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ANOTACE

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat metodu analyzy
potencidlnich 1é¢iv narkolepsie pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni S hmotnostni
spektrometrii. Teoretickd Cast prace je soustfedéna na informace o symptomech a metodach
1é¢by narkolepsie. Dale jsou popsany principy, instrumentace a mody meéteni Vv kapalinové
chromatografii a hmotnostni spektrometrii. Posledni Cast reSerSe je vénovana postuptim
interpretace, optimalizace a validace chromatografickych metod. V experimentalni ¢asti lze
nalézt procesy piipravy a analyzy vzorkl, pouZzitou instrumentaci a chemikalie. Posledni ¢ast

této prace shrnuje a hodnoti dosazené vysledky.

KLICOVA SLOVA

Narkolepsie, kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie, pitolisant, fluoxetin

TITLE

Development of an LC/MS method for the determination of potential drugs for narcolepsy.

ANNOTATION

The aim of this thesis was to develop, optimize and validate a method for the analysis of
potential drugs for narcolepsy using liquid chromatography in conjunction with mass
spectrometry. The theoretical part of the work is focused on information about the symptoms
and methods of treatment of narcolepsy. The principles, instrumentation and modes of
measurement in liquid chromatography and mass spectrometry are also described. The last
part of the research is devoted to the procedures of interpretation, optimization and validation
of chromatographic methods. In the experimental part, you can find sample preparation and
analysis procedures, used instrumentation and chemicals. The last part of this work

summarizes and evaluates the achieved results.

KEYWORDS
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OBSAH

UVOD et h kbR 18
1 TEORETICKA CAST ...cosiiiiiiiiiieiieriineniiessieesesies s 19
1.1 NArKOIEPSIE ... 19
111 INfOrmace 0 NArKOIEPSTE ....c..oiviiiiiiiiieieece s 20
1.1.2 MEtOAY LECDY .. 21
1121 Modafinil ....c.cviiiiiii 21
1.1.22 Amfetaminove stimulanty.........ccoooeiiiiiiiiiiciiese e 22
1.1.2.3  OXybutyrat SOANY.......oiiviiiiiiiiiiiiii e 23
1.1.2.4  SUONAMIAY ....cciiiiiiececse et sne s 24
1125 PHONISANT ..o 26
1.1.2.6  FIUOXELIN .o 27
1.13 Analogické metody stanoveni studovanych latek..........c.cccoviiiiiniiniiinn, 28
1.2 Kapalinova chromatografie..........ccooueriiiiiieiiiiciic e 32
1.2.1 TEOME SEPAIACE ...cuveeeeeiee ettt ettt bbbttt 32
1.2.2 Mody kapalinové chromatografie...........cccoovviiiiiiei e 34
1.2.2.1  Systém s normalnimi fAZEMi..........covveiiiiiiiieiiieseee e 34
1.2.2.2  Systém s reverznimi fAZEMI........coooviiiiiiiiiiiie e 35
1.2.2.3 Systémy zalozené na jiném PrinCipPU ........ceereerrerirereenenieneesiesreseeseseennees 36
1.2.3 INSLIUMENTACE ... 36
124 Hmotnostni Spektrometri€. ........coovevviiiiiiiiiiiie i 38
1.2.4.1  TONEOVE ZATOJE ...vvevviiiiiiiietieie e 38
1.2.4.2 Hmotnostni analyZatory ..........ccooiiiiiiiiiiiiiie e 40
1.2.4.3  DELEKIOIY ..oeiiiieieie ettt 43
1.2.4.4 Dodatecna technika..........ccooeiiiiiiiiiiiiiii e 43
1.2.5 VIv0o] HPLC MEtod ......ooiviiiiiiiiiiiicce s 44

1.25.1 Vyhodnoceni VYSIEdKT .......cocviiiiiiiiiiiiiiii e 45



2

1.2.5.2  OptimaliZaCe SEPAIACE .......cceiviiiiriiriieieieite ettt 46

1.2.5.3 Validace analytické metody ...........ccoriviiiiiiiiiiiiieiee s 48
EXPERIMENTALNI CAST ..ottt 51
2.1  Pouzitd inStrumentace a VYDAVENI.........ccoviiiiieiiiiiiiciiee e 51
2.1.1 Instrumentace vyuZita na pripravu ToZtOKU .......ccevveiieieiieeiiiicceneee e 51
2.1.2 LIC/MS SYSTEIM ..evvieeiiiiiesiiie ettt sttt ettt e e nnnes 51
2.1.3 (0] (0] 1V UTUSSRT 51
2.2 Pouzité chemikalie a standardni Iatky ........ccooeeiiiiiiii 52
2.2.1 Mobilni faze @ aditiva .......ccoviiiiiiii 52
2.2.2 SEANAAIAY ...c.veeeece e e 52
2.3  Pftiprava standardnich roztoki a kalibracni fady ..........cccooveiiiiiiiiiiiieiec e 53
2.4  Ptiprava vzorkll z metabolizovanych eXtraktl..........cccoovrvvirveiiiiiniieiiceseese e 53
2.5  HPLC/MS analyza TAtek ..........coiiiiiiiiiiii e 53
VYSLEDKY A DISKUZE .....oouiiiieieieieeieeeeeesesesee s essessesaesassissaeses s senasnannannens 55
3.1  Volba kolony na zaklad¢ vysledktl izokratické eluce...........cccoveviriviniiiiiiciicen 95
3.11 KINBEX CL8 ... 58
3.1.2 EVOSPNEIE DPH......ooiiiiiie e 59
3.1.3 HYAroSphere CL8 .........c.oiiiiiiiieieee s 59
3.14 AFON PIUS CL8......iiiiiii e 60
3.2 Vybér vhodného aditiva do mobilni faze............ccccevviiiiiiiiiiii 61
3.3  Optimalizace programu gradientoveé €lUCE ..........ccvriviiiiiiiiiiiiciee e 65
3.4  Optimalizace fragmentacni €NeIZIe .........cevvvriiiiiiiiiiiiiieie s 65
3.5 Optimalizace teploty SEPAIACE .......ceeiviiiiieiie et 67
3.6  Optimalizace pritoku mobilni fAze...........cccvviiiiiiiiiii 67
3.7  Méfeni kalibraéni kiivky a validace vyvinuté metody ...........ccceviiiiiiniiiiiiinnenn 70
3.8  Méfeni metabolizovanych roztokii optimalizovanou metodou ...........cccccvvvervenenne 73
ZAVER ..ot 77



5 POUZITA LITERATURA

PHlohy....cccovviiiiiiiicc,



SEZNAM ILUSTRACI

Obrazek 1: Schéma mechanismu a role orexinll v kataplexickém Gtoku.............cccooveivininnn, 22
Obrazek 2: Aktivita konstitutivné aktivnich receptorti a efekt vazanych ligandd .................. 27

Obrazek 3: Schéma kapalinového chromatografu ve spojeni s hmotnostni spektrometrii .....37

Obrazek 4: Schéma eleKtroSprejove 10NIZACE. .. .uiuiuviiiiiieiiiie it et e e ie e sare e 39
Obrazek 5: Schéma pohybu nabité castice v magnetickém poli ........ccccovviiiiiiiiiiiiciiiienn, 41
Obrazek 6: Schéma konstrukce a funkce trojitého kvadrupolu s kolizni celou ...................... 42

Obrazek 7: Grafické znazornéni pozice softwarem odectenych hodnot potfebnych k vypoctu
pikové symetrie a jejich definiCe .........ccviiiiiiiiiii i 56

Obrazek 8: Retencni modely pitolisantu métené izokratickou eluci na dostupnych kolonach

.................................................................................................................................................. 57
Obriazek 9: Retencni modely fluoxetinu méfené izokratickou eluci na dostupnych kolonach
.................................................................................................................................................. 58
Obrazek 10: Chromatogram analyz s riznymi aditivy vodné mobilni faze pitolisantu.......... 62

Obrazek 11: Vliv typu a koncentrace [% (v/v)] kyselych aditiv na vysku pikt pitolisantu se
zobrazenou smérodatnou odchylkou mEFeni (N=3) ..ovevevieieiiiiniieee e 62
Obriazek 12: Chromatogram analyz s riznymi aditivy vodné mobilni faze fluoxetinu .......... 63
Obrazek 13: Vliv typu a koncentrace [% (v/v)] kyselych aditiv na vysku pikt fluoxetinu se
zobrazenou smérodatnou odchylkou méfeni (N=3) ........cccceviiiiiiiiiiic e 64
Obrazek 14: Grafické znazornéni optimalizace fragmentacni energie pitolisantu se
Zvyraznénym zZvolenym OPtIMEIM........ccueiiiiiiiiiieiiiee e 66
Obrazek 15: Grafické znazornéni optimalizace fragmentacni energie fluoxetinu se
Zvyraznénym zZvVolenym OPHIMEIN .......cccuuiirieieiiriesie e see e e e e sne e e 66

Obrazek 16: Vliv teploty na retenci obou Ié¢iv se zvyraznénym zvolenym bodem optima...67

Obriazek 17: H-u kiivka pro pitolisant se zvyraznénym zvolenym bodem optima................. 69
Obrazek 18: H-u kiivka pro fluoxetin se zvyraznénym zvolenym bodem optima ................. 69
Obrazek 19: Chromatogram separace kalibra¢niho roztoku o koncentraci 0,1 mg/l .............. 70

Obrazek 20: Sestrojené¢ kalibracni kiivky pro vSechny Iléciva se zobrazenou rovnici
A lINEArTIOU treNTU (NT3) .viiiii et e e sb e be e s teeere e e 71
Obrazek 21: Chromatogram metabolizovaného roztoku pitolisantu méfeného vyvinutou
013 (0T (o1 ISP PRSP PRRR 75
Obrazek 22: Chromatogram metabolizovaného roztoku fluoxetinu méfeného vyvinutou

(0] o] (o]0 EERTTTT TR TR TR 75



SEZNAM TABULEK

Tabulka 1: Retenéni a kinetické charakteristiky 1é¢iv narkolepsie na vybranych kolonach...57
Tabulka 2: Reten¢ni Casy, faktory a jejich logaritmované hodnoty 1é¢iv narkolepsie pro
KOIONU KINELEX CLB ...t 59
Tabulka 3: Reten¢ni Casy, faktory a jejich logaritmované hodnoty lé¢iv narkolepsie pro
KOIONU EVOSPNEIE DPH .....ociiceiiieee ettt neenne e 59
Tabulka 4: Reten¢ni Casy, faktory a jejich logaritmované hodnoty 1é¢iv narkolepsie pro
KOIONU HYdroSPhEre CL8 .........ooiiiiieieieei et 60
Tabulka 5: Reten¢ni Casy, faktory a jejich logaritmované hodnoty 1é¢iv narkolepsie pro
KOIONU AFIONPIUS CLB.......c.eiei ettt et et e e st e s te e e neenne e 61

Tabulka 6: Pouzita aditiva do vodné mobilni faze a arovné jejich koncentraci béhem analyz

Tabulka 7: Program gradienti a vysledné retenéni charakteristiky 1é¢iv narkolepsie

(TA = Cas analyzy; bg = SIrMOSt Gradientu) .........cccooiiiiirieiiiiie s 65
Tabulka 8: Vypocitané valida¢ni parametry metody pro vSechny 16€iva .........ccccevvvrinenne, 71
Tabulka 9: Vysledky méfeni metabolizovanych roztokd s uvedenou spravnosti (n=3) ......... 74

Tabulka 10: Naméfeni reten¢ni charakteristiky a vypoctené hodnoty reproduktibility
pitolisantu pro kalibra¢ni roztok o koncentraci 0,1 mg/l..........cccoovviiiiiiiiiiii 90
Tabulka 11: Nameéfeni retenéni charakteristiky a vypoctené hodnoty reproduktibility

fluoxetinu pro kalibracni roztok o koncentraci 0,1 mg/l ........ccovviiiiiiiiiin 90

SEZNAM ROVNIC

Rovnice 1: Vypocet retencniho faktort .........cocooveoiiiiiiiiiiiiices e 55
Rovnice 2: Vypocet UCINNOStE KOIONY .......oiviiiiiiiiiiiieiesie e 55
Rovnice 3: Vypocet rovnicového komponentu my vypoctu pikové symetrie...........cevevrvennene. 56
Rovnice 4: Vypocet rovnicového komponentu mz vypoctu pikové symetrie...........ccceevennene. 56
Rovnice 5: Vypocet rovnicového komponentu mz vypoctu pikové symetrie..........ccceevennene. 56
Rovnice 6: Vypocet rovnicového komponentu m4 vypoctu pikové symetrie...........cevvervennene. 56
Rovnice 7: Vypocet symetrie piku z pfedem vypocitanych komponentl............cccccvevvrrreennnnn. 56

Rovnice 8: Vypocet linearni rychlosti toku mobilni faze pro odpovidajici hodnoty prutoku .68
Rovnice 9: Piepocet ucinnosti kolony spocitané z Sitky piku odeéteného v poloviné jeho

vysky na odpovidajici vysku teoretick€ho patra..........cccocvvviiiiiiiiiiiii 68



Rovnice 10: Vypocet SPravnosti METENT .........ccviieiiieeiieiieiiesiesieseeeeee e 72
Rovnice 11: Vypocet opakovatelnosti méteni pro dany den .........c.ccccevereneiininesnsiicienenns 72
Rovnice 12: Vypocet limitu deteKCe ....cviiiiiiiiiiiciice e 73
Rovnice 13: Vypocet limitu Kvantiflkace ..........ccceviveiiiiiiiieiiciie e 73



SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

2D-LC — Dvoudimenzionalni kapalinova chromatografie
3D — Tiidimenzionalni prostor

SHTR1A — 5-hydroxytryptaminovy receptor typu 1A
al-receptor — Alfa adrenergni receptor typu 1

AC — Afinitni chromatografie

ACN — Acetonitril

ADHD - Porucha pozornosti s hyperaktivitou

API — Ionizace za atmosférického tlaku

APCI — Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

APPI — Fotoionizace za atmosférického tlaku

AWS — Syndrom odnéti alkoholu

BEH — Technologie hybridnich ¢astic s ethylenovymi mustky
CHMP — Vybor pro humanni 1é¢ivé ptipravky

C18 — Oktadecylsilikagel

CNS — Centrélni nervova soustava

CV — Koeficient variace

CYP2C9 — Cytochrom P450 rodiny 2, podrodiny C ¢islo 9
DA — Diodové pole

DAT — Transportni protein pro zpétné vychytavani dopaminu
DBS — Metoda suché krevni kapky

EC — Extracelularni extrakt

El — Elektronové ionizace

EIC — Chromatogram s extrahovanym signalem vybraného iontu (extrahovany iontovy

chromatogram)



EMA — Evropska 1ékova agentura

ESI — Elektrosprejova ionizace

EU — Evropska unie

FDA — Federalni drogova administrace

G-protein — Guaninovy nukleotid-vazajici protein
GABA — y-aminomaselna kyselina

GABA-B — Receptor B pro kyselinu y -aminomaselnou
GC — Plynova chromatografie

GHB — y -hydroxymaéselna kyselina

GPC — Gelova permeacni chromatografie
H1-receptor — Histaminergni receptor typu 1
H3-receptor — Histaminergni receptor typu 3

HILIC — Chromatografie hydrofilnich interakci
HTLC — Vysokoteplotni kapalinova chromatografie
HPLC — Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
IC — Iontova chromatografie / Intracelularni extrakt
IEC — Chromatografie iontové vymény

IPC — Chromatografie iontovych part

KBBYV — Katedra biologickych a biochemickych véd
LC — Kapalinova chromatografie

LOD — Limit detekce

LOQ — Limit kvantifikace

MAO — Enzym monoaminooxidaza

MDD — Majoritni depresivni porucha



MS — Hmotnostni spektrometrie

MS/MS — Tandemova hmotnostni spektrometrie

NIST — Nérodni institut pro standardy a technologie

NPC — Kapalinova chromatografie v systému s normalnimi fazemi
OCD — Obsesivn¢ kompulzivni porucha

OX1R — Orexinovy receptor 1

OX2R — Orexinovy receptor 2

PET — Pozitronova emisni tomografie

PMME — Mikroextrakce pomoci polymerni monolit

PTSD — Post-traumaticka stresova porucha

Q — Kvadrupoélovy analyzator

QqQ — Trojity kvadrupdlovy analyzator

REM — Faze spanku s rychlym pohybem o¢i

RP — RozliSovaci schopnost

RPC — Kapalinova chromatografie v systému s reverznimi fazemi
SEC — Velikostné vylucovaci chromatografie

SIM — Monitoring zvoleného iontu

SRM - Standardni referen¢ni material

SSRI — Selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu
SPE — Extrakce na tuhém sorbentu

TIC — Celkovy iontovy proud

TLC — Tenkovrstva chromatografie

TOF — Analyzator délky letu

UHPLC — Ultravysokouc¢innd kapalinova chromatografie



USA — Spojené staty americké
UV — Ultrafialova oblast elektromagnetického spektra
VIS — Viditelna oblasti elektromagnetického spektra

VMAT - Transportni protein vezikularniho monoaminu



UvVoD

Narkolepsie je vysilujici porucha centralni nervové soustavy, ktera zpusobuje postizenym
velka trapeni svymi pfiznaky, neustupnosti a omezenimi, které klade na jejich pracovni,
spolecenské i1 soukromé zivoty. Mize také byt i hrozbou pro jejich vlastni zivot, jelikoz
narkolepsie zpisobuje neocekavatelné usnuti pii aktivnich nebo rutinnich ¢innostech, jako je
chuze, jidlo, cvieni ¢i dokonce fizeni vozidla. Z tohoto divodu musi pacienti trpici
narkolepsii denn¢ uzivat predepsané 1éky, jelikoz k dnesnimu dni stale jesté neexistuje trvalé
feSeni. Dnes je k dispozici mnoho 1é¢iv, z nichz mnohé se prokazaly jako G¢inny a spolehlivy
zpusob, jak zmirnit pfiznaky narkolepsie. Vzhledem k potencialnim rizikim, kterym mohou
pacienti ¢elit, pokud jejich 1éky nebudou zarucené kvality, si vyrobci musi byt jisti, ze 1éky,
které vyrabéji, jsou spravné ptipraveny a ve spravném davkovani. Modernim a spolehlivym
nastrojem pro tento ukol je od nastupu 21. stoleti kapalinova chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii. Vysokou¢innd kapalinova chromatografie ndm umoznuje
separovat i slozité smési na ¢isté Slozky, zatimco hmotnostni spektrometrie nam poskytuje
vSechny kvalitativni a kvantitativni informace, které potiebujeme ke stanoveni Cistoty 1éCiva,

davky nebo dokonce residualniho obsahu v klinickych studiich.

Cilem diplomové prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat metodu analyzy 1é€iv pro
narkolepsii pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni shmotnostni spektrometrii.
Ztohoto davodu byla nejprve vypracovana literarni reSerSe obsahujici informace
0 symptomech a metodach lécby narkolepsie, a také historii a vyuziti N-sulfonamidové
struktury v klinickych aplikacich. Dale byly v teoretické c¢asti popsany principy,
instrumentace a mody méteni v kapalinové chromatografii a hmotnostni spektrometrii, kde
jsou studie, zabyvajici se analyzou vybranych 1éCiv pouzitych v experimentalni ¢asti t€émito
technikami, také uvedeny. Posledni c¢ast reSerSe je veénovana postupum interpretace,
optimalizace a validace chromatografickych metod. Cilem experimentdlni c¢asti bylo
optimalizovat podminky gradientové eluce, srovnat G¢innost vybranych kolon urcenych pro
separaci v systému s obracenymi fazemi a validovat vyslednou metodu, ktera byla nasledné

vyuzita pro urceni residudlniho obsahu analyzovanych 1€¢iv v metabolizovanych roztocich.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Narkolepsie

Narkolepsie je chronickd neurologické porucha, kterd ovliviiuje schopnost mozku tidit cyklus
spanku a bdéni. Lidé zijici s narkolepsii se mohou po probuzeni citit odpocati, nicméné po
zbytek dne trpi silnou, ¢asto neovlivnitelnou, denni ospalosti. Mnoho jedinct s narkolepsii
také zaziva nepravidelny a prerusovany spanek. Narkolepsie je tedy bézné zafazovana mezi

poruchy spanku [1] [2].

Mezi dal$i poruchy spanku patii napf.:

e "ldiopaticka hypersomnie” je stav, ktery je charakterizovan extrémni ospalosti,
k némuz dochazi bez identifikovatelného divodu, nicméné postizeni jedinci v tomto
ptipad¢€ nezazivaji nahlé spankové epizody a navic se neciti sv€zi po probuzeni.

e "Spankova apnoe” je bézna porucha spanku charakterizovana do¢asnymi, opakujicimi
se disrupcemi dychani béhem spanku. Mezi pfiznaky poruchy patii Casté prerusovani
spanku béhem noci, nadmérna ospalost béhem dne, ronchopatie, podrazdénost
a Spatné soustfedeéni na denni aktivity v disledku nedostatku hlubokého spanku.

e, Kleine-Levinuv syndrom* je vzacna porucha charakterizovana potiebou nadmérného
mnozstvi spanku (aZ 20 hodin denné), nadmérnym piijmem potravy a zménami
chovéani. V bdélém stavu mohou postiZeni jedinci vykazovat podraZzdénost, nedostatek
energie €1 nedostatek emoci. Mohou také vypadat zmaten¢, dezorientované a zazivat

halucinace [2] [3] [4].

