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ABSTRAKT 

Krevní vzorky jsou standardně analyzovány ve formě plazmy nebo séra. Jako alternativa pro 

vzorkování a skladování krve se stále častěji uplatňují suché krevní skvrny (DBS). 

V předložené disertační práci jsou DBS zpracovány a analyzovány kapilární elektroforézou 

(CE), která byla v minulosti pro analýzu DBS využívána velmi zřídka. Nicméně CE nabízí 

mnohé výhody, dané vývojem této techniky v poslední době, kterými standardní analytické 

metody nedisponují. Přímé spojení CE s mikroextrakčními technikami a simultánní stanovení 

analytů přítomných v komplexních matricích vede k minimalizaci nebo eliminaci nedostatků 

DBS analýz, jako je například vliv matrice, vliv hematokritu a nehomogenní distribuce analytů 

v DBS. V nejjednodušším možném uspořádání je dosaženo úpravy, dávkování a analýzy DBS 

vzorků výhradně komerční CE přístrojem. Vývojem nových plně rozpustných vzorkovacích 

materiálů pro DBS je dosaženo lepších extrakčních vlastností a kvantitativních výsledků. 

Vyvinuté postupy zahrnují nové metody pro účinnou úpravu DBS vzorků a jejich přímou 

analýzu bez nutnosti zásahu operátora a dosahují dostatečnou selektivitu a citlivost pro 

stanovení významných analytů nejenom v DBS, ale i v dalších vzorcích se složitými matricemi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

KLÍČOVÁ SLOVA 

Suché krevní skvrny, kapilární elektroforéza, přímé spojení, aminokyseliny, acidická a bazická 

léčiva, mikroextrakční techniky, rozpustné polymerní pěny.  
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ABSTRACT 

Blood samples are normally analyzed in the form of plasma or serum. As an alternative 

for blood sampling and storage, dry blood spots (DBS) have been increasingly used in recent 

years. In the actual dissertation thesis, DBS are processed and analyzed by capillary 

electrophoresis (CE), which has been very rarely used for DBS analysis in the past. However, 

CE offers several features, given by the recent development of this technique, not available 

for standard analytical methods. Direct coupling of microextraction techniques to CE 

and simultaneous determination of analytes present in complex matrices leads to minimization 

or elimination of deficiencies in DBS analysis, for example the effect of sample matrix, 

hematocrit effect, and inhomogeneous distribution of analytes in DBS. In the simplest possible 

arrangement, sample treatment, injection, and analysis of DBS samples are achieved 

exclusively by a single commercial CE instrument. Application of newly developed fully 

soluble materials for DBS sampling offers better extraction efficiency and more accurate 

quantitation. The developed concepts include new methods for efficient treatment of DBS 

samples and their direct analysis without the need for operator intervention and they provide 

sufficient selectivity and sensitivity for the determination of important analytes not only in DBS 

but also in other complex samples. 

 

 

KEYWORDS 

Dried blood spots, capillary electrophoresis, in-line coupling, amino acids, acidic and basic 

drugs, microextraction techniques, soluble polymer foams.  
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1 ÚVOD 

Krevní vzorky se v klinické praxi standardně odebírají a zpracovávají v „mokrém“ stavu, tedy 

ve formě krevní plazmy nebo séra získaného odběrem venózní krve. Alternativní technikou 

může být vzorkování kapilární krve ve formě suchých krevních skvrn (DBS) [1]. Odběr 

a analýza vzorků krve ve formě DBS se stávají v oblasti analytické chemie populární technikou 

(viz obr. č. 1). Poprvé v roce 1963 R. Guthrie ukázal, že odběr malého objemu krve z paty nebo 

bříška prstu na kousek filtračního papíru, který byl poté několik dní skladován, by mohl 

poskytnout spolehlivá analytická měření pro klinické studie [2]. Od té doby je odběr DBS široce 

využíván pro screeningové vyšetření vrozených metabolických poruch u novorozenců [3]. 

V posledních letech se DBS uplatňuje také v oblasti farmakokinetiky, toxikologie [4], 

preklinickém a klinickém vývoji léčiv [5, 6] a při terapeutickém monitorování léčiv [7, 8, 9]. 

Nicméně je dlouhá cesta k tomu, aby byla tato technika vzorkování plně využívána, jak 

ve výzkumu, tak i v klinické praxi zejména kvůli problémům s nehomogenitou výsledného 

vzorku a kvantitativním stanovením. 

 Překvapivé je, že v širokém portfoliu analytických technik používaných při vývoji 

vzorkování a analýz DBS je kapilární elektroforéza (CE) málo používanou technikou. 

CE je totiž předurčena k analýze vzorků s minimálními objemy, tudíž nedochází k velkému 

zředění analytů eluovaných z DBS. Tato separační technika také umožňuje v krátkém čase 

současně stanovit více složek vzorku. CE instrumentaci je možné přímo spojit s různými 

technikami mikroextrakce, které umožňují přečištění vzorku a případně i zakoncentrování 

analytů [9, 10]. 

 

Obr. č. 1: Publikační činnost v jednotlivých letech v období 1963–2022 v oblasti použití DBS. 

(Extrahováno z databáze WOS použitím klíčového slova „dried blood spot“). 
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2 ŘEŠENÁ PROBLEMATIKA SUCHÝCH KREVNÍCH SKVRN 

2.1 Metody přípravy DBS 

Ve srovnání s konvenčním vzorkováním žilní krve je vzorkování DBS příjemnější a jednodušší 

metodou odběru vzorků s větším komfortem pro pacienta. Odběr DBS má řadu výhod 

a nevýhod oproti konvenčnímu odběru vzorků ze žíly. Hlavní výhodou DBS je méně invazivní 

odběr vzorku. Místo bolestivé venepunkce s následným odebráním venózní krve v řádech 

mililitrů se malé množství kapilární krve (obvykle menší než 50 µl) odebírá z vpichu lancetou 

z paty (u kojenců), z bříška prstu (u dospělých) nebo z ocasu (u zvířat). Odběr vzorků je tedy 

vhodný pro všechny skupiny pacientů, kde může být venepunkce příliš invazivní [1]. Odběr 

DBS je díky jednoduchosti možno provést samotnými pacienty.  

 Odebraná krev se nanese na vzorkovací kartu a ponechá se 2‒3 hodiny volně sušit 

na okolním vzduchu [8]. Velkou výhodou DBS je dlouhodobá stabilita analytů ve srovnání 

se vzorky krevní plazmy nebo séra, protože při sušení vzorků krve je řada látek, např. enzymů, 

deaktivována. Vzorkovací karty mohou být použity pro sběr, skladování a analýzu i jiných 

biologických materiálů, než je krev (např. moč, plazma, sérum). Pro transport do laboratoře 

jsou karty zabaleny do uzavíratelného plastového sáčku s vysoušedlem a jsou poslány poštou 

nebo jinými přepravními společnostmi. V laboratoři jsou buď podrobeny analýze, nebo jsou 

uskladněny pro další použití [10]. 

 Problematika nedostatků při vzorkování a analýze DBS je komplexně zkoumána. Odběr 

malého objemu krve v řádech µl je jedna z hlavních výhod, ale paradoxně i nevýhod, protože 

je možné provést zpracování vzorku před vlastní analýzou jen jednou a není k dispozici 

náhradní vzorek. Odběr vzorků DBS není vhodný pro analyty citlivé na vzduch a pro těkavé 

analyty [1, 9]. Koncentrace analytů v kapilární krvi se mohou lišit od koncentrací ve venózní 

krvi a musí být stanovena korelace mezi těmito dvěma matricemi před jakoukoli 

farmakokinetickou a toxikokinetickou analýzou nebo před terapeutickým monitorováním léčiv. 

Jedním z nejdůležitějších parametrů, ovlivňujících odběr DBS a následnou kvantitativní 

analýzu, je však hodnota hematokritu v krvi [9, 11]. Hematokrit udává poměr objemu erytrocytů 

k celkovému objemu krve a pohybuje se mezi 0,37 a 0,51 (tj. 37 % a 51 %) u zdravého 

dospělého jedince [12]. Hematokrit je za fyziologických okolností vyšší u novorozenců 

(45 – 60 %) a u populace žijících ve vysokých nadmořských výškách [13, 14]. Hematokrit 

má přímý vliv na velikost krevní skvrny nanesené na vzorkovací DBS kartu. Například vyšší 
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hodnota hematokritu značí vyšší viskozitu krve, což má za následek menší plochu krevní skvrny 

na vzorkovací DBS kartě. Naopak krev s nízkou hodnotou hematokritu poskytne větší plochu 

krevní skvrny [11]. Různá hodnota hematokritu odebraných vzorků také indukuje 

nehomogenitu krevní skvrny na DBS kartě. Dochází k tzv. „halo efektu“, kdy krevní buňky 

zůstávají na středu nanesené krevní skvrny, zatímco plazma migruje k periferii. V případě, 

že se pro analýzu použije jen výřez různých částí DBS může vliv hematokritu mít negativní 

dopad na kvantitativní analýzu DBS [9, 15, 16]. 

2.1.1 Vzorkovací karty 

Pro odběr vzorků krve ve formě DBS se používají různé komerční DBS karty podle typu 

analytických požadavků. Karty Whatman 903 se běžně používají pro screeningové vyšetření 

novorozenců. Karty FTA DMPK typu A, B, C se používají pro farmakokinetické 

nebo toxikokinetické studie a karty FTA Elute jsou určeny především k purifikaci DNA. 

Pro odběr krve byly legislativními orgány schváleny karty Whatman 903, Ahlstrom GenSaver 

2.0 a Perkin Elmer 226 [8]. 

 Odběrové karty pro vzorkování DBS jsou vyrobeny z celulózy. Na kartě jsou vyznačené 

oblasti (viz obr. č. 2), do kterých se nadávkuje vzorek a nechá se po dobu 2‒3 hodin schnout. 

Karty jsou skladovány v uzavíratelných plastových obalech s vysoušedlem [17, 18]. 

 

Obr. č. 2: Příklad odběrové karty se čtyřmi odběrovými zónami (Whatman 903). 

2.1.2 Odběr krve a vzorkovaní na DBS karty 

Způsoby odběru krve pro vzorkování ve formě DBS jsou stále řešenou problematikou, 

protože mají určitá omezení, která brání jejich širšímu využití. Před samotným odběrem kapky 

krve je nutné místo vpichu prohřát (teplou vodou po dobu 5 minut pro zvýšení prokrvenosti) 
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a vydesinfikovat. Pro odběr DBS se kapilární krev získává z vpichu automatickou lancetou 

do paty (obr. č. 3 - A) nebo bříška prstu (obr. č. 3 - B). Krev se nevymačkává, ale okolí místa 

vpichu se mírně masíruje pro podporu průtoku krve [15]. První kapka je setřena sterilním 

tamponem, protože obsahuje více tkáňové tekutiny a mohla by mít vliv na výslednou analýzu. 

Druhá kapka je odebrána na vzorkovací kartu s přesně definovanou savostí přiložením 

k vyznačené hranici, která vymezuje množství odebrané krve. Je kladen důraz na to, aby krev 

vyplnila celou vyznačenou odběrovou zónu na DBS kartě. Místo vpichu je po odběru 

vydesinfikováno [17]. 

  

Obr. č. 3: Nejvhodnější zóny odběru pro DBS vzorky, A – z paty novorozence, B – z bříška prstu [17]. 

 DBS se v minulosti používaly především pro kvalitativní a semikvantitativní analýzu. 

