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Souhrn

Cilem diplomové prace bylo vyvinout vhodny postup Upravy vzorkil krevniho
séra, tak aby v nich bylo mozné metodou HPLC/MS stanovit antidiabetika riznych
skupin.

Teoretickd ¢ast popisuje vSeobecné postupy uprav biologickych vzorka
od jednodussich precipita¢nich metod, pfes jiz uz méné pouzivanou extrakci kapalinou,
az po dnes velmi oblibenou extrakci tuhou fazi. Extrakci tuhou fazi a jejim obméndm je
vénovana znac¢nd Cast této kapitoly. Dale je zde kratce popsana problematika
onemocnéni Diabetes mellitus a peroralnich antidiabetik, jakoZzto 1é¢iv vyuzivanych
k 1é¢be II. typu této choroby. V této kapitole je také zminéno nékolik prikladd uprav
biologickych vzorkil s naslednym stanovenim biologicky aktivnich latek ¢i pfimo
antidiabetik.

Experimentdlni ¢ast je vénovdna instrumentaci, nastaveni parametril
chromatografické separace i parametrii pro hmotnostni spektrometrii. Také jsou zde
uvedeny postupy piiprav roztokl standardd a vzork.

Kapitola Vysledky a diskuze obsahuje detailn&j$i postupy hledani vhodnych
podminek chromatografické separace vcetné ukdzek chromatogramii. Také jsou zde
zminovany podminky ionizace a fragmentace molekul, vCetné fragmentacnich spekter
jednotlivych stanovovanych antidiabetik. V této ¢asti je popsana validace metody
a vyhodnoceni modelovych vzorkill, véetné zhodnoceni dvou riiznych postupl Gpravy

vzorka.



Summary

The aim of this diploma thesis was development of a suitable procedure
for determination of antidiabetic drugs by HPLC/MS method in blood serum sample.

Theoretical part of this thesis describes common procedures for the pretreatment
of biological samples by simple protein precipitation, liquid-liquid extraction and very
popular solid phase extraction method. A substantial part of this chapter deals with
the solid phase extraction ant its modifications. Diabetes and its complications is
described in this chapter, too. Type 2 diabetes is treated by peroral antidiabetic drugs
which are also mentioned here as well as a few examples describing biological sample
preparation for subsequent determination of these drugs.

Experimental chapter is devoted to the instrument and experimental settings,
chromatographic separation parameters and mass spectrometry parameters. Sample
procedures are described there.

The Results and discussion chapter contains more detailed description
of the development of suitable chromatographic separation conditions and also contains
chromatogram samples. lonization and fragmentation conditions are listed here,
including fragmentation spectra of all used antidiabetics. Results of two methods
of sample pretreatment, methods validation and model sample analysis results are
presented here.
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1. UVOD

V dnesni dob¢, kdy farmaceuticky prumysl produkuje celosvétové 1éky za vice nez
jeden bilion americkych dolarGi ro¢né (2014) ! a stale se snazi objevovat nové
potencionalni kandidaty k dalsi vyrob¢, musi byt soucasné hledany i analytické¢ metody
k jejich stanoveni.

Soucasné s vyvojem 1éciv se tedy vyviji 1 analytické metody, na které jsou ze strany
kontrolnich uradt kladeny vysoké pozadavky. Schopnost detekce a jeji citlivosti nejen
k samostatné 1é¢ivé latce, ale i moznych necistot obsazenych v IéCivu je zasadni.
Nicméné od navrhu struktury 1é¢ivé latky k jeho schvaleni k prodeji je nutné, aby tato
latka splnila mnoho kritérii, které vyzaduji pouziti analytickych metod a to nejen
pro stanoveni samostatné latky v rozpoustédle, ale i ve vice slozitych biologickych
systémech. V téchto systémech je nutné detekovat a urcit koncentraci nejen latky
samotné, ale 1 jejich metabolitl, coz nebyva snadné diky komplexnimu sloZeni
biologickych vzorkd.

Antidiabetika jsou Iéky k 1écbé onemocnéni zvaném Diabetes mellitus II. typu,
kterym v soucasnosti trpi stale vice lidi (v CR az 800 000)%. Zakladnim projevem
cukrovky je hyperglykemie, kdy se timto pojmem oznacuje zvySena hladina glukozy
v krvi, ktera je za normalniho stavu organismem piisné kontrolovana. Hyperglykemie je
dusledkem nedostate¢né produkce hormonu inzulinu nebo jeho nedostate¢nym ucinkem
(tzv. inzulinova rezistence), ptipadné kombinaci obou zminénych diivodii 2. Inzulinova
rezistence se tedy 1€¢i pomoci peroralnich antidiabetik, které rliznymi mechanismy
snizuji hladinu glukozy v Krvi 3,

Cilem této prace bylo vyvinout metodu pro upravu vzorku krevniho séra
a naslednou HPLC/MS metodu pro stanoveni obsahu péti zastupcl z fad antidiabetik

(Metformin, Glibenklamid, Glimepirid, Sitagliptin, Gliclazid).



2. TEORETICKA CAST
2.1. Pouziti HPLC/MS ke stanoveni lé¢iv v biologickych vzorcich

Stale rychlejsi vyvoj lé¢iv vyzaduje neustalé zdokonalovani analytickych metod
a zkracovani doby analyzy. Soucasné se dba na to, aby postupy byly co nejekologictéjsi
a co nejméné nakladné. Bioanalytické metody jsou pouzivany ke kvantifikaci 1éCiv
a jejich metabolitl ve fyziologickych matricich. Tyto metody byvaji uplatiovany jak
v oblasti lidské klinické farmakologie, tak nehumanni farmakologie a toxikologie,
kde slouzi k evaluaci ainterpretaci  bioekvivalen¢nich, farmakokinetickych
a toxikologickych studii .

Donedavna byla jednou z nejaplikovangj$ich metod k analyzam 1é¢iv pouzivana
kapalinova chromatografie spojena s UV/VIS detekci, nicméné v soucasné dobé je tento
detektor stale castéji nahrazovdn detektorem hmotnostnim. Biologické vzorky, at’
uz tkédné ¢i tekutiny, jsou velmi komplexni, a proto je spojeni separacni techniky
a specifického detektoru velmi vyhodné. Hlavni vyhodou hmotnostniho detektoru je,
ze lze soucasné identifikovat analyt na zakladé jeho molekulové hmotnosti a strukturné
specifickych fragmentl a soucasné Ize analyt kvantifikovat °.

Aby mohlo byt dané léCivo, nebo léciva stanoveny v uréitém biologickém
vzorku, musi se nejprve vyvinout analytickd metoda. Vyvoj analytického postupu
obnasi vypracovani postupu, ktery umozni identifikovat a kvantifikovat nase cilové
molekuly v biologické matrici. V procesu vyvoje analytické metody je zahrnuto
vzorkovani, ptiprava samotného vzorku, separace, detekce a kone¢né€ evaluace vysledkt
®. Posouzeni, zda je metoda schopnid poskytovat objektivni diikazy a je specifickd
k zamyslenému pouziti, slouzi validace. Vhodnost postupu je posuzovana podle
nékolika parametrii: selektivita a specifita, spravnost a piesnost, limit detekce
a kvantifikace, linearita a rozsah, citlivost a robustnost *”.

Dalsim ddlezitym parametrem, ktery se vyhodnocuje je tzv. recovery neboli
ndvratnost, jenz vyjadiuje efektivitu extrakce analytu. Zde se porovnava odezva
detektoru na analyt v ¢istém rozpoustédle a odezva analytu extrahovaného z biologické
matrice. Vysledky by se mély porovnavat na tfech koncentra¢nich urovnich (nizké,
sttedni a vysoké) oproti neextrahovym standardiim, které reprezentuji 100 %
navratnost °.

P1i kvantifikaci analytu ve vzorku se dale bere v potaz tzv. matricovy efekt, ktery

vznika vlivem dalSich slozek pfitomnych v biologickém vzorku. Krev, plazma,



mo¢, atd. jsou mnohem komplexnéj$i nez jiné matrice, zvlast¢ diky pfitomnosti
proteint, soli a organickych latek, ¢imz mize dochazet k ovliviiovani ionizace analytu.
Matricovy efekt je tedy definovan jako zména ucinnosti ionizace, kterd je zptisobena
koeluci analytu ajiné latky. Matrice muze zpusobit jak sniZeni ionizace, tak jeji
zvySeni, coz ovliviluje vysledek analyzy a miaze vést k chybnému vysledku
kvantifikace 81°, Kli¢em k co nejvyraznéjsimu potladeni matricového efektu a také
metody pro piipravy vzorkll jsou precipitace proteinti, extrakce kapalina - kapalina

¢i kapalina - pevna faze .

2.2. Metody pripravy biologickych vzorki

Ptiprava vzorku ptedchdzi veskerym chromatografickym  analyzdm
a optimalizace jejiho postupu zlstava hlavni vyzvou ke stanoveni 1é¢iv a jejich
metabolitd v komplexnich matricich. Smyslem tpravy vzorku je odstranit interferujici
sloZky (napft. proteiny, lipidy a soli), zakoncentrovat analyt a ptevést jej do nejvhodné;jsi
formy pro nastiik, separaci a detekci. Jak uz bylo feceno, nejcastéji pouzivané metody
jsou extrakce kapalina - pevna faze (SPE), extrakce kapalina - kapalina (LLE)

vvvvvv

LC/MS jsou povazovany LLE a SPE 1% 1,

2.2.1. Precipitace proteini (PPT)

Tato metoda je vhodna pro upravu vzorkd plazmy ¢i krve, které obsahuji analyt
v relativné vysoké koncentraci. NejCastéji se pro tuto metodu pouzivaji organicka
rozpoustédla jako methanol, acetonitril ¢i aceton, dale ionty kovil (siran zinecnaty,
wolframan sodny) nebo Kkoncentrované roztoky kyselin napf. trifluoroctové,
trichloroctové, chloristé, atd. Podle pouzitého precipitacniho ¢inidla se lisi vysledné pH
roztoku vzorku. Pti pouziti vicemnocnych soli se vysledné pH roztoku pohybuje kolem
hodnoty 7, pouzijeme-li organické rozpoustédlo pH se bude pohybovat v rozmezi
5,8-10 a naopak prii precipitaci kyselinou se pH roztoku vzorku pohybuje kolem 1,4-2,7.

Proto se musi brat v potaz stabilita analytu jak pii vysokém, tak pii nizkém pH.
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Pii pouziti jakékoli z vySe uvedenych precipitanich ¢inidel musi byt brana v Gvahu
moznost nechténé koprecipitace analytu 012,

Doporucéeny pomér kyseliny a plazmy je (0,2-0,5):1,0 (v/v) pro dosazeni vice jak
98 % odstranéni proteini. Pfi pouziti organického rozpoustédla je pomér
rozpoustédlo/plazma (1,0-4,0):1,0 (v/v) °.

Po promichani a odstfedéni je supernatant bud’ piimo pouzit k analyze nebo
zakoncentrovan odpafenim. Odparek miize byt nasledné rozpustén v mobilni fazi ¢i jeji
soucasti 12,

Schéma 1.: obecny postup precipitace pfi pouziti organickych rozpoustédel *°

vzorek plazmy (0,1 ml) + IS
pfidavek precipitantu:
0,3 ml ledove 0,1% HCOOH
v ACN
nebo
0.4 ml MaOH

v

| promichat a centrifugovat |

(10 min x 3000 rpm)

v

l prenos supernatantu I—h-

Y

odpafeni a rekonstituce
(v pfipade potfeby)

nastrik do LC nebo GC

Tato technika tUpravy vzorku je jednoduchd, rychla a podava uspokojivé
vysledky. Pouziva se pfedev§im tam, kde je zapotiebi nenaro¢né piipravy vzorkl
a rychlé interpretace vysledki. Pokud je nutna manipulace s vét§Sim mnoZzstvim vzorkd,
jako napf. pfi bionanalyzach ve vyzkumnych ¢i klinickych laboratofich, je manudlni
priprava velmi ¢asové naro¢nd. Ve snaze ucinit tento proces vice ucinnym, rychlejsim

a automatizovatelnym byly vyvinuty 96 - jamkové filtra¢ni desky.
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Obriazek 1: 96 - jamkova precipita¢ni deska 1*

Tyto desky obsahuji tubusy s membranou a jsou pfipojitelné na vakuovou
vyvévu. Znamena to, Ze po precipitaci proteind nésleduje filtrace, kterd je provedena
ve stejné jamce bez centrifugace a prendSeni supernatantu. Tyto destiCky umoziuji

precipitaci jak roboticky automatizovanou, tak manualni.

15

Schéma 2.: Postup prace na 96 - jamkové precipitacni desce

®
-

Dispense three Dispense one Cover and Elute by Analyze solution

volumes of volume of serum shake for centrifugation,  (protein-free)
acetonitrile or plasma into three minutes.  positive pressure by mass
into each well. each well. or vacuum, spectrometry.

Probé¢hly i studie porovnavajici 96 - jamkové desticky s manudalni pfipravou
vzorku anaslednou LC-MS analyzou, kdy vysledky vzorkd zpracovanych
pomoci precipitacnich desti¢ek poskytly lepsi opakovatelnost (spravnost a piesnost).
Soucasné doslo ke zkraceni Casu pfipravy vzorkl az 4x, oproti manudlni ptipraveé

vzorkd 1°.
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2.2.2. Extrakce kapalina - kapalina (LLE)

Tato technika byla pouzivana pro piipravu vodnych vzorkt po mnoho desitek
let. LLE spociva v extrakci analytu z vodného prostiedi vzorku (plazma, mo¢ ¢i sérum)
do s vodou nemisitelného organického rozpoustédla, a to na zakladé rozd€lovaciho
pomeéru Dc. Rozd€lovaci pomér je dle Nernstova zdkona vyjadien pomérem koncentraci

v organické fazi (c1) ke koncentraci analytu ve vodné fazi (c2).

D, = Z_:
Touto metodou lze extrahovat latky ve vysokych i nizkych koncentracich. Pokud
je analyt ve vzorku piitomen v nizké koncentraci s dal$im mnozstvim interferujicich
latek, je jednoducha extrakce nedostatecna. Tento problém lze feSit zpétnou extrakci
do vodného rozpoustédla pomoci tGpravy pH. Analyty jsou extrahovany v nenabité
form¢, proto je pro extrakci slabych kyselin a bazi, dulezitd znalost pH vodného
roztoku, pKa arozdélovaci pomér. Aby byla latka v extrahovatelné formé, tedy jako
volna baze ¢i kyselina, je nutné upravit pH tak, aby bylo o 2 jednotky nizs§i nez pKa
pro latky kyselé a o 2 jednotky vyssi neZ pKa pro latky bazické. Pro extrakci iontovych
latek je lepsi vyuzit iont-parovou extrakci, kdy se vyuziva vzniku asociovanych
komplext iontil vzorku s protiiontem opa¢ného néboje 1% 1217,

Analyt miiZze byt nasledné analyzovan ¢i zakoncentrovan odpafenim organické

slozky a poté rekonstituovan v mensim mnozstvi rozpoustédla.
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Schéma 3.: postup LLE pro vzorky plazmy *°

vzorek plazmy (0,1 ml) + IS
Gprava pH pomoci pufru (0,1 ml)

Y

organicke rozpoustédlo
(0,4-0,8 ml)

.

ddkladné protrepani (5-10 min)
centrifugace (10 min x 3000 rpm)

.

preneseni organického
rozpoustédia

:

[ odpareni rozpoustédla ]

a rekonstituce

"

[ nastrik LC nebo GC ]

Hlavni vyhodou této techniky je vynikajici odstranéni soli a makromolekul,
ale problémem muize byt pfechazeni nezadoucich sloucenin do organické faze. Dale
muze pifi extrakci dochazet ke vzniku emulzi a tim ke Spatnému oddé€leni fazi.
Nevyhodné bylo rovnéz pouzivani vétsiho objemu rozpoustédla (1-4 ml), coz je dnes
feseno redukci objemtl organického rozpoustédla pod 1 ml 1012,

Extrakce z kapaliny do kapaliny byla popsana i v 96 - jamkovém,
automatizovaném uspotadani. Objem vzorkl i rozpoustédel je redukovan, stejné jako
Cas potiebny k ptipravé velkého mnozstvi vzorkd. Vodné a organicka faze jsou v tomto

usporadani oddéleny centrifugaci 1018,
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2.2.3. Extrakce tuhou fazi (SPE)

V dnesni dobé je SPE nejoblibenéjsi technikou pro piipravu vzorki, coz také
dosvédCuje mnozstvi jejich modifikaci. Obecné je cilem extrakce tuhou fazi retence
analytu, jeho eluce z kapalné¢ho biologického vzorku, odstranéni interferujicich latek
a zakoncentrovani analytu 8. Extrakce analytu je zalozena na principu rozdélovani nebo
chemické vlastnosti extrahované latky jsou polarita a hydrofobicita, nebot
intermolekularni sily (vodikové vazby, dipdl-dipolovy moment, Van der Waalsova sila)
se podileji na retenci. Pro GspéSnou extrakci je dulezité, aby byla afinita analytu vyssi
K tuhé fazi nez k matrici vzorku. Nezadouci interferujici slouceniny lze selektivné
odstranit riznymi rozpoustédly s odliSnou eluéni silou.

