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1 UVOD

V dnesni vypjaté a uspéchané dob¢ se potykd fada lidi s psychickymi problémy, které
mohou vést az k rozvinuti schizofrenie nebo bipolarni poruchy. Tyto dusevni onemocnéni
jsou léCeny pomoci skupiny latek nazyvané antipsychotika neboli neuroleptika. U casti
pacientl, ktefi jsou léCeni na klinikdch a specializovanych zafizeni, je potfeba sledovat
koncentra¢ni hladinu 1é¢iva v krvi ptipadné v moci. V téchto ptipadech byva koncentrace
relativné nizka a je potfeba mit citlivou metodou stanoveni. Na druhou stranu u pacientd,
ktefi nejsou hospitalizovani ve specializovanych zafazenich, mize dojit k predavkovani
témito léky jednak chybou v dévkovéni léku anebo UmysIné s cilem se zasebevrazdit.
V téchto ptipadech lze ocekdvat mnohem vyssi koncentraci 1é¢iva (nez je terapeuticka
hladina) a tudiz analytickd metoda stanoveni nemusi byt az tak citlivd, ale mezi pozadavky

bude rychlost a jednoduchost stanoveni.

Pti toxikologickych analyzach a ve zdravotnickych zafizenich se nejcastéji vyuziva
HPLC s hmotnostni detekci. Vedle fady vyhod této techniky, 1ze nalézt také nevyhodu ve
vysokych pofizovacich a provoznich ndkladech. Jako moznou alternativu lze pouzit HPLC
s elektrochemickou detekcei, ktera nabizi vedle vysoké citlivosti a selektivity mnohem nizsi

pofizovaci a provozni naklady.

Cilem této prace bylo vyvinout metodu pro stanoveni vybranych antipsychotickych
1é¢iv pomoci HPLC s elektrochemickou detekci. Jako material pro pracovni elektrodu byla
zvolena tuha, kterd nalezla uplatnéni v elektrochemické detekci celé fady latek. Jeji vyuZiti
Vv pritokovych systémech neni tak casté jako pouziti naptiklad elektrody ze skelného
uhliku nebo jinych komeréné dostupnych elektrodovych materidlii, a tak se bude jednat

0 nové technické feSeni aplikace tuhové elektrody v pratokovych systémech.



2  TEORETICKA CAST

2.1 Elektrochemicka detekce v priatokovych metodach

Kapalinova chromatografie (LC — Liquid Chromatography) je vSestranna analyticka
metoda. Principem je separace latek na zaklad¢ jejich distribuce mezi mobilni (pohyblivou)
fazi a stacionarni (pevnou) fazi. K separaci analyti dochazi na chromatografické kolon¢.
Analyty eluujici z kolony je potfeba detekovat. Jelikoz separace v LC probiha dynamicky,
vyzaduji se detek¢ni systémy, které pracuji on-line a vyvareji okamzity zdznam udalosti na
koloné.[1] Detektor zaznamenava rozdil v signalu mezi pruchodem C¢isté mobilni faze
a mobilni faze obsahujici analyt.[2] Existuje cela fada technik, mezi nejcastéji pouzivané

patii spektrofotometricka detekce nebo hmotnostni detekce.

Alternativou muze byt elektrochemickéd detekce (ECD) vyznacujici se svoji vysokou
citlivosti a selektivitou a zaroven relativné nizkymi provoznimi i potfizovacimi naklady.
Dalsi vyhodou muZe byt snadna miniaturizace detektoru. EC detektor méfi urcitou
elektrochemickou veli¢inu (proud, potencidl, kapacitu, odpor), kterd je generovana
elektroaktivnimi analyty v eluatu mezi elektrodami v pritokové cele.[3] Elektrochemicky
detektor mize meéfit fyzikalni vlastnost roztoku protékajiciho detektorem, to plati pro
konduktometrické, ptipadn¢ dielektrimetrické detektory. Ostatni EC detektory jsou
zalozeny na elektrodovém dé&ji v podobé oxidacn€ redukéni reakce v obecném tvaru
0X + n e« red, ktera probiha na elektrodach. V piipad¢, ze celkovy proud prochazejici
¢lankem je nulovy (je v rovnovazném stavu) jedna se o potenciometricky detektor. Naopak
prochazi-li ¢lankem elektricky proud, podle stupné konverze analytu rozliSujeme

voltametricky (amperometricky) nebo coulometricky detektor.
Konduktometrie, dk-metrie

Pokud méfime elektrickou vodivost roztoku (schopnost roztoku vést elektricky proud)
mezi dvéma elektrodami, jimiz prochdzi konstantni proud, jednd se konduktometrii.
V pfipadé, Zze meéfenou vlastnosti je permitivita roztoku, mluvime o dielektrimetrii
(dk - metrii).[4] Spoleénym znakem téchto dvou metod je, Ze stanoveni analytu neni
zalozeno na elektrodové reakci. Podle velikosti frekvence pouzitého stfidavého proudu
rozliSujeme nizkofrekvenéni a vysokofrekvenéni konduktometry. Konduktometricka

detekce je v kapalinova chromatografii uzce spojena s vyvojem iontomenicové



chromatografie, dnes je ale také pouzivana i pro iontové vylu€ovaci nebo ion parovou

chromatografii.[5]
Potenciometrie

Pii potenciometrické detekci ziskdvame informaci o slozeni vzorku ze zmétfeného
rovnovazného potencidlu mezi dvéma elektrodami, pracovni a referenc¢ni. Podminkou
méieni je, aby ¢lankem neprochazel elektricky proud a tudiz nedochéazelo ke zméné
chemického slozeni roztoku.[4]V pritokovych metodach se predev§im uplatiuji jako
pracovni elektrody iontové selektivni elektrody (ISE). Je znamo mnoho typli membran
pouzivanych pro ISE, napt. krystalickd membrana, PVC membrana a dalsi. Typem
membrany lze ovlivnit selektivitu méfeni. Potenciometricka detekce je nejcastéji
vyuzivana pro pratokovou injekéni analyzu (FIA).[6] Kvili pomalému ustavovani
rovnovahy se potenciometrie ve spojeni s HPLC moc nevyuziva, avSak existuje nékolik

praci, kde byl potenciometricky detektor pro HPLC pouzit.[5, 7]
Amperometrie a coulometrie

Z elektrochemickych metod se jako nejbéznéjsi zpisob detekce v pritokovych
metodach vyuzivd amperometrie, pfip. coulometrie. Pro amperometrii plati podminka
konverze analytu do 10 % a u coulometriec dochazi k Gplné konverzi. Detektor
zaznamenava linearni proud pii vkladaném konstantnim elektrodovém potencidlu na
pracovni elektrodu. Citlivost a selektivita se nastavuji zménou potencidlu udrzovaného
mezi pracovni a referencéni elektrodou.[8] Podminkou EC detekce je piitomnost
elektrochemicky aktivnich analyti a MF musi byt alesponn minimalné elektricky vodiva.[9]
Pii separaci je vodivost zajiSténa piidavkem pufru (napi. fosfatovy, acetatovy apod.)

0 vhodné koncentraci.

Nejcastéji se vyuziva tiielektrodového zapojeni detektoru: 1. pracovni elektroda, kde
dochdzi koxidaci nebo redukci analytl, 2. pomocna elektroda podilejici se na
elektrochemické preméné analytl, 3. referencni elektroda, kterd udrzuje konstantni
detekéni potencial na pracovni elektrodé.[3] Dulezity je vhodny vybér pracovni elektrody.
Ty mohou byt konstruovany z mnoha rtznych materiala, ale hlavnimi pozadavky jsou
robustnost, stabilita, vodivost a rozsah potencialového okna pro méfeny analyt. Mezi stale
nejvice pouzivané patii tuhé kovové elektrody (platina, méd’, nikl, zlato), ale jako vhodna

alternativa se nabizi uhlik. Uhlikové elektrody jsou konstruovany v nejriznéjsSich formach,



napiiklad uhlikova pastova elektroda (CPE), elektroda ze skleného uhliku (GCE), uhlikova
vlaknova elektroda (CFE) nebo tuha (PGE).

Konstrukce detektorové cely v pritokovych metodach musi spliovat urcité pozadavky.
Meéla by mit vysoky pomér signalu ku Sumu, nizky mrtvy objem, vhodnou hydrodynamiku,
maly ohmicky odpor, jednoduchou konstrukci a snadnou tdrzbu.[10] Referen¢ni elektrodu
je tieba umistit co nejblize k pracovni elektrodé, abychom ziskali co nejmensi potencialovy
spad a plati, ze pomocna a referencni elektroda by mély byt v pritokové cele umistény tak,
aby roztok proudil smérem od pracovni elektrody k témto dvou.[11] Pro amperometrické
detektory rozliSujeme nékolik typt pritokovych cel: tenkovrstva (,,thin-layer®), ,,wall-jet*
(tryskajici proti zdi) a tubularni cela (viz obr. 1). Princip tenkovrstvé cely se opira tenkou
vrstvu roztoku, ktery proudi rovnobézné s rovinnym povrchem elektrody, ktera je vlozena
do pravouhlého kandlu. U ,,wall-jet” cely proudi eluat kolmo na povrch ploché elektrody
pracovni elektrodu (obr. 2).[4] Pro coulometricky detektor je vyuZzivana ,,flow-through*
cela (obr. 3).

