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Souhrn

Teoretickd ¢ast diplomové prace je zamétena na analyzu 1éCiv hmotnostni spektrometrii.
Dale se prace zaméfuje na desorpéni techniky hmotnostni spektrometrie, konkrétné
na desorpéni nanoelektrosprej (nanoDESI), vyvinuty na Katedfe analytické chemie,
Ptirodoveédecké fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci, transmisni desorpcni elektrospre;j
(TM-DESI) a desorpci/ionizaci laserem za ucasti matrice (MALDI) a piiklada jejich pouziti.
Jsou zde zminény analyzatory, které lze vyuzit pro spojeni s desorpénimi technikami.
Nasledujici kapitoly pak pojednavaji o vykladu zékladnich pojmii, jako je 1é¢ivo, Gi¢inna latka,
pomocna latka, 1é¢ivy ptipravek, a samotném rozdéleni 1é¢iv do riznych kategorii. Posledni
¢ast se zabyva analyzou vybranych uc¢innych latek, kterymi byly kyselina acetylsalicylova,
paracetamol, ibuprofen a kofein.

Experimentalni ¢ast se vénuje desorpnim technikam, vyjmenovanym vyse, V analyze
lé¢iv hmotnostni spektrometrii a jejich porovnanim. Déle je zkouman vliv piipravy vzorkl
u jednotlivych technik. U ioniza¢nich technik laserem (MALDI-QTOF a MALDI-SYNAPT)
je také zkouman vliv matric.

Vysledky téchto experimentti ukazuji na lepsi odezvy a rychlosti méfeni technikami
nanoDESI-QTOF a TM-DESI-QTOF nez technikami MALDI. MALDI techniky vSak oproti

DESI technikam maji vyhodu v méfeni v sekvenci.



Summary

Theoretical part of diploma thesis is focused on drug analysis by mass spectrometry.
Further, the thesis focuses on desorption ionization techniques of mass spectrometry, namely
a desorption nanoelectrospray ionization (nanoDESI), developed at the Department
of Analytical Chemistry, Faculty of Science, Palacky University in Olomouc, transmission
mode desorption electrospray ionization (TM-DESI), and matrix assisted laser
desorption/ionization (MALDI), and examples of their usage. There are mentioned some
analyzers which can be used for connection with desorption ionization techniques. Following
chapters describe the interpretation of basic concepts, such as a drug, active substance,
excipient, medicinal preparation, and the sort of drugs into different categories. The last part
deals with analysis of selected active substances which were acetylsalicylic acid, paracetamol,
ibuprofen, and caffeine.

The experimental part focuses on desorption ionization techniques listed above in the
analysis of pharmaceuticals by mass spectrometry and their comparison. It is also studied
the influence of sample preparation for each of techniques. The influence of matrixes
is studied for laser ionization techniques (MALDI-QTOF and MALDI-SYNAPT).

The results of these experiments showed a better response and speed of measurements
by techniques nanoDESI-QTOF and TM-DESI-QTOF than MALDI techniques. However,
MALDI techniques in compared with DESI techniques have the advantage in measurement

in sequence.
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1. Uvod

Analyza IéCiv je v posledni dobé aktudlni téma, nebot’ kazdym dnem se vyrabéji nova
léciva a na svété existuje stale vice uzivateld jakychkoliv 1é¢iv. Hlavnim zdjmem studia 1é¢iv
je znec€isténi zivotniho prostiedi, vliv moznych nezadoucich G¢inkt na Zivot ¢loveka, pripadné
zvitete, a také vyroba novych uc¢innych latek. Existuje mnoho technik pro analyzu IéCiv.
V minulosti se vice jednalo o kapalinovou ¢i plynovou chromatografii, avS§ak nyné¢jsi doba
sizada inovace v téchto analyzach, pfedev§im ve zrychleni analyzy a snizeni narokt
na ptipravu vzorkd.

Cilem této diplomové prace je analyza vybranych IéCiv desorpénimi technikami
hmotnostni spektrometrie a jejich srovnani. Jednd se o tfi iontové zdroje — desorpéni
nanoelektrosprej  (nanoDESI),  transmisni  desorpéni  elektrosprej  (TM-DESI)
a desorpce/ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI). Testovana byla vhodnost téchto

iontovych zdroji pro screeningové ucely.



2. Teoreticka cast

2.1 Analyza 1éciv hmotnostni spektrometrii

Farmaceutické ptipravky se v poslednich letech dostavaji do zdjmu védecké komunity,
nebot’ tyto latky maji za nasledek zneCiSténi prostiedi, nikoliv primarné z vyroby,
ale vSeobecnym a neustalym pouzivanim u clovéka a zvirat. Biologickd aktivita téchto
sloucenin miize vést k neptiznivym vlivim na vodni ekosystém a potencialn€ i na pitnou
vodu. V lidském téle mohou byt léCiva pfeménény na jeden nebo vice metabolitd a vylucuji
se jako smés pivodni slouCeniny a metabolitl, pficemz mateiska slouCenina je v Castych
piipadech minoritni slozkou. Nicméné, nékteré léky jsou hife metabolizovany a jsou
vyluCovany v nezménéné formé. Stupenni metabolizmu zavisi na spousté faktorech,
jako jsou veék, pohlavi, etnika, stav pacienta a doba podani Iéku. V dneS$ni dobé
jSou nejb&zn&ji pouzivanymi metodami pro analyzu 16¢iv techniky LC-MS a GC-MS.*

Metody SPE a LC-MS/MS byly pouzity pro studium 16 1é¢iv: anti-epileptikum
karbamazepin, analgetickd/protizanétliva 1éCiva (megenamova kyselina, indometacin,
ibuprofen, naproxen, diclofenac, ketorolac, acetaminofen), analgetické opium kodein,
antidepresiva (fluoxetin,  paroxetin), B-blokatory (atenolol, propranolol), antibiotika
(trimetoprim, metronidazol, erytromycin) a léCiva na viedy (ranitidin) v odpadni
vodé€ nemocnice. Metoda umoziuje simultdnni SPE extrakci farmaceutickych sloucenin.
Analyty byly identifikovany a kvantitativné stanoveny LC-MS/MS. Vytéznost 1é¢iv byla
vy$s§i nez 75 %, S vyjimkou ranitidinu, a s celkovou variabilitou metody niz§i nez 9 %.
Piesnost metody, vypoétena jako relativni smérodatna odchylka (RSD) byla v rozmezi
0,3-4,9 %. Metoda vyvinutd v této praci se ukazala jako cenny nastroj pro analyzu odpadnich
vod pochazejicich z nemocnic a zdravotnickych zakizeni.?

Nasledujici studie pojednava o vyvoji metody GC-MS pro analyzu 1é€iv, zahrnujici
extrakci analytd pomoci SPE. Zkoumanymi 1éCivy byly: aspirin, kofein, karbamazepin,
diclofenac, ketoprofen, naproxen, ibuprofen, klofibrat, kyselina klofibrovd a gemfibrozil,
v riznych vzorcich vody (odpadni a povrchové). Po filtraci byly vzorky extrahovany
a koncentrovany pomoci Cig nebo HLB cartridge, v zavislosti na charakteru slouéeniny.
Byly kontrolovany a optimalizovany podminky skladovani vzorkt tak, aby byla zajisténa

ochrana farmaceutické slozky. Pro vétSinu léciv byla vytéZnost vrozmezi 53-99 %.



Tato studie se ukdzala jako cennd pro dalSi vyvoje metod pro analyzy odpadnich
a povrchovych vod.?

Zkoumani syntetickych organickych sloucenin a sloucenin nalezenych v ptirodé
se provadi ve velikém métitku. V dnesni dobé se testovani takovychto sloucenin odehrava
ve farmaceutickych laboratotich, farmaceutickych spole¢nostech a v neposledni tadé také
V laboratofich univerzit a riznych instituci. Dulezitym cilem této studie je najit nové latky
s farmakologickou aktivitou. Ve farmaceutickych spolecnostech je hlavim zdmérem
najit nova a zaroven U¢innéjsi 1éCiva. Dalsim krokem po izolaci sledované latky, je pouZiti
screeningovych metod.*

Desorpénimi iontovymi zdroji minime takové zdroje, které pomoci daného mechanismu
predaji svou energii analytu. Odtud se pak desorbuji ionty, které jsou usmérnény

do hmotnostniho analyzatoru.” V této diplomové praci se konkrétng jednalo o iontové zdroje

MALDI, nanoDESI a TM-DESI.

2.2 MALDI

MALDI — Desorpce/ionizace laserem za tcasti matrice (z angl. Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization) je me¢kka ioniza¢ni technika, ktera umoziuje citlivou analyzu velkych,

netékavych a labilnich molekul hmotnostni spektrometrii.6

Principem této metody
je generovani ionti pro hmotnostni analyzu laserovym zafenim za WcCasti matrice
(Obrazek 1.).” Analyzovany vzorek je umistén na kovovou desticku a pokryt vrstvou matrice
(uvedeny v Tab.l.). Tato matrice je schopna po ozafeni laserem piedat svou energii analytu,
ktery se timto procesem ionizuje, a takto vzniklé ionty jsou usmérnény do hmotnostniho

analyzatoru. Pouzivané matrice musi absorbovat laserové zafeni a musi byt v prebytku.

Zrcadlo 4
[ Laser

ANALYZATOR DETEKTOR
Analyt —[7A / H -
5 — YN T .
s \'/ +\" L\i—}"‘\'/ A S ¥
Matrice — | 4% S (+) U’J:jr) e @
| A H . 1)
Alkceleracni Prilletova
elektrody trubice

(19-25 kV)

Obrdzek 1. Princip iontového zdroje MALDI.(pievzato z cit. °)



Pomoci MALDI jsme schopni analyzovat proteiny, oligosacharidy 1 peptidy
a pfi vyuziti MALDI k zobrazovani hmotnostni spektrometrii dokazeme zjistit distribuci
téchto analytd V Zivoc¢iSnych, ale irostlinnych tkanich. Prostorové rozliSeni je omezeno

velikosti laserového paprsku, laserovy paprsek ma §itku b&zné okolo 5 - 50 pm.”®

Tab. I Nejcastéji uzivané matrice pro MALDI-IMS, jejich molekulova hmotnost, vinova

r v . ’ v s T+
délka pouzitého laseru a selektivni pouziti.”®

Matrice M, Laser A [nm] Pouzitelné pro:

o , lipidy, malé peptidy, sacharidy,
Kys. 2,5-dihydroxybenzoova (DBH) 154 337 nukleotidy
Kys. a-kyano-4-hydroxyskoficové (CHCA) 189 266,337 ~ Peptidy, malé proteiny, lipidy,

glykoproteiny, nukleotidy

é)f\) 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoticova 294 266, 337 K(;,ldlii fggﬁie;?géeiil}z/kOprOteiny’
2,4,6-trihydroxyacetofenon (THAP) 186 337 oligonukleotidy, lipidy

Kys. 3-hydroxypikolinova (3-HPA) 139 337,355  oligonukleotidy

Kys. pikolinova 123 266 oligonukleotidy
2,6-dihydroxyacetofenon (DHAP) 152 337,355  fosfolipidy, velké proteiny

Kys. nikotinova 123 266, 337, 355 proteiny, oligonukleotidy

MALDI ionizace ve spojeni s priletovym analyzatorem nachazi uplatnéni v mnoha
analytickych odvétvich. Mezi konkrétni priklady patii identifikace proteina', analyza

bakteri{***®, charakterizace peptida**, analyza lipida*>*® 1718

nebo analyza 1é¢iv

Jednou z aplikaci MALDI bylo sledovani zmény hladiny ethanolaminu mysiho plodu
Ujedinct lécenych na vysoky tlak. Vzhledem ktomu, Zze o serotoninu, homocysteinu
a oxytocinu je znamo, ze kolisaji v pribéhu téhotenstvi savcii, rozhodli se védci zaméfit
na amin. Konkrétné na ethanolamin, ktery je spojen se zménami krevniho tlaku v biezosti
my$i. Na druhé stran¢ byl popsan neptiznivy vliv zmén hladin téchto hormont u onemocnéni
komplikujicich téhotenstvi, jako je praveé vysoky tlak, ktery na celém svété postihuje az 10 %
budoucich matek a ma za nasledek poSkozeni ledvin, jater a srdce. Poruchy matetského
metabolismu amint, jako je napfiklad hormon §titné Zldzy a homocystein, nijak neovliviiuji
metabolické procesy plodu. Naproti tomu jsou pozorovany nitrodéloZzni retardace rlistu
a perinatalni amrti plodu (tj. tmrti novorozence do 7 dni ode dne porodu). Snazime-li

se porozumét zménam plodu a nemocem spojenych s téhotenstvim, musime pozorovat aminy,



které jsou v extrakénim vzorku plodu. Technika MALDI-TOF/MS se timto experimentem
ukazala jako schopna pro detekei latek v klinickém a forenznim odvétvi.*®

V nedavné dobé byl uveden na trh hmotnostni spektrometr s iontovou mobilitou
SYNAPT, ktery ve spojeni s MALDI muize zvysit potencial hmotnostné spektrometrického

zobrazovéni (MSI — mass spektrometry imaging), lze jej vyuzit v biologickém vyzkumu?*?®

a charakterizaci chemickych materiald®*?®, kombinuje nejvy$si vykon s vykonnymi
pracovnimi postupy a nabizi nesrovnatelnou experimentalni vSestrannost.

Hmotnostni spektrometry zfady Synapt-G1/G2 jsou velice pouzivané pfistroje
pro MALDI-MSI. Typické rozliSeni téchto pfiistroji je okolo 50 um, coZ je Casto nizsi
neZ pozadované rozliSeni bunék. Tento experiment ukazuje prvni priklady pouZiti
MALDI-MSI prokazujici rozliSeni 10 um ziskané pravé pristrojem Synapt G2-S HDMS
bez zvySovani mnozstvi vzorku. Tohoto zlepSeni se dosahlo pomoci tvarovani laserového
paprsku. V této studii byla pouzita matrice dithranol, ktery je efektivni matrici
pro zobrazovani kyselych lipidd, jako jsou sulfamidy, gangliosidy a fosfatidylinositoly
V negativnim iontovém rezimu, je také vhodny pro zobrazovani zékladnich lipida
I V pozitivnim iontovém moédu. Koronalni fezy mySimi mozkovymi tkdnémi byly zkoumany
jako Siroce pouzivané standardni vzorky pro vyvoj a testovani MALDI-MSI metodiky.
Snimek z MALDI-MSI analyzy mizeme sledovat na Obrazku 2.7

Obrazek 2. MALDI-MSI snimky mysSiho mozku potfizeného v negativnim modu. Viditelné
struktury corpus callosum (cc, kalozni téleso, shluk nervovych vldken spojujici
ob¢ hemisféry), pfedni komisura (ac, svazek nervovych vldken spojujici dvé mozkové
hemisféry napti¢ podéIné osy), mozkova kiira (ctx) a bazalni ganglia (bg, soucast Sedé hmoty

koncového mozku zevné od thalamu). (pfevzato z cit. %)



2.3 NanoDESI

DESI — Desorpéni elektrosprej (z angl. Desorption ElectroSpray lonization) je mé&kka
joniza¢ni technika predstavend vroce 2004.” Principem této metody je ionizace vzorku
nabitymi Casticemi rozpoustédla a ndsledna desorpce vzniklych ionti do hmotnostniho
spektrometru. Tato metoda umoznuje piimou analyzu a zobrazovani biologickych materiald
a ostatnich povrcht. Ve studiich farmaceutickych sloucenin bylo prokézano, ze odezva DESI
signalu je linearni (R? = 0,996), s relativni chybou + 7 % a relativni smérodatnou odchylkou
+7 %, ptianalyze Cistych roztoki nanesenych na hydrofobni povrchy. DESI poskytuje
informace 0 prostorovém rozlozeni molekul na povrchu s laterdlnim rozliSenim,
které je v dnesni dobé ~ 250 um. Pti dodrzeni mnoha parametrt (dodrzeni vzdalenosti vzorku
a sprejovaci kapilary, pritok sprejovaci kapaliny, spravny vybér teréiku atd.) lze dosdhnout

rwr

rozliSeni az 40 um.zg DESI ptfinasi mnoho vyhod v tom, Ze pfiprava vzorku je minimalni

v ;o . ) v s ’ 1 4 7
a mékk4 ionizace umoZiiuje neporuseni molekuly, ktera ma byt detekovana.”*

2.3.1 Iontovy zdroj desorp¢ni nanoelektrosprej, vyvinuty na Katedie
analytické chemie PFF UPOL

nanoDESI — Desorpéni nanoelektrosprej (z angl.. Desorption Nanoelectrospray
lonization) je ve své podstaté miniaturizovany desorpéni elektrosprej. Hlavni rozdil
od bézného DESI je v pruméru sprejovaci $picky, ktera u nanoDESI je 1-3um (u DESI
to byva n¢kolik desitek pm), dalsSim neméné dilezitym rozdilem je, Ze nepotiebuje zmlzovaci
plyn, ktery je naopak u DESI nezbytny. Dopadajici nabité kapi¢ky sprejovaci kapaliny
pfedavaji svou energii na vzorek, odkud jsou ionty desorbovany do vyhiivané kapilary,
ktera Gsti do hmotnostniho analyzatoru. Obrazek 3. popisuje princip metody nanoDESI.
Jedna se 0 novou techniku umoznujici analyzovat rtizné typy vzorkl bez specialni upravy

vzorku.333



Vlozené vyzolé napéti
(2-3kV)

\Z’
Sprejovaci \_1
lapalma
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Obrdzek 3. Princip nanoDESI (pievzato z cit .*%).

Piikladem aplikace nanoDESI je analyza antokyanini ve ving€. Antokyaniny
jsou z chemického hlediska flavonoidni pigmenty. Tato barviva jsou v pfirodé zodpovédna
za vétSinu Cervenych, razovych, fialovych a modrych odstinii u rostlin. V této prace se védci
snazili nalézt techniku, kterd by umoznovala analyzu Cervenych vin bez nutnosti pouZiti
separacni techniky pifed vlastni analyzou. Bylo analyzovano 6 cervenych vin (tfi druhy:
Alibernet, Neronet a Rubinet ve dvou ro¢nicich 2005 a 2007). Nejdiive byly zoptimalizované
podminky analyzy. Nejvhodnéjsi sprejovaci kapalinou byla smés rozpoustédel: MeOH : H,0O
(75 : 25 v/v) okyselena 0,2% kyselinou mraven¢i. Antokyaniny se vyskytuji v riznych
acidobazickych formach v zavislosti na kyselosti roztoku. Jestlize je pH roztoku mensi nez 2,
prevladaji flavyliové kationty. Bylo zjisténo, Ze okyselené vzorky poskytovaly

vice desorbovanych iontii a zlepsily kvalitu spekter (Obrazek 4.).*
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Obrazek 4. NanoDESI spektrum Rubinetu (ro¢nik 2005). a) neokyseleny vzorek, méfeny

okamzité, b) okyseleny vzorek, m&feny okamzit&.(pievzato z cit. >

Desorpéni nanoelektrosprej se ukézal jako vhodna technika pro screening cervenych
vin, naptiklad pii dobarvovani vin. Toto bylo demonstrovano na dobarveni vina vinem.
Dobarvovalo se vino Modry Portugal vinem Rubinet, coz je barviitka a ty obsahuji jing,
specifické anthokyaniny, které lze pozorovat v dobarveném vin€ 1 ve stopovém mnoZzstvi.
Na Obrazku 5. vidime spektrum Rubinetu a neobarvené¢ho vina a poté i vina dobarvené¢ho
Rubinetem. Anthokyaniny v krouzku jsou typické pro Rubinet a nevyskytuji se v Modrém

Portugalu.®*
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Obrdzek 5. Dobarveni vina Modry Portugal vinem Rubinet 2005. (prevzato z cit. *)
horni — Rubinet 2005; prosttedni — Modry Portugal; dolni — Modry Portugal dobarveny

Rubinetem

Nasledujici studie se vénovala méfeni vnitini energie iontl tvofenych nanoDESI a jejich
toleranci k vlivu zasoleni. Tato nova technickd modifikace podstatné zlepSila robustnost
meéfeni a umoziluje prosazeni této ioniza¢ni techniky i do jinych oblasti hmotnostnich analyz.
Sprejovaci kapalinou byla smés rozpoustédel: MeOH : H,O (50 : 48 v/v) okyselena
2 % kyselinou octovou. Analyty byly rozpustény ve smési MeOH : H,O (50 : 50 v/v),
koncentracich 10 pg/ml (kofein, MRFA, leucin-enkefalin, reserpin), nebo 100 pg/ml
(benzylpyridiniové soli). A 3 ul téchto alikvoth bylo nadavkovano na okraj sklicka,
kde postupné uschly, v zavislosti na okolnich podminkach. Tii ze zkoumanych latek
(leucin-enkefalin, MRFA, reserpin) byly desorbovany/ionizovany ze zaschlych
skvrn neobsahujicich stl, a ze skvrn, obsahujicich 2,5 mol/l NaCl. MRFA a leucin-enkefalin
Vv zasolenych vzorcich potlatovaly signdl, oproti tomu signal reserpinu nebyl ovlivnén
(Obrazek 6.). Vysoka koncentrace soli nezasahuje do generovani iontd a pomér signalu

k $umu se nezménil. ®
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Obrazek 6. NanoDESI spektra vzorki, pfipravenych v ¢istém rozpoustédle a 2,5 mol/l NaCl.

a) leucin-enkefalin; m/z 570 je neznama kontaminace nebo degradace produkti, b) MRFA,

c) reserpin. (pievzato z cit. *°)
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2.3.2 Desorp¢ni nanoelektrosprej podle Laskin

Nano-DESI (z angl. nanospray desorption electrospray ionization) je ioniza¢ni technika
za normalniho tlaku vhodna pro analyzy organickych sloucenin. Principem této metody
je desorpce analytu z povrchu vzorku kapalinovym mistkem, ktery je tvofen rozpoustédlem
a umistén mezi dvé kapilary. Jedna kapildra dodava rozpoustédlo, ¢imz udrzuje kapalinovy
mustek, druhd kapilara méa za ukol prendSet rozpustény analyt z mistku do hmotnostniho
spektrometru (viz Obrazek 7.). Vysoké napéti vloZzené na vstup hmotnostniho spektrometru
a priméarni kapilaru vytvafi samonasavaci dgje.*® Tato technika je odlisna oproti nanoDESI

popsaném vyse.