S vývojem analytických přístrojů se metodika DBS začala uplatňovat i pro kvantitativní 

analýzu, kdy je nutné znát přesný objem vzorku, který byl odebrán. Pro kvantitativní analýzu 

je metoda odběru z kapky krve limitována z hlediska odebrání opakovaného a přesného objemu 

vzorku také dochází k nerovnoměrné distribuci krve na odběrové DBS kartě vlivem 

hematokritu – viz kapitola 2.1 [17, 15]. 

 Jedním z přístupů, jak je možné zjistit objem krve nanesený na DBS kartě, je měření 

specifické vodivosti eluátu. Obsah hlavních složek krve určujících specifickou vodivost 

je pro zdravou populaci konstantní, proto lze objem krve odebraný na DBS kartu stanovit 

měřením vodivosti vodného DBS eluátu [19]. Podobně lze pro korelaci objemu krve 

naneseného na DBS kartu použít koncentraci některých anorganických iontů (např. sodíku 

a draslíku) v DBS eluátu [20, 21]. Dalším zpřesněním může být odebrání přesného objemu 

pomocí pipety nebo jednorázové skleněné kapiláry diskutované zde volumetrických 

odběrových zařízení (diskutovaných v kapitole 2.1.3 a 2.1.4) kalibrovaných na přesný objem 

v řádech µl [15]. 

A 

B 
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 Z odběrového místa se krev odebere do kalibrované skleněné kapiláry (obr. č. 4 – A). 

Následně se naplněná kapilára přiloží k odběrové kartě (obr. č. 4 – B) až do úplného přenosu 

krve na kartu. Velká pozornost musí být věnována odběru a sušení vzorku, protože nedostatečné 

množství odebrané krve nebo případně málo usušený vzorek může znehodnotit výsledky 

analýzy [15]. 

   

Obr. č. 4: Odběr a vzorkování kapilární krve pomocí skleněné kapiláry na vzorkovací DBS kartu; 
A – odběr kapilární krve z bříška prstu do skleněné kapiláry, B – přenos odebrané krve na DBS kartu. 

 Vzorkovací DBS karta s odebranými skvrnami se ponechá 2‒3 hodiny schnout ve stojanu 

při laboratorní teplotě. Proces schnutí nesmí být urychlen působením horkého vzduchu 

ani ponecháním na slunci [17]. Takto připravené karty s DBS vzorky je možné skladovat 

zabalené v uzavíratelném plastovém obalu s vysoušedlem, nebo je lze poslat k analýze 

do laboratoře. Odběrové karty DBS jsou legislativními orgány považovány za materiál 

bez biologického nebezpečí, a proto mohou být transportovány běžnou přepravní službou 

do laboratoře. Metoda vzorkování kapilární krve v podobě DBS je díky jednoduchosti odběru 

a transportu vhodná pro odběr vzorků v domácnosti nebo v místech s omezenými možnostmi 

odebírání vzorků plazmy nebo séra [10].  

2.1.3 VAMS (Volumetric absorptive microsampling)  

Tato technika odměrného vzorkování mikro-objemů se používá k získání suchých krevních 

vzorků nebo jiných biologických matric pro řadu bioanalytických analýz [22]. Rozvíjí techniku 

odběru krve na odběrové DBS karty, která se široce používá v posledních 40 letech. 

VAMS je technika, která významně eliminuje některé nevýhody dosavadní metody odběru 

DBS (zpřesňuje odebraný objem a eliminuje vliv hematokritu, tzv. „halo efekt“) [22, 23]. 

 Zařízení VAMS obsahuje plastovou rukojeť s absorpční špičkou vyrobenou z hydrofilního 

polymeru (viz obr. č. 5). Podle velikosti polymerní špičky je absorbováno do pórů 10 µl, 20 µl 

nebo 30 µl krve [22, 24]. 

A B 
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Obr. č. 5: Odběrové zařízení VAMS na objem 10 µl, nalevo – VAMS bez krve, napravo – VAMS 

s odebranou krví [22]. 

 Odběr technikou VAMS se provádí přiložením špičky ke kapce krve, přičemž je nutné, 

aby krev nepřišla do kontaktu s plastovou rukojetí a nedošlo tak k přeplnění odběrového 

zařízení. Odběr kapilární krve z bříška prstu pomocí VAMS se provádí pod úhlem 45°, jak je 

definováno výrobcem (viz obr. č. 6A). Poté se vzorek nechá ve stojanu uschnout (viz obr. č. 

6B) a takto připravený vzorek je možné skladovat nebo upravit pro analýzu v laboratoři 

(viz obr. č. 6C) [24]. 

     

Obr. č. 6: Odběr vzorku kapilární krve pomocí VAMS; A – krevní kapka se získává z vpichu do bříška 
prstu lancetou a poté se první kapka setře sterilním tamponem. Dotykem polymerní špičky pod úhlem 
45° se z druhé kapky odebere vzorek, B – odebraný vzorek se suší ve stojanu 2‒3 hodiny, 

C – pro analýzu je polymerní špička odlomena do elučního rozpouštědla [24]. 

 Polymerní špičky byly navrženy jako alternativní vzorkovací materiál vzhledem k jejich 

předdefinovaným konstantním rozměrům a absorpčním vlastnostem, což umožňuje odebrat 

přesné objemy vzorků nezávisle na obsahu hematokritu v odebrané krvi. VAMS je stále více 

uznávanou alternativou ke konvenčním odběrům pomocí DBS odběrových karet [24, 25]. 

Absorpční 
špička 

Rukojeť 

45° 

A B C 
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2.1.4 Další komerční odběrové zařízení pro vzorkování kapilární krve 

Vzorkování na odběrové DBS karty je prezentováno jako neinvazivní odběr kapilární krve. 

DBS poskytuje kvantitativní informaci v případě, že je na odběrovou kartu odebrán přesný 

objem vzorku. Odběr přesného objemu vzorku kapilární krve na kartu ve vybavené laboratoři 

s vyškoleným personálem je jednoduše proveditelný, ale pro klinické studie při odběru vzorku 

mimo laboratoř je odběr přesného objemu obtížný.  

 V posledních letech byly navrženy různé strategie pro eliminaci tohoto problému 

(např. VAMS viz kapitola 2.1.3). Dalším z nich je mikrofluidní zařízení pro odběr krve na DBS 

kartu (Hemaxis, Capitainer) [26, 27, 28]. Zařízení obsahuje mikrofluidní kanálky 

s předdefinovaným objemem 5 a 10 μl, které jsou integrovány s odběrovou kartou. Další 

komerční odběrové zařízení je na bázi skleněných kapilár (hemaPEN), krev je vzorkována 

na předem vyříznutý papírový disk [15]. I když jsou popsané postupy pro odběr kapilární krve 

realizovány odlišně, jejich cílem je odběr přesného objemu vzorku na odběrové médium, 

což je klíčové pro přesnou kvantifikaci. 

2.1.5 Alternativní materiály pro vzorkování kapilární krve 

V posledních letech byly zkoumány různé materiály pro odběr DBS, které v některých 

aspektech překonávají standardní odběrová média. A. Gjelstad a její kolektiv představili 

alternativní alginátové a chitosanové materiály, které jsou při eluci rozpustné, na rozdíl 

od standardních celulózových vzorkovacích DBS karet a polymerních VAMS [18]. Alginát 

a chitosan jsou biopolymery, které se mohou vyrábět ve formě vláken, pěn nebo gelů a jsou 

komerčně používané v oblastech hojení ran, tkáňového inženýrství a při řízeném uvolňování 

léčiv [29, 30]. Krevní skvrna je nanesena na alginátový nebo chitosanový materiál a usušena. 

Následně je skladována nebo podrobena analýze stejným způsobem jako u vzorků odebraných 

standardně na DBS karty. Při eluci se materiál rozpustí v elučním roztoku a výsledný eluát 

se přímo používá pro další zpracování a analýzu. Skutečnost, že se během eluce rozpustí celý 

odběrový materiál, a tím pádem také celá DBS, může zajistit zlepšení výtěžnosti pro sledované 

analyty. Nicméně, protože se vzorkovací sorbenty DBS rozpustí, zvýší se komplexnost eluátu, 

které proto nejsou přímo kompatibilní s následnou analýzou a je nutná jejich úprava. 

U komerčně dostupných DBS karet byly výtěžky až 5krát nižší, než v případě vzorkování 

na alginátový nebo chitosanový materiál, kde výtěžky u vybraných analytů dosahovaly 
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až 100 %. Zvýšené výtěžnosti představují obrovský potenciál pro vývoj a aplikaci 

alternativních materiálů, protože dosud tyto materiály nejsou běžně používané [18]. 

V budoucnu by tyto rozpustné materiály mohly najít uplatnění u VAMS technologií, 

které doposud používají pro vzorkování polymerní špičku z nerozpustného materiálu.  

2.2 Analýza DBS vzorků 

Připravené DBS na odběrových médiích (viz kapitola 2.1) mohou být v laboratoři buď 

skladovány nebo podrobeny analýze. Pro analýzu je nutné z DBS karty vyříznout vhodnou část 

skvrny. U odběru z kapky krve, která nemá přesně definovaný objem vzorku na odběrové kartě, 

dochází k nerovnoměrné distribuci krve kvůli různým hladinám hematokritu (viz kapitola 2.1). 

Dochází tak ke snížení přesnosti a opakovatelnosti kvantitativních analýz [15] zvláště, když 

jsou pro analýzu použity disky vyražené z různých míst odebrané DBS [9]. Vhodnějším 

přístupem pro eliminaci negativního vlivu hematokritu je vzorkování přesného objemu krve 

a následně vyřezání celé DBS [11] (viz kapitola 2.1.2).Vzorkování krve na perforovanou zónu 

nebo předem vyražený disk z DBS karty se provádí proto, aby všechna krev byla zachycena 

pouze v definované oblasti [11, 15, 31, 32]. 

 Standardní postup zpracování odběrových médií je proces náročný na čas a na posloupnost 

pracovních úkonů. Při eluci se vyříznutý disk se vzorkem suché krve umístí do vialky 

a převrství se vhodným rozpouštědlem. Podle typu zvoleného rozpouštědla se mohou do eluátu 

uvolnit různé analyty a složky krve. Vzniklý kapalný eluát se odstředí nebo odpaří 

do sucha a rekonstituuje vhodným rozpouštědlem [18]. Běžně se pro eluci používá 

deionizovaná voda, případně slabá kyselina, zásada nebo je možné krevní skvrnu eluovat směsí 

vody a metanolu (či acetonitrilu) nebo čistým organickým rozpouštědlem. Organická 

rozpouštědla se pro eluci používají v případě, že je pro analýzu nezbytně nutné vysrážet 

proteiny ze vzorku nebo pro eluci nepolárních látek. Při eluci dochází u stanovovaných analytů 

ke snížení jejich koncentrace v porovnání s původní kapilární krví, proto musí být pro jejich 

stanovení použity citlivé analytické metody [1, 18].  

 Pro některé metody jsou nutné ještě další kroky úpravy vzorku jako je derivatizace 

(pro zvýšení citlivosti detekce nebo těkavosti stanovovaných analytů), případně působení 

ultrazvuku (pro zlepšení extrakční nebo eluční výtěžnosti). Proces úpravy je zvolen podle 

stanovovaných analytů a použité analytické metody. Příklady různých instrumentálních 

analytických metod použitých k analýze vzorků DBS jsou uvedeny v tab. č. 1.  Byly vybrány 
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tak, aby znázornily rozsah použitých analytických metod v závislosti na jejich dosažených 

limitů detekce (LOD) [1]. 

Tab. č. 1: Vybrané příklady analytických metod použitých na vzorky DBS [1, 3]. 

