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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta

Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. Jan Vinklarek

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

Nazev diplomové prace: Vyvoj metody on-line extrakce na tuhé fazi pomoci

prutokovych metod

Cilem predlozené diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat metodu

vyuzivajici spojeni extrakce na tuhé fazi a pratokovych metod.

Extrahovanym analytem byl zvolen kreatinin a biologickym materialem moc.

V prvnim kroku se metoda nejprve optimalizovala (koncentrace a pratok

promyvaciho €inidla, pritok vzorku a standardu). Poté se testovala robustnost

metody, a nakonec jeji spravnost a opakovatelnost, dale se testovala i stabilita

nafedénych vzorka.

V8echny tyto testy dopadly dobfe a podafilo se metodu optimalizovat.

Finalni parametry metody jsou nasleduijici:

Sorbent — SPH lontosorb 100

Promyvaci Cinidlo — 50% acetonitril, nasavano 0,5 ml

Elu¢ni €inidlo — 1% vodny roztok hydroxidu amonného, nasavano 0,5 ml
Vzorek fedény kyselinou octovou o pH 2,4, nasavano 20 ul, nebo 10 pl
podle koncentrace vzorku (rozhodnuti o zméné nasavaného objemu
metoda provede sama, v programu je rozhodovaci algoritmus)

Pro zjisténi koncentrace vzorku je pouzivana metoda standardniho
pfidavku. Pouziva se standard o koncentraci 2mg/l v nastficich 0, 10,
20 pl. Vzorky se méfi v dubletu

MéFi se absorbance pfi 235 a 270 nm, do vypoctl se pouziva rozdil
absorbance 235 — 270 nm.

Délka jednotlivého méfeni: 130 s



Pfi pouziti optimalizovanych parametri ma metoda pfi opakovaném méfeni
chybovost do 5 %. Stanoveni kreatininu ve vzorcich moé&i pomoci vyvinuté
metody vykazalo dobrou shodu s vysledky stanoveni v klinické laboratofi. Diky
postupnym vysledkim experimentd bylo dosazeno stanoveného cile prace

a vyvinuta metoda je pfipravena pro dalSi rozSifeni.



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical chemistry

Candidate: Bc. Jan Vinklarek

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

Title of the diploma thesis: Development of on-line solid phase extraction using

flow methods

The goal of this diploma thesis was to create and validate method using

combination of SPE extraction and flow methods (in this case method SIA).

Creatinine was chosen as extracted analyte and urine was chosen as biological

material.

At first, the method was optimized (concentration and flow rate of wash reagent
and flow rate of sample and standards). Then the limits of the created method
were tested. Finally, the trueness and repeatability of results was tested and also

stability of diluted samples.

All of these tests (in thesis named experiments) had good results. Final
parameters of method are:
e Sorbent — SPH lontosorb 100
e Wash reagent — 50% acetonitrile, aspirated 0,5 ml
¢ Elute reagent — 1% water solution of ammonia hydroxide, aspirated 0,5 mi
e Sample diluted by acetic acid with pH 2,4, aspirated 20 pul, or 10 pl
according to sample concentration (method alone makes decision about
changing aspirated volume, decision algorithm is in the program)
e Method of standard adding is used for measuring creatinine concentration
in samples. Used standard have concentration 2mg/l, this standard is

aspired at volumes 0, 10, 20 pl. Samples are measured in doublets.
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e For detection, absorbance at 235 and 270 nm is measured, for

calculations, difference of absorbance at 235 — 270 nm is used.

e Time of one measuring: 130 s
Method using optimized parameters have error rate around 5 %.

Results gained by measuring creatinine in urine samples with created method
have good comparison with results gained by using method used at clinical
laboratories. Goal of thesis was reached in thanks to follow-up experiments and

created method is ready for next enhancing.
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POUZITE ZKRATKY
FIA — pratokova injek¢éni analyza

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie, High Performance Liquid

Chromatography

MDRD - jedna z rovnic pro vypocet clearance kreatininu
MIPs — molekularné vtisténé polymery

SIA — sekvencéni injekéni analyza

SPE — extrakce na tuhé fazi
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1. UVOD

V soucasné dobé se Siroké spektrum analytd stanovuje fotometrickymi metodami
zaloZenymi na tvorbé produktu, ktery absorbuje v urcitém svételném spektru.

Tyto metody se rutinné provadeéji v kyvetach automatickych analyzatoru.

Pritokové metody pouZivaji misto kyvet systém hadiCek, ve kterych probiha
stejna reakce, jejimz vysledkem je barevny produkt. Na rozdil od reakci
v kyvetach, kde reakce probiha na misté, tak u prutokovych metod reakce
probiha kontinualné pfi pritoku reakéni smési hadi¢kou. Toto feSeni ma sva
specifika vtom, ze pfi reakci v kyvetach je roztok zabarven stejné v celém
objemu (homogenné), ale u pratokovych metod reakce probiha dynamicky. Takto
je tomu v pfipadé provedeni metodou FIA (vyuziva konstantni nosny proud).
U metody SIA se zény reakéni smési nasaji do misici civky a reakce probiha zde.
Nékteré vzorky je potfeba pfed analyzou upravit. Jednou z moznosti Uprav
je extrakce Casto vyuzivajici rizné chovani analytd v raznych prostfedich
(polarni, nepolarni). Jednou z nich je SPE (extrakce na tuhé fazi). Vyuziva tuhy
sorbent o rizném slozeni a vlastnostech interagujici s extrahovanymi latkami.
Vlastni provedeni spociva v protlacovani rlznych roztokd SPE kolonkou. Toto
je mozné provést manualné (ru¢ni protlateni roztokl pres kolonku) nebo
automatizované napf. za pouziti metody SIA.

Toto automatizované provedeni spocCiva v nasati pozadovanych roztoku
do misici civky a jejich nasledné protlaceni pfes SPE kolonu (ta je upravena pro
integraci do SIA systému).

Cilem prace bylo stanoveni kreatininu v moci vyuzivajici SPE jako jeden
ze selektivnich kroku analyzy.

Kreatinin je odpadni produkt metabolismu kreatinu ve svalech. Jeho tvorba
je témér stala a méfeni hodnot kreatininu v moc€i se pouziva pro stanoveni funkce
ledvin. Pocita se clearance kreatininu. Clearance vyjadfuje objem plazmy
oCistény od zvolené latky (v tomto pfipadé kreatininu) za jednotku &asu
(standardné se pouziva 24 h). Ke spravnému vypoctu je zapotiebi sbirat mo¢
po dobu 24 hodin. Nevyhodou je nespolehlivost pacientt pfi sbéru modi, proto
se v dnesSni dobé pouzivaji pro vypoCet clearance i jiné rovnice, kterym staci

pouze hodnoty urcitych latek z jednorazového odbéru krevniho séra.
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Moc¢ byla zvolena z dlvodu snadné dostupnosti a neinvazivnosti pfi odbéru. Mo¢&
se vySetfuje relativné Casto a vySetfeni je pomérné rychlé. V klinické praxi
se nejCastéji stanovuje kreatinin metodou dle Jaffé nebo enzymatické stanoveni

s vyuzitim kreatininasou.
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2. CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat metodu extrakce
kreatininu z moc€i vhodnym sorbentem.

Za timto ucelem byl vybran sorbent se sinym katexem (lontosorb SPH 100,
detaily v experimentalni ¢asti), ktery fungoval a poskytoval nejlepsi vytéznost.
Pro tento sorbent byly nasledné optimalizovany podminky (rychlost prutoku
jednotlivych kapalin, koncentrace promyvaciho Ccinidla, vhodné fedéni
a nasavany objem vzorku, uprava metody standardniho pfidavku a nova
sekvence pratoku kapalin) s cilem, aby bylo dosazeno spravného vysledku
stanoveni koncentrace kreatininu v mogi.

Po optimalizaci metody byla testovana opakovatelnost vysledkl v sérii a Case.
Nasledné bylo provedeno i porovnani nami naméfenych hodnot s hodnotami

z klinické laboratofe a jejich statistické vyhodnoceni.
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3. TEORETICKA CAST
3.1. SPE (Solid Phase Extraction)

Extrakce na tuhé fazi je druhem extrakéni metody, ktera vyuziva adsorbce
analytu na sorbent. Pouziva se na extrakci analytu ze vzorku a k odstranéni
matrice. Matrice mize mit nezadouci efekty na naslednou analyzu ¢i ji uplné
znemoznit. Z tohoto duvodu je matrici potfeba odstranit. DalSi pouziti SPE
je pfi potfebé analyt zakoncentrovat. V nékterych vzorcich je analyt pfitomen
ve stopovych mnozstvich a v této koncentraci neni mozné provést analyzu
vzorku s dostateCnou vypovédni hodnotou (signal analytu muaze byt ukryty
v Sumu). Dalsi duvod pouziti SPE je zména rozpoustédla. Néktera rozpoustédla
jsou nekompatibilni s nékterymi analytickymi technikami a je potfeba analyt

prevést do rozpoustédla kompatibilniho s danou analytickou technikou [1].

vvvvv

(v doslovném prekladu extrakce na tuhé fazi), mezi dalSi pouzivané nazvy patfi

extrakce kapalina — tuha latka, nebo kolonova extrakce [1].

3.1.1. Princip SPE

Pfi SPE se pfivadi vzorek (mulze byt kapalny nebo plynny) na sorbent v tuhé
formé, kde dochazi k interakci sloZzek vzorku se sorbentem. Na zakladé téchto
interakci je pfi vhodnych podminkach analyt zadrzen a zbytek vzorku odchazi
pry¢ (existuje ale i opacny postup, kdy se zadrzuje matrice a analyt prochazi
pFimo) [1].

3.1.2. Tuhé faze — Sorbent

Jako tuha faze se mohou pouzivat rizné slou€eniny podle typu (vlastnosti)
extrahovaného analytu. Tyto faze si jsou podobné se stacionarnimi fazemi
v kapalinové chromatografii (v dalSi ¢asti textu uvadéna jako HPLC). LiSi se vSak

velikosti ¢astic a ¢asto i tvarem.
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Jednim z nejCastéji pouzivanych materialu je silikagel. Ten se oviem velmi liSi
velikosti Castic. U SPE se jedna o rozméry 30 — 60 pm v pruméru, ale

u kapalinové chromatografie se bézné jedna o velikosti 1,5 — 5 um.

Zakladem silikagelu jsou polymerné vazané skupiny SiOz, na které se vazou
rizné dalSi skupiny podle potieby pfi extrakci. V prabéhu téchto reakci ale
zustavaji nékteré tyto silanolové skupiny volné a mohou zpUsobovat nezadouci
reakce (jina vazebna sila, vazba nezadoucich latek, nemoznost vazby jako
takové a jiné). Z tohoto divodu je potieba tyto volné silanoly blokovat. Této
blokaci se fika endcapping a provadi se nejCastéji reakci s trialkylchlorsilanem.
Po této reakci je jesté stale pfitomno kolem 30 % nezablokovanych skupin [1].

