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ANOTACE 

V této práci je popsáno několik metabolitů, které je možné využít jako biomarkery pro 

diagnostiku řady onemocnění. K jejich stanovení je vhodné využít kapalinovou chromatografii 

s hmotnostní detekcí kvůli její citlivosti a selektivitě. Dále je popsána technika odběru tzv. 

suché kapky krve, která se vyznačuje neinvazivním způsobem odběru vzorku, jednoduchým 

transportem a skladováním. Experimentální část je zaměřena na vývoj separačních metod pro 

stanovení aminokyselin, alantoinu a kyseliny močové ve vzorcích krve získaných technikou 

suché kapky. Součástí práce je také optimalizace a validace metod zahrnující aplikaci na reálné 

vzorky a diskuze získaných výsledků.  
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ANOTATION 

This thesis describes several metabolites that can be used as biomarkers for the diagnosis of 

a number of diseases. For their determination, it is advisable to use liquid chromatography with 

mass spectrometry detection due to its sensitivity and selectivity. Furthermore, the dried blood 

spot collection technique is described, which is characterized by a non-invasive method of 

sample collection, simple transport, and storage. The experimental part is focused on the 

development of separation methods for the determination of amino acids, allantoin, and uric 

acid in blood samples obtained by the dried spot technique. Optimization and validation of 

methods including their application to real samples and discussion of obtained results are also 

included. 
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Úvod 

V současné době roste zájem o technologie, které jsou schopné profilovat biologické systémy. 

Jednou z těchto technologií je metabolomika, která se zabývá analýzou relativně malých 

molekul v biologických systémech. Hlavním cílem metabolomiky je porozumění 

metabolických drah s následným využitím pro predikci vzniku onemocnění, a analýza 

biomarkerů, které lze použít k diagnostice onemocnění nebo monitorování terapie. Pro 

metabolomické analýzy jsou neustále vyvíjeny nové metody, které jsou schopny stanovit až 

několik stovek metabolitů současně. Dosáhnout se toho dá v případě použití kapalinové 

chromatografie ve spojení s hmotnostní spektrometrií. Právě tato kombinace umožňuje 

dostatečně selektivní, citlivé a poměrně rychlé analýzy v metabolomice.  

Velký důraz je také kladen na odběr vzorků pro metabolomické studie. Vzhledem 

k potřebě velkých souborů vzorků pro jednotlivé studie je snahou zabezpečit co nejméně 

invazivní odběr vzorku, jeho jednoduchý transport do laboratoře a v neposlední řadě stabilitu 

analytů a s tím i spojené uchovávání vzorků v biobankách. Tyto požadavky splňuje technika 

suché kapky krve, která se běžně využívá při novorozeneckém screeningu vrozených 

metabolických poruch novorozenců. Tato alternativní technika odběru vzorku by mohla mít 

potenciál být implementována i v metabolomických studiích, či při monitorování účinku 

nasazené léčby a nahradit tak klasický odběr vzorku krve.  
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1 Teoretická část 
 

1.1 Metabolomika  

V poslední době narůstá počet „omických“ technologií, které jsou schopné profilovat 

biologické systémy. Jedním z těchto „omických“ přístupů je metabolomika, která se zabývá 

identifikací a kvantifikací metabolitů (<1500 Da) v biologickém systému [1]. Metabolomika je 

koncovým bodem tzv. „omické kaskády“ (Obrázek 1), a je tedy nejblíže fenotypu. To znamená, 

že změna koncentrace jednoho nebo více metabolitů se může projevit změnou fenotypu [2].  

Obrázek 1 „Omická kaskáda“ (upraveno dle [3]) 

 

Současné metabolomické technologie jsou schopné přesné analýzy stovek až tisíců 

metabolitů. Díky tomu metabolomika poskytuje podrobnou charakterizaci metabolických 

fenotypů, včetně metabolických poruch, které jsou základem onemocnění. Dále jsou tyto 

technologie schopné objevit nové biomarkery, které lze použít k diagnostice onemocnění nebo 

k monitorování terapie [4]. Z pohledu metabolického inženýrství mohou získaná data přispět 

ke zvýšení produkce terapeutik a biopaliv buňkami, lepším výnosům plodin a strategiím pro 

obnovitelnou energii [2].  

Metabolomiku můžeme rozdělit do dvou velkých skupin, metabolické profilování 

a metabolický fingerprinting neboli tzv. otisk prstu.  

  

Geny mRNA Proteiny Metabolity 

METABOLOM GENOM TRANSKRIPTOM PROTEOM 

FENOTYP 
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Metabolické profilování  

Tato skupina je také označována jako cílená metabolomika. Zabývá se analýzou skupin 

metabolitů souvisejících s určitou metabolickou dráhou nebo třídou sloučenin. Ve většině 

případů je metabolické profilování spíše přístupem založeným na hypotézách než přístupem 

vytvářející hypotézu. Na základě kladených otázek jsou vybrány metabolity, pro jejichž 

stanovení jsou následně vyvinuty specifické a převážně kvantitativní metody. Získaná data pak 

slouží k hodnocení adaptace organismu po expozici xenobiotiky nebo po změně životního 

prostředí. Data mohou být využita také k diagnostice onemocnění, případně sestavení databází, 

které umožňují lepší porozumění biologickým systémům [5, 6].   

Metabolický fingerprinting  

Můžeme jej označit jako necílenou metabolomiku. Využívá přístupy, které se snaží odhalit 

co nejvíce odlišných rysů v jedné analýze a v kombinaci s vícerozměrnou statistikou 

identifikovat biomarkery, které odlišují nemocné od kontrolní skupiny. Cílem tedy není 

identifikovat každý pozorovaný metabolit, ale porovnat vzorce metabolitů, tzv. otisky prstů, 

které se mění vlivem onemocnění, expozicí toxinům nebo genetických změn [5, 6].   

 

1.2 Vybrané metabolity 

1.2.1 Aminokyseliny 

Aminokyseliny (AMK) jsou organické sloučeniny, které tvoří peptidy a proteiny. Každá AMK 

je tvořena aminoskupinou, karboxylovou skupinou, atomem vodíku a postranním řetězcem, 

který je napojen na α-uhlík. Výjimkou je prolin, ten jako jediný z 20 proteinogenních AMK má 

cyklickou strukturu a obsahuje sekundární aminoskupinu. AMK jsou klasifikovány podle 

chemických vlastností postranního řetězce R a podle rozpustnosti je můžeme rozdělit do čtyř 

skupin: nepolární, kyselé, bazické a polární ( 

Obrázek 2). Kromě glycinu obsahují AMK alespoň jeden asymetrický uhlík, tím pádem mohou 

existovat v jedné ze dvou enantiomerních forem L- nebo D-aminokyselin [7]. 

V metabolismu mají AMK řadu funkcí. Jsou strukturními jednotkami proteinů a substráty 

biologicky významných látek. Kyselina glutamová, asparagová, γ-aminomáselná a taurin 

působí jako neurotransmitery, kdy regulují synaptický přenos a paměť. Na modulaci syntézy 

proteinů a inhibici katabolismu proteinů se podílejí AMK s rozvětveným řetězcem, mezi něž 
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patří leucin, isoleucin a valin. Fenylalanin a tyrosin se podílejí na biosyntéze biogenních aminů 

a katecholaminů [8]. 

Obrázek 2 Strukturní vzorce proteinogenních aminokyselin 

 

1.2.1.1 Stanovení aminokyselin  

Pro stanovení AMK existují dva běžně využívané přístupy. Buď jsou AMK analyzovány 

v jejich přirozené formě, nebo se provádí analýza jejich derivátů. Zatímco se analýza AMK 

Glycin (Gly) Alanin (Ala) Isoleucin (Ile) Leucin (Leu) 

Prolin (Pro) Fenylalanin (Phe) Tryptofan (Trp) 

Methionin (Met) Valin (Val) 

Kys. asparagová (Asp) Kys. glutamová (Glu) 

Lysin (Lys) Arginin (Arg) Histidin (His) 

Threonin (Thr) Tyrosin (Tyr) Serin (Ser)

Asparagin (Asn) Glutamin (Gln) Cystein (Cys)
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tradičně provádí plynovou chromatografií (GC) s derivatizací trimethylsilanem nebo 

kapalinovou chromatografií (HPLC) s postkolonovou derivatizací ninhydrinem nebo 

předkolonovou derivatizací orto-ftalaldehydem (OPA), mnoho dnešních analytických 

platforem je založeno na kombinaci chromatografie s hmotnostní spektrometrií (MS) [9].  

HPLC-MS technika byla široce přijata k separaci AMK na kolonách s reverzní 

stacionární fází. AMK jsou vysoce polární analyty, což má za následek špatnou retenci na 

kolonách s reverzní fází. Navíc jsou jejich molekulové hmotnosti ve stejném rozmezí jako 

nespecifické signály eluentů nebo matrice, proto se provádí derivatizace AMK. K derivatizaci 

existuje celá řada činidel. Mezi využívaná činidla jak pro fluorescenční detekci, tak pro HPLC-

MS patří například OPA nebo DANSYLchlorid. Pro MS detekci se pak hojně využívá např. 

dibenzylethoxymethylenmalonát (DEEMM), benzylethylethoxymethylenmalonát (EBEMM), 

1-brombutan, diisopropylfosfit a 2,4-dinitrofluorobenzen [8, 10, 11]. Derivatizace je také 

využívána při rutinním stanovení AMK ze suchých kapek krve při novorozeneckém screeningu, 

kdy se AMK převádí na příslušné butylestery [12].  

Pro stanovení AMK bez derivatizace se využívá nejčastěji hydrofilní interakční 

kapalinová chromatografie (HILIC, z angl. hydrophilic interaction liquid chromatography) 

ve spojení s MS. Retenční chování AMK při tomto stanovení je velmi závislé na volbě pufru 

a na pH mobilní fáze. Nejčastěji používaným pufrem je mravenčan amonný v koncentracích 

5-30 mmol/l v rozmezí pH od 3 do 6 v závislosti na zvolené analytické koloně. Pro HILIC 

separace AMK se nejvíce využívají kolony s amidovou nebo C18 hybridní stacionární fází 

(BEH, z angl. ethylene bridged hybrid). Výhodou použití HILIC metody je stanovení AMK 

v jejich nativní formě, na druhou stranu zde dochází ke snížení citlivosti detekce v důsledku 

snížení ionizace vysokou koncentrací pufru [13–15].  

Separace enantiomerů a konstitučních izomerů AMK současnými MS metodami je stále 

problematická, pokud není současně použita i specifická chromatografie. Možným řešením je 

použití spektrometrie pohyblivosti iontů s hmotnostní spektrometrií (IMS-MS, z angl. ion-

mobility spectrometry-mass spectrometry). Izomery mají stejnou hmotnost, téměř identický 

retenční čas a podléhají stejné fragmentaci v tradičních HPLC-MS/MS metodách. V IMS jsou 

však analyty separovány na základě jejich rozdílné pohyblivosti, což přidá další dimenzi při 

separaci [15]. Využít se toho může např. k separaci leucinu a isoleucinu [16].  
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1.2.1.2 Poruchy metabolismu aminokyselin  

Vrozené poruchy metabolismu (IEM, z angl. inborn errors of metabolism) je skupina dědičných 

metabolický poruch, které jsou způsobeny mutacemi specifických genů, což má za následek 

zhoršení produkce proteinů a enzymů a narušení tak řady metabolických drah. IEM byly 

rozděleny do různých kategorií. Jedna z nich, která je charakterizovaná poruchami AMK, se 

nazývá aminoacidopatie. Aminoacidopatie lze detekovat genetickými testy na úrovni mutace 

v odpovídajících genech nebo sledováním změn v hladinách AMK metodami HPLC-MS/MS. 

Mezi aminoacidopatie, které jsou potenciálně léčitelné, pokud jsou diagnostikovány v brzké 

fázi života, je řazeno 13 poruch. Jejich přehled je uveden v Tabulka 1. U těchto poruch se 

objevují různé příznaky, jako jsou hyperaktivita, mentální postižení, zpoždění vývoje, zvracení 

a záchvaty. Pro snížení úmrtnosti a minimalizaci morbidity se provádí včasná diagnostika IEM 

prostřednictvím novorozeneckého screeningu [12, 17].  

Tabulka 1 Přehled 13 potenciálně léčitelných aminoacidopatií  

Aminoacidopatie  OMIM Světová prevalence 

Fenylketonurie 261600 1:10000-25000 

Nemoc javorového sirupu 248600 1:185000 

Homocystinurie  236250 1:150000 

Tyrosinémie typu II 276600 1:250000 

Citrulinémie typu I 215700 1:200000 

Citrulinémie typu II 605814 1:230000 

Argininémie 207800 1:3500000 

Deficit karbamoylfosfátsynthetasy I 237300 1:800000 

Argininjantarová acidurie  207900 1:70000 

Deficit N-acetylglutamátsynthasy 237310 Neznámá, velmi vzácně 

HHH syndrom  238970 Více než 100 jedinců  

Deficit ornithintranskarbamylasy  311250 1:77000 

Deficit pyruvátkarboxylasy 312170 Neznáma, velmi vzácně 

OMIM, Databáze genů a genetických onemocnění (z angl. Online Mendelian Inheritance in 

Man); HHH, hyperornithinémie-hyperamonémie-homocitrulinurie [18]. 
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Fenylketonurie  

Fenylalanin je esenciální AMK a tyrosin semiesenciální. U lidí je tyrosin syntetizován 

z fenylalaninu za účasti enzymu fenylalaninhydroxylasy, který katalyzuje zavedení 

hydroxylové skupiny na aromatické jádro fenylalaninu. Tyrosin pak může být dále 

katabolizován v několika krocích za vzniku acetoacetátu a fumarátu jako konečných produktů. 

Stručný popis metabolismu fenylalaninu a tyrosinu je znázorněn na Obrázku 3 [19].  

 

Obrázek 3 Přehled metabolismu fenylalaninu a tyrosinu. Deficience enzymů je znázorněna červenými hvězdami. 

Zelená čára představuje mitochondriální membránu. SUAC, sukcinylaceton; BH4 tetrahydrobiopterin; HPA, 

hyperfenylalaninémie; PKU, fenylketonurie; TYR, tyrosinémie (upraveno dle [19]). 

 

Poruchou genu kódující enzym fenylalaninhydroxylasu vzniká nejčastější autozomálně 

recesivní porucha metabolismu zvaná fenylketonurie (PKU). Ve většině případů je PKU 

způsobena právě poruchou genu, nicméně několik málo procent případů je způsobeno 

nedostatečností syntézy nebo recyklace biopterinového kofaktoru. U neléčených jedinců se 

v důsledku zvýšených hladin fenylalaninu ve tkáních rozvinou neurologická onemocnění, 

včetně opožděného vývoje, záchvatů, mentálního postižení a psychiatrických poruch. 

Vyskytnout se můžou také ekzémy a zesvětlené vlasy a kůže. Incidence PKU se liší v závislosti 

na populaci, kdy nejvyšší incidence je v turecké populaci 1:2600 a populaci severní Evropy 

1:10000 [19]. 



19 

 

Klasická PKU je definována jako zvýšená hladina fenylalaninu v plazmě nad 

1200 µmol/l, nicméně i mnohem nižší koncentrace fenylalaninu jsou spojovány 

s neoptimálními kognitivními a neurologickými potížemi. Současné směrnice pro léčbu 

doporučují udržovat hladiny fenylalaninu v plazmě v rozmezí 120-360 µmol/l. Základem léčby 

je řízení koncentrace fenylalaninu v krvi celoživotní dietou s omezením bílkovin 

a suplementací AMK. Účinek léčby je sledován pravidelnou analýzou fenylalaninu a tyrosinu. 

U PKU se tyrosin stává neesenciální AMK a je ho nutné podávat jako nezbytný doplněk stravy. 

Udržování a s tím i spojené monitorování hladin tyrosinu je důležité, jelikož tyrosin slouží jako 

prekurzor pro syntézu katecholaminů, hormonů štítné žlázy a melaninu [20, 21]. Novějším 

způsobem léčby je například injekční podání enzymu fenylalaninamoniumlyasy, která může 

normalizovat hladiny fenylalaninu v krvi. Experimentální léčba pak zahrnuje genovou terapii 

nebo transplantaci hepatocytů [19].  

 

Tyrosinémie typu I a II 

Tyrosinémie (TYR) typu I je způsobena nedostatkem enzymu fumarylacetoacetáthydrolasy, 

která katalyzuje poslední krok odbourávání tyrosinu. Defekt enzymu znemožňuje enzymatické 

odbourávání fumarylacetoacetátu, který je tím pádem dekarboxylován na sukcinylaceton. 

Akumulace sukcinylacetonu má toxický účinek na hepatocyty a buňky proximálních 

ledvinových tubulů a způsobuje inhibici syntézy hemu a glukoneogeneze. Klinický průběh je 

život ohrožující a obvykle charakterizován akutním jaterním selháním nebo chronickou 

dysfunkcí jater. Léčba probíhá dietou se sníženým množství fenylalaninu a tyrosinu v potravě. 

Léčbou je zlepšena funkce jater, nicméně ve většině případů ale nezabraňuje rozvoji 

hepatocelulárního karcinomu, či cirhózy jater již v dětství [22].  

Tyrosinémie typu II, také známa jako Richner-Hanhartův syndrom, je autozomálně 

recesivní porucha metabolismu, při které je narušena funkce enzymu tyrosinaminotransferasy. 

Výsledkem je hromadění tyrosinu v krvi, moči a cerebrospinální tekutině. U neléčené TYR 

typu II jsou hladiny tyrosinu v plazmě vyšší než 1200 µmol/l. Klinickým projevem je usazování 

krystalů tyrosinu v epiteliálních buňkách rohovky, což vede k fotofobii a nadměrnému slzení. 

Dále se vyvíjejí kožní abnormality ve formě puchýřů a hyperkeratotických papul, hlavně 

v tlakových oblastech, jako jsou dlaně a chodidla. Projevují se také neurologické potíže 

a mentální postižení. K symptomatické léčbě se využívá dietní omezení s nízkým obsahem 
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tyrosinu a fenylalaninu v potravě a doporučuje se udržení hladin tyrosinu v plazmě v rozmezí 

200-500 µmol/l při zachování adekvátních hladin fenylalaninu [19, 23].  

 

1.2.2 Kyselina močová  

Kyselina močová (KM) neboli 2,6,8-trioxopurin (Obrázek 4) je heterocyklická sloučenina, 

která je konečným produktem odbourávání purinů u lidí. Jedná se o slabou kyselinu vyskytující 

se v extracelulární tekutině jako monosodná sůl. KM vzniká oxidací oxopurinů za účasti 

xanthinoxidasy.  

 

Obrázek 4 Strukturní vzorec kyseliny močové 

 

U většiny savců je KM, reakcí katalyzovanou urikasou, oxidována na alantoin (ALA). 

Výjimkou jsou lidé a vyšší primáti, u nichž je nonsense mutacemi blokována exprese genu pro 

urikasu. Zajímavostí je, že u vyšších primátů mutace urikasy paralelizuje se ztrátou schopnosti 

syntetizovat kyselinu askorbovou. Je možné, že u vyšších primátů tak KM svými 

antioxidačními vlastnostmi částečně nahrazuje kyselinu askorbovou. KM je u člověka hlavním 

antioxidantem plazmy a považuje se za významný faktor prodlužování délky života a snižování 

rizika vzniku rakoviny spojené s věkem [24]. Řada in vitro studií prokázala jednoznačnou 

antioxidační schopnost KM. Tato sloučenina chrání membrány erytrocytů před lipoperoxidací 

a zabraňuje tvorbě oxo-hemových oxidantů, které vznikají reakcí hemoglobinu s peroxidy. Je 

také schopna velmi účinně zhášet singletový kyslík nebo vychytávat hydroxylové radikály. 

Dále bylo zjištěno, že KM je reaktivními sloučeninami kyslíku (ROS) oxidována na ALA [25].  

Hladina KM v krvi se odvíjí od její biosyntézy, vylučování ledvinami a příjmu purinů 

v potravě. Referenční hodnoty KM v plazmě se pohybují v rozmezí 200-400 µmol/l [26]. 

Chronická hyperurikémie je spojena s řadou nemocí, jakou jsou dna, hypertenze, onemocnění 

ledvin a kardiovaskulárního systému [27, 28].  
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1.2.2.1 Stanovení kyseliny močové  

Pro stanovení hladiny KM v séru se v biochemických laboratořích používá metoda s urikasou. 

Přednost se dává séru před plazmou, jelikož běžně používaná antikoagulancia (EDTA, citrát, 

oxalát) inhibují urikasu. Při tomto stanovením je KM oxidována za katalýzy urikasou na ALA, 

měří se buď pokles absorbance KM při 293 nm, nebo se vzniklý peroxid vodíku využívá 

k oxidační kopulaci mezi 4-aminoantipyrinem a derivátem fenolu za katalýzy peroxidasou. Při 

této reakci interferují látky s redukčními vlastnostmi, jako jsou glukosa, bilirubin a kyselina 

askorbová, které jsou peroxidem oxidovány. Interference bilirubinu se řeší přídavkem 

hexakyanoželeznatanu, který slouží jako intermediátor pro přenos elektronů v oxidační 

kopulaci, namísto 4-aminoantipyrinu oxiduje derivát fenolu. Vzniklý meziprodukt je méně 

náchylný k redukci bilirubinem. Interference kyseliny askorbové může být potlačena 

přídavkem askorbátoxidasy. Ta katalyzuje její oxidaci na kyselinu dehydroaskorbovou. 

Správnějšími a citlivějšími metodami pro stanovení KM jsou kapalinová, případně plynová 

chromatografie [29].  

Plynová chromatografie s hmotnostní detekcí (GC-MS) a isotopovým zřeďováním byla 

zvolena Národním institutem pro standardy a technologie (NIST) jako definitivní metoda pro 

stanovení KM [30]. Nicméně, v poslední době se upřednostňuje kapalinová chromatografie. 

Je to díky její vysoké účinnosti separace, dobré selektivitě, vysoké citlivosti detekce, širokému 

lineárnímu rozsahu a automatizaci. Navíc není nutná derivatizace KM. Detekce KM není 

omezena pouze na vzorky séra a moči, kde se vyskytuje ve vyšších koncentracích, ale může být 

detekována i ve vzorcích slin, buněk či nehtů. Separace se provádí převážně na kolonách 

s reverzní stacionární fází. K detekci jsou využívány různé typy detektorů, zahrnující 

elektrochemický detektor, UV detektor [31, 32] nebo hmotnostní spektrometr (MS) [33–36]. 

