UNIVERZITA PARDUBICE
FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

Vyvoj metodiky na sledovani vybranych 1&Civ a jejich
metabolitli v moci pacientd s vyuzitim detekce
hmotnostni spektrometrii

DIPLOMOVA PRACE

2020 Bc. Katefina Bonczkova



UNIVERSITY OF PARDUBICE
FACULTY OF CHEMICAL TECHNOLOGY

Development of a method for monitoring selected drugs
and their metabolites in the patient’s urine using mass
spectrometry detection

MASTER THESIS

2020 Bc. Katefina Bonczkova



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2019/2020

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pfijmeni:  Bc. Katefina Bonczkova

Osobni cislo: C18480

Studijni program: ~ N3912 Specialni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Bioanalytik

Téma prace: Vyvoj metodiky na sledovani vybranych Iéciv a jejich metabolitl

v moci pacienti s vyuzitim detekce hmotnostni spektrometrii
Zadavajici katedra:  Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovani
Teoreticka Cast:
Literarni reSerSe na téma analyzy biologicky vyznamnych latek v moci.
Stopova analyza, hmotnostni spektrometrie.
Farmakokinetika.

Instrumentace kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii.

Experimentalni cast:

Testovani extrakénich metod a Uprava vzorku pred vlastni analyzou.

Validace analytické metody.



Rozsah pracovni zpravy:
Rozsah grafickych praci:

Forma zpracovani diplomové prace:

Seznam doporucené literatury:

Vedouci diplomové préce:

Konzultant diplomové prace:

Datum zadani diplomové prace:

Termin odevzdani diplomové prace:

prof. Ing. Petr Kalenda, CSc.

dékan

V Pardubicich dne 28. inora 2020

25s.
dle potieby
tisténa

prof. Mgr. Roman Kandar, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Ing. Jifi Kwiecien, Ph.D.
vios

20. prosince 2019
7. kvétna 2020

LS.

prof. Mgr. Roman Kandar, Ph.D.

vedouci katedry



Prohlasuji:

Tuto préci jsem vypracovala samostatné. Veskeré literdrni prameny a informace, které¢ jsem

Vv praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zakona ¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, zejména se skute¢nosti, ze Univerzita Pardubice ma
pravo na uzavieni licen¢ni smlouvy o uziti této prace jako skolniho dila podle § 60 odst.
1 autorského zakona, a s tim, Ze pokud dojde k uziti této pradce mnou nebo bude poskytnuta
licence o wuziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne pozadovat
pfiméfeny prispévek na thradu nédkladl, které na vytvoreni dila vynalozila, a to podle

okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb., 0 vysokych $kolach a 0 zméné
a doplnéni dalSich zdkonl (zdkon o vysokych Skoldch), ve znéni pozdé¢jSich predpisi,
a smérnici Univerzity Pardubice ¢.9/2012, bude prace zveifejnéna v Univerzitni knihovné

a prostfednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne

Bc. Katefina Bonczkova



PODEKOVANI

Na tomto misté¢ bych rada podeékovala prof. Mgr. Romanu Kand’arovi, Ph.D. a Ing. Jifimu
Kwiecienovi, Ph.D. za jejich odborné rady, cenné ptipominky, pomoc pifi méteni v laboratofi
a ¢as, ktery mi vénovali v prubéhu celé diplomové prace. Dale bych chtéla podékovat celé
laboratofi hmotnostni spektrometrie Vyzkumného tstavu organickych syntéz za vstiicnost pti
vykonavani experimentalni €asti diplomové prace. Dékuji také své rodin€ a pratelim za

veskerou podporu béhem studia.



ANOTACE

Tématem této prace byl vyvoj metodiky na sledovani vybranych 1éCiv a jejich metabolitt
Vv moc¢i pacientd s vyuzitim detekce hmotnostni spektrometrii.

Teoreticka ¢ast je vénovana vysokoucinné kapalinové chromatografii jako takové, hmotnostni
spektrometrii jako moznosti detekce a zabyva se také piipravou vzorkli pro analyzu
kapalinovou chromatografii. Dale jsou zde popsana antihypertenziva a jejich rozdé¢leni.
Zvlastni pozornost je mimo jiné vénovana i jednotlivym 1é¢ivim, ktera byla stanovovana.

V experimentalni ¢asti se prace zabyva pfipravou vzorka pied vlastni analyzou a nastavenim

konkrétnich podminek pfti analyze vzorkii.

KLICOVA SLOVA

Vysokoucinna kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie, antihypertenziva,

extrakce



ANNOTATION

The aim of this work was the development of a method for monitoring selected drugs and
their metabolites in the patient’s urine using mass spectrometry detection.

The theoretical part describes high performance liquid chromatography, mass spectrometry as
a means of detection and also deals with the preparation of samples for analysis by liquid
chromatography. Furthermore, antihypertensive drugs and their distributions are described.
Particular attention is paid, besides, to the individual drugs that have been determined.

In the experimental part, the work deals with sample preparation before analysis, setting of

specific conditions in the analysis of patient samples.
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UVOD

Arterialni hypertenze je fazena mezi nejcastéji se Vyskytujici onemocnéni kardiovaskularniho
systému. Zarovefi lze Fici, ze se jedna o nejdast&jsi p¥i¢inu mortality a morbidity v Ceské
republice. Je to zavazna civilizaéni choroba vedouci ¢asto k ischemické chorobé srdecni,
srde¢nimu selhani ¢i cévni mozkové ptihode¢.

Lécba vysokého tlaku je nakladna, ale je dilezité, aby ji lidé nepodcenovali. K 1écbé
hypertenze se uzivaji antihypertenziva, coz jsou léky, bez kterych se vétSina dnesni populace
neobejde.

K podcenovani ¢asto dochazi pii dlouhodobém ptijmu 1é¢iv v domacim oSetfovani, kdy
pacient jednoduSe zapomene na svou denni davku 1é¢iv. Z pohledu oSetfujiciho 1ékate tak
muze dochazet k dojmu, Ze je 1écba neucinnd, zvySuje ddvky a méni medikaci. Tim vlastné
dochazi k plytvani 1éCivy.

Tato prace se zabyva antihypertenzivy, jako jsou acebutolol, telmisartan, hydrochlorthiazid,
perindopril ¢i amlodipin. Vyuzita byla technika spojeni vysokoucinné kapalinové
chromatografie ve spojeni s vysokorozlisovaci hmotnostni detekci, jakozto moderni nastroj
pro vysoce selektivni a citlivé analyzy. Vyslednd analytickd metoda pak muze spolu
s I¢katskym vysvétlenim fyziologickych vlastnosti poukéazat na dodrzovani 1é¢by pacienty.
M¢teni bylo provadéno ve Vyzkumném tstavu organickych syntéz na useku analytiky
Vv laboratofi hmotnostni spektrometrie.

Navrzené podminky a seznam analytl nejsou rigidni, nybrZ 1ze vhodnymi postupy metodu
rozSifovat, podle potieby 1ékaii a v zavislosti na ménicich se trendech 1échy

kardiovaskularnich chorob.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 METODA STANOVENI

1.1.1 Kapalinova chromatografie

V dnesni dob¢ jsou uzivany tii varianty kapalinové chromatografie. Jedna se o nizkotlakou
kolonovou kapalinovou chromatografii, ktera svym experimentalnim uspotfadanim odpovida
puvodnimu Cvé€tovu navrhu a vyuziva se nejCastéji pii Cisténi smési latek. Planarni
chromatografie se vyznacuje instrumentalni jednoduchosti a nenaro¢nosti provedeni
apouziva se pro analytické a mikropreparativni ucely. V analytické chemii zaujima vsSak

dominantni postaveni vysokouc¢inna kapalinova chromatografie. [1]

1.1.2 Vysokoudinna kapalinova chromatografie

Jedna se 0 pokrocilou a instrumentalné naroc¢nou techniku kapalinové chromatografie.
V soucasné dob¢ je bézné pouZzivanou analytickou metodou pro separaci biologicky aktivnich
latek. Pouziva se kseparaci a analyze slouCenin mechanismem pienosu analytd mezi
stacionarni a mobilni fazi. Vysokych uc¢innosti se dosahuje pouzitim kolon, které jsou
naplnény stacionarni fazi o dobte definované malé velikosti ¢astic. Hlavni pfi¢inou toho, pro¢
mensi Castice vedou K vétsimu rozliSeni je to, ze difizni drahy v mobilni a stacionarni fazi
jsou kratsi, a to tedy podporuje rychlejsi rozdéleni latky mezi obé faze. Metoda se nazyva
vysokotlakou kapalinovou chromatografii proto, Ze priutok mobilni faze je veden za vysokého
tlaku v jednotkach az desitkich MPa. Své uplatnéni nasla nejen ve farmaceutickém ¢i
petrochemickém pramyslu, ale také v potravinafstvi, toxikologii ¢i zemédé€lstvi. [1], [2], [3]
Zikladni pojmy pouZivané v HPLC

Za vysledek analyzy pfi pouziti kolonového chromatografu se povazuje chromatogram, coz je
zaznam odezvy detektoru na Case. Detektory, které se pouzivaji v chromatografii, poskytuji
nejCastéji odezvu umérnou koncentraci analytu, proto jsou zoény separovanych latek
prochazejici detektorem zaznamenany jako charakteristické koncentraéni profily s maximem,
tzv. chromatografické piky. Latka, jejiz hladina se stanovuje touto metodou, se nazyva analyt.
Vzorek je vnasen mezi dvé vzajemné nemisitelné faze. Stacionarni faze je fazi nepohyblivou
a mobilni faze je pohybliva, pfi¢emz unasi vzorek kolonou. [1], [4]

Popis chromatogramu

Pti popisu chromatogramu hodnotime S$itku chromatografického piku Y, coz je odecet
hodnoty na tirovni zakladni linie, muZze byt odectena i v poloviné vysky piku, a pak se tedy

zna¢i Y12. Dale je hodnocena vyska piku h, tedy vzdalenost mezi maximem piku a nulovou
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linii, nebo plocha A, ktera je tézko vyhodnotitelna a vymezuje se teckami jeho vzestupné

a sestupné linie a zakladni, tedy nulové linie. [4], [5]

A sloZzka A
g start
X :
o inert
<
| | ek
=3 IR zdkladni
@ Tinie
v I

[

Obrazek 1: Popis chromatogramu [4]

Retenéni charakteristiky

Retencni charakteristiky popisuji zadrzovani eluentu v koloné. Retencni Cas tr, je zakladni
charakteristika, ktera ptedstavuje urcitou dobu, kterou stravi molekula slozky v kolong.
Jednoduse lze fici, ze je to doba od nastfiku vzorku po dosazeni vrcholu piku. Tuto dobu
muzeme rozdélit na dobu, kterou stravi vzorek v mobilni fazi, coz je mrtvy retenéni ¢as tm
a Cas straveny ve stacionarni fazi, redukovany reten¢ni ¢as t'r. Miru retence separovanych
latek udava retenéni faktor k. [1], [4], [5]

Utinnost procesu separace

Ukolem chromatografickych metod je dosahnuti co nejlepsi separace slozek vzorku, a to v co
nejkratsim Case. Tedy ¢im je kolona G¢inngjsi, tim dochazi k lepsi separaci, jelikoz G¢innost je
schopnost separovat slozky smési. V ptipadé rostouci rychlosti rozmyvani zon separovanych
latek dochazi k poklesu ucinnosti chromatografické kolony. Existuje fada teorii, které popisuji
toto rozmyvani zon. [1], [6]