Narkolepsie miize vyznamné ovlivnit kazdodenni aktivity. Lidé mohou neochotné usnout,
I kdyz jsou uprostied ¢innosti, jako je konzumace jidla, konverzace nebo dokonce fizeni auta.
Mezi jiné relevantni pfiznaky patii napt. nahla svalova slabost a dalsi poruchy motoriky, kde
hlaseny pripady zivych obrazti nebo halucinace podobné snim. V neposledni fadé mohou
pacienti zazit celkovou paralyzu téla tésné pied usnutim nebo tésné€ po probuzeni. Z diivodu
mozného nebezpeci pro pacienta a jeho okoli je, ve vétSing piipadl, pro provoz vetejnost
ohrozujicich aktivit (napf.: fizeni auta) vyzadovano potvrzeni o zdravotni zpuisobilosti, bézné
podminovano preventivni lékatskou prohlidkou a néslednou 1écbou predepsanymi terapeutiky

¢i odlisnou kompenzaci [1] [2] [5].

Narkolepsie je celozivotni problém, i kdyZz se s pfibyvajicim vékem vétSinou nezhorsuje,

ptiznaky se mohou dokonce Casem i Castecné zlepsit, ale nikdy Uplné nevymizi. Pokud
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narkolepsie neni diagnostikovdna nebo lécena, muze naruSovat psychologické, socialni

I kognitivni fungovani a vyvoj a mize naruSovat akademické, pracovni a spolecenské aktivity

[1] [2]

1.1.1 Informace o narkolepsii
Narkolepsie obvykle za¢ind mezi 10. a 20. rokem zivota bud’'to ndhlym nebo postupnym
nastupem pretrvavajici denni ospalosti. Pomérné Casto je diagnoza stanovena az poté, co se
objevily vazné problémy, jako je horsi prospéch ve Skole, $patny vykon v praci nebo nehoda
motorového vozidla. Od ostatnich spankovych poruch ji lze snadno odlisit stalosti pocitu
ospalosti. Po celono¢nim spanku se sice diagnostikovana osoba muiZe citit osvézena, ale

ospalost se vrati uz za 1 az 2 hodiny [3].

Narkolepsie je také charakterizovana narusenou regulaci spanku s rychlym pohybem oci
(REM). REM spanek se normalné vyskytuje pouze béhem obvyklého spankového obdobi
a zahrnuje zivé, piibéhové sny, rychlé pohyby oci a paralyzu téméf vSech kosternich svald,
krom¢ svali dychacich. U osob s diagnézou narkolepsiec mize REM spanek nastat
Vv kteroukoli denni dobu a klasické prvky REM spanku ¢asto pronikaji do bd¢€losti a vytvareji

zvlastni prechodné stavy [2] [3].

Nejdramati¢téjsim z téchto stavi je kataplexie — nahlé epizody ¢astecné nebo Uplné paralyzy
svalll. Tyto epizody jsou Casto spoustény silnymi emocemi, nejcastéji pozitivnimi, jako jsou
ty spojené se smichem nebo neekanym setkdnim s pfitelem. U nékterych lidi v§ak miize byt
kataplexie spuSténa intenzivnimi negativnhimi emocemi, jako je frustrace nebo hnév.
K paralyzam obvykle dochazi béhem nékolika sekund. Nejprve je postihnut oblicej a krk
apoté zpusobi slabost trupu a koncetin. U caste¢né kataplexie je bézna nezietelnd tec
a povisla tvar, s kompletnimi epizodami miiZe osoba klesnout na zem, pln¢ pfi védomi, ale ve

stavu nehybnosti po dobu 1 nebo 2 minut [2] [3].

Stejné jako u mnoha vzacnych onemocnéni se prevalence narkolepsie 1isi v zavislosti na
metodach studie a studované populaci. Ze studii provedenych ve Spojenych statech
americkych (USA) a zapadni Evropé, kde byla specificky hledana cetnost narkolepsie se
symptomy kataplexie, se vysledna hodnota pohybuje mezi 19 a 56 piipady na 100 000 lidi.
Prevalence zjisténa studii v Norsku pfinesla srovnatelnou hodnotu 22 ptipada na 100 000 lidi.
Vysledky z vychodni Asie se nepohybuji daleko, dosahuji hodnot 15 az 34 piipadi na
100 000 lidi, ale byly zjistény i vyssi hodnoty, napf. ze studie v Japonsku, kde vysledna
hodnota byla 590 piipada na 100 000 lidi. Prevalence narkolepsie V okoli vychodniho
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Stfedomoti a Perského zélivu je srovnatelné nizsi, dosahujici hodnot od 4 pripadti na 100 000
ze studie v Saudské Arabii az po 1 piipad na kazdych 500 000 lidi ze studie v Izraeli. Je tieba
narkolepsie z hledanych parametra studie. Tyto pfiznaky jsou kvuli jejich komplexnimu vlivu
na afektované osoby huife spojitelné s narkolepsii a proto je bezpecnéjsi je vynechat, nez by
mohlo dojit ke zkresleni studie. Obecné piiznaky narkolepsie jsou mnohem castéjsi nez

diagnoza narkolepsie s kataplexii [6] [7] [8] [9] [10] [11].

1.1.2 Metody lécby
Vétsina lidi s narkolepsii vyzaduje 1é€bu léky podporujici bdélost. Narkolepsie se nejcastéji
1é¢i kombinaci behavioralnich a farmakologickych pfistupii. Existuje mnoho zpusobi, jak
mohou byt 1éky dodavany do lidského téla. Jak z bezpe¢nostnich divodu, tak z limitaci
zpusobovanych chemickou strukturou latek a jejich vlastnostmi a i pro pohodli pacienta se
vétsina 1éku predepisovanych na narkolepsii aplikuje oraln€. Protoze narkolepsie mize pro
potteby 1écby vyzadovat pouziti neurologickych stimulantl, z nichz nékteré¢ maji zvysSené
riziko vzniku zavislosti, ma oralni podani, zejména formulace s pomalym uvoliiovanim,
narkolepsii 1ze minimalizovat nebo ¢aste¢né snizit dostateCnym kvalitnim nocnim spankem

a odpolednim kratkym odpocinkem [12].

1.1.21  Modafinil
Modafinil je neamfetaminovy stimulant centralniho nervového systému (CNS) s vlastnostmi
podporujicimi bdé€lost. Pro mirnou az stfedni denni ospalost je Modafinil ¢asto dobrou
volbou, protoze ma ptijatelny profil vedlejSich G¢inkid a nizky potencial ke zneuziti. Modafinil
je znamy jako slaby inhibitor zpétného vychytavani dopaminu, ale ptedpokldda se, ze
Modafinil ma 1 jiné efekty zvySujici signalizaci v hypotalamickych orexinovych
a histaminovych neurotransmiterovych drdhach. Jsou zde konkrétné minény orexinovy
receptor 1 (OXI1R) a orexinovy receptor 2 (OX2R). Tyto receptory jsou antagonizovany
orexinovymi neuropeptidy. Neuropeptid Orexin A se skladd z 33 aminokyselin se dvéma
disulfidovymi mustky, zatimco Orexin B je linearni neuropeptid s 28 zbytky. Tyto orexiny
reguluji rizné fyziologické funkce, jako je pfijem potravy, hédonistické chovani a cykly
spanku a bdéni. Nedavné objevy v neurologii ukazaly, Ze patofyziologie lidské narkolepsie je
siln€ spojena se ztratou lateralnich hypotalamickych neuront produkujicich stimulanty
orexinovych receptort, viz. Obrazek 1, jako jsou orexin A a orexin B. Ztrata orexinergnich

neuronu je tedy spojena s tézkou ospalosti a neschopnosti udrzet bdélost. Modafinil je tedy
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nepiimo spojen s produkei orexinii ptisobenim vV CNS jako inhibitor zpétného vychytavani
dopaminu [3] [12] [13] [14] [15].

1. Excitace v prefrontalni kire

2a. Nedostatek orexin produkujich neurond v
lateralnim hypotalamu

2bh. Aktivace svaly inhibujicich GABA receptor(i v
amygdale

3. Z disledku nedostaku orexind sniZzena aktivita
REM inhibujich neuront

4. Aktivace REM excitacnich neurond

5. Inhibice motorickych neuront

6. Kataplexie

Obrazek 1: Schéma mechanismu a role orexint v kataplexickém ttoku [16]

Co se tyCe zavaznych nezadoucich ucinkt, byly hlaseny piipady Stevens-Johnsonova
syndromu, toxické epidermalni nekrolyzy a dalsi lékové vyrazky. Tyto Zivot-OhroZujici kozni
reakce spojené s uzivanim Modafinilu, ackoli jsou extrémné vzacné, se zdaji byt Casté;si
Vv ptipadech, kdy byl Modafinil aplikovan mimo rozsah své 1écebné kapacity, tzn. ,,0ff-label*
aplikace, jako jsou ptipady poruchy pozornosti s hyperaktivitou (ADHD), spankovych poruch
zpusobenymi extrémni pracovni sménou, Spankové apnoe atd. Vybor pro humanni 1é¢ivé
ptipravky (CHMP) Evropské 1ékové agentury (EMA) ve svém piehodnoceni z roku 2010
doporucuje omezeni uzivani Modafinilu v pfipadech, kdy neni specificky 1é¢ena narkolepsie

[13] [14] [17].

1.1.22  Amfetaminové stimulanty
Skupina latek bézn€ nazyvana ,,amfetaminy* jsou derivaty a-methylfenethylaminu. Jsou
lipofilngjsi neZ pfirozené monoaminové slou¢eniny jako dopamin, norepinefrin a epinefrin,
takze se snadno dostavaji do CNS a jsou, ve své zakladni form¢, dostupnéjsi pro reabsorpci.
Tyto slouceniny napodobuji mnoho monoaminergnich ucinkii v mozku, vyjime¢né dobie

podporuji probuzeni a ve vysokych davkach také snizuji kataplexii u narkoleptickych
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pacientd. Amfetaminy maji komplexni farmakologické ucinky, které jsou zavislé na davce
a nejsou plné charakterizovany. Vzhledem k jejich vyssi vazebné afinit¢ v monoaminergnich
transportérech jsou prednostné absorbovany Synapsi skrze lokace zpétného vychytavani
dopaminu (DAT). Odtud amfetaminy narusuji ukladani pfirozenych monoamind do vezikul
inhibici transportniho proteinu vezikularniho monoaminu (VMAT). V disledku toho se do
synapse uvoliiuje vice monoamini. Kromé toho je amfetamin schopen v dosud
nepochopeném procesu zvratit funkci DAT, coz zptusobuje uvolnéni neulozenych monoamint
do presynaptického prostoru. Zde vznika pozitivni zpétna vazba. Jelikoz jsou amfetaminy
snadnéji transportovany pies DAT, jsou také snadnéji znovu absorbovany, ¢imz cely cyklus
zatina znovu. Jako posledni stimulacni efekt jsou amfetaminy ve vyssich davkach schopny
inhibovat enzym monoaminooxidazu (MAO), ¢imz znemozni mechanismus degradace

dopaminu [13].

Léky se strukturou na bazi amfetaminu jsou komercné dostupné a jsou ¢asto predepisovany
k 16¢bé narkolepsie, kataplexie a symptomt ADHD. Jako ptiklady lze uvést dextroamfetamin,
komeréné znamy jako Dexedrin, methylfenidat, také znamy jako Ritalin a dal$i. N&které
bézné vedlejsi ucinky amfetamint jsou diisledkem periferniho uvolnovani norepinefrinu, coz
ma za nasledek zvysSenou srdecni frekvenci a krevni tlak, casté jsou také znatelné srdecni
palpitace a poceni. Néilada milZe byt doCasn¢ zlepSena 1 zhorSena, prevazné
u predisponovanych pacientli, ale G¢inek neni obecné udrzitelny sam o sob& u pacientd
s depresi. Pii vysokych davkach mohou amfetaminy urychlit i nastup psychoézy. Stejné jako
u vSech psychotropnich 1€kt se vSak mohou objevit zdvaznéj$i a nevratné psychiatrické
komplikace. Nejcastéjsim zavaznym vedlejsim ucinkem spojenym s uzivanim amfetamint je
jejich potencial pro zneuziti a vznik zavislosti. Off-label aplikace a zneuzivani téchto 1€kt
mize byt zdrojem obav, ale riziko lze snizit Gpravou lé¢iv na pomalé uvoliovani a také

fadnou edukaci a monitoringem [3] [13].

1.1.2.3  Oxybutyrat sodny
Stimulanty se uzivaji béhem dne k zajisténi bdélosti a spravné funkce CNS. Negativni
ptiznaky narkolepsie lze vSak zmirnit i spravnym noc¢nim spankem. Vzhledem k tomu, ze
narkolepsie mize naruSovat cykly bdéni a spanku, mohou byt k zajisténi no¢niho spanku
pfedepsany vhodné sedativni latky. Jednim takovym lékem je hydroxybutyrat sodny,
komeréné€ znamy jako Xyrem. Pfi spravném uzivani, nejcastéji jednou pfed spanim a dalsi

davkou o 2,5 az 4 hodiny pozd¢ji, mize vést k velmi hlubokému spanku bez REM faze. Po

23



nékolika tydnech 1é¢by je nedostateéné popsanym mechanismem dosazeno znatelného snizeni

denni ospalosti a kataplexie [12].

Oxybutyrat sodny je silnym tlumic¢em aktivity CNS. Jednou z hypotéz mechanismu, jak
hydroxybutyrat sodny zlepSuje stav U pacientd trpicich narkolepsii, je jeho struktura
analogickd endogennim neurotransmiterim indukujicim spanek. Jako sul y-hydroxymaselné
kyseliny (GHB), ktera ma svij puvod jako metabolit neurotransmiteru y-aminomaselné
kyseliny (GABA), jsou jeho terapeutické ucinky pfipisovany agonizaci receptoru B pro
GABA (GABA-B). N¢kolik studii ukazalo, ze 1€k ma ucinky podobné ethanolu. Experimenty
dosly k zavéru, Ze ve srovnani se skupinou uzivajici placebo, se u skupiny alkoholikti projevi
az 34% narGst abstinence. MySlenka podporuje jiz zavedené pouZzivani oxybutyratu sodného

jako prosttedku pro 1é¢eni syndromu odnéti alkoholu (AWS) a udrzeni abstinence [18].

Nejcastéjsim vedlejsim Géinkem oxybutyratu sodného je nevolnost a zvraceni. Mezi dalsi
hlasené ptiznaky patii zavraté, bolesti hlavy, mocova inkontinence a zmatenost, tedy
negativni efekty neliSici se tolik od efekt spojenych se zneuzivanim alkoholu. Zavaznéjsi
vedlejsi ucinky jsou vzacné, ale byla zaznamenana zavazna akutni psychoza, uzkost
a sebevrazedné myslenky. Celkove se riziko nezadoucich ucinkti zvysuje pii vyssich davkach,
vrcholici pfi pfedavkovani, zneuzivani nebo uzivani v kombinaci s jinymi Iéky ¢i drogami

a ma tendenci ustupovat s prerusenim lécby [18].

1.1.2.4  Sulfonamidy
Sulfonamid je funkéni skupina, kterd je zakladem pro celou fadu léciv. Jeho reakéni
vSestrannost je dulezitou vlastnosti pro farmakologickou a organickou chemii, kde se pouziva
pii syntéze antimikrobialnich, protinadorovych, protizanétlivych, hypoglykemickych,
antipsychotickych a protirakovinnych 1€k, stejné jako nékolika bioaktivnich sloucenin, které

maji mimo jiné proteazy inhibicni vlastnosti [19].

Historie sulfonamidt zacind revolucnim lékem, komeréné znamym jako Salvarsan,
s chemickym nazvem arsfenamin. Salvarsan byla organokovova sloucenina, obsahujici
dvojnou vazbu mezi dvéma atomy arsenu. Bylo zjisténo, ze Salvarsan je uc¢inné antibiotikum
proti trypanosomiaze (spavé nemoci) a Syfilisu. Bylo to nedokonalé feseni vazného problému,
prevazné kvuli jeho vedlejSim ucinkim, jako jsou vyrdzky a poskozeni jater. Pozd¢jsi studie
ukazaly, ze Salvarsan je ve skuteCnosti polymer a obsahuje jednovazebné atomy arsenu
umisténé v aromatickém cyklu. Benzenovy kruh byl zde hlavnim strukturdlnim prvkem,

protoze se V polymeru muze vyskytovat v nékolika riznych formach. Jednou z téchto forem
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byla sulfamyl (-NHSO2) skupina. Historicky bylo jiz znamo, ze sulfamylova skupina
umoziuje vazbu barviv na textilie obsahujici ptirodni proteiny (napt.: ov¢i vina). Proto byla
zkoumana antibakteridlni aktivita nékterych barviv, v€etné prontosilové cCervené. Pozitivni
vysledky prontosilové Cervené v testech na lidech vedly k objevu, Ze ucinnou latkou
v antibiotickych vlastnostech je biotransforma¢ni produkt sulfanilamid. Nasledné
syntetizovana antibiotika vyuzivajici tuto funkéni skupinu méla nejprve problém
s rozpustnosti metaboliti. Aminoskupina byla u lidi acetylovana a acetatovy produkt pak
krystalizoval v ledvinach kvuli jeho vysokému pKa. Byla provedena fada strukturalnich

zmén, tak aby se tento problém neopakoval [19] [21].

Pokud jde o pravdépodobny mechanismus antibakteridlniho ucinku sulfonamidu, nejvice
dikazti pochazi ze strukturalni podobnosti n-sulfanylamidu a kyseliny p-aminobenzoové.
Diky této strukturni podobnosti sulfonamidy kompetitivné inhibuji dihydropteroatsyntetazu,
zivotn¢ dulezity enzym, ktery usnadiuje konverzi p-aminobenzoové kyseliny na kyselinu
dihydrolistovou. Dale, kyselina dihydrolistova je prekurzorem kyseliny tetrahydrolistové,
kterd je koenzymem pro tadu zakladnich biosyntetickych kroka vcetné syntézy thymidinu,
jedné z hlavnich slozek nukleovych kyselin. Tim padem je Kkyselina p-aminobenzoova
bakterialnim ristovym faktorem. U lidi je kyselina listova zakladnim dietarnim faktorem, bez
niZ vznikaji komplikace, vcetn¢ unavy, slabosti, viedl v Ustech a neurologickych problémt,
protoZze nase télo potiebuje kyselinu listovou pro spravnou funkci krevnich bunék. Jakozto
vitamin nemize byt biosyntetizovana a je tfeba ji ziskavat z potravy. V disledku toho nemayji
sulfonamidy Zadny pfimy uinek na kyselinu listovou u clov€ka, ale pouze na produkci

kyseliny listové v bakteriich [19] [21] [22].

Sulfonamidy byly prvnimi u¢innymi antibiotiky zavedenymi do klinické mediciny, pouzivaly
se nepretrzité od 30. let 20. stoleti, nebot’ maji Siroké spektrum antimikrobialni aktivity proti
gram-pozitivnim i gram-negativnim organismuim, dnes jejich popularita a nasazeni neustale
klesa z diivodu nariistu rezistence proti antibiotiklim a s pfichodem silnéjsich tiid antibiotik.
Stale jsou vSak Siroce pouzivany ve specifickych oblastech. Jednou z nich jsou infekce
mocovych cest, kde se pouzivaji v kombinaci s trimethoprimem a pro 1é¢bu nebo prevenci
parazitarnich a malarickych infekci, obvykle v kombinaci s trimethoprimem nebo
pyrimethaminem. Je dobfe znamo, ze sulfonamidy zpisobuji idiosynkratické poskozeni jater.
Hepatotoxicita je zde skupinovym ucinkem. Prakticky veskeré pouziti sulfonamidta bylo
dodnes spojeno s dokumentovanymi piipady poskozeni jater, jinak nevysvétlitelného nez

pusobenim ptedepsanych 1¢kl. V<¢EtSina piipadd  poskozeni jater souvisejicich se
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sulfonamidem je vSak mirné az stfedni zavaznosti a je ¢asto Spojovana s alergiemi. Mezi dalsi
dialezité vedlejsi Gcinky sulfonamidl patii priijem, nevolnost, kozni vyrazka, bolesti hlavy
a zavraté. Mezi 1 az 2 % pacientil mé alergické reakce na sulfonamidy, ale vétSina z nich je
mirna, spontdnné¢ odezniva a neni spojena s vyznamnym poskozenim jater. Vzacné zavazné
vedlejSi ucinky zahrnuji tézké alergické kozni vyrazky, spolu s jiz dfive zminénym
Stevens-Johnsonovym syndromem, Iékovou horeckou, sérovou nemoci, agranulocyt6zou,
aplastickou anémii, nefritidou, pankreatitidou, zmatenosti, ataxii a zachvaty. Tyto nezadouci

vedlejsi Géinky se mohou vyskytovat soucasné s hepatotoxicitou [23].

