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SOUHRN

Cilem této diplomové prace je vyvoj nizkonakladového testovaciho zafizeni
pro analyzu 1éCiv. Toto zafizeni by mélo byt schopno nahradit moderni instrumentalni
metody. Mélo by vyrazné zjednodusit provadéné analyzy a zaroven snizit naklady na jejich

provedeni.

V teoretické Casti této prace nejprve popisuji klinickou a forenzni chemii, charakter
vzorkd a seznamuji s instrumentalnimi metodami, které jsou dnes vyuzivany v klinickych
a forenznich laboratotich. Poté charakterizuji proces miniaturizace a zminuji nékteré soucasné
objevy v této problematice. Posledni pasaze teoretické ¢asti vénuji strukturalizaci a popisu

1é¢iv, které jsou nasledné v praktické ¢asti analyzovany.

Prakticka ¢ast nejprve popisuje vyvinuté mikrofluidni zafizeni, véetné jeho tivodniho
testovani a procesu optimalizace nasledného stanoveni. A posledni ¢ast demonstruje ziskané

vysledky pfi aplikacich na konkrétnich 1é¢ivech.



SUMMARY

The aim of this master thesis is a development of low-cost test device for drugs
analysis. This device should be able to replace modern instrumental methods. It should
be able to greatly simplify the analysis and reduce the cost of their implementation.

In the theoretical part of this thesis | describe the clinical and forensic chemistry,
sample characters and acquaint with instrumental methods, which are commonly used
in clinical and forensic labs. Then | describe the miniaturization process and mention some
recent discoveries in this field. Last passages of theoretical part | devote to structuring

and description of drugs, which are analysed in practical part of this thesis.

At first, the practical part describes a developed microfluidic device, including
the initial testing and optimization process of subsequent determination. And the last part

demonstrates the results obtained in applications on specific drugs.
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1. UVOD

Vzhledem k tomu, Ze v poslednich dvaceti az pétadvaceti letech je kladen velky
diraz na vyzkum a vyvoj miniaturizovanych zatizeni pro analytické a bioanalytické analyzy
(lab-on-chip), rozhodla jsem se pro vyzkum zaméfeny na vyvoj mikrofluidniho zafizeni
pro klinickou a forenzni diagnostiku. V soucasnosti maji v této oblasti stale nezastupitelnou
ulohu analytické instrumentalni metody. S jejich pomoci se klinicka chemie snazi porozumét
nemocem a lidskému zdravi. Forenzni chemie pak tyto metody vyuziva ke zkoumani
kriminalistickych stop. AvSak iV téchto specifickych laboratotich uz mikrofluidni zatizeni
nachézi sva uplatnéni. Naptiklad J. Vacek z Akademie Véd Ceské Republiky zkouma vyuziti
proteinovych ciptt v klinické biochemii. V zahrani¢i jsou pocatky vyzkumu a vyvoje
miniaturizovanych papirovych zafizeni pro klinické testy spojeny se jménem profesora

Whitesidese z Harvardské Univerzity.*

V této praci se zaméfuji na vyvoj a naslednou aplikaci papirového cipu
(mikrofluidniho zafizeni) pro analyzu 1éCiv, ktery by mél byt schopen pln¢ nahradit bézné
vyuzivané instrumentalni metody, vyrazné snizit potizovaci a provozni ndklady na zafizeni,

zjednodusit dané analyzy a zkratit jejich dobu. V neposledni fadé by mél disponovat

cvwr



2. TEORETICKA CAST
2.1 FORENZNIi VEDA

Forenzni véda (neboli forenzika) se zabyva vySetfovanim, ziskdvanim

a dokazovanim néjakého incidentu nebo poruSeni prava ¢i zékoni.?

Mezi forenzni védy fadime:

daktyloskopii (zabyvajici se urCovanim identity osob pomoci otiski prsti1),
e forenzni antropologii (identifikujici kostry, lebky a chrupy),

e Dbalistiku (zabyvajici se analyzou zbrani),

e forenzni medicinu (stanovujici pficiny poSkozeni zdravi nebo smrti),

e forenzni psychologii (posuzujici psychicky stav a motiv podezielé¢ho),

e forenzni genetiku (analyzujici DNA osob ¢i stop zajisténych na misté ¢inu),

e forenzni chemii.

2.1.1 Forenzni (kriminalistickd) chemie

Forenzni chemie se zabyva zkoumanim chemické a fyzikalni struktury
kriminalistickych stop, analyzuje jejich sloZeni a kvantitativni obsah jednotlivych sloZek.
Urcuje a charakterizuje technologii pouziti ur¢itych prostfedkd, pribéh vzniku riiznych stop,
zpiisob naruSeni predmétu, cas, dobu a prib¢h dé&je. Charakterizuje prostiedi souvisejici
s urCitou udalosti. Zjistuje pritomnost toxickych latek v biologickych tkanich a télesnych

7 o0 1w v vr 4
tekutinach, v ptid¢, vodée a v ovzdusi.



2.2 KLINICKA CHEMIE

Klinicka chemie je multidisciplinarni obor, jehoz néplni je stanovovani jednotlivych
metabolitl, analyti nebo jejich skupin obsazenych v télnich tekutindch a monitorovani
hladiny nékterych 1€ki. Je aplikaci chemickych, molekuldrnich a bunécnych principii
a technologii. Ugelem je porozumét lidskému zdravi a nemoci a umoznit jeho hodnoceni, diky

poskytovanym vysledkim méfeni a pozorovani se vztahem k nemoci a udrzeni zdravi.®

2.3 CHARAKTER VZORKU
2.3.1 Vzorky v klinické analyze a jejich uprava

V klinické analyze jsou nejcastéjSimi vzorky krev (pfipadné krevni sérum, plazma)
amoc. Tkan¢ a ostatni télni tekutiny nejsou tak casté, nicméné pro klinické stanoveni jsou
tyto vzorky neméné dualezité. Vzorkiim musime vénovat péci a pozornost nejen pii predipraveé
Kk analyze, ale jiz béhem odbéru a skladovani. Krev byva nejcastéji vzorkovana pomoci
injekeni jehly a je sbirand do vialek nebo kontejnerti vyrobenych z inertniho materialu. Sbérné
nadoby vétSinou obsahuji antikoagulac¢ni ¢inidla a konzervanty, které zabranuji nezadoucim
zménam vzorku b&hem skladovani. Pokud biologické vzorky neskladujeme pfi specifickych
podminkach, pro n¢ charakteristickych, mlize dojit k vymizeni analytu ze vzorku. Analyty
tohoto charakteru jsou velice labilni. VE&tSinou se vzorky skladuji za snizené teploty, a pokud
to jejich charakter dovoli, je moZna i lyofilizace (vakuové vymrazovani). VétSina
biochemickych stanoveni je provadéna v automatickych zatfizenich, které vyzaduji kapalné
vzorky. Proto k nejcastéjSim kroklim piedipravy vzorku patfi rozpousténi a vysrdzeni

proteind, ptipadné extrakce.’
2.3.2 Vzorky ve forenzni analyze

Vzorky pro forenzni stanoveni jsou sbirany na misté ¢inu nebo z obéti a slouzi jako
dikazni materidl v kriminalnim vySetfovani nebo u soudu. Jejich hlavnim cilem je spojeni
pachatele se zlo¢inem. Vzorky mohou byt raznorodého charakteru. Napf. pii stanoveni
toxickych kovl jsou nejcastéjSimi vzorky vlasy, nehty, moc¢, krev, krevni plazma nebo sérum

a sliny. Dale dle charakteru mista ¢inu a samotného zloCinu: polymery, vldkna, barviva,



natéry, dokumenty, sttelné zbrané a vzorky obsahujici povysttelové zplodiny, vzorky z pozart

a ohofelych mist, 1é&iva, toxikologické vzorky a spousta dalsich.®’

V piipad¢, ze se nam do rukou dostane neznamy vzorek, je dobré nejprve provést
screeningové testy, elementarni analyzu a dikazové reakce pro blizsi specifikaci neznamého
vzorku. Podle zjisténych informaci poté volime metody pfedupravy vzorku, prekoncentracni

techniky a konecné metody stanoveni.

2.4 INSTRUMENTALNI METODY
2.4.1 Instrumentalni metody vyuZivané ve forenzni toxikologii

2.4.1.1 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci a kvadrupdélovym analyzatorem

(GC-QMS)

Plynova chromatografie odd¢luje slouceniny na bazi rozdilné t€kavosti v kapalné,
plynné a pevné fazi. Je to metoda zalozena na rozdélovani slozek analytu mezi mobilni (nosny

plyn) a stacionarni fizi (umisténa na kolong).® °

GC-QMS vyzaduje, aby byly analyty chemicky vyextrahovany ze vzorki (krev, mo¢
a dal$i matrice) a derivatizovany tak, aby byly tékavé pfed zavedenim do pfistroje.
Po separaci jsou molekuly ionizovany. Nejcastéji se ve spojeni s plynovym chromatografem
vyuziva ionizace elektronem. Po prichodu chromatografickou kapilarni kolonou je vzorek
veden do iontového zdroje kvadrupdlového hmotnostniho spektrometru, kde je bombardovan
svazkem elektrond. Vznikaji tak nestabilni kladné nabité molekularni ionty, které se dale
fragmentuji a jsou detekovany v hmotnostnim analyzéatoru. Obsah a pfitomnost jednotlivych

analytil je poté urCovana pomeérem hmotnosti a naboje (m/z) a hojnosti vzniklych ’fragmen‘u'i.9

Kvadrupolovy analyzator je sestaven ze ¢ty kovovych ty¢i, na dvé protilehlé
je vlozeno stfidavé a stejnosmérné napéti. lonty ptivadéné do prostoru mezi tyCe za¢nou
oscilovat. Napéti na tyCich je voleno tak, aby proSly vzdy pouze ionty s urCitym pomeérem

m/z.°



2.4.1.2 Plynova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci (GC-MS-MS)

V tandemové technice je principem fragmentace kolizi indukovana disociace (CID).
Ionizovany vzorek je wurychlovan elektrickym ndbojem. Diky srazkam s neutralnimi
molekulami kolizniho plynu dochazi k fragmentaci. Uspofadani je takové, ze mezi dva

hmotnostni analyzatory je vloZena tzv. kolizni cela.’

