: Porovndni riiznych pristupii mikrovzorkovani — pipety Eppendorf a pipety
JOANLAB (Podminky mérenti viz kapitola 3.4.2)
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Obrazek 27: Porovndni riiznych pristupii mikrovzorkovani — pipety Eppendorf a pipety
JOANLAB (Podminky mérenti viz kapitola 3.4.2)

Obrazek 28: Testované zarizeni pro mikrovzorkovani (A...pipeta FEppendorf, B...pipeta
JOANLAB, C'...pipeta SD Biosensor, D...kapatko s odbérovou kapilarou)
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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 sorbentd. A tyto noveé navrzené
postupy pro bezsorbentové odbéry krevnich vzorka aplikovat na modelové analyty, konkrétné
na anorganické a organické ionty. Cilem této prace nebylo stanovit presné koncentrace kationtt
a aniontu v kapilari krvi, pro které v soucasnosti nejsou k dispozici referencni hodnoty,
protoze jsou obvykle stanovovany z krevni plazmy ¢i séra. Z davodu odli§né kompozice matric
kapilarni krve a plazmy/séra se mohou nase namétené koncentrace lisit od publikovanych
hodnot z jinych studii.

V soucasné dobe se vétsina vzorkii DBS odebira na porézni sorbenty na bazi celulozy ve
formé odbérovych karet. Bylo zjisténo, ze pii eluci DBS dochazi uvoliiovani nativnich slozek
sorbentli a kontaminovani vysledného eluatu. Kontaminace byla prokazana pro bézné
anorganické kationty (Na*, K*, Ca?*, Mg?* a NH4") a obdobné& pro anorganické a organické
anionty (C17, NO3;~, NO7", S04%", HFo, Lac a HAc). Tato kontaminace pravdépodobné pochazi
z procesu piipravy a vyroby celulozovych odbérovych sorbentii a mize vyznamné ovlivnit
nasledujici kvantitativni analyzy. Nékteré ionty (NH4™ a HAc) vykazovaly vyrazné rozdily ve
stanovovanych mnozstvich s velkymi odchylkami, a to jak mezi jednotlivymi odb&rovymi
kartami, tak i v ramci jediné odbérové karty.

Pfitomnost vyznamného mnozstvi kontaminujicich iont byla potvrzena analyzami eluati
vyrazenych diskd odbérovych karet Whatman 903. Majoritné zastoupenymi ionty byly zejména
Mg?*, Ca*, Na*, CI", SO4?", HFo a HAc. Tonty Na* a Cl™ pfitomné v sorbentech ovlivnily
kvantitativni analyzy méné vyznamneg, jelikoz v porovnani s jejich koncentracemi v DBS
vzorcich byly jejich pfispévky zanedbatelné (< 5 %). Naproti tomu, Ca** a Mg?* ionty velmi
vyznamné ovlivnily kvantitativni analyzu, jelikoz skutecné koncentrace v DBS zvysily
0200400 %. Kvantitativni analyzu vyznamné ovlivnily i SO4>~, HFo a HAc, protoze skuteéné
koncentrace v DBS zvysily o 200-500 %. Nékteré ztéchto iontl jsou markery pro fadu
onemocnéni a klinickych stavll (napf. maligni onemocnéni, hyperparatyre6za a naduzivani
alkoholu) a jejich nespravna kvantifikace maze mit fatalni dasledky.

Z hlediska sledované stability vykazuji kationty ve vzorcich DBS stabilitu v ramci tydne pii
skladovani pfi laboratorni teploté. V pripadé potieby by bylo vhodné tyto studie rozsifit na delsi
Casovy horizont a dal§i analyty. Tato stabilita jiz neplati pro anionty, jejichz obsah béhem
procesu schnuti a skladovani po dobu 8 dnt prudce rostl jiz v prvnich hodinach s vyjimkou
chloridt, sirand a laktatd vlivem mikrobialnich rozklad (rozklad dusikatych a uhlikatych
organickych molekul). Lze proto vyvodit zavér, ze odbérové karty Whatman 903 pro stanoventi
téchto vybranych kationt a anionti ve vzorcich DBS jsou nevhodné z divodu kontaminace
ionty ze sorbentil a nestability nékterych analytd. ZjiSténi presné pfiCiny narustu nebylo
predmétem této prace, probihajici procesy jsou specifické pro kazdy analyt a je nutné je urcit
pro kazdy analyt zvIast'.

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 karté Whatman 903, tak u vSech testovanych
sorbentd bylo pozorovano uvolfiovani kontaminanti. Nejvhodnéjsi ztéchto odbérovych
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zafizeni se jevily polymerni sorbenty Mitra, které vykazovaly nejmensi obsah kontaminanta.
U vybranych odbérovych zafizeni (napi. HemaPEN) muaze dojit k dalsi kontaminaci v prabéhu
odbéru vzorku, kdy krev prochazi pres sklenénou odbérovou kapilaru, kterd je pokryta
protisrazlivym ¢inidlem (napfiklad draselnou soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA)).
Kontaminace eluati vlivem celého odbérového procesu, tzn. i prichodem pies odbérové
kanalky, vyzaduje otestovani riznych dostupnych odbérovych zafizeni, coz nebylo predmétem
této prace.

Proto byl navrzen koncept odbéri DBS bez sorbentd, ktery zajistuje odbéry krve bez
kontaminace bé€znymi kationty a anionty a neovliviiyje tak stanoveni sledovanych analytd
v krevnich vzorcich. Vzorky krve byly odebirany do polypropylenovych vialek
(kompatibilnimi s komerénimi CE pfistroji), ve kterych byl uskute¢nén cely proces zpracovani
i analyz DBS. Obsah kationtii nameéfeny ve vzorcich DBS v polypropylenovych vialkach byl
srovnatelny se vzorky rozpusténé kapilarni krve, a tyto koncentrace byly v DBS stabilni po
dobu alespori jednoho tydne. Pti procesu schnuti a skladovani pii laboratorni teploté dochazelo
k narustu obsahu nékterych aniontt, ale v mensi mife nez v odbérovych kartach. Bylo ovéfeno,
Ze tento narust mohl byt dale zpomalen uchovavanim pii nizkych teplotach (zejména u dusitana
a mravencanl). Doba, po kterou mohou byt tyto méné stabilni anionty stanoveny v DBS
vzorcich je pfiblizné 1-2 dny, kdy je narust minimalni. Bezsorbentové odbéry krve do
polypropylenovych vialek se ukazaly jako nevhodné pro stanoveni laktatt, u kterych se
mnozstvi méni v zavislosti na dobé schnuti. Z téchto divoda jsou a budou zkoumany nové
postupy pro dalsi zlepSeni bezsorbentovych odbéri DBS. Prvotni experimenty potvrdily
napft. srovnatelné koncentrace laktatt v kapilarni krvi a v bezsorbentovych DBS, u kterych byla
vyrazné zkracena doba schnuti.

