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ANOTACE

Paracetamol je Siroce pouzivané analgetikum a antipyretikum a v doporucenych
davkach je povazovan za bezpecny 1€k. Eliminace terapeutickych davek paracetamolu probiha
V jatrech tfemi hlavnimi cestami. Pfiblizn¢ 80 % paracetamolu je konjugovano s Kyselinou
glukuronovou a 10 % paracetamolu je konjugovano se sulfaitem. Zbylych 10 % je oxidovéano
pomoci CYP450 za vzniku N-acetyl-p-benzochinoniminu, ktery je dale metabolizovan.
Vznika tak postupné konjugat paracetamolu s glutathionem, cysteinem a N-acetyl-L-
cysteinem.

Paracetamol a jeho vyse zminéné metabolity Ize stanovit s vyuzitim velkého mnozstvi
metod. Jednou z nejcastéji pouzivanych metod je v tomto piipadé vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie s UV detekci. Hlavnim cilem této prace bylo optimalizovat stanoveni
paracetamolu a jeho metabolitlh pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s UV a MS
detekci. Nami ziskané meze detekce byly vyrazné niz$i s vyuzitim MS. Dal$im cilem této
prace bylo pomoci preparativni kapalinové chromatografie purifikovat konjugat paracetamolu

s glutathionem, cysteinem a N-acetyl-L-cysteinem.

KLICOVA SLOVA

Paracetamol; konjugat paracetamolu; biotransformace; kapalinova chromatografie.



ANNOTATION

Paracetamol is a widely used analgesic and antipyretic drug that is considered to be
safe at therapeutic doses. Elimination of therapeutic doses of paracetamol occurs in the liver
by three major pathways: approximately 80% of the dose is metabolized by conjugation with
glucuronic acid and 10% by conjugation with sulfate. The remaining part of the dose,
i.e. 10%, is oxidized by CYP450 to N-acetyl-p-benzoquinone imine which is further
conjugated with glutathione to form glutathione and then cysteine and N-acetyl-L-cysteine
conjugates.

Paracetamol and its metabolites can be determined by a number of methods. High
Performance Liquid Chromatography linked with UV detection is one of the most commonly
used methods. The main aim of this thesis was to optimize the determination of paracetamol
and its metabolites by HPLC linked with UV or MS detection. The obtained detection limits
were significantly lower using MS detection. Another aim of this work was to purify the
glutathione, cysteine and N-acetyl-cysteine conjugates of paracetamol by the preparative

liquid chromatography.

KEYWORDS

Paracetamol; paracetamol conjugate; biotransformation; liquid chromatography.
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SEZNAM ZKRATEK
APAP — paracetamol

APAP-CYS — cysteinovy konjugat paracetamolu
APAP-D4— deuterovany paracetamol

APAP-NAC — konjugat paracetamolu s N-acetyl-L-cysteinem
APAP-SG — konjugat paracetamolu s glutathionem

C18 — oktadecyl silikagel

CE — kapilarni elektroforéza

CNS — centralni nervova soustava

COX-1 — cyklooxygenaza 1

COX-2 — cyklooxygendza 2

COX-3 — cyklooxygenaza 3

CYP450 — cytochrom P450

GSH — glutathion

HPLC — vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

INOS — inducibilni NO-syntaza

IS — vnitini standard

LC — kapalinova chromatografie

LOD — mez detekce

LOQ — mez stanovitelnosti

MRM — Multiple Reaction Monitoring (multiplexni analyza)
MS — hmotnostni spektrometrie

NAPQI — N-acetyl-p-benzochinonimin



rrrrrr

PAPS — 3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfat
SRM - Selected Reaction Monitoring (sledovani vybrané reakce)

UGT - uridindifosfat glukuronosyltransferaza



UvVOD

Paracetamol (acetaminofen) je jednim z nejbéznéjsich 1€kt pouzivanych ke sniZzovani
horecky a utlumeni bolesti. Jedna se o voln€ prodejny a zaroven levny 1€k, ktery je dostupny
ve formé tablet, kapek ¢i sirupt pod riznymi obchodnimi ndzvy. Kromé peroralniho podani je
mozné paracetamol podavattaké i.v. ¢i per rectum. U dospélého ¢lovéka by denni davka
paracetamolu neme¢la piekrocit 4 g. Pii pickroCeni této davky muze dojit k vaznému
poskozeni jater ¢i ledvin, které mize byt mnohdy i1 smrtelné. Diivodem je v tomto piipadé
nadmérna oxidace paracetamolu pomoci CYP450, ktera vede ke vzniku N-acetyl-p-

benzochinoniminu, vysoce reaktivniho a toxického meziproduktu.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 ANALGETIKA

Vice nez polovinu trhu s voln¢ prodejnymi 1éky tvoii analgetika. Ve vyspélych zemich
je spotieba téchto 1é¢iv odhadovana na 20-60 g na osobu za rok (Abbott et Hellemans 2000).
Mezi nejznaméjSi z nich bezpochyby patii ibuprofen, paracetamol, aspirin a metamizol
(obr. ¢. 1). Tato IéCiva pusobi nejen analgeticky, ale také antipyreticky a né&které
i antiflogisticky. Lisi se svymi Zadoucimi a nezadoucimi G¢inky. Spole¢nou vlastnosti je

princip G¢inku na bazi inhibice vzniku eikosanoida (Liillmann 2004).

HO_ _O
OO bz
0.0
CH, CH, w
CH,
HaC

KYSELINA )
IBUPROFEN ACETYLSALICYLOVA
O—Na
NH 0O "5 OQS/\
% HyC N—/ O
HO
HaC N 0

PARACETAMOL METAMIZOL

Obrazek 1: Struktury vybranych analgetik
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1.1.1 KYSELINA ACETYLSALICYLOVA

Stabilni kyselina acetylsalicylovd, pouzitelna pro Iékaiské ucely, byla poprvé
syntetizovana némeckym chemikem Felixem Hoffmannem roku 1897. O dva roky pozdé¢ji byl
tento 1ék uveden na trh pod obchodnim nazvem Aspirin spole¢nosti Bayer. Po mnoho let je
a antipyretické ucinky (Szukiewicz et al. 2015). Ve vétsich davkach se aspirin pouziva
k 1é¢b¢ revmatoidni artritidy nebo jako profylaktické ¢inidlo proti trombotickym cévnim
onemocnénim. Aspirin spolu se salicylaitem rovnéz funguje jako silny zhaSe¢ vysoce
nebezpecnych hydroxylovych radikalt, které pfispivaji k poSkozeni tkdné v misté zanétu
(Ingelman-Sundberg et al. 1991).

Aspirin zptuisobuje nevratnou inhibici cyklooxygenazy (COX), enzymu nezbytného pro
konverzi kyseliny arachidonové na mediatory znamé jako prostanoidy - tromboxan A2,
prostacyklin a ostatni prostaglandiny (Szukiewicz et al. 2015). COX je rovnéz oznafovana
jako prostaglandin H-syntaza a existuje ve dvou hlavnich izoformach. Prvni izoforma
(COX-1) je konstitutivné exprimovana v endoplazmatickém retikulu vétSiny bunék, véetné
trombocytl. Podili se na syntéze homeostatickych prostaglandinti, které jsou zodpovédné
za normalni bunééné funkce, dale naptiklad reguluje aktivaci a agregaci krevnich desticek.
Oproti tomu druha izoforma (COX-2) neni ve vét§in¢ bunék bézné ptitomna, ale je naopak
inducibilni a jeji koncentrace stoupa pusobenim zanétlivych a rastovych faktor
(Fiorucci et Soldato 2003). Inhibice COX-1 a COX-2 je v tomto piipadé zpisobena acetylaci
specifické serinové Casti (serin 530 a serin 516). Vzhledem k této vlastnosti se aspirin lisi od
(Szukiewicz et al. 2015). Pusobenim aspirinu je COX-1 zcela inaktivovana, COX-2 ovSem
ne. Ta sice v pfitomnosti aspirinu nepfeménuje kyselinu arachidonovou na prostaglandin H2,
ale pfeménuje ji na 15-R-hydroxyeikosatetraenovou kyselinu, ktera je dale metabolizovana na

Veskeré informace o tom, jak je aspirin metabolizovan, je$t€ nejsou zcela znadmé.
Po perordlnim podani je kyselina acetylsalicylovd v lidském téle rychle hydrolyzovana
(enzymaticky ¢i neenzymaticky) za vzniku kyseliny salicylové. Poté je vznikla kyselina
salicylova metabolizovana raznymi zpiasoby, popfipadé muze byt vylouCena piimo
v nezménéné podobe¢ (1-31 % davky). Hlavni metabolickou cestou je konjugace s glycinem
(20-65 %). Touto reakci vznika kyselina salicylurova (Sedgeman et al. 2015). Dale muze byt
kyselina salicylova konjugovana s kyselinou glukuronovu (1-42 %). Tuto reakci katalyzuje
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Siroka Skala uridindifosfat glukuronosyltransferaz (UGT), napiiklad 1A1, 1A3, 1A4, 1A6,
2B4 a dalsi (Ingelman-Sundberg et al. 1991, Sedgeman et al. 2015).

Kyselina 2,3-dihydroxybenzoova a kyselina 2,5-dihydroxybenzoova jsou minoritnimi
metabolity kyseliny salicylové. Tyto metabolity vznikaji oxidaci za tcasti enzymi
cytochromu P450 (CYP450). Naslednou konjugaci kyseliny 2,5-dihydroxybenzoové
s glycinem vznika kyselina gentisurova (Sedgeman et al. 2015).

1.1.2 IBUPROFEN

Ibuprofen ([(£)-(R,S)-2-(4-izobutylfenyl)propionova kyselina]) je fazen mezi NSAIDs
a bézné se tak uziva pro své antiflogistické, analgetické a antipyretické Gc¢inky. Obsahuje
chiralni centrum a typicky se podava jako racemicka smés obsahujici S (+) a R (-) enantiomer
(Hamman et al. 1997, Gomez et al. 2011, Tan et al. 2002). Poprvé byl ibuprofen ptedstaven
vroce 1969 jako lepsi alternativa ke kyseliné acetylsalicylové. Nejcastéj§im vedlejSim
ucinkem pfi uzivani tohoto 1éku je bolest zaludku, nevolnost a zvraceni. Tyto vedlejsi Géinky
by ale mély byt méné intenzivni nez u kyseliny acetylsalicylové, coz z ibuprofenu ¢ini onu
lepsi alternativu. Jedna se o takzvany neselektivni inhibitor COX-1 a COX-2 (Bushra et
Aslam 2010). COX-1 a COX-2 je inhibovana pievazné S-enantiomerem ibuprofenu a to
konkrétn¢ v monocytech a trombocytech. Oproti tomu R-ibuprofen inhibuje COX-1 pouze
slabé a COX-2 neinhibuje vibec. V lidském téle je R-ibuprofen (pfiblizné 68 %) chiralné
invertovan na S-ibuprofen, ktery ptfedstavuje aktivni slozku racemické smési (Brune et al.
1998, Tan et al. 2002). Ibuprofen rovnéz inhibuje inducibilni NO-syntazu (iNOS).
Prostfednictvim inhibice iNOS miiZe zabranit imunitné zprosttedkované neurodegeneraci a to
tim, Ze snizi syntézu volného radikalu oxidu dusnatého (Stratman et al. 1997).

Ibuprofen je dodavan ve formé tablet, kdy se obsah samotné ucinné latky pohybuje
v rozmezi 200-800 mg. Obvykla davka je 400-800 mg tiikrat denné. Ve vod¢ se témét
nerozpousti. Maximalni sérové koncentrace ibuprofenu je dosazeno 1-2 hodiny po peroralnim
podani. Biotransformace je rychld a I¢k je zcela eliminovan béhem 24 hodin. Pouze malé
mnozstvi je vylou¢eno v nezménéné podobé (Bushra et Aslam 2010). Oba dva enantiomery
ibuprofenu jsou metabolizovany pomoci I. i II. biotransformacni faze xenobiotik. B&hem
I. faze biotransformace ibuprofenu se uplatiuje piedevsim CYP450. Pouze 14 %
S-ibuprofenu je pifimo konjugovano s kyselinou glukuronovou. Této konjugaci z asti
podléhaji i vzniklé metabolity, a to 28 % 2-hydroxy-ibuprofenu a 45 % 3-hydroxy-
ibuprofenu.  Nekonjugovany 3-hydroxy-ibuprofen je prostiednictvim cytosolovych

dehydrogenaz biotransformovan na 3-kaborxy-ibuprofen, ktery je spolu s nekonjugovanym
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2-hydroxy-ibuprofenem vylou¢en moci. Konjugaci ibuprofenu a jeho metaboliti s kyselinou
glukuronovou katalyzuje enzym uridindifosfat-glukuronosyltransferaza (UGT) 1A9, 1AS3,
2B1 a 2B7 (Gomez et al. 2011, Tan et al. 2002).

V souvislosti s uzivanim ibuprofenu bylo hlaseno i mnoho pfipadi predavkovani.
Po predavkovani se mohou objevit zachvaty, hypertenze, apnoe, stejné jako rendlni ¢i jaterni
dysfunkce. Osoby uzivajici dlouhodob¢ vysoké davky ibuprofenu maji zvysené riziko vzniku
infarktu myokardu. Ibuprofen také muze zpusobit zmény ve funkci trombocyti, poSkozeni
gastrointestinalni sliznice nebo poruchy vodni a elektrolytové rovnovahy (Bushra et Aslam

2010).

