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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. Eva Semeradova

Skolitel: doc. PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Stanoveni kreatininu v moci pomoci on-line SPE v SIA

Cilem diplomové prace bylo stanovit kreatinin v moc¢i metodou, jejiz vysledky by byly
srovnatelné s rutinné pouzivanou metodou na bazi Jaffého reakce. Byly pouzity tfi
vzorky moci, vysledné hodnoty byly statisticky porovnany s hodnotami namérenymi na

klinickém analyzatoru dle Jaffého protokolu.

Kreatinin v moci byl stanoven pomoci online extrakce na tuhé fazi (SPE) v sekvencni
injekéni analyze (SIA). Kolona v systému SIA byla naplnéna sorbentem pro extrakci, byl
pouzit sorbent do materidlu Plexa PCX. Pro stanoveni kreatininu byla pouZita metoda
standartniho pridavku, kazdy vzorek byl zméfen dvakrat a pro hodnoceni byl vyuzit
pramér danych hodnot. Podminky experimentu byly nejprve optimalizovany na
roztocich standardu ve zfedéné kyseliné octové, poté byly aplikovany i na realné vzorky

moci.

V metodé byla hodnocena linearita, vytéZznost, opakovatelnost a robustnost. Dle
hodnoty korela¢niho koeficientu bylo dosazeno dobré linearity, vytéZznosti kolem 100 %.
Opakovatelnost byla zhodnocena dle RSD, kterd se pohybovala vzdy kolem 2-3 %, coz je

povazovano za velmi dobry vysledek.

Vysledné koncentrace kreatininu byly vypocteny z vysky pika (absorbance) iz plochy pod
pikem. Hodnoty namérené v nasem experimentu byly srovnatelné s hodnotami

namérenymi v klinické laboratofi dle Jaffého protokolu, cil prace byl tedy splnén.

Klicova slova: extrakce na tuhé fazi, sekvencni injekéni analyza, kreatinin v moci



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Krdlové

Department of Analytical chemistry

Candidate: Bc. Eva Semeradova

Supervisor: Assoc. Prof. PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.

Title of the diploma thesis: Determination of creatinine in urine using on-line SPE in SIA

The aim of the diploma thesis was to determine creatinine in urine by a method whose
results would be comparable to the routinely used method based on the Jaffé reaction.
Three urine samples were used, the resulting values were statistically compared with

the values measured on a clinical analyzer according to the Jaffé protocol.

Urine creatinine was determined by online solid phase extraction (SPE) in sequence
injection analysis (SIA). The column in the SIA system was filled with sorbent for
extraction, a sorbent was used in the Plexa PCX material. The standard addition method
was used to determine creatinine, each sample was measured twice and the average of
the given values was used for evaluation. The experimental conditions were first

optimized on standard solutions in dilute acetic acid, then applied to real urine samples.

The method was evaluated for linearity, yield, repeatability and robustness. According
to the value of the correlation coefficient, good linearity was achieved, yield around
100%. Repeatability was evaluated according to RSD, which was always around 2-3%,

which is considered a very good result.

The resulting creatinine concentrations were calculated from the peak height
(absorbance) and from the area under the peak. The values measured in our experiment
were comparable with the values measured in the clinical laboratory according to the

Jaffé protocol, so the aim of the work was met.

Key words: solid phase extraction, sequential injection analysis, creatinine in urine.



1. UvOD

Kreatinin je cyklickd dusikatd organicka latka, ktera vznika ve svalech z kreatinfosfatu.
Jeho hodnota slouzi predevsim jako ukazatel glomeruldrni filtrace a mlzZe byt
napomocna také k predikci stavu pacientd po operaci srdce nebo ke sledovani Ucinnosti
hemodialyzy. Je béZnou soucdsti moci a spolu s kreatinem se nachdzi ve svalové tkani,
v mozku a v krvi. Niz8i hodnoty nachazime u téhotnych Zen, pfi ubytku svalové hmoty
nebo pfi zvySeni rychlosti glomeruldrni filtrace vlivem |ékl (glukokortikoidy). Zvysené
hodnoty v krvi naméfime pfi snizeném vylucovani kreatininu ledvinami (poskozeni
ledvin, poruchy prokrveni, ucinkem nékterych 1ékd) nebo pfi jeho zvysené produkci
(gigantismus, polytraumata). Fyziologicky rozsah hodnot koncentrace kreatininu v krvi
je také ovlivnén faktory jako je vék, pohlavi, svalova hmota nebo etnicka pfrislusnost.
Hodnota clearance kreatininu mlze poskytnou presnéjsi informace jiz v casném stadiu

poruchy ledvin.

Kreatinin lze méfit pomoci mnoha laboratornich metod jako je napfiklad Jaffého reakce,
enzymatické stanoveni, kapalinovd chromatografie, kapilarni elektroforéza nebo
pomoci pratokovych metod. V této praci jsme méfili kreatinin v nékolika vzorcich moci
pomoci sekvencni injekéni analyzy a namérené hodnoty jsme porovnavali s hodnotami

namérenymi Jaffého reakci.



2. ZADANI - CiL PRACE

Cilem diplomové prace je stanoveni kreatininu pomoci online SPE v SIA. Pomoci této
metody byly optimalizovany podminky pro stanoveni kreatininu v moci a nasledné
zméreny koncentrace kreatininu v nékolika vzorcich. Vysledky byly poté porovnany

s koncentraci namérenou pomoci Jaffého metody na klinickém analyzatoru.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Tvorba a slozeni moci

Hlavni funkci ledvin je vylouceni nepotfebnych latek (mocovina, kreatinin, kyselina
mocova), fady lékl a toxickych latek z téla. Ledvina obsahuje asi milion funkcnich
jednotek —nefront [1]. Nefrony jsou dale tvoreny glomerulem (klubko kapildr vchlipené
do Bowmanova vacku), sto¢enym kanalkem 1. fadu (proximalni tubulus), Henleovou

klickou, sto¢enym kanalkem 2. fadu (distalni tubulus) a sbérnym kandlkem [2].

Ke vzniku moci dochazi nejprve v glomerulech. Zde probiha nepfetrzita filtrace krevni
plazmy ptes bazdlni membranu do Bowmanova vacku. Timto zplsobem vznikd primarni
mo¢, ktera je definovana jako ultrafiltrat krevni plazmy (ma tedy stejné slozeni jako
plazma jen bez bilkovin). Nasledné probiha v tubularnim systému Uprava primarni moci

a resorpce dllezitych latek a vody [2].

V proximdlnim tubulu probihd resorpce elektrolytl, glukézy, aminokyselin a dalSich
dllezitych latek. V této fazi dochazi kizoosmotické resorpci vody, 80 % plvodniho
filtratu je resorbovano. Z proximalniho tubulu pfitéka tekutina do Henleovy klicky, kde
se vstiebava dalsi ¢ast elektrolyt( a tekutina se stava hypotonickou vici ledvinové dreni.
Hypotonicka tekutina pfitéka do distalniho tubulu a zde se zahusti (zpét do krve se
resorbuje voda), do krve se vstiebdva daldi ¢ast elektrolytd a mocovina. Cinnosti
sbérnych kandlk( dochazi ke konec¢né Upravé moci. Propustnost stén sbérnych kanalkd
je fizena antidiuretickym hormonem (ADH) z hypotalamu a soucasné vlivem aldosteronu
(hormon nadledvinové kiry) dochazi k vyméné Na* za ionty H* a amoniak [1]. Primérné

se produkce definitivni moci pohybuje okolo 1,5 az 2 litr( za 24 hodin [2].
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Obrazek ¢. 1 - Tvorba mocdi [3]

Pfedstavu o sloZzeni normalni moci uvadi nasledujici tabulky:

Tabulka €. 1 — Nejd(lezitéjsi anorganické soucasti moci [2]

Nejdlezitéjsi anorganické soucasti

Sodik 120-240 mmol/24hodin
Draslik 45-90 mmol/24 hodin
Horcik 0,6-5,0 mmol/24 hodin
Vapnik 0,6-5,0 mmol/24 hodin
Amonny iont 30-75 mmol/24 hodin
Vodikovy iont 1-10 umol/24 hodin (pouze v kyselé moci)
Chloridy 120-240 mmol/24 hodin
Fosfaty 25-35 mmol/24 hodin
Hydrogenuhli¢itan 0-50 mmol/24 hodin
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Tabulka €. 2 — Vyznamné organické slozky moci [2]

Vyznamné organické slozky
Mocovina 333-583 mmol/24 hodin
Kreatinin 9-16 mmol/24 hodin
Kyselina mocova 1,5-5 mmol/24 hodin
Jiné dusikaté latky 0,5 g N/24 hodin

Tabulka ¢. 3 — Hodnoty moci [2]

Objem 0,6-2,51/24 hodin Relativni hustota 1003-1035

pH 4,7-8,0 (pramér 6,0) | Osmolalita 50-1400 mmol/kg

MnoiZstvi, sloZeni i vlastnosti moci se méni dle prijaté vody, druhu potravy

a metabolickych okolnosti [2].

3.2. Glomerularni filtrace a clearance

V predchozi kapitole byla stru¢né shrnuta tvorba moci. Glomerulus zajistuje selektivni
filtrovani krve — glomerularni filtraci [2]. Glomerularni filtrace je proces, ktery zavisi
hlavné na dvou faktorech — filtra¢nim tlaku a vlastnostech glomeruldrni membrany.
Hydrostaticky tlak ve vas afferens pusobi proti koloidné osmotickému tlaku plazmy
a tlaku glomerularniho filtratu. Dle velikosti (molekuly mensi nez 70 kDa se filtruji) a dle
naboje (zdporné nabity povrch membrany — napf. albumin je zadrzen) glomeruldrni
membrana selektuje molekuly. Normalni hodnota glomerularni filtrace je cca 180 |/den.
Nefrony, které prebiraji funkci po zaniklych nefronech (zanik chorobné, involuci)
nazyvame rezidudlni. Pokud zaniknou nefrony, snizi se glomerularni filtrace a produkce
primarni moci. V pripadé Ze by se v tubulech vstiebalo stejné procento vody jako pfi
normalni GF (1-2%) a pfijem tekutin by byl stejny, doslo by k retenci vody. Rezidualni
nefrony proto musi vzdy zvysit vylucovani vody. Kompenzace tubuldrnimi funkcemi a GF

urcuji zavislost solutll na poklesu GF — zjednodusené je Ize rozdélit na 3 skupiny:

12



e Skupina A. — kreatinin a urea — v plazmé jsou zvySené pokud GF <50 %
e Skupina B. — K+, fosfaty, uraty, H+ — v plazmé jsou zvysené, pokud GF <25 %
e Skupina C. — NaCl — v plazmé jsou zvySené, pokud GF <2 % [1]

Normalni rychlost GF je 1,5 — 2ml/s. Hodnota pod 1 ml/s znamena jiZ mirné postizeni

ledvin. VSechny vysledky se vidy interpretuji s ohledem na klinicky stav a pfiznaky.

Tabulka €. 4 — Stupné chronického poskozeni ledvin dle doporuceni National Kidney
Foundation [4]

Stupeni postizeni Klinicky popis GF (ml/s/1,73 m?) | Dalsi
ledvin
1 Normalni GF > 1,5 | Bilkovina nebo

albumin v modi,
burky nebo valce
v moc. sedimentu

2 Mirny pokles GF 1-1,49

3 Stfedni pokles GF 0,50-0,99

4 Tézky pokles GF 0,25-0,49

5 Selhani funkce <0,25
ledvin

3.2.1. Clearance

Razné latky jsou eliminovany z krve do moci rliznou rychlosti. Rychlost, kterou latka
prechazi z krve do modi, je oznacovana jako clearance. Jinak feceno clearance je takovy

objem plazmy v mililitrech, ktery je ocistén od urcité latky pfi jednom pratoku ledvinami.

V oblasti funkcnich zkousek ledvin je nejpouzivanéjsi vySetieni clearance kreatininu.
Clearance vyzaduje sbér moce (obvykle za 24 hodin), ve které se méfi kreatinin. Méreni

clearance pred mérenim GF se upfednostiuje v pfipadech jako:

e pacient se zndmym onemocnénim ledvin (napt. pokud ma v moci albumin nebo
bilkovinu)

e starsi pacienti nebo déti

13



e pacienti s extrémni hmotnosti (podvyZiveni nebo obézni)
e pacienti s neobvyklymi dietnimi zvyky (vegetariani)
e pacienti se zménénymi renalnimi funkcemi (napf. akutni renalni onemocnéni)

e v pfipadé nutnosti upravit davky léCiva (osoby uZivajici nefrotoxické léky) [4]

3.2.2. Metody vysetieni glomerularni filtrace

3.2.2.1. Metody méreni GF se sbhérem moci

Renalni clearance endogenniho kreatininu (véetné korigované hodnoty)

U zdravého dospélého ¢lovéka clearance kreatininu (Ck/) miZe presahovat GF jen velmi
lehce (0 10 az 20 %). Je to dUsledek nevelké tubularni sekrece kreatininu v proximalnim
tubulu. Avsak u jedincl s chronickym renalnim selhanim dochazi ke zvysSeni tubularni
sekrece kreatininu a v konec¢nych stadiich chronického selhani ledvin mlzou hodnoty
presahovat GF o 100 a vice procent. Renalni clearance kreatininu je ur¢ena na podkladé
méreni mocového vylucovani kreatininu (Ux - V) ve sledovaném obdobi a sérové

koncentrace kreatininu (Skr). Vypocet se provadi dle vzorce:

Cikr = Ukr - V/ Skr (Ukr — koncentrace kreatininu v moci v umol/l, V — objem modi vytvofeny
za sledovanou casovou jednotku v ml/s, Sk — koncentrace kreatininu v krevnim séru

v umol/l)

Hodnota Ci- neni ovlivnéna extrarendInimi faktory, proto poskytuje lepsi odhad neZ hodnota Skr.
Extrarendlnimi faktory se rozumi vylucovdni kreatininu stfevem u jedinct v pokrocilejsim stadium
CKD (chronic kidney disease), zmény distribuc¢niho prostoru kreatininu (jedinci s velkymi otoky)
a rozdily v objemu svalové hmoty (eventudlné i v pfijmu masa). Kreatinin je zavisly i na funkci
jater. V jdtrech je kreatin vytvofen a uvolfiovdn do cirkulace, vychytdvdn ve svalech a zde
neenzymaticky pfeménén na kreatinin. Hodnota Ci se prepocitdvd na idedini télesny povrch

(1,73 m?).