Pro zajisténi co nejpresnéjsich a uzivatelsky privétivych odbért krve do polypropylenovych
vialek byly otestovany tfi typy komercné dostupnych pipet a odbérové end-to-end kapilary pro
presné mikrovzorkovani malych objemu krve (5 a 10 ul). VSechny tyto pfistupy pii spravné
manipulaci vykazuji pfesné a opakovatelné odbéry a kvantitativni pfenos krevnich vzorki do
polypropylenovych vialek, proto mohou byt vhodné pro samoodbéry v domacim prostiedi 1 pro
odbéry ve zdravotnickych centrech.

Navrzeny koncept v této praci umoznil prekonat nékterd z uskali spojena s odb&rovymi
kartami. Jedna se o zakladni pilotni studii aplikovanou pouze na vybrané analyty, které slouzily
jako modelovy priklad. Tato studie nezahrnuje experimenty s dalSimi analyty, které mohou
generovat odlisné vysledky, a proto je nutné dalSi a S§ir$i testovani tohoto konceptu.
V néavaznosti na tuto diplomovou praci budou dale testovany vlastnosti bezsorbentovych
odbéri DBS pro stanoveni vybranych 1éCiv, ktera jsou vyrazné zadrzovana sorbenty
standardnich odbérovych karet, a také budou pokracovat studie zkoumajici vliv teploty
skladovani na vybrané nestabilni analyty.

63



6 SEZNAM POUZITE LITERATURY

(1]

(2]

(3]

(4]

(5]

[6]

(7]

(8]

SHARMA, Abhisheak, Swati JAISWAL, Mahendra SHUKLA a Jawahar LAL. Dried
blood spots: Concepts, present status, and future perspectives in bioanalysis. Drug
Testing and Analysis [online]. 2014, 6(5), 399—414 [vid. 2023-11-14]. ISSN 1942-7603,
1942-7611. Dostupné z: doi:10.1002/dta.1646

AIT BELKACEM, Ines, Noushine MOSSADEGH-KELLER, Penelope BOURGOIN,
Isabelle ARNOUX, Marie LOOSVELD, Pierre-emmanuel MORANGE, Thibaut
MARKARIAN, Pierre MICHELET, Jean Marc BUSNEL, Sandrine ROULLAND,
Franck GALLAND a Fabrice MALERGUE. Cell Analysis from Dried Blood Spots: New
Opportunities in Immunology, Hematology, and Infectious Diseases. Advanced Science
[online]. 2021, 8(18), 2100323 [vid.2023-11-14]. ISSN 2198-3844, 2198-3844.
Dostupné z: doi:10.1002/advs.202100323

TANNA, Sangeeta a Graham LAWSON. Analytical methods used in conjunction with
dried blood spots. Analytical Methods [online]. 2011, 3(8), 1709 [vid. 2023-11-14].
ISSN 1759-9660, 1759-9679. Dostupné z: doi:10.1039/c1ay05160a

CAPIAU, Sara, Herman VEENHOF, Remco A. KOSTER, Yngve BERGQVIST,
Michael BOETTCHER, Otto HALMINGH, Brian G. KEEVIL, Birgit C.P. KOCH,
Rafael LINDEN, Constantinos PISTOS, Leo M. STOLK, Daan J. TOUW, Christophe P.
STOVE a Jan-Willem C. ALFFENAAR. Official International Association for
Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology Guideline: Development and
Validation of Dried Blood Spot-Based Methods for Therapeutic Drug Monitoring.
Therapeutic Drug Monitoring [online]. 2019, 41(4), 409-430 [vid.2023-11-14].
ISSN 0163-4356. Dostupné z: doi:10.1097/FTD.0000000000000643

DVORAK, Milo§, Lenka RYSAVA a Pavel KUBAN. Capillary Electrophoresis with
Capacitively Coupled Contactless Conductivity Detection for Quantitative Analysis of
Dried Blood Spots with Unknown Blood Volume. Analytical Chemistry [online]. 2020,
92(1), 1557-1564 [vid.2023-11-14]. ISSN 0003-2700, 1520-6882. Dostupné
z: doi:10.1021/acs.analchem.9b04845

NETO, Ricardo, Andrew GOOLEY, Michael C. BREADMORE, Emily F. HILDER a
Florian LAPIERRE. Precise, accurate and user-independent blood collection system for
dried blood spot sample preparation. Analytical and Bioanalytical Chemistry [online].
2018, 410(14), 3315-3323 [vid. 2023-11-14]. ISSN 1618-2642, 1618-2650. Dostupné
z: doi:10.1007/s00216-018-0993-y

LEUTHOLD, Luc Alexis, Olivier HEUDI, Julien DEGLON, Marc RACCUGLIA, Marc
AUGSBURGER, Franck PICARD, Olivier KRETZ a Aurélien THOMAS. New
Microfluidic-Based Sampling Procedure for Overcoming the Hematocrit Problem
Associated with Dried Blood Spot Analysis. Analytical Chemistry [online]. 2015, 87(4),
2068-2071 [vid. 2023-11-14]. ISSN 0003-2700, 1520-6882. Dostupné
z: doi:10.1021/ac503931¢g

VELGHE, Sofie, Lisa DELAHAYE a Christophe P. STOVE. Is the hematocrit still an
issue in quantitative dried blood spot analysis? Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis [online]. 2019, 163, 188—196 [vid. 2023-11-20]. ISSN 07317085.
Dostupné z: doi:10.1016/j.jpba.2018.10.010