1.1.2.5 Pitolisant

Pitolisant, komeréné znamy jako Wakix, je dal$i neamfetaminovy stimulant CNS, ktery v téle
pasobi jako inverzni agonista histaminergniho receptoru typu 3 (H3-receptor). Inverzni
agonisty je tieba nezaménovat s antagonisty, coz jsou molekuly, které se vazou na receptor,
ale neaktivuji ho. Inverzni agonisté se Sice vazou na stejny receptor jako agonisté, ale
vyvolavaji svou vazbou opac¢ny Gcéinek. Inverzni agonisté mohou mit tento efekt pouze na
lokacich, ktera jsou konstitutivné aktivni, neboli vykazujici konstantni aktivitu, ktera mtze
byt bud'to zesilena nebo utlumena, jinak budou pusobit jako antagonisté, blokujici vazbu
spravnych ligandt (viz. Obrazek 2). Jednou z téchto lokaci je receptor H3. Je to receptor
vazany na Guaninovy nukleotid vazajici protein (G-protein), rodinu receptorii znamou svou
konstitutivni aktivitou, jehoz funkci je regulovat produkci histaminovych neurotransmitert
modulaci jejich syntézy. Agonizace tohoto receptoru zptisobuje inhibici této syntézy, kde tedy
inverzni agonisté, jako Pitolisant, budou mit opa¢ny ucinek. Kdyz Pitolisant difunduje ptes
hematoencefalickou bariéru, navaze se na tento receptor a zesili jeho ucinek, coz zpusobi
narist v produkci histaminu. ZvySena koncentrace histaminu je spojena S uvoliiovanim
riznych bdéni podporujicich neurotransmiterd, jako jsou dopamin, noradrenalin
a acetylcholin [24] [25].
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Obrazek 2: Aktivita konstitutivné aktivnich receptoru a efekt vazanych ligandi [26]

Dne 31. bfezna roku 2016 vydala EMA platné povoleni k pouziti Pitolisantu pii 1é¢bé
narkolepsie u dospélych at’ uz s kataplektickymi zachvaty nebo bez nich. Stalo se tak po
registraci z roku 2014, piezkoumani vyborem CHMP a n¢kolika pocatec¢nich klinickych
studiich, které prokazaly, ze je ucinny pii snizovani dvou hlavnich pfiznakl narkolepsie,
nadmérné denni ospalosti a kataplexie u dospélych, dospivajicich a déti od 6 let. Vzhledem
K tomu, ze bezpe¢nostni profil piipravku Wakix byl povazovan za pfijatelny a nebyly zjistény
zadné zévazné bezpecnostni problémy, agentura EMA rozhodla, Ze pfinosy ptipravku Wakix
prevysuji jeho rizika a Ze by mohl byt registrovan k pouziti v Evropské unii (EU). Pokud jde
0 tyto nezddouci ucinky, Pitolisant byl obecn¢ dobie snaSen u dospélych pacientti, kde
nejcastéj$imi hlaSenymi neZadoucimi ucinky byly bolesti bficha, zvySend chut k jidlu,
nasledné pfibirani na vaze, bolesti hlavy, mirné ptfipady nespavosti mezi davkami a uzkost.
Vétsina z nich méla maly klinicky vyznam a mezi skupinami uzivajicimi Pitolisant, Modafinil
¢1 placebo nebyly zadné klinicky relevantni rozdily. V kombinaci s nizkym potencidlem
zneuziti Pitolisantu a malymi az zadnymi abstinen¢nimi G¢inky, je Pitolisant povazovan za

uc¢inné 1é¢ivo proti narkolepsii [27] [28].

1.1.2.6  Fluoxetin
Fluoxetin, nejbéznéji komercné dostupny jako Prozac, je selektivni inhibitor zpétného
vychytavani serotoninu (SSRI). SSRI byly uzite¢né pii 1écbé kataplexie, jelikoz jsou
(viz. Obrazek 1). SSRI byly pivodné syntetizovany k vyfeSeni problému objevujiciho se
u tricyklickych antidepresiv. Tyto léky také inhibi¢né plsobily na zpétné vychytavani
serotoninu, ale zaroven blokovaly muskarinové, histaminergni receptory typu 1 (H1-receptor)
a alfa-adrenergni receptory typu 1 (al-receptor), coz vedlo k zavaznym vedlejSim ucinkim,

jako je sucho v ustech, sedace a hypotenze. Na zakladé konsenzu odborniki bylo tehdy
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rozhodnuto, ze pokud jsou SSRI schopné inhibovat zpétné vychytavani serotoninu, mohly by
byt schopny zmirnit nékteré ptiznaky kataplexie. V duasledku toho, ze pacienti trpici
narkolepsii jsou ¢asto diagnostikovani i kataplexii, bylo rozhodnuto, ze SSRI budou
predepisovany i1 t€émto pacientim. A jelikoz testy na kataplexii nejsou provadény tak Casto,
jak by mély, zaCaly byt SSRI piedepisovany i pacientim trpicim narkolepsii at uz
s potvrzenou kataplexii nebo bez ni [13] [29] [30] [31].

Fluoxetin inhibuje zpétné vychytavani serotoninu do presynaptickych neuronti blokovanim
transportniho  5-hydroxytryptaminového receptoru typu 1A (5HTR1A) umisténého
Vv presynaptickém zakonceni. Vzhledem k tomu, Ze u pacientd s depresi je pfitomen nizsi
pocet téchto mist zpétného vychytavani, 1ze Fluoxetin G¢inné pouzit k 1é¢bé velké depresivni
poruchy (MDD). Mezi dalsi pouziti pfipravku Prozac schvélené Federdlni drogovou
administraci (FDA) patfi obsedantné¢ kompulzivni porucha (OCD), mentdlni bulimie
a panickd porucha. Fluoxetin ma vsak nékolik aplikaci, které nejsou schvaleny FDA. Patii
mezi né socidlni Uzkostna porucha, posttraumaticka stresova porucha (PTSD) u dospélych,

hrani¢ni porucha osobnosti, Raynaudiv fenomén, selektivni mutismus a narkolepsie [32]

[33].

Soucasna situace s pouzivanim Fluoxetinu jako 1écby narkolepsie od roku 2021 je pouze
Vv druhé linii jako moznost 1écby kataplexie. V soucasné dob¢ stale neni schvalen FDA nebo
EMA kvuli jeho profilu rizikovych vedlejsich u¢inki. Mezi bézné zpravy o nezadoucich
ucincich patii symptomy souvisejici se spankem, jako je nespavost, nevolnost, bolest hlavy,
ospalost, zivani, svalova slabost a tfes. Dale vykazuje pfiznaky spojené s hubnutim, jako je
prijem, sucho v ustech a anorexie. Zavazné psychické ucinky, casto se projevujici pfi
zménach davkovani zahrnuji uzkost, nervozitu, snizené libido, manie, sebevrazedné myslenky
a chovani. Mezi vzacnéjsi télesné priznaky patii krvaceni, modiiny nebo hyperhidroza

(nadmérné poceni) [34] [35].

1.1.3 Analogické metody stanoveni studovanych litek
Pro analyzu 1éCiv a jejich metaboliti se bézné€ pouzivaji separaéni metody v rizném
usporadani. V jednodusSich analyzach (napf. potravinaiskych vzorkl) se nejCastéji pouziva
tenkovrstva chromatografie (TLC) v kombinaci s fluorimetrickou skenovaci denzitometrii pro
kvantitativni stanoveni. Pro stanoveni v komplexnich matricich, zejména ve farmakologickém

a klinickém materialu, se vyuzivaji vykonné&jsi separacni techniky S vys$§im rozliSenim, jako
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napiiklad vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC) ve spojeni s hmotnostni

spektrometrii (MS)

Nirogi R. a kol. [36] kvantifikovali metabolizovanou troven Pitolisantu v homogenizovanych
vzorcich mozku a krve laboratornich krys pomoci kapalinové chromatografie (LC) ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS). Pitolisant byl na pocatku studie
intraven6zn¢ a oraln¢ podan dvéma skupinam subjekti ve dvou rtznych koncentracich.
Vzorky krve byly odebirany po administraci od obou setd po dobu jednoho dne. Vzorky
mozkové tkané byly odebrany od subjekti S oralné podanym Pitolisantem a po omyti od
residualni krve byly homogenizovany do formy kapalného roztoku. Obé skupiny vzorka byly
pfed analyzou extrahovany acetonitrilem pomoci odstfedivky. Na analyzu byla pouzita
oktadecylsilikagelova (C18) kolona XBridge (50 x 2,1 mm, 3,5 um). Objem nastiiku extraktu
byl 5 pl. Mobilni faze se skladala z 10mM mravencanu amonného s 0,2% obsahem kyseliny
mraven¢i (mobilni faze A) a acetonitrilu (ACN) (mobilni faze B). Analyza byla provedena
podle prednastaveného programu formou gradientové eluce pii konstantnim pritoku mobilni
faze 0,35 ml/min. Eluované slozky byly po vstupu do hmotnostniho spektrometru ionizovany
pomoci turboiontového spreje provozovaném V pozitivnim modu. Latky byly nasledné
detekovany trojitym kvadrupdlem. Ke kvantifikaci byl pouZit Aripiprazol, ktery byl piidan do

homogenizovanych vzorkt jako vnitini standard. Doba analyzy byla cca 2,5 minuty.

Rusjan P. a kol. [37] se soustfedili na analyzu lokalni obsazenosti histaminovych
H3 receptorti podanym Pitolisantem. Pro identifikaci transportu a akumulace podaného 1é¢iva
Vv lidském téle byla pouzita technika pozitronové emisni tomografie (PET), ktera vyuziva
znaceného 1é¢iva. Zaroven byla stanovena i uroven obsahu Pitolisantu v Krvi pro monitoring
jeho metabolismu. Ke stanoveni koncentrace Pitolisantu byl pouzit LC-MS/MS systém
s elektrosprejovou ionizaci (ESI) a trojitym kvadrupdlem (QQQ). Pro eluci v LC systému byla
vyuzita Acquity C18 kolona s technologii hybridnich castic s ethylenovymi mustky (BEH)
(50 x 2,1 mm, 1,7 um). Krev byla centrifugovana a krevni plazma byla nastiiknuta do
systému pies extrakéni patronu s tuhym sorbentem (SPE). Mobilni faze byla slozena ze 10:90
smeési acetonitrilu a vody obsahujici 0,1 % kyseliny mravenci (mobilni faze A) a acetonitrilu
obsahujici 0,1 % kyseliny mraven¢i (mobilni faze B). Separace latek probihala podle
pfednastavené¢ho programu gradientovou eluci pfi konstantnim pritoku 0,8 ml/min. Latky

byly ionizovany na ESI. Teplota kolony pii analyze byla nastavena na 50 °C.
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Gummadi S. a Rajya Lakshmi N. [38] vyvijeli jednoduchou metodu jak analyzovat Pitolisant
Vv oraln¢ podavanych 1é¢ivech pomoci kapalinové chromatografie s reverznimi fazemi (RPC).
Kolonou zvolenou pro tuto analyzu byla Inertsil C18 (250 x 4,6 mm, 3,5 um). Mobilni faze se
skladala z 0,1% roztoku kyseliny mravenci (mobilni faze A) a acetonitrilu (mobilni faze B).
Chromatograficky proces probihal metodou izokratické analyzy o konstantnim slozeni
mobilni faze A:B 10:90 a konstantnim pratoku 1 ml/min. V této metod¢ byl vyuzit detektor
s fotodiodovym polem (DA), kdy detekce probihala pfi 268 nm. Objem nastiiku byl 10 pl

a celkova doba analyzy byla 6 minut.

Ahmad 1. a kol. [39] vytvafeli metodu pro extrakci a analyzu tGrovné Fluoxetinu v lidské
krevni plazmé. Vzorky plazmy byly extrahovany pomoci automatizovaného SPE systému
a 10 pl bylo nastfiknuto do HPLC-MS/MS zatizeni. Kolona na niz analyza probihala byla
Ascentis Express C18 (75 x 4,6 mm, 2,7 um). Mobilni faze se skladala z vodného roztoku
5mM mravenéanu amonného (mobilni faze A) a acetonitrilu (mobilni faze B). Analyza
probéhla izokratickou eluci s konstantnim slozenim a pritokem mobilni faze o hodnotach A:B
10:90 a 0,5 ml/min resp. Teplota kolony byla nastavena na 40 °C. Latky byly ionizovany
pomoci turboiontového spreje a analyzovany pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie.

Doba analyzy pro jeden vzorek byla 3,5 minuty.

Cezimbra de Silva A. C. a kol. [40] simultanné analyzovali uroven Fluoxetinu
a Norfluoxetinu v suchych krevnich skvrnach pomoci HPLC-MS/MS. Metodologie suchych
krevnich skvrn (DBS) je velice uzite¢nou technikou odbéru pro ptipady, kdy je nemozné
vzorky kapalné krve analyzovat na misté a je tieba je zaslat do vzdalenych laboratofi. Béhem
DBS je krev odebrana pacientlim a po kapkach nanesena na suSici papir. Po vysuSeni krve od
veSkeré vody byly vzorky dvakrat extrahovany s jest¢ jednim suSicim mezikrokem na
odstfedivce. Objem nasttiku supernatantu byl 20 ul. Slozky extrahované smési se rozdélovaly
na Accucore C18 (100 x 2,1 mm, 2,6 um) kolon¢. Eluce probihala formou gradientu podle
pfednastavené¢ho programu pii konstantnim pritoku 0,4 ml/min. Mobilni faze byla sloZena
2 0,1% vodného roztoku kyseliny mravenci (mobilni faze A) a acetonitrilu s 0,1% obsahem
kyseliny mravenc¢i (mobilni faze B). Teplota kolony byla nastavena na 40 °C. Eluenty byly
zpracovany tandemovou hmotnostni spektrometrii s ESI v pozitivnim modu a trojitym

kvadrupdlem. Doba analyzy byla 9 min.

Xiangjun Q. a kol. [41] se zaméfovali na soucasnou analyzu Glimepiridu a Fluoxetinu

v lidské krevni plazmé. Glimepirid je 1é¢ivo uzivané ke snizovani hladiny cukru v Krvi
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u diabetickych pacientli, které je v téle primarné metabolizovano cytochromem P450
z rodiny 2, podrodiny C ¢islo 9 (CYP2C9). Jelikoz je Fluoxetin také ¢aste¢né metabolizovan
stejnym cytochromem, bylo usouzeno, ze pii vzajemném podani téchto 1éCiv, by se mohly
vyskytnout nezadané interakce. Pro dalsi studie interakci 1€¢iv musi nejprve vSak existovat
metoda, jak je vzajemné stanovovat. Na tento ukol byla pouzita ultravysokouc¢inna kapalinova
chromatografie (UHPLC) ve spojeni s MS/MS. Tato metoda vyuzivala Acquity UHPLC BEH
C18 kolonu (50 x 2,1 mm, 1,7 um). Odebrané vzorky krevni plazmy byly centrifugovany
S roztokem vnitiniho standardu a 6 pl vysledného supernatantu bylo nastfiknuto na kolonu.
SloZeni mobilni faze, sestavajici z acetonitrilu (mobilni faze A) a vody s0,1% obsahem
kyseliny mravenci (mobilni fize B), se béhem analyzy ménilo podle piednastaveného
programu gradientové eluce. Pritok mobilni fize byl nastaven na konstantni hodnotu
0,4 ml/min. K zaznamu eluenti byl vyuzit MS systém sestavajici z ESI a trojitého kvadrupolu

k detekci. Doba analyzy byla, diky témto podminkam, pouhé 2,4 minuty.

So Y. W. a kol. [42] se zabyvali analyzou 14 veterinarnich sulfonamidid nalézanych
v moiskych produktech. K analyze byl pouzit HPLC systém se spektrofotometrickym
detektorem v ultrafialové oblasti (UV) a pro kontrolu byla dodateéné pouzita technika
HPLC-MS z dtivodu eliminace chyby zptisobené matrici vzorkd. Pro prvni analyzu byly latky
separovany na koloné Capcellpak C18 (rozméry 250 x 4,6 mm, 5 um). Objem nastiiku byl
10 pl. Mobilni faze zde byla slozena z5mM dihydrogenfosfore¢nanu draselného
(mobilni faze A) a methanolu (mobilni faze B). Rezim separace probihal podle
prednastaveného programu formou gradientu pii prutoku mobilni faze 1 ml/min. K detekci
byl pouzit UV detektor s diodovym polem nastaveny na zdznam vlnové délky 270 nm.
Nasledné k validaci vysledki byla vyuzita analyza pomoci ultravysokoucinné kapalinové
chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii. V této analyze se pouzila kolona
ACQUITY UHPLC™ BEH C18 (rozméry 100 x 2,1 mm, velikost &astic 1,7 um). Mobilni
faze se pro tuto analyzu skladala z5mM vodného roztoku Kkyseliny mravenci
(mobilni faze A) a 5 mM Kkyseliny mravenci v acetonitrilu (mobilni faze B). Latky byly po
separaci ionizovany v hmotnostnim spektrometru pomoci elektrospreje v pozitivnim moédu

(ESI+). Doba analyzy pomoci HPLC-MS/MS byla 16 minut.

Giegold S. a kol. [43] stanovili bézné veterinarni sulfonamidy pomoci techniky HPLC

jako je nizsi viskozita mobilni faze, kterd nasledné vede k nizSim zpétnym tlakiim systému.
HTLC umoziuje Cerpat kapalinu systémem pii vysSich pratocich bez piekroceni tlakového
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limitu kolony. V kombinaci s mikroc¢asticemi lze zde dosdhnout vysokych ucinnosti. Zorbax
Stable Bond C18 kolona (rozméry 50 x 3 mm, velikost ¢astic 1,8 pum) byla pouzita
v kombinaci s HT-HPLC 200 kolonovym termostatem. Teplota kolony se pohybovala
v oblasti 70-105 °C dle programu gradientu. Objem nastiiku byl 1 pl. Mobilni faze se skladala
z 0,1% kyseliny mraven¢i v deionizované vodé (mobilni faze A) a 0,1% kyseliny mravenci
v ACN (mobilni faze B). Diky vysokym teplotam mobilni faze se pratok mohl zvysit na
1,7 ml/min. Detekce probihala kombinaci UV/DA (270 nm) a MS (trojity kvadrupdl). Doba

analyzy byla diky efektivnim podminkam separace niz$i nez 2 minuty.

Zheng M-M. a kol. [44] optimalizovali vytvofenou metodu pro analyzu sulfonamidovych
rezidui ve vejcich a mléce za vyuziti chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC) spojenou
s MS. Kvuli komplexnosti vzorkil zde byla vyuzita prekoncentrace SPE pomoci polymernich
monolitl (tzj. PMME). Na tento prekoncentrac¢ni krok je k eluci vyextrahovanych analytt
potieba rozpoustédla s vysokym obsahem organické slozky, na coZ je HILIC metoda idedlni.
Eluent z prekoncentrace byl rovnou nastfiknut na kolonu Luna NH2 (rozméry 2 x 150 mm,
velikost ¢astic 3 um) od spole¢nosti Phenomenex. Objem nastiiku byl 10 pl. Teplota kolony
byla udrzovana pii 40 °C. Pritok mobilni faze byl konstantni 0,2 ml/min. Mobilni faze byla
slozena z acetonitrilu obsahujici 0,05 % kyseliny mravenci (mobilni faze A) a mobilni fazi B
byla voda. Pfesné slozeni mobilni faze bylo nastaveno dle programu gradientu. Separované
latky byly detekovany MS systémem, obsahujici ESI ionizaci a jednotny kvadrupol (Q) pro

méteni selektivniho iontu (SIM). Doba analyzy neptesahovala 16 minut.

1.2 Kapalinova chromatografie
Kapalinovad chromatografie je separatni metoda moderni instrumentdlni analyzy Siroce
pouzivand pro analyzu 1é¢iv, biomolekul, polymert, kontaminantti, slozek potravin, t€lnich
tekutin a mnoha dalSich organickych iontovych i neiontovych sloucenin. Jeji robustnost,
vzorkova kapacita a vysokd piesnost vysledki v kombinaci s jeji modifikovatelnosti
a kompatibilitou se specializovanymi detekénimi technikami patii mezi hlavni faktory, proc je
kapalinova chromatografie, V soucasnosti, hlavni metodou v analyze 1é¢iv. Nicméné,
vzhledem ke slozitosti separa¢niho mechanismu a jeho zavislosti na podminkach analyzy

muze vyvoj a optimalizace novych postupti trvat delsi dobu [45].

1.2.1 Teorie separace
Cilem procest separace pii analyze vzorkl sloZzenych z riiznych slozek je zménit relativni

mnozstvi latek ve smési a prevést ji na nové vzorky, z nichz kazdy v idealnim piipadé sestava
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pouze z jediné komponenty. Mechanismus, kterym jsou individua od sebe odd¢lovana, miize
byt rizny. Jedna kategorie procesti vyuziva principu fazové rovnovahy, kde se systém sklada
ze dvou fazi slouzicich jako extrahovadla, ktera jsou vzajemné nemisitelna, zatimco tieti
slozka, kterd je pridavana do systému, je do ur¢ité miry rozpustnd v obou fazich. Pomér
vyslednych koncentraci tfeti slozky v obou fazich nazyvame distribu¢ni koeficient K, zatimco
pomér distribu¢nich koeficientti dvou slozek separovanych stejnych procesem je znam jako
separacni faktor a. Idedlni separacni proces je takovy, ktery ma oba koeficienty dostatecné
vysoké. Kapalinovd chromatografie je separacni proces, ktery je schopen tuto podminku
spInit. V chromatografii se separace provadi mezi dvéma fazemi — stacionarni fazi, ktera je
fixovana v systému, a mobilni fazi, kterd je neustidle dopliiovdna a hnana skrze systém.
V ptipadé kapalinové chromatografie je mobilni fazi vzdy kapalina. Rozpustnéjsi slozky jsou
promyty systémem mobilnich fazi, zatimco méné rozpustné slozky ulpivaji na povrchu
stacionarni faze. Separace ¢asem dosdhne dynamicky stabilniho stavu, kdy si Ize predstavit,
ze kazda jednotliva slozka ma v kolon¢ svou vlastni zonu. Pokud si v tomto ¢ase horizontalni
pohyb latky kolonou odmyslime, bude se dana slozka ve své zon¢ rozdélovat mezi piistupnou
stacionarni a mobilni fazi, dokud stav nedosdhne rovnovahy zavislé na rovnovazném
koeficientu slozky. Toto vysvétleni bylo ptvodné navrzeno podle procesu frakcionaéni
destilace, kde se slozky rozdéluji podle jejich bodu varu mezi fyzicky ptitomna patra. Odtud
je odvozovan nazev modelu teoretického patra a v chromatografii nam slouzi jako jednoduchy
a uziteény zpiisob popsani u¢innosti kolony. Cim vice teoretickych pater kolona ma, tim vice
teoretickych individui je schopna rozdélit. I kdyZ se ale pohyb mobilni faize v tomto momentu
zastavi, nedojde k uplnému zastaveni horizontalniho pohybu sloZek. Jednotlivé analyty se
nadale budou §ifit do sousednich pater od bodu nejvétsi koncentrace vlivem pfirozené difuze.
Tento jev, spolecné s vifivou difuzi, zpisobovanou nehomogenni velikosti castic,
a s molekularni difazi, popisujici dostupny povrch staciondrni faze, nam zptisobuje

roz$ifovani pikl v disledku fedéni koncentrace analytu [46] [47].

