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Abstrakt:

Ampicilin je S$irokospektré aminopenicilinové antibiotikum s baktericidnim u¢inkem
indikované pti 1écb¢ bakterialnich infekci 1 jako profylaktické zajisténi. Cilem prace je
zavedeni metody pro stanoveni ampicilinu v lidské krevni plazmé pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie a popsani zmény kinetiky antibiotika podavaného jako
profylaktické zajisténi pii kardiochirurgickych operacich s vyuzitim mimotélniho ob&hu.
Prace obsahuje literarni reSersi s informacemi o vlastnostech ampicilinu a zptisobech jeho
stanoveni, dale pak seznamuje s pouzitym pfistrojem a popisuje specifika mimotélniho
ob¢hu. Druhd cast prace je experimentalni a obsahuje popis zavedeni metody stanoveni
ampicilinu ve vzorku krevni plazmy a nésledné kalibraci a validaci metody. Pro extrakci
ampicilinu z krevni plazmy byla vyuzita metoda SPE s pouzitim kolonek DSC C18.
K méfeni na HPLC byla vyuzita kolona C18 Polar, 250 x 4,6 mm s 5 pm césticemi
a isokratickou eluci. Prace se také zabyva stabilitou ampicilinu v roztoku a promeéfenim
jeho volné a vazané frakce. Pokud je roztok ampicilinu skrevni plazmou zmrazen,
nevykazuje ani po tfech mésicich znamky degradace. Procento vazané frakce ampicilinu
poté byla shodnid shodnotami deklarovanymi literaturou. Posledni ¢ast prace byla
zameiena na proméieni pacientskych vzorka ziskanych béhem kardiovaskularni operace
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S vyuzitim mimotélniho ob&hu. Vysledky ukazuji, ze soucasné davkovani antibiotika je
dostateCné, uprava davkovéani je nutna v pfipadé vyssi télesné hmotnosti pacienta.
Zavedena metoda pro stanoveni ampicilinu je presna, spravna a pouzitelna v praxi,
umoznujici ziskani optimalniho davkovani 1é¢iva u pacientt.
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Abstract

Ampicillin is a broad-spectrum aminopenicillin antibiotic with a bactericidal effect,
indicated in the treatment of bacterial infections and as a prophylactic antibiotic. The aim
of the thesis is to introduce a method for the determination of ampicillin in human blood
plasma by using of high performance liquid chromatography and to describe the change of
antibiotic kinetics indicated as a prophylactic in cardiac surgery with using extracorporeal
circulation. The thesis contains a review with information about the properties of
ampicillin and the methods of its determination, then it introduces the instrument used and
describes the specifics of extracorporeal circulation. The second part of the thesis is
experimental and contains the introduction of the method of determination of ampicillin in
the blood plasma sample and subsequently the calibration and validation of the method.
SPE was used to extract ampicillin from blood plasma using DSC C18 columns. A HPLC
C18 Polar column, 250 x 4.6 mm with 5 pm particles and isocratic elution was used for



HPLC measurements. The thesis also deals with the stability of ampicillin in blood plasma
and the measurement of its free and bound fraction. If the ampicillin solution with blood
plasma is frozen, it does not show signs of degradation even after three months. The
percent bound ampicillin fraction was then consistent with the values reported by the
literature. The last part of the thesis was focused on the measurement of patient samples
obtained during cardiovascular surgery using extracorporeal circulation. The results show
that the current antibiotic dosage is sufficient, adjustment dosage is necessary in case of
higher patient body weight. The introduced method for the determination of ampicillin is
accurate, correct and practicable, allowing optimal dosing of antibiotic to patients.
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Seznam zKkratek

AMP — ampicilin

ATB — antibiotikum

CPB — kardiopulmonalni bypass

DAD - detektory s diodovym polem

GIT — gastrointestinalni trakt

HPLC — vysokou¢inna kapalinova chromatografie

IS — interni standard

LOD — mez detekce

LOQ — mez stanovitelnosti

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

MF — mobilni faze

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MS — hmotnostni spektrometrie

PBP — proteiny vazajici penicilin

SAX — silny méni¢ aniontt

SCX — silny méni¢ kationtii

SF — stacionarni faze

SPE — extrakce na pevné fazi

UV-Vis — ultrafialovo-viditelna spektroskopie
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1. Uvod

Zijeme v dobg, kdy antibioticka 1é¢ba zaZiva krizi. Zvysujici se rezistence mikroorganismii
na nami znama antibiotika roste, coz do budoucna znamena zna¢ny problém. Antibiotika
jsou nepostradatelna v 1écbé infekci vyvolanych mikroorganismy, i jako profylaktické
zajisténi pfi operacich. Je tedy logické, ze wvzristd poptavka po cilenéjSim
a personalizovanéjsim davkovani antibiotik. Tato prace si klade za cil vypracovat literarni
reSersi, ve které bude popsano jedno z antibiotik, pouzivané pti profylaktickém zajisténi
pacientd pii operacich s vyuzitim mimotélniho ob&hu. Literarni reserSe také obsahuje
sezndmeni s principem fungovani pfistroje, jez byl pro méfeni pouzit. Prakticka ¢ast této
prace poté obsahuje zavedeni metody pro stanoveni ampicilinu v lidské krevni plazmé
pomoci vysokotlaké kapalinové chromatografie a méteni pacientskych vzorkii pomoci jiz
zavedené metody. Predkladand prace je poté soucasti vyzkumného projektu ,,Zmény
populacni farmakokinetiky vybranych profylaktickych antibiotik u kardiochirurgickych
operaci s vyuzitim mimotélniho ob¢hu*, kladouci si za cil popsat a kvantifikovat zmény
kinetiky pouzivanych antibiotik. Zjisténé poznatky budou v budoucnu pouzity pro moznou
individualizovanou predikci vhodného davkovani, které zajisti u¢innou a bezpecnou

antibiotickou profylaxi a sniZi tak riziko vzniku infekce a/nebo bakteridlni rezistence.
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2. Teoreticka ¢ast
2.1. Antibiotika
2.1.1. Beta-laktamova antibiotika, peniciliny, aminopeniciliny

Antibiotika (ATB) jsou latky produkované mikroorganismy, jejichz funkci je inhibice
rustu (bakteriostaticky 1ucinek), pfipadn€¢ usmrceni (baktericidni 1cinek) jinych

mikroorganismu (Martinkova a kol., 2018).

V dnesni dobé je vSak mozno latky s obdobnym ucinkem pftipravit chemickou
syntézou. V tomto ptipadé dané latky oznacujeme jako chemoterapeutika. Ackoli zplsob
ziskavani terapeutika je odlisny, v obou ptipadech je stanoven pozadavek na selektivni
toxicitu vic¢i patogenu, a naopak minimdlni toxicitu vici hostiteli. Tento vztah mizeme

vyjadtit pomoci chemoterapeutického indexu (Sliva a Votava, 2011).

Chemoterapeuticky index popisujeme jako pomér mezi davkou majici pro hostitele
toxicky i¢inek a davkou téinnou na patogenni organismus. Cim je chemoterapeuticky

index vyssi, tim méné Skodlivé je ATB pro organismus hostitele (\Votava, 2005)

Utinnost antibiotik je poté charakterizovana pomoci minimalni inhibiéni
koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC). Pojem MIC oznacuje
nejniz$i koncentraci ATB, kterd zabrani rdstu mikroorganismu, v ptipadé MBC je to
nejnizsi koncentrace ATB, ktera zptsobuje smrt mikroorganismu. Oboji je stanovovano
ristu mikroorganismu, pfipadné ho usmrcuje. Piikladem muize byt zjisténi MIC pomoci
diskového difuzniho testu. Jeho podstatou je pfiloZzeni Sesti diskd, napusténych riznou
koncentraci ATB, na povrch misky s Miiller-Hintonovym agarem, ktery byl naockovan
bakteriemi. Po inkubaci je méfen primér inhibi¢ni zény kolem disku a interpretovan
pomoci tabulek hrani¢nich hodnot, specificky pro dané ATB a mikroorganismus (Bednat a

kol, 1996).

Klasifikace antibakterialnich latek se fidi riznymi kritériemi, jako je chemicka
struktura, biologicky puvod nebo 1écebné pouziti. Dle Lincové a kol. (2007) je
nejvyhodnéjsi rozdéleni dle chemické struktury. Vyhoda tohoto rozdéleni spociva
Vv poskytnuti informace o spoleéném mechanismu ucinku latek, charakteru hypersenzitivity

na jednotlivé skupiny bakterii a mozné zkiizené rezistenci.
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Spole¢nou strukturni vlastnosti beta-laktamovych ATB (obr. 1a) je beta-laktamovy kruh,

ktery je nositelem antimikrobialniho ti¢inku (Martinkova, 2018).

R H H
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a) O/\OH b) O//\OH

obr. 1: a) obecny vzorec B-laktamovych antibiotik; b) vzorec ampicilinu; ve vzorcich je ¢ervené vyznacen B-laktamovy
kruh

vvvvvv

dvé podskupiny maji podobny mechanismus Géinku, avSak lisi se afinitou k bunéénym
receptortim a schopnosti pronikat pies bakterialni sténu. Dale se liSi v odolnosti viici beta-
laktamasam, tedy enzymum, které rozkladaji uc¢inny B-laktamovy kruh v molekule ATB.
Beta-laktamova antibiotika jsou libovolné syntetizovatelna na zptisob ,,stavebnicového
systému®, avSak ne vSechny takto vzniklé derivaty maji pozadované farmakologické

vlastnosti (Simon a Stille, 1998).

Peniciliny jsou, jak jiz bylo feceno, jednou z vyznamnych podskupin beta-
laktamovych ATB. Po chemické strance jsou vSechny peniciliny derivatem kyseliny
6-aminopenicilanové. Na aminoskupinu této kyseliny je poté mozZno navazat ridzné
radikaly, jez davaji za vznik penicilinovym derivatim, jako jsou aminopeniciliny,
benzypeniciliny, fenoxypeniciliny apod. Postranni fetézce molekuly poté ovliviiuji
zejména antibakterialni aktivitu. Stalost penicilini zavisi na formé, v jaké se vyskytuji.
Zatimco ve formée slabych kyselin jsou pomérné nestalé, v podob¢ neutralnich soli ¢i esterti

jsou stabilngjsi (Simmon a Stille, 1998).

Aminopeniciliny jsou fazeny mezi Sirokospektra ATB semisyntetické povahy
s baktericidnimi Uc¢inky. Oproti ostatnim penicilinim zahrnuji i urcité gramnegativni
bakterie. Pro rozsiteni spektra G¢innosti se kombinuji s inhibitorem beta-laktamas, jelikoz
nejsou stabilni vici stafylokokovym beta-laktamasam. Mezi aminopeniciliny mizeme fadit

ampicilin a amoxicilin (Lincova a kol., 2007).
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2.1.2. Ampicilin

Ampicilin (AMP) je semisymteticky derivat penicilinu, oznaCovany jako Sirokospektré
antibiotikum. Dle chemického nazvoslovi IUPAC oznacujeme AMP jako (2S,5R,6R)-6-
[(2R)-2-amino-2-fenylacetamido]-3,3-dimethyl-7-oxo0-4-thia-1-azabicyklo[3.2.0]heptan-2-
karboxylovou kyselinu s molekularnim vzorcem Ci6H19N304S. Zékladem molekuly této
latky je beta-laktamovy kruh, jehoz struktura je ¢ervené vyznaCena na obrazku 1b. Beta-
laktamovy kruh obsahuje ketoskupinu. Postranni ,,R*“ fetézce maji vliv na antibakterialni
aktivitu molekuly (NCBI, PubChem Database, Ampicillin Record, 2019).

2.1.2.1. Fyzikalni vlastnosti

Ampicilin je krystalickd pevna latka vzhledem pripominajici bily prasek nebo bilé
jehlicové krystaly. Latka je hotké chuti, bez zdpachu s pfipadné jemnym typicky
penicilinovym zapachem. Molekularni hmotnost AMP je 349,405 g/mol. Bod tani se
pohybuje okolo 208 °C. Ve vodé, methanolu, ethanolu, dimethylacetamidu je AMP dobie
rozpustny, mén¢ pak v dimethylsulfoxidu a prakticky nerozpustny v etheru, ethylacetatu,
benzenu a chloroformu. V roztoku je vsak AMP malo stabilni. Disocia¢ni konstanta pKa je
rovna 2,5 a 7,3 pti 23 °C (NCBI, PubChem Database, Ampicillin Record, 2019)

Dv¢ hodnoty disocia¢ni konstanty fadi AMP mezi takzvané zwitteriony. Tyto latky
Vv riznych castech své molekuly obsahuji pozitivni i negativni naboj, avS§ak celkovy néaboj
molekuly je neutralni. Jelikoz tyto vlastnosti mohou znesnadnit stanoveni zwitterioni
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC), je zapotiebi zvolit vhodné

podminky stanoveni, jako napt. vhodné zvolené pH mobilni faze (Xie a kol., 2017).

Aminopeniciliny jsou obecné stabilni v suchém stavu. Stabilita AMP se zvysuje,
pokud je latka ve form¢ sodné soli. AvSak ani ve form¢ sodné soli neni roztok AMP
stabilni. Vodny roztok 30 mg/ml sodné soli ampicilinu je pii teploté 4 °C stabilni asi po
dobu 48 hodin, poté se zacne rozkladat. Mén¢ koncentrované roztoky jsou pak stabilngjsi
po delsi dobu, naptiklad roztok 20 mg/ml je pfi teploté 4 °C stabilni po dobu 72 hodin.
Stabilita je také zavisla na pH a teploté. Ampicilin je odolngjsi vici kyselé katalyzované
hydrolyze, je tedy stabilni i v pfitomnosti kyselych Zalude¢nich §tav, coz umoziiuje jeho
peroralni podani. Hodnota pH, pfi které je AMP jesté stabilni, se uvadi do hodnoty rovno

sedmi (McEvoy, 1995).
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Jak jiz bylo zminéno, stabilita AMP zévisi také na teploté. Obecné vzato, ¢im vyssi

teplota, tim je stabilita ampicilinu niz§i (McEvoy, 1995).
2.1.2.2. Mechanismus uc¢inku

Utinek AMP spoéiva v inhibici syntézy peptidoglykanti bakteridlni bunééné stény.
Bunécna sténa bakterii je svoji stavbou odlisna od bunééni stény zivocisSnych bunck, coz
dava antibiotikiim prostor pro selektivni toxicitu. Bakterialni bunécna sténa zajist'uje stalé
prostfedi uvniti bakteridlni bunky, jeji poskozeni nebo inhibice syntézy tedy vede ke
vzniku nep¥iznivych podminek uvnitf patogenu, ktery na tyto nasledky umira. Uéinek

AMP je tedy baktericidni. (Lochmann, 1994)

Antibiotikum se navaze na specifické proteiny vazajici penicilin (PBP), které predstavuji
bunécéné receptory. Receptory ve skutecnosti nejsou specifické jen pro peniciliny. Pro
riznd antibiotika vykazuji odliSnou afinitu, ktera ma za nasledek odlisny vysledny Gcinek.
Ampicilin, stejné jako i ostatni beta-laktamova antibiotika, acyluje PBP, a tim tyto
receptory inaktivuje. Vysledkem je inhibice syntézy bunétné stény blokaci
transpeptidacnich reakci. Tyto reakce jsou nutné ke konstituci a zpevnéni dileZzitého
peptidoglykanu pomoci pfiénych vazeb. Antibiotikum dale aktivuje enzymy, jez
katalyticky obménuji peptidoglykan. Danymi procesy se navodi rozklad bunééné stény
a nasledn¢ smrt bunky (Lincova a kol., 2007).