64



[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

Elektrolyty. LAB TESTS ONLINE [online]. 2010. Dostupné
z: https://www .labtestsonline.cz/elektrolyty.html

KUBAN, Pavel a Petr BOCEK. Capillary electrophoresis with capacitively coupled
contactless conductivity detection: A universal tool for the determination of supported
liquid membrane selectivity in electromembrane extraction of complex samples. Journal
of Chromatography A [online]. 2012, 1267, 96—101 [vid. 2023-12-03]. ISSN 00219673.
Dostupné z: doi:10.1016/j.chroma.2012.07.010

KUBAN, Pavel a Peter C. HAUSER. Fundamental aspects of contactless conductivity
detection for capillary electrophoresis. Part I: Frequency behavior and cell geometry.
ELECTROPHORESIS [online]. 2004, 25(20), 3387-3397 [vid. 2024-03-25].
ISSN 0173-0835, 1522-2683. Dostupné z: doi:10.1002/elps.200406059

ZAKARIA, Rosita, Katrina J. ALLEN, Jennifer J. KOPLIN, Peter ROCHE a Ronda F.
GREAVES. Advantages and Challenges of Dried Blood Spot Analysis by Mass
Spectrometry Across the Total Testing Process. EJIFCC. 2016, 27(4), 288-317.
ISSN 1650-3414.

WAGNER, Michel, David TONOLI, Emmanuel VARESIO a Gérard HOPFGARTNER.
The use of mass spectrometry to analyze dried blood spots. Mass Spectrometry Reviews
[online]. 2016, 35(3), 361438 [vid.2023-11-14]. ISSN 0277-7037, 1098-2787.
Dostupné z: doi:10.1002/mas.21441

DENNIFF, Philip a Neil SPOONER. Volumetric Absorptive Microsampling: A Dried
Sample Collection Technique for Quantitative Bioanalysis. Analytical Chemistry
[online]. 2014, 86(16), 8489-8495 [vid. 2023-11-14]. ISSN 0003-2700, 1520-6882.
Dostupné z: doi:10.1021/ac5022562

WILHELM, Abraham J., Jeroen C. G. DEN BURGER a Eleonora L. SWART.
Therapeutic Drug Monitoring by Dried Blood Spot: Progress to Date and Future
Directions. Clinical Pharmacokinetics [online]. 2014, 53(11), 961-973 [vid. 2023-11-
14]. ISSN 0312-5963, 1179-1926. Dostupné z: doi:10.1007/s40262-014-0177-7

LUGINBUHL, Marc a Stefan GAUGLER. The application of fully automated dried
blood spot analysis for liquid chromatography-tandem mass spectrometry using the
CAMAG DBS-MS 500 autosampler. Clinical Biochemistry [online]. 2020, 82, 33-39
[vid. 2023-11-14]. ISSN 00099120. Dostupné z: doi:10.1016/j.clinbiochem.2020.02.007

TIMMERMAN, Philip, Steve WHITE, Susanne GLOBIG, Silke LUDTKE, Leonarda
BRUNET, John SMERAGLIA, a CONTRIBUTORS, OTHER EBF MEMBER
COMPANIES LISTED AT END OF ARTICLE. EBF recommendation on the validation
of bioanalytical methods for dried blood spots. Bioanalysis [online]. 2011, 3(14), 1567—
1575 [vid. 2023-11-14]. ISSN 1757-6180, 1757-6199. Dostupné
z: doi:10.4155/bio.11.132

EIBAK, Lars Erik Eng, Anne Bee HEGGE, Knut Einar RASMUSSEN, Stig
PEDERSEN-BJERGAARD a Astrid GJELSTAD. Alginate and Chitosan Foam
Combined with Electromembrane Extraction for Dried Blood Spot Analysis. Analytical
Chemistry [online]. 2012, 84(20), 8783—-8789 [vid. 2023-11-14]. ISSN 0003-2700, 1520-
6882. Dostupne z: doi:10.1021/ac301996n

65


https://www.labtestsonline.cz/elektrolyty.html

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

LI, Wenkui a Francis L. S. TSE. Dried blood spot sampling in combination with LC-
MS/MS for quantitative analysis of small molecules. Biomedical Chromatography
[online]. 2010, 24(1), 49-65 [vid. 2023-11-14]. ISSN 0269-3879, 1099-0801. Dostupné
z: doi:10.1002/bmc.1367

LIM, Mark D. Dried Blood Spots for Global Health Diagnostics and Surveillance:
Opportunities and Challenges. The American Journal of Tropical Medicine and Hygiene
[online]. 2018, 99(2), 256-265 [vid.2023-11-18]. ISSN 0002-9637, 1476-1645.
Dostupné z: doi:10.4269/ajtmh.17-0889

MOAT, Stuart J., Roanna S. GEORGE a Rachel S. CARLING. Use of Dried Blood Spot
Specimens to Monitor Patients with Inherited Metabolic Disorders. International
Journal of Neonatal Screening [online]. 2020, 6(2), 26 [vid. 2023-11-18]. ISSN 2409-
515X. Dostupné z: doi:10.3390/1jns6020026

RYSAVA, Lenka, Milo§ DVORAK a Pavel KUBAN. Dried Blood Spot Self-Sampling
with Automated Capillary Electrophoresis Processing for Clinical Analysis. Angewandte
Chemie International Edition [online]. 2021, 60(11), 6068-6075 [vid. 2023-11-14].
ISSN 1433-7851, 1521-3773. Dostupné z: doi:10.1002/anie.202012997

GRUNER, Nico, Oumaima STAMBOULI a R. Stefan ROSS. Dried Blood Spots -
Preparing and Processing for Use in Immunoassays and in Molecular Techniques.
Journal of Visualized Experiments [online]. 2015, (97), 52619 [vid. 2023-11-18].
ISSN 1940-087X. Dostupné z: doi:10.3791/52619

ME], Joanne V., J. Richard ALEXANDER, Barbara W. ADAM a W. Harry HANNON.
Use of Filter Paper for the Collection and Analysis of Human Whole Blood Specimens.
The Journal of Nutrition [online]. 2001, 131(5), 1631S-1636S [vid. 2023-11-18].
ISSN 00223166. Dostupné z: doi:10.1093/jn/131.5.1631S