Metoda stanovení Zpracování DBS vzorku LOD [µg/ml] Aplikace* 

GC-MS Derivace/eluce části skvrny 1,0  NBS 

GC-MS/MS Derivatizace/eluce 2,0.10-5 TDM 

LC-UV Eluce DBS disku 1,5.10-3 TDM / NBS 

LC-fluorescence Eluce DBS disku, derivatizace 5,0.10-3 TDM 

LC-MS Eluce DBS disku 1,0.10-3 TDM / NBS / DMPK 

LC-MS/MS Eluce DBS disku 2,0.10-4 TDM / NBS / DMPK 

LC-HRMS Eluce DBS disku 0,1 TDM 

DESI-MS Přímý nástřik vzorku 0,01 NBS / TDM 

DART-MS Přímý nástřik vzorku 0,3 TDM 

ICP-MS Eluce DBS disku 0,03 Elementární analýza 

CE-ESI-MS Eluce DBS disku 0,03 NBS 

*   DART-MS = hmotnostní spektrometrie s přímou analýzou v reálném čase, DESI-MS = hmotnostní spektrometrie 

s desorpční elektrosprejovou ionizací, DMPK = metabolismus léčiv / farmakokinetika, GC = plynová chromatografie, 

HRMS = hmotnostní spektrometrie s vysokým rozlišením, ICP-MS = hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným 

plazmatem, LC = kapalinová chromatografie, MS = hmotnostní spektrometrie, NBS = novorozenecký screening, 

TDM = terapeutické monitorování léčiv 

 Je docela překvapivé, že v širokém portfoliu analytických technik používaných pro analýzu 

DBS je CE velmi málo používanou analytickou koncovkou. Ve srovnání s jinými analytickými 

technikami aplikovanými pro analýzu analytů z DBS eluátu je CE instrumentace mnohem 

jednodušší a finančně méně náročná. Dosud byla CE v této oblasti využita pouze pro analýzu 

biochemicky významných sloučenin [33, 34] a aminokyselin [3]. CE je však předurčena 

pro analýzy minimálního objemu vzorků. Navíc je to technika pro rychlé separace umožňující 

současné monitorování více složek vzorku najednou v krátkém časovém intervalu. 

Tyto charakteristiky CE mohou být užitečné při analýze různých analytů v DBS eluátu. 
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Navíc instrumentace CE je ve srovnání s jinými analytickými technikami mnohem jednodušší 

a umožňuje přímé propojení s různými technikami mikroextrakce [35, 36]. 

2.3 Instrumentace kapilární elektroforézy 

Schematický nákres CE instrumentace je znázorněn na obr. č. 7. Skládá se ze zdroje vysokého 

napětí (0–30 kV), dvou platinových elektrod, separační kapiláry z křemenného skla s vnější 

vrstvou polyimidu (vnitřní průměr kapiláry 10–100 μm, délka kapiláry 30–70 cm), dvou vialek 

s roztokem elektrolytu (BGE), detektoru a systému pro sběr dat připojeného k počítači [36]. 

 Nabité analyty jsou separovány v kapiláře na základě jejich různé elektroforetické mobility, 

velikosti a směru elektroosmotického toku. Ionty migrují separační kapilárou různou rychlostí 

a oddělí se do jednotlivých zón, které jsou detekovány v různých časech při průchodu 

detektorem. Jednotlivé zóny jsou následně vizualizovány ve formě elektroforeogramu, 

kde jednotlivé píky odpovídají zónám iontů se stejnou elektroforetickou mobilitou [37]. 

Výhodou CE je, že může být provedena v mnoha operačních módech, které umožňují separace 

kladně a záporně nabitých stejně tak jako neutrálních analytů. 

 

Obr. č. 7: Schematický nákres kapilární elektroforézy [36]. 

 CE je jednou z nejrychleji vyvíjejících se analytických technik [38], existuje pro to několik 

důvodů. Jedním z nich je jednoduchost CE instrumentace a s tím spojené nízké náklady 

na spotřební materiál (kapilára aj.), dále také vysoká separační účinnost, minimální spotřeba 

roztoků a vzorků. Nevýhodou CE instrumentace je nižší dlouhodobá stabilita analytického 

sytému ve srovnání s chromatografickými technikami a nižší citlivost detekce při použití 

UV-VIS detektoru. 
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 Nižší stabilita systémů CE je způsobena malými změnami elektroosmotického 

toku, ke kterému dochází vlivem postupného opotřebení vnitřního povrchu separační kapiláry 

a tím jsou způsobeny změny v migračních časech analytů a účinnosti jejich separace [39]. 

Pro zlepšení stability elektroosmotického toku CE systému se mohou do BGE přidat 

vysokomolekulární sloučeniny (např. deriváty celulózy a polymerní roztoky), které ovlivní 

povrchový náboj na vnitřní stěně kapiláry a potlačí vliv elektroosmotického toku [36]. 

 Dávkované množství vzorku (standardně v řádu pl až nl) do CE je limitováno objemem 

separační kapiláry. Celková efektivní dráha optických detektorů v CE je dána vnitřním 

průměrem separačních kapilár. Krátká optická dráha detektoru je spolu s malým objemem 

dávkovaného vzorku důvodem nižší citlivosti CE analýz, proto byly zkoumány různé přístupy 

pro zlepšení detekčních limitů. Nejjednodušší alternativou je použití selektivnějších 

a citlivějších detekčních zařízení ve spojení s CE, například hmotnostní spektrometrie (MS) 

[40] nebo laserem indukovanou fluorescence [41]. Detekční citlivost může být také zvýšena 

použitím vhodných procesů úpravy vzorků (viz kapitola 2.4), které umožní při spojení 

s komerční CE přečištění, zakoncentrování a následnou analýzu analytů (viz kapitola 2.5) [36]. 

2.4 Mikroextrakční techniky 

Analýza DBS není triviálním úkolem z důvodů komplexního složení matrice a nízké 

koncentrace většiny stanovovaných analytů. Kapilární krev obsahuje krevní elementy, vysoké 

koncentrace proteinů (~70 g/l), malé anorganické ionty (~ 300 mM), lipidy (~8 g/l) a také další 

biochemicky významné látky, jako je glukóza, močovina, aminokyseliny a mastné 

kyseliny. Některé matriční složky (obzvláště makromolekulární) mohou ulpívat na vnitřních 

strukturách analytických systémů, zejména kolon (v kapalinové a plynové chromatografii) 

a separačních kapilár (v CE), což může vést k nižší analytické účinnosti nebo může dojít 

až k poškození analytického systému [36]. 

 Přímé dávkování komplexních krevních vzorků do analytického systému bez předchozí 

úpravy je možné jen výjimečně. Tradičně se pro úpravu používají techniky založené na extrakci 

kapalina-kapalina (LLE) a extrakci na pevné fázi (SPE). Techniky LLE vyžadují velké objemy 

organických rozpouštědel a vzorků. SPE pracuje s velkými objemy vzorků, na druhou stranu 

ji lze snadno miniaturizovat a automatizovat, proto může být používána v klinické praxi 

[42, 43]. V minulosti byly k tradičním extrakčním technikám navrženy alternativní přístupy, 

které kladou stále větší důraz na úsporu času, snížení pořizovacích a provozních nákladů, 
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zjednodušení a automatizaci celého procesu a také na snížení spotřeby organických činidel. 

Dalším cílem vývoje nových extrakčních technik byla také snaha o přímé spojení s analytickým 

systémem. Jednou z dalších motivací pro vývoj byla i možnost izolace sledovaných sloučenin 

přímo v místě odběru [36, 44]. Zvláštní pozornost je v poslední době věnována 

mikroextrakčním technikám založených na přenosu analytů přes membránu, mezi které patří 

mikrodialýza [45], extrakce přes dutá vlákna [46-48], extrakce přes kapalnou membránu 

na pevném nosiči (SLM) [49-51] a elektromembránové extrakce [51, 52]. 

 Po více než tři desetiletí je značný zájem o vývoj mikroextrakčních technik [53-58] 

a zejména o mikroextrakci přes SLM [46, 49-51, 53, 57, 59, 60]. V extrakcích přes SLM jsou 

cílové analyty přeneseny z mililitrového objemu donoru do SLM a následně do mikrolitrového 

objemu akceptoru na opačné straně SLM. SLM je obvykle vytvořena jako tenká vrstva 

rozpouštědla nemísitelného s vodou ukotveného v nosném materiálu a působí jako selektivní 

bariéra pro přenos cílových analytů. Složky matrice vzorku (krevní elementy, solné ionty, 

proteiny a další interferující složky) jsou účinně zadržovány SLM, která zajistí přečištění 

vzorku. Navíc, objem akceptoru je nižší než objem vzorku, a proto dochází k zakoncentrování 

cílových analytů v akceptoru, který může být použit pro opakované analýzy na CE systémech. 

Mikroextrakční techniky tak mohou být řešením pro CE analýzy vzorku obsahujících nízké 

koncentrace analytů, které by jinak byly pod detekčními limity použité CE metody [36, 61]. 

2.5 Spojení CE s mikroextrakčními technikami 

Mikroextrakční techniky se většinou používají v off-line uspořádání, kde je krok úpravy 

prováděn odděleně a výsledný extrakt je manuálně přenesen do analytického systému. Existují 

však aplikace, u kterých je tento off-line přenos vzorků nevhodný z důvodu možné kontaminace 

při ruční manipulaci nebo nutnosti bezobslužných analýz. Automatizace extrakčního 

a analytického procesu je v popředí zájmu. V minulosti byla publikována originální uspořádání 

pro přímé spojení různých technik membránové extrakce k běžně dostupným analytickým 

metodám (převážně k separačním metodám) [35, 49, 62]. Instrumentace rutinně používaných 

analytických metod (HPLC, MS) jsou složité a nákladné, proto je nutný další vývoj, zejména 

s ohledem na kvantitativní analýzu [63, 64]. 

 Narozdíl od výše uvedených metod využívá CE výrazně jednodušší instrumentaci a nižší 

dávkované objemy. CE v poslední době ukazuje vysoký potenciál také pro klinickou analýzu 

[65-67] a je velmi atraktivní pro analýzu komplexních vzorků [68, 69]. Přímého spojení CE 
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s mikroextrakce do kapalné fáze (LPME) bylo dosaženo zmenšením extrakční jednotky [70], 

a tím i snížením dávkovaného objemu vzorku do kapiláry [71] nebo dávkováním pouze části 

akceptorového roztoku [72]. Při vývoji přímého spojení LPME a CE byla pro jednoduchou 

kontrolu přenosu analytů mezi extrakčním systémem a separační kapilárou použita laboratorně 

sestavená CE. Použití laboratorně sestavené CE instrumentace ale vyžadovalo ruční manipulaci 

s kapilárou a úplná automatizace LPME/CE nebyla možná. Později bylo přímé spojení LPME 

s komerční CE dosaženo pomocí na míru vyrobeného mikroextrakčního zařízení 

kompatibilního s CE vialkami. Výsledný vodný akceptorový roztok obsahující analyty, které 

byly během extrakčního procesu transportovány přes membránu, byl přímo automaticky 

analyzován stávající komerční CE instrumentací [36]. 

 Pro účely extrakce lze použít membrány s různou selektivitou, jako jsou dialyzační 

membrány, polymerně inkluzní membrány nebo SLM. Použití membrán s různými vlastnostmi 

zajistí vysokou variabilitu nastavení extrakce DBS s CE, které umožní přímou analýzu různých 

klinicky důležitých analytů. Selektivita pro přenos specifických analytů může být dále upravena 

složením membrány, jak bylo nedávno uvedeno pro SLM [73, 74] a polymerně inkluzní 

membrány [61]. 