2.4.1.3 Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS)

V kapalinové chromatografii opét dochazi k déleni slozek mezi stacionarni a mobilni
fazi. Vtomto pfipadé je vzorek rozpustén v mobilni fazi (rozpoustédle nebo smési
rozpoustédel). Mobilni faze poté prochazi kolonou, ktera je naplnénd vhodnou stacionarni fazi
(sorbentem). Slou€eniny jsou rozdéleny na zadkladé rizného rozdélovani v obou fazich.
Kapalinova chromatografie je z hlediska upravy vzorku vyhodnéjsi, jelikoz neni nutné vzorek
upravovat (napf. derivatizaci). A je mozné identifikovat a kvantifikovat tepelné¢ labilni

a polarni slouéeniny.9

V tomto uspotfadani se vyuziva ionizace elektrosprejem, kdy je rozpuStény analyt
priveden na kovovou kapilaru, na kterou je vlozeno vysoké napéti. Pomoci zmlzujiciho plynu
dochazi ve vzniku kapicek, na jejich povrchu je velké mnozstvi naboji. Vlivem odpatrovani
rozpoustédla dojde ke zvySeni hustoty ndboje a nasledné Coulombické explozi. Coz je rozpad
na mensi kapicky s rozdélenim pivodniho naboje. Opakovani tohoto procesu vede ke vzniku

. o 11
iontu.

Ve spojeni s kapalinovou chromatografii se ve forenzni toxikologii uziva iontova
past, kvadrupdlovy analyzator, ale taktéZ tandemové uspotfadani s kolizni celou. Iontova past
je analyzator slozeny ze tii elektrod. Stfedni prstencové a dvou, které tvoii dno a zaklop
iontové pasti. Tim, Ze se zvysuje frekvence prstencové elektrody se drahy iontl o urcitém

poméru m/z stanou nestabilni. Tyto ionty pak vyletuji z iontové pasti.*



2.4.1.4 Cyklicka voltametrie

Elektrochemicka detekce byva uzivana ve spojeni S kapalinovou chromatografii.
Identifikuje slouceniny v roztoku méfenim elektrického proudu jako funkci rozdilu potenciali
mezi dvéma elektrodami, které jsou v kontaktu s roztokem analytu. Pii cyklické voltametrii
nejprve zvysujeme potencialovy rozdil mezi elektrodami a sloucenina se redukuje na povrchu
katody. Pii tomto dé€ji pozorujeme narust proudu. Ke zvySovani napéti dochazi, az do urcitého
limitu, kdy dojde k obraceni polarity. Katoda se stdva anodou a opét se zvySuje potencidlovy
rozdil. Sloucenina se oxiduje, az do doby kdy dosahne oxida¢niho potencialu (odpovida
hodnoté redukéniho potencidlu). Analyt je poté identifikovan podle hodnoty napéti
pottebného pro jeho oxidaci a redukci. Koncentrace analytu je pfimo umérnd mnoZzstvi

zaznamenaného proudu. Jeji hodnotu ziskdme porovnanim se standardy.

2.4.1.5 Kapildrni elektroforéza (CE)

Elektroforéza je definovand jako metoda oddélujici analyty na zéklad€ rozdilné¢ho
pohybu nabitych castic (iontil) v elektrickém poli. Hlavni veli¢inou je elektroforeticka
pohyblivost, coz je rychlost pohybu nabitych ¢astic v kapalném prostiedi ve stejnosmérném
elektrickém poli o jednotkové intenzité. Neméné dilezity je i elektroosmoticky tok, ktery
vznika pusobenim stejnosmérného elektrického pole na difuzni ¢ast elektrické dvojvrstvy
narozhrani pevné a kapalné faze u wvnitini stény kapilary. Elektroosmoticky tok unasi
pfitomné ionty stejnou rychlosti, ale vyznamné ovliviiuje vyslednou migracni rychlost
analyt, ¢imz je ovlivnéna UCinnost separace 1 Cas analyzy. V kapilarni elektroforéze
se pouzivaji kfemenné kapilary s primérem 25-150pum, které jsou obvykle plnény pufrem.
Jednou z nejvétsich vyhod kapilarni elektroforézy je riznorodost jejiho vyuziti. Pivodné byla
navrzena pro analyzu biologickych makromolekul. Ale v sou¢asné dob¢ se pouziva k separaci
aminokyselin, chirdlnich 1é¢iv, vitamind, pesticidl, barviv, peptidii a bilkovin, sacharidd,
DNA a mnoha dalsich slou¢enin. Dalsimi vyhodami této metody jsou pozadavky na maly
objem pufru i vzorku. A moZnost analyzy bazickych, neutralnich i kyselych slou¢enin béhem

jedné analyzy.” 1213



2.4.2 Instrumentilni metody v klinické chemii

Dfive zminované metody pouzivané ve forenzni toxikologii, jsou taktéz vyuzivany

pii klinickych stanovenich. Dale tedy budu pojednavat jen o metodach vyse nezminénych.

2.4.2.1 Enzymova analytika

V klinické chemii a biochemii mé enzymova analytika dvoji zastoupeni. Jednak
enzymy patii mezi nejsledovangjsi analyty, majici obrovsky diagnosticky vyznam. A na druhé
stran€ jsou i Casto pouzivanymi analytickymi ¢inidly vzhledem k jejich specifité, rychlosti
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analyzy a Setrnym podminkam. Taktéz se samoziejmé vyuziva v aplikacich forenzni analyzy.

Pokud stanovujeme enzym jako analyt, jsou hlavnimi parametry ovliviiujicimi jejich
stanoveni teplota, druh a koncentrace pufru, druh a koncentrace substratu a v neposledni fad¢
i modifikdtory enzymovych reakci (akceleratory a moderatory). Mezi moderdtory
enzymovych reakci patii aktivatory a inhibitory, coz jsou latky zvySujici a tlumici aktivitu
enzymu. Substratem V enzymovych reakcich jsou obecné vSechny fyziologicky ménitelné
latky. Pro stanoveni katalytické koncentrace enzymu se pouzivaji syntetické substraty,
u kterych reakce probihaji rychleji. Ptfirodni substraty se pro tyto stanoveni pftili§ nehodi.
Vybér substratu byva omezen jeho rozpustnosti. Pufry se v enzymové analyze uzivaji proto,
Ze vétSina enzymi vykazuje maximalni aktivitu pfi ur€itém, velmi uzkém, rozsahu pH.
Optimalni tepelna stabilita vétSiny enzymui lezi mezi teplotou 20-50°C. Se zvySujici
se teplotou denaturace roste stabilita enzymua pii nizsich teplotach, nicméné odolnost vuci

denaturaci Ize zvysit kotvenim na nosi¢ nebo genetickym ¢&i biotechnologickym zasahem.’

Pomoci enzymovych reakci mizeme stanovovat koncentraci substratu (z rychlosti
enzymoveé reakce). Dale mlZeme stanovit kazdou latku zacastnénou enzymové reakce
(napt. metabolity). Po ukonceni enzymové reakce se vhodnym fyzikdlnim ¢i chemickym

postupem miiZe stanovit nezreagovany nebo naopak zreagovany podil dané latky.’



2.4.2.2 Vibraéni spektrometrie

Jedna se o jednu z nejjednodussich cest, jak ziskat informace o chemickém slozeni
latky, molekulové struktuie a molekularnich interakcich v bufikach nebo tkanich. Kazda
zména molekulové struktury je zdroven provdzend zménou vibraéniho spektra,
coz lze v klinické chemii vyuzit k diagnostice. Vibra¢ni spektrometrie se pouziva k analyze
télnich tekutin (kvantifikace glukosy a mocoviny v plné krvi), k analyze zmrazenych
¢i Cerstvych tkani (diagnostika rakovinnych tkani), k neinvazivnim stanovenim, identifikaci
a charakterizaci klinicky dualezitych mikroorganismi. Vibra¢ni spektrum ziskavame

bud’ pomoci infradervené, nebo Ramanovy spektrometrie.™
Infracervena spektrometrie:

Princip infracervené spektrometrie spofiva v ozafovani vzorku svazkem
infracerveného zafeni. Pii absorpci tohoto zafeni vzorkem dochézi ke zvySeni vibracnich
arotanich stavi molekul. A nasledné se zkouma, k jakému zeslabeni zafeni doslo
pfi prichodu méfenym vzorkem pro jednotlivé vinové délky. Infracervenou oblast zareni
rozdélujeme na blizkou, stfedni a dalekou, pfi¢emz pro interpretaci je nejcastéji volena oblast
sttedni. Ve které je spektrum déleno na tzv. oblast charakteristickych skupinovych vibraci
(slouzici pro identifikaci funk¢nich skupin v molekule) a oblast otisku palce (umoziujici
identifikovat konkrétni organickou latku). Princip infracerveného spektrometru je popsan

na obrazku 1,494

IR. detektor
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Obr. 1.: Schéma infracerveného spektrometru15



Ramanova spektrometrie

Ramanova spektrometrie je dal$i nedestruktivni analytickou metodou, ktera
je zalozena na rozptylu zafeni. Ramanovo spektrum je zavislosti intenzity rozptyleného zatreni
na jeho vlnové délce. Pii prichodu zéafeni vzorkem fotony interaguji s vibrujicimi
molekulami, coz vede k pruzné srazce (Rayleightv rozptyl), ¢i nepruzné srazce (Ramantv
rozptyl). Pii pruznych srdzkach foton zachovava svou energii, naopak pfi nepruznych
srazkach dochazi ke zméné jeho frekvence o diferenci odpovidajici rozdilu vibra¢nich hladin

v molekule. Schéma popisujici jednotlivé &asti Ramanova spektrometru je na obrazku 2.2% 9
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Obr. 2: Ramantiv spektrornetr16

2.4.2.3 Speciaéni analyza

Jedn4 se o analytickou ¢innost vedouci ke stanoveni zastoupeni jednotlivych specii
prvku ve vzorku. Identifikuji a stanovuji se pfi ni jednotlivé formy stopovych prvki. Jejichz
vliv na zivé organismy zalezi na chemické formé, ve které prvek do organismu vstupuje,
a moznych transformacich téchto forem v organismu. Diky této identifikaci poté Iépe
porozumime chemickym a biochemickym procesim V zivych organismech, budeme
mit ucelenéj$i pojem o toxicit¢ nebo esencialit¢ jednotlivych sloucenin stopovych prvkda.