SKOGVOLD, Hanne Bendiksen, Helge ROOTWELT, Léon REUBSAET, Katja
Benedikte Presto ELGSTOEN a Steven Ray WILSON. Dried blood spot analysis with
liquid chromatography and mass spectrometry: Trends in clinical chemistry. Journal of
Separation Science [online]. 2023, 46(15), 2300210 [vid. 2024-03-02]. ISSN 1615-9306,
1615-9314. Dostupné z: doi:10.1002/jss¢.202300210

BORSCH-SUPAN, Axel, Luzia M. WEISS, Martina BORSCH-SUPAN, Alan J.
POTTER, Jake COFFEREN a Elizabeth KERSCHNER. Dried blood spot collection,
sample quality, and fieldwork conditions: Structural validations for conversion into
standard values. American Journal of Human Biology [online]. 2021, 33(4), e23517
[vid. 2023-11-28]. ISSN 1042-0533, 1520-6300. Dostupné z: doi:10.1002/ajhb.23517

DOWNS, Jennifer A., Paul L. A.M. CORSTIENS, Julius MNGARA, Peter LUTONIJA,
Raphael ISINGO, Mark URASSA, Dieuwke KORNELIS a Govert J. VAN DAM.
Correlation of serum and dried blood spot results for quantitation of Schistosoma
circulating anodic antigen: A proof of principle. Acta Tropica [online]. 2015, 150, 59—
63 [vid. 2023-11-27]. ISSN 0001706X. Dostupné
z: doi:10.1016/j.actatropica.2015.06.026

66



[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

Cytiva Whatman™ 903 Protein Saver Card, USA. Fisher scientific [online]. 2023.
Dostupné z: https://www fishersci.com/shop/products/whatman-903-protein-saver-
card-us/05715121

ZAILANI, Nur Nabihah Binte a Paul Chi-Lui HO. Dried Blood Spots—A Platform for
Therapeutic Drug Monitoring (TDM) and Drug/Disease Response Monitoring (DRM).
European Journal of Drug Metabolism and Pharmacokinetics [online]. 2023, 48(5),
467-494 [vid. 2023-11-27]. ISSN 0378-7966, 2107-0180. Dostupné
z: doi:10.1007/s13318-023-00846-4

ARCA-LAFUENTE, Sonia, Cristina CASANUEVA—BENiTEZ, Celia CRESPO-
BERMEJO, Violeta LARA-AGUILAR, Luz MARTIN-CARBONERO, Ignacio DE
LOS SANTOS, Ricardo MADRID a Veronica BRIZ. 903 Protein Saver cards: the best
alternative for dried blood spot storage at room temperature for HCV RNA. Scientific
Reports [online]. 2022, 12(1), 10124 [vid. 2023-11-27]. ISSN 2045-2322. Dostupné
z: d0i:10.1038/s41598-022-14375-8

Whatman 903 Protein Saver Card. Tay.lor Scientific [online]. 2024. Dostupné
z: https://www taylorscientific.com/whatman-903-proteinsaver-card

Biosamples  collection  cards. @AHLSTROM  [online]. 2023.  Dostupné
z: https://www.ahlstrom.com/products/medical-life-sciences-and-laboratory/specimen-
collection-cards/Biosamples-collection-cards/

BIOSAMPLES COLLECTION AND PRESERVATION [online]. B.m.: AHLSTROM
MUNKSJO. 2019. Dostupné z: https://www.ahlstrom.com/globalassets/x-
old/files/medical-care-and-life-science-files/medical-ba-literature/ahlstrom-munksjo-
specimen-collection-cards-portfolio.pdf

CARLING, Rachel S., Erin C. EMMETT a Stuart J. MOAT. Evaluation of volumetric
blood collection devices for the measurement of phenylalanine and tyrosine to monitor
patients with phenylketonuria. Clinica Chimica Acta [online]. 2022, 535, 157-166
[vid. 2023-11-20]. ISSN 00098981. Dostupné z: doi:10.1016/j.cca.2022.08.005

THANGAVELU, Manchu Umarani, Bert WOUTERS, Alida KINDT, Irwin K. M.
REISS a Thomas HANKEMEIER. Blood microsampling technologies: Innovations and
applications in 2022. Analytical Science Advances [online]. 2023, 4(5-6), 154-180
[vid. 2023-11-25]. ISSN 2628-5452, 2628-5452. Dostupné
z: doi:10.1002/ansa.202300011

SHITOLE, Vaibhav, Komal BHAMARE, Prasoon KUMAR a Pinaki SENGUPTA.
Technological advancement in dry blood matrix microsampling and its clinical relevance
in quantitative drug analysis. Bioanalysis [online]. 2020, 12(20), 1483-1501 [vid. 2023-
11-20]. ISSN 1757-6180, 1757-6199. Dostupné z: doi:10.4155/bio-2020-0211

MINGAS, Panagiotis-Dimitrios, Jurij ZDOVC, Iztok GRABNAR a Tomaz VOVK. The
Evolving Role of Microsampling in Therapeutic Drug Monitoring of Monoclonal
Antibodies in Inflammatory Diseases. Molecules [online]. 2021, 26(6), 1787 [vid. 2023-
11-27]. ISSN 1420-3049. Dostupné z: doi:10.3390/molecules26061787

67


https://www.fishersci.com/shop/products/whatman-903-protein-saver-
https://www.taylorscientific.com/whatman-903-proteinsaver-card
https://www.ahlstrom.com/products/medical-life-sciences-and-laboratory/specimen-
https://www.ahlstrom.com/globalassets/x-

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

LONDHE, Vaishali a Madhura RAJADHYAKSHA. Opportunities and obstacles for
microsampling techniques in bioanalysis: Special focus on DBS and VAMS. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis [online]. 2020, 182, 113102 [vid. 2023-11-27].
ISSN 07317085. Dostupné z: doi:10.1016/j.jpba.2020.113102

BAILLARGEON, Keith R. a Charles R. MACE. Microsampling tools for collecting,
processing, and storing blood at the point-of-care. Bioengineering & Translational
Medicine [online]. 2023, 8(2), €10476 [vid. 2023-11-27]. ISSN 2380-6761, 2380-6761.
Dostupné z: doi:10.1002/btm2.10476