1.1.3 METAMIZOL

Metamizol (dipyron) byl zaveden do farmakoterapie v roce 1922. Jedna se o silny
neopiodni analgeticky 1ék pouzivany jak Vv humanni, tak ve veterinarni medicing.
V soucasnosti je metamizol klasifikovéan jako neopiodni analgetikum, ackoli byl po mnoho let
fazen k NSAIDs (Jasiecka et al. 2014). Na rozdil od NSAIDs ma dipyron vyrazné analgetické
V nékterych zemich byl metamizol stazen z trhu (Svédsko, Japonsko, Velka Britanie, USA)
vzhledem k moznosti vzniku agranulocytozy, ale v mnoha zemich je stale Siroce vyuzivan
(Jasiecka et al. 2014, Rogosch et al. 2012).

Dipyron lze v séru detekovat pouze 15 minut po intravendznim podani, po peroralnim
podani jeho detekce mozna neni (Rogosch et al. 2012). V zaZivacim traktu je dipyron
okamzité¢ hydrolyzovan na 4-methyl-amino-antipyrin, ktery mize byt dale metabolizovan na
4-amino-antipyrin, 4-formyl-amino-antipyrin nebo 4-acetyl-amino-antipyrin (obr. 2). Z téchto
Ctyf hlavnich metabolitli je farmakologicky ucinny 4-methyl-amino-antipyrin, zatimco 4-
amino-antipyrin ma pouze slaby farmakologicky ucinek. Ostatni metabolity jsou
farmakologicky neu¢inné. Maximalni sérové koncentrace 4-amino-antipyrinu je dosazeno za
1-2 hodiny (Jasiecka et al. 2014, Pierre et al. 2007).

Mechanismus ucinku metamizolu vSak stile neni zcela znam. Plsobi analgeticky na
periferni tkan i centralni nervovou soustavu (Gongalves et al. 2014). Po dlouhou dobu byl
metamizol povazovan za neselektivni inhibitor COX-1 a COX-2. Po objeveni tieti izoformy
cyklooxygenazy COX-3 je analgetické plsobeni dipyronu vysvétlovano blokujicim uéinkem
na tento enzym. COX-3 je vlastné sestiithovou variantou COX-1, ktera se vyskytuje hlavné
Vv centralni nervové soustaveé (CNS). Blokaci COX-3 je blokovana syntéza prostaglandinu E2

v CNS. Vysledkem této blokace je potom sniZena senzitivita nociceptor na mediatory bolesti
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a tim je dosazeno analgetického Uc¢inku. Na analgetickém Uc¢inku metamizolu se podileji
i dalsi mechanismy (Jasiecka et al. 2014). Jednim z nich je naptiklad aktivace kanabinoidnich
receptori CB1 a CB2. Kanabinoidni receptory se primarn¢ nachazeji v CNS. Nékteré studie
ale naznacuji, Ze kanabinoidni receptor CBI1 je také exprimovan v gangliich zadnich kofent
misnich (Gongalves et al. 2014). Metabolity metamizolu, 4-methyl-amino-antipyrin
a 4-amino-antipyrin, se vazi na receptor CB1 (Jasiecka et al. 2014).

Diky svému analgetickému a spasmolytickému ucinku se metamizol ¢asto vyuziva
k 1é¢b¢ spastickych stavii, veetné kolik postihujicich zlu¢ové ¢i mocové cesty. Jedna se tedy
o 1€k prvni volby pfti 1é¢be kolikovych bolesti. Naopak se nejedna o 1€k prvni volby pfi 1é¢be
horecky, piestoze ma antipyretické vlastnosti (Jasiecka et al. 2014).

CHa CHa
HaC N—CH,SO;Na HsC N—H

zZ

a%s

Z

avs

HaC” o) HaC”

metamizol 4-methylaminoantipyrine
CHO 3
H3C N"" H H3C N’_H
- f\?_/(\ ~-N.
4-formylaminoantipyrine 4-aminoantipyrine

Obrazek 2: Metamizol a jeho metabolity (Campos et al. 1999)
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1.2 PARACETAMOL

Paracetamol (4-hydroxyacetanilid, N-acetyl-p-aminophenol, acetaminofen, APAP) je
Siroce pouzivané analgetikum a antipyretikum. APAP byl poprvé syntetizovan Morsem v roce
1878 a nasledné roku 1887 poprvé Klinicky pouzit von Meringem. Byl ovSem velice rychle
nahrazen fenacetinem. Pozdé&jsi studie prokazujici nefrotoxicitu fenacetinu vedly ke
znovuobjeveni APAP v 50. letech 19. stoleti (Bertolini et al. 2006). Roku 1950 byl poprvé
uveden na trh ve Spojenych statech jako ptipravek TRIOGESIC, ktery obsahoval kromé
APAP také aspirin a kofein. Tento piipravek byl ale chybné spojovan s agranulocytdzou, a
proto byl po roce stazen z trhu. Nasledné byl roku 1955 ve Spojenych statech APAP uveden
na trh jako TYLENOL, ktery byl pouze na piedpis. Ve Velké Britanii byl piedstaven o rok
pozdé€ji jako PANADOL (Toussaint et al. 2010). Neopodstatnéné obavy tykajici se
bezpecnosti paracetamolu zpozdily jeho rozsifené ptijeti az do 70. let (Bertolini et al. 2006).
Paracetamol se stal jesté vice popularni v 80. letech, kdy byla objevena souvislost Reyova
syndromu s uzivanim aspirinu u déti trpicich virovym onemocnénim (Toussaint et al. 2010).
Od té doby se stal APAP jednim z nejpouzivanéjSich 1éka k 1é€beé bolesti a horecky na svété
(Bertolini et al. 2006).

Paracetamol je snadno dostupny a levny Iék. Jedna se o slouceninu s nizkou
molekulovou hmotnosti a zaroven extrémné slabou kyselinu s hodnotou pKa 9,7. Pii
fyziologickém pH je tak téméf neutralni, a proto je rychle absorbovan z duodena. V zaludku
je vstiebavan minimalné a limitujicim krokem absorpce je tedy vyprazdinovani zaludku do
duodena. Ztohoto divodu bylo méfeni plazmatické koncentrace APAP po desetileti
vyuzivano k posouzeni rychlosti vyprazdiovani zaludku. Jeho vazba na plazmatické proteiny
je nizka, tj. 10-25 %. Chemicky se jedna o fenol, ktery se podobné jako ostatni fenoly snadno
oxiduje (Graham et al. 2013, Marzuillo et al. 2014, McGill et Jaeschke 2014).

Peroralné se paracetamol pouziva k utlumeni mirné az stfedné tézké bolesti nebo
horecky a to véetné té postimuniza¢ni. Rovnéz mize byt podavan i.v. ¢i per rectum, a to
zejména po operacich ke kratkodobému léCeni mirné bolesti (Moriarty et Carroll 2016).
Narozdil od jinych NSAIDs je paracetamol neti€¢inny pfi zadnétlivé a intenzivni bolesti. Déle se
od NSAIDs lisi tim, ze nema negativni u¢inky na gastrointestinalni trakt (Bertolini et al.
2006). Po peroralnim podani je absorbovano 63-89 % davky prevazné pasivni difazi.
Paracetamol ve form¢ tablet a kapsli je vstiebdvan podstatné pomaleji nez ten ve formé
Sumivych tablet, kapek ¢i sirupt. VIiv na rychlost absorpce ma samoziejmé 1 vek.

U novorozencu je absorpce APAP zpozdéna vzhledem k pomalej$imu vyprazdinovani
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zaludku. Maximalni sérové koncentrace paracetamolu po perordlnim podani je dosazeno
ptiblizn¢ za 45 az 60 minut. Pfi podéani per rectum je biologicka dostupnost vétsSinou nizsi,
a proto jsou vtomto piipadé vyzadovany vétsi davky (Marzuillo et al. 2014, Moriarty
et Carroll 2016). Paracetamol je rovnomérné distribuovan ve vétsiné télesnych tekutin, volné
prochazi placentou a pronika skrze hematoencefalickou bariéru (Bertolini et al. 2006).
Nejvyssi koncentrace v mozku jsou pozorovany v pfedni ¢asti mozkové kiiry 15 minut po
podani a v mozec¢ku 120 minut po podani (Toussaint et al 2010).

Peroralni davka APAP u dospélych ¢ini 650-1000 mg kazdé 4 hodiny dle potieby.
Maximalni doporucena denni davka u dospélych je 4 g. Davkovani APAP u déti je
doporuceno v rozmezi 10-15 mg/kg télesné vahy kazdych 4-6 hodin, pficemz pocet davek za
den by nemél byt vyssi nez 5. Ulinek APAP se dostavi asi za ptl hodiny po peroralnim
podani na lacno a doba trvani analgetického ucinku je ptiblizné 4 hodiny (Bertolini et al.
2006). Biologicky polocas APAP je 1,5-3 hodiny (McGill et Jaeschke 2014).

1.2.1 MECHANISMUS UCINKU PARACETAMOLU

Navzdory popularit¢ paracetamolu je mechanismus jeho ucinku stale diskutovan
a neni zcela znam (Toussaint et al. 2010). Mnoho vyzkumnych praci se soustfedilo na
paracetamolem zprostfedkovanou inhibici cyklooxygenazy, protoze jeho analgetické
a antipyretické ucinky jsou podobné uU¢inkim aspirinu jako zastupci NSAIDs (Anderson
2008). Prvni znamy navrh mechanismu uéinku paracetamolu zvefejnil John Vane, ktery
rovnéZ objevil, Ze aspirin u¢inkuje skrze inhibici COX. V urcitém okamziku byla kazda ze tfi
izoforem COX povazovana za cil analgetického pisobeni APAP (Toussaint et al. 2010).
Paracetamol ovSem nema vyznamny protizanétlivy uCinek, ani neinhibuje syntézu
tromboxantd A. Jeho G¢inek se tak 1i§i od u¢inkti zpozorovanych u NSAIDs (Anderson 2008).
Hypotéza vysvétlujici rozdil mezi plsobenim paracetamolu a NSAIDs spociva v tom, Ze
APAP plsobi centralné jako inhibitor COX, zatimco ostatni inhibitory COX pusobi jak
centralng, tak i periferné (Toussaint et al. 2010).

Pozdéji bylo zjisténo, Ze antipyreticky ucinek paracetamolu je opravdu disledkem
inhibice COX v mozku. Dale bylo potvrzeno, ze je APAP schopen inhibovat COX, a to za
pfedpokladu, Ze koncentrace peroxidi v okoli zlstane nizka. Inhibice COX zavisla na
koncentraci peroxidi by mohla vysvétlit, proc APAP neni aktivni v misté zanétu, kde je
koncentrace peroxidi vysoka, zatimco je aktivni v mozku, kde je koncentrace peroxidii velmi

nizka (Bertolini et al. 2006, Mancini et al. 2003, Toussaint et al. 2010).
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Abychom porozuméli mechanismu G¢inku APAP, je nutné znat enzymologii COX-1
(konstitutivni) a COX-2 (inducibilni). Oba enzymy jsou bifunk¢ni. Maji cyklooxygenazovou
a peroxidazovou aktivitu. Cyklooxygenazova aktivita souvisi s oxidaci kyseliny arachidonové
na prostaglandin G2 (hydroperoxid). Na zakladé peroxidazové aktivity je poté prostaglandin
G2 metabolizovan na prostaglandin H2, ktery je nasledné konvertovan specifickymi enzymy
na prostanoidy. Aktivita COX-1 a COX-2 je zavisla na funkci peroxidazy. Ta mize fungovat
I nezavisle a oxidovat tak celou fadu organickych slou¢enin v pfitomnosti peroxidu. Pfi
nizkych koncentracich kyseliny arachidonové je COX-2 hlavnim izoenzymem, ktery se podili
na syntéze prostaglandind. Pfi vysokych koncentracich kyseliny arachidonové je syntéza
prostaglandind  zprostfedkovana pievazné pomoci COX-1 (Graham et al. 2013).
V poskozenych bunécénych systémech je APAP slabym inhibitorem syntézy prostaglandind,
naopak je tomu v intaktnich bunkach, kde je hladina kyseliny arachidonové nizka. Jak uz bylo
feceno, za téchto podminek jsou prostaglandiny syntetizovany pievazné pomoci COX-2. Bylo
tedy hypotetizovano, ze ucinek paracetamolu je zplusoben selektivni inhibici COX-2

(Bertolini et al. 2006).
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1.2.2 BIOTRANFORMACE PARACETAMOLU

Metabolismus paracetamolu ¢lovéka zavisi na véku a velikosti davky (Prescott 1980).
Eliminace terapeutickych davek paracetamolu probiha v jaternich bunkach tfemi hlavnimi
cestami, kdy vétsSina 1éku je bud’ glukuronidovana, nebo sulfatovana. Zbyvajici mnozstvi
APAP je oxidovano pomoci CYP450 (obr. ¢. 3). Tato cesta nabyva na vyznamu pfi
predavkovani paracetamolem, protoze zbyvajici dvé metabolické cesty jsou Vv tomto piipadé
zcela nasycené (Nydlova et al. 2014, McGill et Jaeschke 2014). Minoritné pomoci
hydroxylace vznika 3-hydroxyparacetamol, metoxylaci 3-metoxyparacetamol a v neposledni
fadé¢ také 3-thiomethylparacetamol. Mala ¢ast APAP (2-5 %) je vylou¢ena moci v nezménéné
podobé¢. Prestoze biotransformace APAP probiha pievazné v jatrech, cast 1é¢iva mlze byt

metabolizovana i ve stfeve a ledvinach (Prescott 1980).