 

1.2.3 Alantoin  

Alantoin (Obrázek 5), také glyoxyldiureid nebo 5-ureidohydantoin, je produktem oxidace KM 

a u většiny savců konečným produktem metabolismu purinů. V lidském těle může vznikat 

neenzymatickou oxidací KM působením ROS. To je důvod, proč je ALA považován 

za ukazatele oxidačního stresu. Má i terapeutické účinky, stimuluje růst zdravé tkáně, proto 

se hojně využívá v kosmetických produktech pro regeneraci pokožky a ke zklidnění kožního 

podráždění [37].   
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Obrázek 5 Strukturní vzorec alantoinu 

 

1.2.3.1 Stanovení alantoinu  

Analýza ALA je poměrně obtížná, a to hlavně kvůli jeho nízkým koncentracím v biologických 

vzorcích, nepřítomnosti chromoforu v molekule a jeho vysoké polaritě. Hladiny ALA mohou 

být stanoveny HPLC s UV detekcí po převedení ALA na kyselinu glyoxylovou a následné 

derivatizaci s dinitrofenylhydrazinem [38]. Další možností je metoda GC-MS. Při tomto 

stanovení je nutná derivatizace, při které je ALA v bezvodém prostředí derivatizován směsí N-

methyl-N-terc-butyldimethylsilyltrifluoroacetamidu (MTBSTFA) a pyridinu, za vzniku 

methylsylilderivátu. Nicméně velmi časově náročná derivatizace ALA je hlavním limitujícím 

faktorem pro použití této metody [39].  

Alternativou může být HPLC-MS. U této metody je snadná příprava vzorku bez nutnosti 

derivatizace. Separace se může provádět na kolonách s reverzní fází (C18, alkyl) [40–42], ale 

vzhledem k vysoké polaritě ALA je vhodnější použít hydrofilní interakční chromatografii. 

I přesto je stanovení ALA stále náročné a v klinických laboratořích se běžně neprovádí [43, 

44].  

 

1.3 Technika suché kapky krve 

Metabolom jakéhokoliv daného biologického systému obsahuje rozmanitou škálu 

nízkomolekulárních metabolitů, jejichž zjištěné množství může být ovlivněno načasováním 

a metodou odběru vzorku, nebo také skladováním a manipulací. V metabolomickém výzkumu 

je nutné zohlednit preanalytické procesy a biobankování. Špatné zacházení se vzorky před 

jejich analýzou může mít negativní účinky na robustnost a reprodukovatelnost získaných dat 

[45].  
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Jednou z možných technik odběru vzorku pro metabolomické studie je metoda suché 

kapky krve (DBS, z angl. dried blood spot). Ta se stala populární v roce 1963, kdy ji Robert 

Guthrie použil pro odběr vzorku při novorozeneckém screeningu fenylketonurie. Technika 

DBS spočívá v nanášení několika kapek kapilární krve, získaných píchnutím do prstu nebo 

paty, na filtrační papír ve formátu karty. Vzorky se nechají jednoduše uschnout bez jakékoliv 

další úpravy a jsou podrobeny analýze. V současné době se DBS technika využívá při stanovení 

hladin léků, kontaminantů z životního prostředí, metabolitů, bílkovin, protilátek, DNA a RNA 

v různých biologických vzorcích. Je standardní technikou odběru vzorku plné krve při 

novorozeneckém screeningu různých metabolických onemocnění na celém světě [46, 47].  

Z chemického hlediska jsou analyty adsorbovány na pevnou matrici na bázi celulosy. 

Adsorpce a pevná povaha DBS činí analyty obvykle méně reaktivní než v kapalné krvi. Dobrá 

stabilita analytů po dobu až několika měsíců je právě jedna z mnoha výhod DBS techniky 

(Tabulka 2). Navíc vysušená matrice vzorků inaktivuje většinu patogenů, čímž se snižuje 

biologické riziko spojené s transportem vzorku. Nicméně některé patogeny, jako je virus 

hepatitidy typu B, virus dengue nebo streptokoky skupiny A, zůstávají v zaschlé krvi aktivní 

i po dobu několika dní [48, 49].  

Tabulka 2 Souhrnná tabulka výhod a nevýhod použití techniky suché kapky krve 

Výhody Nevýhody 

neinvazivní odběr netradiční matrice vzorku 

malý objem vzorku malý objem vzorku 

jednoduchý odběr, transport a uskladnění chromatografické efekty 

snížení rizika infekce vliv hematokritu 

zvýšení stability analytů rozdílná stabilita analytů 

nízké náklady různá účinnost extrakce analytů 

kompatibilní s většinou bioanalytických metod citlivost na podmínky prostředí 

dobrá přesnost a reprodukovatelnost  
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Největší výhodou je méně invazivní způsob odběru vzorku, který je přijatelný zejména 

u novorozenců a malých dětí. Malý vpich do prstu speciální jehlou je téměř bezbolestný a bez 

speciálního proškolení jej můžou pacienti (v případě dětí jejich rodiče) provádět sami. 

Na druhou stranu je objem odebrané krve poměrně nízký (obvykle několik desítek mikrolitrů), 

zatímco standardním odběrem krve do zkumavek získáváme objemy v jednotkách mililitrů. 

DBS vzorky jsou proto obzvláště vhodné v případech, kdy je množství odebrané krve omezené. 

Takovým případem může být např. preklinický vývoj léčiv, kdy se sleduje farmakokinetika 

léčiv na myších. Kromě jednoduchého odběru a stability analytů je také snadnější transport 

a skladování karet s DBS. Vzorky mohou být poslány do laboratoře poštou bez nutnosti jejich 

zamrazení. Vyšší vlhkost a teplota v poštovních schránkách mohou způsobit znehodnocení 

vzorku [47].  

 

1.3.1 Odběr vzorků technikou suché kapky  

U lidí lze kapilární krev odebírat na různých místech těla, nejčastěji se však jedná o patu 

a konečky prstů. Před odběrem se místo vpichu očistí 70% alkoholem a kůže se napíchne 

speciální sterilní jehlou. První kapka krve se odsaje gázou, protože může obsahovat 

intersticiální tekutinu, další kapky jsou pak aplikovány na odběrovou kartu do předem určených 

kruhů. Takto získané DBS vzorky se nechají zaschnout v horizontální poloze při laboratorní 

teplotě po dobu 2-3 hodin. Při sušení by nemělo dojít ke kontaktu s jinými povrchy a vystavení 

vzorku přímému slunečnímu záření. DBS vzorky mohou být také získány pipetováním plné 

krve obsahující antikoagulant na odběrovou kartu. Pipetuje se předem definovaný objem 

s pipetou umístěnou tak, aniž by se dotýkala karty. Tento postup se využívá hlavně při přípravě 

standardů pro sestrojení kalibrační křivky a vzorků pro určení kontroly kvality dané metody 

[50].  

 

1.3.1.1 Typy odběrových karet 

V současné době je na trhu několik komerčně dostupných odběrových karet pro techniku DBS. 

Můžeme je rozdělit do dvou kategorií podle toho, z čeho byly vyrobeny, karty na bázi celulosy 

(chemicky ošetřené i neošetřené) a necelulosové karty. Pro novorozenecký screening jsou 

komerčně dostupné tři typy celulosových karet s různou kvalitou. Jedná se o odběrové karty 

Whatman 903, PerkinElmer 226 a Munktell TFN. Nicméně pouze první dvě zmíněné jsou 
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schválené americkou agenturou pro kontrolu potravin a léčiv (FDA). Odběrové karty mohou 

být impregnovány různými činidly (Tabulka 3) pro potřeby lýzy buněk, inaktivace patogenů, 

denaturace enzymů a dalších proteinů. Tyto karty jsou navrženy převážně pro analýzu 

nukleových kyselin tak, aby usnadnily jejich izolaci a zvýšily stabilitu analytů ve vzorku [51].  

Pro odběr krve je možné využít i materiály, které nejsou vyrobeny z celulosy. Ovšem 

pouze firma Agilent Technologies vyvinula odběrovou kartu pro techniku DBS, která je 

podobná té z celulosy a je vhodná pro bioanalytické aplikace. Další materiály nejsou speciálně 

navrženy pro odběr DBS a využívají se jen okrajově. Jedná se například o odběrové karty 

ze skleněných mikrovláken nebo polyuretanové membrány [51].  

Tabulka 3 Příklady komerčně dostupných karet pro odběr vzorku technikou suché kapky 

Značka  Vlastnosti 

Whatman 903  celulosový papír 

žádná impregnace stabilizátory 

Whatman FTA DMPK-A celulosový papír 

impregnovaný: SDS, tris(hydroxymethyl)aminomethan 

stabilizace DNA při malých objemech krve  

lýza buněk a denaturace proteinů 

Whatman FTA DMPK-B celulosový papír 

impregnovaný chaotropními látkami: 

guanidiniumthiokyanát 

lýza buněk a denaturace proteinů 

Whatman FTA DMPK-C celulosový papír 

žádná impregnace stabilizátory, vhodný pro analýzu 
proteinů 

PerkinElmer celulosový papír 

žádná impregnace stabilizátory 

DMPK, z angl. drug metabolism and pharmacokinetics; FTA, z angl. Flinders Technology 

Associates; SDS, dodecylsulfát sodný [52] 

 



26 

 

1.3.2 Technika suché kapky krve a kvantitativní analýza  

Kvantitativní analýza biomarkerů v DBS vzorcích se opírá o předpoklad, že jednotlivé výseky 

použité pro analýzu poskytují volumetrické měření srovnatelné s kapalným vzorkem krve. Na 

kvantitativní výsledek analýzy výseku ze vzorku odebraného technikou DBS, který byl 

vytvořen nevolumetrickým aplikováním vzorku krve, má však vliv několik faktorů. Mezi tyto 

faktory, ovlivňující přesnost a správnost, patří objem krve aplikované na odběrovou kartu, 

hodnota hematokritu (HCT), distribuce analytu ve skvrně, stabilita analytu, způsob přidání 

vnitřního standardu a účinnost extrakce [53].  

 

1.3.2.1 Homogenita  

Objem krve aplikované na odběrovou kartu ovlivňuje nejen velikost vytvořené skvrny, ale také 

analytické výsledky. Typický vzorek DBS obsahuje přibližně 50 µl krve s průměrem skvrny 

12 mm. Vlivem chromatografických efektů jsou erytrocyty koncentrovány na okraji skvrny, 

což může vést ke ztrátě homogenity vzorku. Tato ztráta homogenity vede ke zvýšené 

koncentraci analytů ve výsecích odebraných z okraje skvrny ve srovnání s výseky ze středu 

skvrny. Např. koncentrace fenylalaninu, která se stanovuje při screeningu PKU, se může lišit 

až o 300 µmol/l v závislosti na poloze výseku z karty a objemu aplikované krve na kartu [54]. 

Vzhledem k možným rozdílům ve výsledcích, je nutné během vývoje a validace metody 

posoudit, zda objem krve a následná poloha výseku ovlivňuje koncentraci analytu [54–57].  

Homogenita vzorku závisí také na typu odběrové karty. Při použití radioaktivně 

značených látek byly zjištěny vyšší koncentrace analytů v periferii skvrny u všech komerčně 

dostupných karet, kromě FTA DMPK-B, u kterých jsou analyty koncentrovány ve vyšší míře 

uprostřed [58]. Při distribuci analytu ve skvrně může také dojít k interakci mezi 

chromatografickými efekty a hodnotou HCT. Holub a kol. prokázali aditivní anebo synergické 

interakce mezi hodnotou HCT a chromatografickými účinky pro AMK a acylkarnitiny [59].  

 

1.3.2.2 Hematokrit  

Hodnota HCT je považována za významný faktor, který ovlivňuje vlastnosti vzorku 

odebraného technikou DBS. Jeho hodnota udává podíl erytrocytů v celkovém objemu krve 

a liší se nejen mezi jednotlivci, ale také během různých chorobných stavů jedince. U mužů je 

typická hodnota HCT 46 ± 6 % a u žen 41 ± 5 %. U novorozenců se může pohybovat v rozmezí 
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28-67 %, přičemž průměrná hodnota je 55 %. Kromě toho kapilární krev mívá zpravidla vyšší 

hodnotu HCT než krev žilní [50, 60].  

Hodnota HTC úzce souvisí s vlastnostmi krve, a tím pádem může ovlivnit její chování 

během nanášení na filtrační papír. Při vyšších hodnotách HCT se krev stává viskóznější, což 

způsobí nižší adsorpci a menší šíření krve na filtračním papíru ve srovnání s krví s nízkou 

hodnotou HCT. Vliv HCT na velikost a vzhled DBS lze pozorovat i vizuálně. Krevní skvrny 

s nízkou hodnotou HCT jsou symetričtější s hladkými hranami, na rozdíl od těch s vyššími 

hodnotami HCT, které jsou menší, tmavší a mají nerovný okraj [61]. Z analytického hlediska 

mohou být odchylky měření ovlivněné hodnotou HCT rozděleny na odchylky způsobené 

různou plochou krevní skvrny, různou výtěžností a účinky matrice. Nejlépe zdokumentovány 

jsou odchylky způsobené rozdílnou plochou krevních skvrn, které vznikají v důsledku 

rozdílného šíření krve s různou hodnotou HCT. Zkreslení výtěžnosti je způsobeno přidáním 

vnitřního standardu (IS) až během extrakčního kroku. Kromě toho lze vzorek odebraný 

technikou DBS s odlišnou hodnotou HCT považovat za odlišnou matrici, což může vést 

ke vzniku odchylek měření při použití HPLC-MS [62].  

Pro kvantifikaci hodnoty HCT z DBS bylo navrženo několik postupů. Většina se opírá 

o měření endogenní látky, z jejíž koncentrace lze predikovat hodnotu HCT. Vhodným 

kandidátem by mohla být hladina draselných kationtů, hemoglobinu nebo mRNA. Nicméně 

stanovení hladiny těchto látek není dostatečně přesné, aby mohlo být použito v praxi [63]. 

Účinkům HCT se dá vyhnout při analýze celého vzorku DBS. Aby byl tento přístup efektivní, 

je nutné kontrolovat množství aplikované krve, aby bylo možné definovat její objem. 

V současné době jsou komerčně dostupná nová vzorkovací zařízení, která odebírají a aplikují 

fixní objem plné krve na filtrační papír [64–67]. Alternativou jsou zařízení, která jsou schopná 

oddělit krevní buňky od plazmy a následně vytvořit suchou kapku plazmy [68, 69]. Další 

možností, jak minimalizovat účinek HCT, je příprava kalibrátorů z krve s hodnotami HCT 

odpovídající očekávanému mediánu sledované populace [63].  

 

1.3.2.3 Vnitřní standard  

V případě kapalného vzorku plazmy nebo plné krve je malý objem IS přidán přímo ke vzorku, 

čímž se korigují účinky matrice a případné ztráty analytu při přípravě vzorku. Vzhledem 

k pevné povaze vzorku DBS není tento způsob přidání IS možný. V běžné praxi se IS přidává 
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do extrakčního činidla (Obrázek 6D), přestože tento postup nedokáže korigovat ztráty analytu 

během přípravy vzorku [58].   

 

Obrázek 6 Pět možných technik přidání vnitřního standardu ke vzorku suché kapky krve [58] 

 

Ideálním postupem je přidání IS k plné krvi a až následné nakapání takto upraveného 

vzorku na kartičku. Tento způsob je nicméně v praxi nepoužitelný a využívá se pouze jako 

referenční postup při hodnocení nové techniky přídavku IS. Další možností je nakapání IS 

na kartičku a po zaschnutí nanesení vzorku plné krve, nebo je IS a vzorek nakapán na kartu 

každý zvlášť a jsou extrahovány společně. Problém nastává, pokud je IS připraven 

v organickém rozpouštědle. Díky nižší viskozitě se může organické rozpouštědlo rozprostřít 

do větší plochy než krev. Poslední alternativou je nakapání IS na již zaschlou skvrnu vzorku. 

Pokud je použit roztok IS v methanolu, dochází k jeho šíření do menších, méně homogenních 

a nepravidelných ploch. V případě vodného roztoku IS může dojít k redisoluci a redistribuci 

analytu ve vzorku [58, 70]. Možným řešením může být aplikace IS sprejem. Touto technikou 

dojde k více homogenní distribuci IS a navíc k vyloučení potenciálních chromatografických 

efektů [71].  

 

1.3.2.4 Extrakce analytů 

Extrakce analytů z pevné fáze do kapalné představuje nejdůležitější krok zpracování vzorků 

odebraných technikou DBS. Pro extrakci je při kvantitativní analýze vyražen jeden nebo více 
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terčíků z odběrové karty. Průměr terčíků se může lišit od 1,5 do 8 mm a jejich počet je závislý 

na citlivosti použité analytické metody [53]. Extrakce se obvykle provádí přidáním určitého 

množství extrakčního rozpouštědla k vyraženým terčíkům. Extrakční rozpouštědlo musí být 

dostatečně silné, aby přerušilo vazbu mezi analytem a proteiny v matrici nebo vazbu mezi 

analytem a papírem odběrové karty. Jeho volba je závislá na fyzikálních a chemických 

vlastnostech analytu. Obvykle se používají různé směsi organických rozpouštědel s vodou 

(methanol, ethanol, acetonitril), vodné pufry (fosfátový pufr), mravenčan amonný, samostatná 

organická rozpouštědla (n-hexan) nebo komerčně dostupné soupravy [46, 50]. Účinnost 

extrakce se vyjadřuje jako poměr výsledků získaných z krevní skvrny a výsledků získaných 

z vodného standardu. Evropská léková agentura (EMA, z angl. European Medicines Agency) 

uvádí, že „….výtěžnost analytu nemusí být 100 %, ale poměr výtěžnosti analytu a vnitřního 

standardu by měl být konzistentní, přesný a reprodukovatelný. Výtěžnost experimentů by měla 

být provedena porovnáním analytických výsledků extrahovaných vzorků ve třech koncentracích 

(nízká, střední a vysoká) s neextrahovanými standardy, které reprezentují 100% výtěžnost“ 

[72]. Pro dosažení reprodukovatelných výsledků je během vývoje metody nutná optimalizace 

extrakce, tzn. volba vhodného extrakčního činidla a jeho pH, teplota, potřeba třepaní či sonikace 

a doba extrakce [53].  

Novou alternativou je on-line extrakce, jejíž principem je neustálé přivádění rozpouštědla 

na suchou krevní skvrnu fluidní soustavou s jeho následnou analýzou. Toho lze dosáhnout 

dvěma způsoby, v závislosti na tom, zda extrakční proces zahrnuje jednostrannou extrakci nebo 

extrakci průtokovou [58]. V prvním případě se využívá desorpční elektrosprejová ionizace 

(DESI) [73] nebo matricí asistovaná laserová desorpce/ionizace (MALDI) [74]. V případě 

průtokové extrakce protéká rozpouštědlo skrz krevní skvrny a extrahované analyty unáší 

rovnou do hmotnostního spektrometru. Před MS analýzou je navíc možné provést HPLC 

separaci analytů na koloně [58].  

 

1.3.2.5 Kalibrace a vzorky pro kontrolu kvality  

Obecně by se měla k přípravě kalibračních standardů a vzorků pro kontrolu kvality (QC) použít 

čerstvá plná krev. Je třeba se vyhnout hemolyzované krvi a hodnota HCT by měla být v rozmezí 

testované populace, aby se minimalizovala potenciální chyba. Pro analýzu nových látek (např. 

nových kandidátů na léčiva) není obtížné najít neinterferující matrici pro přípravu kalibračních 

standardů a vzorků QC. Nicméně problém nastává v případě biomarkerů s nízkou molekulovou 
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hmotností, které jsou běžně přítomny v těle a jejich hladina je mezi jednotlivci různá a mění se 

v čase. Možným řešením tohoto problému je příprava umělé „plné krve“, kdy jsou smíchány 

promyté krevní buňky s uměle vytvořeným sérem nebo plazmou. Vzhledem k tomu, že zásobní 

roztoky standardů nejsou připraveny v krvi, měl by být jejich přídavek k plné krvi při přípravě 

vzorků QC a kalibrátorů co nejvíce minimalizován (maximálně 5 % konečného obejmu) [50, 

75]. 

 

1.4 Analytické metody v metabolomice 

1.4.1 Kapalinová chromatografie  

Díky širokému spektru metabolitů s rozdílnými fyzikálně-chemickými vlastnostmi a jejich 

rozdílným hladinám v různých biologických matricích, je v metabolomice využívána celá řada 

analytických technik. Nejvíce využívanou je kapalinová chromatografie, neboť je schopná 

separace, identifikace a kvantifikace směsí analytů rozpustných v kapalině. Výjimečnou ji dělá 

její široký rozsah použití, dostatečná přesnost a komerční dostupnost široké škály kolon, 

spotřebního materiálu a potřebného vybavení.  

Vznik chromatografie sahá na počátek 20. století a je připisován Michailu Cvětovi, 

kterému se podařilo separovat extrakty z rostlin. O několik let později vznikla klasická 

sloupcová chromatografie, která byla následně rozvinuta na další typy chromatografie, jako je 

tenkovrstvá chromatografie, iontově výměnná chromatografie a gelová permeační 

chromatografie [76]. První HPLC systém (kolona obsahující částice s malým průměrem 

a přístroj schopný zvládnout vysoký tlak) byl zaveden v 60. letech 20. století pod vedením 

Csaby Horvátha a Josefa Hubera [77].  

Princip chromatografie je založen na interakci směsi analytů mezi mobilní a stacionární 

fází, kde separační mechanismus (adsorpce a rozdělení) je závislý na fyzikálně-chemických 

vlastnostech analytů a zmíněných fází [76]. V metabolomické analýze se využívají různé 

chromatografické módy, které jsou více popsány v následujících kapitolách.  

 

1.4.1.1 Kapalinová chromatografie na reverzní fázi  

Kapalinová chromatografie na reverzní fázi (RP-HPLC) je nejvíce používaným separačním 

módem. RP-HPLC využívá hydrofobní stacionární fázi a směs vody a organických 
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rozpouštědel (acetonitril, methanol, ethanol atd.) s aditivy (pufry, kyseliny nebo zásady) jako 

mobilní fázi. Mobilní fáze má polární charakter, zatímco stacionární fáze je nepolární. Retence 

je založena na hydrofobní interakci mezi analyty a stacionární fází a vzrůstá se snižující se 

polaritou analytů a klesá s nižším obsahem vody v mobilní fázi [76].  