‘Vstup MS pristroje

Kapilira nanospreje

Obrdzek 7. Konstrukce nanoDESI — Laskin (pievzato z cit. *°)

Iontovy zdroj nano-DESI byl pouzit pro analyzu glykolipidi a metabolitd v Zivych
sinicich. Mikroorganismy uvolfiuji riizné organické slouceniny, které umoznuji komunikaci,
nebo poskytuji vyhody ostatnim mikrobiim. Znalost mikrobialni produkce metabolitli pfispiva
k pochopeni mikrobiadlniho svéta a mohou vést k vyvoji novych léCiv, vyroby biopaliv
a zlepSeni klinického vyzkumu. Nano-DESI je technikou, kterd umoznuje ziskani detailniho
chemického slozeni z urcitého mista na povrchu bez specialnich uprav vzorku. V této studii
bylo pouzito sinic rodu Synechococcus sp. PCC 7002, jedna se o moiské sinice,
které se péstuji na médiu s vysokym obsahem soli. Vyzaduji pouze svétlo, anorganické

mineralni Ziviny a oxid uhli¢ity k produkci stovek organickych slou€enin, které by mohly
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byt pouzity v metabolickych procesech, pii ziskdvani zivin a pfi mezibunécné komunikaci.
Analyza byla provedena na kousku agaru vyfiznutého v Petriho misce a umisténého
na podlozni sklicko mikroskopu. Toto sklicko bylo umisténo do drzaku. V této studii
bylo zjisténo, Zze vé€tSina metabolitit  byla lokalizovana na kolonii. Sachardza
a glukosylglycerol, dalezité latky pro ochranu organismu pied osmotickym tlakem,
byly rozptyleny v agaru. Také bylo dokazano, ze produkce glukosylglycerolu je zavisla
na staii kolonie.*’

Dalsi aplikaci nano-DESI je analyza aerosolovych vzorkt z terénni studie CalNex2010
pomoci hmotnostniho spektrometru s vysokym rozliSenim (HR-MS) spojeného s nano-DESI.
Byla zjisténa pfitomnost vice nez 850 jedine¢nych molekularnich druh v rozsahu hodnot
m/z 50-400, pfi pouziti ESI v pozitivnim modu vzorkti aerosolu v rozmezi velikosti
0,18-0,32 um. Analyza byla zaméfena na identifikaci dvou hlavnich skupin: slouceniny
obsahujici pouze uhlik, vodik a kyslik a na organické slou€eniny obsahujici dusik.
Druhé skupina, slouceniny obsahujici dusik, predstavovala 40 % sloucenin pozorovanych
Vv odpolednich hodinach a 52 % v ¢asnych rannich hodindch. Srovnanim dvojic
reaktant-produkt bylo zjisténo, ze 50 % sloucenin obsahujicich dusik mohly byt vytvoteny
v reakcich pretvarejicich karbonyly na iminy. Fotochemicky zdroj potvrzuje, Ze sloucCeniny
obsahujici uhlik, vodik a kyslik byly dominantni v odpolednich hodinach.®

Jiny vyzkum byl vénovan zobrazovani navykoveé latky, nikotinu, v krysi mozkové
tkdnis vyuzitim nano-DESI. Lokalizace nikotinovych acetylcholinovych receptora
byla jiz provedena mikropozitronovou emisni tomografii, autoradiografii a imunoanalyzou.
Ackoliv tyto techniky poskytuji snimky o vysoké kvalité, vyzaduji analytické oznaceni
zkoumané molekuly, a proto umoznuji vizualizaci pouze jediného druhu v daném case.
Naproti tomu MSI nevyzaduje zadné specialni znaCeni a vSechny ionizovatelné slouceniny
je schopna sledovat najednou. Mnoho ioniza¢nich technik miZe byt pouzito pro tento
experiment, jako jsou MALDI, SIMS a DESI. NanoDESI technika byla pro tuto studii
vybrana proto, Ze dokdze pracovat za normalniho tlaku. V této studii bylo dvéma krysam
peritonealné (do pobftisnice) podan nikotin v davkovaném objemu 1 ml DMSO na 1 kg
télesné hmotnosti a 10 mg nikotinu na 1 kg télesné hmotnosti. Kontrolnim krysam byl podan
pouze 1 mlkg®. Obrazek 8. ukazuje na nano-DESI spektrum vzorki kontrolnich
a analyzovanych. Tato studie predstavila experimentdlni pfistup pro presné prostorové

mapovani drog a metaboliti v tkanovych vzorcich. V tomto experimentu se vyuzival
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izotopicky oznafeny standard, ktery byl pfidan do nano-DESI rozpoustédla pro kompenzaci

vlivli matrice a potlaceni iontu. Bylo prokdzano, ze ptitomnost vnitiniho standardu umoznila

kvantifikaci molekul analytu, ziskanych z fezu tkdni. Snimky ionti byly nasledné¢ mapovany

na anatomickych oblastech mozku v analyzované oblasti (viz Obrazek 9.). Tento postup

byl vyuzit pro mapovani rozlozeni nikotinu v krysi mozkové tkani, drogy byly podavany

in vivo.%
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Obrazek 8. Srovnani nano-DESI spekter mozkovych tkani a) kontrolni a b) tkan¢é vystavené
nikotinu. Spektra byla snimana po dobu 10 min (cca 680 skenil). Spektrum a) kontrolniho
vzorku ab) vzorku vystaveného nikotinu bylo v hmotnostnim rozsahu m/z 120 — 1000.
Analyzovany vzorek sobsahem nikotinu b) ukazal oproti kontrolnimu vzorku a) pik pfi
hodnoté 163,1235 odpovidajici nikotinu [M+H]". (pevzato z cit. *)
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Obrazek 9. Zaznam ziskany z korondlni ¢asti mozku krysy, které byl podavan nikotin
peritonealng. a) [M+H]" ion nikotinu (m/z 163,1235). b) [M+H]" ion nikotinu-d
(m/z 166,1420). c) [M+H]" ion nikotinu (m/z 163,1235) normalizovaného na [M+H]" ion

nikotinu-d (m/z 166,1420). (pievzato z cit. *)
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2.4 TM-DESI

TM-DESI — transmisni desorpéni elektrosprej (z angl. Transmission Mode Desorption
Electrospray lonization) piedstavuje novou modifikaci desorpéniho elektrospreje.
Dokaze analyzovat kapalné ¢i pevné vzorky po odpafeni rozpoustédel. Rozdil mezi tradi¢nim
DESI a TM-DESI je ten, Ze se snizil uhel mezi spojovacim hrotem, vzorkovaci mtizkou
a privodni kapilarou hmotnostniho pftistroje na 0°. Principem metody je uloZeni vzorku
na transmisni miizku, pfiCemz ionizace spociva v prenosu energie z rozprasenych nabitych
kapicek rozpoustédla na vzorek (viz Obrazek 10.). Mozné rozmezi vzdalenosti Dtc a Dsc je:
5mm < D¢ <21 mm, 1 mm < Dgc < 20 mm. Tato konfigurace umoziuje rychlou analyzu
vzorkl bez specialni optimalizace rozprasovacich vzdalenosti nebo thli. Technika TM-DESI
neni pfili§ vhodna pro analyzu sypkych materiald, ale je spiSe urcena ke zjednoduseni procesu
ptipravy vzorkd kapalnych. Tato metoda mize snizit Cas analyzy a mnozstvi vzorku
potiebného pro analyzu. Nevyhodou této techniky je jeji neschopnost analyzu sekvencovat,
nebot’ pro spravny prubeh analyzy se musi neustdle pohybovat s miizkou, aby bylo zaruceno

’ v 7 v ’ , v . 4041
dopraveni dostate¢ného mnozstvi vzorku do hmotnostniho pfistroje. 0

/ vstup

ESI zdroj

<TSC =0 DSC

Obrdzek 10. Geometrie TM-DESI. Vzorkem (S) proudi elektrosprej, pfi¢emz thel mezi

elektrosprejovou Spickou (T), vzorkem (S) a kapilarnim vstupem (C) je 0°. D¢ je vzdalenost

od elektrospreje ke kapilafe a Dsc je vzdalenost od vzorku ke kapilafe. (pfevzato z Cit. 40y

Konkrétnim piikladem pouziti TM-DESI je simultanni analyza potencialnich
anorganickych a organickych slozek radiologickych disperznich zatizeni. V této studii
bylo pouzito spojeni TM-DESI a iontové pasti s kolizi indukovanou disociaci (CID).
CID vyznamné posilila signal iontl kovli a poskytla pfesné izotopové poméry sledovanych
kovl. Byl taktéz sledovan vliv zapnuté a vypnuté CID (viz Obrazek 11.). Analyzovanymi
latkami byly chlorid hofecnaty, dusi¢nan hlinity, chlorid draselny, chlorid vapenaty, dusi¢nan

nikelnaty, chlorid kobaltnaty, siran méd’naty, dusi¢nan strontnaty, jodid sodny, chlorid cesny,
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dusiCnan barnaty a dusi¢nan olovnaty. Vysledky analyzy spojenim technik TM-DESI
a hmotnostniho spektrometru s iontovou pasti ukazuji, ze tato technologie by mohla

byt silnym néastrojem pro jaderné a forenzni védy.*?

a) St(NO;),

4

) St(NO;),,source CID  §rOH* SINO;*  [SINO;+H,0]"

b
£ Sr- | [Sr+CH;OH]" [SENOHH,0), ]
5 | v
k= ) _
2 & [Cs+H,OT*
o
& Cs* [Cs+CH;OH]*
) _ ' _ '
n 'CsCl, source CID ' ' Cs* - -
| | | |
50 100 150 200
m/z

Obrdzek 11. Hmotnostni spektrum a) 400 ng Sr(NO3); a ¢) CsCl s vypnutym CID zdrojem;
b) 400 ng Sr(NOs), a d) CsCl se zapnutym CID zdrojem. (pfevzato z Cit. *%)

Dalsi studie pojednava o objasnovani mechanismit reakci pomoci TM-DESI.
Charakterizace reak¢nich mechanismi je dilezitd pro vyvoj novych katalyzatord,
1éciv a materiali, zabyvajici se védeckymi a socioekonomickymi problémy. Nicméné byva
Casto obtizné ziskat podrobné informace o molekuldarnim mechanismu za béznych
laboratornich podminek, nebot” meziprodukty maji velmi kratkou Zivotnost (zpravidla méné
nez 1 s), existuji ve slozitych a dynamickych maticich, které zahrnuji rizné reakcni cesty
a maji nizké koncentrace. Tyto problémy byvaji podstatné vyrazn€j$i pro homogenni
multikatalytické systémy, které se zdaji byt vhodné pro slozité transformace a zlepSuji
efektivitu, selektivitu aenantiomérni ¢istotu. Tato studie vyuziva dvou miizek v sérii
(M1 a M2, Obrazek 12.), dale ukazuje na charakterizaci reakénich mechanismu (TM"-DESI,
kde n pfedstavuje pocet desorpCnich krokii, konvenc¢ni konfigurace TM-DESI ma n=1).
Pouzitim TM?-DESI-MS byla sledovana zelezo(Fe)porfyrin-katalyzovana hydroxylace.

Vysledky experimentu ukazuji, 7e TM?-DESI poskytuje prostorovou separaci inidel a dokaze

16



uréit jejich pofadi, ve kterém jsou zavadény do reakénich nadob. Srovnanim TM'-DESI
a DESI-MS analyzy chemické redukce dichlorfenolindofenolatu L-askorbové kyseliny
se ukézalo, ze TM'-DESI umoziiuje reakéni dobu mensi nez 1 ms. Tento vyzkum prokazal,
7e analyza metodou TM"-DESI poskytuje schopnost sledovat reakéni mechanismy, zejména

katalytické d&je, a umi zachytit vysoce reaktivni meziprodukty s kratkou Zivotnosti.*

Desorbované mikrokapicky

mCPBA

Kapalina: 10-30 w\

—_e

Y
N> =0.5 L/'min

Substrat

Fe porfyriny

1
I
mm 2-4 mm 6-8 mm

—_

Obrdzek 12. Dvourozmérna konfigurace TM?-DESI-MS. (pievzato z cit. *°)
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2.5 Analyzatory

Hmotnostni analyzatory maji dilezitou roli v hmotnostné spektrometrickych méfenich.
Vétsina desorpCnich analyz vyuziva priletového analyzatoru (TOF, Time-OF-Flight).
V priletovém analyzatoru jsou vSechny ionty urychleny v definovaném poli
lonty poté vstupuji do prostoru, kde jiz na né¢ nepusobi zadné pole, a je zkoumana jejich
kinetickd energie v zavislosti na jejich naboji a sile urychleni v daném poli. V technice
jako je MALDI je vétSina iontti nabita jednonasobné a tyto ionty vstupuji do prostoru bez pole
(elektrického i magnetického) se stejnou kinetickou energii. Rychlost iontii a jejich doba letu
Vv prostoru bez pole je zaznamenavana v zavislosti na sile zrychleni v tomto prostoru a jejich
hmotnosti. Mensi ionty jsou rychlejsi nez vétsi ionty. Parametry, jakymi jsou vysoka detekéni
ucinnost, paralelni detekce a Siroké m/z detek¢ni rozmezi, udélaly z priletového analyzatoru
nepostradatelnou soucast hmotnostnich analyz. Moderni komeréné dostupné pruletové
analyzatory jsou vybaveny lasery, které umoziuji nartst jeho frekvence az na 2 kHz.
Takova rychlost je pfedpokladem pro vyssi prostorové rozliSeni a 3D zobrazeni ZivociSnych
vzorki tkéni. Prialetové analyzatory mohou také kombinovat dva nebo vice
hmotnostnich komponent, jako jsou kvadrupol-TOF (tzv. QTOF), iontova mobilita-TOF
a iontové past-TOF.**

Dal$im analyzatorem vhodnym pro spojeni s desorpnimi technikami je trojity
kvadrupol (tzv. QQQ). Toto uspoiadani je velice vykonnou komponentou pro vyuziti
Vv tandemovych spektralnich technikdch (MS/MS), které tvoii tfi kvadrupdly spojené
za sebou, pticemz prvni kvadrup6l (Q1) slouzi k vybrani iontt a je nasledovan kolizni celou
(92) se za vedenym koliznim plynem, ktery ma za nasledek kolizni excitaci danych ionti
a jejich fragmenty jsou analyzovany pomoci tietiho kvadrupolu (Q3). Casto byva tento
analyzator pouzivan pro monitorovani vybranych reakci, skenovani produktovych iontd,
vychozich iontl a ztraty neutrdlni ¢astice. Pro kazdé vySe uvedené vyuziti jsou selektivné
nastaveny parametry Q1, g2 a Q3.

Dalsimi vhodnymi technikami pro spojeni s mé¢kkymi iontovymi zdroji je orbitrap
aiontova cyklotronova rezonance. Orbitrap je zafizeni skladajici se z vng&jsi a vnitini
elektrody, na které je vkladano napéti. lonty osciluji kolem vnitfni elektrody a je méten proud
indukovany témito ionty na wvn¢jSich elektrodach. Hmotnostni spektrum se ziska
po Fourierové transformaci (FT) signdlu. Vyhodou tohoto analyzétoru je spravnost meéfeni

a vysoké rozliseni, naopak nevyhodou je komplikovany a drahy systém.***’
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Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR) se sklada
z cyklotronové cely, ktera je vloZzena do stiedu velmi silného magnetického pole
(okolo 7 Tesla). Kdyz se analyzovany ion dostane do tak silného magnetického pole,
zacne Se pohybovat s cykloidalni trajektorii o urCité cyklotronové frekvenci. Poté jsou ionty
excitovany radiofrekvencné (RF) na vyssi orbit. Pro kazdou hodnotu m/z existuje specificka
cyklotronova frekvence. Detekce je umoznéna meéfenim indukovaného proudu ionty
na detek¢nich deskéach. Fourierovou transformaci ziskame z téchto frekvenci hmotnostni
spektrum.*® Komplexni pfehled analyzatord je uveden v tabulce (11.) véetn& vhodnosti jejich

pouziti.

Tab II. Piehled aplikaci jednotlivych typi analyzatort véetng jejich vyhod a nevyhod.**™!

Technika Molekularni tiida Vyhody Nevyhody
TOF Pr:gtt:tl)rg))lli’tsepudy, lipidy, Xiz;)ik;/czlthvost, NEOMEZENE PO 17ké hmotnostni rozliseni
FT-ICR g:;tgzc))lllty, lipidy, nejveétsi hmotnostni rozliseni drahé vybaveni a udrzba
FT-Orbitrap g::;;zzl ity, lipidy, rv(i?iq;e;}i/wke hmotnostn drahé vybaveni a Gidrzba
QaqQ farmaceutika, lipid sledovani vice reakei: méd pro ouze cilené analyz

g Hipidy vysokou citlivost a specifitu p yzy

metabolity, lipidy, MS/MS, kombinace s iontovou ,

QTOF peptidy mobilitou Omezeny rozsah m/z
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2.6 LécCiva

Lécivo je nadfazenym pojmem a déli se na dvé skupiny: 1é¢ivé latky a 1éCivé ptipravky.

Zakon ¢. 378/2007 Sh. definuje 1é¢ivou, pomocnou latku a Ié¢ivy ptipravek takto:

Léciva latka je jakakoliv latka nebo smés latek urCenda k pouziti pfi vyrobé
nebo priprave 1é¢ivého piipravku, ktera se po pouziti pii této vyrobé nebo pripravé stane
uc¢innou slozkou léc¢ivého ptipravku urcenou k vyvinuti farmakologického,
imunologického nebo metabolického G¢inku za ucelem obnovy, Upravy nebo ovlivnéni
fyziologickych funkci anebo ke stanoveni I¢katské diagnozy.

Pomocnd latka je jakakoli slozka 1é¢ivého piipravku, kterd neni 1é¢ivou latkou
nebo obalovym materialem.

Lécivym pripravkem se rozumi latka nebo kombinace latek prezentovand s tim,
7e ma lécebné nebo preventivni vlastnosti v piipadé onemocnéni lidi nebo zvifat,
nebo latka nebo kombinace latek, kterou lze pouzit u lidi nebo podat lidem, nebo pouzit
u zvifat Cipodat zvifatim, a to bud za ucelem obnovy, Upravy ¢i ovlivnéni
fyziologickych ~ funkci  prostfednictvim  farmakologického,  imunologického

nebo metabolického G¢inku, nebo za ucelem stanoveni lékarské diagn(')zy.52

Lécivo mize byt klasifikovdno podle chemického typu ucinné latky,

nebo podle zptisobu pouziti 1é¢by konkrétniho stavu. Kazdé 1é¢ivo muze byt vSak zafazeno

do jedné nebo vice 1ékovych skupin.®® Nasledujici rozdé&leni 16¢iv nepojednava o viech

kategoriich, jedna se pouze o vytah nékterych skupin.