2.6 Využití DBS 

DBS se obvykle používají pro novorozenecký screening vrozených dědičných metabolických 

poruch [3]. Postupem času se analýza DBS rozšířila i na mikrobiologické a epidemiologické 

sledování chorob [60]. Mezi další důležité aplikace DBS patří molekulární metody 

pro stanovení DNA nebo RNA, imunologické studie a testování infekčních chorob u kojenců, 

dětí i dospělých [75]. Další uplatnění DBS je v oblasti toxikokinetických a farmakokinetických 

studií [4], terapeutického monitorování léčiv [7] a forenzních analýz [76]. Kromě toho se DBS 

používají pro stanovení mnoha metabolických meziproduktů, jako jsou žlučové kyseliny, 

karnitin, kreatinin, homocystein a varianty hemoglobinu [77]. 

2.6.1 Dědičné poruchy metabolismu aminokyselin 

Dědičné metabolické poruchy jsou heterogenní skupinou zhruba devíti set vzácných onemocnění 

s vrozenou genetickou mutací, která je způsobena enzymovým deficitem nebo disfunkcí 

strukturálního či transportního proteinu v organismu. Následkem toho dochází k narušení 

biochemické reakce látek, které se mohou v organismu hromadit. Včasná diagnostika těchto poruch 
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je důležitá pro jejich léčbu a většinou rozhoduje o míře poškození pacienta [78]. 

Mezi nejčastější dědičné poruchy metabolismu aminokyselin v České republice patří 

fenylketonurie, hyperfenylalaninemie, alkaptonurie a tyrozinémie. [79, 80]. 

 Fenylketonurie a hyperfenylalaninemie jsou vrozené poruchy metabolismu aminokyseliny 

fenylalaninu. Příčinou onemocnění je mutace genu, která způsobuje deficit 

fenylalaninhydroxylázy (PAH), která hydroxyluje fenylalanin na tyrosin. Fenylalanin 

je aminokyselina, která je obsažena v bílkovinách rostlinných i živočišných organismů. 

U hyperfenylalaninemie je plazmatická koncentrace fenylalaninu zvýšená (viz tab. č. 2). 

U nemocných pacientů s koncentrací fenylalaninu v plazmě vyšší než 600 µmol/l organismus 

neprodukuje PAH nebo má enzym jen velmi nízkou aktivitu a dochází k hromadění 

fenylalaninu, které vede k poruchám centrální nervové soustavy (mentálnímu postižení 

až k demenci) [3, 78]. 

Tab. č. 2: Klasifikace poruch metabolismu podle hladiny fenylalaninu a aktivity PAH v krvi [43]. 

Název onemocnění Plazmatická koncentrace 
fenylalaninu před terapií [µmol/l] Reziduální aktivita PAH [%] 

Hyperfenylalaninemie 120‒600 > 5 

Mírná fenylketonurie 600‒1200 1‒5 

Fenylketonurie 1200 <1 

 Dalšími dědičnými poruchami metabolismu aminokyselin, projevující se již 

v novorozeneckém věku, jsou tyrozinémie a alkaptonurie, které jsou způsobené poruchou 

metabolismu aminokyseliny tyrosinu. Tyrosin je významný pro proteosyntézu 

neurotransmiterů (dopaminu, adrenalinu, noradrenalinu), melaninu a hormonu thyroxinu. 

Metabolismus fenylalaninu a tyrosinu a jejich metabolické poruchy jsou zobrazeny na obr. č. 8 

[78].  
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Obr. č. 8: Metabolismus fenylalaninu a tyrosinu a jejich metabolické poruchy [81]. 

 Dědičné metabolické poruchy zmíněných aminokyselin se projevují už po narození. Jakmile 

začne novorozenec pít mateřské mléko, hladina aminokyselin v jeho krvi začne stoupat 

a v případě fenylketonurie dochází v důsledku zvýšeného fenylalaninu postupně 

k rozvoji mentální retardace, která dále progreduje ve středně těžkou až těžkou. Z tohoto 

důvodu je nutná včasná diagnostika ještě před klinickými projevy. Pokud se onemocnění 

jedince potvrdí, je nutné zahájit léčbu pomocí speciální potravinové diety s nízkým obsahem 

fenylalaninu ve stravě. Výsledkem nízko-bílkovinové diety u dědičných poruch metabolismu 

aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu by mělo být udržení optimální stálé koncentrace 

fenylalaninu v krvi, kterou je třeba pravidelně kontrolovat. Nadměrné snížení hladiny 

fenylalaninu se projevuje nechutenstvím, únavou, anémií a průjmy. Důležitou součástí 

nízkobílkovinové diety je podávání aminokyselinových léčebných přípravků bez obsahu 

fenylalaninu, které se přizpůsobuje věku a potřebám nemocného. Dále je důležitý neomezený 

příjem potravin s velmi nízkým obsahem fenylalaninu, např. cukr, med, máslo, některé druhy 

zeleniny (salátová okurka, hlávkový salát) nebo ovoce (jablko, hruška). Vyloženě nevhodné 

pro pacienty trpící fenylketonurií jsou potraviny s vysokým obsahem bílkovin 

a tím i fenylalaninu (maso, vejce, ořechy, obiloviny, mléko), ať již živočišného nebo 

rostlinného původu. Správně by měl být obsah fenylalaninu na všech potravinách uveden 

v rámci jejich složení [78]. Dieta by měla být naordinována už v novorozeneckém věku, tedy 

v období vývoje mozku. Po ukončení vývoje mozku se snižuje i riziko jeho poškození. 
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Důležitost dodržování dietního plánu v období dospělosti je zatím předmětem diskusí 

odborníků a je velmi individuální [82].  

2.6.1.1 Screening dědičných poruch metabolismu u novorozenců 

Celoplošný novorozenecký screening se provádí z DBS odebrané mezi 48. a 72. hodinou 

po narození. Rozmanitost dědičných metabolických poruch vyžaduje širokou škálu 

analytických separačních metod pro jejich diagnostiku. Separační a detekční postupy 

od jednoduchých aplikací až po složité instrumentální metody se volí podle 

fyzikálně-chemických vlastností stanovovaných analytů. Zvolená metoda také musí eliminovat 

vliv biologické matrice, obsahující velké množství interferujících látek, mnohdy 

v koncentracích vysoce převyšující stanovované analyty. Analyty obsažené v malém množství 

vzorku jsou obvykle zastoupeny v koncentraci nmol/l až mmol/l, proto je nutné volit metodu 

s velmi citlivou detekcí. V této oblasti se nejčastěji využívá kombinace chromatografických 

systémů s vysoce selektivní a citlivou MS. S příchodem MS se analýzy DBS staly velmi 

populární po celém světě a očekává se, že s dalším rozvojem a rozšiřováním DBS vzorkování 

dojde k revoluci v oblasti klinické diagnostiky. S nástupem elektrosprejové ionizační techniky 

(ESI-MS) se provádí rozšířený novorozenecký screening dědičných metabolických poruch 

pomocí kvantitativní analýzy aminokyselin a acylkarnitinů z DBS [3, 83]. 

 Navzdory úspěšné aplikaci ESI-MS existuje stále řada významných analytických výzev, 

hlavně při komplikovaném zpracování vzorků. Jako vhodná alternativa může být zmíněno 

spojení CE-ESI-MS, které nabízí přímou analýzu aminokyselin, acylkarnitinů a jejich 

stereoizomerů z DBS bez nutnosti předchozí derivatizace a dalších úprav vzorků [83]. 

2.6.2 Farmaceutická perspektiva DBS 

Analýza DBS se používá při novorozeneckém screeningu po celá desetiletí, ale v poslední době 

se stále více uplatňuje i v oblasti analýzy léčiv pro vývoj nových léků. Ve srovnání 

s konvenčním odběrem žilní krve nabízí technika odběru vzorků DBS praktické, klinické 

a finanční výhody (viz kapitola 2.1) [84, 85]. V posledních letech bylo publikováno několik 

metod pro kvantifikaci léčiv z DBS (například antiepileptik, imunosupresiv, antiretrovirotik, 

léčiv pro kardiovaskulární terapii, psychoaktivních látek a antibiotik) [1, 9] [13]. 

A. J. Wilhelm a kol. [9] shrnuli využití DBS v terapeutickém monitorování léčiv. 
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2.6.2.1 Interakce léčiv s potravinami 

Léky mohou pomoci eliminovat mnoho zdravotních problémů. Aby byla zajištěna jejich 

bezpečnost a dostatečná účinnost, musí být podány správně. Léky by měly mít mimořádně 

specifický a předvídatelný účinek pro všechny pacienty, neměly by interagovat s jídlem nebo 

jinými léky, měly by vykazovat lineární účinnost a být zcela netoxické v jakékoli dávce. 

Nicméně tento ideální lék ještě nebyl objeven [86]. 

 Interakcí se označují procesy, při kterých dochází ke změně aktivity léčiva. Nejčastější 

jsou vzájemné interakce mezi léčivy, ale může také docházet k interakcím mezi léčivem 

a potravinami nebo doplňky stravy. Strava a životní styl mají na užívání léků významný vliv. 

Pro každý lék jsou doporučené jiné podmínky užívání, je tedy nutné pacienty s těmito pravidly 

seznámit a informovat je, zda je nutné lék užívat před jídlem, po jídle nebo současně s ním [87]. 

 Interakce léčiv s potravinami vede buďto ke snížení účinku a tím pádem k selhání terapie, 

nebo ke zvýšení účinku s následným rizikem vzniku ireversibilního toxického působení. 

Na rozdíl od snadného přístupu k informacím o vzájemných interakcích mezi léčivy, nejsou 

informace o interakcích léčiv s potravinami vždy snadno dostupné. Jedním z léčiv 

interagujících s potravinami je například warfarin. Přesné stanovení účinků potravy 

na konkrétní lék je obtížným a složitým procesem, proto je nutné hledat jednoduché a finančně 

dostupné analytické metody pro stanovení terapeutické koncentrace léčiv z DBS [86, 87].  

2.6.2.1.1 Interakce warfarinu s potravinami 

Warfarin (4-hydroxy-3-(3-oxo-1-fenylbutyl) kumarin) řadíme mezi léčiva, která potřebují 

zvláštní dietní opatření. Významně interaguje s celou řadou potravin a tím může způsobit 

závažné zdravotní komplikace. Jeho účinek musí být pravidelně monitorován. Warfarin patří 

mezi nejčastěji užívaná perorální antikoagulancia. Účinek warfarinu je založený na blokování 

vitamínu K, který aktivuje protrombin (faktor II) a triádu srážlivých faktorů VII, IX a X. 

Hlavním zdrojem vitamínu K (fylochinon) pro lidský organismus je konzumace zelených 

rostlin. Vitamín K je nezbytným pro γ-karboxylaci glutamátových zbytků na koagulačních 

faktorech II, VII, IX a X, které jsou syntetizovány játry v biologicky neaktivní formě. 

Karboxylace těchto faktorů přímo souvisí s oxidací vitamínu K na jeho epoxidovou formu. 

Warfarin má antikoagulační účinek díky své strukturální podobnosti s vitamínem K (zobrazeno 

na obr. č. 9) se může vázat na enzym epoxidovou reduktázu vitamínu K, který katalyzuje 

přeměnu epoxidu vitamínu K zpět na vitamín K [88]. Na základě složitosti hemostatického 
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mechanismu a farmakokinetiky warfarinu existuje celá řada potenciálních interferencí 

s potravinami [89]. 