Nepoužívanější hydrofobní stacionární fází je C18, případně C8, která je vázaná 

na silikagelu. Volba délky uhlovodíkového řetězce pak závisí na hydrofobicitě stanovovaných 

analytů. Jako alternativu lze využít fluorované fáze. Těmito fázemi může být buď fluorovaná 

alkylová fáze, nebo perfluorovaná fenylová (PFP) fáze, která je v praxi využívána více. Většina 

PFP fází má krátký alkylový řetězec, obvykle propyl, kterým je perfluorovaný fenyl vázán 

k silikagelu. Tyto fáze jsou chemicky nestabilní, což může vést k tzv. „krvácení“ kolon při LC-

MS analýzách. Řešením může být delší alkylový řetězec, tím ale stacionární fáze ztrácí typické 

vlastnosti PFP fáze a stává se více podobnou fázi C18 [78]. PFP fáze kromě disperzních 

interakcí, typických pro tradiční alkylové fáze, vykazují také silné dipólové interakce, π-π 

interakce a iontově výměnné interakce. Díky duální charakteristice normální a reverzní fáze 

jsou PFP fáze vhodné pro analýzu polárních analytů ve farmaceutických a biologických 

vzorcích, jako jsou nukleotidy, steroidy, vitamíny a alkaloidy [79].  

 

1.4.1.2 Hydrofilní interakční kapalinová chromatografie  

U HILIC se využívá polární stacionární fáze a vodně-organická mobilní fáze, která musí 

obsahovat alespoň 2-3 % vody. Retenční chování je opačné, než je tomu u reverzní fáze. Voda 

má větší eluční sílu, to znamená, že polárnější analyty jsou více zadržovány na koloně, zatímco 

méně polární nebo nepolární látky jsou eluovány v blízkosti mrtvého objemu. Mezi výhody 

použití HILIC módu patří zvýšení citlivosti ve spojení s hmotnostním detektorem, možnost 

vyšších průtoků mobilní fáze díky její nižší viskozitě a zlepšení tvaru píků u zásaditých látek 

[76].  

Princip separace není stále zcela objasněn, ale usuzuje se, že se vytvoří vodná vrstva na 

povrchu polární stacionární fáze, po které následuje aprotická vrstva. Separace se dosáhne 

v závislosti na polaritě nebo rozpustnosti analytů, přičemž polární analyty jsou lépe rozpustné 

ve vodné vrstvě než ve vrstvě aprotické. Předpokládá se, že retence je založena 

na rozdělovacích a adsorpčních mechanismech. Polární analyty migrují do vrstvy bohaté na 

vodu v blízkosti povrchu stacionární fáze, čímž je usnadněna jejich interakce s vázaným 

selektorem na stacionární fázi [80]. Pro analýzy v HILIC módu je k dispozici několik typů 
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kolon. Nejčastěji používaným materiálem pro plnění kolon jsou sférické částice z oxidu 

křemičitého. Pro lepší retenční a separační selektivitu mohou být částice modifikovány 

navázáním různých funkčních skupin. Mezi ně patří zejména amino-, amido- a zwitteriontová 

skupina, diol nebo cyklodextrin. Alternativou jsou hybridní kolony, které jsou plněny částicemi 

ze silikagelu s hybridními ethylenovými můstky (BEH, z angl., bridge ethylene hybrid). BEH 

částice jsou odolné i za extrémních podmínek. Odolávají vysoké teplotě a tlaku a jsou stabilní 

v rozmezí pH 1-12 [81].  

Jako mobilní fáze se využívá směs vody a organického rozpouštědla (obvykle 60-95 %). 

Volba organického rozpouštědla má vliv na retenci stanovovaných látek a jeho eluční síla roste 

se zvyšující se polaritou a schopností účastnit se proton-donorových a proton-akceptorových 

interakcí v pořadí voda > methanol > ethanol > 2-propanol > acetonitril (ACN). Retenci látek 

lze také ovlivnit hodnotou pH, proto se do mobilní fáze přidávají pufry, které navíc zlepšují 

ionizaci analytů v případě detekce hmotností spektrometrií. Obvykle se používá mravenčan 

nebo octan amonný [81].  

 

1.4.2 Hmotnostní spektrometrie  

Chromatografie spojená s hmotnostní spektrometrií je nejpopulárnějším přístupem pro 

metabolomickou analýzu. V hmotnostní spektrometrii jsou neutrální molekuly převáděny 

na ionty (ionizace). Následně jsou ionty separovány hmotnostními analyzátory podle jejich 

poměru hmotnosti k náboji (m/z) a jejich intenzita je zaznamenána detektorem [82].  

Nejpopulárnější a nejvíce používanou ionizační technikou MS je elektrosprejová ionizace 

(ESI). Tato technika patří mezi měkké ionizační techniky a je vhodná pro středně polární 

a polární látky. Ionty v ESI jsou přeneseny z roztoku do plynné fáze použitím elektrického 

potenciálu. Mobilní fáze (a v ní rozpuštěné analyty) je přiváděna do iontového zdroje kovovou 

kapilárou, na kterou je vloženo vysoké napětí (1-5 kV). Na výstupu kapiláry jsou při průtoku 

zmlžovacího plynu generovány nabité kapičky. Ty se působením vyšší teploty ve zdroji 

a proudem sušícího plynu kontinuálně zmenšují odpařováním rozpouštědla, což vede 

ke zvýšení hustoty povrchového náboje a zmenšení poloměru kapek. Nakonec intenzita 

elektrického pole v nabité kapce dosáhne kritického bodu, ve kterém je kineticky a energeticky 

možné, aby byly ionty na povrchu kapek převedeny do plynné fáze. Ionty v plynné fázi jsou 

následně urychleny do hmotnostního analyzátoru (Obrázek 7) [83].  
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Obrázek 7 Princip ionizace elektrosprejem [83] 

ESI jsou v pozitivním módu produkovány protonované ionty [M+H]+, v negativním 

módu deprotonované ionty [M-H]- nebo se mohou vytvářet adukty [M+Na]+, [M+K]+, 

[M+NH4]+, [M+HCOO]- a [M+CH3COO]-. Vznik aduktů je ovlivněn hlavně povahou a typem 

analytu a koncentrací použitých aditiv v mobilní fázi [84]. Dalšími ionizačními technikami jsou 

chemická ionizace za atmosférického tlaku (APCI) nebo fotoionizace za atmosférického tlaku 

(APPI), které jsou spíše vhodné pro méně polární mobilní fáze a analyty [82].  

Pro přesnou a vysoce citlivou kvantitativní analýzu je nejvýhodnější provádět 

vícenásobné MS experimenty (MS/MS), což se označuje jako tandemová hmotnostní 

spektrometrie. Využívá se k tomu trojitý kvadrupól (QqQ) nebo iontová past. QqQ je 

hmotnostní analyzátor složený ze dvou analytických kvadrupólů (Q1 a Q3), mezi nimiž 

je umístěn třetí kvadrupól (Q2), který slouží jako kolizní cela pro fragmentaci iontů. 

U některých hybridních variant trojitého kvadrupólu, může Q3 fungovat jako lineární iontová 

past, což se nazývá QTRAP [82]. QqQ je možné používat díky selektivní separaci iontů také 

bez kapalinové chromatografie a pracovat v uspořádání přímého nástřiku vzorku (FIA-

MS/MS). V tomto případě je vzorek přiváděn přímo do iontového zdroje a selekce analytů 

probíhá na analytických kvadrupólech. Tohoto uspořádání se využívá převážně pro rychlé 

screeningové analýzy. V klinické praxi se využívá pro stanovení hladiny AMK a acylkarnitinů 

z DBS vzorků při novorozeneckém screeningu [85].  

Trojitý kvadrupól může pracovat v několika módech. Podle typu zvoleného módu je 

možné použít analytické kvadrupóly v režimu skenu nebo selektivního filtru a tyto režimy různě 

kombinovat (Obrázek 8). 

LC eluent 

Zmlžovací plyn 

Vysoké napětí 

Analyzátor 
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Obrázek 8 Módy používané ve spojení s trojitým kvadrupólem (CID, kolizí indukovaná disociace)[86] 

 

Nejčastěji používaným módem je monitorování vybraných reakcí (MRM). Při tomto 

módu jsou kvadrupóly Q1 a Q3 použity jako selektivní filtry pro izolaci prekurzoru 

a specifického fragmentu. Častým postupem je i kombinace několika skenovacích módů během 

jedné analýzy [87]. Díky vysoké citlivosti, selektivitě, robustnosti a propustnosti poskytují QqQ 

analyzátory pracující v režimu MRM vynikající přístup pro cílené metabolomické profilování 

umožňující simultánní analýzu stovek metabolitů, které jsou zapojeny do hlavních 

metabolických drah [88].  
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2 Cíl práce 

 

Hlavním cílem této dizertační práce bylo:  

1. Zavést a validovat metodu pro simultánní stanovení kyseliny močové a alantoinu 

v lidské krvi získané technikou suché kapky. 

2. Zavést a validovat metodu pro stanovení aminokyselin v lidské krvi získané technikou 

suché kapky bez předchozí derivatizace.  

3. Zavést a validovat metodu pro stanovení fenylalaninu a tyrosinu v lidské krvi získané 

technikou suché kapky.  

Dále aplikovat vyvinuté metody pro analýzu vzorků odebraných od dobrovolných dárců 

a zhodnotit použití techniky suché kapky krve jako alternativy k odběru plné krve pro 

metabolomické či klinické studie.  
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3 Experimentální část  

3.1 Materiál  

3.1.1 Vzorky  

Do studie bylo zapojeno celkem 100 dobrovolných dárců (49 mužů a 51 žen, ve věkovém 

rozmezí 21-85 let s průměrným věkem 50 let). Před zahájením samotného odběru krve byl 

každý z dárců poučen o průběhu studie a podepsal informovaný souhlas (viz Příloha 1). 

Samotná studie byla schválena etickou komisí Nemocnice Pardubice. Z důvodu 

reprezentativnosti vzorku populace, nemuseli dárci pro zařazení do studie splňovat žádné 

konkrétní podmínky, byl znám pouze věk a pohlaví dárce.  

Vzorky krve byly odebírány z kubitální žíly do zkumavek obsahující EDTA 

kvalifikovaným zdravotnickým personálem. Odebrané vzorky krve byly bezprostředně 

po odběru pipetovány (50 µl) automatickou pipetou na odběrové karty (Whatman® 903 protein 

saver cards) tak, aby se špička nedotýkala filtračního papíru a krev byla nanášena formou 

kapky. Pro analýzu fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcích DBS bylo na odběrovou kartu 

pipetováno přesně 20 µl krve. Vzorky krve byly následně ponechány zaschnout při laboratorní 

teplotě v horizontální poloze po dobu 3 hodin, poté byly odběrové karty umístěny 

do hermeticky uzavíratelného polypropylenového sáčku a uskladněny při -80 °C, po dobu 

maximálně 3 měsíců.  

Vzorky krve pro optimalizaci metod byly získány od 2 dobrovolných dárců, jejichž 

hodnota HCT se pohybovala v rozmezí námi studované populace (0,34-0,46 pro ženy a 0,40-

0,52 pro muže). Venózní krev byla kvalifikovaným zdravotníkem odebrána do zkumavek 

obsahující EDTA a následně pipetována na odběrové karty (50 µl). Hodnota HCT byla ověřena 

ihned po odběru krve mikrohematokritovou metodou.  

 

3.1.2 Chemikálie  

o Acetonitril, hyper-grade pro HPLC-MS; Mr 41,05; (Merck, Darmstadt, Německo) 

o Alantoin; Mr 158,12; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Německo) 

o DL-Alantoin-5-13C,1-15N; Mr 160,10; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Německo) 

o Aminokyseliny (Sigma-Aldrich, Steinheim, Německo) 

• L-Alanin (Ala); Mr 89,09 
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• L-Arginin (Arg); Mr 174,20 

• L-Asparagin (Asn); Mr 132,12 

• L-Asparagová kyselina (Asp); Mr 133,11 

• L-2-Aminomáselná kyselina (2-AM); Mr 103,12 

• L-Citrulin (Cit); Mr 175,20 

• L-Fenylalanin (Phe); Mr 165,191 

• L-Fenylalanin-D5 (Phe-D5); Mr 170,22 

• L-Glutamin (Gln); Mr 146,14 

• L-Glutamová kyselina (Glu); Mr 147,13 

• L-Glycin (Gly); Mr 75,07 

• L-Histidin (His); Mr 155,15 

• L-Isoleucin (Ile); Mr 131,17 

• L-Leucin (Leu); Mr 131,17 

• L-Lysin (Lys); Mr 146,19 

• L-Methionin (Met); Mr 149,21 

• L-Prolin (Pro); Mr 115,13 

• L-Serin (Ser); Mr 105,09 

• L-Taurin (Tau); Mr 125,15 

• L-Threonin (Thr); Mr 119,12 

• L-Tyrosin (Tyr); Mr 181,19 

• L-Tryptofan (Trp); Mr 204,23 

• L-Valin (Val); Mr 117,151 

o Deionizovaná voda; Mr 18,00; (G = 0,055 µS) 

o Hydroxid sodný; Mr 40,00; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Německo) 

o Chlorid sodný; Mr 58,44; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Německo)  

o Kyselina chlorovodíková; Mr 36,45; (ρ = 1,18 g/cm3, w = 0,366; Sigma-Aldrich, 

Steinheim, Německo)  

o Kyselina močová; Mr 168,11; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Německo) 

o Kyselina močová-1,3-15N2; Mr 170,10; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Německo)  

o Kyselina mravenčí pro LC-MS; Mr 46,03; (w = 0,98-1,00; Merck, Darmstadt, Německo)  

o Methanol hyper-grade pro HPLC-MS; Mr 32,04; (Merck, Darmstadt, Německo) 

o Mravenčan amonný pro LC-MS; Mr 63,06; (Merck, Darmstadt, Německo) 
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3.1.3 Přístroje a pomůcky  

o Analytické váhy AdventurerTM Pro AV114C (Ohaus, Nänikon, Švýcarsko) 

o Analytická kolona Discovery® HS F5 (150 × 2,1 mm; 3 µm), opatřena ochrannou kolonou 

Discovery® HS F5 (4 × 2,1 mm; 3 µm) (Supelco, Bellefonte, PA, USA) 

o Analytická kolona Ascentis® Express OH5 (150 × 2,1 mm; 2,7 µm), opatřena ochrannou 

kolonou Ascentis® Express OH5 (4 × 2,1 mm; 2,7 µm) (Supelco, Bellefonte, PA, USA) 

o Analytická kolona LiChroCart, Purospher Star RP-18e (125 × 4 mm; 5 µm), opatřena 

ochrannou kolonou LiChroCart Purospher Star RP-18e (4 × 4 mm; 5 µm) (Merck, KGaA, 

Darmstadt, Německo) 

o Automatické pipety (Biohit, Helsinky, Finsko) 

o Centrifuga EPP-5417R (Eppendorf AG, Hamburg, Německo) 

o Děrovačka, pinzeta, sterilní jehla 

o Filtrační papír pro odběr krve, odběrová karta Whatman 903 (Whatman, GmbH, Dassel, 

Německo) 

o Filtrační aparatura Supelco (Supelco, Bellefonte, PA, USA) 

o Hlubokomrazicí box MDF-U 3086S (Sanyo Electric, Ósaka, Japonsko) 

o Hmotnostní spektrometr LCMS-8045 (Shimadzu, Kjóto, Japonsko)  

o Kádinky, odměrné válce, odměrné baňky 

o Kapalinový chromatograf (Shimadzu, Kjóto, Japonsko) 

• Řídicí systém CBM-20A 

• Odplyňovač mobilní fáze DGU-20A 

• Termostat kolon CTO-20AC 

• Vysokotlaká analytická čerpadla LC-20AD 

• Autosampler SIL-20AC 

• Software LCsolution  

o Lyofilizátor SCANAVAC CoolSafeTM (Labogene APS, Allerød, Dánsko) 
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o Magnetické míchadlo Heidolph MR 3001K (Heidolph Instruments GmbH & CO. KG, 

Švabach, Německo) 

o Nylonové filtry pro filtrování mobilní fáze, porozita 0,20 μm (Sulpeco, Bellefonte, PA, 

USA) 

o Odběrové zkumavky s K3EDTA, 2 a 9 ml, Vacuette (Greiner Bio-one, Kremsmünster, 

Rakousko)  

o pH-metr inoLab, level 2 (WTW, Wissenschaftlich-Technische Werkstatten, GmbH, 

Weilheim, Německo) 

o Polypropylenové (PP) mikrozkumavky s víčkem typu Eppendorf 1,5 ml (Fisher Scientific 

spol. s.r.o., Pardubice, ČR) 

o Předvážky AdventurerTM Pro AV212C (Ohaus, Nänikon, Švýcarsko) 

o Rotační olejová vývěva CLASSIC VRO-4 (LAVAT, a.s., Radim u Kolína, ČR) 

o Skleněné vialky se šroubovacím víčkem (Fisher Scientific spol. s.r.o., Pardubice, ČR) 

o Skleněné inserty ND8, 100 µl (Fisher Scientific spol. s.r.o., Pardubice, ČR) 

o Ultrazvuková čistička ECOSON (ECOSON, Nové Mesto nad Váhom, Slovensko) 

o Vortex Reax top (Heidolph, Schwabach, Německo) 

o Zařízení na úpravu vody Smart2pure (TKA, Niederelbert, Německo). 

 

3.1.4 Pracovní roztoky  

Příprava deionizované vody  

Deionizovaná voda (G = 0,055 µS) byla připravena zařízením na úpravu vody Smart2pure 

a před použitím byla přefiltrována přes nylonový filtr o porozitě 0,2 µm.  

 

Stanovení aminokyselin  

Zásobní roztoky aminokyselin  

Zásobní roztoky příslušných AMK byly připraveny rozpuštěním navážek (Tabulka 4) v 25 ml 

deionizované vody. Roztoky byly pipetovány po 1 ml alikvotech a uchovávány při -80 °C.  
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Tabulka 4 Navážky aminokyselin pro přípravu zásobních roztoků 

AMK 
Navážka  

[g] 

Koncentrace 

[µmol/l] 
AMK 

Navážka 
[g] 

Koncentrace 

[µmol/l] 

Ala 0,0237 10640,9 Met 0,0382 10240,6 

Arg 0,0514 9759,8 Phe 0,0413 99957,6 

Asn 0,0340 10293,7 Pro 0,0307 10666,2 

Asp 0,0317 9526,7 Ser 0,0289 11000,1 

Cit 0,0433 9886,4 Thr 0,0292 9805,2 

Gln 0,0385 10537,1 Trp 0,0501 9812,5 

Glu 0,0380 10331,0 Tyr 0,0044 2428,4 

Gly 0,0190 10123,9 Val 0,0288 9833,5 

His 0,0380 9797,0 2-AM 0,0242 9387,1 

Ile 0,0321 9788,1 Lys 0,0449 9833,0 

Leu 0,0342 10428,4    

 

Příprava zásobního roztoku vnitřního standardu fenylalanin-D5 (9987 µmol/l) 

Navážka 0,0170 g deuterovaného fenylalaninu (Phe-D5) byla rozpuštěna v 10 ml deionizované 

vody. Roztok byl pipetován po 1 ml alikvotech a uchováván při -80 °C. 

Příprava mobilní fáze A (ACN – 10 mmol/l mravenčan amonný, 90:10, v/v); pH 4,5 ± 0,1 

Navážka 0,63 g mravenčanu amonného byla rozpuštěna v 100 ml deionizované vody. 

Po rozpuštění bylo přidáno 900 ml ACN a pH mobilní fáze bylo upraveno koncentrovanou 

kyselinou mravenčí na hodnotu 4,5. Před použitím byla mobilní fáze přefiltrována přes 

nylonový filtr o porozitě 0,2 µm a odvzdušněná v ultrazvukové lázni.  
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Příprava mobilní fáze B (voda – 10 mmol/l mravenčan amonný, 90:10, v/v); pH 4,5 ± 0,1 

Navážka 0,63 g mravenčanu amonného byla rozpuštěna v 100 ml deionizované vody. 

Po rozpuštění bylo přidáno 900 ml deionizované vody a pH mobilní fáze bylo upraveno 

koncentrovanou kyselinou mravenčí na hodnotu 4,5. Před použitím byla mobilní fáze 

přefiltrována přes nylonový filtr o porozitě 0,2 µm a odvzdušněná v ultrazvukové lázni. 

Příprava mobilní fáze C – stanovení fenylalaninu a tyrosinu  

Mobilní fáze byla připravena smícháním methanolu s deionizovanou vodou v poměru 1:1 (v/v) 

s přídavkem kyseliny mravenčí 0,1 % (v/v). Mobilní fáze byla před použitím přefiltrována 

a odvzdušněna v ultrazvukové lázni. 

Příprava elučního činidla (75% ACN) 

Pro přípravu 10 ml elučního činidla obsahující vnitřní standard (Phe-D5) o koncentraci asi 

10 µmol/l bylo smícháno 7,5 ml ACN a 2,5 ml deionizované vody a přidáno 10 µl zásobního 

roztoku vnitřního standardu (9987 µmol/l). Roztok byl připravován denně čerstvý. 

 

Stanovení alantoinu a kyseliny močové  

Příprava fyziologického roztoku 

Fyziologický roztok byl připraven rozpuštěním 0,9 g chloridu sodného v 100 ml deionizované 

vody. Roztok byl uchováván při 4 °C maximálně po dobu 1 týdne.  

Příprava roztoku hydroxidu sodného (1 mol/l) 

Navážka 1 g hydroxidu sodného byla rozpuštěna v 25 ml deionizované vody. Roztok byl 

připravován denně čerstvý.  

Zásobní roztok kyseliny močové I (4996,7 µmol/l) 

Navážka 0,0210 g KM byla rozpuštěna v 550 µl 1 mol/l hydroxidu sodného a objem byl 

doplněn do 25 ml deionizovanou vodou. Roztok byl pipetován po 1 ml alikvotech a uchováván 

při -80 °C.  

Zásobní roztok kyseliny močové II (7614,06 µmol/l)   

Navážka 0,0316 g KM byla rozpuštěna v 750 µl 1 mol/l hydroxidu sodného a objem byl 

doplněn do 25 ml fyziologickým roztokem. Roztok byl pipetován po 1 ml alikvotech 

a uchováván při -80 °C.  
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Zásobní roztok alantoinu I (1037,19 µmol/l)  

Navážka 0,0041 g ALA byla rozpuštěna v 25 ml deionizované vody. Roztok byl pipetován 

po 1 ml alikvotech a uchováván při -80 °C.  