2.6.1 Rozdéleni 1é¢iv do kategorii

Steroidy kury nadledvinek

Neboli kortikosteroidy jsou hormony syntetizované kirou nadledvinek. K dispozici jsou
2 typy kortikosteroidii mineralokortikosteroidy a glukokortikosteroidy. Jedna se o lé¢iva
Inhibitory steroidii kury nadledvinek

Jsou léciva, kterd inhibuji klicové kroky v biosyntéze hormonti produkovanych kiirou

nadledvinek, jako jsou naptiklad estrogen a androgen. PouZivaji se k 1éceni Cushingova
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syndromu a nékterych typt rakoviny. V diagnostice pak jako postup pro kontrolu
funkce hypofyzy.

Andrenergni bronchodilatatory

Léky ptisobici na pridusky a uvolnéni hladké bronchialni svaloviny.

Léciva na snizovani tlaku

Jsou to Iéciva, kterd okamzit¢ snizuji krevni tlak, podévaji se parenteralné
(mimostievné). Hypertenzni stavy mohou byt hypertenzni encefalopatie, eklampsie,
akutni selhdni levé komory a akutni srde¢ni selhani.

Léciva na plicni hypertenzi

Jedna se o léciva, kterd snizuji krevni tlak v plicich. Plicni hypertenze obvykle
Antagonisté aldosteronoveho receptoru

Hlavnim u¢inkem aldosteronu je zvyseni resorpce sodiku ledvinami. Zaroven se zvySuje
vyluéovani vodiku a draselnych iontt. Antagonisté receptoru aldosteronu blokuji
tyto ucinky, tedy snizuji resorpci sodiku a zadrZzovéani vody v ledvinach a dasledkem
toho je snizeni krevniho tlaku. Tato 1é¢iva se tudiz pouzivaji na sniZovani tlaku.
Alkylacni cinidla

Jsou tfidou chemoterapeutickych 1¢kt, které se vazi na DNA a brani spravné replikaci
DNA. Alkyla¢ni ¢inidla jsou pouzivany jako soucast chemoterapie na razné
typy rakoviny.

Inhibitory a-glukosidazy

Enzym a-glukosiddza je jednim zenzymt zodpovédnych za rozlozeni sacharida
na mensi cukerné Castice jako je glukoza. Inhibitory tohoto enzymu zpomaluji traveni
sacharidii a tim 1 vstfebavani glukozy. To ma za ndsledek pomalejsi vzestup hladiny
glukdzy v krvi po jidle a po cely den.

Alternativni léky

Jsou rizné lécebné systémy, jako jsou homeopatika, bylinné a ptirodni medikamenty,
chiropraxe, akupunktura atd.

Aminoglykosidy

Jsou skupinou baktericidnich antibiotik, které inhibuji syntézu bilkovin. Jejich pouZiti
je omezeno kvili potencialnim vedlej$im ucinkiim a mohou vést k poskozeni ledvin

a usi. Aminoglykosidy jsou pouzivany pouze v piipade, ze jind mén¢ toxicka antibiotika
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jsou kontraindikovana nebo neucinnd. Jsou aktivni zejména proti aerobnim
gram-negativnim baciliim a stafylokoktim.

Aminopeniciliny

Jsou to baktericidni B-laktdmova antibiotika, ktera brani syntéze bakteridlni bunécné
stény. Jsou chemicky podobné penicilinu, ale maji SirSi pouziti nez peniciliny.
Pouzivaji se k 1é¢b¢é hornich cest dychacich, infekce dolnich cest mocovych, koznich
infekei atp.

Aminosalycilaty

Inhibuji syntézu kyseliny listové a/nebo inhibuji syntézu bunééné stény. Brani také
bakterialni rezistenci k Iékim, jako je streptomycin a izoniazid. Pouzivd se spolu
S jinymi léky k 1é¢bé tuberkulozy.

Antagonisté AMPA receptorii

Jsou to antikonvulziva (léky na lécbu epilepsie) pouzivané u pacientd s epilepsii
a pti lécbe epileptickych zachvati.

Analogy amylinu

Jedna se o stabilni syntetické slouceniny, které jsou podavany podkozné pired jidlem.
Pouzivaji se k 1é¢bé cukrovky.

Analgetika

Jsou léky, které zmirfiuji bolest, aniz by dochazelo k anestezii. Obvykle se pouzivaji
Kk ulevé od silné bolesti.

Kombinace analgetik

Obsahuji bud’ jednu nebo vice typti analgetik s jinymi léCivy. Rlznd analgetika
mayji odlisSny zplsob plisobeni a pracuji soucasn¢ ke snizeni bolesti.

Androgeny a anabolické steroidy

K této skupiné patii muzsky pohlavni hormon testosteron a dihydrotestosteron a dalsi
latky, chovajici se jako tyto pohlavni hormony. Stimuluji vyvoj muzskych pohlavnich
znakl (hlubsi hlas, rGst vousl) a vyvoj muzskych pohlavnich organt. Tato léCiva
se pouzivaji jako substituéni terapie k 1é¢bé opozdeéné puberty u dospivajicich chlapct,
impotence u muzl a 1é¢be rakoviny prsu u zen.

Anorektalni pripravky

Obvykle obsahuji lokaIni anestetikum a 1éky proti bolestem a protizanétliva €inidla

v kombinaci jako masti nebo ¢ipky. Pouzivaji se k 1é€bé vnitinich i vnéjsich hemoroidu.
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Anorexianty

Jsou léky, které plsobi v mozku potlaceni chuti k jidlu. Maji povzbuzujici ucinek
V hypotalamu a limbickych oblastech, které ovladaji pocit sytosti. Pouzivaji se k 1é¢bé
obezity.

Antacidy

Latky neutralizujici zalude¢ni kyseliny a zvysujici pH v zaludku.

Antihelmetika

Jedna se o léciva pouzivané k odstranéni Cervil ze stfev. Tyto latky jsou velmi G€inné
proti ¢erviim, ale jsou nezbytna dalsi hygienickéd opatieni, aby se zabranilo opakované
infekci.

Anti-angiogenni ocni pripravky

Piisobi regeneraéné na nové krevni cévy V sitnici.

Protiinfekcni pripravky

Tyto léky mohou zni¢it bud pavodce infekce, a nebo zastavuji jeji dalSi Sifeni.
Sem patti antibiotika, antimykotika, antivirotika a antiprotozoika.

Antiandrogeny

Antiandrogenem rozumime néktery ze skupiny I€ka, které ptlisobi jako blokatory
receptory androgenu. Pouzivaji se k 1é¢bé rakoviny prostaty.

Antiangialni léciva

Pouzivaji se k 1é¢bé anginy pectoris.

Antidepresiva

Jsou to léky, které 16¢i deprese a zlepsuji jejich piiznaky.

Antidiabetika

Jejich cilem je dosazeni optimdlni hladiny gluk6ézy v krvi a zmirnéni diabetickych
symptoml jako je zizen, polyurie, hubnuti a ketoacidéza. Dlouhodobym zadmérem
tohoto 1éCiva je zabranéni rozvoji, nebo zpomaleni rozvoje, dlouhodobych komplikaci
spojenych s timto onemocnénim.

Antibiotika

Antibiotika jsou l€ky, které mohou bud’ zabit infek¢ni bakterie, nebo inhibuji jejich rist.
Riznd antibiotika pracuji riznymi mechanismy a jsou urceny k lécb¢é infekci

zpusobenych bakteriemi, které jsou citlivé na konkrétni antibiotikum.
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Antikonvulziva

Léciva, ktera zabrainuji nebo snizuji zavaznost a frekvenci zachvatli raznych typt
epilepsie. Ruzné typy antikonkonvulziv moho puisobit na rtzné receptory v mozku
a mohou mit odli$né ucinky.

Antiemetika

Ptipravky na lé¢bu nevolnosti a s ni spojené zvraceni vyvolané chemoterapii.
Antimykotika

Léky zabijejici houby a jsou ur€eny k 1écbé plisnovych infekei (véetné kvasinkovych
infekci).

Antihyperlipidemicka cinidla

Pomahaji snizit hladinu celkového cholesterolu snizenim LDL cholesterolu
a triglyceridt a zvySeni HDL cholesterolu.

Antimalarika

Léky ucinné pii 1écbé malarie. Malarie je infekéni onemocnéni zplisobené Stipnutim
komara Anopheles infikovanym ur€itymi prvoky. NejlepSim zplsobem jak zabranit
malarii je oCkovanim antimalariky preventivné pted vstupem do endemické oblasti.
Cytostatika

Ovliviuji rast a déleni nadorovych bunék, brani tedy jejich dalSimu Sifeni.

Léciva na Parkisonovu chorobu

Tyto ptipravky maji za kol nahradit dopamin bud’ 1éCivy, ktera uvoliuji dopamin,
nebo 1é¢ivy, ktera napodobuji téinky dopaminu. Parkinsonova choroba je degenerativni
onemocnéni pohybového ustroji, ke kterému dochazi v dasledku nedostatku dopaminu
Vv bazélnich gangliich.

Anxiolytika, sedativa a hypnotika

Jsou léky, které piisobi na centrdlni nervovy systém k 1écbé uzkosti a nespavosti.
Hlavni tfidy téchto 1é¢iv jsou benzodiazepiny a barbituraty.

Diuretika

Diuretika jsou piipravky, které zvysuji tvorbu moci za ucelem vylucovani soli a vody
Z ledvin. PouZzivaji se ke sniZeni otoku zpusobenym zadrZzovanim soli a vody,

které mohou vést k selhani srdce, ledvin, jater a plic. >*®

V této diplomové préci se jednalo pfedevsim o skupinu latek s analgetickymi u€inky.
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2.7 Hmotnostni spektrometrie vybranych ucinnych latek

Vybranymi u¢innymi latkami jsou: kyselina acetylsalicylova, ibuprofenum, paracetamol

a kofein. Tyto latky byly analyzovany v praktické ¢asti této diplomové prace.

2.7.1 Kyselina acetylsalicylova a paracetamol

Ke stanoveni u¢innych latek acetylsalicylové kyseliny a paracetamolu V celé tableté
byla pouzita metoda MALDI MSI. Cilem prace bylo zjisténi distribuce u¢innych latek napfic
tabletou. Povrch tablet obsahujici vySe zminované uc¢inné latky byly pokryty vrstvou matrice
(CHCA 25 mg/ml v EtOH, obsahujici 0,1% TFA) pfed MALDI analyzou pomoci sprejovaci
techniky. Tvar tablety mize do jisté miry urovat ptipravu vzorku, tzn. pokud je povrch
tablety zakfiveny, musi se tento povrch upravit, aby byl zcela plochy (skalpelem, brusnym
papirem). Vzhledem k tomu, Ze MALDI je povrchové ioniza¢ni technika, povlak tablety
(ptedevSim hypromelosa a triacetin) miize vykazovat problém s interferenci ve spektru.
Tomuto se da zabranit vypalovanim laserem na del$i dobu na kazdém misté. Studovanou
uc¢innou latku paracetamol Ize pozorovat na Obrazku 13. a) distribuce protonované molekuly
[M+H]" pii m/z 152 napfi¢ celou tabletou. Data byla normalizovana proti korespondujicimu
piku matrice [M+H]" pii m/z 190. Snimek a korespondujici intenzita iontu ukazuji,
ze distribuce paracetamolu je konzistentni a homogenné rozlozena, ackoliv k okrajim tablety
se zdd byt jasngj$i. Obrazek 13. b) znazornuje distribuci Sodného aduktu kyseliny
acetylsalicylové [M+Na]" pfi m/z 203. Data byla normalizovana proti korespondujicimu piku
matrice [M+Na]" pti m/z 212. Tento sodny adukt se spiSe ukazal ve spektru nez protonovana
molekula acetylsalicylové kyseliny [M+H]" pii 181. Snimek ukazuje, Ze acetylsalicylova

kyselina je rozmisténa po okraji tablety.®®
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Obradzek 13. MALDI MS snimky: a) paracetamolu, b) acetylsalicylové kyseliny. MALDI

spektra G¢innych latek: c) paracetamolu, d) acetylsalicylové kyseliny. (Pfevzato z Cit. 63
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2.7.2 Kofein

MALDI-TOF metoda byla pouzita pro analyzu ilegalnich latek (amfetamin,
methamfetamin, 3,4-methylendioxyamfetamin - MDA, 3,4-methylendioxymethamfetamin -
MDMDA) a pro bézn¢ dostupné latky (kofein, ketamin a tramadol). Pouzitou matrici
byla smés cetrimonium bromidu (CTAB) a CHCA. Tablety byly rozetieny na prach
a zhruba 1 mg byl rozpustén v 1 ml MeOH. Po 2 minutach v ultrazvuku a po 2 minutach
V odstiedivce (pf1 5000 rpm) se vzala horni vrstva pro pfimou analyzu. Na Obrazku 14.
Ize pozorovat molekularni struktury hlavnich slouc¢enin. Amfetamin, methamfetamin, MDA,
MDMA jsou silné stimulanty centralni nervové soustavy a jsou oznacovany spise jako drogy.
Kofein m/z 194, ackoliv drogou neni, se Casto nachazi jako pfimés v zakazanych ptipravcich
a zvySuje srde¢ni tep a krevni tlak. Ketamin je rychle ucinkujici anestetikum pro zvitata
a lidi. Tramadol je centralné ptisobici analgetikum. Obrazek 15. ukazuje hmotnostni spektrum
ziskané MALDI-TOF MS metodou z CHCA matrice (a) a smési CHCA a CTAB v rtuznych
koncentra¢nich pomérech (b-d, CTAB/CHCA = 1/10*, CTAB/CHCA = 1/10°, CTAB/CHCA
= 1/10%). Obrazek 16. znazoriiuje vysledky pro supresivni Gginek CTAB v pritomnosti
amfetaminu a piibuznych sloucenin (hmotnostni spektra a-g: amfetamin, methamfetamin,
MDA, MDMA, kofein, ketamin a tramadol).*
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Obrdzek 14. Molekularni struktury amfetaminu (M, 135,2), metamfetaminu (M, 149,2),
MDA (M, 179,2), MDMA (M; 193,2), kofeinu (M, 194,2), ketaminu (M, 237,7), tramadolu
(M, 263,4), CHCA (M 189,2) a CTAB (M 364,4). (Pievzato z cit. ®*)
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Obrdzek 15. MALDI-TOF hmotnostni spektra ziskané a) z matrice CHCA, b) — d) ze smési

CHCA a CTAB v rizném koncentraénim poméru (CTAB/CHCA = 1/10*, CTAB/CHCA

= 1/10°, CTAB/CHCA = 1/10%).(Pfevzato z cit. )
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Obradzek 16. MALDI-TOF MS supresivni efekt CTAB (1/1000 ku CHCA) v pfitomnosti
amfetaminu a ptibuznych slouc¢enin (hmotnostni spektra a) — g): amfetamin, methamfetamin,

MDA, MDMA, kofein, ketamin a tramadol). (Pievzato z cit. ®*)
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2.7.3 Ibuprofenum

Tato prace pojednava o derivatizaci a hmotnostni fragmentaci nejbéznéjsi nesteroidnich
protizanétlivych 1€k, jakymi jsou ibuprofen, naproxen, ketoprofen a diclofenac (chemické
vzorce viz Obrazek 17.), které byly indetifikovany a kvantifikovany ve vodném prostiedi,
metodou GS-MS. Derivatizace byla provadéna se Ctyimi silylaénimi Cinidly s cilem vybrat
jedno vhodné. Testovanymi ¢inidly byly N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamin (BSTFA),
N-methyl-N-(trimethylsilyl)-fluoroacetamid (MSTFA), N-methyl-N-terc-butyldimethylsilyl-
trifluoroacetamid (MTBSTFA) a hexamethyldisilazan (HMDS) + kyselina trifluorooctova
(TFAA), pticemz posledni ¢inidlo se ukazalo byt optimalnim. Reprodukovatelnosti méteni
vyjadiené relativni smérodatnou odchylkou (RSD) byly v rozmezi 0,93 — 4,11 % RSD.

Tabulka 3. pojednava o hodnotach m/z vybranych 1é€iv a jejich ﬁagmentﬁ.65

Tab. 11l. Piehled analyzovanych IéCiv a jejich m/z hodnot a fragmentﬁ.65

Lécivo Zakladni pik m/z Fragmenty m/z
Ibuprofen 206,3 161, 234, 263, 278
Naproxen 230,3 185, 243, 287, 302
Ketoprofen 254,3 267, 282, 311, 326
Diclofenac 318,13 214,242, 277, 368
CHg CH,
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Obradzek 17. Chemické vzorce analyzovanych latek: ibuprofen, naproxen, ketoprofen

a diclofenac. (Pievzato z cit. %)
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité techniky

Pro analyzu ucinnych latek v tabletach byly pouzité tii typy iontovych zdroji —
desorpcni nanoelektrosprej, popsany v kapitole 2.3.1, transmisni desorp¢ni elektrosprej,
popsany v kapitole 2.4 a desorpce ionizace laserem za ucasti matrice, popsana v kapitole
2.2. Vsechny tyto iontové zdroje byly spojené s priletovym analyzatorem S piedfazenym
kvadrupolem QTOF (QTOF Premier, Waters, Manchester, UK). Iontovy zdroj MALDI
byl také testovan ve spojeni s novejSim hmotnostnim spektrometrem SYNAPT G2-S
(Waters, Manchester, UK). Pro MALDI byl pouzit standardni MALDI plate
s 96 pozicemi pro vzorky (Waters).

Parametry jednotlivych iontovych zdroji jsou uvedeny V nasledujicich tabulkach

IV.-VII.

Tab. IV. Parametry nastaveni iontového zdroje pro nanoDESI-QTOF

Parametry Hodnoty

Sprejovaci napéti 3 kV
Napéti na vyhtivané kapilare 40V
Teplota vyhiivané kapilary 120 °C
Kolizni energie 5 kV (negativ), 2 kV (pozitiv)
Sprejovaci $picka PicoTipemitterGlassTip, 1.D. =2+ 1 um;

New Objective, Woburn, USA

Tab. V. Parametry nastaveni iontového zdroje pro TM-DESI-QTOF

Parametry Hodnoty

Sprejovaci napéti 3 kV
Napéti na vyhiivané kapilaie 40V
Teplota vyhiivané kapilary 120°C (pozitiv), 100 °C (negativ)
Kolizni energie 2 kV (pozitiv), 5 kV (negativ)
Sprejovaci Spicka PicoTipemitterGlassTip, 1.D. =2+ 1 um;

New Obijective, Woburn, USA
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Poslednimi technikami pro analyzu 1é¢iv byla ioniza¢ni technika MALDI.

Konkrétné ve spojeni s analyzatory QTOF a SYNAPT. Parametry nastaveni jsou popsany

Vv nésledujicich tabulkach (viz Tab. VI. a Tab. VIL.).

Tab. VI. Parametry nastaveni iontového zdroje pro MALDI-QTOF

Parametry Hodnoty

VInova délka laseru 337,1 nm
Energie laseru 300 pJ
Rozsah méfenych hodnot 50-1000 Da

Tab. VII. Parametry nastaveni iontového zdroje pro MALDI-SYNAPT G2-S

Parametry Hodnoty

Vlnova délka laseru 350 nm
Energie laseru 400 pJ
Rozsah méfenych hodnot 50-1200 Da
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3.2 Pouzité chemikalie

Pro analyzy pomoci nanoDESI a TM-DESI byla pouzita jako sprejovaci kapalina

smés rozpoustédel methanol (HPLC kvalita, Sigma Aldrich), deionizovana voda (HPLC

kvalita, Lab-Scan) a pro okyseleni kyselina mraven¢i (Sigma Aldrich) v poméru
MeOH : H,0O + HCOOH (1: 1+ 2 % v/v).

Pro MALDI byly pouzity matrice:

kyselina a-kyano-4hydroxyskoticova (CHCA, Sigma Aldrich)

kyselina 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova (kyselina sinapova, SINAP, Sigma
Aldrich)

1,8-dihydroxy-9(100H)-antracenon (dithranol,DITH, Sigma Aldrich)
2,4,6-trihydroxyacetofenon (THAP, Sigma Aldrich)

kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB, Sigma Aldrich)

Ke studiu této prace byla pouzita nasledujici 1é¢iva:

Paralen 500 12 tbl.
Acylpyrin 10 tbl.
Ibuprofen AL 400 10 tbl.
Ibalgin 400 30 tbl.
APO-Ibuprofen 400 30 tbl.
Acylcoffin 10 tbl.

Panadol Extra 10 tbl.
Migralgin 10 tbl.