Déle je podstatnych nékolik parametrii jako je druh stacionarni faze a jeji
mnozstvi, stanoveni objemu vzorku, ktery lze nanést, slozeni a objem promyvacich
roztokd a samotného eluéniho rozpoustédla. K retenci vzorku jsou pouzivany kolonky
se sorbentem o obsahu 50-200 mg. Sorbentl v dne$ni dobé& existuje cela fada,
a to od nepolarnich Cis a Cs, ptes polarni (silikagel, kyano, aminopropyl, diol) a iontové
vyménné faze, az po rizné polymerni materialy (napi. polystyren-divinylbenzen).
Vybér stacionarni faze =zalezi predev§im na chemickych vlastnostech analytu

a vlastnostech rozpoustédla.

Obecny postup pro SPE se da popsat ve 4. krocich:
1) Kondicionace sorbentu
- dochazi k solvataci funkénich skupin sorbentu, coz nasledné umoziuje
jejich interakci se vzorkem
2) Naneseni vzorku
- tomuto kroku pfedchidzi vhodna uprava vzorku (vybér vhodného
rozpoustédla, uprava pH, ¢i iontové sily), poté dochazi k adsorpci analytu
na stacionarni fazi
3) Odstranéni interferujich latek
- pouzivaji se rozpoustédla, v nichZ je analyt minimaln¢ rozpustny, Casto je
pouzivana voda
- na reverznich sorbentech Se pouzivaji pufry smalym podilem
organického rozpoustédla

- Viontové vyménném modu je zadsadni hodnota pH a iontova sila
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4) Eluce analytu
- volba rozpoustédla zdvisi na druhu sorbentu a metodou nasledujici
analyzy (napf. pro nepolarni sorbent Cig je mozné pouzit MeOH

S piimési octanu sodného)

KONDICIONACE ~ NANESEN| VZORKU PROMYTI ELUCE

v a

U ¥ e lr
o - - -

[ T T |

[ Analyt » Interferenty » o-]

Schéma 4.: Schéma postupu SPE procedury *°

Mezi hlavni vyhody extrakce tuhou fazi mizeme zatadit vysokou vytéznost,
niz$i spotiebu rozpoustédel ve srovnani s PPT i LLE, moznost zakoncentrovani analytu,
relativné snadnou automatizaci a moznost piimého tzv. online spojeni
s chromatografickym syst¢émem. Nevyhodou manualniho SPE postupu je relativné
velkéd spotfeba vzorku i rozpoustédel, dale jednorazové pouziti kolonek, coz zvySuje

finanéni ndklady 10 1317,

2.2.3.1. SPE extrak¢ni mody

Selektivita sorbentu zalezi na pfitazlivych silach mezi analytem a funk&nimi
skupinami na povrchu sorbentu. Kazdy z téchto sorbentli nabizi jedineCnou smésici

vazebnych interakci °.

2.2.3.1.1. Nepolarni sorbent

Nepoléarni sorbenty jsou pouzivany k zadrzovani hydrofobnich nebo polarnich

organickych sloucenin z vodnych matrici. Na zadrzovani analytu se primarné podileji
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hydrofobni interakce C-H vazeb analytu s C-H vazbami funk¢nich skupin sorbentu.
Mezi nejbéznéjsi patii oktadecylova skupina vézand na silikagelu. Nekteré silanolové
skupiny silikagelu vSak nejsou alkylovany a mohou se tak podilet na nezadoucich
interakcich s analytem, které nelze ptredpovidat. Eluce je obecné provadéna pouzitim
nepolarnich rozpoustédel. VSechny sorbenty nabazi nepolarné modifikovaného
silikagelu jsou pouzitelné pouze v uzkém rozmezi pH (vzhledem K jejich stabilité), coz
muze byt limitujici pfi pouzivani silnych bazi ¢i kyselin.

Odpovédi nejen na uzké pH rozmezi, ale i lepsi zadrzovani analytu
bez nechténych interakci silanolovych skupin, jsou polymerni alkylsilany. Tyto
polymery maji vétsi kapacitu, jsou stabilni v $ir§im rozmezi pH (0-14) a maji jinou
selektivitu nez Si-Cig sorbent. Nejbézngjsi je polystyren zesitovany s1-2%
divinylbenzenem, oznacovany jako PS-DVB. Diky pfitomnosti aromatickych kruht
a vinylovych skupin je PS-DVB schopny adsorbovat $ir$i spektrum latek a to jak
polarnich, tak nepolarnich. Adsorpce je umoznéna n-r interakcemi mezi aromatickymi

cykly divinylbenzenti s nenasycenymi analyty 1% 19,

Obrazek 2.: struktura PS-DVB

2.2.3.1.2. Polarni sorbent

Retence analytu je na polarnich sorbentech zprostiedkovana piredev§im
interakcemi mezi polarnimi funkénimi skupinami analytu a polarnimi skupinami
na povrchu sorbentu. V ¢emz jsou zahrnuty vodikové vazby, interakce dipol-dipol,
n-1 interakce a dal$i. Eluce se provadi rozpoustédlem vice polarnim, nez byla matrice
vzorku a to na zakladé¢ rozruSeni vazebnych interakci.

Jako polarni sorbent jsou pouzivany silikagel, florisil (MgO-SiO2) a oxid hlinity.
Silikagel mtze byt modifikovan funkénimi skupinami (kyano, aminopropylova, diol).
Tyto vySe jmenované faze zadrzuji velmi polarni latky méné nez samotny silikagel,

proto jimi Ize extrahovat ty analyty, u kterych by pouziti silikagelu nebylo mozné. Také
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Ize na téchto sorbentech adsorbovat a selektivné eluovat molekuly velmi podobnych
struktur (napf. isomery), 1é¢iva ¢i lipidy. Silikagel modifikovany kyano skupinou se da
pouzit i jako nepolarni sorbent pro vodné vzorky k retenci mirné polarnich latek. Dalsi
aplikaci ma i aminopropylem modifikovany silikagel, ktery se da vyuzit k separaci

nabitych molekul za podminek iontové vymény pfi nizkém pH 1" 2°,

2.2.3.1.3. Sorbenty pro iontovou vyménu

Iontové vyménné sorbenty jsou pouzitelné pro extrakci polarnich analyti
nesoucich naboj, nejcastéji z vodnych roztokli a vyjimetné i 2z organickych
rozpoustédel. Zadrzovani analytu na sorbentu je zprostfedkovano elektrostatickymi
silami interagujicich opacnych ndboji funkcnich skupin. Tato iontovad interakce
je nejsilngj$i mozna nevazebna interakce.

Retence je dosazeno podnicenim ionizace, ¢ehoz je dosazeno upravou pH
roztoku, ze kterého ma byt analyt extrahovan. Idealni pH se odviji od pKa analytu.
Optimalni pH pro maximalni ionizaci analytu je 2 jednotky pod ¢i nad hodnotou pKa
analytu. Pro dosazeni retence je vSak nutné, aby byl nabit analyt i sorbent. Jako sorbent
je pouzivan silikagel modifikovany funkénimi skupinami schopnymi vymény iontt.
Pro vyménu aniontd jsou nejpouzivanéj$i kvartérni aminy (SAX), jako slaby
aniontoméni¢ je pouzivan aminopropyl (WAX). Typické sorbenty pro vyménu kationtd
jsou sulfonové (SCX) akarboxylové kyseliny (WCX). VSechny sorbenty na bazi
silikagelu obsahuji volné silanolové skupiny, které mohou poskytovat sekundarni
vazebné interakce pro polarni analyty, coz je vhodné pro retenci velmi polarnich
analytd. Soucasn€ vSak musi byt brana v potaz i moznad ireverzibilni vazba mezi
analytem a sorbentem.

K eluci analyti dochazi neutralizaci nabitych funkénich skupin analytu, nebo
sorbentu, ¢ehoZ byva dosazeno roztokem s vhodné volenym pH % 7. Eluce miize byt
dosazeno i pouzitim roztoku s velkou iontovou silou, kdy dochazi k nahrazeni nabitého

analytu iontem pfitomnym v roztoku °,

2.2.3.1.4. Sorbenty pro smiseny méd

SmiSeny moéd kombinuje nepolarni polymerni sorbent s funkénimi skupinami
schopnymi iontové vymeény. Takovy sorbent umoziiuje extrakci jak neutralnich,

tak ionizovatelnych molekul z biologické matrice v ramci jedné extrakéni techniky *°.
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Diky dvojimu mechanismu interakce analytu se sorbentem, muize byt eluovano vice
intereferujicih latek, aniz by dochéazelo ke koeluci analytu . Z tohoto dfivodu je touto
metodou dosahovano vEtsi ucinnosti precisténi vzorku nez u metod s jednim retencnim

mechanismem a sou¢asné ma tento postup vétsi reprodukovatelnost 2.

2.2.3.2. Automatizovana SPE extrakce

Pro rychlou analyzu a kvantifikaci analytl v biologickych vzorcich je nezbytna
I rychla a u¢inna pfiprava vzorkd. Tato Uprava je umoznéna nejen vyse zminénou
96 - jamkovou precipita¢ni desti¢kou, ale i 96 - jamkovou technikou pro SPE, ktera

Pfi tomto postupu extrakce je pouzivana destiCka S 96 jamkami obsahujicimi
sorbent a automaticky roboticky systém, ktery zajistuje manipulaci s rozpoustédly.
V prvnim kroku systém kondicionuje sorbent organickym rozpoustédlem a dale
vodnym pufrem. Nasledné je roboticky do jamek nanesen biologicky vzorek, interni
standard, pufr a poté je na desticku aplikovano vakuum. Dal§im krokem je promyti
sorbentu organickym rozpoustédlem ¢i pufrem. Nésledné je manualné vyménén podnos
s oplachovanymi rozpoustédly za sbérny tacek. Eluce analytu je jiz provedena
automaticky organickym rozpoustédlem. Plat se vzorky bud’ mize byt dale pfesunut
K vysuseni a rekonstituovan, kdy rekonstituce je opét automatizovana, ¢i pokud bylo
eluce dosaZzeno kompatibilnim rozpoustédlem s analytickym systémem, muliZze byt eluat

piimo do n&j injenktovan 8,

2.2.3.3. On-line SPE

On-line metody jsou vyhodné zejména pro analyzy, kde je dostupné pouze
omezené mnozstvi vzorku nebo je-li zapotiebi dosazeni co nejvétsi citlivosti. Tuto
systému jsou pouzivany 2 kolony, kdy jedna je extrakéni a druhd analyticka.
Nejbeznéjsim ptistupem je vlozeni malé SPE kolonky do davkovaci smycky
Vv Sesticestném davkovacim ventilu. Nejprve probéhne kondicionace kolonky, injekce
vzorku a promyti prostrednictvim vysokotlaké pumpy. Pro eluci je nutné piepnout
ventil do tzv. inject position, kdy dochazi ke vpusténi mobilnich fazi do davkovaci

smycky s SPE kolonkou, ¢imZ dochazi k vymyvani analytu na analytickou kolonu.
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Schéma 5.: pozice 6 - cestného ventilu pro vyuziti online SPE ve spojeni s LC;
(a) pozice ventilu pro naneseni vzorku na SPE kolonku; (b) pozice ventilu pro
nastiik na analytickou kolonu (inject position) °

SPE kolonku lze v tomto ptipadé opakované pouzivat, nicméné postupem casu
dochazi k postupné degradaci sorbentu, coz vede ke zméné selektivity a kapacity
kolonky. Hlavni rozdil mezi SPE kolonkou pro tzv. off-line zachazeni a on-line
je pouzity material a velikost Castic. Velikost ¢astic pro béznou SPE kolonku se
pohybuje mezi 40 - 60 um, kdezto pti pouziti SPE jako pfedkolonky je velikost az 5x
mensi, tj. 5-10 um. Pouzity materidl pro SPE piedkolonky miize byt jak na
silikagelovém zakladé, tak je mozné pouziti vice selektivnich sorbentt, jako jsou MIP
(molecular imprinted polymers) ¢i RAM (restricted acces material). Vyhodou on-line
SPE nebo téz ,column switching“ metody je snadnd automatizace, mensi
pravdépodobnost ztraty vzorku a vyS$i vykonnost. Nevyhodami jsou mozZnost
carryoveru z predchozich analyz a drazsi prepinaci ventily 1% %9,

MIP jsou syntetické, cross-linkované polymery suméle vytvofenou 3D
strukturovanou siti tak, aby byly schopny specificky vazat cilovy analyt ¢i jeho
strukturni analoga *°.

RAM jsou biokompatibilni materialy, které umoziuji separaci makromolekul

z biologickych vzorkti od molekul analytdi na zékladé jejich molekulové hmotnosti 2.
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2.3. Stanoveni 1éc¢iv v biologickych vzorcich pomoci HPLC/MS

Léciva v biologickych matricich se stanovuji zejména v ramci preklinickych
a klinickych studii a pii monitorovani terapeutické davky léciva pro urcitého pacienta.
Imatinib mesylat, coz je inhibitor tyrosin-Kinazy pouzivany pii 1écbé akutni myeloidni
leukémie byl stanovovan z lidské krevni plazmy soucasné s desmethyl imatinibem
pomoci HPLC/MS/MS metody.

Ptiprava vzorku byla provedena jednokrokovou precipitacni metodou za pouziti
acetonitrilu. K500 pl plazmy bylo ptidano 50 pl interniho standardu o koncentraci
100 ng/ml, smés byla promichana a nasledn¢ byl ke vzorku ptidan 1 ml acetonitrilu.
Cely roztok byl 30 s vortexovan a poté centrifugovan pii 13 500 rpm po dobu 5 minut.
Ze supernatantu bylo odebrano 100 pl pro LC analyzu, z nichZ bylo 20 ul injektovano
do systému. Jako interni standard byl pouzit Verapamil diky jeho podobnym fyzikalné
chemickym vlastnostem k imatinibu a jeho metabolitu a soucasné kvuli nizs$i cené
oproti deuterovanému imatinibu. Separace byla provedena na XTerra MS Cig kolon¢
(3,9 mm x 150 mm; 5 pm), mobilni faze byla slozena z 0,1 % HCOOH ve vod¢ jako
slozka (A) a ¢istého methanolu (B). Pratok byl 0,6 ml/min s gradientem zacinajicim
v ¢ase 0,1 min na 25% slozky (A), kdy (A) slozka nartstala do 2,5 min az na 75 %.
Kolona byla vyhtfivana na 40 °C. Jako hmotnostni analyzator byl pouzit trojity
kvadrupdl s ionizaci elektrosprejem v kladném modu méteni. K detekci a kvantifikaci
byla pouzita funkce MRM (multiple reaction monitoring). Kalibrace byla provedena
spikovanim Ccisté lidské plazmy v rozmezi 5 ng/ml az 8 pg/ml pro imatinib a 5 ng/ml az
1 ug/ml pro desmethyl imatinib. Limit kvantifikace byl stanoven na 5 ng/ml. Metoda

byla validovana a pouzita ve farmakokinetické studii sledujici imatinib mesylat 2,
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Obrazek 3.. chromatogram 3 latek po extrakci z pacientského vzorku

(a) imatinib mesylat; (b) desmethyl imatinib; (c) verapamil 2!