1.2.2.1 II. FAZE BIOTRASFORMACE

Ptiblizn¢ 80 % APAP je ptimo konjugovano s kyselinou glukuronovou (Rousar et al.
2010). Tato reakce je katalyzovana pomoci UGT, ktera pienasi glukuronosylovou skupinu
z uridin-5'-difosfoglukuronové kyseliny na cilovou molekulu, kterou je v tomto piipadé
APAP. U lidi 1 mysi byla popséna celd fada UGT patticich do ¢tyf rodin - UGT1, UGT?2,
UGT3 a UGT8 (McGill et Jaeschke 2014). Glukuronidaéni cesta se od narozeni postupné
rozviji a je pIné funkéni kolem 2 let véku. Proto u novorozenct ptevlada sulfatace, ktera je
plné rozvinuta uz od narozeni (Moriarty et Carroll 2016, Marzuillo et al. 2014).

Ptiblizné 10 % APAP je konjugovano se sulfatem (Rousar et al. 2010). Sulfatace je
katalyzovana pomoci sulfotransferaz, které obecné pienasi sulfat z 3'-fosfoadenosin-5'-
fosfosulfatu (PAPS) na akceptor. U Clovéka je zndmo nejméné 13 izoforem sulfotransferaz
organizovanych do ¢ty rodin. Sulfatace xenobiotik je katalyzovana obzvlasté témi
cytosolickymi. U APAP je tato konjugace katalyzovana konkrétné sulfotransferazou 1Al,
1A3 nebo 1A4. Tyto poznatky byly neddvno potvrzeny pfi testovani, ve kterém byly vyuZity
vzorky lidskych fetalnich jater a seznam enzymi katalyzujicich sulfataci APAP se rozsifil
0 sulfotransferazu 1E1 (McGill et Jaeschke 2014). Oba dva klicové metabolity, glukuronid
a sulfat paracetamolu, jsou ve vodé¢ rozpustngj$i nez samotny APAP a jsou vylucovany

prevazné moc¢i a v malém mnozstvi také zluci (Jos et Nico 2001).
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1.2.2.2 1. FAZE BIOTRANSFORMACE

Vramci [. faze biotransformace je mald cast terapeutické davky paracetamolu
(5-10 %) bioaktivovana prostiednictvim CYP450, coz je superrodina monooxygenaz, které
jsou zodpovédné za metabolismus ruznych exogennich i endogennich slou¢enin (Chen et al.
1998, Moriarty et Carroll 2016). Oxidace APAP pomoci CYP450 vede ke vzniku
N-acetyl-p-benzochinoniminu (NAPQI), vysoce reaktivniho a toxického meziproduktu.
Konkrétné se jedna o dvouelektronovou oxidaci. Bylo prokazano, ze tuto reakci katalyzuje
nékolik ruznych izoenzymia CYP450, a to 2E1, 1A2, 3A4 a 2A6 (Jack et al. 2004, James et
al. 2003, Patten et al. 1993). Primarn¢ je ale APAP oxidovan cytochromem 2E1 (Hodgman
et Garrard 2012). U novorozenci je cytochrom 2E1 pfitomen v menSim mnozstvi nez
u dospélych. Tim padem je u nich snizena i tvorba NAPQI (Moriarty et Carroll 2016). APAP
muze byt pfipadné metabolizovan 1 jinymi oxida¢nimi enzymy — peroxiddzami. Napftiklad
myeloperoxidaza obsazena v bilych krvinkach je schopna bioaktivovat celou fadu 1éki véetné
APAP. Ve tkanich s nizkou aktivitou CYP450 mutze byt bioaktivace APAP katalyzovana také
pomoci COX. Jednoelektronovou oxidaci vznika reaktivni meziprodukt N-acetyl-p-
benzosemichinonimin (Jos et Nico 2001, Potter et Hinson 1987).

NAPQI je elektrofilni molekula a snadno tak reaguje s nukleofilnimi thiolovymi
skupinami (McGill et Jaeschke 2014). Je detoxikovan bud’ spontanné, nebo enzymy
katalyzovanou reakci s redukovanym glutathionem (GSH), coz vede ke vzniku konjugatu
(APAP-SG), 3-(glutathion-S-yl)-paracetamolu (Rousar et al. 2010). Enzymaticka konjugace
APAP s GSH je katalyzovana glutathion-S-transferazami. Piestoze je konjugace s GSH reakci
Il. faze biotransformace, v kontextu metabolismu APAP kni dochazi pouze po
I. biotransformacni fazi. APAP-SG je nejprve vylou€en Zlu¢i a nasledné je degradovan ve
stfevé a ledvinach (McGill et Jaeschke 2014). Oba organy obsahuji y-glutamyl-transferazu
a dipeptidazu, které dale Stépi konjugat paracetamolu s glutathionem na paracetamol-
cysteinyl-glycin a cysteinovy konjugat (APAP-CYS). Stépeni glutathionového konjugatu
paracetamolu pomoci y-glutamyl transferazy mize rovnéz nastat ve zluéniku ¢i Zlu¢ovodu
(Jos et Nico 2001). Degradacni produkty, merkapturova kyselina a APAP-CYS, jsou nakonec
vylouc¢eny moci (McGill et Jaeschke 2014).
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Obrazek 3: Metabolismus paracetamolu (APAP — paracetamol, UGT - uridindifosfat
glukuronosyltransferaza, UDP GA - uridin-5'-difosfoglukuronova kyselina, APAP-G —paracetamol glukuronid,
ST — sulfotransferaza, PAPS - 3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfat, APAP-S — paracetamol sulfat, NAPQI - N-acetyl-

p-benzochinon imin, GST — glutathion-S-transferaza, GSH — glutathion, APAP-SG — konjugat paracetamolu
s glutathionem, GGT — y-glutamyl transferaza, DP — dipetidaza, APAP-CYS — cysteinovy konjugat
paracetamolu, NAT — N-acetyl transferaza, APAP-NAC — merkapturat)
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Zajimava je otazka tykajici se stability NAPQI. Stabilita elektricky vygenerovaného
NAPQI v pufru zavisi na nékolika faktorech vcetné pH, teploty a koncentrace pufru. V pufru
se NAPQI postupné rozklada a mechanismus tohoto rozkladu je velice slozity. Zda se, ze
zahrnuje redukci, hydrolyzu a reakce s radikaly. Analyza rozkladovych smési ukazala
ptitomnost APAP jako redukéniho produktu NAPQI, p-benzochinonu jako produktu
hydrolyzy NAPQI a dale malé mnozstvi hydrochinonu jako redukéniho produktu
p-benzochinonu. Existuji rovnéz dtikazy o tvorb¢é paracetamolového dimeru (Dahlin et al.
1982). Dalsi studie dokazuji, ze NAPQI reaguje sAPAP za vzniku N-acetyl-p-
benzosemichinoniminu, ktery dale reaguje a vznikaji tak polymery paracetamolu (Potter et
Hinson 1987).
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1.2.3 TOXICITAPARACETAMOLU

1.2.3.1 HEPATOTOXICITA

V doporucenych davkach je APAP povazovan za bezpecny 1€k. OvSem pii poziti
velkého mnozstvi tohoto piipravku mtize dojit k masivni jaterni nekréze nejen u pokusnych
zvitat, ale i u ¢loveka (Zaher et al. 1998). Ve Spojenych statech a mnoha dalSich zapadnich
zemich je pfedavkovani paracetamolem hlavni pfi¢inou akutniho jaterniho selhani. Je zndmo
mnoho piipadii neimyslného poskozeni jater v disledku vysoké denni davky paracetamolu,
ktera piekroCila 4 g. PoSkozeni jater mize zabranit N-acetylcystein, popfipadé jiny donor
thiolové skupiny, pokud je podan do 12-24 hodin po poziti paracetamolu. Neumyslné
predavkovani je vSak obvykle rozpoznano pozdéji (Mcgill et al. 2012, Kucera et al. 2012,
Larson et al. 2003). Pouze ve Spojenych statech americkych zemie nasledkem piedavkovani
paracetamolem 500 lidi ro¢né, pfi¢emzZ polovina téchto pifipadl je vysledkem umysiného
predavkovani (Mcgill et al. 2012).

Prvni komplexni mechanismus paracetamolem zprostiedkované hepatotoxicity byl
publikovan v roce 1973 (Jaeschke et al. 2003). Hepatotoxicky neptisobi samotny paracetamol,
ale jeho reaktivni metabolit N-acetyl-p-benzochinonimin (Lancaster et al. 2015). Velka ¢ast
paracetamolu je po intoxikaci metabolizovdna cytochromem P450 a vznik4 pravé NAPQI,
ktery je rychle inaktivovan pomoci GSH. Nasledn¢ dochazi k depleci glutathionu
Vv jaternich burnikach a nekonjugovany NAPQI se tak mize kovalentné navazat na cysteinové
skupiny proteinii za vzniku proteinovych adukti paracetamolu (Kucera et al. 2012, Zaher et
al. 1998). Proteinové adukty paracetamolu jsou po ptredavkovani ptitomny také v plazmé
(Mcgill et al. 2012).

Kovalentni vazba N-acetyl-p-benzochinoniminu na dulezité bunécéné proteiny, jako
jsou napiiklad mitochondrialni proteiny ¢i proteiny cytoplazmatické membrany, vede ke
ztraté jejich funkce (Kucera et al. 2012). Tvorba adukti paracetamolu s mitochondrialnimi
proteiny ma za nasledek tvorbu reaktivnich forem kysliku a s tim souvisejici oxidacni stres.
To vSe vede k poSkozeni mitochondridlni deoxyribonukleové kyseliny, otevieni
mitochondridlniho péru piechodné propustnosti a zastaveni produkce adenosintrifosfatu.
Uvolnéni mitochondrialnich proteini a zastava produkce adenosintrifosfatu zplisobi smrt
bunék (Lancaster et al. 2015). V prubéhu toxického pisobeni NAPQI jsou rovnéz aktivovany
Kupfferovy buiiky, které mohou poskozeni jater bud’ zmirnit, nebo naopak zhorsit (Kucera et
al. 2012).
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Nedavné studie na mysSich modelech naznacuji, Ze NAPQI selektivn¢ inhibuje
mitochondrialni komplex II a poddvana methylenovd modi miize piisobit jako ochrana pied
mitochondrialnim posSkozenim tim, ze funguje jako alternativni elektronovy nosi¢, ktery
pfenasi elektrony z poSkozeného komplexu II na cytochrom c¢ a obnovuje tak tvorbu
adenosintrifosfatu  (Lancaster et al. 2015). Mitochondrialni dysfunkce a inhibice
mitochondrialniho dychaciho fetézce =zapii¢inéna N-acetyl-p-benzochinoniminem jsou
povazovany za klicové piihody v paracetamolem zprostfedkované hepatotoxicité (Kucera et
al. 2012). Podvyziva, hladovéni a chronicka onemocnéni jater zvysuji riziko hepatotoxicity
prostfednictvim snizené hladiny glutathionu. Dale 1é¢iva, ktera indukuji CYP450 mohou
pacienta vystavit zvySenému riziku hepatotoxicity. Mezi bézn¢ uzivané Iéky indukujici
CYP450 patii naptiklad rifampicin a fenobarbital. Chronické uzivani alkoholu rovnéz
indukuje CYP450, coz vede ke zvysené produkci N-acetyl-p-benzochinoniminu (Lancaster et
al. 2015).

Kromé N-acetyl-p-benzochinoniminu existuji i jiné metabolity paracetamolu, které
mohou byt potencialné Skodlivé. Bylo zjisténo, ze dvouelektronova oxidace paracetamolu
pomoci CYP450 a jinych enzymu probiha ve dvou krocich, kdy v prvnim kroku
prostiednictvim jednoelektronové oxidace vznika N-acetyl-aminophenoxylovy radikal. Navic
pokud vezmeme v tivahu deacetylaci, tak potencialnim kandidatem podilejicim se na toxicité
paracetamolu muze byt i p-aminophenoxylovy radikal ¢i p-benzochinonimin (obr. 4).

Deacetylace paracetamolu v zivych organismech byla jiz prokazana (Galano et al. 2017).
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Obrazek 4: Deacetylace paracetamolu a jeho metaboliti (Galano et al. 2017)
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Ackoli bylo doposud shromazdéno velké mnozstvi informaci o toxicité paracetamolu,
existuje mnoho aspektli, které nebyly doposud prozkoumany. Neexistuji napiiklad zadné
kinetické ani termochemické udaje o moznych reakcich N-acetyl-p-benzochinoniminu
Vv lidském téle, ani zddné informace o mozné tloze vysSe zminovanych potencialné skodlivych

sloucenin, které mohou vznikat po poziti paracetamolu (Galano et al. 2017).

1.2.3.2 NEFROTOXICITA

Ptestoze je nefrotoxicita zpusobena paracetamolem méné Castd nez hepatotoxicita,
skute¢nost, ze se miZe vyskytnout v nepifitomnosti hepatotoxicity, vyzaduje, aby vzdy po
predavkovani paracetamolem byla sledovana funkce ledvin (Stern et al. 2005). V nékterych
pfipadech se mize po predavkovani objevit akutni rendlni selhdni (pfiblizné u 1-2 %
pacientti) jako komplikace hepatotoxicity (Vrbova et. a 12016). Existuje nékolik moznych
mechanisml toxického plsobeni paracetamolu v ledvindch. MoZzné mechanismy zahrnuji
naptiklad prostaglandin H syntetdzu, kterd pieménuje paracetamol na N-acetyl-p-
benzochinonimin ptevazné ve dieni ledvin, dale N-deacetylazu jejiz role je ale stale nejasna
a CYP450 (Mazer et al. 2008).