Chyby v neuplném sbéru modi jsou jednim z hlavnich davod(, proc¢ fada klinik( radéji

voli odhad GF na podkladé hodnoceni Sk nebo uzije vypoctové metody [5].
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Clearance inulinu

Inulin se v glomerulech filtruje volné a pfi prlchodu tubuly se neméni jeho mnozstvi.
Pokud je tedy provedeni spravné, poskytuje inulin nejpravdivéjsi hodnoty GF. Jeho
méreni vSak vyzaduje presné a metodicky narocné laboratorni vySetfeni za standartnich
podminek hydratace. Je nutny pfesny sbér moci. Princip méreni rendlni clearance je
zaloZen na presném méreni vylouc¢eného mnozstvi inulinu do moci za ¢asovou jednotku

pfi stabilizované plazmatické koncentraci [5].

3.2.2.2. Metody méreni GF bez shéru modi

Koncentrace kreatininu v séru

Tato hodnota je samostatné nepfesnd pro predikci, ale vyznamné se uplatiiuje ve
vypoctovych vzorcich pro stanoveni GF ¢i Ci. Na hodnotu ma vliv mnozstvi svalové
hmoty, vék, stafi a pfijem proteinli a aminokyselin. Pro stanoveni kreatininu v séru se
uvadi tfi metody: Jaffého reakce, enzymatické stanoveni a jako referenéni metoda

plynova chromatografie s izotopovou diluci a hmotnostni spektrometrii.

Hodnota Skr muZe slouzit k zakladnimu nefrologickému vysSetfeni a jeji vysoké hodnoty
mohou pomoci pfi rozhodovani o zahdjeni dialyzacni IéCby. Pro lepsi odhad GF je nutné

vyuZit vypoctové metody [5].

Vypoctové metody odhadu GF na podkladé stanoveni sérového kreatininu (eGF)

Nejvétsim zdrojem chyb u stanoveni clearance kreatininu je pfesny sbér moci. Cil vSech

vypoctovych vzorcl je odhad hodnoty GF bez shéru moci. Uvadi se dva vzorce:
Odhad clearance kreatininu dle Cockcrofta a Gaulta

Ckr (ml/s) = (140 — vék) - hmotnost / 44,5 - Sk (Hodnotu véku udavame v rocich

a hmotnost v kg, Skr v umol/I.)

Tato rovnice je nespolehlivd u pacientl s retenci tekutin nebo vysokym procentem

télesného tuku. Tento vzorec uz se povaZuje za zastaraly a v praxi se nepouziva.
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Odhad GF pomoci vzorcti MDRD (Modification of Diet in Renal Disease)
Cir=2,83 - (0,0113 - Sy,)"29%°- vé&k 2176. (2,8 - sérova urea) % (0,1 - sérovy albumin)®318

U Zen se tato hodnota jesté musi vyndsobit faktorem 0,762 [6].

3.3. Kreatinin a jeho stanoveni

3.3.1. Kreatinin

Latka kreatinin byla poprvé pojmenovana Liebigem vroce 1847 a syntetizovana
Horbaczewskim v roce 1885 [7]. Kreatinin je cyklicka dusikatd organicka latka. Je to
anhydrid kreatinu, vznikd ve svalech z kreatinfosfatu neenzymatickou dehydrataci
a odpojenim fosfatu [8]. Je to konecny produkt degradace kreatinfosfatu, ktery je
energetickou rezervou pro svalovy stah. Spolu s kreatinem se nachazi ve svalové tkani,
v mozku a v krvi. Je také béznou soucasti moci [9]. Hned po glukdze je uvadén jako

nejzadanéjsi analyt v klinické analyze [7].

3.3.1.1. Chemicka a fyzikalni charakteristika

Sumadrni vzorec kreatininu je CsH;N30 a jeho relativni molekulovd hmotnost je
113,12 g/mol. Kreatinin ma podobu bilych krystall a rozkldadd se kolem teploty
300 °C [10]. Hodnota pKy je 1,688. Rozpousti se ve 12 dilech vody a slabé rozpustny je
také v ethanolu. Je nerozpustny v acetonu, etheru nebo chloroformu. Jeho izolace
z moCi je velmi obtizna, proto se vétSinou pripravuje z komeréniho kreatinu za pouziti
HCI. Stabilita kreatininu se uvadi jako: 2 dny pfi 20-25 °C, 6 dnl pfi 4-8 °C, 24 tydnu
p¥i 20 °C [8].

s | X
; *“/K“.'/\( ) £ >=NH
CH, 0 O H

Obrazek €. 2 — Kreatin [11] Obrazek €. 3 — Kreatinin [11]
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3.3.1.2. Metabolismus

Kreatinin je koneény produkt katabolismu kreatinu a kreatinfosfatu. Kreatin slouzi
primarné jako zasobarna vysokoenergetického fosfatu, zvlasté v kosternim a v srde¢nim

svalu. Mnozstvi kreatinu v krvi ovliviiuje tvorbu a vylu¢ovani kreatininu [12].

Pokud md organismus dostatek energie, je na kreatin z ATP prenesen fosfat. Vznikla
makroergni sloucenina (kreatinfosfat) poté slouzi v pripadé potieby k opétovnému
preneseni fosfatu na ADP, a tedy i k doplnéni ATP pro svalovy stah. Reakce se uplatfiuje
zvlasté v prvnich minutdch intenzivni svalové prace. Prfeména kreatin +
ATP « kreatinfosfat + ADP je katalyzovdna enzymem kreatinkindazou (CK) a je reverzibilni

[13]. Kromé endogenni syntézy se kreatinin do organismu dostdva také potravou [14].

Z celkového mnoizstvi kreatinu v téle nachazime asi 95 % v kosternim svalstvu. Zbylych
5 % je uloZzeno v burikdch mozku, ledvin, jater a varlat. Ve svalu se vyskytuje prevazné
jako kreatinfosfat (20-30 % je volny kreatin, zbytek se nachazi ve fosforylované formé)

[13].

Produkce kreatininu je za predpokladu fyzického klidu a bezmasé diety stabilnia tmérna

télesné hmotnosti. Denné se v organismu na kreatinin preméni 1-2 % kreatinu [9].

3.3.1.3. Prijem, zdroj a syntéza kreatinu

Kreatin télo ziskava dvéma zplsoby. Endogenni kreatin ziskdvdme biosyntézou — ta
probihd v ledvindch, jatrech a pankreatu. Kreatinfosfat i kreatin vznikly z biosyntézy je
poté neenzymové preménén na kreatinin a eliminace ztéla probihd pomoci

glomerularni filtrace. Exogenni kreatin je kreatin ziskany potravou (tedy ze stfeva) [13].

Kreatinin se vyskytuje ve vSech pldach, v obilnych zrnech nebo v nékterych rybach.
Kreatinfosfat, ktery se nachazi ve svalové tkani Zivocichl je po smrti hydrolyzovan na
kreatin, ktery se poté béhem tepelného zpracovani masa dehydratuje na kreatinin. Jako

zdroj kreatinu mizZeme tedy uvést i maso a masné vyrobky [15].

Obecné probiha preména kreatinu na kreatinin ve vodnych roztocich, kdy poté obé latky
tvofi rovnovazinou smés. Pokud probihd pfeména v kyselém roztoku, veskery kreatin je

pfeménén na kreatinin [8].
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Hlavni misto tvorby kreatinu u clovéka jsou ledviny ale syntéza kreatinu probiha
ivjatrech, a Castecné i v pankreatu a jinych tkdnich. Kreatin se syntetizuje z tfi
prekurzorovych aminokyselin — z glycinu, argininu a methioninu. V prvni kroku za Gcasti
enzymu L-arginin:glycin-amidinotransferdazy (AGAT) se nejprve amidinova skupina
z argininu prenese na glycin a vznikd guanidinoacetat a L-ornitin. Vznikly
guanidinoacetat je z ledvin transportovan do jater a zde probiha druhy krok — methylace.
Pomoci S-adenosylmethioninu (SAM) a enzymu N-guanidinoacetatmethyltransferazy
(GAMT) probihd methylace guanidinoacetdtu. Vznikda kreatin, ktery je poté

transportovan krvi do svalu [16].

Regulace tvorby kreatinu probihd pomoci enzymu AGAT —tedy tvorby guanidinoacetatu.
Enzym AGAT je schopen kreatin zpétnovazebné inhibovat. Jako regulacni faktory funguji

také thyroidni hormony, somatotropin, pohlavni hormony a ornitin [16].

Regulace tvorby kreatinu je také potravou. Pokud ma organismus nedostatek protein(
ve stravé, je snizeny i obsah kreatininu. Pfi¢inou je nedostatecny pfisun esencialnich

aminokyselin, z kterych se kreatin syntetizuje [14].

NH, 5
! Glycin
£ r:u-l; C=NH,
:g Gly (sz TH Syntéza kreatinu a kreatininu
>
© COOr .
9 (?H_)_x
CH=NH,*
> amidinotransferasa | ’
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II\IHI Ornithin
6
: C=NH, 5
guanidinoacetat ‘ ILIH (@QQ
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5 | SAH ‘
] NHA, NH
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[, / \ N~CH,
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Obrazek €. 4 — Syntéza kreatinu a kreatininu [17]
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3.3.1.4. Vyluc€ovani kreatininu

Kreatinin se prendsi krevnim obéhem a pfi spravné funkci ledvin je odfiltrovan
a odstranén z lidského téla jako slozka moci [18]. Kreatinin se vyluCuje prevainé
glomeruly (nevstrebava se zpét do krve), jeho hladina slouzi jako ukazatel glomeruldrni

filtrace. Jeho exkrece zavisi na mnozstvi svalové hmoty, dieté a funkci ledvin [9].

Pomér produkce a exkrece kreatininu je za normalnich podminek konstantni. Z 90 % je
do modi filtrovan glomeruly, ze zbylych 10 % se do moci dostava tubuldrni sekreci.

V pfipadé, ze vzroste koncentrace v séru, vzroste i mnozstvi secernované tubuly [14].

Pfi chronické nedostatecnosti ledvin dochazi k vyraznému zvysSeni koncentrace
kreatininu v plazmé a je mozna i exkrece kreatininu stfevni sliznici (az 60 %). Ve stfevech

je kreatinin hydrolyzovan bakterialni kreatinkindzou [9].

3.3.2. Vyznam stanoveni kreatininu

Pokud je poskozeno vice jak 50 % nefron(l, koncentrace kreatininu v krevnim séru se
zvySuje, v moci naopak sniZuje. Tato hodnota se stanovuje pravidelné napftiklad
u pacientl s diagnostikovanou poruchou ledvin, cukrovkou nebo u pacientd uzivajicich
vétsi mnozstvi Iékl [19]. Hodnota clearance kreatininu muizZe poskytnout presnéjsi
informace jiz v casném stadiu poruchy ledvin [9]. | pfes analyticka a fyziologicka omezeni

kreatinin zGstava zakladem metod pro odhad GF.

Kreatinin je také uvadén jako marker svalové hmoty a jeho tvorba odrazi pomaly obrat
svalového proteinu. Jeho hladina je uvadéna jako index zasoby aminokyselin uloZzenych

ve svalové hmoté a sniZzeni tohoto indexu znamena ztratu rezervy dusiku [7].

Pti stanoveni funkce ledvin jsou dulezité tfi hodnoty kreatininu — jeho koncentrace
v moci, v séru i jeho clearance (viz kapitola glomerularni filtrace). V oblasti funkcnich
zkousek ledvin je nejcastéji pouzivané vysetfeni clearance kreatininu. Vyhodou je, Ze
toto stanoveni nevyzaduje podani cizorodé latky vysetfované osobé, nebot pfi vyloucéeni
kreatinu z potravy (omezeny pfijem masa) a vylouceni svalové prace (klid na lGzku) je
hladina endogenniho kreatininu v krvi relativné stala [1]. Pokud ledviny funguji spravné,

clearance kreatininu odpovida glomerularni filtraci. Snizena filtrace pod 50 % zvysuje
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kreatininémii a souc¢asné dochazi ke zvySenému vylucovani kreatininu tubularni sekreci

[12].

Vlastni zkouska trva 12 nebo 24 hodin. Veskerda moc se sbird do jedné (clearance
jednorazova) nebo vice nadob (clearance frakciovana — 8 hodnot/24 hodin). Vidy se
zméri objem moci a stanovi se koncentrace kreatininu pomoci Jaffého reakce. Na
zaCatku a na konci se stanovi hladina kreatininu a poté se stanovi primérna hodnota.
Vypoctem zjistime hodnotu clearance a z této hodnoty mGzeme vypocitat také hodnotu

tubularni resorpce [1].

Stanoveni koncentrace kreatininu lIze také vyuZit k odhadu Uplnosti sbéru moce (pokud
prekroCi mnoZstvi kreatininu v 24 hodin sbirané moci o vice nez 30 % ocekdavané hodnoty
jde pravdépodobné o neuplny sbér). Dalsi moznou indikaci k méreni koncentrace
kreatininu je standardizace odpadu latek v moci. Obvykle se tato hodnota méfi
v jednorazovém nasbiraném vzorku a vysledek se vyjadiuje jako mnozstvi dané latky na

mmol kreatininu ve vzorku [1].

Koncentrace kreatininu podléhd diurnadlnimu rytmu (maximalni je vecer, minimalni je
rano). V. moci hodnota kreatininu klesa pfi svalové atrofii nebo myotonické dystrofii a Ize
jej tedy také povazovat za kvantitativni indikator anorexie [7]. MUzZe slouzit k predikci
stavu pacientl po operaci srdce nebo ke sledovani uUcinnosti hemodialyzy. Pomér

mocoviny v moci ke kreatininu se pouziva ke stanoveni pfijmu bilkovin ve stravé [18].

Diky mensimu procentu svalové hmoty je u Zen koncentrace asi 0 15 % nizsi nez u muzQ,
v détském véku jsou hodnoty nizsi asi 0 80 %. Nizsi hodnoty jsou také u téhotnych Zen
vzhledem k zvySené glomeruldrni filtraci. ZvySené hodnoty kreatininu v krvi nalezneme
pfi snizeném vylucovani kreatininu ledvinami (poskozeni ledvin, poruchy prokrveni,
ucinek nékterych lékd) nebo pfi jeho zvySené produkci (gigantismus, polytraumata).
Snizené hodnoty nalezneme naopak pfi ubytku svalové hmoty nebo pfi zvySeni rychlosti

glomerularni filtrace (glukokortikoidy) [12].

