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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva separaci paracetamolu a jeho metaboliti pomoci
chromatografie hydrofilnich interakci. Teoreticka Cast je zamétena na paracetamol z hlediska
jeho mechanismu ucinku, metabolismu a toxicity v téle. Déale pak pojednava o kapalinové
chromatografii a detailn€¢ o chromatografii hydrofilnich interakci, jejim mechanismu separace,
vyuzivanych mobilnich a stacionarnich fazi a jeho pouziti v praxi. V zavéru této Casti je
zpracovana reSerSe praci, zabyvajicich se analyzou paracetamolu a jeho metabolitd
v kapalinové chromatografii. V experimentalni Casti prace jsou popsany metreni vedouci
k vybéru nejvhodnéjsich mobilni a stacionarni fazi pro separaci paracetamolu a jeho metabolitu

za podminek pro chromatografii hydrofilnich interakci.

KLIiCOVA SLOVA

Paracetamol; metabolity paracetamolu,; chromatografie hydrofilnich interakci

TITLE

Separation acetaminophen and its metabolites with hydrophilic interaction chromatography

ANNOTATION

The main aim of this diploma thesis is separation of acetaminophen and its metabolites
with hydrophilic interaction chromatography. The theoretical part is focused on acetaminophen
and its metabolism in terms of their mechanism of action, metabolism pathway and toxicity in
the body. The thesis further discusses liquid chromatography, in a detail about hydrophilic
interaction chromatography, its separation mechanism, applied mobile and stationary phases
and practical use of acetaminophen. At the end of this part there is a search of works dealing
with analysis acetaminophen and its metabolites in liquid chromatography. The experimental
part describes measurements leading to the selection of the most suitable mobile and stationary
phases for separation acetaminophen and its metabolites under conditions for hydrophilic

interaction chromatography.

KEYWORDS

Acetaminophen, acetaminophen metabolites; hydrophilic interaction chromatography
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UvVOD

Paracetamol neboli acetaminofen (APAP) je pravdépodobné jednim z nejrozsitenéjsich
a nejb&€znéji uzivanych l1é¢iv ke snizovani hore€ky a tlumeni bolesti na svété. Jedna se o volné
prodejny a zaroven levny 1€k, ktery je v terapeutickych davkach velmi dobfe tolerovan. Pri
predavkovani ovS§em hrozi vazné poskozeni jater ¢i ledvin, které mize byt i smrtelné. Pric¢inou
téchto komplikaci je metabolizace paracetamolu v téle na vysoce reaktivni a toxické
meziprodukty.

Vysokoucinnd kapalinova chromatogratie (HPLC) je v dneSni dobé jednou
z nejpouzivangjich analytickych technik pro separaci slozek ve smesi. Své popularity docilila
diky jeji citlivosti, rychlosti analyzy, univerzalnosti a minimalni spotieb¢ analytu. I diky témto
vlastnostem se HPLC stala velmi vyuzivanou metodou pro hodnoceni bezpecnosti a u€innosti
l1é¢iv. V piipad€ separace polarnich a hydrofilnich latek se v poslednich letech osvédcila
chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC).

Vzhledem ke stale nepfili§ prostudovanému mechanismu ucinku a toxicité
paracetamolu v tele, je vyvoj novych metod pro jeho analyzu velmi aktudlnim tématem. I
ptrestoze paracetamol 1 jeho metabolity jsou polarni latky, v literatuie se vyskytuje pouze
omezené mnozstvi praci, zabyvajici se separaci téchto latek za podminek chromatografie

hydrofilnich interaket.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Analgetika

Analgetika jsou zakladni piipravky pro lécbu bolesti a predstavuji v souCasné dobé
nejvice uzivana léciva na svéte. Skupina farmak s analgetickymi ucinky se dé€li na neopioidni
a opioidni analgetika.

Neopioidni analgetika, tedy analgetika nemorfinového typu, se nevazi na opioidni
receptory. Tlumi bolest tim, ze snizuji tvorbu latek (prostaglandinll), které zvySuji vnimani
bolesti. Konkrétné tlumi enzym cyklooxygenazu (COX), ktery je dulezity pro tvorbu
prostaglandinti. Néktera maji pfi vhodném davkovani i antipyreticky a antiflogisticky ucinek.
VétSina neopioidnich analgetik ma stfedn€ silny analgeticky ucinek. Na rozdil od analgetik
opioidniho typu nejsou navykova, neovliviiuji dechové centrum a neptisobi zacpu. Neopioidni

analgetika se dale dé€li na analgetika-antipyretika a nesteroidni antiflogistika (NSA) [1, 2, 3].

1.1.1 Opioidni analgetika

Opioidni analgetika ptisobi predev§im vazbou na opioidni receptory v mozku a mise.
Tlumi vedeni a zpracovani bolestivych vzrucht na riznych Grovnich centralni nervové soustavy
(CNS) vcCetné mozkové kury a aktivace descendentniho tlumivého systému. Soucasné tlumi
dusnost a uzkost. Az na vyjimky témeéf vSechna opioidni analgetika zpusobuji zacpu, Casto
celkovy utlum, nauzeu, obcas i zvraceni nebo kozni projevy. K dalsim nezadoucim ucinkim
patii alterace psychiky (Utlum védomi, v nékterych ptipadech dysforie, zmatenost, halucinace).

D¢éli se na slabé a silné opioidy [3, 4].

Slabé opioidy

Typickym zastupcem této skupiny je kodein (viz obrazek 1). Je to piirozeny alkaloid
opia s analgetickym (na opioidni receptory) a antitusickym ucinkem. Samotny je analgeticky
pomeémne slaby, proto se u bolesti pouziva prakticky jen v kombinacich, nejlépe
s paracetamolem. K nezadoucim G¢inkam patfi zacpa.

Nejcasteji predepisovanym 1éCivem je u nés tramadol (viz obrazek 1), ktery je synteticky
analog kodeinu. Pusobi analgeticky pfedevsim aktivaci descendentniho spinalniho systému,
mén¢ piimo pies opioidni receptory v mozku. Jeho analgetické u€inky se daji podstatn€ zvysit
soucasnym podavanim paracetamolu. Vyhodou tohoto 1é€iva je, ze ve vétsin€ piipada neptusobi
zacpu a je velmi nizké riziko navyku, ovSem né&ktefi pacienti po ném mivaji zavraté

nebo nauzeu.
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U chronickych bolesti se nékdy pouziva dihydrokodein (viz Obrazek 1) s prodlouzenym
ucinkem. Je to polosynteticky derivat kodeinu, jehoz analgeticky ucinek je asi Sestkrat slabsi

nez ucinek morfinu [3, 4].

tramadol kodein dihydrokodein

Obrazek 1 Struktura tramadolu, kodeinu a dihydrokodeinu [5, 6]

1.1.2 Neopioidni analgetika

Neopioidni analgetika d€lime na analgetika-antipyretika a nesteroidni antiflogistika
(NSA). Veskera farmaka v této skupin€é maji jednu spole¢nou vlastnost — inhibuji vznik
eikosanoidi. Rozdily v projevech GCinku jednotlivych latek zfeteln€ svédCi o pritomnosti
dalsich mechanismu ucinku, které nejsou pfili§ znamé.

U analgetik-antipyretik Casto neni pfili§ jasny mechanismus ucinku. Analgetika-
antipyretika se dale déli dle jejich chemické struktury na derivaty p-aminofenolu (paracetamol)

a na derivaty salicylové kyseliny (acetylsalicylova kyselina). NSA jsou inhibitory COX [7].

Inhibice cyklooxygenazy

Mechanismus  protizanétlivého,  analgetického a  antipyretického  ucinku
kyseliny acetylsalicylové spo€ivajici v tlumeni COX byl rozpoznan zafatkem 70. let sirem
Johnem Vanem. Ten za tento objev obdrzel roku 1982 Nobelovu cenu. Pozd&i byl
mechanismus inhibice COX a tim i tvorby prostaglandint pfijat pro vS§echna NSA. COX je
dilezitym krokem v syntéze prostaglandini (viz obrazek 2), které maji v organismu ulohy jak
ve fyziologickém, tak patofyziologickém stavu. Prostaglandiny vznikaji zkyseliny
arachidonové za ucasti COX vlivem ruznych podnéti. Nejznamé&jsi jsou jejich tlohy v bolesti:
zvySuji citlivost receptor na bolest (nociceptortt); zanétu — zpusobuji vazodilataci a zvySuji
permeabilitu kapilar; horeCku — nastavi termoregulacni centrum na vyssi teplotu a v ochrané

zaludelni sliznice.
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esencialni mastné kyseliny

estermkovane mastné kyseliny
(Tosiolipidyi

glukortikoidy

inhibice exprese fosfoliipidaza A;

kyselina arachidonova

COX-2
inhibice enzymu cyklooxygenaza
COX-1
lipoxygenaza
cyklické endoperoxidy
prostaglandiny prosta cy kim tromboxan leukotneny
- bolest - vazodilatace vazokonstrikce alergicka reakce
inapr. astma:
horecka inhibice agregace zvySena agregace
trombocytu trombocytu let keta e

- zaner

- pokles Zaludeéni
kyseliny

nardst za udecmho
hlenu

kontrakce uteru

ledviny
vylu¢ovani Na a H20

Obrazek 2 Regulace metabolismu kyseliny arachidonové a Géinky eikosanoidl [7]

V roce 1991 doslo k objevu odlisné izoformy COX - cyklooxygenéza-2 (COX-2), ktera
se od cyklooxygenazy-1 (COX-1) lisi v primarni sekvenci aminokyselin, tercidlni strukturou,
lokalizaci aulohou ve fyziologickych a patofyziologickych procesech. Bylo zjisténo, Ze COX-1
je produkovéna bézné ve vétsiné tkani a mé organoprotektivni vlastnosti. Na druhou stranu

COX-2 je indukovanym enzymem, jehoz produkce vzrlsta pfi poskozeni organismu (zanét,
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bolest). Na zaklad€ selektivity k jednotlivym izoenzymim byla NSA klasifikovana do tii
kategorii:

1. COX-neselektivni — ovliviiuji ob€ izoformy COX. Patii sem vét§ina pouzivanych
nesteroidnich protizanétlivych latek (piroxicam, ibuprofen, naproxen). V této
skuping€ lze najit 1 latky, které v terapeutickych davkach inhibuji vice COX1 nez
COX-2, napt. kyselina acetylsalicylova v antiagregacnich davkach do 100 mg
inhibyje selektivné COX-1 v trombocytech;

2. COX-2 preferen¢ni (meloxicam, nimesulid pfipadné etodolac) — inhibuji COX-2 az
100% vice nez COX-1;

3. Selektivni inhibitory COX-2 — v doporu¢eném davkovaném rozmezi neovliviiuyji
COX-1. Patii sem tzv. koxiby (celecoxib, rofecoxib, perekoxib, valdekoxib,

etorikoxib aj.) [8, 9].

1.2 Paracetamol

Paracetamol neboli acetaminofen (APAP) je pravdépodobn€ nejrozsirenéj§im
a nejbéznéji uzivanym léCivem na svété. Ve skuteCnosti je zafazen do 21. seznamu zékladnich
1é¢ivych pripravka Svetové zdravotnické organizace, ktery byl aktualizovan v Cervnu 2019.
Navzdory zavedeni APAP jako terapeutického Cinidla pied 60 lety, zistava stale stfedem
zajmu, diky svym terapeutickym vlastnostem, ale také pro svou schopnost pusobit pfi

predavkovani hepatotoxicky [1].

1.2.1 Fyzikalni a fyzikdlné-chemické vlastnosti

APAP, systematicky N-(4-hydroxyfenyl)acetamid, sumarni vzorec CsHoNO:
(viz obrazek 3), s CAS ¢islem 103-90-2 je bily krystalicky praSek bez zapachu, ktery je mirné
rozpustny ve vodé, snadno rozpustny v ethanolu a velmi tézce rozpustny v dichlormethanu.
Molarni hmotnost paracetamolu je 151,16 g/mol a bod tani se pohybuje v rozmezi 168 °C

az 172 °C. Roztok v methanolu ma absorpéni maximum pfi 249 nm [11].

Obrazek 3 Paracetamol

1.2.2 Zakladni adaje
APARP patii mezi neopioidni analgetika ze skupiny analgetik-antipyretik a je aktivnim

metabolitem dfive pouzivaného nefrotoxického fenacetinu (viz obrazek 4). U¢inkem se velmi
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podoba kyseline acetylsalicylové (ASA), ovSem oproti ni nevykazuje prakticky zadny
protizanétlivy ucinek. Ma ovSem ve srovnani s ASA méné€ nezadoucich ucinkd, a to predev§im
vaci gastrointestinalnimu traktu (GIT), nebot’ je mén€ kysely a nehromadi se tak v zalude¢ni
sliznici. Pfi terapeutickém davkovani je paracetamol pomérné bezpecny Iék. Vyuziva se
predevsim k tlumeni béznych bolesti 1 hore¢natych onemocnéni. Injek¢ni forma paracetamolu
je urCena ke kratkodobé 16¢b¢ stiedné silnych bolesti predevsim po rozsahlejsich chirurgickych

vykonech [1, 4, 12, 13, 14].

O CH OH
CH3 ~ 3 dealkylace CH3 /@/
)\ )\
07 NH 07 NH

fenacetin paracetamol

Obrazek 4 Dealkylace fenacetinu na paracetamol [15]

1.2.3 Mechanismus ucinku paracetamolu

Prestoze je paracetamol jednim z nejpouzivané]Sich analgetik na svété, mechanismus
jeho analgetického ucinku je do zna¢né miry neznamy. Hodné vyzkumu se soustiedilo na
moznost, Zze paracetamol pusobi inhibici cykooxygenazy, podobné jako nesteroidni
antiflogistika (viz obrazek 2), nebot’ jeho analgetické a antipyretické uc€inky jsou podobné
ucinkim aspirinu. V ur€itém okamziku byla kazda ze tii izoforem COX navrzena jako cil
analgetického ulinku paracetamolu. Paracetamol vSak nema vyznamnou protizdnétlivou
aktivitu ani neinhibuje produkci tromboxani A. Ackoli tedy muze existovat urity ucinek
paracetamolu na enzymy COX, tento ucinek je odlisny od toho, ktery je pozorovan u NSA.
Hypotéza vysvétlujici tento rozdil je, Ze paracetamol pusobi na COX jako centralni inhibitor,
zatimco ostatni inhibitory COX pusobi centralné i periferné. Podpora této hypotézy zahrnuje
dukaz, Ze paracetamol inhibuje pfeménu kyseliny arachidonové na prostaglandin E2 (PEG2),
prostaglandin F24 a tromboxan A2 v mikrogliich [16, 17].

Analgeticky ucinek paracetamolu je pravdépodobné zprostiedkovan jak perifernimi, tak
centralnimi mechanismy. Periferni redukce syntézy prostaglandini vede ke snizeni pfenosu
nociceptivnich impulsi. Centralné paracetamol inhibuje narast prostaglandini v centralni
nervoveé soustave, které jsou vyvolany perifernimi nociceptivnimi pienosy. Zda se, ze
paracetamol vykazuje urCitou selektivitu vuc¢i COX-2, o Cemz sveédCi i jeho pfizniva
gastrointestinalni tolerance a minimalni u¢inek na krevni desticky. Tyto uc€inky jsou typicky
zprostiedkované inhibici COX-1. Byly navrzeny 1 dal§i centralni analgetické mechanismy,

které se tykaji stimulace opioidnich receptord. Opioidni antagonisté u zvifecich modeld zvrati
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analgetickou aktivitu paracetamolu. Tento GCinek muze byt zprostfedkovan agonismem
opioidnich receptori v mozku, ale také je mozné zprostiedkovani tohoto ucinku stimulaci
sestupnych inhibi¢nich cest v miSe. Paracetamol byl také spojen s aktivaci endogenniho
kanabinoidniho systému [18, 19].

Vzhledem k tomu, Ze UCinky paracetamolu na organismus dosud nejsou zcela znamy,
muze budouci vyzkum odhalit zajimavé mechanismy pusobeni. Zaroven prokazané riziko
hepatotoxicity a nefrotoxicity pii vys$Sich davkach je davodem, pro¢ se objevuji pochybnosti

o ponechani paracetamolu jako voln¢ prodejného 1éku [14, 18]

1.2.4 Syntéza paracetamolu

Paracetamol patii mezi derivaty anilinu, jejichz prvnim zastupcem byl acetanilid
(N-fenylacetamid, fenacetin). Ten byl objeven v 80. letech 19. stoleti a pozd¢€ji byl tento
preparat vytazen pro fadu vedlejSich ucinkd, jako jsou methemoglobinémie (oxidace v
hemoglobinu Fe?" na Fe'') a poskozovani ledvin. Pozd&ji bylo prokdzano, Zze metabolit
acetanilidu, N-(4-hydroxyfenyl)acetamid, ma lep§i antipyretické uUCinky a vyrazn€ nizsi
toxicitu. Nyni je paracetamol jednim z nejpouzivanéjSich analgetik a antipyretik.

Jedna z mnoha syntéz paracetamolu (viz obrazek 5) vychazi z nukleofilni substituce
4-chlornitrobenzenu hydroxidovym iontem na 4-nitrofenol. V dal§im kroku je nitro skupina
p-nitrolofenolu redukovana na aminoskupinu, kterd je v poslednim kroku acetylovana

a poskytuje paracetamol [5].

Cl OH OH
1.Na,CO,
NaOH Fe,H" 2.Ac,0

NO, NO, NH3

HN /O
CH3

paracetamol

Obrazek 5 Syntéza paracetamolu [5]
1.2.5 Davkovani
Jednorazova davka je 500, maximalné 1000 mg po 4 hodinach, maximalné€ 4 g denné
u dospélych a u déti nejvice 60 mg/kg. Pro rychly nastup ucinku jsou vhodné rozpustné formy.

Paracetamol ovSem ucinkuje velice kratce (3-6 hodin). Za velmi u¢innou kombinaci je mozné
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povazovat 1000 mg paracetamolu s 60 mg kodeinu ¢i kombinace paracetamolu s tramadolem.
Kombinaci s guaifenesinem se dosahuje myorelaxa¢nich a anxiolytickych u¢inka [1, 20, 21].

Opatrnosti v podavani je tfeba u poruch jaternich a ledvinnych funkci. Ve vzacnych
piipadech muze paracetamol vyvolat alergické kozni vyrazky. PoSkozeni jater po uZiti
paracetamolu jsou pozorovano predev§im pii soucasné konzumaci alkoholu nebo uzivani
hypnotik a sedativ, které obsahuji latky jako napt. fenobarbital [22].

V mnoha zemich je paracetamol nej¢asté)si jedina sloucenina uzivana pii predavkovani,
nahodném nebo umysiném. U davek prevySujicich 7 g na den u dospe€lych a 3 g na den u déti
do 14 let muze dojit k velmi tézkému poskozeni jater, které muze koncit smrteln€. Mensi davky
ovSem mohou také zpusobit poSkozeni jater, zejména u lidi s alkoholismem nebo anorexii.
Toxicita paracetamolu je hlavni pfi€inou akutniho selhani jater v mnoha vyspélych zemich.
Jedna observaéni kohortova studie 31 jaternich a transplantacnich center v USA, ktera
zahrnovala 2070 ucastniku s akutnim selhanim jater v letech 1998 az 2013 zjistila, Ze otrava
paracetamolem byla pfi¢inou poloviny ucastnika [23, 24].

Ptiznaky otravy se vyvijeji ve tifech fazich. V prvni fazi (1. den) pfevlada nauzea,
zvraceni, poceni a bledost. V druhé fazi (2.-4. den) se pacient citi Iépe, avSak hodnoty
aminotransferazy narustaji nahle na vysoké urovné. Ve tieti fazi (3.-5. den) se klinicky stav
opét zhorsuje (nevolnost, bolesti bficha) a stupiiuji se projevy selhani jater a ledvin, pfiCemz se
nekdy objevi 1 zloutenka, hypoglykémie a krvaceni v zazivacim traktu. Do 8-10 hodin
po predavkovani je nutno podat specifické antidotum [15, 25].