 

Obr. č. 9: Strukturální podobnost mezi warfarinem (A) a vitamínem K (B) [89]. 

 Pokud je příjem vitamínu K nestálý a jeho hladina v krvi kolísá, dochází k neustálým 

změnám srážlivosti krve, což může pacienta léčeného warfarinem ohrozit na životě [90]. 

Je prokázáno, že k interakci s warfarinem dochází u 58 různých druhů rostlin. Za potraviny 

a byliny, které v největší míře ovlivňují účinky warfarinu jsou označeny ženšen, česnek, 

ginkgo biloba, třezalka tečkovaná, zázvor, šalvěj a sójové boby. Mezi potraviny a fytofarmaka, 

které zvyšují účinek antikoagulačních léků, řadíme papáju, hřebíček, heřmánek, rebarboru, 

černý rybíz, borůvky, celer a mnoho dalších. Naopak snížení účinků warfarinu způsobuje 

aloe vera, sójové boby, zelený čaj, vojtěška, psillium a potraviny bohaté na vitamín K, 

mezi které se řadí především brokolice, kapusta, hlávkové zelí, špenát, kuřecí a krůtí maso, 

játra, olivový a sójový olej, maliny, ostružiny, mango a kiwi [89]. 

 Vzhledem k hemoragickým nebo trombotickým rizikům spojených s antikoagulační terapií 

warfarinem je nutné neustále sledovat srážlivost krve pomocí protrombinového času 

vyjádřeného jako mezinárodní normalizovaný poměr (INR). Sledování pomocí standardních 

koagulačních testů srážlivosti vyžadují časté invazivní odběry krve, obvykle každý den 

při zahájení léčby a jednou za každé dva týdny nebo jednou za měsíc při dlouhodobém užívání 

stabilní dávky warfarinu. Hlavním problémem stanovení INR jako standardního koagulačního 

testu jsou sociální a ekonomické náklady spojené s častými návštěvami pacientů odběrových 

a antikoagulačních klinik. Stanovení koncentrace warfarinu a jeho aktivních metabolitů v DBS 

by mohlo poskytnout užitečné informace doplňující test INR pro méně invazivní a pohodlnější 

nastavení antikoagulační terapie. Dosud byla koncentrace warfarinu stanovována 

pomocí ultra-vysokoúčinné kapalinové chromatografie spojené s elektrosprejovou 

ionizací-tandemovou hmotnostní spektrometrií (UHPLC-ESI-MS/MS) [85].  
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3 CÍL PRÁCE 

 Cílem dizertační práce je vývoj nových postupů a metod využívající CE pro analýzu DBS. 

Práce je také zaměřena na vývoj metodiky pro přímé dávkování vzorku a účinnou eliminaci 

negativních vlivů vznikajících v důsledku vzorkování, extrakce a eluce DBS. Vyvinuté postupy 

umožní účinnou úpravu komplexních vzorků a jejich přímou bezobslužnou analýzu a zajistí 

dostatečnou selektivitu a citlivost pro stanovení významných analytů ve vzorcích se složitými 

matricemi. Analyzovány budou relevantní analyty v DBS (např. aminokyseliny, acidická 

a bazická léčiva). Aminokyseliny budou analyzovány jako markery metabolických poruch, 

z nichž některé mohou souviset přímo s výživou nebo naopak poukazovat na nutnost její úpravy 

pro kompenzaci těchto poruch. Metody analýzy léčiv budou aplikovány pro jejich kvantitativní 

stanovení a zjednodušení terapeutického monitorování. Vyvinuté postupy tak mohou 

představovat účinné nástroje pro potravinářsko-biomedicínské analýzy. 

 

Řešené dílčí úkoly: 

- vývoj CE metod a postupů pro přímé sledování charakteristik a vybraných 

modelových analytů v DBS, 

- in-line spojení CE metod s technikami mikroextrakce pro analýzu DBS a přímé 

dávkování analytů z DBS eluátu do separační kapiláry, 

- zjednodušení odběrů vzorků, extrakcí, analýz a účinná eliminace negativních vlivů 

při odběru vzorků krve (např. vliv hematokritu), 

- vývoj elučních postupů pro přímý nástřik DBS eluátu do separační kapiláry 

pro analýzu aminokyselin, 

- reálné aplikace vyvinutých metod pro stanovení koncentrací acidických a bazických 

léčiv a terapeutické monitorování léčiv, 

- vývoj nových rozpustných odběrových vzorkovacích materiálů pro kvantitativní 

analýzy DBS. 
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4 DISKUZE 

Tato kapitola podrobně diskutuje experimentální výsledky, které již byly v průběhu 

doktorandského studia publikovány ve vědeckých časopisech. Přiložené články a doplňující 

podkladové informace samozřejmě také obsahují podrobné popisy metod a výsledků 

dosažených během studia. Všechny články a doplňující informace jsou k této práci připojeny 

jako přílohy (viz kapitola 9), jejich seznam se stručným popisem příspěvku autorky této práce 

je uveden v kapitole 8. 

 Předložená práce se zaměřuje na využití CE pro analýzu DBS. Krevní vzorky jsou 

standardně analyzovány ve formě plazmy nebo séra. V mnoha aplikacích se nově stále častěji 

uplatňují také DBS. V rámci předložené disertační práce jsou DBS analyzovány pomocí CE, 

která byla v minulosti při řešení DBS problematiky využívána velmi zřídka. CE nicméně nabízí 

mnohé výhody, dané vývojem této techniky a instrumentálního uspořádání v poslední době, 

kterými zavedené analytické metody nedisponují (viz kapitola 2.5). Využití přímého spojení 

CE s mikroextrakčními technikami (kapitola 4.1) a simultánní CE stanovení analytů 

a vybraných matričních komponent může vést k minimalizaci a eliminaci některých nedostatků 

při analýze DBS. Práce je zaměřena na vývoj metodiky pro přímé dávkování a analýzy 

relevantních analytů v DBS (kapitola 4.2). Těmi mohou být například markery metabolických 

poruch, z nichž některé mohou souviset přímo s výživou nebo naopak poukazovat na nutnost 

úpravy výživy pro kompenzaci těchto poruch. Zpracování a analýza DBS metodou CE se tak 

může stát účinným nástrojem v potravinářsko-medicínských analýzách i laboratorní praxi. 

V popředí zájmu práce je i účinná eliminace negativních vlivů vznikajících v důsledku 

vzorkování a eluce DBS (kapitola 4.2.1), a s tím související zjednodušení odběru DBS vzorků 

pro možný samoodběr přesně definovaného objemu kapilární krve (kapitola 4.2.3). Práce 

se také zabývá vývojem plně automatizovaného analytického zpracování a analýzy DBS vzorků 

pomocí CE-UV (kapitola 4.2.2 a 4.2.4) a dále se zaměřuje na vývoj nových rozpustných 

odběrových materiálů pro kvantitativní analýzu DBS (kapitola 4.2.5).  

4.1 Spojení CE s mikroextrakčními technikami pro analýzu komplexních 

vzorků 

Komplexní biologické vzorky většinou nelze přímo analyzovat pomocí separačních technik, 

protože jejich matrice obsahují vysoký podíl proteinů a dalších interferujících látek. Tyto látky 
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mohou interferovat se sledovanými analyty, které jsou vzhledem k ostatním složkám v matrici 

přítomny ve stopovém množství. Je tedy nezbytné, aby biologické vzorky byly před analýzou 

přečištěny od nežádoucích látek a případně aby analyty byly zakoncentrovány. Úprava vzorku 

před vlastní analýzou má vliv na všechny následující kroky a současně je kritickým a časově 

nejnáročnějším procesem celého analytického postupu. Ve vysoké míře ovlivňuje výslednou 

přesnost a správnost stanovení. V minulosti se používaly pro úpravu vzorků tradiční extrakční 

techniky (LLE [91], SPE [92] ), ke kterým byly navrženy alternativní přístupy a jejich vývoj 

pokračuje i v současnosti. Tyto extrakční metody, obecně nazývané mikroextrakční techniky, 

obvykle nabízejí srovnatelnou úpravu vzorku s výhodou podstatného snížení nákladů, dopadu 

na životní prostředí a spotřeby biologických vzorků, použitých roztoků i rozpouštědel. 

Ve většině mikroextrakčních technik je také výrazně zkrácena doba úpravy, nicméně toto není 

obecné pravidlo. Mezi nejpoužívanější patří například mikroextrakce z jedné kapky 

(SDME [93]), HF-LPME [53] a SLM extrakce [49-51]. 

 Extrakce se většinou provádějí off-line v na míru vyrobených mikroextrakčních zařízeních 

a výsledné extrakty se přenesou do vhodné analytické instrumentace, kde je provedena jejich 

analýza. SLM extrakce mohou být spojeny přímo s CE bez nutnosti manuálního přenosu 

výsledných extraktů. Vývoj a principy přímého spojení extrakce přes SLM s CE jsou popsány 

v kapitole 4.1.1. V kapitole 4.1.2 je prezentováno nové uspořádaní mikroextrakčního zařízení, 

které umožňuje spojení HF-LPME s CE za účelem účinného přečištění a prekoncentrace 

cílových analytů z komplexních vzorků pro jejich přímou analýzu. 

4.1.1 Přímé spojení SLM extrakce s CE 

SLM extrakce byly přímo spojeny s HPLC, GC a dalšími analytickými technikami, ale přímé 

spojení s CE představuje atraktivní alternativu [49, 50, 94]. Dávkované objemy v CE jsou 

výrazně nižší než u jiných analytických technik a jsou dobře kompatibilní s mikrolitrovými 

objemy akceptorových roztoků vzniklých extrakcí přes SLM. Spojení SLM extrakčního 

zařízení s CE bylo dosaženo přímým kontaktem separační kapiláry s povrchem membrány. 

Analyty přenesené přes membránu (SLM) byly dávkovány z difuzní vrstvy fázového rozhraní 

nacházející se těsně u povrchu membrány [36]. 

 V příloze I byly zkoumány tři různé planární polypropylenové (PP) membrány, 

aby se komplexně prozkoumal vliv tloušťky nosného materiálu na účinnost extrakce přes SLM 

přímo spojené s komerční CE. Charakteristické parametry vybraných tří PP membrán jsou 

https://www-sciencedirect-com.ezproxy.lib.vutbr.cz/topics/chemistry/microextraction
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shrnuty v tab. č. 3 a snímky membrán elektronovým rastrovacím mikroskopem (ESM) jsou 

znázorněny na obr. č. 10.  

Tab. č. 3: Parametry PP membrán. 

Typ membrány Celgard® 2500 Accurel PP 1E R/P Accurel PP 2E-HF R/P 

Tloušťka 25 μm 100 μm 170 μm 

Porozita 55 % n/a n/a 

Velikost pórů 0,064 μm 0,1 μm 0,2 μm 

n/a – data nebyla výrobci uvedena 

 

  

Obr. č. 10: Snímky tří PP membrán s různou tloušťkou získané pomocí ESM. 