Fyziologicky rozsah hodnot koncentrace kreatininu v krvi zavisi na vice faktorech jako je
vék, pohlavi, svalovd hmota, etnicka pfislusnost. U zdravého clovéka se hodnoty

kreatininu v séru pohybuji okolo 0,05-0,11mM. Pokud je koncentrace vyssi nez 0,14mM,
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jsou vyzadovdna dalsi klinicka vysetfeni. Hodnota nad 0,50 mM znaci zavaznou renalni
dysfunkci. V extrémnich stavech dysfunkce mGzou hodnoty prekrocit i 1 mM. Naopak ve
vzorku moci u zdravych lidi jsou vyznamné vyssi hodnoty kreatininu (nékolik milimol( na

litr) [7].

Tabulka €. 5 — Vylu€ovani kreatininu moci [20]

ZvysSené vylucovani moci Snizené vylucovani moci
Zvyseny prijem protein( Glomerulonefritida — akutni, chronicka
Hladovéni Pyelonefritida

Obstrukce mocovych cest

Leukemie

Vegetarianska dieta

Tabulka ¢. 6 — Odpad kreatininu a koncentrace v zavislosti na véku [20]

Vvék Odpad moci za 24 hod Koncentrace (mmol/I)
(mmol/d)

0-1 mésic 4,4-8,8

1 mésic—1 rok 5,5-11,5

1-15 rokd 6,0-16,0

15-99 rokd 8,0-18,0

0-99 rokd 2,5-18,0

3.3.3. Stanoveni

Bylo popsano mnoho metod pro analyzu kreatininu, od klasické Jaffého metody, pres
enzymatické testy, kapilarni elektroforézu, HPLC nebo pritokové metody. Nékteré

z nich jsou shrnuty v této kapitole.

3.3.3.1. Jaffého reakce

Prvni, kdo popsal reakci s alkalickym pikratem, byl Max Jaffé v roce 1886. Pro klinické
aplikace v séru a v moci reakci upravil Otto Folin v roce 1919. Metoda se pouZziva hlavné

pro vzorky moci, které obecné obsahuji méné interferujicich latek nez sérum. P¥i této
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metodé je rozhodujici dbat na dodrzeni stejnych inkubacnich ¢asli, doba se pohybuje
kolem jedné hodiny, v zavislosti na poctu vzork( k méreni [21]. Diky své jednoduchosti

a nizké cené je Jaffého reakce stale populdrni [22].

Jaffého reakci s alkalickym pikratem je kreatinin stanovovan nejcastéji. Vyuziva se zde
reakce latek s aktivni methylenovou nebo methinovou skupinou s aromatickymi
nitrolatkami. V alkalickém prostredi reaguje bezbarvy kreatinin s kyselinou pikrovou.
Vznika podvojny ¢ervenooranzovy pikrat, ktery se kvantitativné uréuje fotometrii a jeho

mnozstvi je pfimo Umeérné mnozstvi vychoziho kreatininu [19].

Klasickou Jaffého reakci Ize také automatizovat. V tomto pfipadé je vzorek moci nebo
séra nakombinovan v reak¢ni cele s roztokem pufru kyseliny pikrové. Roztok pufru musi
byt upraven tak, aby sniZil vliv jinych slou¢enin ve vzorku. Cas analyzy této metody zavisi
na typu stroje, uvadi se okolo 15 minut pro kalibraci pfistroje a pfiblizné 5 minut pro

méreni vzorku [21].

Metoda je zndma svou nespecificnosti, kromé kreatinu reaguji pozitivné i jiné latky tzv.
Jaffého pozitivni chromogeny (ketolatky, glukdza, kyselina pyrohroznova) a vysledek
byva ¢asto nadhodnocen. Vliv mnoha z nich Ize snizit, pokud je reakce kyseliny pikrové
provedena pfi neutralni i alkalickém pH ve stejnych vzorcich. Metodu je nutné
kompenzovat, jako nejjednodussi zplsob se voli odeéteni hodnoty pseudokreatinu od
vysledk(i méreni. Pokud se jedna o méreni na klinickém analyzatoru, odecitd se hodnota
stejnd pro vSechny vzorky, obvykle udavana vyrobcem pfrislusného stroje [23]. Tyto
interference jsou ale méné Casté nez pri stanoveni Jaffého reakci v séru [12]. V pfipadé

vyznamné hyperbilirubinémie muze byt vysledek naopak falesné snizeny [24].

NO,
HaC. NO o
’ N/>;o . o aIkaIiv:k_\ir roztok /@ komplex
s ' () " . o, No, kreatinin - kys.
H E O,N NO, H,C /\’ o pikrova
\N -
kreatinin k. pikrova ‘} /
HN ™
cerveny

Obrazek €. 5 — Jaffého reakce [25]
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3.3.3.2. Enzymatické stanoveni

Pro stanoveni Ize pouzit i enzymatickou metodu, ktera interferencemi netrpi, odborna

literatura ale udava, Ze ptinos pro klinickou praxi neni zcela jasny [1].

Metody vyuzivaji stanoveni Uéinku enzymu kreatininazy na kreatinin, ze kterého vznika

kreatin. Stanovuje se dvéma zpUsoby.

Prvni zplsob (kreatinindza — kreatindza — sarkosinoxiddza — peroxidaza) stanoveni
spociva v pfeméné kreatininu pomoci kreatinindzy na mocovinu a sarkosin. Ddle
nasleduje reakce katalyzovana sarkosinoxidazou, kde se pfeméni sarkosin na glycin,
formaldehyd a peroxid vodiku. Nakonec se trinderovou reakci stanovi peroxid, ktery
reaguje s4-aminoantipyrinem a fenolem za pritomnosti peroxidazy a vznikne
chinonmonoiminové barvivo, které lze stanovit spektrofotometricky. Tato namérena

hodnota je Umérna koncentraci kreatininu ve vzorku.

V druhém pfipadé (kreatinindza — kreatinkindza — pyruvatkinaza — laktatdehydrogenaza)
je zacatek reakce stejny, opét se preméni kreatinin pomoci kreatinindzy na kreatin.
Pokud je pfitomno ATP, kreatin se dale méni na kreatinfosfat a ADP. ADP se poté pomoci
pyruvatkinazy a fosfoenolpyruvatu méni na ATP a pyruvat. Nakonec se oxiduje NADH na
NAD za pritomnosti laktatdehydrogendzy a soucasné se redukuje pyruvat na laktat.
Ubytkem NADH dochézi k poklesu schopnosti absorpce zafeni a ten je Umérny

koncentraci kreatininu ve vzorku [26].

3.3.3.3. HPLC S UV detekci

Tato technika vyuZivda HPLC na reverzni fazi pro separaci kreatininu od interferujicich
latek [27]. Pomoci UV detektoru a méfeni absorbance pfi 236 nm lze monitorovat pik
kreatininu. Metodu lze uplatnit pro vzorky séra i moci. Technika je rychl3, jednoduchd
a vysledky jsou obecné srovnatelné s Jaffého metodou. HPLC muze byt uZitecna pro
problematické vzorky (zejména sérum/plazmu), protoze odstranuje slouceniny, které
mohou interferovat pfi stanoveni. Doba pripravy vzorku se udava okolo 20 minut a doba

dokonéeni analyzy kazdého vzorku 10 minut [21].
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3.3.3.4. LC-MS/MS

Metoda je vhodna pro vzorky séra i moci. Sklddd se zjednoduchého postupu
fedéni/deproteinace izotopl a poté ndsleduje kratka HPLC separace s detekci pomoci
tandemové hmotnosti spektrometrie (MS). Do vzorku se vzdy pfida izotopem znaceny
interni standard kreatinu (ISTD). Poté se monitoruji vrcholy endogenniho a ISTD
kreatininu. Hladiny kreatininu se pocitaji porovnavanim vysledkl se syntetickou

kalibra¢ni kfivkou.

Technika je vysoce reprodukovatelnd a presnd, ¢as pfipravy vzorku se uvadi pfiblizné
30 minut, kalibracni kfivka je dokonéena asi za 60 minut. Kontrola vzorku trva asi 8 minut
a analyza vzorku pak dalSich 10 minut. Celkovy ¢as na proméreni 5 vzork( je pfiblizné

2,5 hodiny [21].

3.3.3.5. Metody zalozené na stanoveni amoniaku

PlUsobenim kreatininminohydroldzy se z kreatininu stdva amoniak a 1-ethyldantoin.
Amonné ionty reaguji s 2-oxoglutaratem a NAD(P)H a katalyticky se stanovi pomoci
glutamatdehydrogenazy. Pokles absorbance NAD(P)H je umérny koncentraci kreatininu
v plvodnim vzorku [26]. M(iZze se pouzit i indikator, kde vyuZivame zmény barvy

a koncentrace kreatininu se stanovuje fotometricky [12].

3.3.3.5.1 Porovnani metod
Zatimco Jaffého reakce je pouzivana hlavné pro svou jednoduchost, enzymatické
metody se vyuZzivaji hlavné pro vysokou specificitu. Separacni techniky vykazuji

vysokou presnost a velka vyhoda pratokovych metod je jejich rychlost [28].

Metoda LC-MS/MS se preferuje kvili jeji rychlosti, specifité, stabilité i citlivosti. Lze
pouzit také mensi objemy vzork( a je odolnéjsi vici interferujicim slou¢eninam. Tento
fakt poskytuje velkou vyhodu napfiklad ptfi méreni vzork(i odebranych nemocnym
novorozencdm nebo kojenclim, kde je odbér vzorku obtiznéjsi a objem odebraného

vzorku mensi.
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Metody jako HPLC s UV detekci nebo LC-MS/MS poskytuji i pfes svou finanéni naro¢nost
fadu vyhod. Nékteré ¢lanky uvadi, Ze je pravdépodobné, Ze v budoucnu nahradi zakladni

Jaffého metodu.

Kvali cetnosti metod pro méreni kreatininu je velmi obtizné porovndvat vysledky
v rlznych laboratotich. VétSina odbornikd tedy doporucuje, aby byly vSsechny metody
standardizovany pomoci metody stabilniho izotopového fedéni a tandemové hmotnosti
spektrometrie. Pfi odbéru ¢asovanych vzork(i moci a stanoveni referencnich rozsaht pro

kreatinin je vidy nutné vzit v vahu vék, pohlavi i rasu pacienta [21].

3.3.3.6. Dalsi moZnosti pro stanoveni kreatininu

V poslednich letech se objevuje snaha o zavedeni jiné finanéné nendroc¢né alternativy
pro stanoveni kreatininu ve fyziologickych tekutindch. Pro srovndni snasim
experimentem jsou uvedeny vtéto kapitole nékteré studie, které se zabyvaly

stanovenim kreatininu pomoci levnéjsich alternativnich metod.

Jeden z prikladli této snahy je stanoveni pomoci PEDD detektoru (detektor parovych
emitorovych diod), které uvadi kolektiv autorl z VarSavské univerzity. Pro potieby
fotometrického stanoveni kreatininu v séru a v moci byl zkonstruovan levny a kompaktni
PEDD detektor pouZity v systému multikomunotované pratokové analyzy (MCFA).
Systém byl zaloZeny na mikroprocesorech fizenych mikrosolenoidovymi cerpadly
a ventily. Méreni bylo provedeno pro nékolik koncentraci kreatininu v pfitomnosti
kyseliny pikrové a NaOH. Detektor vykazoval dobrou linearni odezvu a kreatinin byl
Uspésné stanoven v submilimolarnim rozmezi koncentraci s detekénim limitem na
urovni ppm ve vzorcich moci. Metoda umoziovala stanovit 15-40 vzorkd za hodinu
v zavislosti na rezimu méreni. Vzorky moci musely byt stokrat zredény, bohuzel
v pripadé analyzy séra tento systém selhal, kvlli jeho vyssi viskozité. Referencni analyza

byla provedena dle Jaffého protokolu na klinickém analyzatoru. [7].

Dalsi experiment tykajici se stanoveni kreatininu mél za cil vyvinout analytickou metodu
pro analyzu mocoviny a kreatininu pro predbéiné screeningové testy. Stanoveni
probihalo pomoci systému FIA s dvéma detektory. Pro stanoveni mocoviny se vyuzil

bezkontaktni vodivostni detektor C4D, ktery detekoval zménu vodivosti. Pro stanoveni
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kreatininu byl pouzit PEDD detektor, ktery detekoval ¢erveno-oranzovou zénu produktu
(Jaffého reakce). Zvolené zfedéni moci bylo pfiblizné 100krat. Lineadrni rozsah metody
pro stanoveni kreatininu byl uréen jako 10-500 mg/| s detekénim limitem 0,9 mg/I.
Metoda prokdzala dobrou opakovatelnost systému (RSD <3 %), propustnost vzorku byla
stanovena na 31 vzorkUd/h. Rychlost pritoku byla optimalizovdana na 1ml/min a injekéni
objem na 100 ml. VytéZnost metody se pohybovala od 91,3 % do 118,2 %. Tato technika
prokazovala Uspésnost i ve srovnani s vysledky referecnich metod (zde byla pouzita
bromthymolova modf pro mocovinu jako pH indikdtor a davkova Jaffého metoda pro
kreatinin). Systém vykazoval dobrou linearitu a velkou vyhodou byla skute¢nost, Ze se

tato analytickd metoda obesla bez specialni pripravy vzorku [29].

Dalsi experiment, ktery se zabyval stanovenim kreatininu v séru, vyuZival pro detekci
neenzymaticky fluorometricky test. Byla zvolena kombinace cinidel DNBA (kyselina
3,5-dinitrobenzoova), H,0; a vodny roztok NaOH. Metoda vykazovala dobrou presnost,
RSD byla 1,5 %. Detekce probihala pfi vinové délce 405 nm. Doba inkubace se zvySovala
dle poctu fedéni (200-300 s). Metoda byla levna a oproti spektrofotometrii vykazovala
vysSsi citlivost stanoveni. Jako referenéni metoda byla zvolena enzymatickd metoda
pomoci klinického analyzatoru, pfi srovnani obou technik se vysledky statisticky nelisily

[30].

Dalsim prikladem miZe byt studie, ktera si dala za cil stanovit kreatinin a retinol v moci
soucasné. Retinol se uvadi jako slibny ¢asny biomarker poskozeni ledvin. Cilem bylo
stanovit latky s odliSnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, toho bylo nakonec
dosazeno metodou UHPLC. Kolona systému byla naplnéna stacionarni fluorovanou fazi
(pentafluorofenyl) a jako mobilni faze byl pouZit acetonitrii s vodnym
amoniumformiatovym pufrem. Separace obou latek trvala 4 minuty a pfiprava vzorku
zahrnovala dva procesy — srazeni bilkovin a filtraci. Technika byla tedy rychla
a jednoduchd s minimdalnim mnoZstvim rozpoustédel i matrice. Vzorky pouzité pfi
analyze pochazely od nemocnych pacientli (rakovina prsu, kolorektalni karcinom),

koncentrace latek tedy byla vysoka a detekce probihala na principu UV [31].