Ledviny mohou metabolizovat paracetamol na reaktivni meziprodukt NAPQI pomoci
mikrozomalniho cytochromu P450 ale v mensi mife nez hepatocyty. Oxidace paracetamolu na
N-acetyl-p-benzochinonimin v ledvinach byla prokazana detekci proteinovych aduktl
paracetamolu. Nejvyssi aktivita cytochromu P450 v ledvinach je pozorovana vV kufe
a zejména v proximalnich tubulech. Proto je pravdépodobné paracetamolem zprostfedkovana
toxicita omezena na tuto ¢ast nefronu (Vrbova et al.2016).CYP 2E1 je izoenzym cytochromu
P450, ktery se primarné podili na biotransformaci paracetamolu v ledvinach a je
indukovatelny testosteronem. Toto zjiSt€ni pfedstavuje vyznamné pohlavni rozdily
v metabolismu a nefrotoxicité paracetamolu u zvifecich modelt. Definitivni souvislost mezi
pohlavim a nefrotoxicitou u ¢lovéka nebyla zatim zaznamenana (Mazer et al. 2008).

Ackoli je glutathion tradi¢né povazovan za dlleZitou slouceninu pii detoxikaci
paracetamolu, jeho konjugaty se také podili na vzniku nefrotoxickych slou¢enin. Neni ovsem
znamo, zda je renalni poskozeni zplisobeno pfimo konjugatem paracetamolu s glutathionem,
nebo jednim z jeho dale vznikajicich metabolitti. Dalsi moznosti je deplece glutathionu, ktera
muZe inhibovat detoxikaci reaktivnich metabolitii. Tyto vysledky ale nebyly reprodukovany
Vjatrech, coZ naznaCuje selektivni mechanismus V paracetamolem zprostiedkované

nefrotoxicité (Mazer et al. 2008).
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1.2.4 STANOVENI PARACETAMOLU A JEHO METABOLITU

Ke studiu metabolismu paracetamolu je zapotiebi vhodna metoda, ktera umozni
stanoveni jednotlivych metabolitli 1 spolu s nezménénym paracetamolem. Pro kvantitativni
analyzu paracetamolu (at’ uz samotného, nebo ve smésich) a jeho metaboliti bylo popsano jiz
velké mnozstvi metod véetné voltametrie, fluorescenéni spektroskopie, UV spektrofotometrie,
imunologickych analyz, chromatografie na tenké vrstvé, kapalinové chromatografie, plynové

chromatografie a kapilarni elektroforézy (Lau et Critchley 1994, Goyal et al. 2010).

1.2.4.1 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE S UV DETEKCI

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) s UV detekci je hlavni, bézné
pouzivanou metodou pro kvantifikaci paracetamolu a jeho metabolitd (Hye et al. 2012).
Existuje velké mnozstvi variant HPLC, jak stanovit paracetamol a jeho metabolity
Vv biologickém materialu (Di Girolamo et al. 1998). Neni vSak jednoduché analyzovat nékolik
metaboliti paracetamolu soucasné pomoci UV detekce vzhledem k jejich podobnym
strukturdm a fyzikalné-chemickym vlastnostem. Lepsi volbou je v tomto ptipadé detekce
pomoci hmotnostni spektrometrie (MS), diky které mizeme selektivné analyzovat jednotlivé
slouceniny (Hye et al. 2012). Vétsina metod je specificka pro urcity typ vzorku, nékteré
Z nich jsou komplikované a mnohé z nich pouzivaji vnitini standard eluovany po poslednim
chromatografickém piku (Vertzoni et al. 2003).

Autofi Lau a Critchley ve své studii zroku 1994 popisuji soucasné stanoveni
paracetamolu a jeho 4 hlavnich metabolitd (glukuronid, sulfat, cysteinovy konjugat a
merkapturat) pomoci HPLC vplazmé a moci. Pouzitda kolona byla naplnéna
5 um casticemi C18 a mobilni faze obsahovala 0,1 M dihydrogen fosfore¢nan draselny,
kyselinu octovou a propan-2-ol v objemovém poméru 100:0,1:75. Paracetamol i jeho
metabolity byly detekovany spektrofotometricky p#i 254 nm (Lau et Critchley 1994).

Autofi Di Girolamo et al. ve své publikaci uvadi soucasné stanoveni paracetamolu
spolu s jeho suflatem a glukuronidem v mod¢i s vyuzitim HPLC a UV detekce s piepinanim
vlinovych délek. Chromatograficka separace byla provedena na kolon¢ plnéné 5 um ¢asticemi
C18. Mobilni faze byla slozenda zoctanového pufru (50 mM, pH 3.5)
a acetonitrilu (modifikovaného 0,35 % kyseliny trifluoroctové) smichanych v poméru 96:4
(v/v). Jednalo se o gradientovou eluci. Glukuronid a sulfat paracetamolu byly detekovany pfi

260 nm a samotny paracetamol pii 240 nm (Di Girolamo et al.1998).
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Autori Vertzoni et al. popisuji stanoveni paracetamolu a jeho hlavnich metabolitl
pomoci HPLC s obracenymi fazemi Vv krali¢i plazmé¢ a moci. Separace byla provedena na
kolon¢ s5 um casticemi C18 a mobilni faze byla slozena z 0,5 M KH2PO4 obsahujiciho
1 % CH3COOH (pH 6,5) a CH3OH (95:5; v/v). Ptidavek CH3COOH m¢l zabranit
chvostovani pikd. Jednalo se o izokratickou eluci. Absorbance byla métena pii 242 nm,
vinové délce, ktera byla optimalni jak pro paracetamol, tak i pro sulfat a glukuronid
paracetamolu vcetn¢ vnitiniho standardu (m-aminofenol). Retenéni Casy jsou viditelné
na obrazku ¢. 5 (Vertzoni et al. 2003).
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Obrazek 5: Reprezentativni chromagramy, a — plazmovy roztok bez paracetamolu a jeho metabolitu,
b —plazmovy roztok obsahujici paracetamol (A), glukuronid paracetamolu (AG), sulfat paracetamolu
(AS) a vnitini standard (IS) o koncentraci 50, 50, 50 a 20 pg/ml (Vertzoni et al. 2003)

Vzhledem K stale rostoucim otravam a umyslnym pokustim o sebevrazdu spojenych
S paracetamolem je nezbytna rychla analyza jeho hladin. U vétSiny popsanych metod pro
stanoveni paracetamolu v séru byla pouzita ¢asové naro¢na extrakce z kapaliny do kapaliny.
Proto byla vyvinuta selektivni a pfesnd analytickd metoda, kterd vyzaduje minimalni
manipulaci se vzorky. Jedna se o HPLC metodu s UV detekci. Pouzitim vnitiniho standardu
nafedéného v acetonitrilu dojde k vysrazeni bilkovin a centrifugaci se odstrani nejen proteiny,
ale také dal$i nerozpustné latky ze séra, plazmy a moci. Mobilni fdze byla v tomto ptipadé

piipravena smichanim acetonitrilu s vodou v poméru 12:88 (v/v) a separace byla provedena
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na kolon¢ obsahujici C18. APAP byl detekovan spektrofotometricky pii 254 nm (Soysa et al.
2010).

Autofi Ali et al. ve své publikaci popisuji stanoveni paracetamolu pomoci izokratické
HPLC s obracenymi fazemi. K separaci zde byla vyuzita kolona obsahujici 5 um castice C18.
Mobilni faze byla slozena z vody a methanolu (50:50, v/v) a jeji pH bylo upraveno pomoci
trifluoroctové kyseliny na pH 3,9. Paracetamol byl detekovan spektrofotometricky pii vinové
délce 210 nm (Ali et al. 2013). Skupina autora Acheampong et al. rovnéz popisuje stanoveni
paracetamolu pomoci izokratické HPLC s obracenym fazemi. Pouzitda mobilni faze byla
ovSem slozena z methanolu a 0,05 M fosfatového pufru smichanych v poméru 30:70 (v/v).
APAP byl detekovan pomoci UV detekce pii 215 nm (Acheampong et al. 2016).

Babu et al. ve své publikaci uvadi metodu HPLC pro soucasné stanoveni paracetamolu
a cefiximu v krali¢i plazmé. Analyza byla provedene na kolon¢ s5 pum c¢asticemi C18 a
mobilni  faze byla slozend =z fosfatového pufru (pH 6,4) a acetonitrilu

(80:20; v/v). Paracetamol byl detekovan pii 245 nm (Babu et al. 2016).

1.2.4.2 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE S MS DETEKCI

Béhem posledni doby se ke stanoveni lékli a jejich metabolitii nejcastéji pouziva
kapalinova chromatografiev kombinaci s hmotnostnim spektrometrem s trojitym kvadrupdlem
vzhledem Kk vysoké vykonnosti, selektivité a citlivosti pii vyuziti tzv. SRM (Selected Reaction
Monitoring) moédu (Tonoli et al. 2012).

Autofi Hye et al. ve své studii pfedstavuji jednoduchou a efektivni metodu kapalinové
chromatografie ve spojeni S tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) pro
stanoveni paracetamolu a jeho Sesti metabolitii v plazmé. Tato metoda ma vysokou citlivost
a lze pomoci ni méfit koncentrace metaboliti paracetamolu v fadech ng/ml v malém mnozstvi
vzorku. Paracetamol a jeho Sest metabolitd bylo separovano na koloné s 5 pm ¢asticemi C18 a
kvantifikovano pomoci hmotnostniho spektrometru s trojitym kvadrupdlem. Mobilni faze
byla slozena z kyseliny mravenc¢i, vody a acetonitrilu. VSechny analyzy byly provedeny v
SRM modu (Hye et al. 2012).

Autofi Zhu et al. ve své studii predstavuji metodu kapalinové chromatografie ve
spojeni s MS s vyuzitim kvadrupolového hmotnostniho spektrometru pro soucasné stanoveni
paracetamolu a tramadolu v lidské plazmé. Pro separaci byla vyuzita kolona s 5 pm ¢asticemi

kyano-silikagelu a mobilni faze obsahujici 10 mM octanovy pufr s 0,5 % kyseliny mravenci a
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methanol (40:60, v/v). Experimentalni vysledky ukazaly, ze pfidavek kyseliny mravenci
zvysuje citlivost MS vici analytim a zkracuje jejich retencni ¢asy (Zhu et al. 2007).

Metodu kapalinové chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) pro rychlou a piesnou identifikaci a kvantifikaci paracetamolu a jeho dvou
metabolitt (glutathionového a cysteinového konjugatu) ve své publikaci uvadi Cesla et al.
Separace byla vtomto piipadé provedena na koloné naplnéné 2,6 pum casticemi C18.
Pro detekci byl vyuzit tandemovy hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupdlem operujici
vtzv. MRM (Multiple Reaction Monitoring) médu. Mobilni faze byla slozena z vody
s pridavkem 0,1 % (v/v) kyseliny octové (A) a methanolu (B). Pro kvantifikaci vSech
sloucenin byl jako vnitfni standard vyuzit deuterovany paracetamol. MRM ptechod pro
paracetamol byl 152,0/109,9, pro glutathionovy konjugat paracetamolu 454,9/271,9 a pro
cysteinovy konjugat paracetamolu 271,0/140,0 (Cesla et al. 2013).

Autofi Flint et al. vyvinuli a validovali analytickou metodu pro soucasné stanoveni
paracetamolu, glukuronidu paracetamolu, sulfatu paracetamolu, merkapturové Kkyseliny,
cysteinového a glutathionového konjugatu paracetamolu v minimalnim objemu lidské
plazmy. Jednd se o metodu ultrauc¢inné kapalinové chromatografie (UHPLC) ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii  vyuzivajici ionizaci pomoci elektrospreje.
Chromatograficka separace byla provedena na koloné s reverzni fazi obsahujici 1,8 pum
¢astice C18. Jednalo se o gradientovou eluci, kdy mobilni faze obsahovala roztok octanu
amonného V kyseliné mravenc¢i, H2O a methanol. Co se ty¢e MS/MS, detekce a kvantifikace
paracetamolu v¢etné jeho metabolitd byla provedena v SRM a zaroven pozitivnim ioniza¢nim

modu (Flint et al. 2017).

1.2.4.3 KAPILARNI ELEKTROFOREZA

Kapilarni elektroforéza (CE) je mikroanalytickou technikou, mezi jejiz vyhody patii
jednoduchost provedeni, minimalni objem vzorku, vysoka ucinnost a selektivita, vznik
malého mnoZstvi organického odpadu, nizk4 cena a kratka doba analyzy. Latky mohou byt
Vv pritbéhu separace detekovany napiiklad pomoci MS, UV spektrofotometrie, amperometrie
¢i chemiluminiscence. Detekce pomoci chemiluminiscence byla prokézana jako jedna
z nejcitlivéjsich detekénich technologii (Perez-Ruiz et al. 2005, Zhao et al. 2006). Podle
informaci dostupnych v neddvno publikovanych ¢lancich ma CE velky potencial pro analyzu

farmakologicky t¢innych sloucenin.
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Heitmeier a Blaschke ve své publikaci prezentuji stanoveni paracetamolu a jeho
metaboliti pomoci kapilarni elektroforézy s UV detekci. Jako elektrolyt byl v tomto piipadé
zvolen 50 mM boratovy pufr a APAP byl spolu s jeho metabolity detekovan pii 254 nm
(Heitmeier et Blaschke 1999).

Autofi Cunha et al. ve své publikaci popisuji novou a rychlou metodu pro stanoveni
paracetamolu - kapilarni elektroforézu s vyuzitim kapacitné véazaného bezkontaktniho
vodivostniho detektoru. V pocatecnich studiich byly testovany elektrolyty rtzného slozeni
s pufracni kapacitou v rozmezi pH 9-10. Nakonec byl zvolen elektrolyt s pH 9,6 obsahujici
B-alanin a NaOH. Paracetamol byl separovan jako aniont a jeho migra¢ni ¢as byl 120,7 s
(Cunha et al. 2017).