Mitra  Devices. neoteryx by TRAJAN  [online]. 2023. Dostupné
z: https://www.neoteryx.com/volumetrically-accurate-micro-sampling-vams-collection-
devices

The Mitra Microsampling User Guide [online]. B.m.: Neoteryx. Dostupné
z: https://www.neoteryx.com/extraction-microsampling-user-guide-2021

PROTTI, Michele, Camilla MARASCA, Marco CIRRINCIONE, Andrea CAVALLI,
Roberto MANDRIOLI a Laura MERCOLINI. Assessment of capillary volumetric blood
microsampling for the analysis of central nervous system drugs and metabolites. The
Analyst [online]. 2020, 145(17), 5744-5753 [vid. 2023-11-25]. ISSN 0003-2654, 1364-
5528. Dostupné z: doi:10.1039/DOANO1039A

KOCUR, Arkadiusz a Tomasz PAWINSKI. Volumetric Absorptive Microsampling in
Therapeutic Drug Monitoring of Immunosuppressive Drugs—From Sampling and
Analytical Issues to Clinical Application. International Journal of Molecular Sciences
[online]. 2022, 24(1), 681 [vid.2023-11-27]. ISSN 1422-0067. Dostupné
z: do0i:10.3390/ijms24010681

VELGHE, Sofie a Christophe P. STOVE. Evaluation of the Capitainer-B Microfluidic
Device as a New Hematocrit-Independent Alternative for Dried Blood Spot Collection.
Analytical Chemistry [online]. 2018, 90(21), 12893-12899 [vid. 2023-11-24].
ISSN 0003-2700, 1520-6882. Dostupné z: doi:10.1021/acs.analchem.8b03512

Capitainer®B - Easy, Reliable, Accurate Dried Blood Spot Sampling. Capitainer
[online]. 2023. Dostupné z: https://capitainer.com/capitainerb/

hemaPEN. neoteryx by TRAJAN [online]. 2023. Dostupné
z: https://www.neoteryx.com/hemapen-dried-blood-spot-collection

DEPREZ, Sigrid, Lucia PANIAGUA-GONZALEZ, Sofie VELGHE a Christophe P.
STOVE. Evaluation of the Performance and Hematocrit Independence of the HemaPEN
as a Volumetric Dried Blood Spot Collection Device. Analytical Chemistry [online].
2019, 91(22), 14467-14475 [vid. 2023-11-25]. ISSN 0003-2700, 1520-6882. Dostupné
z: doi:10.1021/acs.analchem.9b03179

HEMAXIS DB10 WHOLE BLOOD COLLECTION DEVICE. HemaXis [online]. 2018.
Dostupné z: https://hemaxis.com/products/hemaxis-db10/

68


https://www.neoteryx.com/volumetrically-accurate-micro-sampling-vams-collection-
https://www.neoteryx.com/extraction-microsampling-user-guide-2021
https://capitainer.com/capitainerb/
https://www.neoteryx.com/hemapen-dried-blood-spot-collection
https://hemaxis.com/products/hemaxis-dblO/

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

VELGHE, Sofie, Sigrid DEPREZ a Christophe P. STOVE. Fully automated therapeutic
drug monitoring of anti-epileptic drugs making use of dried blood spots. Journal of
Chromatography A [online]. 2019, 1601, 95-103 [vid. 2023-12-17]. ISSN 00219673.
Dostupné z: doi:10.1016/j.chroma.2019.06.022

GARZA, Kyana Y. a Clarke WILLIAM. Dried Blood Spots and Beyond. Association for
Diagnostics &  Laboratory  Medicine  [online]. 1. zafi 2022.  Dostupné
z: https://www.myadlm.org/cln/articles/2022/september/dried-blood-spots-and-beyond

CAMAG® DBS-MS 500 HCT. CAMAG® [online]. Dostupné
z: https://dbs.camag.com/product/camag-dbs-ms-500-hct

DVORAK, Milos, Ondrej MORAVCIK a Pavel KUBAN. Capillary Electrophoresis
with Interchangeable Cartridges for Versatile and Automated Analyses of Dried Blood
Spot Samples. Analytical Chemistry [online]. 2023, 95(31), 11823—-11830 [vid. 2024-03-
31]. ISSN 0003-2700, 1520-6882. Dostupné z: doi:10.1021/acs.analchem.3c02474

MORAVCIK, Ondrej, Milo§ DVORAK a Pavel KUBAN. Autonomous capillary
electrophoresis processing and analysis of dried blood spots for high-throughput
determination of uric acid. Analytica Chimica Acta [online]. 2023, 1267, 341390
[vid. 2024-04-09]. ISSN 00032670. Dostupné z: doi:10.1016/j.aca.2023.341390

KUBAN, Pavel a Petr BOCEK. Direct coupling of supported liquid membranes to
capillary electrophoresis for analysis of complex samples: A tutorial. Analytica Chimica
Acta [online]. 2013, 787, 10-23 [vid.2023-12-03]. ISSN 00032670. Dostupné
z: doi:10.1016/j.aca.2013.04.065

GRUNDMANN, Marco a Frank-Michael MATYSIK. Analyzing small samples with
high efficiency: capillary batch injection—capillary electrophoresis—mass spectrometry.
Analytical and Bioanalytical Chemistry [online]. 2012, 404(6-7), 1713—-1721 [vid. 2023-
12-03]. ISSN 1618-2642, 1618-2650. Dostupné z: doi:10.1007/s00216-012-6282-2

SLAMPOVA, Andrea a Pavel KUBAN. Injections from sub-puL sample volumes in
commercial capillary electrophoresis. Journal of Chromatography A [online]. 2017,
1497, 164-171 [vid. 2023-12-03]. ISSN 00219673. Dostupné
z: doi:10.1016/j.chroma.2017.03.064

LAUER, Henk H. a Gerard P. ROZING. High Performance Capillary Electrophoresis:
A primer. [online]. Second completely revised edition. Germany: Agilent Technologies,
Inc. 2009-2018, 2018. 5990-3777EN. Dostupné z: www.agilent.com/chem/CE