?Wstup Jvstup 3

pracovnilelektroda :
A C

B

Obr. 1: Konstrukce amperometrickych detektort, A: ,thin-layer”, B: ,wall-jet®,
C: tubularni, pfevzato z cit.[4]



Referen¢ni elektroda
Vyusténi kapilary
z HPLC kolony

(

Pracovni elektroda (tuha, vldkno)

Pomocn4 elektroda

Obr. 2: Cela s cylindrickou elektrodou

Pracovni elektroda

Obr. 3: , Flow-through* cela pro coulometrickou detekci

ECD je vyuZivdna pro katecholaminy, neurotransmitery, redukujici cukry,
glykoproteiny a slouceniny s fenolickymi, hydroxylovymi, amino, diazo nebo nitro
funk¢énimi skupinami.[12] Nektera antipsychoticka 1é¢iva lze zatadit mezi elektroaktivni

slouceniny, které 1ze stanovit pomoci ECD.



Tabulka I: Priklady slouc¢enin detekovanych EC detektorem, pievzato z Cit.[9]

Oxidovatelné slou¢eniny Redukovatelné slouceniny

Fenoly Ketony
Oximy Aldehydy
Merkaptany Oximy
Peroxidy Konjugované kyseliny
Hydroperoxidy Konjugované estery
Aromatické aminy, diaminy Konjugované nitrily
Puriny Nitroslouceniny
Heterocykly Heterocykly

Aromatické halogeny

2.2 Antipsychotika

Schizofrenie, bipolarni porucha a jiné psych6zy jsou duSevni onemocnéni projevujici se
poruchami mysleni a vnimani. U pacientid s psych6zou dochazi k naruSeni zpracovani
informaci, ocitaji se mimo realitu. K témto staviim dochazi pravdépodobné vlivem zvySené

hladiny dopaminu v mozku.[13]

K1écbeé téchto zavaznych onemocnéni se vyuzivaji léCiva znamd pod spolecnym
nazvem antipsychotika (AP) neboli neuroleptika, ktera tlumi psychotické ptiznaky.[14]
Spolecnym rysem vSech antipsychotik je blokovani dopaminovych D receptort
v mozku.[13] Tyto léky jsou Siroce pouzivany po celém svété a byly poskytnuty vice jak
300 milionim lidi pfi 1écbé psychéz diky svym prospéSnym ucinkim na naladu
amysleni.[15] Na druhou stranu jsou relativné cCasto zneuzivana pii pokusech
0 sebevrazdu. Proto je dualezit¢ mit moZnost tyto latky rychle a spolehlivé stanovit

Vv biologickych vzorcich.

Antipsychotika délime na dvé skupiny — antipsychotika I. generace (konvencni,

klasicka, typicka) a antipsychotika II. generace (atypicka).[16]



Tabulka I1: Rozd¢leni antipsychotik

Zastupci

) _ Chlorpromazin, chlorprothixen, haloperidol,
Antipsychotika I. generace ]
levomepromazin

Antipsychotika I1. ] ) o
Clozapin, olanzapin, quetiapin, risperidon
generace

2.2.1 Antipsychotika I. generace

Antipsychotika prvni generace jsou vysoce afinitni antagonist¢ dopaminovych D>
receptord, které jsou nejucinngjsi proti psychotickym symptomim, ale maji vysokou miru
neurologickych vedlejSich uUc€inkl, jako jsou extrapyramidové piiznaky* a tardivni
dyskineze**.[17] Mezi typickda neuroleptika patii latky ze skupin fenothiazint,

butyrofenoni a thioxanthent.

*Extrapyramidové symptomy (EPS) jsou akutni nezddouci ucinky antypsychotik.
Projevuji se jako parkinsonismus, akutni akatize (nezvladatelny klid, pfeslapovani,
pohupovani, poposedavani) a akutni dystonie (kieCe svalstva obvykle v oblasti §ije

a obliceje).[14]

**Tardivni dyskineze se typicky projevuji jako mimovolné pohyby obliceje, ust, jazyka
nebo choreiformni pohyby koncetin ¢i trupu. Jde o pozdni nezadouci ucinek

antipsychotické 1¢¢by.[18]

2.2.1.1 Chlorpromazin

Chlorpromazin patii mezi fenothiazinova antipsychoticka 1éCiva a se stal prvnim
syntetickym neuroleptikem, jehoZ antipsychoticky téinek byl objeven v roce 1952.[14]
Zavedeni chlorpromazinu na pocatku padesatych let vedlo k vyvoji cetnych
fenothiazinovych analogti ak vyvoji strukturné piibuznych tricyklickych antidepresiv.
Chlorpromazin je relativné silny blokator dopaminového receptoru a ma mirné

antihistaminické a antiadrenergni ucinky.[15]



Aktivnim metabolitem chlorpromazinu je promazin.[19] Patii také mezi fenothiazinové
derivaty a ma mensi antipsychotickou aktivitu nez chlorpromazin. Jako 1€k se primarné

pouziva jen pii kratkodobé 1é¢bé psychoz, av§ak ve Spojenych statech je zakazan.[20]

Tabulka I1I: Farmakokinetické informace chlorpromazinu, tdaje pievzaty z cit.[19]

Definovana denni davka (mg/d) 300

Polocas eliminace (h, rozsah) 7-119

Typicka terapeuticka koncentrace v krvi (mg/l) 0,02 - 3,0

Smrtelna koncentrace v krvi (mg/l) 1-44

HaC,
“N— CHs HaGQ

e
1 CoC

Obr. 4: vlevo: chlorpromazin, vpravo: promazin

HPLC metody stanoveni chlorpromazinu

Je popsana cela fada metod stanoveni chlorpromazinu a dalSich antipsychotickych 1é¢iv
Vv biologickych materidlech (krevni plasma, sérum, ptip. matetské mléko) pomoci HPLC
s UV nebo elektrochemickou detekci. Smith a kol. [21] popsali rychlou a spolehlivou
metodu stanoveni chlorpromazinu a jeho n¢kolika metaboliti v systému reverznich fazi
metodou HPLC s UV detekci pfi 254 nm. Separace probihala na koloné¢ C8 pii
isokratickych podminkach se sloZzenim mobilni faze methanol / voda (55 : 45, v/v)

obsahujici 275 mM metylamin hydrochloridu a 25 mM hydrogenfosfore¢nan sodny

8



(pH 6,75). Stanoveni chlorpromazinu v séru a matefském mléce metodou HPLC s UV
detekci ukazali Ohkubo a kol. [22]. Chlorpromazin byl separovan na analytické kolon¢ C8
s mobilni fazi obsahujici dihydrogenfosfore¢nan draselny (pH 4,5) a acetonitril v. poméru
65 : 35 (V/v), detekce probihala pii 254 nm. Stanoveni metodou HPLC s elektrochemickou
detekci na GCE pii + 950 mV vs. Ag/AgCl popsali Murakami a kol. [23]. Jejich metoda
byla uspésné aplikovana na soucasné stanoveni chlorpromazinu a levomepromazinu
Vv lidské plasmé a moci. Midha a kol. [24] popsali metodu HPLC - UV s pouzitim kyano
(CN) kolony. Mobilni faze obsahovala 4% 0,06 M octanu sodného a 4% 0,06 M octanu
amonného v acetonitrilu (92%) obsahujici 0,05% diethylaminu, detektor byl nastaven na

248 nm.

2.2.1.2 Chlorprothixen

Chlorprothixen patfi mezi thioxanthenovad antipsychotickd 1éCiva S nizkou
antipsychotickou u¢innosti.[25] Strukturné se podoba fenothiazinim a ma podobné

vlastnosti jako chlorpromazin.

Cl

HaC—N
CHs

Obr. 5: Chlorprothixen

HPLC metody stanoveni chlorprothixenu

V praci Brookse a kol. [26] popsali stanoveni chlorprothixenu a jeho sulfoxidovych
metabolith v krevni plasmé metodou HPLC s detekci UV pti 229 nm. Separace probihala
na CN kolon€ se sloZzenim mobilni faze acetonitril a 20 mM dihydrogenfosforecnan

draselny (pH 4,5) v objemovém poméru 60 : 40. Dalsi praci s pouZzitim CN kolony popsali

9



Wallace a kol. [27] Detekce probihala elektrochemicky na GCE pti + 900 mV vs. Ag/AgCl
a slozeni MF bylo acetonitril a 20 mM KH2POg4 (45 : 55, v/v).

2.2.1.3 Haloperidol

Haloperidol patii mezi butyrofenonova antipsychotickd 1é¢iva. Je uzndvanym
standardem mezi antipsychotiky. Diky svym vyhodnym vlastnostem, jako je jeho dobra

snasenlivost, patii mezi nejcastéji pouzivana.[14]

Tabulka I1V: Farmakokinetické informace haloperidolu, udaje ptevzaty z cit.[19]

Definovana denni davka (mg/d) 8

Poloc¢as eliminace (h, rozsah) 14 - 41

Typicka terapeuticka koncentrace v krvi (mg/l) 0,005 - 0,05

Smrtelna koncentrace v krvi (mg/l) >1

OH
0 Cl
O)V\,N
F

Obr. 6: Haloperidol

HPLC metody stanoveni haloperidolu

Stanoveni haloperidolu v plasmé metodou HPLC popsali Dhar a Kutt.[28] Separace
probihala v systému reverznich fazich na koloné¢ C8, mobilni faze se skladala z 300 ml
16,3 mM NaHPO4 (pH 7), 450 ml acetonitrilu a 250 ml methanolu. Jako detektor byl
pouzit UV detektor pii vinové délce 254 nm. Dalsi praci stanoveni haloperidolu a jeho tii
hlavnich metabolitti v lidské plasmé metodou HPLC — UV ukazuji Aboul-Enein a kol.[29]
V této studii byla pouzita kolona C18, MF byla ptipravena z acetonitrilu a 100 mM
fosfatového pufru (pH 3,5) v poméru 20 : 80 (v/v) a detekce probihala pii vinové délce

10



230 nm. Pouziti CN kolony s EC detekci pro stanoveni haloperidolu v séru a plasmé
popisuji ve své praci Korpi a kol. [30] EC detekce probihala na elektrodé ze skleného
uhliku pti + 900 mV vs. Ag/AgCl, mobilni faze obsahovala 40 mM fosfatovy pufr (pH 6,8)
s ptidavkem 5 M KOH a acetonitril (55 : 45, v/v).