Jednou z téchto teorii je teorie chromatografického patra, ktera rozdéluje kolonu na pomysina
patra, tzv. elementarni jednotky. Na kazdém tomto patie musi dojit k ustanoveni rovnovahy.
Tedy probéhne zde cely separac¢ni krok, jako sorpce vzorku na povrch stacionarni faze
a nasledna desorpce do mobilni faze. Cim vice pater, tim vét$i ma kolona uéinnost. [1], [6]
Druhou znamou teorii je dynamicka teorie van Deemtera, ktera popisuje procesy, které
mohou pfispivat k rozmyvani zén béhem separace. Teorie charakterizuje tii nezavislé
a adaptivni procesy, které se podileji na rozmyvani zon separovanych latek. Mezi tyto procesy
fadime vifivou (turbulentni) difizi v mobilni fazi Hr, molekularni (axialni) difazi v mobilni

fazi Hr a odpor proti pfevodu hmoty v mobilni a stacionarni fazi Hwm. [1]
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Optimalizace podminek

Chceme-li co nejefektivnéji dosahnout pozadované separace Vv co nejkratsim casovém
intervalu, musime zvolit vhodné pracovni podminky, tedy optimalizovat pracovni podminky.
Pro optimalizaci HPLC analyzy je dulezitd vhodna volba slozeni mobilni faze. Pofadi
eluyjicich latek je dano vzajemnym vztahem polarity separovanych latek a polarity mobilni
a stacionarni faze. Tedy pokud pouzijeme polarni stacionarni fazi, pak jsou v kolon¢ nejméné
zadrzovany nepolarni slozky vzorku. [1]

Instrumentace

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie vyzaduje instrumentalné naro¢nou techniku.
Nezbytnymi soucastmi této techniky jsou zasobnik mobilni faze, sméSovaci zafizeni,
vysokotlaké  Cerpadlo, davkovaci zafizeni, chromatograficka kolona, detektor

a vyhodnocovaci zafizeni. [4]

&erpadio davkovaci
zafizeni

fizeni slozeni |

smeésovaci
zafizeni

zasobniky

ok vyhodnocovaci
mobilni faze

zafizeni

Obrdzek 2: Schéma p¥istroje pro vysokeacinnou kapalinovou chromatografii [4]

detektol

Vysokotlaké Cerpadlo zajistuje tok mobilni faze. Provozni tlak cerpadla je nékolik desitek
tisic kPa a zavisi na rozmérech kolony, velikosti ¢astic, prutoku a slozeni mobilni faze. Mezi
dva zakladni typy cerpadel pouzivanych v HPLC se fadi linearni ¢erpadlo, které se sklada
z pistu pohybujiciho se v pracovnim valci o objemu az nékolik set ml, pti¢emz mobilni faze je
pied analyzou naplnéna do valce a posuvem pistu je vytlatena do davkovaciho ventilu
a separacni kolony. Recipro¢ni uspofadani Cerpadla je druhym typem Cerpadla, zde pist ve
valci o objemu desitek az stovek pl periodicky nasava a poté vytlacuje mobilni fazi. Material
Cerpadla nesmi byt narusen mobilni fazi a také do ni nesmi uvolnovat zadné latky.[1], [4], [7]

SméSovaci zafizeni se pouziva pii gradientové eluci. Toto zafizeni je mozné naprogramovat
tak, aby se s vyuzitim zasobnikti riznych kapalin dala pfipravit smés stalého Slozeni anebo

smes, jejiz Slozeni se v prubéhu separace bude meénit. [4]
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Davkovani vzorku tvoti v HPLC problém, jelikoz vzorek o ptesné definovaném objemu musi
byt nadavkovan do proudu mobilni faze, ktera je protlatovana kolonou pod vysokym tlakem.
Pokud je davkovani nedokonalé, pak dochazi ke snizeni ucinnosti metody, protoze dojde
k rozmyvani pika v disledku mimokolonovych ptispévkia davkovaciho zafizeni. Diive se
vyuzivalo k davkovani vzorku injekénich stiikacek, dnes se pouZzivd nejCastéji Sesticestny
ventil s davkovaci smyckou. [1], [4]

Separa¢ni kolony, které se pouzivaji v HPLC musi byt vyrobeny z materialu, ktery je schopen
odolavat vysokému tlaku mobilni faze. Takovymto materidlem je nejcastéji ocel nebo
tlustosténna sklenéna trubice. Chromatografické separac¢ni kolony jsou dlouhé 50 az 300 mm
S vnitinim primérem 2 az 5 mm a musi byt naplnény vhodnou stacionarni fazi. Velikost
molekul stacionarni faze je 3 az 10 um. Nosi¢em vazané stacionarni faze je dnes silikagel.
Jako ochrana kolony se mohou pouzivat tzv. pfedkolony, které chrani samotnou kolonu pied
necistotami a nerozpustnymi materialy. [1], [4], [7]

Dalsi soucasti HPLC jsou detektory. Jsou umistény za chromatografickou kolonou a registruji
rozdil mezi prichodem C¢isté mobilni faze a mobilni faze, ktera obsahuje eluovanou slozku.
Nejcastéji se rozd€luji na koncentraéni a hmotnostni detektory, dal§im zpiisobem déleni mize
byt na destruk¢ni a nedestrukéni detektory. [1], [6]

Idealni detektor pro HPLC by mél byt specificky a s dostatecnou citlivosti, nemél by ptispivat
K rozsifovani chromatografickych zon a odezva detektoru by méla byt okamzita. Mimo to by
mél byt nedestruktivni, spolehlivy a snadno pouzitelny. Zadny detektor nespliiuje viechny
vyse uvedené pozadavky. [1], [6]

Nejcastéji uzivané detektory v kapalinové chromatografii jsou spektrofotometrické,
fluorimetrické, refraktometrické a elektrochemické. [6]

V dnesni dobé se stale vice pouzivaji hmotnostné spektrometrické detektory, jelikoz jsou jiz

cenove dostupnéjsi. [6]

1.2 HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie je separacni technikou, ve které jsou molekuly ptevedeny na ionty,
které jsou rozliSeny podle poméru hmotnosti a naboje (m/z).

Jiz vroce 1913 se Thompson zabyval hmotnostni spektrometrii, dokazal rozlisit isotopy
neonu. [8]

V soucasnosti patii hmotnostni spektrometrie k nepostradatelnym analytickych nastrojim

v biochemii, chemii, farmacii a dalsich oborech. [9]
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Tti zakladni soucasti hmotnostnich spektrometri jsou iontovy zdroj, analyzator a detektor.
Mezi primarni kroky této techniky patii odpateni vzorku, ionizace, akcelerace ionti do
hmotnostniho analyzatoru, separace iontli v hmotnostnim analyzatoru a detekce iontu. Signal

je digitalizovan a nasledné pieveden do podoby hmotnostniho spektra. [4], [9]

lonity ionty
on uréitého
- m'z
= =
—
v:s;:‘l?u iontovy hmotnostni R vyhodnocovaci
zdroj analyzator zafizeni

Obrdazek 3: Obvyklé schéma hmotnostniho spektrometru [4]

Ve vétsiné hmotnostnich spektrometrti nastava reakce, pii které dojde ke vzniku iontti a po
této reakci probiha jejich analyza. V ptipadé, kdy jsou hmotnostni spektrometry spojeny jako
tandemové, dochazi v prvni reakci ke vzniku ionti, z kterych se poté separuje pozadovany

ion, ktery je podroben dalsi reakci za vzniku iontt, které jsou nasledné podrobeny analyze. [4]

o I I
A |@=>o0 oom
g [ ]
reakce analyza
B Q/—'>O 0 O<:° O a
g I I | | A | I
reakce separace reakce analyza

Obrazek 4: Uspordddani hmotnostniho spektrometru: A) zdkladni, B) tandemové [4]

Spojenim  separacnich metod (plynova, kapalinova chromatografie) s hmotnostnim
spektrometrem dojde k vyznamnému zvyseni selektivity a Ize provést identifikaci komponent
ve slozité matrici. Hmotnostni spektrometr tak mtizeme povazovat za strukturné selektivni

detektor, ktery latky identifikuje na zakladé hmotnostniho spektra. [11]

1.2.1 Instrumentace
Mezi zakladni stavebni prvky instrumentace, které najdeme u vSech pfistroji, patii vstup,
iontovy zdroj, hmotnostni analyzator, detektor, pocitac s programem, ktery zpracovava

hmotnostni spektra, a vakuovy cerpaci systém.
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IONTOVE ZDROJE

V iontovém zdroji dochazi k pievedeni analyzované latky do ionizovaného stavu. Mimo jiné
zde také probihaji fragmenta¢ni reakce, které nasledné vedou k destrukci chemickych vazeb
vzniklého iontu. Zpusobu ionizace je vice, jako napiiklad ionizace narazem elektroni,
chemicka ionizace anebo sprejové ionizacni techniky. Lze je rozdélit do dvou zakladnich
skupin, na ioniza¢ni techniky , m&kké* a ,,tvrdé“. U ,,mékkych® ioniza¢nich technik ziskava
molekula mensi mnozstvi energie a dochazi k malé¢ fragmentaci. Kdezto u,tvrdych*
ioniza¢nich technik ziskava molekula nadbytek vnitini energie a dojde k velké fragmentaci.
[4], [12]

Elektronova ionizace (El) patii mezi ,tvrdé” ioniza¢ni techniky a princip je zalozen na
predavani energie leticich elektroni molekulam analytu. Nejéastéji se vyuziva ve spojeni GC-
MS. Vznikaji pii ni kladné ionty a mimo to i bohata fragmentaéni spektra, ktera umoziuji
identifikaci analyzované slouceniny, jelikoz nami ziskana spektra mizeme porovnavat
s knihovnou spekter. [12]

Chemicka ionizace (Cl) se tadi mezi ,,mékké* ionizacni techniky, tudiz predstavuje vyhodu
ziskani spektra s mensi fragmentaci. Ve zdroji je navic pfitomen pomocny plyn, pii¢emz
proudem elektroni dochazi nejprve k ionizaci molekul tohoto pomocného plynu, a ty poté
ionizuji molekuly vzorku. Dochazi nejéastéji ke vzniku ionti se sudym poc¢tem elektronii.[13]
Elektrosprej (ESI) je ioniza¢ni technika patiici mezi ionizac¢ni techniky probihajici za
atmosférického tlaku. Pouziva se pro latky stfedné polarni az polarni. V prubéhu ionizace
dochazi k tvorbé kapicek na vystupu kapilary, do které vstupuje analyt spolu s mobilni fazi.
Dojde k rozpraseni zmlzovacim plynem, rozpoustédlo se zkapicek postupné odpatuje,
a dochazi ke kondenzaci povrchového naboje. Po uréité dobé piijde okamzik, kdy dojde
k coulombické explozi, coz znamena, Ze se kapic¢ky rozdeli na jesté mensi. [12], [14]

Prvni ioniza¢ni technika pracujici za atmosférického tlaku byla objevena v roce 1973 a o rok
pozdé&ji byla objevena jeji vylepSena varianta jako chemicka ionizace za atmosférického tlaku
(APCI). [15], [16]