Piehled téchto léciv s jejich ucinnymi a pomocnymi latkami (Seznam uvedeny

Vv piibalové informaci 1éku) je zaznamenan v nasledujicich tabulkach (VII1. a IX.).
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Tab. VIII. Prehled analyzovanych jednoslozkovych 16¢iv s uvedenim u&innych a pomocnych latek®®®’

Lécivo Uctinna latka M, Pomocné latky M,
Acylpyrin Kyselina 180.160 Bramborovy skrob (162,142)n
(Herbacos Recordati s.r.0.) acetylsalicylova (500 mg/tbl) ' Mastek 379,27
Ibuprofen AL 400 Ibuprofenum 206,280 Magnézium stearat 591,3
(bily) (400 mg/tbl) Kukuti¢ny skrob (162,142)n
(Aluid Pharma GmbH) Sodna sul karboxymethylskrobu
Hydroxypropylmethylcelul6za
Makrogol 400 400
Makrogol 6000 6000
Ibalgin 400 Ibuprofenum 206,280 Kukutiény skrob (162,142)n
(razovy) (400 mg/tbl) Hypromeldza 2910/3
(Zentiva) Predzelatinovany kukufi¢ny Skrob
Sodna sil karboxymethyl$krobu
Kyselina stearova 284,48
Mastek 379,27
Koloidni bezvody oxid kiemicity 60,08
Makrogol 6000 6000
Oxid titanicity 79,88
Simetikonova emulze SE 4 222 461
APO-IBUPROFEN 400 Ibuprofenum 206,280 Mikrokrystalicka celulbza
(oranzovy) (400 mg/tbl) Sodn4 stl kroskarmelozy
(Apotex Nederland B.V.) Magnézium stearat 591,3
Koloidni bezvody oxid kiemicity 60,08
Hyproloza
Makrogol 8000 8000
Oxid titaniCity 79,88
Hlinity lak oranzové zluti (E110)
Paralen 500 Paracetamolum 151,163 Piedbobtnaly kukufi¢ny Skrob (162,142)n
(Zentiva) (500 mg/thl) Povidon 30 1111
Sodné stl kroskarmelozy
Kyselina stearova 284,48
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Tab. IX. Pichled analyzovanych viceslozkovych 1é¢iv s uvedenim uéinnych a pomocnych latek®®®’

Lécivo Uctinna latka M, Pomocné latky M,
Acylcoffin Kyselina acetylsalicylova 180,160
(Saneca Pharmaceuticals a.s.) (450 mg/tbl) Bramborovy skrob (162,142)n
Kofein 194,190
(50 mg/tbl)
Panadol Extra Paracetamolum 151,163 Mastek 379,27
(GlaxoSmithKline Dungavan Ltd.) (500 mg/tbl) Kukutiény §krob (162,142)n
Kofein 194,190 Pfedbobtnaly $krob (162,142)n
(65 mg/tbl) Povidon 25 1111
Kalium sorbat 150,22
Mastek 379,27
Kyselina stearova 284,48
Sodna sil kroskarmelozy
Hydroxypropylmethylceluléza
Triacetin 218,21
Migralgin Kyselina acetylsalicylova 180,160 Monohydrat laktozy 360,31
(Zentiva) (250 mg/tbl) Kukuti¢ny skrob (162,142)n
Paracetamolum 151,163
(250 mg/tbl) Koloidni bezvody oxid kiemigity 60,08
Kofein 194,190
(50 mg/tbl) Kyselina stearova 284,48
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3.3 Pracovni postup

Zasobni roztoky pro analyzu technikou MALDI byly pfipraveny rozpusténim
jedné tablety kazdého 1é¢iva do 20 ml MeOH : H,O (1 : 1 v/v) ve vyslednych
koncentracich:

o Paralen 500 — paracetamolum 25 mg/ml

. Ibuprofen AL 400 — ibuprofenum 20 mg/mi

. Acylpyrin — kyselina acetylsalicylova 25 mg/ml

o Acylcoffin — kyselina acetylsalicylova 25 mg/ml, kofein 2,5 mg/ml

o Panadol Extra — paracetamolum 25 mg/ml, kofein 3,25 mg/ml

o Migralgin — kyselina acetylsalicylova 12,5 mg/ml, paracetamolum 12,5 mg/ml,
kofein 2,5 mg/ml

Pro analyzu pomoci nanoDESI byly vzorky analyzovany jako celd tableta
bez jakékoliv upravy, nasledné¢ byla povrchova vrstva 1éCiva odstranéna a zbrouSena
do rovna brusnym papirem, poté byla na takto upraveny povrch nanesena sprejem
sprejovaci kapalina, tableta byla navlhcena, a nakonec byl na mikroskopové sklicko
takto navlhéené tablety proveden otér (Obrazek 18.a-c)). Sklicko s témito vzorky
bylo umisténo do teflonové pomucky ke zvySeni opakovatelnosti a zabranéni

elektrického vyboje mezi sklickem a vstupni kapilarou hmotnostniho piistroje.

Obradzek 18. Povrchova uprava tablety Paralenu 500 a) bez povrchové upravy,

b) zbrouseny povrch, c) otér tablety.
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Vzorky pro analyzu pomoci MALDI (Obrazek 19.) byly zasobni roztoky uvedenych
l¢civ. Pii analyze MALDI-SYNAPT byla 1éCiva nadrcena a mald c¢ast prasku
byla oboustrannou lepici paskou ptilepena k MALDI platu.

Obrazek 19. MALDI plate pro analyzu roztoki 1é¢iv.
Analyza transmisnim DESI nevyZadovala zadnou specidlni tupravu vzorku.

Vzorek byl rozptlen a jednou polovinou tohoto léfiva byla potfena cela miizka tak,

aby byl zajistén vstup dostate¢ného mnozstvi analyzované latky do pfistroje.
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4. Vysledky a diskuze

V této praci bylo zkoumdno 6 riznych 1é¢iv  hmotnostnimi

nanoDESI-QTOF, TM-DESI-QTOF, MALDI-QTOF a MALDI-SYNAPT.

4.1 NanoDESI-QTOF

technikami

Toto uspotfadani bylo pouzito ke sledovani vSech analyzovanych 1éku. Jednalo

se zde o analyzu drobnych povrchovych tprav tablet. Na obrazku 20. vidime hmotnostni

spektra ziskana desorpcnim nanoelektrosprejem z povrchu tablety (a), ze zbrouSeného

povrchu tablety (b) a z otéru tablety na sklicko (c). Ion o0 m/z=152 odpovida molekule

paracetamolu a pohled na tento ion ve spektru je ptiblizeny na obrazku 20.
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Obrazek 20. Spektrum Paralenu 500 a) celd tableta bez povrchové upravy, b) tableta

se zbrouSenym povrchem, c) otér tablety.

Z experimentu je patrné, ze otér tablety poskytoval nejlepsi

m/z 152 = 5,73-10* (Obrazek 20. c¢) a Obrazek 21. c)). Piedchozimi

bylo dokazano, ze hmota s piky o hodnotach m/z 279 a 303 patfi ftalatim.

odezvu

pokusy
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Obrdzek 21. PiibliZzeni na pik m/z 152.

Nasledujici Obrazek 22. popisuje analyzu vSech dostupnych 1é¢iv nejvhodnéjsi technikou
ptipravy. Pro Acylpyrin byla nejhodnéjsi technika bez povrchové Ttpravy;
pro Paralen 500 technika otéru tablety; pro Ibuprofen AL 400 analyza bez povrchové
upravy tablety; Acylcoffin pro m/z 179 ze zbrousené tablety, pro m/z 195 z otéru tablety;
Panadol Extra pro m/z 152 analyza bez povrchové tupravy tablety, pro m/z 195 ze zbrousené
tablety; Migralgin pro m/z 152 ze zbrousené tablety, pro m/z 179 analyza bez povrchové
upravy tablety, pro m/z 195 ze zbrouSené tablety. Z tohoto spektra je patrné, Ze kyselina
acetylsalicylova m/z 179 se velmi ochotné pievadéla na fragment o hodnoté m/z 137.
U ibuprofenu si lze povSimnout taktéz tohoto piku o hodnoté m/z 137, ktera nikoliv nepatii
ke fragmenttim piku m/z 205. Jedna se 0 fragment kyseliny acetylsalicylové, ktery se velmi
Spatné a dlouho vymyval z hmotnostniho pfistroje. Je v8ak nutno podotknout, Ze tento
fragment se jiz ve spektrech ostatnich léCiv, neobsahujici kyselinu acetylsalicylovou,

neobjevil. VSechna spektra 1é¢iv a technik jejich analyzy jsou zahrnuta v ptiloze.
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Obrazek 22. Spektrum analyzovanych 1é¢iv vybranou technikou piipravy:

a)
b)
c)
d)
€)
f)
9)
h)
i)

Acylpyrin — bez povrchové tpravy

Paralen 500 — otér tablety

Ibuprofen AL 400 — bez povrchové upravy
Acylcoffin, m/z 179 — zbrousena tableta
Acylcoffin, m/z 195 — otér tablety

Panadol Extra, m/z 152 — bez povrchové Gpravy
Panadol Extra, m/z 195 — zbrousena tableta
Migralgin, m/z 179 — bez povrchové upravy

Migralgin, m/z 152 a m/z 195 — zbrousena tableta
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4.2 TM-DESI-QTOF

Vsechna IéCiva byla proméfena také technikou TM-DESI-QTOF (Obrazek 24.),
véetné vSech 1é¢iv, obsahujici u¢innou latku ibuprofenum (Obrazek 23.). Analyza 1éCiv,
obsahujici ibuprofenum, technikou TM-DESI-QTOF se ptili§ nevydafila. Tato spektra
sice ukazovala ucinnou latku s pikem o hodnoté m/z 205, ale jsou zde patrné
kontaminace pfedchozim experimentem. Konkrétné Ié€ivem Acylpyrin s G¢innou latkou

kyselina acetylsalicylova m/z 179 a jeji fragment m/z 137.
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Obrazek 23. Spektrum 1é¢iv obsahujici taé¢innou latku ibuprofenum: a) lbuprofen AL 400,
b) APO-IBUPROFEN 400, c) Ibalgin 400.
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24. Spektrum analyzovanych 1&Civ  a) Acylpyrin; b) Paralen

Obrazek

500;

c) Ibuprofen AL 400; d) Acylcoffin v pozitivnim modu; e) Acylcoffin v negativnim

modu; f) Panadol Extra; g) Migralgin v negativnim modu; h) Migralgin v pozitivnim
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4.3 MALDI-QTOF
Analyza technikou MALDI-QTOF byla provedena pro vSechna. Testovany

byly zasobni roztoky 1é¢iv. Touto technikou jsme ziskali informace o dvou

nejvhodnéjsich matricich pro kazdy z dostupnych 1ékt:

e Acylpyrin — THAP, SINAP

. Paralen 500 — THAP, DITH

° Ibuprofen AL 400 — THAP, SINAP

. APO-IBUPROFEN 400 — THAP, SINAP
. Ibalgin 400 — THAP, SINAP

° Acylcoffin — THAP, SINAP

. Panadol Extra — CHCA, DITH

. Migralgin - CHCA, DHB

Dale jsme zkoumali vliv nandSeni matrice (pfekryv vzorku matrici, smés vzorku
a matrice). Nasledujici obrazky (Obrazek 25-28.) pojednavaji o MALDI analyzach léCiva
Paralen 500, zplisobu nanaseni matrice a vhodnosti vybranych matric. Z téchto obrazkt
je patrné, ze pro dalsi analyzu tohoto léCiva se jako nejvhodnéj$i ukazaly matrice
THAP a DITH. Vsechna spektra ostatnich 1€¢iv a technik jejich analyzy jsou zahrnuta

Vv piiloze.
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Obrazek 25. Spektrum Paralenu 500, piekryv vzorku matrici: a) CHCA, b)
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.
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Obrazek 26. Zaostfeni na pik paracetamolu m/z 152, pfekryv vzorku matrici: a) CHCA,

b) DHB, c) DITH, d) SINAP, ) THAP.
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Obrazek 27. Spektrum Paralenu 500, smés vzorku a matrice: a) CHCA, b) DHB,
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.
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Obrazek 28. Zaostieni na pik paracetamolu m/z 152, smés vzorku a matrice: a) CHCA,
b) DHB, c) DITH, d) SINAP, e) THAP.
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4.4 MALDI-SYNAPT

Metodou MALDI-SYNAPT byla analyzovana vSechna IéCiva. Na zaklad¢
predchoziho méfeni MALDI-QTOF byly pouzity dvé nejvhodnéj$i matrice pro kazdé
z dostupnych 1é¢iv (viz kapitola 4.3 MALDI-QTOF) a k témto matricim byla pouzita
i matrice CHCA v ethanolu (viz kapitola 2.7.1 Kyselina acetylsalicylova a paracetamol,
vrstveni vzorku a matrice). Byl také zkouman vliv na analyzu bez pouziti matrice
na lé¢ivo v roztoku i praskovém vzorku. Testovany byly zasobni roztoky, metodou
vrstveni vzorku a matrice a smési vzorku a matrice, 1 praskové formy léciv, pfipevnéné
na MALDI plate oboustrannou lepici paskou. Tato technika byla vyuZita k porovnani
dvou stejnych ioniza¢nich technik MALDI na jiném piistroji, V tomto ptipadé SYNAPT,
ktery méfi s vy$S$im rozliSenim nez QTOF Premier.

Tato technika se ukdzala byt zna¢né nevhodnou pro analyzu danych I[éCiv.
Nasledujici obrazky znazorfuji celé spektrum analyzovaného 1éc¢iva Paralenu 500
(viz Obrazek 29. a Obrazek 31.). Ze zaostfeni na pik paracetamolu o hodnoté m/z 152
je vSak patrné, Ze U roztokd tohoto 1éCiva je tento pik pozorovan pouze u jedné z matric,
konkrétné u matrice CHCA Vv ethanolu (viz Obrazek 30.). Oproti tomu v praskovych
vzorcich tohoto Iéku, je tento pik pozorovan u stejné matrice (CHCA v etanolu)
i U vzorku, na ktery nebyla nanesena matrice (viz Obrazek 32.).

V téchto spektrech roztoku a praskového vzorku Paralenu 500 neni viditelny
pik matrice CHCA v ethanolu (m/z 190) a ani sodny adukt této matrice (m/z 212,
podle kapitoly 2.7.2 Kyselina acetylsalicylova a paracetamol). VSechna spektra ostatnich

1é¢iv a technik jejich analyzy jsou zahrnuta v ptiloze.
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Obrazek 29. Spektrum roztoku Paralenu 500 a) bez matrice; piekryv vzorku matrici:

b) CHCA v ethanolu, ¢) DITH, d) THAP; smés vzorku a matrice: ) DITH, f) THAP.
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Obrazek 30. Zaostfeni na pik paracetamolu m/z 152 a) bez matrice; pfekryv vzorku

matrici: b) CHCA v ethanolu, ¢) DITH, d) THAP; smés vzorku a matrice: ¢) DITH,

f) THAP.

48



PRASEK-PARALEN-BEZMATRICE 92 (1.729) TOF MS LD+

1.06e7
1007 @) 296.0 3566.2
s | 427.0508.1 629 1
0 Al . 1 ! lg‘L -III.“.\.AI .J'“""Ci" Ty o Ia_l. ki , . . . . miz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
PRASEK-PARALEN-CHCA-VETH 225 (3 864) TOF M5 LD+
2.02e7
0 s 0 318 135'5'2
2 ’ ] ’ 382.2509.1 7415
NURTUR | o u‘.'“.“'*“u,lu.' TV SO N —
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
PRASEK-PARALEN-DITH-NAYZORKU 343 (5.860) TOF MS LD+
1.44e7
1007 €) 356.2
= 225.03p7.0 457.3 5081
miz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
PRASEK-PARALEN-THAP-NAVZORKU 126 (2.189) TOF MS LD+
339.0 1.32e7
100y d) 219.0
= ll 297.0| 3562
0 n 1 L. 1Ll_|[u“l,.| et " miz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Obrazek 31. Spektrum praskového vzorku Paralenu 500 a) bez matrice; piekryv vzorku

matrici: b) CHCA v ethanolu, c) DITH, d) THAP.
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Obradzek 32. Zaostteni na pik paracetamolu m/z 152 a) bez matrice; piekryv vzorku

matrici: b) CHCA v ethanolu, ¢) DITH, d) THAP
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4.5 Srovnani hmotnostnich technik
Techniky DESI (nanoDESI-QTOF a TM-DESI-QTOF) poskytovaly lepsi odezvy

nez ionizace MALDI na obou hmotnostnich spektrometrech, taktéz pfiprava vzorki
nebyla nijak slozitd, nevyhodou meéfeni byla geometrie nanoDESI, taktéz citlivost
DESI pfistroji na okolni prostiedi (foukani klimatizace), pomérné slozité zapojeni
ionizacniho zafizeni, nemoznost pusténi analyzy v sekvenci. U ionizaci MALDI
(MALDI-QTOF a MALDI-SYNAPT) bylo vyhodou méfeni pustit na sekvenci, pfistroj
nebyl nachylny na zmény okolniho prostiedi, nevyhodami vsak byly odezvy matric,
které rusily signal analyzovanych latek, dale nutnost dodrzeni spravného davkovani
vzorku na mista k tomu ur¢ena (ter¢iky) na MALDI plate. U MALDI-QTOF bylo také
problémem nastaveni kamery a tim 1 nastaveni laseru (laser nedopadal na tercik

v MALDI plate).
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5. Zavér

Tato diplomova prace méla za ukol posoudit vhodnost vybranych iontovych zdroja
pro screeningové analyzy léciv. Jednalo se o skupinu volné prodejnych 1éCiv s analgetickymi
ucinky ve formé bilych tablet.

Screeningovymi technikami jsme studovali 6 vybranych tablet. Hlavnimi sledovanymi
parametry tohoto zkoumdni byla nendro¢nd doba piipravy vzorku, rychld analyza
a jednozna¢né urceni ucCinnych latek v tabletach.

U nanoDESI a TM-DESI byly tyto parametry dosazeny. MALDI techniky sice mohly
byt spusStény na sekvenci a pfistroje mohly bézet i pres noc. Nicméné nebylo splnéno
kritérium rychlosti analyzy a jednoznacné urceni uc¢inné latky v tableté a proto nejsou uplné
vhodnymi technikami pro rychlou analyzu 1é¢iv, ktera by neméla zahrnovat slozitou ptipravu
vzorku. Proto byly pouzity pouze zakladni matrice pfipravené podle standardniho navodu.

U MALDI-QTOF byl také zkouman zpuisob nanaseni vzorku a matrice na tercik
na MALDI plate. Smés vzorku a matrice sice poskytovala vyssi odezvy nez u piekryvu
vzorku matrici, ale celkové spektrum vykazovalo veétsi zaSuméni. Lze tedy tvrdit, Ze obdrzené
vysledky technik nanoDESI a TM-DESI prokazuji lepsi vhodnost pro rychlou screeningovou
analyzu léciv nez MALDI.

Techniky nanoDESI a TM-DESI se ukazaly byt vhodnéjsi a rychlejsi dokonce

i nez dosud pouzivané techniky v analyze 1é¢iv (LC, GC).
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|. Hmotnostni spektra 1éCiv technikou nanoDESI-QTOF
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Spektrum Acylpyrinu a) cela tableta bez povrchové upravy, b) tableta se zbrousenym

povrchem, c) otér tablety.
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TOF MS ES-
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1.37eb
100 b) 137.0
137.3
°\°.

0 93.0 179.0 ?05.1 N
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
NANODESI_MATUSU_ACYLCOFFIN_OTERTABLETY_NEG_1 49 (0.832) TOF MS ES-

137.0 4.42e3
1009 c) :
524
179.0
|

l:}50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 50'6”1
Spektrum Acylcoffinu v negativnim modu a) cela tableta bez povrchové upravy,

b) tableta se zbrousenym povrchem, c) otér tablety.

NANODESI_MATUSU_ACYLCOFFIN_CELATABLETA_NEG_1 54 (0.923) TOF M3 ES-
1.50e3
100, ) 179.0
3
178850 178,500 178950 179000 179050 | 178.100 179150 179206
NANODESI_MATUSU_ACYLCOFFIN_ZBROUSENATABLETA_NEG_1 34 (0.578) TOF MS ES-
6.5423
1007 b) 179.0
L -2
; . . . . ‘ . . -z
178850 178,900 178950 179000 179.050 179100 179150 179200
NANODESI_MATUSU_ACYLCOFFIN_OTERTABLETY_NEG_1 49 (0 832) TOF M3 ES-
179.0 688
1007 ¢)
w2l
178850 178,500 178950 179 000 179050 1757100 179150 179206

Acylcoffin — ptfibliZzeni na pik m/z 179.