2.2.1.4 Levomepromazin

Levomepromazin jinym nazvem Methotrimeprazin stejné jako chlorpromazin patii do
skupiny fenothiazini. Krom¢ antipsychotického vlivu se vyznacuje také sedativnim az
hypnotickym uc¢inkem. Mize byt tedy vhodny pro agresivni a vysoce neklidné

pacienty.[14, 31]

Tabulka V: Farmakokinetické informace levomepromazinu, udaje ptevzaty z cit. [19]

Definovana denni davka (mg/d) 300

Poloc¢as eliminace (h, rozsah) 17-78

Typicka terapeuticka koncentrace v krvi (mg/l) 0,05-0,14

Smrtelna koncentrace v krvi (mg/l) 08-4,1

H3C\
H4C

N
-
HC en,

Obr. 7: Levomepromazin
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HPLC metody stanoveni Levomepromazinu

Soucasné stanoveni levomepromazinu a chlorpromazinu s EC detekci je uvedeno jiz
ve zminéné c¢lanku Murakami a kol.[23] Dalsi metodu stanoveni levomerpomazinu,
chlorprothixenu a promethazinu v séru metodou HPLC — ED popisuji ve své praci Bagli
a kol.[32] Separace probihala na jiz n¢kolikrat zmifiované CN kolon¢, tentokrat ve slozeni
mobilni faze acetonitril, pyridin a octan sodny (698 : 2 : 300, v/v/v). Levomepromazin byl
meéfen pii potencidlu + 650 mV. Simultanni determinaci levomepromazinu a clozapinu
a jejich metaboliti s UV detekei v krevni plasmé zminuji ve své studii Mercolini a kol.[33]
Rozdéleni probihalo na reverzni fazi C8 s mobilni fazi acetonitril, fosfatovy pufr (34 mM,

pH 2,0) v poméru 29 : 71 (v/v). Detektor byl nastaven na vinovou délku 254 nm.

2.2.2 Antipsychotika Il. generace

Usili najit G¢inn&jsi 1é¢bu s mensim rizikem vedlejsich ucinkd vedlo k vyvoji
antipsychotik Il. generace. Prvnim AP této generace se stal clozapin, nasledoval risperidon,
olanzapin, quetiapin a v nedavné dob¢ byl vyvinut nejnovéjsi aripirazol [34], ktery byva
oznacovan jako AP tfeti generace.[35] Atypicka antipsychotika jsou charakterizovana
niz$im vyskytem extrapyramidovych symptomi.[14] Toho Ize terapeuticky vyuzit jak vici
pozitivnim psychotickym pfiznakim (halucinace, bludy, agresivita, dezorganizace

mySleni), tak i negativnim (autismus, hypobulie, emo¢ni a afektivni oplostélost).[36]

2.2.2.1 Clozapin

Clozapin jako prvni prototyp atypickych antipsychotik je derivat dibenzodiazepinu
patfici mezi multireceptorové antagonisty (MARTA — multi acting receptor targeted
agents).[14] To znamena, Ze clozapin ma komplexni mechanismus t¢inku, ktery ptisobi na
vice receptorech neurotransmiterti, véetné dopaminovych, serotoninovych, a-adrenergnich

a muskarinovych receptort.[15]

Tabulka VI: Farmakokinetické informace clozapinu, tidaje pievzaty z Cit.[19]

Definovana denni davka (mg/d) 300

Poloc¢as eliminace (h, rozsah) 6-7

Typicka terapeuticka koncentrace v krvi (mg/l) 0,2-0,7

Smrtelna koncentrace v krvi (mg/l) 1,2-13,0
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Obr. 8: Clozapin
HPLC metody stanoveni clozapinu

Monitorovani hladiny clozapinu a jeho aktivnich metabolitii v plasmé schizofrenickych
pacientl metodou HPLC — ED popisuji Raggi a kol.[37] V této studii byla pouzita kolona
RP — C18 a slozeni mobilni faze bylo acetonitril, methanol a fosfatovy pufr (10,4 mM,
pH 1,9) v objemovém poméru 17,5 : 20 : 62,5. Amperometricka detekce probihala na
grafitové elektrodé pii vloZzeném potencidlu + 800 mV. Soucasné stanoveni clozapinu
a risperidonu technikou HPLC — UV v krevni plasmé je uvedeno v praci Shena a kol.[38]
Analyty byly separovany na koloné¢ C18 a mobilni fize obsahovala methanol, vodu
a dimethylamin (60 : 40 : 0,04, v/v/v). Detekéni vlnovd délka byla 280 nm.
Chromatografické separace clozapinu a jeho dvou hlavnich metabolit v lidské plasmé na
analytické koloné¢ C6 s UV detekci je zminéna v ¢lanku Avenosi a kol.[39] Mobilni faze
obsahovala acetonitril a 0,06 M fosfatovy pufr (pH 2,7) smichané v poméru 48 : 52 (v/v),

detektor byl nastaven na vilnovou délku 254 nm.

2.2.2.2 Olanzapin

Olanzapin je svoji molekulovou strukturou podobny clozapinu [40] a taktéZ se fadi do
skupiny  multireceptorovych  antagonisti ~ (MARTA).[14] Je to  derivat

thienobenzodiazepinu a pod obchodnim nazvem je znam jako Zyprexa.[41]
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Tabulka VII: Farmakokinetické informace olanzapinu, Gidaje prevzaty z cit. [19]

Definovana denni davka (mg/d) 10

Polocas eliminace (h, rozsah) 21 -54

Typicka terapeuticka koncentrace v krvi (mg/l) 0,009 — 0,026

Smrtelna koncentrace v krvi (mg/l) 1,2

Obr. 9: Olanzapin

HPLC metody stanoveni olanzapinu

Pro stanoveni olanzapinu v biologickych materidlech metodou HPLC najdeme hned
nékolik odbornych ¢lankt. Napiiklad Kasper a kol. [41] popisuji kvantifikaci olanzapinu
vV matetském mléce pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie v systému reverznich
fazi s elektrochemickou detekci. Separace byla provedena na koloné¢ YMC basic s mobilni
fazi obsahujici 75 mM fosfatovy pufr (pH 7), methanol a acetonitril (48 : 26 : 26, v/v/v)
a detekce probihala na coulometrickém detektoru. Amperometrickou detekci uvedli ve své
praci Raggi a kol. [42], ve které analyzovali olanzapin a jeho metabolit v lidské plasmé.
K rozdg€leni latek doslo na koloné RP — C8 s pouzitim acetonitrilu a fosfatového pufru
(pH 3,8) jako MF smichané v poméru 20 : 80 (v/v). Detekce probéhla na elektrodé ze
skelného uhliku pfi + 800 mV vs. Ag/AgCl. Praci zabyvajici se metodou HPLC — UV
uvedli Boulton a kol. [43], jako kolona byla pouzita Supelcosil LC-CN, mobilni faze se
skladala z 10 % methanolu, 25 % acetonitrilu a 65 % 50 mM fosfatového pufru (pH 6).
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Detekce olanzapinu na UV detektoru probihala pfi 214 nm. Rychlou metodu determinace
olanzapinu v plasmé¢ s pouzitim UV detekce popsali Dusci a kol. [44]. Separace bylo
dosazeno na kolon¢ RP - C18 spouzitim MF 14 % acetonitrilu ve vodé (obsahujici
0,25 % H3PO4 a 0,05 % triethylaminu). Vlnova délka UV detektoru byla nastavena na
hodnotu 270 nm.

2.2.2.3 Quetiapin
Quetiapin je derivat dibenzothiazepinu a je tietim zastupcem ze skupiny MARTA.[14]

Tabulka VIII: Farkokinetické informace quetiapinu, udaje pfevzaty z cit. [19]

Definovana denni davka (mg/d) 400

Poloc¢as eliminace (h, rozsah) 5-8

Typicka terapeuticka koncentrace v krvi (mg/l) 0,19 -0,63

Smrtelna koncentrace v krvi (mg/l) 0,24-4,0
ENj HO
N="

W

S

Obr. 10: Quetiapine

HPLC metody stanoveni quetipainu

Stanoveni  quetiapinu v plasm¢ metodou  kapalinové  chromatografie se
spektrofotometrickou detekci popsali ve své studii Mandrioli a kol.[45] Analyzy byly

provedeny na chromatografické kolon¢ C18 spouzitim mobilni faze sestavajici
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z 15,4 mM fosfatového pufru (pH 1,9), acetonitrilu a methanolu (72 : 12 : 16, v/v/v).
Detektor byl nastaven na vinovou délku 254 nm. Davis a kol. [46] ve své praci popisuji
detekci quetiapinu s vyuzitim UV detektoru a detekci jeho metaboliti pomoci
elektrochemickké detekce. HPLC systém zahrnoval tedy jak UV detektor, tak i EC
detektor, separace bylo dosazeno na koloné¢ ZORBAX (SB — Ph), mobilni faze obsahovala
20 mM fosfatovy pufr (pH 7,4), methanol a acetonitril (40 : 50 : 10, v/v/v). Detekce
quetiapinu probihala na UV detektoru pii 225 nm, zatimco detekce metabolith pfi

potencialu + 550 mV.