Zaroven pochopime jejich vyznam pro lidsky organismus, vstiebavani, pohyb v organismu,



uchovavani, vyluCovani a toxicitu. Hlavnim cilem téchto analyz v klinickych vzorcich
je objasnit vztahy jednotlivych vazebnych forem prvku k fyziologickym a metabolickym
procesim spojenych se zdravim a nemocemi. NejCastéji se ke speciacni analyze pouzivaji
tandemové techniky (viz. obrazek 3). Vznikaji spojenim uc¢inné separacni techniky s vysoce

citlivym prvkové selektivnim detektorem.™
Kapalinova chromatografie

Pro ucely speciacni analyzy se vyuziva iontové vyménna chromatografie (IEC),
gelova permeacéni chromatografie (SEC) a chromatografie s reverznimi fazemi (RP-HPLC).
lontové vymenna chromatografie je zaloZzena na interakcich mezi kationty a anionty v mobilni
fazi a stacionarni fazi, ktera ma bud’ pozitivné nebo negativné nabité funkéni skupiny (katex
nebo anex). Gelovd permeacni chromatografie funguje obdobné jako molekulova sita. Déleni
specii probiha podle jejich velikosti ¢i tvaru jejich molekul. Dle odlisné molarni hmotnosti
se lisi i Casy, po které je molekula zadrzovana v porech gelu. U chromatografie s reverznimi
(obracenymi) fazemi je analyt davkovan do polarni mobilni faze (napt. voda-methanol, voda-
acetonitril) a separovdn na nepolarni stacionarni fazi (napf. silikagel s chemicky vazanym

uhlikatym Fetézcem, nejéasteji C18)."

HG ey GC
A
/ AFS
Filtrace /
dialyza » HPLC
ICP-AES
Ethylace CE
ICP-MS

7 . vr 7 s v s , 14
Obr. 3: Tandemové techniky vyuzivané ve speciacni analyze
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Prvkové specifické detektory

Obecnymi pozadavky na tento druh detektoru jsou dostatecna citlivost pro detekci
daného prvku, prace v kontinudlnim rezimu a mozZnost propojeni se separacni technikou
(nejcastéji  pies interface). Priklady téchto detektord jsou: Atomova absorpcni
spektrometrie (AAS), coz je kvantitativni analytickda metoda, vyuzivana ke stanoveni kovi
a metaloidi. Principem je pievedeni vzorku na pary atoml a meéfeni absorpce, ktera
je charakteristicka pro dany prvek. Atomova fluorescencni spektrometrie (AFS) méfici emisi
zéafeni plynnymi atomy. Emise vznika pfi prechodu elektronti do niz§iho energetického stavu,
které byly excitovany absorpci elektromagnetického zateni z primarniho zdroje. Hmotnostni
spektrometrie s indukcné vizanym plazmatem (ICP-MS) je analytickou metodou, ktera
nejprve prevadi molekuly vzorku na ionty, a poté je stanovuje podle odliSného poméru
hmotnosti a naboje. Vystupem je hmotnostni spektrum. Jednd se o zavislost Cetnosti
vzniklych iontl na hodnotich poméru m/z. Nejvétsi vyhodou téchto detektorti jsou
multielementarni métfeni, nizké detek¢ni limity pro stanoveni vétSiny prvkl a moznost zjisténi

. : . 10, 14, 17
izotopového zastoupeni.

2.4.2.4 Imunochemické metody

Imunochemie zkoumé chemii antigenli a protilatek, véetné mechanismil jejich
interakci s dal§imi molekulami Uc€astnicimi se imunitnich reakci. Imunitni systém slouzi
K ochran¢ organismu, rozpoznava cizorodé latky a odstraiiuje je. Jeho reakce (tzv. imunitni
odpovéd’) mize byt pro organismus prospésna (vznik imunity) nebo Skodliva
(imunopatologické reakce). Jeho dvéma hlavnimi funkcemi jsou imunologicky dohled
(zjisténi poskozené nebo odcizené vlastni bunky, jeji oznaceni a odstranéni) a obrana pied
parazity (mikroorganismy, bakteriemi, plisnémi, kvasinkami a viry). Protilatky
(imunoglobuliny) jsou heterogenni glykoproteinové molekuly s charakteristickou strukturou
a specifickymi vazebnymi misty pro antigeny. Jsou obsazené v krevnim séru a dalSich télnich
tekutinach, uvnitt bunék a v cytoplazmatické membrané¢ B-lymfocytl. Antigeny jsou
makromolekuly, které imunitni systém rozeznava jako cizi, diky ¢emuz stimuluji tvorbu
protilatek. Mohou mit pfirozeny nebo synteticky ptivod. Imunogen (kompletni — funkéni

antigen) ma schopnost navodit imunitni odpoveéd’ a reagovat s lymfocyty a protilatkami —
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specifitu. Nekompletni antigen je oznaovan jako hapten, coz je nizkomolekularni

neimunogenni latka, kterd je schopna specificky reagovat s protilatkami.”
Serologické metody

Serologické metody jsou imunoprecipitacni metody probihajici v kapalném prostiedi.
Mohou urcovat protilatku nebo antigen, v nékterych piipadech i hapten a stanovit jejich
piibliznou koncentraci. D¢li se na metody precipitacni, nefelometrické a turbidimetrické,

aglutina¢ni a metody vyuZzivajici vazbu komple:mentu.5
Precipitacni metody

Slouzi ke kvalitativnim analyzdm, provadi se na podloznim skli¢ku nebo
v mikrozkumavce. Na podloznim sklicku se ke kapce séra ptidd kapka roztoku antigenu
asleduje se vznik precipitatu. V piipadé¢ provedeni ve mikrozkumavce vznika precipitat

na rozhrani obou reaktanti.’
Imunonefelometrie a imunoturbidimetrie

Pfi smiseni roztoku antigenu a protilatky dochazi ke vzniku zakalu
(imunokomplexu), ktery se méefi turbidimetricky nebo nefelometricky. Turbidimetrie
je opticka metoda zalozend na méfeni prochazejiciho zafeni, které je zeslabené rozptylem
na Casticich v roztoku. Naproti tomu nefelometrie méfi intenzitu difuzné rozptylen¢ho zateni
na dispergovanych Ccasticich. Vznik precipitaitu mé dvé faze, nejprve vznikd rozpustny
primarni imunokopmlex (rychla faze), a poté dochazi k agregaci imunokomplext a tvorbé
srazeniny (pomala faze). Oproti klasické imunoprecipitaci se tyto dvé metody liSi zplisobem

detekce imunokomplexu, maji vy3§i citlivost a Ize je automatizovat.” '8

Aglutinacni metody

Jsou podstatné citlivéjs§i obdobou precipitacnich metod. OdliSuji se charakterem
antigenu. VyuZivaji korpuskularni antigen (aglutinogen). Pomoci znamého antiséra se takto
identifikuji nékteré bakterie a rizné typy erytrocytl. Aglutinogen muize byt integralni soucasti

povrchu cCastice (aktivni, pfima aglutinace) nebo muze cizi ¢astice ptidané do reakce obalit
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I pasivn€ (pasivni, nepfima aglutinace). Pomoci znamych aglutinogenti l1ze také dokazovat

protilatky ve vzorku.’
Precipitacni metody vyuzivajici vazbu komplementu

Komplement je soubor sérovych glykoproteint, které predstavuji zékladni systém
nespecifické humordlni imunity. Slozky komplementu jsou normalné neaktivni,
ale v pfitomnosti imunokomplexu se aktivuji, coz je zakladem téchto metod. Maly
imunokomplex (antigen-protilatka) se vaze na velké mnozstvi komplementu. Poté
se stanovuje, zda se spotiebovalo celé mnozstvi komplementu (pozitivni komplement vazajici

reakci) nebo se ¢ast z néj nespottebovala (negativni komplement vazajici reakci).
Imunodifuzni metody