NANODESI_MATUSU_ACYLCOFFIN_CELATABLETA_POZ_1 58 (0.992) TOF MSES+
1.55e5
100, ) 417.2
163.0 375.2
. sl 185.1
= 240.1 361.1 18.2
0 . . 1 ] l M . Ll N Ll iz
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 50'[5'
NANODESI_MATUSU_ACYLCOFFIN_ZBROUSENATABLETA_POZ_1 50 (0.855) TOF MSES+
1.91e5
1007 b) 417.2
375.1
163.0, ..,
& .
{ 240.1 361.1 418.2
. . . . . | TS b lL . L
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
NANODESI_MATUSU_ACYLCOFFIN_OTERTABLETY_POZ_1 5 (0.089) TOF MS ES+
417.2 1.26e5
100y ¢) 185.1 '
: 375.2
2
163.0 [195.5 18.2
L L ol e ™ o AL b

5075 100 135 150 175 200 335 980 575 300 535 380 375 400 435 440 ats 50077

Spektrum Acylcoffinu v pozitivnim modu a) cela tableta bez povrchové upravy,

b) tableta se zbrousenym povrchem, c) otér tablety.

NANODESI_MATUSU_ACYLCOFFIN_CELATABLETA_POZ_1 58 (0.992) TOF MS ES+
195.1 7.14e4
1007 @) :
2]
0 . iz
195000 1957025 195050 195075 195.100 1951125 195150 195175
NANODESI_MATUSU_ACYLCOFFIN_ZBROUSENATABLETA_POZ_1 50 (0.855) TOF MS ES+
185 1 7.72e4
100, D) :
.
0= ; : : = — iz
195.000 195025 195050 195075 195.100 1951125 195.150 195.175
NANODESI_MATUSU_ACYLCOFFIN_OTERTABLETY_POZ_1 5 (0.085) TOF MS ES+
1951 9.5084
1007 €) :
2]
0 iz
195000 195025 195050 195075 195100 1957125 195,150 195175
Acylcoffin — ptfibliZzeni na pik m/z 195.



TOF MS ES+

NAMODES|I_MATUSU_PANADOLEX_CELATABLETA_POZ_1 47 (0.804)
413.2 1.35e5
1009 A - :
a) 195.1
159.0
= 52
152.1 236.1 3462 3702  [414.2
0 | L 4 by L. I iz
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 5DE]
NANODESI_MATUSU_PANADOLEX_ZBROUSENATABLETA_POZ_1 57 (0.973) TOF MS ES+
1.42e5
1007 b) 195.1 413.2
& 236.1
159.1 : 414.2
D- . - || . . |\ . Il i . l‘ | . ] . .m
30 79 100 125 1580 179 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
NANODESI_MATUSU_PANADOLEX_OTERTABLETY_POZ_1 26 (0 445) TOF MS ES+
1851 3.82e4
1007 ¢) .
. 401.3
&
196.1 346.2
'I. i 1 L I l L ."Z
179 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 50‘5‘

DSD 75 100 125 150
Spektrum Panadol Extra a) cela tableta bez povrchové upravy, b) tableta se zbrousenym

povrchem, c) otér tablety.

NANODESI_MATUSU_PANADOLEX_CELATABLETA_POZ_1 47 (0.804) TOF MS ES+
152.1 3.21e4
1007 Q) :
2]
0 . iz
151800 151900 152.000 152°100 1527200 152'300 152,400
NANODESI_MATUSU_PANADOLEX_ZBROUSENATABLETA_POZ_1 57 (0.975) TOF MS ES+
162 .1 2.00e4
1009 b) :
.
u] T T T T iz
151.800 151.900 152.000 152.100 152.200 152:300 152.400
NANODESI_MATUSU_PANADOLEX_OTERTABLETY_POZ_1 26 (0 445) TOF MS ES+
1521 4.85e3
1007 €) :
2]
151900 i52'000 152°100 1527200 1527300 T52and"*

151.800

Panadol Extra — ptiblizeni na pik m/z 152.



NANODESI_MATUSU_PAMADOLEX_CELATABLETA_POZ_1 47 (0.804) TOF MS ES+

1.07e5
100, @) 185.1
- 2]

0 T T T T miz
194600 194900 195 000 195100 195200
NANODESI_MATUSU_PANADOLEX_ZBROUSENATABLETA_POZ_1 57 (0.975) TOF MS ES+

1.21e5
1007 b) 1951
®
0 T T 7 T T miz
194,800 194900 195.000 195,100 195200
NANODESI_MATUSU_PANADOLEX_OTERTABLETY_POZ_1 26 (0.445) TOF MS ES+
3.82e4
00, ©) 185.1
=
0 miz
194800 194900 195 000 185100 195200
Panadol Extra — pfiblizeni na pik m/z 195.
NANODESI_MATUSU_MIGRALGIN_CELATABLETA_NEG_1 21(0.359) TOF M3 ES-
1.44e5
10, 2) 137.0
- 2]
179.0
0 S Y iz
50 75 100 125 150 175 200 235 250 275 G300 835 350 375 40D 425 450 475 500
NANODESI_MATUSU_MIGRALGIN_ZBROUSENATABLETA_NEG_1 6 (0.086) TOF MS ES-
1.35e5
1007 b) 137.0
®
138.0 179.0
Qs — T — — . ——miz
50 75 100 125 150 176 200 295 250 275 300 325 950 375 400 425 450 475 500
NANODESI_MATUSU_MIGRALGIN_OTERTABLETY_NEG_1 38 (0.650) TOF M3 ES-
3.91e3
100, ©) 137.0
2]
0 , iz
50 75 100 125 150 175 200 235 350 275 300 335 380 375 400 435 430 475 500

Spektrum Migralginu v negativnim modu a) cela tableta bez povrchové upravy, b) tableta

se zbrouSenym povrchem, c) otér tablety.

VI



NANODESI_MATUSU_MIGRALGIN_CELATABLETA_NEG_1 21 (0.359) TOF MS ES-
9

4.21e4
1007 a)
=
0 T miz
176.800 178.900 179.000 179.100 179.200 179.300 179.400
NANODESI_MATUSU_MIGRALGIN_ZBROUSENATABLETA_NEG_1 5 (0.086) TOF MS ES-
3.42e4
100, b) 179.0
.
0 . . - - + y - miz
178.800 178.900 179.000 178.100 179.200 1798.300 179.400
NANODESI_MATUSU_MIGRALGIN_OTERTABLETY_NEG_1 38 (D 650) TOF MS ES-
218
108, ¢) 179.0
3%
0 miz
178.800 178.900 179.000 179.100 179.200 179.300 179.400

Migralgin — pfiblizeni na pik m/z 179.

NANODESI_MATUSU_MIGRALGIN_CELATABLETA_POZ_1 38 (0.650) TOF MS ES+
1007 @) 163.0 417.2 e
195.1 375.2
- 240.1 361.2 18.2
0 . . . 'll - L, — . I Ly ’ L A oy 1z
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 EIIIrIE|
NANODESI_MATUSU_MIGRALGIN_ZBROUSENATABLETA_POZ_1 55 (0.941) TOF MS ES+
163.0 6.98e4
1007 b) 417.2
1851 375.2
32 2401 361.1 383.1 4252
L . . ll - W l' n " L 1'LL1 H}[J — ) ll. . .
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
NANODESI_MATUSU_MIGRALGIN_OTERTABLETY_POZ_1 5 (0.086) TOF MS ES+
4.97e4
1007 €) 417.2
1951
- 375.2
: 346.2 L 418.2
0 - L - L

50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 4501475 SDE”Z
Spektrum Migralginu v pozitivnim modu a) cela tableta bez povrchové upravy, b) tableta

se zbrouSenym povrchem, c) otér tablety.

VIl



NAMODESI_MATUSU_MIGRALGIN_CELATABLETA_POZ_1 38 (0.650) TOF MS ES+
1521 3.77e3
1007 Q) .
=21
u} T Wéz
151 800 151.900 152.000 152.100 152200 152.3
NANODESI_MATUSU_MIGRALGIN_ZBROUSENATABLETA_POZ_1 55 (0.941) TOF MS ES+
152 1 1.25e4
1007 1) .
- 32-
. - . - . - : —miz
151.800 151,900 152.000 152100 152.200 152.300
NANODES|I_MATUSU_MIGRALGIN_OTERTABLETY_POZ_1 5 (0.086) TOF MS ES+
152 .1 2.19e3
100 :
c)
=
151 800 151.900 152.000 152.100 152200 D% i
Migralgin — pfiblizeni na pik m/z 152.
NAMODESI_MATUSU_MIGRALGIN_CELATABLETA_POZ_1 38 (0.650) TOF MSES+
185.1 3.52e4
1007 Q) :
- 52
0 . ’
194800 195.000 195 200 195 400 iz
NANODESI_MATUSU_MIGRALGIN_ZBROUSENATABLETA_POZ_1 55 (0.941) TOF M5 ES+
4.72ed
1007 1) 195 .1
2]
, . - . miz
194800 195.000 195 200 195.400
NANODESI_MATUSU_MIGRALGIN_OTERTABLETY_POZ_1 5 (0.086) TOF MS ES+
1951 3.45e4
1009 C) '
=3
194800 195.000 195 200 195400 miz

Migralgin — pfiblizeni na pik m/z 195.

VIl



1. Hmotnostni spektra 1é¢iv technikou MALDI-QTOF

MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLPYRIN_CHCA_NEG 52 (2.953) Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
100 144.0 5.07e4
1% Sy 283.0311.0
100 200 300 400 ' 500 600 ' 700 800 300 105%;2
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLPYRIN_DHB_NEG 28 (2.129)Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
100 b) 13701790 3150504 .
% llwl[glL-A;Alll.r , o
100 200 300 400 500 600 700 800 900 105%{
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLPYRIN_DITH_NEG 75 (3.718) Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
1.33e3
1”% ¢) 315.1
- z
100 200 300 400 500 600 700 800 300 ‘IOSH
MALDI MATUSU TABLETY _ACYLPYRIN_SINAP _MNEG 37 (2.416)Cm (2:91) 1: TOF MS LD-
4471 4.08e4
100, d) 1370 223.0 403.1
% 1 1 1 L ‘. A4 l 4 bk 1 l 'z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 'IOSE(
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLPYRIN_THAP_NEG 39 (2.483) Cm (2:90) 1: TOF MS LD-
252e4
10% e) 167.0 2017'0 313.0
Ny n L} —t /z
100 200 300 400 500 600 700 800 300 1086

Spektrum Acylpyrinu, ptekryv vzorku matrici: a) CHCA, b) DHB, c) DITH, d) SINAP,

e) THAP.

MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLPYRIN_CHCA_NEG 52 (2.953) Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
100, a) 179.0 878
Eﬁ —{7;\ m/z
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLPYRIN_DHB_NEG 28 (2.129)Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
451
_10% b) }g\i
79 m/z
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLPYRIN_DITH_NEG 75 (3.718)Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
179.0 48
100, ¢)
MALDI MATUSU TABLETY _ACYLPYRIN_SINAP _MNEG 37 (2.416)Cm (2:91) 1: TOF MS LD-
10, d) 179.1 95263
C
% —,%\ miz
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLPYRIN_THAP_NEG 39 (2.483) Cm (2:90) 1: TOF MS LD-
10 e) 179.0 6.36e3
% J/\ m/z

179

Acylpyrin — ptiblizeni na pik m/z 152, piekryv vzorku matrici: a) CHCA, b) DHB,

¢) DITH, d) SINAP, ) THAP.



MALD|_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLPYRIN_CHCA_NEG 51 (3.258) Cm (2:89) 1- TOF MS LD-
a 163.0 161e4
0% 931 2830 3390 577.0
%n | | TR L ren i, FUBETE VNt e
100 200 300 400 500 600 700 800 300 700y
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLPYRIN_DHB_NEG 42 (2.603) Cm (2:89) 1-TOF MS LD-
1583.0 1.26e4
10 b) 315.03450  499.0
L. 1 ced ! [ -
700 200 300 400 500 600 700 500 300 7004
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLPYRIN_DITH_NEG 23 (1.958) Cm (2:89) 1-TOF MS LD-
137.0 . 1.08e3
100 ) I 28303151 .
. l. .l " AT . -
100 700 300 400 200 800 700 800 300 0%’
MALDI_MATUSU TABLETY MIX_ACYLPYRIN SINAP_NEG 58 (3.161) Cm (2:90) 1 TOF MS LD-
137.0 27204
10g d) |" 2230 2830 4417-1
L ) ol { L -
100 200 200 400 500 600 700 500 300 o0y’
MALDI_MATUSU TABLETY_MIX_ACYLPYRIN_THAP_NEG 44 (2.653) Crn (2:89) 1:TOF MS LD-
62423
10% e) mrﬂ ?
i1 A Al fz
100 700 300 400 500 600 700 800 300 7000
Spektrum Acylpyrinu, smés vzorku a matrice: a) CHCA, b) DHB, c) DITH, d) SINAP,
e) THAP.

MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLPYRIN_CHCA_NEG 61 (3.258) Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
10%;1) 178.0 494
D 79 miz
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLPYRIN_DHB_NEG 42 (2.603) Cm (2:89) 1-TOF MS LD-

40203
g b) 179.0
79 miz
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLPYRIN_DITH_NEG 23 (1.958) Cm (2:89) 1-TOF MS LD-
10 ) 179.0 78
% : —éw\* m/z
MALDI_MATUSU TABLETY MIX_ACYLPYRIN SINAP_NEG 58 (3.161) Cm (2:90) 1:TOF MS LD-
2.98¢3
g d) 179.0
179 mz
MALDI_MATUSU TABLETY_MIX_ACYLPYRIN_THAP_NEG 44 (2.653) Crn (2:89) 1: TOF MS LD-
12363
10% e) 179.0 e
179 miz

Acylpyrin — pfiblizeni na pik m/z 179, smés vzorku a matrice:
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.

a) CHCA, b) DHB,



MALDI_MATUSU_TABLETY_IBUPROFEN_CHCA_NEG 79 (3.964) 1. TOF MS LD-

9.08e3
jo0, q) 1440
. g; ' I 311.0
* Ar A T - b rJ' + a am T - T T T T T T T T 2 N /Z
100 200 300 400 500 600 700 800 500 1000
MALDI_MATUSU_TABLETY_IBUPROFEN_DHB_NEG 2 (1.252) 1. TOF MS LD-
1530 1.19e3
1003 b) 315.0351.0
= i || 24100 [
RARRREFT 200 300 400 500 600 700 800 500 Tooh®
MALDI_MATUSU_TABLETY_IBUPROFEN_DITH_NEG 64 (3.347) 1. TOF MS LD-
295 0 5.94e4
100 :
gi‘:) 196.0 | 449.0 4950
d N 1.4 . iz
100 200 300 400 500 600 700 800 500 1000
MALDI_MATUSU_TABLETY_IBUPROFEN_SINAP_NEG 3 (1.265) 1: TOF MS LD-
1.55e4
1009 d 403.1 4471
" ) 137.0 223.04545g 4
RARRRETT: 200 300 400 500 600 700 800 500 TG00/
MALDI_MATUSU TABLETY_IBUPROFEN_THAP_NEG 68 (3.465) 1: TOF MS LD-
2.12e4
100; €) 167.0 207.0
aai ) J 315.0
0 L L Lobies il Iz
100 200 300 400 500 600 700 800 500 7000

Spektrum lbuprofen AL 400, piekryv vzorku matrici: a) CHCA, b) DHB, c) DITH,
d) SINAP, e) THAP.

MALDI_MATUSU_TABLETY_IBUPROFEN_CHCA_NEG 79 (3.964) 1 TOF MS LD-
100 @) 205.0 205.0 202" ”
- *’; ' M5.2
0 : iz
205
MALDI_MATUSU_TABLETY_IBUPROFEN_DHB_NEG 2 (1.252) 1: TOF MS LD-
205.1 60
wsgi b) 205.0 2050 205.1
0 205 miz
MALDI_MATUSU TABLETY_IBUPROFEN_DITH_NEG 64 (3.347) 1 TOF MS LD-
c) ops.0 205.1 154
10323 '204.7 2047 204.8 204 9 . 205.2 205.3 2054 2055
0 iz
205 "
MALDI_MATUSU TABLETY_IBUPROFEN_SINAP_NEG 3 (1.265) 1: TOF MS LD-
492
1003 d) 205.0 205.1
2 d
i} 2ﬁ5 m/z
MALDI_MATUSU_TABLETY_IBUPROFEN_THAP_NEG 68 (3 465) 1: TOF MS LD-
2050 1.35e3
100 e)
2
0
205 miz

Ibuprofen AL 400 — pfiblizeni na pik m/z 205, ptekryv vzorku matrici: a) CHCA,
b) DHB, c) DITH, d) SINAP, ) THAP.

Xl



MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_IBUPROFEN_CHCA_NEG 76 {3.862)Cm (2:86) 1: TOF MS LD-
100 144.0 21404
1% VT 2190 339.0
100 200 300 400 500 600 700 800 900 108%2
MALDI MATUSU _TABLETY_MIX_IBUPROFEN_DHE_NEG 87 (4.076) Cm (3:89) 1: TOF MS LD-
137. 149
'IC% b)l 167 0 315’,‘0
100 200 300 400 500 600 700 800 300 105%{2
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_IBUPROFEN_DITH_NEG 76 (3.738) Cm (2'90) 1: TOF MS LD-
2814
10% 0) 22{5.0
100 200 30[:; 400 500 600 700 800 300 'ICIESIE{Z
MALDI MATUSU TABLETY MIX_IBUPROFEN_SINAP NEG 2(1.227)Cm ({2:90) 1: TOF MS LD-
4.51e3
10% d) 137 0 4031 44[7.1
L L
1[]0 200 300 400 500 600 700 800 900 'IUSE(Z
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_IBUPROFEN_THAP_MNEG 2 {1.231) Cm {2:90) 1: TOF MS LD-
207.0 2.17e4
10% e) 167. 0 l 315.0
A L
00 QOO 300 400 500 600 700 800 Q00 'IOCIP%Jrz

Spektrum Ibuprofen AL 400, smés vzorku a matrice: a) CHCA, b) DHB, c) DITH,

d) SINAP, e) THAP.

MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_IBUPROFEN_CHCA_NEG 76 {3.862)Cm (2:86) 1: TOF MS LD-
10% a) 205 0_205.0 205.1 272
?) 204?800 204 900 205.000 205100 205.200 205 3[]81;2
MALDI_MATUSU TABLETY_MIX_IBUPROFEN_DHB_NEG &7 (4.076) Cm (3:89) 1: TOF MS LD-

205.0 6
10% b) 2049  205.02050 205.1 051 205.2
AN Fan
204 800 204 900 205.000 205100 205200 2(]5?)08"']'Z
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_IBUPROFEN_DITH_NEG 76 (3.738) Cm (2:90) 1- TOF MS LD-
100 ¢) 205.0 2050 205.1 205.1 o
% 2048 2048 204.9 Y9 : 205.2 2053 2053
204 800 204 900 205.000 205100 205200 205305VZ
MALDI MATUSU TABLETY MIX_IBUPROFEN_SINAP NEG 2(1.227)Cm ({2:90) 1: TOF MS LD-
93
10% d) 205.0 2051 2051
204 800 204 900 205.000 205100 205,200 205 3UHUZ
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_IBUPROFEN_THAP_MNEG 2 {1.231) Cm {2:90) 1: TOF MS LD-
1.35e3
100 ©) 205.0 o
204 800 204 900 205.000 205100 205200 205 306[];2

Ibuprofen AL 400 — piiblizeni na pik m/z 205, smé&s vzorku a matrice: a) CHCA,

b) DHB, c) DITH, d) SINAP, ) THAP.

Xl



MALDI_MATUSU _TABLETY_ACYLCOFFIN_CHCA_NEG 79 (3.871) 1. TOF MS LD-
144.0 1.06e4
100 :
o0, 2) l 283.0
" " " . W — A
el L , N ——— —
100 200 300 400 500 600 700 800 300 1000
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLCOFFIN_DHB_NEG 2 (1.252) 1: TOF MS LD-
315.0 1.90e3
1003 b :
3?‘3 ) 179.0 11 345.0
G "l | A 4 f fZ
100 200 300 400 500 600 700 800 500 7000
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLCOFFIN_DITH_NEG 38 (2.468) 1: TOF MS LD-
1.993
100 ¢) 2250
:,?.i 224.0l226.0
m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 500 1000
MALDI_MATUSU _TABLETY_ACYLCOFFIN_SINAP_NEG 2 (1.231) 1: TOF MS LD-
1.50e4
100y d) 163.0 223.0 403 1 447 1
=
0 iz
100 200 300 400 500 600 700 800 300 Todd
MALDI_MATUSU TABLETY_ACYLCOFFIN_THAP_NEG 67 (3.432) 1: TOF MS LD-
1.76e4
100 ©) 207.0
=] 167.0 313.0
0 I L Lowdlan s oy iz
100 200 300 400 500 600 700 800 500 7000

Spektrum Acylcoffinu v negativnim modu, piekryv vzorku matrici: a) CHCA, b) DHB,

¢) DITH, d) SINAP, ) THAP.