2.2.2.4 Aripiprazol a Risperidon

Aripiprazol je piperazinovy a chinolinovy derivat. Jeho mechanismus G¢inku se 1isi od
vSech doposud popsanych antipsychotik. VSechna soucasna neuroleptika, jak typicka, tak
I atypicka vytvareji svij antipsychoticky tGcinek blokovanim dopaminovych receptort, to
znamend, Ze jsou antagonisty D2 receptord. Aripiprazol vSak projevuje svlj ucinek
CasteCnym agonismem dopaminovych receptoru [35, 47], v zavislosti na koncentraci
specifického neurotransmiteru mize byt agonistou (stimuluje dopaminové receptory) nebo
antagonistou (inhibuje D> receptory).[48] Proto je aripiprazol oznaCovan jako prvni

antipsychotikum tfeti generace.

Risperidon jako dalSi zastupce atypickych antipsychotik pii 1é€be schizofrenie je
derivatem benzisoxazolu. Patfi mezi antagonisty serotoninovych a dopaminovych
receptord (SDA — serotonin dopamine antagonists) a je jednim z nejéastéji pouzivanych

atypickych antipsychotik.[14]

Tabulka IX: Farmakokinetické informace risperidonu, Gdaje ptevzaty z cit. [19]

Definovana denni davka (mg/d) 5

Polocas eliminace (h, rozsah) 3-20

Typicka terapeuticka koncentrace v krvi (mg/l) 0,004 — 0,008

Smrtelna koncentrace v krvi (mg/l) 1,8
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Obr. 11: Risperidon
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Obr. 12: Aripiprazol

HPLC metody stanoveni aripiprazolu a risperidonu

Jednoduchy zplisob stanoveni aripiprazolu v séru pro terapeutické monitorovani 1é¢iv
popisuji ve své praci Synowiec a kol.[49] Byla pouzita kapalinova chromatografie se
spektrofotometrickou detekci. K rozdéleni analyti doslo na koloné C8 a mobilni faze byla
slozena z acetonitrilu a trimethyl amonného pufru (62 : 38, v/v). Hodnota vinové délky pti

detekci byla nastavena na 214 nm.

Elektrochemické stanoveni risperidonu v plasmé a jeho aktivniho metabolitu pomoci
HPLC — ED uvadg¢ji se své praci Le Moing a kol.[50] Chromatograficky experiment byl
realizovan na analytické koloné obsahujici kyano skupiny (CN kolona), isokraticka eluce
byla provedena pomoci acetonitrilu a 0,05 M KH2PO4 (pH 6,5). Aplikovany potencial na
coulochemickém detektoru byl + 800 mV. Metoda HPLC — UV pro stanoveni risperidonu
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Vv plasmé¢ je popséana Vv ¢lanku Angeli Avenosi a kol.[51] Separace probihala na kolon¢ C18
s mobilni fazi dihydrogenfofore¢nan draselny 0,05 M (pH 3,7) a acetonitril v objemovém
poméru 70 : 30. Analyty byly detekovany pomoci UV detektoru nastaveného na vinovou
délku 278 nm. Separaci na analytické koloné¢ C8 za podminek mobilni faze NaH2PO4
a acetonitril (55 : 45, v/v) a UV detekci pii 280 nm charakterizovali Foroutan a kol.[52]

2.2.2.5 Promethazin

Promethazin byl dfive pouzivan jako antipsychotikum, pro tento ucel uz se vSak
nepodava. I kdyz je to derivat fenothiazinu, je strukturné odliSny od antipsychotickych
fenothiazinli. Promethazin je antagonista histaminového Hi receptoru, je tedy predevsim

antihistaminikem (proti alergiim).[53]

Tabulka X: Farmakokinetické informace promethazinu, idaje pievzaty z cit. [19]

Definovana denni davka (mg/d) -

Poloc¢as eliminace (h, rozsah) 9-16

Typicka terapeuticka koncentrace v krvi (mg/l) 0,006 -0,1

Smrtelna koncentrace v krvi (mg/l) >24
HaC._ CHs
N
CHsj
N
S

Obr. 13: Promethazin
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HPLC metody stanoveni promethazinu

Kvantifikaci promethazinu v lidském séru metodou HPLC - ED popsali Fox
a McLoughlin.[54] Analyza byla uskute¢néna na CN kolon¢ s pouzitim mobilni faze
obsahujici acetonitril — methanol — isoporanol — vodu — 1,0 M octan amonny, pH 7,2
(83:5:5:6,65: 0,35, v/ivivIvlv). Potencial na coulochemickém detektoru byl + 700 mV.
Simultanni  stanoveni promethazinu a jeho metaboliti v plasme¢ s pouzitim
elektrochemického 1 UV detektoru nastinili ve své praci Vanapalli a kol.[55] Pro
analytickou separaci byla pouzita CN kolona, mobilni faze byla smési methanolu, 0,15 M
octanu amonného (pH 5,0) a vody (38 : 50 : 12, v/v/v). Vinova délka pro UV detektor byla

nastavena na 236 nm, potencial pro elektrochemicky detektor + 800 mV.

Stanoveni antipsychotik je mozné 1 jinymi metodami, nez uvedené metody
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s UV nebo elektrochemickou detekci. Existuji
naptiklad ¢lanky na plynovou chromatografii (GLC) [56] nebo HPLC s hmotnosti detekci
(HPLC — MS).[57, 58] Tato stanoveni v§ak nejsou predmét diplomové prace, proto jsem se

jimi nezabyvala.
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Tabulka XI: Celkovy prehled metod

Latka Citace Metoda E/A Kolona MF
) MeOH, pufr (pH 6,75)
Chlorpromazin 21 HPLC - UV 254 nm C8
55:45
pufr (pH 4,5), ACN
22 HPLC - UV 254 nm C8
65:35
950 mV pyridin, THF, ACN, pufr
23 HPLC - ED VS. C18 (pH 3,5)
Ag/AgCl 0,1:1:68,9:30
ACN, octan sodny a
24 HPLC - UV 248 nm CN amonny
92:4:4
) ACN, pufr (pH 4,5)
Chlorprothixen 26 HPLC - UV 229 nm CN
60:40
900 mVv ACN, pufr
27 HPLC - ED VS. CN 45:55
Ag/AgClI
) pufr (pH 7), ACN, MeOH
Haloperidol 28 HPLC - UV 254 nm C8
30:45:25
pufr (pH 3,5), ACN
29 HPLC - UV 230 nm C18
80:20
900 mV
pufr (pH 6,8), ACN
30 HPLC - ED VS. CN
55:45
Ag/AgClI
950 mVv pyridin, THF, ACN, pufr
Levomepromazin 23 HPLC - ED Vs. C18 (pH 3,5)
Ag/AgCI 0,1:1:68,9:30
650 mV ACN, pyridin, octan
32 HPLC - ED VS. CN sodny
Ag/AgCI 69,8:0,2:30
ACN, pufr (pH 2)
33 HPLC - UV 254 nm C8
29:71
800 mV pufr (pH 1,9), ACN,
Clozapin 37 HPLC - ED VS. C18 MeOH
Ag/AgCl 62,5:17,5:20
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MeOH, H0, diethylamin

Clozapin 38 HPLC - UV 280 nm C18
60:40:0,04
ACN, pufr (pH 2,7)
39 HPLC - UV 254 nm C6
48:52
) MeOH, ACN, pufr (pH 7)
Olanzapin 41 HPLC - ED - YMC
26:26:48
800 mV
ACN, pufr (pH3,8)
42 HPLC - ED VS. C8
20:80
Ag/AgCl
pufr (pH 6), ACN, MeOH
43 HPLC - UV 214 nm CN
65:25:10
44 HPLC - UV 270 mn C18 14% ACN ve vodé
pufr (pH 1,9), ACN,
Quetiapin 45 HPLC - UV 254 nm C18 MeOH
72:12:16
225 nm,
HPLC — 550 mV ACN, MeOH, pufr (7,4)
46 ZORBAX
UV/ED Vs. 10:50:40
Ag/AgCl
- ACN, pufr
Aripiprazol 49 HPLC - UV 214 nm C8
62:38
800 mVv
. . pufr (pH 6,5), ACN
Risperidon 50 HPLC - ED Vs. CN
40:60
Ag/AgClI
pufr (pH 3,7), ACN
51 HPLC - UV 278 nm C18
70:30
pufr (pH 6), ACN
52 HPLC - UV 280 nm C8
55:45
ACN,MeOH,
700 mV
isopropanol, H-O, octan
Promethazin 54 HPLC - ED VS. CN )
amonny
Ag/AgClI
83:5:5:6,65:0,35
236 nm, (oH 5)
octan amonny ,
HPLC - 800mVv v P
55 CN MeOH, H.O
UV/ED VS.
50:38:12
Ag/AgCl
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3  EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

K praci byl pouzit dihydrogenfosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich, Némecko), hydroxid
sodny (Fluka, Némecko), 85% kyselina orthofosfore¢na (Sigma-Aldrich, Némecko),
vSechny tyto chemikalie byly analytické Cistoty (p.a.). Déle byl pouzit methanol pro HPLC
(VWR Chemicals, Francie), acetonitril pro HPLC (VWR Chemicals, Francie).
K rozpusténi jednotlivych roztokti byla pouzita ultracistd deinonizovand voda (systém

Millipore Smart Direct Q-3 UV, Merci, Ceska republika).