Teprve v 70. letech 20. stoleti bylo vyvinuto nékolik protilatek, které dopliuji glutathion
a detoxikuji N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI). Mezi né& patfil napiiklad methionin,
cystein, cysteamin a dimerkaprol. V jedné observatni studii v Edinburghu bylo uvedeno,
ze intravenozni acetylcystein je stejn€ ucinny jako cysteamin a methionin a nemé nepiiznivé
ucinky. Od té doby se pii prfedavkovéani paracetamolem jako antidotum pouziva injekCni
i perordlni acetylcystein (N-acetylcystein), ktery podporuje tvorbu intercelularniho
glutathionu, a tim pomaéha rychleji odbouravat toxické metabolity paracetamolu [15, 23].

Predtim, nez byla k dispozici 1éCba acetylcysteinem, byla vyznamnd morbidita po
predavkovani paracetamolem. U neléCenych osob s pocate¢ni koncentraci paracetamolu nad
pravdépodobnou rizikovou linii nomogramu (cca 200 mg/1 ve ¢tyfech hodinach) byla hlasena
umrtnost 5 %. Po zavedeni acetylcysteinu tato mira klesla o 0,4 %. Dalsi observaéni studie
uvadi akutni poskozeni jater u 58 % lidi. Toto ¢islo se snizilo na 7 % pii podani acetylcysteinu

do 10 hodin po poziti a 27 % pokud byl podan po vice nez 10 hodinéach [23].
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Ackoli methionin pfestal byt pouzivan v zapadnich zemich, zlstava stale na seznamu
zakladnich 1€kt dle Svétové zdravotnické organizace (WHO). V ramci prezkumu v roce 2011
nebyly nalezeny zadné diikazy o rozdilné ucinnosti a bezpecnosti acetylcysteinu a methioninu.
Proto se levn&jsi methionin stale Siroce pouziva v zemich s nizkymi az sttednimi piijmy.

K 1écbe predavkovani paracetamolem se pouziva mnoho riiznych typl intervenci
zahrnujici:

- ty, které snizuji absorpci paracetamolu z GIT, vCetné vyplachu zaludku, aktivniho

uhli a ipecacuanha (ipecacuanovy sirup, emetikum);

- antidota, ktera brani pfeméné paracetamolu na hepatotoxicky metabolit NAPQI

(cimetidin)

- antidota k detoxikaci NAPQI (methionin, cystein, cysteamin, dimerkaptol nebo

acetylcystein)

- ty, které odstratiuji paracetamol zkrve poté, co vstoupil do krevniho feciste

(intermitentni hemodialyzu, intermitentni hemoperfuzi nebo hemoperfuzi

dfevéného uhli) [23].

1.2.6 Metabolismus paracetamolu

Pokud je paracetamol pouzivan v doporucenych davkach (4 g/den u dospélého ¢loveka),
pak je velmi dobfe tolerovan. Absorpce paracetamolu je rychlad. Vstrebava se v zaludku
a tenkém stfev€. Vrchol plazmatické hladiny je za 1-2 hodiny po poziti. Po poziti vysokych
toxickych déavek je dosazeno maximalni koncentrace za 4 hodiny [14, 26].

Biotransformace probiha pievazné v jatrech, ale Cast mize byt metabolizovana ve stieve
aledvinach. Paracetamol je v jaternich builkdch metabolizovan tfemi hlavnimi cestami:
glukuronidaci, sulfonaci a oxidaci. Nejvétsi Cast terapeutické davky je konjugovana s kyselinou
glukuronovou a kyselinou sirovou (glukuronidace a sulfatace). Asi 5 % paracetamolu je
oxidovano cytochromem P450 (CYP450, viz obrazek 7) na toxicky intermediat NAPQI. Ten
se dale metabolizuje na konjugat acetaminofen-glutathion (APAP-SG, viz obrazek 6) o kterém
se nedavno ukazalo, ze muze také hrat moznou patologickou roli. Tato cesta nabyva vyznamu
pii predavkovani paracetamolem, nebot’ cesty glukuronidaci a sulfataci jsou v tomto pripade
zcela nasycené. Dochazi tedy k vyCerpani zasob jaterniho glutathionu a intermediat se za¢ne
kovalentn¢ vazat na bilkoviny jater za vzniku jaterni nekrédzy [15, 27, 28, 29].

Paracetamol je vylu€ovén ledvinami, z toho 2-5 % v nezménéné forme€ moci, 50-70 %

jako glukuronid, 25-35 % jako sulfat ajen v malé mife po pfemé&n& na cystein. Zludi je
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vylucovana jen mala ¢ast metabolitll. V pfipadé poSkozeni jater paracetamolem vsak podil

Zlucové extrakce konjugatl s glutathionem stoupéa [29, 30].

Obrazek 6 Metabolismus paracetamolu [32]

Absorpce

APAP je slabé kyselina (pKa ~ 9,5) a pfi fyziologickém pH je tedy témé&F zcela neutrélni.
Snadno se tedy absorbuje z dvanactniku. Peroralni pfipravky maji vysokou biologickou
dostupnost, absorbuje se pFiblizné 80 % davky, a to pfevazné pasivni diflzi. Tablety a tobolky
se musi rozpadnout a poté rozpustit, coz vede k prodlevé pfed absorpci. Sumivé tablety
a kapaliny (kapky, sirupy) se vstfebavaji vyrazné rychleji. Rektalni pfipravky maji ve srovnani
sjinymi cestami nejvice nevyzpytatelnou a nepfedvidatelnou hodnotu biologické dostupnosti
(od 24 % do 98 %). Obecné se ale povazuje biologicka dostupnost rektalnich pfipravki za nizsi,
aproto vyzaduji vysSi davky. Absorpce ZaludeCni sliznici je zanedbatelna, proto jakykoli
proces (Ci nemoc) zpomalujici vyprazdiiovani Zaludku, zpomaluje i absorpci ordlné podavané
davky. PFitomnost potravy tedy prodluZzuje dobu pro dosaZzeni maximdlni koncentrace
v krevnim Fecisti, ale celkovy rozsah absorpce se nezméni bez ohledu na to, zda je jidlo
pFfitomno ¢i nikoli [31, 32, 33].

Vék také ovliviiuje absorpci paracetamolu. Pravdépodobné pomalejsi doba
vyprazdiiovani Zaludku u novorozencd zpozduje oralni absorpci paracetamolu. Normalnich

absorpénich dob je dosazeno aZz ve véku 6-8 mésicl [32, 33].
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I. faze biotransformace

Mala Cast davky, asi 5-10 %, je oxidovana cestou CYP450 v jatrech primarn€ enzymem
CYP2EI na toxicky meziprodukt NAPQI (viz obrazek 6) a enzymem CYP2A6 na netoxicky
metabolit katecholu 3-hydroxy-APAP (3-OH-APAP). Zda se, ze enzym CYP2EI je pfitomen
v niz8ich hladinach u novorozencti nez u dospélych, coz vede k tvorbé mensiho mnoZzstvi
toxického intermediarniho metabolitu [32, 34].

V procesu aktivace APAP mohou byt relevantni i jiné enzymy nez CYP450. Jedna se
o peroxidazovou skupinu enzymu. Napiiklad myoperoxidaza, ktera je obsazena v bilych
krvinkach, bioaktivuje §irokou Skalu 1éCiv. V jinych tkanich s nizkou aktivitou CYP450 muze
byt za bioaktivaci odpovédnd COX (prostaglandin H syntaza). Napiiklad toxicita APAP
v ledvinach je pravdépodobné umoznéna pomoci tohoto enzymu [35].

Ackoli glutathionylace je reakci 11. faze biotransferace, u APAP nastava po metabolismu
L. taze. NAPQI je slaby elektrofil a snadno tedy reaguje s nukleofilnimi thiolovymi skupinami.
NAPQI je detoxikovan reakci s redukovanym glutathionem (GSH) za vzniku konjugatu
APAP-SG (viz obrazek 7). Bylo prokéazano, ze reakce NAPQI s GSH probiha spontanné i
enzymaticky. Enzymaticka konjugace je katalyzovana glutathion-S-transferazovymi enzymy
(GST). Konjugat APAP-SG lze méfit v jatrech ¢i vkrvi aje pfimym dikazem tvorby
reaktivniho metabolitu. Diky tomuto moznému detekovani latek diive, nez nastane bunécna

nekréza je mozné urcit davku, které byl organismus vystaven [31, 36].
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Obrazek 7 Oxida¢ni metabolickd cesta paracetamolu [28]
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I1. faze biotransformace

V jatrech je paracetamol metabolizovan na glukuronidové a sulfatové konjugaty (viz
obrazek 9), které jsou poté vyluovany ledvinami. U novorozencl pFevlada cesta sulfatace.
Glukuronidaéni cesta vyZaduje urCity €as a zacne pfevladat aZz kolem 2 let. Studie analyzujici
vyludovani téchto dvou konjugatd moci zjistila, Ze pomér paracetamol-glukuronid
k paracetamol-sulfatu je u novorozenct (vék 1-2 dny), déti (vék 3-9 let) a starSich déti (ve véku

12 let) 0,34, 0,75 a 1,61. Pomér dospélych byl 1,80 (viz obrazek 8) [32].

Obrazek 8 Pomér glukuronidu k sufatu paracetamoluv rdizném véku [32]

Asi 50-70 % APAP je metabolizovano na APAP-glukuronid (APAP-G, viz obrazek 9).
Glukuronidace je katalyzovdna UDP-glukuronosyltransferdzou (UGT), kterd prenasi
glukuronosylovou skupinu kyseliny uridin-5*-difosfoglukuronové na cilové molekuly a €ini je
tak vice rozpustnymi ve vodé. U lidi a hlodavcl bylo popsano mnoho UGT patficich do Ctyr
rodin (UGT1, UGT2, UGT3 aUGTS8). Studie provadéna v 80. letech na potkanech kmene
Gunn, ktefi jsou Spatnymi bilirubinovymi glukuronidatory, odhalila vétSi néachylnost
k hepatotoxicit¢ APAP neZ u jinych kmend. Toto zjisténi bylo rozsifeno na klinickou studii
u lidi  srovnavajici glukuronidaci a bioaktivaci APAP u UGT deficientnich pacientd
s Gilbertovym syndromem (porucha metabolismu bilirubinu v krvi), bylo zjisténo, Ze primérni
defekt v Gilbertové syndromu je v promotoru pro UGT1A1 [31].

PFfiblizné 25-35 % terapeutické davky APAP je izolovéano jako APAP-sulfat (APAP-S,
viz obrazek 9). Sulfonace je katalyzovéna sulfotransferdzovymi enzymy (SULT), které
pfenaseji sulfoskupinu z 3‘-fosfoadenosin-5*-fosfosulfatu (PAPS) na akceptor, v tomto pfipadé
APAP. U lidi je zndmo nejméné 13 izoforem SULT a jsou uspofadany do Ctyf rodin. Pro
sulfonaci xenobiotik je obvykle katalyzovana zejména cytosolickymi sulfotransferdzami au

APAP konktrétné SULT1A1 a 1A3 nebo 1A4 [31].
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Obrazek 9 Sulfonace a glukuronidace APAP [31]

Extrakce paracetamolu

Eliminace konjugati APAP, které jsou vysledkem biotransformace, probiha v ledvinach
a stfevech. Tyto dva hlavni organy obsahuji y-glutamyl-transferazu (yGT) a dipeptazu, které
umoznuji rozdéleni APAP-SG na paracetamol-cystein-glycin a cysteinovy konjugat
(APAP-CYS, viz obrazek 7). Ledviny jsou nejdulezitéj§im organem pro metabolizaci APAP
obsahujici siru. VyluCovan je bud pifimo — glomerularni filtraci APAP-CYS a aktivnim
transportem APAP-NAC, nebo dal$i biotransformaci s naslednym vylu€ovanim ledvinami.
Degradac¢ni produkty jsou nakonec vylu¢ovany mo¢i [31, 35].

Elimina¢ni polocas paracetamolu se 1isi u novorozencu, kojenct, déti a dospivajicich.
U novorozencu je mezi 2,5 az 4 hodinami, coz je asi o 1 hodinu del$i nez u star§ich deéti.

U predCasné narozenych je prumérny polocas jesté vyssi [32].

1.2.7 Toxicita paracetamolu

Hepatotoxicita

Pocate¢ni studie prokazaly, ze hepatotoxicitu nezpusobuje samotny paracetamol, ale
spiSe reaktivni metabolit NAPQIL Mechanismus poSkozeni jater vyvolaného APAP byl
studovan na hlodavcich, zejména na mySich, déle nez 40 let. Mitchell er al. prokazali,
ze zatimco hlavni cesty biotransformace pro APAP jsou opravdu detoxikacni reakce, které tvori
konjugaty fenolického sulfatu a glukuronidu, vedlejsi cestou je oxidacni metabolismus IéCiva
prostiednictvim systému CYP450 na elektrofilni meziprodukt NAPQI, ktery rychle vycerpal
jaterni glutathion (GSH). Kdyz intercelularni koncentrace GSH dosahnou nizké urovné,

nasleduje toxicita [1, 36, 37].
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Mezi hlavni mechanismy, o nichz se pfedpoklada, ze jimi NAPQI zptsobuje poskozeni
jater, patfi tvorba proteinovych adukti reakci sthiolovymi skupinami. To vede
k mitochondrialni dysfunkci abunéné smrti. Mitochondridlni dysfunkce pozorovana
u hepatotoxicity APAP je zpusobena naruSenim mitochondrialni membrany a zastavenim
produkce ATP. Tvorba aduktu mitochondrialniho proteinu s NAPQI zptsobuje oxidacni stres
a tvorbu reaktivnich kyslikovych latek v mitochondriich. To vede k poskozeni mitochondrialni
DNA, poskozeni mitochondrialni permeability a zastaveni produkce ATP. Nedavné studie na
myS§ich naznacuji, ze NAPQI zpusobuje selektivni inhibici mitochondrialniho komplexu Il a ze
podavani methylenové modii muze chranit pfed mitochondrialnim poskozenim [37].

Kromé& NAPQI existuji v metabolismu APAP i dalsi latky, které mohou byt potencialné
Skodlivé. Oxidace APAP pomoci CYP450 adalSich enzymi probiha ve dvou krocich
(viz obrazek 10). Kazdy odpovida procesu oxidace jednim elektronem, pfi¢emz prvni krok
poskytuje N-acetyl-p-aminofenoxylovy radikal (APAPR). Navic pokud se uvazi i deacetylace
(Jeji moznost v zivych organismech byla jiz prokazana), pak vznikaji p-aminofenoxylatové
radikaly (PAPR) a p-benzochinonimin (PBQI) jako potencialni kandidati pro toxicitu APAP
[38].
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Obrazek 10 Vicekrokova oxidace paracetamolu [38]
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Nefrotoxicita

Predavkovani paracetamolem zpusobuje poSkozeni jater, ale v nékterych piipadech je
také spojeno s poskozenim ledvin. Nefrotoxicita indukovana paracetamolem je ov§em mén¢
Casta nez hepatotoxicita. Renalni onemocnéni ledvin se vyskytuje pfiblizn€ u 1-2 % pacientu.
V nékterych pripadech po predavkovani muaze dojit k akutnimu selhani ledvin jako komplikace
hepatotoxicity. Nékolik pfipadi ovsem popisuje nefrotoxicitu APAP i bez selhani jater. Pokud
vSak jde o funkci ledvin, pouziti APAP ve vhodnych terapeutickych davkach by mélo byt
bezpetné)si nez NSA ¢i opiaty [39, 40, 41].

Poiti toxického mnozstvi APAP muiZze zptisobit akutni poskozeni ledvin (AKI). Casté
uzivani APAP muze vést k chronickému onemocnéni ledvin (CKD) a kone¢nému stadiu
onemocnéni ledvin (ESRD). Nadmérné mnozstvi APAP a NAPQI je vyluCovano ledvinami
a muze pfispivat k AKI. Krome toho muze souvisejici oxidacni stres vést k pfimé nefrotoxicite.
Uvadi se ale, ze jednorazové uziti APAP muze byt bezpecné i pro pacienty s pokroCilym CKD
ve stadiu 4 az 5 bez nepfiznivého Ucinku na progresi CKD [41].

Glutathion hraje dilezitou roli pfi detoxikaci toxickych slouCenin pii predavkovani
APAP. Zviteci modely vsak dokazaly, ze glutathionové konjugaty mohou zprostfedkovat
nefrotoxicitu. Nezavislost nefrotoxicity a hepatotoxicity indukované APAP naznacuje moznost
piispévku riznych mechanismu [42].

Drivejsi vyzkumy prokazaly moznou roli metaboliti APAP odvozenych od glutathionu.
Bylo zjisténo, ze ledviny jsou schopné metabolizovat APAP na NAPQI prostfednictvim
mikrosomalnich CYP450, 1 kdyZ v mensi mife nez hepatocyty. Nejvyssi aktivita CYP450 se
vyskytuje v renalni kiife a zejména v proximalnich tubulech ledvin. Proto se renalni toxicita
APAP pravdépodobné omezuje na tuto ¢ast ledvin. Studie také dokazaly schopnost APAP-CYS
potencovat poSkozeni ledvin. Dal§imi moznymi mechanismy, které se podileji na renalni

toxicité, je pusobeni prostaglandinové syntetazy a N-deacetylazy [39, 43].
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1.3 Kapalinova chromatografie

Tradi¢ni forma kapalinové chromatografie pouziva polarni stacionarni fazi (SF) jako je
oxid kfemility nebo oxid hlinity anepolarni organickou mobilni fazi (MF), naptiklad
chloroform. Dnes se tato forma nazyva chromatografie s normalnimi fazemi (NP-LC) aje
zalozena na interakci polarnich funk¢nich skupin analytt s polarnimi skupinami navazanymi
na stacionarni fazi — naptiklad aminoskupiny, diolové nebo kyanoskupiny. Nejméné polarni
slozky smési budou eluovany prvni, nasledovany slozkami se stfedni polaritou, a nakonec
nejpolarngjsimi slouceninami. Chromatografie s normalnimi fazemi jiz nema takovy vyznam a
prevazné se vyuziva chromatografie s obracenymi fazemi.

V chromatografii s obracenymi fazemi (RP-LC) se pouziva nepolarni stacionarni faze
ve spojeni s polarnimi, pfevazn€ vodnymi mobilnimi fazemi. Tuto techniku vyuziva 75-90 %
vSech HPLC aplikaci, ktera pokryva Sirokou Skalu molekularnich hmotnosti, polarit a ionizace.
Je to tedy velmi univerzalni metoda.

Zadrzeni analytu do zna¢né miry zd&visi na hydrofobnich interakcich. S velikosti
slouCeniny roste retence, a zarovei klesa s polaritou sloucenin. Velké nepolarni molekuly jsou
tedy vysoce zadrzované. V RP-LC se vétSinou pouziva dvouslozkové (binarni), i viceslozkové
mobilni faze. Voda je v tomto piipad¢€ slabsi rozpoustédlo pro Upravu zadrzovani latek a jako
silné rozpoustédlo je pouzito jedno ¢i vice s vodou misitelnych organickych rozpoustédel,
napiiklad methanol, acetonitril ¢i tetrahydrofuran. VétSina stacionarnich fazi jsou vazané
skupiny na bazi silikagelu (oxidu kiemicitého), ale vyuzivaji se 1 polymerni faze a faze zalozené

na anorganickych substratech jinych nez oxid kiemicity [44, 45, 46, 47].

1.3.1 Detektory v kapalinové chromatografii
Mezi bézné pouzivané detektory patii: spektrofotometricky UV-VIS, fluorimetricky,
refraktometricky, elektrochemicky (amperometricky, coulometricky), vodivostni a hmotnostni

spektrometr (HPLC/MS) [48].

UV-VIS spektrofotometrické detektory

Spektrofotometrické detektory jsou dnes nejcastéji vyuzivané detektory s jejichz
pomoci meéfime absorpci ultrafialového a viditelného zafeni. Analyzované molekuly maji
charakteristické absorp¢ni spektrum, které muze byt vyuzito pro ureni vzorku, jeho
koncentraci a k detekci ne€istot. Zaroven vSak mohou byt rozdily mezi absorpénimi spektry
molekul s podobnou chemickou strukturou pomérné malé. UV-VIS detektory jsou
nedestruktivni a asto se vyuzivaji v kombinaci s dal§im detektorem (fluorimetricky nebo

hmotnostni spektrometr).
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Ve spektrofotometrickém detektoru prochazi mobilni faze pritokovou kyvetou, kterou
proché&zi paprsek zafeni z UV-VIS spektrofotometru. KdyZz vzorek absorbujici v UV-VIS
oblasti prochazi pres tuto prdtokovou komoru, generuje signal, ktery je imérny koncentraci
latky (viz obrdzek 11). Aby se minimalizovalo mimokolonové rozmyvéani vzorku, mél by byt
objem této kyvety co nejmensi. Nejbéznéjsi kyvety maji objem 1az 10 pl a délku 2 az 10 mm
[45, 49, 50].