Autofi Zhao et al. vramci své studie vyvinuli metodu, kapilarni elektroforézu
s nepfimou chemiluminiscen¢ni detekci, pro stanoveni paracetamolu v tabletach a lidské
moci. Pro kvantifikaci paracetamolu bylo vyuzito zjisténi, Ze inhibuje chemiluminiscenéni
reakci mezi luminolem a Ks[Fe(CN)s]. Stupenn inhibice chemiluminiscence je tak
pfi stanoveni pifimo Umérny koncentraci paracetamolu. Jako elektrolyt byl pouzit
0,5 mM luminol v 30 mM boratovém pufru o pH 9,4 (Zhao et al. 2006).

Autoii Hlozek et al. vyvinuli metodu pro soucasné stanoveni paracetamolu
a 5-oxoprolinu v lidském séru. Tato metoda byla Gspé$né pouzita k monitorovani hladin
paracetamolu a 5-oxoprolinu u fady pacienti. Akumulace organické kyseliny 5-oxoprolinu
muze zpusobit metabolickou acidozu, ktera ¢asto komplikuje otravu paracetamolem. Proto by
stanoveni 5-oxoprolinu mélo byt soucasti diferencialni diagnézy u pacientd s klinicky
vyznamnou acidézou po piedavkovani paracetamolem. Jednd se 0 kapilarni elektroforézu
s vyuzitim detektoru diodového pole. VSechny separace byly provedeny V elektrolytu
obsahujicim N-cyklohexyl-2-aminoethansulfonovou kyselinu a NaOH. Paracetamol byl

detekovan spektrofotometricky pti vinové délce 200 nm (Hlozek et al. 2017).

1.2.4.4 OSTATNI METODY

Metody pro stanoveni paracetamolu popisované vySe vyzaduji drahé pfistroje,
komplikovany postup analyzy a vicestupiiové piipravy vzorku. Vzhledem k tomu, Ze je
paracetamol elektroaktivni slouceninou, elektrochemické senzory ptedstavuji zajimavou
alternativu pro kvantifikaci paracetamolu z divodu vysoké citlivosti, vynikajici selektivity,

nizkych nakladi, rychlych reakci a jednoduchych operaci (Ejaz et Jeon 2017).
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Na zaklad¢ vySe uvedenych skutecnosti bylo cilem prace autorti (Ejaz et Jeon 2017)
vyvinout jednoduchy a zéaroven citlivy elektrochemicky senzor pro soucasné stanoveni
paracetamolu a kyseliny askorbové. Proto navrhli jednoduchou ptipravu kompozitu slozené¢ho
zoxidu grafenu a 1,4-xylendiaminu upraveného pomoci MnzOs, ktery byl pouzit jako
povlakovy material pro elektrodu ze skelného uhliku. Navrzeny nanokompozit byl detailné
studovan pomoci riiznych elektrochemickych technik véetné cyklické voltametrie, diferen¢ni
pulzni voltametrie a chronoamperometrie. Elektrochemicka méfeni byla provedena s pouzitim
tiielektrodové cely (Ejaz et Jeon 2017).

Autoii Naecemy et al. ve své publikaci popisuji ptipravu uhlikové pastové elektrody
modifikované nanocasticemi NiO a jeji elektrokatalytickou aktivitu vici paracetamolu véetné
jeji validace pro kvantitativni stanoveni paracetamolu V tabletich. MnoZstvi paracetamolu
ve vzorcich bylo stanoveno pomoci cyklické voltametrie a chronoamperometrie a veskera
méfeni byla provedena Vv alkalickém médiu. Pomoci této metody je mozné stanovit mnozstvi
paracetamolu v tabletach v pfitomnosti jinych sloucenin, které se bé&zné vyskytuji
v kombinaci s paracetamolem, jako je napiiklad kyselina askorbova, p-aminofenol (necistota),
kodein a $krob (Naeemy et al. 2017).

Hlavnim cilem prace autort Tanuja et al. bylo vyvinout jednoduchou, citlivou
a selektivni metodu pro soucasné stanoveni paracetamolu a kyseliny listové. Paracetamol a
vyznamné. Pro tento ucel byla zhotovena uhlikovd pastova elektroda modifikovana
prostiednictvim nevirapinu. Pomoci cyklické voltametrie bylo studovano rizné mnozstvi
nevirapinu Vv uhlikové pastové elektrodé pii méfeni v 50 um roztoku paracetamolu
v 0,2 M fofatovém pufru. Pfijatelny voltamogram byl ziskan pfi pouZiti 5 mg nevirapinu
(Tanuja et al. 2017).

Mahmoud et al. ve své praci zkoumali souc¢asné voltametrické stanoveni paracetamolu
a isoniazidu pomoci sitotiskové uhlikové elektrody modifikované nanocasticemi oxidu
bismutu. Lécba pomoci isoniazidu totiz zvySuje riziko paracetamolem indukované
hepatotoxicity azZ o 85 %. Bylo zjisténo, ze tato modifikovand elektroda vykazuje vétsi
elektrokatalytickou aktivitu, stabilitu a reprodukovatelnost pro soucasné stanoveni
paracetamolu a izoniazidu v pufru o pH 2 nez elektroda bez modifikace. Pouzitelnost této
elektrody byla testovana Vv nékolika realnych vzorcich jako je krev, mo¢, sliny
a farmaceutické tablety (Mahmoud et al. 2017).

V neposledni fadé 1ze pro stanoveni paracetamolu vyuzit chromatografii na tenké

vrstve, jejiz vyhodou jsou nizké provozni naklady a minimalni piiprava vzorku. Autofi Farid
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a Abdelaleem ve své publikaci popisuji soucasné stanoveni paracetamolu, jeho toxické

necistoty 4-aminofenolu, pseudoefedrinu a loratidinu. Separace byla provedena na tenké

vrstvé silikagelu a vyvijeci systém byl slozen z hexanu, acetonu a amoniaku. Paracetamol byl

detekovan denzitometricky pti vinové délce 254 nm (Farid et Abdelaleem 2016).

Na zavér této kapitoly jsou v tabulce ¢. 1 uvedeny vybrané metody pro stanoveni

paracetamolu od uvedenych autort spolu se ziskanymi hodnotami meze detekce (LOD).

Tabulka 1: Meze detekce u vybranych metod

METODA DETEKCE LOD CITACE
UV (242 nm) 0,2 mg/l Vertzoni et al. 2003
HPLC UV (254 nm) 0,13 mg/l Soysa et al. 2010
MS fadoveé pg/l Hye et al. 2012
vodivostni 0,24 mg/l Cunhaet al. 2017
cE uv 0,3 mg/l Hlozek et al. 2017
Voltametrie elektrochemicka 0,12 mg/I Tanuja et al. 2017
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2. CIL PRACE

1.) Pomoci preparativni kapalinové chromatografie purifikovat konjugat paracetamolu

s glutathionem, cysteinem a N-acetyl-L-cysteinem.

2.) Optimalizovat stanoveni paracetamolu a jeho metaboliti pomoci vysokoucinné

kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS).

3.) Optimalizovat stanoveni paracetamolu a jeho metabolith pomoci vysokoucinné

kapalinové chromatografie s UV detekci (HPLC/UV).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 PRISTROJE A POMUCKY
Analyticka kolona Ascentis Express C18 (150 X 3 mm, 5 um; Supelco, USA)

Analyticka kolona Kinetex C18 (100 % 3 mm, 2,6 pm; Phenomex, USA)
Analytické vahy ARJ 120-4M (Kern, SRN)

Exsikator (Simax, CR)

Hamilton davkovaci jehla 1 ml (Hamilton, Rumunsko)

HPLC/UV systém ¢. 1: LC systém Agilent 1290 Infinity Il se dvéma pumpami,
s autosamplerem, termostatem, UV detektorem (Agilent Technologies, SRN)

HPLC/UV systém ¢&. 2: LC systém s FLASH 10 DAD 800 detektorem (ECOM, CR),
s gradientovou pumpou BETA 50 (ECOM, CR) degasserem DG 4014 (ECOM, CR) a
pfistrojem SPIDER uréenému ke sbéru frakei (ECOM, CR)

HPLC-MS/MS: HPLC/UV systém ¢. 3 s SPD-20A UV detektorem, s dvéma LC-20ADXR
pumpami, autosamplerem SIL-20ADXR (Shimadzu, Japan), kolonovy termostat LCO 102
(ECOM, CR), QTRAP 4500 MS (AB SCEIX, USA)

Laboratorni sklo (bariky, kadinky, lahve; Simax, CR, Fisherbrand, UK)
Lednice Philco PTL 2352 (Philco, USA)

Pipety Finnpipette (Thermo Scientific, Finsko)

Preparativni HPLC kolona MAGS5 C18 (150 x 25 mm, 7 um; Labio, CR)
Preparativni HPLC kolona MAGS5 C18 (250 x 25 mm, 7um; Labio, CR)
Recirkula¢ni chladi¢ Julabo F500 (Julabo, SRN)

Rotacni vakuova odparka (Heidolph, SRN)

Software: ACD/ChemSketch, Clarity, Microsoft Office Word 2007, Microsoft Office Excel
2007, Analyst 1.6.3., 1DLC
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3.2 CHEMIKALIE
Methanol (CH4O, Mr = 32,04; Merck, USA)

Acetonitril (C2HsN, Mr = 41,05; Merck, USA)

Deionizovana voda (G < 0,1 uS)

Deuterovany paracetamol (CgDsHsNO2, Mr = 155,19; Merck, USA)

Konjugat paracetamolu s cysteinem (C11H14,N203S, Mr = 270; Ratiochem, CR)

Konjugat paracetamolu s glutathionem (C1sH2sN4OgS, Mr = 456; Ratiochem, CR)
Konjugat paracetamolu s N-acetyl-L-cysteinem (C1sH16N204S, Mr = 312; Ratiochem, CR)
Kyselina octova (C2H402, Mr = 60,05; Merck, USA)

Paracetamol (CsHgNO2, Mr = 151,16; Merck, USA)
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3.3 PREPARATIVNI KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

3.3.1 PRiIPRAVA MOBILNIi FAZE
Pro purifikaci metaboliti paracetamolu byla pouzita mobilni fize pfipravena
smichanim deionizované vody, methanolu a Kyseliny octové v rizném poméru. Po namichani

byla mobilni faze odvzdusnéna v ultrazvuku po dobu 20 minut.

3.3.2 POSTUP

Pro purifikaci konjugatu paracetamolu s glutathionem, cysteinem a N-acetyl-L-
cysteinem byla vyuzita preparativni kapalinovd chromatografie s UV detektorem. Konkrétné
se jednd o LC systém, ktery obsahuje jednu pumpu, kolonu se staciondrni fazi (silikagel
s C18), davkovaci smyckovy ventil a ptistroj uréeny ke sbéru jednotlivych frakei.

Na kolonu byl pomoci davkovaciho smyckového ventilu ruéné nadavkovan vzorek
ur¢eny K purifikaci, ktery byl jesté pied nadavkovanim prefiltrovan. V pribéhu separace byly
jednotlivé frakce sbirany a nasledné analyzovany pomoci LC-MS/MS. Frakce
obsahujici pozadovany metabolit paracetamolu byla nasledné odpafena pomoci rotacni
vakuové odparky a vysuSena v exsikatoru. Cistota odparku byla poté jeité analyzovana
pomoci LC-MS/MS. Po skonceni kazdé separace byla kolona vzdy promyta ¢istym

methanolem po dobu 20 minut. Podminky separace jsou uvedeny v tabulce ¢. 2.

Tabulka 2: Podminky separace

MAGS, C18, 250 x 25 mm, 7 um
(pro APAP-SG),

Kolona
MAGS, C18, 150 x 25 mm, 7 um
(pro APAP-NAC, APAP-CYS)
1 % CH3COOH, 12 % CH30H, 87 % H20
(pro APAP-SG, APAP-NAC)
Mobilni faze

1 % CHsCOOH, 8 % CHsOH, 91 % H.,0
(pro APAP-CYS)
2 ml (APAP-SG, APAP-NAC)
1 ml (APAP-CYS)

Mnozstvi davkovaného vzorku

Teplota 25°C
Priatok mobilni faze 15 ml/min
Vinova délka 254 nm
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3.4 OPTIMALIZACE METODY KE STANOVENI PARACETAMOLU A
JEHO METABOLITU POMOCI HPLC/UV

34.1 POSTUP

Pro stanoveni paracetamolu a jeho metaboliti jsme pouzili vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii s UV detekci. Stanoveni paracetamolu bylo provedeno na dvou
riznych HPLC systémech a dvou riznych kolonach. Pouzité kolony se liSily délkou
a velikosti ¢astic. Soucasti prvniho HPLC systému byly dvé pumpy, kolonovy termostat
a autosampler. Na tomto systému byla provedena izokratickai gradientova eluce. Mobilni faze
pro izokratickou eluci byla slozena s Cerstvé deionizované vody a acetonitrilu (50:50; v/v).
Gradientovy profil (linearni) je uveden v tabulce ¢. 3. Soucasti druhého HPLC systému byla
jedna pumpa, degasser a davkovaci smyckovy ventil pro ru¢ni davkovani. Na tomto systému
byla provedena pouze izokraticka eluce a slozeni mobilni faze bylo totozné s predchozim
slozenim. Podminky stanoveni paracetamolu pomoci HPLC/UV jsou uvedeny v tabulce ¢. 4 a
5.