Zasobni roztoky antipsychotickych 1é¢iv byly poskytnuty Ustavem soudniho 1ékaistvi
vV Olomouci. Roztoky AP o rGznych koncentracich byly pfipraveny fedénim ultracistou

deionizovanou vodou.

3.2  Priprava mobilni faze

Fosfatovy pufr o riznych koncentracich (10, 25, 50 a 100 mmol-1*') byl pfipraven
rozpusténim piislusné navazky NaH2POs v deionizované vodé. Pomoci ptidavki kyseliny
fosfore¢né nebo hydroxidu sodného bylo upravovano pH na dané hodnoty (2,5 — 8,5).
Takto ptipraveny pufr byl prefiltrovan ptes mikrofiltr s velikosti pért 0,2 um. MF byla
pfipravena smichanim fosfatového pufru a 100 % acetonitrilu (ACN) Vv riznych
objemovych pomérech. Pfed zavedenim do chromatografického systému byla MF

probublana heliem.

3.3 Cyklicka voltametrie

Meéieni cyklické voltametrie (CV) probihalo v tfielektrodovém zapojeni s vyuzitim
Nanoampere electrochemical workstation (L-Chem, Ceska republika). Pracovni elektrodou
byla tuha soznafenim 0,2 B (Ain STEIN, Japonsko), jako referen¢ni elektroda byla
pouzita argentochloridova elektroda a Sroub z nerezové oceli na dné cely poslouzil jako
pomocna elektroda. Pro méfeni cyklickych voltamogramti byly nastaveny tyto parametry:

skenovaci rychlost 50 mV/s, pocet cykli 2, skenovaci pfiristek 1 mV, prodleni pied
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meéfenim 5 s a potencialové okno 150 — 1500 mV (popi. 150 — 1900 mV) vs. Ag/AgCl.

Mg¢feni probihalo v miniaturizované cele, jejiz objem ¢inil 350 pl (viz obr. 14).

E !eferem':m’ elektroda

(Ag/Agcl)
A w e
(%9 .

j~Pracovm' Iektroi‘l;a*fi'f

" #
N i

Obr. 14: Cela pro CV

3.4 Injekéni prutokova analyza

Injekéni pratokova analyza (FIA) probihala na pfistroji Shimadzu bez pftipojené
chromatografick¢ kolony. Na pracovni elektrodu byl vkladdan potencidl v rozmezi
700 - 1400 mV vs. Ag/AgCl. MF obsahovala 25 mmol-1? fosfatovy pufr a acetonitril
smichané v poméru 70 : 30 (v/v), pH pufru bylo v rozmezi 2,5 — 8,5. Pratok MF ¢inil
0,5 ml/min. Néstfikovy ventil byl vybaven 20 pl smyckou, do které bylo nastfikovano 5 pl
roztokd jednotlivych latek o koncentraci 10 uM. Detekce probihala v tiielektrodovém

zapojeni v prutokové cele (viz podkapitola 3.6).

3.5 Chromatografie

HPLC méfeni byla provedena na piistroji sestavajiciho z isokratické pumpy LC - 10AD,
termostatu kolony CTO — 10AC (vSe SHIMADZU, Japonsko), chromatografické kolony
EC 250/2 NUCLEODUR ® C8 Gravity, 5 pm, 250 x 2,1 mm I. D. (Machery-Nagel,
Némecko) a potenciostatu Coulochem III (ESA, USA). Vzorky byly nastfikovany do
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manudlniho nastfikového ventilu se smyckou 20 pl (Rheodyne, USA). Nasttik byl
provadén technikou piepliiovani smycky. MF obsahovala fosfatovy pufr (o rtznych
koncentracich a pH) a acetonitril smichané v riiznych pomérech. Finalni MF byla sloZzena
z 50 mmol-1"? fosfatového pufru o pH 7,5 a acetonitrilu michanych v objemovém poméru
49 : 51. Prutok MF ¢inil 0,3 ml/min. Teplota kolony byla 45 °C a pracovni potencidl na
elektrodée byl 1000 mV vs. Ag/AgCl.

3.6 EC detekce v priitokovych systémech

Elektrochemickd méfeni probihala v tfielektrodovém zapojeni. Jako pracovni elektroda
(WE) byla pouzita tuha 0,2B (Ain STEIN, Japansko) a jako pomocna elektroda poslouzil
nerezovy Sroub zabudovany na dné cely. Jako referen¢ni elektroda byla pouzita
argentochloridova elektroda vyrobena v nasi laboratofi. Byla tvofena stfibrnym dratkem
pokryta vrstvickou AgCl, ktery byl vlozen do pipetové $pi¢ky (Brand, 0,5 — 20 ul, 46 mm).
Uzky konec $picky byl utésnén kousky nylonového filtru (LUBITECH, 47 mm, 0,2 pm).
Siroky konec byl utésnén parafilmem (Parafilm M), ze kterého vyénival kovovy kontakt
pfipdjeny ke stiibrnému dratku. Vnitini prostor $picky byl naplnén 3 mol-1t KCI. Prvotni
experimenty (podkapitoly 4.1 az 4.3.2) byly méfeny s referen¢ni elektrodou, jejiz potencial
byl oproti standardni Ag/AgCl elektrodé posunut o + 350 mV. Pied méfenim v kapitole
4.3.3 byla Spickova referencni elektroda regenerovana a jeji potencial odpovidal standardni
Ag/AgCl elektrodé (3 mol-I* KCI). Cela byla navrzena a vyrobena doc. RNDr. Janem
Hrbacem, PhD. (viz obr. 15). PEEKova kapilara (I. D. 250 pm) byla pomoci jehly
insulinové mikrostfikacky rozSifena na cca 320 pum. Do rozsifené Casti kapilary byla
vsunuta tuha o rozméru 270 um. Takto pfipraveny senzor byl vloZen a utésnén do
detektorové cely. Poté byla cela uzavifena horni €asti a pfipojena do chromatografického

systému.
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Obr. 15: Detekéni cela pro pritokova méteni

3.7 Zpracovani vysledki

Nameétend data a vytvotené grafy pro CV byly zpracovany pomoci programil
eL - Chem Viewer (L-Chem, Ceska republika) a OriginPro 8 (OriginLab, USA). Vysledky
méfeni FIA a HPLC byly zpracovany pomoci Clarity Lite (Data Apex, Ceska republika)
a OriginPro 8 (OriginLab, USA).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Predmétem prace bylo nalezeni optimalnich podminek separace antipsychotickych 1é¢iv

a jejich nasledné elektrochemické detekce.

4.1 Charakterizace latek CV

Jako prvni byly proméfeny cyklické voltamogramy pro zjisténi pribéhu
elektrochemické reakce vSech uvedenych AP. Méfeni probihalo v prostfedi 100 mmol-1*
NaH2POs (blank) pii vloZzeném potencialu 150 — 1500 mV vs. Ag/AgCI, pouze v piipadé
chlorprothixenu (obr. 18 A) a haloperidolu (obr. 17 A) bylo potencialové okno upraveno
na rozsah 150 — 1900 mV vs. Ag/AgCl. Z CV aripiprazolu (obr. 16 A) mizeme vidét, ze
K narustu signalu dochazi od 900 mV, typicky pik v§ak nepozorujeme. Naopak u clozapinu
(obr. 16 B) pozorujeme ireverzibilni d¢j, kdy k nardstu signalu dochazi od 800 mV
s oxida¢nim pikem, jehoz maximum je okolo 1100 mV. Levomepromazin (obr. 18 B), ma
charakter relativné reverzibilniho dé€je, maximum piku se nachazi pfi 1000 mV. Podobny
prubéh je patrny i u chlorpromazinu (obr. 17 B). U promethazinu (obr. 19 B) dochazi
k vicekrokové oxidaci, nejvétsi pik ma své maximum pii 1200 mV. Signal olanzapinu
(obr. 19 B) je patrny od 800 mV, z CV mizeme soudit, Ze v rozmezi 800 — 1200 mV
vidime naznak piku. Nejniz§iho proudu pifi 1500 mV dosahuji chlorprothixen, risperidon
a haloperidol. Nejvyssiho proudu pfi této hodnoté dosahuji levomepromazin, promethazin

a chlorpromazin.
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Obr. 16: Zaznam cyklického voltamogramu, a) 0,15 mmol-1? aripiprazolu,
b) 0,20 mmol-1* clozapinu, ZE 100 mmol-1" NaH2PO4, skenovaci rychlost 50 mV/s.

——Blank —— Blank
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Obr. 17: Zaznam cyklického voltamogramu, a) 0,18 mmol-I? haloperidolu,
b) 0,21 mmol-17, ZE 100 mM NaH,POys, skenovaci rychlost 50 mV/s.
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Obr. 18: Ziznam cyklického voltamogramu, a) 1,0 mmol-1? chlorprothixenu,
b) 0,20 mmol-1" levomepromazinu, ZE 100 mM NaH2PO4, skenovaci rychlost 50 mV/s.

— Blank A —Blank B
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Obr. 19: Zaznam cyklického voltamogramu, a) 0,5 mmol-1? olanzapinu, b) 0,24 mmol-1*
promethazinu, ZE 100 mM NaH2PO4, skenovaci rychlost 50 mV/s.
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Obr. 20: Zaznam cyklického voltamogramu, a) 0,17 mmol-1* quetiapinu, b) 0,16 mmol-1*
risperidonu, ZE 100 mM NaH2POQg, skenovaci rychlost 50 mV/s.