APCI je vhodna pro latky nepolarni az stfedn€ polarni. Princip je podobny jako u klasické
chemické ionizaci. Na konci kapilary dojde k rozpraseni eluatu pneumatickym zmlzovacem
a vznikly aerosol je rychle odpaien. Na vybojovou jehlu je vlozeno napéti a dojde ke vzniku
koronarniho vyboje, jimz jsou nasledné ionizovany molekuly mobilni faze. Vzniklé ionty poté
ionizuji molekuly analytu. [17]

lonizace laserem za casti matrice, neboli MALDI, se pouziva nej¢astéji pro analyzu proteini

a jinych makromolekul. Jesté pied samotnou ionizaci dojde ke smichani vzorku s organickou
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kyselinou. lonizace zahrnuje kratky intenzivni puls laserem, pficemz energie je absorbovana
matrici. Poté dojde k desorpci matrice a analytu. lonizovana matrice pifedava energii analytu.
[12]

HMOTNOSTN{ ANALYZATORY

Predstavuji dilezitou souc¢ast hmotnostniho spektrometru. Za ptitomnosti vakua zde dochazi
k separaci iontti na zakladé¢ poméru m/z, tedy hmotnosti k naboji. Hmotnostni analyzatory lze
rozd¢lit do nékolika skupin. Do prvni skupiny muzeme zafadit skenujici analyzatory, které
nepietrzité v ¢ase separuji a poté vysilaji k detektoru ionty s urcitou hodnotou m/z. Jedna se
naptiklad o kvadrupélovy analyzator. Druha skupina zahrnuje analyzatory s transmisi v§ech
iont zaroven do letové trubice, tam nasledn¢ dojde k separaci diky rozdilné dobé letu
k detektoru. Typickym zastupcem je analyzator doby letu. Do dalsi skupiny mizeme zahrnout
analyzatory, které zachycuji ionty v cele nebo pasti. [12]

Kvadrupolovy analyzator je patrné jeden z nejvice rozsifenych hmotnostnich analyzatort. Pii
jeho zavadéni byli slibnymi vlastnostmi citlivost, mechanicka jednoduchost, nizka hmotnost
a nepiitomnost t€Zkopadného magnetu a vysokorychlostni elektronické skenovani. Nyni patii
mezi jeho vyhody nepochybné nizsi pofizovaci cena, snadna obsluha a spojeni s HPLC. Je
slozen ze ¢ty tyci, na které je vlozeno stfidavé a stejnosmérné napéti, pticemz protilehlé
elektrody maji vzdy stejnou polaritu, dvé jsou kladné a dvé zaporné. Podle amplitudy
stiidavého napéti v daném okamziku a velikosti stejnosmérného napéti se ionty s urcitou
hodnotou m/z pohybuji po stabilni trajektorii smérem k detektoru. lonty pohybujici se po
nestabilni trajektorii jsou vychyleny a na detektor nedopadnou. Tento analyzator muze
pracovat ve dvou rezimech. Prvnim je skenovaci, kdy se pribézné meéni elektrické pole, coz
nam umozni prométit vSechny hodnoty m/z v kratkém ¢ase. Tento rezim je mén¢ citlivy, zato
umoziiuje sledovani vSech iontl vzniklych v iontovém zdroji. V druhém rezimu Se nastavi
elektrické pole tak, aby prochazely pouze ionty o ptislusné hodnoté m/z, je to tzv. SIM rezim
(z angl. Single lon Monitoring). Tento rezim mize byt vyuzit pro citlivou kvantifikaci pfedem
zvolenych latek. [12], [17]
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Obrazek 5. Hmotnostni spektrometr s kvadrupdlem (a — vstup vzorku, b — iontovy zdroj, ¢ —

kvadrupol, d — detekce, e — vakuum) [4]

V piipad¢é pruletového analyzatoru je separace iontt zalozena na dob¢ jejich letu, tedy na
vztahu mezi m/z a rychlosti pohybujicich se iontd. Vyhodou tohoto analyzatoru oproti
kvadrupolovém analyzatoru je lepsi rozliSovaci schopnost. Vyznamného zlepSeni rozliSeni
iontt Ize dosahnout, pouzijeme-li reflektron neboli iontové zrcadlo. V tomto pripadé se otoci
smér letu o 180°, tim padem se prodlouzi draha a zaroven doba letu iontu. [12]

Iontova past je analyzator, ktery jako prvni popsali Paul a Steinwedel roku 1960. Iontové pasti
muzeme rozd¢lit do dvou typd, 3D a 2D iontova past. Historicky prvnimi byly 3D iontové
pasti. Jak vidime na obrazku 6, analyzator je slozen z prstencové elektrody, vystupni a vstupni
elektrody, nékdy oznacovanych jako koncové. Na elektrody je vlozeno napéti, a koncové
elektrody jsou uzemnény. lonty z iontového zdroje se do analyzatoru dostavaji skrz otvor ve
vstupni elektrodé. V analyzatoru ztstanou do doby, nez diky postupné zméné napéti dojde
K jejich vypuzeni na detektor podle hodnot m/z. Uvnitt pasti se nachazi helium, které udrzuje

ionty ve stiedu iontové pasti a zvySuje tak rozliseni. [13], [19]
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Obrdzek 6: 3D iontova past [13]
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Principem iontové cyklotronové rezonance S vyuzitim Fourierovy transformace je pohyb
iontd v homogennim magnetickém poli. lonty, které vznikaji v iontovém zdroji za
atmosférického tlaku, postupné projdou pies né€kolik stupnii se vzrastajicim vakuem az do
ICR cely, tam je tlak v fadech 10! mbar a teplotou, ktera se blizi absolutni nule. ICR cela je
lokalizovana uvniti prostorové homogenniho supravodivého magnetu, ktery ma vysoké
statické magnetické pole. lonty se zde pohybuji s m/z o urcité frekvenci. Pokud budeme méfit
cyklotronové frekvence vSech m/z v ur€ittm hmotnostnim rozsahu, ziskame komplexni
spektrum vsech detekovanych frekvenci proti ¢asu. Standardni hmotnostni spektrum ziskame
diky Fourierov¢ transformaci. [20]

Orbitrap je elektrostaticka iontova past, ktera vyuziva Fourierovu transformaci pro ziskavani
hmotnostnich spekter. Analyzator je zalozen na konceptu, ktery v roce 1996 navrhl a popsal
Makarov. Prvni pfistroj jako takovy byl uveden na trh v roce 2005. Hmotnostni analyzator je
tvofen centralni elektrodou, ktera je podobna vietenu a vnéjsi elektrodou podobnou hlavni. Na
elektrody je vlozeno napéti. Ionty v pasti osciluji ve slozitych spiralach kolem centralni
elektrody pod vlivem elektrostatického pole. lon musi mit Kinetickou energii okolo 1600 eV.
lonty se otaceji kolem vnitini elektrody a spolec¢né osciluji podél osy z, pticemz frekvence je
nepfimo umérna m/z. [21]

DETEKTORY IONTU

lonty prochazeji hmotnostnim analyzatorem a jsou detekovany a transformovany do
pouzitelného signalu detektorem. Detektory jsou schopné generovat elektricky proud
z dopadajicich iontd. Elektricky proud je tmérny mnozstvi dopadajicich iont. V soucasné
dobé¢ existuje ne€kolik typa detektort. Vybér detektoru zavisi na konstrukci pfistroje a jeho
analytickych aplikacich, kterou budou provadény. K detekci iontd se vyuziva cela rada
pfistupt, ale vzdy je zaloZena na jejich naboji, hmotnosti nebo rychlosti. Detektory iontt
mizeme rozdélit do dvou tiid. N&které detektory jsou vyrabény tak, aby pogcitaly ionty jedné
hmoty najednou. Proto detekuji vSechny ionty postupné v jednom bodé¢, jedna se o bodové
iontové kolektory. Jiné detektory, kterymi jsou fotografické desky, detektory pole nebo
detektory proudu, maji schopnost pocitat vice hmot a detekovat tak vsechny ionty soucasné
podél roviny, jedna se o kolektory pole. [13]

Fotograficka deska

Prvni hmotnostni spektrometry vyuZzivaly jako detektory fotografické desky umisténé za
analyzatorem. Ionty, které sdilely stejny pomér m/z se dostaly na desku na stejné misto
a poloha bodi umoznovala po kalibraci stanoveni jejich hodnot m/z. Tento detektor, ktery

umoziuje soucasnou detekci ve velkém rozsahu m/z, je dnes povazovan za zastaraly.[13]
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»Faraday cup*

Faradayova miska je vyrobena z valce s malym otvorem. Detektor je uzemnén. lonty, které se
dostanou dovniti valce, jsou neutralizovany bud’ piijetim, nebo odevzdanim elektronu, kdyz
dopadnou na sténu. To vede k vytvoreni proudu. Vybojovy proud je poté zesilen a detekovan.
Poskytuje miru hojnosti ionti. Nevyhodou jednoduchého a robustniho detektoru je nizka
citlivost a pomala doba odezvy. Citlivost je omezena Sumem zesilovacd. I pres to jsou
takovéto detektory velmi ptesné, protoze naboj na valci je nezavisly na hmotnosti, rychlosti
a energii detekovanych iontu. [13]

Elektronovy multiplikator

Je nejrozsitenéj$im iontovym detektorem v hmotnostni spektrometrii. lonty z analyzatoru jsou
urychlovany na vysokou rychlost, aby se zvysila ucinnost detekce. Toho se dosahuje
udrzovanim elektrody, zvané konverzni dynoda, na vysokém potencialu, od = 3 do + 30 kV,
vzhledem Kk naboji detekovanych iontd. Kdyz kladny iont narazi na dynodu se zapornym
nabojem, jsou sekundarnimi ¢asticemi ionty se zapornym nabojem a elektrony. Kdyz na
kladn¢ nabitou dynodu narazi iont se zapornym nabojem, jsou sekundarnimi ¢asticemi kladné
ionty. Sekundarni ¢astice jsou pieménény v prvni dynodé na elektrony. Ty jsou pak zesileny
kaskadovym efektem v elektronovém multiplikatoru. Elektronové multiplikatory mohou mit
bud’ diskrétni dynody nebo dynody kontinualniho typu. [13]

Diskrétni elektronovy multiplikator je tvoten fadou 12 az 20 dynod, které maji vlastnosti
sekundarni emise. Sekundarni ¢astice tvofené konverzni dynodou dopadnou na prvni povrch
dynody a zptsobuji emise sekundarnich elektrond. Tyto elektrony jsou pak urychlovany na
dalsi dynodu, protoze maji nizsi potencial. Narazi do druhé dynody a zpusobi emisi vice
elektront. Tim se vytvoii mnoho elektront a elektricky proud je tak znac¢né zesilen. [13]
Jednim z typti multiplikatort s kontinualnim typem dynody je ,,channeltron®, ktery je vyroben
ze skla dopovaného olovem s tvarem zaktivené trubice. Sekundarni castice z konverzni
dynody narazi na zak¥ivenou vnitini sténu u vstupu detektoru a vytvori sekundarni elektrony,
které jsou pak polem urychleny smérem k vystupu z trubice. Tyto elektrony prochazeji dale
do multiplikatoru elektrond, op€t narazi na sténu, coz zpusobi emisi vice a vice elektront.
[13]

Elektroopticky detektor ionti

Tento detektor kombinuje zafizeni pro detekci ionti a fotond. Pfevadi ionty na elektrony
a poté na fotony. Umoznuje detekci jak pozitivnich, tak negativnich ionti. V pozitivnim
rezimu jsou ionty urychlovany smérem k dynodé, ktera ma zaporné napéti, zatimco

V negativnim rezimu jsou ionty urychlovany smérem Kk dynodé skladnym napétim.
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Sekundarni elektrony jsou urychlovany smérem k fosforeskujici obrazovce, ktera emituje
fotony. Tyto fotony jsou detekovany fotonasobi¢em, ktery je umistén za fosforeskujici
obrazovkou. Jeho zivotnost je del§i nez Zzivotnost elektronovych multiplikatori, protoze
fotonasobic je utésnén ve skle a udrzovan ve vakuu. [13]