Tabulka 3: Gradientovy profil pro stanoveni paracetamolu a jeho metabolitl

Cas CH:CN H-0
0 min 10 % 90 %
5 min 70 % 30 %
7 min 70 % 30 %
8 min 10 % 90 %

Tabulka 4: Podminky stanoveni paracetamolu, HPLC/UV systém ¢. 1

Kinetex C18, Ascentis Express C18,

Kolona

100 x 3 mm, 2,6 pm 150 x 3 mm, 5 pm
Mobilni faze (izokratika) 50 % CH3CN, 50 % H,0 50 % CH3CN, 50 % H,0
Priatok mobilni faze 0,4 ml/min 0,4 ml/min
Mnozstvi davkovaného vzorku 5yl 5l
Teplota 30°C 30 °C
Vinova délka 254 nm 254 nm
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Tabulka 5: Podminky stanoveni paracetamolu, HPLC/UV systém ¢. 2

Kinetex C18, Ascentis Express C18,

Kolona

100 x 3 mm, 2,6 pm 150 x 3 mm, 5 um
Mobilni faze 50 % CHsCN, 50 % H,0 50 % CHsCN, 50 % H,0
Priutok mobilni faze 0,2 ml/min 0,4 ml/min
Mnozstvi davkovaného vzorku 3ul 3ul
Teplota 25°C 25°C
Vinova délka 254 nm 254 nm

Dale byl paracetamol stanoven soucasné s jeho tfemi metabolity (APAP-SG, APAP-
CYS, APAP-NAC). Toto stanoveni bylo provedeno na HPLC/UV systému ¢. 3 a jedné koloné
obsahujici castice silikagelus C18. Méteni bylo provedeno opakované. Soucasti tohoto HPLC
systému byly dvé pumpy, kolonovy termostat, UV detektor a autosampler. Na tomto systému
byla provedena izokraticka i gradientova eluce. Mobilni faze pro izokratickou eluci byla
sloZena z acetonitrilu, deionizované vody a kyseliny octové (50:49,9:0,1; v/v/v). Gradientovy
profil byl totozny s ptedchozim, voda byla ale v tomto piipad¢ okyselena ptidavkem kyseliny
octové (0,1 %). Podminky stanoveni paracetamolu a jeho metaboliti pomoci HPLC/UV

systému ¢. 3 jsou uvedeny Vv tabulce ¢. 6.

Tabulka 6: Podminky stanoveni paracetamolu a jeho metaboliti, HPLC/UV systém ¢. 3

Kinetex C18,

Kolona

100 x 3 mm, 2,6 pm
Mobilni faze 50 % CH3CN, 49,9 % H.0, 0,1 % CH;COOH
Priatok mobilni faze 0,4 ml/min
MnozZstvi davkovaného vzorku 1l
Teplota 40 °C
Vinova délka 254 nm
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3.4.2 PRIPRAVA ROZTOKU

Piiprava kalibra¢nich roztoka paracetamolu

Ve 25 ml deionizované vody bylo rozpusSténo 25 mg paracetamolu. Ziskali jsme tak

zasobni roztok o koncentraci 1000 mg/l. Takto pfipraveny zasobni roztok jsme dale fedili

a pripravili si zn& prvnich pét kalibracnich roztokid. Piiprava téchto roztoku je uvedena

v tabulce ¢. 7.

Tabulka 7:Ptiprava kalibra¢nich roztoki APAP

Koncentrace kalibra¢niho | Objem zasobniho roztoku | Objem deionizované vody
roztoku APAP [mg/l] APAP [1000 mg/l; mli] [ml]
100 1 9
60 0,6 9,4
40 0,4 9,6
20 0,2 9,8
10 01 9.9

Nasledné bylo z roztoku APAP o koncentraci 10 mg/l fedénim pfipraveno dalSich 5

kalibra¢nich roztoki o niz$i koncentraci. Do téchto roztokii byl pfidan deuterovany

paracetamol (APAP-Ds) jako vnitini standard, tak aby jeho vysledna koncentrace V téchto

roztocich byla 0,1 mg/l. Tyto roztoky byly vyuzity i pro stanoveni APAP pomoci LC-MS/MS.

Ptiprava roztoki je uvedena v tabulce ¢. 8.

Tabulka 8: Priprava kalibra¢nich roztoktit APAP s vnitinim standardem

Koncentrace ) Objem roztoku
Objem roztoku APAP Objem deionizované
kalibra¢niho roztoku APAP-D4
[10 mg/l; ml] vody [ml]
APAP [mg/l] [10 mg/I; ml]
1 1 0,1 8,9
0,5 0,5 0,1 9,4
0,1 0,1 0,1 9,8
0,05 0,05 0,1 9,85
0,01 0,01 0,1 9,89
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Priprava kalibracnich roztoki metaboliti paracetamolu

Pro ptipravu kalibra¢nich roztokii metabolitt paracetamolu (APAP-SG, APAP-CYS,
APAP-NAC) byly vyuzity metabolity precisténé pomoci preparativni kapalinové
chromatografie. Od kazdého z nich bylo navazeno 5 mg a rozpu$téno v 5 ml deionizované
vody. Dale bylo navazeno také 5 mg paracetamolu a rovnéz rozpusténo v 5 ml deionizované
vody. Ziskali jsme tak zasobni roztoky o koncentraci 1000 mg/l. Tyto roztoky byly dale
fedény stejnym zptisobem jako predesly zasobni roztok paracetamolu (tabulka ¢. 7 a 8) a bylo
tak ptipraveno celkem 10 kalibracnich roztokl obsahujicich vSechny tfi metabolity zaroven
véetné samotného paracetamolu. Roztoky o0 nizsi koncentraci (1-0,01 mg/l) obsahujici vnitini

standard (APAP-D4) byly vyuzity i pro stanoveni pomoci LC-MS/MS.

3.5 OPTIMALIZACE METODY KE STANOVENI PARACETAMOLU A
JEHO METABOLITU POMOCI LC-MS/MS

3.5.1 POSTUP

Pro stanoveni paracetamolu a jeho metabolitii byla dale vyuzita vysokoucinna
kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS).
Jednalo se o LC systém se dvéma pumpami, autosamplerem, kolonou se stacionarni fazi
(silikagel s C18), kolonovym termostatem a UV detektorem. Kapalinovy chromatograf byl
propojen s hmotnostnim spektrometrem vyuZzivajicim ionizaci pomoci elektrospreje.

Stanoveni paracetamolu bylo opét provedeno na dvou kolonach lisicich se délkou a
velikosti ¢astic. RovnéZ byla provedena izokraticka i gradientova eluce. Mobilni faze pro
izokratickou eluci byla sloZena z deionizované vody a acetonitrilu (50:50; v/v).

Dale bylo provedeno soucasné stanoveni paracetamolu a jeho tfech metabolitl
(APAP-SG, APAP-CYS, APAP-NAC). Mobilni faze pro izokratickou eluci byla slozena
z acetonitrilu, vody a kyseliny octové (50:49,9:0;1; v/v/v). V tomto piipadé bylo stanoveni
provedeno pouze na jedné kolong. Gradientovy profil pro stanoveni paracetamolu a jeho
metaboliti pomoci LC-MS/MS byl totoZny s gradientovym profilem pro jejich stanoveni
pomoci HPLC/UV (0 min — 10 % CH3CN, 5 min — 70 % CH3CN, 7 min — 70 % CH3CN, 8
min — 10 % CH3CN). Spole¢né parametry pro méfeni na LC-MS/MS jsou uvedeny v tabulce

¢. 9 a jednotlivé podminky pro stanoveni paracetamolu a jeho metabolitl v tabulce €. 10.
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Tabulka 9: Spole¢né parametry pro méfeni na LC-MS/MS

50 % CHsCN, 50 % H.O (pro APAP)
Mobilni faze (izokratika) 50 % CH3CN, 49,9 % H,0, 0,1 % CH;COOH
(pro APAP-SG, APAP-CYS, APAP-NAC)
Mnozstvi davkovaného vzorku 1ul
Teplota 40 °C
Prutok mobilni faze 0,4 ml/min
Typ experimentu MRM
Rozsah m/z 100-500
Rychlost skenovani 10000 Da/s
Teplota na zdroji 500 °C

Tabulka 10: Podminky pro stanoveni paracetamolu a jeho metabolitti

Sloucenina APAP | APAP-SG | APAP-CYS | APAP-NAC | APAP-D4
Polarita + - + + +
MRM prechod 1 152/93 455/272 271/140 312/166 156/97
Vystupni potencial kolizni cely 1 14V 9V 10V 14V 14V
MRM piechod 2 152/110 455/182 - 312/140 156/114
Vystupni potencial kolizni cely 2 8V -1V - 12V 8V
Vstupni potencial (EP) v -10V 0V 0V 0V
Napéti iontového spreje 4500 V -4500 V 4500 V 4500 vV 4500 vV
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4. VYSLEDKY

4.1 PREPARATIVNI KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Pomoci preparativni kapalinové chromatografie se spektrofotometrickym detektorem
byly purifikovany tfi metabolity paracetamolu — APAP-SG, APAP-CYS a APAP-NAC. Pro
purifikaci konjugatu paracetamolu s glutathionem a N-acetyl-L-cysteinem byla jako optimalni
zvolena mobilni faze obsahujici 12 % (v/v) methanolu a 1 % (v/v) kyseliny octové. Pro
purifikaci cysteinového konjugatu paracetamolu byla zvolena mobilni faze obsahujici 8 %
(v/v) methanolu a 1 % (v/v) kyseliny octové. Reten¢ni ¢asy metaboliti paracetamolu vcetné
objemu sbiranych frakci jsou uvedeny v tabulce ¢. 11. Prub&hy separaci jsou viditelné
v grafech & 1, 2 a 3. Cervenou plochou je zde oznagena sbirana frakce obsahujici cilovy

metabolit.

Tabulka 11: Reten¢ni ¢asy purifikovanych metabolita paracetamolu

Metabolit | Retenéni ¢as (min) Kolona Objem frakce (ml)
APAP-SG 32,87 C18,250 x 25 mm, 7 um 240
APAP-CYS 32,09 C18, 150 x 25 mm, 7 um 150
APAP-NAC 26,42 C18, 150 x 25 mm, 7 um 110
[mAU]
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Graf 1: Purifikace APAP-SG
(Doba analyzy 60 min., detekce pti 254 nm; MF: 12 % CH3OH, 1 % CH3COOH,
87 % H20 (v/viv); SF: silikagel s C18; pritok mobilni faze: 15 ml/min)
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Graf 2: Purifikace APAP-NAC
(Doba analyzy 35 min., detekce pti 254 nm; MF: 12 % CH3OH, 1 % CH3sCOOH, 87 %
H20 (v/viv); SF: silikagel s C18; prutok mobilni faze 15 ml/min)
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Graf 3: Purifikace APAP-CYS
(Doba analyzy 40 min., detekce pti 254 nm; MF: 8 % CH30H, 1 % CH3COOH,
91 % H20 (v/viv); SF: silikagel s C18; prutok mobilni faze 15 ml/min)
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Pomoci LC-MS/MS byla nasledné analyzovana Cistota nasbiranych frakci a to i po
jejich odpateni. MS spektrum konjugatu paracetamolu s glutathionem (zaznamenané v rezimu
snimani zapornych iontli) v€etn¢ jeho struktury je viditelné v grafu ¢. 4. Molekulova hmotnost
APAP-SG je 456. Pik snejvétsi intenzitou a shodnotou m/z 454,7 tak odpovida
deprotonované molekule APAP-SG a pik s hodnotou m/z 476,8 odpovida aduktovému iontu

se sodikem.
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Graf 4: MS spektrum konjugatu paracetamolu s glutathionem.
(Mr = 456; MF: 50 % CH3CN, 49,9 % H>0, 0,1 % CH3COOH (v/v/v); SF: silikagel s C18)
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MS spektrum konjugatu paracetamolu s cysteinem (zaznamenané v rezimu snimani
kladnych iontl) véetné jeho struktury je viditelné v grafu ¢. 5. Molekulova hmotnost APAP-
CYS je 270. Pik snejvétsi intenzitou a s hodnotou m/z 271 tak odpovida protonované
molekule APAP-CYS. Pik s druhou nejvétsi intenzitou a shodnotou m/z 208,1 by m¢l
odpovidat radikalu vzniklému po odstépeni dvou €asti z aminokyseliny cysteinu, konkrétné
aminoskupiny a karboxylu. Vznik tohoto fragmentu ve své publikaci z roku 2013 popisuji
autofi Hairin et al. Pik s hodnotou m/z 139 odpovida fragmentované molekule APAP-CYS a
to konkrétné¢ po odstépeni acetylu a casti aminokyseliny cysteinu. Tato fragmentace je
naznacena na struktuie APAP-CYS vgrafu ¢. 5. Pik shodnotou m/z 254 odpovida
fragmentované molekule po odStépeni aminoskupiny. Pik s hodnotou m/z 292,9 odpovida

aduktovému iontu se sodikem.
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Graf 5: MS spektrum konjugatu paracetamolu s cysteinem.
(Mr = 270; MF: 50 % CH3CN, 49,9 % H-0, 0,1 % CH3COOH (v/v/v); SF: silikagel s C18)
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MS spektrum konjugatu paracetamolu s N-acetyl-L-cysteinem (zaznamenané v rezimu
snimani kladnych iontd) v€etné jeho struktury je viditelné v grafu ¢. 6. Molekulova hmotnost
konjugatu paracetamolu s N-acetyl-L-cysteinem je 312. Intenzivni pik s hodnotou m/z 313 tak
odpovida protonované molekule APAP-NAC. Pik s nejvétsi intenzitou a hodnotou m/z 208,1
by mél, stejn¢ jako v ptipadé APAP-CYS, odpovidat radikdlu vzniklému po odstépeni
aminoskupiny vcetné navazané¢ho acetylu a karboxylu z aminokyseliny cysteinu. Pik
s hodnotou m/z 295 odpovida fragmentu vzniklému po ods$té€peni hydroxylové skupiny a pik
s hodnotou m/z 271 odpovida fragmentované molekule po odstépeni acetylu a je tedy shodny
s APAP-CYS.
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Graf 6: MS spektrum konjugatu paracetamolu s N-acetyl-L-cysteinem.
(Mr = 312; MF: 50 % CH3CN, 49,9 % H-0, 0,1 % CH3COOH (v/v/v); SF: silikagel s C18)
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4.2 OPTIMALIZACE METODY KE STANOVENI PARACETAMOLU A
JEHO METABOLITU POMOCI HPLC/UV

Stanoveni paracetamolu samotného pomoci HPLC/UV systému ¢. 1 bylo provedeno
na dvou kolonéch s vyuzitim izokratické i gradientové eluce. Soucasti tohoto HPLC systému
byly dvé pumpy, kolonovy termostata autosampler. Jednotlivé kalibrace byly sestrojeny jako
zavislost plochy piku na koncentraci paracetamolu v kalibra¢nim roztoku (graf ¢. 7, 8, 9, 10).
Retencni Casy paracetamolu jsou uvedeny Vv tabulce €. 12. Ze statistickych parametri (pfiloha
¢. 1) a kalibracnich ptimek vyplyva, Ze nejlepsi volbou je Vtomto pifipad¢ stanoveni
paracetamolu s vyuzitim izokratické eluce a kolony Ascentis Express obsahujici 5 um ¢astice

silikagelu s C18 (graf¢. 7).