XIE, Hai-Yang a You-Zhao HE. Green analytical methodologies combining liquid-phase
microextraction with capillary electrophoresis. TrAC Trends in Analytical Chemistry
[online]. 2010, 29(7), 629-635 [vid.2023-12-03]. ISSN 01659936. Dostupné
z: doi:10.1016/j.trac.2010.02.017

KUBAN, Pavel a Peter C. HAUSER. 20th anniversary of axial capacitively coupled
contactless conductivity detection in capillary electrophoresis. TrAC Trends in
Analytical Chemistry [online]. 2018, 102, 311-321 [vid. 2023-12-03]. ISSN 01659936.
Dostupné z: doi:10.1016/j.trac.2018.03.007

69


https://www.myadlm.org/cln/articles/2022/september/dried-blood-spots-and-beyond
https://dbs.camag.com/product/camag-dbs-ms-500-hct
http://www.agilent.com/chem/CE

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

BRITO-NETO, José Geraldo Alves, José Alberto FRACASSIDA SILVA, Lucas
BLANES a Claudimir Lucio DO LAGO. Understanding Capacitively Coupled
Contactless Conductivity Detection in Capillary and Microchip Electrophoresis. Part 1.
Fundamentals. Electroanalysis [online]. 2005, 17(13), 1198-1206 [vid. 2023-12-03].
ISSN 1040-0397, 1521-4109. Dostupné z: doi:10.1002/elan.200503237

LOPEZ, C., R. NEHME, B. CLAUDE, Ph. MORIN, J. P. MAX, R. PENA, M.
PELISSOU a J. P. RIBET. A Convenient Approach to Simultaneous Analysis of a
Pharmaceutical Drug and Its Counter-Ion by CE Using Dual-Opposite End Injection and
Contactless Conductivity Detection. Chromatographia [online]. 2012, 75(1-2), 25-32
[vid. 2023-12-03]. ISSN 0009-5893, 1612-1112. Dostupné z: doi:10.1007/s10337-011-
2154-8

NEHME, Reine, Adrien LASCAUX, Raphaél DELEPEE, Bérengére CLAUDE a
Philippe MORIN. Capillary electrophoresis procedure for the simultaneous analysis and
stoichiometry determination of a drug and its counter-ion by using dual-opposite end
injection and contactless conductivity detection: Application to labetalol hydrochloride.
Analytica Chimica Acta |online]. 2010, 663(2), 190-197 [vid.2023-12-03].
ISSN 00032670. Dostupné z: doi:10.1016/j.aca.2010.01.032

KUBAN, Pavel a Peter C. HAUSER. A review of the recent achievements in capacitively
coupled contactless conductivity detection. Analytica Chimica Acta [online]. 2008,
607(1), 15-29 [vid. 2023-12-03]. ISSN 00032670. Dostupné
z: doi:10.1016/j.aca.2007.11.045

MALSAGOVA, Kristina, Artur KOPYLOV, Alexander STEPANOV, Tatyana
BUTKOVA, Alexander IZOTOV a Anna KAYSHEVA. Dried Blood Spot in
Laboratory: Directions and Prospects. Diagnostics [online]. 2020, 10(4), 248 [vid. 2023-
12-19]. ISSN 2075-4418. Dostupné z: doi:10.3390/diagnostics10040248

MCCLENDON-WEARY, Bryttany, Diane L. PUTNICK, Sonia ROBINSON a Edwina
YEUNG. Little to Give, Much to Gain—What Can You Do With a Dried Blood Spot?
Current Environmental Health Reports [online]. 2020, 7(3), 211-221 [vid. 2023-12-19].
ISSN 2196-5412. Dostupné z: doi:10.1007/s40572-020-00289-y

DEMIREV, Plamen A. Dried Blood Spots: Analysis and Applications. Analytical
Chemistry [online]. 2013, 85(2), 779-789 [vid. 2023-12-19]. ISSN 0003-2700, 1520-
6882. Dostupné z: doi:10.1021/ac303205m

ZIMOVA, Lucie. Co ukaze krev? Krevni skupiny [online]. 2017, XVII(1-2). Dostupné
z: https://www.pharmanews.cz/vydani/pharma-news-01-2017/

Composition of Capillary Blood. LabCE [online]. Dostupné
z: https://www .labce.com/spg860122_composition_of_capillary_blood.aspx

Sodik. LAB TESTS ONLINE [online]. 1. kvéten 2010. Dostupné
z: https://www labtestsonline.cz/sodik.html

Draslik. LAB TESTS ONLINE [online]. 1. kvéten 2010. Dostupné
z: https://www labtestsonline.cz/draslik.html

70


https://www.pharmanews.cz/vydani/pharma-news-01-2017/
https://www.labce.com/spg860122_composition_of_capillary_blood.aspx
https://www.labtestsonline.cz/sodik.html
https://www.labtestsonline.cz/draslik.html

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]
[86]

ZIMA, Tomas a Katefina ,MRAZOVA. Normalni laboratorni hodnoty dospélych.
VELKY LEKARSKY SLOVNIK [online]. Dostupné
z: https://lekarske.slovniky.cz/normalni-hodnoty

Laboratorni pfiruc¢ka. Fakultni nemocnice Ostrava [online]. 11. leden 2023. Dostupné
z: https://www.mnof.cz/docs/okb_laboratorni_prirucka/_start.htm

SUBRTOVA, Marie a Halina MATEJOVA. Sodik a jeho vliv na zdravi. Hygiena. 2015,
60(4), 149-154. ISSN 1802-6281.