HMOTNOSTNI SPEKTRUM

Hmotnostni spektrum je zavislost relativni intenzity iontového proudu a podilu m/z. [4]

100— 114.07 43113
90
80
()
g 70
[]
2 60—
3
2 504
2 40|
5 238.06
.
- 149 02 20409 40919
20 2 358.26 | | 447 14
104 224.13
0 .J...nuuhl.TL \ I| N 464 36 S91. 31 63601 6:91 27 839.28 02242 964.17
LI 1 T L L 1 T | T 1T | T T | | T T T | | | T T T T T T 7 T T LI L T T |
100 200 300 600 700 800 900 1000

mfz

Obrdazek 7: PFiklad hmotnostniho spektra amlodipinu

TVORBA ADUKTU

Tvorba aduktu je typicka pro tzv. mekké ionizaéni techniky pouzivané pii spojeni LC-MS.
Adukt je ion vytvofeny piimou kombinaci neutralni molekuly a ,,ionizujiciho iontu jiného
nez proton. V pozitivnim iontovém rezimu je nejéastéji pozorovanym aduktem adukt sodiku,
ktery vytvaii ion 0 23 hmotnostnich jednotek vyssi nez ma puvodni protonovana molekula,
tedy (M+23)* misto (M+1)*. [13]

Adukt se sodikem je dominantni. Pokud je pfitomna amonna sil, mize dojit k vytvoreni
aduktu (M+NH.)". V negativnim iontovém rezimu se miize objevit adukt s chlérem (M+35)
a (M+37)", ktery je ptitomen vzdy, kdyz neni vzorek odsolen. Pokud jsou pfitomné acetatové
ionty, vznikaji ionty (M+59)". [13]

1.3 PRIPRAVA VZORKU K ANALYZE

1.3.1 Odbér modi

Jednou z nejvétsich vyhod odbéru moci jako biologického materialu je neinvazivni zptusob
odéru. Dalsi vyhodou je, Ze organismus disponuje schopnosti zkoncentrovat stanovanou latku
do malého objemu moci. V ptipad¢é toxikologického vySetieni se muze vyuzit moznosti

stanoveni pozadované latky nebo jejiho metabolitu delsi dobu po jejim podani nez napiiklad
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pfi stanoveni v plazmé, séru nebo krvi. To znamena, zZe i ptestoze uplynula dlouha doba od
podani latky a jeji koncentrace v krvi, séru ¢i plazmé je nizka, v mo¢i mtze byt koncentrace
stanovované latky i metaboliti dostacujici. Mimo to se jako pifednost mize pocitat i snazsi
ptiprava vzorku k analyze, jelikoZ ma mo¢ jednodussi sloZeni v porovnani s plazmou, sérem
nebo plnou krvi. [22]

Zakladnim kvalitativnim stanovenim latek v moc¢i muzeme ziskat informace o pfitomnosti
glukozy, ketolatek, bilirubinu, urobilinogenu a celkové bilkoviny. Vysetfenim mocového
sedimentu pak zjistujeme pocet pfitomnych erytrocytd, leukocytl, krystalt, valca aj.
K tomuto vysetfeni se pouziva vzorek prvni ranni moce, tzv. stiedni proud do zkumavky
0 objemu 10 ml. Vzorek moce musi byt doru¢en do laboratofe do 1 hodiny.

Ke kvantitativnimu vysetieni latek v moci je vhodna moc sbirana za uréené ¢asové obdobi,
a to nejcastéji za 24 hodin. K mikrobiologickému vysetieni je dulezité ziskat mo¢ aseptickym
zpusobem, tedy po piedchozi hygiené genitalii. Opét se odebira stfedni proud moce, a to do
sterilni zkumavky, kterou je nutné po odbéru ihned zaslat do laboratote. [22],[23], [24], [25]

1.3.2 Ptiprava vzorki pred vlastni analyzou

Vétsina biologickych vzorkt musi byt pred samotnou analyzou upravena. Vétsinou proto, ze
biologické vzorky maji sloZitou matrici, tedy balastni latky, které by mohly interferovat se
stanovovanymi analyty. Mezi konvenéni zpisoby upravy vzorkd, které jsou velice rozsifené,
muzeme zafadit extrakci na tuhé fazi (SPE, z angl. Solid Phase Extraction), extrakci kapalina-
kapalina (LLE, z angl. Liquid-Liquid Extraction), ptimou extrakci a dale precipitaci proteint.
[26]

Extrakce kapalina-kapalina je metoda zalozena na piechodu rozpusténé latky z jedné kapalné
faze do druhé. V praxi se pouziva jako jedno rozpoustédlo voda a druhym rozpoustédlem je
organické rozpoustédlo, s vodou nemisitelné. Latka, ktera je rozpusténa v jedné fazi, pfechazi
do faze druhé. Poté, co dojde k ustaveni rovnovahy, bude pomér koncentraci rozpusténé latky
v obou fazich konstantni. K tomuto ucelu se vyuzivaji délici nalevky, kde nemisitelna
rozpoustédla protiepavame. Rozpoustédlo je voleno tak, aby v ném byl analyt co nejvice
rozpustny. Vyhodou této metody je nenaro¢nost na jeji provedeni a vybaveni. Nevyhodou je
tvorba emulzi, nepouzitelnost pro poldrni latky, casova naroc¢nost a Vvysoka spotieba
organického rozpoustédla. [27], [28], [29]

Extrakce na tuhé fazi je vsoucasné dobé nejpouzivané€jsi technikou pro odstranéni
interferujicich latek a zkoncentrovani analytu ve vzorku, jelikoz je snadna na pouziti a ma

Sirokou aplikovatelnost. Tato metoda ma dobrou vytéznost, je snadno automatizovana,
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spoticha rozpoustédel je nizsi. Nevyhodami je casova a finan¢ni naro¢nost, nutnost
instrumentalniho vybaveni, a matricové efekty. Princip metody je zaloZzen na rovnovazné
distribuci analytu mezi tuhou fazi (SPE kolonka) a kapalnou (vzorek). V tomto piipadé je
rovnovaha posunuta ve prospéch tuhé faze. Funkci extrakce na tuhé fazi je zachyceni
sledovanych analytt z roztoku, dale jejich zkoncentrovani a nasledna eluce. [27], [28], [30]
Precipitace proteinti je metoda zalozena na faktu, Zze proteiny jsou méné rozpustné, pokud se
nachazeji v prostiedi vysokych koncentraci soli. Je to nejrychlejsi, nejlevnéjsi a nejjednodussi
zpusob, jak ze vzorku odstranit interferujici proteiny. Pouziva se cela fada precipitacnich
¢inidel, jako jsou methanol, acetonitril, siran zinecnaty, ¢i nékteré organické a anorganické
kyseliny. Vyhodou je nizka cena, jednoduchost, rychlost a zadné specialni instrumentalni
vybaveni. Nevyhoda se skryva v nizké selektivité, piitomnosti matricovych efektii a moznosti
vazby analytu na precipitat. Pti precipitaci nedochazi k odstranéni lipida a soli, coz mize mit
za nasledek matricovy efekt. Acetonitril a methanol slouzi jako ucinna rozpoustédla asi
v 98 % piipadd, pokud jsou pouzivany v poméru 2:1, nebo vyssim.[26], [28], [31]

Pii ptimé extrakci dochazi k tzv. extrakci analytu z tuhé faze. Dulezitou ulohu hraje tGprava
vzorku pied samotnou extrakci. Vzorek musi byt rozmélnén na malé Castice tak, aby doslo ke
zvétSeni povrchu, ktery je pfistupny rozpoustédlu. Diky tomu dojde K usnadnéni pienosu
hmoty a homogenizaci. Vzorek, ktery je takto upraven, mize byt nasledné extrahovan rychleji

a soucasng i efektivngji. [6]

1.4 ANTIHYPERTENZIVA

Jedna se 0 1éky, které se podavaji pii 1é¢bé hypertenze. Cil téchto 1é¢iv spociva ve snizeni
krevniho tlaku. LéCba antihypertenzivy je Symptomaticka. Navzdory tomu, jsou
antihypertenziva prevenci aterosklerozy a jejich podavanim se snizuje morbidita a mortalita
onemocnéni. [32], [33]

Antihypertenziva lze podle G¢inku rozdélit do 4 hlavnich skupin dle tzv. pravidla ABCD.

Do skupiny A patii inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu (ACElI, z angl. Angiotensin
Converting Enzyme Inhibitor) a blokatory receptorit pro angiotenzin II (ARBSs, zangl.
Angiotensin Receptor Blockers), do skupiny B p-blokatory, skupiny C blokatory Ca?* kanal
a skupiny D diuretika. Dalsimi antihypertenzivy mohou byt a-blokatory a centralné ptsobici

latky uzivajici se predev§im v kombinované 1é¢bé. [32]
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V piipad¢ lehké hypertenze je 1é¢ba zahajena monoterapii, ke které se pouzivaji B-blokatory,
diuretika, ACEI ¢&i blokatory Ca 2* kanal. Pfi vybéru vhodného 1é¢iva se musi postupovat
s ohledem na stav hemocného. [32]

ACEI se pouzivaji u nemocnych, ktefi trpi srde¢nim selhavanim, dysfunkci levé komory
srdeéni po infarktu myokardu, hypertrofii levé komory srdecni, dale pak u pacienti
s hyperlipoproteinemii a diabetem s proteinurii. [32]

B-Blokatory jsou vhodné pro nemocné, ktefi jsou mladsi 70 let a s ischemickou chorobou
srde¢ni. Blokatory Ca®" kanali jsou indikovany u perifernich cévnich onemocnéni, jako je
ischemické onemocnéni dolnich koncetin, dale u pacientt s angina pectoris, diabetem
a hyperlipidemii. [32]

Diuretika se pouzivaji u nemocnych nad 70 let skontraindikaci pouziti B-blokatort.
V monoterapii se uzivaji kombinované preparaty, aby se piedeslo nezadouci hyperkalemii.
Thiazidova diuretika jsou indikovana u zen nad 40 let a u starSich muzd, pfi¢emz snizuji
incidenci patologickych fraktur, protoze dochazi k retenci vapniku. [32]

Pokud je monoterapie neuspé&sna, pak se voli kombinace diuretikum + ACEI, blokator Ca®*
kanalt + B-blokator, blokator Ca®* kanald + ACEI, ABRs, diuretikum + B-blokator, pB-
blokator + a-blokator. [32]

1.4.1 Inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu

Tato farmaka patii do skupiny kardiofarmak. Uzivani zptisobuje pokles tvorby angiotenzinu Il
a vede ke kumulaci bradykininu. Tim dojde k dilataci cév. Soucasné v ledvinach stoupne
vylu¢ovani Na* iontd a vody a klesne vyluc¢ovani iontd K*. ACEI jsou schopny branit
remodelaci myokardu po akutnim infarktu myokardu, ale tento mechanismus neni zcela
objasnén. Pfi dlouhodobém uzivani dochazi k regresi rozvinutych hypertrofickych zmén na
cévach a srdci. [34]