4.2 Experimenty FIA

Pritokova injek¢ni analyza umoziuje okamzitou odezvu stanovovanych analytu, jelikoz
nedochazi k separaci na chromatografické kolon¢. Této vyhody bylo vyuzito k vytvofeni
hydrodynamickych voltamogramt. M¢feni byly pouzity jednak Kk posouzeni vlivu
vkladaného pracovniho potencialu, a jednak k objasnéni vlivu méniciho se pH fosfatového

pufru na proudovou odezvu jednotlivych antipsychotickych 1é¢iv.

Jako prvni byla promé&fena zavislost vkladaného pracovniho potencidlu na proudové
odezvy jednotlivych analyti. Byla posuzovana vyska odezvy. Rozmezi vkladaného
potencialu na pracovni elektrodu bylo 700 — 1400 mV vs. Ag/AgCl. Pii testovani vlivu
vkladaného pracovniho potencidlu byla MF 25 mmol-1?! fosfitovy pufr (pH 4,5)
a acetonitril (70 : 30, v/v). Z vysledki je patrné, Ze se zvySujicim se potencidlem dochazi
ke zvySeni odezvy. Také vidime, Ze body v grafech relativné odpovidaji tvaru zaznamu

diive zmétenych cyklickych voltamogrami jednotlivych AP.

Poté byla zjiStovana zéavislost méniciho se pH fosfatového pufru pouzit¢ho v MF na
proudové odezvé analyti. Opét byla posuzovana vySka odezvy. M¢éfeni probihala pii
nastaveném pracovnim potencidlu na hodnotu 1300 mV vs. Ag/AgCl a hodnoty pH pufru
byly ménény o 2 jednotky v rozmezi 2,5 — 8,5. Z grafli je patrné, Ze i zde se zvySujicim se

pH dochdazi ke zvyseni odezvy.
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Zavislost proudové odezvy na vkladaném pracovnim potencialu u aripiprazolu téméf

kopiruje tvar zdznamu CV (srovnej obr. 16 A a obr. 21). Dochazi k postupnému naristu

vysky signalu, neni patrny zadny schod. Odezva aripiprazolu narsta se zvysSujicim se pH

relativné linearné. Pii pH 8,5 je odezva pétinasobna oproti pH 2,5 (obr. 22).

10 uM Aripiprazol

500 1000 1100 1200 1300 1400
E (mV vs. Ag/AgCI)

T T
700 800

Obr. 21: Hydrodynamicky voltamogram

10 pmol-1? aripiprazolu, podminky
méfeni: MF fosfatovy pufr
(pH 4,5) : acetonitril (70:30, vIv),

pratokova rychlost 0,5 ml/min.

40

324

| (nA)

24

16

10 UM Aripiprazol

2 4 6 8
pH
Obr. 22: Zavislost proudové odezvy
10 pmol-1* aripiprazolu  na  pH,
podminky métfeni: E=1300 mV
vs. Ag/AgCl, MF  fosfatovy  pufr
(pH 2,5 - 8,5) : acetonitril (70:30, v/v),

prutokova rychlost 0,5 ml/min.

Z hydrodynamického voltamogramu clozapinu (obr. 23) vidime mirné zaktiveni

v zaznamu pii 1200 mV. To je souladu s CV, kde pii podobném potencidlu vidime

oxidaéni pik. Zavislost odezvy na pH (obr. 24) nema linearni prubé¢h jako u aripiprazolu.

Nejprve odezva s pH 2,5 a 4,5 narusta, pti pH 6,5 vSak dochazi k mirnému poklesu odezvy

a poté se odezva opét s pH 8,5 zvySuje. V literatuie [59] mtizeme najit podobné chovani

zévislosti odezvy na pH jako jsou nase vysledky.
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Obr. 23: Hydrodynamicky voltamogram
10 pmol-1? clozapinu, podminky méfeni:
MF fosfatovy pufr (pH 4,5) : acetonitril

(70:30,

v/v),  prutokova  rychlost

0,5 ml/min.
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Obr. 24: Zavislost proudové odezvy
10 pmol-1? clozapinu na pH, podminky
méfeni: E =1300 mV vs. Ag/AgCIl, MF
fosfatovy pufr (pH 2,5 — 8,5) : acetonitril
(70:30, viv/), rychlost
0,5 ml/min.

prutokova

V ptipadé haloperidolu pozorujeme zvySeni odezvy (schod v zdznamu) pfi 1100 mV

(obr. 25). U CV vsak neni zadny oxida¢ni pik patrny a kiivka zaznamu ma hladky priabéh.

Zavislost odezvy na pH (obr. 26) je stejné jako u aripiprazolu téméf linedrni a dochazi

K postupnému zvySovani vysky odezvy. Nejvétsi rozdil v odezve je mezi pH 6,5 a 8,5.
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Obr. 25: Hydrodynamicky voltamogram

10 umol-1t haloperidolu, podminky
meéfeni: MF fosfatovy pufr
(pH 4,5) : acetonitril (70:30, vIv),

prutokova rychlost 0,5 ml/min.
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Obr. 26: Zavislost proudové odezvy
10 umol-1*  haloperidolu  na  pH,
podminky meéfeni: E =1300 mV
vs. Ag/AgCl, MF  fosfatovy  pufr
(pH 2,5 - 8,5) : acetonitril (70:30, v/V/),

prutokova rychlost 0,5 ml/min.

U chlorpromazinu dochézi k postupnému zvysSovani vySky odezvy az do 1200 mV, pii

1300 mV se odezva snizi a poté zase pii 1400 mV narista (obr. 27). Vznika tedy pti 1200

mV schod v zaznamu. Podobny pribéh je patrny i z CV. U pH (obr. 28) je nejnizsi odezva

pii hodnoté 2,5. Zavislost vySky odezvy na pH 4,5 a 6,5 je tém¢t srovnatelna, u pH 8,5

vSak pozorujeme zvyseni.
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Obr. 27: Hydrodynamicky voltamogram
10 pmol-1? chlorpromazinu, podminky
méfeni: MF fostatovy pufr
(pH 4,5) : acetonitril (70:30, vIv),
prutokova rychlost 0,5 ml/min.

120 4

1054

I (nA)

10 pM Chlorpromazin -

90 - "
754
80+ "

2 4 6 8

pH

Obr. 28: Zavislost proudové odezvy
10 pmol-1t  chlorpromazinu na pH,
podminky méfeni: E=1300 mV
vs. Ag/AgCl, MF fosfatovy  pufr
(pH 2,5 - 8,5) : acetonitril (70:30, v/V/),

prutokova rychlost 0,5 ml/min.

U chlorprothixenu pozorujeme pomérné stejny prabeh zavislosti odezvy na vkladaném

potencialu (obr. 29) jako je zaznam CV. Neni zde patrny Zadny schod a vysSka odezvy

narista postupné. U pH (obr. 30) vidime, Ze pro prvni téi hodnoty je nartst vysky odezvy

témef linearni, u pH 8,5 vSak dochazi k vyraznému zvyseni vySky odezvy.

33



2110 pM Chlorprothixen

204

900 1000 1100 1200 1300 1400
E (mV vs. Ag/AgCl)

TEIJO 860
Obr. 29: Hydrodynamicky voltamogram
10 umol-1!  chlorprothixenu, podminky
méfeni: MF fostatovy pufr
(pH 4,5) : acetonitril (70:30, vIv),
prutokova rychlost 0,5 ml/min.

10 uM Chlorprothixen

pH

Obr.
10 pmol-1'
podminky

30: Zavislost proudové odezvy
chlorprothixenu na pH,
méfeni:  E=1300 mV
vs. Ag/AgCl, MF  fosfatovy  pufr
(pH 2,5 - 8,5) : acetonitril (70:30, v/V/),
prutokova rychlost 0,5 ml/min.

Odezva levomepromazinu do hodnoty 1200 mV nardsta postupné. Pti 1200 a 1300 mV

je patrny schod v zaznamu (obr.

31).

Podobné¢ jako u clozapinu je odezva

levomepromazinu pro pH (obr. 32) 6,5 mensi nez pti pH 4,5.
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Obr. 31: Hydrodynamicky voltamogram
10 pmol I levomepromazinu, podminky
meéfeni: MF fosfatovy pufr
(pH 4,5) : acetonitril (70:30, vIv),
prutokova rychlost 0,5 ml/min.

| (nA)

90 +
10 uM Levomepromazin
80 -
70+
80 - -

50 4

40

2 4 8 8
pH
Obr. 32: Zavislost proudové odezvy
10 pmol-1?  levomepromazinu na pH,
podminky métfeni: E=1300 mV
vs. Ag/AgCl, MF  fosfatovy  pufr
(pH 2,5 - 8,5) : acetonitril (70:30, v/V/),

prutokova rychlost 0,5 ml/min.

Zavislost odezvy na vkladaném pracovnim potencialu u olanzapinu (obr. 33) v rozmezi

700 -100 mV linedrné€ nartsta. Pfi 1100 a 1200 mV je patrny schod. Pfi dalSich hodnotach

potencialu dochazi opét ke zvysSeni. Odezva olanzapinu narlistd se zvySujicim se pH témet

linearné (obr. 34), jako je tomu i u aripiprazolu nebo haloperidolu. Vyska odezvy

olanzapinu je vSak mnohonasobné vyssi. V literatufe [60] miZeme najit opacéné vysledky,

nez jsou vysledky nasi prace, a to Ze se odezva se stoupajicim pH snizuje.
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Obr. 33: Hydrodynamicky voltamogram

10 pmol-1! olanzapinu, podminky
meéfeni: MF fosfatovy pufr
(pH 4,5) : acetonitril (70:30, vIv),

pritokova rychlost 0,5 ml/min.
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Obr. 34: Zavislost proudové odezvy

10 umol-1"? olanzapinu na pH, podminky
méfeni: E =1300 mV vs. Ag/AgCIl, MF
fosfatovy pufr (pH 2,5 — 8,5) : acetonitril
(70:30, v/v/), prutokova rychlost
0,5 ml/min.