Imunodifuzni metody jsou imunoprecipitacni reakce v gelovém prostiedi, zalozené
na razné rychlosti difuze antigenti a protilatek do gelu. V pfipadé, ze do gelu difunduje
jen jedna slozka (obvykle antigen) jedna se o jednoduchou imunodifuzi. V opa¢ném piipadé
se jednd o dvojitou imunodifuzi. Jako gel se nejcastéji uziva agarosa nebo agar, ktery je nality
na podlozku ze skla nebo plastu. Do jedné fady jamek je nasledné aplikovana protilatka
a do druhé antigen. Dochazi kjejich difundovani gelem a v misté jejich styku vznika
precipitaéni reakce. Vytvofi se precipitacni linie (isecka, obloucek, prstenec nebo kruh), které
se nasledné¢ detekuje vizudln€ nebo vybarvenim barvivy reagujicimi s bilkovinami.
V modernich pfistupech se jiz pouzivaji 1 znaCené protilatky (napf. izotopy, enzymy).
Imunodifuzni metody se pouZzivaji ke kvalitativnimu (imunoelektoroforéza, imunoblotting,
imunofixace) i kvantitativnimu stanoveni (jednoducha linearni nebo radialni imonudifuze,

elektroimunodifuze).
Imunoelektroforéza

Probiha ve dvou krocich. Nejprve se na agarovém gelu rozdéli antigeny na jednotlivé
bilkovinné frakce, poté se v agarové vrstvé vyhloubi kanalek, ktery se naplni antisérem proti
rozdélenym bilkovindm. V misté styku obou latek dojde ke vzniku precipitacnich linii, které
se pro odecteni vysledku vybarvuji. Imunoelektroforéza se pouziva k identifikaci bilkovin,
ptfi vhodném provedeni je mozno identifikovat az 30 riznych bilkovin. Provadi se také

Vv protismérném usporadani, které je pouze jednokrokové. Slouzi k detekci antigent s rychlejsi
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elektroforetickou pohyblivosti, nez maji protilatky. Antigen i protilatka se umisti do jamek
agarové desticky v fadach proti sobé. Bliz k anod¢ je protilatka. Jelikoz je antigen anionem,
putuje Kk anod¢. Protilatka (s kladnym nabojem) putuje pusobenim elektroosmoézy ke katodé.

V piipadé pozitivni reakce se v misté styku obou latek vytvoii precipitacni linie.”
Imunoblotting

Je metodou, pfi niz dochazi k prenosu molekul z mobilni faze (gelu) do pevné faze
(napt. nitrocelulosovda membrana). Pienos je uskutecnén difuzi nebo stejnosmérnym
elektrickym proudem (tzv. electroblotting). Metoda probiha ve dvou krocich, nejprve dochazi
k rozd€leni smési antigend. Rozdélené frakce antigenti se poté pienesou na vhodnou matrici

(difuzi, tlakem nebo elektroforeticky).’
Imunofixace

Jinak téz piimé imunoelektroforéza. Provadi se tak, ze se po ukonceni elektroforézy
smési antigenll (na agarosovém gelu) na vlhky elektroforegram aplikuji specifické protilatky.
Ty difunduji do gelu a tvoti pfislusné imunokomplexy. Pouziva se ke specifické detekci
jen n€kterych protilatek. Vyuziva se pii ni protilatka s vysokym titrem monospecifickych
protilatek a nanasi se pouze na tu Cast gelu, kde se predpoklada piitomnost prislusného

antigenu.”
Imunodifuze

Jednoduchou linearni imunodifuzi provadime v kapilare nebo ve zkumavce. Roztok
antigenu se navrstvi na sloupecek gelu obsahujici specifickou protilatku proti sledovanému
antigenu. Pfi difuzi gelem vytvaii antigen precipitacni prstenec a pomoci jeho vzdalenosti
od mista naneseni stanovujeme koncentraci antigenu. Pfi radidlnim provedeni dochazi
ke kruhové difuzi roztoku antigenu z malého kruhového startu do vrstvy gelu obsahujiciho
specifickou protilatku. Precipitat ma tvar prstence a odecet se provadi az po skonceni celého
procesu. Zméii se prumér kruhu a vypocte se jeho plocha, kterd je imérnd koncentraci

antigenu ve vzorku.’
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Elektroimunodifuze

Neboli raketova imunoelektroforéza je kombinaci radidlni imunodifuze
a elektroforézy. Probihda v gelovych vrstvach, které obsahuji monospecifické protilatky.
Pohyb molekul antigenu urcuje stejnosmérné elektrické pole. Jde v podstaté o afinitni
elektroforézu, kdy se ze smési rozdélovanych latek zachytava jen ten antigen, ktery muze
reagovat s protilatkou nachazejici se v gelu. Do jamek gelu na sklenéné desce se napipetuji
roztoky antigenu a standardni roztoky ve stejném objemu. Deska se vlozi do elektroforetické
komirky tak, aby byly jamky u opa¢né elektrody, nez ke které putuje zkoumany antigen.
Pti pfipojeni elektrického proudu molekuly antigenu migruji do gelu a stfetdvaji
se s molekulami protilatek. Pfi ekvivalentnim poméru vznikaji precipitani utvary podobné

, T ;v v . . . 19
raketdm a jejich vySka urcuje koncentraci antigenu.

ELISA

Neboli enzymova imunoanalyza V heterogennim prostiedi spojuje specifi¢nost
protilatek s citlivosti jednoduchych enzymovych testli. Vyuziva reakce antigenu s protilatkou
znaCenou enzymem. Vyhodnoceni je néasledné zalozeno na barevné zméné, ktera vznika
pii reakci enzymu a substratu. Pro jeji spravné provedeni musi byt splnéna tada predpokladii.
Antigen nebo protildtka se vdZzou na povrch nerozpustného nosi¢e a nesmi pii tom ztratit
imunoreaktivitu. Enzymy pouzité ke znaceni musi mit velkou specifickou aktivitu, diky
ni poté preménuji velka mnoZstvi substratu na detekovany produkt. ELISA je velice uZite¢nou
metodou vyuzivanou pii stanoveni koncentrace antigenu nebo protilatky. Obecné mizeme
stanoveni rozd¢lit do péti kroktli. Nejprve se do jamek mikrotitracni desticky navaze antigen.
Pozice, ve kterych by mohlo dojit k nespecifické reakei, se inhibuji, aby se zabranilo falesné
pozitivnim vysledkim. V dal§im kroku se do jamek ptida primarni protilatka. Pfedposlednim
krokem je ptidani sekundarni protilatky konjugované s enzymem. Nasleduje reakce substratu
senzymem za vzniku barevného produktu (pozitivni reakce). Barevna reakce se detekuje
spektrofotometricky. Princip samotné reakce a barevny produkt reakce muzeme vidét

i na obrazku 4.% 2% 22)
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+ substrate

Obr. 4.: Schéma metody ELISA a vznikly barevny produkt®
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2.5 MINIATURIZACE METOD

Miniaturizace analytickych metod se stala v poslednich dvaceti az pétadvaceti letech
velmi vyznamnou pro fadu vyzkumnych skupin. Nejprve dochazelo ke zmenseni analyzatort
na pristroje schopné umisténi na pracovnich stolech. Poté se postupné¢ vyvijely rucni (volné
pfenosné) analyzatory. V poslednich letech pfechdzime az k analyzdm na Cipech, tzv. lab-on-
chip. Mikro a nanoCipy jsou v soucasné dobé koncovym stidiem tohoto procesu.
S miniaturizaci instrumentalnich metod je spojen nespocet vyhod. Naptiklad sniZeni
pofizovacich a provoznich nakladii (spotieba energie, objem reagencii, atd.) jednotlivych
zafizeni, snadnd manipulace a ovladdani, prostorova nenarocnost v laboratoifi i mimo
ni. Veskeré tyto aspekty tedy vedou hlavné k ekonomické strance jednotlivych analyz,
protoze ¢im levnéjsi jsou naklady na provedeni analyzy, tim levné&jsi sluzby jsou laboratoie
schopny nabizet. Je vSak dilezité si uvédomit, Ze sniZeni ekonomickych nakladi nesmi vést
ke snizeni kvality ziskanych vysledkd. Proto jsou veskera miniaturizovand zafizeni vyvijena
tak, aby byla schopna svymi detek¢nimi limity a dal$imi analytickymi charakteristikami

oy 1o .y o ot (24
konkurovat jiz dfive zmiovanym instrumentalnim metodam.

2.5.1 Vyuziti miniaturizovanych zarizeni v praxi

Cipy byvaji nejéastéji vyrobeny z inertniho materialu (sklo &i plast). V této kapitole
se vSak zaméfim na zafizeni sestavené z papiru a pasky, coz bude pozdéji 1 zdkladem nami
konstruovaného zafizeni. Vyzkumné skupina okolo profesora Whitesidese z Harvardské
Univerzity se jiz né€kolik let zabyva konstrukci papirovych mikrofluidnich zatizeni pro pouZziti
v analyzach tykajicich se lidského zdravi (I¢kafskd diagnostika, kvalita vody a potravin).
Jejich hlavnim cilem bylo sestavit zafizeni umoziujici tyto analyzy v rozvojovych zemich.
Vroce 2010 se jim podafilo sestavit programovatelné mikrofluidni 3D zafizeni, jehoz
zakladem byl papir umistény do hydrofilnich kanalki, ohrani¢enych hydrofobnimi polymery,
coz korigovalo tok reagencii. Schematické znazornéni tohoto zafizeni je zobrazeno
na obrazku 5. V principu funguje tak, Ze vrstvy papiru jsou oddéleny oboustrannou paskou,
ve které jsou otvory. Mezi vrstvami papiru v otvorech pasky je umistény hydrofobni
celulozovy prasek, ktery brani pratoku. Tok reagencii ovliviiuje uzivatel tak, Ze pomoci tlaku

(vyvinutého napf. propiskou) stla¢i tzv. tlacitko (spoj ,,papir — dira v pasce — papir”), ¢imz
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umozni prutok kapaliny skrz vrstvy, coz je dobfe zviditelnéno ve zvétSenych prafezech