Takto se postupuje hlavné u sorbentt pro HPLC.

c18 c18
s
HEC—S||—CH3 HEC—S|| —ICH3 HSC_Sll —ICH3
I T I
Silikagel

Obrazek 1 — PFiklad provedeni endcappingu na silikagelovém sorbentu (modifikace

s oznacenim C18)

Podle dalSich latek, které se na silanolovy zaklad navazou se rozliSuje nékolik

typl sorbentu:

Nepolarni sorbent
Polarni sorbent

lontové vymeénny sorbent

Podobné jako je tomu u HPLC tak i u SPE existuji dvé moznosti provedeni.
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Pfi pouziti reverznich fazi se analyt navazuje na nepolarni sorbent z polarni
mobilni faze. Kdezto pfi normalnich fazich se na polarni sorbent navazuiji latky

z nepolarniho rozpoustédia.

Mezi dalsi mozné sorbenty patfi aktivni uhli, kfemiCitan hofeCnaty, oxid hlinity,
celuléza (tvarem c&astic a formou vazani modifikujicich latek ovlivAujici finalni
vlastnosti se podoba silikagelu, jen ma jiny zaklad) nebo makrozesiténé polymery

a iontové-vyménné pryskyfice, MIPs a jiné.

Molekularné vtisténé polymery jsou specialnim druhem vysoce selektivniho
sorbentu. Jsou urCeny pro extrakci pouze jedné latky, nebo skupiny latek s velmi
podobnou strukturou. Jejich selektivita spocCiva v specialné vytvofenych
dutinkach, do kterych zapadnou pouze pfedem zvolené analyty. Jsou pomérné
chemicky stabilni, ale jsou také naro¢né na vyrobu. Kvili faktu vysoké selektivity
se musi pro kazdy stanovovany analyt vyrobit nova verze MIP, ktera je schopna

tento analyt vazat [2, 3].

Polymerization Remaval of
around template template
malecule - malecule -

Template

Sample
Introduction

Selective
Interaction

- N
C%’ —

Obrazek 2 — Schéma vyroby a funkce MIPs princip popsan nad obrazkem
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3.1.3. Prakticky postup SPE
3.1.3.1. Kolonky

Pldvodni forma SPE bylo smichani sorbentu se vzorkem v nadobce a nasledné
oddéleni obou fazi filtraci nebo centrifugaci v dnesni dobé se pouziva zpusob
protlaceni téchto roztok( pres sorbent v plastové kolonce, které mohou mit rizné
tvary i velikosti, nejCastéjSi tvar pfipomina injekéni stfikaCku bez pistu. Kolonky
se vyrabéji nejCastéji jednorazové, u kterych muUze byt problém

reprodukovatelnosti podminek, nebo ve formé vyménitelnych naplini [1].

Sorbent se muze do kolonek dopravit manualné v suchém stavu nebo ve formé
suspenze. Bud se do kolonky vlije nebo se muze davkovat injekéni stfikackou.
Sorbent je v kolonce drzen fritami, nejCastéji dvéma, ale kvuli snizeni odporu vici

prutoku to mize byt i jen jedna na vystupu z kolony [1].

Obrazek 3 — Ruzné velikosti kolon se SPE sorbentem (jednorazova varianta pouzivana

v offline systémech)
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Pro potfeby zapojeni do pritokovych systém( se vyrabéji kolonky mensich
velikosti (objemu). Tyto kolony jsou pomoci spojek nebo Sroubl zapojeny
do prutokového systému, tak aby nedochazelo k uniku kapalin pfi promyvani
kolonou za vysSiho tlaku [1].

Dalsi moznosti je vytvofeni SPE kolony pfimo v analytickém systému. U této
varianty dochazi k nasati samotného sorbentu do pratokového systému a jeho
nasledném zadrZzeni v pfedem urCené Casti, pak se postupuje stejné jako
u klasického provedeni v prutokovém systému. Na zavér je tento sorbent
odstranén z prutokového systému. Nevyhodou tohoto provedeni je skute¢nost,

Ze takto vytvorena kolona se pro kazdé méfeni vytvari znovu a muze mit trochu

jiné vlastnosti [1].

Obrazek 4 — Kolona uzpusobena pro zapojeni do prutokového systému a online SPE

Poznamka: obrazek je pfimo kolona pouzita pro méfeni v této diplomové praci (druha

velikost vice v experimentalni ¢asti)
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3.1.3.2. Popis obecného postupu praktického provedeni SPE

Kazda extrakce na tuhé fazi probiha v nékolika krocich, které by mély byt

dodrzeny zejména u kolonek se silikagelovym sorbentem.

Prvnim krokem je aktivace sorbentu. V tomto kroku se dosud sucha kolona
promyje vhodnym C¢inidlem. Funkéni skupiny na povrchu €astic sorbentu jsou
zkroucené a v tomto stavu nemohou plinit svoji funkci. Kdyz se tyto molekuly
dostanou do kontaktu s vhodnou smaceci kapalinou, tak se napfimi do prostoru,
zvétSi se jejich vazebna plocha a jiz mohou plnit svou funkci. Dale je dulezité
po tomto kroku udrzet takto aktivovany sorbent stale vihky. PfeskoCeni tohoto
kroku vede k neuspéchu pfi extrakci a malym extrakénim vytézkim. Obecné
pouzivanym aktivaCnim c¢inidlem u nepolarnich sorbentd je smés voda
a methanol. U polarnich sorbentt se doporucuje pouzit organickou latku, ve které

je analyt dobfe rozpustny.

Dalsim krokem je kondicionace. V tomto kroku se jiz aktivovany sorbent promyje
¢inidlem podobnym vzorku. Pfi nepolarnim sorbentu mize byt timto Cinidlem
voda, nebo pufrovaci roztok se stejnym pH jako vzorek. Opomenuti tohoto kroku
ma za nasledek nizsi extrakéni ucinnost. Pfi opomenuti se nékdy stava, ze prvni
¢ast vzorku pusobi sama jako kondicionaéni Cinidlo a analyt neni zadrzovan,

az pozdéji po kondicionaci je analyt zadrZzovan s vy$Si ucinnosti.

DalSim krokem je nanaseni vzorku. V tomto kroku se extrahovany vzorek nanasi
na aktivovanou a kondiciovanou kolonu a dochazi k adsorbci analytu na sorbent.
Sila vazby analytu se sorbentem se da ovlivnit zménou napf¥. pH vzorku, typem

sorbentu a typem mobilni faze.

Dalsim krokem je promyvani kolonky. V tomto kroku se se kolonkou protlacuje
vhodné promyvaci Ccinidlo, které vyplavuje zbytky matrice, ale nezpusobi

vyplavovani analytu.

Poslednim krokem je eluce analytu. V tomto kroku se navazany analyt desorbuje
ze sorbentu a opousti kolonu, ktera se z pravidla vyhazuje jako jednorazova.
Takto se s kolonou zachazi pfi manualnim provedeni. V pfipadé zapojeni
do prutokového systému se kolona pouziva opakované a pokud je tfeba tak

se mezi extrakcemi kolona reaktivuje — tak aby méla stejnou ucinnost [4].
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Obrazek 5 — Princip SPE extrakce zleva aktivace/kondicionace, poté davkovani

primarniho roztoku, 3. schéma odstranéni matrice, 4. schéma eluce analytu

V zakladnim provedeni se nechaji kapaliny kolonkou protéci za atmosférického
tlaku. Tento postup ale trva dlouho. Proto se dnes nejCastéji pouziva varianta

s podtlakovym odsavanim, kdy tekutiny protecou kolonkou rychleji.

Obrazek 6 — Manualni provedeni SPE extrakce s urychlenim pritoku kapalin pod tlakem

standardni provedeni SPE mimo analyticky systém

Zapojenim kolony do prutokového systému je mozné tento postup automatizovat.
PFi automatizaci je mozné fidit pratoky kapalin kolonou pocitatem a neni potfeba
ruéni vymeéna kapalin, dale se presné fidi prlitokova rychlost kapalin (aby nedoslo
vysokym tlakem ke znieni kolony). DalSi vyhoda automatizace je pfitomnost
kolony v analytickém systétmu a odpada potieba presunu extraktu
do analytického systému (vyhoda niz8i ztraty analytu a moznost rychlejsi
analyzy, oviem je potfeba si ovéfit kompatibilitu eluéniho Cinidla s analytickym

systémem) [5, 6, 7, 8].
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3.2. Pritokové metody SIA a FIA

Existuji dva typy provedeni pratokovych systém, systém FIA, Ktery vyuziva
konstantniho proudu nosné kapaliny, do které se pfimichavaji dalSi roztoky,
nevyhodou tohoto zplsobu provedeni je skute€nost, Ze reakce probiha postupné
a pred pfichodem do detektoru nemusi byt kompletné hotova, tento nedostatek
je mozné odstranit prodlouzenim hadicek ve kterych reakce probiha, ale za cenu
zvySeni mrtvého objemu (objem rdznych spoju, ktery se neuc€astni reakci, ale
o tento objem je zvySena spotfeba vSech kapalin) [9, 10, 11, 12], a systém SIA,
ktery na rozdil od Systému FIA pouziva obousmérnou pumpu a pied pfichodem
reakéni smési do detektoru je zajisténo, Ze jiz reakce probéhla az do konce,
k tomuto ucelu se pouziva misici civka, do které jsou jednotlivé €asti reakeni
smési natazeny a pak se necha tato smés reagovat, nasledné je smés obsahuijici
produkt natazena do detektoru a vyhodnocen ziskany signal, z ddvodu
pfitomnosti reakéniho mista v pritokovém systému je metoda SIA Uspornéjsi
(vyzaduje méné roztoku) nez metoda FIA. SIA ma dale vyhodu flexibility, nebot
zmény parametrl Ize dosahnout za pouziti programovani, bez nutnosti zmény
vlastniho zapojeni systému. Mezi nejCastéji optimalizované parametry patfi
objem kapaliny (vzorku, Cinidla), pritokova rychlost této kapaliny a v nékterych
pfipadech i jejich pofadi (u urcitych analyz se nasava nejprve vzorek a az poté

¢inidlo a u jinych naopak) [9, 10, 13, 14].
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Obrazek 7 — Princip prutokové metody SIA

Obrazek 8 — Priklad pratokového systému SIA
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3.3. Kreatinin

Vznika ve svalech ireverzibilné neenzymatickym procesem (dehydratace
a cyklizace) z kreatinu. Kreatin slouzi ve svalech jako zasobarna energie
ve formé kreatinfosfatu. Kreatinin jiz dale neni schopen vazat dalSi fosfat
a prechazi do krve. V krvi je jako pro télo ve vodé rozpustna odpadni latka
vylu€ovan do moce predevsim glomerularni filtraci. Z tohoto dlivodu se kreatinin
vyuziva pfi urCovani funkce ledvin. V organismu béhem svalového klidu vznika

relativné stalou rychlosti [15].
CHs
N
N
O H
Obrazek 9 — Vzorec kreatininu

3.3.1. Klinicky vyznam kreatininu

ZvySené hodnoty v plazmé mohou ukazovat na poSkozeni a nefunkénost ledvin,
ale také na zvySenou fyzickou namahu, kdy dochazi k vysSi tvorbé kreatininu.
Dal$i duvod zvySené koncentrace v plazmé je pfijem kreatinu a posléze

vytvofeného kreatininu z masité potravy [15, 16].
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3.3.2. Stanoveni kreatininu v klinické laboratofi

Kreatinin se stanovuje v krevni plazmé a v moci. V krevni plazmé se stanovuje
koncentrace kreatininu pfimo aktualni hodnota, kdezto v mocli se stanovuje

hodnota kreatininu za 24 h. Z tohoto duvodu je potfeba mo¢ sbirat.