Draslik (P/S). Fakulni nemocnice Plzen [online]. Dostupné
z: https://old.fnplzen.cz/pracoviste/ukbh/detail.asp?1d=94

Laboratorni metody. SYNLAB [online]. Dostupné
z: https://www.synlab.cz/fileadmin/user_upload/Podklady_PDF/Laboratorn%C3%AD_
metody___Synlab.html

Draslik  (K+, Kalium). Vase  laboratore  [online]. 2019.  Dostupné
z: https://www.vaselaboratore.cz/seznam-vysetreni/biochemie/item/draslik-k-kalium

Vapnik. LAB TESTS ONLINE [online]. 2. kvéten 2010. Dostupné
z: https://www .labtestsonline.cz/vapnik.html

Vapnik.  Ndrodni  zdravomicky  informacni  portdl  [online].  Dostupné
z: https://www.nzip.cz/clanek/1146-vapnik

Magnézium. LAB TESTS ONLINE [online]. 8. zari 2008. Dostupné
z: https://www .labtestsonline.cz/magnezium.html

Hot¢ik.  Ndrodni  zdravomicky  informacni  portal  [online].  Dostupné
z: https://www.nzip.cz/clanek/1148-horcik

Hot¢ik (Mg, Magnesium). VaSe Ilaboratore [online]. 2019. Dostupné
z: https://www.vaselaboratore.cz/seznam-vysetreni/biochemie/item/horcik-mg-
magnesium

Amoniak. LAB  TESTS ONLINE [online].  21.fijen 2008.  Dostupné
z: https://www labtestsonline.cz/amoniak.html

THOMAS, Lothar, ed. Clinical laboratory diagnostics: use and assessment of clinical
laboratory results. 1. ed. Frankfurt/Main: TH-Books-Verl.-Ges, 1998. ISBN 978-3-
9805215-4-3.

Hlaseni vysledk( v kritickych intervalech. PREVEDIG Laboratorné diagnostické
centrum [online]. Dostupné z: https://www.prevedig.cz/2-uncategorised/333-vysledky-
v-kritickych-intervalech.html

Chloridy. Vitalion [online]. Dostupné z: https://laborator.vitalion.cz/chloridy/

Chloridy. LAB TESTS ONLINE [online]. 16. zari 2008. Dostupné
z: https://www .labtestsonline.cz/chloridy.html

71


https://www.mnof.cz/docs/okb_laboratorni_prirucka/_start.htm
https://old.fnplzen.cz/pracoviste/ukbh/detail.asp?id=94
https://www.synlab.cz/fileadmin/user_upload/Podklady_PDF/Laboratorn%C3%AD_
https://www.vaselaboratore.cz/seznam-vysetreni/biochemie/item/draslik-k-kalium
https://www.labtestsonline.cz/vapnik.html
https://www.nzip.ez/clanek/l
https://www.labtestsonline.cz/magnezium.html
https://www.nzip.ez/clanek/l
https://www.vaselaboratore.cz/seznam-vysetreni/biochemie/item/horcik-mg-
https://www.labtestsonline.cz/amoniak.html
https://www.prevedig.cz/2-uncategorised/333-vysledky-
https://laborator.vitalion.cz/chloridy/
https://www.labtestsonline.cz/chloridy.html

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

Chloridy Cl-. Vase laboratore [online]. Dostupné
z: https://www.vaselaboratore.cz/seznam-vysetreni/biochemie/item/chloridy-cl

Laktat. Vase laboratore [online]. Dostupné z: https://www.vaselaboratore.cz/seznam-
vysetreni/biochemie/item/laktat

Laktat. Vitalion [online]. Dostupné z: https://laborator.vitalion.cz/laktat/

UEDA, Toshiko, Tsuyoshi MAEKAWA a Kazuyuki NAKAMURA. Plasma Nitrite and
Nitrate Determination. In: Stephen M. PALFREY Clinical Applications of Capillary
Electrophoresis [online]. New Jersey: Humana Press, 1999 [vid. 2024-04-17], s. 203—
208. ISBN 978-1-59259-689-8. Dostupné z: doi:10.1385/1-59259-689-4:203

SHIVA, Sruti, Sheila FRIZZELL a Mark T. GLADWIN. Nitrite and Heme Globins.
In: Nitric Oxide [online]. B.m.: Elsevier, 2010 [vid. 2024-04-17], s. 605-626. ISBN 978-
0-12-373866-0. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-373866-0.00019-8

ZHAQ, Jiao, Jun WANG, Yaling YANG a Yunhui LU. The Determination of Nitrate
and Nitrite in Human Urine and Blood by High-Performance Liquid Chromatography
and Cloud-Point Extraction. Journal of Chromatographic Science [online]. 2015, 53(7),
1169-1177 [vid. 2024-04-17]. ISSN 0021-9665, 1945-239X. Dostupné
z: doi:10.1093/chromsci/bmu212

MOSHAGE, H, B KOK, J] R HUIZENGA a P L JANSEN. Nitrite and nitrate
determinations in plasma: a critical evaluation. Clinical Chemistry [online]. 1995, 41(6),
892-896 [vid. 2024-04-17]. ISSN 0009-9147, 1530-8561. Dostupné
z: doi:10.1093/clinchem/41.6.892

KIM, Minyoul, Suncheun KIM, Wonkyung YANG a Juhyun SIM. Determination of
nitrite and nitrate in postmortem whole blood samples of 10 sodium nitrite poisoning
cases: The importance of nitrate in determining nitrite poisoning. Forensic Science
International [online]. 2022, 335, 111279 [vid. 2024-04-17]. ISSN 03790738. Dostupné
z: doi:10.1016/j.forsciint.2022.111279

Y AN, Hui, Xiangyi ZHUO, Baohua SHEN, Ping XIANG a Min SHEN. Determination
of Nitrite in Whole Blood by High-Performance Liquid Chromatography with
Electrochemical Detection and a Case of Nitrite Poisoning. Journal of Forensic Sciences
[online]. 2016, 61(1), 254-258 [vid.2024-04-17]. ISSN 0022-1198, 1556-40209.
Dostupné z: doi:10.1111/1556-4029.12918

Sulfate. health matters [online]. Dostupné z: https://healthmatters.io/understand-blood-
test-results/sulfate

WARING, R. H. a L. V. KLOVRZA. Sulphur Metabolism in Autism. Journal of
Nutritional & Environmental Medicine [online]. 2000, 10(1), 25-32 [vid. 2024-04-16].
ISSN 1359-0847, 1364-6907. Dostupné z: doi:10.1080/13590840050000861

BLINN, C M, B A BIGGEE, T E MCALINDON, M NUITE aJ E SILBERT. Sulphate
and osteoarthritis: decrease of serum sulphate levels by an additional 3-h fast and a 3-h
glucose tolerance test after an overnight fast. Annals of the Rheumatic Diseases [online].
2006, 65(9), 1223-1225  [vid. 2024-04-16].  ISSN 0003-4967.  Dostupné
z: doi:10.1136/ard.2006.052571