 Na počátku bylo nutné připravit mikroextrační zařízení kompatibilní s přístrojem 

Agilent 7100. Zařízení se skládalo z donorové a akceptorové jednotky, které byly odděleny PP 

membránou impregnovanou organickým rozpouštědlem. Analyty přítomné v donorovém 

roztoku byly difuzně přeneseny přes SLM na základě jejich distribučních koeficientů 

souvisejících s organickým rozpouštědlem impregnovaným v pórech membrány. Přenosy 

modelových bazických léčiv přes porézní PP membrány s různou tloušťkou byly významně 

ovlivněny tloušťkou membrány a nejúčinnější přenosy byly získány pro nejtenčí (25 μm) 

membránu. Rovnováhy extrakčního procesu bylo navíc dosaženo nejrychleji a spotřeba 

organických rozpouštědel pro impregnaci byla nejnižší pro 25 μm PP membránu. Na extrakci 

byl nutný pouze 1 μl organického rozpouštědla, což bylo 5krát a 7krát méně než u 100 a 170 μm 

PP membrán. Mechanická stabilita SLM nebyla ovlivněna tloušťkou membrány a bylo možné 

vícenásobné dávkování z povrchu SLM, které vyžadovalo přímý kontakt separační kapiláry 

s membránou. Nežádoucí složky matrice byly účinně eliminovány z neředěných tělních tekutin 

1µm 

25 µm 100 µm 

1µm 

170 µm 

1µm 

https://www-sciencedirect-com.ezproxy.lib.vutbr.cz/topics/chemistry/organic-solvent
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(moč a plazma), což ukazuje užitečnost tenkých SLM v přímých CE analýzách komplexních 

biologických vzorků. Tato základní studie experimentálně ověřila, že tloušťka membrány hraje 

klíčovou roli v přenosech modelových analytů přes SLM a potvrdila dříve navržené principy 

extrakce pomocí SLM. 

  Výsledné elektroferogramy demonstrující přímé spojení extrakce přes SLM s CE-UV pro 

analýzu lidské moči bez obsahu stanovovaných analytů a lidské moči obohacené čtyřmi 

bazickými léčivy v koncentracích 0,5 a 10 μg/ml jsou znázorněny na obr. č. 11 A a pro analýzu 

lidské plazmy bez obsahu stanovovaných analytů a lidské plazmy obohacené bazickými léčivy 

o koncentracích 0,5 a 10 μg/ml jsou znázorněny na obr. č. 11 B. Výsledky studie 

experimentálně ověřily schopnost extrakce přes SLM přečistit komplexní vzorky lidské plazmy 

a moči od nežádoucích složek, proto je možné tuto metodu použít i pro jiné komplexní vzorky 

jako jsou např. DBS. Limitujícím faktorem pro využití této techniky je eluce DBS, při které 

dochází ke zředění vzorku a pro dosažení dostatečné citlivosti je nutné zakoncentrování analytů. 

  

Obr. č. 11 - In-line spojení extrakce přes SLM s CE-UV pro analýzu bazických léčiv v lidské moči (A) 
a lidské plazmě (B). (a) moč/plazma v 10mM NaOH, (b) moč/plazma s přídavkem 0,5 μg/ml čtyř 
bazických léčiv v 10mM NaOH, (c) moč/plazma s přídavkem 10 μg/ml čtyř bazických léčiv v 10mM 
NaOH; akceptor, 10mM HCl. 

4.1.2 Přímé spojení HF-LPME s komerční CE 

Úprava komplexní matrice (DBS, kapilární krev) a navíc také zakoncentrování analytů je 

možné pomocí přímého spojení mikroextrakční metody HF-LPME s CE, postupný vývoj 
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a aplikace jsou uvedeny v příloze III, V a VI. Pro extrakci DBS pomocí HF-LPME byl 

ze vzorkovací karty vyražen disk o průměru 10 mm (obsahující celou DBS) (obr. č. 12 A). 

Vyražený disk byl umístěn na dno vialky a převrstven 550 μl elučního roztoku (obr. č. 12 B). 

Porézní duté vlákno (HF) bylo nasazeno na držák vytvořený z PP pipetovací špičky a bylo 

impregnováno mikrolitrovým objemem rozpouštědla nemísitelného s vodou, jeho vnitřní 

prostor byl naplněn 5 μl akceptoru a celé mikroextrakční zařízení bylo umístěno do CE vialky 

s 550 μl elučního roztoku (obr. č. 12 C).  Eluce kapilární krve z DBS a HF-LPME probíhala 

současně během třepání vialky (obr. č. 12 D). Výsledný akceptorový roztok byl analyzován 

přímým dávkováním z vlákna, bez další ruční manipulace s výjimkou vložení CE vialky 

do autosampleru (znázorněné na obr. č. 12 E, (eluát je pro ilustraci nahrazen DI vodou)). Eluát 

a DBS disk nejsou před dávkováním z vialky odstraněny.  

A B C D E 

 

    

 

 

Obr. č. 12:  Schéma procesu přípravy (A) a eluce DBS (B) spojené s HF-LPME (C, D) a přímé 
dávkování do CE (E). 

 Přenos analytů do akceptorového roztoku je řízen gradientem pH a selektivitou 

membrány.  Analyty jsou účinně prekoncentrovány, zatímco složky matrice jsou eliminovány 

membránou. Po dosažení rovnováhy na obou stranách membrány je koncentrace analytů 

v akceptorovém roztoku po dlouhou dobu konstantní a umožňuje automatizované dávkování 

přečištěných a prekoncentrovaných vzorků do CE. Navržené uspořádání bylo aplikováno 

pro přímé stanovení modelových bazických léčiv v lidské moči a vzorcích DBS (příloha III). 

 V příloze V byla extrakce provedena pomocí vyvinutého jednorázového mikroextrakčního 

zařízení, které se skládalo z 3D tištěného držáku, na který bylo nasazeno HF. Držák 

s nasazeným vláknem byl umístěn do vialky kompatibilní s přístroji Agilent CE 
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pro automatizovanou analýzu (obr. č. 13). 3D tištěný držák udržuje konstantní polohu vlákna 

v CE vialce během extrakce a současně směřuje separační kapiláru do vlákna během dávkování 

vzorku. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. č. 13: A – Schéma a rozměry 3D tištěného držáku, B – schéma 3D tištěného držáku s nasazeným 
dutým vláknem, C – schéma 3D tištěného držáku s dutým vláknem uvnitř CE vialky znázorňující 
tubulární elektrodu a separační kapiláru. 

Vyvinutá metoda byla použita pro analýzu vybraných acidických léčiv v DBS a odpadních 

vodách. Při zpracování je nutná ruční manipulace pouze na počátku při vyražení DBS disku. 

Reprezentativní elektroferogramy stanovení ibuprofenu a naproxenu v DBS eluátech 

(po orálním podání tabletky Ibalgin 400 mg a Nalgesin-S 275 mg) jsou  na obr. č. 14 . 

 Univerzální charakter HF-LPME a CE by navíc mohl rozšířit použitelnost 

navrhovaného uspořádání na širokou škálu analytů a matric v kombinaci s MS. CE-UV analýzy 

při přečištění vzorků odpadních vod byly nedostačující v aspektech citlivosti i selektivity, 

proto byla HF-LPME spojena s metodou kapilární izotachoforézy využívající hmotnostní 

spektrometrii s elektrosprejovou ionizací (ITP-ESI-MS). V HF-LPME/ITP-ESI-MS byl 
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akceptorový roztok z dutého vlákna dávkován přímo za vedoucí elektrolyt a ITP separace byla 

realizována umístěním dávkovacího konce kapiláry do koncového elektrolytu. 

A B 

  

Obr. č. 14: Přímé HF-LPME/CE-UV stanovení ibuprofenu (A) a naproxenu (B) v DBS eluátu.  

4.2 Kvantitativní analýza DBS 

Při odběru DBS se mikrolitrový objem kapilární krve odebírá na papírovou odběrovou kartu 

z paty nebo z prstu. Odběr DBS vzorků je tak vhodný pro všechny jedince včetně kojenců 

a starších lidí, pro které může být venepunkce příliš invazivní [1]. Krevní skvrna se po odběru 

suší 2-3 hodiny na okolním vzduchu za vzniku DBS. Karta se po usušení vloží do plastového 

sáčku s vysoušedlem a DBS se takto může skladovat případně použít pro analýzu. Vzhledem 

k jednoduchosti odběru lze DBS také odebírat doma, což výrazně zvyšuje ochotu pacientů 

účastnit se klinických studií. Vzorkovací karty s DBS jsou považovány za materiál, který není 

biologicky nebezpečný, a jejich přepravu do analytických laboratoří mohou provádět běžné 

poštovní a balíkové doručovací společnosti [1, 8]. Většina analytů v DBS je stabilní při okolní 

teplotě, a proto DBS umožňují jednoduchý odběr a transport krevních vzorků ze vzdálených 

oblastí nebo oblastí s omezenými zdroji, kde by odběr a transport plazmy nebo séra nebyly 

prakticky ani ekonomicky proveditelné. Dalšími výhodami odběru DBS vzorků jsou všeobecné 

schválení legislativními orgány, lepší stabilita analytů v suchých než v „mokrých“ vzorcích 

krve, výrazné snížení celkových nákladů a kompatibilita DBS eluátů se standardními 

analytickými technikami [1, 8, 9, 83].  
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 Kromě výhod, uvedených v předchozím odstavci, čelí vzorkování DBS také několika 

výzvám. Snad nejdůležitějším parametrem ovlivňujícím odběr DBS a následnou kvantitativní 

analýzu je hladina hematokritu v krvi. Hladina hematokritu má přímý vliv na velikost DBS 

a tím i na množství krve obsažené ve vyražených dílčích částech DBS. Různé hodnoty 

hematokritu vyvolávají odlišnou distribuci analytů na vzorkovací kartě v důsledku 

nehomogenity DBS, což může mít další nepříznivé dopady na kvantitativní analýzu (viz 

kapitola 2.1) [9, 14]. 

4.2.1 Eliminace negativních vlivů 

Byly popsány různé přístupy pro korekci nebo eliminaci výše uvedených nepříznivých dopadů 

na kvantitativní analýzu DBS. Ty zahrnovaly například vyražení celé DBS místo dílčích částí 

DBS [9] a použití předřezaných DBS karet [11, 31]. Výše uvedené přístupy jsou však zatíženy 

nutností odebírat přesný objem krve na DBS kartu pomocí kalibrovaných pipet v laboratorním 

prostředí. Nicméně pro odběr krve pacientem je možno použít skleněné kapiláry kalibrované 

na daný objem (kapitola 2.1.2), případně odběrová VAMS (kapitola 2.1.4), nebo lze aplikovat 

případnou korekci krevního objemu stanovením obsahu draslíku nebo sodíku v DBS vzorcích 

[20, 21]. 

 Metoda, která umožňuje kvantitativní stanovení draslíku a sodíku pro výpočet přesného 

objemu krve a zároveň umožňuje stanovení koncentrace aminokyselin v DBS eluátech v rámci 

jediné analýzy je prezentována v příloze II. Vybrané hlavní matriční složky v DBS vzorcích 

(např. sodík a draslík) jsou u standardní populace konstantní a byly použity pro stanovení 

objemu krve nanesené na DBS kartu. CE nabízí účinný nástroj pro rychlé stanovení cílových 

analytů současně s objemem DBS v rámci jedné analýzy. To může významně zjednodušit 

kvantitativní analýzy DBS, které obvykle vyžadují použití dalších off-line analytických metod, 

používání interního standardu nebo časově náročnou optimalizaci na očekávané hodnoty 

hematokritu. Navrhovaná metoda by se tak mohla stát základním pilířem pro stanovení 

neznámého objemu krve v DBS a pro kvantitativní analýzu relevantních analytů 

(aminokyseliny, léčiva, biologické markery, biomolekuly atd.) v rámci jediné analýzy. 

4.2.2 Aplikace vyvinuta pro stanovení aminokyselin 

Metoda, která umožňuje kvantitativní stanovení přesného objemu krve a koncentrace 

aminokyselin v DBS eluátech je prezentována v příloze II. Kvantitativní stanovení 
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migrační čas (min) 

aminokyselin je důležité pro diagnostiku vrozených metabolických poruch u novorozenců. 