De-Wei Shang a kolektiv vyvinuli a validovali metodu pro kvantifikaci
nizatidinu v lidské plazmé a moci k vyuziti ve farmakokinetickych studiich. Nizatidin
se pouziva k1é¢bé gastroezofagealniho refluxu a duodenalnich viedu. Analyty
extrahovali z lidské plazmy i moéi. Pro extrakci z plazmy pouzili proteinovou
precipitaci, kdy ke vzorku o objemu 100 pl bylo pfidano 20 pl interniho standardu
ze zasobniho roztoku (2000 ng/ml) a smés byla zamichana zvortexovana. Precipitace
byla provedena 880 pul 95 % methanolu a vzorek byl michan po dobu jedné minuty.
Smés byla poté centrifugovana pti 20238x g po dobu 5 min. Ze supernatantu byl
odebran 1 ul, ktery byl injektovan do HPLC-MS/MS systému k analyze.

Vzorek moci o objemu 10 pl byl napipetovan do 2 ml vialky a zifedén 90 pl Cisté
moci zdravého dobrovolnika. Do vzorku byl poté pfidan interni standard o objemu 40 pl
(100 pg/ml), coz byl deuteriem znaceny nizatidin a 860 pl methanolu. Smés byla poté
15 smichana navortexu a centrifugivana pii 20238x g po dobu 5 min. Jeden ul
supernatantu byl opét injektovan do systému. Chromatografickd separace probihala na
Agilent Eclipse Plus Cig (100 mm x 4,6 mm; 5 um) pii 35 °C. Mobilni faze byla
slozena z95 % methanolu a zbylych 5 % bylo tvofeno vodnym roztokem 5mM
mravencanu amonného, prutok byl nastaven na hodnotu 0,5 ml/min. Analyty byly

detekovany v pozitivnim modu elektrospreje a kvantifikovany pomoci MRM techniky.
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Kalibrace byla provedena v rozsahu 5-2000 ng/ml v plazm¢ a 0,5-80 pg/ml v moéi,

nejnizsi limit kvantifikace v plazmé byl stanoven na 5 ng/ml, v moci na 0,5 pg/ml.
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Obrizek 4.: Full scan nizatidinu (M+H") a jeho iontové produktu 22

Tato metoda byla pouzita ve farmakokinetické studii pro oralni podani 150 mg
nizatidinu v kapslich, které se =zucastnilo 16 zdravych dobrovolnikii ¢inské
narodnosti 2.

Mahmoud Hasan a kol. se zabyvali stanovenim klodronatu v lidské krevni
plazmé. Klodronat patii do tfidy bisfosfonatd, které jsou pouzivany k 1é¢bé onemocnéni
kosti, jako je napf. osteopordza. Analyza bisfosfonati je kvuli jejich fyzikalné-
chemickym vlastnostem (vysokd polarita, nepfitomnost chromoforu, snadna
polarizovatelnost) zna¢n€¢ komplikovana. Kolektiv Hasana pouzil pro upravu vzorkt
plazmy proteinovou precipitaci, kdy 0,5 ml rozmrazené plazmy bylo smichano s 50 pl
interniho standardu etidronatu (100 pg/ml). Poté bylo ptidano 100 ul 10 % kyseliny
chloroctové, celd smés byla po dobu 10 s michana a nasledné centrifugovana pti 21 000
g 10 min pii pokojové teploté. Supernatant byl odebran a odpatren pii 70 °C pomoci
proudu vzduchu. Vysuseny analyt byl poté rozpustén ve 150 pl koncentrované kyseliny
octové a smichan s 500 pl trimethyl orthoacetatu, jakozto derivatiza¢niho ¢inidla. Tato
smés se ponechala 30 min inkubovat pfi teplot¢ 100 °C. Po zchlazeni, bylo do reakéni
smési pridano 300 ul HCOOH (90 %) a 500 ul vody a analyty byly extrahovany
do 4 ml do tert-butyl etheru po dobu 15 min. Nasledovala centrifugace pii 3200x g
po dobu 5 min. Organickd fize byla izolovana a odpafena pod proudem vzduchu
pti teploté¢ 70 °C. Nakonec byl analyt rekonstituovan ve 150 pl smési voda/methanol
(1:1), z n¢hoz pak bylo injektovano 10 ul do chromagrafického systému. Separace
probihala na kolon& Supelco Ascentis MS (Cig; 2,1 mm x 100 mm; 3 pum), ktera byla

vyhiivana na 50 °C. Jako mobilni faze byl pouzit SmM octan amonny a acetonitril
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v poméru 85:15, eluce probihala izokraticky a pratok byl 0,3 ml/min. Spektrometricka
detekce byla zajisténa trojitym kvadrupdlem a byl sledovan pomér hmotnosti k naboji
(m/z). Ptechod 301,0/145 pro klodronat a 305,2/137,1 pro interni standard etidronat.
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Obrizek 5.: MS/MS spektrum (a) klodronatu 301,0/145; (b) etidronatu 305,2/137,1 %

Kalibra¢ni rozpéti bylo 5 - 800 ng/ml a vykazovalo kvadratickou korelaci mezi
koncentraci analytu a signdlem. Metoda byla validovana dle platnych norem FDA/EMA
a pouzita pro farmakokinetickou studii 2.

Bifosfonaty se nepouzivaji k 1é¢bé kostnich onemocnéni jen v lidské medicing,
ale 1 veterinarni. Nicméné jejich pouzivani je u zévodnich koni zakdzano, proto
A. Wong a kol. vyvinuli postup pro upravu vzorkd konské moci a plazmy i HPLC/MS
metodu pro stanoveni péti latek z této fady 1€¢ivych ptipravki. Na rozdil od Hasana
a kol. ?® pouzili k piipravé vzorki extrakci tuhou fazi.

Vzorek mogi a plazmy byl centrifugovan p¥i 3000 rpm po dobu 10 min. Cast vzorku
(0,5 ml) byla nafedéna do objemu 3 ml deionizovanou vodou a pH vzorku byl upraveno

na hodnotu 4 pomoci kyseliny chlorovodikové. Okyseleny vzorek byl filtrovan pies
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prekondiciovanou (3 ml methanol, 3 ml vody) Oasis HLB kolonku. Filtratu bylo znovu
upraveno pH na hodnotu 4 a byl dale nanesen na Oasis WAX kolonku,
prekondiciovanou 2 ml methanolu a 2 ml HCOOH (pH 4). Po naneseni vzorku byla
cartridge promyta 2 ml mravenci kyseliny (pH 4) a 2 ml methanolu. Eluce byla
provedena 10 % roztokem amoniaku ve vod€. Eluat byl odpafen do sucha pii 60 °C
pomoci proudu dusiku, poté rekonstituovan v 50 ul deionizované vody a metylovan.
K methylaci byl pouzit trimethylsilildiazomethan (100 pl) a methanol (100 ul). Roztok
se ponechal 1 hodinu reagovat pii laboratorni teploté a nasledné byl pienesen do vialky
k analyze. K separaci byla pouzita kolona Waters XBridge s reverzni fazi (150 mm x
2,1 mm; 3,5 um), nastfikovany objem vzorku byl 5 pl. Mobilni faze (A) byla 0,1 %
kyselina mraven¢i ve vodé, rovnéZ mobilni faze (B) obsahovala 0,1 % kyselinu
mravenci, ale v acetonitrilu. Prutok byl nastaven na 200 pl/min, kdy od ¢asu t= 0
do t =1 min. bylo slozeni mobilni faze 98 % (A) a 2 % (B), poté do doby t = 10 min,
linearné klesal obsah slozky (A) az na 0 %, ktery byl nasledné¢ 4 minuty udrzovan.
lonizace byla provadéna elektrosprejem v kladném modu a méfeni v SRM (selective
reaction monitoring) modu. Kalibrace byla udélana zvlast pro moc i plazmu spikovanim
negativnich biologickych matric vybranymi 1é¢ivy (alendronové kyselina, klodronova
kyselina, ibandronova kyselina, tiludronovéa kyselina, risedronova kyselina). Metoda
byla pouzita k administra¢ni studii tiludronové kyseliny pouzité k 1é¢b¢ artritidy, kdy
jako IS byla pouzita kyselina risedronova. Kalibrace byla linearni v rozsahu 0-2500
ng/ml v moéi i plazmé. Sledovan byl ptechod m/z 375/157 pro tiludronovou kyselinu
a 340/182 pro IS %,

DalSim ptikladem upravy vzorkli plazmy a stanoveni analytd v ni pomoci
HPLC/MS/MS je prace Spanélského tymu pod vedenim R. Moreno-Vicente, ktery
stanovoval heroin (diacetylmorfin DAM) v krevni plazmé soucasné s jeho hlavnimi
metabolity, naloxonem (NAL) analtrexonem (NALT). Plazma byla béhem
zpracovavani vzorkl udrZzovana pfi nizké teploté v ledové lazni, ¢imZ se ptredchazelo
degradaci DAM a 6-monoacelytmorfinu. Interni standard (O-methylcodein)
o koncentraci 100 ng/ml v methanolu, slouzil soucasné i jako precipita¢ni ¢inidlo.
V prvnim kroku upravy vzorku bylo 200 pl IS ptidano ke 100 ul vzorku plazmy, smés
byla promichéana a centrifugovana na 14000 rpm pii 4 °C po dobu 5 min. Supernatant
byl poté prefiltrovan a bylo zn¢j odebrano 50 pl, které byly smichany s 50 pl
0,1 % mravenc¢i kyseliny. Ze vzorku zpracovanym timto postupem se stanovoval

samotny heroin, 6-monoacetylmorfin, morfin, naloxon a naltrexon. Pro stanoveni
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morfin-3-glukuronidu a morfin-6-glukuronidu bylo nutné nejprve supernatant vysusit,
¢imz bylo dosazeno lepsi odezvy analyti. Alikvot supernatantu o objemu 150 ul byl
odebran a vysuSen pod proudem dusiku a poté byl rekonstituovan v 50 pl 0,1 %
HCOOH. VSechny vyse zminéné latky byl stanovovany v jedné analyze, tudiz byly oba
dily supernatantu pievedeny do 1 vialky. Chromatograficka separace byla provedena
na X-Bridge fenylové koloné (150 x 4,6 mm; 5 um) vyhtivané na 35 °C. Mobilni faze
byla slozena z 5SmM mravené¢anu amonného (A) a 0,1 % HCOOH v acetonitrilu (B).
Pocatek gradientu byl nastaven na 5 % B do 1. minuty, poté do 3. minuty stoupala
slozka B az na 90 % a takto byla dalsi 2 minuty udrZzovana nez se vratila na pocatecni
hodnotu 5 %. Celkova doba analyzy ¢inila 8 min, pratok byl nastaven na 1,0 ml/min,
nastfikovano bylo 30 ul vzorku. Jako ionizaéni zdroj byl pouzit elektrosprej v kladném

modu a méteni bylo provedeno v MRM moédu.
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Obrazek 6.: MRM chromatogramy (a) vzorek lidské plazmy naspikovany vSemi
stanovovanymi latkami véetné IS (500 ng/ml); (b) vzorek plazmy dobrovolnika

odebrany po 30 minutach od podani DAM/NAL (50/2 mg) %

Linearita kalibrace byla stanovena v rozsahu 10-2000 ng/ml pro morfin-3-

glukuronid a 10-1000 ng/ml pro ostatni analyty. Validace vyhovovala spravné
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laboratorni praxi a EMA normam. Tato metoda byla aplikovana v klinickych zkouskach
k vyhodnocovani vzorkli plazmy od zdravych dobrovolnikii po oralnim podani
diacetylmorfinu a naloxonu 2.

E. Rook a kolektiv stanovovali rovnéz heroin, jeho metabolity a jiné opioidy
V krevni plazmé, nicméné si pro upravu vzorku vybrali metodu extrakce tuhou fazi.
Vzorky plazmy pochazely od drogoveé zavislych pacientl, jenz byli témito latkami
1é¢eni. Vzorek byl ponechan rozmrznout v ledové vodni lazni, poté z néj bylo odebrano
250 ul plazmy, ke kterému bylo pfidano 50 ul roztoku internich standarda (1,25 pg/ml).
Vzorek byl nasledné nafedén 300 pul 0,15M vodnym roztokem kyseliny chlorovodikové,
promichan a docasné¢ umistén v ledové vodni lazni. SPE kolonka se sorbentem
pro extrakci ve smiSeném moédu (Oasis MCX) byla kondiciovana 2 ml methanolu, 1 ml
vody a 2 ml 10mM citratového pufru (pH 3) v daném potadi. Vzorek byl na kolonku
nanesen tak, aby nedoslo k vysuseni sorbentu. V dalsim kroku byla kolonka promyta
0,5 ml vody okyselené na pH 3 pomoci octové kyseliny a nasledn¢ byl sorbent vysuSen
aplikaci vakua po dobu 1 min. Vzorek byl eluovan 500 pl roztoku 0,5 % octanu
sodného v methanolu, ktery byl uchovavan pii -20 °C kvili stabilit¢ heroinu s nizkym
poloCasem rozkladu. Eluat z kolonky byl jiman do vialky obsahujici 250 ul 50mM
octanu amonného (pH 3) a obsah byl okamzit¢ promichan, protoze heroin neni staly
Vv bazickém prostiedi. Poté bylo rozpoustédlo odpateno pomoci proudu dusiku zhruba
na objem 250 pl znichz bylo dale 6 pul injektovano do systému. Navratnost byla
vypocitana z poméru vysledktl kontrolnich vzorkt a vysledkti zpracovanych prazdnych
vzorkl rekonstituovanych se standardy. K separaci byla pouzita kolona obsahujici
reverzni fazi Zorbax Bonus column (150 x 4,5 mm; 5 um) a rovnéz byla pouZita
ochrannd predkolonka sreverzni fézi. Gradientovd eluce vyuZivala smés 5mM
mravenéanu amonného ve vodé (pH 4) a acetonitrilu. Pratok byl nastaven na 1 ml
za minutu a doba analyzy ¢inila 15 min. Ionizace probihala v elektrospreji v pozitivnim

modu a ke kvantifikaci analytd byl pouzit MRM mod .
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Obrazek 7.: (a) chromatogram spikované plazmy vsech kvantifikovatelnych analytd (5
ng/ml), intenzita deuterovanych standardu piesahovala 2500 [cps]; (b) ndhodné vybrany
chromatogram vzorku pacienta; (A) morfin-3-glukuronid a ds-morfin-3-glukuronid, (B)
morfin a dz-morfin, (C) morfin-6-glukuronid, (D) 6-monoacetylmorfin, (E) heroin a de-
heroin, (F) methadon a de-methadon, (G) ethyl-5-methyl-3,3-difenyl-1-pyrolidon, (H)

kokain, (I) ecgonin benzoat 2

Miao Zhao s kolegy vyvinuli postup upravy vzorku plazmy ke stanovovani
kolistinu, pfimo aplikovatelny i na Gpravu vzorkli moci, pomoci extrakce tuhou fazi
v 96 - jamkovém uspofadani 2’. Jejich snahou bylo zlepsit jiz publikované postupy,
ve kterych byla problémem dlouha pfiprava vzorki k analyze % a nedostateéna Cistota
extraktll po precipitaci 2.