Zásobní roztok alantoinu II (3035,7 µmol/l)  

Navážka 0,0048 g ALA byla rozpuštěna v 10 ml fyziologického roztoku. Roztok byl pipetován 

po 1 ml alikvotech a uchováván při -80 °C. 

Zásobní roztok vnitřního standardu kyseliny močové (58,79 µmol/l)  

Navážka 0,0050 g izotopově značené KM (KM-1,3-15N2) byla kvantitativně rozpuštěna 

v 500 ml deionizované vody. Roztok byl pipetován po 1ml alikvotech a uchováván při -80 °C.  

Zásobní roztok vnitřního standardu alantoinu (624,64 µmol/l) 

Navážka 0,0100 g izotopově značeného ALA (DL-alantoin-5-13C,1-15N) byla kvantitativně 

rozpuštěna v 100 ml deionizované vody. Roztok byl pipetován po 1 ml alikvotech a uchováván 

při -80 °C.  

Pracovní roztok vnitřního standardu alantoinu (asi 100 µmol/l)  

Pracovní roztok izotopově značeného ALA byl připraven denně čerstvý ředěním zásobního 

roztoku deionizovanou vodou.  

Příprava mobilní fáze  

Mobilní fáze byla připravena smícháním ACN s deionizovanou vodou v poměru 1:9 (v/v) 

s přídavkem kyseliny mravenčí 0,1 % (v/v). Mobilní fáze byla před použitím přefiltrována 

a odvzdušněna v ultrazvukové lázni.  

Roztok elučního činidla (85% ACN) 

Pro přípravu 13 ml elučního činidla bylo smícháno 11,05 ml ACN, 1300 µl izotopově značené 

KM (58 µmol/l), 130 µl pracovního roztoku izotopově značeného ALA (100 µmol/l) a 520 µl 

deionizované vody. Roztok byl připravován denně čerstvý.  

 



43 

 

3.2 Pracovní postup stanovení kyseliny močové a alantoinu  

3.2.1 Příprava standardů  

Pro přípravu standardů kalibrační řady a vzorků pro optimalizaci metody byly použity zásobní 

roztoky standardů připravených ve fyziologickém roztoku, které byly smíchány s nesrážlivou 

venózní krví v poměru 9:1 (v/v). Byly připraveny standardy dvou na sobě nezávislých 

sedmibodových kalibrací (S1-S7), jedny pro KM a druhé pro ALA. Nulový standard S0 byl 

připraven smícháním fyziologického roztoku s nesrážlivou krví. Padesát µl takto připravených 

standardů v plné krvi bylo pipetováno na odběrovou kartu Whatman #903 a ponechány 

zaschnout za stejných podmínek jako v případě reálných vzorků.  

Pro přípravu vzorků pro testovaní vlivu hodnoty HCT na koncentraci analytů, byla plná 

venózní krev odstředěna (10 min, 1700 × g, 4 °C). Erytrocyty a krevní plazma byly smíchány 

v různých poměrech tak, aby měly vzorky krve různou hodnotu HCT (od 30 % do 60 %). 

Například vzorek krve s hodnotou HCT 30 % byl připraven smícháním 30 µl erytrocytů a 70 µl 

krevní plazmy.  

 

3.2.2 Zpracování vzorků  

Ze vzorku DBS byl vyražen terčík o průměru 6 mm, který byl vložen do 1,5 ml PP zkumavky. 

K terčíku bylo přidáno 150 µl roztoku IS v 85% ACN (KM-1,3-15N2 o koncentraci 5,8 µmol/l 

a ALA-5-13C,1-15N o koncentraci 0,1 µmol/l) a zkumavka byla vložena na 30 minut 

do ultrazvukové lázně. Po extrakci byl obsah zkumavky odstředěn (5 min, 4430 × g, laboratorní 

teplota) a supernatant byl pipetován do insertu skleněné vialky. 

Při analýze plné krve bylo do PP zkumavky pipetováno 10 µl plné krve a 150 µl roztoku 

IS v 85% ACN. Po precipitaci proteinů byl obsah zkumavky odstředěn (5 min, 4430 × g, 

laboratorní teplota) a supernatant byl pipetován do insertu skleněné vialky.  

 

3.2.3 Test lýzy erytrocytů 

K 30 µl jednotlivých zásobních roztoků I a II ALA a KM bylo pipetováno 370 µl plné krve. 

Obsah vzorku byl promíchán na vortexu, poté ponechán stát 5 min při 4 °C a následně odstředěn 

(10 min, 1500 × g, 4 °C). Takto připravené vzorky byly vizuálně posouzeny, zda došlo k lýze 

erytrocytů.  
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3.2.4 Chromatografická analýza  

Hladiny KM a ALA byly stanoveny metodou HPLC s hmotnostní detekcí. Separace byla 

isokratická, chromatografické podmínky a podmínky hmotnostní spektrometrie byly 

následující:   

o Kolona   Discovery® HS F5 (150 × 2,1 mm; 3 µm)  

o Mobilní fáze   Směs ACN a deionizované vody (10:90, v/v) s 0,1% kyselinou 

   mravenčí  

o Průtok mobilní fáze  0,2 ml/min  

o Dávkovaný objem  5 µl  

o Teplota kolony  40 °C  

o Doba analýzy   3 min  

o Detektor   ESI – QqQ  

• Loop time  0,2 s 

• Parametry iontového zdroje:  

▪ Kapilární napětí   -3 kV 

▪ Průtok zahřívacího plynu  10 l/min 

▪ Průtok sušicího plynu  10 l/min 

▪ Průtok zmlžovacího plynu  2 l/min 

▪ Teplota v iontovém zdroji  300 °C 

▪ Teplota rozhraní   250 °C 

▪ Teplota vyhřívacího bloku  400 °C 

▪ Detekční mód   negativní MRM 

Kvalitativní stanovení: porovnání retenčních časů a přechodů MRM se známými standardy.  

Kvantitativní stanovení: metoda kalibrační křivky (plocha píku analytu/plocha píku IS). 

 

3.3 Pracovní postup stanovení aminokyselin  

3.3.1 Příprava standardů  

Pro přípravu směsného standardu AMK byly zásobní roztoky jednotlivých AMK (Tabulka 4) 

naředěny deionizovanou vodou. Jeden mililitr standardu s nejvyšší koncentrací AMK (S5) byl 

lyofilizován. Při přípravě standardů kalibrační křivky byl lyofilizovaný standard S5 
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rekonstituován 1 ml plné krve. Další standardy kalibrační křivky (S1-S4) byly připraveny 

ředěním standardu S5 plnou krví, nulovým standardem S0 byla samotná plná krev. Vzorky pro 

optimalizaci metody byly připraveny rovněž ředěním standardu S5 plnou krví. Padesát µl takto 

připravených standardů v plné krvi bylo pipetováno na odběrovou kartu Whatman #903 

a ponechány zaschnout za stejných podmínek jako v případě reálných vzorků.  

Vzorky DBS pro testování vlivu hodnoty HCT na hladiny jednotlivých AMK byly 

připraveny smícháním erytrocytů a krevní plazmy v různých poměr tak, aby vzorky DBS měly 

různou hodnotu HCT (od 30 % do 60 %). Vliv hodnoty HCT na hladiny AMK byl testován na 

čtyřech úrovních koncentrace (plná krev bez přídavku a plná krev s přídavkem standardů AMK 

na třech hladinách koncentrace). Vzorky s přídavkem byly připraveny rozpuštěním 

lyofilizovaných standardů v připravené krvi s danou hodnotou HCT.  

 

3.3.2 Zpracování vzorků  

Ze vzorku DBS byl vyražen terčík o průměru 6 mm, který byl vložen do 1,5ml PP zkumavky. 

K terčíku bylo přidáno 150 µl roztoku IS v 75% ACN (Phe-D5 o koncentraci 10 µmol/l) 

a zkumavka byla vložena na 30 minut do ultrazvukové lázně. Po extrakci byl obsah zkumavky 

odstředěn (5 min, 4430 × g, laboratorní teplota) a supernatant byl pipetován do insertu skleněné 

vialky.  

Při analýze plné krve bylo do PP zkumavky pipetováno 10 µl plné krve, ke které bylo 

přidáno 150 µl roztoku IS v 85% ACN. Po precipitaci proteinů byl obsah zkumavky odstředěn 

(5 min, 4430 × g, laboratorní teplota) a supernatant byl pipetován do insertu skleněné vialky.  

 

3.3.3 Chromatografická analýza  

Stanovení AMK metodou HPLC s hmotnostní detekcí probíhalo v módu HILIC. Eluce byla 

gradientová, chromatografické podmínky a podmínky hmotnostní spektrometrie byly 

následující:   

o Kolona   Ascentis® Express OH5 (150 × 2,1 mm; 2,7 μm)  

o Mobilní fáze A voda – 10 mmol/l mravenčan amonný (90:10, v/v); pH 4,5 ± 0,1 

o Mobilní fáze B  ACN – 10 mmol/l mravenčan amonný (90:10, v/v); pH 4,5 ± 0,1 

o Průtok mobilní fáze  0,25 ml/min  
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o Dávkovaný objem  2 µl  

o Teplota kolony  40 °C  

o Časový program  0,00 min   95 % B     

   8,00 min   47 % B     

   8,50 min   47 % B     

   8,51 min   95 % B     

   15,00 min   95 % B     

   15,01 min   STOP 

o Detektor   ESI – QqQ  

• Loop time  0,2 s 

• Parametry iontového zdroje:  

▪ Kapilární napětí   5 kV 

▪ Průtok zahřívacího plynu  10 l/min 

▪ Průtok sušicího plynu  10 l/min 

▪ Průtok zmlžovacího plynu  2 l/min 

▪ Teplota v iontovém zdroji  300 °C 

▪ Teplota rozhraní   250 °C 

▪ Teplota vyhřívacího bloku  400 °C 

▪ Detekční mód   pozitivní MRM 

Kvalitativní stanovení: porovnání retenčních časů a přechodů MRM se známými standardy.  

Kvantitativní stanovení: metoda kalibrační křivky (plocha píku analytu/plocha píku IS). 

 

3.4 Pracovní postup stanovení fenylalaninu a tyrosinu 

3.4.1 Příprava standardů  

Pro přípravu směsného standardu fenylalaninu a tyrosinu byly jejich zásobní roztoky 

(Tabulka 4) naředěny deionizovanou vodou. Jeden mililitr standardu s nejvyšší koncentrací 

AMK byl lyofilizován. Při přípravě standardů kalibrační křivky byl lyofilizovaný standard S6 

rekonstituován 1 ml plné krve. Další standardy kalibrační křivky (S1-S5) byly připraveny 

ředěním standardu S6 plnou krví. Nulovým standardem byla samotná plná krev. Vzorky pro 

optimalizaci metody byly připraveny rovněž ředěním standardu S6 plnou krví. Padesát µl takto 

připravených standardů v plné krvi bylo pipetováno na odběrovou kartu Whatman #903. 
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Pro analýzu celých skvrn vzorků DBS bylo na odběrovou kartu pipetováno přesně 20 µl 

standardu. Takto připravené standardy byly ponechány zaschnout za stejných podmínek jako 

v případě reálných vzorků.  

Vzorky pro testování vlivu hodnoty HCT na hladiny fenylalaninu a tyrosinu byly 

připraveny smícháním erytrocytů a krevní plazmy v různých poměrech tak, aby vzorky DBS 

měly různou hodnotu HCT (od 20 % do 60 %). Vliv hodnoty HCT na hladiny fenylalaninu 

a tyrosinu byl testován na třech úrovních koncentrace (plná krev a plná krev s přídavkem 

standardu fenylalaninu a tyrosinu). Vzorky s přídavkem byly připraveny rozpuštěním 

lyofilizovaných standardů v připravené krvi s danou hodnotou HCT.   

 

3.4.2 Zpracování vzorků  

Ze vzorku DBS byl vyražen terčík o průměru 6 mm (v případě skvrny s 20 µl krve byla vyražena 

celá skvrna), který byl vložen do 1,5ml PP zkumavky. K terčíku bylo přidáno 400 µl (v případě 

celé skvrny 500 µl) roztoku IS ve 100% methanolu (Phe-D5 o koncentraci 10 µmol/l) 

a zkumavka byla třepána 20 min na třepačce. Po extrakci byl obsah zkumavky odstředěn 

(5 min, 4430 × g, laboratorní teplota) a supernatant byl pipetován do insertu skleněné vialky.  

Při analýze plné krve bylo do PP zkumavky pipetováno 20 µl krve, ke které bylo přidáno 

500 µl roztoku IS v 100% methanolu. Po precipitaci proteinů byl obsah zkumavky odstředěn 

(5 min, 4430 × g, laboratorní teplota) a supernatant byl pipetován do insertu skleněné vialky. 

 

3.4.3 Chromatografická analýza  

Hladiny fenylalaninu a tyrosinu byly stanoveny metodou HPLC s hmotnostní detekcí. Separace 

byla isokratická, chromatografické podmínky a podmínky hmotnostní spektrometrie byly 

následující:   

o Kolona   LiChroCart, Purospher Star RP-18e (125 × 4 mm; 5 µm)  

o Mobilní fáze   Směs methanolu s deionizovanou vodou (1:1, v/v) s 0,1%  

   kyselinou mravenčí 

o Průtok mobilní fáze  0,75 ml/min  

o Dávkovaný objem  1 µl  

o Teplota kolony  40 °C  
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o Doba analýzy   2,5 min  

o Detektor   ESI – QqQ  

• Loop time  0,2 s 

• Parametry iontového zdroje:  

▪ Kapilární napětí   4 kV 

▪ Průtok zahřívacího plynu  10 l/min 

▪ Průtok sušicího plynu  10 l/min 

▪ Průtok zmlžovacího plynu  2 l/min 

▪ Teplota v iontovém zdroji  300 °C 

▪ Teplota rozhraní   250 °C 

▪ Teplota vyhřívacího bloku  400 °C 

▪ Detekční mód   pozitivní MRM 

Kvalitativní stanovení: porovnání retenčních časů a přechodů MRM se známými standardy.  

Kvantitativní stanovení: metoda kalibrační křivky (plocha píku analytu/plocha píku IS). 

 

3.5 Validace a analytické parametry metod  

Validace metody byla provedena podle pokynů pro validaci bioanalytických metod 

publikovaných Evropskou lékovou agenturou (EMA). U jednotlivých metod byla testována 

linearita, dolní mez detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ), přesnost, výtěžnost, selektivita, 

účinek matrice, vliv objemu krve a hodnoty HCT na hladinu analytů a stabilita analytů 

ve vzorcích DBS.  

 

3.6 Statistická analýza dat 

Pro vyhodnocení chromatografických záznamů byl použit software LCSolution. Pro zpracování 

a statistické vyhodnocení získaných dat byly použity programy Statistika 14 a Microsoft Excel.  
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4 Výsledky a diskuze  

V současné době roste zájem o technologie, které jsou schopné profilovat biologické systémy. 

Jednou z těchto technologií je metabolomika, která se zabývá analýzou relativně malých 

molekul v biologických systémech. Hlavním cílem metabolomiky je porozumění 

metabolických drah s následným využitím pro predikci vzniku onemocnění, a analýza 

biomarkerů, které lze použít k diagnostice onemocnění nebo monitorování léčby. K posouzení 

zdravotního stavu jedince se běžně využívají screeningová vyšetření metabolismu. Díky tomuto 

vyšetření mohou být v raném stádiu zachyceny různorodé metabolické poruchy a sledovány 

případné účinky nasazené léčby. U převážné většiny jsou k tomu účelu vyšetřovány klasické 

vzorky (plazma nebo plná krev) [89–91]. Jako alternativní technika odběru vzorku krve 

se využívá technika suché kapky krve, která se v řadě zemí využívá k diagnostice vrozených 

poruch metabolismu AMK, mastných kyselin a hormonů u novorozenců. Dále by tato 

screeningová vyšetření mohla být rozšířena o stanovení hladin KM a ALA, které by mohlo 

sloužit pro monitorování dětí s respirační tísní [92] nebo k hodnocení stavu oxidačního stresu 

u předčasně narozených novorozenců pro včasnou identifikaci závažného intraventrikulárního 

krvácení [93]. Stanovení hladin KM a ALA by mohlo být také využito pro klinické studie 

s velkou kohortou pacientů, například u pacientů s chronickou dnou [43], Behcetovou chorobou 

[94] a chronickým selháním srdce [95]. Toto široké využití je hlavně díky řadě výhod oproti 

klasickému odběru vzorku, jako je rychlý, jednoduchý a víceméně bezbolestný odběr krve, 

odběr krve si prakticky může pacient provést sám. Navíc jsou analyty ve vzorcích DBS 

stabilnější, což umožňuje transport odběrových karet do centrální laboratoře poštou.  

Pro odběr vzorků krve technikou suché kapky je na trhu dostupná celá řada různých typů 

odběrových karet. Všechny jsou vyrobeny ze 100% celulosy, ale liší se velikostí pórů, která 

ovlivňuje nasákavost krve do struktury papíru [50]. Některé odběrové karty mohou být navíc 

impregnovány různými činidly pro zvýšení stability analytů, denaturaci proteinů, či lýzu buněk. 

Ze studií vyplývá, že různé typy odběrových karet můžou způsobit rozdíly ve výtěžnosti 

extrakce a chromatografických účincích a poskytnout tak rozdílné hladiny sledovaných analytů 

[58]. V naší studii se pro zachování reprodukovatelnosti výsledků pracovalo po celou dobu 

pouze s jedním typem odběrové karty, a to Whatman® 903. Námi sledované analyty 

nevyžadovaly impregnaci papíru činidly pro zvýšení jejich stability, tudíž jsme pracovali 

s neošetřenými odběrovými kartami.  

 



50 

 

4.1 Příprava vzorků  

Dodržování správného postupu pro přípravu vzorků DBS může mít zásadní vliv na výsledek 

celé analýzy. Jedním z faktorů je množství krve nanášené na odběrovou kartu. Minimální objem 

krve by se měl pohybovat okolo 30 µl. Menší objem krve aplikovaný na odběrovou kartu 

nezaručí dostatečné nasáknutí papíru v celém objemu vyseknutého terčíku (v našem případě 

s průměrem 6 mm), což může vést k falešným výsledkům. Objem aplikované krve na odběrové 

karty, a s tím spojené chromatografické účinky, mohou mít vliv na koncentraci stanovovaných 

analytů. Tato problematika bude pospána dále. S množstvím aplikované krve souvisí také 

možnost vyseknutí vícero terčíků k analýze ze středu nebo okraje skvrny. Řada autorů [59, 96, 

97] pozorovala vyšší koncentraci stanovaných analytů na okraji vzorku DBS v porovnání 

se středem skvrny. Nicméně v našem případě jsme se touto problematikou nezabývali, jelikož 

u námi používaných terčíků s průměrem 6 mm a 50 µl nanášené krve není možné vyrazit vícero 

terčíků z jedné skvrny. Pro zachování reprodukovatelnosti výsledků byl terčík vždy vyražen 

ze středu skvrny.  

Správnost výsledků je také ovlivněna způsobem přípravy standardů kalibrační křivky. 

Pro přípravu standardů kalibračních křivek používaných pro kvantifikaci analytů ze vzorků 

DBS existuje celá řada postupů. Jednou z možností je příprava zásobních roztoků ve vodě 

s jejím následným odpařením v atmosféře dusíku a rozpuštěním odparku v plné krvi. Tato 

možnost je díky pomalému odpařování vody časově náročná, a navíc může docházet ke ztrátám 

analytu při špatně nastaveném proudu dusíku. Další možností je přídavek standardu k plné krvi, 

pokud možno s co nejmenší změnou matrice vzorku. Doporučený maximální přídavek je jeden 

díl roztoku standardu k devíti dílům plné krve. Posledním způsobem přípravy standardu je 

lyofilizace roztoku standardu a následné rozpuštění v plné krvi. Tento způsob je vhodný pro 

standard obsahující komplexní směs analytů s různými koncentracemi.  

V případě přípravy standardu pro stanovení hladiny KM a ALA ve vzorcích DBS byla 

použita metoda standardního přídavku. Bylo testováno, zda zásobní roztoky standardů musejí 

být připraveny ve fyziologickém roztoku nebo postačí deionizovaná voda. Zároveň byl 

sledován vliv hydroxidu sodného, přítomného v zásobním roztoku KM, na lýzu erytrocytů. 

Vzhledem k tomu, že je KM při pH asi 7 málo rozpustná (asi 500 µmol/l), bylo nutné pro 

přípravu zásobního roztoku KM o vysoké koncentraci použít pro zvýšení hodnoty pH právě 

hydroxid sodný, jelikož s rostoucí hodnotou pH se zvyšuje rozpustnost KM. Pro námi 

požadovanou koncentraci zásobního roztoku KM (viz kapitola 3.1.4) bylo nutné rozpustit 
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navážku KM v 1 mol/l hydroxidu sodném. Test lýzy erytrocytů byl proveden tak, že k plné krvi 

byl přidán zásobní roztok KM připravený v deionizované vodě, fyziologickém roztoku 

a fyziologickém roztoku s přídavkem hydroxidu sodného. Hemolýza (červené zabarvení 

plazmy) byla posuzována vizuálně po sedimentaci erytrocytů. Hemolýza byla pozorována 

v případě použití deionizované vody. Zásobní roztok KM je tedy nutné připravit 

ve fyziologickém roztoku, vysoká hodnota pH není problém. Při přípravě standardů pro 

stanovení AMK ve vzorcích DBS byl použit postup lyofilizace. Díky rozdílné rozpustnosti 

AMK ve vodě, referenčnímu rozmezí AMK v lidské krvi a poměrně velkého počtu 

stanovovaných AMK nebylo možné připravit směsný standard AMK s takovou koncentrací, 

aby mohla být použita metoda standardního přídavku. Zkoušeli jsme také postup odpaření vody 

ze směsného standardu, ale díky zdlouhavému odpařování vody byla nakonec zvolena 

lyofilizace.  

Možným zdrojem chyb při stanovení analytů ve vzorcích DBS by mohl být přenos 

analytů mezi jednotlivými vzorky při vysekávání terčíků ze vzorku DBS. Přenos analytů byl 

testován analýzou tří po sobě vyseknutých čistých terčíků (stejná odběrová karta bez nanesené 

krve) po analýze terčíku vyseknutého ze vzorku DBS obsahující vysokou koncentraci 

sledovaných analytů. Experiment prokázal, že k přenosu analytů mezi vzorky DBS nedochází. 