72


https://www.vaselaboratore.cz/seznam-vysetreni/biochemie/item/chloridy-cl
https://www.vaselaboratore.cz/seznam-
https://laborator.vitalion.cz/laktat/
https://healthmatters.io/understand-blood-

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

KUBAN, Pavel a Petr BOCEK. Direct analysis of formate in human plasma, serum and
whole blood by in-line coupling of microdialysis to capillary electrophoresis for rapid
diagnosis of methanol poisoning. Analytica Chimica Acta [online]. 2013, 768, 82—-89
[vid. 2024-04-16]. ISSN 00032670. Dostupné z: doi:10.1016/j.aca.2013.01.021

HOVDA, Knut Erik, Yvonne Elisabeth LAO, Gaut GADEHOLT a Dag JACOBSEN.
Formate test for bedside diagnosis of methanol poisoning. Basic & Clinical
Pharmacology & Toxicology [online]. 2021, 129(1), 86-88 [vid. 2024-04-16].
ISSN 1742-7835, 1742-7843. Dostupné z: doi:10.1111/bcpt. 13597

ZAKHAROV, Sergey, Ivana KURCOVA, Tomas NAVRATIL, Tomas SALEK, Martin
KOMARC a Daniela PELCLOVA. Is the Measurement of Serum Formate Concentration
Useful in the Diagnostics of Acute Methanol Poisoning? A Prospective Study of 38
Patients. Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology [online]. 2015, 116(5), 445451
[vid. 2024-04-16]. ISSN 1742-7835, 1742-7843. Dostupné z: doi:10.1111/bcpt.12338

KUBAN, Petr, Frantifek FORET a Robert BOCEK. Capillary electrophoresis with
contactless conductometric detection for rapid screening of formate in blood serum after
methanol intoxication. Journal of Chromatography A [online]. 2013, 1281, 142—-147
[vid. 2024-04-15]. ISSN 00219673. Dostupné z: doi:10.1016/j.chroma.2013.01.035

RAJENDRAM, Roshanna, Rajkumar RAJENDRAM a Victor R. PREEDY. Ethanol
Metabolism and Implications for Disease. In: Neuropathology of Drug Addictions and
Substance Misuse [online]. B.m.: Elsevier, 2016 [vid. 2024-04-17], s.377-388.
ISBN 978-0-12-800213-1. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-800213-1.00035-3

RAJENDRAM, R., R. HUNTER a V. PREEDY. Alcohol: Absorption, Metabolism, and
Physiological Effects. In: Encyclopedia of Human Nutrition [online]. B.m.: Elsevier,
2013 [vid. 2024-04-17], s. 40-49. ISBN 978-0-12-384885-7. Dostupné
z: doi:10.1016/B978-0-12-375083-9.00005-2

PRAVASI, S.D. Acetic Acid. In: Encyclopedia of Toxicology [online]. B.m.: Elsevier,
2014 [vid. 2024-04-17], s. 33-35. ISBN 978-0-12-386455-0. Dostupné
z: doi:10.1016/B978-0-12-386454-3.00216-5

DVORAK, Milo§, Manuel MIRO a Pavel KUBAN. Automated Sequential Injection-
Capillary Electrophoresis for Dried Blood Spot Analysis: A Proof-of-Concept Study.
Analytical Chemistry [online]. 2022, 94(13), 5301-5309 [vid. 2024-03-19]. ISSN 0003-
2700, 1520-6882. Dostupné z: doi:10.1021/acs.analchem.1c05130

DVORAK, Milos, Richard MARSALA a Pavel KUBAN. In-vial dried urine spot
collection and processing for quantitative analyses. Analytica Chimica Acta [online].
2023, 1254, 341071 [vid. 2024-02-28]. ISSN 00032670. Dostupné
z: doi:10.1016/j.aca.2023.341071

BAILY, Kim. Healthcare Facts for Simulation Technology Specialists: The Fun
,Fizzyology" of IV~ Fluids. SIMGHOSTS [online]. 122016. Dostupné
z: https://simghosts.org/news/509080/Healthcare-Facts-for-Simulation-Technology-
Specialists-The-Fun-Fizzyology-of-IV-Fluids.htm///

73


https://simghosts.org/news/509080/Healthcare-Facts-for-Simulation-Technology-

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

SINAGLOVA, Dana. Hemolyza. Jak ovliviiuje vysledek? Klinické Laboratore Tabor
[online]. 1éto 2019. Dostupné z: https://www.klt.cz/aktuality/odborne-akce/hemolyza-
jak-ovlivnuje-vysledek

KOVACS, L., C. B. ZAMBONI, L. A. S. NUNES, T. F. LOURENCO a D. V.
MACEDO. Concentrations of ions and metals in blood of amateur and elite runners using
NAA. Journal of Radioanalytical and Nuclear Chemistry [online]. 2013, 297(3), 393—
398 [vid. 2024-04-20]. ISSN 0236-5731, 1588-2780. Dostupné z: doi:10.1007/s10967-
012-2382-x

CHATTARAJ, Sarnath a Arabinda K. DAS. Indirect atomic absorption spectrometric
determination of sulfate in human blood serum. The Analyst [online]. 1992, 117(3), 413
[vid. 2024-04-24]. ISSN 0003-2654, 1364-5528. Dostupné
z: d0i:10.1039/an9921700413

TOLLINGER, C. D., H. J. VREMAN a M. W. WEINER. Measurement of acetate in
human blood by gas chromatography: effects of sample preparation, feeding, and various
diseases. Clinical Chemistry. 1979, 25(10), 1787—-1790. ISSN 0009-9147.

CAO, Jing, Rachel EDWARDS, Janette CHAIREZ a Sridevi DEVARAJ. Validation of
capillary blood analysis and capillary testing mode on the epoc Point of Care system.
Practical Laboratory Medicine [online]. 2017, 9, 24-27 [vid. 2024-04-20].
ISSN 23525517. Dostupné z: doi:10.1016/j.plabm.2017.07.003

Bioanalytical method validation - Scientific guideline. European Medicine Agency

[online]. Dostupné z: https://www.ema.europa.eu/en/bioanalytical-method-validation-
scientific-guideline

74


https://www.klt.cz/aktuality
https://www.ema.europa.eu/en/bioanalytical-method-validation-