, 25
obrazku.
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Na stejném principu byl sestaven Cip pro stanoveni glukosy, proteinti, dusitand
a ketonit v matrici moci. Na obrazku 6 je schématické zndzornéni skladby Cipu. Obrazek 7
znazoriiuje nejprve Cip s nadavkovanymi reagenciemi a nasledné Cip po provedeni analyzy.
Vzorek moci se znamymi objemy glukosy, hovéziho sérového albuminu, acetoacetatu
a dusitanu sodného, je davkovan v levém spodnim rohu Cipu. Kvalitativni zastoupeni analyti

bylo nasledn& vyhodnocovano kolorimetricky.”
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Obr. 6: Schematické znazornéni ¢ipu pro stanoveni nékolika analytl >
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Obr. 7: Cip pied a po provedeni anal}'fzy25
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O tfi roky pozdéji (2013) Andres Martinez se svou vyzkumnou skupinou publikoval
vyvinuti nového piistupu ke spojovani vrstev ve 3D zafizeni. Jako pojidlo tentokrat vyuzil
voskovy toner. Ke zhotoveni tohoto zafizeni vyuzivali laminator a laserovou tiskarnu. Toner
slouzil jednak ke spojeni jednotlivych vrstev papirovych kanalt pro analyzu vzorku, ale taktéz
jako nepropustnd vrstva mezi jednotlivymi platy 3D zatizeni (v pivodnim ¢ipu byl k tomuto
pouzit celuléozovy prasek). Timto se zaroven zmenSil pocet vrstev, které je potieba spojit.
Vyroba tohoto Cipu zahrnuje nékolik kroku, jejichz zndzornéni je na obrazku 8. Nejprve
se natiskne ,,Sablona“, na horni plochu vzorovaného papiru se poté ve Ctyfech vrstvach
natiskne toner. Nasledné se Cip slozi a spoji pomoci tepelného ucinku laminatoru. Timto

- : i 26
procesem lze spojit az osm vrstev do jednoho Cipu.

1. Pattern paper 2. Print toner
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Obr. 8: Znazornéni procesu vyroby tonerového éipu26

Zatizeni je mozno navolit tak, aby bylo schopno analyzovat az ¢tyfi rizné vzorky
nckolika pfistupy a je mozné zafadit 1 pozitivni a negativni kontrolu béhem analyz.
Na obrazku 9 muizeme vidét ¢ast A zobrazujici vstup ¢ty vzorkd v horni Casti zafizeni
do zkusebni oblasti. Podle toho jakym zplsobem se natisknou a propoji jednotlivé vrstvy,

muzeme pozorovat odlisny tok barviv v ¢astech B az H obrazku 9.(%®)
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Obr. 9: Pritok barviv tonerovym &ipem?®
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2.6 LECIVA

Jsou to latky, které slouzi k léCeni nebo pfedchazeni nemoci. Rozd€lit je miizeme
na lécivé latky (ptirodni nebo syntetické — silice, drogy, oleje), lécivé pripravky (které
se ptipravuji z léCivych a pomocnych latek, a prevadi do vhodné 1€kové formy — vakceiny,
séra, desinfekéni prostiedky apod.) a léky (coz jsou léCivé latky a piipravky upravené
do formy vhodné pro konkrétni aplikaci — tablety, sirupy atd.). Podle jejich ucinku je dale
rozdélujeme na analgetika, anestetika, hypnotika a sedativa, chemoterapeutika
apsychofarmaka. A vzhledem Kk praktické ¢asti této prace se jeSté zminim

0 antihistaminicich.?” 252
2.6.1 Analgetika

Jsou to latky ptsobici proti bolesti bez ztraty védomi. Navic mivaji antipyreticky
(horecku snizujici), antiflogisticky (protizanétlivy) a antiagregacni (protisrazlivy) ucinek.
Analgetika se nejCastéji vyuzivaji pii 1écbé chiipky, nachlazeni, bolesti, horecky, migrény
apfi snizovani srazlivosti krve. Mezi analgetika s antipyretickym u¢inkem patii napiiklad
Acylpyrin nebo Aspirin, jejichz hlavni ucinnou latkou je kyselina acetylsalicylova
(viz. obrazek 10). Analgetické u¢inky kyseliny salicylové jsou spojeny s tim, Ze blokuje
enzym cyklooxygenazu. Ta syntetizuje prostaglandiny (lokalni hormony), které stimuluji
zanét v misté¢ svého vzniku. Zanétlivé prosttedi poté piisobi na nervova zakonceni,
coz se projevi bolesti. V zanétlivém lozisku navic vznikaji molekuly, které se krevnim
obéhem dostavaji do mozku. V mozku nasledné spousti teplotu, pfi niz se imunitni systém
Iépe vyporadava se zanétem nebo infekci. Podobné ucinky jako kyselina acetylsalicylova
ma paracetamol neboli acetaminophen (viz. obrazek 11), jeho nevyhodou jsou v$ak mensi
protizanétlivé GcCinky. Acetaminophen je ucinnou latkou naptiklad v Panadolu nebo

Paralenu.27' 29, 30, 31, 32
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Obr. 10: Struktura kyseliny acetylsalicylové®®

H
. \H/CH3
/©/ =
HO

Obr. 11: Struktura acetaminophenu®

Dal$im zéstupcem je Tramadol, jehoz ucinnou slozkou je tramadol hydrochlorid.
Jedna se o syntetické analgetikum patfici mezi slabé opioidy. Pouziva se k 1é¢b¢ stiedné silné

a silné bolesti. Struktura je zobrazena na obrazku 12.64

H
OH OCH3

« HCI
/N\
H3C™  CHgs

Obr. 12: Struktura tramadol hydrochloridu®
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Dalsim typem jsou analgetika morfinového typu. Morfin je opioidni analgetikum,
které se ziskavd znezralych makovic a slouzi ktiSeni silnych bolesti. V pribéhu
1éCby na néj vSak vnikd =zavislost a je nutné zvySovat davkovani. Jeho struktura

je na obrazku 13.%%

HO

H

HO""

Obr. 13: Struktura morfinu®
2.6.2 Anestetika

Délime je na celkova a lokélni anestetika. Celkova anestetika navozuji bezvédomi,
nevnimani bolesti a uvolnéni svall. Pouzivaji se pfi narkdze. Jejich zavadéni je bud’ inhalacni,
nebo intravenosni (nitroZilni). Mezi inhalacni anestetika patii oxid dusny (tzv. rajsky plyn),
diethylether a chloroform. V soucasnosti se nejvice vyuziva halothan (Narcotan), coz je 2-
brom-2-chlor-1,1,1-trifluorethan. Mezi intravenosni patii barbituratové derivaty. Napiiklad
thiopental (5-ethyl-5-(2-pentyl)thiobarbiturat). Lokalni anestetika se vyuzivaji k mistnimu
znecitlivéni, pifi drobnych chirurgickych zakrocich. Jednd se o estery p-aminobenzoové
kyseliny. Nejznaméjsim zastupcem je prokain (diethylaminoethylester p-aminobenzoové

kyseliny). Jeho hydrochlorid (Novokain) se ve form& roztoku aplikuje injek&ng 2% 3237

2.6.3 Hypnotika a sedativa

Jsou to latky piisobici na centrdlni nervovou soustavu. Pouzivaji se pifi nespavosti,
strachu, stresu, nervozit¢ a napéti. Hypnotika vyvolavaji Gtlum védomi a bd€lého stavu,

ve vysSich davkach spanek. Mezi hypnotika patii naptiklad Rohypnol nebo Fenobarbital.
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Sedativa zptisobuji slabsi utlum védomi spojeny s uklidnénim. NejzndméjSim zastupcem
je Diazepam. Hypnotika maji nejCastéji strukturu barbituratti, coz jsou derivaty kyseliny
barbiturové. Jedna se vSak o navykové latky, proto se nahrazuji 2,3-dihydro-7-nitro-5-fenyl-
2H-1,4-benzodiazepin-2-onem, ktery je obsazen v Nitrazepamu a neni navykovy

(viz. obrazek 14)_29, 38,39

O
HN

_N
O,N

Obr. 14: Struktura nitrazepamu*

V téhotenstvi se dfive jako sedativum uzival Contergan, jehoz ucinnou slozkou

je thalidomid. Byly u né&j v8ak prokédzany teratogenni ucinky (vyvolaval znetvofeni plodu).29
2.6.4 Chemoterapeutika

Jsou to latky, které ptisobi proti viriim, bakteriim, plisnim a prvokim zptsobujicim
nemoci Clovéka. Bud’ je usmrcuji, nebo zastavuji jejich mnoZeni, aniz by vyvolavaly v téle
nemocného, svymi vedlejSimi G¢inky, vaznéj$i 4jmu na zdravi. Paii mezi né napiiklad
tuberkulostatika, antimalarika, antimykotika, protozoacidy atd. Dé&lime je na sulfonamidy

a antibiotika.?"?°

Sulfonamidy se pouzivaji zejména proti stafylokokovym a streptokokovym infekcim
(spala, anginy, zanéty). Zéaklad jejich struktury tvofi 4-aminobenzen sulfonamid, ktery byva
substituovan na amidovém dusiku. Nejzndméj$imi zastupci jsou napiiklad Sulfathiazol nebo
Biseptol. Antibiotika jsou latky branici rastu choroboplodnych mikroorganismt. Pouzivaji

se ptirodni 1 syntetické. Slouzi k léceni zapalu, zanétu a bakteridlni infekce. Pfirodnim
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antibiotikem je penicilin. Mezi syntetické patii tetracykliny, erythromycin, streptomycin apod.
Zastupcem  antituberkulotik je naptiklad kyselina 4-aminosalicylova. Nejznaméjsim

antimalarikem je chinin.? 34

2.6.5 Psychofarmaka

Jsou to lé¢iva ovliviiujici psychicky stav jedince. Patii mezi né antidepresiva,
antiepileptika, antimanika a dystofika (slouzici k 1é€bé manii), antipsychotika a neuroleptika
(slouzici k 1é€bé psychoz a schizofrenie) a poslednim zastupcem jsou anxiolytika (pro 1é¢bu
strachtl). Blize se zde zminim pouze o antidepresivech, konkrétné Imipraminu. Léciva latka,
ktera je v ném obsazena je imipramin hydrochlorid. Jedna se o tricyklické antidepresivum.
Po podani se projevuje snizenim tcélesné 1 duSevni aktivity. Jeho strukturu popisuje

obrazek 15,6242

A0
« HCI K/\NII’CH"’