Kromě výše zmíněných faktorů má významný vliv na hladinu stanovovaných analytů 

i hodnota HCT [50, 63]. Vzorky krve s vysokou hodnotou HCT mají vyšší viskozitu, což přímo 

ovlivňuje distribuci séra a erytrocytů skrze odběrovou kartu a vede k horšímu nasáknutí krve 

do filtračního papíru [53]. Hodnota HCT se může mezi jednotlivci výrazně lišit. Snížená 

hodnota HCT bývá přítomna u pacientů s anémií, ale také u některých infekčních stavů 

či po podání infuze. Jednou z možností korekce je využití metody predikce hodnoty HCT 

ze vzorku DBS, což je ovšem náročné jak z ekonomického hlediska, tak i časově. Další 

možností je analýza celého vzorku DBS. To je ovšem z hlediska odběru vzorků krve nereálné, 

jelikož není možné u všech pacientů zabezpečit stejný objem krve aplikovaný na odběrovou 

kartu. Hlavní variantou, jak minimalizovat účinek hodnoty HCT, je příprava standardů z krve 

s hodnotou HCT odpovídající očekávanému mediánu sledované populace [63]. Účinek hodnoty 

HCT na koncentraci stanovovaných analytů musí být tedy zohledněn při vývoji a validaci 

metody a je popsán pro jednotlivé analyty v následujících kapitolách.  

Výsledky mohou být také ovlivněny způsobem, jakým je přidán vnitřní standard 

ke vzorkům. U kapalné plné krve se IS obvykle přidává v malém objemu přímo ke vzorku. 
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Vzhledem k tomu, že vzorky DBS jsou pevné povahy a hlavním principem techniky suché 

kapky je nanášení kapilární krve získané píchnutím do prstu, je běžnou praxí přidat IS 

do extrakčního činidla. Velkou nevýhodou je, že tento postup není schopný kompenzovat 

odchylky související s extrakcí analytů ze vzorků DBS (extrakce pevná látka-kapalina). Z toho 

důvodu je nutné, aby standardy a vzorky pro kontrolu kvality byly připraveny přidáním analytů 

do krve a zpracovány stejným postupem jako reálné vzorky. V praxi existuje pět způsobů, jak 

přidat IS ke vzorku. Ideální strategií je přidání IS přímo do vzorku krve před jejím samotným 

nanesením na odběrovou kartu. Nicméně, v případě techniky suché kapky je tento postup 

v praxi nepoužitelný a využívá se jen v průběhu optimalizace metody pro sledování účinnosti 

extrakce. IS lze také aplikovat na odběrovou kartu před nanesením krve nebo na již odebraný 

vzorek DBS. V prvním případě je nutné vzít v úvahu, že roztok IS se bude šířit skrz papír jinak 

než krev, díky rozdílné viskozitě. Navíc je nutné zohlednit jeho stabilitu a s tím spojené 

uchovávání odběrové karty. V případě nanášení IS na již odebraný vzorek DBS může naopak 

docházet k opětovnému rozpuštění a redistribuci krevních složek a analytů, pokud je IS 

rozpuštěn ve vodě. Posledním postupem je aplikace IS a krve jako dvě oddělené skvrny v rámci 

jedné odběrové karty a následně z nich vyražené terčíky zpracovat společně. Zde je ovšem 

problémem rozdílná účinnosti extrakce, která je ovlivňována celou řadou faktorů.  

 

4.2 Stanovení kyseliny močové a alantoinu v krvi získané technikou suché 

kapky 

Stanovení KM se v klinických biochemických laboratořích rutinně provádí urikasovou 

metodou. Avšak při této metodě může výsledky ovlivňovat řada interferujících látek, proto je 

vhodnější použít pro stanovení KM kapalinovou chromatografii [29]. Naproti tomu stanovení 

hladin ALA je i v současnosti náročné a v klinické praxi se běžně neprovádí. Navíc, v současné 

době není žádná jiná publikovaná práce, která by se věnovala simultánnímu stanovení KM 

a ALA jak v klasicky odebraných vzorcích krve, tak ve vzorcích krve získaných technikou 

suché kapky. Jedním z cílů této práce bylo vyvinout rychlou a dostatečně citlivou metodu pro 

stanovení KM a ALA ve vzorcích krve, které byly získané technikou suché kapky, aby mohla 

být v budoucnu využita v klinických biochemických laboratořích nebo při metabolomických 

studiích.  
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4.2.1 Optimalizace metody LC-MS/MS  

Pro simultánní detekci KM a ALA byl použit MS detektor vybavený iontovým zdrojem ESI 

a analyzátorem QqQ. Pro přesnou a citlivou kvantitativní analýzu je vhodné provádět 

vícenásobné experimenty MS, kdy v našem případě byl zvolen mód monitorování vybraných 

reakcí, MRM. Pro získání co nejlepší odezvy detektoru byla optimalizována řada jeho 

parametrů. Nejdříve bylo provedeno skenování (v pozitivním i negativním módu) standardů, 

při němž byla pro oba analyty zjištěna větší intenzita odezvy a nižší poměr S/N v negativním 

módu. Dále byla pro každý analyt (ALA, KM a značené IS) provedena softwarem řízená 

optimalizace přechodů MRM, hodnoty napětí fragmentace a usměrňovacího napětí 

na kvadrupólech. Získané hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 5.  

Tabulka 5 Optimalizované přechody MRM pro kyselinu močovou a alantoin 

Analyt Prekurzor 
[m/z] 

Produkt 
[m/z] 

CE [V] 

Alantoin 157,0 
114,0 15 

97,1 16 

Alantoin* 
(IS)  

159,2 
116,0 14 

99,0 14 

KM  166,9 
123,9 17 

96,1 18 

KM* (IS)  168,9 
125,1 18 

97,1 20 

CE, kolizní energie; *izotopicky značený standard  

Při měření reálných vzorků krve byla zjištěna interference matrice u ALA, respektive jeho 

MRM přechodu m/z 157,2 > 97,15 a značeného standardu 159,2 > 99,0. Tento problém byl 

pozorován i jinými autory [44]. Z toho důvodu byl při měření reálných vzorků krve použit 

pouze jeden přechod MRM jak pro ALA, tak i pro izotopově značený ALA. V případě KM 

byla interference matrice pouze v případě značené KM, ale vzhledem k tomu, že interference 

byla mimo její retenční okno, mohly být u ní ponechány všechny optimalizované přechody. 

Jako další parametr byl testován průtok sušicích plynů v iontovém zdroji. Největší intenzita 

odezvy analytů byla dosažena při průtoku 10 l/min. V případě snížení průtoku plynů na 9, 8 
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a 7 l/min byla intenzita odezvy analytů stejná nebo došlo k jejímu poklesu. Pro získání 

nejlepšího tvaru píku s maximální intenzitou odezvy byl také testován “loop time“, přičemž 

nejlepší odezvy bylo dosaženo při jeho hodnotě 0,2 s.  

V případě použití MS jako detektoru je vhodné v rámci validace metody určit účinky 

matrice neboli jaký vliv má matrice na ionizaci sledovaných analytů v iontovém zdroji. Účinky 

matrice pro ALA a KM byly testovány u šesti vzorků DBS získaných od různých dárců. 

Vzhledem k přirozenému výskytu analytů ve vzorcích DBS byly účinky matrice stanoveny 

porovnáním plochy píku izotopicky značeného standardu KM a ALA přidaného po extrakci 

s plochou píku v čistém rozpouštědle. Pro výpočet byla použita následující rovnice: (plocha 

píku s přídavkem po extrakci/plocha píku v čistém rozpouštědle) * 100. Účinky matrice se pro 

KM pohybovaly v rozmezí od 80 do 118 % a pro ALA od 58 do 64 %. Pro ALA byl u všech 

měřených vzorků pozorován vyšší účinek matrice, kdy došlo ke snížení absolutního signálu 

až na 58 % signálu v čistém rozpouštědle. Na druhou stranu při stanovení KM se účinky matrice 

mezi jednotlivými vzorky DBS náhodně měnily. Účinky matrice jsou v bioanalýze běžným 

jevem a lze je často vyřešit naředím vzorku. Nicméně toto řešení není v našem případě možné 

z důvodu nízké koncentrace ALA ve vzorcích DBS. Problém však může vyřešit použití 

izotopicky značeného standardu, jelikož se očekává, že poměr analyt/vnitřní standard zůstane 

nezměněn [98].  

Pro separaci KM se nejčastěji používá kolona s vázanou reverzní fází C18. Nicméně díky 

vysoké polaritě ALA jsme byli nuceni přistoupit k jiné alternativě. Pro separaci KM a ALA 

byly testovány dvě analytické kolony: Discovery® HS F5 (150 × 2,1 mm; 3 µm) 

a Ascentis® Express OH5 (150 × 2,1 mm; 2,7 µm). Nejdříve byla testována analytická kolona 

Ascentis Expres OH5, na které oba analyty vykazovaly typické chování HILIC. Pro získání 

nejlepší retence obou analytů, tvaru píků a intenzity odezvy MS byly testovány účinky iontové 

síly mobilní fáze. Jako mobilní fáze byla použita směs vody a ACN s přídavkem mravenčanu 

amonného o koncentraci 5 mmol/l a hodnotou pH 4. Nicméně přítomnost mravenčanu 

amonného v mobilní fázi měla za následek výrazné snížení signálu MS u obou analytů, což 

navíc s nízkou koncentrací ALA ve vzorcích DBS, a tím i nižší odezvou detektoru, vedlo 

k odstoupení od použití pufrované mobilní fáze. Další testovanou kolonou byla Discovery HS-

F5 s PFP vázanou stacionární fází, která byla zvolena jako alternativa k typické vázané reverzní 

fázi C18. Jako mobilní fáze byla testována směs ACN s vodou a přídavkem kyseliny mravenčí 

o výsledné koncentraci 0,1%, 0,2%, 0,5% a 1% (v/v), která byla přidána pro podporu ionizace 

analytů v iontovém zdroji. Námi provedené testy však ukázaly, že změna koncentrace kyseliny 
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mravenčí nemá žádný vliv na změnu intenzity signálu v případě obou analytů, a proto jsme 

zvolili koncentraci 0,1 % (v/v).  

Pro analýzu biologických vzorků je ve většině případů žádoucí mít dostatečnou 

chromatografickou separaci analytů, i když se používá detekce MS/MS. Pro separaci KM 

a ALA byla testována řada gradientových a isokratických elucí s mobilní fází ACN-voda 

v různých poměrech. Nejlepších výsledků jsme dosáhli s mobilní fází ACN-voda 10/90 (v/v) 

s 0,1% kyselinou mravenčí. Za těchto podmínek nedošlo k úplné separaci KM a ALA. I tak 

jsme upřednostnili isokratickou eluci před gradientovou, a to z časových důvodů. Jakákoli 

možná rizika ovlivnění odezvy našich analytů jejich koelucí nebo koelucí matrice byla snížena 

použitím izotopicky značených IS. Celková doba analýzy byla 3 minuty, tedy kratší než u dříve 

publikovaných metod pro stanovení ALA [44, 99, 100]. Souhrn optimalizovaných podmínek, 

při kterých byly měřeny vzorky DBS, je uveden v kapitole 3.2.4. Chromatografický záznam 

stanovení KM a ALA ve vzorku DBS, získaný při optimalizovaných podmínkách 

HPLC-MS/MS, je uveden na Obrázek 9. 

 

Obrázek 9 Chromatografický záznam stanovení alantoinu a kyseliny močové metodou HPLC-MS/MS. (Reálný 

vzorek DBS, chromatografické podmínky jsou uvedeny v kapitole 3.2.4) 

 

4.2.2 Validace metody stanovení kyseliny močové a alantoinu ve vzorcích suché 
kapky krve  

Extrakce kyseliny močové a alantoinu ze vzorku suché kapky krve 

K získání co nejčistšího efluentu pro analýzu HPLC-MS je vhodné, aby byly proteiny 

vysráženy přímo na filtračním papíře a nebyly do efluentu uvolněny, proto byla v duplikátu 
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testována eluční činidla s vysokým obsahem ACN ve vodě (70%, 75%, 80%, 85%, a 90%). 

Zvolené složení elučního činidla navíc umožňovalo nástřik vzorku do systému HPLC-MS/MS 

bez dalších úprav, tj. odpařování a následné rozpuštění odparku v mobilní fázi. Experimenty 

ukázaly, že minimální koncentrace ACN, potřebná k úplné precipitaci proteinů, je 75 %. 

V případě 70% ACN došlo k zabarvení efluentu hemoglobinem a nedošlo tedy k úplné 

precipitaci proteinů. Při volbě extrakčního činidla musel být zvolen kompromis, jelikož 

se ukázalo, že účinnost extrakce KM ze vzorku DBS klesá se zvyšující se koncentrací ACN a je 

nejnižší při 90% ACN. Oproti tomu byl u ALA pozorován opačný trend, tedy při použití 90% 

ACN byla účinnost extrakce ALA dvakrát vyšší než při použití 75% ACN (Graf 1). Při volbě 

extrakčního činidla byl brán větší ohled na ALA, neboť v porovnání s KM je ve vzorcích DBS 

v nízkých koncentracích. Proto byl jako eluční činidlo zvolen 85% ACN.  

 

Graf 1 Závislost plochy píků na síle elučního činidla 

Extrakci analytů ze vzorku DBS může ovlivňovat řada faktorů, Wagner a kol [58] uvádějí, 

že výtěžnost extrakce klesá s hodnotou HCT. Ke zlepšení účinnosti extrakce se proto v mnoha 

případech využívá extrakce za stálého míchání vzorku nebo je vzorek umístěn do ultrazvukové 

lázně. V našem případě jsme pro podpoření eluce využili sonikaci. Testována byla eluce 85% 

ACN s 10, 20 a 30minutovou sonikací a bez sonikace za laboratorní teploty v duplikátu. 

V případě obou analytů bylo dosaženo nejvyšší účinnosti extrakce po 30minutové sonikaci (viz 

Graf 2).   
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Graf 2 Vliv doby sonikace na účinnost extrakce kyseliny močové a alantoinu ze vzorku DBS 

 

Vliv objemu krve a hodnoty hematokritu na koncentraci kyseliny močové a alantoinu  

Vzorek DBS zpravidla obsahuje přibližně 50 µl krve s průměrem skvrny kolem 12 mm. 

V některých studiích bylo zjištěno, že objem krve aplikovaný na odběrovou kartu může mít vliv 

na koncentraci analytů ve vzorku DBS [55]. Vliv objemu krve na koncentraci KM a ALA 

ve vzorcích DBS byl testován tak, že na odběrovou kartu byly aplikovány různé objemy krve 

(10, 15, 25, 35, 50 a 75 µl). V případě obou analytů byla zjištěna stejná závislost, kdy se 

zvyšujícím se objemem aplikované krve na odběrovou kartu se zvyšovala koncentrace analytů 

(Graf 3). Vzorky DBS s aplikovaným objemem krve 50 a 70 µl poskytovaly výsledky bez 

významných rozdílů, proto pro zajištění správnosti výsledků by měly vzorky DBS i kalibrátory 

obsahovat stejný objem aplikované krve na odběrovou kartu (50-75 µl) a terčíky by měly být 

ze vzorku DBS vyseknuty na stejném místě jako v případě kalibrátorů, tedy nejlépe ze středu.  

 

Graf 3 Závislost koncentrace kyseliny močové a alantoinu na objemu krve aplikované na odběrovou kartu  
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Hodnota HCT je považována za jeden z hlavních faktorů, které ovlivňují vlastnosti 

vzorků DBS (extrakci analytů, homogenitu vzorků a dobu sušení), jelikož ovlivňuje viskozitu 

krve. Vliv hodnoty HCT na koncentraci KM a ALA byl zkoumán na čtyřech úrovních hodnoty 

HCT (30 %, 40 %, 50 % a 60 %) bez přídavku standardů a s přídavkem standardů na třech 

úrovních koncentrace (2,5; 25; 50 µmol/l pro ALA a 50; 250; 500 µmol/l pro KM). Zjistili jsme, 

že hodnota HCT v rozmezí 30-60 % má jen malý vliv na koncentraci obou analytů (Tabulka 6). 

Hladina KM vykazovala ve studovaném rozmezí rozdíl menší než ±10 % a ALA menší než 

±10,5 % od hladiny naměřené ve vzorku DBS s hodnotou HCT 40 %. Vzhledem k tomu, že se 

jedná o pilotní studii, nebylo možné námi získané výsledky ověřit s literárními daty. Nicméně 

z našich výsledků vyplývá, že vliv hodnoty HCT na viskozitu krve a distribuci analytů 

ve vzorcích DBS je pro kvantifikaci sledovaných látek irelevantní. 

Tabulka 6 Střední hodnota rozdílu mezi koncentrací kyseliny močové a alantoinu naměřené ve vzorcích suché 

kapky krve s různou hodnotou hematokritu (vztaženo ke koncentraci naměřené ve vzorku suché kapky krve s 

hodnotou hematokritu 40 %) 

 Alantoin (%)  Kyselina močová (%) 

 c0 c1 c2 c3  c0 c1 c2 c3 

HCT 30 110,5 107,7 101,6 92,4  106,9 101,9 105,1 98,7 

HCT 40 100,0 100,0 100,0 100,0  100,0 100,0 100,0 100,0 

HCT 50 101,2 104,4 110,1 105,3  97,9 101,7 104,5 91,0 

HCT 60 108,6 105,6 108,2 109,3  98,0 90,9 96,4 92,0 

c0, koncentrace kyseliny močové a alantoinu ve vzorku suché kapky krve bez přídavku 

standardů; c1-c3, koncentrace kyseliny močové a alantoinu ve vzorcích suché kapky krve 

s přídavkem standardů (0; 2,5; 25; 50 µmol/l pro alantoin; 0; 50; 250; 500 µmol/l pro kyselinu 

močovou); HCT, hematokrit. 

 

Stabilita kyseliny močové a alantoinu ve vzorcích DBS  

Stabilita KM a ALA ve vzorcích DBS byla testována na vzorcích, které byly skladovány při 

laboratorní teplotě a při -20 °C. Vzorek DBS pro test stability byl získán od jednoho dárce 

a měřen v triplikátu. Koncentrace obou analytů se při skladování vzorku DBS při -20 °C 

pohybovala na stejných hodnotách. Dokonce i u vzorků DBS skladovaných při laboratorní 
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teplotě nedošlo k výraznému poklesu či nárůstu koncentrace po dobu 7 dní (ALA: 

5,6 ± 0,3 µmol/l; KM: 205,2 ± 3,2 µmol/l), vzorky DBS pro stanovení koncentrace KM a ALA 

bude tak možné zasílat do laboratoře poštou. Pro delší uchovávání je nutné vzorky DBS 

skladovat při teplotě -20 °C bez přístupu vzduchu v uzavíratelných sáčcích, protože po 30 dnech 

skladování při laboratorní teplotě došlo k mírnému nárůstu koncentrace ALA a mírnému 

poklesu koncentrace KM (Tabulka 7). To může být způsobeno oxidací KM vzdušným 

kyslíkem.   

Tabulka 7 Stabilita alantoinu a kyseliny močové ve vzorcích suché kapky krve skladovaných při laboratorní teplotě 

 Průměrná koncentrace (± SD) (µmol/l) 

 Den 0 Den 2 Den 5 Den 7 Den 30 

Kyselina močová  210,3 (13,9) 205,6 (12,8) 201,8 (15,7) 203,1 (12,5) 199,8 (9,7) 

Alantoin 5,5 (0,3) 5,3 (0,1) 5,7 (0,2) 5,9 (0,4) 8,8 (0,4) 

SD, směrodatná odchylka  

 

Analytické parametry metody stanovení kyseliny močové a alantoinu ve vzorcích suché 

kapky krve  

Souhrn analytických parametrů je uveden v Příloze 2. Pro získání co nejspolehlivějších 

výsledků byly standardy kalibrační řady připraveny v plné krvi. Kalibrační křivka byla lineární 

v celém testovaném rozsahu: 0,5-50 µmol/l pro ALA (R2 = 0,9993) a 10,0-750,0 µmol/l pro 

KM (R2 = 0,9949). Linearita byla potvrzena zpětně vypočítanými koncentracemi standardů 

kalibrační křivky. Správnost a přesnost zpětně odečtené koncentrace standardů kalibrační 

křivky byla do 10 % od nominální koncentrace. Přesnost metody byla testována na 3 hladinách 

koncentrace. Variační koeficienty pro přesnost v sérii i mezi sériemi byly pro oba analyty pod 

5 %. Výtěžnost extrakce byla hodnocena porovnáním plochy píku ALA a KM získané 

proměřením vzorků DBS s plochou píku ALA a KM získané proměřením vzorků tekuté krve 

o stejném objemu. Průměrná výtěžnost extrakce pro KM byla 103 % (± 4,7 %) a pro ALA 

118 % (± 6,9 %).  
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4.2.3 Stanovení koncentrace kyseliny močové a alantoinu v krvi získané 

technikou suché kapky u dobrovolných dárců 

Nově vyvinutá metoda HPLC-MS/MS byla použita pro simultánní stanovení koncentrace KM 

a ALA ve 100 vzorcích DBS a 100 identických vzorcích tekuté krve získaných od dobrovolných 

dárců. Vzorky byly zpracovány a analyzovány podle protokolu popsaného v kapitole 3.2. 

Koncentrace KM a ALA v krvi dobrovolných dárců jsou uvedeny v Tabulka 8 jako medián 

a interkvartilové rozpětí (IQR). Medián koncentrace ALA ve vzorcích DBS byl u mužů 

6,1 µmol/l (IQR = 1,3) a u žen 5,2 µmol/l (IQR = 1,4). Vzhledem k tomu, že v současné době 

nejsou k dispozici žádné jiné literární zdroje uvádějící hladiny ALA v krvi získané technikou 

suché kapky, porovnávali jsme naše výsledky s hodnotami naměřenými jinými autory 

v plazmě. Námi naměřené koncentrace jsou mírně vyšší než jinými autory publikované 

koncentrace v plazmě [25, 99, 100]. Vyšší koncentraci v krvi si vysvětlujeme tím, že se ALA 

přirozeně vyskytuje v plazmě i erytrocytech. V případě KM byl medián koncentrace ve 

vzorcích DBS u mužů 245,2 µmol/l (IQR = 92,90) a u žen 227,5 µmol/l (IQR = 88,4). Námi 

naměřené koncentrace se pohybují ve fyziologickém rozmezí a jsou podobné jako dříve 

publikované jinými autory [25, 36].  