Jak jiz bylo zminéno, AMP muze byt inaktivovan beta-laktamasami popiipadé
penicilinasou, jez je specifickym typem beta-laktamasy. Tyto enzymy jsou produkovany
stafylokoky, enterobakteriemi, piipadn¢ bakteroidy. Proto je 1é¢ivo kombinovano s
inhibitory téchto enzymu (sulbaktam), abychom posilili u¢inek vici témto kmeniim. Prave
tyto enzymy jsou hlavni pfi¢inou rezistence bakterii na beta-laktamova ATB (Simon
a Stille, 1998).

2.1.2.3. Spektrum ucinku

Ampicillin je Sirokospektralni antibiotikum, ucinkuje tedy proti grampozitivnim

i gramnegativnim bakteriim, véetng veterinarnich izolatt (Cesky lékopis 2017, 2017).

Vysokou az stfedni citlivost na AMP vykazuji naptiklad streptokoky skupiny B,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, gonokoky, meningokoky, treponemy,
anaerobni streptokoky a né€které borelie. Dale stfedné siln¢ pisobi na enterokoky, listerie,

Haemophilus influenzae a Campylobacter fetus. Variabilné citlivé jsou poté salmonely,
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shigely ¢i E.coli, kde se rezistence objevuje u 30 % piipadd. AvsSak vyskytuji se
I rezistentni kmeny mikroorganismti. V dne$ni dobé je Casty vyskyt rezistence u nékterych
hemofilt a enterokokd, kde je medikace mozna zastoupit chloramfenikolem (Simon
a Stille, 1998).

Chloramfenikol je Sirokospektré antibiotikum inhibujici  proteosyntézu
reverzibilnim navazanim na 50S podjednotku ribozomu, tedy pusobi bakteriostaticky.
Tento typ pusobeni plati, pro jiz zmifiované enterobakterie, ale vici hemofilim se muze

chovat baktericidn¢ (Benes, 2018).
2.1.2.4. Rezistence

Bakterie mohou byt pfirozené rezistentni vici ATB, piipadné je jejich rezistence ziskana.
laktamas, zménou vazebnych proteini PBP v disledku mutace nebo omezenim pruniku

bakterialni sténou mikroorganismu (Lincova a kol., 2007).

Vici AMP jsou rezistentni klebsiely, enterobaktery, citrobaktery nebo napiiklad,
Proteus vulgaris, Proteus rettger nebo Pseudomonas aeruginosa, vyskytujici se
V nemocni¢nim prostiedi, kde kolonizuje katétry a dychaci ptistroje, muze tak kolonizovat

sliznice dychacich a mocovych cest (Simon a Stille, 1998).
2.1.2.5. Farmakokinetika

Pii nitrosvalové a nitroZilni injekéni aplikaci AMP dobte proniké do tkani a své maximalni
sérové koncentrace dosahuje za tficet minut. Peroralni poddni AMP se jiZ nevyuziva, kvili
jeho omezenému vstiebavani z GIT. V praxi se pak K peroralnimu podani ¢astéji vyuziva
prolécivo sultamicilin, které se v organismu pieméni na uc¢inny ampicilin a sulbaktam.
V této forme je biologickéd dostupnost AMP 89 % a sulbaktamu 68 %. Maximalni sérové
koncentrace dosahuji latky po cCtyficeti minutach a eliminacni polocasy se pohybuji
v rozmezi 1-1,3 hodiny. Z organismu se obé& latky vyluéuji glomerularni filtraci (Svihovec

a kol, 2018).

Vstiebavani AMP se pohybuje v rozmezi 20-40 %, coz predstavuje frakci volnou, tedy

uc¢innou (Liillmann a kol, 2004).

16



2.1.2.6. Indikace

V dnesni dob¢ je AMP indikovan pro 1é€bu hemofilovych a enterokokovych infekei a pfi
listerioze. Mlze byt indikovan pfi akutnich a chronickych infekcich mocovych cest, pfi
chronické bronchitidé nebo zanétech zluCovych cest. Nespravné je podavan pro 1écbu
stafylokokovych, streptokokovych a pneumokokovych infekci, pro 1é¢bu anginy nebo
horeCky z neznamé piiciny. Kontraindikacni podani je pfi alergii na peniciliny, pii infek¢ni

mononukleoze a chronické lymfatické leukemii (Simon a Stille, 1998).
2.1.2.7. Nezadouci ucinky

Nejcastéjsim nezadoucim ucinkem po podani AMP je alergickd reakce doprovazena
koptivkou, v t€z§im ptipadé anafylaktickym Sokem. U podani AMP je nutnost pocitat se
zkiizenou alergii, vyvolanou biodegrada¢nimi produkty ampicilinu, ktera se vyskytuje
ul10-15 % ptipadd. U pacientd se mize objevit zvraceni, prijmy a dyspeptické potize
zpusobené Sirokospektrym uc¢inkem AMP na mikroorganismy v celém gastrointestinalnim
traktu (Martinkova a kol, 2018).

2.1.2.8. Stanoveni AMP

Pfed samotnym stanovenim AMP Vv lidské krevni plazmé je tfeba vzorek na analyzu
pfipravit. Metod pro piipravu vzorku je né€kolik a jejich zvoleni zavisi na dalSim postupu
a analyze. V tomto ptipadé se nabizi metody jako extrakce na tuhé fazi (SPE), precipitace
nebo ultrafiltrace. Precipitace je jednoducha a levna metoda extrakce, ke které muzeme
pouzit naptiklad methanol. Vysrazené proteiny jsou stoCeny na dno zkumavky
a supernatant je poté pouzit pro dalsi kroky. Ultrafiltrace je také levnd a rychld metoda pro
analyty, které nemaji vazbu k filtru nebo k plazmatickym proteinim. Pokud se analyt vaze
na plazmatické proteiny, je zapotiebi nejdiive provést precipitaci, jinak bude stanovena jen
volna (tedy ucinna) frakce 1é¢iva. Vyuziti SPE je velmi G¢inné, ale pro piipravu velkého
mnozstvi vzorkll je to metoda velmi zdlouhavé a nakladna. V takovém ptipadé€ je vhodné
pouziti automatizované SPE. Nicméné, ne vzdy laboratofe disponuji témito
automatizovanymi piistroji. Extrakci na pevné fazi se dale zabyvam v kapitole 2.2.3.1 (do

Nascimento a kol, 2009).

Pro néslednou analyzu se nam jako nejjednodus$si moznost jevi kapalinova

chromatografie s hmotnostni detekci pfipadné spojeni kapalinové chromatografie se
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spektrofotometrickym detektorem. Vyhodami a nevyhodami jednotlivych spojeni se dale

zabyvam v kapitole 2.2.2.4. (Ohmori a kol, 2011).
2.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) patii mezi nejrozsifencjsi analytické
metody soucasnosti. Princip metody spoc¢iva v rozdilné distribuci délenych latek mezi dvé
nemisitelné faze. Vzorky jsou tedy unaseny tzv. mobilni fazi ptes chromatografickou
kolonu, kterd obsahuje tzv. stacionarni fazi o presné definovanych ¢asticich.
Chromatografické¢ neboli separa¢ni kolony uzivané v HPLC systémech se vyznacuji
vysokou hustotou ¢astic, coz zapficinuje velky hydrodynamicky odpor pro prichod vzorku
S mobilni fazi. Abychom dosahli pozadovaného pratoku mobilni faze, je nutno v koloné

zpusobit pretlak v fadech jednotek az desitek MPa (Opekar a kol., 2003).
2.2.1. Zakladni pojmy chromatografické separace

Analyt, tedy stanovovana latka, je délen od ostatnich slozek obsazenych ve vzorku na jiz
zminéné separacni koloné a pak detekovan vhodnym detektorem. Vysledny zdznam se
nazyva chromatogram. Ten je tvofen kiivkami, v idealnim pfipadé gausSovského tvaru,
zvanymi chromatografické piky. Chromatogram je tedy graf zavislosti intenzity signalu na
Case. Intenzita signalu se vyjadiuje jako vyska piku h nebo plocha pod kiivkou A (Zaruba
a kol., 2016).

Dalsi charakteristickou veli¢inou pro danou latku je jeji retencni Cas tp a retencni
objem V. Reten¢ni ¢as udava dobu od nastiiku vzorku do dosazeni maxima vrcholu piku.
Retenéni objem je objem mobilni faze, kterd protece kolonou za dobu, neZ je dosaZeno
maxima vrcholu piku. V souvislosti s témito veliCinami je udavan objemovy prutok

mobilni faze F,,, kdy plati:
VR = Fm - tR
(Zéruba a kol., 2016).

Pomoci téchto veli¢in miizeme popsat kvalitativni a kvantitativni charakteristiky
chromatografického procesu (obr. 2), kdy kvalitativni veli¢inou je retencni Ccas

a kvantitativni veli¢inou je vyska nebo plocha piku (Novakova, Dousa a kol. I, 2013).
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obr. 2: Kvalitativni a kvantitativni charakteristiky chromatografického procesu; tr — retenéni Gasy latek, to — retenéni ¢as
nezadrzované latky, A — plocha piku, h — vyska piku. (Pfevzato z knihy Moderni HPLC separace v teorii a praxi I.
Novakova, Dousa kol, 2013)

Pro hodnoceni uc¢innosti separace je pouzivan parametr U¢innosti kolony, jehoz
veli¢inou je bezrozmérna velicina N, tedy pocet teoretickych pater a parametr H, vyska
teoretického patra. Parametr H byl zaveden pro porovnavani kolon riznych délek a jeho
hodnota byva udavana v mikrometrech. Mezi parametrem H a veli¢inou N plati dale

nasledujici vztah, kdy L udava délku chromatografické kolony:

=] =

Pocet teoretickych pater je tedy nésledné vypocitan ze vztahu:

v ot 12
N=—==—==—

oz of of

kdy o zna¢i smérodatnou odchylku pro piislusné veli¢iny. Pocet teoretickych pater

vSak neni konstantni veli¢inou pro danou kolonu, ale zavisi na n¢kolika faktorech, jako je
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délka kolony, reten¢ni Cas, rychlost pritoku mobilni faze, velikost castic kolony, teplota

a viskozita mobilni faze (Novakova, Dousa a kol. 1, 2013).

obr. 3: Ukazka separaéni Gi€innosti; a) nizka separaéni uéinnost; b) vysoka separa¢ni Gi¢innost

Pro zjisténi obsahu urcité¢ slozky ve smeési vyuzivame kvantitativnich veliin.
Vypocet je zalozen na porovnavani ploch (vysek) pikd stanovované latky (analytu)
0 neznamé koncentraci a standardu téze latky o znamé koncentraci metodou kalibra¢ni
kiivky nebo metodou standardniho piidavku (viz. kapitola 2.2.4.2). V piipadé absence
standardu pro danou latku je mozno vyuzit naptiklad metodu vnitini normalizace. Metoda
ptidavku wvnitiniho standardu je v kolonové chromatografii nejpouzivanéjs§i metodou
kvantitativni analyzy. V ptipad¢ vyuziti metody vnitini standardizace je ke zndmému
objemu vzorku V,, pfidin znamy objem vnitiniho standardu Vs, ktery ma jasné
definovanou molarni koncentraci cgs @ ma podobné vlastnosti stanovované latky. Vnitini
standard je tedy latka jina, nez je analyt. Vnitini standard volime peclivé na zakladé
informaci o naSem vzorku. Nesmi byt pfitomen v plivodnim vzorku a nesmi reagovat
s zadnou slozkou ve vzorku, zaroven by mél eluovat v blizkosti stanovované latky, avSak
byt dostate¢né oddélen od vSech sloZek vzorku. Pokud se chceme vyhnout systematické
chybé zpiisobené nestejnou molarni odezvou detektoru vici analytu a vnitinimu standardu,
je vhodné pouzit vnitini standard strukturné podobny analytu. Vzorec pro vypocet molarni
koncentrace stanovované slozky ve vzorku c; je poté nasledujici, kdy A; a Agjsou plochy
pikl stanovované slozky a vnitiniho standardu:

Ai Vs Cs

T A,

(Opekar a kol, 2003).
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2.2.1.1. Stacionarni faze

Stacionarni faze (SF) je nepohyblivou slozkou, tvofici vypli chromatografické kolony, na
které¢ dochazi k vlastnimu separa¢nimu procesu v dusledku zadrzovani analyti ze vzorku.
Je vyzadovano, aby SF byla chemicky a tepelné stabilni, a nereagovala s fazi mobilni.
Pokud by se stacionarni faze rozpoustéla v mobilni, mohlo by dojit k jejimu vymyvani ven
Z kolony. To by zapficinilo snizeni citlivosti a nedochazelo by k dostate¢né separaci, coz

by znemoznilo detekci analytu (Marin a kol, 2004).

Stacionarni fazi pak miizeme charakterizovat nékolika parametry, jako jsou velikost
a tvar Castic, mérny objem pord, mérny povrch, primérnd hodnota velikosti port
a distribuce velikosti ¢astic. Cim uzsi je distribuce astic, tim lepsi jsou chromatografické
vlastnosti SF. Co se tyce velikosti porti, mohou se pohybovat v rozmezi 5 az 500 nm.
Castice s velikosti porGi mensi nez 10 nm jsou pouZivany pro malé molekuly do
molekulové hmotnosti 3000 g/mol. Castice s péry v rozmezi 10 az13 nm jsou vhodné pro
molekuly s molekulovou hmotnosti 3000 az 100000 g/mol. Pro vétsi molekuly pak
pouzivame castice s pory o velikosti 30 nm a vice. V praxi se pro velikost pért uziva

i jednotka angstrom (A), kdy 1A = 0,1 nm (Novakova, Dousa a kol. I, 2013).

Rozdéleni SF je ponckud komplikovanéjsi. Miizeme je rozdé€lit podle skupenstvi na
pevné a kapalné. Podle chromatografického moédu, ktery je pouzity pro separaci mizeme
SF rozdé€lit na normdlni, reverzni, ionexy, HILIC, HIC a gely, doplnéné o specialni mody
typu afinitni a chiralni. Chemické sloZeni ndm umoziuje rozdéleni na anorganické oxidy,
polymery, hybridni faze, chemicky véazané faze na bazi silikagelu nebo SF na bazi
grafitového uhliku. Dale miZeme vyuzit obecnéj$i déleni na faze polarni, nepolarni
a amfoterni. Zadné rozdéleni viak neni zcela komplexni a vyuziva se tak jejich kombinace

(Novakova, Dousa a kol. I, 2013).
2.2.1.2. Mobilni faze

Mobilni fazi (MF) ptedstavuje Cisté rozpoustédlo nebo jejich smes. Muze ale také
obsahovat sloZky, které maji za Ukol udrZovat stabilni pH mobilni faze nebo zvySovat
ionizaci, pokud by se jednalo o spojeni HPLC s MS. Mobilni faze se na koloné nezadrZuje,
ale protéka ji a spolu s ni je undSen naneseny vzorek. Pro spravnou separaci je nutné vzit
vV potaz jaky mame vzorek, pouzitou SF a detektor, nasledné¢ pak volime vhodné

do MF ptidanych. Pokud pro proces separace zvolime smés rozpoustédel, je vhodné pouzit
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smés polarniho a méné polarniho rozpoustédla, jako je napiiklad voda a methanol. Polarita
mobilni faze poté ovliviiuje rovnovahu mezi analytem a stacionarni fazi, coz se projevi na
retencnim Casu analytu. Mobilni fdze nesmi reagovat se vzorkem ani jeho dil¢imi
slozkami. Pied pouzitim MF je vhodné ji prefiltrovat pies membranu o velikosti port 0,45
um nebo mensi a zbavit ji bublinek vzduchu, které by mohly zavzdusnit pfistroj.
V takovém piipad¢ by doslo k nestabilnimu pritoku MF, coz by se projevilo na signélu
detektoru. Stejné tak by vzduch u fluorescen¢nich nebo elektrochemickych detektortt mohl

zvysit Sum detektoru (Zaruba a kol, 2016).