Témeétr ve vSech chromatografickych systémech dochéazi k transportu téchto zon vyhradné
Vv mobilni fazi. Transport je nezbytnou soucasti chromatografického systému, protoze
nejbezngjsi usporadani vyuziva nastiiku vzorku na pocatku systému a detektoru na konci
systému, mezi nimiz je separa¢ni kolona naplnéna stacionarni fazi, pfiCemz zavadéni
a detekce vzorku probiha vyhradn€ v mobilni fazi. Idedlné se smés latek nejprve rozdé€li na

jednotlivé slozky, pificemz vSechny stravi urcitou dobu v mobilni fazi, kde budou
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transportovany kolonou, a ur€ity ¢as ve stacionarni fazi, kde se li§i svymi interakcemi se

stacionarni fazi [46].

1.2.2 Mddy kapalinové chromatografie

1221  Systém s normalnimi fazemi
Pii kapalinové chromatografii v systému s normalnimi fazemi (NPC) probiha separace mezi
polarni staciondrni fazi a nepoldrni mobilni fazi. NPC byla historicky prvni zaznamenanou
variantou chromatografického procesu, ktera byla pivodné vyuzita na pocatku 20. stoleti
Mikhailem S. Tsvetem K separaci rostlinnych barviv, odkud, zfeckého slova pro barvy
(chroma), tato metoda odvozuje své jméno. V NPC migruje smés analyti kolonou a rozdéluje
se mezi dvé faze na zakladé¢ dvou sorpcnich mechanismi. Lokalizovana sorpce je
charakteristickd pro polarni latky a je fizena fyzickou dostupnosti funkénich skupin
v molekuldch analyti nebo v molekulach stacionarni fdze. Analyty zde kompetitivné soutézi
0 dostupna polarni centra, kde se slozky s vyssi afinitou vazou silnéji a jsou nasledné déle
zadrzovany. Druhy mechanismus je delokalizovany, nespecificky a je Cisté zévisly na
koncentraci a slozeni mobilni faze. Pokud bude mobilni faze obsahovat vétsi podil slozky

s vyssi eluéni silou, bude se retence snizovat a naopak [45] [47] [48] [49].

Nejcastéji pouzivanou stacionarni fazi v NPC je stdle silikagel. Systém konjugovanych
silanolovych vazeb tvofici ptirozené pory je perfektni pro chromatografické ucely, jelikoz
vykazuje velky specificky povrch, komeréné dosahujici az 150 m?/g, a je schopen chemické
modifikace. B&€zna velikost ¢astic pro komercni kolony oxidu kfemicitého je 3,5 az 10 um,
dnes uz vsak existuji i mensi verze. Jednou z nejvétSich nevyhod silikagelovych kolon je
jejich omezena stabilita mimo stanoveny rozsah pH, obvykle 2-8. Za kyselejsich podminek
muze loze ¢astic, tvofené systémem Si-O-Si vazeb, podléhat hydrolyze a reagovat za vzniku
volnych silanolovych skupin, coz poSkozuje kolonu. Tomu lze zabranit chemickou upravou,
aby se zamezilo pfistupu mobilni faze k zakladné castic. Mnohem vétsi degradace vsak
nastava za podminek vyssiho pH, protoze v dasledku pfitomnosti hydratovanych silanolovych
skupin je povrch ¢astic silikagelu slabé kysely a je tieba davat velky pozor, aby pH mobilni
faze nepiekrocilo 8, jinak mize dojit k rozpusténi Castic. Tento problém je feSitelny bud’to
pomoci dodatecné chemické modifikace nebo nahrazeni silikagelu za vice stabilni faze jako
napf. alumina. Alumina, neboli oxid hlinity, je druhou nejvice pouzivanou stacionarni fazi
v NPC. Oxid hlinity tvofi podobné systémy konjugovanych vazeb s volnymi hydroxylovymi
skupinami, zahtivanim lze ale residualni hydroxyly deaktivovat za vzniku neutralni aluminy,

ktera je pro potifeby chromatografie vhodnéjsi. Jako mobilni faze se pouZzivaji rizna nepolarni
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organicka rozpoustédla, napt. hexan, cyklohexan, isooktan nebo aromatické slouceniny jako
benzen, toluen ¢i xylen. Organické slozky jsou béhem analyz bézné€ ve smési s vodou pro

zvyseni eluce polarnich latek [50] [51] [52].

NPC je dnes malokdy pouzivana pro analyzu latek kvili komplikacim s opakovatelnosti
metody, z divodu snadné kontaminace vysoce zadrzovanymi slozkami, a S dostupnosti
organickych nepolarnich rozpoustédel. Nicméné stale nachdzi vyuziti U preparativnich
a chiralnich separaci, kde princip lokalizované sorpce polarnich funk¢nich skupin se zde stava

vyhodou, pfi separaci cis a trans isomert [45] [49].

1.2.2.2  Systém s reverznimi fazemi
V piipadé systému s reverznimi (obracenymi) fazemi je polarita jednotlivych fazi opacna,
vzhledem k NPC, se vlozené analyty d€li mezi nepolarni stacionarni fazi a polarni mobilni
fazi. Historicky nejranéjsi modifikace byly systémy, kde nepolarni kapalna rozpoustédla byla
adsorbovana na staciondrni sorbent, skrz ktery byla nasledné¢ hnana polarni mobilni féze,
nejcastéji voda, pfilezitostné s vodorozpustnymi aditivy. Mechanismus separace na téchto
fazich je striktné nelokalizovany a zavisi Cist€ na struktufe molekul analytti a hydrofobicité
obsaZenych strukturnich prvkl. Dnes se bézn€ pouZivaji stacionarni faze, kde je nepolarni
slozka chemicky trvale vazdna na vhodny nosi¢. Ptiklady nejbéznéji pouZivanych silikageli
jsou oktadecyl, oktyl, fenyl nebo rizné alkylfenyly, obvykle pfipojené k substratu na bazi
oxidu kiemicitého nebo polymeru a poté dodatecné¢ chemicky modifikované. Nevyhodou
téchto fazi na bazi dlouhych linearnich alkyla je jejich strukturni nestabilita v ¢isté vodném
prostiedi, kde alkylové fetézce se shluknou v celky nedaleko podobné micelam. Tato zména
je casto trvald a kolona ztraci tak svlij potencial vyuziti pro dal$i analyzy. Je tedy zapotiebi,
aby méfeni byla vzdy provadéna v mobilnich fazich obsahujicich uréity podil organické
slozky. V RPC, podobné jako Vv ndzvu modifikace, je pofadi retence analytli obracené.
Nejprve jsou eluovany polarni slozky a poté, se zvysujicim podilem organického
rozpoustédla, se za€nou eluovat nepolarni slouceniny podle délky jejich alkylovych fetézct ¢i

poctu aromatickych jader [45] [47] [49] [50] [53] [54].

RPC se dnes pouziva u 75 — 90 % vsech HPLC aplikaci. Vyhody této modifikace umoziuji
jeji pouziti pro analyzu polarnich, sttedn€ polarnich a nékterych nepoldrnich analytii. Iontové
analyty mohou byt separovany pomoci technik iontové suprese nebo iontového parovani.

RPC je Siroce pouzivana v analyzéach Cistoty a stability latek. Slabé disperzni sily odpovédné
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za retenci rozpusténych latek zarucuji, ze vSechny slozky analytu budou eluovany z kolony,

prodluzujici tak jeji Zivotnost a zvySujici reproduktibilitu metody [45] [55].

1.2.2.3  Systémy zaloZené na jiném principu

Velkou vétsinu organickych latek 1ze rozdélit a analyzovat podle polarity jejich struktury. Pro
latky, které takto nelze separovat nebo pokud jejich stanoveni pomoci NPC ¢i RPC
neposkytuje zadané vysledky, je mozné vyuzit chromatografickych systému, jejichz
mechanismus separace je zalozeny na specifickych vlastnostech latky. Jedna z nejvice dnes
pouzivanych metod je velikostné vyluCovaci chromatografie (SEC) nebo jeji modifikace
gelova permeacéni chromatografie (GPC), vyuzivajici rizné velikych poéra stacionarni faze
k rozdéleni latek podle jejich fyzické velikosti, kde nejvétsi molekuly jsou zadrzovany
nejméné a malé molekuly nejvice. Iontova chromatografie (IC), ¢asto délena na modifikace
iontové vyménnou chromatografii (IEC) a chromatografii iontovych part (IPC), je schopna
efektivné rozdé€lit a analyzovat iontové latky, vyuzivajici afinity iontové latky k iontoménici
nebo konverzi iontovych latek na neutralni formu pomoci vhodnych pérovych cinidel
S naslednou separaci na zéklad€¢ polarity vysledné struktury. Dale lze zminit bioafinitni
chromatografii (AC), kde na povrchu stacionarni faze jsou ukotveny biopolymerni struktury
schopné selektivné rozpoznavat analyty podle jejich trojrozmérné struktury (tzj. receptory)
[45] [47].

1.2.3 Instrumentace
Moderni zvySeni v G¢innosti, rychlosti a rozliSeni chromatografickych separaci zce souvisi
S rozsahlym vyzkumem a vyvojem v oblasti instrumentace, staciondrnich fazi a kolonové
technologie. Historicky se druhd kategorie vyvijela rychleji nez prvni. To ale vedlo
k problému, kde ucinna kolonova a citliva detekéni technologie sice byla k dispozici, ale
instrumentace, kterd by se vypotfadala se zvySenim poZadavkil na tlak, nebyla dostupna.
Moderni technologie vSak tyto problémy feS§i a umoziuje pln€ vyuzit potenciél

mikroc¢asticovych kolon a online spojeni s hmotnostnimi spektrometry [55].
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Obrazek 3: Schéma kapalinového chromatografu ve spojeni s hmotnostni spektrometrii [56]

Instrumentalni vybava pro moderni HPLC systém se skladd znékolika podstatnych
komponent, viz. Obrazek 3, bez nichz se dnes zadna modifikace metody neobejde. Prvni
soucasti jsou bézné minimalné dva zésobniky pro mobilni faze, které ve spojeni
s vysokotlakym Cerpadlem a sméSovaci komorou umoziuji gradientovou eluci analyth
konstantnim, bezpulznim a reprodukovatelnym tokem mobilni faze o nastavitelném sloZeni.
Pivodné by bylo tieba mobilni faze nejprve vlozit do ultrazvukové lazné pro eliminaci
rozpu$ténych plynl z kapaliny, krok, ktery vyrazné prodluzoval a komplikoval separacni
proces. Dnes vSak jsou uz moderni chromatografy vybaveny online odplynovacim zatizenim,
diky ¢emuz nutnost tohoto kroku odpada. Odplynénd mobilni faze je hndna pod tlakem do
zvolené kolony, na niz dochazi k separaci podle odpovidajiciho mechanismu, a zde nastava
nutnost zavadéni vzorku do proudu mobilni faze pfed vstupem do kolony dostate¢nou
rychlosti, aniz by doslo ke vzniku tlakové ztraty. Resenim této komplikace jsou dnes plné
automatizované davkovaci smyc¢ky, bézné ve spojeni s autosamplerem, které nejprve ukladaji
nabirany objem vzorku ve smycce odd€lené od hlavniho priitoku mobilni faze, a pak vstiiku;ji
cely objem naraz pouhym zapojenim izolované smycky do hlavniho ob&éhu. V neposledni fadé
je detektor, ktery umoznuje zisk kvalitativnich i kvantitativnich informaci o vystupech
z kolony. Cely systém je doprovazen a spojovan potrubim, bud’ z plastového ¢i ocelového
materidlu podle vyZadované urovné tlaku, procesni a fidici elektronikou a fadou sond,
zajiStujici pfesny a konstantni monitoring aktudlnich separa¢nich podminek. Dodatecné
komponenty mohou byt ptipojeny (napf. sorpcni jednotky, derivatiza¢ni cely apod.), ptipadné
muze byt vyuzito kombinace nedestruktivnich (UV, DA) a destruktivnich (MS) detektora ¢i
vice Cerpadel a kolon jako v ptipadé¢ dvoudimenzionalni chromatografie (2D-LC) [50] [57]
[58].
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1.2.4 Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie je moderni instrumentalni metodou analyzy elektricky nabitych
latek vyuzivajici vlastnosti a chovani nabitych Castic Vv elektromagnetickém poli. Moderni
hmotnostni spektrometr se sklddd ze Ctyf primérnich ¢asti: iontového zdroje, schopného
prevést neutralni slouceniny na nabité Castice, hmotnostniho analyzatoru rozdélujiciho
vytvoiené ionty podle jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z), detekéni cely, jejimz ucelem je
zaznamenat intenzitu jednotlivych iont a doprovodné techniky nutné k ustanoveni podminek
analyzy (napt. vakuova technika, iontova optika, termostaty apod.). Mezi nejvétsi vyhody
hmotnostni spektrometrie patii jeji citlivost i pfi nizkych koncentracich, moznost selektivniho
stanoveni vybranych ionti a schopnost poskytovat jak kvantitativni, tak kvalitativni
informace, uzitecné pro identifikaci struktury analytu. Pfinosy, které hmotnostni
spektrometrie nabizi, se dnes staly téméf nepostradatelnymi v metodach instrumentalni
analyzy 1éCiv, potravin, biopolymerd, vzorkll zivotniho prostfedi, iontovych i neiontovych
latek a také bojovych a toxickych latek. Vyuziti techniky MS je dnes jesté vice prevalentni,
diky spojeni HPLC a MS, umoziujici efektivni rozdéleni komplikovanych smési a detailni
analyzu eluovanych slozek. Nicménég, je tieba zminit, Ze spojeni LC-MS bylo v historii
dlouho omezovéno komplikacemi spojenim kapalinové chromatografie, vyuzivajici velké
mnozstvi obCasné malo t€kavych kapalin pod vysokym tlakem, a hmotnostni spektrometrie,
pracujici v plynné fazi za vysokého vakua. Polarni rozdily téchto metod byly ve finéle
vyfeSeny vynalezenim iontovych zdroji pracujicich za nizkého vakua blizkého

atmosférickému tlaku [45] [55] [58] [59].

1.24.1 lontové zdroje

ProtoZze molekuly jsou elektricky neutralni, musi byt nejprve ionizovany, aby mohly byt
analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie. Toho je dosazeno pomoci iontového zdroje.
Dnes vétsina iontovych zdroji pracuje pii atmosférickém tlaku, protoze to nejen umoziuje
kombinaci LC-MS metod, ale také se usetii Cas, ktery by jinak byl nutny ke tvorbé vakua.
ProtoZe negativni aspekty vakuové ionizace byly opraveny inovaci, dnes se hranice analytické
chemie zaméfuje na snizeni pratoku, aniz by byla afektovana u¢innost nebo doba separace
[45] [55] [58] [59].

Elektronova ionizace (EI), také znam4 jako ionizace elektronového narazu, je prevazné jedina
metoda iontového zdroje, ktera se stale pouziva pii vysokém vakuu, ale je tedy omezena
pouze na spojeni plynové chromatografie (GC) s hmotnostni spektrometrii. EI funguje na

systtmu dvou elektrod. Katoda (napt. wolframova) produkuje volné elektrony
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prostiednictvim termionické emise, coz lze v podstaté charakterizovat jako zahifivani. Tyto
elektrony jsou pak urychleny k anodé nastavenym rozdilem potencialt mezi elektrodami. Ve
vysokém vakuu pak tyto elektrony narazeji na molekuly plynného analytu, vyrazeji jejich
valen¢ni elektrony a davaji jim tak kladny naboj. Pokud je Kineticka energie emitovaného
elektronu dostatecné vysokd, mtiize naraz potencidlné rozbit molekulu na fragmenty
charakteristické pro jeji strukturu. Elektronové ionizace nemd dnes velké vyuziti kromé GC-
MS analyzy t€kavych nepoléarnich sloucenin, ale ma vyhodu v tom, Ze jde o historicky prvni

objevenou ioniza¢ni metodu a spektra jsou pro fadu sloucenin Siroce zdokumentovana [45]

[58] [59].

Elektrosprejova ionizace je dnes dominantni metodou iontového zdroje v moderni analyze.
V ESI je kapalnd faze cerpana pfes nabitou kapildru pii vysokych tlacich a je nasledné
rozpraSsovana na aerosol nabitych castic. Vytvofené ionty jsou vSak stile rozpusStény
V nenabitém rozpoustédle, takze pro jejich extrakci je pies aerosol hnan zahiaty susici plyn.
Jak se kapky smrstuji v disledku odpafovéani rozpoustédla, dochdzi pii prekroceni urcitého
prahu ke ,,coulombické explozi“. Prah exploze je uréen silou elektrostatického odporu
nabitych ¢astic v pomé&ru se silou povrchového napéti kapky. Jakmile je sila odporu vyssi nez
povrchové napéti, dochdzi kuvolnéni iont, které jsou nésledné presmérovany do
hmotnostniho spektrometru, viz. Obrazek 4. Pomoci ESI lze produkovat kladné i zaporné
nabité ionty a je dokonce schopna produkovat i vicendsobné nabité ionty. AvSak kvili
nizkému napéti aplikovanému na vstupni kapilary je ESI povazovan za mekky zdroj ionti,
neprodukujici fragmenty molekul. ESI je pouzivan pro ionizaci siln¢ polarnich latek [45] [55]
[58] [59].
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Obrazek 4: Schéma elektrosprejové ionizace [60]
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Dal$imi metodami ionizace za atmosférického tlaku (API) jsou fotoionizace za
atmosférického tlaku (APPI) a chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Tyto dvé
metody pracuji S podobnym ioniza¢nim mechanismem vyuZivajicim intramolekularnich
interakci a pienosu naboje. Maji v8ak jinou konstrukci aparatury. APPI vyuziva zdroj
elektromagnetického zafeni k produkci volnych radikalii. Rozpoustédlo se také excituje, ale
pokud je potencidlni ioniza¢ni energie analytu niz§i nez rozpoustédlo, dochazi
k intramolekularni interakci a naboj rozpoustédla se pienasi na analyt. Tato metoda je
mékkym iontovym zdrojem a ma nizkou excita¢ni energii, takZe pro analyzu slou¢enin s vyssi
energii je nutné pouziti dopanti. Dopanty jsou slouceniny, které jsou snadno ionizovatelné
a maji vysokou rekombina¢ni energii, vyzadujici velmi malo energie k reakci s molekulami
analytu. APCI vyuziva koronalni vyboj k ionizaci molekul nebuliza¢niho plynu. Tyto nabité
molekuly pak interaguji s analytem a pfenaSeji na né svij naboj. APPI i APCI

se pouzivaji pro stfedné nepolarni latky [45] [55] [58] [59].

1.242 Hmotnostni analyzatory
V elektromagnetickém poli lze nabitou ¢astici ovlivnit dvéma zpisoby, viz. Obrazek 5.
Nejprve nabita castice bude cestovat a bude urychlovana smérem k elektrodé opacného
naboje, pricemz jeji rychlost zavisi na rozdilu potencialu mezi elektrodami. Tento princip
muzeme pouzit bud’ k vedeni iontl spektrometrem, nebo naopak k vypuzeni nezadoucich
iontll. V magnetickém poli vSak mize byt ovlivnén pouze smér nabité Castice, protoze sila
magnetického pole je kolma na kinetickou silu. Tim, ze mame siln€j$i magnetické pole,
muzeme zménit trajektorii Castice, ale ne jeji rychlost. Na zdkladé téchto dvou principti
hmotnostni analyzator odd€luje vytvoiené ionty podle jejich poméru m/z. Hmotnostni
analyzatory mizeme rozdélit do dvou kategorii, kde ¢astice prochazeji magnetickym polem

bud’ pfimou cestou nebo Vv periodickych oscilacich iniciovanymi elektrickym polem [55] [61].
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Obrazek 5: Schéma pohybu nabité ¢astice v magnetickém poli [62]

Kvadrupodlovy analyzator obsahuje dvé sady elektrod z nerezové oceli. Dvé elektrody jsou
nabity zaporné a dvé kladné, viz. Obrazek 6. Systém pak automaticky osciluje mezi kladnym
a zapornym nabojem elektrod a méni tak pfimou drédhu iontd skrz analyzitor na oscilace
v tfidimenzionalnim prostoru (3D). Frekvence oscilaci elektrod je nastavena tak, aby
odpovidala frekvenci harmonickych oscilaci iontli ve vybrané oblasti m/z. Jakékoli ionty
mimo vybranou oblast budou mit oscilace nestabilni a narazi ve své draze do povrchu
elektrod. Kvadrupdl je tak schopen analyzovat celou sérii produkovanych iontd (TIC),
vybranou oblast m/z (EIC) nebo i jednotlivy vybrany iont (SIM). Kvadrupélové analyzatory
jsou kompaktni, rychlé, vysoce selektivni a snadno pouzitelna levna zatizeni. Jejich
rozliSovaci schopnost (RP), mira citlivosti na podobné m/z ionty, je vSak srovnatelné nizka.
Lze ji v8ak zvysit Spojenim tii kvadrupolt do série. Trojity kvadrupdl je jednim z oblibenych
MS/MS uspotadani, které umoznuje nejen vyssi RP, ale také tvorbu fragmentt pomoci tzv.
kolizni cely. Kolize probihaji ve druhém kvadrupolu, ktery je naplnén srazkovym plynem
(napt. dusik, argon...). Vysledné fragmenty pak putuji pres tfeti kvadrupol, ktery mulze
selektivné eliminovat vybrané fragmenty. QqQ umoznuje pak tedy daleko vice rezimu

monitorovani, nez v piipadé jednoduchého Q analyzatoru [45] [58] [59].
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Obrazek 6: Schéma konstrukce a funkce trojitého kvadrupdlu s kolizni celou [63]

Analyzator doby letu (TOF) separuje ionty tim, ze jim umoznuje Se pasivné rozdélovat podle
jejich hmotnosti. V TOF analyzatoru ionty nejprve projdou vstupni elektrodou, ktera je
urychli k vystupni §térbin€. Pfedana kineticka sila je pro vSechny ionty stejnd, jejich rychlost
je pak diferencovéana pouze jejich hmotnosti. Jak ionty prochazeji tizkou trubici, rozdéluji se
do odlisnych skupin a dostavaji se do detekéni zony. TOF lze povazovat za analyzator
s vysokym RP, avSak nepatrny rozdil v energii ziskané mezi ionty stejné skupiny muize vést
K tomu, ze dosahnou detekéni zony nesynchronizované. RP je také omezena fyzickou délkou
trubky. Jednim z uéinnych zpusobu, jak zvysit RP, je pouzitim reflektronu. Reflektron je
vV podstaté dal$i sada elektrod se stoupajicim potencidlem. Kdyz odd€lena skupina ionti
dosahne reflektronu, ionty s vyS$$i energii pronikaji elektrodovou sadou hloubé&ji a zvysuji
jejich délku letu, zatimco ionty s niz§i energii pronikaji velmi malo. Rychlost ionti se vsak
neméni, takze jakmile jsou ionty vypuzeny elektrodou, synchronizuji se diive, nez dosdhnou

detekéni zony [45] [58] [59].