Tabulka 8 Medián koncentrace alantoinu a kyseliny močové ve vzorcích plné krve a suché kapky krve 

 Kyselina močová 

Medián (IQR) 

Alantoin 

Medián (IQR) 

 DBS (µmol/l)  Krev (µmol/l) DBS (µmol/l) Krev (µmol/l) 

Všichni (n = 100) 239,3 (75,7) 220,1 (90,8) 5,6 (1,3) 3,6 (0,9) 

Muži (n = 49) 245,2 (92,9) 225,8 (106,0) 6,1 (1,3) 3,9 (1,0) 

Ženy (n = 51) 227,5 (88,4) 213,0 (83,8) 5,2 (1,4) 3,3 (0,8) 

DBS, suchá kapka krve; IQR, interkvartilové rozpětí 

 

Pro ověření správnosti výsledků koncentrace naměřené ve vzorcích DBS, byla 

koncentrace ALA a KM naměřená ve vzorcích DBS porovnána s koncentrací naměřenou 

v kapalné krvi. Z grafů je pro oba analyty patrná lineární závislost mezi koncentracemi 

naměřenými ve vzorcích DBS a kapalné krvi (Příloha 3). Regresní rovnice pro ALA je 

y = 0,5555x + 0,5268 (R = 0,9276) a pro KM y = 1,1248x – 42,3962 (R = 0,9300). Ověření 
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lineárního vztahu mezi naměřenými koncentracemi bylo provedeno korelační analýzou 

s využitím Spearmanova korelačního koeficientu se statistickou hladinou významnosti 

α < 0,05. Statisticky významná korelace mezi koncentracemi ve vzorcích DBS a koncentracemi 

ve vzorcích tekuté krve byla zjištěna jak v případě ALA (R = 0,9016), tak v případě KM (R = 

0,9093).  

V klinické praxi se stanovení ALA běžně neprovádí, naproti tomu stanovení KM 

urikasovou metodou patří mezi rutinní testy. Nicméně velkou nevýhodou urikasové metody je 

invazivní odběr velkého množství vzorku kvalifikovaným personálem, dále problém 

interference s endogenními sloučeninami a inhibice urikasy běžně používanými 

antikoagulancii. Z námi prezentovaných výsledků vyplývá, že techniku DBS lze použít jako 

alternativní odběr vzorku krve pro stanovení KM a ALA metodou HPLC-MS. Velkou výhodou 

prezentované metody je jednoduchý odběr vzorku krve a simultánní stanovení KM a ALA bez 

zdlouhavé přípravy vzorku pro analýzu. Díky tomu má metoda potenciál být implementována 

do klinické praxe nebo rozsáhlých metabolomických studií.  

 

4.3 Stanovení aminokyselin v krvi získané technikou suché kapky  

Pro stanovení AMK existují dva běžně využívané přístupy. Buď jsou AMK analyzovány 

v jejich přirozené formě, nebo se provádí analýza jejich derivátů. Nejčastěji se pro analýzu 

AMK v biologických vzorcích využívají chromatografické techniky ve spojení s různými typy 

detektorů, jako je například UV, fluorescenční, elektrochemický nebo MS detektor. Velkou 

oblibu v posledních letech získal právě hmotnostní detektor, který umožňuje detekci bez 

předcházející derivatizace, čímž výrazně snižuje dobu přípravy vzorku pro analýzu. Jeho 

velkou nevýhodou je však vysoká pořizovací cena a náklady spojené s provozem. Metoda MS 

se rutinně využívá pro stanovení AMK při novorozeneckém screeningu, avšak stále s využitím 

derivatizace před analýzou. Cílem této práce bylo vyvinout metodu HPLC-MS pro stanovení 

AMK v krvi získané technikou suché kapky bez derivatizace a usnadnit a zrychlit tak přípravu 

vzorku před vlastní analýzou.  

 

4.3.1 Optimalizace metody LC-MS/MS 

Stejně jako v případě stanovení KM a ALA ve vzorcích DBS byl pro stanovení AMK použit 

MS detektor s iontovým zdrojem ESI a analyzátorem QqQ. Pro kvantitativní analýzu byl zvolen 
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mód monitorování vybraných reakcí MRM. V rámci optimalizace byla nejdříve provedena 

metoda skenování standardů (v pozitivním i negativním módu), při které byla pro všechny 

sledované AMK zjištěna vyšší intenzita signálu a nižší poměr S/N v pozitivním než negativním 

módu. Následně byla provedena softwarem řízená optimalizace MRM přechodů, hodnot napětí 

pro fragmentaci a hodnot usměrňovacího napětí na kvadrupólech. Optimalizací byly získány tři 

produktové ionty, kdy byly vybírány přechody s nejvyšší intenzitou odezvy. Pro ověření 

selektivity byl proměřen reálný vzorek DBS. U řady AMK byla zjištěna interference matrice 

pro některé přechody MRM a byly tedy z metody vyřazeny. Přehled použitých 

optimalizovaných přechodů MRM pro jednotlivé AMK je uveden v Tabulka 9.  

Tabulka 9 Optimalizované přechody MRM pro stanovované aminokyseliny  

 Prekurzor 
(m/z) 

Kolizní 
energie 

(V) 

Produkty 
(m/z) 

 Prekurzor 
(m/z) 

Kolizní 
energie 

(V) 

Produkty 
(m/z) 

Ala 90 22 44  Lys 147 17 84 130 

2-AM 104 11 58 41 Met 150 16 56 104 

Arg 175 12 70 60 Phe 166 11 72 103 

Asn 133 15 74 87 Pro 116 15 70 43 

Cit 176 23 70 159 Ser 106 11 60 42 

Glu 148 15 84 56 Thr 120 12 74 56 

Gln 147 16 84 130 Trp 205 8 188 146 

Gly 76 13 30  Tyr 182 13 136 91 

His 156 14 110 83 Val 118 12 72 55 

Ile 132 86 86 69 Asp 134 18 88 74 

Leu 132 11 86 44 Phe-D5 171 13 125 106 

 

Pro dosažení co nejvyšší intenzity odezvy analytů byl testován průtok sušicích plynů 

v iontovém zdroji. Největší intenzity odezvy bylo dosaženo při průtoku 10 l/min. V případě 

snížení průtoku plynů na 9, 8 a 7 l/min docházelo k přímo úměrnému snížení intenzity odezvy 

všech sledovaných AMK. K získání nejlepšího tvaru píku s maximální intenzitou odezvy byl 

také sledován počet bodů na pík neboli „loop time“. Nejlepší odezvy bylo dosaženo při hodnotě 



63 

 

0,2 s. S rostoucí hodnotou „loop time“ docházelo k poklesu intenzity odezvy všech sledovaných 

AMK.  

Na vzorcích krve získaných technikou suché kapky od 6 různých dárců byly testovány 

účinky matrice. Vzhledem k tomu, že se AMK přirozeně vyskytují ve vzorcích DBS, byly 

účinky matrice určeny porovnáním ploch píků AMK přidaných po extrakci s plochami píků 

v čistém rozpouštědle. Pro výpočet byla použita následující rovnice: [(plocha píku s přídavkem 

po extrakci – plocha píku bez přídavku) / plocha píku v čistém rozpouštědle] * 100. Účinky 

matrice pro jednotlivé AMK byly poměrně konstantní, kdy došlo ke snížení absolutního signálu 

oproti signálu v čistém rozpouštědle u všech sledovaných AMK kromě tryptofanu (Tabulka 

10). V našem případě byl pro korekci účinků matrice použit izotopicky značený IS (Phe-D5). 

Správnější přístup by byl ovšem použít značený IS pro každou sledovanou AMK, nebo alespoň 

pro skupinu AMK se stejnými vlastnostmi, což bohužel nebylo možné vzhledem k velkým 

pořizovacím nákladům daných IS.  

Tabulka 10 Účinky matrice pro sledované aminokyseliny 

Aminokyselina ME (%) Aminokyselina ME (%) 

Ala 84-96 Leu 69-83 

2-AM 73-83 Lys 54-85 

Arg 67-89 Met 57-70 

Asn 73-88 Phe 97-101 

Cit 58-72 Pro 84-96 

Glu 57-65 Ser 69-77 

Gln 76-86 Thr 77-84 

Gly 82-91 Trp 121-131 

His 70-79 Tyr 87-95 

Ile 77-99 Val 88-102 

ME, účinky matrice  

 

Stanovení AMK ve vzorcích DBS se rutinně provádí při novorozeneckém screeningu. 

Hmotnostní detekci nepředchází chromatografická separace, proto není možné stanovit 
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izomery AMK. Navíc jsou AMK před samotnou analýzou převedeny na příslušné butylestery, 

čímž se prodlužuje příprava vzorku [12]. AMK jsou vysoce polární analyty, což má za následek 

špatnou retenci na reverzní stacionární fázi C18 a je tak nutná jejich derivatizace vedoucí 

ke snížení polarity. V našem případě jsme zvolili alternativní kolonu Discovery® HS F5 (150 × 

2,1 mm; 3 µm) s PFP vázanou fází, která umožňuje separaci nederivatizovaných AMK 

v reverzním módu [101]. Jako mobilní fáze byla testována směs ACN a vody s přídavkem 

kyseliny mravenčí o výsledné koncentraci 0,1%, 0,2% a 0,5% (v/v), která byla přidávána pro 

zlepšení ionizace AMK v iontovém zdroji. Z námi provedených experimentů se ukázalo, že 

změna koncentrace kyseliny mravenčí nemá vliv na změnu intenzity odezvy. Testována byla 

také řada různých gradientových elucí, aby bylo dosaženo co nejlepší separace AMK, 

především izomerů leucinu a isoleucinu a AMK poskytující stejné produktové ionty 

po fragmentaci MS. I přes veškerou snahu se nám na této koloně nepodařilo dosáhnout 

optimální separace, a to díky špatné retenci AMK. Navíc docházelo k velkým změnám 

retenčních časů všech AMK a byli jsme nuceni přistoupit k pufrované mobilní fázi.  

Pro zlepšení separace a retence AMK byla testována kolona Ascentis® Express OH5 (150 

× 2,1 mm; 2,7 µm) s povrchově porézními částicemi, která umožňovala separaci v uspořádání 

HILIC. Pro získání nejlepší retence AMK, tvaru píků a odezvy detektoru byly testovány účinky 

iontové síly mobilní fáze. Jako mobilní fáze byla použita voda a ACN s přídavkem mravenčanu 

amonného v koncentraci 5, 10 a 15 mmol/l, pH mobilní fáze bylo upraveno na hodnotu 3, 4 

a 4,5. Přítomnost mravenčanu amonného v mobilní fázi vedla k výraznému poklesu signálu MS 

u všech sledovaných AMK. Změny v iontové síle mobilní fáze a hodnotě pH měly poměrně 

významný vliv na retenční časy všech AMK (Graf 4). Nejkratší doby analýzy při stejné 

gradientové eluci bylo dosaženo s mobilní fází obsahující mravenčan amonný o koncentraci 

10 mmol/l. V případě změny hodnoty pH byl pozorován trend, kdy s rostoucí hodnotou pH 

se zvyšovala také doba retence AMK na koloně. Naproti tomu intenzita píků se úměrně 

snižovala s klesající hodnotou pH mobilní fáze.  
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Graf 4 Závislost retenčních časů aminokyselin na iontové síle a pH mobilní fáze 

Jako finální mobilní fáze A byla zvolena směs vody a 10 mmol/l mravenčanu amonného 

(90:10, v/v), mobilní fází B byla směs ACN a 10 mmol/l mravenčanu amonného (90:10, v/v). 

Výsledná hodnota pH obou mobilních fází byla 4,5. Pro co nejlepší separaci AMK byla 

testována řada gradientových elucí při různé rychlosti průtoku mobilní fáze. Gradientová eluce, 

která poskytla nejlepší separaci AMK a byla použita pro měření reálných vzorků DBS je 

uvedena v kapitole 3.3.3. Celkem bylo detegováno 21 AMK, kvantifikováno pouze 20 AMK. 

Problém jsme měli s kyselinou asparagovou, která při použití mravenčanu amonného v mobilní 

fázi vykazovala velký pokles intenzity signálu. Jelikož jsou hladiny kyseliny asparagové v krvi 

v jednotkách μmol/l, nebyli jsme ji schopni v reálných vzorcích DBS kvantifikovat. 

Chromatografický záznam AMK stanovovaných metodou HPLC-ESI-MS/MS je uveden 

na Obrázku 10. 
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Obrázek 10 Chromatografický záznam stanovení aminokyselin metodou HPLC-MS/MS (Reálný vzorek DBS, 

chromatografické podmínky jsou uvedeny v kapitole 3.3.3). 

 

4.3.2 Validace metody stanovení aminokyselin ve vzorcích suché kapky krve  

Extrakce aminokyselin ze vzorku suché kapky krve 

Eluce analytů ze vzorku DBS je jeden z nejvíce kritických kroků při přípravě vzorku pro 

analýzu. Optimální extrakční podmínky závisí na fyzikálně chemických vlastnostech analytu. 

Nejčastěji se extrakce provádí směsí vody a organického rozpouštědla, především methanolu 

a ACN, v různých poměrech [58]. Někteří autoři uvádí, že přidání malého množství vody 

k vzorku DBS před přidáním extrakčního činidla (organického rozpouštědla) zlepšuje účinnost 

extrakce. Domnívají se, že voda oslabuje interakce mezi hydroxylovými skupinami celulosy 

a polárních analytů [102]. Nicméně v tomto případě dochází také k uvolňování proteinů, navíc 

je filtrační papír náchylný k disagregaci a uvolňování vláken do roztoku, což může způsobit 

ucpání součástí HPLC systému. Tento problém lze však řešit odstředěním a filtrací efluentu. 

Pro extrakci AMK ze vzorků DBS se nejčastěji využívá methanol s malým obsahem vody. 

Tento postup by ale v našem případě vyžadoval před nástřikem vzorku do HPLC-MS systému 

odpaření rozpouštědla a následné rozpuštění odparku v mobilní fázi. Proto byla testována řada 

elučních činidel s vysokým obsahem ACN ve vodě (75%, 80%, 85% a 90%). Zvolené složení 

elučního činidla umožňovalo nástřik vzorku přímo do HPLC-MS systému i přesto, že složení 
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nebylo identické jako složení mobilní fáze. Pro eluci AMK ze vzorků DBS byla také testována 

mobilní fáze se stejným složením, jako je na počátku analýzy. Nicméně v tomto případě nedošlo 

k úplné precipitaci proteinů. Téměř u všech AMK byl sledován trend, kdy s klesajícím obsahem 

ACN docházelo ke zvýšení eluce AMK a nejvyšší výtěžnosti extrakce pro všechny AMK bylo 

dosaženo se 75% ACN ve vodě (Příloha 4).  

V určitých případech je pouhé ponoření vyseknutého terčíku vzorku DBS do elučního 

činidla dostačující, aby došlo k účinné extrakci AMK. Častěji se však provádí třepání nebo 

sonikace, čímž je dodána dodatečná energie potřebná k uvolnění analytu navázaného 

k celulose. Tím se zvýší účinnost extrakce [103]. Testovali jsme eluci AMK se 75% ACN 

po dobu 10, 20 a 30 minut s použitím sonikace a bez sonikace při laboratorní teplotě. Téměř 

u všech AMK bylo při sonikaci po dobu 30 minut dosaženo nejvyšší účinnosti extrakce (Příloha 

5).  

 

Vliv objemu krve a hodnoty hematokritu na koncentraci aminokyselin  

Byl testován vliv objemu aplikované krve na odběrovou kartu (15, 20, 30, 40, 50 a 75 µl) 

na koncentraci sledovaných AMK, v duplikátu. U všech AMK, s výjimkou argininu, byla 

zjištěna stejná závislost, kdy se zvyšujícím se objemem aplikované krve se zvyšovala 

koncentrace AMK (Příloha 6). Vzorky DBS  s aplikovaným objemem 70 µl krve poskytovaly 

o asi 8 až 42 % vyšší průměrné koncentrace AMK v porovnání se vzorky DBS s aplikovaným 

objemem krve 10 µl. Podobné výsledky uvádějí také další autoři [20, 53, 54, 58]. Moat a kol. 

(2020) navíc pozorovali velké rozdíly v koncentracích AMK u terčíků vyražených ze středu 

a okraje vzorků DBS se stejně velkým aplikovaným objemem krve [55]. Pro zajištění 

správnosti výsledků je tedy nutné, aby vzorky DBS pro kontrolu kvality a standardy 

obsahovaly, pokud možno, stejné množství krve jako reálné vzorky. V našem případě byl 

zvolen objem 50 µl, který odpovídá zcela vyplněnému vyznačenému kruhu krví na odběrové 

kartě.  

Hodnota HCT je jedním z nejvýznamnějších faktorů, které ovlivňují koncentraci analytů 

ve vzorcích DBS. Vliv hodnoty HCT na koncentraci AMK byl testován na čtyřech vzorcích 

DBS s hodnotou HCT (30 %, 40 %, 50 % a 60 %) bez a s přídavkem standardu AMK. Testy 

ukázaly, že hodnota HCT má poměrně výrazný vliv na koncentraci všech sledovaných AMK. 

U všech AMK, kromě argininu, byl pozorován rostoucí trend, kdy se zvyšující se hodnotou 

HCT rostla také koncentrace AMK (viz Příloha 7). U některých AMK byly koncentrace vyšší 
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až o 30 % ve vzorcích s hodnotou HCT 60 % oproti vzorkům s hodnotou HCT 30 %. Velmi 

podobných výsledků dosáhli také Holub a kol. (2006), kteří pozorovali zvýšení koncentrace 

leucinu, methioninu, fenylalaninu a tyrosinu o 21 %, 20 %, 27 % a 8 % ve vzorcích s hodnotou 

HCT 60 % v porovnání s hodnotou 30 % [59, 96]. Tomuto problému se lze vyhnout analýzou 

celého vzorku DBS. Nicméně, aby byl tento přístup účinný, musí mít množství krve aplikované 

na papír přesně definovaný objem. K tomu jsou v současné době dostupná nová vzorkovací 

zařízení, která odebírají a aplikují fixní objem krve na odběrové filtrační papíry [20, 62, 63, 

104]. Toto zařízení je však dražší než tradičně používané odběrové karty a zvyšuje tak náklady 

na analýzu. V případě použití klasických odběrových karet s filtračním papírem je nutné 

zajistit, aby připravené standardy měly přibližně stejnou hodnotu HCT jako reálné vzorky.  

 

Stabilita aminokyselin ve vzorcích suché kapky krve  

Vzorky DBS se obecně vyznačují vyšší stabilitou analytů, což je jedna z hlavních výhod 

techniky DBS, která umožňuje jejich snazší transport do laboratoří. Nicméně, během přepravy 

mohou být vzorky vystaveny extrémním podmínkám (zvýšená teplota nebo vlhkost vzduchu). 

Z předchozích studií vyplývá, že tyto extrémní podmínky přímo ovlivňují krátkodobou stabilitu 

AMK a dalších metabolitů ve vzorcích DBS. Problém může také působit sluneční záření. 

Ukázalo se, že například methionin degraduje po 4 hodinách o 25 % po vystavení slunečnímu 

záření [105]. Golbahar a kol. zjistili, že při skladování vzorků DBS při 45 °C a 70% vlhkosti je 

methionin nestabilní po třech dnech a koncentrace fenylalaninu a tyrosinu se snížily o 28 % 

a 49 % za 24 hodin [106]. Avšak při dlouhodobém skladovaní vzorků DBS v suchém prostředí 

při pokojové teplotě, klesají koncentrace fenylalaninu a tyrosinu rychlostí 5,7 % a 1,7 % za rok 

[107]. Výše uvedené výsledky tedy naznačují, že skladování vzorků DBS při -20 °C a při -80 °C 

bez nadměrné vlhkosti může zvýšit stabilitu analytů a prodloužit ji z několika dnů na roky.  

Stabilita AMK ve vzorcích DBS byla testována na vzorcích, které byly skladovány při 

laboratorní teplotě a při -20 °C v uzavíratelných sáčcích se silikagelem. Vzorek DBS byl získán 

od jednoho dárce a změřen. Koncentrace všech sledovaných AMK se při skladování vzorku 

DBS při -20 °C pohybovala na stejných hodnotách i po 30 dnech. U vzorků skladovaných při 

laboratorní teplotě došlo jen k velmi malému poklesu koncentrace. Pro delší uchovávání je tedy 

vhodné vzorky skladovat při -20 °C nebo -80 °C bez nadměrné vlhkosti.  
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Analytické parametry metody stanovení aminokyselin ve vzorcích suché kapky krve 

Souhrn analytických parametrů je uveden v Příloha 8. Pro získání spolehlivých výsledků byly 

standardy kalibrační řady připraveny v plné krvi. Pro všechny sledované AMK byly kalibrační 

křivky lineární v celém testovaném rozsahu koncentrací. Linearita byla potvrzena zpětně 

odečtenými koncentracemi standardů kalibrační řady. Správnost a přesnost odečtených 

koncentrací jednotlivých standardů kalibrační řady byla v rámci 10 % od nominální 

koncentrace. Přesnost metody byla testována na 2 hladinách koncentrace AMK. Variační 

koeficienty pro přesnost v sérii byly pod 5 % a mezi sériemi pod 10 %. Výtěžnost extrakce byla 

hodnocena porovnáním plochy píku AMK získané proměřením vzorků DBS s plochou píku 

AMK získané proměřením vzorků tekuté krve o stejném objemu. Průměrná výtěžnost pro 

jednotlivé AMK se pohybovala v rozmezí 94-105 %. 

 

4.3.3 Stanovení koncentrace aminokyselin v krvi získané technikou suché kapky 

u dobrovolných dárců  

Nově vyvinutá metoda HPLC-MS/MS byla využita pro stanovení koncentrace AMK ve 100 

vzorcích DBS a 100 identických vzorcích kapalné krve získaných od dobrovolných dárců. 

Vzorky byly zpracovány a analyzovány podle protokolu popsaného v kapitole 3.3. Koncentrace 

jednotlivých AMK v krvi dobrovolných dárců jsou uvedeny v Tabulce 11 jako medián 

a interkvartilové rozpětí (IQR). Z referenčních hodnot získaných z literatury je zřejmé, že 

převážná většina AMK má podobnou koncentraci v plné krvi jako v plazmě. Významnější 

rozdíl je u kyseliny glutamové, jejíž koncentrace v plazmě je 34-70 µmol/l, přičemž 

koncentrace v plné krvi se pohybuje v rozmezí 102-172 µmol/l, podobné výsledky ukázaly 

i naše experimenty. V případě dalších AMK se námi naměřené koncentrace pohybují 

v podobném rozmezí referenčních hodnot jako je udáváno v odborné literatuře [108–111].  