V dalsim experimentu autofi uvadi jednobodovou metodu pro kolorimetrické stanoveni

kreatininu v moci. Opét byla pouzita kombinace c¢inidel DNBA a NaOH, vyvoj signalu byl
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pozorovan 2 minuty po zahdjeni reakce. Vysledny signdl byl zmérfen pomoci
spektrofotometru a pomoci jednoduchého PEDD detektoru. Linedrni rozsahy byly
uréeny jako 40-4000 pumol/| pro spektrofotometrii a 10-300 umol/I pro detektor PEDD.
Jako referenéni metoda byla pouZita Jaffého reakce na klinickém analyzatoru
(spolehlivost mezi témito metoda byla stanovena na 95 %). Metodu nebylo moziné
aplikovat na méreni kreatininu v séru diky vysokym interferencim bilirubinu a proteint

[22].

Dalsi studie pro stanoveni kreatininu v moci vyuZivala neenzymatické elektrochemické
stanoveni pomoci jednordzové mikroburiky. Stanoveni kreatininu bylo zaloZzeno na
principu komplexniho formovani s ionty Zeleza a kreatinin byl monitorovan pomoci
redukce volného prebytku Fe3*. Kvantitativni stanoveni kreatininu bylo provadéno
pomoci diferencidlni pulzni voltametrie s pouZitim NaCl jako podpurného elektrolytu.
Mezi hlavni vyhody stanoveni byly uvedeny: snadna tvorba komplexu mezi Fe3*
a kreatininem, maly objem vzorku (3 pL), minimalni produkce odpadu, zminéna byla
i vétsi robustnost metody ve srovnani s biosenzory. Naklady na vyrobu buriky byly nizké,
vyroba byla rychla a jednoducha. Ve srovnani s kvantifikaCnimi limity
spektrofotometrického stanoveni byla metoda citlivéjsi. Metoda vykazovala dobrou
selektivitu a linedrni odezvu na koncentrace kreatininu v rozmezi od 0,10 do 6,5 mmol/I,
detekéni limit byl stanoven na 0,043 mmol/l. Pro hodnoceni reprodukovatelnosti byla

vypoctena RSD na 7,76 % [21].

Pro stanoveni kreatininu v moc¢i bylo vyuZito také mikrofluidni analytické zafizeni se
vzorovanim hydrofobni bariéry na bazi papiru (MPAD). Zafizeni MPAD se skladalo
z centralni zény, ze které vzorek proudil do 8 okolnich kandld, do kterych byly pfridany
standardni roztoky. Kanaly byly pfipojené ke kruhové plose naplnéné reagentem.
Metoda vyuzivala opét Jaffého reakce, pro kvantifikaci byla vyuZita kolorimetricka
reakce. Optimalni objem byl stanoven na 0,6 uL Cinidla a 55 plL vzorku. Reakéni doba byla
5 minut. Velkou vyhodou byla skuteénost, Ze nebyla nutnd zadnda pfeduprava vzorku.
Bylo dosazeno dobré linearity v Sirokém rozmezi koncentraci kreatininu (50-1000 mg/I).
Hodnocena byla také reprodukovatelnost metody, RSD byla vypoctena jako 2,1 %, mez
kvantifikace (LOQ) byla 16,9 mg/I. Jako referen¢ni metoda byla pouzita HPLC analyza na

reverzni fazi, srovnani vysledkd téchto metod nevykazovalo vyznamné rozdily [32].
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Kolektiv védct z Ciny se pokusil stanovit kreatinin a puriny v mo¢i sou¢asné. Opét bylo
obtizné stanovit latky s rozdilnymi fyzikalnimi vlastnostmi a odliSnymi koncentracemi,
nakonec byla pouzita metoda HPLC s ultrafialovou spektroskopii a kvadrupdlovou
hmotnostni spektrometrii doby letu. Ke kvantifikaci kreatininu byl pouZit jak UV, tak MS
detektor. Bylo dosazeno dobré linearity a hodnoty LOQ se pohybovaly od 0,002 do
9,756 ug/ml. Metoda byla presna a dobfe reprodukovatelna, vytéZnost se pohybovala

kolem 100 % a RSD byla vidy mensi nez 8,0 %. [33].

Monosegmentovany systém SIA lab at valve (SI-LAV) byl také pouZit pro stanoveni
albuminu, glukdzy a kreatininu soucasné. Jako detekéni reakce byla zvolena opét Jaffého
reakce. Technika se vyuZila pro in-line fedéni vzork( kreatininu (rozmezi 2-100 nasobk),
v in-line single-standard kalibraci nebo v in-line standartnim ptidani. V ¢lanku nebyly
uvedeny presné hodnoty vytéZnosti nebo opakovatelnosti, ale metoda byla hodnocena
dobre obzvlast diky automatickému, rychlému, jednoduchému a nakladové efektivnhimu
stanoveni vSech tii analytl soucasné. Cil prace — vyvinout metodu pro screeningové

ucely vyuzitelnou v mensich nemocnicich a na klinikach — byl splnén [34].

Posledni experiment, ktery uvddime v souvislosti se stanovenim kreatininu, je opét
pouziti SIA ve spojeni s PEDD a C4D detektorem (bezkontaktni detektor vodivosti). V této
studii byla metoda vyuzZita pro soucasnou detekci absorbance oraniového barviva
a vodivosti rozpusténého prasku ordlni rehydratacni soli. Detektor byl pouZzit pro méreni
kreatininu a vodivosti vzorkl lidské moci. Uvadéna prichodnost systému je az 60 vzorku
za hodinu a vyhodou je, Ze svySe uvedenymi technikami lIze spojit vSechny druhy
detekce (UV — Vis absorbance, fluorescence, chemiluminiscence, elektrochemickych
detekci, amperometrie, vodivost a bezkontaktni vodivost). Metoda vykazovala dobrou
linearitu a citlivost pro stanoveni byla zhodnocena jako dostate¢nd. Absorbance byla
mérena pfi 525 nm. Stanoveni kreatininu touto metodou bylo srovnano s klasickou
(davkovou) Jaffého reakci (detekce spektrofotometrem), kterd vykazovala dobrou
shodu. Limit kvantifikace pro kreatinin byl 2,38 mg/I. Opakovatelnost metody vyjadrena
RSD byla 1,4 % a ve vzorcich moci 0,68-2,6 %. [35].
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3.4. Extrakce na tuhou fazi (SPE)

Abychom mohli méfit nizké koncentrace analytl v plazmé a v moci, je nutné je
extrahovat a koncentrovat. Extrakci na tuhou fazi Ize dosdhnout rozdéleni analytd mezi
tuhou fazi a kapalinu [36]. Tato technika patfi mezi dnes nejrozsifené;jsi metody ptipravy
vzorku. Velmi Casto se pouzivd pro cisténi vzorkd a izolaci vybranych latek [37]. Jeji
podstata spociva v zachyceni molekul latky natuhém sorbentu, pres ktery protéka
vzorek.

Pripravé vzorku je nutné vénovat odpovidajici pozornost, nebot pravé v této fazi dochazi
diky obtiznéjsi automatizaci.

Cile extrakce jsou predevsim:

e separace analytu od interferujicich balasti/matrice

zakoncentrovani analytu pro zvyseni citlivosti nasledné pouzité metody

izolace stopovych latek

e zména rozpoustédla vzorku

3.4.1. Vyvoj a princip SPE

Poprvé byla metoda popsana koncem 70. let. Pouzity sorbent byl z polymerni pryskyfice
[36]. Ve srovnani s tehdy rozsifenou LLE byl jeji vyvoj z pocatku pomaly. V souvislosti se
snahou chemikll omezit organickd rozpoustédla ale miZeme sledovat koncem
devadesatych let jeji masivni rozsiteni [38]. Jednim z dlivodU rozsifeni metody byla také

Sirsi nabidka sorbentu.

Princip sorpce je obdobny jako u kapalinové chromatografie [39]. Pfi této technice se
analyt sorbuje na tuhé fazi z faze kapalné. Interakce analytu s tuhou fazi je silnéjsi nez
s fazi kapalnou, ve které je analyt rozpustén [40]. Zddana skupina latek se selektivné
sorbuje a nesorbované latky (matrice) prochdzi volné kolonou [41]. Metoda se nejc¢astéji
pouzivani pro zpracovani kapalnych vzork, pro extrakci stfedné tékavych a netékavych
latek, jejich zakoncentrovani a odstranéni nezadoucich latek, rusicich nasledna

analytickd stanoveni [42].
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Tato technika je rychla, pfesna a snadno reprodukovatelna. SPE umoziiuje soucasné

zpracovani az 96 vzorkU a Ize ji také automatizovat [36].

3.4.2. Postup SPE

Obecné existuji dva postupy pro izolaci a vycisténi sledovanych slozek vzorku:

e Interference matrice se adsorbuji, sledované slozky prochazeji kolonou

nezadrzené.

e Sledované slozky se adsorbuji, interference matrice prochazeji kolonou

nezadrzené.

Pokud je poZadovana slozka vzorku pfitomna ve vysoké koncentraci, volime prvni
postup. Pokud jsou nase zdjmové slozky pritomny v nizSich koncentracich nebo je nutné

izolovat vice sloZek s velmi rozdilnou polaritou, volime druhy postup [40].

3.4.2.1. Postup extrakce

SPE se skladd z 5 krok(i. Odborna literatura uvadi i 4 kroky (v tom pfipadé je suseni
a eluce brana jako jeden krok). V nékterych aplikacich Ize nékteré kroky vynechat

a postup zjednodusit.
1. Kondicionace sorbentu

Tento krok minimalizuje povrchové napéti sorbentu a umozni tak interakci

s pozadovanou formou sorbenta.
2. Aplikace vzorku

Vzorek se nanese na sorbent, ktery poté zachyti analyty po prichodu kolonou.
Vzorek je nutné nechat protékat dostatecny Cas, pti rychlém provedeni hrozi, Ze se

analyt nezadrizi aplné.
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3. Promyti sorbentu

Timto krokem dochazi keliminaci nezadoucich latek. Pro promyti se voli
rozpoustédlo, v kterém jsou analyty nerozpustné. Odstrani se slabé vazané

matricové slozky a posili se interakce analyt-sorbent.

4. SusSeni sorbentu

Pro suseni se vyuZiva vzduch ¢i inertni plyn. Nejcastéjsi volbou je dusik.
5. Eluce analyta

Eluce se provadi organickym rozpoustédlem optimalizovanym tak, aby se prerusila
interakce analyt-sorbent. Opét je nutné kontrolovat rychlost pratoku (vSechen

analyt se nemusi vymyt). Dochazi k uvolnéni adsorbovaného analytu [43].

Provedeni SPE
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Obrazek ¢. 6 — Provedeni SPE

3.4.3. Sorbenty

Velmi dllezitym krokem je volba spravného sorbentu [44]. Sorbent urcuje selektivitu
extrakce [46], mUZe byt ulozen v trubi¢kach z polypropylenu, ze skla nebo slisovan se
sklenénymi vlakny do diskld. Reten¢ni mechanismus je témér stejny jako v kapalinové
chromatografii, sorbenty jsou z hlediska chemismu velice podobné. Mohou se pouzivat

reverzni faze na bazi silikagelu, normalni faze, iontové vyménné faze a mnoho dalsich.
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Nejcastéji se pouZivaji sorbenty na bazi chemicky modifikovanych ¢astic silikagelu [38].
V tomto pfipadé se na povrchové silanolové skupiny chemicky vazou skupiny rliznych
vlastnosti, coz rozhoduje o vlastnosti sorbentu. Mechanismy, které vyuzZivame pfi
separaci jsou rGzné, rozliSuji se na zakladé rozdilnosti interakci mezi analytem

a sorbentem [36].

Jeden z modernich trendd v SPE rozvijeny na KACH FaF je vyuZiti nanovldkennych

materiall jako sorbentu pro SPE [46].

3.4.3.1. Sorbenty s reverzni fazi

V ptipadé, Ze je analyt naSeho zajmu stfedné polarni az nepolarni slouc¢enina, pouZijeme
reverzni fazi. Tato separace zahrnuje polarni (obvykle vodnou) nebo mirné polarni
matrici vzorku (mobilni faze) a nepolarni fazi staciondrni. Analyt je na sorbentu zadrzen
nepolarnimi silami, a to disperznimi ¢i Waalsovymi silami [40]. Jako stacionarni faze
nepoldrni se nejcastéji uvadi silikagel s navazanymi funkénimi skupinami, jako polarni
mobilni faze smés acetonitrilu nebo methanolu s vodou nebo jinym pufrem [36].

Diky velkému mnozstvi vodnych vzorkd (od ndpojl, ovoce a zeleniny aZ po biologické

tekutiny), typ s reverzni fazi v ¢etnosti pouziti previada.

3.4.3.2. Sorbenty s normalni fazi

Pro separaci neutrdlnich az mirné polarnich latek vyuzivame sorbenty s normalni fazi.
V tomto pfipadé je na sorbentu analyt zadrzovdn pomoci vodikovych vazeb, n-r
interakci, vazbou dipdl-dipdl nebo interakci dipdl-indukovany dipdl. Mobilni fazi tvori
stfredné polarni az nepolarni latky (nej¢astéji aceton nebo chlorovana rozpoustédla),

stacionarni faze je naopak polarni [36].

3.4.3.3. Sorbenty s iontoménicovou fazi

Do této skupiny patfi sorbenty, které jsou iontové nebo ionizovatelné [40]. Pomoci
elektrostatickych sil jsou schopny iontové vymény s analytem. Aby doslo keluci
hledaného analytu, volime pH pouZitého roztoku tak, aby doslo k neutralizaci funkéni

skupiny analytu nebo sorbentu [36]. Skupinu lze rozdélit na kationtové a aniontové
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ménice (katexy a anexy), které lze ddle rozdélit na slabé a silné (v zavislosti na typu

iontové skupiny na jejich povrchu).

Latky patfici do skupiny silnych katex( obsahuji kysely povrchovy podil (napt. kyselina
sulfonova), ktery je vzdy ionizovany (zaporné nabity) v celém rozsahu pH. Slabé katexy
maji kysely povrchovy podil, jako napftiklad karboxylovou kyselinu, ktery je pfi vy$sim pH
také zdporné nabity, ale pfi nizSim pH neutrdlni. Stejné tomu je u anex(. Silné anexy
nesou napfiklad kvartérni amoniové soli a vidy jsou kladné nabité. Naopak slabé anexy
obsahuiji latky jako primarni, sekundarni, tercidlni aminové skupiny, pfi nizkém pH jsou
kladné nabité a neutrdini pfi vysokém pH [40]. Pokud pouzivdme silné iontoménice pro

silné anionty/kationty, jejich eluce neni moznda a volime pouZiti slabych iontoménicl

[36].