Nejprve byl vyvinut postup pro tpravu vzorkd plazmy, kdy ke 200 ul plazmy
s kolistinem bylo ptidano 20 pl roztoku IS (polymyxin B1) a 200 ul 5 % amoniaku.
Smés byla vortexovana a poté nanesena na Oasis WCX 96 - jamkovou desti¢ku, kde byl
sorbent kondiciovan 1 ml methanolu a 1 ml vody. Po naneseni vzorku byly jamky
promyty 1 ml vody, 1 ml methanolu, 1 ml acetonitril/voda (30/70 s 2 % amoniaku)
anasledné 1 ml 0,5 % mravenci kyseliny. Analyt byl eluovan 2 dily acetonitril/voda
(30/70 s 6 % HCOOH) o objemu 300 pl. Eluat byl poté ptimo nastéiknut do systému.
Metoda byla nasledné aplikovana na Upravu vzorkd moci, kde se prokazala adsorpce
kolistinu na povrch vzorkovnic, ¢imz byla ovlivnéna reprodukovatelnost. Nicmén¢ tento
problém byl vyfesen ptidavkem 1 % bovinalniho sérového albuminu do vzorku mo¢i.
Chromatograficka separace probéhla na Phenomenex Kinetec XB-Cig koloné (100 x 2,1
mm; 2,6 um) vyhfivané na 30 = 3 °C. Slozka (A) mobilni faze obsahovala
acetonitril/methanol (1:1, v/v) a slozka (B) 0,1 % mravenci kyselinu ve vod¢. Prutok byl
nastaven na 0,4 ml/min. Gradientova eluce zac¢inala na 10 % slozky (A), ktera dale

narustala na 35 % do ¢asu 2,5 min. Nasledn¢ vzristal obsah (A) az na 70 % do 2,9 min
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a poté rychle klesal zpét na 10 % do ¢asu 3,0 min. Na 10 % byla slozka (A) udrzovana
do konce analyzy v ¢ase 3,5 min. Do systému se nastiikoval vzorek 0 objemu 5 pl
a autosampler byl chlazen na teplotu 4 & 2 °C. Hmotnosti spektrometr s ESI* byl pouzit
v moédu SRM, kde se sledoval piechod m/z 390,7/101,3 pro kolistin A, 386,0/101,2 pro
kolistin B a 402,3/101,2 pro IS polymyxin B1l. Limit kvantifikace byl stanoven
na 13 ng/ml pro kolistin A a 25,1 ng/ml pro kolistin B, jak v plazmé, tak v mogi .
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Obrazek 8.: vzorek plazmy dobrovolnika po 24 hod po administraci

jedné davky kolistinu 2,5 mg/kg %’

Nejidealnéjsi piipad pro stanovovani biologicky aktivnich latek ve vzorcich
moci, plazmy ¢i séra by bylo vyvinout postup analyzy bez zdlouhavé a narocné
pfedupravy vzorkll. Tento pfistup pro HPLC/MS stanoveni haloperidolu a jeho
metabolitii v moci a plazmé zvolil tym Tetsuya Arinoby *°. Ti vyuzili kolonu MSpak
GF-3104B (4,6 mm x 50 mm) Kk separaci ptimo injektovanych vzorki plazmy a moci,
aniz by byla soucasné pouzita metoda column switching. Jeden mililitr vzorku plazmy
¢imoci s IS (300 ng/ml) byl natedén 3 ml mobilni faze (A). Slozka (A) mobilni faze
obsahovala vodu s 0,09 % kyselinou mravenci a 20 mM octanem amonnym, slozka (B)
byl Cisty acetonitril. Pritok byl nastaven na 0,3 ml/min. Prvnich 5 minut analyzy
probihala eluce pouze slozkou A, nésledné nartistal obsah slozky (B) na 20 % po dobu
20 min. Detekce byla provedena na UV/VIS i hmotnostnim spektrometru (iontova past)
sionizaci ultrazvukovym sprejem (SSI). Recovery haloperidolu a redukovaného
haloperidolu spikovaného v plazmé bylo 64,4-76,1 % a 46,8-50,2 %. V moc¢i bylo
recovery stanoveno na 87,3-99,4% a 94,2-98,5 %. Detekcni limity byly 5 ng/ml
pro haloperidol, 10 ng/ml pro redukovany haloperidol a 300 ng/ml pro IS (chlorovany

analog haloperidolu).
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Metoda byla shledana jako vhodna k identifikaci a determinaci haloperidolu
a jeho metabolitli po vysokych a toxickych davkach *°.
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Obrazek 9.: Ukazka HPLC/UV chromatogramu (pfi 280 nm, TIC
a chromatogramy [M+H"]: m/z 212 CPHP; m/z 378 redukovany haloperidol;
m/z 376 haloperidol; m/z 392 IS v lidské plazmé a mo¢i *°

2.4. Diabetes mellitus

Toto onemocnéni je nariistajicim problémem v celosvétovém méfitku, at uz
v zemich vyspélych ¢&i rozvojovych. Vzhledem k rychlosti vzrstu prevalence
Vv celosvétovém meéfitku je mozné oznacit vyskyt diabetes mellitus jako epidemii.

V Ceské republice je diagnostikovan DM asi 8 % populace, coz dle udaji z roku 2011
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odpovida 850 000 pacientli, nicméné je odhadovano, ze dalsi 2 % zlstavaji
nediagnostikovana.

Onemocnéni diabetes mellitus je definovano jako: chronické heterogenni
onemocneni provazené hyperglykémii v diisledku absolutniho ¢i relativniho nedostatku
inzluninu 3.

DM je diagnostikovan na zakladé¢ méteni glykémie ve venozni plazmeé. Sleduji
se hodnoty:

e Glykémie na la¢no (min po 8 hodinach po pifijmu potravy).
e Nahodna glykémie (kdykoli v prib¢hu dne, nebere se ohled na ptijem potravy).
e Glykémie ve 120 minuté oralniho glukézového toleranc¢niho testu, pfi kterém se

podava 75 g glukozy.

Diabetes je diagnostikovan, jestlize jsou u pacienta ptitomny klasické piiznaky
cukrovky (zizen, Casté a vydatné moceni, kolisani zrakové ostrosti, hubnuti pti normalni
chuti kjidlu) a naméfena nahodna glykémie piesahuje nebo je rovna hodnoté
11,1 mmol/l nebo je-li hodnota glykémie na la¢no vé&étsi nebo rovna 7,0 mmol/l
nebo je-li glykémie ve 120. minut¢ po glukézovém testu véEtsi nebo rovna
11,1 mmol/l 3L,
autoimunitni podklad. Je zde nezbytné podavani inzulinu, nebot’ je ho v téle naprosty
nedostatek. Jeho vznik je spojen s postupnym zanikem B-bun¢k, coz je zptisobovano
autoimunitnimi procesy, ¢imz dochazi k poklesu sekrece inzulinu 32, Lécba zahrnuje
podavani inzulinu, individudlni dietni rezim a vhodny Zivotni styl (vylouceni koufeni,
kazdodenni pohybova aktivita) 3L,

DM 2. typu neni zavisly na inzulinu a vyskytuje se spiSe u starSich osob, casto
s nadvahou *2. Jedna se o onemocnéni chronického charakteru inklinujici ke zhorSovani
stavu pacienta. Vznika pii poruSeni sekrece inzulinu v kombinaci se snizenim jeho
pusobeni v cilovych tkanich . Vnéjsi projevy tohoto onemocnéni na poc¢atku chybéij,
protoze se projevuje pouze hyperglykémii. Casto je nemoc u pacienta odhalena
az nasledkem projevujicich se diabetickych komplikaci (napf. no¢ni bolesti dolnich
koncetin, poruchy vyprazdiiovani zaludku, priymy, zacpa, erektilni disfunkce,
ischemické choroby srdce ¢i dolnich koncetin, aterosklerdza), jako disledek nelécené
hyperglykémie. Pfi kumulaci rizikovych faktort jako je ateroskleréza ¢i metabolicky
syndrom (obezita, hypertenze, dyslipidémie, atd.) se zvySuje riziko makrovaskularnich
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komplikaci L. Po stanoveni diagndézy se 1é¢ba zahajuje metforminem (pokud neni
kontraindikovan) a soucasn¢ dochazi i ke zméné rezimu pacienta. Hyperglykémie
je unemocného DM 2. typu léCena jako soucast komplexnich opatfeni, ve kterych je
zafazena i 1é¢ba hypertenze, obezity a dal3ich projevii metabolického syndromu 2,
Cilem 1écby je dlouhodoba normalizace hodnot glykémie, na zéklad¢ jak 1écby
pomoci farmaceutik, tak rezimovych opatfeni a oddaleni ¢i zabranéni rozvoje

komplikaci této nemoci L.

2.5. Peroralni antidiabetika

Tyto 1é¢ivé ptipravky jsou indikovany pro 1écbu diabetu 2. typu. Prvnim Ié¢ivem
ztéto skupiny byl diguaninovy preparat Synthalin A piedstaveny vroce 1926.
Od té doby prosla peroralni antidiabetika (PAD) dlouhym vyvojem, ktery se tykal
predevsim snizenim terapeutické davky a vyvojem novych latek S mensim rizikem
nezadoucich w¢inkti 3. Cilem PAD je snizit & stabilizovat hladinu glukézy Vv krvi,
k ¢emuz dochazi riznymi mechanismy v zavislosti na pouzité skupiné antidiabetik.
PAD mohou pisobit skrze stimulaci uvolfiovani inzulinu ze slinivky a stimulaci
glykolyzy. Dale mohou potlacovat glukoneogenezi (proces, pii kterém v jatrech dochazi
k syntéze glukoézy z necukernych prekurzorit), zpomalovat absorpci glukdzy

V gastrointestinalnim traktu, ¢i podporovat vazbu inzulinu na receptory a dalsi 3.

Obrazek 10.: Struktura Synthalinu A

V soucasné dob¢ by jiz zadny pacient s diagnostikovanym diabetem 2. typu
nem¢l byt 1écen pouze dietou, ale ihned by mél byt zacit 1écen antidiabetiky. Pii 1€cbé
by se mélo piihlizet k faktu, ze PAD v terapii pouze jednim lécivym ptipravkem
postupné ztraci ucinnost a je tedy nutné zacit v€as kombinovat rizné typy antidiabetik
v menSich davkach. Existuje jiz fada rtiznych preparati, které v jedné tableté¢ kombinuji
PAD s riznymi mechanismy G¢inku, tak aby byl zesilen pozadovany efekt. Nicméné
zékladni podminkou pro uspéSnou lécbu diabetu 2. typu zlstdva Uprava rezimu

a zivotniho stylu *°.
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2.5.1. Derivaty sulfonylmocoviny

Sulfonylmocovinové preparaty byly rozsédhle pouzivany k 1€cb¢ diabetes 2. typu
Vv 50. letech minulého stoleti. Jejich primarnim mechanismem ucinku je zvySeni sekrece
inzulinu na zéaklad¢ vazby na specifické receptory na B-bunkach pankreatu. Uvolnény
inzulin vstupuje do portalni zily, ¢imz v ni zptsobi hyperinzulinemii, ktera potlaci
zvy$enou bazalni produkci glukézy v jatrech *°.

Tzv. prvni generace téchto 1€¢iv, do niz patfili napf. tolbutamid a chlorpropamid,
m¢éla tu nevyhodu, Ze k dosazeni terapeutického efektu byly potiebné vysoké davky a to
az 2000 mg denné . V 70. a 80. letech byla na trh uvadéna dal3i 1é¢iva tzv. druha
generace, ktera méla vyssi ucinnost a patii mezi né glibenklamid, gliclazid a glipizid.
Vsechna PAD jsou dobie absorbovana a dosahuji nejvyssich koncentraci v plazmé
bé&hem 2-4 hodin. Doba piisobeni se lisi od méné nez 12 hod, az po vice jak 24 hod ¥.
Déle putsobici léciva jako glibenklamid a glimepirid zvySuji u pacienti riziko
hypoglykémie, coz musi byt brano v potaz *. U 1&¢iv této skupiny neplati piedpoklad,
ze se zvySenim davky soucasné bude rist i hypoglykemizujici Ui€inek. Lécba témito
antidiabetiky je preferovana pro neobézni pacienty, nebot’ jejich uzivani obvykle
zpusobuje nariist vahy a soucasné¢ je predepisovana pacientim s normalni ¢i mirn€ vyssi
hladinou vlastniho inzulinu *¥'. Frekvence vyskytu vedlejsich u¢inki je nizka (2-5 %),
byvaji stftedné zdvazné a vymizi s pierusenim 1écby. Generické antidiabetika patii mezi

nejlevnéjsi preparaty k 16¢bé diabetes mellitus typu 2. na trhu *°.

25.11. Gliclazid
Je to bily nebo témét bily prasek, prakticky nerozpustny ve vodé, jehoz

systematicky nazev je 1-(hexahydrocyklopenta[c]pyrrol-2(1H)-yl)-3-[(4-

-methylfenyl)sulfonyllmo¢ovina 3°.

Obrazek 11.: Struktura gliclazidu
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Tato latka ma stfedné dlouhy efekt pasobeni a také malé riziko vzniku
hypoglykémie a zaroven ma i antiagregacni vlastnosti. Doporucena denni davka

piipravki obsahujicich gliclazid je 80 az 240 mg **.
25.1.2. Glipizid
Je definovan jako 1-cyklohexyl-3-{4-[2-(5-methylpyrazin-2-karboxamido)-

-ethyl]-benzen-1-sulfonyl}moc¢ovina. Vzhledem je to bily nebo skoro bily prasek, téméf

nerozpustny ve vodé .,

¢

Obrazek 12.: Struktura glipizidu
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Ptednostni vlastnosti této latky je rychly néstup ucinkl, kdy po 2-3 hodinach
dosahuje maximalnich G¢inkd a ma vyrazng&jsi hypoglykemizujici efekt. Pusobi stfedné

dlouhodobé a proto se 5-10 mg denni davky déli do dvou davek 4,
2.5.1.3. Glibenklamid
Systematicky nazev je 1-[(4-{2-[(5-chlor-2-methoxybenzoyl)amino]ethyl}-

-fenyl)-sulfonyl]-3-cyklohexylmocovina. Je to bily ¢i téméf bily krystalicky prasek,

prakticky ve vodé nerozpustny *°.
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Obrazek 13.: Struktura glibenklamidu
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Ze skupiny sulfonylmocovinovych derivati 2. generace je nejstarSim zastupcem,
zarovenn s nejsilnéjSim hypoglykemizujicim ucinkem. Doporu¢ena denni davka

se pohybuje v intervalu 5-10 mg .