Cista mobilni faze Referentni

cela detektoru

Fotoelektrické Zdroj
¢lanky uUv-vIS
zarem

Mérnéa cela
detektoru

Mobilni fdze z kolony

Obrazek 11 Dvoupaprskovy UV-VIS spektrofotometricky detektor [51]
Jsou detekovany pouze slou€eniny absorbujici UV-VIS zéfeni, jako napfiklad alkeny,

aromatické latky ¢i slou€eniny s nasobnou vazbou mezi C a O, N nebo S. Mobilni faze by méla
byt zvolena takovd, jenZz absorbuje malé Ci Zadné zareni. Absorpce zafeni je funkci
koncentrace c, podle Lambert-Beerova zakona:
A=£fmce-l 1)
kde A - absorbance, s - molarni absorp¢ni koeficient [bmol-1-cm-1] a | - délka kyvety
[cm].

V souCasné dobé je mozné méfit v UV-VIS oblasti pomoci tfi typl detektord:
s proménnou vinovou délkou, se stalou vinovou délkou a s diodovym polem (diode array) [45,
49]

Detektory se stalou vinovou délkou jsou dnes jen velmi malo pouZivané, avSak stale
nachazeji své uplatnéni jako standard pro méreni pfi vinové délce 254 nm k nastavitelnym
spektrofotometrickym detektorlim. Jako zdroj svétla pfi 254 nm se vyuZivaji rtutové vybojky,
pro 214 nm zinkové vybojky, které jsou izolované pomoci filtru. Vyhodou téchto detektor( je

jednoduchost jejich optické cesty a neni potfeba Z&dného monochromatoru [45, 49].
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Detektory s proménnou vinovou délkou jsou nejvhodnéj§i pro zavedené separacni
metody a kontrolu kvality, kde jsou znamé vinové délky analytt. Vyuziva se difrakéni miizky
pro vybér urcité vinové délky, pred vstupem do kyvety. Tuto miizku lze otocit pro volbu
libovolné vinové délky. Zaznam poméru absorbance na dvou vinovych délkach napti¢ pikem
ukazuje na Cistotu latky. Pro UV oblast se jako zdroj zafeni standardn€ pouziva deuteriova
obloukova lampa a pro viditelné a blizké infraervené zafeni zarovka s wolframovym vldknem.
Spektralni rozliSeni se uréuje disperzi monochromatoru a Sitkou vstupnich a vystupnich stérbin.

Detektory s fotodiodovym polem méfi vSechny vinové délky v rozsahu pfistroje
najednou. Sirokopasmové svétlo nejprve projde pres pritokovou kyvetu se vzorkem a poté na
monochromator, pevnou miizku, ktery rozptyluje paprsek na pole fotodiod, obvykle
obsahuyjicich 512 nebo 1024 kiemikovych fotodiod. Pole fotodiod vyuzivanych v HPLC
detektorech maji maximalni délku asi 25 mm. Musi se proto na tuto délku pfizpusobit cely
rozsah vinovych délek, pro které je urCen. Detektor muze poskytovat méteni celkové spektralni
absorbance eluentu na Case. Vysledny chromatogram pak miize byt trojrozmérny graf zavislosti
absorbance — Cas — rozsah vinovych délek nebo zobrazeni jednoho ¢i vice grafii absorbance na
Case nebo vinové délce (2D data). Protoze detektor zaznamenava celé spektrum, muze
poskytnout mnohem vice informaci o slozeni vzorku, nez je mozné u monochromatické
detekce. Toto umoznilo aplikaci UV-VIS detektord pfi vyvoji metod, nebot muizeme

identifikovat slozky ve smési ¢i neCistoty ve vzorku [45, 48, 49].

Hmotnostni spektrometr

Diky své schopnosti generovat informace o struktufe a molekulové hmotnosti slozek se
stala hmotnostni spektrometrie (MS) velmi dulezitou metodou detekce v HPLC. HPLC-MS
umoziiuje separaci 1 identifikaci ve stejném kroku. Hmotnostni spektrometr se vyuziva hlavné
na kvantitativni a kvalitativni analyzy slozitych vzorkt (napf. télnich tekutin, pfirodnich
produktt, vzorku zZivotniho prostiedi), ale i jako nahrada slozité piipravy vzorku a predseparace
hmotnostnim spektrometrem s vysokym rozliSenim s iontovym zdrojem za atmosférického
tlaku. Vyslednym zdznamem HPLC-MS analyzy je intenzita m/z v Case. Veliina m/z je
bezrozmérna a ziskand vydélenim hmotnosti iontu jeho ndbojem. Jednou z hlavnich nevyhod
je, ze MS je destruktivni technika a vylucuje tedy moznost sbéru frakci.

V soucasnosti se pro HPLC-MS vyuzivaji ionizatory za atmosférického tlaku, kde se
ionizacniho procesu piimo ucCastni mobilni faze. Tyto ionizatory se dé€li na: ionizaci

elektrosprejem (ESI), chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizaci za
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atmosférického tlaku (APPI). Nejcastéji vyuzivané jsou ESI a APCI, APPlje vyuzivana hlavné
pro nepolarni ¢i velmi labilni latky [47, 52, 53].

Kvadrupdlovy analyzator (Q) sestava ze &ty stejnych kovovych ty¢i kruhového prifezu
délky 20-30 cm. Na dveé protilehlé tyCe je vloZeno kladné stejnosmérné napéti U a na zbyvajici
dvé zaporné stejnosmeérné napéti U. Na vSechny ¢tyfi je dale superponovano vysokofrekvenéni
stfidavé napéti V. lon je pfiveden do stfedu osy kvadrup6lu a zatne oscilovat. V dany Casovy
okamzik je vloZen urcity pomér U/V. Oscilace pro tento pomér jsou stabilni pouze pro ion
surcitou hodnotou m/z, ktery projde kvadrup6lem a dostane se na detektor. VSechny ostatni

ionty jsou zachyceny na tyCich kvadrup6lu (viz obrazek 12).

Obrazek 12 Schéma kvadrupoélového analyzatoru [53]

Trojity kvadrupdlovy (QgQ) analyzator je pravdépodobné nejcastéji uzivany MS/MS
instrument. Jedn& se o tfi kvadrupdly sefazené za sebou, pficemzZ prostfedni z nich (q) slouZzi
jako kolizni cela se zavedenym koliznim plynem (viz obrédzek 13). V prvnim kvadrupdlu
dochazi k ionizaci, ve druhém k disociaci atreti slouzi k analyze vzniklych fragmentd.
Zavedenim kolizniho plynu je zplsobena kolizni extrakce iontll vybranych kvadrupdélovym

analyzatorem Q1 [53, 54].

30



Normalni rezim skenovani

Q1 Q2 Q3

Ptenos iontd P¥enos iontd Hmotnostni analyza

MS/MS rezim skenovani

Obrazek 13 Porovnani normalniho a MS/MS rezimu skenovani [53]

Lineérni iontova past se sklada ze Ctyf parabolickych tyCi, které jsou rozdéleny na tfi
Casti - predni, stfedovou a zadni (viz obrazek 14). PFi skenovani jsou opét nestabilni ionty

vypuzovany z pasti Stérbinami ve stfedové Casti [53, 54].

12 mm

RO=4 mm
Hyperbolické tyce
X0=4.76 mm

Y0=4 mm

Y

Obrazek 14 Schéma linearni iontové pasti [53]

1.4 Chromatografie hydrofilnich interakci

U klasickych reverznich fazi je Casto velice komplikované separovat polarni analyty,
nebot” dochazi kjejich eluci v mrtvém retenCnim cCase. Proto byla v roce 1990 objevena
A. J. Alpertem metoda kapalinové chromatografie zaloZzené na hydrofilnich interakcich mezi
stacionarni fazi a separovanymi latkami (HILIC). Tato technika byla plivodné zafazena jako
varianta kapalinové chromatografie s normalni fazi s vodnymi mobilnimi fazemi (ANP LC),

ale mechanismus separace v HILIC je komplikovanéjsi nez v NP-LC [55, 56].
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HILIC je kombinaci chromatografie snormalnimi fazemi, sobracenymi fazemi
aiontové chromatografie (viz obrazek 15). PouzZivd stejné jako NP-LC tradi¢ni polarni
stacionarni faze jako je silikagel, amino nebo kyano skupiny, ale mobilni faze jsou podobné
fazim pouzivanym v reZimu RP-LC. Zaroveil umoZiuje analyzu nabitych latek jako v iontové
chromatografii. Rozdil mezi HILIC a NP-LC je z definice, ktera byla navrhnuta Alpertem.
Pojmu HILIC by se mélo uzit, pokud silné eluujicim rozpoustédlem je voda a retencni
mechanismus je zaloZen na rozdéleni mezi elu¢nim Cinidlem a vrstvou bohatou na vodu, ktera
je CésteCné zachycena ve stacionérni fazi. Retence v NP-LC je fizena pfevazné povrchovou
adsorpci [57, 58, 59].

Obrazek 15 Kombinace vlastnosti bézné uzivanych metod v kapalinové chromatografii pomoci HILIC [57]

Existuje mnoho vyhod HILIC oproti chromatografii s obracenymi fazemi. Pro nékteré
polarni neutrédlni latky je HILIC prakticky jedinou technikou dosahujici dostate¢né retence pro
separaci. Napfiklad uracil mdze vykazovat dobrou retenci v HILIC, zatimco v RP-LC je uzivan
jako marker mrtvého objemu. HILIC ov3em neni vhodny pro tak Siroky rozsah sloucenin jako
RP-LC. Neutralni nepolarni latky maji obecné v HILIC velmi malou retenci, ale je cennou
dopliikovou technikou k RP-LC. HILIC lIze aplikovat na separaci malych molekul, ale také na
peptidy Ci dokonce na velké proteiny. Dalsi vyhodou je snadné propojeni s detektory

vyuZivajici odpafovani rozpoustédla [56, 57, 60].
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1.4.1 Mechanismus separace HILIC

Stacionarni faze je polarnéjsi nez vodna mobilni faze a diky tomuto uspofadani je mozné
délit polarni analyty. Nepolarni latky nevykazuji afinitu ke stacionarni fazi anejsou tedy
zadrZovany. Separace HILIC je fizena primarné hydrofilnimi proton donor-akceptorovymi
a dipél-dipélovymi interakcemi se solutem. Interakce probihaji jak s povrchem stacionarni
faze, tak i s kapalinou okludovanou najeho povrchu v difazni vrstvé. U slabych kyselin a bazi
se uplatiiuji i druhotné interakce (napf. elektrostatické interakce). Aby mohlo dojit k hydrofilni
interakeci, je tfeba aby se na povrchu sorbentu SF vytvofila hydrofilni vrstva (z angl. ,,water-rich

layer”, viz obrazek 16) [55, 61].

Stacionarni faze vrstva vody mobilni organicka faze

Obrazek 16 Diflizni vrstva vody na povrchu polarniho sorbentu [61]

Mobilni faze je obvykle acetonitril (50-99 %, v/v) ve vodé. Elektrostatické odpuzovani
(druhotné interakce) lze omezit pfidanim pufru - amonnych soli organickych kyselin, napf.
mravencan nebo octan amonny. Toto plati pfedevSim pro negativné nabitou stacionarni fazi na
bazi silikagelu. Amonné soli se vyuZivaji v milimol&rnich koncentracich ajsou schopné
kompenzovat negativni néboj stacionarni faze. Volba vhodné amonné soli zavisi
na rozpustnosti v mobilni fazi s vysokym obsahem organického rozpoustédla. Typ stacionarni
a slozeni mobilni faze ovliviuji vysledny mechanismus separace podobné systému
s normalnimi fazemi - retence latek se zvySuje sjejich polaritou a klesa s rostouci koncentraci

vodné slozky (poléarngéjsiho rozpoustédla) v mobilnich fazich s vysokym obsahem acetonitrilu.
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Pti nizSich koncentracich acetonitrilu se méni mechanismus retence a odpovida separacim
v RP-LC — retence roste s rostoucim obsahem vody v mobilni fazi [55, 61].

Optimalizovat mizeme i dalSi parametry, v zavislosti na pozadovanych vlastnostech
separacniho média, napf. pro zvyseni ionizace pii MS detekci je mozné mobilni fazi obohatit
ptidavkem organické kyseliny (napt. kyselina mravenci). Retenci 1ze ovlivnit teplotou — vyssi
teplota kolony snizuje Sitku difizni vrstvy vody, zejména v mobilnich fazich obsahujicich nizsi
koncentrace acetonitrilu; aciditou mobilni faze — zména pH méni ionizaci silanolu, ale také
relativni ionizaci vzorku, tedy i jeji retenci, koncentraci pouzité soli v MF — vysoky obsah
acetonitrilu snizuje Sitku diftzni vrstvu vody, zaroven vysoka koncentrace octanu amonného
maé opacny ucinek [55, 62, 63].

Mechanismus separace se stale jevi jako slozity a malo probadany, coz muze
predstavovat prekazku pro S§irSi pfijeti této techniky. Nicméné vetsi porozuméni ucinku

nékterych jednoduchych parametrti by mohlo vést k pfimé&jsimu vyvoji metod [60].

1.4.2 Stacionarni faze pro HILIC

Stacionarni faze v HILIC musi byt, stejné€ jako u chromatografie s normalnimi fazemi,
polarnéj§i nez faze mobilni. Ve skuteCnosti vétsSina separaci HILIC byla dfive provadéna na
kolonach typickych pro systém normalnich fazi (napf. s amino- nebo kyano- skupinami a
silikagelem), protoze bylo dostupnych pouze par HILIC kolon (viz tabulka 1). V poslednich

letech ale jiz bylo pro HILIC vyvinuto mnoho specialnich fazi s riznymi funkcemi [55, 64].

Tabulka 1 Stacionarni faze pouzivané pii HILIC [55]

Stacionarni faze Chemicka struktura

a. silikagel -OH

kyanopropyl «(CH,)3CN
aminopropyl -(CH2)3-NH,

diol —HZC—CliH—CHZ—OH
OH
b. PAC {HzC—CHAp
I
g=o"
HO
c. ZIC CHs

—HZC—ITIL(CHZ)3—SO3'
CH,
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Bé&zné se vyuzivaji polarni chemicky vazané faze na partikularnim nebo monolitickém
nosiCi. NejcCast€ji se jedna o klasickou silikagelovou stacionarni fazi modifikovanou riznymi
funk¢nimi skupinami. Stacionarni faze lze §iroce rozdélit na faze, které maji v podstate
neutralni povrch (napf. amid nebo diol), kysely povrch (napf. poly(2-sulfoethyl) — ma skupiny
sulfonovych kyselin) a ty, které maji bazicky povrch (napt. s alkylamino skupinami). Existuji
i dalsi kategorie, jako zwitterionické kolony, které se mohou chovat podobné jako neutralni
kolony diky blizkosti negativn€ a pozitivné nabitych ligandd. Dalsi skupinou je samotny
silikagel, ktery diky pfitomnosti negativné nabitych silanolovych skupin vykazuje kyselé
vlastnosti, zejména pii vy$sim pH [55, 60].

Obecné se sila polarnich interakci s analyty zvySuje v potadi: kyanopropyl < diol <
aminopropyl << silikagel staciondrni faze. Relativné Casto pouzivané jsou v HILIC
aminopropyl-silikagelové kolony [65].

Zmeéna stacionarni faze je pravdépodobné neju¢innéj$im zpusobem, jak zménit
selektivitu separace. To je zndzornéno na obrazku 17 pro neutralni uridin (1), kyselinu
4-hydroxybenzoovou (2) a bazicky nortiptylin (3) s pouzitim 5 mmol/l mravencanu amonného
v 95 % acetonitrilu. Oba Cisté silikagely (BEH silica a Cortecs silica) vykazuji preferencni
retenci nortriptylinu diky interakcim s negativné nabitymi silanoly. Nizka porozita silikagelti
(7-9 % v 89 % acetonitrilu) a jejich Spatna hydrofilni selektivita vysvétluje nizkou retenci
uridinu. Vazané faze maji méné silanoll, které navic mohou byt ¢asteCné stinény. To vede
k nizké retenci nortriptylinu na zwitteriontové a amidové fazi. Snizena interakce silanoli
a dobra hydrofilni selektivita téchto fazi umoziuje lepsi retenci neutralnich a kyselych latek.
Vyrazna zmeéna v selektivit¢é mezi riznymi kolonami v HILIC je vyhodou oproti metodam

s obracenymi fazemi, ve kterych ma tato vymeéna mensi vliv na selektivitu [60].
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Obrazek 17 Selektivita réznych stacionarnich fazi v HILIC [60]

Silikagel

Nemodifikovany silikagel m& ur€ité vyhody pro vyuziti v HILIC ve srovnani
s chemicky vazanymi staciondrnimi fazemi, nebot nepodléhd , krvaceni“ vazané faze z kolony,
a proto je také stale nejvice vyuZzivanou stacionarni fazi (viz obrazek 18). Silikagel se déli na
tfi typy, které se lisi v Cistoté v zavislosti na technologii pfipravy: typ A, B a C.

Typ A je pfipravovan vysrazenim z roztokd kfemicitand a je vyrazné kontaminovan
kovy, coz zpUsobuje silné zadrzovani ¢&i asymetrické piky. Typ B jsou vysoce Cisté sférické
Castice silikagelu, které poskytuji lepsi separace. Tento typ je v HILIC nejCastéji pouzivanym
materidlem kolon aje stabilni pfi stfednim az vy38im pH. Silikagel s hydrosilovanym povrchem
(typ C), ktery ma na povrchu nepolarni skupiny Si-H namisto Si-OH, je méné polarni nez jiné

typy silikagell a mlzZe byt pouZit pro separaci kyselin nebo zasad v rezimu NP-LC [65, 66].
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Obrazek 18 Vyuziti stacionarnich fazi v HILIC [67]

1.4.3 Mobilni faze pro HILIC

SloZeni mobilni faze pro HILIC chromatografii je v podstaté stejné jako v RP-LC.
Dopad sloZzeni mobilni faze na retenci HILIC se vSak vyrazné lisi od RP-LC. Mobilni faze
v RP-LC je vice hydrofilni neZz stacionarni faze, ale méné nez stacionarni faze v HILIC.
Hydrofilni interakce vCetné iontové vymeény a vodikovych vazeb mezi analyty a stacionarni
fazi jsou mnohem vyraznéjsi nez v RP-LC [68].

Typickd mobilni faze v HILIC obsahuje pol&rni organickd rozpoustédla misitelna
svodou, jako je acetonitril s malym mnoZstvim vody. Lze vSak pouZzit libovolné aprotické
rozpoustédlo, které je misitelné svodou (napf. tetrahydrofuran nebo dioxan). Rada autord
zkoumala G¢inek pouziti alkoholl, jako napfiklad methanol, ethanol a isopropanol, jako plnou
Ci CasteCnou nahradu za acetonitril ¢i vodu. Bylo ovSem prokadzano, Ze smési methanolu a vody
v HILIC selhavaji, protoZze podobnd afinita povrchu silikagelu k vodé a methanolu brani
preferencni adsorpci a tvorbé vodné vrstvy. Acetonitril mé také vyhodu pro UV detekci, nebot’
v této oblasti neabsorbuje, a to i pfi niZzSich vinovych délkach. Vybér organického rozpoustédla
vyznamné ovliviiuje selektivitu separace analytl. Nejsilnéjsim parametrem ovliviiujicim
selektivitu je hodnota pH [56, 57, 69].

V MF pro HILIC se vyuZiva bohatého organického prostfedi, obvykle 5-40 % vody
nebo pufru. Obvykle jde o tékavy mraventan amonny nebo octan amonny, pokud se vyuZiva

HILIC ve spojeni s MS nebo aerosolovy detektor nabitych €éastic (CAD). TlouStka a sloZeni
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vodné vrstvy adsorbované na stacionarni fazi ma velky vliv na retenci. Obecné je vyzadovano
minimalné 2 % pufrované vody, aby se tato vodna vrstva vytvortila. [67, 70].