Orbitrap je hmotnostni analyzator fazeny do kategorie iontovych pasti. lontové pasti funguji
tak, ze zachycuji nabité Castice a pak je bud’ vypuzuji do detektoru podle uréeného pomeéru
m/z, nebo je rovnou rozd€luji a analyzuji podle jejich poméru m/z. Specificka konstrukce
hmotnostnich analyzatort je pro kazdy typ odlisna, ale obecné se iontova past sklada ze tii
elektrod, dvou hrani¢nich elektrod, které zadrzuji ionty v komote, a tfeti, obvykle kulaté
elektrody, ktera vytvaii elektromagnetické pole pro pohyb ¢astic. Orbitrap je kombinaci obou
principt a sklada se ze dvou casti. Prvni ¢ast, nazyvana C-past, nejprve imobilizuje ionty,
apak je kolmo vypuzuje do Orbitrapu. Pro spravnou funkci Orbitrapu je nutny spravny

vstupni smér iontd. V orbitrapu ionty po vstupu krouzi kolem centralni elektrody
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tangenciadlnim pohybem a déli se do odliSnych zén se specifickym pomérem m/z. Tyto zony
nyni cykluji tam a zpét, odpuzovany hrani¢nimi elektrodami, pficemz jejich rychlost je
striktné urcena pouze jejich pomeérem m/z. Detekce probiha v komoie, kde se zaznamenava
frekvence vyskytu iontl v detek¢éni zon€. Vystupem je periodicky signal slozeny z nékolika
dil¢ich signald o specifické frekvenci, které lze extrahovat pomoci Fourierovy transformace
[45] [58] [59].

1.2.4.3  Detektory

Podobné jako pii elektronové ionizaci, kde vyuzivame srazku elektront k fragmentaci
molekul na ionty, mizeme tak vyuzit nabité Castice K vyrazeni elektront z jinych materiala.
Nejbeéznéjsim zatizenim pouzivanym k detekci v hmotnostni spektrometrii jsou elektronové
nasobice, také znamé jako dynodova pole. Funguji tak, ze nejprve urychli nabitou ¢astici
sadou elektrod, aby piimo dopadla na povrch dynody pokryté médi a berylliem. Sila narazu
vyrazi elektrony z jejiho povrchu, které jsou pak urychleny smérem k dalsi dynod¢. Rozdil
potenciali mezi dynodami vede a zesiluje elektrony pii kazdém dopadu, zvysujici intenzitu
signalu a snizujici detekéni limit. Dynodova pole lze nejcastéji nalézt ve dvou sefizenich,
budto jako systém diskrétnich dynod nebo ve formé jednolité zakiivené dynody [45] [58]
[64].

Obdobné jako dynody narazem produkuji elektrony, lze pouZzit materidl, ktery po srazce
S nabitou ¢astici produkuje fotony. Emitované svétlo lze nasledné detekovat pomoci
fotonasobice. Toto je mechanismus funkce scintila¢nich detektorti. Bézné je pred fotonasobic
a scintilator pfidat jesté sadu ndsobicich dynod jednak ptevadéjici dopadajici ¢astice z iontl
na elektrony a také zvysujici intenzitu signalu, zaru€ujici aktivaci scintilatoru [58] [64].
1.2.4.4  Dodatecna technika

Souc¢asti hmotnostniho spektrometru je mnoho dalSich technologii, které jsou potieba
k provozu elementarnich komponent, ale pokud bychom méli vyclenit néjaké dalsi vybaveni
jako dilezité, pak by to byla iontova optika a vakuové pumpy. Hlavnim ucelem iontové
optiky je generovat elektromagnetické pole pro pohyb nabitych Céstic a vést ionty pfistrojem
na potfebna mista bez pfipadnych ztrat signalu. Dale se iontova optika vyuziva k odpuzovani,
urychlovani ¢i zpomalovani nabitych castic dle potifeby. Obou téchto cili se dosahuje
vloZzenim napéti na sadu elektrod se stfidavou polaritou, tak aby nebyly vyclenény Castice
spouze zapornym ¢i kladnym nabojem, a nésledné jsou ionty skrze magnetické pole
usmérnény radiofrekvencnim pulzem. V modernich spektrometrech se pouziva konstrukce

iontového trychtyte, coz lze popsat jako sadu plochych prstencovych elektrod, které lze
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upiesnit postupnym zmenSovanim a soustfedénim cesty iontl do jediného bodu. Tato
konstrukce vyzaduje velké mnozstvi elektrod a procesni elektroniky k pfesnému ovladani
vysky vkladaného napéti a frekvence radiofrekvencnich pulst. Existuji i Setrnéjsi sestavy,
které¢ usmérnuji ionty bud’to pouze pomoci rozdilu vkladaného napéti mezi elektrodami, jako
napt. Einzelova Cocka, nebo pouzitim stejného principu jako kvadrupolovy analyzator,

napt. multipélové iontovody [65] [66].

Piestoze byly dne$ni iontové zdroje optimalizovany pro provoz pii atmosférickém tlaku, je
vakuum i dnes stale nezbytnou ¢asti hmotnostnich spektrometri. Aby hmotnostni spektrometr
spravné fungoval, je zapotebi vysokého vakua, bézné mezi 107 az 10 Torr, aby generované
ionty mohly proudit strojem bez piekazek, jako jsou kolize s ¢asticemi vzduchu. Této trovné
vakua nelze dosahnout béznymi metodami, protoZe pii téchto trovnich se vzduch nechova
jako viskézni kapalina a netvoii tlakovy gradient. Abychom mohli jit niz, musime
maximalizovat pravdépodobnost odcerpani zbylych c¢astic vzduchu, které se ndm podafi
zachytit, ze systému. Toho lze dosdhnout dvéma zpiisoby. Draz§im feSenim je pouziti
turbomolekularnich vyvév. Zde se castice zbytkového plynu Casem stfetnou s rotujicimi
lopatkami turbiny, které jsou naklonény tak, aby ¢astice nemohly uniknout zpét. Rotory vSak
musi dosahnout vysokych otacek a jsou zde kladeny piisné pozadavky na kvalitu oceli, aby
nedochazelo k odplynovani zabudovanych plyni. Mnohem levnéj$i a pro vétSinu feSeni
vhodngjsi je pouziti difuznich Cerpadel. Tato Cerpadla funguji tak, ze pribézné odpaiuji
stlacitelny olej, jehoz pary pak stoupaji k bodu kontaktu s komorou. Zde chladici kanaly
zkondenzuji olej zpét do kapalného stavu, kde velké molekuly oleje zachycuji vesSkery
ptitomny plyn. Kapalny olej pak pada zpét do odpafovaci komory a jelikoz jsou olej a voda

nemisitelné, 1ze vodu oddélit a olej regenerovat [67] [68].

1.2.5 Vyvoj HPLC metod
Vyvoj metod HPLC zahrnuje ziskavani a interpretaci dat, statistickou analyzu a optimalizaci
podminek méfeni za i€elem dosazeni urcit¢ho cile analyzy, které se mohou lisit v zavislosti
na aplikaci metody. Mezi nejCastéjsi cile, pro které optimalizujeme, patii rychlejsi analyza,
nizsi detekéni limit, vetsi kapacita kolony, vzajemna analyza nekolika analyti nebo snizeni
nakladt. Jakmile je vSak stanoveného cile dosazeno, musi byt zajisténo, pokud ma byt metoda
komer¢né zivotaschopnd, aby vysledky byly stale piesné, opakovatelné, reprezentativni pro
skute€ny vzorek a snadno zméfitelné, aniz by proces analyzy obsahoval nevyhnutelné

prekazky, jako jsou nedostatek instrumentace nebo zdroju.
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1.25.1 Vyhodnoceni vysledku
Datovy vystup zchromatografického procesu separace se nazyva chromatogram. Jde
0 vizualni zadznam sestavajici z dat detektoru na vertikdlni ose v zavislosti na zaznamu
uplynulého ¢asu, nejcastéji meéfeného casu nebo objemu mobilni faze od pocatku analyzy, na
horizontalni ose. V kiivce vyjadiené na chromatogramu nalezneme jak kvalitativni, tak

kvantitativni informace [69] [70].

Termin kvalitativni informace lze vyjadrit jako informace, které jsou pouzivany k identifikaci
slougeniny, ktera je pfitomna v separované frakci. Cas, ve kterém slozka opusti kolonu do
detektoru, se nazyva retencni Cas. Za konstantnich podminek je retencni Cas pro danou
slouCeninu charakteristicky. Tuto skutecnost mlizeme vyuzit pouzitim standardd, cistych
sloucenin bez rusivych pfimési. Pokud se pik standardu a dany pik vzorku polohou na
chromatogramu shoduji, mizeme piedpokladat, ze tyto slouceniny jsou identické. Vice
kvalitativnich informaci lze vyc¢ist z UV-VIS nebo MS spekter, ktera jsou ziskana kombinaci
HPLC systému s prislusnymi detektory [69] [70].

Kvantitativni informace, jak nazev napovida, se snazi ur€it kvantitu analyzované latky ve
vzorku. V chromatografii se k urceni kvantity latky v dané frakci nejéastéji pouziva bud
vyska nebo plocha piku. Obé hodnoty by se mély se zvySujicim obsahem latky také zvySovat
a naopak. VySku piku lze jednoduSe urcit odectenim hodnoty detekovaného signalu na
vertikalni ose chromatogramu v bodé maxima piku. Pro uréeni plochy piku je tfeba nejprve
urcit jeho zacatek a konec, a pak, za piredpokladu, ze métime v provoznim rozsahu detektoru
a separace byla dostate¢né ucinna, aby zabranila koeluci analytli, by méla byt plocha pod
ktivkou timérna mnozstvi latky. Kvantitu latky Ize nésledné urcit vztaZzenim odectené hodnoty
k obdobné hodnoté standardu se znamou koncentraci. Pro zjisténi koncentrace dané latky ve
vzorku je nejcastéji vyuzivano dvou metod — metody kalibra¢ni kiivky a metody standardniho
pfidavku. Metoda kalibracni kfivky zahrnuje analyzu nékolika standardnich roztoki na
riznych koncentra¢nich urovnich v ramci linedrni odezvy detektoru. Nasledné je sestrojena
kalibracni kiivka (zéavislost odezvy detektoru na koncentraci), jejiz rovnici regrese lze vyuzit
pro ziskani koncentrace latky ve vzorku. Metoda standardniho ptfidavku vyuzivéa jednoho c¢i
nékolika pfidavkl standardu dané latky ke vzorku. HPLC metodou je prométen vzorek bez
pfidavku a s pfidavky a na zdklad¢ konkrétni rovnice je vypocitana koncentrace latky ve
vzorku. U hmotnostni spektrometrie s dostate¢né vysokou rozliSovaci schopnosti lze ziskat
kvantitativni informace i bez pouziti identickych latek metodou vnitiniho standardu, kde

pfidavame latky s podobnym retenénim chovanim do vzorku pted jakymkoli zpracovanim.
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V hmotnostnim spektru pak nalezneme dva piky s podobnymi reten¢nimi Casy, ale s odliSnou
intenzitou, které, kdyz vime, jak standardni odezva signdlu roste ve vztahu k mnozstvi,
muzeme pouzit k uréeni mnozstvi v pivodnim vzorku vyuzitim jednoduché trojclenky.
Nejjednodussim zptsobem, jak ziskat latky s odliSnou hmotou, ale podobnym chovanim, je
deuterizace, coz je v podstaté navySeni molekulové hmotnosti originalni latky o jednu

jednotku navic [69] [70] [71] [72].

1.2.5.2 Optimalizace separace
Optimalizaci chromatografického procesu lze interpretovat jako logickou volbu separac¢nich
podminek pro co nejefektivngjsi dosazeni pozadovanych cil, kterymi bézné byvaji bud’
nejvyssi rychlost analyzy, rozliSeni sousednich pikd nebo kapacita kolony. Optimalizace pro
jeden z téchto aspekti se vSak Casto provadi na ukor ostatnich, a tak se v HPLC provozuji
ur¢ité rezimy separace, které byly optimalizovany pievazné pro jeden z téchto cili. Vysoké
kapacity kolony, umoziujici zpracovani vétStho mnozstvi vzorku, je vyuzivano obzvlasté
V preparativni chromatografii, obvykle ve spojeni s vysokymi vytézky, s cilem ziskat co
nejveétsi mnozstvi Cisté frakce vzorku. RozliSeni je jednim z Ciselnych kritérii separace,
popisujici miru koeluce piki dvou sousednich frakci. Dostateéné rozliSeni je vyzadovano
viceméné u vSech analyz, 1 kdyz jeho pottebu lze snizit 1 experimentalnimi modifikacemi,
napt. u analyz jednoduchych smési nebude v koloné pfitomno mnoho slozek, které by bylo
tteba dokonale separovat. Z tohoto dliivodu je dnes nejvice vyuZivano vysokych rozliSeni
v analyzich komplexnich smési €i analyzach realnych vzorkd s komplexnimi matricemi.
Rychlejsi analyzy jsou cenény ve vSech oborech, ale v chromatografii je nizsi Cas bézné
limitujicim faktorem, neumoziujicim obsaZzenym slozkam se od sebe separovat. Je tedy
pochopitelné, pro¢ analyzy jednoduchych smési s nizkym poctem frakci patii mezi ty
nejrychlejsi. V chromatografii nelze tedy dosahnout vSech cili na nejvy$si hodnotu
a kompromis je pak vyslednym zptisobem, jak optimalizovat metodu. Kompromisem je
uptfednostiiovani jednoho aspektu pted ostatnimi, ale zaroven je nutné Se snazit neklesnout
S neoptimalizovanymi aspekty pfili§ nizko. Pro optimalizaci zvolené¢ho aspektu mame
k dispozici rizné parametry méfeni, které lze snadno ménit. Ptiklady zahrnuji typ stacionarni
faze, jeji rozméry a velikost ¢astic, sloZzeni mobilni faze, jeji pritok a linedrni rychlost, zpiisob
detekce, jeho citlivost a selektivita, teplota méfeni nebo piipadné pifedupravy vzorku,
prekoncentrace, derivatizace ¢i kombinaci metod v dvourozmérnych technikéch. Vybeér, ktery
z téchto parametri budeme meénit, zavisi na nasem vzorku, instrumentaci, zdrojich a efektu,

ktery od chromatografické separace pozadujeme [73] [74] [75].
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Pti optimalizaci separace nejcastéji ménime zvoleny parametr a sledujeme vliv jeho zmény na
retenci analyzovanych slozek. Nejdulezitéjsim faktorem k optimalizaci Vv kapalinové
chromatografii, hned po volb¢ mechanismu, kterym budeme vzorek separovat, je urcité
slozeni mobilni faze. V kompozici mobilni faze 1ze ménit spoustu faktort. Mezi historicky
prozkoumavané patii napft. pocet slozek mobilni faze, pH a pfidavana aditiva. Nejpodstatngjsi
vliv na retenci vSak bude mit obsah organické slozky ve spojeni s volbou pracovniho rezimu
bud'to Vv systému s normalnimi nebo reverznimi fazemi. Jelikoz je RPC dnes nejcCastéji
pouzivanou metodou, demonstrujeme vliv zmény pomeéru organické a vodné faze na tomto
systému. Obecnym pravidlem u RPC je, ze se zvySujicim Se obsahem organické slozky

v mobilni fazi se bude reten¢ni ¢as/objem snizovat. Na uplnych reten¢nich modelech lze vSak

vidét, ze tento vliv ma své horni i spodni hranice a existuji hodnoty, kdy zména poméru uz

nebude mit na retenci slozek viditelny vliv [74] [75] [76] [77].

Stejné jako muzZeme optimalizovat sloZzeni mobilni faze, mizeme optimalizovat i jeji rychlost
prutoku skrze kolonu. Moderni technologie nam dnes umoznuji, aby linearni rychlost mobilni
fize nebyla limitujicim faktorem v analyzach. Cerpadla dnes dokaZou poskytovat snadno
reprodukovatelné pritoky s velmi presnym a volné nastavitelnym sloZzenim mobilni faze
a kolonové technologie je schopna odolat narastu tlaku, ktery ptfichazi se zvySenymi pritoky.
Analyza za vysokych rychlosti v8ak nebude vzdy nejucinnéj$im zpiisobem separace, protoze
vyssi prutoky budou sice vést k rychlejsi analyze, ale také k nizsi G¢innosti, jelikoz slouc¢eniny
nebudou mit ¢as se oddélit. Podobné vSak pomalé rychlosti pratoku nejen prodlouzi dobu
analyzy, ale také roz$ifi piky, ¢imz snizuji G€innost. V urcitém okamziku pomér U¢innosti
kolony k linearni rychlosti dosahne optimalniho bodu, kdy mobilni faze proudi tak rychle, jak
je to jen mozné, a zarovein utrpime CO nejnizsi ztratu ucinnosti. Toto je Van Deemterova
ktivka, nékdy nazyvana H-u kiivka, kde nazev odkazuje na slozky os. Kde ,,H* nam
predstavuje vysku teoretického patra, popisujici €innost, a ,,u je linedrni rychlost zavisla na

rychlosti proudéni a délce kolony [73] [76].

Jednim z faktori, ktery ovliviiuje jak linedrni rychlost toku mobilni faze, tak reten¢ni
charakteristiky, je teplota. Teplota kolony byla po dlouhou dobu také limitujicim faktorem,
protoze pouzivané stacionarni faze nebyly stabilni pfi vysSich teplotach, coz drasticky
snizovalo zivotnost kolon. Stabilita kolony pii vyssich teplotach je dodnes stale problémem
pro vétSinu bézné pouzivanych kolon, ale feSeni uz dnes neni tak naro¢né jako v minulosti.
Pokud jsou pro analyzu vyzadovany vyssi teploty, existuji stabilnéjsi materialy pouzitelné pro

stacionarni faze, jako napt. alumina, zirkon (oxid zirkoni¢ity) nebo termostabilni polymery.
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Vztah mezi teplotou a retenci je popsan pomoci van‘t Hoffova modelu, ale v podstaté by vyssi
teploty méely vést k niz§im retencnim casim/objemiim. Dodate¢né ma teplota vliv na

selektivitu separace a do urcité miry ji Ize vyuzit pro zménu rozliSeni konkrétni dvojice latek

[74] [75] [77] [78].

V neposledni fadé¢ mizeme optimalizovat proces vybéru kolony, ktery muze, ale nemusi
ovlivnit separa¢ni mechanismus. Pied optimalizaci n¢kterého z vyse uvedenych parametrii se
doporucuje nejprve vybrat kolonu pouzivanou pro méfeni. I kdyz by vSak tento vybérovy
dnes dokaze dosahnout vysledkt s vysokym rozlis§enim v kombinaci s optimalnimi hodnotami
vyse uvedenych parametri. Dnes je k dispozici velky vybér kolon od riznych vyrobceil a se

zna¢nym mnozstvim literatury k jejich porovnani podle pifedchozich vysledkt a metod [79].

1.25.3 Validace analytické metody
Jakmile je nova analyticka metoda vyvinuta a optimalizovana tak, aby spliiovala své ucely,
musi byt dale validovana a standardizovana, ma-li se stat rutinni v praxi. Valida¢ni studie nam
potvrzuji, ze nové metody spliuji pozadované specifikace. Zadné kvantitativni vysledky
nemaji vypovidaci hodnotu, pokud nejsou doprovazeny odhadem trovné chyb, které jsou
v nich obsazeny. Ukolem pfi validaci tedy neni kvantifikovat rozsah pouze spravnych, ale
i chybnych vysledkii v metod€. Nejbézngjsim zpisobem validace je porovnani vysledki
z nové metody s vysledky ziskanymi pomoci zavedené¢ho referencniho testu. Alternativné lze
pomoci nové metody analyzovat standardni referenéni materidly (SRM) (napf. normy
certifikované NIST), aby se prokazala jeji presnost. Dnes existuje fada statistickych nastroj,

které nam pomahaji spocitat vykonné specifikace [80] [81].