Hydrodynamicky voltamogram promethazinu (obr. 35) nevykazuje zadny vyrazny

schod. Od hodnoty 1100 mV miZzeme pozorovat mirné zakfiveni kiivky postupné

narUstajici odezvy. U pH (obr. 36) vidime pomérné linearni nartst odezvy.
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Obr. 35: Hydrodynamicky voltamogram
10 pmol-1?  promethazinu, podminky
meéfeni: MF fosfatovy pufr
(pH 4,5) : acetonitril (70:30, vIv),
prutokova rychlost 0,5 ml/min.
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36: Zavislost proudové odezvy

promethazinu na  pH,
méfeni: E=1300 mV
vs. Ag/AgCl, MF fosfatovy  pufr
(pH 2,5 - 8,5) : acetonitril (70:30, v/V/),
prutokova rychlost 0,5 ml/min.

Zaznam hydrodynamického voltamogramu quetiapinu (obr. 37) témé&f kopiruje tvar CV.

Odezva se zvySujicim se potencidlem postupné nariistd a nepozorujeme zadny schod

v zaznamu. Pro pH 2,5 je odezva quetiapinu zanedbatelnd oproti ostatnim tfem hodnotam,

kde je odezva pétinasobné vyssi (obr. 38).
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Obr. 37: Hydrodynamicky voltamogram

10  pmol-I?  quetiapinu, podminky
méfeni: MF fostatovy pufr
(pH 4,5) : acetonitril (70:30, vIv),

pritokova rychlost 0,5 ml/min.
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Obr. 38: Zavislost proudové odezvy
10 pmol-1? quetiapinu na pH, podminky
méfeni: E =1300 mV vs. Ag/AgCIl, MF
fosfatovy pufr (pH 2,5 — 8,5) : acetonitril,
prutokova rychlost 0,5 ml/min.

Se zvySujicim se pracovnim potencialem odezva risperidonu roste (obr. 39). K mirnému

zakiiveni dochazi pii 1200 mV. Risperidon vykazuje nejnizs$i vysku odezvy ze vSech

méfenych AP. Zavislost proudové odezvy na pH je linearni (obr. 40).
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Obr. 39: Hydrodynamicky voltamogram Obr. 40: Zavislost proudové odezvy

10 pmol-1?  risperidonu, podminky 10 umol-1* risperidonu na pH, podminky
méfeni: MF fosfatovy pufr méfeni: E =1300 mV vs. Ag/AgCIl, MF
(pH 4,5) : acetonitril (70:30, v/v), fosfatovy pufr (pH 2,5 — 8,5) : acetonitril

(70:30, v/v/),

pritokova

rychlost

pritokova rychlost 0,5 ml/min.
0,5 ml/min

Z vysledku vyplyva obecny zavér, Ze se zvySujicim se potencidlem roste odezva.
Signaly AP se objevuji nad 1000 mV, z¢ehoz plyne, Ze tyto latky nejsou snadno

oxidovatelné. Pro nase méteni také plati, ze se zvySujicim se pH vzriista proudova odezva.

4.3 Experimenty HPLC

Retence latek na HPLC koloné¢ je ovliviiovana celou fadou parametri. Abychom doséahli
co nejlepsi separace, je potieba tyto parametry optimalizovat. Vzhledem k omezenému
vybéru vhodnych kolon a danému charakteru latek bylo optimalizovano pouze sloZzeni MF.
Hlavnimi testovanymi parametry byly pH a koncentrace pufru, respektive pomér pufru

a organicke faze.

Ziskand data budou aplikovana pii optimalizaci slozeni mobilni faze pro findlni
separaci. Zde bych uvedla, Ze po prvotnich HPLC experimentech byly se souboru AP
vylou€eny aripirazol, risperidon a chlorprothixen. Divodem K vylouceni byla pfili§ nizka

odezva Vv porovnani s ostatnimi AP. Soubor byl dale doplnén o promazin, ktery je sice
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méné pouzivan pii 1éEbe psychdz, avsak je aktivnim metabolitem chlorpromazinu a jeho

pfitomnost Ize predpokladat v redlnych vzorcich.

4.3.1 VlivpH

Ze struktury molekul AP mizeme usuzovat, ze pH roztoku bude znacné ovlivilovat
jejich retenéni charakteristiky. AP maji ve svém cyklu heteroatom s volnym elektronovym
parem, ktery muzou poskytnout k vytvoieni vazby s elektrofilem. Chovaji se jako

Lewisovy béze a jsou schopny pfijmout H'. Protonizaci se AP stavaji polarngjsi.

Byl studovan vliv pH na reten¢ni ¢asy a asymetrii piku. Podminky pfi méteni: MF
obsahovala 25 mmol-1? fosfatovy pufr o pH 4,5; 5,5; 6,5 a 7,5 a acetonitril smichané
v poméru 58 : 42 (v/v), prutok MF ¢inil 0,3 ml/min, teplota kolony byla 45 °C, pracovni
potencial byl 1300 mV vs. Ag/AgCl.

Z vysledku je patrné, ze se zvySujicim se pH dochdzi k prodlouzeni retencnich cast
jednotlivych AP. Zvyseni retence pii vysS$im pH je pravdépodobné zpusobeno posunem
rovnovahy smérem k deprotonizovanym (tedy méné polarnim) molekulam AP, coz vedlo
k v&tsi interakci s nepolarni stacionarni fazi (kolona C8). Nejmensi zménu retence
vykazoval chlorpromazin a olanzapin. Naopak nejvétsi zména retence byla

u levomepromazinu.

16 12

Clozapin Haloperidel

124

4 ' é Eli ' 7 ' 8 4 , 5 ' 8 7 | 8
pH pH

Obr. 41: VIliv pH na retencni cas, vlevo: clozapinu, vpravo: haloperidolu,
E =1300 mV vs. Ag/AgCl.
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Obr. 42: Vliv pH na reten¢ni ¢as, vlevo: chlorpromazinu, vpravo: levomepromazinu,

E = 1300 mV vs. Ag/AgCl.
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Obr. 43: Vliv pH na reten¢ni Ccas,

E = 1300 mV vs. Ag/AgCl.

vlevo: olanzapinu, vpravo:
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Obr. 44: Vliv pH na reten¢ni ¢as quetiapinu, E = 1300 mV vs. Ag/AgCl.
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Quetiapin

Z méfeni modelové smési 1 (1 umol-1*

muzeme také potvrdit informace ziskané z experimenti FIA. Oproti vysledkiim FIA
méteni vSak doslo ke snizeni vysky piku clozapinu a levomepromazinu. Pti pH 7,5 dochazi
k vyraznému narustu retenéniho Casu, coz vede vyssi podélné diftizi a rozmyti pikd. Pii
HPLC experimentech je oproti FIA porovnavana plocha piki, u kterych pozorujeme narast

S rostoucim pH.

pH

olanzapin, clozapin, levomepromazin) si

Tabulka XII: Separa¢ni charakteristiky clozapinu

pH tr[min] plocha [mV-s] vySka [mV] asymetrie
45 413 385,454 28,150 2,900
55 6,46 459,413 26,391 2,381
6,5 9,62 569,524 28,076 2,057
75 12,62 621,749 24,762 1,868

Tabulka XIII: Separa¢ni charakteristiky levomepromazinu

pH tr[min] plocha [mV-s] vy$ka [mV] asymetrie
45 597 360,607 24,569 2,135
55 7,58 508,498 27,394 2,386
6,5 10,99 695,546 30,430 2,050
75 28,04 806,207 18,076 1,546
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Tabulka X1V: Separa¢ni charakteristiky olanzapinu

pH tr[min] plocha [mV-s] vy$ka [mV] asymetrie

45 2,97 555,020 25,987 5,419
55 4,04 841,729 34,449 5,528
6,5 561 896,629 49,538 2,949
7,5 7,86 934,268 50,243 2,128

—7.5pH

—6,5pH

—5,5pH

25 nA —4,5pH

I T T
0 5 10 15 20 25 30

Obr. 45: Srovnani vlivu pH pufru na separaci modelové smési 1, 1: olanzapin, 2: clozapin,
3: levomepromazin, E = 1300 mV vs. Ag/AgCI.

Dale byla posuzovana asymetrie pikd (viz tab. XII-X1V), u nichz doslo se zvySujicim se
pH k poklesu. Asymetrie se projevovala jako chvostovani pikt. Ptic¢inou chvostovani pika
je pritomnost volnych silanolovych skupin na chromatografické koloné, které vytvareji
S protonizovanymi molekulami AP relativné pevnou vazbu. Takto navédzané molekuly AP
na volné silanolové skupiny (-Si-OH) vykazuji vyssi retenci nez nenabité molekuly AP na

oktylové stacionarni fazi (-Si-O-C8). Jejich zpozdéna eluce vede k chvostovani pik.
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10 nA

Obr. 46: Vliv pH na asymetrii piku 1 pmol-1* olanzapinu.