Pro volbu vhodného organického modifikatoru pro mobilni fazi se vyuziva eluotropicka
fada. Ta tadi rozpoustédla podle zvysuyjici se eluce. Sily rozpoustédel v HILIC lze ptiblizne
sefadit takto: aceton < isopropanol ~ propanol < acetonitril < ethanol < dioxan <
dimethylformamid ~ methanol < voda [57, 69]

Separace HILIC se provadi bud vizokratickém rezimu s vysokym procentem
acetonitrilu nebo s gradienty pocinaje vysokou koncentraci acetonitrilu (s prahem 95 %),
nasledovani zvySenim koncentrace vody az o 50 % a nakonec navratem do vychoziho stavu

[70]

1.4.4 Vyhody a nevyhody HILIC

Jednou z hlavnich vyhod je separace polarnich a ionizovanych slouCenin. V b&zné
RP-LC jsou tyto latky velmi Spatn€ zadrzovany a jsou vétsSinou eluovany v blizkosti mrtvého
objemu. Pro meéteni téchto latek je tak nutna modifikace klasické RP-LC.

Mnoho vyhod HILIC separace prameni z vyuziti vysokych koncentraci acetonitrilu
(obvykle 60-95 %) v mobilni fazi. Nizka viskozita mobilni fdze umoziuje pouziti dlouhych
kolon nebo rychly pritok s normalni kolonou. Lze tedy dosahnout zvySeni rychlosti analyz [60,
71,72].

Nizka viskozita, vysoka tekavost a nizké povrchové napéti vysokych koncentraci
acetonitrilu vedou také k vyssi citlivosti v hmotnostni spektrometrii s ionizaci elektrosprejem
(ESI-MS). V praméru bylo dosazeno piiblizné trojnasobného zvyseni citlivosti pro podminky
HILIC ve srovnani s podminkami pro reverzni tazi [60].

HILIC ma ovSem i1 fadu omezeni. Kupfikladu nerozpustnost nékterych sloucenin ve
vysokych koncentracich acetonitrilu. Vzorek tedy muze byt rozpustén v rozpoustédle s vyssi
eluotropni silou, nezZ mé& mobilni faze (tzn. zvySeni koncentrace vody), ale tim se zhorSuje tvar
piku. Tento GCinek 1ze zmirnit davkovanim malych objemi, ¢i rozpusténim sloucenin s nizkou
molekulovou hmotnosti v isopropylalkoholu (IPA) nebo smési acetonu a IPA v poméru 50:50
(v/v). Pouziti slab§iho rozpoustédla, pro zabranéni zkresleni piku, u biofarmak nelze, kvuli

mozné denaturaci nebo srazeni proteinti v mobilni fazi [60, 67, 71].

1.4.5 Nékteré aplikace HILIC
Aclkoliv chromatografie s normalnimi fazemi s vodnymi eluenty je zndma pomérné
dlouhou dobu, pro aplikace HILIC trvalo ptekvapive dlouhou dobu, nez se uplatnila i mimo

oblast analyzy sacharidd. Dnes je ovSem HILIC nepostradatelnou technikou pro analyzu
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polarnich a ionizovanych soluttl a ve skutecnosti je upfednostiiovan i u vzorkt ptistupnych pro
analyzu RP-LC z davodu ptiznivého spojeni s MS ajinymi detektory, jako je detektor UV,
fluorescence, indexu lomu ¢i aerosolovy detektor nabitych Castic [57, 58, 60].

Prednostné se tato metoda uziva v separaci aminokyselin a peptidd, ale své uplatnéni
nalézd i v separaci oligonukleotidi, slozek nukleovych kyselin acukri (oligo- i
polysacharidi). Zaroven se ale vyuziva i pro méfeni nizkomolekularnich organickych latek

[55].

Bioanalyza a farmakokinetika

HILIC se uziva v modernim farmaceutickém vyvoji, kde jsou u€inné latky analyzovany
ve velmi nizkych koncentracich. Mnoho modernich 1€€iv jsou vysoce polarni slouCeniny
a analyza pomoci RP-LC je pro n€¢ nevhodna [58].

HILIC se etabloval jako zakladni technika pro monitorovani glykand v léCivech,
monoklonélnich protilatek (mAb), urfenych pro =zacileni na specifické antigeny.
Pti charakterizaci mAb nebo jejich biologickych podobnosti je nutné vyuzit analytickych
metod. Asi 10 cukril je bézn¢€ obsazeno v glykanech. N-glykany mohou byt §t€peny z mAb a ty
poté mohou reagovat napiiklad s 2-aminobenzaminem (2-AB) za vzniku fluorescencnich
derivati. Derivaty 2-AB jsou ovSem kvuli své Spatné ionizani schopnosti obtizné
detekovatelné v ESI-MS, proto byl nedavno navrzen alternativni derivat, ktery méa dobrou
fluorescencni citlivost, ale 1 citlivost na ESI-MS. Tyto derivaty pak mohou byt analyzovany

s HILIC-MS [60]

Aminokyseliny a peptidy

Aminokyseliny jsou obecné latky kombinujici hydrofilni, hydrofobni a iontové ligandy
¢i strukturni znaky. Aminokyseliny jsou, stejné jako peptidy a proteiny, amfoterni latky. Mohou
existovat v neutralni formé ¢i jako slaba kyselina nebo baze, v zavislosti na pH. Kazda
aminokyselina je ale odlisna od ostatnich, coz umoziuje jejich rozdéleni vybérem vhodné
stacionarni a mobilni faze, pH a gradientnich podminek. Oc¢ekévana retence aminokyselin za

podminek HILIC je uvedena na obrazku 19 [73].
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Obrazek 19 Ocekavané poradi eluce aminokyselin za podminek HILIC, zaloZené na fyzikalné-chemickych
vlastnostech postranniho Fetézce aminokyselin [73]

Antibiotika

Pfitomnost rezidui antibiotik v environmentalni vodé je velkym problémem jak pro
vodni ekosystémy, tak pro vefejné zdravi, zejména z diivodu jejich potencialu pfispét k rozvoji
mikroorganismd rezistentnich na antimikrobialni latky. K monitorovani polarnich antibiotik
v Zivotnim prostfedi je HILIC uZiteCnou metodou [74].

Aminoglykosidova antibiotika jsou extrémné polarni latky a nejsou uc€inné oddéleny
bé&Zznymi kolonami C18 v RP-LC. K oddéleni hydrofilnich slouenin pomoci LC se obvykle
vyuziva chromatografie iontovych pard (IPC) & HILIC. Pro méfeni aminoglykosid( pomoci
HILIC, musi byt kazdy analyt ve formé jednoho iontu, aby se sniZila asymetrie a chvostovani

pikd. Toho lze dosahnout Gpravou pH [74].

Potraviny

Béhem poslednich dvou desetileti si HILIC ziskala popularitu pro separaci a analyzu
mnoha sloudenin v oblasti potravin, v¢etné kontaminantt, toxickych sloucenin a organickych
Zivin - nukleosidy, nukleotidy, kyseliny mocové a kreatininu, aminokyselin, cholinl ajejich
pfibuznych sloucenin, slouCeniny s fosfolipidy, sacharidy, umél4 sladidla a polyfenolické
slouCeniny [75].

Pfikladem novéjSich studii z oblasti potravin je rozdéleni popularné konzumovanych

losost a pstruhl podle fosfolipidového profilu. Byl odhalen rozptyl téchto molekul mezi lososy
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a pstruhy. Toto urCeni muze byt uzitecné v budoucim identifikovani druhu lososu a zabranit tak

problému s nespravnym oznacenim [76].

1.5 Stanoveni paracetamolu a jeho metabolitu

Potteba klinické toxikologie vyzaduje rychly, spolehlivy a vysoce specificky odhad
APAP ve vzorcich plazmy, pro ureni potieby antidotové terapie. I proto je dulezité vyvinout
jednoduchou, levnou, citlivou a presnou analytickou metodu pro stanoveni paracetamolu. Pro
stanoveni paracetamolu a jeho metaboliti samostatn€ ¢i ve smésich byla popsana fada metod
vcetne fluorescencni spektrometrie, voltametrie, kapilarni elektroforézy, chromatografie na
tenké vrstv€, kalorimetrie, micelarni elektrokinetické chromatografie a imunologickych testt.

[77, 78].

1.5.1 Kapalinova chromatografie s UV detekci

Pro kvantitativni analyzu APAP a jeho metabolitd bylo jiz popsano velké mnozstvi
metod, ale nejCasteji se vyuziva vysokoucinna kapalinova chromatografie s detekci UV
zatenim (HPLC-UV). Neni vSak snadné analyzovat pomoci UV detektoru né€kolik metabolitti
APAP soucasné€ vzhledem k jejich podobnym strukturam a fyzikaln€-chemickym vlastnostem.
Proto se v tomto piipad€¢ vyuziva také MS detekce, kterd je schopné selektivné analyzovat
jednotlivé slouceniny [79].

Il. faze biotransformace paracetamolu byla studovana na vzorcich moci pacientt
HIV +/AIDS. Autoti Di Girolamo ef al. vyvinuli metodu pro soucasné stanoveni paracetamolu
a jeho sulfatovych a glukuronidovych metabolitd s vyuzitim HPLC/UV s moznosti piepinani
vlnovych délek. Separace byla provedena na C18 kolon¢ s velikosti Castic 5 um. Jako mobilni
faze byl pouzit octanovy pufr (pH 3,5) s acetonitrilem modifikovanym 0,35 % kyselinou
trifluoroctovou. Glukuronid a sulfat byly detekovany pfi 260 nm s retencnimi Casy 4.8
a 8,5 min a paracetamol byl detekovan pfi 240 nm v reten¢nim ¢ase 19 min [80].

V roce 2003 Vertzoni ef al. optimalizovali a validovali metodu HPLC-UV s detekci pfi
242 nm pro stanoveni konjugati APAP (A) ajeho hlavnich metaboliti glukuronidu (AG)
a sulfatu (AS) v krali¢i plazmé a moci po podani toxické davky. Separace byla provedena na
C18 koloné s velikosti ¢astic Sum. Jako mobilni faze byl pouzit 0,05 mol/l vodny pufrovany
roztok KH2PO4 obsahujici 1 % CH3COOH a methanolu (pH 6,5). Jako interni standard byl
pouzit m-aminofenol (IS). Na obrazku 20 lze wvidét reprezentativni chromatogram
plazmatického roztoku s obsahem paracetamolu (A), jeho metabolitd (AG, AS) a vnitiniho
standardu (IS) eluované pii 11,9, 3,2, 7,8 a 6,3 minutach. Koncentrace standardu byly 50, 50,
50 a 20 mg/ml [81].
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Obrazek 20 Chromatogramy plazmatického roztoku neobsahujiciho (a) a obsahujiciho (b) paracetamol ajeho
metabolity [81]

V reSerSi od HanySové, Kastnera a KlimeSe z roku 2005 je uvedeno nékolik metod pro
detekci oxidacnich produktl 4-aminofenolu za pomoci HPLC-UV. Byly pouzity kolony
Merckogel PGM a C1. Jako mobilni faze slouzil fosfatovy pufr (pH 6-7) aUV detekce
probihala pfi 280 nm [82].

Vzhledem k toxicité NAPQI vyvinuli roku 2010 Flores-Pérez et al. jednoduchou,
selektivni a spolehlivou metodu kvantifikace APAP a NAPQI s pouZitim 100 ml vzorku plazmy
na RP-HPLC s UV detekci. Byla pouzita C18 kolona a izokraticka eluce smési voda, methanol
a kyselina mravenci. Linearita metody byla v rozmezi 1-30 mg/ml pro APAP a 10-200 mg/ml
pro NAPQI. Detekéni limity byly stanoveny pro oba analyty na 0,1 mg/ml. Tato metoda mUze
byt vyuZita pro stanoveni hladiny APAP ve farmakokinetice €i pfi monitorovéni l1é€iv v plazmé
u déti. Zaroven je tento test velmi vhodny pro detekci NAPQI pfi monitorovani IéCiv u pacient(
s diagndzou intoxikace paracetamolem [83].

V roce 2012 vypracovala firma Thermo Fisher Scientific informacni list najejich urea-

HILIC kolonu s velikosti ¢astic 2,6 pm. Kolona byla vyuZita na sou¢asné méreni paracetamolu,
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aspirinu a kyseliny salicylové. Jako mobilni faze slouZili acetonitril, voda s pfidavkem 100
mmol/l octanu amonného (pH = 4,9) a UV detekce probihala pfi vinové délce 230 nm. Na
obrazku 21 je uveden chromatogram separace paracetamolu (1), kyseliny salicylové (2) a
aspirinu (3) pfi dvou prdtocich. Spodni chromatogram byl méfen pfi pritoku 300 pl/min a
vrchni chromatogram pfi pritoku 600 pl/min. Tato analyza je velmi vhodna pro rychlou

identifikaci pfi ureni typu otravy témito IéCivy [84].

Obrazek 21 Chromatogram separace paracetamolu, kyseliny salicylové a aspirinu [84]

V roce 2013 publikovali Ali et al. ¢lanek popisujici stanoveni paracetamolu sou¢asné
s hyoscin-#-butylbromidem pomoci RP-HPLC. Pro separaci byla pouzita C18 kolona (velikost
¢astic 5 pm) ajako mobilni faze smés voda-methanol (50:50, v/v). Jeji pH bylo upraveno
pomoci kyseliny trifluoroctové na 3,9. Pro detekci paracetamolu byla pouZita
UV spektrofotometrie pfi 210 nm. Metoda byla uspé3né pouZita na stanoveni APAP v rozmezi
koncentraci 2,0-50,0 pg/ml [85].

V publikaci z roku 2016 Babu et al. uvadi metodu RP-HPLC pro sou€asné stanoveni
paracetamolu a cefiximu v kréli¢i plazmé. Separace byla provedena na C18 koloné s velikosti
castic 5 pm ajako mobilni faze byla pouzita smés fosfatoveho pufru (pH 6,4) a acetonitrilu
v poméru 80:20 (v/v). Byla vyuzita UV detekce pfi 245 nm [86].

Tabletova forma chlorfenamin maleatu, paracetamolu a kofeinu je volné prodejny 1ék

bézné pouzivany k IéCbé nachlazeni a kaSle. Proto roku 2016 Acheampong et al. vyvinuli

metodu pro simultanni stanoveni téchto latek pomoci RP-HPLC. Byla pouZita kolona C18
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s velikosti Castic 5 um s izokratickou smési methanolu a 0,05 mol/l pufru dibazického fosfatu
(pH 4,0) v poméru 30:70 (v/v). Detekce byla provedena pomoci UV detektoru pii vinové délce
215 nm [87].

1.5.2 Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Kombinace dvou analgetik s komplementarnimi mechanismy ucinku muize zvysit
analgezii a souCasn¢ snizit riziko nezadoucich U¢inkd. V roce 2007 predstavili Zhu et al.
metodu HPLC-ESI-MS pro soucasné stanoveni paracetamolu a tramadolu v lidské plazmé.
Separace probéhla na kyano-silikagelové koloné s velikosti Castic 5 um s mobilni fazi
10 mmol/l octanového pufru a 0,5 % kyseliny mravenci a methanolu (40:60, v/v). Analyty byly
stanoveny pomoci ionizace elektrosprejem s kvadrupolovym hmotnostnim spektrometrem
v pozitivnim rezimu SIM (selected ion monitoring). Experimentalni vysledky prokazaly, ze
piidavkem kyseliny mravenci byla zvysena citlivost MS vici analytim a jejich reten¢ni Casy
se zkratily. Tato metoda byla vyuzita ke studiu farmakokinetiky nového slozZeni tablety
tramadolu s paracetamolem [88].

Dalsi Castou kombinaci v tabletové formée je paracetamol s aceklofenakem. Pouziva se
u dospélych na akutni bolestivé stavy pro ulevu od onemocnéni souvisejicich s bolesti
a zanétem jako je osteoporoza, revmatoidni artritida, bolest dolnich zad, bolest zub ¢i angina.
Siroce rozsifené pouziti tohoto kombinovaného farmaceutického produktu vedlo Khan ef al.
k vyvoji analytické metody pro soucasné stanoveni obou slozek. Byla vyvinuta metoda UHPLC
(ultra-high performance liquid chromatography) s hmotnostni spektrometrii pro separaci
a stanoveni aceklofenaku, paracetamolu ajejich hlavnich produktd rozkladu (diklofenak
a p-aminofenol). Pro separaci byla vyuzita C18 UHPLC kolona s velikosti Castic 1,7 um za
pouziti izokratické mobilni faze sestavajici z acetonitrilu a 2 mmol/l octanu amonného (40:60,
v/v). Jako hmotnostni analyzator byl vyuzit kvadrupdl s analyzatorem doby letu (Q-TOF)
v pozitivnim rezimu. Metoda muze byt pouzita pro analyzy kontroly kvality pro sledovani
hladiny degrada¢nich produktt ve voln€ ulozenych 1é¢ivech ¢i ve farmaceutickych formulacich
[89].

Vzhledem k omezenému mnozstvi informaci o farmakokinetice paracetamolu a dal§ich
1é¢iv u predCasné narozenych déti, byl roku 2008 vyvinut Zhangem et al. test LC-MS/MS pro
soucasné stanoveni paracetamolu, kofeinu, felytoinu, rantidinu a theofylinu v malém objemu
lidské plazmy. Ve vzorku plazmy byly nejprve srazeny methanolem proteiny a byl pfidan
vnitini standard. Poté byl vzorek separovan na kolone¢ C18 s velikosti ¢astic 3 pm

s gradientovou eluci za pouziti smé&si vody a methanolu jako mobilni faze s pfidavkem kyseliny
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mravenci. Detekce byla provadéna pomoci MS sionizaci elektrosprejem atrojitym
kvadrupdlem. VSechny analyzy byly provedeny v rezimu MRM (multiple reaction monitoring).
Na obrazek 22 Ize vidét MS/MS produktové spektrum paracetamolu [90].

Ve studii z roku 2012 byla pfedstavena metoda tandemové MS pro zvySeni presnosti
analyzy z ddvodu pfitomnosti iontd analytu i jeho specifickych fragmentli. Pomoci metody
LC-MS/MS byl kvantifikovan APAP ajeho Sest hlavnich metabolitl v plazmé potkand. Tato
metoda poskytovala vysledky s vysokou citlivosti v fadech ng/ml. Analyty byly separovany na
C18 koloné s velikosti ¢astic 5 pm a méfeny pomoci MS s trojitym kvadrupdlem. Mobilni faze

byla sloZena z 0,1% kyseliny mraven¢i ve vodé a acetonitrilu [79],
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Obréazek 22 MS/MS spektrum paracetamolu [90]
Nékolik studii prokadzalo korelaci koncentrace APAP-CYS v plazmatické ajaterni

toxicitt APAP. Koncentrace proteinu APAP-CYS v plazmé mUlzZe byt tedy méfena pfi
diagnostice pfedavkovani jako specificky biomarker pro stanoveni expozice a toxicity APAP.
Proto byla v roce 2013 Hairinem et cil. vyvinuta a validovana metoda LC-MS/MS pro stanoveni
APAP-CYS v lidské plazmé, kterd byla proké&zéana jako rychld, citliva a reprodukovatelna. Na
chromatografickou separaci byla pouzita 0 8 kolona (velikost €astic 3 pm). Mobilni faze
sestavala z mravenc¢anu amonného ve vodé av acetonitrilu. Jako analyzator byl pouZit trojity
kvadrupdl sionizaci elektrosprejem v rezZimu MRM. Tato metoda byla UspéSné vyuZita

v predbézné klinické studii ke stanoveni koncentrace APAP-CYS u 46 pacientd

pfedavkovanych paracetamolem [91],
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V roce 2013 vyvinuli Cesla et al. metodu LC-MS/MS pro stanoveni dvou metaboliti
paracetamolu — acetaminofen-glutathion a acetaminofen-cystein. Byla pouzita C18 kolona
(velikost Castic 2,6 um) s gradientovou eluci methanol-voda. Pro identifikaci a kvantifikaci
metaboliti byla vyuzita tandemova QTRAP MS s ionizaci elektrosprejem v rezimu MRM.
Podminky detekce byly optimalizovany pfimym vstfikovanim standardi do hmotnostniho

spektrometru (viz tabulka 2) [28].