Prvnimi validanimi parametry jsou spravnost a pfesnost. Spravnost je termin pouzivany
K popisu miry odchylky hodnoty ziskané méfenim od skute¢né hodnoty, obvykle stanovené
néjakou normou ¢i standardem. Spravnost se Casto vyjadiuje jako procentudlni rozdil od
skutecné hodnoty. Pro vétSinu analytickych aplikaci by laboratofe mely dosdhnout Grovné
spravnosti v rozmezi 5-10 % certifikovanych referencnich koncentraci. Presnost
charakterizuje stupen kratkodobé kontroly nad analytickou metodou a popisuje variabilitu
V souboru méfeni, aneb jak blizko jsou si opakovand méfeni na jednom vzorku. Presnost 1ze
vypocitat pro vzorky v ramci jednotlivého cyklu (piesnost v ramci testu) nebo napfi¢ vice
cykly (pfesnost mezi testy). Piesnost mize byt vyjadiena pomoci procentualnino varia¢niho

koeficientu (CV), coz je smérodatna odchylka vyjadiena jako procento stiedni hodnoty, nebo
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jako vypoctena kladna a zaporna hodnota odchylky (+). Laboratofe by mély typicky
dosahovat Urovné piesnosti <10 %, v piipadech stopové analyzy, kde je Sum pozadi
podstatnou ¢asti celkového méfeného signdlu, mize byt CV >10 %. Jak pfesnost tak
spravnost by mély byt v idealnim piipadé stanoveny pii vice koncentracich analytu [81] [82]
[83] [84].

Reprodukovatelnost ma podobny predpoklad jako piesnost v tom, Ze obé méfi variabilitu
vysledkli v sadé méteni. AvSak zatimco presnost se snazi identifikovat kratkodobé odchylky
Vv méfeni, reprodukovatelnost charakterizuje dlouhodobé chyby. Tyto nepiesnosti mohou byt
zpisobeny fadou faktord, jako jsou teploty, obsluha, konfigurace HPLC, stafi pouzitych
chemikalii nebo dokonce mista odlisna od pivodniho mista vyvoje metody. Celkovou
odchylku reprodukovatelnosti mizeme vyjadfit jako souhrn dil¢ich chyb v kazdém z téchto
faktor. Jednu véc je vSak tfeba mit na paméti, vzorek pouzity k identifikaci
reprodukovatelnosti metody musi byt stejny v piipravé, skladovani, koncentraci a pokud
mozno i v Sarzi. N&které vzorky vSak nejsou stabilni za urcitych podminek piepravy,
skladovani ¢i analyzy, a proto je nezbytné také vyhodnotit stabilitu analytu za rdznych
podminek. Vzorky mohou byt odebirany s konzerva¢nimi latkami, skladovany, chlazeny nebo

zmrazeny [81] [82] [83] [84].

Analyticka méteni se bézn¢ provadéji, kdyz je k dispozici dostatecné mnozstvi vzorku, kdy se
¢loveék snazi vyuzit centralni ¢ast dynamického rozsahu, protoze vystup signalu je vysoky
aneni tieba se obdavat saturacnich efektl. Rozhodnuti pouZzit mensi koncentrace nebo
mnozstvi se voli z rliznych divodl, napf. Setfeni se vzadcnym vzorkem, snizeni pfetiZeni
analytického systému za ucelem zlepSeni rozliSeni nebo se pfirozené koncentrace bézné
vyskytuji ve stopové oblasti. Pfi mensich mnozstvich ale riskujeme, ze se dostaneme pod
hranici toho, co je detektor schopen detekovat. Konkrétn¢, detektor, za ptredpokladu, ze je
dostatecné citlivy, dokaze detekovat vse, ale 1 v nej€istsi laboratofi jsou pfitomny interferenty,
které mohou také vyvolat odezvu signalu. To se nazyva Sum a v analyze kvantifikujeme tzv.
pomér signalu k Sumu (S/N) porovnanim vzorového signalu s primérnou hodnotou Sumu. Ze
stanovené hodnoty S/N Ize vypocitat dva limity. Mez detekce (LOD) je nejnizsi koncentrace
analytu, kterou lze detekovat, a obecné se uznava, zZe je trojnasobkem primérné hodnoty
a kvantifikovdna se specifikovanou spravnosti a pifesnosti a je obvykle pfijimana jako

5 — 10krat vyssi nez Sum pozadi [81] [82] [83] [84].
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VétSina analytickych metod vytvaii signal, ktery je v oblasti s nizkou koncentraci urceny
interferenci pozadi a Sumem méfeni a Vv regionu vysokych koncentraci v priméru konstantni,
protoze se blizime k hranici toho, co detektor dokaze zpracovat. Mezi témito hranicemi dava
vsak vétSina analytickych metod linearni vztah mezi odezvou piistroje a nejcastéji koncentraci
analytu. Tento rozsah nazyvame jako linearitu metody, a i kdyz teoreticky neni nezbytné
nutna, je presto uzitecnym pozadavkem, ktery je tfeba splnit. Dlvod, pro¢ se snazime
dosahnout vysoké, ne-li uplné, linearity, 1 kdyZ to znamena transformaci dat, je ten, ze to
zjednoduSuje vypoéty a minimalizuje mnozstvi faktord ovliviiujicich méfeni. Nelinearni
ktivky zna¢né komplikuji vypocty, protoze k vytvoreni matematického modelu je zapotiebi
vice kalibra¢nich bodi a interpolace od signalu ke koncentraci je Casto zdlouhava a neptesna.
Linearitu modelu mtizeme vypocitat pozorovanim hodnoty korela¢niho koeficientu (r) nebo
koeficientu determinace (R?). Idealni analyticka metoda by méla byt, pokud mozno, linearni a
m¢ela by byt dosazena hodnota >0,99. Neexistuje zadny statisticky zpisob, jak predpoveédét
nebo vypocitat rozsah linearity metody a musi byt stanoven empiricky pomoci experimentu,
i kdyz mizeme ptedpokladat, ze podobné metody s podobnym vybavenim budou mit

podobné rozsahy [81] [82] [83] [84].

Selektivita nebo specificita je poslednim validaénim parametrem a je definovana jako
schopnost metody identifikovat cilovy analyt v pfitomnosti potencialné interferujicich latek.
Mezi nejb&znéjsi analytické interference patii sloZky matrice, produkty degradace, metabolity
a dal$i strukturné ptibuzné slouceniny. V praxi, i kdyz je selektivita pro sledovany analyt
pozadovanym parametrem, separacni metody jako je GC nebo HPLC samotné, mohou
poskytnout pouze omezend instrumentalni feSeni k jeho dosazeni. To nas nuti pouzivat misto
toho metody piedupravy vzorku, napi. SPME nebo podobné extrakéni prekoncentraéni
techniky. Dne$ni moderni technologie, jako je MS nebo MS/MS, nidm déavaji moznost
izolovat vybrané ionty, coz usnadiiuje optimalizaci selektivity. Existuji vSak ptipady, ve
kterych by snizeni selektivity bylo prospésné, jako napiiklad v testech uréenych k detekci celé
ttidy slouCenin. Piiklady zahrnuji zkifiZzenou reaktivitu protilatek, kterd je nezbytna
V imunotestech pouZzivanych ke screeningu vice 1ékli nebo ttid 1€kd. Screeningové metody
jsou kazdopadné nakonec sparovany s testovacimi metodami, které k potvrzeni vysledki

pouzivaji odlisnou analytickou metodu se zvysenou selektivitou [81] [82] [83] [84].

50



2 EXPERIMENTALNI CAST

Naplni experimentalni ¢asti byl navrh, optimalizace a validace metody pro separaci a analyzu
vybranych 1é¢iv narkolepsie pomoci kapalinové chromatografie v systému s obracenymi
fazemi ve spojeni s MS detektorem. Pouzitymi 1é¢ivy byly konkrétné pitolisant, komeréné
znamy jako Wakix, a fluoxetin, komerén¢ dostupny jako Prozac. Vyvoj metody se skladal ze
dvou diskrétnich fazi, kde v prvni fazi, vyuZzivajici podminek izokratické eluce, byla
z dostupnych kolon vybrana ta, na které se analyzované standardy de€lily nejacinnéji. V druhé
fazi byla zvolena kolona pouzita pro vyvoj a optimalizaci metody v rezimu gradientové eluce.
Vyvinuta metoda byla nasledné validovana v ramci pfesnosti, spravnosti, linearity,
reprodukovatelnosti, LOD a LOQ. Posledni ¢asti experimentalni ulohy bylo ovéfit vyuziti
optimalizované a validované metody pro analyzu residudlniho obsahu analyzovanych lé¢iv

vV metabolizovaném extraktu lidskych mozkovych bunéénych kultur.

2.1 Pouzita instrumentace a vybaveni

2.1.1 Instrumentace vyuZita na pripravu roztoki
K navazovani standardnich latek byly vyuzity analytické digitalni vahy Sartorius (Sartorius

AG, Gottingen, Némecko) spole¢né s dodate€nym vybavenim jako jsou lodic¢ky a Spachtle.
Na odmétovani objemt kapalnych chemikalii v fadu mikrolitrt byly vyuzity automatické
mikropipety Thermo Fischer Scientific, modeld 100-1000 pl, 10-100 pl a 1-10 ul
(Thermo Fischer Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA).

Pfipravené roztoky byly néasledné vortexovany na vortexu Yellowline TTS2 (IKAworks Inc.,

Staufen, Némecko).

2.1.2 LC/MS systém
Na analyzu vsech pfipravenych roztokd byl pouzit Agilent 1260 Infinity Il HPLC systém

obsahujici zasobniky na mobilni faze, kvarterni cerpadlo se sméSovaci komorou, integrovany
degaser, autosampler, kolonovy termostat, DA a MS (jednoduchy kvadrupdl) detektor
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, Kalifornie, USA).

2.1.3 Kolony

Pro tuto praci byly zvazeny a testovany ctyfi rizné kolony s obracenymi fazemi:

e Kinetex C18 (délka 150 mm; vnitini pramér 3 mm; velikost ¢astic 2,6 um,

Phenomenex Inc., Torrance, Kalifornie, USA)
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YMC-UltraHT Hydrosphere C18 (délka 100 mm; wvnitini primér 2 mm;
velikost ¢astic 2 um, YMC America Inc., Devens, Massachusetts, USA)

Arion Plus C18 (délka 100 mm; vnitini pramér 2,1 mm; velikost ¢astic 2,2 um,
Chromservis s.r.0., Praha, Ceska republika)

Evosphere Diphenyl (délka 150 mm; vnitini primér 3 mm; velikost ¢astic 3 pm,

Fortis Technologies, Neston, Cheshire, Spojené Kralovstvi)

2.2 Pouzité chemikalie a standardni latky

2.2.1 Mobilni faze a aditiva

Na ptipravu mobilnich fazi pro v§echny analyzy byly pouzity nasledné chemikalie:

Acetonitril > 99,9 % LC-MS grade (Sigma-Aldrich s.r.o., Burlington, Massachusetts,
USA)

Methanol > 99,9 % LC-MS grade (Honeywell International Inc., Charlotte, Severni
Karolina, USA)

Voda LiChrosolv MQ100 LC-MS grade (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)
Kyselina octova 100 % LC-MS grade (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)

Kyselina mravenci 98 — 100 % LC-MS grade (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)
Octan amonny > 98 % LC-MS grade (Sigma-Aldrich s.r.o., Burlington,
Massachusetts, USA)

2.2.2 Standardy

Pro vyvoj metody schopné analyzy komeréné pouzivanych pripravki byly pouzity néasledujici

standardy:

Pitolisant hydrochlorid > 98 % HPLC grade (Sigma-Aldrich s.r.o., Burlington,
Massachusetts, USA)

Fluoxetin hydrochlorid MQ300 HPLC grade (Sigma-Aldrich s.r.o., Burlington,
Massachusetts, USA)

Thiomocovina (ze zasob Univerzity Pardubice)

52



2.3 Priprava standardnich roztoku a kalibrac¢ni rady
Zasobni roztoky pitolisantu a fluoxetinu o koncentraci 1 mg/ml byly pfipraveny navazenim
ptislusného mnozstvi standardu a rozpusténim v demineralizované vodé. Roztok byl nasledné
vortexovan do rozpuSténi navazky. Z takto pfipravenych zéasobnich roztokli byly fedénim
pripraveny roztoky individuélnich standardli a smés o koncentraci 0,1 mg/l, které byly vyuzity

pro vyvoj a optimalizaci LC-MS metody.

Podobnym zptsobem byl piipraven i roztok thiomocoviny (koncentrace 1 mg/l), ktery byl

vyuzit pro zjisténi mrtvych ¢ast vybranych kolon.

Pro ucely kvantitativni analyzy a validaci metody byla pfipravena kalibrac¢ni kfivka smési
pitolisantu a fluoxetinu na nasledujicich koncentra¢nich urovnich: 0,001; 0,005; 0,01; 0,05;

0,1; 0,25; 0,5a1 mg/l.

2.4 Priprava vzorkii z metabolizovanych extrakti
Vzorky metabolizovanych extrakti lidskych mozkovych bunék byly obdrzeny ve spolupraci
s Katedrou biologickych a biochemickych véd (KBBV), Fakulty chemicko-technologické
Univerzity Pardubice. Lidské mozkové bunky z linie SH-SY5Y (CRL-2266, ATCC, USA)
byly nejprve nasazeny do kultiva¢niho média a inkubovany po dobu 24 hodin. Desticky
S nasazenymi liniemi byly ndsledné vystaveny roztokiim standardnich latek o pocate¢nich
urovnich koncentrace 10 a 100 pumol/l pro kazdou latku. Po 3 hodindch metabolizace byla
provedena extrakce intracelularnino (IC) a extracelularniho (EC) prostoru. Pro piipravu
vzorki IC prostoru bylo bunééné médium nejprve desetkrat nafedéno kyselinou
metafosforeCnou a ponechéno inkubovat 10 minut v chladni¢ce. Pro piipravu vzorki EC
prostoru bylo bunééné médium nejprve nafedéno 5% kyselinou metafosforecnou v poméru
1:2 a ponechdno inkubovat 10 minut v chladni¢ce. Po uplynuti doby byly vSechny vzorky
zfiltrovany a centrifugovany (20000g) po dobu 10 minut. Pfipravené extrakty byly nasledné
desetkrat ziedény demineralizovanou vodou a ptevedeny do vialek. Takto pfipravené roztoky
byly zméfeny vyvinutou a validovanou HPLC/MS metodou s gradientovou eluci

a vyhodnoceny pomoci modelu odezvy kalibra¢ni fady.

2.5 HPLC/MS analyza latek

Na zaklad¢ vysledkl optimalizace byly findlni separace uskutecnény na koloné Kinetex C18.
Jako mobilni faze byla pouzita smés acetonitrilu (mobilni faze B) a demineralizované vody
5 0,025% (v/v) obsahem kyseliny mraven¢i (mobilni faze A). Analyza probihala metodou

gradientové eluce podle nasledného programu: 0 min - 20 % B; 10 min - 50 % B;
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10,01 min — 100 % B; 12 min — 100 % B (v/v). Po ukonéeni analyzy nasledovala
pétiminutova ekvilibrace systému na ptuvodni podminky (20 % B (v/v)). Pritok mobilni faze
kolonou byl nastaven na konstantni hodnotu 0,4 ml/min. Kolona byla udrzovana pfi

konstantni teploté 40 °C. Davkovany objem pro vSechny analyzy byl 1 ul.

Hmotnostni spektrometr byl nastaven na nasledujici podminky. Latky byly ionizovany
elektrosprejem v pozitivnim modu (napéti kapilary 3500 V; teplota suSiciho plynu 325 °C;
prutok suSiciho plynu 13 I/min; tlak v nebulizéru 55 psi). Zaznamy analyz probihaly ve
SCAN modu s hodnotou fragmentaéni energie 95 V a s rozsahem m/z 50 - 400. Pro ucely
kvantitativni analyzy byl vyuzit SIM modd nastaveny na hodnotu m/z 296 s fragmentacni
energii 115 V pro pitolisant a dale na hodnotu m/z 310 s fragmenta¢ni energii 55 V pro

fluoxetin. Vyhodnocovani vysledkt probihalo v software Agilent OpenLAB CDS 2.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Volba kolony na zakladé vysledkii izokratické eluce

Pro vybér nejvhodnéjsi kolony byly na vybranych kolonach postupné prométeny individualni
standardy obou 1é¢iv o koncentraci 0,1 mg/l metodou izokratické eluce. Mobilni faze se v této
Casti skladala z 0,1% (v/v) vodného roztoku kyseliny octové a acetonitrilu. Po¢ate¢ni pritok
byl nastaven na arbitrarni hodnotu 0,4 ml/min, ktera byla u dalSich kolon zménéna tak, aby
linearni rychlost mobilni faze ziistala konstantni. Teplota mobilni faze byla u vSech méfeni
nastavena na konstantni hodnotu 30 °C. Obsah organické faze byl v téchto métenich volen
tak, aby analyty setrvaly v koloné po dobu $esti az osmi minut. Jakmile byl odpovidajici podil
organické faze nalezen, byla provedena dvé nésledujici méteni, kde pomér organické faze byl
snizen a zvysen o 5 % (v/v) a byl zaznamenan efekt na eluci latek. Z chromatogramut byly
odecteny Sitky pikti v zakladné i1 v poloviné vysky a reten¢ni Cas. Ze ziskanych retenc¢nich
charakteristik, véetné mrtvého Casu vSech kolon, byl vypocten retencni faktor latek pomoci
Rovnice 1 a uc¢innost kolony pomoci Rovnice 2. Symetrie odeétenych piki byla vypocitana
softwarem pomoci Rovnice 3; 4;5;6a7. Na zakladé¢ hodnot ucinnosti, celkového casu
analyzy a symetrie piki byla vybrana nejvhodnéjsi kolona. Odectené i vypoctené retencni
a kinetické charakteristiky jsou uvedeny v Tabulce 1.

Rovnice 1: Vypocet reten¢niho faktoru

RT —TM
kR:( ™ )

Kr ... retencni faktor slozky
RT ... reten¢ni ¢as slozky
TM ... mrtvy ¢as kolony

Rovnice 2: Vypocet ucinnosti kolony

RT,,; \’
N0_5=5,545-< ""’t>

Wo.50pt

Nos ... i¢innost kolony vypoctena z Sitky piku odectené v poloving jeho vysky
RTopt ... retencni Cas slozky odeéteny z analyzy s optimalni hodnotou 6-8 min

Wosopt ... Sifka piku odectena v poloving jeho vysky z analyzy s optimalni hodnotou

RT 6 - 8 min
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Rovnice 3: Vypocet rovnicového komponentu my vypoctu pikové symetrie

aq
m1=a1' t2+1’5Hf

Rovnice 4: Vypocet rovnicového komponentu m vypoctu pikové symetrie

a,?

T 05 H +15-H

m,

Rovnice 5: Vypocet rovnicového komponentu m3 vypoctu pikové symetrie

as?

~05-H +15-H

m3
Rovnice 6: Vypocet rovnicového komponentu m4 vypoctu pikové symetrie

= o (6 +5577)
my = Ay 3 15 H,

Rovnice 7: Vypocet symetrie piku z pfedem vypocitanych komponentt

. . . m; +m;
pikova symetrie = |———
ms +my

Kde vyznam jednotlivych ¢lent rovnic ve vztahu k tvaru piku jsou uvedeny na Obrazku 7.

Obrazek 7: Grafické zndzornéni pozice softwarem odectenych hodnot pottebnych k vypoctu

pikové symetrie a jejich definice [85]

4;  Plocha casti
t Cas rozdéleni

H Vyika v prednim
t inflexnim bodé

Vyika v zadnim
inflexnim bodé

H  wvyika v maximu

konec
piku

=i Pozadi
= Cas
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Tabulka 1: Retencni a kinetické charakteristiky 1é¢iv narkolepsie na vybranych kolonach

(PBopt RTopt W Wo5 . Nos ™
Kolona . ) ) Symetrie )
[%] [min]  [min]  [min] [PTP]  [min]
o Kinetex C18 25 7,096 4,413 0,217 0,411 5949 0,982
Pitolisant
Evosphere DPH 55 7,160 1,398 0,288 1,808 3427 1,65
Hydrosphere C18 15 6,675 10,57 0,392 0,162 1607 0,812
Arionplus C18 24 6,290 6,506 0,914 0,223 262 0,75
(PBopt RTopt w Wo5 . Nos ™
Kolona . ) ) Symetrie )
[%] [min] [min] [min] [PTP]  [min]
) Kinetex C18 30 7,640 1,617 0,185 0,632 9456 0,979
Fluoxetin

Evosphere DPH 50 7,465 1,462 0,218 1,413 6532 1,634
Hydrosphere C18 18 7,116 3,06 0,222 0,21 5687 0,795
Arionplus C18 23 6,763 2,018 0,309 0,589 2656 0,75

Hodnoty reten¢nich faktort byly zlogaritmovany a v zavislosti na obsahu organické faze byly
sestrojeny izokratické retenéni modely obou latek na jednotlivych kolonach,
viz. Obrazek 8 a 9.