Stanoveni kreatinu se nejCastéji provadi Jaffého metodou. Principem stanoveni
je reakce kreatininu s kyselinou pikrovou v alkalickém prostfedi. Vysledkem
reakce je Cervené zabarveni, které je mozno hodnotit spektrofotometricky.
Jaffého reakce ale neni specificka pouze pro kreatinin. Reaguiji i jiné latky napf.
pyruvat, acetat, oxalacetat, glukdza, kyselina askorbova, aceton. Souhrnné se
tyto latky oznaduji jako tzv. Jaffého pozitivni chromogeny. Z dlvodu
nespecificnosti této reakce jsou skute€né hodnoty kreatininu nizsi
asi o 9— 18 ymol/l [15,16].

OH
OoN NO,

NO,

Obrazek 10 — Vzorec kyseliny pikrové

Jaffého metoda ale neni jedinym zplsobem, jak stanovit koncentraci kreatininu.
Mezi dalSi metody patfi enzymatické stanoveni zaloZzené na reakci Fossatiho,
Prencipeho a Bertiho. Reakce je vicefazova. V prvni fazi je kreatinin pfeménén
na kreatin za ucasti enzymu kreatininazy. Vznikajici kreatin je hydrolyzovan
enzymem kreatinaza na sarkosin a mocovinu. Vznikly sarkosin je rozkladan
enzymem sarkosinoxidaza na glycin, formaldehyd a peroxid vodiku. Vznikajici
peroxid vodiku reaguje z chromogenem za vzniku modrého zabarveni, které
se hodnoti spektrofotometricky. Tato reakce jiz je specificka pouze pro kreatinin.
Diky tomu jsou hodnoty kreatinu zméfeného touto metodou presnéjsi

nez hodnoty ziskané Jaffého reakci. Tato reakce se pouziva pro stanoveni
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kreatininu jak v séru, tak i vmoCi a byla pouzita jako referenéni metoda

pro vysledky v této diplomové praci [17].
3.3.3. Vyznam, provedeni a alternativy clearance kreatininu

Pfi hodnoceni funkce ledvin nestaCi jen hodnota kreatininu v plazmé.
Pro posouzeni funkce ledvin se pocita renalni clearance kreatininu. Renalni
clearance dané latky udava objem plazmy, ktery je za urCity Casovy usek
(zpravidla 24 h) zcela zbaven dané latky. Clearance mize byt jak glomerularni,
tak i tubularni (urcité latky jsou odstrafiovany z plazmy glomeruly, jiné pak tubuly

a existuji i latky, které jsou odstrafiovany obojim zpasobem).

V pfipadé kreatininu se jedna o clearance glomerularni. K vypocteni clearance
je zapotiebi sbirat mo¢ 24 h. Z této sebrané moci se poté stanovi hodnota
kreatininu, pro pouzivany vzorec je jesté zapotfebi hodnota sérového kreatininu

a mnozstvi sebrané modi.

Kreatinin ale nesplfiuje pfesné podminky pro vypocteni pfesné glomerularni
clearance. Tyto podminky dokonale splfiuje inulin, u kterého je ale problém. Tato
latka se totiz v organismu pfirozené nevyskytuje a pro ucely urCeni clearance

se musi uméle dodavat.

Se samotnym sbérem mocCi je také problém. Nikoliv v jejim laboratornim
zpracovani, ale pfi jeho ziskavani. Na pacienty totiz neni vzdy spolehnuti,

Ze opravdu vSechnu moc sebrali.

Z tohoto dlivodu se dnes radéji nez vypocet skutecné clearance, radgji pocita jeji
odhad, kterému staci pouze hodnota sérového kreatininu. Zpusobl vypoctu
odhadu clearance je nékolik. Historicky starsi metodou je odhad podle Cockrofta
a Gaulta. Tento vzorec ale v dnesni dobé prestava pouzivat. Jeho nahrada
(rovnice MDRD) je spolehlivéjsi, ale pro vypocet potfebuje vice hodnot (kromé
kreatininu i ureu a hodnotu albuminu) vSechny jsou nastésti pouze ze séra. Tato
rovnice vychazi z rozsahlé multicentrické studie, ktera se zabyvala vlivem diety
na ledvinna onemocnéni (Modification of Diet in Renal Disease — MDRD)

[16, 18, 19].
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3.4. MocC

Jedna se o vétSinou CcCirou tekutinu obvykle zluté barvy (pfi dehydrataci
az do hnéda), produkovanou ledvinami jako kapalny odpad metabolismu. Moc¢
je ve své podstaté zahustény ultrafiltrat plazmy. Fyziologicky je moc sterilni. Jeji
slozeni je z velké Casti voda. Mezi dalSi vyznamné latky, patfi jiz zminény
kreatinin, dale mocCovina, malé bilkoviny (do mocCe pronikaji bilkoviny mensi nez
albumin). Dale se organismus pomoci moci zbavuje rlznych pro télo

nepotfebnych a nékdy az Skodlivych ve vodé rozpustnych latek [15].

3.5. Charakteristika statistickych metod
Zde je pfiblizeni a princip statistickych metod pouzitych v zavéru experimentalni
Casti k porovnani vyvinuté metody s metodou pouzivanou v klinickych

laboratofich
3.5.1. Diferencialni analyza dle Bland — Altmana

Analyza dle Blanda — Altmana se pouziva kurCeni shody mezi dvéma
kvantitativnimi méfenimi téhoz vzorku rdznymi metodami za pomoci urceni

prdmérného rozdilu a ur¢ovani limitd shody mezi sledovanymi mérenimi.

Timto zpusobem je mozné urcit, zda je rozdil mezi vysledky dvou metod vyrazny
¢i nikoliv. Pfi tvorbé vysledkld se ur€i bias mezi priméry rozdili a stanoveni
intervalu shody, pod kterou spada 95 % rozdili druhé metody ve srovnani prvni
metody. Zminéna analyza urCi pouze interval shody. Ziskanym vysledkem
je grafickeé vykresleni rozptylu, kde je na ose Y rozdil mezi dvéma porovnavanymi
méfenimi a na ose X je primér téchto hodnot. Jinak Feceno, rozdil dvou
porovnavanych meérfeni je vynesen v grafu proti priméru téchto méfeni. B&A
doporuduji, aby 95% hodnot lezelo v rozmezi +/- dvé smérodatné odchylky
od pramérného rozdilu [20].

3.5.2. Regresni analyza dle Passing — Babloka

Regresni analyza dle Passing-Babloka se pouziva ke zjisténi zavislosti dvojice
metod. Dava pfedstavu o shodé mezi metodami a umozriuje odhalit pfipadny

bias. Tato analyza je robustni, neparametrova metoda, necitliva k odlehlym
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(outlier) hodnotam. Diky intervalu spolehlivosti Ize urcit, zda hodnoty prochazeji
nulou nebo hodnotou jedna, coz ukazuje na shodu metod nebo nutnost pfipadné

korekce.

Pokud interval spolehlivosti (Cl, confidential interval) prvni metody neobsahuje
0, je zde pfitomen systematicky rozdil mezi metodami. Pokud CI druhé metody

neobsahuje 1, je zde proporcionalni rozdil mezi metodami [21, 22].

3.6. Reserse specialnich metod stanoveni kreatininu

Kreatinin Ize stanovit riznymi zpUsoby, zakladem jsou fotometrické metody, které
vyuzivaji tvorbu produktu absorbujiciho ve viditelné oblasti spektra. Jsou dvé
zakladni, starSi Jaffého metoda (neni uplné specificka) a enzymatické stanoveni
zalozené na reakci Fossatiho, Prencipeho a Bertiho, princip obou metod

je popsan vyse.

V jednom experimentu pro stanoveni kreatinu za pouziti Jaffého metody byl
vyvinut specialni parovy vyzarovaci diodovy detektor (PEDD). Tento detektor byl
vytvofen v kompaktni formé jako pratokova cella (30 ul celkovy objem a 7 mm
opticka cesta, ¢ast kudy prochazi opticky paprsek). Takto vytvoreny detektor poté
zastupoval fotometricky detektor v pratokovém systému multikomunotované
pritokové analyzy (MCFA). Tento systém byl tvofeny z nékolika
mikroprocesorem ovladanych mikrosolenoidovych Cerpadlech a ventilech. Tento
systém umoznoval méfit az 40 vzorkl za hodinu. Méfeni se provadélo pro nékolik
koncentraci kreatininu za pfitomnosti kyseliny pikrové a NaOH. Pro méfeni
realnych vzorkd moci musely byt tyto vzorky 100x nafedény a detektor vykazal
dobrou linearni odezvu, pfi méfeni vzorkl séra byl problém s vysSi viskozitou.
Ze ziskanych vysledku experimentu se detektor osvédCil a maze byt pouzit pro
testy realnych vzorkd moci u séra se jesté musi vyresSit vhodné fedéni kvili vySsi
viskozité. Referenéni metoda byla stanoveni vzork( Jaffého metodou

na klasickych kyvetovych analyzatorech [23].

V dalSim experimentu se zkousSelo souCasné stanoveni kreatininu a mocoviny
ve vzorcich mocCi kombinaci FIA systému s bezkontaktnim vodivostnim detektor
C4D pro mocovinu a PEDD detektor pro kreatinin. Zvolené fedéni vzorku bylo
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100x. Vzorek modi je pfimo vstfikovan do proudu pufru glycin-NaOH o pH 8,8.
Dale je vzorek unasen ureazovou minikolonu pro on-line enzymatickou hydrolyzu
mocoviny. Vznikajici amoniak pfechazi z nosného proudu pfes porézni
polytetrafluorethylenovou (PTFE) membranu do proudu destilované vody, tento
pfechod vede ke zvySeni signalu na C4D v dusledku amonnych iontu
rozpousténych ve vodé. Pro stanoveni kreatininu je pouzita Jaffova reakce,
zména barvy je detekovana pomoci PEDD vybaveného dvéma zelenymi LED
diodami, Linearni rozsah mocoviny je 30-240 mg/l a kreatininu je 10-500 mg/I.
NavrZeny systém poskytuje dobrou pfesnost (RSD <3%). Rychlost méfeni vzorku
je 31 vzorkd/h pro dva analyty. Postup byl Uspésné aplikovan a validovan pomoci

vybranych referenCnich metod [24].

V dalSim experimentu se zkoumal a optimalizoval neenzymatické fluorometrické
stanoveni kreatininu. Metodu ptvodné popsal Blass v 90. letech, ale autofi ¢lanku
zjistili, ze kromé Cinidel uvedenych v postupu prace je zapotrebi pfidat peroxid
vodik k ziskani fluorescencni slou€eniny. Excitacni maximum fluoroforu
je 405 nm, emisni je 475 nm. Optimalni podminky pro kvantifikaci kreatininu jsou
nasledujici: 3,5—dinitrobenzoova kyselina o koncentraci 25 mmol/l rozpusténa
v 1,4-butandiolu s roztokem peroxidu vodiku o koncentraci 58 mmol/ a vodny
roztok NaOH o koncentraci 2 mol/l smichané v poméru 1: 1. Bylo zjisténo,
Zze metoda je selektivni vici analytu v pfitomnosti sloucenin, jako je mocovina,
kyselina mocova, bilirubin, albumin a glukéza. Metoda ma dobrou schodu mezi

ziskanymi vysledky a referenéni enzymatickou metodou [25].