Tabulka 11 Medián koncentrace aminokyselin ve vzorcích plné krve a suché kapky krve 

AMK Koncentrace v DBS 
(IQR) (µmol/l) 

Koncentrace v plné 
krvi (IQR) (µmol/l) 

Ala 362,6 (134,6) 382,9 (300,0) 

2-AM 19,0 (8,1) 21,2 (10,9) 

Arg 76,1 (11,9) 81,6 (8,8) 
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AMK Koncentrace v DBS 
(IQR) (µmol/l) 

Koncentrace v plné 
krvi (IQR) (µmol/l) 

Asn 66,9 (22,0) 64,3 (36,2) 

Cit 32,8 (8,7) 30,4 (11,2) 

Glu 125,8 (37,9) 86,5 (25,2) 

Gln 455,1 (105,6) 489,2 (279,8) 

Gly 282,5 (59,9) 281,8 (68,8) 

His 78,1 (22,3) 71,9 (63,6) 

Ile 88,5 (18,4) 93,2 (27,8) 

Leu 110,2 (29,5) 112,9 (27,1) 

Lys 148,6 (40,5) 141,4 (43,3) 

Met 26,5 (9,0) 23,6 (23,5) 

Phe 68,0 (14,0) 66,5 (15,6) 

Pro 163,2 (65,7) 195,3 (168,3) 

Ser 111,8 (26,7) 118,0 (27,3) 

Thr 101,3 (37,9) 115,4 (80,5) 

Trp 38,4 (7,6) 39,1 (16,4) 

Tyr 80,7 (20,5) 75,3 (20,0) 

Val 194,9 (48,2) 221,9 (122,9) 

AMK, aminokyselina; DBS, suchá kapka krve; IQR, interkvartilové rozpětí  

Pro ověření správnosti výsledků koncentrace naměřené ve vzorcích DBS, byla 

koncentrace AMK naměřená v kapalné krvi porovnána s koncentrací naměřenou ve vzorcích 

DBS. Z grafů (Příloha 9) je patrná statisticky významná (hladina významnosti α < 0,05) lineární 

závislost pro všechny sledované AMK. Korelační analýzou s využitím Spearmanova 

korelačního koeficientu bylo provedeno ověření lineárního vztahu mezi naměřenými 

koncentracemi. Analýzou byla potvrzena dobrá korelace, kdy se korelační koeficienty 

pohybovaly nad 0,73 u všech sledovaných AMK kromě argininu, ten jako jediný vykazoval 
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horší korelaci s hodnotou korelačního koeficientu 0,6811. Přehled korelačních koeficientů je 

uveden v Tabulce 12. 

Tabulka 12 Přehled korelačních koeficientů závislosti koncentrace aminokyselin ve vzorcích DBS na jejich 

koncentraci v kapalné krvi. 

AMK Regresní rovnice Korelační 
koeficient 

Spearmanův 
korelační koeficient 

Trp y = 1,4683x – 15,7897 0,8622 0,7304 

Phe y = 0,9267x + 5,7299 0,9085 0,8270 

Ile y = 1,0474x + 0,5499 0,9263 0,8779 

Leu y = 0,9305x + 10,545 0,9574 0,9165 

Met y = 2,0286x – 25,1409 0,9109 0,8353 

Val y = 1,4789x – 58,5798 0,8389 0,7683 

Tyr y = 0,8854x + 5,0707 0,9255 0,8785 

Pro  y = 1,5837x – 43,4844 0,8958 0,8908 

2-AM y = 1,1163x – 0,4766 0,8801 0,8309 

Ala y = 1,5999x – 163,1246 0,8961 0,8943 

Thr y = 1,6341x – 48,8639 0,9127 0,8947 

Gly y = 0,9286x + 15,9173 0,8638 0,8277 

Arg y = 0,8228x + 17,5632 0,8444 0,6811 

Glu y = 0,5438x + 16,4382 0,8536 0,8176 

Ser y = 0,9902x + 9,4328 0,8926 0,8557 

Gln y = 1,9467x – 381,7732 0,8903 0,8426 

Asn y = 1,5229x – 37,4201 0,9260 0,9076 

Cit y = 0,8718x + 1,4713 0,8694 0,7814 

His y = 2,4401x – 112,8474 0,9068 0,8951 

Lys y = 0,9927x – 2,3106 0,8406 0,7476 

AMK, aminokyselina 
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Výše prezentované výsledky ukazují, že námi vyvinutá metoda pro stanovení 20 AMK 

ve vzorcích DBS bez derivatizace poskytuje spolehlivé výsledky. Pro analýzu AMK se odběr 

vzorků krve technikou suché kapky jeví jako vhodná alternativa ke klasickému odběru krve. 

AMK ve vzorcích DBS jsou vysoce stabilní, čímž je usnadněn transport a následné skladování 

vzorků. Navíc vynechání kroku derivatizace výrazně snížilo čas potřebný pro přípravu vzorku 

a celkově zjednodušilo postup zpracování vzorků k analýze. Možná rizika ovlivnění výsledků 

různou hodnotou HCT, či různým objemem aplikované krve na odběrovou kartu se dají 

eliminovat například využitím nových odběrových zařízení, která jsou čím dál více dostupná. 

Z toho vyplývá, že prezentovaná metoda má potenciální využití při metabolomických 

či klinických studiích s velkou kohortou pacientů.  

 

4.4 Stanovení fenylalaninu a tyrosinu 

PKU je jedna z nejčastějších dědičných metabolických poruch, která je způsobená mutacemi 

v genu kódující fenylalaninhydroxylasu. Tyto mutace vedou ke snížené až žádné aktivitě tohoto 

enzymu. Výsledkem jsou pak zvýšené hladiny fenylalaninu a snížené hladiny tyrosinu v krvi 

a dalších tkáních. Neléčený stav je charakterizován mentální retardací, opožděnou řečí, 

záchvaty a abnormalitou chování [111]. PKU se rutinně vyšetřuje v rámci novorozeneckého 

screeningu, nicméně pro potvrzení diagnózy jsou vzorky opětovně testovány více specifickými 

a selektivními technikami. Navíc u pacientů s diagnostikovanou PKU a TYR je fenylalanin a 

tyrosin monitorován v rámci kontroly stavu nemoci. K tomu se využívají enzymatické metody 

[112], plynová chromatografie [113], nebo v současné době nejvíce oblíbená technika HPLC-

MS [114–116]. Jedním z cílů této práce bylo zavést rychlou, selektivní a robustní HPLC-

MS/MS metodu pro simultánní stanovení fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcích DBS, která by 

sloužila jako rychlejší alternativa k výše prezentované metodě a mohla být využita například 

pro monitorování stavu pacientů s PKU, případně TYR.  

 

4.4.1 Optimalizace metody LC-MS/MS  

Pro detekci fenylalaninu a tyrosinu byl použít MS detektor s iontovým zdrojem ESI 

a analyzátorem QqQ. Pro kvantitativní analýzu byl zvolen mód MRM. Optimalizace parametrů 

pro detekci těchto dvou vybraných AMK je popsána v předchozí kapitole (kapitola 4.3.1.). 

Účinky matrice byly testovány na vzorcích krve získaných technikou suché kapky od 6 různých 
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dárců. Vzhledem k tomu, že se AMK přirozeně vyskytují ve vzorcích DBS, byly účinky matrice 

určeny porovnáním ploch píků AMK přidaných po extrakci s plochami píků v čistém 

rozpouštědle. Pro výpočet byla použita následující rovnice: [(plocha píku s přídavkem 

po extrakci – plocha píku bez přídavku) / plocha píku v čistém rozpouštědle] * 100. U obou 

sledovaných AMK byly pozorovány poměrně nízké účinky matrice, kdy došlo pouze k malému 

zvýšení nebo snížení absolutního signálu oproti jejich signálu v čistém rozpouštědle. Účinky 

matrice se pohybovaly do ± 5 % u fenylalaninu a do ± 9 % u tyrosinu (viz Příloha 12). Pro jejich 

korekci byl použit izotopicky značený standard Phe-D5 a do budoucna je v plánu pro lepší 

správnost výsledků implementovat i izotopicky značený standard Tyr-D4.  

HPLC separaci fenylalaninu a tyrosinu v přirozené formě je možné, díky jejich nižší 

polaritě, provádět na kolonách s vázanou reverzní fází C18. Primární volbou pro naši studii 

byla analytická kolona LiChroCart, Purospher Star RP-18e (125 × 4 mm; 5 µm), která díky své 

kratší délce umožňuje rychlejší čas analýz, navíc máme s touto kolonou dobré zkušenosti 

z předchozích studií [111, 117]. Jako mobilní fáze byla testována směs ACN a deionizované 

vody v různých poměrech. Nicméně s využitím ACN nebylo dosaženo potřebné intenzity píků 

ani požadovaná retence analytů, proto byla zvolena jako mobilní fáze směs methanolu a vody, 

u které došlo k trojnásobnému zvýšení intenzity odezvy u obou AMK. Pro lepší ionizaci byla 

přidána kyselina mravenčí. Provedenými experimenty bylo zjištěno, že změna koncentrace 

kyseliny mravenčí v mobilní fázi nemá vliv na intenzitu odezvy sledovaných AMK, a byla tedy 

přidána ve výsledné koncentraci 0,1% (v/v). Pro dosažení co nejlepší separace v nejkratším čase 

byla testována řada isokratických a gradientových elucí. Nejlepších výsledků bylo dosaženo 

isokratickou elucí s 50% methanolem ve vodě. Celková doba analýzy byla 2,5 min, tedy kratší 

než u dříve publikovaných metod pro simultánní stanovení těchto dvou AMK [111, 116, 118]. 

Souhrn optimalizovaných podmínek, při kterých byly měřeny vzorky DBS, je uveden 

v kapitole 3.4.3. Chromatografický záznam stanovení fenylalaninu a tyrosinu ve vzorku DBS, 

získaný při optimalizovaných podmínkách HPLC-MS/MS je uveden na Obrázku 11.  
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Obrázek 11 Chromatografický záznam stanovení fenylalaninu a tyrosinu metodou HPLC-MS/MS (Reálný vzorek 

suché kapky krve, chromatografické podmínky jsou uvedeny v kapitole 3.4.3). 

 

4.4.2 Validace metody stanovení fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcích suché kapky 

krve  

Extrakce fenylalaninu a tyrosinu ze vzorku suché kapky krve 

Pro extrakci fenylalaninu a tyrosinu ze vzorků DBS se nejčastěji používá methanol s malým 

obsahem vody, proto byla testována eluční činidla s vysokým obsahem methanolu ve vodě 

(85%, 90%, 95% a 100%) s přídavkem a bez přídavku kyseliny mravenčí. Kanďár a kol. (2009) 

dosáhli vyšší účinnosti extrakce právě okyselením elučního činidla kyselinou chlorovodíkovou 

[117]. V našem případě jsme zvolili okyselení kyselinou mravenčí, což umožňovalo nástřik 

vzorku přímo do systému HPLC-MS/MS bez dalších úprav. Experimenty ukázaly, 

že přítomnost kyseliny mravenčí v elučním činidle má pouze malý vliv na účinnost extrakce 

a ve většině případů byla účinnost extrakce vyšší u činidel, ve kterých nebyla obsažena. 

Nejvyšší výtěžnosti extrakce bylo dosaženo pro obě sledované AMK se 100% methanolem 

(Příloha 10).  

Pro zlepšení účinnosti extrakce se ve většině případech využívá extrakce za stálého 

míchání vzorku nebo je vzorek umístěn do ultrazvukové lázně. V našem případě jsme pro 

podpoření eluce testovali sonikaci a třepání. Testována byla eluce 100% methanolem s 5, 10, 

20 a 30minutovou sonikací, třepáním a pouhým stáním zkumavky za laboratorní teploty. 
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V případě obou AMK bylo dosaženo nejvyšší účinnosti extrakce po 20minutovém třepání 

vzorku (Příloha 11).  

 

Vliv objemu krve a hodnoty hematokritu na koncentraci fenylalaninu a tyrosinu  

Vliv objemu krve na koncentraci fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcích DBS byl testován tak, že 

na odběrovou kartu byly aplikovány různé objemy krve (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 

100 µl). V případě obou AMK byla zjištěna stejná závislost, stejně jako u metody popsané 

v předchozí kapitole a to, že se zvyšujícím se objemem aplikované krve na odběrovou kartu se 

zvyšovala i koncentrace fenylalaninu a tyrosinu (Graf 5). Pro zajištění správnosti výsledků je 

tedy nutné, aby reálné vzorky DBS obsahovaly stejné množství krve jako standardy a vzorky 

pro kontrolu kvality. V našem případě byl zvolen objem 50 µl.  

 

Graf 5 Závislost koncentrace fenylalaninu a tyrosinu na objemu krve aplikovaném na odběrovou kartu 

Vliv hodnoty HCT na koncentraci fenylalaninu a tyrosinu byl zkoumán na pěti úrovních 

hodnoty HCT (20 %, 30 %, 40 %, 50 % a 60 %) bez přídavku standardů a s jejich přídavkem 

na dvou hladinách koncentrace. Experimenty jsme zjistili, že hodnota HCT v rozmezí 20-60 % 

má poměrně výrazný vliv na koncentraci jak fenylalaninu, tak i tyrosinu (Tabulka 13). Hladina 

fenylalaninu vykazovala ve studovaném rozmezí rozdíl téměř až ± 15 % a tyrosin až ± 10 % od 

hladiny naměřené ve vzorku DBS s hodnotou HCT 40 %. Navíc byl pozorován trend, kdy se 

zvyšující se hodnotou HCT rostla také koncentrace obou AMK. Rostoucí trend byl pozorován 

i jinými autory v dříve publikovaných prací a může být způsoben změnami objemu plazmy 

nebo sníženou distribucí krve skrze papír u vzorků s vysokou hodnotou HCT [96].  
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Tabulka 13 Střední hodnota rozdílu mezi koncentrací fenylalaninu a tyrosinu naměřené ve vzorcích suché kapky 

krve s různou hodnotou hematokritu (vztaženo ke koncentraci naměřené ve vzorku suché kapky krve s hodnotou 

hematokritu 40 %) 

 Fenylalanin (%)  Tyrosin (%) 

 c0 c1 c2  c0 c1 c2 

HCT 20 90,8 85,3 90,5  94,4 100,1 98,1 

HCT 30 98,3 98,1 97,6  95,8 97,8 100,4 

HCT 40 100,0 100,0 100,0  100,0 100,0 100,0 

HCT 50 104,1 100,4 108,4  102,1 104,0 107,7 

HCT 60 104,5 107,3 110,0  108,7 107,1 109,3 

c0, koncentrace fenylalaninu a tyrosinu ve vzorku suché kapky krve bez přídavku standardů; 

c1-c2, koncentrace fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcích suché kapky krve s přídavkem 

standardů; HCT, hematokrit. 

 

Analytické parametry metody stanovení fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcích suché kapky 

krve  

Souhrn analytických parametrů je uveden v Příloze 12. Pro získání spolehlivých výsledků byly 

standardy kalibrační řady připraveny v plné nesrážlivé krvi. Linearita byla testována v rozsahu 

20–2000 µmol/l, kdy pro obě AMK byla linearita dosažena pouze do koncentrace 1200 µmol/l. 

Linearita byla potvrzena zpětně odečtenými koncentracemi standardů kalibrační řady. 

Správnost a přesnost odečtených koncentrací jednotlivých standardů kalibrační řady byla 

v rámci 10 % od nominální koncentrace. Přesnost metody byla testována na 3 hladinách 

koncentrace AMK. Variační koeficienty pro přesnost v sérii i mezi sériemi byly pod 5 % pro 

oba analyty. Výtěžnost extrakce byla hodnocena porovnáním plochy píku daných AMK získané 

proměřením vzorků DBS s plochou píku AMK získané proměřením vzorků kapalné krve 

o stejném objemu. Průměrná výtěžnost pro fenylalanin se pohybovala v rozmezí 97,1 % 

(± 2,0 %) a pro tyrosin 96,7 % (± 1,9 %). Stabilita fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcích DBS je 

popsána v předchozí kapitole 4.3.2. 
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4.4.3 Stanovení koncentrace fenylalaninu a tyrosinu v krvi získané technikou 

suché kapky u dobrovolných dárců  

Vyvinutá metoda HPLC-MS/MS byla použita pro simultánní stanovení tyrosinu a fenylalaninu 

ve 100 vzorcích tekuté krve a 100 identických vzorcích DBS získaných od dobrovolných dárců. 

V případě vzorků DBS byly hladiny fenylalaninu a tyrosinu stanoveny v celé skvrně s objemem 

krve 20 µl a v terčíku vyseknutého ze vzorku DBS. Vzorky byly zpracovány a analyzovány 

podle protokolu popsaného v kapitole 3.4. Koncentrace fenylalaninu a tyrosinu v krvi 

dobrovolných dárců jsou uvedeny v Tabulce 14 jako medián a interkvartilové rozpětí. 

Volumetrická analýza celé skvrny vzorku DBS s fixním objemem krve byla testována jako 

alternativa, která by moha být schopna eliminovat například vliv HCT a být tak 

implementována v metabolomických či klinických studiích, čímž by se usnadnil transport 

vzorků venózní krve do laboratoře. Překvapivě byly zjištěny nižší koncentrace fenylalaninu 

i tyrosinu ve vzorcích celé skvrny DBS oproti vzorkům kapalné krve se stejným objemem, který 

byl použit pro analýzu. Naproti tomu výsek ze vzorků DBS vykazuje téměř shodný medián 

koncentrací jako kapalné vzorky krve.  

Tabulka 14 Medián koncentrace fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcích plné krve a suché kapky krve 

 Fenylalanin 

Medián (IQR) (µmol/l) 

Tyrosin 

Medián (IQR) (µmol/l) 

DBS výsek 65,1 (9,4) 87,4 (17,6) 

DBS celá skvrna 57,5 (11,3) 79,9 (18,6) 

Kapalná krev  65,6 (14,1) 88,5 (17,5) 

DBS, suchá kapka krve; IQR, interkvartilové rozpětí  

 

Pro ověření správnosti výsledků koncentrace naměřené ve vzorcích DBS, byla 

koncentrace fenylalaninu a tyrosinu naměřená v kapalné krvi porovnána s koncentrací 

naměřenou ve vzorcích DBS. Z grafů je patrná statisticky významná lineární závislost 

(statistická hladina významnosti α < 0,05) koncentrace fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcích DBS 

na jejich koncentraci v kapalné krvi (Příloha 13 a Příloha 14). Ověření lineárního vztahu bylo 

provedeno korelační analýzou s využitím Spearmanova korelačního koeficientu. Regresní 

rovnice a korelační koeficienty jsou uvedeny v Tabulce 15. Statisticky významná korelace mezi 
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koncentracemi ve vzorcích DBS a koncentracemi ve vzorcích kapalné krve byla zjištěna pro 

fenylalanin i tyrosin. Korelační analýza navíc ukázala, že je lepší korelace koncentrace 

naměřené ve vzorcích kapalné krve na koncentraci ve výsecích vzorků DBS než v případě 

závislosti koncentrace naměřené v celých skvrnách vzorků DBS na koncentraci ve vzorcích 

kapalné krve.  

Tabulka 15 Přehled korelačních koeficientů závislosti koncentrace fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcích suché 

kapky krve na jejich koncentraci v kapalné krvi. 

AMK Závislost Regresní rovnice 
Korelační 
koeficient 

Spearmanův 
korelační 
koeficient 

F
en

yl
al

an
in

 

DBS výsek vs kapalná krev  y = 1,0376x – 1,5476 0,9235 0,8947 

DBS celá vs kapalná krev y = 1,0229x + 7,1515 0,9223 0,8894 

DBS výsek vs DBS celá y = 0,9309x – 2,9933 0,9190 0,8928 

T
yr

os
in

 DBS výsek vs kapalná krev y = 0,9833x + 2,9390 0,9314 0,9069 

DBS celá vs kapalná krev y = 0,8309x + 22,6503 0,9191 0,8749 

DBS výsek vs DBS celá y = 1,0501x – 11,9679 0,8992 0,8624 

AMK, aminokyselina; DBS, suchá kapka krve  

 

Výsledky koncentrací fenylalaninu a tyrosinu získané touto metodou (využívající 

reverzní stacionární fázi) byly porovnány s výsledky získané metodou využívající stacionární 

fázi HILIC, která je popsána v předchozí kapitole. Porovnání bylo provedeno pro ověření 

výsledků a také zjištění, zda metoda pro stanovení fenylalaninu a tyrosinu může sloužit jako 

rychlejší alternativa k metodě se stacionární fází HILIC. Pro zjištění závislosti koncentrace 

fenylalaninu a tyrosinu změřené metodou využívající stacionární fázi HILIC na koncentraci 

změřené metodou využívající reverzní fázi, byly získané koncentrace vyneseny do bodových 

grafů. Z grafů (Příloha 15) je patrná statisticky významná lineární korelace (statistická hladina 

významnosti α < 0,05) mezi koncentracemi fenylalaninu a tyrosinu získanými metodou se 

stacionární fází HILIC a koncentracemi fenylalaninu a tyrosinu získanými metodou využívající 

reverzní stacionární fázi, a to jak pro vzorky DBS, tak pro vzorky kapalné krve. Přehled 

korelačních koeficientů je uveden v Tabulce 16.  
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Tabulka 16 Přehled korelačních koeficientů závislosti koncentrace změřené metodou využívající stacionární fázi 

HILIC na koncentraci změřené metodou využívající reverzní stacionární fázi 

 Fenylalanin Tyrosin 

 DBS Kapalná krev DBS Kapalná krev 

Korelační koeficient 0,9244 0,9161 0,9452 0,9096 

Spearmanův korelační 
koeficient 

0,8644 0,8725 0,9152 0,8738 

DBS, suchá kapka krve 

 

Stanovení koncentrace fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcích DBS můžeme zařadit mezi 

rutinní testy, jelikož se plošně provádí v rámci novorozeneckého screeningu. V tomto případě 

se ovšem jedná pouze o screeningové vyšetření a je vždy nutná konfirmace možného 

onemocnění více selektivní a robustní metodou. Z výše prezentovaných výsledků je patrné, že 

námi vyvinutá metoda pro simultánní stanovení fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcích DBS je pro 

tyto účely vhodná. Může také sloužit jako rychlejší alternativa k metodě stanovující 20 AMK, 

která je prezentovaná v předchozí kapitole, a být tak využita pro monitorování stavu pacientů 

s PKU a TYR. Navíc výsledky ukázaly, že analýzou výseků ze vzorků DBS jsou poskytnuty 

téměř shodné výsledky jako při analýze kapalných vzorků krve, odebraných klasicky 

z kubitální žíly, což má potenciál implementovat naši metodu a celkově techniku DBS do 

metabolomických a klinických studií a usnadnit tak odběr a transport vzorků.  
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5 Závěr 

V této dizertační práci byly vyvinuty a validovány tři metody HPLC-MS/MS pro stanovení 

vybraných 20 aminokyselin, alantoinu a kyseliny močové ve vzorcích DBS. Pro extrakci 

analytů ze vzorků DBS byla použita jednokroková extrakce organickým rozpouštědlem 

s třepáním či sonikací, čímž byla zvýšena účinnost extrakce. Prezentované metody jsou 

dostatečně citlivé a selektivní pro stanovení koncentrace daných analytů ve vzorcích DBS, které 

se vyznačují malým objemem krve a dobrou stabilitou analytů. Metody prošly procesem 

optimalizace dle obecně uznávaných norem a analytické parametry byly ve všech případech 

uspokojivé. Ukázalo se, že objem krve nanesený na odběrové karty má vliv na koncentraci 

všech sledovaných analytů. Pro získání správných výsledků by mělo být na odběrovou kartu 

nanášeno, pokud možno stejné množství krve, a to okolo 50 µl. Dále bylo zjištěno, že hodnota 

HCT má poměrně významný vliv na hladiny AMK ve vzorcích DBS. Tento problém se dá 

eliminovat přípravou standardů v krvi s hodnotou HCT, jaká je očekávána u sledované 

populace, případně se dají využít nová odběrová zařízení s fixním objemem krve aplikovaným 

na odběrové karty. Naproti tomu vliv hodnoty HCT na koncentraci KM a ALA byl 

zanedbatelný. Použitelnost metod byla testována na 100 vzorcích DBS od dobrovolných dárců. 