Pokud mame MF pufrovanou, je tfeba se ujistit, ze pouzity pufr bude kompatibilni
s organickou slozkou MF a ziroven, zda je kompatibilni s pouzitym detektorem.
V opacném piipadé¢ by mohly vznikat v MF srazeniny a dosSlo by k poSkozeni pfistroje.
Pokud zvazujeme, jakou vodu pro MF vybrat, je vhodno pouzit vodu ultracistou nebo
HPLC grade. Kvalita vody je dulezitd zejména pii gradientové eluci. Zaroven pouziti
destilované vody, kterd obsahuje organické necistoty, mize vést k mikrobidlnimu ristu,
ato zejména u Cisté vodnych MF. Na to bychom m¢li pamatovat i pifi uskladnéni MF,
stejné jako na fakt, Ze pfi odstati MF miize dochazet k adsorpci aditiv na stény nadoby,
uvolnovani silikati ze sklenénych nadob nebo tékani nizkovroucich slozek fazi. Mobilni

faze by tedy méla byt pfipravovana vzdy cerstva (Novakova, Dousa a kol. 11, 2013).
2.2.2. Instrumentace

Kapalinovy chromatograf je slozen z ¢asti, které zabezpecuji davkovani a transport vzorku,
naslednou separaci a detekci latek obsazenych ve vzorku, véetné zaznamu dat pro dalsi
vyhodnocovani (obr. 4). Pro vyzkumnou c¢innost se vice hodi modularni systémy, kde
jednotlivé ¢asti mohou byt obménovany, pro pozadovanou zménu detekce vlastnosti latek.
Pro rutinni pouzivani pfistroje bychom volili systém kompaktni, ktery ma vyhodu

predevsim ve schopnosti zpracovavat vice vzorkt v kratsim case (Churacek a kol., 1990).
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obr. 4: Blokové schéma HPLC; [1] zasobniky mobilnich fazi, [2] odplyiiova¢, [3] sméSoval, [4] vysokotlaké Cerpadlo,
[5] davkovaé vzorku, [6] chromatografickd kolona, [7] detektor, [8] sbéra¢ frakei, [9] datova stanice (Pievzato z knihy

Moderni HPLC separace V teorii a praxi I. Novakova, Dousa kol, 2013)

2.2.2.1. Vysokotlaka ¢erpadla

Na cerpadla pouzivand v HPLC jsou obecné kladeny vysoké pozadavky, aby byl zajistén
stabilni pritok mobilni faze. V prvni fadé musi byt cerpadla vyrobena z materidlu
odolnému vici korozi i pfi pouziti agresivnich mobilnich fazi. Mezi materialy vhodné pro
vyrobu Cerpadel a jejich soucasti se fadi keramika, nerezova ocel, titan nebo teflon. Jak uz
bylo zminéno, ¢erpadlo by mélo zajiStovat stabilni priitok mobilni faze, tedy ji davkovat
plynule bez kolisani (pulsil) pritoku, jeZ by mélo za nasledek kolisani retencnich Cast
azvySovani Sumu pro nékteré detektory. Hlavnim problémem by vSak byly nepiesné
vysledky méteni. Nastaveni pritoku by mélo byt pfesné, spravné a reprodukovatelné, pro
opakovani experimentu, se smérodatnou odchylkou 0,5 -1 %. Dal§im poZadavkem na
cerpadla je rychla vyména mobilni faze. Tato vlastnost je zajiSténa co nejmensim vnitinim
objemem Cerpadla. Také vystupni tlaky ¢erpadel by se mély pohybovat v Sirokém rozmezi.

Mluvime-li 0 HPLC, jedna se o rozmezi 1 az 100 MPa (Churacek a kol., 1990).

Vysokotlaké Cerpadla dale mizeme délit do n€kolika typii, v zdkladnim rozdéleni
pak do dvou skupin. Ob¢ skupiny pracuji na principu vytlaceni mobilni faze pomoci pistu
nebo membranou dal ze zasobniku. Rozdil pak tedy spociva ve zpisobu, jak uvést pist,
pfipadné membranu vV pohyb. Prvni skupina ¢erpadel pracuje pti konstantnim tlaku a pist je
v pohyb uveden pomoci tlaku plynu nebo hydrauliky. Zde miizeme zatadit Cerpadla
pneumatickd. Druhd skupina pracuje pii konstantnim objemovém priitoku a k pohybu pistu
vyuzivd mechanicky pohon. Do této skupiny pak zaradime cCerpadla injekéniho typu

(Novakova, Dousa a kol. I, 2013).
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2.2.2.2. Davkovacd

Déavkovani vzorku je proces, ktery je do znaéné miry spojen S ucinnosti
chromatografického procesu. Nedokonalé¢ davkovani vzorku miize zpisobit rozSifovani
elu¢nich zén vlivem mimokolonového piispévku davkovace. Tento efekt hrozi zejména pfi

pouziti kapilarnich nebo kratkych kolon, ptipadné mikrokolon (Churacek a kol., 1990).

V soucasné dobé jiz neni pouzivano davkovani vzorku za pomoci injekénich
stiikacek pies septum, pfipadné pii zastaveném pratoku mobilni fize. Divodem jsou
vysoké tlakové naroky na septum, které musi odolavat tlakiim az 20 MPa. V soucasné dobé
jsou pouzivany automatické davkovace tzv. autosamplery. MiZeme se vSak setkat i se

smyckovymi davkovaci na principu piepinacich ventili (Novakova, Dousa a kol. I, 2013).
2.2.2.3. Kolony

Kolona je nejdilezitéjsi ¢asti chromatografu, na které nejvice zavisi uspésnost a kvalita
déleni. Kolony pro HPLC jsou rovné trubice o riznych délkach a vnitinich primeérech,

naplnéné stacionarni fazi (Anzenbacher a Kovar, 1986).

Délka kolony a vnitini pramér se voli podle pouZitého sorbentu. Cim mensi je
velikost Castic sorbentu, tim bude kolona krat$i. Obvykla délka komeréné dostupnych
kolon je v rozmezi jednoho az tficeti centimetri o vnitinim praméru 2,1 — 5 mm. Material,
ze kterého jsou kolony vyrabény, by mél byt odolny vici vysokému tlaku, ale
I chemickému ptisobeni mobilni faze a vii¢i nanesenému vzorku. Vnitini povrch kolony by

pak mél byt dokonale hladky (Holzbecher a kol., 1987).

Nejvyuzivanéj$i materidl pro vyrobu kolon je tedy nerezova ocel, ktera je vysoce
antikorozivni. AvSak mobilni faze ¢i vzorky s obsahem chloridi mohou byt schopny
vyvazovat Zelezo z nerezového materidlu. Pokud mobilni faze obsahuje aditiva majici
tendenci tvofit komplexy s ionty Zeleza, miiZze dochazet ke strukturnim zméndm analytt.
V tomto piipadé muizeme zvolit chemicky stabilngj$i kolony tvofené ze specidlné
tvrzeného skla, vsazené do kovového pouzdra, majici zvySovat jejich odolnost viici vyS$im
tlaktim. Avsak tyto kolony je mozno pouzivat do tlaku 20 MPa. Dal§im materidlem, ktery
muzeme vyuzit je pak polymer polyetheretherketon neboli PEEK (Novadkova, Dousa
akol. 1, 2013).
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2.2.2.3.1. Kolona se stacionarni fazi C18

Nejcastéjsi nosi¢ staciondrni faze je silikagel. Silikagel je polarni anorganicky sorbent,
rozpoustédel se nerozpousti ani nebobtnd, vysokd mechanickd odolnost umozinuje jeho
pouziti pii vysokych tlacich a po chemickém navazani liganda je vhodny pro pouziti na
reverznich fazich. Aktivnimi centry silikagelu jsou hydroxylové skupiny na jeho povrchu.
Hydroxylové (respektive silanolové) skupiny davaji povrchu silikagelu polarni charakter.
Tyto skupiny jsou nékolika typt (vicinalni, gemindlni, siloxanové a asociované), a jsou
V nestejnou mérou rozmistény po povrchu silikagelu. Pravé diky t€émto skupinam je povrch

silikagelu mirné kysely (Sykora a kol., 2007)

Stale nejrozsifenéjsi SF je na silikagel chemicky vazany nepolarni alkyl C18
(oktadecylsilikagel). Tyto reverzni faze jsou pouzitelné pro polarni i nepolarni analyty.
Jako mobilni faze se nejCastéji uzivd smés vody nebo pufru s polarnimi organickymi

rozpoustédly, jako je methanol (Miyabe a Guiochon, 2000).

U kolony CI18 neni vhodné pouzivat 100 % vodné mobilni faze. Hrozilo by
zhrouceni staciondrni faze vlivem ,hydrofobniho kolapsu®. Jsou-li hydrofobni fetézce
kolony ve styku s organickou slozkou MF, je vSe v potadku a fetézce jsou ve vzpiimené
poloze piipraveny pro navazani analytu. Pokud se vSak setkaji s ¢isté¢ vodnou sloZkou bez
pfidani organického rozpoustédla, hydrofobni fetézce nemohou byt smaceny, diky rozdilu
Vv polarité a dojde tak Kk jejich ,,ohybu®, tedy zhrouceni a naruseni jejich funkce (Przybyciel
a Majors, 2002). OvSsem diky dneSnim technologiim najdeme na trhu komeréné dostupné

kolony s reverzni fazi C18, které zvladaji i 100% vodnou mobilni fazi.

Vyhody vyuziti C18 je jeji vSestrannost a odolnost ke zméné teploty a sloZeni
mobilni faze. Velkou vyhodou jsou dobré vysledky ve spojeni s gradientovou eluci, kdy se
béhem analyzy postupné méni pomeér organické a vodné slozky mobilni faze. Diky
gradientové eluci 1ze urychlit eluci nepolarnich latek z kolony nebo naopak zpomalit eluci
polarnéjSich latek nebo téch, které maji tendenci se eluovat spole¢né s dalsi slozkou

obsaZenou ve vzorku (Novakova, Dousa a kol. I, 2013).

Tradi¢ni C18 neumoznuje pouZziti Cist¢ vodné mobilni faze, kvili nebezpeci
zhrouceni, které by mélo za nasledek retencni ztratu sloucenin a také zniceni stacionarni

faze. ReSeni nam zde poskytuje modifikovana stacionarni faze polar C18. Jeji vyhodou je
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zvysena retence polarnich analytii a stabilita ve vodném prostiedi (Przybyciel a Majors,
2002).

2.2.2.4. Detektory

V syst¢tmech HPLC se detektory nachézi za chromatografickou kolonou a slouzi
k zaznamenavani rozdilu v signalu mezi prichodem C¢isté mobilni faze a mobilni faze

obsahujici analyt (Novakova, Dousa a kol. I, 2013).

Idealni detektor vyuzivany v HPLC by m¢él spliiovat nékolik vlastnosti. Vnitini
objem detektoru by mél byt co nejmensi, aby se eliminovalo rozmyti elu¢nich zén
separovanych latek. Detektor by mél byt citlivy, S co nejnizsi mezi detekce, nedestruktivni,
univerzalni a pouzitelny pro praci s gradientem. Signal detektoru by mél byt stabilni,
reprodukovatelny s minimalni urovni Sumu a linedrné zavisly na koncentraci

vV dynamickém rozsahu. V neposledni fad¢ by jeho obsluha méla byt snadnd, stejné tak

jako jeho c¢isténi a udrzba (Zaruba a kol., 2016).

V praxi vyuzivame né€kolik druht detektorti zaloZenych na rozdilnych principech detekce.
Jejich zastoupeni v praxi vSak neni rovnomérné. Detektor volime pravé podle principu
detekce, jeho citlivosti, moznosti uziti mobilnich fazi apod. Nemalé zastoupeni pii vybéru
ma také ekonomické hledisko. Do roku 2000 byla dominantni detekéni technikou
spektrofotometrie, tedy UV-Vis detektor. Za poslednich osmnact let je jeji nejvétsi
konkurenci hmotnostni spektrometrie (MS), které pomalu ustupuje (obr. 5). Vyhodou je
jeho univerzélnost a citlivost, za nevyhodu je povaZzovéana cena MS jako detektoru. Prave
cena je jednim z kritérii, pro¢ spousta laboratofi zlstava u detekce pomoci UV-Vis

(Novéakova, Dousa a kol. I, 2013).

Derivatizace on-line L

] 1 = 1971 - 1980
Aerosolové detektory 1981 - 1990
] 1991 - 2000
& | 2001 - 2010
MS
Refraktometricky
Vodivostni
Elektrochemicky
Fluorescen¢ni
UV/PDA
— . - : y : [%]
0 20 40 60 80 100 120 140

obr. 5: Znazornéni Cetnosti vyuziti jednotlivych detektort (Pfevzato z knihy Moderni HPLC separace v
teorii a praxi I. Novéakova, Dousa kol, 2013).
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Detektor dokonale spliujici vSechny vyse uvedené pozadavky vsak neexistuje. Co
se ty¢e univerzalnosti detektord, v nekterych ptipadech jsou zaddouci detektory specifické

(selektivni), které jsou citlivé pouze na nékteré slou¢eniny (Holzbecher a kol., 1987).
2.2.2.4.1. Typy detektorii

Jak jiz bylo zminéno, jednim z nejpouzivanéjSich detektorti jsou spektrofotometrické
detektory, které jsou zalozeny na absorpci zafeni o vinovych délkach 190 az 800 nm.
Detektor je citlivy na latky absorbujici v UV-Vis spektru, to je také diivodem, pro¢ slozky
mobilni faze nesmi absorbovat v této oblasti spektra. Jeho vyhodou je, Ze neni citlivy na
zmény teploty, 1ze jej vyuzit pro gradientovou eluci, je mozno jej vyuzit pro detekci

velkého mnozstvi latek a je pomérné jednoduchy na ovladani (Zaruba a kol., 2016).

Kvantitativni vyhodnoceni je zalozeno na Lambert-Beerové zdkon€. Lambert-
Beerliv zdkon urcuje absorbanci, kterd je zaroven vlastnosti daného analytu. Absorbance
nam udava miru absorpce zafeni latkou. Hodnota absorbance je zavisla na koncentraci

analytu, jelikoz se méni délka absorp¢ni vrstvy, jak udava vztah:

A=l-Z€i-Ci

n
=1

kdy | predstavuje tloustku absorpéni vrstvy, € zna¢i koncentraci absorbujici slozky
a ¢ reprezentuje molarni absorpéni koeficient, jeZ je charakteristicky pro kazdou latku

(Navratil a Rosina, 2019).