Léciva se dobie vstiebavaji z gastrointestinalniho traktu, az na jednu vyjimku, kterou je
kaptoril, jejich absorpce neni ovlivnéna pfitomnosti potravy. Uzivaji se ve form¢ aktivni
anebo ve vétsing pripadt jako pro-1éciva, ty se v jatrech metabolizuji na aktivni latku. Jsou
vylucovany ledvinami a pii poruse renalnich funkci se musi snizit davkovani. [34]

infarkt myokardu a diabeticka nefropatie. Kontraindikaci je kardiogenni Sok, téhotenstvi,

laktace, vyskyt angioneurotického edému a stendza ledvinné tepny. Nezadoucimi Gc¢inky jsou
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hyperkalemie, angioneuroticky edém, drazdivy suchy kasel, zhorSeni renalnich funkci

a hypotenze. [34]

1.4.2 Blokatory receptori pro angiotenzin Il

Stejné jako ACEI, patii blokatory receptorti pro angiotenzin mezi inhibitory systému renin-
angiotensin-aldosteron (RAAS). Jedna se o antihypertenziva prvni volby a uzivaji se pfi
terapii srde¢niho selhani. Jsou oznaCovany jako sartany, jejich nazvy konéi piiponou
,-sartan®, Uginek terapie se da srovnat s terapii ACEI ale pii uZiti blokator receptori pro
angiotenzin Il nedochazi k nezadoucim G¢inktm, které jsou zptisobeny kumulaci bradykininu
ve tkanich. [35]

Utinek sartanti je §ir$i nez u¢inek ACEI, jelikoz dokazi inhibovat Gg¢inky angiotenzinu 11,
ktery vznikl jinou cestou nez preménou z angiotenzinu | prostrednictvim ACE. Jejich uzivani
sméfuje k poklesu jak systolického, tak i diastolického krevniho tlaku, pficemz nedochazi
k reflexni tachykardii. Po prvni davce nedochazi k hypotenzi, jelikoz nastup Géinku je
pomaly. [35]

Blokatory receptord pro angiotenzin Il jsou indikovany pii chronickém srde¢nim selhani,
arterialni hypertenzi, jako sekundarni prevence infarktu myokardu nebo cévni mozkové
ptihody. Jako kontraindikace se uvadi laktace a t€hotenstvi. Mohou byt pouzity jako
alternativa pfi nemoznosti pouziti ACEI. Mohou byt kombinovany s dal§imi antihypertenzivy.
Vyhodou je, Ze maji nizky vyskyt nezadoucich uCinkl, nejcastéj§i jsou hypotenze,
hyperkalemie ¢i akutni selhani ledvin. Do této skupiny patii napt. telmisartan. [35]

1.4.3 p-Blokatory

B-Blokatory fadime do skupiny sympatolytik, ktera blokuji B-adrenergni reakce. Tlumi efekt
sympatiku a sympatomimetik na [-adrenergnich receptorech. Dochazi ke snizeni sily
kontrakce, snizeni srde¢ni frekvence, snizuji vodivost pifevodniho systému a také snizuji
vzrusivost myokardu. Tim, ze dojde ke zpomaleni srde¢ni frekvence, snizi se spotieba Kysliku
myokardem a soucasné dojde ke snizenému vylucovani reninu ledvinami. Kratkodobé
podavani B-blokatori muze zpisobit snizeni srde¢niho vydeje a zvyseni periferniho odporu,
naopak dlouhodobé uzivani zptisobuje snizeni periferniho odporu. [36]

Tato farmaka jsou prvni volbou pro pacienty, ktefi trpi hypertenzi soucasné s arytmii,
arterialni hypertenzi, ischemickou srde¢ni chorobou ¢i glaukomem. Dalsimi indikacemi

mohou byt migréna, portalni hypertenze, svalovy tfes ¢i jiné srde¢ni choroby. Naopak
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kontraindikace vyplyvaji z nezadoucich u¢inki a nesmi se uzivat pfi bronchialnim astmatu,
hypotenzi a diabetes mellitus. [36], [33]

Mezi  nejcastéji zminované nezadouci ucinky patii  bradykardie, hypotenze,
bronchokonstrikce, srde¢ni nedostate¢nost kvuli ovlivnéni srde¢niho vydeje, chladné
koncetiny a deprese. Metabolickymi nezadoucimi ucinky jsou hyperkalemie, zvysSeni
koncentrace triacylglyceroli a snizeni HDL-lipoproteind. [36]

B-Blokatory délime na selektivni a neselektivni, pficemz ob¢ skupiny mohou mit Vnitini
sympatomimetickou aktivitu (VSA). U selektivnich B-blokatori se uvadi méné nezadoucich
ucinkl a jsou vhodné K terapii angina pectoris nebo hypertenze. Do této skupiny patii napf.

metoprolol a acebutolol. [36]

1.4.4 Diuretika

Tyto 1éky puisobi pfimo na ledviny. Zptsobuji zvySeni diurézy a maji vliv na transport Na*
kationtu. Mimo jiné také inhibuji zpétné vstfebavani chloridu sodného a vody z tubuld.
Mechanismus ucinku se vztahuje na membranovy transport. Diuretika mohou inhibovat
transportéry nejen v ledvinach, ale i mimo né. Ovsem v ledvinach maji nejvyrazngjsi Gcinek
diky nejvyssi koncentraci zminovanych transportéri. Diuretika se uzivaji pfi hypertenzi,
edémech, srde¢nim selhani a jako prevence nedostate¢nosti ledvin a snizeni funkce jater. [37]
Rozdéluji se do nekolika skupin, na diuretika pasobici vV proximalnim tubulu (inhibitory
karboanhydrazy), diuretika plsobici v distalnim tubulu (thiazidy), diuretika pusobici
v Henleové kli¢ce (diuretika Henleovy klicky), diuretika zabranujici vylu¢ovani drasliku
(draslik Settici), diuretika zvySujici vylu¢ovani vody (osmoticka diuretika). Diuretika se také
mohou kombinovat, napt. hydrochlorthiazid s amiloridem a chlortalidon s amiloridem. [37]
Podrobnéji se zde zminim o diureticich pusobici Vv distalnim tubulu, mezi néz patii tzv.
thiazidova diuretika majici dva tc¢inky. Renalni ucinek zpusobuje inhibici resorpce chloridu
sodného epitelialnimi bunikami distalniho tubulu do krve a soucasné dochazi ke zvysené
resorpci Ca®* iontli, u¢inek extrarenalni vyvolava vazodilataci. Indikuji se pfi arterialni
hypertenzi, srde¢nim selhani, diabetes insipidus a nefrolithiaze. Kontraindikaci je gravidita,
dna, snizena funkce ledvin a hyperkalcemie. Nezadouci reakci muze byt alergicka reakce,
snizena glukozova tolerance, hyperlipidemie, hyperurikemie a hyperkalemicka metabolicka

alkaloza. Mezi hlavni zastupce patti chlorthalidon, hydrochlorthiazid a indapamidum. [37]
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Jako antagonisté aldosteronu pusobi draslik Settici diuretika. Pfimy antagonista spironolakton
pusobi jako blokator mineralokortikoidniho receptoru. Amilorid inhibuje transport Na*
kationtd iontovymi kanaly v luminalni membrang, tudiz snizuje resorpci sodiku.

Draslik Setiici diuretika se uzivaji pii sekundarnim aldosteronismu, pficemz ten je dasledkem
srde¢niho selhani, jaterni cirhozy ¢i nefrotického syndromu. Mezi nezadouci u¢inky patii
hyperkalemie, gynekomastie a hyperchloremicka metabolicka acidéza. Zminénymi zastupci

jsou amilorid a spironolakton. [37]

1.4.5 Prima vazodilatancia

Jedna se o 1€ky, které dilatuji cévy. Lze je d€lit na myotropni, neurotropni & ACEI. Myotropni
vazodilatancia se d¢li na koronarni (dusi¢nany, dusitany ¢i molsidomin) a ostatni, kam fadime
blokatory Ca?* kanalfi, nitroprussid, derivaty Kkyseliny nikotinové ¢i puriny. Neurotropni
vazodilatancia neboli ai-lytika, se déli na neselektivni, kam fadime napt. fentolamin, a na
selektivni, kam fadime doxazosin a metazosin. Posledni skupinou jsou jiz zminované ACEI.
Farmaka je mozné také dé¢lit podle mista u¢inku na ty, které pisobi prevazné na malé tepny,
zily nebo na malé tepny i zily. [38]

Piima vazodilatancia snizuji krevni tlak dilatacnim G¢inkem na hladky sval cév. Tim také
redukuji periferni cévni rezistenci, ale zaroven zlstavaji zachovany kompenzacni
mechanismy zprostiedkované baroreceptory, Systémem RAAS a sympatickymi nervy. Tento
fakt ma sva pozitiva i negativa. Jako vyhodu mizeme oznacit fakt, ze nejsou hypotenzivy,
neovliviiuji sexualni funkce a mohou byt indikovany i v t€hotenstvi. Naopak nevyhodou je
nezadouci reflexni tachykardie, retence tekutin a pokles antihypertenzivniho efektu. Mezi jiz
zminéné zastupce patii doxazosin a amlodipin, kterymi se budu zabyvat i pozdéji, dale

nitroprussid sodny, minoxidil ¢i dihydralazin. [38]

1.5 STANOVOVANA LECIVA
1.5.1 Acebutolol

Fyzikalni a chemické vlastnosti

Sumarni vzorec: CigH2sN204
M = 336,432 g/mol
Systematicky nazev:

N-(3-acetyl-4-(2-hydroxy-3-(isopropylamino)propoxy)fenyl)butyramid [39]
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Obrazek 8: \Vzorec acebutololu

Indikace, kontraindikace a nezddouci udinky

Acebutolol se uziva pro 1éEbu hypertenze, angina pectoris a komorovych a siovych
srde¢nich arytmii, dale pfi akutnim infarktu myokardu u vysoce rizikovych pacienti a pfi
Smith-Magenisovu syndromu. Mezi pacienty, kterym nemusi acebutolol vyhovovat, se fadi
pacienti s bronchialnim astmatem nebo chronickou obstrukéni plicni nemoci (CHOPN),
jelikoz ma acebutolol bronchokonstrikéni G¢inky. Mezi dal$i kontraindikace se mize fadit
laktace, zavazné rendlni selhani, metabolicka acidéza ¢i poruchy periferniho obéhu. Jako
vedlejsi ucinek se u 10-30 % pacientt 1écenych acebutololem objevil vyvoj antinuklearnich
protilatek (ANA). Zhruba u 1 % pacienti doslo k vyskytu systémového onemocnéni
s atralgickou bolesti a myalgii. Syndrom podobny lupus erythematosus s kozni vyrazkou
aviceCetnym postizenim organi se vyskytuje mnohem méné. U zZen je Vyssi
pravdépodobnost, ze se rozvinou vedlejsi ucinky. Také byly prokazany ptipady, kdy doslo
k hepatotoxicité se zvySenou aktivitou jaternich enzymu ALT a AST. [40], [41]

Mechanismus uéinku

Acebutolol je selektivni antagonista Pi-receptoru. Adrenalin aktivuje Pi-receptor, pricemz
dojde ke zvyseni srde¢ni frekvence a krevniho tlaku a srdce tak spotfebuje vice kysliku.
Acebutolol blokuje tyto receptory, tim dojde ke sniZeni srde¢ni frekvence a krevniho tlaku.
Ma tedy opacny ucinek nez adrenalin. Betablokatory také zabranuji uvolnéni reninu, coz je
hormon, ktery je produkovan ledvinami a vede k z(zeni krevnich cév. [39]

Farmakodynamika

Acebutolol blokuje pB-adrenoreceptory. Obecné lze fici, Ze beta-blokatory snizuji praci srdce
a umoznuji, aby bilo pravidelné. Acebutolol ma mén¢ antagonistické Gi¢inky na B2-receptory
perifernich cév v klidu a po stimulaci adrenalinem nez neselektivni beta-antagonisté. [39]