3.4.3.4. Chelatacni sorbenty

Tento typ sorbent tvori dvé slozky, dle jejich vlastnosti se uréuje pouZiti sorbentu. Jedna
se o polymerni nosi¢ a na ném vazany chelatovy ligand. Jako nejpouZivanéjsi polymerni
nosi¢ se uvadi agarosa, jako nejpouzivanéjsi ligand iminodioctovd kyselina (IDA).
Chelatovy ligand je schopen tvofit stabilni komplexy s dvojmocnymi nebo trojmocnymi

kationty kovl [36].

3.4.4. Vyhody a vyuziti v praxi

SPE chrani analytické chromatografické kolony pred kontaminanty, zlepsSuje citlivost
a kvantifikaci metody [36]. Ve srovnani s LLE umoZiiuje praci s mensimi objemy vzorkd,
je tedy rychlejsi, levnéjsi a bezpecnéjsi (diky mensi spotfebé organickych rozpoustédel)
[37]. Dalsi vyhodou je prakticka jednoduchost a mozZnost automatizace ve spojeni
s jinymi metodami [45]. Oproti jinym technikdm lze uvést také minimalni ztraty pfi
izolaci analyt(i v pribéhu evaporace [47]. Jako nevyhodu miZeme oznadit fakt, Ze pro

nékteré izolace nejsou na trhu vhodné SPE kolonky [41].

Metoda SPE se velmi casto vyuzivd pro Cisténi latek, prikladem mize byt ziskani
precisténé pitné vody nebo metalurgie pro ziskani Cistych kovu. Pfi analyze stopovych
prvkd lze techniku vyuzit také pro zakoncentrovani analytu [47]. Dale Ize techniku
aplikovat pro analyzu rGznych farmaceutickych sloucenin a jejich metabolitli v télnich

33



tekutindch, drog vtélnich tekutinach, pesticidd a antibiotik v potravinach, pro

frakcionaci lipid( nebo analyzu vitamin{ rozpustnych v tucich [36].

3.5. Priitokové metody

Jak uz vyplyva z ndzvu, priitokové metody jsou zaloZzené na prlitoku kapaliny systémem.
Do této skupiny fadime metody jako je prlitokova injekéni analyza (FIA) nebo sekvenéni
injekéni analyza (SIA). Obé metody mohou byt i plné automatické a jsou zaloZzeny na

vstfikovani kapalného vzorku do proudu nosi¢e vhodné kapaliny [48].

3.5.1. Pratokova injekcni analyza (FIA)

o v.v

Systém FIA byl poprvé popsan Rlzickou a Hansenem vroce 1975 a patii do prvni
generace prutokovych metod [49]. Nejprve je vzorek ddvkovan do pfimého
konstantniho proudu cinidla pomoci davkovaciho ventilu s vyménitelnou smyckou.
Vstrikovany vzorek je poté unasen a rozptylen do nosného proudu, ¢imzZ vznikd zéna
produktu [50]. Diky prtiichodu derivatizovaného produktu pres pratokovou celu detektor
zaznamend zménu barvy nebo jiného parametru (Dle parametru se zvoli vhodny
detektor.) [51]. Soucasné probihaji dva procesy — disperze vzorku a chemicka reakce —

detektor zaznamendva vysledek obou déji nejcastéji ve formé pika [49].

Nejjednodussi usporadani systému FIA obsahuje peristaltickou pumpu, pfepinaci ventil,
misici civku a detektor. Funkci pumpy je ¢erpani a pohanéni nosného proudu jednim
smérem. Objem vzorku je urcen vstfikovacim ventilem a misici civka je €ast ve které

probiha disperze vzorku do nosného proudu [49], [50].

FI A Detektor
Davkovaci
FIA pumpa ventil
Odpad
4 ™\ .
Misici
Vzorek —— civka
Nosny proud
s &inidlem |

—

Obrazek ¢. 7 — Pratokova injekéni analyza — schéma
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Pro jednotliva stanoveni se objem vzork( pohybuje v rozmezich desitek az stovek pl.

Systém umoznuje stanovit az 120 vzork( za minutu [52].

FIA je robustni metoda, kterda umoznuje stanovit vysoky pocet vzork( za kratky cas.
Pokud chceme zmeénit parametry méfeni, je nutny manudlni zasah do soucdstek
(hardware) systému (na rozdil od SIA systému). Dalsi nevyhodou je nizsi mechanicka

odolnost hadicek peristaltické pumpy, vysoka spotfeba reagencii a tvorba odpadu [52].

FIA se podobné jako SIA uplatfiuje v monitorovani Zivotniho prostredi, v analyze
potravin, vody a pldy. VyuzZiti je mozné také v klinické, farmaceutické analyze a pro

monitorovani dlouhodobych procest v laboratotich a vyrobé [53].

3.5.2. Sekvencni injekéni analyza (SIA)

Pti odstranovani nevyhod systému FIA byla vyvinuta pritokova analytickd metoda SIA.
Zakladni rozdil metod je v geometrii nosného toku. SIA na rozdil od FIA vyuZivd zménu
pfimého a zpétného toku [48]. Diky tomu je dosazeno vyssiho stupné miseni zén
a konverze analytu na vysledny produkt a také spottfeba Cinidel a vzorku je nizsi. Velka
vyhoda SIA systému je jeho flexibilita — na rozdil od FIA Ize objem vzorku a ¢inidel ménit
pomoci pocitacové techniky (tedy bez manualniho zdsahu do soucastek systému). Oproti
FIA systému analyza technikou SIA probiha v jednokandlovém uspofadani s jednim
ventilem a cerpadlem. Nevyhoda SIA systému je naopak nutnost pouZiti pocitacové

techniky a nizsi frekvence davkovani vzork( [50].

Pritokova rychlost metody se pohybuje okolo 1ml/min a celkova doba mériciho cyklu
vétSinou nepresahne 30 s [50]. V jednotlivych cyklech Ize ddvkovany objem vzorku ménit
(v rozsahu jednotek az stovek mikrolitra), ¢imz Ize optimalizovat citlivost stanoveni [54].
Pokud je jeden z kanall selekéniho ventilu propojen s roztokem standardu, mizeme
provést i kalibraci. Dalsi prednosti je modularita — do SIA systému lze zapojit dalsi

soucasti, které umoznuji naro¢né;jsi upravy vzorkd pred vlastnim stanovenim [55].
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3.5.2.1. Princip SIA

Technika SIA je univerzalni, zaklada se na programovatelném pritoku [56]. Metoda
vyuZzivd oddélené mérici cykly. Nejdfive jsou zény nosného média, vzorku a cinidla
davkovany do jednokandlového systému s vyuzitim selekéniho vicecestného ventilu
a pistového cerpadla, poté dochdzi k promiseni zény vzorku a <¢&inidla pomoci
obraceného pohybu pistu [55]. Produkt, ktery vznikl, je dopraven k detektoru a je ziskan
vysledny analyticky signal ve formé piku. VySka piku je pfimo umérnd koncentraci
analytu [56]. Diky selekénimu ventilu je moZné pouZivat rlzné roztoky reaktant( bez
nutnosti ménit konfiguraci pritokového systému [57]. Systém je programovan pomoci
softwaru a fizen pres pocitac, riznym naprogramovanim lze dosahnout zvyseni citlivosti.
U metody lze vyuZit zastaveni toku a sledovat prabéh reakci a zvysit tim jejich vytéZnost

[55].

3.5.2.2. Soucasti systému

Mezi soucasti SIA patfi:

e jednokanalové pistové Cerpadlo — umoznuje Cerpat roztoky v obou smérech,

ovlada se pomoci mikroprocesoru (pocitace),

e vicecestny selekéni ventil — funkce spociva v sefazeni jednotlivych zén v misici
civce, pripojeni viech pozadovanych roztok( k systému, jejich aspiraci a po
obrdceni toku i transport zon do detektoru (obvykle umozniuje prepinat mezi
6 az 10 pozicemi),

e spojovaci hadicky — nejcastéji z teflonu, vnitini prmér 0,5-0,8 mm,
e misici civka — podporuje radialni miseni zén,
e svételny zdroj — LED, deuteriova nebo halogenova lampa,

e vhodny detektor — voli se dle typu analytické reakce (Nejcastéji se vyuzivaji
spektrofotometrické, fluorescenc¢ni a  elektrochemické s prisluSnymi

pratokovymi celami.),

e PCs prislusnym programovym vybavenim; zajistuje jeji presnou opakovatelnost
a synchronizaci (Ridi kroky cyklu, sbira, uchovava a vyhodnocuje vstupni data.).
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Obrazek ¢. 8 — Sekvenéni injekéni analyza — schéma

3.5.2.3. Pouziti v praxi

SIA se velmi Casto uplatiiuje pfi analyze sloZek Zivotniho prostredi. Lze ji vyuZit pfi
stanoveni nékterych anorganickych iontll ve vodé (kontrola kvality vody). Pro toto
stanoveni se vzorek nemusi separovat nebo opakované méfit s riznymi Cinidly. Nékolik
druhl iontl Ize stanovit souc¢asné (vdpenaté ionty, hofecnaté ionty, Zelezité ionty). Ddle
Ize touto metodou stanovit soucasné také chloridy a fluoridy. V tomto pripadé se pro
detekci vyuZivaji iontové selektivni elektrody. Pomoci SIA se spektrofotometrickou
detekci Ize stanovit obsah dusitant a dusi¢nan(. SIA se uplatriuje také pfi stanoveni
obsahu herbicidd, lze ji vyuZzit pro stanoveni stopového mnozstvi nékterych tézkych kovu
(vanad, molybden, chrém) v riznych mocenstvich nebo pro stanoveni kadmia, médi,
rtuti, india, olova, cinu nebo thalia, kdy se vyuziva elektrochemické detekce (rozpoustéci

voltametrie) [50].

V SIA se ¢asto uplatiuji také imunoanalytické reakce [58]. Pouzivaji se specialni typy

detekénich cel, které umoznuji imobilizaci protilatek nebo antigen( v SIA systému [50].

Pomoci amperometrické detekce s vyuzitim enzymovych elektrod Ize stanovit také
ethanol nebo glukdzu [54]. Reakci s monoklonalnimi protilatkami lze metodou urdit také
koncentraci sérového albuminu nebo raznych typ( inzulin(. V tomto ptipadé se pro

detekci vyuzival fluorescencéni mikroskop.

SIA je vhodnd i pro enzymové stanoveni, vzhledem k tomu, Ze pofizeni enzym je ¢asto

finan¢né narocné a SIA technika je znama malou spotiebou vzorkd [59]. Jedna z aplikaci
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je napriklad stanoveni obsahu celkového a oxidovaného glutationu v lidské krvi nebo

obsahu dusitanu a dusi¢nanu v krevnim séru.

Pomoci SIC techniky, kterda kombinuje vyhody sekvencni injekéni analyzy
(programovatelny tok) a monolitickych kolon (separacni schopnost) lze analyzovat
jednoduché smési [60]. Pri automatizované Upravé a derivatizaci vzork( lze uplatnit SIA
ve spojeni s extrakénimi technikami [61]. Upravu vzork(i pomoci SIA metody lze také
propojit s instrumentalnimi metodami jako napr. s HPLC, elektroforetickymi technikami

[54].

3.5.2.4. Trendy metody

SIA se fadi do robustnich metod a lze ji pfizpUsobit potfebam konkrétniho ukolu [60].
Vlastnosti jako rychlost, jednoduchost, flexibilita a plnd automatizace predurcuji SIA
metodu v analyzach velké série vzorkd (rutinni analyzy vod, potravin, krve, moci).
Metoda nam umoznuje sledovat zmény koncentrace analytl v pribéhu rliznych procest
(monitorovani hladiny |éciv) nebo studovat odpovéd bunék na rGzné vnéjsi podnéty
(farmaceuticky vyzkum). Vyuzitim komercnich imunosorbent( lze podstatné zrychlit
a zlevnit imunoanalytické metody. SIA mUzZe zjistit také stejnomérnost obsahu ucinné
latky v rliznych farmaceutickych pfipravcich a rychlost jejiho uvolfiovani z Iékové formy
(disoluéni testy). Jako vyznamné uplatnéni se uvadi také moZnost vyuziti studia vazby

|éCiv a toxickych latek na krevni bilkoviny [50].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité pristroje a pomticky

PFistroj miniSIA-2 (GlobalFIA, USA) — dvé kontinudlni pumpy MilliGAT HiFlow s misicimi
civkami—v praci vyuzita jedna, hybridni selekéni ventil pro pouziti v SIA a FIA médu (VICI,
USA), pratokova Z cela detektoru, optickd délka 20 mm (FlAlab, USA), detektor USB4000
(Ocean Optics, USA), zdroj UV-VIS DH-2000 (Ocean Optics, USA), opticka vlakna pro UV-
VIS s primérem 600 um (FlAlab, USA), hadi¢ky o vnitfrnim prdméru 0,5 a 0,75 mm,
material teflon a PEEK, pocitac vybaveny software FloZF (GlobalFIA, USA)

Kolona SPE se sorbentem PCX o rozmérech 10x1,5 mm, uzplsobend pro zapojeni do

pratokového systému (ldex, USA)

SPE sorbent Bond Elut Plexa PCX (Agilent, USA)

SPE sorbent DSC-SCX (Supelco, USA)

SPE sorbent Oasis MCX (Waters, USA)

Analytické vahy ANALYTIC A200S (SARTORIUS, Némecko)

Digitalni pH metr Hanna instruments pH 212

Automatické pipety Biohit M

Laboratorni sklo —odmérné

Laboratorni pomlcky plastové — zkumavky eppendorf 1,5 ml, zkumavky 5 ml,

centrifugacni zkumavky s uzavérem 15 ml a 50 ml|

4.2. Pouzité chemikalie

Kyselina octova > 99,7%
Acetonitril Chromasolv gradient grade > 99,9%

Amoniak 28—-30%
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Voda ultra — ¢istd, Millipore

Kreatinin >298%

4.3. Pouzité roztoky

Roztok ziredéné kyseliny octové

Kyselina octovd = 99,7% byla nafedéna ultracistou vodou na pH 2,6 — méfeno pomoci
digitdlniho pH metru. Tento roztok byl pouZit k fedéni vzorkli moci, pro pfipravu

pracovnich roztoku kreatininu a jako slepy vzorek.