Detektory s diodovym polem (DAD) jsou schopny snimat absorpéni spektrum
VvV celém rozsahu, a to rychlosti az 10 ms na rozsah celého spektra. DAD funguje na
principu rozkladu zéateni holografickou mftizkou po priichodu mérnou celou, kdy nasledné
na kazdou z fotodiod dopadé zativy tok o ptislusné vinové délce. Fotodioda je spojena
S nabitym kondenzatorem, ktery se po dopadu zafivého toku vybiji podle piislusné
intenzity zareni. Nasledn¢ se kondenzatory opét nabiji a pfistroj zaznamenava velikost
proudu, nutnou K jejich opétovnému nabiti. Proces nabijeni a vybijeni se rychle opakuje
a béhem n¢j jsou zaznamendvany udaje o absorbanci pii kazdé vinové délce (Novakova,

Dousa a kol. 11, 2013).
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Fluorescen¢ni detektory, jak jiz jejich ndzev napovida, jsou zalozeny na principu
fluorescence, kdy méfime sekundarni (fluorescencni) zateni, které je latkou emitovano po
excitaci primarnim elektromagnetickym zarenim, jez latka absorbuje. Fluorescen¢ni zareni
je méfeno ve sméru kolmém k paprsku budiciho zéieni. Zdrojem zéafeni je nejCastéji
xenonova vybojka. Detektor je také doplnén dvéma monochromatory v podobé excitacni
miizky, které umoziuji vybér vinové délky excita¢niho i fluorescen¢niho zéfeni. Intenzita
vysledného zareni odpovida koncentraci fluoreskujiciho analytu ve vzorku (Opekar a kol,

2003).

Hmotnostni spektrometrie je specifickd metoda detekce v HPLC, ktera kromé
udajii v podobé chromatogramu poskytuje také spektralni tidaje identifikujici danou latku.
Principem této metody pro kvantifikaci a identifikaci latek je ionizace vzorku s naslednym
rozdélenim ionti podle poméru hmotnost/ndboj. Po rozdéleni jsou ionty urychleny
Vv analyzatoru a jejich signal je zesilen a ionty jsou zaznamenany detekénim zafizenim
sestrojenym z kovovych desek, které reaguji na dopady iontli. Pro ionizaci mohou slouzit
techniky elektronové ionizace, ionizace elektrosprejem, chemicka ionizace nebo matrici
asistovana laserova desorpce (Dass, 2007). Dalsim a novym zpusobem ionizace za
atmosférického tlaku je unisprej, ktery vyuziva k ionizaci vysoké napéti vlozené na ty¢
Z nerezové oceli, kterd je umisténa mezi vystupem z HPLC kolony a vstupem do MS. Diky
tomuto usporadani se v porovnani s elektrosprejem intenzita signalu zvysi (Lubin a kol.,
2017). Jako analyzator, tedy ta ¢ast detektoru, kde dochazi k urychleni iontd, vybéru iontd
nebo pfipadné k fragmentaci, miZzeme naptiklad zvolit kvadrupodl, trojity kvadrupol,
iontovou past, analyzator doby letu a jiné. Posledni ¢ast systému slouzi k detekei iontd,
jedna se o elektronovy nasobi¢, fotonasobi¢ nebo mikrokanalové desti¢ky. Spojeni HPLC
aMS je vyhodné pro analyzu komplexnich vzorka s velkym poctem komponent, kdy
metoda MS umoziuje identifikaci analytu na zékladé molekulové hmotnosti a strukturné

specifickych fragmentt (Dass, 2007).

Mezi dalsi detektory pak muzeme zminit refraktometricky detektor, jakozto
nejstar§i pouzivany universalni detektor, ktery mé vSak fadu nevyhod jako je nizka
citlivost nebo nemoznost vyuziti gradientové eluce a zavislost indexu lomu na teploté.
Dale pak elektrochemické detektory, které jsou selektivni a nemaji pfili§ Siroké uplatnéni.
Tento detektor je vSak velmi citlivy a vyuziva se pfi analyze mnohych dualezitych 1écCiv.
Miuzeme zminit také detektory na bazi acrosolu, které jsou schopny detekovat jakékoliv

analyty bez ohledu na jejich fyzikaln¢ chemické vlastnosti, nebo vodivostni detektory,
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méfici elektrickou vodivost eluatu mezi dvéma elektrodami se stfidavym napétim

Vv prutokové cele. (Novakova, Dousa a kol. II, 2013).
2.2.3. Priprava vzorku a davkovani

Vzorek pro HPLC analyzu mize obsahovat mnoho latek v rizné matrici, od hormond, pies
rostlinné slozky, potraviny, 1éky, lipidy, alkaloidy, az po biopolymery a jiné. VétSinu
pfimo odebranych vzorkli neni mozno piimo bez ptedeslé upravy vstitknout na
chromatografickou kolonu. Divodem je jejich velka slozitost nebo pfitomnost balastnich
latek, jez by mohly interferovat s hledanym analytem, ktery se ve vzorku casto vyskytuje
pouze ve stopové koncentraci, vzhledem k ostatnim slozkam obsazenych ve vzorku. Pied
samotnou analyzou vzorku je tedy nutné vzorek vhodné upravit. Volba upravy vzorku je
nejdulezitéjsim krokem, kterym muzeme ovlivnit detekci a stanoveni koncentrace analytu.
Zpisob a preciznost Upravy vzorku pred vlastni analyzou ovliviiuje vSechny nésledujici
kroky prace se vzorkem, ale i pfesnost a spravnost vysledného stanoveni (Novakova,

Dousa a kol. II, 2013).

Pro tpravu vzorku existuje fada technik, které miizeme obecné rozdélit do dvou
kategorii, a to konvenéni a moderni metody pro upravu vzorku. Konven¢éni metody jsou
stale v laboratorni praxi Siroce rozsifeny a jiz dobfe optimalizovany. Moderni metody byly
vyvinuty pievazné pro slozit¢j$i vzorky, kdy jejich uprava byla slozitd a ¢asoveé narocna,
coz zavdavalo prostor pro piipadné chyby. Jejich hlavni mySlenkou je zjednoduSeni Gipravy
vzorku, mensi spotfeba rozpoustédel a vzorku a také zkraceni doby pfipravy. V bézné
laboratorni praxi jest¢ nejsou natolik rozSifeny z divodu neustalého zdokonalovani
a optimalizace postupu, ¢i instrumentace. Prehled pouzivanych technik pro upravu vzorku

je uveden (obr. 6) nize (Novakova a VI¢kova, 2009).
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obr. 6: Piehled zakladnich technik pro Gpravu vzorkt pied chromatografickou analyzou. SPE - extrakce na tuhé fazi; LLE
- extrakce z kapaliny do kapaliny; SPME - mikroextrakce na tuhé fazi; TFC - chromatografie s turbulentnim pratokem;
RAM - materidly s omezenym pfistupem; SDME — mikroextrakce do jediné kapky rozpoustédla, SBSE — sorpéni
extrakce michadlem; MEPS — mikroextrakce plnénym tuhym sorbentem s vyuZitim stiikacky; DPX — mikroextrakce
s vyuzitim Spic¢ek pipet; HF-LPME — mikroextrakce do kapalné faze stuhym vldknem; DLLME - disperzni
mikroextrakce z kapaliny do kapaliny; MIP’s — molekularné vtisténé polymery (Pfevzato z knihy Moderni HPLC
separace V teorii a praxi II. Novakova, Dousa kol, 2013)

Po tpravé vzorku je vzorek vnesen do pfistroje a nasledné je vstiiknut pomoci
davkovaciho ventilu do proudu mobilni faze, ve které musi byt rozpustny. Proud mobilni
faze neni pferuSen ani pfi davkovani vzorku do smycky. Rychlym otac¢enim davkovaciho
ventilu je dosaZeno vytlacovani vzorku ze smycky do chromatografické kolony, kde je

vzorek unaSen mobilni fazi a ndmi hledany analyt se poté zachytavad na fazi stacionarni.

Toto navazani v§ak nesmi byt nevratné (Zaruba a kol., 2016).
2.2.3.1. Extrakce na pevné fazi

Extrakce na pevné fazi (SPE) je v dnesni dobé dominantni technikou upravy vzorkt
pfed samotnou chromatografickou analyzou. Mezi jeji nejvétsi vyhody patii vysoka
vytéznost, relativné nizkd spotieba organickych rozpoustédel, moznost automatizace, ale
také 0Cinné zakoncentrovani analytu. Princip této metody spociva v rozdélovani vzorku
mezi pevnou a kapalnou fazi. Abychom takto byli schopni oddélit analyt od vzorku, musi
mit analyt vyssi afinitu k pevné fazi nez k matrici vzorku. K zadrzovani latky na pevné fazi

muze dochazet vlivem iontovych, polarnich nebo nepolarnich interakci (Kataoka, 2003).
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Jak jiz bylo zminéno, uprava vzorku je velmi dalezitou ¢asti analytického procesu,

I proto SPE vyzaduje n€kolik pravidel tykajici se spravného zachazeni se sorbentem i se

vzorkem. Kroky samotné extrakce jsou nésledujici:

a)

b)

f)

9)

Vybér stacionarni faze — pii vyberu staciondrni faze musime brat v tvahu chemické
vlastnosti analytu, jako je jeho polarita, ¢i disocia¢ni konstanta, stejn¢ tak je nutnost
brat v potaz vlastnosti pouzitého rozpoustédla. Pokud napiiklad volime rozpoustédlo
polarniho charakteru, vyuzivame nepolarni sorbenty a naopak. Co se ty¢e dostupnych
sorbentl, je dnes k dispozici Siroka Skala moznosti od nepolarnich C18, polarnich
silikageld, iontové vyménnych SCX/SAX a riznych polymernich materiald az po
vicemodalni sorbenty, které obsahuji nepolarni slozku i iontov€ vyménnou. Dale
muzeme zvolit také imunosorbenty nebo vtisténé polymery.

Uprava extraktu — po pievedeni vzorku do kapalné fize je nutno provést apravy, aby
byla kapalnad faze se vzorkem kompatibilni s fazi stacionarni. Jedna se predevs$im
0 upravu pH, ¢i iontové sily roztoku.

Aktivace kolonky — aktivace funkénich skupin sorbentu se déje tak zvanym smocenim
sorbentu pomoci vhodného rozpoustédla (napf. methanolu) ve dvojnasobném mnozstvi,
nez je objem sorbentu v kolonce.

Ekvilibrace stacionarni faze — v tomto kroku se pomoci vhodného rozpoustédla vytvari
takové rozhrani, které bude co nejvice piibuzné situaci po aplikaci vzorku.

Aplikace vzorku — naneseni vzorku na kolonku, je dalezité pfi ném optimalizovat
rychlost pratoku kolonkou.

Odstranéni interferujicich latek — nezadouci latky jsou ze systému vymyty pomoci
rozpoustédel, kterymi je analyt ze sorbentu minimalné uvoliovan.

Eluce analytu — posledni krok extrakce zahrnuje uvolnéni analytu od sorbentu a jeho
vymyti z kolonky ven. Je dilezité hlidat potfadi kroki, abychom analyt nevymyli
z kolonky ptedcasn¢ (Novakova, Dousa a kol. 11, 2013).

2.2.4. Vyhodnocovani vysledki

2.2.4.1. Kvalitativni vyhodnocovani

Kvalitativni vyhodnocovéni se zaméfuje na identifikaci latek. Jiz zde byly prezentovany

vyhody detektoru MS, kdy spektra poskytuji informaci o elementdrnim sloZeni,

fragmentech dané¢ molekuly nebo udaje o molekulové hmotnosti. Pokud bychom chtéli

odhalit koeluci latek, ¢i hodnotit spektralni Cistotu pro naslednou identifikaci latek, je
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vhodné pouzit detektor DAD, ktery porovnava spektra standardnich latek se spektry
neznamych vzorkd méfenych pii stejnych podminkach. VSak i zde se nabizi vyuziti
detektoru MS. Pro porovnani muzeme vyuzit i knihovny spekter. K identifikaci latek
muzeme také vyuzit retencni objemy nebo retencni Casy (Novakova, Dousa a kol. II,

2013).
2.2.4.2. Kvantitativni vyhodnocovani

Kvantitativni vyhodnocovani si klade za ukol nalézt vztah mezi udaji piku, jako je jeho
plocha nebo vyska, s mnozstvim eluované latky. K urceni koncentrace hledani latky poté

vyuzivame komparativni metody se standardem (Novakové, Dousa a kol. II, 2013).

Metoda vnéjsiho standardu je nejjednodussi metoda, kterou nazyvame i metodou
kalibra¢ni ktivky. Pfi této metod¢ je hledana kalibraéni funkce X = f(c) a neznama
koncentrace analytu je poté vypoctena pomoci funkce ¢ = f (X), kde X zastupuje plochu
nebo vysku piku. Funkce kalibracni kiivky nemusi byt jen linearni, avSak pro spravné
vyhodnocovani je vhodné pracovat v rozsahu koncentraci, ktery ma linearni charakter.
V praxi si zvolime sérii roztokd standardu o piesné definované koncentraci, obecné je
doporucovano zvolit pét az sedm kalibracnich Grovni a kazdé méfeni opakovat dva az

ttikrat. Poté je mozno sestavit kalibra¢ni kfivku o obecné rovnici:

X; = a + bg;
(Navratil a Rosina, 2019).

V piipadé¢ metody vnitiniho standardu (IS), je standard o znamé koncentraci
pfidan k analyzovanému vzorku. Vnitini standard je definovan jako chemicka latka, dobte
odlisitelna od vSech slozek analyzovaného vzorku a méla by byt eluovana v blizkosti
stanovované slozky. Principem metody je pfidavek IS jak ke stanovovanému vzorku, tak
k roztoku standardu. Pokud IS zavedeme jiz na zacatku analytického procesu, vyhneme se
tak vlivu zmény pracovnich podminek, jelikoz IS i analyt budou ovliviiovany stejné

(Navratil a Rosina, 2019).

V této metodé¢ muzeme pouzit dvé techniky, a to metodu kalibracni kiivky
a metodu piimého porovnavani. Metoda kalibra¢ni kiivky je obdobnd jako u wvné&jsSiho
standardu s tim rozdilem, ze IS je pfidavam do vzorku. Metoda pfimého porovnani je

zalozena na principu piidani znamé koncentrace c¢;s a znamého objemu cV;s IS K neznamé
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koncentraci analytu c,. Smés je poté analyzovana a jsou vyhodnoceny plochy piislusnych
pikti pro analyt i IS. Dale musime analyzovat vzorek standardu o zndmé koncentraci cg,
k némuz byl opét pridan IS o shodném objemu a koncentraci, jako tomu bylo v pfedchozim
ptipadé. Ve vysledném vzorci pro vypocet koncentrace analytu mizeme tedy IS zanedbat,

jelikoz byl ptidan do obou vzorkii ve shodné mife.

_ Ai Apss

(Novakova, Dousa a kol. 1I, 2013).
2.3. Validace metod

Validace je ziskani objektivnich dikazt, Ze metoda, postup nebo pfistroj jsou vhodné pro
zamyslené pouziti. Tyto dikazy ziskavame kombinovanym pfistupem, kdy srovnavame
informace udané vyrobcem s daty ziskanymi experimentalné. Rozsah a hloubka validace je
zavisla na slozitosti a vyznamu metody nebo pfistroje. Pro udéleni validace je nutno
vypracovat valida¢ni plan, obsahujici experimenty nutné pro udéleni validace. Nasledné je
vypracovan validacni protokol, ktery je pro kaZdou metodu a pfistroj v laboratofi
dokumentovan jako soucast standardnich operacnich postupt. Zkracenou formou validace
je tak zvana verifikace, jez je zkradcenou formou validace pro ovéfeni, Ze valida¢ni udaje

udané vyrobcem plati i v laboratornich podminkach (Racek, 2006).