Výsledné koncentrace byly pro všechny stanovované analyty ve fyziologickém rozmezí. Navíc, 

srovnání koncentrací sledovaných analytů ve vzorcích DBS s koncentracemi v identických 

vzorcích plné kapalné krve ukazuje lineární vztah a statisticky významnou korelaci.  

Z množství benefitů techniky DBS a námi prezentovaných výsledků vyplývá, že tato 

technika se jeví jako vhodná alternativa ke klasickému odběru venózní krve punkcí. Vzorky 

DBS mají také potenciál být implementovány v metabolomických studiích s velkou kohortou 

pacientů, či být využity pro screening poruchy metabolismu a monitorování účinků nasazené 

léčby.  
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Příloha 1 Informovaný souhlas dárce s účastí ve studii.  

Informovaný souhlas 

Studie: zavedení metod pro stanovení vybraných metabolitů 
(aminokyseliny, mastné kyseliny, oxokyseliny, vybrané vitamíny) v krvi 

získané technikou suché kapky 

Číselný kód 

 

 

 jméno a příjmení: 

 

Vážená paní, vážený pane, 
zveme Vás k účasti na studii, která se zabývá technikou suché kapky krve (DBS). Cílem 
projektu je zavést a validovat metody pro stanovení vybraných metabolitů v lidské krvi získané 
technikou DBS. Požádáme vás o vzorek 2 ml plné krvi (odběrová zkumavka Vaccuette 
K3EDTA, 2 ml). Získanou krev nakapeme na speciální odběrovou papírovou kartu (tato 
technika je známá při novorozeneckém screeningu na vrozené metabolické choroby) a po 
zaschnutí krve budou tyto karty zaslané do laboratoře Katedry biologických a biochemických 
věd, Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice. 

Získané vzorky budou použity pouze pro výzkumné účely. Nebudete mít žádné náklady s účastí 
ve studii. 

Informace týkající se vaší osoby bude pouze váš věk a pohlaví, tedy vaše vzorky nebudou 
označeny Vašim jménem. Vaše vzorky nebudou podstoupeny nikomu dalšímu a po ukončení 
studie budou odborně zlikvidovány. 
Velice si vážíme Vaší účasti ve studii. 
 

prof. Mgr. Roman Kanďár, Ph.D. 
Katedra biologických a biochemických věd, 
Fakulta chemicko-technologická, Univerzita Pardubice 

Studentská 573, 532 10 Pardubice 

e-mail: roman.kandar@upce.cz; telefon: 466 037 714 

 

Já, níže podepsaný(á), souhlasím s účastí ve studii. 

jméno a příjmení: 
 

 

 

datum: 

 

 

 

podpis: 
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Příloha 2 Analytické parametry metody stanovení alantoinu a kyseliny močové ve vzorcích 

suché kapky krve.  

 Alantoin Kyselina močová 

 Průměr ± SD  

(µmol/l) 

CV (%) Průměr ± SD  

(µmol/l) 

CV 
(%) 

Přesnost v sérii  

   Nízká koncentrace (n=5) 5,6 ± 0,2 2,2 224,7 ± 4,3 1,9 

   Střední koncentrace (n=5) 21,9 ± 0,4 1,9 355,4 ± 5,8 1,6 

   Vysoká koncentrace (n=5) 51,6 ± 0,9 1,7 751,3 ± 31,5 4,2 

Přesnost mezi sériemi  

   Nízká koncentrace (n=5) 5,6 ± 0,1 0,8 228,2 ± 3,9 1,7 

   Střední koncentrace (n=5) 22,5 ± 0,4 1,9 359,0 ± 7,8 2,2 

   Vysoká koncentrace (n=5) 54,7 ± 2,2 4,0 776,8 ± 20,4 2,6 

Směrnice KK (SD) 0,08761 (0,00291) 0,03853 (0,00116) 

Intercept (SD) 0,01346 (0,0042) -0,30129 (0,03811) 

R2 0,9993 0,9949 

Pracovní rozsah KK (µmol/l) 0,5 – 50,0 10,0 – 750,0  

Výtěžnost (%), n = 3 (SD) 118,0 (6,9) 102,9 (4,7) 

LOD (µmol/l) 0,16 3,26 

LOQ (µmol/l) 0,48 9,89 

Účinky matrice (%), n = 6 58-64 82-118 

Průměrné parametry 10 kalibračních křivek pro stanovení alantoinu a kyseliny močové ve 
vzorcích suché kapky krve metodou HPLC-MS/MS. Mez detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) 
byl vypočítán podle rovnic: LOD = 3,3 × Sa/b; LOQ = 10 × Sa/b, kde Sa je směrodatná odchylka 
interceptu a b je průměrná směrnice kalibračních křivek. KK, kalibrační křivka; SD, směrodatná 
odchylka; CV, variační koeficient; R2, koeficient determinace.  

  



96 

 

Příloha 3 2-D bodové grafy závislosti koncentrace alantoinu a kyseliny močové ve vzorcích 

kapalné krve na jejich koncentraci ve vzorcích DBS.  
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Příloha 4 Vliv složení elučního činidla na eluci aminokyselin ze vzorků suché kapky krve. 
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Příloha 5 Vliv sonikace a doby eluce na účinnost extrakce aminokyselin ze vzorků suché kapky 

krve. 
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Příloha 6 Vliv objemu aplikované krve na odběrovou kartu na koncentraci aminokyselin ve 

vzorcích suché kapky krve. 
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Příloha 7 Střední hodnota rozdílu mezi koncentrací aminokyselin naměřené ve vzorcích suché 

kapky krve s různou hodnotou hematokritu (vztaženo ke koncentraci naměřené ve vzorku suché 

kapky krve s hodnotou hematokritu 40 %). 

 HCT 
30 

HCT 
40 

HCT 
50 

HCT 
60 

 HCT 
30 

HCT 
40 

HCT 
50 

HCT 
60 

 Trp (%)  Phe (%) 

c0 92,5 100,0 105,0 114,7  104,5 100,0 112,9 120,2 

c1 82,6 100,0 106,7 116,8  82,6 100,0 98,8 114,6 

c2 105,5 100,0 96,8 116,6  108,8 100,0 102,6 115,8 

c3 84,1 100,0 95,5 108,0  85,4 100,0 122,5 113,7 

 Ile (%)  Leu (%) 

c0 100,8 100,0 109,6 119,6  93,3 100,0 108,7 113,4 

c1 85,5 100,0 100,9 109,9  75,3 100,0 93,7 102,1 

c2 105,8 100,0 111,4 114,4  95,7 100,0 103,4 114,6 

c3 81,4 100,0 107,2 105,6  82,6 100,0 104,8 106,1 

 Met (%)  Val (%)  

c0 96,9 100,0 103,7 106,9  96,3 100,0 107,4 123,9 

c1 96,5 100,0 103,1 120,5  78,5 100,0 106,4 115,1 

c2 105,9 100,0 109,5 114,6  96,1 100,0 106,1 114,3 

c3 90,1 100,0 107,1 112,6  89,1 100,0 103,1 112,1 

 Tyr (%)  Pro (%) 

c0 91,3 100,0 103,0 145,2  99,8 100,0 103,1 117,9 

c1 83,3 100,0 99,3 115,5  85,7 100,0 102,8 115,8 

c2 87,8 100,0 94,6 103,0  103,0 100,0 104,7 113,9 

c3 80,5 100,0 110,6 100,0  84,9 100,0 108,3 107,1 

HCT, hematokrit (%); c0, koncentrace aminokyselin ve vzorku suché kapky krve bez přídavku 

standardů; c1-c3, koncentrace aminokyselin ve vzorcích suché kapky krve s přídavkem 

standardů   
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Příloha 7 Střední hodnota rozdílu mezi koncentrací aminokyselin naměřené ve vzorcích suché 

kapky krve s různou hodnotou hematokritu (vztaženo ke koncentraci naměřené ve vzorku suché 

kapky krve s hodnotou hematokritu 40 %) – pokračování.  

 HCT 
30 

HCT 
40 

HCT 
50 

HCT 
60 

 HCT 
30 

HCT 
40 

HCT 
50 

HCT 
60 

 2-AM (%)  Ala (%) 

c0 101,2 100,0 93,2 115,4  98,5 100,0 105,1 114,8 

c1 88,2 100,0 113,3 124,0  83,5 100,0 96,3 112,2 

c2 102,0 100,0 95,3 115,4  100,3 100,0 103,8 109,4 

c3 91,4 100,0 101,9 100,0  88,8 100,0 105,7 106,1 

 Thr (%)  Gly (%) 

c0 102,9 100,0 105,7 124,8  99,6 100,0 97,2 124,8 

c1 82,3 100,0 102,3 115,6  91,5 100,0 101,5 116,9 

c2 98,3 100,0 108,8 116,6  88,4 100,0 93,6 103,8 

c3 87,7 100,0 109,3 112,0  83,2 100,0 105,9 104,9 

 Glu (%)  Ser (%)  

c0 88,6 100,0 106,8 122,0  90,2 100,0 104,6 115,2 

c1 87,7 100,0 113,5 124,5  80,3 100,0 118,0 120,6 

c2 90,2 100,0 100,6 119,3  96,2 100,0 96,7 130,5 

c3 93,9 100,0 114,7 130,4  99,6 100,0 113,4 123,8 

 Gln (%)  Asn (%) 

c0 108,0 100,0 101,0 108,9  103,9 100,0 107,6 129,9 

c1 94,0 100,0 105,6 114,4  95,4 100,0 118,0 134,2 

c2 98,7 100,0 96,5 105,0  93,8 100,0 101,4 119,6 

c3 93,1 100,0 109,0 118,3  90,7 100,0 111,2 126,4 

HCT, hematokrit (%); c0, koncentrace aminokyselin ve vzorku suché kapky krve bez přídavku 

standardů; c1-c3, koncentrace aminokyselin ve vzorcích suché kapky krve s přídavkem 

standardů   
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Příloha 7 Střední hodnota rozdílu mezi koncentrací aminokyselin naměřené ve vzorcích suché 

kapky krve s různou hodnotou hematokritu (vztaženo ke koncentraci naměřené ve vzorku suché 

kapky krve s hodnotou hematokritu 40 %) – pokračování. 

 HCT 
30 

HCT 
40 

HCT 
50 

HCT 
60 

 HCT 
30 

HCT 
40 

HCT 
50 

HCT 
60 

 Cit (%)  Arg (%) 

c0 105,4 100,0 96,5 111,1  108,9 100,0 100,0 84,6 

c1 96,0 100,0 109,4 119,2  106,3 100,0 109,8 92,5 

c2 99,9 100,0 101,2 114,7  108,5 100,0 94,7 90,7 

c3 98,0 100,0 109,6 124,0  105,3 100,0 99,5 99,2 

 His (%)  Lys (%) 

c0 111,0 100,0 103,4 113,4  112,5 100,0 93,4 94,9 

c1 95,2 100,0 104,6 115,8  99,1 100,0 101,9 105,9 

c2 100,6 100,0 99,8 111,0  103,8 100,0 91,2 102,7 

c3 93,3 100,0 100,9 114,3  106,9 100,0 98,9 114,3 

HCT, hematokrit (%); c0, koncentrace aminokyselin ve vzorku suché kapky krve bez přídavku 

standardů; c1-c3, koncentrace aminokyselin ve vzorcích suché kapky krve s přídavkem 

standardů 
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Příloha 8 Analytické parametry metody stanovení aminokyselin ve vzorku suché kapky krve. 

 

A – c0  

CV (%) 

A – c1 

 CV (%) 

B – c0 

CV (%) 

B – c1 

CV (%) 

Výtěžnost 
(SD) (%) 

LOD 
(µmol/l) 

LOQ 
(µmol/l) 

Pracovní 
rozsah KK 

(µmol/l) 
R2 Směrnice KK (SD) Intercept (SD) 

(µmol/l) 

Arg 0,5 2,6 7,7 3,1 105,3 (9,2) 0,6 1,9 1,9-273,3 0,994 0,0164 (0,0012) -0,0055 (0,0031) 

2-AM 1,7 9,3 6,2 6,5 102,5 (0,7) 0,3 1,0 1,0-75,1 0,989 0,0061 (0,0004) 0,0001 (0,0006) 

Ala 2,9 1,9 9,5 7,4 98,5 (0,2) 2,5 7,7 7,7-851,3 0,993 0,0033 (0,0002) -0,0021 (0,0025) 

Asn 9,1 3,4 10,6 0,0 98,5 (5,8) 0,4 1,2 1,2-144,1 0,994 0,0027 (0,0001) 0,0004 (0,0003) 

Cit 0,2 2,6 9,1 7,6 94,4 (5,4) 0,3 0,8 0,8-79,1 0,994 0,0108 (0,0005) 0,0020 (0,0009) 

Glu 3,3 5,5 5,1 8,7 96,3 (5,2) 0,6 1,8 1,8-186,0 0,998 0,0075 (0,0003) 0,0012 (0,0014) 

Gln 5,5 3,1 8,5 7,4 96,1 (3,5) 2,4 7,4 7,4-1369,8 0,997 0,0076 (0,0004) -0,0126 (0,0056) 

Gly 1,2 3,0 4,0 2,7 102,1 (9,6) 5,9 17,8 17,8-809,9 0,988 0,0004 (0,0001) 0,0008 (0,0007) 

His 3,1 1,8 6,9 5,5 97,2 (9,7) 0,4 1,3 1,3-195,9 0,994 0,0147 (0,0009) -0,0002 (0,0020) 

Ile 2,7 4,7 4,8 7,6 101,3 (2,0) 0,3 1,0 1,0-195,8 0,997 0,0416 (0,0023) -0,0003 (0,0040) 

Leu 3,8 5,2 2,5 1,1 96,9 (6,0) 1,1 3,4 3,4-312,9 0,996 0,0141 (0,0007) 0,0039 (0,0047) 

Lys 4,0 1,7 6,1 7,4 100,3 (6,8) 1,4 4,4 4,4-295,0 0,993 0,0169 (0,0015) -0,0171 (0,0074) 
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A – c0  

CV (%) 

A – c1 

 CV (%) 

B – c0 

CV (%) 

B – c1 

CV (%) 

Výtěžnost 
(SD) (%) 

LOD 
(µmol/l) 

LOQ 
(µmol/l) 

Pracovní 
rozsah KK 
(µmol/l) 

R2 Směrnice KK (SD) Intercept (SD) 
(µmol/l) 

Met 4,0 5,7 2,4 7,0 98,2 (2,2) 0,2 0,5 0,5-102,4 0,997 0,0142 (0,0005) -0,0018 (0,0007) 

Phe 1,7 4,8 8,0 0,1 96,9 (1,5) 0,3 0,9 0,9-140,0 0,995 0,0375 (0,0021) -0,0022 (0,0033) 

Pro 3,6 4,2 0,0 2,9 101,8 (7,3) 0,9 2,8 2,8-384,0 0,997 0,0449 (0,0019) -0,0038 (0,0125) 

Ser 1,5 4,6 7,8 3,8 100,2 (2,6) 3,6 11,1 11,1-264,0 0,984 0,0022 (0,0002) 0,0020 (0,0024) 

Thr 5,7 3,0 1,5 9,0 101,9 (3,0) 1,2 3,7 3,7-353,1 0,992 0,0028 (0,0001) 0,0009 (0,0010) 

Trp 3,9 4,2 8,8 8,7 95,0 (8,9) 0,2 0,6 0,6-117,8 0,997 0,0338 (0,0014) -0,0045 (0,0019) 

Tyr 2,5 5,2 4,4 6,1 94,0 (4,5) 0,4 1,3 1,3-155,4 0,996 0,0043 (0,0003) 0,0004 (0,0006) 

Val 2,7 3,8 7,0 7,2 96,7 (6,6) 1,9 5,8 5,8-590,0 0,996 0,0208 (0,0007) -0,0083 (0,0121) 

Přesnost v sérii (A, n = 10) a přesnost mezi sériemi (B, n = 6); c0, nízká koncentrace; c1, vysoká koncentrace. Průměrné parametry 10 kalibračních 

křivek (KK) pro stanovení aminokyselin ve vzorcích suché kapky krve metodou HPLC-MS/MS. Mez detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) byl 

vypočítán podle rovnice: LOD = 3,3 × Sa/b; LOQ = 10 × Sa/b, kde Sa je směrodatná odchylka interceptu a b je průměrná směrnice 10 kalibračních 

křivek. Intercept představuje hodnotu na ose x, kdy hodnota osy y je nulová. CV, variační koeficient; SD, směrodatná odchylka; R2, koeficient 

determinace.  
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Příloha 9 2-D bodové grafy závislosti koncentrace aminokyselin ve vzorcích kapalné krve na koncentraci aminokyselin ve vzorcích DBS.  
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Příloha 9 2-D bodové grafy závislosti koncentrace aminokyselin ve vzorcích kapalné krve na koncentraci aminokyselin ve vzorcích DBS. 
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Příloha 9 2-D bodové grafy závislosti koncentrace aminokyselin ve vzorcích kapalné krve na koncentraci aminokyselin ve vzorcích DBS. 
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Příloha 9 2-D bodové grafy závislosti koncentrace aminokyselin ve vzorcích kapalné krve na koncentraci aminokyselin ve vzorcích DBS. 
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Příloha 9 2-D bodové grafy závislosti koncentrace aminokyselin ve vzorcích kapalné krve na koncentraci aminokyselin ve vzorcích DBS. 
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Příloha 10 Vliv složení elučního činidla na eluci fenylalaninu a tyrosinu ze vzorků suché kapky 

krve.  
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Příloha 11 Vliv sonikace, třepání a doby eluce na účinnost extrakce fenylalaninu a tyrosinu ze 

vzorků suché kapky krve. 
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Příloha 12 Analytické parametry metody stanovení fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcích suché 

kapky krve.  

 Fenylalanin Tyrosin 

 Průměr ± SD  

(µmol/l) 

CV (%) Průměr ± SD  

(µmol/l) 

CV 
(%) 

Přesnost v sérii  

   Nízká koncentrace (n=5) 75,7 ± 2,3 3,0 90,5 ± 1,8 1,9 

   Střední koncentrace (n=5) 297,8 ± 8,6 2,8 302,5 ± 4,4 1,5 

   Vysoká koncentrace (n=5) 1005,5 ± 30,9 3,1 990,0 ± 43,4 4,4 

Přesnost mezi sériemi  

   Nízká koncentrace (n=5) 74,9 ± 1,4 1,9 93,8 ± 4,7 5,0 

   Střední koncentrace (n=5) 292,3 ± 5,16 1,8 311,3 ± 8,3 2,7 

   Vysoká koncentrace (n=5) 978,5 ± 47,4 4,9 985,4 ± 46,83 4,8 

Směrnice KK (SD)  0,027252 (0,000744) 0,008715 (0,003723) 

Intercept (SD) -0,195913 (0,001513) -0,084312 (0,001374) 

R2 0,9990 0,9987 

Pracovní rozsah KK (µmol/l) 20,0 – 1199,5 20,0 – 1214,2  

Výtěžnost (%), n = 3 (SD) 97,1 (2,0) 96,7 (1,9) 

LOD (µmol/l) 0,18 0,52 

LOQ (µmol/l) 0,56 1,57 

Matricové efekty (%), n = 6 95,2-103,4 91,8-101,0 

Průměrné parametry 10 kalibračních křivek pro stanovení fenylalaninu a tyrosinu ve vzorcích 
suché kapky krve metodou HPLC-MS/MS. Mez detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) byl 
vypočítán podle rovnic: LOD = 3,3 × Sa/b; LOQ = 10 × Sa/b, kde Sa je směrodatná odchylka 
interceptu a b je průměrná směrnice kalibračních křivek. KK, kalibrační křivka; SD, směrodatná 
odchylka; CV, variační koeficient; R2, koeficient determinace.  
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Příloha 13 2-D bodové grafy závislosti koncentrace fenylalaninu ve vzorcích kapalné krve na 

koncentraci fenylalaninu ve vzorcích DBS. 
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Příloha 14 2-D bodové grafy závislosti koncentrace tyrosinu ve vzorcích kapalné krve na 

koncentraci tyrosinu ve vzorcích DBS. 
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Příloha 15 2-D bodové grafy závislosti koncentrace fenylalaninu a tyrosinu změřené metodou se stacionární fází HILIC na jejich koncentraci 

změřené metodou s reverzní stacionární fázi. 

  

  