Farmakokinetika

Lék je dobie absorbovan v gastrointestinalnim traktu. Absolutni biologicka dostupnost

matefské slouceniny je 40 %. Acebutolol podléha biotransformaci, a to primarné na
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diacetolol. Renalni exkrece je piiblizné 30 az 40 % a nerenalnimi mechanismy 50 az 60 %,
vyluc¢ovanim do zIuci a ptimym prichodem stievni sténou. Polocas eliminace v plazmé je 3-4
hodiny a poloc¢as eliminace metabolitu diacetololu je 8-13 hodin. [39]

Davkovani

Davkovani v ptipadé acebutololu by melo byt individualni na zakladé reakci pacienti. Jako
uvodni davka byva podavano 400 mg a doporucuje se uzivat celou davku najednou rano. Jsou
ovSem ojedinélé piipady, kdy je lepsi uzivat davku dvakrat denné rano a vecer v davkach 200

mg. [41]

1.5.2 Amlodipin

Chemické a fyzikalni vlastnosti

Sumarni vzorec: C2oH25CIN20s

M = 408.9 g/mol

Systematicky nazev:

3-0-ethyl 5-O-methyl 2-(2-aminoethoxymethyl)-4-(2chlorfenyl)-6-methyl-1,4-
dihydropyridin-3,5-dikarboxylat [42]

Obrazek 9: Vzorec amlodipinu

Indikace, kontraindikace a nezadouci Ginky

Amlodipin je indikovan pii hypertenzi, onemocnéni koronarnich tepen, chronické stabilni
angina pectoris a vazospastické anginy. [42]

Kontraindikaci jsou alergie na amlodipin, nemaci jater ¢i onemocnéni srde¢ni chlopné. Neni
znam ucinek l1éku na dité¢ v dobé téhotenstvi ¢i laktace. Déti mladsi 6 let nesmi amlodipin

uzivat. [43]
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V piipad¢ chronické hypertenze v t€hotenstvi je idealnim kandidatem amlodipin-besylat a to
diky svému dlouhodobému polocasu, nizkym nakladim, pozitivhim vedlejSim ucinkim
a nizkému davkovani. OvSem neexistuje dostatecné mnozstvi studii, které by tohoto kandidata
podpotily. Tento nedostatek informaci pravdépodobné brani uzivani amlodipinu v dobé
téhotenstvi ¢i po porodu. [44]

Mezi nezadouci ucinky patii buSeni srdce, bolesti na hrudi, ospalost nebo lehky pocit na
omdleni. Pfi zavaznych pfiznacich jako je alergicka reakce na amlodipin nebo kopfivka,
potize s dychanim ¢i otok tvare, je nutno vyhledat ihned 1ékai'skou pomoc. [43]

Mechanismus u¢inku

Amlodipin je povazovan za periferni arterialni vazodilatator, ktery svym ucinkem pusobi
ptimo na hladky sval cév, coz vede ke snizeni periferni vaskularni rezistence, a to zptsobuje
snizeni krevniho tlaku. Inhibuje pfitok vapenatych iontd do vaskuldrniho hladkého
a srde¢niho svalstva. Nasledkem snizeného pfitoku vapenatych iontd na myokard je
ionotropni a chronotropni G¢inek. Amlodipin také blokuje pfisun ionti vapniku pies bunééné
membrany. [42], [45]

Farmakodynamika

Amlodipin ma silnou afinitu k bunéénym membranam, inhibuje vybrané membranové kanaly
pro Ca®" jonty. Unikatni vazebné vlastnosti tohoto 1é¢iva umoziiuji jeho dlouhodoby tcinek
améné Casty davkovaci rezim. Po podani terapeutickych davek amlodipinu pacientim
s diagnézou hypertenze zpisobuje amlodipin vazodilataci, coz ma za nasledek snizeni
krevniho tlaku. Pfi jeho dlouhodobém pouzivani k zadnému klinicky vyznamnému ovlivnéni
srdecni frekvence nedochazi, neméni se ani hladiny katecholaminti v plazmé. Akutni
intravenozni podani amlodipinu snizuje arterialni krevni tlak a zvySuje srde¢ni frekvenci
u pacientd s chronickou stabilni angina pectoris, nicméné chronické peroralni podavani
amlodipinu v klinickych studiich nezpusobilo u pacienti S diagnézou angina pectoris
vyznamné zmény srdecni frekvence ani krevniho tlaku. [42]

Farmakokinetika

Amlodipin se vstiebava pomalu a téméf Uplné z gastrointestindlniho traktu. Nejvyssi
koncentrace v plazmé dosahuje 6-12 hodin po peroralnim podani. Biologicka dostupnost je
64-90 %. Absorpce neni ovlivnéna potravou. Amlodipin je z 10 % vylu¢ovan jako nezménéné
[éCivo moci. [43]

Davkovani

Za obvyklou pocate¢ni davku mtzeme u amlodipinu povazovat 5 mg jednou denn¢.

V piipadé, Ze je tieba zvysit davku, mize se podavat 10 mg jednou denné. [46]
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1.5.3 Doxazosin
Chemické a fyzikalni vlastnosti

Sumarni vzorec: C23H2sN50s

M = 451.483 g/mol

Systematicky nazev:
[4-(4-mino-6,7-dimethoxychinazolin-2-yl)piperazin-1-yl]-(2,3-dihydro-1,4-benzodioxin-3-
yl)methanon [47]
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Obrazek 10: VVzorec doxazosinu

Indikace. kontraindikace a nezaddouci G¢inky

Uziva se pro 1écbu hypertenze a symptomu obstrukce mocovych cest, které jsou zptisobené
benigni hypertrofii prostaty. Kontraindikaci je kojeni, tehotenstvi a alergie na IéCivo.
Nezadoucim uc¢inkem je hypotenze, synkopa ¢i zéavraté, ve velmi vzacnych ptipadech
priapismus ¢ili pietrvavajici bolestiva erekce. [48]

Mechanismus uéinku

Doxazosin selektivné inhibuje postsynaptické alfa-1 receptory hladkého svalstva cév. Tim
dochazi ke snizeni systémové periferni vaskularni rezistence, snizuje se krevni tlak a zaroven
ma minimalni ucinky na srde¢ni frekvenci. Aktivace alfa-1 receptori bun€k prostaty
a mo¢ového méchyie noradrenalinem vede ke kontrakci svalové tkané, coz brani toku moci
a muze zpusobit benigni hypertrofii prostaty. Antagonismus alfa-1 receptort vede k relaxaci
hladkého svalstva v mocovém méchyti a prostaté, vysledkem je nizsi frekvence moceni
a silngjsi proud moci. [48]

Farmakodynamika

Doxazosin snizuje krevni tlak jak ve stoje, tak v leZze, zmiriiuje ptiznaky benigni hypertrofie

prostaty a miize zpusobit hypotenzi. Nej€astéji k tomu dojde ve svislé poloze, coz u pacienta
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pusobi zavraté. Jiz prvni davka muaze navodit tyto vedlejsi G¢inky. Riziko je tedy vysoké,
hlavné pii zménach davkovani. Lécba by méla byt zahajena davkou 1 mg nezavisle na
hmotnosti pacienta a nasledné¢ by mélo dojit ke zvySovani davky az na pozadovanou
terapeutickou davku. Piekvapujici je, ze doxazosin ma piiznivé ucinky na plazmatické lipidy.
Snizuje hladiny LDL cholesterolu, a naopak zvysuje hladiny HDL cholesterolu. [48]
Farmakokinetika

Doxazosin se rychle vstfebava v gastrointestinalnim traktu a maximalnich koncentraci
dosahne za 2-3 hodiny po podani. Biologicka dostupnost je pftiblizné¢ 60-70 %. Neni
prokazano, ze by absorpci naruSovala strava. V jatrech je demetylovan. Mezi enzymy
podilejici se na biotransformaci doxazosinu patii CYP2C19, CYP2D6, CYP2C19 a CYP3A4.
V nezménéné podobé se vylucuje asi 5 % davky stolici a moci. [48]

Davkovani

Pti 1écbé hypertenze se doxazosin podava v ivodni ddvce 1 mg denné, nejlépe rano nebo
vecer. Davkovani 1ze po dvou tydnech zvysit na 2 mg a pokud je to nutné, az na 4 mg denng.
U vétsiny pacientt je tato davka dostacujici, ale v pfipadé nezbytné nutnosti je mozZnost zvysit

davku na 8 mg. [49]

1.5.4 Chlortalidon
Chemické a fyzikalni vlastnosti

Sumarni vzorec: C14H11CIN204S
M = 338.762 g/mol
Systematicky nazev:

2-chlor-5-(1-hydroxy-3-oxo-2H-isoindol-1-yl)benzensulfonamid [50]

NH,

Obrazek 11: Vzorec chlortalidonu
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Indikace, kontraindikace a nezadouci G¢inky

Chlortalidon se uziva pii 1é€bé hypertenze. Muze byt pouzit jako jediné 1é¢ivo, popiipadé ke
zvySeni ucinku spolu s jinymi antihypertenzivy. Také byva indikovan jako dopliikova terapie
pii edémech, které jsou spojené s méstnavym srde¢nim selhanim, jaterni cirh6zou, piti 1écbé
kortikosteroidy a estrogeny. [50]

Naopak kontraindikovan je pti piecitlivélosti na chlorthalidon nebo dal$i ptibuzné latky, pii
selhani ledvin ¢i glomerulonefritidé, dale pii zavazném selhani jater, hypokalemii a béhem
téhotenstvi. [51]

Mechanismus u¢inku

Jedna se o dlouhodobé puisobici thiazidové diuretikum, které ptimo inhibuje resorpci sodiku
a chloridi v distalnim tubulu. Dochazi ke zvysené sekreci sodiku, chloridi, uhli¢itant
a drasliku, coz nasledné vede k vylu¢ovani vody. Stejné jako jiné thiazidové diuretika, snizuje
vylucovani kyseliny mocové a vapniku. Elimina¢ni €as je pfiblizn€ 40 az 50 hodin. [52]

Farmakodynamika

Chlortalidon zabranuje t€lu, aby vstiebavalo mnoho soli, které by zptsobily zadrzovani vody
Vv téle. Podporuje vylu¢ovani chloridi a sodiku. [53]

Farmakokinetika

Pfiblizn¢ 75 % l1éCiva se vaze na plazmatické bilkoviny. Zhruba 50 % podané davky se
vylucuje v nezménéné podob¢é ledvinami, pficemz vyluCovani je charakterizovano
dvoufazovou eliminaci s rychlou fazi nasledovanou pomalou sekreéni fazi. [50]

Dévkovani

Obvyklé davkovani u dospélych pacientu je 12,5 mg denné. V piipadé€, Ze u pacientd neni
adekvatni reakce, mize se davka zvySit na 25 mg denné. Dalsi zvySovani davky jiZ nema

smysl, jelikoz by nedoslo k zadnému nebo pouze malému poklesu krevniho tlaku. [53]

1.5.5 Hydrochlorthiazid
Chemické a fyzikalni vlastnosti

Sumarni vzorec: C7HgCIN304S>
M = 297,739 g/mol
Systematicky ndzev:

6-chlor-3,4-dihydro-2H-1, 2,4-benzothiadiazin-7-sulfonamid 1,1-dioxid
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Jedna se o krystalicky prasek bilé barvy, bez zapachu, mirné rozpustny ve vodg, ale rozpustny