Pro validaci metody je nutnost dodrzeni valida¢nich parametrti, jako jsou piesnost,
spravnost, mez detekce, mez stanovitelnosti, robustnost, linearita a rozsah (ICH Q2[R1],
2005)

2.3.1. Presnost

Piesnost metody miiZzeme definovat jako hodnotu udavajici miru tésnosti shody mezi
vzajemné nezavislymi vysledky zkousek za specifickych podminek. Pfesnost neni vztazena
k referen¢ni hodnoté, zavisi pouze na nahodnych chybach. Ptesnost je vyjadiovana jako
relativni ~ smérodatnd  odchylka. S pfesnosti  souvisi  také  opakovatelnost
a reprodukovatelnost. Opakovatelnost metody je tésnost shody mezi navzéjem nezavislymi
vysledky méfeni, za pouziti stejnych podminek béhem kratkého casového intervalu (stejny
pfistroj, laboratof, pracovnik, metoda). Reprodukovatelnost je tésnost shody mezi

navzajem nezavislymi vysledky méfeni, za pouziti riznych podminek za delsi casovy usek
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(jiny pracovnik, laboratof, pfistroj, avSak shodna metoda). Reprodukovatelnost je

ovéfovana mezilaboratornimi zkouskami (Novakovéa, Dousa a kol. II, 2013).
2.3.2. Spravnost

Spravnost metody definujeme jako tésnost shody mezi vysledkem méfeni a pfijatou
referen¢ni hodnotou (obr. 7). Pro hodnoceni spravnosti obecné plati nasledujici kritéria:
dostate¢ny pocet paralelnich opakovani na dané koncentracni hladiné pro urceni
smérodatné odchylky vytéznosti, modelové vzorky musi pokryvat cely koncentracni rozsah
oc¢ekavanych koncentraci analytu a pozadavek na hodnotu vytéZnosti, ktery nelze obecné

definovat pro vSechny latky, metody a typy vzorkli (Novéakova, 2013).

Rozdil mezi stfedni hodnotou vysledkli méteni a pfijatou referenéni hodnotou je
nazyvan odchylka. Odchylka charakterizuje tak zvanou chybu systematickou a dosahuje
kladnych i zapornych hodnot. Rozdil mezi pfijatou referenéni hodnotou a hodnotou
naméfenou se nazyva chyba vysledku. Chyba, ktera se neméni v prib¢hu vysledka a je
konstantni nebo se méni predvidatelnym zplsobem je oznaCovana jako systematicka
chyba. Chyba, ktera se méni nepfedvidatelné je chybou ndhodnou a nelze ji odstranit. U
systematické chyby je dale testovana statistickd vyznamnost, jez hraje roli pfi hodnoceni

spravnosti metody (Thompson a kol., 2002).

b)

¢) d)
obr. 7: Vyjadfeni ptesnosti a spravnosti metody. a) metoda je nepfesna a
nespravnd; b) metoda je nepiesnda, ale spravnd; c) metoda je pfesnd, ale
nespravnd; d) metoda je pfesna a spravna



2.3.3. Mez detekce a stanovitelnosti

Mez detekce (LOD) odpovida nejnizs$i mozné koncentraci, pro kterou je analyticky signal
jesté statisticky vyznamny od Sumu. Mez stanovitelnosti (LOQ) odpovida koncentraci, pii
které presnost a spravnost umoznuji kvantitativni hodnoceni. Hodnoty LOD a LOQ jsou
zavislé na zplsobu vypoctu, ktery je nutno pii prezentovani téchto hodnot uvést (Currie,

1995).

Nejcastéjsi zptsob vypoctu LOD a LQQ je s pouzitim poméru signdlu a Sumu ze
smérodatné odchylky odezvy a ze smérnice kalibra¢ni piimky. V tomto vypoctu je nutno

uvést smérnici by v jednotkach, ve které je uvadén Sum (Mocak a kol.1997).

— 3-Sum
LOD = /b1

— 10 -Sum
LOQ /p,

2.3.4. Rozsah a linearita

Rozsah je uzavieny interval hodnot méfené veliciny ve vzorku, jehoZ spodni hranici tvoii
mez stanovitelnosti, a pro ktery bylo validaci potvrzeno, ze je v ném metoda aplikovatelna.
V praxi je utvafen méfenim vzorki s riznou koncentraci analytu (Novakova, Dousa a kol.

1, 2013).

Linearitou je myslena schopnost metody poskytnout v daném rozsahu ptijatelnou
line4rni korelaci mezi odezvou detektoru a koncentraci analytu ve vzorku. Linearita lze

vyjadfit vzorcem:

y =a+ bx

kde a predstavuje posunuti na ose y a parametr b piedstavuje smérnici kalibra¢ni
piimky. Obecné jde tedy o ptimou zavislost jedné veli¢iny na druhé nezavislé proménné,
napiiklad zévislost signdlu na koncentraci. Hodnota prvni veli€iny je pouze nasobkem
veli¢iny druhé, pfipadné je k tomuto soucinu piipocten jesté relevantni konstanta (Burrows

a Watson, 1994).
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2.3.5. Robustnost

Robustnost je mirou kapacity metody poskytovat shodné vysledky, pii jejim reprodukovani
za mirné¢ zménénych podminek (jind laboratof, pracovnik, pfistroj, teplota) (Dejaegher
a Vander Heyden, 2007).

Méieni robustnosti je dnes provadéno vypocty pies algoritmy mnohorozmérné
analyzy dat, kdy je robustnost metody vii¢i malym zménam testovana na zéklad¢ pfedem

planovanych pokust v plné nebo zkracené mitre (Novakova, Dousa a kol. II, 2013).
2.4. Kardiopulmonalni bypass

K podobé dnesni mediciny neodmyslitelné patii chirurgické operacni zékroky. Zatimco
ostatni organy lze do¢asné od pratoku krve odstavit, u srdce toto mozné neni. Aby bylo
mozno vyfadit srdce z ¢innosti, a pfitom zachovat Zivot pacienta, vyuzivame metody
kardiopulmonalniho bypassu (CPB). Mimotélni ob¢éh je technika docasného nahrazeni
funkce srdce a plic, kdy je zilni krev okysliCena a zbavena oxidu uhli¢ittho mimo télo

pacienta a poté vedena zpét do tepen (Paruk a kol., 2017).

Kromé¢ vymeény krevnich plynit musi CPB fteSit 1 ukony jako udrzovani
acidobazické rovnovahy nebo regulace télesné teploty. Béhem CPB je z pravidla
vyZadovano uvést pacienta do hypotermie, tedy pacienta na néjakou dobu podchladit na

teplotu 28 - 32 °C (Paruk a kol., 2017).

Béhem CPB je mozno pacienta uvézt i do tak zvané hluboké hypotermie, tedy
ochladit organismus na hodnoty 14 -22 °C. Tak to nizkou teplotu téla si vyzaduji
chirurgické zakroky v oblasti vzestupné aorty a aortdlniho oblouku nebo situace vyzadujici
bezkrevné operacni pole ¢i mista s rizikem obtizné kontrolovatelného krvaceni. Hlubokou
hypotermii je moZno u pacienta drZzet maximalné 40 az 60 minut, anizZ by byly detekovany

organové zmeény (Vanék a kol., 2002).

Podchlazena krev je také vice viskozni nez krev pii normalni télesné teploté a musi
byt za pruchodu pfistrojem fedéna fyziologickym roztokem. Tato skutecnost hraje velkou
roli pravé ve zméné kinetiky podavanych 1é¢iv, konkrétn€ nastavaji zmény Vv distribu¢nim

objemu a clearence (Shekar a kol., 2012).

Zvyseni distribu¢niho objemu se projevuje moznym snizenim koncentrace
podavaného 1é¢iva na subterapeutickou hladinu, naopak snizeni distribu¢niho objemu vede

ke zvySeni koncentrace daného 1é¢iva v krvi (van den Broek a kol., 2010).
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Vyse uvedené skuteCnosti mohou byt problémem pii efektivnim davkovani
antibiotik, jako profylaktického zajiSténi pfi kardiovaskularnich operacich s vyuzitim CPB.
Na zéklad¢ limitovanych dostupnych dat a se zkuSenostmi se zménami kinetiky ATB
U pacientt podstupujicich dialyzu, miazeme piedpokladat zmény vedouci ke snizeni u€inné
koncentrace 1éCiva a tim nartstajici riziko selhani profylaktické 1éCky nebo vzniku

rezistence (van den Broek a kol., 2010).

Ukonc¢eni mimotélniho obéhu pak ptedstavuje proces, kdy se kardiopulmonalni
funkce prevadeji z pfistroje zpét na pacienta. Pfed samotnym odpojenim je nutno
hypotermického pacienta zahtat. Pfed odpojenim by teplota télniho jadra méla dosahnout
37 °C a teplota periferie v rektu 35 °C. V pfipadé, Ze byly otevieny srde¢ni dutiny, je nutno
je odvzdusnit a predejit tak vzduchové embolii. Po sejmuti svorek, jez bréanili toku krve do
srdce béhem operace, by mélo dojit ke spontannimu obnoveni srde¢niho rytmu, ptipadné je
nutno zahgjit defibrilaci myokardu. Déle provadime kontrolu kalémie, hypoxémie

a sledujeme také srde¢ni rytmus a funkci komor (Pirk a kol., 2004).

3. Experimentalni ¢ast
3.1. Chemikalie, pristroje a prostiedky
3.1.1. Chemikalie

e Acetonitril 100 % (VWR, Némecko), Lot: 16H244011
Ampicilin, sodna stl (Cayman Chemical Company,USA), Lot: 0482127-15
e Cefalexin, (Sigma-Aldrich, USA), Lot: 00CVK7

e (Cefazolin, sodna stl (Cayman Chemical Company,USA), Lot: 15776
e Ciprofloxacin, hydrochlorid (Cayman Chemical Company,USA), Lot:14286
e Klindamycin (Fresenius Kabi, Némecko), Lot: 18N2160

o Ertapenem, (Sigma-Aldrich, USA), Lot: 096 M4769V

e Hydrogen fosfore¢nan draselny (Penta, CR), Lot: 1603140314

e Kyselina mravenéi 98 % (Lach-Ner, CR), Lot: 607-001-00-0

e Kyselina octova 99,8 % (Lach-Ner, CR), Lot: 607-002-00-6

e Meropenem (Cayman Chemical Company,USA), Lot:16068

e Methanol 99,8 % (Sigma-Aldrich, CR), Lot: SZBD0630V

e Metronidazol (Sigma-Aldrich, CR), Lot: SLBD5470V

e Mravencan amonny 99 % (Fluka, USA), Lot: BCBN8558V
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e Resorufin, sodna stl (Sigma-Aldrich, USA), Lot: 92H36091
e Sulbaktam (Sigma-Aldrich, USA), Lot: BCBT9900
e Voda (VWR, Némecko), Lot: 17G164019

3.1.2. PrisluSenstvi

e (Centrifugacni zkumavky Centrifree(Merck, Némecko) Lot: REKA16887

e Discovery DSC-18 (Supelco-Sigma Aldrich, CR) Lot: 2367601;
10003001;9548601

e Luna Omega Polar C18 (Phenomenex, USA), 50x4,6 mm, 00B-4754-E0

e Luna Omega Polar C18 (Phenomenex, USA), 250x4,6 mm, 00BG-4754-E0

e Odbérové zkumavky Vacuette 3 ml LH (Dialab, CR) Lot:A17083EJ

e Piedkolona Polar C18 (Phenomenex, USA), PRD-197681

e Program QC. Expert 2.5. (Trilobyte Statistical Software, CR)

e Program LabSolutions (SHIMADZU, Japan)

3.1.3. Pristroje

e Analytické vahy XP205 Delta Range (Mettler Toledo, USA)

e Centrifuga Z 323 K (Hermle, Némecko)

e Kapalinovy chromatograf UHPLC LC — 20A Prominence (SHIMADZU, Japan)
e Koncentrator vzorki Termovap TV 10 (ENCOM, CR)

e Magnetickd michacka MR 1000 (Heidolph, Némecko)

e Mikrocentrifuga Mini Star silverline (VWR, Némecko)

e pH metr RS-232C (SHOTT, CR)

e Ultrazvukova digitalni Cistici lazen K-10 (Kraintek, Slovensko)

e Vakuova pumpa Scanvac Vac Save (LaboGene, Dénsko)

e Visiprep™ SPE Vacuum Manifold (Supelco-Sigma Aldrich, Némecko)
e Vodni lazen WNE (Memmert, Némecko)

e Vortex IKA MS3 Basic (Sigma — Aldrich, Némecko)
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3.2. Vysledky a diskuze
3.2.1. Podminky méfeni

Jak jiz bylo zminéno v tivodni kapitole této prace, cilem praktické ¢asti bylo zavést metodu
pro stanoveni ampicilinu na HPLC pro sledovani zmény populac¢ni farmakokinetiky
u kardiochirurgickych operaci s vyuzitim mimotélniho obéhu. Pfed samotnym méfenim
vzorkl bylo nutné nalézt vhodné podminky pro nasledujici méteni. Pro tipravu vychozich
podminek méteni se vyborné hodi kratké kolony, u kterych neni nutno ¢ekat na vysledky

analyzy déle nez par minut.

Dostupna literatura nabizi Sirokou Skalu nastaveni pivodnich podminek, ze kterych
bylo vyzkouseno né¢kolik, a nejvhodnéjsi byla pak dale upravovana dle specifickych
pozadavkl pro méfeni AMP a jeho IS. Kapalinova chromatografie se neobejde bez mobilni
faze, a jelikoz byla zvolena isokratické eluce, byly provedeny zkousky na MF A a MF B,
jejich poméry a hodnotu pH. Samotné parametry kolony omezuji vybér vychozich hodnot,
a to zejména v oblasti pH a poméru vodné (neorganické) slozky mobilni faze. Z literatury
byly pro zkousky MF A vybrany octan sodny, kyselina octova ve smési s triethylaminem
a dihydrogenfosforecnan draselny (fosfatovy pufr) a pro MF B methanol a acetonitril.

Zkousky byly provedeny v riznych pomérech a kombinacich mobilnich fazi, s riznym pH.

U provedenych experimentii byl bran v potaz retencni Cas AMP, ktery byl
rozpu$tén ve vode¢, nebo vV mobilni fazi B a vzhled pikii. Po provedenych experimentech
bylo rozhodnuto o pouzivani fosfatového pufru, pufrujiciho v nami chténém rozmezi pH
(viz. nize). Pouziti methanolu jako MF zpomalovalo eluci ampicilinu, zatimco acetonitril
eluci urychloval. Proto bylo rozhodnuto jako MF B pouzit smés acetonitrilu s methanolem
v poméru 85:15. Tento pomér eluci AMP posunul do ¢asu kolem sedmé minuty, coz ma
vyznam pro dalS$i méfeni. To znamend, ze v momenté, kdy biologicky vzorek obsahujici
AMP nastiikneme na HPLC, balastni latky matrice se eluuji dfive a nezasahuji tak do piku

ampicilinu.