Roztok amoniaku

Amoniak 28-30% byl nafedén ultracistou vodou na 1%, pH 11,40. Tento roztok byl pouzit

jako eluent kreatininu z SPE kolony.

Roztok acetonitrilu

Acetonitril byl podle potfeby nafedén ultracistou vodou na 50%, 75% a 90%. Byl pouzit
99,9% acetonitril a roztok byl vzdy fedén do 15 ml zkumavky. Bylo tedy naredéno vzdy
13,5ml; 11,25 ml nebo 7,5 ml acetonitrilu a doplnéno ultracistou vodou do 15 ml. Tento

roztok byl pouzit jako promyvaci roztok k odstranéni matrice vzorku.

Zasobni roztok kreatininu

Zasobni roztok kreatininu byl pfipraven rozpusténim standardu v ultracisté vodé

o koncentraci 2000 mg/I.

Pracovni roztoky kreatininu

Pro méreni bylo nutno pfripravit pracovni roztoky kreatininu v rliznych koncentracich.
Vybrané koncentrace roztokud pro kalibraci byly 2 mg/I, 4 mg/I, 6 mg/l, 8 mg/Il, 15 mg/|,
20 mg/l a 25 mg/I. Tyto koncentrace byly nafedény kyselinou octovou o pH 2,6 do 5 ml.

Redéni je uvedeno v tabulce (Tabulka €. 7).
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Zvolené koncentrace tfi standartnich roztokd byly 4, 6 a 8 mg/l. Vzorky byly nafedény

kyselinou octovou o pH 2,6 do 25 ml. Seznam roztok( je vtabulce (Tabulka ¢. 8).

Standartni roztoky byly nasledné jesté naredény 1:1 (standart/blank, standart/zfedéna

moc) do 1,5 ml eppendorf zkumavek. Vysledné koncentrace mérenych roztok( tedy byly

2,3 a4 mg/l

Tabulka €. 7: Pfiprava roztok( kreatininu pro kalibraci. MnoZstvi odebraného zdsobniho
roztoku kreatininu, které bylo doplnéno kyselinou octovou o pH 2,6 do 5 ml

C (mg/l)

2 4

6

8

15

20 25

Roztok
kreatininu 2000

mg/I

50 | 100 pl

150 pl

200 pl

375 ul

500 ul | 625 l

Tabulka ¢. 8: Priprava standartnich roztok( kreatininu. MnoZstvi odebraného
zasobniho roztoku kreatininu, které bylo doplnéno kyselinou octovou o pH 2,6 do 25

ml
Oznaceni roztoku S1 S2 S3
C (mg/l) 4 6 8
Roztok kreatininu 2000 mg/l | 50 pl 75 ul 100 pl

Tabulka €. 9: Pfiprava mérenych roztok( kreatininu, fedéno 1:1 — standart/blank,
standart/zfedéna moc (fedéno do eppendorf zkumavek 1,5 ml)

Vysledna c
(mg/l)

(méreny vzorek)

2

3

Kyselina octova
(blank)

750 l

S1

750 pul

S2

750 pl

750 pl

750 pl

750 pl
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4.4. Pouzité (mérené vzorky)

Pro méreni byly pouZity tfi vzorky moci. Kazdy vzorek moci byl nafedény. Zvolené
naredéni vzorku bylo 80x. Kazdy vzorek moci byl nafedén do jiné zkumavky o objemu 15
ml. Do jednotlivych zkumavek bylo pipetovano 375 ul vzorku moci a doplnéno zfedénou
kyselinou octovou do 15 ml. Poté byl vzorek jesté nafedén do eppendorf zkumavek
o objemu 1,5 ml v poméru 1:1 zfedénou kyselinou octovou nebo roztokem standardu

(Jak je uvedeno v tabulce €. 9.).

Tabulka €. 10 — Vzorky mérené béhem experimentu

Cislo vzorku SloZeni vzorku

1 Slepy vzorek (kys. octova pH 2,6)

2 Kreatinin 2 mg/|

3 Kreatinin 3 mg/|

4 Kreatinin 4 mg/I

5 Moc €. 1

6 Moc €. 1 + standardni pridavek 2 mg/I
7 Moc €. 1 + standardni pridavek 3 mg/I
8 Moc €. 1 + standardni pridavek 4 mg/I
9 Moc €. 2

10 Moc €. 2 + standardni pfidavek 2 mg/I
11 Moc €. 2 + standardni pridavek 3 mg/I
12 Moc €. 2 + standardni pridavek 4 mg/I
13 Moc¢. 3

14 Moc €. 3 + standardni pfidavek 2 mg/I
15 Moc €. 3 + standardni pfidavek 3 mg/I
16 Moc €. 3 + standardni pridavek 4 mg/I

4.5. Pouzity sorbent

Pro tento experiment byl zvolen sorbent Plexa PCX. Tento sorbent pouZiva polymerni
katexovou pryskyfici. Sorbent kombinuje silny kation vyménny a nepolarni retencni

mechanismus, odstranuje kyselé a neutralni interference z matrice, koncentruje bazické
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slouceniny. Lze jej pouzit také pro selektivni frakcionaci bazickych, kyselych a neutralnich

analyt(. Pouziva se zejména pro bazické a neutralni [atky.

4.6. Parametry méreni

Pro hodnoceni obsahu kreatininu v moci byla pouzita metoda standardniho pridavku,
kdy byly vyuzity tfi koncentrace pridavku k pavodnimu vzorku. Hodnocena byla také
vytéZnost a linearita odezvy. Kazdy vzorek byl zméren dvakrat, k hodnoceni byl pouzit

pramér namérenych hodnot.

SIA metoda se skladala ze sekvence krokd vykondvanych pumpou, ventilem
a detektorem. Obecné vidy doslo k nasati roztoku/vzorku z pfislusného portu ventilu do
misici civky pumpy a nasledné nadavkovani této zény na kolonu. ZvySeny objem pfi
davkovani na kolonu znamenal nasledné promyti kolony vodou tak, aby na koloné nezbyl

zadny z davkovanych roztokd. Dostate¢ny prebytek pro promyti byl zvolen na zakladé

poklesu signdlu detektoru na zakladni linii.

Tabulka ¢. 11 — Sekvence krok( SIA metody pro stanoveni kreatininu v moci

Krok Jednotka Parametry
Nasati vzorku Ventil Port 7

Pumpa 20 pl; 20 pl/s
Dévkovani vzorku na kolonu Ventil Port 10

Pumpa 320 pl; 15 pl/s
Zahdjeni detekce Spektrofotometr | 235/270 nm
Nasati promyvaciho roztoku acetonitrilu Ventil Port 3

Pumpa 200 pl; 30 pl/s
Promyti kolony roztokem acetonitrilu (odstranéni | Ventil Port 10
matrice vzorku) Pumpa 600 pl; 15 pl/s
Nasati elu¢niho roztoku Ventil Port 2

Pumpa 400 pl; 30 pl/s
Eluce kreatininu Ventil Port 10

Pumpa 1000 pl; 15 pl/s
Ukonceni detekce a uloZeni dat Spektrofotometr | Stop

FloZF Zapsat do Excelu
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4.6.1. Popis a nastaveni pristroje

Systém miniSIA-2 se sklada z nékolika ¢asti. Mezi soucéasti patfi dvé pumpy (v praci byla
vyuZita jedna) a misici civka vedouci k hybridnimu prepinacimu/selekénimu ventilu. Dalsi
Casti je kolona, ktera byla naplnéna sorbentem Plexa PCX. Rozméry kolony byly 10 x 1,5
mm. DalsSi ¢asti systému jsou deuteriovd lampa, spektrofotometricky detektor
a prltokova cela detektoru. SIA systém vyuZiva teflonovych a PEEK hadic¢ek. Pred
pouzitim pfistroje byl vidy spustén promyvaci program, kdy byl cely systém proplachnut
roztoky, které byly uzivany k analyze. Vidy kdyz se ménil pouzity vzorek, byla promyta
dana pozice vzorku — systém si nejprve odebral urcity objem vzorku, kterym promyl
danou pozici, a aZz poté bylo spusténo méreni prislusného vzorku. Vzorky byly davkovany
hybridnim ventilem, slepému vzorku byla pridélena pozice ¢. 8, vzorkiim moci a vzorkiim
moci se standardnim pridavkem byly pfidéleny vidy pozice €. 6 a €. 7. Nastfik vzorku byl
nastaven na 20 ul. Aby doslo k vymyti balastu, jako promyvaci ¢inidlo byl zvolen 50%
acetonitril (pozice €. 3) a pro eluci analytu bylo zvoleno elué¢ni ¢inidlo — 1% amoniak
(pozice €. 2). Schéma zapojeni SIA pfistroje je uvedeno na obrazku ¢. 9. Proces byl
detekovan UV spektrofotometrem, zvolené vinové délky detekce byly 235 nm (korekce
pfi 270 nm). Ovladani systému bylo pres pfislusny software s pocitacem, ktery

zpracovaval data z UV detektoru.

odpad

hybridni ventil

odpad kolona

pumpa slepy
/\ vzorek
-
| E f detektor
vzorek s
voda roztok >
acetonitrilu pfidavkem

vzorek b odpad

@ UV-VIS zdroj

Obrazek ¢. 9 — Schéma zapojeni SIA pfistroje
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4.6.2. Podminky méreni

K hodnoceni kazdého méfeni byly pouzity vysky piku a plocha pod pikem pocitand
metodou nejmensich ctvercli, kdy hodnota zakladni linie a pik byly manudlné
definovany. Zaznamy byly vidy korigovany signalem slepého vzorku. Vzorky byly
kvantifikovany s pomoci tfi standardnich pridavk(. Vhodnost tohoto postupu byla
hodnocena také rovnici pfimky, korela¢nim koeficientem a vytéZznosti. Pro hodnoceni
zaznamu a pro kvantifikaci vzorkl byly pouzity Sablony vytvorené v MS Excel, statistické

hodnoceni bylo provedeno s vyuzitim GraphPad Prism 9.

Tabulka ¢. 12 — Podminky experimentu

Sorbent Plexa PCX

Rozmér kolony 10x1,5 mm

Zredéni vzorku 80

Rozpoustédlo vzorku Kys. octova pH 2,6
Nastrik vzorku 20 ul

Promyvaci ¢inidlo 50% acetonitril

Elucni c¢inidlo 1% amoniak

Vinové délky detekce 235 nm korekce 270 nm

4.7. Vysledky a diskuze

Pomoci online SPE v SIA byly méreny rGzné koncentrace kreatininu ve vzorcich moci. Po
optimalizaci metody byly stanoveny podminky, pfi kterych byly méreny nejprve
standartni roztoky kreatininu, poté tfi vzorky moci (kvantifikovany tfemi pridavky
kreatininu). Naredéni vzorkd moci bylo 80x, jako rozpoustédlo vzork a slepy vzorek byla
pouzita kyselina octova s pH 2,6. Jako promyvaci Cinidlo byl zvolen 50% acetonitril a jako
eluéni Cinidlo 1% amoniak. Pro extrakci byl pouzit sorbent Plexa PCX a kolona
o rozmérech 10 mm x 1,5 mm. Nastfik vzork( byl 20 ul a vinové délky detekce byly

235 nm (korekce pfi 270 nm).

Pfed mérenim vzorku moci byla provedena kalibrace z tfech pracovnich roztok(, ktera

ovérila zachyt kreatininu na koloné. Vsechny hodnoty byly zaneseny do tabulek,
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z namérenych hodnot byla vypoCtena vytéznost. Pro pfesnost metody byla mérena také

opakovatelnost a byla stanovena mez detekce a mez kvantifikace.

Kazdy vzorek byl zméfen dvakrat, k hodnoceni byl vidy pouZit primér namérenych
hodnot. Z grafu kalibraéni primky byl zjistén také korelacni koeficient, ktery prokazal
linearitu uvedené metody. Hodnoty koncentrace kreatininu byly vypocteny z vysky piku
i zplochy pod pikem a nakonec byly porovnany s hodnotami namérenymi v klinické

laboratofi metodou Jaffého reakce.

4.7.1. Vyvoj metody, optimalizované parametry

Na zacatku experimentu bylo nutné optimalizovat podminky méreni. Nejprve byly
zkousSeny rdzné eluenty, pti pouZiti SPE kolony se sorbentem do materialu DSC SCX.
Tento sorbent je tvofen polymerné vdzanou kyselinou benzensulfonovou na
silikagelovém nosici, ktery funguje jako iontoménic pro kationty. Bylo srovnano pouziti
1% amoniaku a 2% amoniaku. Pfi méteni s timto sorbentem byl dle srovnani schémat
absorbance z pfistroje nejprve vybran 2% amoniak. Pfi pouZiti samotného roztoku
amoniaku, ale nedochazelo k dostate¢nému vymyti balastu, proto byl k 2% amoniaku
pridan jako promyvaci roztok (eluent €. 3) Cisty acetonitril. Pro tyto dva eluenty byl také
vyzkousen maéd back-flush, kdy byl vzorek davkovan na kolonu v jednom sméru pratoku
a eluovdn opacénym smérem pritoku. Tento mdd ale na pribéh analyzy nemél vyrazny
vliv. Z hodnot namérenych pfi pouziti acetonitrilu spolecné s 2% amoniakem byla
provedena kalibrace, vysledna kalibracni zavislost ale nevykazovala dobrou linearitu. Po
poutziti acetonitrilu doSlo k lepSimu vymyti balastu, ale asi po 130 mérenich musel byt

sorbent vyménén, kolona byla ucpana a tlakova pojistka systému protékala.

Dalsi SPE sorbent, ktery byl vyzkousen do materidlu, byl Oasis MCX. Jde o polymerni
sorbent se smiSenym rezimem, uréeny pro extrakci bazickych sloucenin s kationtové
vymeénnymi skupinami. Dle popisu vyrobce by se mél vyznacovat vysokou selektivitou
a stabilitou v organickych rozpoustédlech. Pro tento sorbent byly zkouseny kombinace
1% amoniaku s istym acetonitrilem v rlznych pomérech, nejprve 1:1, poté 2:1, 4:1
a 1:2. Opét byl srovnavan rozdil pti pouziti 1% a 2% amoniaku a nakonec byly zkouSeny
i rozdilné koncentrace acetonitrilu — 50%, 75%, 80% a 90%. Porovnanim jednotlivych
schémat pikl se jako nejlepsi jevily piky pfi pouZiti 1% amoniaku spolu s 50%
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acetonitrilem. Pouzity sorbent vykazoval dobré vysledky pro asi 200 méreni, poté byla
kolona opét ¢astecné ucpana. Nakonec byl tedy zvolen sorbent Plexa PCX, ktery byl

stabilni pro vice poctl méreni.