Vv acetonu a nerozpustny v etheru. [54], [55]

Obrdazek 12: VVzorec hydrochlorthiazidu

Mechanismus u¢inku

Hydrochlorthiazid je thiazidové diuretikum, jehoz mechanismus antihypertenzivniho G¢inku
neni zcela znam. Snizuje objem krve tak, Ze snizuje reabsorpci Na® kationtd v distalnim
tubulu, zvySuje tedy vylu¢ovani Na* kationtli a vody z organismu mo¢i. [56]

Indikace, kontraindikace a nezadouci Glinky

Hydrochlorthiazid patii do skupiny diuretik, po jehoz podani se vylucuje z organismu voda
hromadici se pfi takovych stavech jako je srde¢ni selhani, onemocnéni jater nebo onemocnéni
ledvin. [57]

Mezi nezadouci vedlejsi ucinky mutzou patfit bolesti hlavy, zavraté, nevolnost a zvraceni,
fotosenzitivita. Pro zmirnéni zavrati se doporucuje vstavat pomalu. Muze dojit i K pfilisné
ztraté¢ vody, tedy az k dehydrataci. Pokud se objevi alergickd reakce, je tfeba vyhledat
lékatskou pomoc. [57]

Kontraindikaci muize byt porucha funkce jater, poskozeni ledvin nebo piecitlivélost na 1é¢iva
odvozena od sulfonamidi. Nedoporucuje se podavat v téhotenstvi, vV druhém a tietim
trimestru, a u pacienti S cholestazou. [55], [58]

Existuji studie, které se zabyvaji souvislosti mezi pouzitim tohoto diuretického
antihypertenziva a vznikem spinocelularniho karcinomu rtu. Jedna se tedy o latku mozna
karcinogenni pro ¢lovéka. Proto by pouzivani hydrochlorthiazidu mélo byt peclivé zvazeno.
[59]

Farmakodynamika

Hydrochlorthiazid brani reabsorpci sodiku a vody z distalniho sto¢eného kanalku, coz

nasledné¢ umoziuje zvysené vylucovani vody moci. Ma Siroké terapeutické okno, jelikoz
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davky se pohybuji od 25 do 100 mg. M¢l by byt uzivan obezietné u pacientii se snizenou
funkci ledvin nebo jater. [54]

Farmakokinetika

V téle neni metabolizovan a rychle se vylucuje ledvinami, piiblizné 60 % je vylou¢eno béhem
48 hodin. Polocas eliminace je 5,6-14,8 hodin. [60]

Vstiebava se rychle v gastrointestinalnim traktu a absolutni biologicka dostupnost je pfiblizné
60-80 % davky po peroralnim podani. Vaze se na proteiny asi z 67 %. Muze prochazet
placentarni bariérou, ale nikoliv hematoencefalickou, vylucuje se do mateiského mléka.
[54].[55].[58]

Dévkovani

Lék se uziva jednou denné rano s jidlem nebo bez jidla. Uziva se peroralné. Je dobré uzivat
ho 4 hodiny pted spanim, aby se pacient v noci nebudil na moceni. Pfi hypertenzi se uziva 25-
50 mg denné. Pti otoku je pocateéni davka 50-100 mg denné, poté je davka snizena na

5 mg/kg tydné. U déti je doporucena davka 2,5 mg/kg denné ve dvou dil¢ich davkach. [57]

1.5.6 Metoprolol

Chemické a fyzikalni vlastnosti

Sumarni vzorec: C1sH2sNOs3

M = 267.369 g/mol

Systematicky ndzev:
1-[4-(2-methoxyethyl)fenoxy]-3-(propan-2-ylamino)propan-2-ol

Je to bily krystalicky prasek, bez zapachu a dobie rozpustny ve vod¢. [61], [62], [63]
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Obrdazek 13: VVzorec metoprololu

Indikace, kontraindikace a nezadouci Gcinky

Indikaci k uziti metoprololu je hypertenze, angina pectoris a infarkt myokardu. [63]
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Metoprolol je kontraindikovan v prubéhu gravidity, ¢i laktace, jelikoz mize prechazet do
matefského mléka. Také neni vhodny pro déti mladsi 6 let a u lidi trpicich bradykardii. Mezi
nezadouci Uc¢inky patii zavraté, unava, nevolnost, zvraceni, bolesti bficha, dale pak zacpa,
vyrazky, studené ruce a nohy. Muze dojit i k zavazn&jsim nezadoucim uc¢inkim, jako opuchlé
ruce a nohy, neobvyklé zvyseni hmotnosti, rychlé buseni srdce a zadychavani se. [64]

Mechanismus u¢inku

Metoprolol je PBi-selektivnim blokatorem adrenergnich receptori. Tento uc¢inek vsak neni
absolutni, protoze pii vys$ich koncentracich v plazmé také inhibuje B2-adrenoreceptory, které
se nachazeji hlavné v priduskach a cévni svaloving. [63]

Mechanismus antihypertenzivnich ucinkd beta-blokatort nebyl zcela objasnén, avsak bylo
navrzeno nékolik moznych mechanizmu, potlaceni aktivity reninu a kompetitivni
antagonismus na adrenergnich receptorech perifernich neurond, coz vede ke snizeni srde¢niho
vydeje. Antagonistickym ti¢inkem metoprolol snizuje naroky srdce na kyslik, proto je vhodny
pfi angina pectoris. [63]

Farmakodynamika

Vyznamny Géinek beta-blokatoru nastava béhem jedné hodiny po peroralnim podani a jeho
trvani zavisi na mnozstvi davky. V nékolika studiich vedlo intravenozni podani metoprololu
pacientam s akutnim infarktem myokardu k snizeni srde¢ni frekvence, systolického krevniho
tlaku a srde¢niho vydeje, zatimco diastolicky krevni tlak zustal stejny. [63]

Farmakokinetika

Metoprolol se uziva peroraln¢ a pouze 10 % je v plazmé vazano na albumin. Je znamo, Ze
prochdzi placentou a také se nachazi v matefském mléce. Rovnéz se muze dostat pies
hematoencefalickou bariéru, a dokonce byly v mozkomisnim moku zaznamenany hladiny
blizké hladinam v plazmé. Primarné je metoprolol metabolizovan CYP2D6. Eliminace
probiha hlavné v jatrech, pfi¢emz polocas je 3-4 hodiny. U vétSiny pacientll se méné nez 5 %
peroralné podané davky vylucuje jako nezménéné 1é¢ivo moci. [63]

Dévkovani

Obvykle se uziva metoprolol 100 mg denng, a to v jedné nebo ve dvou davkach. U pacientd,
kteti uzivaji tablety s dlouhodobym uc¢inkem, se pohybuje pocatecni davka v rozmezi 25-
100 mg jednou za den. [64]
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1.5.7 Perindopril

Fyzikilni a chemické vlastnosti

Sumarni vzorec: C19Hz2N20s

M = 368.474 g/mol

Systematicky nazev:
(2S,3aS,7aS)-1-[(2S)-2-[[(2S)-1-ethoxy-1-oxopentan-2-yl]Jamino]propanoyl]-
2,3,3a,4,5,6,7,7a-oktahydroindol-2-karboxylova kyselina [65]

Obrdazek 14: Vzorec perindoprilu

Indikace, kontraindikace a nezadouci Gdinky

Perindopril se uziva v terapii mirné az sttedné zavazné esencialni hypertenzi, dale mirného az
stiedn¢ zavazného méstnavého srde¢niho selhani a snizuje kardiovaskularni riziko u jedincu
s hypertenzi nebo infarktem myokardu. Pravée inhibitory ACE, mezi néz perindopril patii, se
doporucuji jako prvni 1é¢ba u pacienti se srdeénim méstnavym selhanim bez retence tekutin
au pacientd s retenci tekutin se pouzivaji v kombinaci s diuretiky. Mimo to je indikovan
pacientim s ischemickou chorobou srde¢ni anebo v kombinaci s indapandinem se uziva
K prevenci cévni mozkové piihody. [66], [67], [68]

Jednim z nejcastéji se vyskytujicich nezadoucich uc¢inku je drazdivy kasel a byva i davodem
Kk pferuSeni 1é¢by. Zavaznymi neZzadoucimi reakcemi mohou byt alergické reakce Cci
angioneuroticky edém. [67]

Kontraindikaci je tc¢hotenstvi, laktace, porfyrie ¢i hyperkalemie, dale precitlivélost na
inhibitory ACE a sten6zy obou renalnich tepen. [67]

Mechanismus u¢inku

Jedna se o prolécivo, které se po peroralnim podani resorbuje a je hydrolyzovano na aktivni

metabolit, kterym je perindoprilat. Aktivni metabolit je asi 1000x silngjsi inhibitor ACE, nez

je perindopril.
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Perindoprilat je kompetitivni inhibitor ACE s vysokou afinitou. Ke zvyseni koncentrace
angiotenzinu | a naopak k poklesu koncentrace angiotenzinu Il v plazmé dochazi v disledku
inhibice ACE. Nasledkem je pokles cévni rezistence, krevniho tlaku, soucasné se zvySuje
aktivita reninu a poklesne koncentrace aldosteronu v plazmé. [67], [68]

Farmakodynamika

Perindoprilat snizuje krevni tlak tim, ze ma antagonisticky uc¢inek na RAAS. Perindoprilat
zpusobuje zvyseni aktivity reninu. [66]

Farmakokinetika

Perindopril se po peroralnim podani rychle vstfebava a maximalni koncentrace v plazmé
dosahuje pfiblizn¢ za 1 hodinu. Biologicka dostupnost se pohybuje v rozmezi 65 az 75 %. Po
absorpci dochazi k hydrolyze perindoprilu na perindoprilat, jehoz biologicka dostupnost je
20 %. Strava snizuje miru biotransformace na perindoprilat a jeho biologickou dostupnost.
V moci se po peroralni davce objevuje pouze 4 az 12 % davky v nezménéné podobé. Bylo
identifikovano Sest metabolitt a to perindoprilat, perindopril-glukuronid, perindoprilat-
glukuronid, perindopril-laktam a dva perindoprilat-laktamy, ov§em farmakologicky aktivni je
pouze perindoprilat a hlavnimi cirkulujicimi metabolity jsou perindoprilat a perindoprilat-
glukuronid. [66]

Davkovani

Uzivani perindoprilu v pfipadé hypertenze je doporuceno jednou denné, a to rano pied jidlem.
Uvodni davka by méla byt 4 mg a po jednom mésici uzivani je mozno zvysit davku na 8 mg.
Jsou ovsem i ptipady, kdy je doporuceno zaCit s ivodni davkou 2 mg denng, napiiklad

u srde¢niho selhani ¢i u pacientl s cerebrovaskularnim onemocnénim. [67]

1.5.8 Telmisartan
Fyzikélni a chemické vlastnosti

Sumarni vzorec: C33H3zoN4O2

M =514,6169g/mol

Systematicky vzorec:
2-[4-[[4-methyl-6-(1-methylbenzimidazol-2-yl)-2-propylbenzimidazol-1-
yllmethyl]fenyl]benzoova kyselina [69]

43



O O~
/ i

Hj

3

Obrazek 15: Vzorec telmisartanu

Indikace, kontraindikace a nezddouci udinky

Nejcastéji se uziva jako latka s antihypertenzivnimi G¢inky. Muze se pouzivat samostatné
nebo v kombinaci s jinymi skupinami antihypertenziv. Také se pouziva pii 1écbé diabetické
nefropatie u hypertenzich pacienti s diabetes mellitus 2. typu, stejné jako pii 1é¢bé
méstnavého srde¢niho selhani. Mimo to se vyuziva také spolu se statiny ke snizeni
kardiovaskularni morbidity a mortality. [69], [70]