Obrazek 8: Retencni modely pitolisantu méfené izokratickou eluci na dostupnych kolonach

Kinetex C18 Evosphere DPH Hydrosphere C18 Arionplus C18
3,5 -

2,5 4
Ink 2 4
1,5 4

0,5 -
[} L T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
obsah organické mobilni faze [%/100]
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Obrazek 9: Retencni modely fluoxetinu métené izokratickou eluci na dostupnych kolonach

Kinetex C18 Evosphere DPH Hydrosphere C18 Arionplus C18

3,5 -

2,5 -
Ink 2 4

0,5 -

0 T L] T L] T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

obsah organické mobilni faze [%/100]

3.1.1 Kinetex C18
Na kolon¢ Kinetex C18 byly pro analyzu pitolisantu pouzity koncentrace organické mobilni
faze 20, 25 a 30 % (v/v), zatimco pro analyzu fluoxetinu byly pouzity podobné hodnoty
25, 30 a 35 % (v/v). VSechna méfeni byla provedena za konstantniho prutoku 0,692 ml/min.
Retenc¢ni faktory vypoétené z retencnich Casu a jejich logaritmované hodnoty pro jednotlivé
latky jsou uvedeny v Tabulce 2. Uginnost této kolony, vypodtena z retenéniho ¢asu a §itky
odeétené z poloviny piku obou standardd v optimalnim méfeni (viz. Tabulka 1) se rovnala
5949 teoretickych pater pro pitolisant a 9456 teoretickych pater pro fluoxetin. U obou méfeni
byla pikova symetrie niz$i nez 1 (viz. Tabulka 1) naznacujici zvySenou asymetrii na konci
piku. Hodnoty ucinnosti dosahovaly na této kolon¢ nejvyssich hodnot (viz. Tabulka 1) ve
srovnani s ostatnimi kolonami a $itky pikii, odectené v polovinég jejich vysky, byly nejmensi.
Uvedneny fakt je zajimavy s ohledem na to, Ze kolona Kinetex C18 nema nejmensi Castice ze
studované sady kolon. Nejlepsi kinetické parametry tak mohou byt ovlivnény tloustkou
porézni vrstvy castic, nebo sekundarni tpravou céstic a potlaCenim interakci s volnymi
silanoly (endcaping). Z téchto divodd byla kolona Kinetex C18 vybrana jako nejvhodnéjsi

kandidat pro dal$i optimalizaci separace analyzovanych léCiv.
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Tabulka 2: Reten¢ni Casy, faktory a jejich logaritmované hodnoty lé¢iv narkolepsie pro
kolonu Kinetex C18

Pitolisant Fluoxetin
% B RT [min] k In k % B RT [min] k In k
20 18,632 17,974 2,889 25 19,435 18,852 2,937
25 7,096 6,226 1,829 30 7,640 6,804 1,918
30 3,348 2,409 0,879 35 3,751 2,831 1,041

3.1.2 Evosphere DPH
Na analyzu pitolisantu byly pro tuto kolonu pouzity koncentrace organické mobilni faze
50,55 a 60 % (v/v), zatimco pro analyzu fluoxetinu byly pouzity podobné hodnoty
45,50 a55 % (v/v). Vsechna méfeni byla provedena za konstantniho priutoku 0,6 ml/min.
Retencni faktory vypoctené z retencnich Cast a jejich logaritmované hodnoty pro jednotlivé
latky jsou uvedeny v Tabulce 3. Uginnost této kolony, vypodtena z retenéniho Gasu a Sitky
odectené z poloviny piku obou standardi v optimalnim méfeni (viz. Tabulka 1) se rovnala
3427 teoretickych pater pro pitolisant a 6532 teoretickych pater pro fluoxetin. U obou méfeni
byla pikova symetrie vyssi nez 1 (viz. Tabulka 1) naznacujici zvy$enou asymetrii na zacatku
piku. Tato kolona ma na rozdil od ostatnich kolon v této ¢asti zcela odli$né retencni modely
obou léCiv, jak je viditelné na Obrazku 8 a 9. Retence latek nebyla v méfeném rozsahu silné

ovlivnéna zménou obsahu organické mobilni faze.

Tabulka 3: Retenéni Casy, faktory a jejich logaritmované hodnoty 1é¢iv narkolepsie pro

kolonu Evosphere DPH

Pitolisant Fluoxetin
% B RT [min] k In k % B RT [min] k In k
50 7,790 3,721 1,314 45 9,046 4,536 1,512
55 7,160 3,339 1,206 50 7,465 3,569 1,272
60 6,754 3,093 1,129 55 6,538 3,001 1,099

3.1.3 Hydrosphere C18
Kolona Hydrosphere C18 byla prvni méfenou kolonou, a proto vSechna méfeni byla
provedena za konstantniho pritoku 0,4 ml/min. Na analyzu pitolisantu byly na této kolon¢
pouzity koncentrace organické mobilni faze 10, 15 a 20 % (v/v), zatimco pro analyzu

fluoxetinu byly pouzity podobné hodnoty 13, 18 a 23 % (v/v). Retencni faktory vypoctené
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z retencnich Cast a jejich logaritmované hodnoty pro jednotlivé latky jsou uvedeny v Tabulce
4. Uginnost této kolony, vypoétend z retenéniho ¢asu a §itky odeétené z poloviny piku obou
standardi v optimalnim méfeni (viz. Tabulka 1) se rovnala 1607 teoretickych pater pro
pitolisant a 5687 teoretickych pater pro fluoxetin. U obou méfeni byla pikova symetrie nizsi

nez 1 (viz. Tabulka 1) naznacujici zvySenou asymetrii na konci piku.

Tabulka 4: Reten¢ni Casy, faktory a jejich logaritmované hodnoty 1é¢iv narkolepsie pro

kolonu Hydrosphere C18

Pitolisant Fluoxetin
% B RT [min] k In k % B RT [min] k In k
10 26,07 31,106 3,437 13 27,473 33,557 3,513
15 6,675 7,220 1,977 18 7,116 7,951 2,073
20 2,328 1,867 0,624 23 2,225 1,799 0,587

3.1.4 Arion Plus C18
Pro tuto kolonu byly pro analyzu pitolisantu pouzity koncentrace organické mobilni faze
19, 24 a 29 % (v/v), a pro analyzu fluoxetinu byly pouzity podobné hodnoty 18, 23 a 28 %
(v/v). Tato kolona se svymi dimenzemi velice podobala ptedchozi koloné¢ Hydrosphere C18.
Z tohoto dlivodu vSechna méfeni byla provedena za konstantniho pritoku 0,401 ml/min.
Retenc¢ni faktory vypoctené z reten¢nich ¢asii a jejich logaritmované hodnoty pro jednotlivé
latky jsou uvedeny v Tabulce 5. Uginnost této kolony, vypodtena z retenéniho ¢asu a §itky
odectené z poloviny piku obou standardi v optimalnim méfeni (viz. Tabulka 1) se rovnala
262 teoretickych pater pro pitolisant a 2656 teoretickych pater pro fluoxetin. U obou méfeni
byla pikova symetrie nizs$i nez 1 (viz. Tabulka 1) naznacujici zvySenou asymetrii na konci
piku. Jak l1ze vidét z Tabulky 2, G¢innost optimalni separace pro pitolisant na této kolon¢ byla
vyrazn€ niz8i neZ u jinych kolon. Hodnota $itky v zakladné 1 v poloviné vysky piku je takeé

vyrazné vyssi nez u dalSich kolon.
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Tabulka 5: Reten¢ni Casy, faktory a jejich logaritmované hodnoty lé¢iv narkolepsie pro

kolonu Arionplus C18

Pitolisant Fluoxetin
% B RT [min] k In k % B RT [min] Kk In k
19 16,092 20,456 3,018 18 24,855 32,140 3,470
24 6,290 7,387 2,000 23 6,763 8,017 2,082
29 2,850 2,800 1,030 28 2,450 2,267 0,818

3.2 Vybér vhodného aditiva do mobilni faze
Dal$im krokem v optimalizaci metody bylo vybrat vhodné aditivum do vodné mobilni faze A.
Byl testovan vliv tii riznych aditiv: kyseliny octové, kyseliny mravenci a octanu amonného.
Dodatecné byl jest¢ testovan prubéh analyzy s mobilni fazi bez ptidavku aditiva. VSechna
dostupna aditiva byla méfena pfi tiech urovnich koncentrace (viz. Tabulka 6) pokud vysledky
jejich méfeni byly vyhovujici z hlediska délky analyzy, vysky a vzhledu pika. K analyzam byl
pouzit smésny standard vSech 1é¢iv o koncentraci 0,1 mg/l. Pro usnadnéni separace latek
probihala separace na koloné vybrané jako nejucinnéj$i metodou gradientové eluce. Poc¢atecni
uroven gradientu byla arbitrarné nastavena na 20 % (v/v) organické faze B a 80 % (v/v) vodné
faze A sptidanou trovni aditiva. Gradient nasledné pokracoval linearné na 50 % B (v/v)
a50% A (v/v) v10. minut¢ analyzy. Po ukonCeni analyzy nasledovala pétiminutova
ekvilibrace systému na puvodni podminky (20 % B (v/v)). VSechna méfeni probihala za

konstantni teploty 30 °C a pratoku 0,692 ml/min.

Tabulka 6: Pouzita aditiva do vodné mobilni faze a Grovné jejich koncentraci béhem analyz

Pouzité aditivum:  Kyselina octova  Kyselina mravenci Octan amonny Cista voda
Experiment ¢ CH3COOH [%] @ HCOOH [%] C CH3COONH; [mM] @ H,0 [%]
1 0,1 0,1 10 100
2 0,05 0,05 5 -
3 0,025 0,025 - -

Z analyzovanych dat byly nejprve vykresleny chromatogramy zobrazujici priibéh separace
obou slozek (viz. Obrazek 10 a 12). Chromatogramy analyz jednotlivych aditiv byly slozeny
do jednotného grafu pro lepsi vizualizaci vysledkt a efektu aditiva na retenci daného 1é¢iva.
Na nasledujicich grafech jsou zobrazeny chromatogramy vyuzivajici nejnizs§i zméfenou

uroven koncentrace aditiv.
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Obrazek 10: Chromatogram analyz s riznymi aditivy vodné mobilni faze pitolisantu
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Obrazek 11: Vliv typu a koncentrace [% (v/Vv)] kyselych aditiv na vysku pika pitolisantu se

zobrazenou smérodatnou odchylkou méfeni (n=3)
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Na Obrazku 10 zobrazujicim pribéh separace pitolisantu lze postiehnout nékolik podstatnych
efektt aditiv. Za prvé, pridavkem kyselina mravenci ¢i kyseliny octové nedochazi k silnému
ovlivnéni separace a latka eluuje v oblasti paté az Sesté minuty analyzy. Zaroven lze vidét
i zjevny rozdil ve vySce zminénych pikd, kde analyza s ptfidavkem kyseliny mravenci
poskytovala podstatné uz8i a vys$i piky nez analyza s pfidavkem kyseliny octové. Lepsi
ilustraci toho efektu lze vidét na Obrazku 11, kde je snadno viditelné jak v analyzach
s ptidavkem kyseliny mravenéi jsou nejen vétsi vySky pikd, ale i nizsi smérodatné odchylky
vysky piki pfi opakovanych analyzach. V obou analyzach jsou piky asymetrické na konci
piku, ale z Obrazku 10 je viditelné, ze v analyze s ptidavkem kyseliny mravenci je efekt
asymetrie mnohem mensi.
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Druhy efekt, ktery lze z chromatogramu extrahovat, je vliv pfidavku octanu amonného na
retenéni chovani pitolisantu. Dochazi zde k podstatnému prodlouzeni analyzy az do Grovné,
kde pifedem stanoveny gradient nestacil na separaci latek (dochazelo k postgradientové eluci)
a musel byt nastaven rozsah gradientu na nasledujici podminky: 0 min - 20 % B; 23,33 min -
90 % B (v/v). Po ukonceni analyzy nasledovala pétiminutova ekvilibrace systému na ptivodni
podminky (20 % B (v/v)) (strmost modifikovaného gradientu byla zachovana konstantni na
ptavodni hodnot¢, tj. 3 %B/min). Pik pitolisantu je za téchto podminek drasticky niz$i a $irsi

se silnou asymetrii na konci piku.

Podobny efekt 1ze vypozorovat i v analyze bez ptidavku iontovych aditiv, pouZzivajici pouze
¢istou demineralizovanou vodu, kde opét dochazi k prodlouzeni analyzy do urovné, kde
musel byt pouzit modifikovany program gradientu. Nicméné analyzou pitolisantu mobilni fazi
bez jakéhokoli ptidavku dochazi k dodatecnému efektu. V chromatogramu se objevuje druhy
pik, ktery casteéné koeluuje s, a nelze ho hmotnostné rozlisit od, piku pitolisantu. Divod pro
ptitomnost druhého piku je neznamy, nicméné z koeluce pikii by $lo uvazovat, ze latky maji
podobné vlastnosti a strukturu. Moznou hypotézou pro vysvétleni tohoto efektu je pfitomnost
pitolisantu v neionizované form¢ (Hydrochlorid pitolisantu), ktera by nepfitomnosti kyselych
aditiv byla obsazena ve vétSich mnozstvich. Tato hypotéza vSak nevysvétluje, pro¢ podobny
efekt neni patrny Vv analyze s pifidavkem octanu amonného, ktery je v Cisté formé pH
neutralni, nicmén¢ i octan amonny by v ptitomnosti volné kyseliny chlorovodikové, uvolnéné

z molekuly pitolisantu, tvofil kysely roztok pufru s ocekavanou hodnotou pH 4,75.

Obrazek 12: Chromatogram analyz s riznymi aditivy vodné mobilni faze fluoxetinu
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Obrazek 13: Vliv typu a koncentrace [% (v/v)] kyselych aditiv na vysku pika fluoxetinu se

zobrazenou smérodatnou odchylkou méteni (n=3)
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Na Obréazku 12 zobrazujicim priabéh separace fluoxetinu lze postiechnout nékolik podobnych
efektt aditiv. Jako u pitolisantu, pfidavkem kyseliny octové nebo mravenc¢i nedochazi
k vyraznému ovlivnéni separace a latka eluuje v oblasti Sesté az sedmé minuty. Opét Ize vidét
I zjevny rozdil ve vySce pikl, kde analyza s pfidavkem kyseliny mravenc¢i poskytovala vyssi
piky nez analyza s pfidavkem kyseliny octové, ale na rozdil od pitolisantu neni mezi piky tak
vyrazny rozdil, jak 1épe ukazuje schéma na Obrazku 13. Asymetrie pikii je V obou analyzach

minimalni, ale v analyze s ptidavkem kyseliny octové je asymetrie lehce vyssi.

U analyzy spfidavkem octanu amonného, kterd byla opét provedena metodou
modifikovaného gradientu se stejnou strmosti 3 %B/min, 1ze vidét prvni podstatny rozdil
mezi analyzou pitolisantu a fluoxetinu. V této analyze se objevuje druhy pik, ktery nelze
hmotnostné rozlisit od piku fluoxetinu. Vyska obou pikl je v porovnani s kyselymi aditivy

podstatné niz$i a oba jsou siln¢ asymetrické.

Analyza fluoxetinu bez ptridavku aditiv poskytuje podobné vysledky jako u analyzy
pitolisantu. Piky se opét objevuji dva a vzajemné castecné koeluuji. Piky jsou nizké a silné
asymetrické. Hypotéza pro pfitomnost extra pikli v analyzach bez a s pfidavkem octanu je
stejnd jako v minulém pfipadé, kde origindlni forma standardu je také hydrochlorid

fluoxetinu.

Z téchto vysledku lze vyhodnotit, ze pfidavek kyseliny mravenéi o koncentraci 0,025 % (V/v)
ma na retenci a odezvu MS detektoru obou 1é¢iv nejvice pozitivni u¢inky a v této analyze

bylo rozhodnuto, Ze bude pouzivan po zbytek prace.
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3.3 Optimalizace programu gradientové eluce
Se staciondrni i mobilni fazi vybranou po zbytek analyz bylo dalSim krokem optimalizovat
podil slozek mobilni faze a pribéh gradientové eluce. Na vybrané kolon¢ byly pro tuto
analyzu zméfeny tii gradienty s rozdilnou strmosti. Poc¢atecni a koncové tirovné gradientu
byly zaloZeny na vysledcich z pifedchozi Gilohy a arbitrarné sniZzeny nebo zvySeny za ucelem
posouzeni retencniho chovani a dalSich charakteristik, vcéetné rozliSeni pitolisantu
a fluoxetinu. K analyzam byl pouzit smésny standard vSech 1é¢iv o koncentraci 0,1 mg/I.

Vsechna méteni probihala za konstantni teploty 30 °C a pratoku 0,692 ml/min.

Tabulka 7: Program gradienti a vysledné reten¢ni charakteristiky 1é¢iv narkolepsie

(TA = ¢as analyzy; bg = strmost gradientu)

Gradienty Pitolisant Fluoxetin Rozliseni
TA be RT w RT w
% B k k R
[min]  [%B/min] | [min] [min] [min] [min]
20 -50 10 3 6,346 5462 1,349 | 7,042 6,171 0,652 0,696
20-70 10 5 5,13 4224 1,041 | 5503 4,604 0,809 0,403
30-50 10 2 3,508 2572 1,402 | 4,164 3,240 0,816 0,592

Ze ziskanych a vypocitanych reten¢nich charakteristik (viz. Tabulka 7) lze usoudit, Ze
gradient pouzity v pfedchozi metodé o pribéhu: 0 min — 20 % B; 10 min — 50 % B (v/v)
dosahoval nejlepSich vysledki z hlediska rozliSeni obou pikt s pifijatelnymi reten¢nimi Casy,

a proto byl zvolen jako optimalni pro findlni metodu.

3.4 Optimalizace fragmentacni energie
Dalsim optimalizovanym parametrem byla fragmenta¢ni energie, coz je ve své podstaté napéti
vloZzené na pouzivany ionizacni zdroj, které, pokud je dostatecné vysoké, ma potencial
fragmentovat molekuly analytti na dil¢i ¢asti, jejichz struktura a velikost je zavisla na typu
pouzité ionizace a originalni struktufe analyti. Cilem optimalizace fragmentacni energie
vV metodé, ktera se nezabyva analyzou fragmentti, bylo najit vhodné napéti, pti kterém by se
ionizovalo maximalni mnoZstvi analytu a zarovein minimum by bylo fragmentovano.
Optimalni bod v napéti vlozeném na ionizacni zdroj by byl tedy energeticky prah pred
zacatkem fragmentace Viontovém zdroji. K analyze byly pouZity podminky urcené jako
optimalni v pfedchozich kapitolach a vzorek smésného standardu vSech 1é€iv o koncentraci
0,1 mg/l. Optimalni fragmentacni energie byla zjistovana v rozsahu 55 az 195 V s krokem

20V. Z vysledného chromatogramu byla odectena vyska obou pikt, ktera byla nasledné
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vlozena do zavislosti na nastavené fragmentacni energii (viz. Obrazek 14 a 15). Podle
grafického znazornéni byla nasledné¢ zvolena fragmentacni energie s nejvyssi vyslednou
vyskou piku, resp. 115 V pro pitolisant a 55 V pro fluoxetin. VSechna méteni probihala za

konstantni teploty 30 °C a prutoku 0,692 ml/min.

Obrazek 14: Grafické znazornéni optimalizace fragmentacni energie pitolisantu se
zvyraznénym zvolenym optimem

2,0E406 -

1,8E406 A

1,6E+06 o

1,4E+06 A

1,2E+06 -

vyska piku

1,0E+06 -

8,0E+05

E,DE_FOS 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

FE [V]

Obrazek 15: Grafické znazornéni optimalizace fragmentacni energie fluoxetinu se

zvyraznénym zvolenym optimem
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3.5 Optimalizace teploty separace

Jak bylo jiz uvedeno v kapitole 1.2.5.2, charakteristiky metody Ize ovlivnit rovnéz zménou
teploty kolony. Zvysenim teploty by teoreticky Slo docilit rychlejsi analyzy. V této analyze
byly opét pouzity vSechny piredem stanovené optimalni podminky a smésny standard vSech
1é¢iv o koncentraci 0,1 mg/l. Standard byl méfen pii péti teplotach (25; 30; 35; 40 a 45 °C)
metodou gradientové eluce. Ze ziskanych chromatogramii byly odecCteny retencni casy
avysky obou pika. Ze ziskanych dat byly dale vypocteny retencni faktory obou latek
v gradientu, které byly nasledné zlogaritmovany a vlozeny do zavislosti s pfevracenou
hodnotou teploty pievedené na jednotky Kelvind (viz. Obrazek 16). Z vysledného grafu je
viditelné, Ze se zvySujici teplotou dochazi ke sniZeni retence obou latek.

Obrazek 16: Vliv teploty na retenci obou 1é¢iv se zvyraznénym zvolenym bodem optima
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Na zaklad¢ téchto vysledkli bylo rozhodnuto v dalSich analyzach vyuzit teplotu 40 °C
z diivodu urychleni separace, zisku uZSich pikli a mensiho rizika degradace stacionarni faze

V porovnani s teplotou 45 °C.

3.6 Optimalizace pritoku mobilni faze
Pro dosaZeni co nejvys$si Gi€innosti separace byla pozornost dale vénovana optimalni hodnoté
pratoku, resp. optimalni linearni rychlosti mobilni faze. Toho bylo dosazeno na zaklad¢ van
Deemterovy teorie a tzv. H-u kiivky, tedy zavislosti vyskového ekvivalentu teoretického patra
na linearni rychlosti toku mobilni faze. Principem Van Deemterovy teorie je, zjednodusen¢,
ze pii prili§ vysokych ¢i pfili§ nizkych rychlostech analyzy dochéazi ke sniZovéani Uc¢innosti
separace. Pii nadmérné vysokych rychlostech jsou latky eluovany diiv nez jsou schopné se
ucinné rozdélit, zatimco pfi moc nizkych rychlostech dochazi k retenci slozek v ¢asticich
stacionarni faze a jejich eluce trva podstatné déle. Bézny tvar H-u kiivky je tedy pfiblizné
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parabolicky, kde bod v minimu kfivky by mél znamenat optimalni rychlost mobilni faze za
zisku maximalni G¢innosti. Je tady ovSem limitujici faktor celkového Casu analyzy, kde pfi
prili§ nizkych rychlostech trvaji analyzy pfili§ dlouho. Cilem optimalizace linearni rychlosti
mobilni faze je tedy najit co nejvyssi rychlost mobilni faze, kterda ma dostatecné vysokou

vyslednou ucinnost.