Tabulka 2 Optimalizované podminky pro MS/MS detekci APAP a jeho dvou metaboliti [28]

APAP APAP-SG  APAP-CYS
MRM piechod 152,0/109,9  454,9/271,9  271,0/140,0
Rezim polarity pozitivni negativni pozitivni
Deklasteracni potencial, DP [V] 71 -65 62
Kolizni energie, CE [V] 21 -22 33
Vystupni potencial kolizni cely, CXP [V] 8 -9 10
Dwell time [ms] 100 100 100

Paracetamol je astym kontaminantem povrchové vody a z nich se odstratfiuje pomoci
mykoremediace. Cilem studie Esterhuizen-Londta ef al. bylo vyvinout metodu pro stanoveni
paracetamolu pomoci LC-MS/MS ve vodni houb& Mucor hiemalis a tuto metodu poté pouzit k
vyhodnoceni schopnosti vychytavani paracetamolu. Analyza byla provadéna na C18 koloné
(velikost Castic 2,6 um) a na hmotnostnim spektrometru s ionizaci elektrosprejem a trojitym
kvadrupolem. Jako mobilni faze byla pouzita voda a methanol, oba obsahujici pridavek
kyseliny mravenci. Vysledkem byla robustni, citliva a reprodukovatelnd metoda s dolni mezi
kvantifikace 5 pg paracetamolu v koloné. Navic bylo zjisténo, ze M. hiemalis absorbuje
paracetamol a je tedy povazovan za vhodného kandidata pro dalsi studie [92].

I pfestoze paracetamol i jeho metabolity jsou polarni latky, v literature se vyskytuje
pouze omezené mnozstvi praci, které se zabyvaji jejich méteni pomoci HILIC. Proto bylo cilem

této diplomové prace overeni moznosti této separace.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité pristroje a chemikalie

Pristroje:

kapalinovy chromatograf Agilent 1200 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA),

binérni cerpadlo (Agilent 1200, G1312B),

autosampler (Agilent 1200, G1367C),

termostat kolon (Agilent 1200, G1316B),

UV detektor s proménou vinovou délkou (Agilent 1200, DAD, G1315C)
hmotnostni spektrometr SCIEX QRAP 4500 (AB Sciex, Framingham USA)
UV-VIS spektrofotometr Shimadzu UV-2600 (Kyoto, Japonsko)

analytické vahy Sartorius (Sartolex, spol. s.r.o., Usti nad Labem CR),

ultrazvukova lazen.

Chromatografické kolony:

kolona Luna 3 um HILIC 200 A, 150 mm x 3 mm (Phenomenex, California, USA),
kolona Luna 3um NH2 100 A, 150 mm x 2 mm (Phenomenex, California, USA),
kolona Ascentis Express OHS HPLC, 10 cm x 2,1 mm % 2,7 pm (Supleco analytical
products, Bellefonte, USA),

kolona Ascentis Express ES-CN HPLC, 10 cm x 2,1 mm X 2,7 um (Supleco
analytical products, Bellefonte, USA).

Chemikalie:

acenaften (Cistota 99 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)),

acetonitril (gradient grade for liquid chromatography, LiChrosolv, Darmstadt,
Germany),

APAP (Merck, USA),

APAP-CYS (Ratiochem, CR),

APAP-NAC (Ratiochem, CR),

APAP-SG (Ratiochem, CR),

kyselina mravenci (Cistota > 98,0 %, Honeywell International, North Carolina, US),
kyselina octova (Cistota > 99 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),

mravenc¢an amonny (¢istota > 99 %, Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA),

octan amonny (Cistota > 98 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
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2.2 Podminky HILIC separace s UV-VIS detektorem pro analyzu
paracetamolu a jeho metabolitt

Priprava vzorki:

Malé mnozstvi pevného vzorku bylo rozpusténo v 1,5 ml acetonitrilu. Takto byl
ptipraven vzorek APAP, APAP-SG, APAP-CYS, APAP-NAC a acenaften. Vzorek APAP byl
rozpustén také v 1,5 ml vody pro moznost porovnani separace. Takto pfipravené vzorky se

vyuzivaly k mefeni za podminek HILIC.

Podminky pro analyzu paracetamolu a jeho metabolitu:

Veskeré analyzy probihaly pfi pratokové rychlosti 0,2 ml/min. Termostat byl nastaven
na 30 °C a pro UV detekci byly zvoleny vinové délky 200, 220 a 243 nm. Objem vstiikovaného
vzorku byl 2 ul.

2.3 Optimalizace metody pro stanoveni paracetamolu a jeho metabolitu

Postup:

Pro stanoveni paracetamolu a jeho metaboliti bylo vyuzito vysokoucinného
kapalinového chromatografu Agilent 1200 v podminkéch pro HILIC separaci s UV detektorem
s proménnou vinovou délkou. Stanoveni bylo provedeno na ¢&tyfech raznych kolonach
uvedenych vySe. Soucasti HPLC systému byly dveé pumpy, kolonovy termostat a autosampler.

Byla provedena izokratickd i gradientové eluce.

Volba mobilni faze:

Jako mobilni faze byly pouzity acetonitril a voda s ptidavkem aditiv. Zvolend aditiva
byla 0,1 % kyseliny mravenci, 0,1 % kyseliny octové, 10 mmol/l mravenc¢anu amonného,
10 mmol/l octanu amonného a 20 mmol/l octanu amonného.

Tyto mobilni faze byly na zéklad€ retencnich charakteristik separovanych latek

porovnavany a nejvhodnéjsi smeési byl ur€en 20 mmol/l octan amonny.

Priprava mobilni fize:

Na izokratickou analyzu byly jako mobilni faze pfipraveny roztoky 20 mmol/l octanu
amonného v acetonitrilu a vod€. Procenta acetonitrilu Cinila 90, 95, 96, 97, 98 a 99 %.
Na gradientovou eluci byly pfipraveny roztoky 20 mmol/l octanu amonného v acetonitrilu
avodeé 80:20 (v/v, mobilni taze B) a 20 mmol/l octanu amonného v acetonitrilu a vod€ 98:2

(v/v, mobilni faze A). Podminky gradientové eluce jsou uvedeny v tabulce 3.
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Volba vhodné chromatografické kolony:

Na zaklad¢€ retencnich charakteristik byla zvolena vhodna stacionarni faze pro
izokratické rozdéleni vzorkd. Byly pouzity ctyfi kolony srozdilnou stacionarni fazi:
silikagelova kolona Luna HILIC 200 A (150 mm x 3 mm x 3 um), aminopropylsilikagelové
kolona Luna NH2 100 A, (150 mm x 2 mm x 3um), diolova kolona Ascentis Express OH5
HPLC (10 cm x 2,1 mm x 2,7 um) a nitrilova kolona Ascentis Express ES-CN HPLC (10 cm
x 2,1 mm x 2,7 um). U vSech kolon byla provedena izokraticka eluce jednotlivych vzorku.
Nejlepsi retencni charakteristiky vykazovala diolova kolona. U této kolony byla poté zmétena

gradientova eluce smeési paracetamolu a jeho metaboliti podle tabulky 3.

2.4 Podminky HILIC separace s hmotnostnim spektrometrem pro analyzu
paracetamolu a jeho metabolitt
Podminky pro analyzu paracetamolu a jeho metabolitu:

Pro paracetamol a jeho metabolity byla dale zméfena linedrni gradientova eluce na
HPLC/UV/MS, ktera probihala na diolové kolon¢ Ascentis Express OHS. Davkovany objem
vzorku byl 2,0 ul. Mobilni faze se skladala z acetonitrilu a vody (80:20, v/v) s ptfidavkem 20
mmol/l octanu amonného (mobilni faze B) a acetonitril a voda (98:2, v/v) s piidavkem 20
mmol/l octanu amonného (mobilni faze A). Prutok mobilni faze byl 0,2 ml/min a teplota kolony
byla 30 °C. Detekce na UV-VIS spektrometru probihala pii 243 nm. Pro gradientovou eluci
byla zvolena Casova rozpéti: 5, 10, 15 a 20 min. V tabulce 3 jsou uvedeny parametry

gradientové eluce:

Tabulka 3 Podminky linearni gradientové eluce pro separaci paracetamolu a jeho metaboliti

% B ¢as [min]
0
Gradient 1 18 OA; A)BB 200
Gradient 2 18 (;%; A)BB 105
Gradient 3 18 (;%; A)BB 100
Gradient 4 18 (;)/2 A)BB (5)

Hmotnostni spektrometrie probihala v rezimu linedrni iontové pasti (Enhanced MS)
s ionizaci elektrosprejem pii napéti 4500/-4500 V (pozitiv/negativ) pro kladné i zaporné ionty.
Vstupni potencial (EP) 10/-10 V, deklasteracni potencial (DP) 50/-50 V a kolizni energie (CE)
10/-10 V. Detekované rozmezi spektra bylo 100 — 500 m/z. Pratoky plynu byly curtain gas
20 p.s.i.,, GS1 40 a GS2 50 (teplota 200 °C).

49



3 VYSLEDKY A DISKUZE

Byly ovéfeny moznosti analyzy paracetamolu a jeho metabolitd pomoci HILIC
chromatografie na zékladé jejich retenéniho chovani v péti rliznych mobilnich fazich na ¢tyfech
rlznych kolonach uvedenych vyse. Pfed separacemi metabolitl byly ovéfeny moZznosti jejich

detekce.

3.1 UV-VIS spektra

Paracetamol a jeho metabolity byly nejprve zméfeny na UV-VIS spektrofotometru
(Shimadzu UV-2600), abychom zjistili, pfi jakych vinovych délkéach je nejvhodngjsi jejich
detekce. Vzorky byly pfipraveny v acetonitrilu a zaroven byl acetonitril pouZit ve srovnavaci
kyveté. Vzorek APAP byl pro srovnani proméfen také ve vodeé.

Z grafli na obrazek 23 az 27 byly zvoleny tfi vinové délky pro detekci 200, 220 a
243 nm.

UV-VIS spektrum APAP v acetonitrilu
12

08
06
04
02

iriMm (~voOofr)o I> t~oo>n
j-in~*vohooc”~cro~r~rflr
foiciriotrirtottorofor

vinova dalka [nm]

=

Obrazek 23 UV-vis spektrum paracetamolu v acetonitrilu
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UV-VIS spektrum APAP ve vodé

Obrazek 24 UV-VIS spektrum paracetamolu ve vodé

UV-VIS spektrum APAP-CYS

vinova délka [nm]

Obrazek 25 UV-VIS spektrum konjugatu paracetamolu s cysteinem

UV-VIS spektrum APAP-SG

Obrazek 26 UV-VIS spektrum konjugatu paracetamolu s glutathionem

399
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UV-VIS spektrum APAP-NAC
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Obrazek 27 UV-VIS spektrum konjugatu paracetamolu s N-acetylcysteinem

Z obrazku 23 a 24 je patrna vyraznd zména absorbance paracetamolu v rdznych
rozpoustédlech. U APAP-CYS (obrazek 25) a APAP-SG (obrazek 26) je nejvyssi absorbance
prevazné u 200 nm. Ve vySsSich vinovych délkach jiz absorbuje jen nepatrné. APAP-NAC
(obrazek 27) se svymi absorpnimi maximy velmi podoba samotnému APAP v acetonitrilu,
absorpce je ovSem vyssi, neZ byla u APAP. Absorpéni maxima u vSech méfenych latek byla
kolem 200 nm, druha vyrazna absorbance se u nékterych latek nachazela u 243 nm. Tyto vinové

délky byly zvoleny jako detekéni vinové délky u separace paracetamolu ajeho metabolit(.

3.2 Vyvoj podminek pro HILIC separaci s UV-VIS detekci

3.2.1 lzokraticka eluce paracetamolu a jeho metabolitd

Byly vyzkouseny &tyfi kolony pro HILIC separaci srliznymi stacionarnimi fazemi
uvedeny vySe. VeSkeré studie byly provedeny tak, Ze se nejprve proméfilo izokratické retencni
chovani paracetamolu ajeho metabolitd v sérii mobilnich fazi a byly zjistény retenéni ¢asy. Pro
zméreni mrtvého objemu byl pouZzit acenaften, ktery je nepolarni av HILIC se nezadrZuje.

Z retenénich Cas( paracetamolu a jeho metabolitd a asu acenaftenu jako markeru

mrtvého objemu byly pFfepocitany na reten¢ni faktory k:

T @)

Takto upravena data byla zlogaritmovana a vloZena do grafu v zavislosti In k na In *ho

(viz pfiloha 1 aZz 88). Z téchto grafll byly spocitiny smérnice, Useky, jejich smérodatné

odchylky a koeficient determinace (viz pfiloha 12, 24, 36, 47, 59, 69, 80 a 89). Podle rovnice 3:
Ink =a—m «In

®)
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kde @pu,o — koncentrace vody v systému, m — pomér plochy na stacionarni fazi zabirané
molekulou analytu ku molekulam vody, a — reten¢ni faktor analytu ve slabsim rozpoustédle
(acetonitril).

U nitrilové kolony je patrné, ze mé&la velmi nizkou retenci latek a v n€kterych piipadech
se latky z kolony eluovaly diive nez mrtvy objem (viz ptiloha 81 az 86). Pti urcitém slozeni
mobilni faze se také u dalsich kolon projevila velmi nizka retence a model linearni regrese me¢l
velmi maly koeficient determinace, proto u nékterych métenych SF nejsou uvedeny vSechny
analyzované latky.

Eluce nékterych latek pfed mrtvym objemem kolny muZe souviset s elektrostatickym
odpuzovanim mezi zaporn€ nabitou stacionarni fazi a ionizovanymi analyty. Tuto hypotézu
potvrzuji analyzy v mobilnich fazich s kyselymi aditivy (kyselina octové a kyselina mravenci),
kdy k eluci ptfed mrtvym objemem nedochazelo (pravdépodobné diky potlaceni ionizace).

Na prvni zvolené kolong (silikagelové), byly nejprve premeieny mobilni faze acetonitril
a voda s ptidavkem 0,1 % (v/v) kyseliny mravenci a poté s ptidavkem 0,1 % (v/v) kyseliny
octové (viz priloha 1 az 6; ptiloha 25 az 30). Bohuzel se pti nizkych koncentracich vody mobilni
taze velmi Spatn€ michaly a muselo se proto méfeni zopakovat s pfedmichanymi MF. I pies
toto zlepSeni nevykazovala ani jedna ze zvolenych MF dobrou retenci latek, a proto se v dalSich
meétenych kolonach tato mobilni faze jiz neptipravovala.

Dal$§imi aditivy k acetonitrilu a vodé byly zvoleny 10 mmol/l mraven¢an amonny a
octan amonny. Mravenfan amonny se ovSem rozpoustel pouze v 10% roztoku vody
s acetonitrilem. Pti niz§ich koncentracich vody se jiz nerozpoustél a nemohl se proto vyuzit na
dal$i meéfteni.

Pro mobilni faze s octanem amonnym byla zji§téna pomérn¢ dobra retence pro samotny
APAP, ale u nékterych metaboliti APAP retence nebyla piili§ vysoka. Proto bylo zvySeno
mnozstvi aditiva z 10 mmol/l na 20 mmol/l octanu amonného. Takto zvolend MF vykazovala
lepsi vysledky méfeni, obzvlast pro APAP-NAC, ktery se v OHS5 koloné ve vétSin€ raznych
koncentraci vody zadrzoval velmi dobfte (viz obrazek 30).

Nejlepsi separace bylo dosazeno za pomoci kolony Ascentis Express OHS5 HPLC
s mobilni fazi acetonitrilu a vody s 20 mmol/l octanu amonného (viz tabulka 4 az 10; obrazek

28 az 32).

53



Tabulka 4 Reten¢ni faktory na OHS kolon¢ v acetonitrilu a vodé (90:10, v/v) s 20 mmol/l octanu amonného

90 % AcN + 10 % H20 + 20 mM CH;COONH,

kolona OH5
t(R)1 [t(R)2 [t(R)3 [primérny t(R) reten¢ni faktor & Ink

Acenaften (t(M)) 1,04 1,04] 1,04 1,04

APAP (AcN) 1,32 1,33] 1,33 1,32 0,272| -1,300
APAP (H,0) 1,30 1,30 1,31 1,30 0,253| -1,376
APAP-NAC 10,00] 10,83 10,02 10,28 8,877 2,184
APAP-CYS 1,33 1,32 1,32 1,32 0272 -1,304
APAP-SG 1,321 1,32 1,32 1,32 0,270 -1,308

Tabulka 5 Reten¢ni faktory na OHS kolon¢ v acetonitrilu a vodé (95:5, v/v) s 20 mmol/l octanu amonného

kolona OH5

95 % AcN + 5 % H,0 + 20 mM CH;COONH,4

t(R)1 [t(R)2 |[t(R)3 |priamérny t(R) reten¢ni faktor 4 nk
Acenaften (t(M)) 1,10 1,08 1,08 1,09
APAP (AcN) 1,54 1,54 1,54 1.54 0415 -0.879
APAP (H,0) 1,52 1,52 1,52 1,52 0,398 | -0921
APAP-NAC 5587 56,12 56,10 56,03 50,577 3,924
APAP-CYS 1,53 1,54| 1,54 1,54 0415| -0,878
APAP-SG 1,54 1,54 1,54 1,54 0415| -0.879

Tabulka 6 Reten¢ni faktory na OHS kolon¢ v acetonitrilu a vodé (96:4 v/v) s 20 mmol/l octanu amonného

96 % AcN +4 % H;0 + 20 mM CH;COONH,4

kolona OH5
t(R)1 |[t(R)2 |priumérny t(R) reten¢ni faktor & Ink

Acenaften (t(M)) 1,08 1,08 1,08

APAP (AcN) 1,60 1,61 1,60 0488 -0717
APAP (H,0) 1,59 1.59 1.59 0475 -0,744
APAP-NAC 83,60 8541 8451 77,427 4,349
APAP-CYS 1,61 1,62 1,62 0499 -0.695
APAP-SG 1,61 1,61 1,61 0497 -0,699

Tabulka 7 Reten¢ni faktory na OHS koloné v acetonitrilu a vodé (97:3 v/v) s 20 mmol/l octanu amonného

97 % AcN + 3 % H;0 + 20 mM CH;COONH,4

kolona OH5
t(R)1 |t(R)2 |priumérny t(R) reten¢ni faktor 4 Ink

Acenaften (t(M)) 1,12 1,11 1,11

APAP (AcN) 1,77 1,77 1,77 0,587 -0,532
APAP (H,0) 1,74 1,73 1,73 0,558 -0,584
APAP-NAC 41,39 41,40 41,40 36,177 3,588
APAP-CYS 1,79 1,79 1,79 0,603| -0,506
APAP-SG 1,77 1,77 1,77 0,590 -0.528

Tabulka 8 Reten¢ni faktory na OHS kolon¢ v acetonitrilu a vodé (98:2 v/v) s 20 mmol/l octanu amonného

98 % AcN +2 % H;0 + 20 mM CH;COONH,4

kolona OH5
t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) reten¢ni faktor & nk
Acenaften (t(M)) 1,12 1,12 1,12
APAP (AcN) 2,05 2,05 2,05 0,84 -0,18

54



98 % AcN +2 % H20 + 20 mM CH3COONH4

kolona OH5 . L o
t(R)1 t(R)2 prumérny t(R) reten¢ni faktor k In k
APAP (H20) 1,94 1,93 1,93 0,73 -0,31
APAP-NAC 2,86 2,86 2,86 1,56 0,44
APAP-CYS 2,03 2,03 2,03 0,82 -0,20
APAP-SG 1,99 1,99 1,99 0,78 -0,25

Tabulka 9 Retencni faktory na OH5 koloné v acetonitrilu a vodé (99:1 v/v) s 20 mmol/l octanu amonného

Y 0
kolona OH5 99 % AcN + 1 % H20 + 20 mM CH3COONHa4

t(R)1 t(R)2  primérny t(R) retencni faktor k In k
Acenaften (t(M)) 114 1,13 1,14
APAP (AcN) 2,20 2,22 2,21 095 -0,05
APAP (H20) 1,98 1,97 1,98 0,74 -0,30
APAP-NAC 1,93 1,95 1,94 0,71 -0,34
APAP-CYS 2,24 2,24 2,24 0,97 -0,03
APAP-SG 2,22 2,22 2,22 0,9 -0,05

APAP (ACN) v OH5 koloné s pridavkem
20 mmol/l CH3COONH4

05

0

% 05
-1

1,5
5 -4,5 -4 -35 -3 2,5 2

In9

Obrazek 28 Graf zavislosti APAP v acetonitrilu In k na In 9 na OH5 koloné v acetonitrilu a vodé s 20 mmol/I
octanu amonného

APAP (H20) v OH5 koloné s pfidavkem
20 mmol/l CH3COONH4

In9

Obrazek 29 Graf zavislosti APAP ve vodé In k na In 9 na OH5 koloné v acetonitrilu a vodé s 20 mmol/l octanu
amonného
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APAP-NAC v OH5 koloné s pfidavkem
20 mmol/l CH3COONH4

-3,6 -34 -3,2 -3 -2,8 -2,6 -24 2,2 2

Ino

Obrazek 30 Graf zavislosti APAP-NAC In k na In 9 na OH5 koloné v acetonitrilu avodé s 20 mmol/l octanu
amonného

APAP-SG v OH5 koloné s pridavkem
20 mmol/l CH3COONH4

0,2
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14 06

-1
1,2
1,4

Ino

Obrazek 31 Graf zavislosti APAP-CYS In k naln 9 na OH5 koloné v acetonitrilu avodé s 20 mmol/l octanu
amonného

APAP-CYS v OH5 koloné s pridavkem
20 mmol/l CH3COONH4

02
02
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06

-1

1,2
14

Ino

Obrazek 32 Graf zavislosti APAP-SG In k na In 9 na OH5 koloné v acetonitrilu avodé s 20 mmol/l octanu
amonného
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Tabulka 10 Hodnoty linearni regrese pro retenci paracetamolu ajeho metabolitd v mobilni fazi acetonitril a voda
s 20 mmol/l octanu amonného u diolové kolony

Osek Smérodaftné Smérnice Smérodatné. Koefigient

odchylka dseku odchylka smérnice determinace

APAP (AcN) -1,680 0,168 -4,448 0,124 0,962
APAP (H20) -1,844 0,299 -4,725 0,239 0,905
APAP-NAC -0,434 0,235 -1,482 0,849 0,630
APAP-CYS -1,717 0,130 -4,468 0,096 0,978
APAP-SG -1,724 0,136 -4,488 0,101 0,976

Pro porovnani jsou na obrazku 33 a 34 zobrazeny chromatogramy APA v acetonitrilu
a ve vodé pfi 243 nm pri izokratické separaci v mobilni fazi acetonitril-voda (99:1, v/v)
s pfidavkem 20 mmol/l octanu amonného. Retenéni ¢as APAP v acetonitrilu byl 2,23 min a
reten¢ni Cas APAP ve vodé byl pouze 1,074 min. Je tedy patrné, Ze APAP (AcN) se na koloné
zadrzoval déle, nez APAP (H20). Zaroven je na chromatogramu APAP (H20) patrny nasledny
propad v absorbanci v zakon&eni piku. Tento problém by mohl byt patrnéjsi u redlnych vzorki,

které budou s nejvétsi pravdépodobnosti méfeny ve vodném prostredi.