CHs

Obr. 15: Struktura imipramin hydrochloridu®®
2.6.6 Antihistaminika

V praktické c¢asti budu dale provadét stanoveni cetirizin dihydrochloridu
(viz. obrazek 16), coz je ucinna latka obsazena naptiklad v Zodacu. Jedna se o ptipravek proti
alergiim. Do vySe uvedeného rozdéleni ji nelze pfesné kategorizovat, proto ji uvadim zv1ast.
Antihistaminika jsou latky, které blokuji u€inky latek uvolnujicich se pii setkani alergenu
s bilou krvinkou. Ta mé4 na sobé navazany protilatky proti konkrétnimu alergenu. Laicky
feCeno jsou to latky, které omezuji pusobeni latek, které se po kontaktu s alergenem

u alergického pacienta uvolituji a zptsobuji klinické projevy alergii.44’ 4
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Obr. 16: Struktura cetirizin dihydrochloridu®
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3. CiL PRACE

Cilem mého vyzkumu bylo vyvinout ¢ip, neboli jednoduché miniaturizované
nizkonakladové zafizeni, které by mohlo zastoupit slozité a nédkladné instrumentalni metody
v bézné klinické a forenzni analyze. Konkrétné pro aplikaci stanoveni aktivnich slozek

nekterych 1éCiv.
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4. PRAKTICKA CAST

4.1 PRISTROJE A POMUCKY

K vlastni analyze byly pouzivané Cipy vytvorené z laminovaci folie, filtra¢niho
apeciciho papiru. Pfi jejich vyrobé¢ jsem vyuzivala laminator, pinzetu, fezacku, nltzky
a pravitko. Pfi pfipravé vzorki a mobilnich fazi jsem pracovala s automatickymi pipetami
s ptislusnymi  Spi¢kami, analytickymi vahami, vialkami s vickem, eppendorfkami
a kadinkami. Pfi samotném stanoveni jsem dale pouzivala multikanalovou pipetu a Petriho
misku. Pfi suSeni Cipu byl pouzit fén a pro detekci analytd byla vyuzivana UV lampa

(od spole¢nosti P LAB).
4.2 CHEMIKALIE

Pii testech materialti pouzitych pro vyrobu mikrofluidniho zafizeni byla vyuzita
kyselina sirova, trihydrogenfosforeéna, chlorovodikova, dusi¢nda, octova, trichloroctova
a trifluoroctova. Dale hydroxid sodny a amoniak. Z organickych rozpoustédel byl pouzit
methanol, hexan, butylacetat, propanol, aceton, heptan, chloroform, cyklohexan a ethanol.
Pii zkouskach toku bylo vyuzito Cugajevovo &inidlo (1% ethanolicky roztok diacetyldioximu)
aroztok nikelnaté soli. Pfi testovani uspofadani Cipi bylo pouzivano potravinaiské barvivo

a ethanol. Pro potlaceni toku reagencii byly potfebné roztoky glukosy.

Mezi chemikalie pouzivané pii samotném stanoveni patfily acetaminophen, tramadol
hydrochlorid, cetirizin dihydrochlorid, imipramin hydrochlorid a kyselina acetylsalicylova
od spole¢nosti Sigma-Aldrich (St. Luis, USA). K pfipravé vzorkli a mobilnich fazi byla
vyuzivana destilovand voda, kyselina octovd, cyklohexan, tetrachlormethan, diethylether,
ethylacetat, amoniak a methanol. VSechny tyto chemikalie byly analytické tfidy (p.a.)
a pochazely od riznych vyrobcit (Sigma-Aldrich, Merck).

4.3 PRIPRAVA VZORKU A JEJICH UCHOVAVANI

Ksamotnému stanoveni byly vyuzivané U¢inné latky nékterych 1éC¢iv
(viz. chemikalie). Jako standardni roztoky jsem si pfipravila roztoky o koncentraci 1 mg/ml.
Vzorky byly rozpuStény V piislusSném rozpoustédle za laboratorni teploty. Pro pfipravu

roztoku acetaminophenu, tramadolu a cetirizinu byl jako rozpoustédlo pouzit methanol,
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jelikoz se jedna o latky, které jsou rozpustné v polarnich rozpoustédlech. Naopak kyselina
acetylsalicylova a imipramin se rozpoustély v destilované vodé. Vzorky byly uchovavany

v lednici v plastovych vialkach.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 ZKOUSKA ODOLNOSTI FILTRACNIHO PAPIRU

Vzhledem Kk tomu ze mobilni faze, pomoci nichZ jsou separovany léCiva, byvaji
smési organickych latek, kyselin a zasad, bylo potieba provést zkousku odolnosti filtra¢niho
papiru, ktery byl vyuzivan k tvorbé separacnich a davkovacich kanali v mikrofluidnim

zatizeni. Proto jsem prouzky filtracniho papiru vystavila pisobeni riznych chemikalii.
Z anorganickych kyselin jsem vyzkousela:
e HCI (32%)
e CH3;COOH (99%)
e H3PO, (85%)
e H,SO, (48%)
e HNO; (65%)
e CCI;COOH
e CF;COOH.
Mezi testované zasadité latky patfili:
e NaOH (50%)
e NH;3 (33% aq).
A nakonec byl filtra¢ni papir podroben piisobeni organickych rozpoustédel:
e methanolu
e hexanu

e Dbutylacetatu
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e propanolu

e acetonu

e heptanu

e chloroformu
e cyklohexanu
e ethanolu

Zvyse uvedenych latek  zplsobily jeho  destrukci  pouze  kyselina
trihydrogenfosfore¢na, sirovd a dusicna a hydroxid sodny. Ostatni chemikalie v danych

koncentracich nezptisobovaly na filtra¢nim papiru Zadné viditelné poskozeni.

5.2 ZKOUSKY TOKU REAGENCIIi FILTRACNIM PAPIREM

Principem analytickych stanoveni je reakce analytti s vhodnymi reakénimi Cinidly.
Nejprve jsem tedy musela vyzkouset, jakym zplisobem provést miseni reagencii. Prvnim
testovanym piistupem byl Cip tvofeny pouze jednim kanalem. Na jednom jeho konci bylo
davkovaci okénko pro vstup vzorku, na druhé strané€ se davkovalo reakéni €inidlo. Tyto testy
jsem provadéla na b&nych barevnych dikazovych reakcich kationtd kovii (Ni** sl
a Cugajevovo <¢inidlo). Nikelnatou sl jsem nadavkovala na jednom konci kanalu,
Cugajevovo ¢inidlo na opaéném a latky proti sobé vzlinaly. V misté jejich styku doslo
K reakci, ktera byla viditelna diky vzniku ruzového produktu (nikelnatého komplexu). Reakci
popisuje rovnice 1. Druhym testovanym ptistupem bylo propojeni dvou a tfi kanalkl jejich

piekiiZzenim. Toto uspofadani je schematicky znazorné€no na obrazku 17.

Pti davkovani vzorkd jsem zjistila, Ze nejidedlnéj$i je davkovani reagencii
ve vodorovné poloze. Kdyz jsem davkovala vzorek ve svislé poloze Cipu, nevzlinal
dostatecné. Nepodafilo se mu proto vystoupit az k mistu kiiZzeni. Ve vodorovné poloze
se vzorek davkoval do nejdelsiho kanalku a postupné vzlinal k mistu ptekiiZeni. Jelikoz byly

jednotlivé kanalky zalaminovéany do jednoho Cipu, byly v dostateéném styku pro prostup latek
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jednotlivymi vrstvami. TO jsem testovala opét pomoci potravinaiského barviva a sledovala,
jakym zptisobem vzorek prostupuje jednotlivymi vrstvami v misté prekiizeni. V ,kiizovém™
uspotradani jsem vyzkousela nadavkovat vzorek (nikelnatou sal) zjedné strany kratSiho
kanalu a Cugajevovo &inidlo do del§iho a sledovala prostup reagencii. K reakci doslo pouze
zhruba v poloviné nejdelsiho kanalu, protoze vzorek z mista piekiizeni postupoval vSemi
sméry. Nakonec jsem do ,,hvézdicového* uspotadani nadavkovala Cugajevovo &inidlo do péti
pozic (Ctyfi konce kratSich kanalku a spodni Cést delSiho kanalu) a roztok nikelnaté soli
nechala postupné vzlinat od nejvzdalenéjsi ¢asti Kk mistu piekfizeni a dale jednotlivymi

kanalky. V misté styku byla reakce detekovana vznikem rGzového produktu nikelnatého

komplexu.
OH g
HAC /"' """ o
HaC N

/ N\ : o

3
2+ .2+/ \ +
Ni©" + 2 i . /Nl + 2H

N \

s 2 / CHa

Rovnice 1: Reakce Cugajevova &inidla s nikelnatou soli*’
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Obr. 17: Schématické zndzornéni kiiZeni reak¢nich kanalka

5.3 POPIS MIKROFLUIDNIHO ZARIZENI A VOLBA DAVKOVANI VZORKU

Mym ukolem bylo vyvinout nizkondkladové mikrofludni zafizeni pro analyzu lé¢iv
Vv klinické a forenzni analyze. Ideou bylo vyvinout takové zafizeni, které¢ by bylo schopno
provést soubézné nékolik stanoveni v jednom vzorku. V potaz bylo vzato nekolik hlavnich
podminek. V bézné praxi jsou vzorky k dispozici pouze v omezeném mnozstvi a maji rizny
charakter. Analyza by méla byt rychla a hlavné snadno proveditelnd, idedlné v laboratofi

i mimo ni.