25.1.4. Glimepirid
Je to skoro bila latka v praskové form¢, téméf nerozpustna ve vodé
se systematickym nazvem 1-{4[2-(3-ethyl-4-methyl-2-ox0-2,5-dihydropyrrol-1-karbox-
amido)ethyl]benzen-1-sulfonyl}-3-(trans-4-methylcyklohexyl)mo&ovina %.
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Obrazek 14.: Struktura glimepiridu

Vyhodou glimepiridu jsou antiagrega¢ni vlastnosti a Vv porovnani
s glibenklamidem ma toto 1é¢ivo nizsi vzniku riziko hypoglykémie a zvySeni hmotnosti

pacienta. Denni doporudena davka je 1-6 mg v jedné davce 34,

2.5.2. Nesulfonylmocovinova sekretagoga

Tyto peroralni antidiabetika téZ oznacovana jako glinidy, pisobi stejné jako
derivaty sulfonylmocoviny, a to uvoliovanim inzulinu z B-bunék Langerhansovych
ostravkil. Nicméné tyto latky plisobi na jind vazebna mista nez sulfonylmocovinové
piipravky 34, Béhem dne je B-buiikami vylucovan inzulin priibéZné, coz je oznacovano
jako ,,bazalni sekrece™, nicméné sekrece se zvySuje pii jidle, coZ je oznacovano
zabonusovou ¢&i ,prandialni sekreci “°. Glinidy tedy zajistuji rychlé uvolnéni
prandialniho inzulinu, ktery ptisobi kratkodobé, ¢imz nezhorSuje glykémii na lacéno “.
Proto je tento typ 1€kt vhodny pro pacienty, ktefi maji béhem dne normalizovanou
glykémii, které nartista po jidle. Z toho vyplyva, Zze léky se berou vzdy pfed hlavnim
jidlem a v piipadg, Ze je n&jaké hlavni jidlo vynechano, vynechava se i davka léku 34,

Mezi zastupce této skupiny patii repaglinid a nateglinid.
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Obrazek 15.: (a) struktura repaglinidu; (b) struktura nateglinidu

2.5.3. Léky zvySujici citlivest k inzulinu
Inzulinova resistence je metabolicka porucha, kterou trpi vétSina pacienti
s diabetem 2. typu. Pfi tomto onemocnéni dochazi k porucham ucinku inzulinu,
kdy normalni hladiny inzulinu v krevni plazmé vyvolavaji nizsi u¢inek nez je bézné.
Nejvyznamnéjsi skupinu osob s inzulinovou rezistenci tvoii osoby s metabolickym
syndromem #2. Tkané majici takto sniZzenou citlivost k inzulinu, jsou tedy vhodnym
cilem pro 1écbu tohoto typu diabetu. Skupiny 1€kt majici tento mechanismus G¢inku

jsou biguanidy a tiazolindindiony 3.

2.5.3.1. Biguanidy

Na pocatku minulého stoleti byla v Evropé k 1é¢bé diabetu tradi¢ni medicinou
pouzivana jestfabina lékafska, ktera byla bohatd na guanidin. Toto zjiSténi vedlo
ve 20. letech k zavedeni nékolika glukozu snizujicich guanidinovych derivati. Poté
co se stal inzulin bézné dostupnym, bylo na tyto latky zapomenuto a znovu nabyly
na popularité¢ az v 50. letech. V téchto letech byly schvaleny 3 biguanidinova 1é¢iva:

metformin, phenformin a buformin, ale pouze metformin pietrval a je pouzivan *’.

2.53.1.1 Metformin
Systematicky ndzev této bilé Ci témet bilé krystalické latky rozpustné ve vodé,
je 1,1-dimethylbiguanid-hydrochlorid %°. Ug¢inky metforminu na organismus jsou
znacné, nebot’ ovliviluje metabolismus bun¢k nejen svalovych, ale i tukovych,
Vv jaternich bunkach negativné ovliviiuje glukoneogenezi a zvySuje citlivost vaci

inzulinu. Dale snizuje rychlost vyprazdiovani zaludku a vstiebavani glukozy
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z gastrointestindlniho traktu. Metformin je po podani rychle absorbovan a eliminovan

moci v nezménéném stavu, protoze neni metabolizovan.

NH NH

PN J\N/ . HCI

HoN" N
2 5 |

Obrazek 16.: Struktura metforminu hydrochloridu

Tento 1€k je predepisovan pacientim s nadvédhou ¢i obezitou, ale je stejné
efektivni 1 pro pacienty s normalni vahou. MuZze byt pouzivan jako monoterapie,
ale ¢asto se vyuziva v kombinaci s dal§imi antidiabetiky ¢i inzulinem. Na zacatku 1écby
se davkuje po 500-850 mg 1x denné ¢i 2x denné 500 mg S tim, Ze davka muize byt

zvy$ovana. Nicméné maximalni denni davka je asi 2000 mg 34 7.

2.5.3.2. Tiazolidindiony
Tyto latky diky svému plisobeni na genovou regulaci zvysuji citlivost na inzulin
v celém téle. Jsou nejmladsi skupinou perordlnich antidiabetik predstavenych v 80.

letech minulého stoleti. Zastupci této skupiny jsou rosiglitazon a pioglitazon %.
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Obrazek 17.: (a) struktura rosiglitazonu; (b) struktura pioglitazonu
Skrze své pisobeni blokuji glukoneogenezi v jatrech a zvySuji vyuziti glukozy

ve tkdnich. Zastupci této skupiny se neuZzivaji v monoterapii, nybrz se kombinuji

s dalSimi PAD jako je metformin ¢i sulfonylmocovinové derivaty. Diky jejich piisobeni
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na genovou expresi je nastup uéinku del$i a pohybuje se v rozmezi 4 az 6 tydna .

Mezi vedlejsi Gi¢inky patii pfibirani na vaze a zadrzovani tekutin %8,

2.5.3.3.  Inhibitory a-glukosidaz
Do této skupiny patii akarbdza, ktera kompetitivné inhibuje schopnosti enzymi
(maltazy, isomaltazy, glukoamylazy, atd.) ve stfevech odbouravat oligosacharidy
a disacharidy na monosacharidy a soucasné blokuje vstiebavani téchto jednoduchych
cukr do krve. Toto 1éc¢ivo se podava v davkach 50-100 mg pred hlavnimi jidly.
Vedlejsi ucinky jsou spojené s gastrointestinalnim traktem. Pouziva se v monoterapii

I v kombinaci s jinymi PAD ¢i inzulinem. Dulezité je védét, ze rovnéz zvySuje G¢inek

HO HO
OH OH

HO,, HO:C(O Jio., i/\(OH
HO” ™ ” - %o O Y ©
OH : H o

H

warfarinu 34 36,

O

Obrazek 18.: stuktura akarboza

2.5.3.4. Inhibitory dipeptidyl peptidazy 4
Inhibitory dipeptidyl peptiddz 4 (DPP-4), téz zvanych gliptiny pisobi diky
inhibici aktivniho mista na enzymu dipeptidyl peptidaze 4, jak uZz ndzev naznacuje.
Timto je inhibovédna degradace glukagon-podobnému peptidu 1 (GLP-1), coz zvySuje
jeho ucinky, kterymi jsou sekrece inzulinu Vv B-bufice a snizovani sekrece glukagonu.
Timto zplsobem je snizovana glykémie a souCasné je zpomaleno zhorSovani sekrecni

funkce B-bunék, nebot’ snizovani poctu B-bunck apoptodzou je divodem progrese DM.

2.5.34.1. Sitagliptin
Je prvnim preparatem této skupiny, ktery byl do klinické praxe zaveden Vv roce
2008. V ptipadé, ze je u pacienta kontraindikovan ¢i Spatné¢ snaSen metformin,
je v monoterapie pouzit sitagliptin. Dale je mozné jej kombinovat s ostatnimi ATD

v ptipadech, kdy terapie nevede ke kompenzaci DM. Denni dévka je 100 mg *.

38



CF;

Obrazek 19.: sktruktura sitagliptinu

2.6. Pripady stanoveni peroralnich antidiabetik pomoci HPLC/MS

Existuje jiz mnoho metod piipravy vzorkii a mnoho metod stanoveni
antidiabetik v téchto vzorcich. Jedna se o metody, které popisuji stanoveni jedné ¢i vice
latek v pribéhu analyzy. Tyto metody jsou neustale vylepSovany a to jak v limitech
detekce a kvantifikace, tak ve zkracovani celkového ¢asu analyzy, ¢i poctu latek, které
se danou metodou daji stanovovat.

Jednim z pfipadi je prace Isama Salema a jeho tymu, ktery stanovoval
glimepirid v lidské plazmé za pomoci HPLC/MS. Navrhnutd metoda byla urcena ke
kvantifikaci a identifikaci glimepiridu ve darmakokinetickych, biodostupnostnich
a bioekvivalen¢nich studiich. K extrakci analytu ze vzorku plazmy byla pouzita
extrakce kapalinou. Jeden ml 0,05M roztoku KCI (s upravenym pH na hodnotu 1
pomoci HCI) byl pfidan do kazdé jamky obsahujici 1 ml plazmy. Poté bylo ptidano
7 ml diethyletheru a probéhla extrakce, kdy byl vzorek po dobu 20 min vytfepavan
a stocen na centrifuze pti 2000x g po dobu 5 min. Vzorek v tomto stavu byl zmrazen
ahorni vrstva diethyletheru byla dekantovana a nasledné odpafena do sucha pod
proudem dusiku pti 30 °C. Vysusené vzorky byly rekonstituovany v 60 ul rozpoustédla
slozeného z methanolu a vody (50:50, v/v), vortexovany po dobu 30 s a poté ptimo
nastiiknuty do HPLC systému. K separaci byla pouzita kolona Ci1g XTerra (50 mm x 2,1
mm; 5 um), kterou chranila Cig pifedkolonka znacky Phenomenex (4 mm x 2,0 mm).
Slozkami mobilni faze byly 0,02M octan amonny (pH = 2), acetonitril a methanol
v poméru 40:35:25 (v/v). Pritok byl nastaven na 0,28 ml/min. Jako interni standard byl
pouzit glibenklamid. lontovy zdroj byl elektrosprej v kladném modu. V analyzatoru
byly nejprve identifikovany prekurzorové molekulové ionty [M+H], které byly dale
fragmentovany a detekovany v SRM modu. Pro fragment glimepiridu byl pfifazen

pomér m/z 352, pro interni standard glebnaklamid 369. Vysledky této metody
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prokdzaly, ze metoda je specifickd a dostatecné citlivd pro stanoveni glimepiridu

ve vzorcich lidské plazmy pro farmakokinectické a dalsi studie 4.
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Obrazek 20.: (a) chromatogram ukazujici vzorek plazmy dobrovolnika
po administraci davky 3 mg glimepiridu v tableté; (b) plazma s internim

standardem o koncentraci 200 ng/ml 44

Dalsim ptikladem stanoveni antidiabetik v plazmé je prace kolektivu
S. Polaganiho, ktery stanovoval soucasné¢ atorvastatin, metformin a glimepirid metodou
HPLC/MS. Po rozmraZeni vzorka a jejich ekvilibraci na pokojovou teplotu byly vzorky
vortexovany po dobu 10 s. Byl odebran alikvot 200 pl plazmy, ke kterému byl pfidan
interni standard (karbamazepin, 5 pg/ml) o objemu 20 pl. Dale bylo do smési pridano
50 pl 25 % roztok amoniaku a vSe bylo promichdno na vortexu a centrifugovano
pti 4000 rpm po dobu 10 min. Supernatant byl poté odebran do Cisté vialky a odpaten
dosucha pii 45 °C pomoci proudu dusiku. Odpafeny vzorek byl nasledné
rekonstituovan v 500 pl mobilni faze, zcehoZz bylo dale 25 pl injektovano
do LC/MS/MS systému. Separace byla provedena na kolon¢ Alltima HP Cig (50 mm X
4,6 mm; 3 um) pii laboratorni teploté. Eluce probihala izokraticky pomoci mobilni faze
slozené z acetonitrilu a 10mM octanu amonného (pH 3,00+0,05) v poméru 60:40 (V/v)
pfi pratoku 1,1 ml/min. Ionizace byla provedena pomoci elektrospreje v kladném modu.

lonty byly detekovany v modu MRM, kde atorvastatinu patfily m/z 559,5 a 440,4;

40



metforminu 130,1 a 60,1 a glimepiridu 237,2 a 194,1. Vzhledem ke snadné pfiprave
vzorku a kratké dobé¢ analyzy (tj. 2,5 min) se tato metoda jevi jako vhodnd k ,high-
troughput* bioanalyzam ke stanoveni atorvastatinu, metforminu a glimepiridu *°.

V jiné bioekvivalencni studii byly vzorky zdravych dobrovolnikli testovany
na pritomnost a obsah metforminu a glibenklamidu v krvi po uziti tablet, které tyto latky
obsahuji. Vzorky byly po rozmrazeni promichany a sto¢eny na centrifuze pti 3200 rpm
pii teploté 10 °C po dobu 5 min, aby doslo k usazeni ptipadnych srazenin. K 0,5 ml
plazmy bylo ptidano 50 ul interniho standardu glimepiridu (10 pg/ml) a vSe bylo fadné
promichano. Nasledné¢ byly ze vzorku precipitovany proteiny pomoci 1 ml 0,1%
mravenéi kyseliny v acetonitrilu a centrifugovany pti 10 000 rpm po dobu 10 min.
Supernatant byl pfenesen do vialek, zavickovan a vlozen do autosemplaru pro nastiik.
Separace byla provedena na Hypersil C1s koloné (50 mm x 4,6 mm; 5 pm), mobilni faze
byla slozena z acetonitrilu @ 5 mM octanu amonného (70:30) upraveného na pH 3
pomoci ledové kyseliny octové. Pritok byl nastaven na 0,4 ml/min a analyza probihala
za izokratickych podminek. Nastfiknuty objem byl 5 ul a doba analyzy ¢inila 3,5 min.
Detekce analytt byla provedena na hmotnostnim spektrometru s trojitym kvadrupdlem,
ionizace probé¢hla v elektrospreji v kladném modu a kvantifikace byla zpracovana na
zakladé MRM prechodd. Tato metoda byla validovana a pouzita k analyzam vzorka 28

dobrovolniki muzského pohlavi 6.
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Obrazek 21.: (A) chromatogramy metfrominu, glibenklamidu a IS; (B) koncentrace
metforminu a glibenklamidu v plazmé po ordlnim podani davky 500 mg metforminu

a 5 mg glibenklamidu ve formé tablety na la¢no *°

P. Shah a kol. validovali metodu pfipravy vzorkti plazmy pro soub&zné
stanoveni metforminu a sitagliptinu pomoci HPLC/MS/MS. Pro tUpravu vzorkl
vyzkouSeli n¢kolik metod od precipitace proteinti pomoci methanolu ¢i acetonitrilu,
extrakce kapaliny-kapalinou s pouzitim ridznych rozpoustédel ¢i kolonky pro SPE
se sorbentem na bazi reverznich fazi. Nicméné zadnou z téchto metod nedosahli u obou
latek soucasné relevantnich hodnot recovery. U sitagliptinu bylo dosazeno navratnosti
85-90 % pfi extrakci na nepoldrni sorbent, coz byl zakladni poznatek pro dalsi postup.
Retence metforminu na reveznim sorbentu bylo dosaZzeno pouZitim ion-parovaciho
¢inidla. Pfiprava vzorku zahrnovala odbér 50 pl plazmy, jeji smichani s 25 pl IS,
promichani a centrifugaci pti 3200x g, po dobu 5 min pfi 10 °C. SPE kolonka Strata-X
byla nejprve kondiciovana pomoci 1 ml methanolu a 1 ml laurethsulfatu sodného (SLS),
coz je anionicky tenzid, ktery byl na sorbentu SPE zadrZzen pomoci hydrofobnich
interakci. Poté byl nanesen vzorek obsahujici oba analyty, nasledoval oplach 1 ml 5%
roztoku amoniaku ve vodé al ml methanolu. Analyty byly kvantitativné eluovany
pomoci 5% (v/v) kyseliny mravenci v methanolu a acetonitrilu (50:50). Dal§im krokem
bylo odpateni rozpoustédla proudem dusiku pii 40 °C. VysuSeny vzorek byl znovu

rozpustén ve 100ul mobilni faze, zamichan a 5 pl bylo pouzito k injektovani
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do chromatografického systému. Timto postupem bylo dosazeno 82,5 % recovery
pro metformin a 90,4 % pro sitagliptin. Separace probéhla na XSelect HSS CN koloné
(150 mm x 4,6 mm; 5 um), pouzitd mobilni fize za izokratickych podminek byla
slozena z methanolu a 8,0 mM mraven¢anu amonného ve vodé (80:20, v/v; pH 4,5).
Délka analyzy ¢inila 4,5 minuty. Jako hmotnosti analyzator byl pouzit trojity kvadrupdl,
ionizace byla =zajisténa elektrosprejem v kladném moédu. Kvantifikace probéhla
na zékladé MRM prechodii. Metoda byla validovana a uspéSné pouzita ke klinické

farmakokinetické studii 4.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pristroje a chemikalie

K méfeni vzorkt antidiabetik byl pouzit vysokoucinny kapalinovy chromatograf

Acquity UPLC-I-Class (Waters, UK) a hmotnostni spektrometr Xevo TDQ S ionizaci

elektrosprejem a trojitym kvadrupolem.