APAP (AcN)v mobilni fazi

acetonitril-voda (99:1, v/v)
800
600
400
200

0 1 2 3 4
¢as [min]

Obréazek 33 APAP v acetonitrilu pFi 243 nm v mobilni fazi acetonitril-voda (99:1, v/v)

APAP (H20) v mobilni fazi

acetonitril-voda (99:1, v/v)

Obrazek 34 APAP ve vodé pfi 243 nm v mobilni fazi acetonitril-voda (99:1, v/v)
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Na obrazku 35 je graf porovnavajici retenci paracetamolu v acetonitrilu v mobilni fazi
acetonitril avoda s 10 mmol/l octanem amonnym na vybranych kolonach. Z grafuje patrné, ze
je retence APAP na kolonach velmi podobna. Nejlepsi retenci zaroven vykazuje
aminopropylsilikagelovad kolona, ta méla ovsem velmi slabou retenci u metabolitl
paracetamolu, proto byla pro méfeni zvolena kolona diolova. V Tabulka 11 jsou také uvedeny
useky, smérnice, jejich smérodatné odchylky a koeficient determinace u téchto kolon. Z tabulky
je patrné, Ze nejvyssi linearitu retencniho modelu méla opét aminopropylsilikagelova kolona a
silikagelova kolona. U silikagelové kolony byla oviem retence APAP vyrazné men$i nez u
diolové kolony. Pravdépodobnym vysvétlenim nizsi retence APAP v této koloné muze byt
mirné& kyselost APAP. Je mozné, Ze se ve vodném prostfedi silikagelova kolona vice disociuje
a dochazi k vyraznéjSimu odpuzovani APAP, atudiz nizsi retenci.

Nitrilova kolona zde neni uvedend, nebot na této koloné byla zméfena retence APAP
pouze v mobilni fazi acetonitril a voda s pfidavkem 20 mmol/l octanu amonného a ani v tomto

slozeni nevykazovala dobrou retenci.

Porovnani retenénich faktorl APAP (AcN) v rliznych

kolonach

1

>

N R m Kolona HILIC
1 '3 .
............. i » Kolona OH5
15 e . J1
2
-25
5 45 4 -35 3 25 2
In9

Obrazek 35 Porovnani retence APAP v acetonitrilu na silikagelové, diolové, aminopropylsilikagelové a nitrilové
koloné

Tabulka 11 Hodnoty linearni regrese pro retenci APAP v acetonitrilu v mobilni fazi acetonitril avoda s 10 mmol/Il
octanu amonného u vybranych kolon

Kolona Usek Sméroda}tné Smérnice Smérodatvné' Koefigient
odchylka useku odchylka smérnice determinace
HILIC -0,5194 0,0426  -3,0454 0,1489 0,9738
OH5 -0,6433 0,0890 -2,8238 0,2877 0,9457
NH2 -0,6475 0,0479  -2,3279 0,1677 0,9786
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I pfes méfeni riznych stacionarnich a mobilnich fazi zadna znich nevykazovala
vyraznou retenci méfenych latek. Mozné zlepSeni této retence mohlo byt v pouziti silngjSich
mobilnich fazi s pridavkem netekavych iontovych aditiv, které by ovSem nebyly kompatibilni
s hmotnostni spektrometrii.

Po prolozeni namétenych bodu linearnim regresnim modelem byl u nékterych latek
koeficient determinace pomérné€ nizky, proto se pro ovéteni hypotézy prolozily data u diolové
kolony s mobilni fazi acetonitril-voda s pfidavkem 20 mmol/l octanu amonného nelinearnim
regresnim modelem dle rovnice 4:

Ink=a+b-In@y,o+c @uo “
kde a — parametr pro interakCni energii mezi rozpusténymi latkami a stacionarni a mobilni fazi,
b — koeficient pro pfimou interakci mezi analytem a stacionarni fazi a ¢ — koeficient interak¢ni
energie mezi rozpusténymi latkami a rozpoustédlem [94].

Data byla vyhodnocena v programu TIBCO Statistica (viz ptiloha 90 az 94). U vSech
latek se koeficient determinace zvysil (viz tabulka 12) a statisticky program vyhodnotil v§echny
proménné v rovnici jako statisticky vyznamné. Je tedy pravdeépodobné, ze beéhem separace latek
v podminkach pro HILIC se uplatiiuji dalsi interakce mezi separovanymi latkami, stacionarni a
mobilni fazi mimo rozdé€lovani mezi vodnou vrstvu adsorbovanou na povrch stacionarni faze a
mobilni fazi.

Tabulka 12 Hodnoty nelinearni regrese pro retenci paracetamolu a jeho metabolita v mobilni fazi acetonitril a voda
s 20 mmol/l octanu amonného u diolové kolony

a Smérodatna b Smérodatna c Smérodatna | Koeficient
odchylka a odchylka b odchylka ¢ | determinace

APAP -1,898 0,336 -0,424 0,077 -3,957 1,825 0,989
(AcN)
APAP

-0,965 0,331 -0,406 -0,176 -0,077 1,800 0,986
(HZO) 2 2 2 2 2 2 2
APAP-
NAC 21,952 0,220 4341 1,058 -97.838 1,197 0,981
APAP- -1,845 0,272 -0,415 0,062 -4.311 1,476 0,993
CYS
g&(P;AP- -1.862 0,220 -0,413 0,051 -4.102 1,197 0,995

Z porovnani regresnich parametrii obou retencnich modell (rovnice 3 a 4; tabulky 10 a
12) je patrna podobnost usekl vyjadiujicich retenci v Cistém acetonitrilu. Parametr & pro
nelinearni model je vys$i nez smérnice linearni zavislosti a spolu s parametrem ¢ kompenzuji
nelinedrni retencni chovani. Regresni parametry u APAP-NAC jsou pro nelinearni model

vyrazn€ odlisné od ostatnich metabolitd, coz muze byt zpusobeno vlivem nejnizs§iho bodu
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s v

jediného metabolitu konkavni tvar zavislosti.

3.2.2 Gradientova eluce paracetamolu a jeho metabolit(

Na gradientovou eluci bylo pouZito mobilnich fazi acetonitril-voda (98:2, v/v)
s pfidavkem 20 mmol/l octanu amonného (mobilni faze A) a acetonitril-voda (80:20, v/v)
s pridavkem 20 mmol/l octanu amonného (mobilni faze B). Byly zvoleny Ctyfi asy gradient(:
20, 15, 10 a 5 min. Pocatecni koncentrace mobilni faze B byla 0 % a konec¢na koncentrace
mobilni faze B byla 100 % (viz tabulka 3).

Smés latek obsahovala pouze metabolity APAP: APAP-NAC, APAP-CYS a APAP-SG.
Samotny APAP byl ze smési vyfazen, nebot’ absorboval pouze ve 2,3 min, zvySoval absorbanci
tohoto piku a tim snizoval detekci ostatnich latek. Zaroven byly pro kazdy gradient zméfeny
standardy pro kaZzdou latku (viz pfiloha 95 aZ 97) a tyto standardy mohly byt nasledné
porovnany s chromatogramem smeési a identifikovany jednotlivé latky.

V priloze 96 az 98 Ize vidét gradienty 15, 10 a 5 min. Nejvice pikd bylo ovsem nalezeno
ve 20 min gradientu (viz obrazek 36). Méfitko tohoto chromatogramu bylo zvoleno tak, aby
byly viditelné i ostatni piky, intenzita piku v ¢ase 2,01 min byla vyssi nez u ostatnich pikd a byl
identifikovan jako APAP-NAC. V tabulce 13 jsou uvedeny retencéni casy pikG a latky
identifikované v tomto Case. Pro porovnani byly z gradientu vytazeny spektra a na zakladé

téchto spekter a retencnich Casd byly identifikovany latky ve smési.

Gradientova eluce metabolitd APAP
20 min

€as [min]

Obrazek 36 Gradientova eluce metabolitll paracetamolu (gradient 1)
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Tabulka 13 Reten¢ni asy identifikovanych latek ve smési

retencni ¢as (t(R)) [min] identifikovana latka
1,23 APAP-SG
1,60 APAP-CYS
2,01 APAP-NAC
2,55 APAP-CYS
6,97 APAP-SG

Obrazek 37 Chromatogram APAP-NAC u 20 min gradientu

Spektrum APAP-NAC z gradientu
20 min

€as [min]

Obrazek 38 Spektrum APAP-NAC u 20 min gradientu
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Obrazek 39 Chromatogram APAP-CYS u 20 min gradientu

Spektrum APAP-CYS z gradientu
20 min

Obrazek 40 Spektrum APAP-CYS u 20 min gradientu

Chromatogram APAP-SG z
gradientu 20 min

Obrazek 41 Chromatogram APAP-SG u 20 min gradientu
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Spektrum APAP-SG z gradientu
20 min

Obrazek 42 Spektrum APAP-SG u 20 min gradientu

Béhem méreni gradientové eluce byl zjistén problém s vysokym zpoZzdénim gradientu
u pouzivaného chromatografu (0,57 ml) [93]. | pfes vyuZiti sniZzeni objemu smycky
davkovaciho ventilu, bylo toto zpoZzdéni pfFilis velké a nékteré latky se i pfesto eluovaly
v izokratické Casti méfeni. Tento problém by se dal vyfeSit zvySenim retence latek, dle moZnosti
navrhnutych viSe, €i Upravou celého chromatografického systému tak, aby poskytoval nizsi
zpozdéni gradientu. Uprava systému by vak byla spojena s nutnosti pouzit spojovaci kapilary
s mensim vnitfnim prdmérem, které by pfispivaly k vy$§imu pracovnimu tlaku.

Pro ovéreni identity latek byly vybrané smési dale pfeméreny pomoci HPLC/UV/MS
v rezimu gradientové eluce, dle podminek uvedenych viSe. Kazda latka byla proméfena
v UV spektrometru pfi 243 nm a poté byl proméfen pozitiv a negativ v hmotnostnim

spektrometru (viz obrazek 43 az 50).
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Obrazek 43 UV zaznam APAP z HPLC/UV/MS méreni (gradient 1)

Obréazek 44 Z&znam pozitivni ionizace APAP z HPLC/UV/MS méreni (gradient 1)
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Obrazek 45 Zaznam negativni ionizace APAP z HPLC/UV/MS méreni (gradient 1)

Obrazek 46 UV zaznam APAP-NAC z HPLC/UV/MS méfeni
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Obrézek 47 Zaznam pozitivni ionizace APAP-NAC z HPLC/UV/MS méreni

Obrazek 48 Zaznam negativni ionizace APAP-NAC z HPLC/UV/MS méreni
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Obrazek 49 UV zdaznam APAP-CYS z HPLC/UV/MS méfeni

Obrazek 50 Zaznam pozitivni ionizace APAP-CYS z HPLC/UV/MS méfeni
Na Obrazek 43 aZ Obréazek 50 Ize vidét zdznamy UV a MS detekce APAP v acetonitrilu,

APAP-NAC a APAP-CYS. Tyto zdznamy jsou z 20 min gradientové eluce. VV Tabulka 14 jsou
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uvedeny reten¢ni Casy z UV spekter, molekulova hmotnost danych latek a zaznamy MS

z pozitivniho a negativniho rezimu.

Tabulka 14 Reten¢ni asy z UV spekter a m/z z MS spekter pro APAP (AcN), APAP-NAC a APAP-CYS
t(R) [min] Mgr MS pozitiv MS negativ
APAP (AcN) 1,89 1512 1520 150,0
APAP-NAC 16,73 3123  313,0 310,9
APAP-CYS 1,93 270,3 2710
APAP-NAC se na hmotnostnim spektrometru nepodafilo zméfit. Pravdépodobné

kvuli niz§i ucinnosti ionizace v kombinaci s nizsi rozpustnosti APAP-NAC v acetonitrilu.
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4 ZAVER

Cilem této diplomové prace byla optimalizace podminek separace paracetamolu a jeho
metaboliti v chromatografii hydrofilnich interakci a dosahnout tak co nejlepsi separace v co
nejkratSim Case analyzy.

Na zacatku prace bylo nezbytné urc¢it vhodné podminky UV detekce téchto latek. Toto
meéteni bylo provedeno na UV-VIS spektrofotometru Shimadzu UV-2600 a byl zmeéfen
paracetamol v acetonitrilu, konjugat paracetamolu s N-acetylcysteinem v acetonitrilu, konjugat
paracetamolu s cysteinem v acetonitrilu, konjugét paracetamolu s glutathionem v acetonitrilu a
pro porovnani také paracetamol ve vode€. Z téchto méfeni byly zvoleny vinové délky 200, 220
a 243 nm pro dal3i detekci v UV detektoru s proménou vinovou délkou (Agilent 1200).

Dalsim krokem byl vybér vhodné mobilni a stacionarni faze pro separace téchto analytu
za podminek HILIC na vysokoulinném kapalinovém chromatografu Agilent 1200 s UV
detekci. Pro porovnani reten¢nich faktorti byly zvoleny ¢tyfi kolony: silikagelova kolona Luna
HILIC, aminopropylsilikagelova kolona Luna NH2, diolova kolona Ascentis Express OHS
HPLC a nitrilova kolona Ascentis Express ES-CN HPLC. Jako mobilni faze byly pouzity
acetonitril a voda s procenty vody 10, 5, 4, 3, 2 a 1 %. Zvolena iontova aditiva pro tyto mobilni
faze byly 0,1 % kyseliny mravenci, 0,1 % kyseliny octové,10 mmol/l mravencanu amonného,
10 mmol/l octanu amonného a 20 mmol/l octanu amonného. Nejoptimaln€jsi separaci
vykazovala diolova kolona s 20 mmol/l octanem amonnym. Reten¢ni faktory z téchto mefeni
byly vlozeny do grafii a byla zhodnocena retence latek v téchto podminkach.

U diolové kolony byla nasledné zméfena gradientova eluce s mobilni fazi
acetonitril-voda (80:20, v/v) s pfidavkem 20 mmol/l octanu amonného a acetonitril-voda
(98:2, v/v) s ptidavkem 20 mmol/l octanu amonného. Tento gradient byl vyuzit pro zmé&feni
standardi samotného paracetamolu, jeho metabolitl a smési téchto metaboliti. Chromatogram
této smési mohl byt poté za pomoci UV spekter a zméfenych standardd vyhodnocen. Tento
gradient se vyuzil 1 pro analyzu na HPLC/MS pro ovéfeni identity latek ve smési. Zavérem byla
navrhnuta hypotéza nelinearity méteni a mozného vyuziti nelinearni regrese retence latek pro
charakterizaci separace pomoci HILIC. Mozna hypotéza dalSich interakci na koloné byla
potvrzena prolozenim dat nelinearni regresi a zlepSeni jejich koeficienti determinace.

I pres vyuziti riznych stacionarnich a mobilnich fazi, zddna nevykazovala vyraznou
retenci téchto latek, i pfesto, ze paracetamol i1 jeho metabolity jsou polarni latky a HILIC
separace by pro n¢ méla byt vhodna. ZlepSeni by vyzadovalo vyuziti siln€jsich aditiv, které by

ovSem nebyly kompatibilni s hmotnostni spektrometrii.
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6 PRILOHY

Pfiloha 1 Reten¢ni faktory na HILIC kolon¢ v acetonitrilu a vodé (90:10, v/v) s 0,1 % HCOOH

kolona HILIC

90 % AcN +10 % H>0 + 0,1 % HCOOH

t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 1,16 1,16 1,16
APAP (AcN) 1,29 1,29 1,29 0,112 -2,186
APAP (H20) 1,31 131 1,31 0,134| -2,007
APAP-NAC 1,37 1,40 1,39 0,198 -1,619
APAP-CYS 1,27 1,29 1,28 0,108 -2,225
APAP-SG 1,28 1,29 1,28 0,110| -2,209
Pfiloha 2 Reten¢ni faktory na HILIC kolon¢ v acetonitrilu a vodé (95:5, v/v) s 0,1 % HCOOH
Kkolona HILIC 95 % AcN + S % H20 + 0,1 % HCOOH
t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 1,16 1,16 1,16
APAP (AcN) 1,35] 1,35 1,35 0,166| -1,799
APAP (H20) 1,27 127 1,27 0,092| -2,383
APAP-NAC 1,62 1,63 1,63 0,403 | -0,910
APAP-CYS 1,28 1,38 1,33 0,147| -1917
APAP-SG 1,33 134 1,34 0,153 -1,880
Pfiloha 3 Reten¢ni faktory na HILIC koloné v acetonitrilu a vode (96:4, v/v) s 0,1 % HCOOH
kolona HILIC 96 % AcN +4 % H20 + 0,1 % HCOOH
t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) reten¢ni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 1,16 1,16 1,16
APAP (AcN) 1,35 1,35 1,35 0,170 -1,775
APAP (H20) 1,28 127 1,28 0,104 | -2,265
APAP-NAC 1,84 185 1,85 0,598 | -0,514
APAP-CYS 1,34 134 1,34 0,157 -1,854
APAP-SG 1,33 1,34 1,33 0,154 -1,871
Pfiloha 4 Reten¢ni faktory na HILIC koloné v acetonitrilu a vodé (97:3, v/v) s 0,1 % HCOOH
Kkolona HILIC 97 % AcN + 3 % H20 + 0,1 % HCOOH
t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor &k Ink
Acenaften (t(M)) 1,16 1,16 1,16
APAP (AcN) 1,38 1,38 1,38 0,193 | -1,644
APAP (H20) 1,29 1,28 1,29 0,111 -2,197
APAP-NAC 2,01 206 2,04 0,760 -0,274
APAP-CYS 1,31 132 1,32 0,137 -1,984
APAP-SG 1,36 1,36 1,36 0,174 -1,747
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Priloha 5 Retenc¢ni faktory na HILIC koloné v acetonitrilu avodé (98:2, v/v) s 0,1 % HCOOH
98% AcCN +2 % H20 +0,1 % HCOOH

kolona HILIC . _
t(R)1 t(R)2 prumérny t(R) retencni faktor k

Acenaften (t(M)) 1,16 1,16 1,16

APAP (AcN) 142 142 1,42 0,223
APAP (H20) 1,31 1,30 1,30 0,123
APAP-NAC 1,96 1,96 1,96 0,688
APAP-CYS 1,39 1,39 1,39 0,198
APAP-SG 1,39 1,39 1,39 0,199