Stanoveni koncentrace reakcemi ale neni jediny zplUsob stanoveni. Mezi dalSi
zpusoby se fadi pouziti separanich metod, konkrétné nejcastéji pouzivanou
technikou je metoda HPLC.

V dalSim experimentu se testovalo stanoveni pomeéru retinolu kreatininu.
Stanoveni retinolu v modi je v souCasné dobé obtizné dosahnou Retinol je novy
slibny Casny biomarker poSkozeni ledvin. Typicky se klinickém prostiedi

vyjadiuje v jako pomér retinol/kreatinin. Autofi ¢lanku vyvinuli jsme a ovéfili novou
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metodu vyuzivajici spojeni HPLC s UV a MS detekci pro separaci a kvantifikaci
retinolu a kreatininu ve vzorku moci. Separace téchto dvou latek se zcela
odliSnymi fyzikalné — chemickymi vlastnostmi bylo dosazeno pouzitim kolony
naplnéné fluorovanou stacionarni fazi. Jako mobilni faze byl pouzit pufrovany
acetonitril a vodny roztok mravenCanu amonného. Separace byla dokonéena
béhem 4 minut. Vyvinuta nova metoda zahrnuje velmi rychlou a jednoduchou
pfipravu vzorku, ktera vyZaduje malé mnozZstvi vzorkl a rozpoustédel.
Pro presnéjsi kvantifikaci byl pouzit interni standard oznaceny deuteriem. Metoda
byla testovana na skute¢nych vzorcich moci ziskanych od pacientl trpicich

rakovinou prsu, hlavy, krku a kolorektalnim karcinomem [26].

V dalSim experimentu se vyvijela a testovala nizkonakladova a jednorazova
mikrocella pro neenzymatické elektrochemické stanoveni kreatininu. Pracovni
elektroda byla upravena sazemi a udrzovala kontakt s trojmocnymi ionty Zeleza
adsorbovanymi na papir. Pro analyzu stacil maly objem vzorku (konkrétné 3 uL).
V pfitomnosti kreatininu byly ionty Zeleza vytvarely komplex. Poté byly
nekomplexové Zelezné ionty elektrochemickou redukci odstranény.
PFi hodnoceni vysledkd méfeni byly pouzity metody cyklické voltametrie
a diferencialniho pulsu. Vyznamné zvySeni analytického signalu zpuUsobila
modifikace pracovni elektrody pomoci sazi. Senzor vykazoval linearni odezvu
na rozmezi koncentraci kreatininu od 0,10 do 6,5 mmol/l, s mezi detekce
kreatininu 0,043 mmol/l. Experimenty pro stanoveni kreatininu ve skutecnych
vzorcich bylo uspésné provedeno prostrednictvim standardniho stanoveni v moci
[27].
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4. PRAKTICKA CAST

Prakticka ¢ast diplomové prace se vénuje vyvoji, optimalizaci a validaci spojeni

SPE s prutokovymi metodami.
4.1. Laboratorni vybaveni
4.1.1. Pouzité pfistroje

Pristroj miniSIA-2 (GlobalFIA, USA) — kontinualni pumpa MilliGAT HiFlow
s misici civkou o objemu 1,5 ml, hybridni selek¢ni ventil pro pouziti v SIA a FIA
modu (VICI, USA), prutokova Z cela detektoru, opticka cela detektoru délka
20 mm (FlAlab, USA), spektrofotometricky detektor USB4000 (Ocean Optics,
USA), zdroj zafeni UV-VIS DH-2000 (Ocean Optics, USA), opticka vlakna
pro UV-VIS s priimérem 600 um (FlAlab, USA), hadi¢ky o vnitfnim praméru
0,5a 0,75 mm, material teflon a PEEK, pocita¢ vybaveny software FloZF
(GlobalFIA, USA).

Kolona SPE se sorbentem lontosorb SHP 100 o rozmérech 3 x 2,5 mm,

uzpusobena pro zapojeni do pritokového systému (Idex, USA).

odpad

hybridni ventil

odpad kolona

pumpa eluéni &inidio slepy

vzorek

I >_\ f detektor
voda promyvaci vzorek
Cinidlo
roztok standardu odpad

—

-

I‘Q‘J UV-VIS zdroj

Obrazek 11 — Schéma pfistroje pouzivaného pfi analyze
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Obrazek 12 — Systém SIA pouzivany v této diplomové praci
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4.1.2. Chemikalie
Supercista voda Millipore

Acetonitril — fedény ze zasobni lahve, pfesna koncentrace byla zvolena pfi vyvoji

metody

Koncentrovany hydroxid amonny — pro analyzu nafedén vodou na koncentraci
1%
Ledova kyselina octova — pouzivana na fedéni vzorku a standardd jako roztok

opH24

Kreatinin standard — pfipraven jako zasobni roztok o koncentraci 2 mg/ml,
z tohoto roztoku byly dale pfipravovany standardy dle potfeby, pfi pfipravé

standardu byly fedéni roztokem kyseliny octové o pH 2,4
4.1.2.1. PouzZity sorbent

SPH lontosorb 100 (IONTOSORB, CR)

Cellulose—D—CH;—(?H—CH;—SC‘@ Ma
OH
Obrazek 13 — Chemicky vzorec pouzitého sorbentu

Parametry sorbentu:

e Typ: silné kysely kationtové vymény sorbent na bazi Castic celuldzy
se 3-sulfo-2-hydroxypropylskupinami

o Velikost ¢astic: 50 — 80 um

e Porozita 100 A
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4.1.3. Vzorky:

Pro potfeby ovéfeni fungovani metody na realnych vzorcich byly ziskany vzorky

realné moci.
Tyto vzorky byly ziskany sbérem moci ve dnech:

9. 3. 2021, 10. 3. 2021, 11. 3. 2021, 29. 3. 2021 a dva starSi ze dne 10. 6. 2020
a 11. 6. 2020.

Tyto odebrané vzorky byly skladovany v lednici v primarnich odbérovych

zkumavkach.

Pro naslednou analyzu byly fedény vodnym roztokem kyseliny octové o pH 2,4.

Vhodné fedéni bylo uréeno az v pribéhu vyvoje metody.

4.1.4. Technické zazemi

Software pro vyhodnocovani dat: Flow SIA, Sablony v MS Excel pouZivané pfi
hodnoceni vysledk( méreni (statistické funkce, porovnavani lepSich parametrd,

zpracovani dat po méfeni, Sablony pro ur€ovani koncentrace).

4.2. Metoda stanoveni kreatininu v mo¢i pomoci SIA finalni optimalizovana

metoda

Tabulka 1 — Podminky experimentu

Sorbent SPH lontosorb

Rozmeér kolony 3x2,5mm

Rozpoustédlo vzorku Kys. octova pH 2,4

Nastfik vzorku 20 pl (10 ul) (VX)

Roztok standardu Kreatinin 2 pyg/ml v kys. octové pH 2,4
Nastfik standardu 0, 10, 20 (VS)

Promyvaci Cinidlo Acetonitril 50%

Eluéni Cinidlo Hydroxid amonny 1%

VInové délky detekce 235 nm korekce 270 nm
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Tabulka 2 — Sekvence kroku SIA metody pro stanoveni kreatininu v modci, pro

zjisténi koncentrace nutno opakovat 3x pro jednotlivé pfridavky

Krok Jednotka Parametry
Nasati eluéniho roztoku Ventil Port 2

Pumpa 500 pl; 30 pl/s
Nasati promyvaciho Cinidla Ventil Port 3

Pumpa 500 pl; 30 pl/s
Nasati vzorku Ventil Port 7

Pumpa VX pl; 20 yl/s
Nasati roztoku standardu Ventil Port 8

Pumpa VS pul; 20 ul/s
Zahajeni detekce Spektrofotometr | Zédznam 235-270 nm
Davkovani sekvence zén na kolonu — analyza | Ventil Port 10

Pumpa 2000 pl; 15 yl/s
Ukonceni detekce a uloZeni dat Spektrofotometr | Stop

FloZF Zapsat do Excelu

Ke kvantifikaci kreatininu ve vzorku byla pouzita metoda standardniho pfidavku.
Pouzity byly 2 standardni pfidavky (pouzit pracovni standard o koncentraci
2 ug/ml). Bylo tak potfeba zméfit vzorek samotny a poté s dvéma pfFidavky
(bez, 10 yl a 20 pl), méfeni kazdého vzorku bylo provedeno 2x a pro vypocet byl
pouzit prumér ziskanych hodnot vysky piku a plochy pod pikem. Po zméfeni
samotného vzorku bez pfidavkd si program vyhodnoti hodnotu absorbance,
a kdyz presahne 0,350 tak sam snizi nastfik vzorku z 20 pl na 10 ul
a k provadénému meéfeni udéla jesté jedno navic jako kompenzaci za prvni
testovaci, kdyz je hodnota absorbance vzorku pod hodnotou 0,350 tak se objem
nastfiku neméni. Po ukonceni vSech méreni vzorku s pfidavky standardu byla
data absorbanci pfenesena ze souboru vytvofeného programem FloZF (a ve
kterém program provadi kontrolu hodnoty absorbance) do pfipravené Sablony
programu MS Excel. V této Sabloné se nasledné upravila hodnota zakladni linie
a hodnoty €asu zacatku a konce zjistovani piku (provadéno ruéné tak aby byla
hodnocena plocha nad nulovou linii), nasledné Sablona vypocita vySku piku
a plochu pod pikem. Tyto hodnoty byly poté pfeneseny do dalSi $ablony, ktera
zméfeni i se standardnimi pfidavky (opét pfenasena hodnota vysky piku
a plochy pod pikem po upravé hodnot ¢asu) spocita hodnotu kreatininu ve vzorku

modi, $ablona vyzadovala zadani fedéni vzorku.
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Obrazek 14 — Ukazka zaznamu z vyhodnocovaci Sablony pro vySku piku
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Obrazek 15 — Ukazka zaznamu z vyhodnocovaci Sablony pro uréeni koncentrace
kreatininu ve zfedéném vzorku moci

4.3. Vyvoj metody

Pfi vyvoji metody se nejprve testovala funkénost sorbentu. Testovany sorbent byl:

Casticovy sorbent SPH lontosorb
Po ovérfeni fungovani sorbentu SHP lontosorb byla optimalizovana metoda.
Optimalizované parametry byly nasledujici:

e Rychlost prutoku a slozeni eluentu. Pouzit MS Excel pro vyhodnoceni
nejlepsSi vysky piku a plochy pod pikem, nakonec zvolen 50% acetonitril
s prutokem 20 pl.

e Rychlost nasati vzorku (v této fazi byl jako vzorek pouzivan standard

kreatininu), po sériich experimentl zvolena rychlost 20 ul/s.
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Davkovany objem vzorku (stale jesSté pouzivan pouze standard), nakonec
byl zvoleny nastfikavany objem 20 pl

Test realnych vzorkd, zjisténi funk&nosti metody i s realnymi vzorky
Vhodné fedéni vzorku (k fedéni byl pouzit roztok kyseliny octové o pH
2,4), nakonec zvoleno fedéni 100x

Optimalizace = programu pro automatickou zménu nastfiku

u koncentrovanégjsich vzorka.
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5. VYSLEDKY

Tato kapitola popisuje konkrétni méfeni a vysledky u provadénych

12 experimentl. Na konci kazdého experimentu je uveden zavér experimentu.