Chromatografickd separace byla provedena na koloné Acclaim RSLC 120 Cis

(100 mm x 2,1 mm; 2,2 um; 120 A) Dionex Bounded silica Products s tlakovym

limitem 800 bar, rozmezi pH 2-8.

K navazovéni chemikalii byly pouzity vahy znacky Mettler Toledo, k upravé pH

pufrti pH-metr inoLab WTW. K odsttedéni byla pouzita centrifuga Hettick Micro 120.

Tabulka I.: seznam chemikalii

Nazev

Vyrobce

Kyselina chlorovodikova 35 %

Penta s.r.o.

Acetonitril

HiPerSolv CHROMANORM

Methanol

HiPerSolv CHROMANORM

Deionizovana voda

Direct - Q VV Millipore

Kyselina chloroctova

Sigma Aldrich s.r.o.

Hydroxid sodny Lach-Ner, s.r.o.

Kyselina mravenci Penta s.r.o.

Amoniak 25-29 % Penta s.r.o.

Kyselina trichloroctova Schering-KahlBaum A.G. Berlin
Octan sodny Penta s.r.o.

Octan amonny

Lachema s.r.o.

Kyselina octova Sigma Aldrich s.r.o.
Kyselina m-hydroxybenzoova Sigma
Standard glibenklamid Sigma

Standard d11-glibenklamid

Santa Cruz biotechnology

Standard glimepirid

Sigma

Standard d5-glimepirid

Santa Cruz biotechnology

Standard metformin

Sigma
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Standard d6-metformin Santa Cruz biotechnology

Standard Sitagliptin Santa Cruz Biotechnology
Standard gliclazid Sigma
Standard d4-gliclazid Santa Cruz biotechnology

Vzorky krevniho séra byly poskytnuty Ustavem soudniho 1ékatstvi fakultni nemocnice

v Olomouci.

3.2. Pracovni postup pro HPLC/MS a chromatografickou separaci
Zasobni roztoky nedeuterovanych i deuterovanych standardi antidiabetik byly
pfipraveny rozpusténim 1 mg daného antidiabetika v 5 ml methanolu, ¢imz byl ziskana
koncentrace 200 pug/ml. Pro ptimy nastiik byl pouzit smésny standard nedeuterovanych
ATD o koncentraci 1 pg/ml, fedicim rozpoustédlem byl 10% acetonitril ve vode.
Jako idedlni parametry ionizace elektrosprejem v kladném modu pro nejvyssi

odezvy antidiabetik byly nalezeny tyto parametry:

Tabulka I1.: Optimalni hodnoty nastaveni EST*

Parametr Nejlepsi hodnota
Teplota desolvatace 500 °C
Teplota na zdroji 150 °C

Napéti na sprejovaci kapilare 2,3 kV

Pratok desolvatacniho plynu 1200 I/h

Napéti na vstupnim kuzelu 20-40 V (v zavislosti na dané latce™)

Kolizni energie 15-25 V (v zavislosti na dané latce**)

* metformin 20 V; sitagliptin 40 V; gliclazid 40 V; glimepirid 40 V; glibenklamid 20 V;
** metformin 20 V; sitaglitpin 20 V; gliclazid 20 V; glimepirid 25 V; glibenklamid 15 V

Pro separaci antidiabetik byla pouzita kolona Acclaim RSLC 120 Cisg
s gradientovou eluci. Mobilni faze (A) obsahovala 0,1 % kyseliny chloroctové ve vodé
a mobilni faze (B) byla slozena z 0,5% kyseliny mravenci v acetonitrilu. Pritok mobilni
faze byl nastaven na 0,4 ml/min a prubéh gradientu je uveden v nasledujici tabulce 111.

Objem nastiikovaného vzorku na kolonu byl 5 pl.
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Tabulka I11.: Prabéh gradientu mobilni faze pro separaci antidiabetik

e i 0 ()
Cas [min] - A[%] B [%] Prubéh gradientu mobilni faze B

0 08 2 w0

0,5 98 2 < 60 L

1,0 50 50 % 0 r

4,0 30 70 gr |

45 30 70 ’ : ) 1 2 3 4 : 6
5,0 98 2 cas [min]

Graf 1.: Profil gradientu MF B

Kvantifikace byla provedena na =zaklad¢ dat ziskanych v MRM modu
hmotnostniho analyzatoru metodou kalibra¢ni kiivky, kdy jako IS slouzily jednotlivé
deuterované standardy danych latek, kromé sitagliptinu, jehoz deuterovany standard
nebyl kdispozici. V MRM modu byl sledovan piechod jednotlivych molekulovych
iontll na nejintenzivngjsi iont dcefiny. Koncentrace deuterovanych standardi Cinila
100 ng/ml, kalibrace byla provadéna v rozsahu 1-1000 ng/ml nedeuterovanych
standardd.

Spravnost a presnost metody byla vyhodnocena z Sesti ihned po sobé
nasledujicich méfeni roztoki standard o koncentracich 5, 50 a 100 ng/ml, kdy
se métfeni opakovala ve 3 riznych dnech. Mez detekce a limit kvantifikace byly

vypocitany ze smérnic a standardnich odchylek useki kalibracnich pfimek.

3.3. Postup tpravy vzorki

Pro upravu vzorkil krevniho séra byla pouzita metoda proteinové precipitace
I extrakce pevnou fazi. K pfipravé vzorki bylo pouzito lidské sérum zdravych
dobrovolnikil, do kterého byly ptidavany standardy dle potieby.

Nejprve se sérum ponechalo rozmrznout a pfizpusobit se okolni teploté, poté
bylo fadn¢ promichano. Pro SPE bylo odebrano 0,4 ml séra, ke kterému byl pfidan
1M octan sodny o objemu 0,8 ml. Nasledujici postup vyzadoval tpravu pH zfedéného
séra na hodnoty 8-9 pomoci 20% roztoku NaOH. Z takto upraveného séra bylo

odebrano takové mnozstvi, aby po pfidani deuterovaného standardu a libovolnych
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nedeuterovanych standardl s pfihlédnutim na pozadované vysledné koncentrace, byl
celkovy objem vzorku 1 ml. Pfipraveny vzorek byl nanesen na prekondicionovanou
WCX (Waters Oasis) kolonku. Kondicionace probéhla 1 ml methanolu, 1 ml pufru
octanu sodného o pH cca 8. Po naneseni vzorku byla kolonka promyta 1 ml 5% roztoku
amoniaku ve vodé¢ a poté jiz néasledovala dvou krokova eluce 1 ml methanolu a 1 ml
1M kyseliny chloroctové v ACN. Pro eluci vSech antidiabetik byla nutna dvou krokova
eluce, ktera vyzadovala rozruseni dvou typti vazebnych interakci. Methanolem byly
rozruseny hydrofobni interakce a kyselé pH zpusobilo rozruSeni interakci iontove-
vyménnych. Methanolova frakce byla poté vysuSena pii laboratorni teploté¢ pod
proudem dusiku do sucha. Frakce s kyselinou chloroctovou obsahujici metformin, byla
nasledné ptfevedena do vzorkovnice k vysusené methanolové frakci, kde doslo pomoci
ultrazvuku K rozpusténi odparku. K nastiiku do HPLC systému se odebralo 0,5 ml

spojenych frakei, které byly zfedény 0,5 ml deionizované vody.

Pro cisténi vzorku proteinovou precipitaci bylo z rozmrazené¢ho krevniho séra
odebrano 0,5 ml, ke kterému byly pfiddny standardy (deuter. i nedeuter, viz vyse)
a takové mnozstvi precipita¢niho ¢inidla, které odpovidd dvojnasobku objemu séra bez
objemu piidanych standardi. Jako precipitaéni ¢inidlo byl pouzit acetonitril. Vzorek
byl nésledné tadné protfepan a centrifugovan pii 14 200 rpm po dobu 10 minut pfi
laboratorni teploté. Odebrany supernatant byl prefiltrovan pfes mikrofiltr s velikostni
¢astic 22 pum. Z filtratu byl odebran podil 300 pl, ke kterému bylo ptidano 100 pl
deionizované vody. Z takto upraveného vzorku bylo nasledné¢ 5 pl nastfiknuto

na chromatografickou kolonu.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Naplni této prace bylo vypracovat vhodnou metodu pro upravu biologickych
vzorkll krevniho séra a pomoci HPLC/MS v daném vzorku stanovit pfitomnost
a mnozstvi jednoho ¢i vice antidiabetik. Stanoveni vice antidiabetik najednou proto,
ze 1éCba diabetu velmi casto vyzaduje kombinaci riznych skupin antidiabetik.
Metformin byl vybran na zakladé informaci z literatury, kde je uvadén jako prvni volba
pfi stanoveni diagnézy diabetu. Dalsi byly sitagliptin, jakozto nejdéle pouzivané ATD
ze skupiny gliptind, glibenklamid, gliclazid a glimepirid jako zastupci nejrozsahlejsi
skupiny sulfonylmocCovinovych preparati. Hlavnim kritériem chromatografické
separace bylo zadrzeni metforminu na chromatografické kolon¢, coz vzhledem k jeho
fyzikalné-chemickym vlastnostem (polarni molekula, vyjma siln¢ zasaditého prostiedi
nabitd) muze byt pomérné¢ komplikované a soucasné s nim zadrzet a dostatecné oddélit

dal$i v praxi pouzivana antidiabetika.

4.1. Chromatograficka separace a hmotnostné spektrofotometricka data

Nejprve bylo nutné optimalizovat slozeni a gradient mobilni faze, aby byl
zadrzovan jak velmi polarni metformin, tak aby od sebe byly dostatecné oddé€leny dalsi
analyty. Pocatecni slozeni mobilni faze bylo 0,5 % kyseliny mravenci ve vodé (A)
a0,5% kyselina mravenci v acetonitrilu (B), gradient zacinal na 95 % slozky (A)
pfi pritoku 0,4 ml/min. Pritok a délka analyzy (5 min) byly v priibéhu hledani idedlnich
podminek zachovany, ménilo se pfevazné mnozstvi organické faze. Nicméné metformin
se stale nedafilo na koloné dostatecné dlouho zadrzet, proto bylo pfistoupeno k piidani
ion-parovaciho ¢inidla do vodné slozky MF. Jako prvni ¢inidlo byla vyzkousena 0,05%
kyselina m-hydroxybenzoova, nicméné u té nebylo zjisténo zadné zlepseni. Dalsi pak
byla kyselina chloroctova, kterd byla zkousena ve dvou koncentracich, 0,05 % a 0,1 %,
kdy u 0,1% doslo k prodlouzeni reten¢niho ¢asu (viz obr. 22). I pfes zlepSeni retence
metforminu byly hledany vhodnéjs$i podminky jak pro néj, tak pro ostatni latky. Doslo
ke zménam v MF (B), kde namisto acetonitrilu byl pouzit 50% methanol s acetonitrilem
za soucasného zachovani 0,5 % HCOOH. Touto obménou mélo byt docileno lepsi
separace glibenklamidu od glimepiridu a lepsi symetrie pikd. Bohuzel zména slozeni

MF (B) neptinesla kyzené vysledky.
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17_03_13 1: MRM of 2 Channels ES+
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Obrazek 22.: Porovnani reten¢nich ¢ast metforminu pied a po ptidani kys. chloroctové

do MF (A)

A proto bylo dale pracovano s vodou okyselenou CH>CICOOH a acetonitrilem s 0,5 %
HCOOH, kdy byl hledan nejvhodngjsi profil gradientu pro dostate¢nou separaci
vybranych antidiabetik, hlavné glibenklamidu a glimepiridu. Nakonec bylo dosazeno
uspokojivych  vysledkt, které jsou prezentovany v tabulce 1l (viz vyse)

a chromatograficky zdznam je zobrazen na obrazku 23.

Kalibrace3_sm_Ned_st_1000ng/ml+100ngiml_D_st

017 170 29 344 382

e e B R N R L A A g A L A g A S

Obrazek 23.: chromatogram separace péti standardt antidiabetik, koncentrace
1000 ng/ml; Rt 0,77 min metformin, Ry 1,70 min sitagliptin; Rt 2,96 min gliclazid;
Rt 3,44 min glibenklamid; Rt 3,62 min glimepirid
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V tabulce 1V. jsou shrnuty retenéni casy standardi jak nedeuterovanych,
tak deuterovanych, které odpovidaji gradientové eluci, jejiz profil je uveden

v tabulce I11.

Tabulka 1V.: piehled retencnich ¢ast standardti antidiabetik

Nazev standardu Reten¢ni ¢as (min)
metformin / d6-metformin 0,78/0,78
sitagliptin 1,71
gliclazid/ d4-gliclazid 2,99/2,98
glibenklamid/ d11-glibenklamid 3,47/ 3,44
glimepirid/ d5-glimepirid 3,66/ 3,65

Hmotnostni analyzétor byl nejprve vyuzit pro sbér fragmentacnich spekter vSech
jednotlivych latek vetné jejich deuterovanych standardii. Nejprve bylo nutné vhodné
nastavit parametry metody hmotnostniho analyzatoru. Jako nejvhodnéjsi se ukazala
ionizace elektrosprejem v kladném modu pii napéti na sprejovaci kapilare 2,3 kV,
teplotou zdroje 150 °C, pratokem desolvata¢niho plynu 1200 1/h a desolvatacni teploté
500 °C. Také byly optimalizovany hodnoty koliznich energii a napéti na konusu pro

jednotlivé standardy, aby byly latky co nejlépe fragmentovany.

Tabulka V.: Piehled MRM ptechodt, CE a CV jednotlivych standardu latek

Nazev standardu  Molekulovy Dcefinné Kolizni Napéti na

iont [M+H"] ionty m/z energie (V)  konusu (V)

metformin 130 71
20 20

d6-metformin 136 60
sitagliptin 408 235 20 40

gliclazid 324 110
20 40

d4-gliclazid 328 110

limepirid 491 126
J P 25 40

d5-glimepirid 496 131

glibenklamid 494 369
15 20

d11-glibenklamid 505 369
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Fragmentacni spektra jednotlivych antidiabetik a jejich deuterovanych standardii:

metformin_st_1mikrog/ml_kolona_MSMS_KE20V
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[+]
100- 71 2.38e4
-
EE_
60 .
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Obrazek 24.: Fragmentani spektrum metforminu; molekulovy pik m/z 130,

nejintenzivnéj§i deefiny pik m/z 7148

m/z 60

D_metformin_1mikrog/ml_10%ACN

Daughters of 136ES+
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Obrazek 25.: Fragmentacni spektrum deuterovaného metforminu, hvézdicky u atomu
ve struktufe indikuji izotopové znaceni deuteriem; molekulovy pik m/z 136,

nejintenzivngjsi deefiny pik m/z 60

glibenklamid_st_1mikrog/ml_kolona_MSMS_KE15V
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Obrazek 26.: Fragmentacni spektrum glibenklamidu; molekulovy pik m/z 494,

nejintenzivngjsi dcefiny pik m/z 369 4
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glibenklamid_deuter_st_1mikrog/ml_kolona_MSMS
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Obrazek 27.: Fragmentacni spektrum deuterovaného glibenklamidu, hvézdicky
u atomu ve struktufe indikuji izotopové znaceni deuteriem; molekulovy pik m/z 505,

nejintenzivngjsi deetiny pik m/z 369

glimepirid_st_1mikrog/mi_kolona
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Obrazek 28.: Fragmentaéni spektrum glimepiridu; molekulovy pik m/z 491,

nejintenzivngjsi deefiny pik m/z 126 1

glimepirid_deuter_st_1mikrog/mI_MSMS
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Obrazek 29.: Fragmentaéni spektrum deuterované¢ho glimepiridu, hvézdi¢ky u atomi
ve struktufe indikuji izotopové znaceni deuteriem; molekulovy pik m/z 496,
nejintenzivngjsi deetiny pik m/z 131
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gliclazid_st_1mikrog/mi_kolona_MSMS
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Obrazek 30.: Fragmenta¢ni spektrum gliclazidu; molekulovy pik m/z 324,

nejintenzivné&j§i deefiny pik m/z 110 %
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Obrazek 31.: Fragmentacni spektrum deuterovaného gliclazidu, hvé€zdi¢ky u atomt ve
struktufe indikuji izotopové znaceni deuteriem; molekulovy pik m/z 328,

nejintenzivngjsi dcetiny pik m/z 110

sitagliptin_st_1mikrog/mi_kolona_MSMS F
E Daughters of 408ES+
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Obrazek 32.: Fragmentacni spektrum sitagliptinu; molekulovy pik m/z 408,

nejintenzivnéj§i deefiny pik m/z 235 %3
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Na zaklad¢ téchto informaci nasledné probihal sbér dat v MRM modu, ktera byla

vyuzita ke kvantifikaci latek ve vzorcich.