Jak jiz bylo zminéno, kolona ma svoje pH rozmezi, ve kterém spravné funguje.
V nasem piipadé kolony Luna Omega Polar C18 je to rozmezi pH 1,5 — 8,5. Ampicilin
disponuje dvéma disociaénimi konstantami, tedy 2,5 a 7,3. Dle moznosti pufrace

fosfatového pufru (tab.1) bylo rozhodnuto provést zkousky na optimalni pH v rozmezi 2-8.
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tab. 1: Disocia¢ni konstanty pKa fosfatového pufru (Persat a kol, 2009)

Fosfatovy pufr pKa Pufrovaci rozsah
pK1 2,1 1,1-3,1
pK2 7,2 6,2-8,2
pK3 12,3 11,3-13,3

ala:0BT117 Arpiciin ve vode_pH 31cd PDA ChI ZI0nmnm
4000000 JData3:081117 Ampicilin e vode_pH 2lcd PDA Chi 210nm4nm
IData:081117 Ampicilin_ve vode_pH 8lcd PDA Chi 210nm nm
- {Data5:081117 Anpicilin ve vode_pH3,7.icd PDA Chi 210nmdnm 0

-500000

——— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 10 120 min

graf 1: Chromatogramy ampicilinu pfi rizném pH mobilni faze: pH 2 (modra kiivka), pH 3 (Cerna kiivka), pH 4 (zelena
kiivka) a pH 8 (hnéda kiivka).

Na zéklad¢ prvniho grafu, kdy ani jeden z hrani¢nich pikd nepfedstavuje vhodné
prostiedi pH a piky tzv. chvostuji, se jako optimalni jevi hodnota pH 3. Pro pfesné urceni

nejvhodnéjsiho pH byla provedena dalsi analyza fady pH od 3,1 do 3,7.

uv.
atal101117_Ampiciin_ve vode_pH3.1cd PDA Ch1 210nm 4nm
Hata2:101117_Ampicilin_ve vode_pH3.1.lcd PDA Ch1 210nm,4nm
Data3:101117_Ampicilin_ve vode_pH3,2.Icd PDA Ch1 210nm,4nm
600000Data4:101117_Ampicilin_ve vode_pH3,3.lcd PDA Chl 210nm,4nm
ata5:101117_Ampicilin_ve vode_pH3,4.Icd PDA Chi 210nm,4nm
Data6:101117_Ampicilin_ve vode_pH3,5.Icd PDA Chi 210nm,4nm
Hata7:101117_Ampicilin_ve vode_pH3.6.Icd PDA Ch1 210nm.4nm
550000 5158°101117_Ampicilin_ve vode_pH3.7.lcd PDA Chl 210nm,4nm
500000+
450000
400000+
350000
300000
250000
200000
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100000
50000
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4,25 4,50 4,75 5,00 525 550 5.75 6,00 6,25 6,50 6,75 7,00 7,25 7,50 7,75 8,00 825  min

graf 2: Zkouska mobilni faze obsahujici fosfatovy pufr pfi rizném pH. Na grafu je znidzornéna zména retenénich Casi i
tvar piki ampicilinu pfi zméné pH. Zleva doprava pH 3,7 ;3,6; 3,5; 3,4; 3,3; 3,2; 3,1
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Z danych zkousek pH byla zvolena hodnota pH 3,3, pfi kterém byl pik
nejsymetrictéj$i. Piky pii pH 3,1 a 3,2 byly moc Siroké, u vysSich hodnot pH zacal pik

mirn€ chvostovat.

Podminky pro méteni na HPLC byly diskutovany s literaturou, zohlediiovaly se
parametry dané kolony, stanovované latky a interniho standardu. Jejich piehled je

zaznamenan v tab.2.

tab. 2: Podminky pro HPLC méfeni. SF — stacionarni faze; MF A - mobilni faze A; MF B - mobilni faze B

Parametry

méreni Hodnoty
SF C18 Polar, 250x4,6 mm, 5um castice
MF A 15mM KH,PQ,, pH=3,3
MF B methanol:acetonitril (75:25; v/v)
Pratok 1,4 ml/min
Teplota kolony 30°C
Detekce UV 210 nm
Nastrik 25 ul
Doba analyzy 20 min

3.2.2. Priprava vzorku

Pied samotnym stanovenim AMP v lidské krevni plazmé je tfeba vzorek na analyzu
pfipravit a zbavit jej plazmatickych proteind. Literatura uvadi jako nejcastéjsi piipravy
vzorku extrakci na tuhé fazi, precipitaci a ultrafiltraci. VSechny uvedené zpusoby byly
experimentalné ovéfeny a vysledkem testovani byl vybér metody nejpiesnéji spliujici nase

pozadavky.
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graf 3: Analyza vzorkd ampicilinu v lidské krevni plazmé po vysraZeni proteind pomoci methanolu; fialova kiivka
predstavuje rozpusténi odparku v acetonitrilu; cernd kiivka predstavuje rozpusténi odparku v methanolu

Jako prvni byla zvolena metoda vysrazeni proteinti. Na grafu 3 lze vidét analyzu
vzorku ve slozeni 200 pl plazmy s koncentraci ampicilinu 50 mg/l. Ze vzorku byly
vysrazeny proteiny pfiddnim 800 pl methanolu. Vzorek byl dale vortexovan
a centrifugovan po dobu 10 min pfi 1100 g a 4 °C. Supernatant byl poté odpaien pod
dusikem a odparek rozpustén v methanolu nebo acetonitilu a nastfiknut na HPLC.
Vysledky jsou velmi zatizeny Sumem. V ptipad€é rozpuSténi v methanolu se nepodatilo
identifikovat pik AMP v pfipad€ acetonitrilu jej vidime eluovat s vrcholem na sedmé

minuté. Avsak tato koncentrace AMP neni dostatecna a neodpovida ptivodnim 50 mg/l.

Dalsim zplsobem upravy vzorku je ultrafiltrace ve specialnich zkumavkéach
s filtrem. Postup pfipravy vzorku byl obdobny jako u vysrazeni stim rozdilem, Zze
k plazmé a roztoku AMP byla ptidana bud’ 50% kyselina sirova nebo 98% kyselina
mravenc¢i. Po zvortexovani a stoeni vzorku na centrifuze pii 2000 g a 4°C po dobu pul
hodiny, bylo odebrano 30 ul filtratu a spolu s dalsimi 30 ul MF byl vzorek nastfiknut na
HPLC. Okyseleni vzorku s ampicilinem mé za nasledek uvolnéni AMP z plazmatickych
proteind. V ptipad¢ okyseleni kyselinou mravenci se pik AMP ztraci v Sumu a z
chromatogramu nelze nic vycist. V piipad¢ kyseliny sirové pik opét vykazuje nizkou
vytéznost AMP (graf 4). Z toho lze usuzovat, Ze se piefiltrovalo jen velmi malé mnoZzstvi

analytu.
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graf 4:Analyza vzorki ampicilinu v lidské krevni plazmé; rtzova kiivka zndzorfiuje vzorek s okyselenim pomoci
kyseliny mravencéi; ¢erné kiivka znazornuje okyseleni pomoci kyseliny sirové

Zde se nabizi otdzka, zdali je AMP schopen projit pfes filtr zkumavky. Proto byla
provedena zkouska, kdy se na centrifugaéni zkumavku nastiikl AMP samotny a po
ultrafiltraci byl srovnan s nepfefiltrovanym roztokem AMP. Piky obou vzorkli dosahovaly
stejnych koncentraci, lze tedy fici, Ze se AMP nevaze na filtr zkumavky. Ziskani malého
vytézku mohlo byt tedy zplisobeno vysraZzenymi proteiny, které mohly ucpat filtr. Z vySe
uvedeného nakonec vyplyva, ze ani jedna z metod nebude pro piipravu vzorku vhodna,
a proto bylo pfistoupeno na asoveé nejnarocnéjsi a slozitejsi pripraveé vzorku, a to extrakci

na SPE kolonkach.

Pro zkousku SPE extrakce byly zvoleny kolonky C18, WAX, SCX, WCX, MAX,
HLB. Nejprve vSak bylo nutno pfipravit vzorek k analyze, jeho slozeni je shrnuto v
(tab. 3).

tab. 3: Piiprava vzorku pro SPE extrakei — slozeni vzorku

Latka Koncentrace Objem [ul]
Plazma - 200
AMP 50 mg/I 20
H3PO4 1M 50

Analyzy vzorkl z extrakce na pevné fazi byly zatizeny velkou mirou balastnich
latek. Jedina vhodna SPE se jevila s pouzitim stacionarni faze C18 (DSC-18, Merck,

Némecko), znadzornéno v grafu 5. Ampicilin se bud’ z kolonek vyplavil jesté pted eluci,
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nebo se nepiecistily balastni latky, nebo piky neodpovidaly predpoklddané koncentraci
AMP.

] A ampicilin

175000 ‘

25000 ] / \\fA \// ‘\J\,\/\J/ \\ML,"\’\

25000

““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““““
00 [ 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

graf 5: Chromatograf analyzy AMP s pouzitim kolonky DSC - 18; ruzova kiivka zndzorfiuje eluéni kiivku po extrakci
pomoci SPE DSC - 18; ¢erné kiivka znazornuje nastiik mobilni faze.

Dle parametri uréenych vyrobcem se postup extrakce fidil nasledujicim

schématem:
i ili Eluce vzorku
Promyti EkV|_I|br’ace’ Naneseni o e vac
kolonky: stacionarni u bal - m
e g faze: viorku: Lz |asu:1' met ano
acetonitrilu 1 ml vody 00 1 ml vody nebo

acetonitril

Obr. 8: Schéma postupu extrakce na tuhé fazi

Pro eluci vzorku v tomto konkrétnim ptikladu byly vyzkouSeny dvé organické
latky, tedy methanol a acetonitril. Pro ob¢ organické latky byly provedeny testy, kdy byly
sledovany plochy pod kiivkou Vvriznych koncentracich téchto rozpoustédel,
viz. graf 6 a 7a-7b. Dle nejvétsi plochy pod kiivkou byla pro danou koncentraci u obou
latek spoctena vytéznost. VytéZznost eluce 70 % acetonitrilem byla spoctena na hodnotu
95,6 % (graf 8), pti eluci 90% methanolem byla vytéznost spoctena na 87,5 %. Z toho

divodu byl pro dalsi experimenty k eluci zvolen 70% acetonitril.
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graf 6: Zména plochy piku AMP se zvySujici se koncentraci methanolu v eluénim rozpoustédle.

1600000
1400000 -~
1200000 -
1000000
800000
600000
400000
200000

0

Plochapiku ampicilinu

0 10 20 30 40 50 60
% acetonitrilu

graf 7a: Zména plochy piku AMP se zvySujici se koncentraci acetonitrilu v elu¢nim rozpoustédle; vzorky eluované O-
60% acetonitrilem byly rovnou nastiiknuty na HPLC bez nutnosti odpafeni

1600000
1400000
1200000 -
1000000 -
800000 -
600000 -
400000 -
200000

0 T T
70 80 90 100

% acetonitrilu

Plocha piku ampicilinu

graf 7b: Zména plochy piku AMP se zvySujici se koncentraci acetonitrilu v eluénim rozpoustédle; vzorky eluované 70-
100% acetonitrilem byly poté odpateny pod dusikem pii 37°C, odparek rozpustén ve smési MeOH: voda v poméru 25:75
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graf 8: Vytéznost ampicilinu pfi eluci 70 % acetonitrilem. RiZova kiivka predstavuje pouZiti acetonitrilu, erna kiivka
ptedstavuje kiivku kontrolniho vzorku ampicilinu (standard)

Pro naslednou kalibraci byla nutnost nalezeni interniho standardu pro ampicilin. Pfi
hledani IS byl kladen diiraz na to, aby to byla latka rozpustna ve vodé (stejné jako AMP),
extrahovala se ptes SPE DSCI18 stejnym zplsobem jako AMP a pfi chromatografické
analyze nebyl jeji reten¢ni Cas shodny s ampicilinem, ale idedlné se eluovala Vv jeho
blizkosti. V neposledni fad¢ by latka neméla byt obsaZena Vv pacientské plazmé spolu s

ampicilinem.

Pro vybér vhodného IS byla vyzkouSena tato antibiotika: ciprofloxacin, cefazolin,
ertapenem, resorufin, klindamicin, sulbactam, meropenem, metronidazol a cefalexin. Jako
vhodné IS se jevily meropenem a cefalexin. Po zkouSkach s meropenemem jako internim
standardem bylo zjiSténo, Ze pfi méteni jedné a té samé koncentrace AMP se po ne€kolika
opakovanich pik ampicilinu neméni, zatimco vyska piku pro meropenem je pokazdé jina.
To mohlo byt zpisobeno tim, Ze se nemusi zadrzovat na SPE stejné jako AMP a vymyva
se uz diive nebo pro né€j neni vhodny néktery z kroku piipravy. Jako interni standard byl

tedy zvolen cefalexin, jenz spliiuje vSechna kritéria pozadovana pro IS.

Na grafu 9 miZeme vidét chromatogram lidské krevni plazmy obsahujici jak AMP
a IS, tak i sulbaktam, ktery se pfi profylaktickém zajisténi pacientd podava v kombinaci
spolu s ampicilinem a pacientské vzorky (viz. kapitola 3.2.4) ho tedy také obsahuji. Jak jiz
bylo zminéno, jako interni standard byl zvolen cefalexin, jez se na SPE kolonkach
extrahuje ve stejné mife jako ampicilin a muzeme jej tedy pouzit pro dopocCitani realné

koncentrace ampicilinu ve vzorku. V tento moment byla metoda pfipravena pro kalibraci.
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graf 9: Chromatogram lidské krevni plazmy (blank; ¢erna kiivka); chromatogram lidské krevni plazmy se standardy
(riizova ktivka) ampicilinu (10 mg/1), sulbaktamu (20 mg/1) a cefalexinu (i.s.; 5 mg/l).

Kone¢né slozeni a ptiprava vzorku pro kalibraci a validaci metody stanoveni

ampicilinu v lidské krevni plazmé& pomoci HPLC je popsana v tab.4.

tab. 4: SloZeni vzorku pro kalibraci a validaci metody stanoveni ampicilinu v lidské krevni plazmé pomoci HPLC. AMP
— ampicilin; CEF - cefalexin; HsPOs— kyselina dihydrogenfosfore¢na

Latka Koncentrace Objem [ul]

Plazma - 80
AMP dle méfeni 20
CEF 0,6 mM 50
Voda - 50
HsPO4 1M 50

Objem 100 pl takto pfipraveného vzorku byl poté nanesen na SPE kolonku se stacionarni
fazi C18. Po eluci 70 % acetonitrilem byl vzorek odpaten pod dusikem pii 37 °C a odparek
byl nasledné rozpustén ve smési methanolu a vody (25:75; v/v). Tato smes methanolu
avody byla vybrana ztoho divodu, Ze vni se ampicilin nejlépe separuje na

chromatografické kolong.
Kalibrace a validace metody

Pied samotnou validaci metody je nutnost metodu pro spravné méieni kalibrovat, tedy
vytvofit kalibraéni kiivku zavislosti koncentrace analytu na poméru ploch analytu
a vnitinitho standardu (graf 10). Pomoci sestavené kalibraéni pifimky je poté mozno

dopocitat koncentraci neznamého analytu. Pak samotna validace spociva vtom, ze se
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zm&fi minimalné Sest kalibracnich roztokti minimalné Sestkrat. V nasem piipadé bylo
vytvofeni kalibracni piimky, které pfedchazelo méfeni minimaln€ Sesti paralelnich fad

0 osmi vzorcich danych koncentraci.