Béhem téchto experimentu byly zachovany tyto podminky, z tohoto divodu

nebudou uvadény v podminkach jednotlivych experimentu:

¢ Rozpoustédlo vzorku kyselina octova pH 2,4
e Elucni Cinidlo 1% hydroxid amonny
¢ ViInova délka detekce 235 nm korekce 270 nm

5.1. Test funkénosti sorbentu pro extrakci kreatininu
V tomto experimentu se testovala funk&nost sorbentu.

Tabulka 3 — Podminky experimentu

Rozmér kolony 10 x1 ,5 mm
Nastfik vzorku 10, 20, 40 pl
Promyvaci Cinidlo voda

Tabulka 4 — Méfené roztoky

Cislo vzorku Slozeni vzorku

1 Slepy vzorek (kys. octova pH 2,4)
2 Kreatinin 10 pg/mi

3 Kreatinin 25 pg/mi

Tabulka 5 — Ziskana data

Koncentrace | Objem [ul] | MnoZstvi vySka plocha pod
[Mg/ml] kreatininu [ug] | piku pikem
0 20 0 0,0004 -0,2410
10 20 0,20 0,1902 0,8341
25 20 0,50 0,4482 3,0656
0 10 0 0,0005 -0,243
10 10 0,10 0,0806 0,4571
25 10 0,25 0,1302 0,6254
0 40 0 0,0007 -0,2846
10 40 0,40 0,2958 2,1831
25 40 1,00 0,6420 5,9004
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Obrazek 16 — Vyhodnoceni vysky piku
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Obrazek 17 —Vyhodnoceni plochy pod pikem,

Zavér experimentu

Z vysledku je patrné, Ze sorbent funguje a pfi zvySovani nastfiknuté koncentrace
detektor poskytuje relativné linearni odezvu.
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5.2. Test rychlosti pritoku vzorku a eluentu

Cilem tohoto experimentu je vyzkouSet rizné rychlosti pratoku vzorku a eluentu

pres kolonu.

Tabulka 6 — Podminky experimentu

Rozmeér kolony 10 x 1,5 mm
Nastfik vzorku 20 pl
Promyvaci Cinidlo voda

Tabulka 7 — Méfené roztoky:

Cislo vzorku Slozeni vzorku

1 Slepy vzorek (kys. octova pH 2,4)
2 Kreatinin 10 pg/mi

3 Kreatinin 25 pug/ml

Tabulka 8 — Ziskana data pfi testovani rychlosti pratoku vzorku

koncentrace rychlost pritoku | vySka piku | plocha pod

[pg/ml] vzorku [ul/s] pikem
10 15 0,1832 0,7537
25 15 0,4623 2,3760
10 5 0,1833 0,8821
25 5 0,4634 2,5602
10 10 0,1821 0,8667
25 10 0,4691 2,5235
10 20 0,1802 0,8176
25 20 0,4354 2,2296
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Obrazek 18 — Odezva detektoru pfi rychlosti pritoku vzorku hodnocena vyska

piku
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Obrazek 19 — Odezva detektoru pfi rychlosti pritoku vzorku, hodnocena plocha

pod pikem

Z grafu je jasné (vyska sloupeckl se prilis nelisi), Zze rychlost prutoku vzorku

odezvu pfili§ neovliviiuje, tedy pro dalSi méfeni byla zvolena rychlost 20 pl/s.
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Tabulka 9 — Ziskana data pfi testovani rychlosti priitoku eluentu

koncentrace rychlost pritoku | vySka piku | plocha pod
[Mg/ml] eluentu [ul/s] pikem
10 15 0,1832 0,7537
25 15 0,4623 2,3760
10 5 0,1768 2,4998
25 5 0,4484 7,1227
10 10 0,1693 1,213
25 10 0,4330 3,5069
10 20 0,1767 0,7691
25 20 0,4269 1,9901
0,5
0,4
‘%_ 0,3 |5 pul/s
2%_ 0,2 |10 pl/s
= I/s
01 mi5p
20 pl/s
0
10 25

Koncentrace standardu [pl/ml]

Obrazek 20 — vyhodnocena data v tabulce 4 dle vysky piku

|5 /s

W10 pl/s

. I W15 pl/s
20 ul/s

= i/

10 25

Plocha pod pikem
O R N W B U1 OO N

Koncentrace standardu [ul/ml]

Obrazek 21 — vyhodnocena data v tabulce 4 dle plochy pod pikem

Z grafu vyplyva, Ze rychlost pritoku eluentu vyrazné neovliviiuje hodnoceni

vySKy piku, ale zplsobuje zuzovani pikd a tim zmény plochy.
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Zavér

Zména rychlosti pratoku vzorku nezpusobuje vyrazné zmény v odpoveédi
detektoru. Zména rychlosti pratoku eluentu zptsobuje zmény u vyhodnocovani
pomoci plochy pod pikem, ale nezpusobuje vyrazné zmény u hodnoceni pomoci

vySky piku. Do dalSich experimentl byla zvolena rychlost pratoku obou kapalin
20 pl/s.
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5.3. Test vhodného nastfiku vzorku

V tomto experimentu se testovalo mnozstvi nastfiknutého vzorku na kolonu a

linearita jednotlivych mnozstvi.

Tabulka 10 — Podminky experimentu

Rozmeér kolony 10 x 1,5 mm
Nastfik vzorku 20, 50, 100 pl
Promyvaci Cinidlo voda

Tabulka 11 — Méfené roztoky

Cislo vzorku Slozeni vzorku

1 Slepy vzorek (kys. octova pH 2,4)
2 Kreatinin 2 pg/ml

3 Kreatinin 5 pg/ml
4
5
6

Kreatinin 10 pg/mi
Kreatinin 25 pug/ml
Kreatinin 40 pug/ml

Tabulka 12 — Ziskana data

Koncentrace | Nastfikavany | Vyska Plocha pod
standardu objem [ul] piku pikem
[ug/ml]
5 20 0,0947 0,3008
25 20 0,4303 2,2143
40 20 0,6287 3,6367
2 50 0,2161 0,9485
5 50 0,2368 1,0560
10 50 0,3656 1,7917
2 100 0,1642 0,8619
5 100 0,4051 2,2170
10 100 0,5965 3,4297
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Obrazek 22 — Vyhodnocena data pro vysku piku
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Obrazek 23 — Vyhodnocena data pro plochu pod pikem

Po vyhodnoceni ziskanych dat bylo zjiSténo, ze nastfik 20 yl vykazuje nejvyssi
hodnotu spolehlivosti a z tohoto divodu byl zvolen jako standardni pro dalSi

méreni.
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5.4. Zjisténi vhodné koncentrace a prutoku acetonitrilu
V tomto experimentu se testovala koncentrace promyvaciho Cinidla (acetonitrilu).

Tabulka 13 — Podminky experimentu

Rozmér kolony 10 x 1,5 mm
Nastfik vzorku 20 pl
Promyvaci Cinidlo Acetonitril 25%, 50%, 80%

Tabulka 14 — Méfené roztoky

Cislo vzorku Slozeni vzorku

1 Slepy vzorek (kys. octova pH 2,4)
2 Kreatinin 5 pg/ml

3 Kreatinin 25 pg/mi

Tabulka 15 — Ziskana data

koncentrace koncentrace | vySka piku | plocha pod
[Mg/ml] eluentu [%] pikem
0 25 0,0028 -0,0998
5 25 0,1068 0,3296
25 25 0,4726 2,0074
0 50 0,0044 -0,0769
5 50 0,1007 0,2956
25 50 0,4618 1,9105
0 80 0,0031 -0,082
5 80 0,0961 0,2967
25 80 0,4606 1,9675

45



0,5
0,45
0,4
E
Z 0
© 0,25
20,2
= 0,15
0,1
0

0 5 25

Koncentrace standardu [pl/ml]
H25([%] m50[%] m80[%]

Obrazek 24 — vyhodnocena data podle vysky piku
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Obrazek 25 — vyhodnocena data podle plochy pod pikem

Z grafu je patrné, Ze zvolené koncentrace acetonitrilu podavaji témér stejné

vysledky.
Zaver
Z duavodu jednoduchosti pfipravy a zobavy pfed poskozeni sorbentu

koncentrovanym acetonitrilem, byl pro dalSi experimenty zvolen 50% acetonitril.
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5.5. Test noveého postupu analyzy

V tomto experimentu se testoval novy postup analyzy — nova sekvence zén

davkovanych na kolonu.

Do tohoto experimentu byl postup nasledujici: vzdy doSlo k nasati pouze jednoho
roztoku do misici civky a poté jeho protlaceni pfes kolonu. V tomto experimentu
se zkouSela nasat do misici civky cela sekvence roztokl (v obraceném pofadi,
nez je poté davkovana na kolonu, hydroxid amonny je nasavan prvni, poté
nasleduje zéna acetonitrilu, a nakonec vzorek a pozdéji pfidavky standardu)
a poté jejich jednotné protlaceni kolonou (na koloné byl staly prutok, ne

po Castech jako dosud) nasledované zénou destilované vody na promyti kolony.

Tabulka 16 — Podminky experimentu

Rozmér kolony 3Xx2,5mm
Nastfik vzorku 20 pl
Promyvaci Cinidlo Acetonitril 50%

Od dalSich experimenti je koncentrace promyvaciho Cinidla stala, tak jeho
koncentrace jiZ nebude uvadéna. Dale od tohoto experimentu doslo ke zméné
rozméra kolony (puvodni 10 x 1,5 mm, nova 3 x 2,5 mm), zména byla z ddvodu
Castého ucpavani kolony a tim padem nutnosti jeji vymény. Kolona novych

rozmérl (3 x 2,5 mm) jiz timto problémem netrpi a je pouzivana i v dalSich

experimentech.
measurement #1757 —A235-A270
04 A235
—A270
03 A300
B maxA235-A270
0.2 max A235
' 156,10 B max A270
g 0.1 " N
€00 |- : T
g 4 54 100 150 200 250
<-01 |
0.2 IRV
-0,3
04 Time (s)

Obrazek 26 — Zaznam vzorku puvodnim zpUsobem
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measurement #1975 ——A235-A270
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max A235
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Absorbance

60 80 100 120 140 160

Time (s)
Obrazek 27 — Zaznam vzorku novym zpisobem

V porovnani je zobrazen zaznam méreni samotného standardu o koncentraci 5

ul/ml.