Kalibrace3_sm_Ned_st_1000ng/ml+100ng/ml_D_st_CH2CICOOH/ACN/H20
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Obrazek 33.: ukazka MRM chromatogramu nedeuterovanych antidiabetik

0 koncentraci 1 ug/ml a deuterovanych antidiabetik o koncentraci 100 ng/ml

4.2. Vyvoj metody tpravy vzorki krevniho séra

Pro vyvoj metody byly nejprve pouzity standardy v rozpoustédle a az nasledné
bylo pouzito krevni sérum, témito standardy spikované. Jako zplsob extrakce
antidiabetik byla vybrana extrakce tuhou fazi, kdy byly zpocatku testovany 2 typy
kolonek, a to Oasis MCX (Mixed-mode Cation eXchange) a Oasis WCX (Weak Cation
eXchange). Obecny postup pro SPE je kondicionace a ekvilibrace sorbentu, naneseni
vzorku, promyti a eluce analyti. Pro zachyceni metforminu na SPE kolonce bylo nutné
aktivovat iontové vyménné skupiny na pevné fazi, ¢ehoz bylo docileno oplachem
pufrem svhodnym pH. Pro WCX kolonku, ktera obsahuje jako iontoménic
karboxylovou skupinu s pKa 4,8 je k disociaci potieba pH alesponi o 2 jednotky vyssi,
tj. 6,8. Pro MCX kolonku, kde jsou za vyménu iontii zodpovédné sulfonylové skupiny
je tteba aby pH bylo o 2 jednotky niz$i nez je pKa analytu. Analyt, ktery chceme zadrzet
na zakladé iontové-vymeénnych interakci je metformin, jehoz pKa je rovno 12,4, tj. 10,4.

Proto byl pro obé kolonky pouzit stejny pufr, IM octan sodny ve vodé s pH cca 8, ktery
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spliiuje pozadavky obou. Pro promyti byl v obou ptipadech pouzit dany pufr a dle SPE
sorbentu byla pouzita vhodna eluéni Cinidla, pro WCX kysela, pro MCX bazicka.
Nicméné MCX se zda byti od pocatku jako nepfilis vhodna varianta, nebot’ v manualu
se jiz pii nanaseni vzorku doporucuje okyseleni, aby doslo k protonizaci analytu a pro
eluci 5 % roztok amoniaku v methanolu, aby doslo k deprotonizaci analytu, ¢imz by
doslo kuvolnéni ze sorbentu. Vzhledem k vlastnostem metforminu, ktery je kladné
nabity i v bazickém pH neni pouziti MCX vhodnou volbou. Pro dalsi optimalizaci byla
tudiz pouzivana kolonka WCX, kde doslo k mnoha obméndm hlavné ve fazi promyvani
a eluce vzorku.

WCX kolonka byla kondiciovana pomoci 1 ml methanolu, ekvilibrovana 1 ml
pufru pH cca 8 a vzorek byl nanaSen rovnéz rozpustény v pufru o objemu 1 ml.
Vsechny tyto frakce byly sbirdny a analyzovéany ke zjiSténi, zda hlavné ve frakci po
naneseni vzorku, nedochazi k nedostatecné retenci. Nanaseny vzorek obsahoval smés
nedeuterovanych standardi o koncentraci 100 ng/ml, k frakcim po prichodu SPE
kolonkou byl pfed analyzou pfidan deuterovany smésny standard o koncentraci
100 ng/ml. Stejné tak bylo jednano s frakcemi po proplachu a eluci. K jednotlivym
frakcim byly deuterované standardy o koncentraci 100 ng/ml ptidavany z divodu
vyhodnocovani névratnosti, na zaklad¢ kterého byla hodnocena uspéSnost dané¢ho
postupu (viz tabulka VI). K proplachovani byl zpocatku pouzivan pufr, nicméné
nakonec byl pouzit roztok 5 % NH4OH ve vodé dle postupu vyrobce. K eluci bylo
zapotiebi kyselého pH a to az o 2 jednotky niZSiho neZ bylo pKa karboxylovych skupin,
tj. < 3. Pro eluci bylo vyzkouseno mnoho kyselin o riznych koncentracich v riznych
rozpoustédlech, které se potykaly s mnoha problémy, pies potlatovani ionizace,
nedostate¢nou eluci, ¢i v prib¢hu dalSich tprav eluentu k pravdépodobnému rozkladu
analytd. Nakonec byl vSak vhodny postup pro SPE exktraci a analyzu objeven

a aplikovan na vzorky krevniho séra.

Nalezeny obecny postup pro SPE exktraci antidiabetik:
1. Kondicionace 1 ml methanolu

2. Ekvilibrace 1 ml pufru 1M octanu sodného, pH 8

3. Naneseni 1 ml vzorku v pufru, pH cca 8 — frakce 1

4. Promyti kolonky 1 ml 5 % NH4OH ve vodé — frakce 2
5. Eluce 1 ml methanolu — frakce 3

6

Eluce 1 ml 1M CH2CICOOH v ACN — frakce 4
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V posledni fazi vyvoje metody uz byly jimany pouze frakce 3 a 4, které byly nasledné
analyzovéany. Postup pro analyzu byl rovnéZz optimalizovéan, tak aby bylo dosazeno
co nejlepsich vysledkii a soucasné, aby bylo mozné analyzovat obé frakce soucasné,
¢imz dojde nejen K tspofe Casu, ale i rozpoustédel. Frakce 3 byla tudiz odfoukéna
dosucha pod proudem dusiku, pfi laboratorni teploté. Po odfoukéni bylo
do eppendorfky k odparku frakce 3 napipetovana frakce 4, ve které byl odparek pomoci
ultrazvuku rozpustén. Nasledné bylo ze spojenych frakci odebrano 0,5 ml, ktery byl
prenesen do HPLC vialky k 0,5 ml deionizované vody. Takto piipraveny vzorek byl

nasledné analyzovan.

Tabulka V1.: ptiklad vyhodnocovani navratnosti z eluovanych frakci 3 a 4

Spravna
AUC AUC AUC X navratnost
hodnota
(Ned) (Deut) (Ned)/(D) (ng/ml) (%)
10 ng/ml
Metformin 1071 13188 0,0812 10,9 109
Glibenklamid 1554 12857 0,1209 11 110
Glimepirid 1115 5372 0,2076 12 120
Sitagliptin 2966 12857 0,2307 6,4 64
Gliclazid 7582 92090 0,0823 8,1 81

Nalezeny postup byl poté aplikovan na Cisté krevni sérum, které bylo nejprve
nutné naspikovat pomoci antidiabetik. Vzhledem k tomu, Ze sérum ma vlastni pufraéni
kapacitu bylo pfed nanesenim séra na SPE kolonku nutné upravit jeho pH. 1 dil séra se
fedil 2 dily pufru, kdy poté bylo pomoci pH papirku zméteno aktudlni pH, které
se obvykle pohybovalo v hodnotach nizsich nez pozadovanych 8. Z tohoto divodu bylo
nutné pH upravit k cemuz byl pouzivan 20 % roztok NaOH ve vod¢. Takto upraveny
vzorek séra s antidiabetiky, poté mohl byt nanesen na WCX kolonku, kde se jiz dale
postupovalo dle vySe uvedeného postupu.

Ptresto, ze plivodnim zdmérem bylo pro Upravu vzorkil pouziti SPE kolonek,
dodate¢n¢ byla vyzkouSena 1 proteinova precipitace, ktera si rovnéz vyzadala
optimalizaci. Pro vysrazeni proteini byla vyzkouSena trifluoroctova kyselina, ktera

vyzadovala vysuSeni a acetonitril, ktery byl posléze pouzivan. K séru obsahujicimu
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standardy byl ptidan acetonitril o dvojnasobném objemu, vzorek byl poté centrifugovan
pfi 14200 rpm, pifi laboratorni teplot¢ po dobu 10 min. Supernatant byl odebran
a prefiltrovan pies diskovy mikrofiltr. Z filtratu poté bylo odebrano 0,3 ml, ke kterému
bylo ptfidéno 100 ul deionizované vody a takto byl nastiiknut do systému k analyze.

RovnéZ u této metody probihalo vyhodnocovani navratnosti (tabulka VI1).

Tabulka VI1.: piiklad vyhodnocovani navratnosti pro metodu PPT

Spravna

AUC AUC AUC X navratnost
hodnota
(Ned) (Deut) (Ned)/(D) (ng/ml) (%)
10 ng/ml
Metformin 882 6343 0,1391 17,6 71
Glibenklamid 3270 14954 0,2187 19,9 80
Glimepirid 2483 5960 0,4166 23,6 94
Sitagliptin 8096 14954 0,5414 16,1 64
Gliclazid 18963 93811 0,2021 21,0 84
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4.3. Validace metody

Metoda byla validovéana v parametrech specificity, linearity, rozsahu, spravnosti,

detekéniho a kvantifika¢niho limitu °%.

Pro dikaz specificity je pfilozen MRM
chromatogram krevniho séra bez ptidanych antidiabetik (obrazek 31), kde v kazdém

chromatogramu je signal pro danou latku zanedbatelny.
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Obrazek 34.: MRM chromatogram blanku krevniho séra

Time

Linearita byla vyhodnocena na zakladé kalibrace v rozsahu koncentraci
1-1000 ng/ml vSech nedeuterovanych standardd. Deuterované standardy byly pouzity
jako wvnitini standardy a byly k nim vztazeny plochy pikd odpovidajich standardi,
krom¢ sitagliptinu, k némuz nebyl deuterovany standard k dispozici. Plocha pikt
sitagliptinu byla tudiz vztahovana vzdy k plose pikti deuterované¢ho standardu
glibenklamidu. Kazda z koncentraci byla méfena 3x. Zasobni roztoky standardi byly
fedény 0,5 M kyselinou chloroctovou v 50% acetonitrilu ve vodé¢, aby se co nejvice
blizily matrici eluentd po SPE. V pfipadé nutnosti byly vylouceny odlehlé body.
Rovnice pfimek a korelacni koeficienty jsou uvedeny v grafu a pfifazeny dle barev

podle legendy.
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Kalibrace 1-1000 ng/ml

25
y=0,0118x - 0,1009
20 R?=0,9995
E y = 0,0083x + 0,0336
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S
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Glimepirid ~ eeeeeeens Linearni (Metformin)
Linearni (Glibenklamid) Linearni (Sitagliptin)
......... Linearni (Gliclazid) Linedrni (Glimepirid)

Graf 2.: Kalibra¢ni pifimky péti antidiabetik v rozmezi koncentraci 1-1000 ng/ml

Rozsah metody byl hodnocen na zakladé méteni 3 riznych koncentraci v Sesti
sttedni hodnota byla zvolena koncentrace 50 ng/ml a jako nejvyssi hodnota byla
vybrana koncentrace 1000 ng/ml. Tyto hodnoty plati pro nastfikované vzorky,
tj. po fedéni pufrem nebo precipitanim ¢inidlem. Vzhledem Kk vyvoji dvou postupt
ptipravy vzorkd byl rozsah testovan pro obé dvé tyto metody. Pfi vyhodnocovani
vysledkll s niz§imi koncentracemi tj. 5 a 50 ng/ml, po dosazeni do rovnic piimek
vrozsahu 1-1000 ng/ml dochazelo k velkym odchylkam, proto vzorky byly
vyhodnocovany dle zkraceného rozsahu kalibrace 1-100 ng/ml. Vzorek s koncentraci
1000 ng/ml byl wvyhodnocen dle rovnic piimek =z kalibrace v celém rozsahu.
Deuterované standardy byly do vzorku ptidany pied jeho jakoukoli Gpravou o takové

koncentraci, aby v nastiikovaném vzorku byla koncentrace 100 ng/ml.
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Kalibrace v rozsahu koncentraci 1-1000 ng/ml pro vyhodnoceni rozsahu
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Tabulka VI11.: Vyhodnoceni vysledkt pro postup extrakce pomoci SPE

Koncentrace 5 ng/ml 50 ng/ml 1000 ng/ml
spravnost spravnost spravnost
X X X

% % %
Metformin 9,52 190 55,6 111 972 97
Glibenklamid 9,81 196 59,4 119 1084 108
Glimepirid 7,65 153 55,2 110 1011 101
Sitagliptin 4,41 88 34,1 68 650 65
gliclazid 7,01 140 50,0 100 850 85

Pti koncentraci 5 ng/ml dochazi v méfeni k velké chybé, a to u vSech vyhodnocovanych

antidiabetik. U koncentrace 50 ng/ml je naméfena hodnota nejdale od spravné v ptipadé

sitagliptinu, coz mize byt ovlivnéno vztahovanim ploch pika k jinému deuterovanému

standardu, nez sitagliptinu, ktery neni k dispozici. Totéz se da fict pii koncentraci

vzorku 1000 ng/ml, kde je namétend hodnota sitagliptinu nejnizsi, kdezto ostatni

se pohybuji v rozmezi 85-108 %.

Tabulka IX.: Vyhodnoceni vysledka pro postup proteinové precipitace

Koncentrace 5 ng/ml 50 ng/ml 1000 ng/ml
spravnost spravnost spravnost
X X X

% % %
Metformin 8,14 163 58,4 117 1003 100
Glibenklamid 5,15 103 51,5 103 919 92
Glimepirid 2,72 54 52,6 105 740 74
Sitagliptin 3,62 72 39,5 79 690 69
gliclazid 5,32 106 51,1 102 993 99

Opét je pii vyhodnocovani koncentrace vzorku obsahujiciho teoretickou koncentraci

5ng/ml velka chyba. Pti koncentraci 50 ng/ml je nejvétsi odchylka od teoretické

koncentrace zaznamenana opét u sitagliptinu. U vzorku obsahujiciho antidiabetika

Vv koncentraci 1000 ng/ml, je nejnizsi vypocitana hodnota rovnéz u sitagliptinu, nicméné

1 glimepirid ma v tomto ptipadé pon€kud nizsi hodnotu.
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V ramci opakovatelnosti byly méteny 3 rizné koncentrace vzorkil v 6 opakovanich
pro oba zptisoby pfipravy vzorkll. Koncentrace byly znovu 5 ng/ml, 50 ng/ml a 1000
ng/ml.