MALDI_MATUSU _TABLETY_ACYLCOFFIN_CHCA_NEG 79 (3.871) 1: TOF MS LD-
318
1009 Q)
=k
0i— r v . - miz
178.600 178.800 179.000 179.200 179.400
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLCOFFIN_DHE_NEG 2 (1.252) 1. TOF MS LD-
79.0 1.02e3
1003 b)
LI
E:178 600 178.800 179.000 179.200 179.400 miz
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLCOFFIN_DITH_NEG 38 (2.468) 1. TOF M5 LD-
25
1003 € b
0 miz
178.600 178.800 179.000 179.200 179.400
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLCOFFIN_SINAP_NEG 2 (1.231) 1: TOF MS LD-
3.06e3
1005 d) 179.1
:
0i— v v T miz
178.600 178.800 179.000 179.200 179.400
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLCOFFIN_THAP_NEG 67 (3.432) 1. TOF MS LD-
4.22e83
1005 €) 179.0
=
0 miz
178.600 178.800 179.000 179.200 179.400

Acylcoffin — ptiblizeni na pik m/z 179, piekryv vzorku matrici: a) CHCA, b) DHB,

¢) DITH, d) SINAP, ) THAP.

X1



MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLCOFFIN_CHCA_POZ 2 (1.252) Cm (2:88) 1. TOF MS LD+
10y 2) 1381 195.1 14424

) Eﬁ | I‘_ 1 J[ A L 7

100 200 300 400 500 600 700 800 300 108&’
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLCOFFIN_DHB_POZ 2 (1.240)Cm (2:90) 1: TOF MS LD+
by370 1930 06

10 370 :

% oA l | IR Jl [ 312190 45?2 r4

100 200 300 400 500 600 700 800 300 105%{
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLCOFFIN_DITH_POZ 63 (3.289) Cm (2:90) 1: TOF MS LD+
2.14e3

10% C) 181.1 265.0 480.0
M L L NI N 1.1

100 200 300 400 500 600 700 800 300 10[5'3{2
MALDI_MATUSU _TABLETY_ACYLCOFFIN_SINAP_POZ 64 (3.275)Cm (4:91) 1. TOF MS LD+
7.24e3

10y 911D207.14 2830 4eah gzt s162 7112

RN TR RIS TP N W e — -

100 200 300 400 500 600 700 800 3900 ‘IOSE{
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLCOFFIN_THAP_POZ 34 (2.309)Cm (3:90) 1: TOF MS LD+
10 e) 207.0 148e4

100 200 300 400 500 600 700 800 3800 108&1

Spektrum Acylcoffinu v pozitivnim modu, piekryv vzorku matrici:
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.

MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLCOFFIN_CHCA_POZ 2 (1.252) Cm (2:88) 1: TOF MS LD+
.10%{ 2 195 1 11984
D x gz
192 193 134 195 196 197 13
MALDI_MATUSU_TABLETY ACYLCOFFIN_DHB_POZ 2 (1.240) Cm (2:90) 1:TOF MS LD+

193.0 806
109 b) A 195.1
- iz
152 193 194 795 196 97 o8
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLCOFFIN_DITH_POZ 63 (3.289) Cm (2:90) 1-TOF MS LD+
193.0 558
109 ¢) i 197.1
A /z
132 193 164 185 198 137 158"
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLCOFFIN_SINAP_POZ 64 (3.275)Cm (4:91) 1:TOF MS LD+
2 6563
10% d) 185.1 ;
192 103 194 155 196 197 T
MALDI_MATUSU_TABLETY_ACYLCOFFIN_THAP POZ 34 (2.309) Cm (3:90) 1: TOF MS LD+
27063
10% e) 19).?-1 ¢
m/z
12 193 194 795 166 197 158

a) CHCA, b) DHB,

Acylcoffin — pfiblizeni na pik m/z 195, ptekryv vzorku matrici: a) CHCA, b) DHB,
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.

XV



MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLCOFFIN_CHCA_NEG 81 (3.919)Cm {2:90) 1: TOF MS LD-
10 a) 1440 283.0 5770 1 7eet
%q | I.I l s Ls. e P . 7

100 200 300 400 500 800 700 800 300 100Y
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLCOFFIN_DHB_NEG 33 (2.291) Cm (2:90) 1: TOF MS LD-
183.0 1.22e4
b) 315.0344.9 4990
1 1 ll. [ [ 7
100 200 300 400 500 600 700 800 300 105%{
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLCOFFIN_DITH_NEG 57 (3.096) Cm (2:90) 1 TOF MS LD-
315.1 9 20e3
10% C) 1317-0 22:5.0 l 374.1 4491
A 1 { £
100 200 300 400 500 600 700 800 300 10[5'3{2
MALDI MI—‘\TUSU _TABLETY _MPX_ACYLCOFFIN_SINAP NEG 48 (2.776) Cm (2:90) 1: TOF MS LD-
139e4
g d) B0 5030 2830 4411
A ol L . L
100 200 300 400 500 00 700 00 300 007
MALDI_MATUSU TABLETY MIX_ACYLCOFFIN_THAP_NEG 47 (2.742) Cm (2:90) 1: TOF MS LD-
) 2070 17204
10% €) 1e7. 0 315.0 )
560 300 400 560 600 700 800 300 000~

Spektrum Acylcoffinu v negativnim modu, smés vzorku a matrice
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.

MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLCOFFIN_CHCA_NEG 81 (3.919) Cm (2:90) 1: TOF MS LD-
g 179.0 436
D miz

178 800 179000 179 200 179400
MALDI_MATUSU_TABLETY_ MIX_ACYLCOFFIN_DHB_NEG 33 (2.281) Cm (2:90) 1:TOF MS LD-
10% b) 179.0 4 69e3

178800 179000 179 200 779400 ™2
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLCOFFIN_DITH_NEG 57 (3 096) Cm (2:90) 1°TOF MS LD-
g 179.0 459

178 800 179000 179 200 76400 ™2
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLCOFFIN_SINAP_NEG 48 (2.776) Cm (2:90) 1:TOF MS LD-

15363
10% d) 179.0
178.800 179,000 179 200 78400 ™z
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLCOFFIN_THAP_NEG 47 (2.742) Cm (2'90) 1: TOF MS LD-
38863
10% e) 179.0 e
m/
178800 179000 1797300 179300 ¢

Acylcoffin — ptiblizeni na pik m/z 179, smés vzorku a matrice:
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.

: a) CHCA, b) DHB,

a) CHCA, b) DHB,

XV



MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLCOFFIN_CHCA_POZ 2 (1.252) Cm (2:88) 1: TOF MS LD+
16084
ey Lj381 195 2843 550.6
%n el ] L Y L L . " . 7
00 00 300 400 500 600 700 800 300 100Y
MALDI_MATUSU TABLETY MIX_ACYLCOFFIN_DHB_POZ 2 (1.240)Cm (2:89) 1: TOF MS LD+
b) 550 6 1.63e4
284.3
00 760 300 400 500 600 700 800 300 10042
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLCOFFIN_DITH_POZ 60 (3 203) Crn (2'89) 1-TOF MS LD+
¢) 241.0 3693
901368 |, 33036844711 55?'6
700 300 360 400 il 800 700 800 300 T
MALDI_MATUSU_TABLETY MIX_ACYLCOFFIN_SINAP_POZ 2 (1.226) Cm (2:90) 1: TOF MS LD+
91.1 550.6 3.30e3
d) 2071 263.0 339 4711 6162 711.2 935 2
100 200 300 400 500 600 700 800 300 T
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLCOFFIN_THAP_POZ 2 (1.226) Cm (2:90) 1: TOF MS LD+
10 ) 5506 1.70e4
% B 20702410  386.0 | y
360 300 400 500 600 700 800 300 000~

MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLCOFFIN_CHCA_POZ 2 (1.252)Cm (2:88) 1: TOF MS LD+
10% El) 185.1 1.50e4
v miz

194 900 195.000 195100 195.200 195.3200 195.400
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLCOFFIN_DHB_POZ 2 (1.240)Cm (2:89) 1: TOF MS LD+
109 b) 195.1 784

% miz

194 900 195.000 185.100 195.200 185.300 195400
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLCOFFIN_DITH_POZ 60 (3.203) Cm (2:89) 1: TOF MS LD+
106 ) 195.1 165

4 1950 195.0

194 900 195.000 195.100 195.200 195.300 1&‘!5.4!3![21'-“”Z
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLCOFFIN_SINAP_POZ 2 (1.226) Cm (2:90) 1: TOF MS LD+
10% d) 195.1 2.23e3

m/z
194 900 195.000 195100 195.200 195.300 195.400
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_ACYLCOFFIN_THAP_POZ 2 (1.226) Cm ({2:90) 1: TOF MS LD+
40263
10% e) 185.1 e
miz
194 900 195.000 185100 195200 185300 195 400

Spektrum Acylcoffinu v pozitivnim modu, smés vzorku a matrice: a) CHCA, b) DHB,
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.

Acylcoffin — ptiblizeni na pik m/z 195, smés vzorku a matrice: a) CHCA, b) DHB,
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.

XVI



MALDI_MATUSU_TABLETY_PANADOLEX_CHCA_POZ 2 {1.337)Cm (2:87) 1: TOF MS LD+
190.0 991
“’%{ a) o8 1ﬂ l 32fm1 3631 472.1508.1
1[]0 200 300 400 e 500 600 T700 800 900 108&’2
MALDI_MATUSU_TABLETY_PANADOLEX_DHB_POZ 48 (2.827) Cm (2:90) 1: TOF MS LD+
344.0 83163
b) 193.0
1L, i -
100 200 300 400 500 600 700 800 3800 105%{
MALDI_MATUSU_TABLETY_PANADOLEX_DITH_POZ 2 (1.236)Cm (2:89) 1: TOF MS LD+
398e3
10% S 11811 1{21091 g
100 200 300 400 500 600 700 800 300 ‘IOSHZ
MALDI MATUSU TABLETY PANADOLEX SINAP POZ 3 (1.257) Cm {3:89) 1: TOF MS LD+
3.89e3
10 ?)1 11180 2630 o0, 4874 6162 4444
ST SRR ... SO | T E . ,
100 200 300 400 500 600 700 800 900 108&(
MALDI_MATUSU_TABLETY_PANADOLEX_THAP_POZ 3 (1.256) Cm (3:90) 1: TOF MS LD+
207 0 9.69e3
10% e) 358.1
i, i b -y i fz
QOO 300 400 500 600 o0 800 a00 106?)

Spektrum Panadolu Extra, ptfekryv vzorku matrici:
d) SINAP, e) THAP.

MALDI_MATUSU_TABLETY_PANADOLEX_CHCA_POZ 2 {1.337)Cm (2:87) 1. TOF MS LD+
152.1 258
104 @) 150.1 151.1
! ot m/z
150 151 152

MALDI_MATUSU_TABLETY_PANADOLEX_DHB_POZ 49 (2.827)Cm (2:90)

1: TOF MS LD+

b 150.0 15 34
10 129.4 149.7 150.2 1504  151.0 1513 1515 15138 152.3
150 131 152 miz
MALDI_MATUSU_TABLETY_PANADOLEX_DITH_POZ 2 (1.236) Cm (2:89) 1: TOF MS LD+
1621 1.14e3
10% c)
150 e 152 miz
MALDI_MATUSU TABLETY PANADOLEX_SINAP_POZ 3 (1.257) Cm (3:89) 1: TOF MS LD+
175
100, d) 150.1 151.1 152.1
SA I
% 150 51 12 mz
MALDI_MATUSU_TABLETY_PANADOLEX_THAP_POZ 3 (1.256) Cm (3:90) 1: TOF MS LD+
151.0 210
100; €) 152.1
150 1 A 52
% 150 151 152 miz

a) CHCA, b) DHB, c) DITH,

Panadol Extra — pfiblizeni na pik m/z 152, ptekryv vzorku matrici: a) CHCA, b) DHB,

¢) DITH, d) SINAP, ) THAP.

XVII



MALDI_MATUSU_TABLETY_PANADOLEX_CHCA_POZ 2 (1.337)Cm (2:87) 1:TOF MS LD+
195.1 582
0% ) 1931
D miz
193 154 185
MALDI_MATUSU_TABLETY PANADOLEX_DHB_POZ 49 (2 827) Cm (290) 1: TOF MS LD+
10% b) 19}(\3\0 372e3
193 194 195 miz
MALDI_MATUSU_TABLETY_PANADOLEX_DITH_POZ 2 {1.236) Cm (2:89) 1-TOF MS LD+
oy 9 195.1 365
193 194 155 miz
MALDI_MATUSU_TABLETY PANADOLEX_SINAP_POZ 3 (1.257) Cm (3:89) 1: TOF MS LD+
680
10 d) 193.1 194.1 1951
ay AN méz
193 154 185
MALDI_MATUSU_TABLETY_PANADOLEX_THAP_POZ 3 (1.256) Cm (3:90) 1: TOF MS LD+
10% e) 1851 1.28e3
m/
163 194 195 iz

Panadol Extra — ptiblizeni na pik m/z 195, piekryv vzorku matrici: a) CHCA, b) DHB,

¢) DITH, d) SINAP, ) THAP.

MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_PANADOLEX_CHCA_POZ 38 (2.561) Cm (2:86) 1: TOF MS LD+
1381 19851 3.15¢e3
J0ga)T T 1T 2843 3351
“ﬁ Lol PR Lt L s, 7
100 200 300 400 500 600 700 800 900 10%’
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_PANADOLEX_DHB_POZ 21 (1.880) Cm (2:88) 1: TOF MS LD+
b) 1900 396.2 15083
10% 319 o' 25? 0 Ol 550.6
Ahoil ] AN n 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900 105'3,2
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_PANADOLEX_DITH_POZ 31 (2.218)Cm (2:89) 1: TOF MS LD+
265.0 149e3
% }aa. 12250 37041 4161 550.8
ool had b L " 4
100 200 300 400 500 600 700 800 300 ‘IOES'E{Z
MALDI MATUSU TABLETY MIX_PANADOLEX SINAP POZ 17 (1.730) Cm {3:89) 1: TOF MS LD+
396.2 550.6 695
10 d?341 190 0 2500 4711 | 8162
[ - Ly m.l [L L_u.l_k.f..l.a_ Lo 1 N 3 -
100 200 300 400 500 600 700 800 900 ‘IOSE{
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_PANADOLEX_THAP_POZ 2{1.223) Cm (2:90) 1: TOF MS LD+
207.0 241e3
100,€) 1381 [ 323.1358.1 550.6
R 1 N IR T VS PR S T w /z
100 200 300 400 500 600 700 800 Q00 105[6

Spektrum Panadolu Extra,
d) SINAP, e) THAP.

smés vzorku a matrice: a) CHCA,

b) DHB, c¢) DITH,

XVII



MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_PANADOLEX_CHCA_POZ 38 (2.561) Cm (2:86) 1:TOF MS LD+

100, @) 1521 708
miz
151.800 151.900 152.000 152100 152.200 152300
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_PANADOLEX_DHB_POZ 21 (1.880) Cm (2:88) 1: TOF MS LD+
81
10g b) 1521
miz
151,800 151,900 152.000 1527100 152200 1527300
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_PANADOLEX_DITH_POZ 31 (2.218) Cm (2:89) 1: TOF MS LD+
250
10% ¢) 152.1
151800 151,900 1527000 152100 1527200 1527300 miz
MALDI_MATUSU_TABLETY_ MIX_PANADOLEX_SINAP_POZ 17 {1.730) Cm (3:89) 1: TOF MS LD+
53
10% d) 1521
m/z
151.800 151,900 152000 152100 152200 152,300
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_PANADOLEX_THAP_POZ 2 (1.223) Cm {2:90) 1: TOF MS LD+
227
10% e) 1521
m/z
151800 151.900 152000 1527100 152200 1527300

Panadol Extra — ptiblizeni na pik m/z 152, smés vzorku a matrice: a) CHCA, b) DHB,
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.

MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_PANADOLEX_CHCA_POZ 38 (2.561) Cm (2:86) 1: TOF MS LD+
.10% 2 195 1 3 1503
194 900 195 000 195100 195 200 mz
MALDI_MATUSU_TABLETY MIX_PANADOLEX_DHB_POZ 21 (1.880) Cm (2:88) 1:TOF MS LD+
206
) 1951
194900 195 000 195 100 195 200 miz
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_PANADOLEX_DITH_POZ 31 (2.218) Cm (2:89) 1-TOF MS LD+
226
g O 195.1
194900 135000 195100 195 200 miz
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_PANADOLEX_SINAP_POZ 17 (1.730) Cm (3:89) 1:TOF MS LD+
202
g @ 195.1
194900 195000 195100 195 200 miz
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_PANADOLEX_THAP_POZ 2 (1.223) Cm (2:90) 1: TOF MS LD+
1
10% o 1851 2863
194900 195000 195100 195 200 miz

Panadol Extra — ptiblizeni na pik m/z 195, smés vzorku a matrice: a) CHCA, b) DHB,
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.

XIX



MALDI_MATUSU_TABLETY_MIGRALGIN_CHCA_NEG 5 (1.361) Cm (2:89) 1: TOF MS LD-

a
100 %3 , 1630 2830 14204
: Eﬁ L. 1 L . . i . o
100 200 300 400 500 600 700 800 900 108%
MALDI_MATUSU_TABLETY MIGRALGIN DHB NEG 31 (2.228) Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
ogb) 1790 3130 oot
el 1. 3450
100 200 300 400 500 600 700 800 3800 105%{2
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIGRALGIN_DITH_NEG 88 (4.156) Cm (2:88) 1: TOF MS LD-
10% c) 163.0] 2215-0 I:zss.o 1494
100 200 300 400 500 600 700 800 300 10[5'3{2
MALDI MATUSU TABLETY MIGRALGIN SINAP NEG 59 (3.161) Cm (3:89) 1: TOF MS LD-
1.77e3
10 d) 1630 2830 4031 4471
b Lo a1 X
100 200 300 400 500 600 700 800 900 'IOE?E(
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIGRALGIN_THAP_NEG 65 (3.364)Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
207.0 17
10% €) 163.0 | | 333.1371.0 4770 898.0
, L L A ~ " i i
100 200 300 400 500 600 o0 800 a00 106[32

Spektrum Migralginu v negativnim modu, piekryv vzorku matrici: a) CHCA, b) DHB,
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.

MALDI_MATUSU_TABLETY_MIGRALGIN_CHCA_NEG 5(1.361)Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
179.0 304
104 a) 182.0 183.0
%-; 177.0 A 180.0  181.0 A Ao
176 177 178 179 180 181 182 183
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIGRALGIN_DHB_NEG 31 (2.228) Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
179.0 9.18e3
109, b) 178.0 I
A miz
176 177 178 179 180 181 182 183
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIGRALGIN_DITH_NEG 88 (4.156) Cm (2:88) 1: TOF MS LD-
179.0 319
100 ¢) i 1800  181.1 183.0
A A A méz
176 177 178 179 180 181 182 183
MALDI MATUSU TABLETY MIGRALGIN SINAP NEG 59 (3.161) Cm (3:89) 1: TOF MS LD-
331
g 178.1 17}{'1
iy - - m/z
176 177 178 179 180 181 182 183
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIGRALGIN_THAP_NEG 65 (3.364)Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
179.0 3
10% e) 1774 177.7 |h 180.11804 182.0
T I | 1 I T miz
176 177 178 179 180 181 182 183

Migralgin — pfiblizeni na pik m/z 179, piekryv vzorku matrici: a) CHCA, b) DHB,
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.