Tabulka 12: Retencni Casy paracetamolu pii stanoveni pomoci HPLC/UV systému €. 1

Kolona Typ eluce | Retenéni ¢as (min)
Asl"se(;‘txisg)E;ffsssfniB’ izokraticks 1,50
Aslcse(?txis3En)§f$85$fri8' gradientova 255

1 oo‘ii';efﬁlﬁi’ - izokraticka 1,16
" OKXi ge:z‘nczli | eradiontovi 223
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Graf 7: Kalibra¢ni zavislost pro APAP (0,11-100 mg/l)
(izokraticka eluce, MF: 50 % CH3CN, 50 % H-O (v/v); kolona Ascentis Express C18,
150 x 3 mm, 5 um)
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Graf 8: Kalibra¢ni zavislost pro APAP (0,11-100 mg/I)
(gradientova eluce, gradientovy profil uveden v tabulce ¢. 3; kolona Ascentis Express
C18, 150 x 3 mm, 5 um)

6000 -
5000 -

4000 -

w

o

o

o
1

y = 56,76 - 9,039
2=0,999

plocha piku

2000

1000

0 20 40 60 80 100 120
koncentrace APAP [mg/1]

Graf 9: Kalibra¢ni zavislost pro APAP (0,11-100 mg/l)
(izokraticka eluce, MF: 50 % CH3CN, 50 % H.O (v/v); kolona Kinetex C18,
100 x 3 mm, 2,6 pm)
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Graf 10: Kalibra¢ni zavislost pro APAP (0,11-100 mg/l)
(gradientova eluce, gradientovy profil uveden v tabulce ¢. 3; kolona Kinetex C18,
100 x 3 mm, 2,6 pm)

Dale byl paracetamol stanoven pomoci HPLC/UV systému €. 2. Soucasti tohoto
HPLC syst¢ému byla jedna pumpa, degasser a davkovaci smyckovy ventil pro rucni
davkovani. Stanoveni bylo provedeno na dvou kolonach s vyuZitim izokratické eluce.
Stanoveni pomoci gradientové eluce nebylo mozné provést, protoze HPLC/UV systém ¢. 2
neumoziuje linedrni zménu slozeni mobilni faze v ramci analytické chromatografie.
Statistické parametry jsou uvedeny Vv ptiloze ¢. 2 a kalibra¢ni zavislosti v grafu ¢. 11 a 12.
Reten¢ni Cas paracetamolu pii stanoveni na kolon¢ Ascentis Express (C18, 150 x 3 mm, 5
um) a pii pratoku 0,4 ml za minutu byl 1,33 minut. Pfi stanoveni na koloné Kinetex (C18,
100 x 3 mm, 2,6 um) a pfi prutoku 0,2 ml za minutu byl reten¢ni ¢as paracetamolu 2,06
minut. | v tomto ptipadé bylo dosazeno lepsich hodnot pii stanoveni na koloné Ascentis

Express (graf €. 11).
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Graf 11: Kalibra¢ni zavislost pro APAP (0,6-100 mg/I)
(izokraticka eluce, MF: 50 % CH3CN, 50 % H2O (v/v); kolona Ascentis Express C18,
150 X 3 mm, 5 pm)
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Graf 12: Kalibra¢ni zavislost pro APAP (0,6-100 mg/l)
(izokraticka eluce, MF: 50 % CH3CN, 50 % H.O (v/v); kolona Kinetex C18,
150 x 3 mm, 5 um)
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Nakonec bylo provedeno soucasné stanoveni paracetamolu a jeho tii metabolitt
(APAP-SG, APAP-CYS, APAP-NAC) pomoci HPLC/UV systému ¢. 3. Soucasti tohoto
HPLC systému byly dvé pumpy, kolonovy termostat, UV detektor a autosampler. Toto
stanoveni bylo provedeno na kolon¢ Kinetex (C18, 100 x 3 mm, 2,6 um) S vyuzitim
izokratické i gradientové eluce. V prubéhu izokratické eluce ovSem nedoslo k separaci
paracetamolu a jeho metabolitd, a proto jsou v nasledujicich grafech uvedeny pouze
kalibracni zavislosti ziskané na zéklad¢ gradientové eluce (graf ¢. 13, 14, 15, 16). Méfeni bylo
provedeno opakovan¢ v prubéhu nékolika dni s vyuzitim kalibra¢nich roztoka uchovavanych
V lednici pii 4 °C. Retencni Casy analytil jsou uvedeny v tabulce €. 13. Statistické parametry

pro stanoveni paracetamolu a jeho metabolitti jsou uvedeny v piiloze €. 3.

Tabulka 13: Retencnicasy analytl pfi stanoveni pomoci HPLC/UV systému ¢. 3

Retencni ¢as (min)
Analyt gradient
APAP 2,41
APAP-SG 1,94
APAP-CYS 1,57
APAP-NAC 2,77
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0,0E+00

y =4429,x - 871,9
R?2=0,999
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Graf 13: Kalibra¢ni zavislost pro APAP (1,1-100 mg/l)
(gradientova eluce, gradientovy profil uveden v tabulce ¢. 3; kolona Kinetex C18,
100 x 3 mm, 2,6 um)
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Graf 14: Kalibrac¢ni zavislost pro APAP-SG (1-100 mg/l)
(gradientova eluce, gradientovy profil uveden v tabulce ¢. 3; kolona Kinetex C18,
100 x 3 mm, 2,6 pm)

2,0E+05 -
1,8E+05 -
1,6E+05 -
1,4E+05 -
1,2E+05 -
1,0E+05 -
= 8,0E+04 -

6,0E+04 -

4,0E+04 -

2,0E+04 -

0,0E+00 - . . . . . .
0 20 40 60 80 100 120

koncentrace APAP-CYS [mg/l]

s

y = 1680,x + 2888,
R2=0,998

locha piku

Graf 15: Kalibra¢ni zavislost pro APAP-CY'S (1-100 mg/l)
(gradientova eluce, gradientovy profil uveden v tabulce ¢. 3; kolona Kinetex C18,
100 x 3 mm, 2,6 pm)
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Graf 16: Kalibra¢ni zavislost pro APAP-NAC (1-100 mg/l)
(gradientova eluce, gradientovy profil uveden v tabulce ¢. 3; kolona Kinetex C18,
100 x 3 mm, 2,6 pm)

Pro soucasné stanoveni paracetamolu a jeho metabolit pomoci HPLC/UV systému ¢.
3 s vyuzitim gradientové eluce byly vypocteny meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti

(LOQ) dle nasledujicich vztahi:

Tk
100 = 10Xh§
Q= k

kde hy je vyska Sumu a k je smérnice ziskana z kalibrace, ktera byla sestrojena jako zavislost
vysky piku analytu na jeho koncentraci. Vyska Sumu byla odectena z chromatografického
zaznamu pro kalibracni roztok o koncentraci 10 mg/l. Vypoctené hodnoty LOD a LOQ jsou

uvedeny v nasledujici tabulce (tabulka ¢. 14).

Tabulka 14: Meze detekce a meze stanovitelnosti pro stanoveni paracetamolu a jeho
metabolith pomoci HPLC/UV systému €. 3

analyt LOD LOQ
APAP 0,05 mg/l 0,15 mg/l
APAP-SG 0,21 mg/l 0,70 mg/l
APAP-CYS 0,07 mg/l 0,24 mg/l
APAP-NAC 0,13 mg/I 0,42 mg/l
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V ramci analyz pomoci HPLC/UV systému ¢. 3 byla také hodnocena stabilita APAP,
APAP-SG, APAP-CYS a APAP-NAC v roztoku obsahujicim 12 % (v/v) methanolu
a 1 % (v/v) kyseliny octové pii uchovavani v lednici. Hodnoceni stability probéhlo v pribéhu
9 dnti. Pro vyhodnoceni stability byla sestavena zavislost vysky piku analytu na dni méfeni

(graf €. 17). Z grafu neni patrna zadna vyrazna nestabilita ani jednoho z analyt.
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Graf 17: Hodnoceni stability paracetamolu a jeho metabolitd
(gradientova eluce, gradientovy profil uveden v tabulce ¢. 3; kolona Kinetex C18, 100 x 3
mm, 2,6 pm)
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4.3 OPTIMALIZACE METODY KE STANOVENI PARACETAMOLU A
JEHO METABOLITU POMOCI LC-MS/MS

Stanoveni paracetamolu samotného pomoci LC-MS/MS bylo provedeno na dvou
kolonach s vyuzitim izokratické i gradientové eluce. Jednotlivé kalibrace byly sestrojeny jako
zavislost poméru plochy piku paracetamolu a plochy piku IS (APAP-Ds4) na poméru
koncentrace paracetamolu a koncentrace IS v kalibraénim roztoku (graf ¢. 18, 19, 20, a 21).
Retenéni Casy paracetamolu jsou uvedeny v tabulce ¢. 15. Ze statistickych parametrii (pfiloha
¢. 4) vyplyva, Ze nejlepsi volbou (stejné jako pii stanoveni pomoci HPLC/UV systému €. 1) je

stanoveni na koloné Ascentis Express, s vyuzitim izokratické eluce (graf ¢. 20).

Tabulka 15: Retenéni ¢asy paracetamolu pfi stanoveni pomoci LC-MS/MS

Kolona Typ eluce Retenéni ¢as (min)
Ascentis Express C18, rokraticka 1,40
150 X 3 mm, 5 um

Ascentis Express C18, . .

150 x 3 mm, 5 um gradientova 2,43
Kinetex C18, . .,

100 * 3 mm, 2,6 um izokraticka 1,08
Kinetex C18, . ,

100 x 3 mm, 2,6 um gradientova 2,09
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Graf 18: Kalibra¢ni zavislost pro APAP (0,01-1 mg/l)
s vnitinim standardem APAP-D; (0,1 mg/l)
(izokraticka eluce, MF: 50 % CH3CN, 50 % H.O (v/v); kolona Kinetex C18,
100 x 3 mm, 2,6 pm)
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Graf 19: Kalibraé¢ni zavislost pro APAP (0,01-1 mg/l)
S vnitinim standardem APAP-D4 (0,1 mg/l)
(gradientova eluce, gradientovy profil uveden v tabulce ¢. 3; kolona Kinetex C18,
100 x 3 mm, 2,6 pm)
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Graf 20: Kalibraéni zavislost pro APAP (0,01-1 mg/l)
s vnitinim standardem APAP-D4 (0,1 mg/l)
(izokraticka eluce, MF: 50 % CH3CN, 50 % H2O (v/v); kolona Ascentis Express C18,
150 x 3 mm, 5 pm)
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Graf 21: Kalibra¢ni zavislost pro APAP (0,01-1 mg/l)
S vnitinim standardem APAP-D4 (0,1 mg/l)
(gradientova eluce, gradientovy profil uveden v tabulce ¢. 3; kolona Ascentis Express
C18, 150 x 3 mm, 5 pm)

Dale byl APAP stanoven pomoci LC-MS/MS soucasné s APAP-SG, APAP-CYS
a APAP-NAC. Toto stanoveni bylo provedeno na koloné Kinetex (C18, 100 x 3 mm, 2,6 um)
s vyuzitim izokratické (graf ¢. 22, 23, 24 a 25) i gradientové eluce (graf ¢. 26, 27, 28 a 29).
Meéfieni bylo provedeno opakované v pribéhu nékolika dni, kdy pro tato méteni byly pouzity
kalibra¢ni roztoky namichané v prvni den méfeni a nadale uchovavané v lednici pii 4° C.
Reten¢ni Casy analytll jsou uvedeny V tabulce ¢. 16. Statistické parametry pro stanoveni
paracetamolu a jeho metabolitd S vyuzitim izokratické eluce jsou uvedeny v piiloze ¢. 5
a statistické parametry pro stanoveni s vyuZzitim gradientové eluce v pfiloze ¢. 6.
Ze statistickych parametrit vyplyva, Ze lepSich hodnot bylo dosaZeno v ramci stanoveni s
izokratickou eluci, coZ potvrzuji i nami vypoltené meze detekce a meze stanovitelnosti

uvedené v tabulce ¢. 17.