Pfiloha 6 Retencni faktory na HILIC koloné v acetonitrilu a vodé (99:1, v/v) s 0,1 % HCOOH

0, 0, 0
kolona HILIC 99 % AcN + 1% H20 +0,1 % HCOOH

t(R)L t(R)2 prdmérny t(R) retenéni faktor k
Acenaften (t(M)) 1,16 1,17 1,16
APAP (AcN) 1,47 1,48 1,48 0,270
APAP (H20) 133 132 1,32 0,138
APAP-NAC 2,30 2,30 2,30 0,980
APAP-CYS 1,49 1,48 1,48 0,276
APAP-SG 1,47 1,48 1,48 0,270

In k

-1,500
-2,098
-0,374
-1,619
-1,615

In k

-1,309
-1,980
-0,020
-1,289
-1,309

Pfiloha 7 Graf zavislosti APAP v acetonitrilu In k na In 9 na HILIC koloné v acetonitrilu avodé s 0,1 % HCOOH

APAP (AcN) v HILIC koloné s pfidavkem

HCOOH
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Priloha 8 Graf zavislosti APAP ve vodé In k na In 9 na HILIC koloné v acetonitrilu avodé s 0,1 % HCOOH

APAP (H.O) v HILIC koloné s pfidavkem
HCOOH
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PFiloha 9 Graf zavislosti APAP-NAC In k na In 9 na HILIC koloné v acetonitrilu a vodé s 0,1 % HCOOH

APAP- NAC v HILIC koloné s pfidavkem
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Pfiloha 10 Graf zavislosti APAP-CYS In k naIn 9 na HILIC koloné v acetonitrilu a vodé s 0,1 % HCOOH

APAP- CYS v HILIC koloné s pfidavkem

HCOOH
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Priloha 11 Graf zavislosti APAP-SG In k naln 9 na HILIC koloné v acetonitrilu avodé s 0,1 % HCOOH

APAP- SG v HILIC koloné s pfidavkem

HCOOH
0
-05

i
~ -15
-2
-25
5 4.5 4 -35 3 2,5 -2
In9

Pfiloha 12 Hodnoty linearni regrese pro retenci paracetamolu ajeho metabolitl v mobilni fazi acetonitril avoda s
0,1 % kyseliny mravenciv HILIC koloné

Usek Smérodatna Smérnice Smérodatné' Koefigient

odchylka Useku odchylka smérnice determinace
APAP (AcN) -0,388 0,029 -3,020 0,100 0,979
APAP (H20) -0,083 0,099 -2,425 0,348 0,149
APAP-NAC -0,672 0,139 -2,917 0,488 0,853
APAP-CYS -0,403 0,009 -3,148 0,033 0,998
APAP-SG -0,393 0,018 -3,108 0,064 0,991

Pfiloha 13 Retencni faktory na OH5 koloné v acetonitrilu a vodé (90:10, v/v) s 0,1 % HCOOH

0, 0, i+ 0
kolona OH5 90 % AcN + 10 % H2C + 0,1 % HCOOH

t(R)L t(R)2 prdmérny t(R) retenéni faktor k In k
Acenaften (t(M)) 1,07 1,07 1,07
APAP (AcN) 1,33 1,33 1,33 0,236 -1,444
APAP (H20) 1,27 1,27 1,27 0,184 -1,691
APAP-NAC 4,86 4,86 4,86 3,524 1,260
APAP-CYS 1,47 1,47 1,47 0,367 -1,002
APAP-SG 1,47 1,47 1,47 0,368 -1,000

Pfiloha 14 Retencni faktory na OH5 koloné v acetonitrilu a vodé (95:5, v/v) s 0,1 % HCOOH

9 +509 + 0
kolona OH5 95 % AcN +5 % H20 + 0,1 % HCOOH

t(R)L t(R)2 primérny t(R) retenéni faktor k In k
Acenaften (t(M)) 1,12 1,12 1,12
APAP (AcN) 1,36 151 1,44 0,278 -1,281
APAP (H20) 1,38 1,38 1,38 0,225 -1,492
APAP-NAC 1,50 1,49 1,50 0,332 -1,104
APAP-CYS 2,10 2,10 2,10 0,869 -0,140
APAP-SG 1,52 1,52 1,52 0,353 -1,042
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Pfiloha 15 Reten¢ni faktory na OHS koloné v acetonitrilu a vod¢ (96:4, v/v) s 0,1 % HCOOH

96 % AcN + 4 % H20 + 0,1 % HCOOH

kolona OHS
t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor &k Ink
Acenaften (t(M)) 1,12 1,12 1,12
APAP (AcN) 1,54 1,54 1,54 0,379] -0,971
APAP (H20) 1,38 1,38 1,38 0,232 -1,461
APAP-NAC 1,49 149 1,49 0,337| -1,087
APAP-CYS 2,20 220 2,20 0,974| -0,027
APAP-SG 1,51 1,51 1,51 0,351] -1,046
Pfiloha 16 Retentni faktory na OHS5 koloné v acetonitrilu a vode (97:3, v/v) s 0,1 % HCOOH
Kkolona OHS 97 % AcN + 3 % H20 + 0,1 % HCOOH
t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 1,13 1,13 1,13
APAP (AcN) 1,60 1,60 1,60 0,416]| -0,878
APAP (H20) 1,40 1,40 1,40 0,234 | -1,454
APAP-CYS 2,74 275 2,75 1,428 0,356
APAP-SG 1,53 1,53 1,53 0,349| -1,053
Pfiloha 17 Retentni faktory na OHS koloné v acetonitrilu a vod¢ (98:2, v/v) s 0,1 % HCOOH
Kkolona OHS 98 % AcN +2 % H20 + 0,1 % HCOOH
t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor &k Ink
Acenaften (t(M)) 1,11 1,11 1,11
APAP (AcN) 1,43 143 1,43 0,286| -1,253
APAP (H20) 1,36 1,36 1,36 0,223| -1,503
APAP-NAC 8,10 827 8,19 6,374| 1,852
APAP-CYS 1,88 1.89 1,88 0,695| -0,363
APAP-SG 1,50 1,49 1,50 0,347| -1,059
Pfiloha 18 Reten¢ni faktory na OHS koloné v acetonitrilu a vod¢ (99:1, v/v) s 0,1 % HCOOH
Kkolona OHS 99 % AcN + 1 % H20 + 0,1 % HCOOH
t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 1,141 1,15 1,14
APAP (AcN) 1,77 1,78 1,77 0,550| -0,598
APAP (H20) 1,42 142 1,42 0,240| -1,429
APAP-NAC 1,49 1,49 1,49 0,305| -1,188
APAP-CYS 440 451 4,46 2,896 1,063
APAP-SG 1,60 1,61 1,61 0,404 | -0,905
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Priloha 19 Graf zavislosti APAP ve acetonitrilu In k na In 9 na OH5 koloné v acetonitrilu avodé s 0,1 % HCOOH

APAP (ACN) v OH5 koloné s pfidavkem
HCOOH
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Pfiloha 20 Graf zavislosti APAP ve vodé In k na In 9 na OH5 koloné v acetonitrilu a vodé s 0,1 % HCOOH

APAP (H.O) v OH5 koloné s pfidavkem
HCOOH
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Pfiloha 21 Graf zavislosti APAP-NAC In k na In 9 na OH5 koloné v acetonitrilu a vodé s 0,1 % HCOOH

APAP-NAC v OH5 koloné s pridavkem

HCOOH
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Priloha 22 Graf zavislosti APAP-CYS In k naln 9 na OH5 koloné v acetonitrilu avodé s 0,1 % HCOOH

APAP-CYS v OH5 koloné s pfidavkem

HCOOH
15
1
05
0
-05
-1
-15

5 4,5 4 -35 3 2,5 2
In9

Pfiloha 23 Graf zavislosti APAP-SG In k na In 9 na OH5 koloné v acetonitrilu avodé s 0,1 % HCOOH

APAP-SG v OH5 koloné s pridavkem
HCOOH
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Pfiloha 24 Hodnoty linearni regrese pro retenci paracetamolu ajeho metabolitd v mobilni fazi acetonitril a voda s
0,1 % kyseliny mraven¢i v HILIC koloné

Usek Sméroda}tné Smérnice Smérodatvné' Koefigient

odchylka dseku odchylka smérnice determinace

APAP (AcN) -0,381 0,065 -2,301 0,222 0,920
APAP (H20) -0,093 0,038 -1,822 0,134 0,594
APAP-NAC -3,467 0,814 -11,815 2,767 0,948
APAP-CYS -0,881 0,089 -2,879 0,303 0,970
APAP-SG -0,093 0,025 -1,346 0,090 0,877

Pfiloha 25 Retencni faktory na HILIC koloné v acetonitrilu a vodé (90:10, v/v) s 0,1 % CH3COOH
90 % AcN + 10 % H20 + 0,1 % CH3COOH

kolona HILIC . L L
t(R)1 t(R)2 prumérny t(R) retencni faktor k In k
Acenaften (t(M)) 1,15 1,15 1,15
APAP (AcN) 1,27 1,27 1,27 0,107 -2,230
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90 % AcN + 10 % H20 + 0,1 % CH3;COOH

kolona HILIC
t(R)1 [t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor &k Ink
APAP (H20) 1,24] 1,25 1,24 0,080| -2,525
APAP-NAC 1,451 1,45 1,45 0,261 -1,345
APAP-CYS 1,161 1,16 1,16 0,010 -4,649
APAP-SG 1,27 1,27 1,27 0,101| -2,289
Pfiloha 26 Retentni faktory na HILIC koloné v acetonitrilu a vod¢ (95:5, v/v) s 0,1 % CH3COOH
kolona HILIC 95 % AcN + 5 % H20 + 0,1 % CH;COOH
t(R)1 [t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 1,14 1,15 1,15
APAP (AcN) 1,33] 1,33 1,33 0,159| -1,839
APAP (H20) 1,271 1,27 1,27 0,107| -2,233
APAP-NAC 1,80 1,79 1,80 0,566| -0,568
APAP-CYS 1,311 1,31 1,31 0,140 -1,967
APAP-SG 1,31] 1,32 1,32 0,146| -1,924
Pfiloha 27 Reten¢ni faktory na HILIC koloné v acetonitrilu a vod¢ (96:4, v/v) s 0,1 % CH3COOH
Kkolona HILIC 96 % AcN +4 % H20 + 0,1 % CH;COOH
t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 1,I5] 1,16 1,15
APAP (AcN) 1,35] 1,35 1,35 0,173 | -1,757
APAP (H20) 1,28 1,28 1,28 0,107| -2,234
APAP-NAC 1,68 1,69 1,69 0,464| -0,767
APAP-CYS 1,28 1,28 1,28 0,107| -2,230
APAP-SG 1,33] 1,33 1,33 0,154| -1,872
Pfiloha 28 Reten¢ni faktory na HILIC koloné v acetonitrilu a vod¢ (97:3, v/v) s 0,1 % CH3COOH
Kkolona HILIC 97 % AcN + 3 % H20 + 0,1 % CH;COOH
t(R)1 [t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor &k Ink
Acenaften (t(M)) 1,16 1,16 1,16
APAP (AcN) 1,38 1,38 1,38 0,194 | -1,640
APAP (H20) 1,29 1,29 1,29 0,115 -2,164
APAP-NAC 1,73| 1,74 1,74 0,499 | -0,695
APAP-CYS 1,32 1,32 1,32 0,140 -1,970
APAP-SG 1,36 1,36 1,36 0,172 -1,758
Pfiloha 29 Retentni faktory na HILIC koloné v acetonitrilu a vod¢ (98:2, v/v) s 0,1 % CH3COOH
Kkolona HILIC 98 % AcN + 2 % H20 + 0,1 % CH;COOH
t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor &k Ink
Acenaften (t(M)) 1,16 1,16 1,16
APAP (AcN) 1,43 1,43 1,43 0,227 -1,484
APAP (H20) 1,30 1,31 1,30 0,123 -2,099
APAP-NAC 1,80 1,82 1,81 0,556| -0,588
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kolona HILIC
t(R)1
APAP-CYS 1,40
APAP-SG 1,39

98 % AcN +2 % H20 + 0,1 % CH3COOH

t(R)2

1,40
1,39

pramérny t(R)

1,40
1,39

retencni faktor k

0,202
0,200

Pfiloha 30 Retencni faktory na HILIC koloné v acetonitrilu a vodé (99:1, v/v) s 0,1 % CH3COOH
99 % AcN + 1% H20 + 0,1 % CH3COOH

kolona HILIC
t(R)1
Acenaften (t(M)) 1,16
APAP (AcN) 1,48
APAP (H20) 1,33
APAP-NAC 1,85
APAP-CYS 1,54
APAP-SG 1,35

t(R)2

1,17
1,48
1,33
1,85
1,53
1,37

prdmérny t(R)

1,17
1,48
1,33
1,85
1,53
1,36

retencni faktor k

0,268
0,138
0,587
0,312
0,167

In k
-1,600
-1,611

In k

-1,318
-1,980
-0,533
-1,164
-1,791

Pfiloha 31 Graf zavislosti APAP v acetonnitrilu In k na In 9 na HILIC koloné v acetonitrilu a vodé s

0,1 % CH3COOH

APAP (AcN) v HILIC koloné s pfidavkem
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Pfiloha 32 Graf zavislosti APAP ve vodé Ink naln 9 na HILIC koloné v acetonitrilu avodé s 0,1 % CH3COOH

APAP (H. O) v HILIC koloné s pfidavkem
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CH.COOH
-4 -3,5
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Priloha 33 Graf zavislosti APAP-NAC In k naln 9 na HILIC koloné v acetonitrilu avodé s 0,1 % CH3COOH

APAP-NAC v HILIC koloné s pfidavkem
CH3COOH
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Pfiloha 34 Graf zavislosti APAP-CYS In k naIn 9 na HILIC koloné v acetonitrilu a vodé s 0,1 % CH3COOH

APAP-CYS v HILIC koloné s pridavkem
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Pfiloha 35 Graf zavislosti APAP-SG In k na In 9 na HILIC koloné v acetonitrilu a vodé s 0,1 % CH3COOH

APAP-SG v HILIC koloné s pfidavkem
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Ptiloha 36 Hodnoty linearni regrese pro retenci paracetamolu a jeho metabolitii v mobilni fazi acetonitril a voda s
0,1 % kyseliny octové v HILIC kolong

] Smeérodatna Smeérodatna Koeficient
Usek | odchylka tiseku | Smérnice | odchylka smérnice | determinace
APAP (AcN) -0,418 0,034 -3,126 0,119 0,974
APAP-NAC -0,367 0,082 -2.061 0,293 0,871
APAP-CYS -1,517 0,323 -7,624 1,161 0,880
APAP-SG -0,266 0,084 -2,762 0,293 0,717
Pfiloha 37 Reten¢ni faktory na OHS koloné v acetonitrilu a vod¢ (90:10, v/v) s 0,1 % CH3COOH
Kkolona OHS 90 % AcN + 10 % H20 + 0,1 % CH3COOH
t(R)1 [t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 1,07 1,07
APAP (AcN) 1,33] 1,33 1,33 0,248 -1,396
APAP-NAC 477 4,63 4,70 3,407 1,226
APAP-CYS 1,50] 1,48 1,49 0,399| -0918
APAP-SG 1,48 1,48 1,48 0,390 -0,942
Pfiloha 38 Reten¢ni faktory na OHS koloné v acetonitrilu a vod¢ (95:5, v/v) s 0,1 % CH3COOH
Kkolona OHS 95 % AcN + 5§ % H20 + 0,1 % CH;COOH
t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) reten¢ni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 1,131 1,13 1,13
APAP (AcN) 1,521 1,50 1,51 0,337| -1,088
APAP-NAC 2,131 213 2,13 0,887 -0,120
APAP-CYS 1,53] 1,53 1,53 0,355]| -1,036
APAP-SG 1,57 1,57 1,57 0,389 -0,944
Pfiloha 39 Reten¢ni faktory na OHS kolong v acetonitrilu a vodé¢ (96:4, v/v) s 0,1 % CH3COOH
Kkolona OHS 96 % AcN + 4 % H20 + 0,1 % CH3;COOH
t(R)1 [t(R)2 |prumérny t(R) retenc¢ni faktor &k Ink
Acenaften (t(M)) 1,121 1,12 1,12
APAP (AcN) 1,53] 1,53 1,53 0,364| -1,011
APAP-NAC 233 233 2,33 1,081 0,078
APAP-CYS 2,34 234 2,34 1,085| 0,082
APAP-SG 1,54 1,54 1,54 0,376| -0,978
Pfiloha 40 Retentni faktory na OHS koloné v acetonitrilu a vodé¢ (97:3, v/v) s 0,1 % CH3COOH
Kkolona OHS 97 % AcN + 3 % H20 + 0,1 % CH3;COOH
t(R)1 [t(R)2 |prumérny t(R) retenc¢ni faktor &k Ink
Acenaften (t(M)) 1,13 1,13 1,13
APAP (AcN) 1,61 1,61 1,61 0,424| -0,858
APAP-NAC 2,86 2,86 2,86 1,525| 0,422
APAP-CYS 2.86| 286 2,86 1,525 0,422
APAP-SG 1,61 1,62 1,61 0,425| -0,856
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Priloha 41 Retencni faktory na OH5 koloné v acetonitrilu a vodé (98:2, v/v) s 0,1 % CH3COOH
98 % AcN +2 % H20 + 0,1 % CH3COOH

kolona OH5 . L -
t(R)1 t(R)2 prumeérny t(R) retencni faktor k In k
Acenaften (t(M)) 1,14 1,15 1,14
APAP (AcN) 1,69 1,69 1,69 0,478 -0,739
APAP-NAC 3,46 3,46 3,46 2,024 0,705
APAP-CYS 3,47 3,47 3,47 2,033 0,710
APAP-SG 1,70 1,69 1,70 0,481 -0,732

Pfiloha 42 Retencni faktory na OH5 koloné v acetonitrilu a vodé (99:1, v/v) s 0,1 % CH3COOH

0, 0 0
kolona OH5 99 % AcN +1% H20 +0,1 % CHsCOOH

t(R)L t(R)2 primérny t(R) retencni faktor k In k
Acenaften (t(M)) 1,16 1,16 1,16
APAP (AcN) 1,87 1,87 1,87 0,611 -0,492
APAP-NAC 5,16 5,15 5,16 3,437 1,235
APAP-CYS 5,16 5,16 5,16 3,439 1,235
APAP-SG 1,87 1,87 1,87 0,608 -0,498

Pfiloha 43 Graf zavislosti APAP v acetonitrilu Ink na In 9 na OH5 koloné v acetonitrilu avodé s0,1 % CH3COOH

APAP (ACN) v OH5 koloné s pridavkem
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PFiloha 44 Graf zavislosti APAP-NAC In k na In 9 na OH5 koloné v acetonitrilu a vodé s 0,1 % CH3COOH

APAP-NAC v OH5 koloné s pridavkem
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Priloha 45 Graf zavislosti APAP-CYS In k naln 9 na OH5 koloné v acetonitrilu avodé s 0,1 % CH3COOH

APAP-CYS v OH5 koloné s pfidavkem
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Pfiloha 46 Graf zavislosti APAP-SG In k na In 9 na OH5 koloné v acetonitrilu a vodé s 0,1 % CH3COOH

APAP-SG v OH5 koloné s pridavkem
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Pfiloha 47 Hodnoty linearnf regrese pro retenci paracetamolu ajeho metabolitd v mobilnf fazi acetonitril avoda s
0,1 % kyseliny octové v OH5 koloné

Usek Smérodatna Smérnice Smérodatné' Koefigient

odchylka Gseku odchylka smérnice determinace

APAP (AcN) -2,519 0,105 -5,771 0,102 0,993
APAP-NAC -1,183 0,062 -3,099 0,041 0,992
APAP-CYS -0,809 0,206 -3,361 0,176 0,837
APAP-SG -3,820 0,976 -6,581 0,824 0,793

PFiloha 48 Retencni faktory na OH5 koloné v acetonitrilu avodé (90:10, v/v) s 10 mmol/l mraven¢anem amonnym