XX



MALDI_MATUSU_TABLETY_MIGRALGIN_CHCA_PQOZ 2 (1.249) Cm (2:90) 1: TOF MS LD+
3821721 8.38e3
109 | 2141 3652
) wodbat bl Lo ] , , 7
100 200 300 400 500 600 700 800 900 100"
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIGRALGIN_DHB_POZ 24 (1.981) Cmn (2:89) 1:TOF MS LD+
109 b) 1851 9.32e3
100 200 300 400 500 600 700 800 300 To08?
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIGRALGIN_DITH_POZ 19 (1.812) Cm [2:89) 1: TOF MS LD+
181.1209.1 6.10e3
10% ) 1531 | [] 3615'1 :116.1
Ll " " "
100 200 300 400 500 600 700 800 900 To0*
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIGRALGIN_SINAP_POZ 3 (1.256) Cm (3:90) 1: TOF MS LD+
1.1 616.2 594
109 )| 207.1 Izso.o 3731 487.1 [
. LJ..llh.llnullu.. Lk b b el e L al 7
100 200 300 400 500 600 700 800 900 o0y
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIGRALGIN_THAP_PQZ 81 (3.894) Cm (3:89) 1: TOF MS LD+
258.1 18
10 9.0 219.0 365.1
% e? J iyl I.J - u. | PR 43,01 49?0 iz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 000

Spektrum Migralginu v pozitivnim modu, pfekryv vzorku matrici:
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.

a) CHCA, b) DHB,

MALDI_MATUSU_TABLETY_MIGRALGIN_CHCA_POZ 2 (1.249) Cm (2:90) 1:TOF MS LD+
152 2 34803
100 a)
%e{ A . miz
151800 152,000 152200 152400
MALDI_MATUSU TABLETY MIGRALGIN DHB_POZ 24 (1.981) Cm (2:89) 1: TOF MS LD+
138
) 152.1
51,800 152,000 152200 52400 "2
MALDI_MATUSU_TABLETY MIGRALGIN_DITH_POZ 19 (1.812) Cm (2:89) 1-TOF MS LD+
141e3
g0 152.1 :
151800 152,000 152200 153400 ™2
MALDI_MATUSU TABLETY MIGRALGIN_SINAP_POZ 3 (1.256) Cm (3:90) 1: TOF MS LD+
g d 152.1 49
151800 152,000 152 200 TSy
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIGRALGIN THAP_POZ 81 (3.894) Cm (3:89) 1: TOF MS LD+
100, & 1521 5
% 151.9 151.9 A 152.4 .
151800 152000 152200 157400 %

Migralgin — pfiblizeni na pik m/z 152, piekryv vzorku matrici: a) CHCA, b) DHB,
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.

XXI



MALDI_MATUSU_TABLETY_MIGRALGIN_CHCA_POZ 2 (1.249) Cm (2:90) 1:TOF MS LD+
.10% 2 195.2 6213
E 135 196 mz
MALDI_MATUSU_TABLETY MIGRALGIN DHE POZ 24 (1.981) Cm (2:89) 1: TOF MS LD+

744
10%L b) 19/?-1
195 196 miz
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIGRALGIN_DITH_POZ 19 (1812) Cm (2'89) 1-TOF MS LD+
503
o 1951
735 156 miz
MALDI_MATUSU_TABLETY MIGRALGIN_SINAP_POZ 3 (1.256) Cm (3:90) 1: TOF MS LD+
301
10% 1941 D 194
195 196 miz
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIGRALGIN_THAP_POZ 81 (3 894) Cm (3:89) 1: TOF MS LD+
8
g €) 191 196.1
& shoes
195 196 miz

Migralgin — pfiblizeni na pik m/z 195, piekryv vzorku matrici:
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.

a) CHCA, b) DHB,

MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_CHCA_NEG 38 (2.466) Cm (2:90) 1: TOF MS LD-
100, 931 163.0 a) 283.0 2.02e4
B v | ‘ ST70 ,
100 200 300 400 500 600 700 800 300 108&’
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_DHBE_NEG 58 (3.136) Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
1.06e4
10g0)ae g 1780 3130
100 200 300 400 500 600 700 800 900 106?,(,
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_DITH_NEG 62 (3.276) Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
2250 3.27e3
10% c) 163.0 "7 3151 3741 4490
L | ‘ .
100 200 300 400 500 600 700 800 900 10[5'3{2
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_SINAP_NEG 36 (2.382) Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
137.0 4471 5.82e3
10% d) |~ 22303201 4031 7
P L 1
100 200 300 400 500 600 700 800 800 ‘IOSE{Z
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_THAP_NEG 25 (2.001) Cm {1:90) 1: TOF MS LD-
10 207.0 163e4
4 1790 | 2470 3330 647.0 f
100 200 300 400 500 600 700 800 3900 105‘62

Spektrum Migralginu v negativnim modu, smés vzorku a matrice: a) CHCA, b) DHB,
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.

XX



MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_CHCA_NEG 38 (2.466) Cm (2:90) 1: TOF MS LD-

179.0 301
g a) 1789 178.9 179.1
178.800 178.900 179.000 179.100 179.200 m'z
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_DHBE_NEG 58 (3.136) Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
N
10% b) 179.0 LLES
miz
178800 178900 179000 779100 179200
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_DITH_NEG 62 (3.276) Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
81
c 179.0 178.0
10% ) 179.0 179.1
178 800 178 600 179000 176100 176 200 miz
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_SINAP_NEG 36 (2.382) Cm (2:89) 1: TOF MS LD-
g d) 179.0 628
m/z
178.800 178.900 179.000 179.100 179.200
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_THAP_NEG 25 (2.001)Cm {1:90) 1: TOF MS LD-
32003
10% e) 179.0
miz
178800 178900 179000 179100 179200

Migralgin — pftiblizeni na pik m/z 179, smés vzorku a matrice: a) CHCA, b) DHB,
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.

MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_CHCA_POZ 2 {1.248) Cm (2:89) 1: TOF MS LD+
1381 195.1 365.1 9.12e3
100, 284.3 550.6
*%"I) Ll Ll J |ll N 1 sl L Jl ‘520'31. | , . Iz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 s
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_DHB_POZ 22 (1.914) Cm (2:89) 1: TOF MS LD+
b 365.1 51263
10% 134.1 )195 1 2500 ~ [370.1 550.6
100 260 300 400 500 600 700 800 900 To?
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_DITH_POZ 2 (1.236) Cm (2:88) 1: TOF MS LD+

365.1 606
10%99.0134.1 c) 250.0 | 4161 5506
100 200 300 400 500 600 700 800 300 ‘ICIESWZ

MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_SINAP_POZ 3 (1.256) Cm (3:89) 1:TOF MS LD+
91.1 d) 550.6 818

T 0 2ee33a51  a7qq |01
100 200 300 400 500 AOO 700 800 900 'IOE?E(Z
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_THAP_POZ 18 (1.764) Cm (3:89) 1: TOF MS LD+
1.97e3

e 2070 259 365.1 550.6
10% ) 1381 20 PRI 506 552.6 -
200 300 400 500 600 700 800 900 108&

Spektrum Migralginu v pozitivnim modu, smés vzorku a matrice: a) CHCA, b) DHB,
c) DITH, d) SINAP, e) THAP.
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MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_CHCA_POZ 2 (1.248)Cm (2:89) 1: TOF MS LD+
100, ) 152.1 26263
v m/z
151.800 151.900 152.000 152.100 152 200 152 300 152400
MALDI_MATUSU TABLETY_MIX_MIGRALGIN_DHB_POZ 22 (1.914) Cm (2:89) 1:TOF MS LD+
g ) 152.1 218

151.800 151.900 152.000 152.100 152 200 152 300 152400 mz
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_DITH_FOZ 2 (1.236) Crn (2'88) 1: TOF MS LD+
46
10% ¢) 1521
151.800 151.900 152.000 152.100 152 200 152.300 152.400 miz
MALDI MATUSU TABLETY MIX_MIGRALGIN_SINAP POZ 3 (1.256) Cm (32:89) 1: TOF MS LD+
42
g 0 152.1
151.800 151.900 152.000 152.100 152 200 152300 152400 m/z
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_THAP_POZ 18 (1.764) Cm (3:89) 1: TOF MS LD+
134
10% e) 1521
151.800 151.900 152.000 152100 152200 1523200 152.400 miz

Migralgin — pfiblizeni na pik m/z 152, smés vzorku a matrice: a) CHCA, b) DHB,

¢) DITH, d) SINAP, ) THAP.

MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_CHCA_POZ 2 (1.248)Cm (2:89) 1: TOF MS LD+
10% 2) 195.1 9.12¢3
?%94,800 194 900 195 000 195!100 195 200 195.300 mwz
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_DHB_POZ 22 (1.914) Cm (2:89) 1: TOF MS LD+

926
10% b) 195.1
94 800 194.900 195.000 195100 195 .200 195300 m/z
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_DITH_POZ 2 (1.236) Cm (2:88) 1: TOF MS LD+
195.1 62
100y €
% ) 185.0 )
94 800 194 .900 195.000 195100 195.200 195300 miz
MALDI MATUSU TABLETY MIX_MIGRALGIN_SINAP POZ 3 (1.256) Cm (32:89) 1: TOF MS LD+
342
10% @ 195.1
94 800 194 .900 195.000 195,100 195.200 195.300 miz
MALDI_MATUSU_TABLETY_MIX_MIGRALGIN_THAP_POZ 18 (1.764) Cm (3:89) 1: TOF MS LD+
10 e) 185 .1 1.10e3
%94.800 194 900 195 000 195100 195 200 195.300 miz

Migralgin — pfiblizeni na pik m/z 195, smés vzorku a matrice: a) CHCA, b) DHB,

¢) DITH, d) SINAP, ) THAP.
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I11. Hmotnostni spektra lé¢iv technikou MALDI-SYNAPT

ACYLPYRIN-BEZIMATRICE 24 (0.463) Cm (5:472) TOF MS LD-
153e8
105, ) 283.0 38
! 100 200 BUEi 400 500 600 700 800 900 1000 1100 mz
ACYLPYRIN-SINAP-NAVZORKU 278 (4.761) Cm (3:469) TOF MSQE;D-B
447.1 EL
10g b) 283.0 |
v 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 mz
ACYLPYRIN-THAP-NAVZORIKU 23 (0.448) Cm (4:470) TOF MS LD-
333.0 11767
10y ©) 283.0
iod
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 mz
ACYLPYRIN-CHCA-VETH 464 (7.914) Cm (12:472) TOF MS LD-
283.0 20565
g D 248.1°%7" 3350 43241
I i
. 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 'z

ACYLPYRIN-SINAP-SMES 222 (3.818) Cm (3:473) TOF M3 I_?D-
17e4

5] 1.
0 64.27175.7 285.0 4471 gp32 74287860 9396 1032.9 1092.8
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 mz
ACYLPYRIN-THAP-SMES 78 (1.377) Cm (4.470) TOF MSBIF]D;
D 2891530 4814
100 200 éDD 400 ISDlI] 600 700 800 900 1000 1100 mz

Spektrum roztoku Acylpyrinu a) bez matrice; pfekryv vzorku matrici: b) SINAP,

c) THAP, d) CHCA v ethanolu; smés vzorku a matrice: ¢) SINAP, f) THAP.

ACYLPYRIN-BEIMATRICE 24 (0.463) Cm (5:472) TOF MS LD-
211e5
10y ) 179.0 17g.1
o 178.600 178.700 176.800 178.900 179.000 179.100 179.200 179.300 mz
ACYLPYRIN-SINAP-NAVZORKU 278 (4.761) Cm (3:469) TOF MS?LSD—3
179.1 179.1 4750
) 1786  178.7178.8 1788 179.0 TR 1 179.3
178.600 178.700 178.800 178.900 179.000 179.100 179.200 179.300 m'z
ACYLPYRIN-THAP-NAYZORKU 23 (0.448) Cm (4:470) TOF MS LD-
3475
) 179.1
178.600 176.700 178.800 178.900 179.000 179.100 179.200 179.300 mz
ACYLPYRIN-CHCAWVETH 464 (7.914) Cm (12:472) TOF MS LD-
1 ?9‘0 161e3
10%] d) M 791 »
178.600 178.700 176.6800 178.900 179.000 179.100 179.200 179.300 z
ACYLPYRIN-SINAP-SMES 222 (3.818) Cm (3:473) TOF MS LD-
179.2 51
10 ©) 1790 1794 p° 1792
178.600 178.700 178.800 178,900 179.000 179.100 179.200 179.300 m'z
ACYLPYRIN-THAP-SMES 78 (1.377) Cm (4:470) TOF MS LD-
262e4
10y ) 17/9\'1
178.600 178.700 178.800 178.900 179.000 179.100 179.200 179.300 m'z

Roztok Acylpyrinu — ptiblizeni na pik m/z 179 a) bez matrice; ptekryv vzorku matrici:
b) SINAP, c) THAP, d) CHCA v ethanolu; smés vzorku a matrice: ¢) SINAP, f) THAP.
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PRASEK-ACYLPYRIN-BEZMATRICE 442 (7.541) Cm (216:468)

TOF MS LD-

2) 2.15e5
100) @
- "
L (W IR "l N 2
100 200 300 400 700 800 900 1000 1100
PRASEN-AC YLPYRIN-CHCA-VETH 87 (1.529) G (4:472) TOF MS LD-
383¢7
100 b) 457.0
2871 :
R 217.0 3370 |466.0 l l 1011.1
0 .l. Lk l | T A LU.ML mz
100 200 300 400 700 800 900 1000 1100
PRASEWK-AC YLPYRIN-SINAP-NAVZORKU 434 (7.401) Cm (5:473) TOF MS LD-
1.44e7
100 ¢) 2350 4150
=
D' i ' JZ
100 200 300 400 700 800 900 1000 1100
PRASEK-AC YLPYRIN-THAP-NAVZORIKU 185 (3.187) Cm (7:473) TOF MS LD-
2.19¢7
100, d) 2350 4150 4570
s L \ H 337.0 933.1
0 | \[.l l L Lok ) L Ll miz
100 200 300 400 700 800 900 1000 1100

Spektrum praskového vzorku Acylpyrinu a) bez matrice; piekryv vzorku matrici:

b) CHCA v ethanolu, ¢) SINAP, d) THAP.

PRASEK-ACYLPYRIN-BEZMATRICE 442 (7.541) Cm (216:468)
179

100, )

&

TOF MS LD-
608e3

miz

0

PRASEK-ACYLPYRIN-CHCA-VETH 87 (1.529) Cm (4:472)

100, b) 1790 &
miz

TOF M3 LD-

892e4

u}
PRASEK-ACYLPYRIN-SINAP-NAVZORKLU 434 (7 40‘1_] Cm [5'473_] TOF MS LD-
1.13e5
100 ¢)
. 1781
[} miz
PRASEK:-ACYLPYRIN-THAP-NAVZIORKU 185 (3.187) Cm (7:473) TOF MS LD-
223e5
100, d)
8
0 m'z

Prasek Acylpyrinu — pfiblizeni na pik m/z 179 a) bez
b) CHCA v ethanolu, ¢) SINAP, d) THAP.

matrice; pirekryv

vzorku matrici:
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IBEUPROFEN-BEZMATRICE 3 (0.223)

TOF M5 LD-

2520 . 2.77e4
Jogy ) 204.099F- 1 3651 4572 587.2
100 200 300 400 400 600 700 800 900 1000 1100 mz
IBUPROFEN-CHCA-VETH 166 (2.868) TOF M5 LD-
1uu§ b) 2871 1.18e6
= . |
i} ey + T+ T Tt T t T T T T
100 200 300 400 500 600 oo go0 900 1000 1100 miz
IBUPROFEN-SINAP-NAVZORKU 238 (4.086) TOF M5 LD-
447 1 3.27e5
9 ¢) 283.0329.1 |
* ek ¥ Y Y ’ Y 3 T y T Y " T miz
IUEI 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
IBUPROFEN-THAP-NAVZORKU 115 (2.004) TOF M5 LD-
333.0 16086
1agy d) 289.1°77" 4811
1} l y r T miz
100 200 300 400 500 600 700 g00 900 1000 1100
IBUPROFEN-SINAP-SMES 446 (7.609) 6) TOF M5 LD-
100 65-2219.0260.6 319.8447.1 618.9667.6 786.4 849.4 983.0 10905 =793
e TP .un.muhu. lis I T miz
100 200 300 400 400 600 700 BDD 900 1000 1100
IBUPROFEN-THAP-SMES 85 (1 496) TOF M5 LD-
333.0 3.04e6
109y ) 289.17% 481.1
i} + !
100 QDD SDEI 400 500 600 Joo 800 900 1000 1100 miz

IBUPROFEN-BEZMATRICE 3 (0.223) TOF MS LD-
205.0 6.10e3
10p a) ’ 205.1
B‘-; /\—_,—\ miz
204 600 204 800 205000 205 200 205400
IBUPROFEN-CHCA-VETH 166 (2.868) TOF MS LD-
100 b) 205-0 2051 1.18e4
=
i} /
204 600 204 800 205000 205200 205400 miz
IBU PR‘OFEN—SIN AP-NAVZORKU 238 (4.086) TOF MS LD-
109 205.1 2ps5.1 2053 541e3
L ‘ 4 . - . —miz
204600 204 800 205000 205.200 205.400
IBUPROFEN-THAP-NAVZORKU 115 (2.004) TOF MS LD-
205.0205.1 4.18e4
10y ) CRCAL 2051
[1} T T miz
204600 204 800 205.000 205.200 205.400
IBUPROFEN-SINAP-SMES 446 (7.609) TOF MS LD-
205.1 823
100y e) 205.0 A
204.600 204 800 205.000 205.200 205400 miz
IBUPROFEN-THAP-SMES 85 (1.496) TOF MS LD-
79\93 f) 205.0 5.50e4
o
/
204 600 204 800 205000 205.200 205400 miz

Spektrum roztoku Ibuprofen AL 400 a) bez matrice; ptekryv vzorku matrici: b) CHCA
v ethanolu, c) SINAP, d) THAP; smés vzorku a matrice: e) SINAP, f) THAP.

Roztok Ibuprofenu AL 400 — pfiblizeni na pik m/z 205 a) bez matrice; prekryv vzorku
matrici: b) CHCA v ethanolu, c) SINAP, d) THAP; smés vzorku a matrice: ¢) SINAP,
f) THAP.
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PRASEK-IBUPROFEN-BEZMATRICE 203 (3.492)

100

-

PRA

100

PRA
100

[=]

PRA

100

%

o

TOF M5 LD-

a) 219.0 4411 5611 9.20e5
338.0 562.1
204.0 683.1
miz
100 200 300 400 600 600 700 80O 1100
SEK-IBUPROFEN-CHCA-VETH 118 (2.070) TOF MS LD-
b) 248.0 5.266
365.1 587.2629.3
225.0 483 .1
L L
oo ’ : —— 112
100 200 300 400  S00 600 700 800 1100
SEK-IBUPROFEN-SINAP-NAYZORKU 216 (3.712) TOF MS LD-
. 225.0 365.1 2.13e6
c) 1 4834 6032
655.3
e [1 /.
100 200 | 300 400 500 600 . 700 80D 1100
SEK-IBUPROFEN-THAP-NAVZORKU 200(3443) TOF MS LD-
4.03e5
R 503.1
204.0 | 259.1 4411 ' 561.1
miz
00 200 300 400 500 600 700 80D 1100

Spektrum praskového vzorku Ibuprofen AL 400 a) bez matrice; pifekryv vzorku matrici:

b) CHCA v ethanolu, ¢) SINAP, d) THAP.

PRASEK-IBUPROFEN-BEZMATRICE 203 (3.492) TOF MS LD-
1.0085
1005 ) 205.0
= 205.1
0 miz
205
PRASEK-IBUPROFEN-CHCA-VETH 119 (2.070) TOF MS LD-
5.67e5
1007 b) 205.0
® 205.1
0 : miz
205
PRASEK-IBUPROFEN-SINAP-NAYZORKU 216 (3.712) TOF MS LD-
6.4625
100 ©) 205.0
R 205.1
0 : miz
205
PRASEK-IBUPROFEN-THAP-NAVZORKU 200 {3.443) TOFMS LD-
f.48ed4
100 d) 205.0
= 205.1
0
205 iz

Prasek Ibuprofenu AL 400 — ptiblizeni na pik m/z 205 a) bez matrice; piekryv vzorku

matrici: b) CHCA v ethanolu, ¢) SINAP, d) THAP.
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ACYLKOFIN-BEZMATRICE 190 (3.275) TOF MS LD-
1.77e8
RLIT a) .
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 m
ACYLKOFIN-CHCA-VETH 315 (5.388) TOF MS LD-
4.18e6
g, b) 283.0 539.1 604.1 779.1
i] ekt r . I;
100 200 300 400 500 600 700 go0 900 1000 1100 miz
ACYLKOFIN-SINAP-NAVZORKU 306 (5.237) TOF M5 LD-
10y ©) 2830 4471 2.75e5
B, EUUVON PUTEE . —— . miz
100 200 300 400 500 600 700 go0 900 1000 1100
ACYLKOFIN-THAP-NAVZORKU 294 (5.034) TOF MS LD-
333 0 15826
100y ) 283.0 .
egé . L4 | 481 :1 : — — miz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
ACYLKOFIN-SINAP-SMES 180 (3.104) TOF MS LD-
283.0 2.12e5
10g; ©) ‘
4 L, 447.1 e
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
ACYLKOFIN-THAP-SMES 345 (5.897) TOF MS LD-
333.0 67226
108 f) 282.0) "7 481.1
il Ly -y miz
100 200 300 400 500 600 700 goo 900 1000 1100

Spektrum roztoku Acylcoffinu v negativnim modu a) bez

matrice; piekryv vzorku

matrici: b) CHCA v ethanolu, ¢) SINAP, d) THAP; smés vzorku a matrice: e) SINAP,

f) THAP.