Dale byly méreny pracovni roztoky s riznymi koncentracemi kreatininu. Mérené vzorky
byly 0,01 mg/I; 0,025 mg/l; 0,05 mg/I; 0,0625 mg/l; 0,125 mg/l; 0,250 mg/I;0,5 mg/I; 0,75
jasné rozlisitelna od blanku byla 0,05 mg/I, tato hodnota se tedy bliZila limitu detekce.
Mez detekce metody byla poté presné urCena zpoméru 3x signal/Sum. Finalni
koncentrace roztokd zvolené pro kalibraci byly 2mg/I, 4mg/l, 6mg/Il, 8mg/l, 15mg/I,
20mg/l a 25mg/I.

Nastrik systému byl nékolikrat upraven, prvotni nastaveni bylo na 100 pl, v souvislosti
s rliznymi koncentracemi kreatininu ve vzorku byl nastfik postupné snizovan (pfi vyssSim
nastfiku se neobjevil rozdil v koncentracich) na 20 ul az 10 pl. Pfi vysledném objemu

20 ul nastriku byly poté méreny i vzorky moci s a bez standardnich pridavka kreatininu.

Dale byla nafedéna a mérena riznd fedéni moci. Moc byla fedéna kyselinou octovou
500x, 400x, 300x, 200x, 100x, 80x, 50x a 40x. VSe bylo opét proméreno proti slepému
vzorku, odezvy detektoru byly zietelné odliSitelné od slepého vzorku, ale ve zfedéni
300-500x nebyla na prvni pohled vidét vétsi odliSnost vysky pikd. Nakonec bylo zvoleno
zfedéni moci 80x, které bylo velmi dobre odliSitelné od blanku a vykazovalo dobré
vysledky. Koncentrace standartnich roztoku kreatininu byly 1,5 mg/I; 2,5 mg/l a 3,5 mg/I,
nakonec byly ale pro lepsi kvantifikaci zvoleny finadlni koncentrace 2 mg/l, 3 mg/I

a 4 mg/l.

Tyto podminky a zfedéni byly pouzity pro finalni méreni, z kterych byla vytvorena
kalibrace a zhodnocena také linearita a vytéznost. Pro pfesnost metody byla rovnéz
stanovena opakovatelnost, nejprve z obou nastfikll v paru soucasné, poté z kazdého

nastriku zvlast. Nakonec byla hodnocena také robustnost metody.

4.7.2. Validace vyvinuté metody za findlnich podminek

Pro validaci metody za finalnich podminek bylo zvoleno nékolik pracovnich roztoku

kreatininu, kazda koncentrace byla zmérena Ctyrikrat. Pro sestrojeni kalibraéni primky
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byly pouzity priméry namérenych hodnot. Hodnoty, ze kterych byla sestrojena
kalibra¢ni pfimka, jsou uvedeny v nasledujicich tabulkdch (Tabulka €. 13 a ¢. 14). Byly
stanoveny také hodnoty SD a RSD. Kalibrace byla vytvofena z namérenych hodnot

absorbance a z ploch pod pikem.

Tabulka €. 13 — Hodnoty pro kalibraci z absorbance

Nastrik

Koncentrace
kreatininu (mg/l) |1. 2. 3. 4, Primér |SD RSD

2,00 0,047| 0,031| 0,044| 0,032 0,039 0,007 | 18,45 %

4,00 0,099| 0,081 0,103| 0,082 0,091 0,010| 10,91 %

6,00 0,147 0,119 0,148 0,118 0,133 0,014| 10,86 %

8,00| 0,191 0,156 0,193| 0,159 0,175 0,018| 10,03 %

15,00 0,444 0,385 0,451 0,381 0,415 0,032 7,81%

20,00 0,536| 0,460| 0,536| 0,462 0,499 0,037| 7,46%

25,00 0,624 0,544| 0,615| 0,538 0,580 0,039| 6,74%

y =0,02472 x - 0,00659 ; R = 0,9928
0,7 A

0,6 A

Absorbance
o o o
w D (0]
L L L

o
N
1

o
Y
L

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

¢ kreatinin (mg/I)

Obrazek ¢. 10 — Kalibrace vytvorena z hodnot absorbance
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Tabulka ¢. 14 — Hodnoty pro kalibraci z plochy pod pikem

Nastrik

Koncentrace
kreatininu (mg/l) |1. 2. 3. 4, Primér |SD RSD
2,00 0,282| 0,181 0,265| 0,186 0,229 0,045| 19,77 %
4,00| 0,655 0,525| 0,686 0,523 0,597 0,074 12,42 %
6,00 0,990| 0,783 0,978| 0,759 0,877 0,107| 12,21 %
8,00 1,291 1,024 1,293 1,033 1,160 0,132 11,35%
15,00 3,178 2,696 3,213 2,668 2,939 0,257| 8,75%
20,00| 3,491 2,857| 3,572 2,979 3,225 0,311| 9,64 %
25,00 0,624 0,544| 0,615 0,538 0,580 0,039| 6,74%
y=0,18336 x - 0,14491 ; R=0,9934

4,5

3,5

2,5

Absorbance

1,5

0,5

0 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30

c kreatinin (mg/1)

Obrazek ¢. 11 — Kalibrace vytvorena z hodnot plochy pod pikem

Z obrazk( sestrojenych kalibracnich kfivek je patrny zachyt kreatininu pfi vyssich

(25mg/1) i nizsich koncentracich (2mg/I).
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Mez detekce a mez kvantifikace

Pro spravnou validaci metody byla urcena také mez detekce a mez kvantifikace. Mez
detekce metody byla uréena z poméru 3x signal/Sum na 0,45 mg/l a mez kvantifikace

jako 1,35 mg/I.
Opakovatelnost

Pro zjiSténi pfesnosti méreni byla také mérena opakovatelnost. Byly proméreny Ctyfi
koncentrace, opakovatelnost byla opét hodnocena z absorbance i z ploch pod pikem
a vynesena do grafu. Do grafu byly také zvlast zaneseny hodnoty z prvniho a z druhého
nastfiku v paru. Z hodnot v tabulkdch i z grafli je patrné, Ze pokud se hodnotily jednotlivé

nastriky zvlast, RSD byla mnohem niZsi.

Tabulka ¢. 15 — Hodnoty pro opakovatelnost z absorbance

Nastrik
Koncentrace
kreatininu (mg/l) |1. 2. 3. 4. 5. 6. Primér | SD RSD
6,00| 0,147| 0,119| 0,148 | 0,118 | 0,150| 0,122 0,134 0,014|10,76%

15,00| 0,444 0,385| 0,451| 0,381 0,449| 0,369| 0,413| 0,035| 8,50%

20,00| 0,536| 0,460| 0,536 | 0,462| 0,538 | 0,463| 0,499| 0,037| 7,49%

25,00 0,624 0,544 | 0,615| 0,538| 0,608 | 0,537| 0,578 0,038| 6,60%

Koncentrace kreatininu (mg/Il)
Wec W15 H20 25
0,7

0,6

0,3
0,2
0,1

0,0

Obrazek ¢. 12 — Opakovatelnost stanovend z namérenych hodnot absorbance
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Tabulka ¢. 16 — Hodnoty pro opakovatelnost z absorbance — hodnoty prvniho nastfiku

v paru
Nastrik
Koncentrace
kreatininu (mg/l) |1. 2. 3. 4. 5. 6. Pramér | SD RSD
6,00| 0,147| 0,148 0,150| 6,+22| 0,151 | 0,152| 0,150| 0,002| 1,29%
15,00| 0,444 | 0,451| 0,449| 0,458| 0,452 | 0,452 0,451 0,004| 0,95%
20,00| 0,536 0,536 0,538 0,535 0,536 0,001| 0,22 %
25,00| 0,624 | 0,615 | 0,608 0,615 0,006| 1,05%

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0,0

Obrazek ¢. 13 — Opakovatelnost stanovend z namérenych hodnot prvniho nastriku

Koncentrace kreatininu (mg/Il)

M6 Mi1s 20

absorbance

25

Tabulka ¢. 17 — Hodnoty pro opakovatelnost z absorbance — hodnoty druhého nastfiku

v paru
Nastrik

Koncentrace

kreatininu (mg/l) |1. 2. 3. 4. 5. 6. Primér | SD RSD
6,00| 0,119 0,118 0,122| 0,128| 0,117| 0,122| 0,121 0,003| 2,83 %
15,00 0,385| 0,381| 0,369 0,395| 0,390| 0,382| 0,384| 0,008 2,11%
20,00| 0,460 0,462 | 0,463 | 0,453 0,460| 0,004| 0,82%
25,00| 0,544 | 0,538 0,537 0,540 0,003| 0,59%
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Obrazek ¢. 14 — Opakovatelnost stanovend z namérenych hodnot druhého nastriku
absorbance

Tabulka ¢. 18 — Hodnoty pro opakovatelnost z plochy pod pikem

Nastrik

Koncentrace
kreatininu (mg/l) |1. 2. 3. 4, 5. 6. Primér | SD RSD

6,00| 0,990| 0,783 | 0,978 | 0,759| 0,976 | 0,779| 0,877| 0,104 11,88%

15,00| 3,178 2,696 | 3,213 | 2,668 | 3,197| 2,554| 2,918| 0,282| 9,66 %

20,00 3,949 3,303 | 3,965| 3,316 3,936 3,326| 3,632| 0,318| 8,75%

25,00 4,594 | 3,880| 4,533 | 3,870| 4,496 | 3,845| 4,203| 0,340, 8,08 %
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Obrazek ¢. 15 — Opakovatelnost stanovena z namérenych hodnot plochy pod pikem

Tabulka ¢. 19 — Hodnoty pro opakovatelnost z plochy pod pikem —hodnoty prvniho

nastfiku v paru

Nastrik
Koncentrace
kreatininu (mg/l) |1. 2. 3. 4. 5. 6. Primér | SD RSD
6,00| 0,990| 0,978 | 0,976 | ,460| 1,007 | 1,002| 0,991| 0,012| 1,26%
15,00| 3,178 | 3,213 | 3,197 3,220 3,192 3,264 3,211 0,027| 0,85%
20,00 3,949 3,965 | 3,936 | 3,945 3,949| 0,011| 0,27 %
25,00| 4,594 | 4,533 | 4,496 4,541| 0,040| 0,89 %
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Obrazek ¢. 16 - Opakovatelnost stanovend z namérenych hodnot prvniho nasttiku
plochy pod pikem

Tabulka ¢. 20 — Hodnoty pro opakovatelnost z plochy pod pikem — hodnoty druhého
nastfiku v paru

Nastrik

Koncentrace
kreatininu (mg/l) |1 2 3 4 5 6 Primér | SD RSD

6,00| 0,783| 0,759| 0,779| 0,834| 0,763 | 0,782| 0,783| 0,024| 3,13 %

15,00| 2,696 | 2,668 | 2,554| 2,725| 2,714 2,702 2,677| 0,057| 2,15%

20,00 3,303 3,316 3,326 3,289 3,308| 0,014| 0,42 %

25,00 3,880 3,870 3,845 3,865| 0,015| 0,38%
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Obrazek €. 17 - Opakovatelnost stanovend z namérenych hodnot druhého néstriku
plochy pod pikem
Na zdkladé vysledkl byly provedeny Upravy v metodé s cilem zjistit vliv jednotlivych
parametri na robustnost metody. Doslo k Upravé v nastfikovaném objemu, ziedéni
vzorku, koncentrace acetonitrilu v promyvacim roztoku a koncentrace jednotlivych
standardnich pridavkd. PFi testovani vlivu podminek analyzy vzork(i moci na vysledné
koncentrace kreatininu byly vyzkousSeny rGznd fedéni vzorkd moci, rlizné koncentrace
acetonitrilu i rlzny objem ndéstfiku vzorkd. Namérené koncentrace kreatininu pfi

raznych podminkach experimentu jsou uvedeny v nasledujici tabulce (tabulka ¢.21).
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Tabulka €. 21 — Testovani vlivu podminek analyzy vzorkd moci na vysledky

Den méreni | Zfedéni | Nastfik | Promyti Standardni Koncentrace Koncentrace
vzorku | vzorku | kolony pridavky (mg/l) | kreatininuz A | kreatininu
(ul) (mmol/1) z plochy (mmol/I)
28.7.2020 40x 100 | Acetonitril 2,00; 3,00; 4,00 6,395; 6,770; 6,405; 6,120;
50% 6,742; 6,347, 6,653; 6,128;
6,805; 6,474 6,174; 6,080
30.9. 2020 40x 20 | Acetonitril | 2,00; 3,00; 4,00 6,596; 7,706 7,152;7,130
50%
2.10. 2020 40x 20 | Acetonitril | 2,00; 3,00; 4,00 6,945 7,274
50%
9.10. 2020 80x 20 | Acetonitril | 2,00; 3,00; 4,00 5,811; 6,104 5,646; 6,001
50%
9. 10. 2020 20x 10 | Acetonitril | 2,00; 3,00; 4,00 6,030; 6,597 6,089; 6,445
50%
11.11. 2020 20x 10 | Acetonitril 4,00 15,601; 8,421;9,414
80% 11,811
12.11. 2020 40x 20 | Acetonitril | 2,00; 3,00; 4,00 9,258; 8,175 7,148; 7,056
80%
12.11. 2020 40x 20 | Acetonitril | 2,00; 3,00; 4,00 6,661; 9,932 6,505; 7,126
50%

Opakovatelnost metody byla mérena také ve vzorcich moci. Hodnoty nastrikd a z nich

vypoctené SD a RSD jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka ¢. 22 — Hodnoty pro opakovatelnost pfi analyze vzorku moci

Pfiprava vzorku / koncentrace kreatininu
28.7.2020 (mmol/Il)
Nastrik 1. 2. 3. 4, 5. 6. Primér |SD RSD
Z vysky piku | 6,396 | 6,770| 6,742 | 6,347 | 6,805 | 6,474 6,589 0,187 | 2,85 %
Z plochy pod | 6,405 | 6,120 | 6,653 | 6,128 | 6,174 | 6,080 6,260| 0,205 | 3,28 %
pikem
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Pro pfehlednost a spravnou validaci je uveden i graf tti standartnich pridavk( (obr. 18).

0,45
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plocha pod pikem

0,20
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Eluce kreatininu

0,15 —s2

0,10 —s3
0'00 /-’""/\\- LVI.L
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¢as (s)

Nastfik vzorku
Promyti kolony

-0,05

Obrazek ¢. 18 — nastrik standardd kreatininu

4.7.3. Stanoveni vzorkt moci

V nésledujicich tabulkach a grafech jsou namérené hodnoty pfi findlnich podminkdach

naseho experimentu.