Jako material pro sestaveni Cipu jsem zvolila filtra¢ni papir, ktery byl uzavien
do laminovaci folie. Analyza se provadéla na principu papirové chromatografie. S vedoucim
prace jsme si stanovili, Ze bychom chtéli vyvinout zafizeni, které bude schopno provést
4 rizné analyzy na jednom vzorku, coZ obnaselo nutnost 4 separacnich (reak¢nich) kanald,
do kterych jsme zkouseli zavadét vzorek. Piimé davkovani vzorku do separac¢niho kanalu
se neosvédcilo, jelikoz vzorek vzlinal vobou smérech od davkovacitho mista
a byl nadavkovan v piilis silné vrstve. Dalsi variantou bylo davkovani vzorku pies davkovaci

kanal, ktery byl v pfimém styku se separa¢nimi kanaly a byl fixovan uvnitt ¢ipu (zalaminovan
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dovnitt, stejné¢ jako separacni kandly). Schématické znazornéni tohoto usporadani
je naobrazku 18. Testovani toku vzorku v tomto uspofadani, bylo nejprve sledovéano
na potravinarském barvivu. Toto davkovani se také nejevilo jako optimalni. Vzorek sice
po nadavkovani prostupoval dadvkovacim kandlem, ale zaroven vzlinal prvnim separacnim
kanalem dfive, nez se nadavkoval do druhého a takto to postupovalo dale. Cisté teoreticky
by tedy vzorek dovzlinal do horni poloviny prvniho separa¢niho kanalu a teprve poté by byl
nadavkovan do posledniho. Toto uskali jsem zkouSela vyfesit potlatenim toku vzorku roztoky
glukosy o rtuzné koncentraci. Konkrétné jsem pracovala s roztoky o koncentraci 20%, 10%,
5%, 2% a 1% hm. Prouzky filtraéniho papiru byly napustény roztoky glukosy téchto
koncentraci, zalaminovany a opét byl studovan tok barviva. Brzdéni toku jednotlivymi
roztoky popisuje obrazek 19. Nejkoncentrovanéjsi roztok glukosy potlacoval tok barviva
nejvice, naopak nejméné koncentrovany jej potlacoval nejméné. Potlacovani toku tedy klesalo

s klesajici koncentraci roztokl glukosy.

Obr. 18: Schématické znazornéni Cipu s fixnim davkovacim kanalem
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Obr. 19: Brzdéni toku reagencii pomoci roztoki glukosy

Nabyté poznatky o toku kapaliny uvnitt kanalu a brzdéni toku pomoci rtzné
koncentrovanych roztokd glukosy jsem poté aplikovala pii volbé tloustky a délky
jednotlivych kanalt. Kdyz jsem chtéla provést analyzu na Cipu, aniz by byl sycen roztokem
glukosy, musela jsem volit dvojnasobnou délku a poloviéni pramér prvniho separa¢niho
kanalu oproti druhému a takto postupovat dale, aby vzorek se vzorek rovnomérné nadavkoval.
Déle jsem vyzkouSela, na ¢ipu obsahujicim pouze dva separacni kanaly a jeden dévkovaci,
pouziti 20% (hm.) roztoku glukosy. Vzorek se davkoval rovnomérné do obou kanalil
Vv ptipad¢, Ze byl prvni (nejbliZze k mistu ddvkovani) sycen timto roztokem a druhy nebyl nijak
upravovan. Tato feSeni by vSak byla pro praktické vyuziti komplikovana. Cip by se musel
vyrabét s kanaly, které by jiz byly nasycené roztoky glukosy o rtznych koncentracich,
coz by mohlo znemoziovat jeho vyuziti pfi nékterych klinickych ¢i forenznich aplikacich.

Koncentrace roztoku glukosy by musela klesat ve sméru davkovani vzorku.

Zcela odlisnym zpisobem davkovani vzorku je davkovani otiskem. Mezi davkovaci
a separacni kandly jsem do Cipu zalaminovala pruh peciciho papiru. Ten jsem volila proto,
zekdyz jsem do davkovaciho kandlu davkovala roztok vzorku, nepropoustél
jej do separacnich kanala a navic nepfilnul k laminovaci folii. Pfi davkovani vzorku jsem tedy
postupovala nasledovné. Po zalaminovani Cipu jsem vytvofila davkovaci okénko pro vstup

vzorku z jedné strany davkovaciho kanalu. Pomoci automatické pipety jsem nadavkovala
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roztok nikelnaté soli a nechala jej projit skrz cely kanalek. Poté jsem odstranila pecici papir,
¢imz doslo k otisténi vzorku do separacnich kanalt. Dale jsem ve spodni ¢asti Cipu vytvorila
otvory pro vstup Cugajevova ¢inidla. Tento piistup, uz se jevil jako lepsi, akorat
by pomoci né¢j neslo stanovovat vzorek odlisnymi ¢inidly. Pfes davkovaci kanalek by totiz
mohlo dochazet k jejich miseni, coz by celou analyzu znehodnotilo. Proto jsem usoudila,
ze nejidealnéjsi by byla varianta, kdy by se po nadavkovani vzorku dévkovaci kanal vyjmul.

Princip takovéhoto zafizeni je popsan v nasledujicim odstavci.

Obrazky 20 a 21 zobrazuji Cipy pro analyzu analyti rozpustnych v rtiznych
rozpoustddlech a zaroven zobrazuji 2 rizné piistupy davkovéani vzorku. Cip na obrazku 20
jsem pouzivala pfi analyze netékavych vzorkli. Nejprve si vysvétlime jak zafizeni a hlavné
zpusob davkovani funguje. Zafizeni je sestaveno ze Ctyf separacnich papirovych kanali
a jednoho davkovaciho. Davkovaci kanal slouzi k zavadéni vzorku do separacnich kanali.
Tento kanal je umistén mezi vrstvu dvou pecicich papirt. Pecici papir ma dvé hlavni funkce
odd¢luje davkovaci a separacni kanaly a umoznuje vyjmuti davkovaciho kanalu. Jeden jeho
prouzek je umistén mezi davkovaci a separacni kandly. Vzorek se nejprve aplikuje
do davkovaciho kanalu, poté se vyjme vrstva peciciho papiru a otiskem se vzorek pievede
do separa¢niho kanalu, coz je stejny princip jako pii metodé davkovani popsané v piedeslém
odstavci. Druha vrstva papiru je vloZzena mezi laminovaci folii a davkovaci kanal, ¢imzZ brani
jeho pfilnuti a umoziuje jeho vyjmuti pfed samotnou analyzou. Vzhledem k tomu, Ze cilem
bylo vytvofit zafizeni schopné n€kolika riiznych analyz na jednom vzorku, musi se davkovaci
kanal odstranit, aby skrz né& nedochazelo k miseni rtiznych mobilnich fazi, ¢i reagencii.
Jakmile je vzorek nadavkovan do separa¢nich kanald, aplikujeme mobilni faze pomoci
multikanalové pipety (skalpelem si vytvofime vstupy pro jednotlivé reagencie) nebo Cip
ve spodni ¢asti nastiihneme a nechame smés rozpoustédel vzlinat (na obrazku 20 je davkovaci

ree
1

prostor v horni ¢asti). V piipad€ ,,vzlinaci techniky je smés rozpoustédel (mobilni faze)
Vv Petriho misce a ¢ip se do ni umisti tak, ze se opie 0 hranu misky. Je vSak potieba davat
pozor, aby hladina mobilni faze nedosahovala vySe davkovaci ¢asti Cipu. Mobilni smés
se nechd vzlinat (at’ se davkuje jakkoliv) a po ukonceni analyzy se zaznaci vzdalenost, kterou

urazilo ¢elo rozpoustédla.

37



Obr. 20: Mikrofluidni zafizeni pro analyzu ve vod¢ rozpustnych analytt

Druhym pfistupem pro davkovani t€kavych vzorkt je ddvkovani pies mezivrstvu,
Které je znazornéno na obrazku 21. Vzorek se vpravuje ptes otvor, ktery si opét vytvorime
pomoci skalpelu. Davkovani skrz mezivrstvu volime proto, Ze kdyz se vzorek davkoval ptimo
do separa¢niho kanalu, vzlinal z davkovaciho prostoru v obou smérech a rozmyval se.
Davkovani pfes mezivrstvu zajisti mensi objem vzorku, ktery pies ni projde do separa¢niho
kandlu a tim se eliminuje vySe zminény problém. Co se tyce davkovani reagencii,
opét probihd pies ,,okynka“, které se vyfezou pod davkovaci Casti pomoci skalpelu nebo
vzlinanim. Po ukonceni analyzy se opét zaznaci vzdalenost, kterou urazilo ¢elo mobilni faze
Vv jednotlivych kandlcich, coz se poté vyuziva k vypoctu retencnich faktorti pii vyhodnocovani

analyzy.
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Obr. 21: Mikrofluidni zafizeni pro analyzu analyti rozpustnych v tékavych

rozpoustédlech

5.4 VOLBA MOBILNICH FAZI

Prvni vyzkouSenou mobilni fazi byla smés octan etylnaty — methanol — amoniak
(Vv poméru 32:4:2). Nalila jsem ji na Petriho misku a umistila do ni ¢tyfkanalovy Cip, kterému
jsem usttihla spodni ¢ast, ¢imz jsem vytvoftila otvory pro vstup mobilni faze. Mobilni faze
vzlinala jednotlivymi kandly, bez problému prostoupila skrz davkovaci cast pro vzorky
a postupovala dale. Z dtvodu dobré viditelnosti jsem tuto smés zkouSela aplikovat
| pro separaci potravinaiského barviva. NedosSlo k jeho separaci, pouze vystoupilo zaroven
s ¢elem rozpoustedla a rozpilo se pres cely separacni kandl od mista nadavkovani az po celo
rozpoustédla (coz je vzdalenost, kterou mobilni faze urazila v separa¢nim kanédlu od mista
vstupu). Stejnou analyzu jsem vyzkousela s pouzitim Cistého ethanolu jako mobilni faze.