Při této poruše je nutná včasná diagnóza již v novorozeneckém věku a je nutné vybrané 

aminokyseliny vyřadit z potravy a dodržovat přísnou dietu celý život. Díky univerzálnímu 

charakteru vodivostní detekce lze v jediné CE analýze současně stanovit anorganické, 

organické a biochemické analyty. Kapilární elektroforézu s kapacitně vázanou bezkontaktní 

vodivostní detekcí (CE-C4D) lze tedy použít pro stanovení přesného objemu DBS kvantifikací 

hlavních anorganických kationtů (K+, Na+, Cl-) a pro současné stanovení vybraných 

aminokyselin ve vzorku DBS. Do kapilární krve byly přidány různé koncentrace fenylalaninu 

(300, 600 a 1200 μM) a výsledné vzorky krve byly naneseny na vzorkovací DBS karty. Takto 

připravené DBS vzorky byly použity pro kvantitativní stanovení fenylalaninu v kapilární krvi 

a pro prokázání vhodnosti navržené metody pro stanovení abnormálních hladin fenylalaninu 

v lidském těle, které mohou souviset s fenylketonurií. Čtyři elektroferogramy demonstrující 

postupně se zvyšující hladiny fenylalaninu v kapilární krvi jsou znázorněny na obr. č. 15. 

Červený záznam ukazuje koncentraci fenylalaninu typickou pro zdravé jedince, černý záznam 

odpovídá zvýšené koncentraci fenylaninu při hyperfenylalaninemii, modrý záznam odpovídá 

koncentraci fenylalaninu pro mírnou fenylketonurii a zelený záznam odpovídá koncentraci 

fenylalaninu při závažné fenylketonurii. 

Obr. č. 15: CE-C4D stanovení aminokyselin v DBS eluátu obsahujícím zvyšující se koncentrace 
fenylalaninu. Do kapilární krve bylo přidáno 0, 300, 600 a 1200 µM fenylalaninu. 
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4.2.3 Samoodběr s automatizovaným zpracováním DBS pro klinickou analýzu 

Koncept navržený v příloze IV byl zaměřen na zjednodušení odběru krve a následného 

zpracování DBS, aby poskytl nový a uživatelsky příjemný analytický nástroj pro analýzu krve. 

V navrhovaném analytickém konceptu byl řešen aspekt vlastního odběru kapilární krve 

ve formě DBS následovaný plně automatizovanou analýzou s minimálními požadavky 

na analytickou laboratoř. Pro vlastní odběr mikrolitrového objemu kapilární krve z bříška prstu 

byla použita jednorázová souprava. Odebrané vzorky krve byly odeslány do laboratoře pro plně 

automatizované zpracování a analýzu DBS, které byly provedeny komerční CE přístrojem. 

Kvantitativní výsledky byly získány do 20 minut od dodání vzorku DBS do laboratoře.  

 Odběrová souprava obsahuje jednorázové zařízení pro samoodběr DBS a je určena 

pro jednoduchý odběr přesně definovaného objemu kapilární krve. Souprava je vhodná 

i pro osoby bez školení v odběru krve. Odběr krve a tvorbu DBS tak lze provádět doma 

ve známém prostředí a s podstatně vyšším komfortem ve srovnání s žilním odběrem 

v lékařských zařízeních. Dalšími výhodami domácího odběru DBS vzorků jsou méně invazivní 

odběr krve a kratší časová náročnost. Navíc náklady na běžné komponenty soupravy 

jsou minimální. Vzorkovací souprava je navržena tak, aby byla co nejuniverzálnější 

pro následné zpracování (viz obr. č. 16).  

 

Obr. č. 16: Fotografie vybalené vzorkovací samoodběrové soupravy pro DBS. A – sterilní latexové 
rukavice; B – jednorázová lanceta; C – suchá gáza; D – dezinfekční gáza impregnovaná isopropyl 
alkoholem; E – skleněná vialka s uzávěrem (F); G – vyražený disk z DBS karty; H – odběrová 
kapilára se zátkami; I – sáček s vysoušedlem; J – uzavíratelné sáčky na zip s identifikačními štítky 
a návodem k použití, vše zabalené v obálce – K. 
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 Následně byla práce v příloze IV zaměřena na vývoj plně automatizovaného procesu 

pro DBS eluci a CE-UV analýzu výsledného eluátu. Po vyjmutí vialky s DBS ze sáčku byla 

vialka uzavřena a vložena do karuselu CE autosampleru. Následné procesy jako dávkování 

eluentů do vialky a homogenizace vzorku (probublávání vzduchem z prázdné vialky) byly 

prováděny interním tlakovacím systémem CE přímo přes separační kapiláru. Jednotlivé kroky 

jsou podrobně popsány v tab. č. 4. Schéma tohoto automatizovaného zpracování DBS pomocí 

CE je znázorněno na obr. č. 17. 

Tab. č. 4: CE sekvence pro plně automatizovanou DBS eluci a CE-UV analýzu. Všechny postupy byly 
autonomně prováděny CE přístrojem. 

Akce Doba trvání Tlak/Napětí 

1. DBS eluce      

plnění vialky 80 μl ACN 180 s 950 mbar  

homogenizace eluátu vzduchem 60 s 950 mbar  

plnění vialky 20 μl deionizované vody 140 s 950 mbar  

homogenizace eluátu vzduchem 300 s 950 mbar  

2. Kondicionování separační kapiláry     

promývání 0,1 M NaOH 60 s 950 mbar  

promývání DI vodou 90 s 950 mbar  

promývání roztokem BGE 120 s 950 mbar  

3. CE-UV analýza     

dávkování DBS eluátu 12 s 55 mbar 

CE separace a detekce 240 s +25 kV 



38 

 

Obr. č. 17: Schéma automatizovaného zpracování DBS pomocí CE. A – umístění vialky s DBS do CE 

karuselu, B – plnění vialky 80 μl ACN, C – homogenizace vzduchem, D – plnění vialky 20 μl DI vody, 
E – homogenizace vzduchem, F – dávkování eluátu do CE. 

4.2.4 Aplikace vyvinuté automatizované metody pro stanovení warfarinu 

 Warfarin je nejrozšířenější perorální antikoagulant používaný ve velkém počtu 

dlouhodobých klinických testů, které vyžadují přesnou kontrolu srážlivosti krve (trombotické 

a vaskulární patologie). Farmakologické účinky warfarinu se rutinně stanovují pomocí INR 

[94]. Hlavními průvodními nepříjemnostmi při stanovení INR jsou invazivní odběry žilní krve 

a pravidelné návštěvy klinických laboratoří. Alternativou, která výrazně zvyšuje komfort 

pacienta a zjednodušuje odběr vzorků, je stanovení warfarinu v kapilární krvi odebrané 

ve formě DBS. Stanovení warfarinu v DBS může nabídnout doplňkové informace k testu INR. 

Odběr DBS vzorků může pacient provádět doma a může představovat první krok 

k pohodlnějšímu terapeutickému monitorování warfarinu a zlepšení kvality pacientova života. 

 V příloze IV je představen nový analytický koncept pro analýzu warfarinu v DBS. Při léčbě 

warfarinem je důležité dodržovat přísná dietologická opatření, aby nedocházelo ke kolísání 

aktivity účinné látky. Navrhovaný koncept byl demonstrován domácím vzorkováním DBS 

kapilární krve obsahující warfarin, odesláním vzorků do naší laboratoře a provedením 

automatizované eluce a stanovení warfarinu v DBS pomocí CE. Jeden z dobrovolníků měl 

diagnostikovanou nadměrnou srážlivost krve, byl léčen warfarinem a sledován 

ve specializovaném klinickém centru. Léčba warfarinem trvala 6 měsíců a lék byl po tomto 

období změněn. Byli jsme tedy schopni získat a analyzovat skutečné DBS vzorky obsahující 

warfarin. Výsledné elektroferogramy DBS vzorkované pacientem v různých fázích léčby jsou 

znázorněny na obr. č. 18. 
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Obr. č. 18: Automatizované CE-UV analýzy DBS po samoodběru dobrovolníkem léčeným warfarinem. 
Vzorky DBS byly odebrány 1 měsíc před (a), 1 den před (b), 3 dny po (c), 7 dní po (d) a 1 měsíc po (e) 
ukončení léčby warfarinem. * – neznámé matriční komponenty. 

4.2.5 Aplikace nových rozpustných odběrových materiálů 

 Vývoj alternativních odběrových materiálů je v popředí aktuálního výzkumu. Jednou 

z alternativ k celulózovým kartám je nedávno vyvinutý odběrový materiál VAMS, který 

absorbuje fixní objem krve, což umožňuje eliminaci vlivu hematokritu. VAMS mají odběrovou 

polymerní špičku vyrobenou z nerozpustného materiálu, která může mít vliv na extrakční 

výtěžnosti sledovaných analytů [95, 96]. Dalším alternativním odběrovým materiálem jsou 

rozpustné vzorkovací sorbenty na bázi alginátu, chitosanu a karboxymetylcelulózy [18]. 

Aplikace rozpustných sorbentů umožňuje odběr, transport i skladování kapilární krve 

obdobným způsobem jako u běžných odběrových DBS karet, navíc se složky krve mohou díky 

rozpustnosti sorbentů snadněji uvolňovat do DBS eluátu. Ve srovnání s celulózovými kartami 

však výroba alginátových a chitosanových vzorkovacích sorbentů vyžaduje poměrně 

sofistikované procesy, je časově náročná a používá značné množství chemických činidel 

(pěnidla, gelující ionty, modifikátory pH a změkčovadla). Nevýhodou je také vysoká cena 

chitosanu a nižší rozpustnost chitosanu a komerčních karboxymetylcelulózových materiálů 

[18]. Navíc rozpuštěné vzorkovací sorbenty DBS nemusí být přímo kompatibilní s následnou 

analýzou, proto je nutná úprava eluátů, která se obvykle provádí ručně a off-line [18]. 
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 V příloze VI byly řízenou lyofilizací připraveny různé polymerní pěny, které byly použity 

pro odběr a analýzu DBS. Polymerní pěny jsou levné, snadno se připravují, umožňují rychlé 

sušení odebraného malého objemu kapilární krve při okolní teplotě, úplnou rozpustnost 

ve vodných roztocích a přímou analýzu DBS spojením HF-LPME a CE. Sorpční polymerní 

pěna s přesnými rozměry byla umístěna do CE vialky a DBS byla vytvořena přímo v CE vialce, 

čímž se eliminovala další ruční manipulace s biologickým materiálem. Proces eluce DBS 

zahrnoval úplné rozpuštění polymerní pěny i DBS a zajistil zlepšenou dostupnost všech složek 

krve v DBS eluátech. V důsledku toho bylo dosaženo téměř úplné extrakce cílových analytů, 

která byla prokázána HF-LPME/CE stanovením acidických léčiv v DBS odebraných 

na vyrobené polymerní pěny. Složení polymerních pěn bylo optimalizováno pro odběr 

a analýzu DBS. Pěny byly připraveny z polyvinylpyrollidonu (PVP) nebo směsi 

karboxymetylcelulózy (CMC07) a oxidované-6-karboxycelulózy (OC) jednoduchým 

způsobem založeným na homogenizaci vodné polymerní disperze, pipetování daného objemu 

disperze do 96jamkové destičky a postupném zmrazení/lyofilizaci disperze. Výsledné 

polymerní pěny byly porézní disky jednotných rozměrů (cca 6 x 3 mm) (obr. č. 19 A) s plnou 

rozpustností ve standardních vodných roztocích. Na rozpustné polymerní pěny bylo pipetováno 

10 µl kapilární krve (obr. č. 19 B). Následně byl vzorek krve sušen ve standardní CE vialce. 