Area Ratio
6,5

e‘u—f y =0,0207145x + 0,00557620
R? =0,9998447
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graf 10: Kalibra¢ni ptimka metody stanoveni ampicilinu v lidské krevni plazmé& pomoci HPLC.
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graf 11: Kalibra¢ni ptimka pro nizké koncentrace stanoveni ampicilinu v lidské krevni plazmé& pomoci HPLC.
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Pfi méfeni pacientskych vzorkt (viz. kapitola 3.2.4.) se ukazalo, ze koncentrace
AMP v plazmé nedosahuje hodnot, pro které byl nastaven rozsah kalibra¢ni kiivky. Proto
bylo rozhodnuto nakalibrovat metodu i pro nizké koncentrace AMP, samoziejmé také

s niz$i koncentraci IS o hodnoté¢ 77 uM (graf 11).

Validace je ziskani objektivnich dukazl, Ze metoda, postup nebo pfistroj jsou
vhodné pro zamyslené pouziti. Ve farmacii je nutno dodrzovat parametry ICH (The
International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of

Pharmaceuticals for Human Use).

tab. 5: Parametry validace metody pro stanoveni ampicilinu v lidské krevni plazmé; byla validovana metoda pro nizké a
vysoké koncentrace ampicilinu.

Ampicilin nizké Ampicilin vysoké
Parameter
koncentrace koncentrace
Rozsah kalibracni krivky (mg/1) 2-18 10-300
Korelacni koeficient 0,9991 0,9998
leltvlfvarjtlflkace (mg/l) - 2402 10+16
namérena
Limit kvantifikace (mg/l) -
teoreticka (dle pfimé metody 1,7 9,0
signalu, IUPAC)
VytéZnost (%) 90 90

Procento podobnosti mezi jednotlivymi paralelnimi fadami méfeni nam udava
relativni smérodatnd odchylka vyjadfovana v procentech. Udava nam, jak je metoda

presna. V analytické praxi by procento této odchylky nemélo prekrocit hranici 15 %.

Spravnost metody je poté tésnost shody vysledku méteni s referencni hodnotou.

Vysledna hodnota je téZ udavana v procentech.

Poslednim méfenym parametrem je vytézek, tedy pomér mnozstvi analytu
Vv biologickém vzorku (ktery je pfed vlastnim méfenim upraven, v naSem piipadé pies
SPE) viéi mnozstvi analytu, ktery je rozpusStén v mobilni fazi. Toto stanoveni nam tedy
udava, jak velky signal bychom meéli ocekavat a jak velky signal skutecné mame.
Teoreticky by vytézek nemél byt 100%, jelikoz pti upravé vzorku dochazi ke ztratam.

Nicméné matrice vzorku mize zpusobit zvySeni vytézku analytu.

49



tab. 6: Méfeni pfesnosti a spravnosti metody pro vysoké koncentrace ampicilinu.

Méreni v rdmci jednoho dne (interday)

Pfesnost Spravnost Vytéiek

Koncentrace [mg/I] Primér zmérenych koncentraci [mg/I] [%] [%] [%]
10 8,73+£0,34 3,87 87,3 87
20 18,37 +0,51 2,75 91,8 84
40 41,48 £+ 0,94 2,27 103,7 86
60 62,80+ 1,68 2,68 104,7 95
80 81,65 + 4,98 6,10 102,1 104
100 103,75 + 3,99 3,85 103,8 89
150 158,72 + 3,50 2,20 105,8 90
300 326,10+ 7,81 2,39 108,7 89
Méreni mezi dny (intraday)
10 8,99 +0,33 3,65 89,9 -
60 62,65+ 3,28 5,23 104,4 -
300 309,24 £ 18,15 5,87 103,1 -

Vysledky méfeni pro validaci metody stanoveni AMP v lidské krevni plazmé jsou
pfesné a spravné. I kdyz sprdvnost metody se pohybuje nad sto procenty, chyba
nepiesahuje miru 15 %, tedy se vysledky daji povazovat za validni. Stejné tak vytézek
Vv jednom piipadé presahuje miru 100 %, zde se ziejmée jedna o zesileni signalu balastnimi
latkami, kdy se plazma nedostatecné precistila na SPE kolonkach. Zbylé hodnoty vytézki

se pohybuji okolo 80 %, coz je u biologickych vzorkli povaZzovano za vysokou vytéznost.

tab. 7: Méfeni pfesnosti a spravnosti metody pro nizké koncentrace ampicilinu.

Méreni v rdmci jednoho dne (interday)

Pfesnost Spravnost

Koncentrace [mg/I] Priamér zméfenych koncentraci [mg/1] [%] [%]

2,0 2,14 +0,07 3,10 107,2
2,5 2,65 0,09 3,36 106,0
5,0 4,72+0,11 2,38 94,4
10,0 9,19+0,68 7,44 91,9
15,0 15,39+ 0,38 2,49 102,6
18,0 19,21+ 1,67 8,69 106,7

Méfeni mezi dny (intraday)

2 2,02+0,14 6,72 101,1
5 4,94 +0,25 5,10 98,8
18 18,05+ 0,20 1,13 100,3

Jak jiz bylo zminéno, kvuli niz§i koncentraci AMP vV biologickém vzorku

a nedostatecnosti kalibra¢niho rozsahu metody, byla zavedena metoda pro méfeni nizkych
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koncentraci AMP. Stejné jako v predchozim piipadé jsou vysledky piesné a spravné. I
V tomto piipad€ jsou zatizeny chybou na vypoctu spravnosti, ale op€t chyba neptesahuje

15 % a vysledky jsou tedy validni.

V obou ptipadech byla prokdzana ptesnost a spravnost metody s ne ptili§ velkymi
rozdily pfi méfeni v ramci dne nebo meéfeni mezi dny. Jedinou vétsi odchylkou je

koncentrace 300 mg/ml.
3.2.3. Testy stability

Dle literatury je AMP stabilni v suchém stavu a jeho stabilita se zvysSuje, pokud je ve
form¢ sodné soli. Naopak je uvadéno, Ze vodny roztok ampicilinu v koncentraci 30 mg/ml
je stabilni pfi teploté 4 °C pouze po dobu 48 hodin, v nizsich koncentracich pak déle. Byl
tedy proveden test stability AMP v lidské krevni plazmé o koncentracich 10 mg/ml,
60 mg/ml a 300 mg/l. Testovani bylo uskute¢néno ve dvou provedenich, tedy pti
skladovani roztoku AMP v plazmé chlazeného v lednici pfi 3 °C a zamrazeného AMP

pfi - 70 °C.

140

130 A

120 4

110 4

g 80

)

g " m 10 mg/l

@ 60

= w 60 mg/l
300 mg/I

Koncentrace ampicilinu v krevni

1.den 2.den - chlazené 2.den-zamrazené 8.den-zamrazené 30.den -zamrazené

graf 12: Stabilita ampicilinu v lidské krevni plazmé pti uchovavani v 3 °C (chlazené) a -70 °C (zamrazené) v prib&hu
dni.

Méteni ukéazalo, ze AMP se lidské krevni plazmé nijak vyrazn€ nerozpada. Naopak
byly detekovany hodnoty ptesahujici 100 %. V tomto piipadé mize hrat roli lidsky faktor,
kdy bylo do vzorku pfiddno vice ¢i méné IS, dle kterého pak byla dopoctena vyssi
koncentrace AMP. Navzdory tomu, chyba méfeni i tak nepfesahla 15 %. M¢fteni se vice

zam¢iuje na vzorky zamrazené. Chlazené vzorky byly méfeny pouze po jednom a dvou
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dnech. Ampicilin byl rozpustén v lidské krevni plazmé a nebylo vhodné plazmu uchovavat
chlazenou déle, i pfi podminkach snizsi teplotou dochazi k degradaci plazmatickych

proteinti, coz by mélo vliv na vyslednou koncentraci AMP.
3.2.4. Pacientské vzorky

Pacienti zafazeni do studie souhlasili s vyuzitim vzorkt krve a vyuziti relevantnich
klinickych a laboratornich dat (jako jsou zékladni laboratorni parametry, aktualni medikace
uzivand v dobé odbéru, informace o dalSich 1éCivech podanych béhem operace) k

vyzkumnym ucellim (ptiloha 1).

Ampicilin v kombinaci se sulbaktamem se podava jako profylaktické zajisténi
pacientd pifi operacich s vyuzitim CPB. Pacientim bylo antibiotikum podavano pied
operaci a béhem operace byly pravidelné odebirany vzorky krve (pfiloha 2-7), ve které
byla nasledné koncentrace AMP stanovovana. Krevni vzorky byly odebirany z katetru,
ktery je pacientim standardné¢ zavadén pii operacich, do zkumavek obsahujici
protisrazlivou latku heparin. Béhem operace bylo odebrano maximalné 15 vzorki
0 celkovém objemu neptesahujicim 15 ml. Vzorky byly po odbéru ihned pteneseny ke

zpracovani na Ustav farmakologie LF UP.

tab. 8: Zakladni farmakokinetické parametry popisujici kinetiku ampicilinu u studované populace. cmax — maximalni
hladina; Cmin — minimalni hladina; Vg — distribu¢ni objem; T12 — polocas; ke — elimina¢ni konstanta; T12 cre — polo¢as
béhem CPB, ke cre — elimi.

Parametr Primér  St. odchylka
Chnax [mg/1] 114,2 24,8
Cmin  [mg/l] 14,7 6,1

V4 (n 27,5 5,6
Tis2 [h:min] 0:50 0:03

ke [min™] 0,014 0,001
T1/2 cps [h:min] 2:02 0:22
kecpe  [min™] 0,006 0,001

Z tab. 8 lze vidét, zékladni farmakokinetické parametry pro dany Iék, v naSem
pfipad¢ ampicilinu. Primérna maximalni koncentrace ampicilinu v plazmé byla naméfena
114,2 mg/l a primérnd minimalni koncentrace u pacientti dosahovala 14,7 mg/l. Vyssi
standardni smérodatné odchylky jsou zplsobeny interindividudlni variabilitou mezi
pacienty. Proto jsou napiiklad do klinickych studii zahrnovdny mnohem vys§i pocty

pacientt v fadech tisictli, aby se prokdzala uc¢innost studovaného léku.
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tab. 9: Vazba na plazmatické bilkoviny v priib&hu hladin (pacient €. 1).

Volna frakce Vazana frakce

0,76 0,24
0,78 0,22
0,89 0,11
0,78 0,22
0,71 0,29
0,74 0,26
0,78 0,22

Grafy 13a az 13f ukazuji hladiny ampicilinu v prib&hu operace u Sesti z nahodné

vybranych pacientl zafazenych do studie.

ng/

a ' et ' e b)

Pacient 5 Pacient 6

o ' )

graf 13a — 13f: Prabéh celkovych hladin ampicilinu u pacientd béhem operace. Cervenou tisetkou je vyznadeno trvani
mimotélniho ob&hu.
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Vazba na plazmatické bilkoviny byla meéfena pouze u jednoho pacienta pro
srovnani s udaji v literatufe. Primémd vazba na plazmatické bilkoviny byla
u analyzovaného pacienta 22,3 %, coz odpovida literdrnim Gdajim. Vzhledem k tomu, Ze
k zachovani profylaktické u¢innosti by volné plazmatické koncentrace nemély klesat pod
hodnoty MIC uvaZzovanych patogent, lze pribéhy celkovych hladin v grafu 13 vynasobit

podilem volné frakce a ziskat tak priibéh uc¢innych koncentraci.

VSsichni zméfeni pacienti na konci operace udrzeli hladinu volného ampicilinu nad
breakpointem udavanym EUCAST pro ampicilin, tj. 8 mg/l, ¢i jen tésné pod nim (7,8 —
21,3 mg/l nevazané frakce). Vysledky ukazuji, Ze soucasné davkovani je dostatecné, ale
u nékterych pacientl je nutné pii vyssi télesné hmotnosti nebo delsim pribéhu operace

vc¢as podat udrzovaci davku.
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5. Zavér

Cile stanovené pred vypracovavanim této prace se podafilo splnit. Byla vypracovana
literarni reSerSe zaméfena na beta-laktamové antibiotikum ampicilin a vysokotlakou
kapalinovou chromatografii. Dalsim cilem prace bylo zavést metodu stanoveni ampicilinu
v lidské krevni plazmé s pouzitim HPLC. Metoda je ptfesnd, spravna, reprodukovatelna
apouzitelnd v praxi. Zavedeni této metody do klinické praxe umoznuje optimalni
davkovani profylaktického antibiotika u operaci s vyuzitim mimotélniho ob&hu. Tato
metoda se bude dale vyuzivat na Ustavu lékaiské farmakologie LF UP pro méfeni
pacientskych vzorkd a mohou ji vyuZzivat i pro stanovovani i jiné laboratofe. Dale bylo
zjisténo, Ze pii kratkodobém uskladnéni vzorkd ampicilinu v lidské krevni plazmé pii
teplotach 3 °C nedochazi k jeho degradaci. Stejné tak je tomu v pifipadé dlouhodobého
uskladnéni vzorkl pfi teplotdich — 70 °C. Experimentalné vypoctend vaznost ampicilinu se
pohybovala v rozmezi uvedeném v literatufe. Koncentrace antibiotika podavaného béhem
operace vyrazné neklesla pod hranici 8 mg/l, tedy se hladina pohybovala nad minimalni
inhibi¢ni koncentraci. Davkovani ampicilinu je tedy dostatecné, ucinné a jeho Uprava je
nutnd pouze v individudlnich pfipadech, jako je prodlouzeny cas operace, ¢i vyssi

hmotnost pacienta.
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8. Prilohy

Priloha 1: Informovany souhlas pro ucastnika studie - vyzkumného projektu

Informovany souhlas pro Uucastnika studie - vyzkumného projektu

Nazev projektu: Zmény populacni farmakokinetiky vybranych profylaktickych antibiotik u
kardiochirurgickych operaci s vyuzitim mimotélniho obé&hu

Cil projektu: Cilem projektu je popsat zmény chovani antibiotik podavanych preventivné
béhem kardiochirurgickych vykon( s vyuzitim mimotélniho obéhu a bez jeho pouziti.
Vystupy hodnoceni pfispéji k budouci lepsi individualizaci davkovani, ktera zajisti vyssi
pravdépodobnost dosazeni optimalni uc€innosti antibiotické prevence a snizi tak riziko
vzniku infekce a/nebo vzniku bakterialni rezistence.

Provadéné vykony: K urCeni parametrl chovani léku v téle (tj. napf. jeho poloCasu) je
potfeba ziskat vzorky krve, které budou dale zpracovany V laboratofi, kde budou
stanoveny koncentrace l€Civa v jednotlivych ¢asech.

Krevni vzorek bude ziskan z katetru (cévniho pfistupu), ktery je pacientim standardné
zavadén pfi operaci, neni tedy potfeba Zadného vpichu navic. Béhem operace bude
odebrano maximalné 15 vzorkd o celkovém objemu nepfesahujicim 15 ml (objem jedné a
pul standardni laboratorni zkumavky).

Ugastnik studie timto souhlasi s vyuzitim vzorkd krve a vyuZiti relevantnich klinickych a
laboratornich dat (jako jsou zakladni laboratorni parametry, aktualni medikace uzivana
v dobé& odbéru, informace o dalSich IéCivech podanych b&éhem operace) k vyzkumnym
aceldm.