ACYLKOFIN-BEZMATRICE 190 (3.275) TOF MS LD-
10 a) 1791 s07
S A
178.600 178.800 179.000 179.200 179.400 méz
ACYLKOFIN-CHCA-VETH 315 (5.588) TOF M5 LD-
1.02e4
100, D) 178.0
3‘5 - r ./\ T T miz
178.600 178.800 179.000 179.200 179.400
ACYLKOFIN-SINAP-NAVYZORKU 306 (5.237) TOF MS LD-
179.0 . 1.88e3
109y ©) 17814792
hi] T ; ; . 7 miz
178.600 178.6800 179.000 179.200 179.400
ACYLKOFIN-THAP-NAVZORKU 294 (5.034) TOF MS LD-
10 d) 179 .1 6.43e4
I AN .
178jGUU 178.6800 179.000 179.200 179400
ACYLKOFIN-SINAP-SMES 180 (3.104) TOF MS LD-
10gy ©) 178.8 179.0179.1179.1 632
£3 . PEVEAV. iz
178.600 178.800 179.000 179 .200 179.400
ACYLKOFIN-THAP-SMES 345 (5.897) TOF M5 LD-
1ag f) 1791 2.08e5
ni : AN miz
178.600 178.800 179.000 179.200 179.400

Roztok Acylcoffinu — pfiblizeni na pik m/z 179 a) bez matrice; ptekryv vzorku matrici:
b) CHCA v ethanolu, ¢) SINAP, d) THAP; smés vzorku a matrice: ¢) SINAP, f) THAP.
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PRASEK-ACYLKOFIN-BEZMATRICE 349 (6.084) TOF M5 LD-

100y @) 252.0 6.18e4
Y 2040 |pggp379.0 503.1
- ® ' 437 1 601.0647.2
miz
100 200 300 400 500 &00 700 800 900 1000 1100
PRASEK-ACYLKOFIN-CHCA-VETH 32 (0.598) TOF MS LD-
1.36e7
1007 b) 588.1
L 1.|L.“_L‘n sl bl m'lll.l eTTu1 | (1R veadik l.xllLl . . , .u.l'nL . . iz
100 200 300 400 500 &00 700 a00 900 1000 1100
PRASEK-ACYLKOFIN-SINAP-NAVZORKU 45 (0.818) TOF MS LD-
1.25e7
100, ©) 235.0 44504570 5771
- l 535.1578.1
) Il | xl ﬂ. n | " | miz
100 200 300 400  s00 GO0 700 BOO 900 1000 1100
PRASEK-ACYLKOFIN-THAP-NAVZORKU 234 (4.020) TOF MS LD-
5.33e4
1007 d) 379.0
@ 499 g 601.0
0 A4l J e "y n Lok il I. 1 1 miz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Spektrum praskového vzorku Acylcoffinu v negativnim modu a) bez matrice; prekryv

vzorku matrici: b) CHCA v ethanolu, c) SINAP, d) THAP.

PRASEK-ACYLKOFIN-BEZMATRICE 349 (6.084) TOF MS LD-
1.36e3
100, 2 179.0
- 179.1
-2 179.0 179.0 179.3
NN N L N
0 7 . v T T T T = miz
178.800 179.000 179.200 179 400
PRASEK-ACYLKOFIN-CHCA-VETH 32 (0.598) TOF MS LD-
5.44e4
100, b) 178.0 179.0
= 179.1
0 T T T T T T T — miz
178.800 179.000 179.200 178 400
PRASEK-ACYLKOFIN-SINAP-NAVZORKU 45 (0.818) TOF MS LD-
7.55e4
100, €) 179.0 179.0 1791
=
0 T T T T T T = miz
178.800 179.000 179.200 179 400
PRASEK-ACYLKOFIN-THAP-NAVZORKU 234 (4.020) TOF MS LD-
244
100, d) 179"3,9 0
o ~178.0
=S 178.8 1781 179.2 179.3
0 - r . - : - = mM/Z
178.800 179.000 179.200 178 400

Prasek Acylcoffinu — pfiblizeni na pik m/z 179 a) bez matrice; piekryv vzorku matrici:
b) CHCA v ethanolu, ¢) SINAP, d) THAP.
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PANADOLEX-BEZMATRICE 104 (1.934) TOF MS LD+

4121 2.34e6
BT a)134.1 266.0 | ] 467 .2 675.1
< | Jo LAl el ra - miz
100 200 300 400 500 &00 700 800 900 1000 1100
PANADOLEX-CHCA-VETH 225 (3.864) TOF MS LD+
1.77e7
1005 D) 3231 472 1 617.2
aﬁa e - "l“‘v ity ey - T - * - - - - - mMiz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
PANADOLEX-CHCA-NAVZORKU 204 (3.509) TOF M5 LD+
190y c) 3231 47215203 1.96e7
-
TS U WY S iz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
PANADOLEX-DITH-NAVZORKU 235 (4 033) TOF MS LD+
2 98e6
1agy d) l 3981 g403
°G . y il gl L. . " ; , . . miz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
PANADOLEX-CHCA-SMES 227 (3.898) TOF MS LD+
2.17e6
100 3)1 34 1 266.0 323.1 472.1520.3
53 Tl 1) Y U miz
100 200 300 400 500 &00 700 800 900 10000 1100
PANADOLEX-DITH-SMES 8 (0.192) TOF M5 LD+
3.74e6
100 £) 218.0 323.1 3981 490 1 N
4 1
kil ] L P IJ‘M[JL P JETT miz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 10000 1100

Spektrum roztoku Panadolu Extra a) bez matrice; piekryv vzorku a matrice: b) CHCA
v ethanolu, ¢c) CHCA, d) DITH; smés vzorku a matrice: ¢) CHCA, f) DITH.

PANADOLEX-BEZMATRICE 104 (1.934) TOF M3 LD+
9.70e3
iog, ) 152.1
151.900 152,000 162100 152200 152300 miz
PANADOLEX-CH CA-VETH 225 (3.864) TOF MS LD+
5655
100, b) 152.1
- Bﬁa miz
151.900 152,000 1562100 152200 152300
PANADOLEX-CHCA-NAVZORKU 204 (3.509) TOF MS LD+
1521 54085
10%3 C) -/\“ miz
' 151.900 ' 152.000 ' 152,100 ' 152.200 ' 152,300
PANADOLEX-DITH-NAVZORKU 235 (4.033) TOF MS LD+
) 152.1 7.81e3
10g; 1519 151.8 d 152.1152.1 162.2
hil : - ; : miz
151,900 152.000 152,100 152200 152300
PANADOLEX-CHCA-SMES 227 (3.898) TOF M3 LD+
8324
togy ) 162.1
151,900 152000 162100 152200 152 300 miz
PANADOLEX-DITH-SMES 8 (0.192) TOF MS LD+
152.1 7.28e3
09 151.9 f) 152.0 '2<' 1521 1522 152.4
==/
151900 152,000 162100 152200 152300 miz

Roztok Panadolu Extra — pfiblizeni na pik m/z 152 a) bez matrice; piekryv vzorku
matrici: b) CHCA v ethanolu, ¢c) CHCA, d) DITH; smés vzorku a matrice: e) CHCA,
f) DITH.
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PANADOLEX-BEZMATRICE 104 (1.934) TOF M5 LD+
7.28e4
T b7
194 800 194 900 195.000 195100 195.200 195 300 195 4DE{H ‘
PANADOLEX-CHCA-VETH 225 (3.864) TOF M5 LD+
100 b) 195.0 165 .1 6.40e4
g Y.
[:; r iz
194 800 194 900 195.000 195.100 195.200 195 .300 195 4DE{n
PANADOLEX-CHCA-NAVZORKU 204 (3.509) TOF MS LD+
4 03e4
g, ©) 1950 19511951
T ; - - . , - == n/z
194 800 194 900 195.000 195.100 195.200 195 .300 195400
PANADOLEX-DITH-NAVZORKU 235 (4.033) TOF M5 LD+
1.78e4
T : - . == m/z
194 800 194 900 185.000 185.100 195.200 195.300 185400
PANADOLEX-CHCA-SMES 227 (3.898) TOF M5 LD+
195.1 3.45e4
10gy ©) 185.0
194 800 194 900 195000 195100 195.200 195 300 195 4DE{HIZ
PANADOLEX-DITH-SMES 8 (0.192) TOF M5 LD+
mga I) 195.0 195 .1 397e4
5 d’ﬂfz
194 800 194 900 195.000 195.100 195.200 195.300 19540

Roztok Panadolu Extra — pfiblizeni na pik m/z 195 a) bez matrice; piekryv vzorku
matrici: b) CHCA v ethanolu, ¢c) CHCA, d) DITH; smés vzorku a matrice: e) CHCA,

f) DITH.

PRASEK-PANADOLEX-BEZMATRICE 89 (1.563) TOF M5 LD+
339.0 2.86e6
100y Q) 225.0 A
. l | I 427.0 629.1671.2 7415
0 A ] ol lJlHLuLJ YT TV O T T i iz
100 200 300 400 500 600 700 g00 900 1000 1100
PRASEK-PANADOLEX-CHCA-VETH 371 (6.334) TOF MS LD+
8.46e7
1007 b) 219 0250'0 339 0
. . J L 396.1
0 ) md |I l l;ulJL 'nll Elu 'JL-ALH.‘,.I . . AR . k., . Ly . . . miz
100 200 300 400 500 600 700 goo 900 1000 1100
PRASEK-PANADOLEX-CHCA-NAVZORKU 353 (6.031) TOF MS LD+
339.0 3.91e7
1007 ¢) 219.0
® 297.0| 3701 617.0
0 i - I',L.L,.ll NI WS SO T . L . . . ’ i . miz
100 200 300 400 200 600 700 800 900 1000 1100
PRASEK-PANADOLEX-DITH-NAVZORKU 219 (3.763) TOF MS LD+
8. 44e6
339.0 457.3
i RPITY. 509.1
# I 1393-1 50.6 7415
0 \ 1 ) I.; .I;.IL_. Ih\lh " W T NP 11 . miz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Spektrum praskového vzorku Panadolu Extra a) bez matrice; ptekryv vzorku matrici:

b) CHCA v ethanolu, ¢) CHCA, d) DITH.
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PRASEK-PANADOLEX-BEZMATRICE 89 (1.563) TOF MS LD+
a) 152.1 1.88e3

" Ms15 15164516 151.8151.9 152.0 152.1 4555 1524 1524

0 152 miz
PRASEK-PANADOLEX-CHCA-VETH 371 (6.334) TOF MS LD+
1007 ) 152 .1 8.02e5

9\2_

0 152 ﬁ miz
PRASEK-PANADOLEX-CHCA-NAYVZORKU 353 (6.031) TOF MS LD+
100 C) 1520 1.85e4

0 152 miz
PRASEK-PANADOLEX-DITH-NAVZORKU 219 (3.763) TOF MS LD+
- (l) 182 .1 1.02ed

& 151.9 152.0 {11521

0 152 miz

PraSek Panadolu Extra — piiblizeni na pik m/z 152 a) bez matrice; piekryv vzorku
matrici: b) CHCA v ethanolu, ¢c) CHCA, d) DITH; smés vzorku a matrice: e) CHCA,
f) DITH.

PRASEK-PANADOLEX-BEZMATRICE 89 (1.563) TOF MS LD+
6.16e4
1000 2) 195.0
*
0 miz
185
PRASEK-PANADOLEX-CHCAVETH 371 (6.334) TOF MS LD+
8.75e5
S 195.0
- ;.2_
0 : miz
185
PRASEK-PANADOLEX-CHCA-NAVZORKU 353 (6.031) TOF MS LD+
8.16e5
001 €) 195.0
=
o : miz
185
PRASEK-PANADOLEX-DITH-NAVZORKU 219 (3.763) TOF MS LD+
1.12e5
100 (D 195.0
e
0
185 iz

PraSek Panadolu Extra — piiblizeni na pik m/z 195 a) bez matrice; piekryv vzorku
matrici: b) CHCA v ethanolu, ¢c) CHCA, d) DITH; smés vzorku a matrice: e) CHCA,
f) DITH.
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MIGRALGIN-BEZMATRICE 452 (7.706)

TOF MS LD+

B.53e5
10g;2) 134.1218.0 3300 443 4 617.0 g75.1
O | Ll RO [, R g ez
100 200 300 400 500 60D 700 50D 500 1000 1100
MIGRALGIN-CHCA-NAVZORKU 368 (6.283) TOF M5 LD+
100, D) 2871 3651 496.3 19627
aﬁg . 13'41 e r“"u."l" S S N r - - - - mMiz
100 200 300 400 500 600 700 50D 900 | 1000 1100
MIGRALGIN-DHB-NAVZORKU 19 (0.379) TOF MS LD+
35687
109y c) 365.1
D e - : - : . e miz
100 200 300 | 400 500 600 700 500 900 1000 1100
MIGRALGIN-CHCA-VETH 179 (3.088) TOF MS LD+
2.23e7
10gy d) 207.1 3891443 4
< Aol o L -
, - etnt . — miz
100 200 300 400 500 600 700 800 960 1000 1100
MIGRALGIN-CHCA-SMES 239 (4.101) TOF M5 LD+
100,€) 134 1 2971 3722 4953 8.63e6
3‘; Ll U T M (O [t iz
00 200 300 400 500 60D 700 B00 5060 1000 1100
MIGRALGIN-DHB-SMES 381 (6 505) TOF M5 LD+
250.0 338.0 . 187e7
magif) 177.0 | 381.1 4901
i S PR A (N { miz
00 200 300 400 500 600 700 BOD 560 1000 | 1100

Spektrum roztoku Migralginu v pozitivnim modu a) bez matrice; piekryv vzorku matrici:
b) CHCA, c) DHB, d) CHCA v ethanolu; smés vzorku a matrice: ¢) CHCA, f) DHB.

MIGRALGIN-BEZMATRICE 452 (7.706) TOF M3 LD+
103y 2) 152 .1 3.48¢3
) 1516 1520 1%
miz
152
MIGRALGIN-CHCA-NAYZORKU 368 (6 283) TOF MS LD+
1.19e6
RLTY b) 1!}2\'1
i} miz
152
MIGRALGIN-DHB-NAVZORKU 19 (0.379) TOF MS LD+
182 1 1.56e4
109 ©) 151.8 152.0 A 152.4 )
T miz
152
MIGRALGIN-CHCA-VETH 179 (3.086) TOF MS LD+
152 1 1.02e6
10 d) A
i . m/z
152
MIGRALGIN-CHCA-SMES 239 (4.101) TOF M3 LD+
1521 5.2685
198 €) A
1] miz
152
MIGRALGIN-DHB-SMES 381 (6 505) TOF MS LD+
8913
t 152.0 152.1
152

Roztok Migralginu — pfiblizeni na pik m/z 152 a) bez matrice; piekryv vzorku matrici:
b) CHCA, c) DHB, d) CHCA v ethanolu; smés vzorku a matrice: e) CHCA, f) DHB.
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MIGRALGIN-BEZMATRICE 452 (7.706) TOF M@LD*—
185.0 195 1 5.33e4
1003 A :
%; <) jl\ miz
194 800 194.900 195.000 195.100 195.200 195.300
MIGRALGIN-CHCA-NAVZORKU 368 (6 283) TOF MS LD+
195 1 2.44e5
2 DBQ; b)
—~ == —— /:
194 800 194.900 195.000 195.100 195.200 195.300 miz
MIGRALGIN-DHB-NAVZORKU 19 (0.379) TOF MS LD+
1950 22565
1003 ¢) :
Bl — - - T . y miz
194 800 194.900 195.000 195.100 195.200 195.300
MIGRALGIN-CHCA-VETH 179 (3.086) TOF MS LD+
1.36e5
10@; (l) 195.0 1951
E: ‘ ‘ miz
194 800 194,900 195.000 195.100 195.200 195,300
MIGRALGIN-CHCA-SMES 239 (4.101) TOF MS LD+
1951 1.59e5
198y e)

ERTYYTT 194.900 195.000 195.100 195.200 195300 miz
MIGRALGIN-DHB-SMES 381 (6.505) TOF MS LD+
g f) 195.0 4 60e5

°[!§ miz

194 800 194.900 195.000 195.100 195.200 195.300

Roztok Migralginu — pfiblizeni na pik m/z 195 a) bez matrice; piekryv vzorku matrici:
b) CHCA, c) DHB, d) CHCA v ethanolu; smés vzorku a matrice: ¢) CHCA, f) DHB.

PRASEK-MIGRALGIN-BEZMATRICE 374 (6.385) TOF M5 LD+
2.39e5
100, @) 2150 2P0
- 359.1 -hgq 617.0 7200 pgapp 984.0 1105.0 11770
TN RNy
0 . - ' e - miz
100 200 300 400 500 600 700 ={uln] 900 1000 1100
PRASEK-MIGRALGIN-CHCA-VETH 450 (7 671) TOF M5 LD+
2.90e7
100 l)) 219 o 3390
= I 297-0J 398.0 617.0
g b bl L i by i, R—— . . miz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
PRASEK-MIGRALGIN-CHCA-NAVZORKU 277 (4.744) TOF MS LD+
1.35e8
1004 ) 218.0 339.0 170
ES 297.0 370.1 l
0 L ks, l. s _uﬁ.g sl i, . . . ; ; miz
100 200 300 400 200 600 700 800 900 1000 1100
PRASEK-MIGRALGIN-DHB-NAVZORKU 107 (1.867) TOF MS LD+
3390 2.28e8
1007 d) 219.0
) 617.0
ES 297.0 l
| ] bl m Ll | L L miz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Spektrum praskového vzorku Migralginu v pozitivnim modu a) bez matrice; piekryv

vzorku matrici: b) CHCA v ethanolu, ¢) CHCA, d) DHB.
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PRASEK-MIGRALGIN-BEZMATRICE 374 (6.363)

TOF M5 LD+
1.80e3

1
100y 4517 1519
. . 162.3 1523
o 1524 1528
ol . . , : miz
151,800 152.000 152200 152400 152,600
PRASEK-MIGRALGIN-CHCA-VETH 450 (7.671) TOF MS LD+
1.93e5
100, b) 162.1
- g\f_
0 - . . : - miz
151.800 152.000 152200 152400 152,600
PRASEK-MIGRALGIN-CHCA-NAVZ ORKU 277 (4.744) TOF M3 LD+
1.13e5
1007 €) 162.1
= 152.0
0k - d . - - miz
151600 152°000 152200 152400 152600
PRASEK-MIGRALGIN-DHBE-NAVZORKU 107 (1.867) TOF MS LD+
6.98e4
100y d) 162.0
Bg 152.0
0 miz
151.800 152°000 152200 152400 152.600

PraSek Migralginu — pfibliZzeni na pik m/z 152 a) bez matrice; piekryv vzorku matrici:

b) CHCA v ethanolu, ¢) CHCA, d) DHB.

PRASEK-MIGRALGIN-BEZMATRICE 374 (6.385) TOF MS LD+
5.09e3
100q ) 195.0
£ 1945 194.7 195.1
0 . . miz
194 600 194 800 195000 195200 195.400
PRASEK-MIGRALGIN-CHCA-VETH 450 (7.671) TOF MS LD+
3.67e5
100 D) 195.0
- a?_
0 , , . . . —— iz
194,600 194 800 195000 195200 195.400
PRASEK-MIGRALGIN-CHCA-NAVZORKU 277 (4.744) TOF MS LD+
2.52e6
1000 ©) 195.0
=2
0 - - - T T miz
194600 194 500 195000 195200 195,400
PRASEK-MIGRALGIN-DHB-NAVZORKU 107 (1.867) TOF MS LD+
5.29e6
100y d) 185.0
=
0 miz
194 600 194 800 195 000 195200 195 400

PraSek Migralginu — ptibliZzeni na pik m/z 195 a) bez matrice; ptekryv vzorku matrici:

b) CHCA v ethanolu, ¢) CHCA, d) DHB.
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