Tabulka 17— Srovnani obou zpUsobU provedeni

Plvodni zplisob Novy zplisob

Cas analyzy 230s Cas analyzy 130s

Nasati vzorku Nasati elu¢niho roztoku

Zahajeni detekce Nasati promyvaciho Cinidla

Davkovani vzorku na kolonu Nasati vzorku

Nasati promyvaciho roztoku Nasati roztoku standard

Promyti kolony promyvacim roztokem | Zahajeni detekce

Nasati elucniho roztoku Davkovani sekvence zon na kolonu — analyza
Eluce kreatininu UkoncCeni detekce a uloZeni dat

UkoncCeni detekce a ulozeni dat

Zaver

Z téchto dvou zaznamu je zfejmé, ze novy postup je rychlejsi, ke koloné Setrnégjsi
(staly prutok roztoku, dostateéné promyti kolony, kolona pouzivana kontinualné).
Zvlastnosti nového postupu je fakt, ze zéna acetonitrilu (v pdvodnim zplsobu pik

uprostifed zaznamu) je vidét az za pikem vzorku.
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5.6. Test provedeni metody standardniho pfidavku

V tomto experimentu se testovala metoda standardniho pfidavku pro kvantifikaci
kreatininu ve vzorku. Standard o koncentraci 5 ul/ml byl zvolen jako vzorek a
k tomuto standardu byly pridavany jednotlivé pridavky. Tyto pfidavky ale nebyly
pridavany pfimo do zkumavky se standardem, nybrz byly nastfikavany pfimo na

kolonu hned za zdénou vzorku.

Tabulka 18 — Podminky experimentu

Rozmér kolony 3x2,5mm
Nastfik vzorku 20, 50 pl

Tabulka 19 — Méfené roztoky

slo vzorku Slozeni vzorku

Slepy vzorek (kys. octova pH 2,4)

Kreatinin 2 ug/ml

Kreatinin 10 ug/ml

Kreatinin 15 pg/mi

Ci

1

2

3 Kreatinin 5 pg/ml
4

5

6

Kreatinin 25 pg/mi

Tabulka 20— Ziskana data kalibrac¢ni kfivka

koncentrace | Nastfikavany | koncentrace | Nastfikavany | vysSka plocha

vzorku objem standardu objem piku pod

[Mg/ml] vzorku [ul] [Mg/ml] standardu pikem

[ul]

5 20 2 20| 0,1388| 0,8374
5 20 5 20| 0,1952| 1,1880
5 20 10 20| 0,3070| 1,9187
5 20 15 20| 0,3764| 2,3150
5 20 25 20| 0,5276| 3,3733
5 50 2 20| 0,2665| 1,6191
5 50 5 20| 0,3157 | 1,9111
5 50 10 20| 0,4030| 2,5651
5 50 15 20| 0,4554| 2,9231
5 50 25 20| 0,5764| 3,8235
5 20 2 50| 0,1877| 1,1012
5 20 5 50| 0,3147 | 1,9405
5 20 10 50| 0,5354| 3,5137
5 20 15 50| 0,6252| 4,2554
5 20 25 50| 0,7811| 5,9356
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Obrazek 28 — Vyhodnocena data pro vysku piku
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Obrazek 29 — Vyhodnocena data pro plochu pod pikem
Z grafl je patrné, ze pfi vy$Sich nastficich a vy$Si koncentraci standardu jiz neni

odpovéd detektoru linearni (hodnota spolehlivosti se sniZuje).

Zaver
Kombinace 20 pl vzorku a 20 yl standardu ma nejvySSi hodnoty spolehlivosti

a z tohoto dlvodu byla tako kombinace zvolena jako zakladni pro dalSi

experimenty.
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5.7. Vybér vhodného fedéni moci

V tomto experimentu se testovalo vhodné fedéni vzorku moci (fedilo se roztokem

kyseliny octové o pH 2,4).

Tabulka 21 — Podminky experimentu

Rozmeér kolony 3x2,5mm
Nastfik vzorku 20 pl

Tabulka 22 — Méfené roztoky

)¢

islo vzorku SloZeni vzorku

Slepy vzorek (kys. octova pH 2,4)
Kreatinin 2 ug/ml

Kreatinin 5 pg/ml

Kreatinin 10 pg/mi
Kreatinin 15 pg/mi
Kreatinin 25 pg/mi

Moc 9.3.21 nafedéna 20x
Moc 9.3.21 nafedéna 40x
Moc€ 9.3.21 nafedéna 80x
0 Mo¢ 9.3.21 nafedéna 100x

=2 OO N WN—-
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Tabulka 23 — Ziskana data pfi méfeni rizné fedéného vzorku moci.:

fedéni moCi | koncentrace standardniho vySka piku | plocha pod
pfidavku pikem
[ug/ml]
20x 0 0,8294 7,2399
20x 2 0,8308 7,3572
20x 5 0,8272 7,4372
20x 10 0,8293 7,5948
40x 0 0,6620 4,8130
40x 2 0,6719 4,9249
40x 5 0,6964 5,1101
40x 10 0,7250 5,3890
40x 15 0,7469 5,6585
40x 25 0,7866 6,2507
80x 0 0,3784 2,4722
80x 2 0,4078 2,6515
80x 5 0,4549 2,9197
80x 10 0,5362 3,5228
80x 15 0,6123 3,9821
80x 25 0,6990 4,8297
100x 0 0,3459 2,1445
100x 2 0,3756 2,3286
100x 5 0,4171 2,6014
100x 10 0,4958 3,2124
100x 15 0,5644 3,7060
100x 25 0,6630 4,5479
h
1
0,9
08 @@ @:-cceeeecens o
’ @ 20x Y= -0,0001x +0,8296
0,7 R? = 0,0859
2 06 aox V= 0,005x + 0,667
= R2=0,9832
g 0 g0 Y= 0/0132x+0,3895
<04 R =0,9815
e Y7012 03543
0,2
0,1
0
0 5 10 15 20 25 30

Obrazek 30 — vyhodnocena data podle vysky piku

Koncentrace standardniho pfidavku [ul/ml]
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Obrazek 31 — vyhodnocena data podle plochy pod pikem

Zavér

Redéni vzorku 100x (vzorek fedé&ny roztokem kyseliny octové o pH 2,4) ma

nejvyssi hodnotu spolehlivosti Z tohoto divodu bylo fedéni vzorku 100x zvoleno

jako standardni.

5.8. Test zmény pofadi z6n na koloné

V tomto experimentu se zkousela zména pofadi nasavani standardniho pfridavku

a vzorku (normalné se nasaval nejprve vzorek, standardni pfidavek az poté).

Tabulka 24 — Podminky experimentu

Rozmér kolony

3x2,5mm

Nastfik vzorku

20 pl

Tabulka 25 — Méfené roztoky

slo vzorku

Slozeni vzorku

Slepy vzorek (kys. octova pH 2,4)

Kreatinin 2 ug/mi

Kreatinin 5 ug/mi

Kreatinin 10 ug/ml

Ci
1
2
3
4
5

Mo¢ 9.3. nafedéna 100x
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Tabulka 26 — vysledek pro vzorek 10.3.21 fedény 100x zmé&feny normalnim

zpusobem (pofadi nasavani nejprve vzorek, poté standardni pfidavek)

Vysledky Vyska piku Plocha pod pikem
Smeérnice 0,0162 0,1095
Abs. ¢len 0,3297 2,0797
R 0,9979 0,9974
Koncentrace kreatininu v nastfiku [mg/I] 20,3161 18,9893
Koncentrace kreatininu ve vzorku [mg/I] 2031,61 1898,93
Koncentrace kreatininu ve vzorku [mmol/I] 17,9598 16,7869

Tabulka 27 — vysledek pro vzorek 10.3.21 fedény 100x zméfeny reverznim
zpusobem (pofadi nasavani nejprve standardni pfidavek, poté vzorek)

Vysledky Vyska piku Plocha pod pikem
Smérnice 0,0166 0,1161
Abs. dlen 0,3185 1,9872
R 0,9978 0,9978
Koncentrace kreatininu v nastfiku [mg/I] 19,238 17,113
Koncentrace kreatininu ve vzorku [mg/l] 1923,82 1711,32
Koncentrace kreatininu ve vzorku [mmol/I] 17,0069 15,1283
Zaver

Z vysledku je parné, ze zména poradi nasavani nema vyrazny vliv na vyslednou
hodnotu. Pro dalSi méfeni byl tedy ponechan puvodni postup (nasavani v poradi

vzorek, az poté standardni pfidavek).
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5.9. Test nového zpusobu provedeni metody standardniho pfidavku

V tomto experimentu se zkousSel novy postup metody standardniho pfidavku.

Metoda spocivala v pouze jednom roztoku standardu (konkrétné 2 pg/ml), ktery

se ale davkoval béhem analyzy v riznych objemech (konkrétné 10, 20, 40 ul).

Timto zpusobem bylo dosazeno ruznych koncentracich standardnich pfidavku

ke vzorku.

Tabulka 28 — Podminky experimentu

Rozmér kolony

3x2,5mm

Nastfik vzorku

10, 20 pl

Tabulka 29 — Méfené roztoky

slo vzorku

SlozZeni vzorku

Slepy vzorek (kys. octova pH 2,4)

Kreatinin 2 pg/ml

Moc¢ 9.3.21 naredéna 100x

Mo¢ 10.3.21 nafedéna 100x

Ci
1
2
3
4
5

Mo¢ 11.3.21 nafedéna 100x

Tabulka 30— vysledek pro vzorek 9.3.21 fedény 100x s nastfikem 20 pl

Vysledky Vyska piku | Plocha pod pikem

Smeérnice 0,0115 0,0976
Abs. ¢len 0,4159 2,0141
R 0,9977 0,9995
Nastfiknuta koncentrace [mg/L] 36,079 20,663
Koncentrace kreatininu ve vzorku [mg/L] 3607,91 2066,34
Koncentrace kreatininu ve vzorku [mmol/L] 31,8946 18,2668
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Obrazek 33 — Grafické zpracovani pro plochu pod pikem
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Tabulka 31 — vysledek pro vzorek 10.3.21 fedény 100x s nastfikem 20 pl

Vysledky Vyska piku | Plocha pod pikem
Smérnice 0,0226 0,1132
Abs. ¢len 0,0760 0,3577
R 0,9997 0,9976
Nastfiknuta koncentrace [mg/L] 3,364 3,237
Koncentrace kreatininu ve vzorku [mg/L] 336,4 323,7
Koncentrace kreatininu ve vzorku [mmol/L] 2,974 2,862
0,30 -
0,25 -
@ y =0,0226x + 0,076
. 0,20 A - R?=0,9995
s 015 | s y=0,0257x +0,0018
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Obrazek 34 — Grafické zpracovani pro vySku piku
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Obrazek 35 — Grafické zpracovani pro plochu pod pikem
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Obrazek 36 — Grafické zobrazeni zaznamu vzorku s pfidavky

Tabulka 32 — vysledek pro vzorek 11.3.21 fedény 100x s nastfikem 20 pl

Vysledky VysSka piku | Plocha pod pikem
Smeérnice 0,0257 0,1234

Abs. ¢len 0,0669 0,3111

R 0,9997 0,9994
Nastfiknuta koncentrace [mg/L] 2,598 2,508
Koncentrace kreatininu ve vzorku [mg/L] 259,89 250,80
Koncentrace kreatininu ve vzorku [mmol/L] | 2,297 2,217

Tabulka 33 — vysledek pro vzorek 9.3.21 fedény 100x s nastfikem 10 pl

Vysledky Vys$ka piku | Plocha pod pikem
Smérnice 0,0203 0,1063

Abs. ¢len 0,2341 1,0815

R 0,9973 0,9968
Nastfiknuta koncentrace [mg/L] 11,539 10,150
Koncentrace kreatininu ve vzorku [mg/L] 2307,89 2030,04
Koncentrace kreatininu ve vzorku [mmol/L] | 20,402 17,945
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Zaver

Z grafli vyplyva, Ze novy postup za pouziti jen jednoho standardu funguje. Ale
pro vzorek s vySSim obsahem kreatininu musi byt snizen nastrik.