Mozna rizika, nesnaze a obtize pro subjekt hodnoceni: Odbér krve ze zavedeného
katetru provedeny béhem celkové anestezie nepfedstavuje zadné nepohodli €i zvySené
riziko nad ramec standardni klinické péce.

Pro uc€astnika studie se bezprostfedni klinicky pfinos neoCekava, |é€ba bude vedena dle
standardnich klinickych postupl. Vysledky mohou v budoucnu pfispét k pfesnéjsSimu a
cilen&j$imu davkovani antibiotik u pacienti podstupujicich stejny chirurgicky vykon. Ugast
je bezplatna a dobrovolna.

Vysledky budou zpracovany a publikovany tak, aby nebylo mozno zjistit totoznost
jednotlivych Ggastniki. Ugast ve studii je dobrovolna a mate kdykoliv moZnost od ni
odstoupit bez udani divodu.

Predpokladany celkovy pocet u€astniku studie je 120.

Vylu€ovaci kriteria:

vyznamna rendlni insuficience (kreatinin > 200 pmol/l) pfipadné chronicka dialyzacni
lécba,

BMI <17 nebo >35 kg/m?,

hepatalni insuficience (elevace nékterého z jat. testl nad 3x ULN),

pfedchozi podavani ATB zvoleného pro profylaxi v obdobi 3 dnd pfed operaci,

pouziti elimina¢nich metod (dialyzy) béhem sledovaného obdobi
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Ugastnik — jméno a pfijmeni:

Rodné &islo Datum narozeni:

(Cislo pojisténce): (neni-li rodné Eislo)

Vzor vyplnéni S .
(zatrzeni): Zakrouzkujte zvolenou odpovéd ANO) NE
Byl(a) jsem srozumitelné informovan(a) o vyzkumném projektu, o jeho cili a
D e ANO NE
provadénych postupech.
Byl(a) jsem informovan(a), ze ma ucast je dobrovolna, od ucasti na studii ANO  NE
mohu kdykoli odstoupit, bez postihu ¢i ztraty vyhod, na néz mam jinak narok.
Po vySe uvedeném seznameni prohlasuiji:
- Ze souhlasim se zafazenim do studie a provedenim vykonu a v pfipadé
vyskytu neocCekavanych komplikaci, vyzadujicich neodkladné provedeni ANO NE
dalSich zakrokd nutnych k zachrané Zivota nebo zdravi, souhlasim s jejich
provedenim.
Datum: Hodina Podpis ucastnika
Jméno, pfijmeni zdravotnického pracovnika, Podpis zdravotnického pracovnika,
ktery(a) podal(a) informaci ktery(a) podal(a) informaci
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Piiloha 2 - 7: Protokol o odbéru vzorkii u pacienti 1 - 6

Lékarska fakulta
Univerzity Palackého FAKULTNI NEMOCNICE
v Olomouci OoLOMoucC

Protokol o odbé&ru vzorkd

Cislo pacienta: 1 /UNA/PUMP RC:

Datum operace (dd/mm/rrrr) : Z/_Z:/ZO@ Cas zahajeni operace (incize) (hh:mm): &1&{

Cas podani profylaktického ATB (hh:mm): i_\%j Pfipravek a davka: Ubs &,V") 1 %’ KV

Zkumavku oznaéit €ISLO-VZOREK (hap¥ brat z arteridlniho katetru, uloZit na ledovou t#ist.

Vzorek Piesny é?s odbéru Hematokrit
v1. 15 minut po podani: i $ | 1

o~
0

v2. 30 minut po podéni
(pokud jesté neni spustén CPB)

Cas spusténi CPB:
¢3. 15 minut po CPB 25
+4. 30 minut po CPB __/_%
+5. 60 minut po CPB
6. 120 minut po CPB i
L 7. pred odpojenim CPB sz

Cas ukon&en{ CPB:
8. (pfed dalsi ddvkou ATB) e s
«'9. pred ukonéenim operace 7I_\L:} 46[ !1

Perioperaéni informace: 2
”—— /7\f /D/K(Lwca/ ( 4’ el

R R PBla R o
> B els &

podané transfizni pkipravky (objem a casy)

mmrmalnfkrevnltlak 9 / 9

minimalni teplota: JL}' |.°C

n
diuréza béhem operace: L0 mi

o vy A L 74 /
Casy a objemy podanych infuzi (mimo transfaze): o = ¢7 A A ";‘/Zl /'/ ‘7//’4“1’/'/

v gple A .
dévky a ¢as vazopresor: / - 77 é‘“’[‘ ‘//ﬁ/ oAz pacq po

s h
Informace k CPB /

Priming: _M

Flow: ‘rlZ L/ ““\,vl,

Ustav farmakologie

Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci
Hnévotinska 3 | 779 00 Olomouc | T: 585 632 556
jan.strojil@upol.cz | www.If.upol.cz
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Lékarskd fakulta £
Univerzity Palackého &7 FAKULTNI NEMOCNICE
$a oLomouc

v Olomouci
Protokol o odbéru vzork

Cislo pacienta: 2 /UNA/PUMP RE:

Datum operace (dd/mm/rrrr) Zﬁ/@&‘_‘? Cas zahajeni operace (incize) (hh:mm): iﬂ

Cas poddni profylaktického ATB (hh:mm): l&_ﬁ Pfipravek a davka: UAJO*”"/V /ij A0

Zkumavku oznaéit ISLO-VZOREK (na 4), odebrat z arteridiniho katetru, uloZit na ledovou t¥it.

Vzorek PFesny ¢as odbéru Ibewatokrit
1. 15 minut po poddni: i :r_(
2. 30 minut po podani 8_—_@
(pokud je3t& nenf spustén CPB)
3. pred spusténim CPB (LQ_S
Cas spusténi CPB: i_ﬂ
15 minut po CPB [1 ::lé’
30 minut po CPB :3:&_’
60 minut po CPB [0 25

120 minut po CPB

pfed odpojenim CPB @:{0
Cas ukonéenf CPB: ”2(7_0

9. (pfed dalsi ddvkou ATB)

10. pfed ukonéenim operace /Z_T,

QN o gvi s

Perioperaéni informace:

podané transfuzni p¥ipravky (objem a Casy):

minimaInf krevnf tlak: 7 33 HND/?ECZN
minimélnfteplotaéﬂhc

diuréza bé&hem operace: XOO ml

¢asy a objemy podanych infuzf (mimo transfiize): AAL#2 Fhio b/ o008 AV 7 -
2o 5 i
NGER AP P 0 o —E T '//‘()ZO ke Cl oty o0 MoIC , o %py

Y

7
ddvky a Cas vazopresorti: __AJOLALY, ki 1) (3)03 %/ Fo—

Informace k CPB
Priming: _~ (Y00
Flow: % A /(’ /‘7//\/

Ustav farmakologie

Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci
Hnévotinska 3 | 779 00 Olomouc | T: 585 632 556
jan.strojil@upol.cz | www.If.upol.cz
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Lékaska fakulta (’ I
iverzity Palackéh W Y FAKULTNI N
Univerzity Palackého 7 aLomout

v Olomouci ;
Protokol o odbéru vzorki
Cislo pacienta: i/UNA/PUMP RE:
Datum operace (dd/mm/rrrr) : é é/ﬁcf Cas zahdjenf operace (incize) (hh:mm):&:ﬁ
Cas podani profylaktického ATB (hh:mm): 287 pripravek a dévka:  (/IBEM 2 { NN

Zkumavku oznaéit ¢fSLO-VZOREK (nap¥. 17-4), odebrat 2 arterilniho katetru, ulo¥it na ledovou tFist,

Vzorek Pfesny ¢as odbéru I‘vl/ematokrit
1,) 15 minut po poddni: ? 06 a4
2, 30 minut po poddani ZZ
(pokud jest& nenf spugtén CPB)

@ pred spusténim CPB (L(ﬂ‘

Cas spusténi cPB:

4.) 15 minut po CPB

.} 30 minut po CPB
’\) 60 minut po CPB
7.” 120 minut po CPB
8.) pfed odpojenim CPB

SRR [
o N

Cas ukon&enf CPB:

9. (pfed dals ddvkou ATB) i

@pFed ukonéenim operace AN

ol

|

Perioperaéni informace: Y

podané transfzni pfipravky (objem a Casy): ﬁ/
minimélIni krevni tlak: ﬁ/_'Z_OL’VN?/FC G
minimélniteplota:M“C

diuréza bdhem operace: _ // 90 mi :
Casy a objemy podanych infuzf (mimo transfaze): AU WEER FLA D A/ J’VU’-’Q
_LUEFENON Agoo £ I Y, Ml A Joo £, 4
ddvky a ¢as vazopresor: /(/O’M’O'L”E'MA/"/ ‘702 //(/a/ £~ HU 3

WA= LIL)
¢

Informace k CPB

Priming: /C)@)‘
Flow: (7/ 9 }7 / Nk

7

Ustav farmakologie

Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci
Hnévotinska 3 | 779 00 Olomouc | T: 585 632 556
jan.strojil@upol.cz | www.If.upol.cz
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Lékai'sk fakulta
Univerzity Palackého ' FAKULTNI NEMOCNICE
T OLomouc

v Olomouci

Protokol o odbéru vzorkd

Cislo pacienta: 4 /UNA/PUMP RE:
5. . ’ 0
Datum operace (dd/mm/rrrr) /L//_ZJ ZC’/V} Cas zahajenf operace (incize) (hh:mm): _:LD

Cas podéni profylaktického ATB (hh:mm): i_g Pfipravek a davka: UU/\(VW@”, OS M.

Zkumavku oznadit C[SLO-VZOREIMH-M, odebrat z arteridlniho katetru, ulofit na ledovou t#&t.

Vzorek Piesny &as odbéru Hﬁ okrit
1. 15 minut po podéni: 08 _R?t_
2. 30 minut po podéni Tl
(pokud jedt& nenf spustén CPB) L
3. pfed spusténim CPB X_E’

% 70
Cas spusténi CPB: {;L_Z_/
: ’l(
4. 15 minut po CPB :
5. 30 minut po CPB R
6. 60 minut po CPB //0_ -
7. 120 minut po CPB :
8. pred odpojenim CPB Vi d?
Cas ukonéenf CPB: ﬂﬂ

9. (pfed dalsi ddvkou ATB)

10. pfed ukonéenim operace 7/ Wz (z—f

Perioperaéni informace:

podané transfizni p¥ipravky (objem a &asy): K
minimalinf krevni tlak: _/__%L/\'/ﬁ/c//”(é
miniméini teplota: M"C

diuréza béhem operace: 265’ ml

Casy a objemy podanych infuzf (mimo transfize): Aindo ol #ivey Toca—2
Up Ittt cino)nd foo £ PN gy Y ‘ol agy. fos_f£

dévky a &as vazopresorii: 7

o

byt
TJdO0 XK P

A

Informace k CPB

Priming: /2 Yo ‘“f

Flow: L7/1 ’-'(7/‘7/’\/

Ustav farmakologie

Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci
Hnévotinska 3 | 779 00 Olomouc | T: 585 632 556
jan.strojil@upol.cz | www.If.upol.cz
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Lékatska fakulta
Univerzity Palackého ' " FAKULTNI NEMOCNICE
v Olomouci OLOMOUC

Protokol o odbéru vzorka
Cislo pacienta; 5 /UNA/PUMP RC:

Datum operace (dd/mm/rrrr) &/l/ziﬂ Cas zahajeni operace (incize) (hh:mm):&_/”

Cas podéni profylaktického ATB (hh:mm): _L:il— Pfipravek a davka: UM‘-( ™ 46 v

Zkumavku oznatit €ISLO-VZOREK (napt. 17-4), odebrat z arteridlniho katetru, ulo¥it na ledovou t¥iEt.

Vzorek Pfesny &as odbéru Hematokrit
15 minut po podanf: _g_'oo e

30 minut po podéni g_ﬂz
_ (pokud je3té neni spustén CPB)
@ pied spuiténim CPB 110

Cas spusténi CPB: QZ_“_L_

4.") 15 minut po CPB %:’#

.5 30 minut po CPB 9 ¢
6.) 60 minut po CPB A2 16
7. 120 minut po CPB :

pred odpojenim CPB M zIE

Cas ukonéeni CPB: 44_Z_L
9. (ped daléf dévkou ATB) 42 .
pfed ukonéenim operace A2 :00

Perioperaéni informace:

podané transflznf pfipravky (objem a Casy): /
minimainikeevnitiak: ___/ 2P HTAPfhee o

minimélnf teplota: MT

diuréza béhem operace: 4*(00 ml

¢asy a objemy podanych infuzi (mimo transfgze): PAMEERFen0m 40";7;:

e < ; ; i
PfER Ferrpo) v g (() :,-40 ¥4 A-/‘LCZ @ C/% Aoy / “44
4

T [
i s 20 _iiggdo
davky a ¢as vazopresord: _ V02010 24z na oS ’7'(7( 7dr 7 7 /0 ;

Informace k CPB

Priming: MOO
Flow: 9{ 4 ///4//\/

Ustav farmakologie

Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci
Hnévotinska 3 | 779 00 Olomouc | T: 585 632 556
jan.strojil@upol.cz | www.If.upol.cz
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Léka¥ska fakulta (’
Univerzity Palackého NV FAKULTNI NEMOCNICE

v Olomouci LS oLomMouc
Protokol o odbéru vzorki
Cislo pacienta: 6 /UNA/PUMP RC:

Datum operace (dd/mm/rrrr) /ﬁli/%ﬂ/ Cas zahajen{ operace (incize) (hh:mm): ﬁﬁ

Cas podéni profylaktického ATB (hh:mm): /liil_ PFipravek a davka: [//V/QJQ‘/N 30." AR

Zkumavku oznadit €[SLO-VZOREK (napt. 17-4), odebrat z arteridlniho katetru, ulo¥it na ledovou tFist,

Vzorek fesny ¢as odbéru Hematokrit
1. 15 minut po podéni: //‘f Cb’ qu L2

2. 30 minut po podéni /}EI&__
(pokud je$té neni spustén CPB) )

3. pfed spusténim CPB _'LZC’
Cas spusténi CPB: Q_Z %

4. 15 minut po CPB /ZLQ 71

5. 30 minut po CPB 1:8€ .

6. 60 minut po CPB :;__;v 3

7. 120 minut po CPB S ;

8. pred odpojenim CPB AR SO do
Cas ukonéeni CPB: 4}_&

9. (pfed dalsi dévkou ATB) 4 ;

VR
10. pted ukon&enim operace /7171 /‘S -

Perioperacni informace:

podané transfuzni pfipravky (objem a ¢asy):
miniméIni krevnitlak: ____ / 723 Hp P/{C, -
minimalni teplota:%‘_’[ﬁ °C

Pl N
diuréza béhem operace: & o ml

- - #1540, %
¢asy a objemy podanych infuzi (mimo transfize): /A no &t Cmiires, yp T, A A~ T 7
S pt Lty A2 N 4 Z'-“, M(X/t 04 ) Mg, AY"
[

= e
davky a &as vazopresor(: /\"'\@L‘O’LWM [©) %O(lu(/,cg‘ ™~ 12

Informace k CPB
Priming: fhasl
Flow: ?/‘FT/( el

Ustav farmakologie

Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci
Hnévotinské 3 | 779 00 Olomouc | T: 585 632 556
jan.strojil@upol.cz | www.If.upol.cz
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