4.3.2 VIliv koncentrace pufru

Na modelové smési 1 byl sledovan vliv koncentrace pufru na separaci. MF byla slozena
z 10, 25, 50 a 100 mmol-1? fosfatového pufru o pH 6,5 a acetonitrilu (52 : 48, v/v), pratok
¢inil 0,3 ml/min. Kolona byla vyhtata na 45 °C a potencidl na pracovni elektrodé byl
1300 mV vs. Ag/AQCI. Z vysledku je patrné, Ze se snizujici se koncentraci pufru dochazi
k prodluzovani retenc¢nich ¢asti jednotlivych AP a také k mensi vySce odezvy piku
zplsobené deldi zadrzi latky na kolon&. Pii vyssi koncentraci pufru (50 a 100 mmol-17)
jsou retencni Casy AP kratsi a vyska odezvy ponckud vyssi, ale dochazi ke koeluci piki

clozapinu a levomepromazinu.
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Obr. 47: Srovnani vlivu koncentrace pufru na separaci modelové smési 1, 1: olanzapin,
2: clozapin, 3: levomepromazin, E = 1300 mV vs. Ag/AgCI.

4.3.3 Podminky separace

V ptedchozich experimentech byl sledovan vliv pH a koncentrace pufru. PfedevSim
kvili snizujici se asymetrii piku se zvySujicim se pH, byla jako optimalni hodnota pH
pufru zvolena 7,5. Na zaklad¢ vysky odezvy a téz asymetrie piku byla jako optimalni
zvolena koncentrace pufru 50 mmol-I™. Koeluce pikii byla upravovana zvolenym pomérem

vodné a organické faze v MF.

Pro tato méfeni byla smichana modelova smés 2, obsahujici 1 pmol-I* clozapin,
haloperidol, chlorpromazin, levomepromazin, olanzapin, promazin, promethazin
a quetiapin. MF obsahujici 50 mmol-I" fosfatovy pufru (pH 7,5) a acetonitril byla michana
V objemovém pomeéru 49 — 57 : 51 — 43. Jako optimalni MF se ukazalo slozeni pufr
a acetonitril v poméru 49 : 51 (v/v). Za téchto podminek dochazelo k dostate¢né separaci
jednotlivych AP, pfi¢emz kriticka trojice byla chlorpromazin, olanzapin a quetiapin

(viz obr. 48). Celkova doba analyzy neptekracovala 15,5 minuty.
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Obr. 48: Chromatograficky zaznam méfeni modelové smési 2 za optimalnich podminek,
1: chlorpromazin pik 1, 2: olanzapin, 3: quetiapin, 4: clozapin, 5: haloperidol, 6: promazin,
7: promethazin, 8: levomepromazin, 9: chlorpromazin pik 2, E = 1000 mV vs. Ag/AgCl.

Ze zaznamu je patrné, ze pouzity pracovni potencial je pro citlivou detekci haloperidolu
nedostacujici (coz koresponduje s vysledky CV a FIA experimentl). Zvyseni potencidlu na
WE nad 1000 mV (vs. Ag/AgCl) nejspiSe vedlo k nevratnému naruSeni povrchu tuhy, coz
vedlo knestabilit¢ zakladni linie odezvy detektoru a enormnimu zvySeni
nizkofrekven¢niho Sumu. Obdobnd situace je patrnd i pro quetiapin, jeho odezva je vSak

VySSi.

Nésledné byly sestaveny kalibracni zavislosti méfenych AP. Limity detekce (LOD, pro
SIN = 3) se pohybovaly v iadu jednotek (olanzapin) az desitek nmol-I? (s vyjimkou
haloperidolu). Limity kvantifikace (LOQ, S/N = 10) se pohybovaly v fadu desitek az
stovek nmol-I"t. Jednotlivé hodnoty jsou uvedeny v tabulce XV. Jak je patrno z obrazka
49 - 52, tak prakticky vSechna AP poskytovala linearni odezvu v Sirokém rozsahu

koncentraci od LOD az do 5 pmol-I™.
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Obr. 49: Kalibracni zavislost plochy piku vlevo: chlorpromazinu, vpravo: olanzapinu na
koncentraci s ptislusnou regresni rovnici a korelaénim koeficientem.
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Obr. 50: Kalibra¢ni zavislost plochy piku vlevo: quetiapinu, vpravo: clozapinu na
koncentraci s ptisluSnou regresni rovnici a korelaénim koeficientem.
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Obr. 51: Kalibra¢ni zavislost plochy piku vlevo: promazinu, vpravo: promethazinu na
koncentraci s pfislusnou regresni rovnici a korela¢nim koeficientem.
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Obr. 52: Kalibra¢ni zavislost plochy piku levomepromazinu na koncentraci s ptislusnou
regresni rovnici a korela¢nim koeficientem.
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Tabulka XV: Srovnani terapeutické a letalni koncentrace v krvi s namétenymi LOD a LOQ

AP Cyp V Krvi*  Ciet v krvi** LOD LOQ
(nmol-IYy  (umol-IY)  (nmol-I")  (nmol-I?)
chlorpromazin 62,8 3,14 45,9 153,1
olanzapin 28,8 3,84 338 12,5
quetiapin 500,0 0,63 84,5 281,7
clozapin 612,0 3,67 16,4 54,7
haloperidol 13,3 2,66 >500 >1500
promazin - - 22,6 75,4
promethazin 21,1 8,44 23,4 78,1
levomepromazin 304,4 2,44 40,5 135,0

cv v

v v

Jak je patrné ztabulky XV, tak LOD vyvinuté metody u vétSiny AP je niz$i nez
nejmensi typicka terapeuticka koncentrace v Krvi. Vyjimkou je pouze haloperidol, jehoz

LOD nedosahuje podobné nizkych hodnot.

Z uvedeného vyplyva, Ze tato metoda je pouZitelnd pro méfeni koncentrace vybranych
AP v realnych vzorcich (s vyjimkou haloperidolu). V budoucnu je planovano nalezeni
optimalni metody extrakce AP z redlnych vzorkl (krevni plasma, mo¢, Zaludecni obsah)
anasledné méfeni pomoci navrhnuté¢ metody s vyuzitim tuhy jako pracovni elektrody

V elektrochemickém detektoru.
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5 ZAVER
Cilem diplomové prace bylo vyvinout jednoduché a rychlé stanoveni vybranych

antipsychotickych 1é¢iv pomoci HPLC — ED metody. V ,,in house* vyrobeném detekénim

systému byla aplikovana tuha jako pracovni elektroda.

Béhem uvodnich experimentl byly studovany elektrochemické vlastnosti jednotlivych
AP na tuze jako pracovni elektrodé¢ pomoci cyklické voltametrie. Z cyklickych
voltamogramu byly zjistény potencialy, pfi kterych dochazi k oxidaci latek, a také byla

ovefena reverzibilita nebo ireverzibilita elektrochemické premény analyti.

Pomoci pratokové injekéni analyzy byl studovan vliv pritoku mobilni faze na
elektrochemickou reakci na povrchu pracovni elektrody. Dale byla pomoci FIA
experimentll porovnavana velikost proudové odezvy v zavislosti na ménicim se pH

mobilni faze a vkladaném pracovnim potencialu.

Poté byl testovan vliv pH a koncentrace fosfatového pufru na elucni silu mobilni faze
resp. odezvu detektoru. Po zoptimalizovani slozeni pufru byly testovany rtizné poméry
vodné a organické faze v MF pro dosaZeni dostatecné separace analytd. Optimalni MF
obsahovala fosfatovy pufr (50 mmol-1", pH 7,5) a acetonitril smichané v poméru 49 : 51
(v/v). Za téchto podminek byla celkova doba analyzy 15,5 min a bylo dosazeno LOD
Vv fadu jednotek az desitek nmol-1" pro jednotlivdi AP. Vyvinutad metoda je tedy vhodné k
rychlému stanoveni vybranych antipsychotickych [é¢iv na koncentra¢nich hladinach
vyskytujicich se v krvi pii norméalnim terapeutickém davkovéni. Siroky linearni rozsah
metody dovoluje touto metodou stanovit podstatné vyssi koncentraci antipsychotik, kterou

lze ocekavat pii sebevrazednych pokusech.
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6 SUMMARY

The aim of this work was to develope fast and simple method for determination of
antipsychotic drugs by HPLC with electrochemical detection. The pencil graphite electrode

was used as a material for working electrode for an ,,in house* build detection cell.

Cyclic voltammetry was used to survey the basic electrochemical behaviors as redox
potential and reversibility of the electrochemical reaction of selected antipsychotic drugs

on pencil graphite electrode.

Simple setup of flow injection analysis (FIA) with amperometric detection was used to
explore the possibility of electrochemical detection of the antipsychotic drugs in flow

system and to optimize the working potential applied on the pencil graphite electrode.

Next step was to investigate the influence of pH and concentration of phosphate buffer
on retention characteristics and response heights of antipsychotic drugs and to find out the
optimal ratio of buffer and acetonitrile. The developed method provides us a sufficient
separation of 7 antipsychotic drugs in 15.5 minutes with detection limits (LOD’s) in
nanomolar range. Very low detection limits allows to measure the antipsychotic drugs on
normal therapeutical blood concentrations. On the other hand, wide linear range is very
useful in case of suicide attempts, where the higher concentrations of analytes are

expected.
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ACN
AP
CN
cV
ECD
FIA
GCE
HPLC
ISE
LOD
LOQ
MF

WE

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

acetonitril

antipsychotika

kyano

cyklickd voltametrie
elektrochemické detekce
pratokova injekéni analyza
elektroda ze skelného uhliku
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
iontovée selektivni elektroda
limit detekce

limit kvantifikace

mobilni faze

pracovni elektroda
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