5.10. Kalibraéni rozsah a opakovatelnost nastfiku

V tomto experimentu byla zméfena kalibracni kfivka. Kazdy kalibracni roztok byl

zmérfen 6x a data byla pouzita i pro vyhodnoceni opakovatelnosti nastfiku.

Tabulka 34 — Podminky experimentu

Rozmér kolony 3x2,5 mm
Rozpoustédlo vzorku Kys. octova pH 2,4
Nastfik vzorku 10, 20 pl
Promyvaci €inidlo Acetonitril 50%

Tabulka 35 — Méfené roztoky:

Cislo vzorku Slozeni vzorku
1 Slepy vzorek (kys. octova pH 2,4)
2 Kreatinin 2 ug/ml

Tabulka 36 — Ziskana data pro vysku piku

objem Mnozstvi vySka vySka vySka vyska vyska vyska vyska vyska vyska
standardu | kreatininu | piku piku piku piku piku piku piku piku piku
[ui] [pal nastfik 1 nastfik 2 | nastfik 3 | nastfik 4 | nastfik 5 | nastfik 6 | pramér SD RSD
10 0,02 0,0244 0,0259 0,0257 0,0268 0,0255 0,0257 0,0257 | 0,0007 | 2,67 %
20 0,04 0,0533 0,0544 0,0544 0,0546 0,0558 0,0554 0,0546 | 0,0008 | 1,46 %
40 0,08 0,1049 0,1039 0,1036 0,1035 0,1062 0,1052 0,1045 | 0,0010 | 0,94 %
80 0,16 0,1973 0,1974 0,1979 0,1961 0,2000 0,1961 0,1975 | 0,0013 | 0,67 %
120 0,24 0,2733 0,2753 0,2694 0,2667 0,2688 0,2718 0,2709 | 0,0029 | 1,06 %
160 0,32 0,3419 0,3368 0,3369 0,3525 0,3520 0,3529 0,3455 | 0,0072 | 2,08 %
200 0,40 0,4219 0,4215 0,4317 0,4228 0,4144 0,4073 0,4199 | 0,0076 | 1,81 %

59




h y =1,0286x + 0,0175
R? =0,9959
0,5
0,4 . .«-'
é .o
5 0,3 e
v
W 0,2 .
> .
0,1 o
@
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
MnoZstvi kreatininu (ug)
Obrazek 37 — Grafické zpracovani pro vysku piku
Tabulka 37 — Ziskana data pro plochu pod pikem
objem plocha plocha plocha plocha plocha plocha plocha plocha | plocha
standardu | pod pod pod pod pod pod pod pod pod
(1] pikem pikem pikem pikem pikem pikem pikem pikem | pikem
nastfik 1 | nastfik 2 | nastfik 3 | nastfik 4 | nastfik 5 | nastfik 6 | prmér | SD RSD
10 0,0915 0,0970 0,0918 0,0979 0,0950 0,0922 0,0942 | 0,0025 | 2,69 %
20 0,2174 0,2218 0,2150 0,2214 0,2226 0,2248 0,2205 | 0,0033 | 1,49 %
40 0,4551 0,4525 0,4523 0,4527 0,4604 0,4603 0,4555 | 0,0035 | 0,77 %
80 0,9183 0,9175 0,9172 0,9070 0,9185 0,9131 0,9153 | 0,0041 | 0,45 %
120 1,3441 1,3438 1,3384 1,3352 1,3364 1,3340 1,3387 | 0,0040 | 0,30 %
160 1,7110 1,7083 1,7056 1,7283 1,6870 1,6793 1,7032 | 0,0161 | 0,95 %
200 1,8757 1,8778 1,8916 1,8831 1,8802 1,8860 1,8824 | 0,0053 | 0,28 %
y =4,8985x + 0,0625
area R?=0,9853
2,5
)
% 1,5 i !
o 1 o
< .
305 o
o __"'
0
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Obrazek 38 — Grafické zpracovani pro plochu pod pikem

Mnozstvi kreatininu (ug)
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Zaver

Z grafu a tabulek je zfejmé, Ze ve zvoleném rozsahu kalibrace je odpovéd

detektoru linearni (dalSi vysledky vzorkd jsou tedy spravné).

Kalibra¢ni rozsah byl stanoven 0,02 — 0,40 ug. Na zakladé poméru signalu
a Sumu (s/n) zakladni linie by stanoven limit detekce 0,003 pg (3 x s/n) a limit
kvantifikace 0,01 pug (10 x s/n) kreatininu.

5.11. Opakovatelnost v sérii

V tomto experimentu byl pfipraven a zméfen 6x stejny vzorek moci. Testovala se
opakovatelnost méfeni. Sou¢asné se automatizovalo méfeni jednotlivych vzorku
tak, Ze jiz nebylo potfeba spoustét méreni jednotlivych pfidavkd rucné, ale kazdy
vzorek byl i s jeho pfidavky zméfen na jedno spusténi analyzatoru (obsluzny
program si pfidavky nastfik( fidi sam, nejprve zméfi samotny vzorek pak pfi
dalSim méfeni si sam nasaje 10 pl standardu, pfi dalSim 20 ul a pfi poslednim 30

ul, kazdy pfidavek méfi 2x a do vysledkové Sablony se bere jejich pramér).

Tabulka 38 — Podminky experimentu

Rozmeér kolony 3x2,5mm
Nastfik vzorku 20 pl
Standardni pfidavky 10, 20,30 yL /1, 2, 3 pg/mi

Tabulka 39 — Méfené roztoky

Cislo vzorku SloZeni vzorku

1 Slepy vzorek (kys. octova pH 2,4)
2 Kreatinin 2 pg/mi

3 Mo¢ 10.3.21 fedéna 100x
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Tabulka 40 — Ziskana data

Redéni nasavany nameérena
vzorku objem [ul] koncentrace
[mmol/L]
100x 1 20 2,391
100x 2 20 2,576
100x 3 20 2,454
100x 4 20 2,531
100x 5 20 2,215
100x 6 20 2,554
pramer 2,454
SD 0,123
RSD 5,05 %

Z tabulky je zfejmé, Ze metoda ma pomérné dobrou opakovatelnost v sérii

(Chyba kolem 5 % je této metody dobry vysledek).

5.12. Mezidenni opakovatelnost méfeni
V tomto experimentu se testovala mezidenni opakovatelnost méreni.

Méreno bylo jiz optimalizovanou metodou, ke kvantifikaci kreatininu ve vzorku
byla pouZita upravena metoda standardniho pfidavku (Uprava spoc€ivala v pouZiti
jen jednoho standardu v rdznych nastficich test a princip této metody v kapitole
59.a5.11.).

Tabulka 41 — Podminky experimentu

Rozmér kolony 3x25mm
Nastfik vzorku 10, 20 pl
Standardni pfidavky 10, 20,30 yL /1, 2, 3 pg/ml

62



Tabulka 42 — Méfené roztoky

islo vzorku SloZeni vzorku

Slepy vzorek (kys. octova pH 2,4)
Kreatinin 2 pg/mi

Mo¢ 9.3.21 fedéna 100x

Mo¢ 10.3.21 fedéna 100x

Mo¢ 11.3.21 fedéna 100x

Mo¢ 29.3.21 fedéna 100x

Mo¢ 10.6.20 fedéna 100x

Mo¢ 11.6.20 fedéna 100x

OIND|AA|B|WIN—=|0O)

Tabulka 43 — Vysledky ze 31. 3. 2021 — Prvotni fedéni vzorku vSe fedéno 100x
roztokem kyseliny octové o pH 2,4 a kazdy vzorek byl pfipraven v dubletu, proto
se opakuji datumy

Datum | Nastfik Redéni vzorku | Koncentrace | Koncentrace
odbéru | vzorku [pl] vzorku vzorku podle
vzorku podle vySky | plochy pod pikem
piku [mmol/L]
[mmol/L]
9.3.21 20 100x 1 39,416 16,526
9.3.21 10 100x 1 16,588 15,678
10.3.21 20 100x 1 2,491 2,153
11.3.21 20 100x 1 2,0544 2,0958
29.3.21 20 100x 1 10,5696 9,6939
10.6.20 20 100x 1 5,3324 5,1928
11.6.20 20 100x 1 4,2489 4,2272
9.3.21 20 100x 2 20,8299 17,4234
9.3.21 10 100x 2 12,3995 14,8899
10.3.21 20 100x 2 2,6684 2,3967
11.3.21 20 100x 2 1,8743 1,8089
29.3.21 20 100x 2 10,2292 9,4587
10.6.20 20 100x 2 5,8088 5,7263
11.6.20 20 100x 2 3,7857 4,0378

Poznamka: U vzorkd s vys$Simi koncentracemi (konkrétné vzorek odebrany 9.3.)
byl u dalSich méfeni zvolen polovi¢ni nastfik a do statistického zpracovani byl
pouzit vysledek ziskan timto niz§im nastfikem, z tohoto dlivodu se

v nasledujicich tabulkach lisi nastfiky u jednotlivych vzorku
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Tabulka 44 — Vysledky ze 1. 4. 2021 — Zmérfeny vzorky pfipravené dne 31. 3.

2021 - koncentrace vzorku podle vysky piku

Datum | Nastfik | Redé&ni | Koncentrace | Koncentrace
odbéru | vzorku | vzorku | vzorku vzorku
vzorku | [pl] [mmol/L] [mmol/L]
9.3.21 10 | 100x 1 19,3687 15,2066
10.3.21 20| 100x 1 2,5156 2,5280
11.3.21 20| 100x 1 2,0272 1,8140
29.3.21 20| 100x 1 12,3834 10,9994
10.6.20 20| 100x 1 5,5616 5,9384
11.6.20 20| 100x 1 3,6350 3,8922
9.3.21 10 | 100x 2 16,5510 13,7896
10.3.21 20| 100x 2 2,2395 2,2683
11.3.21 20| 100x 2 1,7692 1,6973
29.3.21 20| 100x 2 8,2549 9,5166
10.6.20 20| 100x 2 5,7234 5,9200
11.6.20 20| 100x 2 4,2054 3,9877

Tabulka 45 — Vysledky ze 6. 4. 2021 — Zméfeny vzorky pfipravené dne 31. 3.