Ethanol jiz potravinaiské barvivo rozseparoval na jednotlivé slozky.
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Jelikoz jsme se rozhodli provést analyzu aktivnich slozek 1é¢iv (acetaminophenu,
tramadol hydrochloridu, cetirizin dihydrochloridu, imipramin hydrochloridu a kyseliny
acetylsalicylové) dohledali jsme vV literatufe vhodné mobilni faze pro jejich stanoveni.
Veskeré analyzy byly provedeny v univerzalni mobilni smési vyuzivané pro stanoveni 1é¢iv
cyklohexan — octan ethylnaty — amoniak (v poméru 20:20:1). Stanoveni acetaminophenu bylo
provedeno taktéZ v mobilni smési octan ethylnaty — amoniak (v poméru 40:0,5), ktera
je uréena piimo pro stanoveni paracetamolu chromatografickymi technikami. A pro stanoveni
kyseliny acetylsalicylové byla pouzita mobilni faze kyselina octova — cyklohexan —
tetrachlormethan — amoniak (v poméru 5:10:10:5). Veskeré mobilni faze byly pfipravované
Cerstvé pro kazdé meétfeni. Neni vhodné je uchovavat, jelikoz se jednd o smési t€kavych

organickych rozpoustédel.*®

5.5 DETEKCE ANALYTU

K detekci jednotlivych analyti byla zvolena UV lampa s vlnovymi délkami
254 a 366 nm a intenzitou zafivky 500/550uW od spolecnosti P LAB. Lé¢iva pod UV lampou
fluoreskuji. Proto jsem ¢ip po ukonceni analyzy umistila pod UV lampu, vyzkouSela na n¢j
zasvitit svétlem s obéma vlnovymi délkami a v pfipadé, Ze byla viditelnd skvrna 1écCiva,
zaznaCila jsem jeji vzdalenost, kterou urazila od davkovaciho prostoru. Vzdalenost cela
rozpoustédla a 1é¢iva se poté vyuzivala k vypoctu retencniho faktoru dané latky. Ten je dan
podilem vzdalenosti stfedu skvrny separovaného léCiva (a) a vzdalenosti Cela rozpoustédla

od davkovaciho prostoru (b) a je to bezrozmérné &islo.*

a

40



5.6 ANALYZA LECIV V UNIVERZALNI MOBILNI FAZI

Nejprve jsem provedla analyzu 1é¢i v univerzalni mobilni fazi (cyklohexan — octan
ethylnaty — amoniak v poméru 20:20:1). Tabulka 1 prezentuje reten¢ni faktory jednotlivych
analytl, jedna se o primér ze tif méfeni. Detekce analytti byla provedena pii vinové délce
254 nm. U acetaminophenu a kyseliny acetylsalicylové byla patrna vyrazna fluorescence.
U tramadol hydrochloridu, cetirizin dihydrochloridu a imipramin hydrochloridu byla patrna
jen velice slaba fluorescence, ktera vSak nebyla dostatecna pro odecteni vzdalenosti skvrny.
Proto u téchto latek retencni faktory neuvadim. Veskeré zkuSebni meétfeni byly provadény
na standardech o koncentraci 1 mg/ml, jelikoz jsme potiebovali na Cistych latkach prokazat
funkénost nami vyvinutého mikrofluidniho zafizeni. Univerzalni mobilni smés je zaroven
i mobilni smési, ktera je optimalni pro analyzy ipramin hydrochloridu. V nasem

koncentra¢nim rozsahu se ndm jej vSak nepodatilo detekovat.

vzdalenost analytu vzdalenost ¢ela
analyt R¢
od startu (cm) rozpoustédla (cm)

acetaminophen 1,5 2,6 0,58
acetylsalicylové kyselina 2,2 2,8 0,79
tramadol hydrochlorid - 3,3 -
cetirizin dihydrochlorid - 2,9 -
ipramine hydrochlorid - 3,2 -

Tabulka 1: Retenéni faktory 1é¢iv

5.7 JINE MOBILNI FAZE

Acetaminophen jsme analyzovali taktéZ v mobilni smési sloZzené z octanu
ethylnatého a amoniaku (v poméru 40:0,5), ktera je pro jeho stanoveni bézné uzivana.
Nepodafilo se nam vSak detekovat skvrnu analytu. Stejny problém byl pii stanovovani
kyseliny acetylsalicylové v mobilni smeési tvoifené kyselinou octovou, cyklohexanem,

tetrachlormethanem a amoniakem (v poméru 5:10:10:5). Proto budu dale zkouset jesté detekci
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pomoci ,,zviditelnujicich® ¢inidel, kterd budou aplikovana do ¢ipu po provedeni separace.
Tento piistup zatim vyvijim. Prozatimni, zatim nevyzkouSenou, ideou je, Ze se do Cipu vedle
separacniho kanalu zalaminuje jest¢ dalsi, ktery bude piipadné slouzit k zavadéni
zviditelnujiciho ¢inidla nebo jim bude napustén. V piipad¢ potieby se poté tlakem nebo jinou
metodou zprosttedkuje prenos tohoto ¢inidla do separa¢niho kanalu, aby pomohlo pfti detekci

analytd, které nejsme schopni odecist pod UV lampou.
5.8 VYHODNOCENI

Vzhledem k tomu, Ze nejsou k dispozici souhrnné tabulky, které by obsahovaly
retencni faktory jednotlivych 1é¢iv analyzovanych v riznych mobilnich fazich, vyhodnoceni
redlnych vzorkli by se provadélo porovndvanim ziskanych vysledk 2z klinickych
¢i forenznich vzorkl s vysledky ziskanymi méfenim Cistych standardii. V ptfipad¢ zavedeni
téchto analyz do praxe, by se mohly vytvofit knihovny reten¢nich faktorti standardd riznych
1é¢iv o rozdilnych koncentracich. Kazdé 1é¢ivo by mélo retencni faktor vztazeny k analyzam

Vv riiznych mobilnich fazich a v riznych koncentracnich hladinach.
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6. ZAVER

Vysledkem mého vyzkumu je mikrofluidni zafizeni vyrobené z laminovaci folie
a filtracniho papiru. Toto zafizeni je schopno provadét ctyfi jednoduché analyzy V ramci
jednoho testu. Analyza je zaloZena na principech papirové chromatografie. Konkrétné jsem
jeho aplikaci testovala pro klinickou a forenzni diagnostiku. Zaméfila jsem se na studium

nekterych aktivnich latek obsazenych v bézné uzivanych Iécivech.

Hlavnimi vyhodami tohoto zafizeni jsou velice nizké vyrobni naklady, kratka doba
analyzy a mala spotieba vzorku i jednotlivych reagencii, Coz vyrazn¢ snizuje celkovou cenu
analyzy. Se zafizenim lze, diky jeho rozmériim, snadno manipulovat a k jeho obsluze nejsou

potieba zadné specifické znalosti.

Pti testovani jeho vlastnosti, pratoki kapaliny a davkovani vzorku jsme jej uzili také
pro dikazové reakce analytickych iontt ¢i separaci potravinaiského barviva, coz jen dokazuje
Siroké spektrum jeho vyuziti. V podstaté se jedna o zafizeni, na kterém je analytik schopen
provést Ctyfi rizné analyzy na jednom vzorku. Zalezi pouze na ném, jaké testy zvoli. Jedinym
omezenim jsou zpusoby detekce. Jelikoz je celé zafizeni uzavieno v laminovaci f6lii neni
mozné provést detekci napt. postiikem detekénim Cinidlem, coz se bézné vyuziva
pro zviditelnéni skvrn pfi tenkovrstevné chromatografii. Nejidealn&jsim pfistupem je vizualni

detekce pod UV lampou, kterou jsme pro aplikaci stanoveni 1é¢iv vyuzili.

V budoucnu bych dale rada zkusila sestavit mikrofluidni zafizeni, které bude mit
aplikovéano detek¢ni ¢inidlo v sousednim separa¢nim kandlu, tak aby se pouzilo jen v pfipadé
jeho potieby. A druhym zatfizenim by mohl byt bezpapirovy Cip, ktery se budu pokousSet spojit

s nékterymi instrumentalnimi metodami.
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8. SEZNAM ZKRATEK

AAS

AFS

CE

ELISA

GC-QMS

GC-MS-MS

ICP-MS

IEC

LC-MS

RP-HPLC

uv

atomova absorpcni spektrometrie

atomova fluorescencni spektrometrie

kapilarni elektroforéza

enzymova imunoanalyza v heterogennim prostiedi

plynovy chromatograf s kvadrupdlovym hmotnostnim spektrometrem
plynova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem

iontové vyménna chromatografie

kapalinovy chromatograf s hmotnostni detekci

vysoce ucinna kapalinovéa chromatografie s reverznimi faizemi

ultrafialové
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