Po usušení následovalo přečištění, eluce DBS pomocí HF-LPME (obr. č. 19 C-D) a analýza 

pomocí CE.  

          A B    C     D 

         

Obr. č. 19:  Fotografie zobrazující tvorbu DBS na 6% PVP pěně s následnou DBS elucí a extrakcí. 
A – vložení 6% PVP pěny do CE vialky; B – DBS z kapilární krve vytvořena v polymerní pěně; 
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C – naplnění CE vialky 550 μl 25mM HCl a jednorázovým HF-LPME zařízením; D – průhledný DBS 
eluát po rozpuštění pěny a HF-LPME DBS eluátu. 

 V důsledku plné rozpustnosti vzorkovacích pěn bylo dosaženo vysoké extrakční výtěžnosti 

(ER) cílových analytů, což bylo prokázáno stanovením modelových acidických léčiv v DBS 

pomocí HF-LPME/CE. Do kapilární krve byla přidána léčiva a obohacená krev byla 

vzorkována na 6% PVP, 1% CMC07/2% OC a na další komerční odběrové sorbenty (Whatman, 

VAMS, Ahlstrom).  

 Pro DBS nanesené na 6% PVP či 1% CMC/2% OC byly hodnoty ER pro stanovení 

naproxenu a diklofenaku srovnatelné s ER pro DBS nanesené na kartách WhatmanTM 903. 

Hodnoty ER však byly 1,4krát, 1,8krát a 1,9krát vyšší pro ibuprofen, ketoprofen a warfarin 

v DBS nanesených na 6% PVP. Hodnoty ER pro DBS nanesené na 6% PVP byly ještě výrazně 

vyšší (až 2,8krát a 10,6krát) ve srovnání s DBS nanesenými na nerozpustné vzorkovací 

sorbenty VAMS a Ahlstrom (GenCollectTM 2.0). 

 Odběr krve na rozpustné polymerní pěny nabízel rychlejší dobu předúpravy a vyšší extrakční 

výtěžnosti ve srovnání se standardními odběrovými DBS sorbenty. Kromě toho rozpustné 

polymerní pěny vykazovaly nepatrné změny v koncentracích analytu pro DBS připravené 

z krevních vzorků s různými hodnotami hematokritu. Léčiva vzorkovaná na rozpustných 

pěnách a skladovaná při laboratorní teplotě byla stabilní po dobu čtyř týdnů. Nové PVP 

a CMC07/OC pěny proto představují atraktivní alternativu, ke standardním odběrovým DBS 

sorbentům, a mohou v budoucnu tvořit novou skupinu odběrových DBS sorbentů. 
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5 ZÁVĚR 

Předložená dizertační práce se zabývá vývojem metod pro stanovení vybraných analytů v DBS, 

ale záběr práce má daleko širší rozsah. Kromě možností kvantifikace DBS se práce zabývá 

vývojem extrakčních metod a postupů pro přímé dávkování DBS eluátu do separační kapiláry. 

Další část je zaměřena na samoodběr a vzorkování kapilární krve za vzniku DBS a následné 

automatizované zpracování vzorku pro CE analýzu. V neposlední řadě je práce věnována 

vývoji nových rozpustných odběrových materiálů za účelem zvýšení extrakční výtěžnosti 

analytů z DBS a eliminace negativních vlivů při odběru vzorků krve (např. vliv hematokritu). 

Výsledky jsou prezentovány formou diskuze šesti vědeckých článků, které jsou připojeny jako 

přílohy v kapitole 9. 

• Je prezentován komplexní výzkum, který je první systematickou experimentální studií 

zabývající se vlivem tloušťky membrány na extrakční výtěžnost při extrakcích 

přes SLM, které jsou přímo spojeny s CE. Přenosy modelových bazických léčiv 

přes porézní PP membránu jsou významně ovlivněny tloušťkou membrány 

a nejúčinnější přenos je získán pro nejtenčí (25 μm) membránu.  

• Je představen nový koncept pro stanovení objemů kapilární krve v DBS 

vzorcích. Koncept je založen na principu CE-C4D stanovení hlavních anorganických 

iontů (K+, Na+ a Cl-). Koncentrace stanovených iontů lze použít pro výpočty přesného 

objemu odebrané krve v DBS. Zároveň je možné v rámci stejné analýzy provést 

kvantitativní stanovení konkrétních analytů. Vyvinutý koncept je vhodný například pro 

kvantifikaci aminokyselin ve vzorcích DBS s neznámými objemy, který je zvláště 

zajímavý při screeningu vrozených metabolických poruch. 

• Je popsáno nové uspořádání, které umožňuje přímé spojení HF-LPME s CE pro účinné 

přečištění a prekoncentraci cílových analytů z komplexních biologických vzorků 

a jejich přímou analýzu. Navržené uspořádání je použito pro přímé stanovení vybraných 

modelových bazických léčiv v lidské moči a ve vzorcích DBS. Tato metoda je zvláště 

výhodná při analýze DBS, protože DBS eluce a HF-LPME eluentu jsou provedeny 

současně během jednoho kroku, po kterém následuje přímá CE-UV analýza. Doba 

zpracování DBS je tak snížena na minimum a ruční zpracování DBS je omezeno pouze 

na počáteční vyražení DBS z odběrové karty. Navrhovaný koncept HF-LPME/CE 

https://www-sciencedirect-com.ezproxy.lib.vutbr.cz/topics/chemistry/poly-propylene
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je dále aplikován pro stanovení terapeutických koncentrací modelových acidických 

léčiv v DBS a může být obzvláště atraktivní pro farmakokinetické studie 

a biomedicínské aplikace. Kromě toho je navržená instrumentace vhodná také pro 

přímou analýzu dalších vysoce komplexních vzorků se stopovými koncentracemi 

cílových analytů.  

• Je představen nový koncept samoodběru krve ve formě DBS, transport DBS 

do laboratoře poštou, plně automatizované zpracování a analýza DBS. Navržený 

koncept představuje vhodný nástroj pro klinické analýzy a může významně ovlivnit 

úroveň lékařské péče zainteresovaných subjektů. Eliminuje potřebu častých 

a pravidelných návštěv lékařských center a bolestivý odběr žilní krve obvykle nutný pro 

standardní klinické testy. Výsledky je navíc možné sdělovat subjektům 

telefonicky. Dalšími přednostmi jsou méně invazivní odběr kapilární krve pomocí 

jednorázové samoodběrové sady a pohodlí odběru krve ve známém prostředí 

doma. Přepravu DBS do laboratoře mohou provádět poštovní nebo balíkové doručovací 

společnosti a DBS je automaticky analyzována v laboratoři se zanedbatelným zásahem 

personálu. Eluce DBS a následná přímá analýza eluátu se provádí pomocí komerčně 

dostupného CE přístroje a kvantitativní výsledek je získán téměř okamžitě po dodání 

DBS do laboratoře. 

• Jsou představeny polymerní pěny z PVP nebo směsi CMC07 a OC. Jejich složení je 

optimalizováno pro odběr a analýzu DBS. Pěny jsou připraveny jednoduchým 

postupem, který zahrnuje homogenizaci vodné polymerní suspenze, pipetování daného 

objemu suspenze do 96jamkové destičky a lyofilizaci suspenze. Výsledné polymerní 

pěny jsou porézní disky s jednotnými rozměry (cca 6  3 mm) a plně rozpustné 

ve standardních vodných roztocích. Rozpustné polymerní pěny umožňují odběr 

nepatrných objemů kapilární krve a rychlé sušení krve ve standardní CE vialce, 

po kterém následuje úprava DBS (eluce a HF-LPME) přímo ve vialce a přímá CE 

analýza. Odběr krve na rozpustné polymerní pěny nabízí kratší dobu přípravy a zlepšené 

extrakční výtěžnosti analytů ve srovnání se standardními odběrovými DBS sorbenty.  

https://www-sciencedirect-com.ezproxy.lib.vutbr.cz/topics/chemistry/pharmacokinetics


44 

6 BUDOUCÍ PERSPEKTIVA 

Výsledky a zkušenosti, které jsme získali v experimentech prezentovaných v této práci, přinesly 

nové otázky a cíle, které bychom v budoucnu rádi vysvětlili a kterých bychom chtěli 

v budoucnu dosáhnout. 

 Zde je jejich krátký výčet: 

• aplikovat vyvinuté metody na další suché vzorky se složitou matricí (např. moč, sliny, 

hlen, mozkomíšní mok, potravinové výrobky, vzorky životního prostředí), a analýzu 

dalších analytů (např. polutanty, antibiotika, vitamíny, minerály, biomarkery), 

• vyvinout automatizovanou metodu pro přímé spojení extrakcí přes SLM s CE, která by 

umožnila přímé dávkování a analýzu analytů z DBS, 

• vyvinout přímé spojení HF-LPME s komerční CE, která by zahrnovala celý proces 

manipulace s kapalinami potřebný pro HF-LPME (impregnace HF organickým 

rozpouštědlem, plnění HF akceptorovým roztokem, dávkování akceptoru z HF), 

• automatizovat zpracování DBS vzorků pomocí přístroje pro sekvenční analýzu přímo 

spojeného ke komerční CE, 

• vyvinout postupy pro zvýšení citlivosti a selektivity automatizovaných CE analýz, 

např. pomocí zakoncentrování analytů v kapiláře, případně použití ESI-MS detekce, 

• využít vyvinuté analytické metody na vzorky odebrané pomocí komerčně dostupných 

odběrových souprav nekvalifikovanými klinickými subjekty.  
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10 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 

BGE základní elektrolyt 

CE kapilární elektroforéza 

C4D kapacitně vázaná bezkontaktní vodivostní detekce 

CMC07 karboxymetylcelulóza 

DART-MS hmotnostní spektrometrie s přímou analýzou v reálném čase 

DBS suchá krevní skvrna 

DESI-MS hmotnostní spektrometrie s desorpční elektrosprejovou ionizací 

DMPK metabolismus léčiv / farmakokinetika. 

DNA deoxyribonukleová kyselina 

ESI elektrosprejová ionizační technika 

ER extrakční výtěžnost 

ESM elektronová rastrovací mikroskopie 

GC plynová chromatografie 

HF-LPME mikroextrakce přes duté vlákno 

HF porézní duté vlákno 

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

HRMS hmotnostní spektrometrie s vysokým rozlišením 

ICP-MS hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem 

INR mezinárodní normalizační poměr 

ITP izotachoforéza 

LC-UV kapalinová chromatografie s detekcí v ultrafialové oblasti 

LLE extrakce kapalina-kapalina 

LOD limit detekce 

LOQ limit kvantifikace 

LPME mikroextrakce do kapalné fáze 

MS  hmotnostní spektrometrie 

NBS novorozenecký screening 

OC oxidovaná-6-karboxycelulóza 

PAH fenylalaninhydroxyláza 

PP polypropylen 
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PVP polyvinylpyrrolidon 

RSD relativní standardní odchylka 

R2 koeficient determinace 

SDME mikroextrakce do jedné kapky rozpouštědla 

SPE extrakce na pevné fázi 

SLM kapalná fáze na membránovém nosiči 

TDM terapeutické monitorování léčiv 

UV-VIS spektrofotometrie s detekcí v ultrafialovo-viditelné oblasti 

UHPLC ultra-vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

VAMS technika odměrného vzorkování mikro-objemů  
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