Tabulka 16: Retenc¢ni Casy analyti pii stanoveni pomoci LC-MS/MS

Retenc¢ni ¢as (min) | Reten¢ni ¢as (min)
Analyt izokratika gradient
APAP 1,35 2,41
APAP-SG 1,18 1,94
APAP-CYS 121 1,57
APAP-NAC 1,30 2,77
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Tabulka 17:Meze detekce a meze stanovitelnosti pro stanoveni paracetamolu a jeho
metaboliti pomoci LC-MS/MS

IZOKRATIKA LOD LOQ GRADIENT LOD LOQ

APAP 1,37 ug/l | 4,56 pg/l APAP 558 ng/l | 18,61 pg/l

APAP-SG 099 ng/l | 3,30ug/l | APAP-SG | 1,32ug/l | 4,40 ugl

APAP-CYS | 073ungl | 242ug/l | APAP-CYS | 1,76 ug/l 5,86 pg/l

APAP-NAC 3,22 pg/l | 10,75 pg/l | APAP-NAC | 3,47 pg/l 11,57 pg/l
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Graf 22: Kalibra¢ni zavislost pro APAP (0,01-1 mg/l)
s vnitinim standardem APAP-D4 (0,1 mg/l)
(izokraticka eluce, MF: 50 % CH3CN, 49,9 % H20, 0,1 % CH3COOH (v/v/v); kolona
Kinetex C18, 100 x 3 mm, 2,6 pm)
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Graf 23: Kalibra¢ni zavislost pro APAP-SG (0,01-1 mg/l)
S vnitinim standardem APAP-D4 (0,1 mg/l)
(izokraticka eluce, MF: 50 % CH3CN, 49,9 % H>0, 0,1 % CH3COOH (v/v/v); kolona
Kinetex C18, 100 X 3 mm, 2,6 um)
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Graf 24: Kalibra¢ni zavislost pro APAP-CYS (0,01-1 mg/l)
s vnitinim standardem APAP-D4 (0,1 mg/l)
(izokraticka eluce, MF: 50 % CH3CN, 49,9 % H>0, 0,1 % CH3COOH (v/v/v); kolona
Kinetex C18, 100 x 3 mm, 2,6 um)
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Graf 25: Kalibra¢ni zavislost pro APAP-NAC (0,01-1 mg/l)
s vnitinim standardem APAP-D4 (0,1 mg/l)

(izokraticka eluce, MF: 50 % CH3CN, 49,9 % H20, 0,1 % CH3COOH (v/v/v); kolona
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Graf 26: Kalibra¢ni zavislost pro APAP (0,01-1 mg/l)
s vnitinim standardem APAP-D4 (0,1 mg/l)

(gradientova eluce, gradientovy profil uveden v tabulce ¢. 3; kolona Kinetex C18,

100 x 3 mm, 2,6 pm)
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Graf 27: Kalibra¢ni zavislost pro APAP-SG (0,01-1 mg/l)
S vnitinim standardem APAP-D4 (0,1 mg/l)
(gradientova eluce, gradientovy profil uveden v tabulce ¢. 3; kolona Kinetex C18,
100 x 3 mm, 2,6 pm)
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Graf 28: Kalibracni zavislost pro APAP-CYS (0,01-1 mg/l)
s vnitinim standardem APAP-D4 (0,1 mg/l)
(gradientova eluce, gradientovy profil uveden v tabulce ¢. 3; kolona Kinetex C18,
100 x 3 mm, 2,6 pm)
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Graf 29: Kalibra¢ni zavislost pro APAP-NAC (0,01-1 mg/l)
S vnitinim standardem APAP-D4 (0,1 mg/l)
(gradientova eluce, gradientovy profil uveden v tabulce ¢. 3; kolona Kinetex C18,
100 x 3 mm, 2,6 pm)
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5. DISKUZE

Pro stanoveni paracetamolu a jeho metabolitl bylo v literatufe popsano jiz velké
mnozstvi metod vcetné¢ UV spektrofotometrie, imunologickych analyz, voltametrie,
kapalinové chromatografie, plynové chromatografie, chromatografie na tenké vrstvé
a kapilarni elektroforézy. Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie s UV detekci je
bezpochyby tou nejpouzivanéjsi. Problém miize v tomto piipad¢ Cinit analyza nékolika
metaboliti zarovenn vzhledem k jejich podobnym strukturdm a fyzikalné chemickym
vlastnostem. Lepsi volbou je tak detekce pomoci hmotnostni spektrometrie. Vhodna metoda
umoziujici soucasné stanoveni paracetamolu a jeho metabolitl je potfebna pro studie tykajici
se metabolismu paracetamolu (Hye et al. 2012, Goyal et al. 2010)

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat stanoveni paracetamolu a jeho tii
metabolitd, konjugatu paracetamolu s glutathionem, cysteinem a N-acetyl-L-cysteinem,
pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s UV detekci (HPLC/UV) a také pomoci
vysokoucinné¢ kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS). Soucasti této prace byla také purifikace jiz zmifovanych metaboliti pomoci
preparativni kapalinové chromatografie.

Pro purifikaci metabolith  paracetamolu pomoci preparativni  kapalinové
chromatografie byla jako mobilni faze pouzita smés vody, methanolu a kyseliny octové.
Obsah methanolu v mobilni fazi byl postupné upravovan stejné¢ jako mnozstvi davkovaného
vzorku. Pfili§ nizky obsah methanolu prodluzoval dobu separace a pfi zvySeném obsahu
methanolu nedoSlo k separaci daného metabolitu od paracetamolu. Pro purifikaci
cysteinového konjugatu paracetamolu byla jako optimalni zvolena mobilni faze obsahujici
8 % (v/v) methanolu a 1 % (v/v) kyseliny octové a objem davkovaného vzorku 1 ml.
Pfi zvySeném objemu davkovaného vzorku nebyla separace dokonald. Pro purifikaci
konjugatu paracetamolu s glutathionem a N-acetyl-L-cysteinem byla zvolena mobilni faze
obsahujici 12 % (v/v) methanolu, 1 % (v/v) kyseliny octové a objem davkovaného vzorku
2 ml. Davkovéani vyssiho mnozstvi vzorku nebylo mozné vzhledem ke smycce o objemu 2 ml.
Z pivodniho mnozstvi davkovaného vzorku jsme pii pritoku 15 ml/min ziskali frakce, které
mély mnohonasobné vyssi objem. Ziskané frakce obsahujici cilové metabolity tak bylo nutné
odpafit a vysuSit v exsikatoru. Purifikované metabolity byly po ovéfeni Cistoty pomoci

LC-MS/MS dale vyuzity pro piipravu kalibra¢nich roztoku.
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Pro stanoveni paracetamolu a jeho metaboliti existuje velké mnozstvi variant HPLC
(Di Girolamo et. al 1998). V ramci optimalizace metody ke stanoveni paracetamolu a jeho
metabolitd pomoci HPLC/UV byl nejprve analyzovan samotny paracetamol. Stanoveni bylo
provedeno na dvou HPLC systémech a dvou kolonach lisicich se délkou a velikosti ¢astic.
Stanoveni paracetamolu pomoci HPLC/UV systému ¢.1 s autosamplerem a dvéma pumpami
nam umoznilo analyzovat niz§i koncentrace paracetamolu s vyuzitim izokratické
1 gradientové eluce na rozdil od HPLC/UV systému ¢. 2 s jednou pumpou, kde byla
provedena pouze izokraticka eluce. HPLC/UV systém €. 2 totiz neumoznuje linedrni zménu
slozeni mobilni faze v rdmci analytické chromatografie a nebylo tak mozné provést stanoveni
pomoci gradientové eluce. Pfi vzajemném porovnani obou systému na zaklad¢ statistickych
parametri (pfiloha ¢. 1 a 2) lze s jistotou fici, Ze stanoveni paracetamolu bylo piesnéjsi
s vyuzitim HPLC systému €. 1. Ze statistickych parametra je dale ziejmé, Ze v obou piipadech
bylo dosazeno lepSich hodnot s vyuzitim izokratické eluce a kolony Ascentis Express,
150 x 3 mm obsahujici 5 um ¢astice silikagelu s C18. Paracetamol (+ jeho metabolity) byl po
separaci spektrofotometricky detekovan pii vinové délce 254 nm. Stejny zpusob detekce ve
své publikaci uvadi i autofi Soysa et al. (2010).

Dale bylo provedeno soucasné stanoveni paracetamolu, konjugatu paracetamolu
s glutathionem, cysteinem a N-acetyl-L-cysteinem pomoci HPLC/UV systému ¢. 3. Mobilni
faze byla v tomto pfipadé okyselena piidavkem kyseliny octové. Okyseleni mobilni faze
kyselinou octovou pro stanoveni paracetamolu a jeho metabolitl ve své praci z roku 2003
vyuzili i autofi Vertzoni et al. Pfidavek kyseliny octové mél zabranit chvostovani pikd.
Ke stanoveni byla vyuzita izokratickd i gradientova eluce. V prubéhu izokratické eluce ovsem
nedoslo k separaci jednotlivych analyti a nebyla tak moznd jejich kvantifikace. V ramci
stanoveni s vyuZitim gradientové eluce tak byla vypoctena mez detekce a mez stanovitelnosti.
Mez detekce pro paracetamol pii stanoveni pomoci HPLC/UV systému €. 3 byla vypoctena
na hodnotu 0,05 mg/l a mez stanovitelnosti na hodnotu 0,15 mg/l. V porovnani s mezemi
detekce, které byly uvedeny v pracich jinych autorti (Soysa et al. 2010, Vertzoni et al. 2013)
je nami vypoctend mez detekce nizSi. Meze detekce pro APAP-SG, APAP-CYS
a APAP-NAC byly vypocteny na hodnoty 0,21; 0,07; 0,13 mg/l. Meze stanovitelnosti byly
vypocteny pro tyto metabolity ve stejném pofadi na hodnoty 0,70; 0,24; 0,42 mg/I.

S vyuzitim HPLC/UV systému ¢. 3 byla také hodnocena stabilita paracetamolu a jeho
metabolitl v roztoku obsahujicim 12 % (v/v) methanolu a 1 % (v/v) kyseliny octové. Stabilita
byla hodnocena v pribéhu 9 dni. V ramci tohoto kratkodobého hodnoceni nebyla zjisténa

7adna vyrazna nestabilita ani jednoho z analytii. Pro ovéfeni stability by bylo vhodné méfeni
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opakovat v pribc¢hu delsiho casového rozmezi. Otazkou stability jiného metabolitu
paracetamolu (N-acetyl-p-benzochinon iminu) se ve své studii zabyvali autofi Dahlin et al.
1982. Tito autofi prokazali nestabilitu N-acetyl-p-benzochinoniminu a identifikovali
1 jednotlivé slouceniny v rozkladné smési.

Dalsim cilem bylo optimalizovat stanoveni paracetamolu, konjugitu paracetamolu
s glutathionem, cysteinem a N-acetyl-L-cysteinem pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). Pii tomto stanoveni se
vychézelo z odborné prace tykajici se stanoveni paracetamolu a jeho glutathionového
a cysteinového konjugétu (Cesla et al. 2013). Zpo&atku byl analyzovan samotny paracetamol
(stejn¢ jako v piipad¢ optimalizace stanoveni pomoci HPLC/UV). Stanoveni bylo provedeno
na dvou kolonach lisicich se délkou a velikosti Castic s vyuzitim izokratické i gradientové
eluce. Ze statistickych parametri (pfiloha ¢. 4) vyplyva, Ze nejlepsi volbou bylo stanoveni
s vyuzitim izokratické eluce na kolon¢ Ascentis Express, 150 x 3 mm obsahujici 5 pm ¢astice
silikagelu s C18. Standardni chyba pro smérnici (a) i usek (b) ziskanych z kalibrace, ktera

Nasledné bylo provedeno soucasné stanoveni paracetamolu a jeho metabolitlh pomoci
LC-MS/MS. Mobilni faze byla na rozdil od pfedchoziho stanoveni okyselena piidavkem
kyseliny octové. Byla provedena izokraticka i gradientova eluce. V ramci tohoto stanoveni
byly vypocteny meze detekce a meze stanovitelnosti pro vSechny ¢tyii analyty (tabulka €. 17).
Meze detekce a meze stanovitelnosti byly niZsi pro stanoveni s vyuzitim izokratické eluce.
Meze stanovitelnosti pro izokratickou eluci byly nasledné porovnany s mezemi stanovitelnosti
uvedenymi v publikaci autortt Hye et al. z roku 2012. Nami ziskana mez stanovitelnosti pro
paracetamol a konjugaty paracetamolu s glutathionem a cysteinem byla niz$i. V piipadé
konjugatu paracetamolu s N-acetyl-L-cysteinem byla nami vypoctena mez stanovitelnosti
srovnatelna s mezi stanovitelnosti uvedenou v této publikaci (10 pg/1).

Meze detekce pii stanoveni pomoci LC-MS/MS byly fadové niZsi neZ meze detekce
pii stanoveni pomoci HPLC/UV. Déle byly porovnany meze detekce ziskané pfi stanoveni
pomoci LC-MS/MS s mezemi detekce uvedenymi v literatufe pifi stanoveni pomoci kapilarni
elektroforézy (Cunha et al. 2017, Hlozek et al. 2017, Tanuja et al. 2017). Nami dosazené

meze detekce pfi stanoveni pomoci LC-MS/MS byly opét nizsi.
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6. ZAVER

V této praci byla optimalizovana metoda ke stanoveni paracetamolu a jeho konjugatu
s glutathionem, cysteinem a N-acetyl-L-cysteinem pomoci HPLC/UV a LC-MS/MS.
Déle byla provedena purifikace téchto tifi konjugati pomoci preparativni kapalinové
chromatografie. Purifikované konjugaty byly vyuzity pro piipravu kalibra¢nich roztokd.

Nami ziskané¢ meze detekce a meze stanovitelnosti pfi stanoveni pomoci HPLC/UV
byly fadové v mg/l a pii stanoveni pomoci LC-MS/MS fadové v ug/l. Stanoveni s vyuzitim
izokratické eluce bylo v porovnani se stanovenim s vyuzitim gradientové eluce v obou

pripadech presnéjsi a bylo dosazeno nizsich hodnot mezi detekce a stanovitelnosti.
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