2021- koncentrace vzorku podle vysky piku

Datum | Nastfik | Redé&ni | Koncentrace | Koncentrace
odbéru | vzorku | vzorku | vzorku vzorku
vzorku | [pl] [mmol/L] [mmol/L]
9.3.21 10| 100x 1 20,0494 15,2664
10.3.21 20| 100x 1 2,1492 1,7931
11.3.21 20 | 100x 1 2,3466 1,9108
29.3.21 20 | 100x 1 12,5635 10,5082
10.6.20 20 | 100x 1 7,1185 5,9076
11.6.20 20 | 100x 1 4,7021 3,8299
9.3.21 10 | 100x 2 18,6649 14,3216
10.3.21 20| 100x 2 2,6534 2,0067
11.3.21 20 | 100x 2 1,9241 1,7651
29.3.21 20 | 100x 2 11,3349 10,1036
10.6.20 20 | 100x 2 6,8090 6,1087
11.6.20 20| 100x 2 5,0095 3,9727
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Tabulka 46 — Vysledky ze 7. 4. 2021 — Pfipraveno nove fedéni vzorku opét kazdy

vzorek pfipraven v dubletu

Datum | Nastfik | Redé&ni | Koncentrace | Koncentrace
odbéru | vzorku | vzorku | vzorku vzorku
vzorku | [pl] [mmol/L] [mmol/L]
9.3.21 10 | 100x 1 14,7961 12,8558
10.3.21 20| 100x 1 2,0882 1,8951
11.3.21 20| 100x 1 1,9690 1,6545
29.3.21 20| 100x 1 12,2456 8,6683
10.6.20 20| 100x 1 7,2358 5,2509
11.6.20 20| 100x 1 3,9562 3,7643
9.3.21 20| 100x 2 18,5752 13,3827
10.3.21 10 | 100x 2 2,0923 1,7916
11.3.21 20| 100x 2 1,8393 1,5936
29.3.21 20| 100x 2 12,9005 9,5860
10.6.20 20| 100x 2 6,3588 5,2992
11.6.20 20| 100x 2 3,8307 3,8569

Tabulka 47— Vysledky ze 8. 4. 2021 — Zméfeny vzorky pfipravené dne 7. 4. 2021

Datum | Nastik | Redéni | Koncentrace Koncentrace
odbéru | vzorku | vzorku | vzorku vzorku [mmol/L]
vzorku | [pl] [mmol/L]
9.3.21 10 | 100x 1 15,2780 13,7842
29.3.21 10 | 100x 1 10,2400 8,1378
9.3.21 10 | 100x 2 11,5058 12,7811
29.3.21 10 | 100x 2 10,3571 8,1043
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Tabulka 48— Statistické zpracovani pro vySku piku

vyska 31.3. 14. 6.4. Prameér SD RSD
[mmol/L] | [mmol/L] | [mmol/L]

9.3.21 | 16,5885 | 19,3687 | 20,0494 | 18,66887 | 1,49706 8,02 %
10.3.21 | 2,4913 | 2,5156 | 2,1492 | 2,385367 | 0,167289 7,01 %
11.3.21 | 2,0544 | 2,0272 | 2,3466 | 2,142733 | 0,144583 6,75 %
29.3.21 | 10,5696 | 12,3834 | 12,5635 | 11,83883 | 0,90049 7,61 %
10.6.20 | 5,3324| 5,5616 | 7,1185|6,004167 | 0,793489 | 13,22 %
11.6.20 | 4,2489 3,635 | 4,7021 | 4,195333 | 0,437285 | 10,42 %

9.3.21 | 12,3995 | 16,551 | 18,6649 | 15,8718 | 2,602536 | 16,40 %
10.3.21| 2,6684 | 2,2395| 2,6534 |2,520433 | 0,198744 7,89 %
11.3.21 1,8743 | 1,7692 | 1,9241 | 1,855867 | 0,064567 3,48 %
29.3.21 | 10,2292 | 8,2549 | 11,3349 | 9,939667 | 1,273963 | 12,82 %
10.6.20 | 5,8088 | 5,7234 6,809 | 6,113733 | 0,492862 8,06 %
11.6.20 | 3,7857 | 4,2054 | 5,0095 | 4,333533 | 0,507763 | 11,72 %

Tabulka 49 -Statistické zpracovani pro plochu pod pikem
plocha 31.3. 1.4. 6.4. Prdmér SD RSD
[mmol/L[ | [mmol/L] | [mmol/L]

9.3.21 | 15,6785 | 15,2066 | 15,2664 | 15,38383 | 0,209786 1,36 %
10.3.21 | 2,1534 2,528 | 1,7931 | 2,158167 | 0,300041 | 13,90 %
11.3.21 | 2,0958 1,814 | 1,9108 1,9402 | 0,116908 6,03 %
29.3.21 | 9,6939 | 10,9994 | 10,5082 | 10,4005 | 0,538382 5,18 %
10.6.20 | 5,1928 | 5,9384 | 5,9076 5,6796 | 0,344449 6,06 %
11.6.20 | 4,2272| 3,8922 | 3,8299 3,9831 | 0,174469 4,38 %

9.3.21 | 14,8899 | 13,7896 | 14,3216 | 14,3337 | 0,449277 3,13 %
10.3.21 | 2,3967 | 2,2683 | 2,0067 2,2239 | 0,162283 7,30 %
11.3.21 1,8089 | 1,6973 | 1,7651 1,7571 | 0,04591 2,61 %
29.3.21| 9,4587 | 9,5166 | 10,1036 | 9,692967 | 0,291322 3,01 %
10.6.20 | 5,7263 592 | 6,1087 | 5,918333 | 0,156119 2,64 %
11.6.20 | 4,0378 | 3,9877 | 3,9727 3,9994 | 0,027835 0,70 %

Tabulka 50 — Vysledky z méfeni v klinické laboratofi, kazdy vzorek méfen 2x

Datum odbéru vzorku | Koncentrace vzorku pfi | Koncentrace vzorku pfi
méfeni v klinické méreni v klinické
laboratofi [mmol/L] laboratofi [mmol/L]

9.3.21 13,312 13,364
10.3.21 1,948 1,913
11.3.21 1,734 1,751
29.3.21 8,305 8,265
10.6.20 4,619 4,632
11.6.20 3,409 3,480
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Statistické zpracovani vysledku

Teoreticky zaklad je v kapitole (3.5.)

Statistické zpracovani pro vySku piku

Tabulka 51 — Porovnavana data vlevo hodnoty naméfené vyvinutou metodou,
vpravo hodnoty ziskané zmérenim vzorku v klinické laboratofi

SIA Kontrola
14,7961 13,312
2,0882 1,948
1,969 1,734
12,2456 8,305
7,2358 4,619
3,9562 3,409
18,5752 13,364
2,0923 1,913
1,8393 1,751
12,9005 8,265
6,3588 4,632
3,8307 3,48
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Tabulka 52 — Wilcoxon test

Table Analyzed Vyska piku 7,4,2021
Column B Kontrola
VS. VS,
Column A SIA
Wilcoxon matched-pairs signed rank test
P value 0,0005
Exact or approximate P value? Exact
P value summary e
Significantly different (P < 0.05)? |Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of positive, negative ranks 0,000, -78,00
Sum of signed ranks (W) -78
Number of pairs 12
Number of ties (ignored) 0
Median of differences
Median -1,016
How effective was the pairing?
rs (Spearman) 0,965
P value (one tailed) <0,0001
P value summary o
Was the pairing significantly
effective? Yes

Vyska piku 7.4.2021
20—

-
(3}
1

Kreatinin (mmol/l)

a
1

SIA Kontrola
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Tabulka 53 — Bland-Altman test
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SD of
bias 1,894
95% Limits of
Agreement
From -1,949
To 5,475
Rozdil vs. priimér: Bland-Altman SIA 7.4.2021 a kontrola
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Statistické zpracovani pro plochu pod pikem

Tabulka 54 — Porovnavana data vlevo hodnoty naméfené vyvinutou metodou,
vpravo hodnoty ziskané zmérenim vzorku v klinické laboratofi

SIA Kontrola

12,8558 13,312
1,8951 1,948
1,6545 1,734
8,6683 8,305
5,2509 4,619
3,7643 3,409
13,3827 13,364
1,7916 1,913
1,5936 1,751
9,586 8,265
5,2992 4,632
3,8569 3,48
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Tabulka 55 — Wilcoxon test

Table Analyzed Plocha pod pikem 7,4,2021
Column B Kontrola
VS. VS,
Column A SIA
Wilcoxon matched-pairs signed rank test
P value 0,2334
Exact or approximate P value? Exact
P value summary ns
Significantly different (P < 0.05)? |No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Sum of positive, negative ranks 23,00, -55,00
Sum of signed ranks (W) -32
Number of pairs 12
Number of ties (ignored) 0
Median of differences
Median -0,187
How effective was the pairing?
rs (Spearman) 0,986
P value (one tailed) <0,0001
P value summary s
Was the pairing significantly
effective? Yes

Vyska piku 7.4.2021

15
~ 87.
2
10
é &
£
£
“'“' 5 Q\.
2 N
X
=
0 | |
SIA Kontrola
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Tabulka 56 — Bland-Altman test

0,2389
SD of
bias 0,4826
95% Limits of
Agreement
From -0,707
To 1,185

Rozdil vs. primér: Bland-Altman SIA 7.4.2021 a kontrola
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-0.5 Primeér
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Y=0.99x-0.17
r?=0.99
SSE=2.5
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|
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SIA Plocha pod pikem 7.4.2021

72



6. DISKUZE

Metodu se povedlo optimalizovat a vysledné parametry jsou:

e Sorbent - SPH lontosorb 100

e Promyvaci €inidlo — 50% acetonitril, nasavano 0,5 ml

e Elucni Cinidlo — 1% vodny roztok hydroxidu amonného, nasavano 0,5 ml

e Vzorek fedény kyselinou octovou o pH 2,4, nasavano 20 pl, nebo 10 pl
podle koncentrace vzorku (rozhodnuti o zméné nasavaného objemu
metoda provede sama, v programu je rozhodovaci algoritmus)

e Pro zjisténi koncentrace vzorku je pouzivana metoda standardniho
pfidavku. PouZiva se standard o koncentraci 2mg/l v nastficich
0, 10, 20 pl.

e MEefi se absorbance pfi 235 a 270 nm, do vypoc¢tu se pouziva jejich rozdil.

Vyvinuta metoda ve srovnani s metodou pouzivanou v klinické praxi (v tomto
pfipadé byla jako srovnavaci metoda pouZita enzymaticka reakce zaloZena
na reakci Fossatiho, Prencipeho a Bertiho, princip popsan v teoretické Casti)
podava velmi podobné vysledky a na rozdil od ni pouziva méné nebezpecna
¢inidla. Vyvinuta metoda pfijemné prekvapila méné Castou potfebou ménit kolonu
(pfi nékolikadennim méfeni ji bylo potfeba vymeénit az Ctvrty az paty den, plati
az pro druhy rozmér). Do klinického provozu se vyvinuta metoda zatim nehodi
z davodu pristrojové narocnosti (v klinickych laboratofich vétSinou neni pritokovy

systém pfitomen, vétSinou se pouziva kyvetovy analyzator).
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7. ZAVER

Cile diplomové prace se podafilo naplnit. Byla vyvinuta metoda, ktera vyuziva
spojeni SPE extrakce a prUtokové metody SIA. Tato metoda ma chybovost
pfi opakovaném méfeni do 5 %. PFi porovnani s metodou pouzivanou v klinické

laboratofi podava vyvinuta metoda statisticky podobné vysledky. Vyvinuta

metoda je pfipravena pro dalSi rozSifeni.
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