90 % AcN + 10 % H20 + 0,1 % HCOONH4

kolona OH5 . L o
t(R)1 t(R)2 prumérny t(R) retencni faktor k In k
Acenaften (t(M)) 1,16 1,30 1,23
APAP (AcN) 146 151 1,49 0,206 -1,579
APAP (H20) 2,00 1,90 1,95 0,582 -0,541
APAP-SG 183 1,98 1,90 0,545 -0,607
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Pfiloha 49 Retentni faktory na HILIC koloné v acetonitrilu a vod¢ (90:10, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym

90 % AcN + 10 % H20 + 10 mmol/1 CH;COONH;4

kolona HILIC
t(R)1 [t(R)2 |pramérny t(R) retencni faktor &k Ink
Acenaften (t(M)) 1,121 1,12 1,12
APAP (AcN) 1,28 1,29 1,28 0,144 | -1,939
APAP (H20) 1,45 1,45 1,45 0,292 -1,232
APAP-CYS 1,32 1,32 1,32 0,179 -1,720
APAP-SG 1,45 145 1,45 0,292 -1,232

Pfiloha 50 Reten¢ni faktory na HILIC koloné v acetonitrilu a vod¢ (95:5, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym

95 % AcN + 5 % H20 + 10 mmol/l CHsCOONH4

kolona HILIC
t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) reten¢ni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 1,I1| 1,13 1,12
APAP (AcN) 1,39] 1,39 1,39 0,240| -1,427
APAP (H20) 1,57 1,57 1,57 0,398 | -0,922
APAP-CYS 1,19 1,19 1,19 0,062| -2,782
APAP-SG 1,39] 1,39 1,39 0,237 -1,442

Pfiloha 51 Reten¢ni faktory na HILIC koloné v acetonitrilu a vod¢ (94:6, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym

96 % AcN + 4 % H20 + 10 mmol/l CH3COONH4

kolona HILIC
t(R)1 [t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor &k Ink
Acenaften (t(M)) 1,13 1,13 1,13
APAP (AcN) 1,42 142 1,42 0,258 -1,355
APAP (H20) 1,53 1,53 1,53 0,357 -1,029
APAP-CYS 1,17 1,17 1,17 0,037| -3,291
APAP-SG 1,42 142 1,42 0,258 -1,353

Pfiloha 52 Reten¢ni faktory na HILIC koloné v acetonitrilu a vod¢ (97:3, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym

97 % AcN + 3 % H20 + 10 mmol/l CH3COONH4

kolona HILIC
t(R)1 [t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 1,13 1,13 1,13
APAP (AcN) 1,48 147 1,47 0,304 -1,192
APAP (H20) 1,60 1,59 1,60 0,411] -0,890
APAP-CYS 121 122 1,21 0,073 -2,624
APAP-SG 2.89| 288 2,89 1,553 | 0,440

Pfiloha 53 Reten¢ni faktory na HILIC koloné v acetonitrilu a vod¢ (98:2, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym

98 % AcN + 2 % H20 + 10 mmol/l CH3COONH4

kolona HILIC
t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) reten¢ni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 1,131 1,14 1,14
APAP (AcN) 1,56 1,55 1,55 0,367| -1,004
APAP (H20) 1,53 1,53 1,53 0,343| -1,070
APAP-CYS 1,27 1,27 1,27 0,114 -2.173
APAP-SG 1,10 1,10 1,10 -0,031
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Priloha 54 Retencni faktory na HILIC koloné v acetonitrilu avodé (99:1, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym

99 % AcN + 1% H20 + 10 mmol/l CH3COONH4

kolona HILIC . L o
t(R)1 t(R)2 prumérny t(R) retencni faktor k In k
Acenaften (t(M)) 1,14 1,15 1,14
APAP (AcN) 1,67 1,67 1,67 0,464 -0,769
APAP (H20) 157 1,57 1,57 0,376 -0,978
APAP-CYS 1,34 1,35 1,34 0,178 -1,726
APAP-SG 1,10 1,10 1,10 -0,034

Pfiloha 55 Graf zavislosti APAP v acetonnitrilu In k na In 9 na HILIC koloné v acetonitrilu a vodé s 10 mmol/I
octanem amonnym

APAP (AcN) v HILIC koloné s pfidavkem
10 mmol/l CHICOONH4

In9

Pfiloha 56 Graf zavislosti APAP ve vodé In k na In 9 na HILIC koloné v acetonitrilu a vodé s 10 mmol/l octanem
amonnym

APAP (H20) v HILIC koloné s pridavkem
10 mmol/l CHICOONH4
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Priloha 57 Graf zavislosti APAP-CYS In k na In 9 na HILIC koloné v acetonitrilu avodé s 10 mmol/l octanem
amonnym

APAP-CYS v HILIC koloné s pfidavkem
10 mmol/l CH3COONH4
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Priloha 58 Graf zavislosti APAP-SG In k na In 9 na HILIC koloné v acetonitrilu a vodé s 10 mmol/l octanem
amonnym

APAP-SG v HILIC koloné s pfidavkem 10
mmol/l CHICOONH4
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Priloha 59 Hodnoty linearni regrese pro retenci paracetamolu ajeho metabolit(i v mobilni fazi acetonitril avoda s
10 mmol/I kyseliny octové v HILIC koloné

Usek Smérodatna Smérnice Smérodatné. Koefigient

odchylka tseku odchylka smérnice determinace
APAP (AcN) -0,519 0,043 -3,045 0,149 0,974
APAP (H20) -0,096 0,064 -1,334 0,225 0,356
APAP-CYS -0,900 0,243 -5,763 0,895 0,821
APAP-SG -1,654 0,829 -6,039 2,518 0,666

Pfiloha 60 Retencni faktory na OH5 koloné v acetonitrilu a vodg (90:10, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym
90 % AcN + 10 % H20 + 10 mM CH3COONH4

kolona OH5 L L
t(R)1 t(R)2 prumérny t(R) retenéni faktor k In k
Acenaften (t(M)) 1,04 1,02 1,03
APAP (AcN) 1,29 1,35 1,32 0,279 -1,277
APAP (H20) 1,28 1,33 1,30 0,263 -1,334
APAP-CYS 1,36 1,36 1,36 0,313 -1,162
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Pfiloha 61 Retentni faktory na OHS koloné v acetonitrilu a vod¢ (95:5, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym

95 % AcN + 5 % H20 + 10 mM CH3COONH;4

kolona OHS
t(R)1 [t(R)2 |pramérny t(R) retencni faktor &k Ink
Acenaften (t(M)) 1,15 1,15
APAP (AcN) 1,57 1,57 1,57 0,362 -1,017
APAP (H20) 1,53 1,53 1,53 0,325 -1,123
APAP-CYS 2,62 262 2,62 1,273 | 0,241

Pfiloha 62 Retentni faktory na OHS koloné v acetonitrilu a vod¢ (96:4, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym

96 % AcN + 4 % H20 + 10 mM CH3COONHj4

kolona OHS
t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 1,12 1,13 1,12
APAP (AcN) 1,63 1,72 1,67 0,490 -0,714
APAP (H20) 1,58 1,59 1,59 0,414 | -0,882
APAP-CYS 311 742 5,27 3,692 1,306

Pfiloha 63 Retentni faktory na OHS kolong v acetonitrilu a vode (97:3, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym

97 % AcN + 3 % H20 + 10 mM CH3COONHj4

kolona OHS
t(R)1 [t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 1,12 1,13 1,12
APAP (AcN) 1,70 1,72 1,71 0,525| -0,645
APAP (H20) 1,62 1,60 1,61 0,435| -0,833
APAP-CYS L71 1,71 1,71 0,521| -0,653

Pfiloha 64 Retentni faktory na OHS koloné v acetonitrilu a vodé (98:2, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym

98 % AcN + 2 % H20 + 10 mM CH3COONHj4

kolona OHS
t(R)1 [t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor k Ink

Acenaften (t(M)) 1,171 1,22 1,19

APAP (AcN) 2,03| 227 2,15 0,803 [ -0,219
APAP (H20) 2,83 3,20 3,02 1,529 0,425
APAP-NAC 446| 5,46 4,96 3,155 1,149
APAP-CYS 1,801 1,91 1,90 0,592| -0,524
APAP-SG 2,87 3,52 3,20 1,679 0,518

Pfiloha 65 Retentni faktory na OHS kolong v acetonitrilu a vode (99:1, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym

99 % AcN +1 % H20 + 10 mM CH3COONHj4

kolona OHS
t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) retenc¢ni faktor &k Ink
Acenaften (t(M)) 2,08 2,07 2,08
APAP (AcN) 3221 3,23 3,22 0,551 -0,595
APAP (H20) 493 4,93 4,93 1,373| 0,317
APAP-CYS 191 1,92 1,92 -0,077
APAP-SG 3,15 2,95 3,05 0,468 | -0,760
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Priloha 66 Graf zavislosti APAP v acetonnitrilu In k na In 9 na OH5 koloné v acetonitrilu a vodé s 10 mmol/l
octanem amonnym

APAP (ACN) v OH5 koloné s pfidavkem
10 mmol/l CHICOONH4
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Pfiloha 67 Graf zavislosti APAP ve vodé In k na In 9 na OH5 koloné v acetonitrilu a vodé s 10 mmol/l octanem
amonnym

APAP (H20) v OH5 koloné s pfidavkem 10
mmol/l CH3ICOONH4
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Pfiloha 68 Graf zavislosti APAP-CYS In k na In 9 na OH5 koloné v acetonitrilu a vodé s 10 mmol/l octanem
amonnym

APAP-CYS v OH5 koloné s pfidavkem 10
mmol/l CH3COONH4
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Ptiloha 69 Hodnoty linearni regrese pro retenci paracetamolu a jeho metaboliti v mobilni fizi acetonitril a voda s
10 mml/1 kyseliny octové v OHS5 koloné

] Smeérodatna Smérodatna Koeficient
Usek | odchylka useku | Smérnice | odchylka smérnice | determinace
APAP (AcN) -1.485 0,193 -4.330 0,163 0,952
APAP (H20) -1,304 0,189 -4.299 0,176 0,941
APAP-CYS -0.313 0,307 -3.171 0,268 0,257
Pfiloha 70 Retentni faktory na NH2 koloné v acetonitrilu a vod¢ (90:10, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym
90 % AcN + 10 % H20 + 10 mM CH3COONH4
kolona NH2 — .
t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) reten¢ni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 2,04 2,04 2.04
APAP (AcN) 2.85| 287 2,86 0,402 | -0911
APAP (H20) 290 290 2,90 0,422 | -0,864
90 % AcN + 10 % H20 + 10 mM CH3COONH4
kolona NH2 . .
t(R)1 [t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor k Ink
APAP-NAC 549| 5,43 5,46 1,677 0,517

Pfiloha 71 Reten¢ni faktory na NH2 koloné v acetonitrilu a vod¢ (95:5, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym

95 % AcN + 5 % H20 + 10 mM CH3COONH;4

kolona NH2
t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) reten¢ni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 2,15 2,15 2,15
APAP (AcN) 3,56 3,59 3,57 0,659| -0,416
APAP (H20) 3,59 3,57 3,58 0,662| -0,412

Pfiloha 72 Reten¢ni faktory na NH2 koloné v acetonitrilu a vod¢ (96:4, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym

96 % AcN + 4 % H20 + 10 mM CH3COONHj4

kolona NH2
t(R)1 [t(R)2 |prumérny t(R) retencni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 2241 224 2,24
APAP (AcN) 4111 411 4,11 0,833 -0,183
APAP (H20) 3,70 3,69 3,70 0,649| -0,432
APAP-SG 4,11 4,17 4,14 0,847| -0,166

Pfiloha 73 Reten¢ni faktory na NH2 koloné v acetonitrilu a vod¢ (97:3, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym

kolona NH2

97 % AcN + 3 % H20 + 10 mM CH3COONHj4

t(R)1 |t(R)2 |pramérny t(R) reten¢ni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 229 229 2,29
APAP (AcN) 4,66| 4,66 4,66 1,038 0,037
APAP (H20) 4,62| 4,61 4,61 1,017 0,017
APAP-SG 4,62| 4.6l 4,61 1,017 0,017

Pfiloha 74 Retentni faktory na NH2 koloné v acetonitrilu a vodé (98:2, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym

kolona NH2

98 % AcN + 2 % H20 + 10 mM CH3COONHj4

t(R)1

t(R)2

prumérny t(R)

retenéni faktor &

Ink

Acenaften (t(M))
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2,78
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APAP (AcN) 6,17 5,99 6,08 1,277 0,245

APAP (H20) 4,70 4,69 4,70 0,759 -0,276
APAP-NAC 891 8,59 8,75 2,278 0,823
APAP-SG 549 549 5,49 1,056 0,055

Pfiloha 75 Retenc¢ni faktory na NH2 koloné v acetonitrilu a vodé (99:1, v/v) s 10 mmol/l octanem amonnym

99 % AcN + 1% H20+ 10mM CH3COONH34

kolona NH2 . L. L
t(R)1 t(R)2 prumérny t(R) retencni faktor k In k
Acenaften (t(M)) 2,40 2,39 2,40
APAP (AcN) 6,60 6,60 6,60 1,754 0,562
APAP (H20) 578 5,80 5,79 1,416 0,348
APAP-NAC 7,71 7,72 7,71 2,218 0,797
APAP-SG 6,57 6,57 6,57 1,741 0,554

Pfiloha 76 Graf zavislosti APAP v acetonnitrilu In k na In 9 na NH2 koloné v acetonitrilu a vodé s 10 mmol/I
octanem amonnym

APAP (ACN) v NH2 koloné s pridavkem
10 mmol/l CH3COONH4
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Pfiloha 77 Graf zavislosti APAP ve vodé In k na In 9 na NH2 koloné v acetonitrilu a vodé s 10 mmol/l octanem
amonnym

APAP (H20) v NH2 koloné s pfidavkem
10 mmol/l CH3COONH4
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Priloha 78 Graf zavislosti APAP-NAC In k na In 9 na NH2 koloné v acetonitrilu a vodé s 10 mmol/l octanem
amonnym

APAP-NAC v NH2 koloné s pfidavkem
10 mmol/l CHICOONH4
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Pfiloha 79 Graf zavislosti APAP-SG In k na In 9 na NH2 koloné v acetonitrilu a vodé s 10 mmol/l octanem
amonnym

APAP-SG v NH2 koloné s pridavkem
10 mmol/l CH3COONH4
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Pfiloha 80 Hodnoty linearni regrese pro retenci paracetamolu ajeho metabolitd v mobilni fazi acetonitril a voda s
0,1 % kyseliny octové v NH2 koloné

Usek Smérodatna Smérnice Smérodatné' Koefigient

odchylka Gseku odchylka smérnice determinace
APAP (AcN) -0,648 0,048 -2,328 0,168 0,979
APAP (H20) -0,472 0,078 -1,958 0,273 0,901
APAP-NAC -0,133 0,053 0,231 0,198 0,864
APAP-SG -0,495 0,089 -1,770 0,341 0,940

Pfiloha 81 Retencni faktory na ES-CN koloné v acetonitrilu a vodé (90:10, v/v) s 20 mmol/l octanem amonnym

90 % AcN + 10 % H20 + 20 mM CH3COONH4

kolona ES-CN . o
t(R)1 t(R)2 t(R)3 prumeérny t(R) retenéni faktor k Ink
Acenaften (t(M)) 1,12 1,12 1,12 1,12
APAP (H20) 1,20 1,16 1,16 1,17 0,049 -3,024
APAP-NAC 1,16 1,45 145 1,35 0,212 -1,552
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Pfiloha 82 Retentni faktory na ES-CN kolon¢ v acetonitrilu a vodé (95:5, v/v) s 20 mmol/l octanem amonnym

kolona ES-CN

95 % AcN + 5 % H;0 + 20 mM CH;COONH,4

t(R)1 [t(R)2 [t(R)3 | prumérny t(R) reten¢ni faktor A& Ink
Acenaften (t(M)) 128 128 1728 1,28
APAP (H,0) 1,23 122 124 1,23 -0,04
APAP-NAC 147 147 148 1,47 0,16 -1.86

Pfiloha 83 Retentni faktory na ES-CN kolon¢ v acetonitrilu a vodé (96:4, v/v) s 20 mmol/l octanem amonnym

kolona ES-CN

96 % AcN +4 % H;0 + 20 mM CH;COONH,4

t(R)1 |t(R)2 |priamérny t(R) reten¢ni faktor 4 nk
Acenaften (t(M)) 1,27 1,27 1,27
APAP (H,0) 1,32 1,27 1,30 0,02 -3,97
APAP-NAC 1,79 1,80 1,79 041 -090

Pfiloha 84 Retentni faktory na ES-CN kolon¢ v acetonitrilu a vodé (97:3, v/v) s 20 mmol/l octanem amonnym

kolona ES-CN

97 % AcN + 3 % H;0 + 20 mM CH;COONH,4

t(R)1 [t(R)2 |primérny t(R) reten¢ni faktor A& Ink
Acenaften (t(M)) 1,27 1,26 1,26
APAP (H20) 1,26 1,26 1,26 0,00
APAP-NAC 2,39 2,45 2,42 0,92 -0,09

Pfiloha 85 Retentni faktory na ES-CN kolon¢ v acetonitrilu a vodé (98:2, v/v) s 20 mmol/l octanem amonnym

kolona ES-CN

98 % AcN +2 % H;0 + 20 mM CH;COONH,4

t(R)1  [t(R)2 |prumérny t(R) reten¢ni faktor A Ink
Acenaften (t(M)) 1,26 1,26 1,26
APAP (H,0) 1,71 1,71 1,71 0,35 -1,04
APAP-NAC 3.81 3.82 3,81 2,02 0,70

Pfiloha 86 Retentni faktory na ES-CN kolon¢ v acetonitrilu a vodé (99:1, v/v) s 20 mmol/l octanem amonnym

kolona ES-CN

99 % AcN +1 % H;0 + 20 mM CH;COONH,4

t(R)1 |t(R)2 |prumérny t(R) reten¢ni faktor & nk
Acenaften (t(M)) 1,26 1,26 1,26
APAP (H,0) 1,71 1,72 1,72 0,36] -1,02
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Priloha 87 Graf zavislosti APAP ve vodé In k naln 9 na ES-CN koloné v acetonitrilu avodé s 20 mmol/l octanem
amonnym

APAP (H20) v ES-CN koloné s pfidavkem
20 mmol/l CH3COONH4

-3,5

In9

Pfiloha 88 Graf zavislosti APAP-NAC In k na In 9 na ES-CN koloné v acetonitrilu a vodé s 20 mmol/l octanem
amonnym

APAP-NAC v ES-CN koloné s pfidavkem
20 mmol/l CH3COONH4

Pfiloha 89 Hodnoty lineadrni regrese pro retenci paracetamolu ajeho metabolitdl v mobilni fazi acetonitril a voda s
20 mml/I kyseliny octové v ES-CN koloné

Usek Sméroda}tné Smérnice Smérodatné' Koefigient

odchylka dseku odchylka smérnice determinace
APAP (H20) -0,935 0,276 -5,068 1,029 0,920
APAP-NAC -1,365 0,305 -4,874 1,003 0,909
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Priloha 90 Graf nelinearni regrese APAP v acetonitrilu na OH5 koloné v acetonitrilu avodé s 20 mmol/l octanem
amonnym

Pfiloha 91 Graf nelineé&rni regrese APAP ve vodé na OH5 koloné v acetonitrilu a vodé s 20 mmol/l octanem
amonnym
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Priloha 92 Graf nelinearni regrese APAP-NAC na OH5 koloné v acetonitrilu a vodé s 20 mmol/l octanem
amonnym

PFiloha 93 Grafnelinearni regrese APAP-CY'S na OH5 koloné v acetonitrilu a vodé s 20 mmol/l octanem amonny
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Priloha 94 Graf nelinearni regrese APAP-SG na OH5 koloné v acetonitrilu avodé s 20 mmol/l octanem amonny

Pfiloha 95 Gradientova eluce metabolitl paracetamolu (gradient 2)

Gradientova eluce metabolitll APAP 15
min
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P¥iloha 96 Gradientova eluce metabolitll paracetamolu (gradient 3)

Gradientova eluce metabolitd APAP 10
min

Pfiloha 97 Gradientova eluce metabolitdl paracetamolu (gradient 4)

Gradientova eluce metabolitd APAP 5 min
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