4.7.3.1. Vzorek moci¢. 1

Vysledky, zaznamy a vytvorené kalibrace z namérenych hodnot pro vzorek €. 1 jsou
uvedeny v této kapitole. Analyzovany byly i dals$i dva vzorky moci, prlibéh analyzy
téchto vzorkd moci byl shodny, parametry metody kvantifikace byly témér totozné
jako u vzorku €. 1. Detaily ani zaznamy proto nejsou uvedeny. Stanovené koncentrace

kreatininu ze vSech vzorkl a jejich porovnani jsou uvedeny v tabulce ¢. 24.
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Tabulka €. 23 — Vysledky pro vzorek moci €. 1, méreno 9. 10. 2021. Zfedéni vzorku 80x,
nastfik 20 pl, promyti kolon 50% acetonitril

Absorbance | Plocha pod pikem
VytéZnost Moc €. 1 + standardni pfidavek 2 mg/I 99,90 % 100,31 %
Vytéznost Moc €. 1 + standardni pfidavek 3 mg/I 123,36 % 125,47 %
VytéZnost Moc €. 1 + standardni pfidavek 4 mg/I 127,41 % 130,33 %
Smérnice 0,0292 0,2388
Abs. Clen 0,2399 1,9068
R 0,9962 0,9950
Stanovend koncentrace kreatininu (mg/I) 8,216 7,984
Koncentrace kreatininu ve vzorku (mg/l) 657,29 638,72
Koncentrace kreatininu ve vzorku (mmol/l) 5,811 5,646
Koncentrace kreatininu dle Jaffé (mmol/I) 4,863

Z hodnot pramérl jednotlivych vzork( a standard( byla vypodtena vytéznost, ktera se
pohybovala mezi 99-130 %. Jako ukazatel dobré linearni zavislosti slouzi korelaéni
koeficient, ktery byl vypocten jak z hodnot absorbance, tak z ploch pod pikem. Hodnoty
koncentrace kreatininu ve vzorku ¢.1 vyhodnocené jak z vysky piku, tak z plochy pod

pikem byly velmi blizké hodnoté stanovené v klinické laboratofi metodou dle Jaffé.

0,30
0.25 106,0875; 0,2602
0,20

[0}

2 0,15

S ——A235-270

3

£ 010 B max A235-A270
0.05 plocha pod pikem
0,00 A

20 40 60 80 100 120 140 160 180

-0,05

Obrazek ¢. 19 — Zaznam analyzy kreatininu ve vzorku moci €.1, korigovany zaznamem

slepého vzorku
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Obrazek €. 20 — Zaznamy analyzy moci €. 1. - prekryty, zaznamy se moci se

standardnimi pridavky.
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Obrazek €. 21 — Kvantifikace kreatininu ve vzorku moci €. 1, hodnoceni dle vysky piku
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Obrazek €. 22 — Kvantifikace kreatininu ve vzorku moci €. 1, hodnoceni dle plochy pod
pikem

Pro proméreni standardnich pfidavk( byly vidy pouZity priméry dvou namérenych

hodnot standard(, vysky piku a plochy pod pikem. Od vsech hodnot byla odecdtena

hodnota pfislusného slepého vzorku. Dle hodnoty koeficientu determinace lIze fict, Ze

odezva standardnich pfidavk( vykazuje dobrou linearitu. Hodnoty byly vyuZity pro

urceni vytéZnosti standardnich pridavka.

Vsechny tfi vzorky moci byly pfipraveny kanalyze 2x a vysledky porovnany se

stanovenim dle Jaffé, provedenym v komer¢ni klinické laboratofi.

Tabulka €. 24 — Porovnani namérenych hodnot s hodnotami namérenymi Jaffého
metodou

Absorbance Koncentrace kreatininu ve vzorku (mmol/l) Dle Jaffé
Vzorek 1. pfiprava | 2. pfiprava | Primér SD RSD

1 5,811 6,104 5,9575| 0,1465| 2,46 % 4,863
2 8,880 9,171 9,0255| 0,1455| 1,61% 5,314
3 3,492 2,849 3,1705| 0,3215| 10,14 % 2,186
Plocha pod pikem

1 5,646 6,009 5,8275| 0,1815| 3,11% 4,863
2 8,651 8,504 8,5775| 0,0735| 0,86 % 5,314
3 3,469 2,686 3,0775| 0,3915| 12,72 % 2,186

Statisticky byla zhodnocena shoda hodnot namérenych metodou SIA a standardni
metodou dle Jaffé. Pouzit byl Wilcoxon(v parovy test (neparametricky). Pfi porovnani
vysledk( vypoctenych z absorbance i z plochy pod pikem vysla hodnota p = 0,2500 (na

hladiné vyznamnosti 0,05; dvoustranny test; n = 3), tedy hodnoty namérené obéma
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metodami nejsou statisticky rozdilné. Pro pfehlednost byla provedena i regresni analyza

vysledk( (obrazek €. 23).

6 y =0.5278x + 0.9275
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. " '
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plocha pod pikem)

Obrazek €. 23 — Regresivni analyza vysledka

4.7.4. Diskuze

Pro stanoveni koncentrace kreatininu ve vzorcich moc¢i pomoci SPE v SIA bylo nutné
pouzitou metodou optimalizovat. Vybér vhodného sorbentu mél znacny vliv na spravny
prabéh analyzy. Byly zkouseny tfi typy sorbentl — sorbent do materialu DSC SCX, Oasis
MCX a Plexa PCX. | presto, Ze prvni dva typy sorbentl byly schopny extrahovat
stanovovany analyt, hlavni problém byla jejich stabilita pfi méreni. BEhem opakovaného
méreni doslo k ucpani kolony a prekroceni tlakového maxima SIA pfistroje 250 psi.
Sorbent DSC SCX byl funkéni asi na 130 méreni/extrakci, sorbent Oasic MCX asi na 200
méreni. Aby bylo méfeni provedeno spravné za stejnych podminek bylo nutné najit
sorbent, ktery bude stabilni po celou dobu méreni, sorbent Plexa PCX tuto podminky
splnil, kdyZz s nim bez ztraty funkénosti bylo provedeno vice nez 600 méreni vcetné

analyzy vzorkd moci.

Dalsim faktorem, ktery mél vliv na analyzu, byl vybér spravného promyvaciho a elu¢niho
¢inidla. Vhodny promyvaci roztok byl zvolen tak, aby odstranil interferujici matrici
vzorku. Nalezeni vhodného elu¢niho Cinidla je nutné za ucelem Uplné a dostatecné
rychlé desorpce analytu. Po vyzkouseni rlznych kombinaci ¢inidel v rGznych pomérech
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byla zvolena kombinace 50% acetonitrilu a 1% amoniaku jako findIni pro nas experiment.
Po vyzkouSeni 25% i 75% acetonitrilu nebyly vysledky pfi odstranéni matrice lepsi nez
pfi pouziti 50% acetonitrilu. Pro eluci byl 1% amoniak opét nejvhodnéjsi — pfi nizsi
koncentraci dochdazelo k vyrazné pomalejsi eluci — tedy nizsi i SirSi pik, naopak vyssi
koncentrace znamenala sice velmi rychlou eluci a uzké a vysoké piky, ale na ukor

opakovatelnosti a pracovniho rozsahu detektoru.

V prabéhu optimalizace byl také testovan objem nastfiku vzorkl, aby byly v ramci
kalibra¢niho rozsahu zaznamendny i vzorky s rozdilnou koncentraci kreatininu. Objem
nastfiku bylo nutno postupné snizovat az na vysledny objem 20 pl. Stejné tak byla
sledovdna opakovatelnost nastfiku pfi snizujicim se objemu, zde v rozsahu 20-100 pl
nedoslo k vyraznym zménam. Pfi objemu 10 uL byla relativni chyba opakovatelnosti
mezi prvnim a druhym nastfikem jiz dvojndsobnd, ale stale porovnatelnd pfi

opakovatelném méreni.

Rozhodujici faktor pro méreni bylo také zfedéni vzorku. Vzorky byly proméreny proti
slepému vzorku. Zfedéni bylo nutno zvolit tak, aby odezva detektoru byla zfetelné
odliSitelna od slepého vzorku. Pro koncentrace kreatininu bylo nutné urcit také mez
detekce a mez kvantifikace, aby byla odezva detektoru sprdavnd. Dle uréené meze
detekce a kvantifikace byly poté urceny také koncentrace roztok( zvolenych pro

kalibraci.

Po nastaveni findlnich podminek experimentu byly naméreny hodnoty kreatininu
u tfech vzorkd moci, které byly srovnatelné s hodnotami namérenymi v klinické
laboratofi dle Jaffého metody. Metoda vykazovala dobrou linearitu i vytéZnost. Pro
zjisténi presnosti dané techniky bylo nutné zhodnotit také opakovatelnost. Ta byla
mérena na Ctyfech koncentraénich drovnich v jedné sérii za stejnych podminek. Nejprve
byla vypoctena RSD vidy z obou nastrikld téhozZ vzorku. Dle této hodnoty se zdalo, Ze
metoda neni pfili§ opakovatelna. Divodem byl hlavné velky rozdil hodnot z prvniho
a druhého nastfiku (tento jev charakteristicky pro metodu SIA se nepodafilo béhem
vyvoje eliminovat). Po hodnoceni opakovatelnosti z prvnich a druhych nastfik( zvlast,
byla relativni smérodatna odchylka témér vidy do 2 %, coz Ize povazovat za velmi dobry

vysledek. U nizsich koncentraci kreatininu a vzorki moci se RSD pohybovala kolem 3 %.
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Z hodnoceni dat bylo zfejmé, Ze tato vlastnost neméla na vysledky vliv — hodnoty
kreatininu byly prakticky shodné pti hodnoceni prvnich, druhych nastfikl i obou

pramérd nastrikd.

PFi srovnani s jinymi metodami tato technika poskytuje radu vyhod. Mezi hlavni vyhody
je nutné zminit hlavné minimalni spotfebu vzorku (mikrolitry) i tvorbu odpadu (jednotky
mililitrd/méreni) a jednoduchou Upravu vzorku pred analyzou. Velkou vyhodou také byla
kratkda doba méreni, doba méreni jednoho vzorku dvakrat (dva néstfiky) se pohybovala

do 6 minut.

Jako referenéni metoda byla zvolena Jaffého reakce na klinickém analyzatoru. Hodnoty
experimentu ve srovnani s hodnotami namérenymi rutinné pouzivanou Jaffého reakci

vykazovaly dobrou shodu.
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5. ZAVER
Cilem prace bylo stanovit kreatinin metodou SPE v SIA, jejiz vysledky by byly srovnatelné
s hodnotami naméfenymi na klinickém analyzatoru dle Jaffého protokolu. Pro stanoveni

kreatininu byla pouzita metoda standartniho pridavku, kazdy vzorek byl zméren dvakrat

a pro hodnoceni byl vyuzit primér danych hodnot.

Nejprve byly optimalizovdany podminky pro méreni kreatininu v kyseliné octové. Bylo
zvoleno eluéni a promyvaci ¢inidlo a ur¢ena mez detekce a kvantifikace. Dle uréenych
mezi byly zvoleny koncentrace pro sestrojeni kalibracni pfimky. Po sestrojeni kalibracni
pfimky byla zhodnocena linearita metody. Dle korela¢ni koeficientu vypocéteného

z absorbance i z plochy pik(i bylo dosazeno dobré linearity metody.

Poté byly stejné podminky aplikovany také na méreni redlnych vzorkd moci. Aby byla

odezva detektoru spravnd, byla zkousena rizna méreni moci a vybrano finalni fedéni.

Pro redlné vzorky moci byla opét sestrojena kalibra¢ni kfivka a zhodnocena linearita. Dle
korela¢niho koeficientu méreni vSech vzork moci vykazovalo dobrou linearitu.
Zhodnocena vytéznost byla dostacujici, pro presnost metody byla vypoctena také

opakovatelnost. Pfi hodnoceni RSD bylo zjisténo, Ze je technika dobre reprodukovatelna.

Vysledné koncentrace kreatininu byly vypocteny z vysky pika (absorbance) iz plochy pod
pikem. Hodnoty namérené v nasem experimentu byly srovnatelné shodnotami

namérenymi v klinické laboratofi dle Jaffého protokolu, cil prace byl tedy splnén.
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6. POUZITE ZKRATKY

ADP — adenosine diphosphate — adenosindifosfat
ATP — adenosine triphosphate — adenosintrifosfat

C4D — capacitively coupled contactless conductivity detector — kapacitné vazany

bezkontaktni vodivostni detektor

Ckr — clearance kreatininu

CNN — creatinine — kreatinin

DNBA — 3,5-dinitrobenzoic acid — kyselina 3,5-dinitrobenzoova
FIA — flow injection analysis — pritokova injekéni analyza

GF — glomerular filtration — glomerularni filtrace

HPLC — high-performance liquid chromatography — vysokoucinnd kapalinova

chromatografie

IDA — imidoacetic acid —kyselina imidooctova

ISTD — interni standard kreatinu

LC — liquid chromatography — kapalinovd chromatografie

LLE — liquid liquid extraction — extrakce kapalina/kapalina

LOD — limit of detection — mez detekce

LOQ - limit of quantification — mez kvantifikace

MCFA — multicommutated flow analysis — multikomutovand pratokova analyza
MDRD — modification of diet in renal disease —Uprava stravy u onemocnéni ledvin

MPAD — microfluidic paper-based analytical device — mikrofluidni papirové analytické

zarizeni
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MS — mass spectrometry — hmotnostni spektrometrie

NAD - nicotinamide adenine dinucleotide — nikotinamidadenindinukleotid

NADH — nicotinamide adenine dinucleotide hydride —

nikotinamidadenindinukleotidhydrid

NADPH — nicotinamide adenine dinucleotide phosphate — nikotinamidadenin

dinukleotid fosfat

PEDD — paired emitter detector diode — detektor parovych emitorovych diod

PEEK — polyetheretherketone — polyetereterketon

RSD - relative standard deviation — relativni smérodatna odchylka

SD — standard deviation — smérodatnd odchylka

SIA — sequential injection analysis — sekven¢ni injekéni analyza

Skr — Serum creatinine concentration — koncentrace kreatininu v séru

SPE — solid phase extraction — extrakce na tuhou fazi

UHPLC — ultra-high-performance liquid chromatography — ultra-

vysokoucinndkapalinova chromatografie

Ukr— urine creatinine concentration — koncentrace kreatininu v moci
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