H-u kiivka se méfi pii konstantnich podminkach izokratické eluce. Pro tuto analyzu byl
zvolen rezim izokratické eluce o konstantnim sloZeni mobilni faze s 30% obsahem organické
faze B a 70% obsahem pfedem optimalizované vodné faze. K analyze byl pouzit smésny
standard vSech 1é¢iv o koncentraci 0,1 mg/l a standardni roztok thiomocoviny 0 koncentraci
1 mg/l pro ureni mrtvého objemu pii dané hodnoté pritoku. VSechna méfeni probihala pfi
pfedem optimalizované teplot¢ 40 °C. Hodnoty analyzovanych pratokd byly zvoleny
arbitrarné v rozsahu <0,03; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2 ... 0,7> ml/min s krokem 0,5 ml/min
u pritokds s hodnotou piesahujici 0,05 ml/min. Cas analyzy byl nastaven individudlng pro
kazdy pritok, tak aby doslo k uplné eluci vSech slozek. Ze ziskanych chromatogramu byly,
mimo mrtvych casii, odecteny i1 retencni Casy a S$itky pikd v poloviné vysky piku. Ze
ziskanych dat byly vypocteny linearni rychlosti mobilni faze podle Rovnice 8 a ucinnosti
separace pro jednotlivé slozky, které byly nasledné piepocteny pomoci dimenzi kolony na
vysku teoretického patra podle Rovnice 9. Na Obrazku 17 a 18 lze vidét zkonstruované H-u

ktivky a zvoleny bod optimalni rychlosti mobilni faze.
Rovnice 8: Vypocet linearni rychlosti toku mobilni faze pro odpovidajici hodnoty pratoku
- (7m)
“=\tm
u ... odpovidajici linearni rychlost mobilni faze pro dany priatok
1 ... délka kolony (Pro Kinetex C18: 150 mm)
TM ... mrtvy Cas kolony pro dany priitok

Rovnice 9: Prepocet ucinnosti kolony spocitané z sitky piku odecteného v poloving jeho

vysky na odpovidajici vysku teoretického patra

-4

H ... vyska teoretického patra
Nos ... t¢innost kolony vypocétena z Sitky piku odectené v poloving jeho vysky

1 ... délka kolony (Pro Kinetex C18: 150 mm)
68



Obrazek 17: H-u kiivka pro pitolisant se zvyraznénym zvolenym bodem optima
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Obrazek 18: H-u kiivka pro fluoxetin se zvyraznénym zvolenym bodem optima
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Z H-u kiivek je viditelné, Ze se sniZujici se linearni rychlosti mobilni faze dochazi ke
sniZovani vysky teoretického patra a vysledné 1 ke zvySovani Gi€innosti. Zaroven lze 1 vidét, Ze
pfi nejnizsich rychlostech dochdzi ke zpétnému zvySovani vysky patra a snizovani G€innosti.
Teoretické optimum je z obou kiivek viditelné v oblasti linearni rychlosti 50 mm/min, coz by
odpovidalo pritoku mobilni faze 0,2 ml/min. Nicménég retencni ¢asy obou latek jsou za téchto
podminek bod¢ nadmérné vysoké, a pokud by tato hodnota priatoku byla pouzita, tak by na
analyzu nestacil zavedeny program gradientu a musel by byt modifikovan. Bylo tedy
rozhodnuto pouzit pritok 0,4 ml/min, ktery byl vyrazné¢ G€inngj$i nez predem pouZivanych
cca 0,7 ml/min a poskytoval retenéni Casy u vSech 1é¢iv do deseti minut. Linearni rychlost
toku mobilni faze byla posledni optimalizovanou podminkou. Pomoci vysledné metody byl

zméfen smésny standard vSech lé¢iv 0 koncentraci 0,1 mg/l a z vyslednych hodnot byl
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vykreslen chromatogram zobrazujici separaci vSech 1éCiv za optimalnich podminek

(viz. Obrazek 19)
Obrazek 19: Chromatogram separace kalibra¢niho roztoku o koncentraci 0,1 mg/I
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3.7 Meéreni kalibra¢ni krivky a validace vyvinuté metody

Pomoci optimalizované metody (viz Kapitola 2.5) byla nasledné analyzovana kalibra¢ni fada
smésnych roztokl pitolisantu a fluoxetinu na nasledujicich koncentrac¢nich trovnich: 0,001;
0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 a 1 mg/l. Ze ziskanych dat byly sestrojeny kalibra¢ni
zavislosti ploch pikll na koncentraci latek (viz. Obrazek 20). Body v kalibracni kiivce byly
prolozeny linearnim trendem a ze spojnice trendu byla odectena rovnice regrese a koeficient
determinace urcujici linearitu kalibra¢ni fady. Tato rovnice trendu byla nasledné pouzita
K vypoctu spravnosti metody (viz. Tabulka 8). Kalibra¢ni roztok o koncentraci 0,1 mg/l byl
proméien stejnou metodou (6x/den) jesté po dalsi dvou dnech na stejném zatizeni pro zjisténi
opakovatelnosti metody (viz. Tabulka 8). Jako posledni byly spocitany limity detekce a limity
kvantifikace obou latek (viz. Tabulka 8).
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Obrazek 20: Sestrojené kalibra¢ni kiivky pro vSechny 1éCiva se zobrazenou rovnici

a linearitou trendu (n=3)
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Na Obrazku 20 lze vidét, Zze vysledné kalibra¢ni kiivky mély linearity 0,9995 pro pitolisant

a0,9989 pro fluoxetin. Dale lze vidét, ze kalibracni kiivky byla linedrni v celém rozsahu

koncentraci a nedochazelo ke snizovani ptesnosti béhem meéteni. Lze tedy usoudit, Ze rozsah

linearity této metody byl vcelém pouzitém rozsahu koncentraci kalibra¢ni kiivky od

0,001 mg/l po 1 mg/l.

Tabulka 8: Vypocitané valida¢ni parametry metody pro vSechny 1é¢iva

Valida¢ni parametr Pitolisant | Fluoxetin
Linearita 0,9995 0,9989
Rozsah linearity [mg/1] 0,001-1 0,001-1
Sprévnost nizka [%] (0,01 mg/1) 160,87 178,74
Spréavnost stiedni [%] (0,1 mg/1) 92,09 85,52
Spravnost vysoka [%] (0,5 mg/1) 98,65 101,41
Opakovatelnost 1. den [%] 0,388 1,549
Opakovatelnost 1.-3. den [%] 12, 631 10,381
LOD [ng/l] 160 94
LOQ [ng/l] 534 313

V Tabulce 8 lze vidét spravnost méfeni u tii kalibra¢nich roztok o koncentracich 0,5; 0,1

a 0,01 mg/l. Spravnost metody byla spocCitdna vlozenim namétfenych ploch vybranych

kalibracnich roztoki do rovnice trendu kalibracni kfivky a naslednym srovndnim se

skute¢nou hodnotou koncentrace (viz Rovnice 10). V Tabulce 8 lze vidét, ze spravnost

metody se blizi hodnoté 100 u vyssich koncentraci, zatimco u nizsich koncentraci dochazi ke



snizovani spravnosti. Z hodnoty spravnosti u nizSich koncentraci lze zaroven usoudit, ze
rovnice trendu kalibra¢ni fady nadhodnocuje vypoctené koncentrace oproti skuteCnym
hodnotam. Hypotézou, pro¢ dochazi k nadhodnocovani je pfitomnost bodl s nékolikanasobné
vysokou koncentraci (viz. Obrazek 20). Pokud by tyto body byly z kalibra¢ni kiivky
odebrany, spravnost metody pro nizsi koncentrace by se zlepsila, coz by mohl byt postup

vhodny pro analyzy 1é¢iv v uz§im rozsahu koncentraci.

Rovnice 10: Vypocet spravnosti méfeni
OcCteor. (kal.)

o= (
Creal(kal-)

)-100

CV ... spravnost méteni
Cteor. ... konc. vypo¢tena z rovnice trendu
Creal ... skute¢na konc.

Dalsim valida¢nim parametrem byla opakovatelnost. Z hodnot ploch pikt kalibra¢niho
roztoku o koncentraci 0,1 mg/l byla v prvni den validace pomoci Rovnice 11 vypocitana
jednodenni opakovatelnost jejiz hodnoty byly 0,388 % pro pitolisant a 1,549 % pro fluoxetin.
Opakovatelnost nam vyjadfuje relativni odchylku v dané sérii méfeni. Stejny roztok byl
nasledné méfen stejnou metodou po dalsi 2 dny a pruméru vSech hodnot byla vypocitana
mezi denni opakovatelnost, ktera nabyvala hodnot 12,631 % pro pitolisant a 10,381 % pro
fluoxetin. V analytické praxi jsou hodnoty do 10 % povazovany za dobré. Z hodnot
v Tabulce 8 Ize tedy usoudit, ze odchylky v méfeni v jeden den jsou zanedbatelné, zatimco
odchylky v mezi dennim méfenim dosahuji hodnot na hrané vyznamnosti vysledk. V tomto
ptipad¢ byla nizkd mezi denni opakovatelnost zpusobena vysokymi odchylkami v 2. den

meéfeni (viz. Ptilohy: Tabulka 10 a 11).

Rovnice 11: Vypocet opakovatelnosti méfeni pro dany den

A
REPy 4on, = 100 ( ’“”')

Q)Akal. X.den

REPx den ... Opakovatelnost metody vypocitana pro dany den
Posledni spocitanou valida¢ni hodnotou byly limity detekce a kvantifikace. Z meéteni
kalibra¢niho roztoku 0 koncentraci 0,1 mg/l v prvni den validace byly odecteny primérné
hodnoty Sumu na pozadi, které se rovnaly 6,115 pro pitolisant a 7,185 pro fluoxetin. Ty byly

nasledné vydéleny smérnici z dodatecné sestrojené kalibracni kiivky zavislosti vysky pika na
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koncentraci kalibra¢nich roztokd a vyndsobeny podle Rovnic 12 a 13 konstantou vyjadtujici
nutnou uroven rozdilu mezi maximem piku a pfirozenym pozadim. Z Tabulky 8 Ize vidét, ze
jak limit detekce, tak limit kvantifikace byly pod nejniz§i hodnotou koncentrace kalibracni
fady roztok.
Rovnice 12: Vypocet limitu detekce
@ Sum
Bhyc )

LOD=3-<

LOD ... limit detekce

B/ ... smérnice z kalibra¢ni zavislosti h/c

Rovnice 13: Vypocet limitu kvantifikace
1) §um>
B h/c

LOQ=10-<

LOQ ... limit kvantifikace

B/ ... smérnice z kalibra¢ni zavislosti h/c

3.8 Méreni metabolizovanych roztokii optimalizovanou metodou
Jako posledni ¢ast této prace analyzovany vzorky metabolizovanych roztokii vSech 1éciv.
Z pfedem ptipravenych bunéénych extrakti (viz. Kapitola 2.4) byla ptipravena tada
desetinasobné fedénych vzorkil, kterd byla nasledné proméfena vyvinutou, optimalizovanou
a validovanou metodou. Ziskané plochy byly rovnici trendu z pfemétené kalibraéni kiivky
prepocitany na residualni koncentrace 1é¢iv v umol/l, vynasobeny bud’'to 100x nebo 30x pro
kompenzaci fedéni a byly zaznamenany odchylky v méfeni (viz. Tabulka 9). Z hodnot

koncentraci v Tabulce 9 lze vypozorovat uréité trendy.

Jako prvni je tfeba poznamenat, ze pivodni vypoctené koncentrace jsou vyrazné vyssi nez
pocatecni. Diivodem pro tuto chybu je nizka spravnost metody pro nizsi koncentrace. Druhym
fedénim ptipravenych vzorku se residualni koncentrace dostala do oblasti 0,01 mg/l, kterd ma
nizkou spravnost a skute¢né koncentrace nadhodnocuje (viz. Tabulka 8). Pokud pfepocitdme
tyto koncentrace pomoci uréené spravnosti, zjistime Ze, aZ na roztok M6 IC, jsou vSechny
koncentrace nizsi nez piivodni koncentrace. Residudlni koncentrace fluoxetinu jsou podstatné
niz8i neZ koncentrace pitolisantu. Z této skutecnosti Ize usoudit, Ze fluoxetin je mnohem
snadné&ji metabolizovan nez pitolisant. Jako posledni trend, ktery v hodnotach existuje, je
rozdil v residualnich koncentracich mezi IC a EC roztoky. Z Tabulky 9 je vidét, Ze residualni

koncentrace v IC roztocich jsou v nékterych pfipadech vice jak dvakrat vyssi nez residudlni
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koncentrace v EC roztocich. Existuji dvé mozZnosti pro tento vysledek. Jednak bunééné
kultury nebyly vybranou pocéatecni koncentraci poSkozeny a mohli tak ddle metabolizovat
1éCiva relativné pomalou rychlosti. Nebo byly analyzovana 1éCiva snadno pienaseny pied

bunénou membranu a v disledky byly intraceluldrni koncentrace po extrakci vyssi.

Pro ilustraci vysledkt byly vykresleny chromatogramy metabolizovanych roztokti obou 1é¢iv
zobrazujici zavislosti intenzity odezvy MS detektoru nastaveného na SCAN mod v zdznamu
pozitivnich iont na ¢ase (viz. Obrazek 21 a 22). Kvantitativni vysledky byly pocitany z ploch
odectenych z neilustrovanych chromatogramti zavislosti intenzity SIM modu na Case. Je tieba
podotknout, Ze u téchto méfeni doSlo k malé modifikaci vyvinuté metody, ptfidanim
promyvaciho kroku v poslednich 2 minutach analyzy, kdy obsah organické mobilni faze byl
navysen a udrZzovan na 100 % (v/v), aby doSlo k vymyti ptipadnych neznamych latek s vyssi
retenci z kolony. Po skonceni analyzy nasledovala pétiminutova ekvilibrace na pocatecni

podminky (20 % B (V/v)).

Tabulka 9: Vysledky méfeni metabolizovanych roztoka s uvedenou spravnosti (n=3)

Informace o extraktech Pitolisant Fluoxetin
Jméno  Typ  ObsazZena Co ¢ P [umol/l] ¢ F [umol/l]
vzorku vzorku latka [umol/l] c=0 c = 160,87 =0 c=178,74

9,560 +
IC 10 - - 5,349
0,089
M2 _ Fluoxetin
3,591 +
EC 10 - - 2,009
0,123
84,37 £
IC 100 - - 47,203
0,158
M4 _ Fluoxetin
48,000 +
EC 100 - - 26,855
1,572
19,940 +
IC 10 12,395 - -
0,200
M6 _— Pitolisant
9,3690 +
EC 10 5,824 - -
0,363
144,89 +
IC 100 90,067 - -
0,583
M8 _ Pitolisant
107,06 +
EC 100 66,551 - -
1,603
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Obrazek 21: Chromatogram metabolizovaného roztoku pitolisantu méfeného vyvinutou
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Obrazek 22: Chromatogram metabolizovaného roztoku fluoxetinu méfeného vyvinutou
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Na chromatogramech lze vidét, ze mimo piky analyzovanych 1é¢iv se nevyskytuji jinak
odlisné piky a u ptitomnych pikti se neméni jejich intenzita. Mohli bychom tedy uvazovat, ze
V metabolizovanych roztocich se nevyskytuji diskrétni piky metabolitd, ale jelikoz pouzita
metoda nebyla vyvinuta na analyzu metabolitl pitolisantu a fluoxetinu, existuje moznost, ze
metabolity jsou v roztoku pfitomné, ale nejsou za nastavenych podminek analyzovatelné.
Tato hypotéza je dobrym zacatkem pro pfisti studie kde se lze zaméfit jednak na zménu
separacniho mechanismu a slozeni mobilni faze 1épe vhodnéjSi pro vice polarni latky.
V optimalizaci hmotnostni spektrometrie se lze soustfedit na zménu fragmentacni energie, tak
aby byla maximalizovana ionizace metaboliti. Hmotnostni rozsah spektrometru ve SCAN
moédu neni tfeba meénit, jelikoz navySeni hmotnosti 1é¢iv degradaci metabolismem Ize
ocekavat za nepravdépodobné. Z téchto zavéra lze uvazovat, Ze vyvinutou metodou nelze

metabolity pitolisantu a fluoxetinu analyzovat.
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4 ZAVER

V této diplomové praci byla vypracovana reSerSe zabyvajici se informacemi o symptomech
a metodach 1é¢by narkolepsie, instrumentaci a mody méfeni v kapalinové chromatografii
a hmotnostni spektrometrii a postupy interpretace, optimalizace a validace
chromatografickych metod. V experimentalni ¢asti prace byla optimalizovana metoda
pro analyzu vybranych 1éc¢iv narkolepsie v rezimu izokratické a gradientové eluce. Vysledky
z izokratické eluce byly jednak vyuzity k vybéru vhodné kolony, na které by probihala
metoda gradientové eluce, a dale pouzity k sestrojeni a optimalizaci h-u kiivky, ktera

poslouzila k identifikaci a vybéru optimalni linearni rychlosti mobilni faze skrz kolonu.

Prvni polovina teoretické ¢asti je vénovana obecnym informacim o symptomech a rizikach
narkolepsie s ¢aste¢nou zminkou o legislativni regulaci a prevalenci poruchy. Dale jsou v této
¢asti podrobné zpracovany informace o pfipravcich pouzivanych k 1écbé narkolepsie,
0 principu jejich funkce a vedlejsich ucincich. Kapitola je zakon¢ena seznamem analogickych
metod stanoveni 1é¢iv vybranych pro analyzu v experimentalni ¢asti. V druhé poloving
teoretické Casti je zpracovana teorie separa¢nich metod, instrumentace, fazové systémy
a metody detekce v kapalinové chromatografii. Zna¢na ¢ast se zabyva i popisem podobnych

témat v hmotnostni spektrometrii.

Cilem této diplomové prace byla optimalizace a validace podminek chromatografické
separace rezimem gradientové eluce a vybér vhodné kolony pro analyzu vybranych léciv
pro narkolepsii. Na pocatku prace bylo ptivodné planovano ziskat preparaty nové vyvinutych
1é¢iv se strukturou na bazi sulfonamidi od Centrum biomedicinského vyzkumu Fakultni
nemocnice Hradec Kralové, coz se bohuzel nepodafilo uskute¢nit. Jako nahrada byly potizeny
certifikované standardy aktualné pouzivanych 1é¢iv narkolepsie. Konkrétné byly pouzity
pitolisant, komeréné¢ znamy jako Wakix, a fluoxetin, komeréné dostupny jako Prozac.
Vyvinutd metoda byla nésledné pouzita pro analyzu residudlnich koncentraci téchto 1é¢iv
v metabolizovanych extraktech lidskych bun¢k. Chromatografické separace byly provedeny v
systému s obradcenymi fdzemi na Ctyf rtiznych kolondch v izokratickych podminkéch ve
spojeni s hmotnostnim detektorem. Kolony Evosphere DPH, Hydrosphere C18 a Arionplus
C18 se kvili svym vysledkiim ukazaly jako nevhodné volby pro G¢innou separaci. Zbyvajici
kolona Kinetex C18 se prokazala jako nejucinngjsi a byla zvolena pro naslednou optimalizaci
gradientové eluce. V nasledujici sérii experimentii byla vénovana pozornost optimalizaci
pracovnich podminek. Mezi optimalizované parametry patiilo sloZzeni mobilni faze, program

gradientové eluce, teplota kolony, linearni rychlost mobilni faze a fragmentacni energie.
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Vyslednd metoda byla validovéna se zaméfenim na linearitu a jeji rozsah, presnost, spravnost,

opakovatelnost, LOD a LOQ. Vysledky validace 1ze povazovat za uspokojivé.

Z analyzy metabolizovanych roztokt bylo ur¢eno, Ze 1é¢iva byly vybranym kmenem lidskych
bun¢k metabolizovany, ale metoda ptipravy vzorku zvySovala chybu ve stanoveni. Bylo
usouzeno, ze fluoxetin je metabolizovan snadnéji nez pitolisant. DalSim zjiSténim byla
zvySena koncentrace obou lé¢iv v extraktech intracelularniho prostoru ve srovnani s extrakty
extracelularniho prostoru. V zavéru metody bylo konstatovano, ze v chromatogramech
analyzy metabolizovanych roztokid nejsou viditelné diskrétni piky metabolitl, a tedy metodu

nelze vyuzit pro cilenou analyzu metabolitl pitolisantu ¢i fluoxetinu.
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PRILOHY
Tabulka 10: Naméfeni retencni charakteristiky a vypoctené hodnoty reproduktibility

pitolisantu pro kalibra¢ni roztok o koncentraci 0,1 mg/I

1. den 2. den 3. den 1.-3.den
A A A A

54960 38845 52269

54929 40124 52292

54606 38925 53601

54779 38280 52985 FA L 23 den)
54644 53810 53243

54401 53992 52934

REP: 0,388 REP: 17,493 REP: 0,995 REP: 12,631

Tabulka 11: Naméfeni reten¢ni charakteristiky a vypoctené hodnoty reproduktibility

fluoxetinu pro kalibra¢ni roztok o koncentraci 0,1 mg/1

1. den 2. den 3. den 1.-3.den
A A A A
74731 54929 63788
73090 56906 65229
72082 56215 66712
72268 53962 67448 FA 233 den
72349 73269 67652
71528 72548 67724
REP: 1,549 REP: 14,760 REP: 2,400 REP: 10,381
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