Tabulka X.: vyhodnoceni opakovatelnosti pro 6 méfeni pro 3 rizné koncentrace

antidiabetik ve vzorcich zpracovanych pomoci SPE

5ng/ml 50 ng/ml 1000 ng/ml

SPE
RSD (%) RSD (%) RSD (%)
Metformin 2,4 2,7 2,6
Glibenklamid 1,9 1,8 0,8
Glimepirid 2,6 2,8 3,6
Sitagliptin 1,7 2,5 1,5
Gliclazid 1,7 0,8 0,8

Tabulka XIl.: vyhodnoceni opakovatelnosti pro 6 méfeni pro 3 rizné

koncentrace antidiabetik ve vzorcich zpracovanych pomoci PPT

PpT 5 ng/ml 50 ng/ml 1000 ng/ml
RSD (%) RSD (%)  RSD (%)
Metformin 6,6 4,3 3,2
Glibenklamid 4,7 1,4 1,5
Glimepirid 3,6 1,6 2,7
Sitagliptin 3,3 1,6 1,6
Gliclazid 2,1 0,8 0,4

Vzorky o 3 koncentracich, pti 6 opakovanich byly méfeny ve 3 rlznych dnech.
Z vysledku téchto analyz byla stanovena mezilehld preciznost pro kazdou koncentraci

a kazdé antidiabetikum.
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Tabulka XIl.: vyhodnoceni mezilehlé preciznosti jednotlivych antidiabetik

ve tfech riznych koncentracih, k upravé vzorku byla pouzita SPE metoda

SPE 5 ng/mi 50 ng/ml 1000 ng/ml

RSD (%) RSD (%) RSD (%)
Metformin 12 3,7 15
Glibenklamid 10 54 3,0
Glimepirid 21 7,7 11
Sitagliptin 18 8,6 11
Gliclazid 7,6 0,8 8,6

Tabulka XIII.: vyhodnoceni mezilehlé preciznosti jednotlivych antidiabetik

ve tfech rtiznych koncentracih, k upravé vzorku byla pouzita metoda PPT

PP 5 ng/mi 50 ng/ml 1000 ng/ml
RSD (%) RSD (%)  RSD (%)
Metformin 14 2,2 1,6
Glibenklamid 13 7,0 12
Glimepirid 33 53 25
Sitagliptin 26 9,5 16
Gliclazid 14 0,9 2,0

Dalsim vyhodnocovanym parametrem metody byly limity detekce (DL) a kvantifikace
(QL) jednotlivych antidiabetik. Tyto hodnoty byly vypoditany na zakladé regrese 9
naméfenych hodnot pifi 3 nejniz§ich koncentracich (1, 5 a 10 ng/ml) standardt dané
kalibrace. Ziskané hodnoty smérodatnych odchylek tsekti (6) a smérnic piimek (S), pak

byly dosazeny do vzorctl pro vypocty:

3,3 X0 L_10><0'
S QL = S

DL =
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Tabulka XIV.: Limity detekce a kvantifikace jednotlivych stanovovanych

antidiabetik
DL (ng/ml) QL (ng/ml)
Metformin 1,22 3,70
Glibenklamid 0,90 2,72
Glimepirid 0,99 3,01
Sitagliptin 0,90 2,72
Gliclazid 0,79 2,39
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4.4. Vyhodnoceni analyz vzorku

Na zakladé literatury 34 %

, ve které se uvadi vhodné kombinace peroralnich

antidiabetik, byly pfipraveny modelové vzorky séra obsahujici rtiznd antidiabetika

0 ruznych koncentracich.

Vzorek 1.:

Uprava vzorku probéhla jak metodou SPE, tak PPT. Ke vzorku byl pfidan

vnitini deuterovany standard o koncentraci 100 ng/ml. Jako analyt byl detekovan pouze

glimepirid, jehoz obsah byl stanoven na zaklad¢ dosazeni hodnot poméru ploch analytu

a jeho vnitiniho standardu do pfislusné rovnice pfimky:

y =0,0174x — 0,0175

Tabulka XV.: vyhodnoceni vysledkt vzorku 1

glimepirid y
(Ned/D)

RSD (%)
(Ned/D)

x (ng/ml)

RSD
(ng/ml)

zohlednéni

redéni (ng/ml)

SPE 0,268 1,7 16

0,3 104

PPT 0,611 4,6 36

1,7 144

NCX_Glimepirid,
17_03_22_pok18 5: MRM of 2 Channels ES+
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Obrazek 35.: chromatogram vzorku 1, metoda SPE, detekovan Glimepirid
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Vzorek 2.:

Vzorek opét podstoupil 2 metody zpracovani. V tomto ptipadé byla ve vzorku

detekovana 2 antidiabetika, a to metformin a sitagliptin. Na zaklad¢ ptislusnych rovnic

piimek byly stanoveny jejich koncentrace ve vzorku:

metformin:

y =0,079x + 0,02

Tabulka XVI.: vyhodnoceni vysledku vzorku 2 pro metformin

metformin y

(Ned/D)

RSD (%)

RSD
(ng/ml)

x (ng/ml)

zohlednéni

fedéni (ng/ml)

SPE 0,403

0,01

o1 1,2

314

PPT 0,359

0,01

45 1,0

361

sitagliptin:

y = 0,0232x + 0,2026

Tabulka XVII.: vyhodnoceni vysledkt vzorku 2 pro sitagliptin

sitagliptin y

(Ned/D)

RSD (%)

RSD
(ng/ml)

x (ng/ml)

zohlednéni

fedéni (ng/ml)

SPE 9,0084

2,7

380 1,7

2310

PPT 11,822

2,2

501 0,89

4008
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Obrazek 36.: chromatogram vzorku 2, metoda PPT, detekovany metformin a

sitagliptin
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Vzorek3.:
V analyzach obou vzorki, pfipravenych 2 metodami, byly shodné nalezeny
metformin a glibenklamid.

metformin: y = 0,074x — 0,0588

Tabulka XVII1.: vyhodnoceni vysledki vzorku 3 pro metformin

metformin y RSD (%) x (ng/ml) RSD zohlednéni
(Ned/D) (ng/ml) fedéni (ng/ml)

SPE 1,4839 3,5 189 6,6 1155

PPT 1,2414 4,0 158 6,3 1265

glibenklamid: y = 0,014x + 0,059

Tabulka XIX.: vyhodnoceni vysledkti vzorku 3 pro glibenklamid

glibenklamid y RSD (%) x (ng/ml) RSD zohlednéni
(Ned/D) (ng/ml) Fedéni (ng/ml)

SPE 4,4600 2,0 314 6,2 1920

PPT 4,8776 0,2 344 0,8 2760
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Obrazek 37.: chromatogram vzorku 3, metoda SPE, detekovany metformin a

glibenklamid
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Vzorek 4.:
V poslednim vzorku byl identifikovan pouze Gliclazid. Vzorky byly upraveny
jak pomoci SPE, tak pomoci PPT.

gliclazid: y = 0,0094x + 0,0339

Tabulka XX.: vyhodnoceni vysledkti vzorku 3 pro glibenklamid

gliclazid y RSD x (ng/ml) RSD zohlednéni
(Ned/D) (%) (ng/ml) fedéni (ng/ml)

SPE 3,0192 0,2 318 0,7 1944

PPT 2,9218 0,6 307 1,8 2448
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Obrazek 38.: chromatogram vzorku 4, metoda SPE, detekovan gliclazid

Vzhledem ktomu, Ze vzorky byly modelové, je pro kazdy vzorek znama
skutecnd hodnota koncentrace jednotlivych antidiabetik v séru, pfed samotnymi
upravami vzorku. V tabulce XXI. jsou tedy uvedeny skutecné hodnoty pro kazdy

vzorek a spravnost vyhodnoceni vyjadiena jako relativni chyba stanoveni.
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Tabulka XXI.: Skute¢né hodnoty koncentrace standardi a spravnost metod

Skutecna Spravnost Spravnost
hodnota (ng/ml) Metoda SPE Metoda PPT

Vzorek 1 (glimepirid) 140 75 % 103 %
Vzorek 2 (metformin; 320; 3000 97 %; 77 % 113 %; 134 %
sitagliptin)
Vzorek 3 (metformin; 1100; 2000 105 %; 96 % 115 %; 138 %
glimepirid)
Vzorek 4 (gliclazid) 2400 81 % 102 %
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5. ZAVER

Diplomova prace byla zaméfena na vyvoj pracovniho postupu pro Upravu
vzorka krevniho séra ke stanoveni péti zastupcii peroralnich antidiabetik. Nedilnou
soucasti této prace byl vyvoj analytické metody pro stanoveni téchto 1éCivych latek.

Pted zahajenim vyvoje zpracovani vzorku bylo nejprve nutné vyvinout vhodnou
separacni a analytickou metodu. Antidiabetika byla separovana metodou ultrat¢inné
kapalinové chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci.  Analyty
byly ionizovany elektrosprejem v kladném moédu a jejich kvantifikace byla umoznéna
na zakladné sbéru dat v ,,multiple reaction monitoring* modu. Separace antidiabetik
byla komplikovana fyzikalné-chemickymi vlastnosti metforminu, ktery je velmi polarni,
a proto bylo obtizné dosdhnout retence na chromatografické kolon¢. Nesnadné bylo také
dostateén¢ rozdelit glimepirid od glibenklamidu. K separaci byla vyuzita kolona
Acclaim RSLC 120 s nepolarnim sorbentem. Retence metforminu bylo dosazeno
na zéklad¢ piidavku ion-parovaciho cinidla do mobilni faze, oddéleni dvou vyse
zminénych latek bylo dosazeno vhodnou gradientovou eluci.

Prvotnim zdmérem bylo vyvinout postup Upravy vzorkd pomoci extrakce tuhou
fazi, nicméné byla nakonec vyvinuta i metoda precipitace proteini. Postup pro SPE
odpovidad obecnému schématu - kondicionace, ekvilibrace, naneseni vzorku, promyti
a eluce. Ke kondicionaci byl vyuzivan methanol, k ekvilibraci 1M octan sodny ve vodé
(pH 8), k promyti 5% NH4OH, k eluci methanol s 1M CH>CICOOH v acetonitrilu.
VSechna rozpoustédla véetn€ vzorku byla nanaSena v objemu 1 ml. Pro tcely extrakce
tuhou fazi byl vyuZit nepolarni sorbent derivatizovany karboxylovymi skupinami, které
umoziuji iontovou vyménu. Pod podminkou vhodného pH, jehoZ hodnota ¢inila 8, byl
tudiz zadrzen i kladné nabity metformin. VVzhledem k tomu, ze eluci byly ziskany dvé
frakce obsahujici analyty, bylo nutné najit vhodny zptlisob jejich spojeni za uc¢elem
jedné analyzy. Tohoto pozadavku bylo docileno odpafenim methanolu pomoci proudu
dusiku za laboratorni teploty andsledného pievedeni celého objemu frakce
s chloroctovou kyselinou do vysuSené vzorkovnice. Ze spojenych frakci byla odebrana
alikvotni cast, ktera byla vpoméru 1:1 (v/v) nafedéna deionizovanou vodou
a nastiiknuta do chromatografického systému. Uéinnost postupu byla vyhodnocovana
na zékladé stanoveni ndvratnosti.

Druhou metodou pro upravu vzorka séra byla proteinova precipitace. Jako

precipitacni ¢inidlo byl pouZit acetonitril v dvojnasobném objemu proti séru. Po fadném
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promichani a centrifugaci byl supernatant pftefiltrovan pifes diskovy mikrofiltr
a Vv poméru 3:1 nafedén vodou a injektovan. I zde byla vyhodnocovana navratnost.

Mectoda byla validovana sohledem na specificitu, linearitu, rozsah,
opakovatelnost, limit detekce a kvantifikace a aplikovana na analyzu modelovych
vzorkd. Limity detekce byly stanoveny v rozsahu 0,79-1,22 ng/ml. Limity kvantifikace
se pohybovaly vrozmezi 2,39-3,70 ng/ml. Linearita byla prokdzana
v koncentraénim rozsahu  1-1000 ng/ml.  Opakovatelnost byla  vyhodnocovana
na zéklad¢ 6 méfeni na tfech koncentracnich urovnich (5, 50 a 1000 ng/ml), smérodatna
odchylka se pohybovala v rozmezi 0,2-2,8 % pro metodu SPE a 0,4-6,6 % pro metodu
PPT. Mezilehla preciznost byla rovnéz vyhodnocena pro obé metody, kdy smérodatna
odchylka pro SPE se pohybovala v hodnotach 1,5-21 % a PPT 1,3-33 %. Vyssi hodnoty
smérodatné odchylky u mezilehlé preciznosti i opakovatelnosti byly v obou metodach
zaznamenany piedevsim u nejnizsi koncentrace 5 ng/ml.

Modelové vzorky byly zpracovavany obéma metodami za u¢elem vyhodnoceni
obsahu jednotlivych antidiabetik. Vzhledem k tomu, Ze vzorky byly pfipraveny
Vv laboratofi a byla tedy zndma skutecnd koncentrace analytli ve vzorcich, mohla byt
rovnéz vyhodnocena spravnost obou metod. Precipitacni metoda je jednoznacné ¢asové
1 materialné méné narocna. Nicméné 1 pies to, Ze se supernatant filtruje je zde velka
pravdépodobnost, Ze se vétSi Castice mohou dostat do systému a zanést
tak chromatografickou kolonu ¢i ochrannou ptedkolonku. Z tabulky XXI. rovnéz
vyplyva, Ze metoda proteinové precipitace pravdépodobné vysledky nadhodnocuje.
Postup extrakce tuhou fazi je oproti precipitani metodé nakladnéj$i a zpracovani
vzorku je zdlouhavéjsi a to hlavné diky potiebé odpafovat methanol. Vyhodou naopak
je G¢inngjsi odstranéni interferujicich latek. Pokud bychom porovnavali vysledky obou
metod dle tabulky XXI., kterd reprezentuje vétSinu ziskanych dat, 1ze fici, ze vysledky

ziskané ze vzorkl upravenych metodou SPE se vice bliZi skutecnym hodnotam.
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7. SEZNAM ZKRATEK

ATD - antidiabetikum

ATP - adenosin trifosfat

Cis - sorbent na bazi silikagelu s vazanymi oktadecylovymi skupinami
Cs - sorbent na bazi silikagelu s vazanymi oktanovymi skupinami
CPHP - 4-(4-chlorfenyl)-4-hydroxypiperidin

Cr - Ceska republika

DAM - diacetylmorfin

DL - limit detekce

DM - Diabetes mellitus

DPP - dipeptidyl peptidaza 4

ESI™ - ionizace elektrosprejem v kladném mddu

FDA/EMA - Food and drug adminitstration (americky kontrolni tfad)/ European
medicines agency (evropsky kontrolni utad)

GC - plynova chromatografie

HLB - oznaceni kolonky na extrakci tuhou fazi

HPLC/MS - vysokot¢inna kapalinovd chromatografie ve spojeni s hmotnosti
spektrometrii

IS - interni standard

KV - jednotka

LC/MS - kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii
LLE - extrakce na rozhrani kapalina-kapalina

MeOH - methanol

MF - mobilni faze

MIP - ,,molecular imprinted polymers*

MRM -, multiple reaction monitoring*

NAL - naloxon

NALT - naltrexon

PAD - peroralni antidiabetika

PPT - proteinova precipitace

PS-DVB - polystyren zesitovany 1-2% divinylbenzenem

QL - limit kvantifikace
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RAM - restricted acces material

RPM - pocet otacek za minutu

SAX - silny anionto ménic

SCX - silny kationto ménic

Si-Cys - oktadecylova skupina vazana na silikagel

SPE - extrakce tuhou fazi

SSI - ionizace ultrazvukovym sprejem

TIC - ,total ion current

UV/VIS - oblast ultrafialového a viditelné spektra svétla
WAX - slaby aniontoménic¢

WCX - slaby kationtoménic
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