Jako nejcastéjsi kontraindikace se uvadi znama precitlivélost na G¢innou latku. Ve druhém
a tietim trimestru je telmisartan také kontraindikovan, jelikoz je znamo, ze 1é¢ivo ovliviiuje
RAAS a takovato 1é¢iva mohou vést k morbidité a mortalité plodu. Mezi dalsi kontraindikace
patii tézka biliarni cirhdza nebo biliarni obstrukce. Mezi nejcastéji se vyskytujici nezadouci
udinky pfi uzivani telmisartanu jsou bolesti zad, infekce hornich cest dychacich ¢i prajem.
Ovsem vyskyt nezadoucich G¢inku je velmi nizky, dokonce srovnatelny S uzivanim placeba.
Nebyla prokazana zavislost na davce a ani nepiiznivy vliv na metabolismus sacharidid nebo
lipida. Jako antagonista angiotenzinu Il nezasahuje do metabolismu kininti, Coz vysvétluje
nepiitomnost suchého kasle, ktery se vyskytuje jako nezadouci G¢inek pii 1é¢bé inhibitory
ACE. [71]

Mechanismus pusobeni

Telmisartan interferuje s vazbou angiotensinu Il na receptor AT1. Jelikoz ma angiotensin Il
vazokonstrikéni ¢inky, blokovani jeho U¢inku ma za nasledek snizeni rezistence cév.
Telmisartan ovSem neinhibuje ACE, iontové kandly ¢i ucinek hormonil. Neékteré studie
naznacuji, ze je CasteCnym agonistou receptoru y-aktivovaného proliferatorem peroxisomu
(PPARY, angl. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-y). Telmisartan tak muze zlepsit
metabolismus sacharidii a pozitivné ovlivnit inzulinovou rezistenci, aniz by mél vedlejsi

ucinky, jako aktivatory PPARYy. [69], [70]
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Farmakodynamika

Telmisartan je ucinny antagonista angiotensinu Il, blokuje jeho vazokonstrikéni wGcinky
a sekreci aldosteronu. [69]

Farmakokinetika

Po peroralnim podavani jsou maximalni koncentrace telmisartanu dosazeny za 0,5-1,5 hodiny
po podani. Absolutni biologicka dostupnost v davce 40 mg a 160 mg byla 42 a 58 %.
Vstiebavani telmisartanu je tedy zna¢né€ zavislé na davkovani. Strava mirné snizuje
biologickou dostupnost. Dochazi k poklesu zhruba o 6 % pii podani 40 mg davky a 19 % po
davce 160 mg s jidlem. [72]

Byva metabolizovan konjugaci za vzniku farmakologicky neaktivniho acylglukuronidu.
Glukuronid matetské slouceniny je jediny metabolit, ktery byl identifikovan v lidské plazmé
a mo¢i. Na metabolismu telmisartanu se nepodili isoenzym cytochromu P450. [72], [73]

Po podani zna¢eného C* telmisartanu cestou intravenézni nebo peroralni, byla vétsina
podané davky (> 97 %) vyloucena stolici, v mo¢i bylo zji§téno pouze nepatrné mnozstvi
(0,91 % a 0,49 % celkové radioaktivity). [72], [74]

Dévkovani

V piipad¢ telmisartanu je doporucena denni davka 40 mg, a to v jedné davce. Davku lze snizit
na 20 mg, poptipadé navysit na 80 mg denné. Béhem 4 az 8 tydntl po zahdjeni 1é¢by by se

mél dostavit maximalni terapeuticky Gcinek. [71]
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2 CIL

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout kvalitativni metodu na stanoveni vybranych
antihypertenziv v moc¢i pacientd, ziskat jednoduchou analytickou metodu, s co nejjednodussi
ptipravou vzorku a univerzalni analytickou koncovkou a proméfit vzorky moci pacientl

metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MATERIAL
3.1.1 Chemikalie
Vsechny chemikalie jsou stabilni a jsou skladovany podle své povahy. Tyto reagencie jsou

uchovavany pfti pokojové teploté.

Acetonitril pro HPLC (C2H3N, Mr 41,05), (Merck, Darmstadt, Némecko)
Butylamin (C4H1:N, Mr 73,14), (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Deionizovana voda (H20, Mr 18; vyroba na misté, vystupni kvalita 18,2 MQ/cm)
Dodecylsulfat sodny (Ci2H2s04SNa, Mr 288,38), (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

Kofein, roztok 1 mg/ml v MeOH, (CsH10N4O2, Mr 194,19), (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko)

Kyselina octova (C2H4O2, Mr 60,05), (Merck, Darmstadt, Némecko)

Methanol (CH4O, Mr 32,04) (BioSolve,Valkenswaard, Nizozemi)

Mravencan amonny (CHsO2N, Mr 63,06), (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
MRFA-Peptid, (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

Taurocholat sodny (C2sHasNNaO;S . xH20O, Mr 537,68), (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko)

Ultramark 1621 (CasH18F52N3OgP3, Mr 1621, 00), (abcr, Karlsruhe, Némecko)

3.1.2 Biologické vzorky

Vzorky modi
Vzorky moci pacientt, ktefi se 1é¢i antihypertenzivy, uvedené v tabulce v pfiloze 1, vzorky

pochazeji z ordinace MUDr. Zadaka a dalSich poraden (Klinika gerontologicka a metabolicka,

Fakultni nemocnice v Hradci Kralové). Tyto vzorky byly poskytovany na zakladé kladného

stanoviska Etické komise Fakultni nemocnice Hradec Kralové, ¢. j. 201501 S09P, vydaného

pro spolupraci této fakultni nemocnice s VUOS a. s. Vv ramci spolecného projektu hledani

analytickych metod pro stanovovani biologickych markert.

Vzorky byly skladovany do prvniho méfeni pii teploté -70 °C.

3.1.3 Pomiicky a pristroje

Automatické pipety Eppendorf Research Plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
PTFE filtry na injek¢ni stiikacky, 13 mm, 0,2 um (Agilent, Santa Clara, CA, USA)
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e Injekeni stiikacky BRAUN, 2 ml (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
e Kombinovana chladni¢ka s mrazni¢kou (Philips, Amsterdam, Nizozemi)

e Krimpovaci kle$té pro uzavéry 11 mm (Hewlett Packard, Kalifornie, USA)

e Krimpovaci vicka 11 mm (Agilent, Santa Clara, CA, USA)

e Mrazak Dairei ULTF 80 (Biotech, Kodan, Dansko)

e Odmérné valce a kadinky

e Ochranné pomucky: bryle, rukavice

e Plastové pipety (Brand, Praha, CR)

e Sklenéné vialky 2ml (Agilent, Santa Clara, CA, USA)

e Skelnéné vialky 5 ml (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

o Ultrazvukova lazen Kraintek K5 (Kraintek.s.r.o., Hradec Kralové, CR)

e Hmotnostni analyzator Q Exactive Focus, (Dionex, Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA)

e lontovy zdroj HESI Probe, Mark2 w/32G Metal Needle, (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA)

e Kolona Sulpeco C18, 50 mm x 2,1 mm x 2,7 um (Agilent, Santa Clara, CA, USA)

e Vysokotlaky kapalinovy chromatograf Ultimate 3000 UHPLC (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA)
o Autosampler UltiMate3000 RS, (Dionex, Thermo Scientific, Waltham, MA,

USA)
o Pumpa UltiMate3000 RS, (Dionex, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
Software
e Chromeleon, verze 7.2.10 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
e Xcalibur, verze 3.0.63 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

3.1.4 Pracovni roztoky

Zasobni roztok mravenc¢anu amonného, HCOONH4 (1 mol/l)

V odmérné bance 0 objemu 10 ml bylo rozpusténo 0,63 + 0,01 g HCOONHs v asi 5 ml vody.
Roztok byl poté promichéan a doplnén vodou po rysku.

Mobilni faze A

Mobilni faze A byla pfipravena z vody a mravencanu amonného. Byl smichan 1 litr vody
s 5 ml Imol/l HCOONHa.
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Mobilni faze B

Mobilni faze B pro byla ptipravena z methanolu a mraven¢anu amonného. Byl smichan 1 litr
metanolu s 5 ml Imol/l HCOONHa.

Kalibracéni roztoky pro pozitivni méd méfeni

Tento Kkalibra¢ni roztok se sklada z kofeinu, MRFA, Ultramark1621 a n-butylaminu ve
smési acetonitrilu, methanolu a vody obsahujici 1% kyselinu octovou.

Do ¢isté suché 10 ml odmérné banky chranéné pred svétlem bylo pipetovano 20 ul zasobniho
roztoku kofeinu, bylo pfidano 100 ul roztoku MRFA, 100 ul zasobniho roztoku Ultramark
1621 a 100 pl zasobniho roztoku n-butylaminu. Nasledné bylo k smési piidano 100 pl
koncentrované kyseliny octové a 5 ml acetonitrilu. Objem byl doplnén po rysku smési
methanolu a vody v poméru 1:1. Smés byla dukladné promichana a ¢ast pipetovana do vialky
z hnédého skla.

Kalibra¢ni roztoky pro negativni mdéd méfeni

Kalibra¢ni roztok je smési dodecylsulfatu sodného, taurocholatu sodného a Ultramark 1621
ve smési acetonitrilu, methanolu a vody obsahujici 1% kyselinu octovou.

Do ¢isté such¢ 10 ml odmémé baiky chranéné pied svétlem bylo pipetovano 100 pl
zasobniho roztoku dodecylsulfatu sodného, bylo ptidano 100 ul taurocholatu sodného, 100 pl
zasobniho roztoku Ultramark 1621, 100 pl ledové kyseliny octové a 5 ml acetonitrilu. Smés
byla doplnéna po rysku vodou a methanolem v poméru 1:1. Smés byla dtkladné promichana

a Cast pipetovana do vialky z hnédého skla.

3.2 POSTUP STANOVENI VYBRANYCH LECIV A JEJICH
METABOLITU V MOCI METODOU KAPALINOVE
CHROMATOGRAFIE S HMOTNOSTNI DETEKCIi

3.2.1 Priprava pacientskych vzorki

Vzorky mo¢i od pacientti V plastovych zkumavkach byly vlozeny do ultrazvukové lazné, aby
doslo k rychlejSimu rozmrazeni. Poté byl obsah zkumavek promichan a 1 ml moce byl
pipetovan do sklenéné vialky. K vzorku moci byl pfidan 1 ml MeOH, obsah vialky promichan
a nasledné pifi pokojové teplot¢ ponechdn 20 minut srazet. Po vysraZeni byl supernatant
prefiltrovan do mensi sklenéné vialky. Vialka byla uzaviena vickem avlozena do

autosampleru.

3.2.2 Chromatograficka analyza
Mobilni faze A: 5mmol/l mraven¢an amonny:voda (1:200, v/v)

Mobilni faze B: 5mmol/l mravencan amonny:methanol (1:200 v/v)
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Pratok mobilni faze: 0,400 ml/min

Davkovany objem: 1 pul
Teplota kolony: 30 °C

HPLC gradient

Cas (minuty) MF A (%) MF B (%)

0 60 40

1,0 60 40

4,0 5 95

8,0 5 95

8,1 60 40
Doba analyzy: 12 minut
MS parametry pro pozitivni méd
Pratok dusiku: 40 I/min
Pratok pomocného plynu 10 I/min
Teplota iontového zdroje: 350 °C
Napéti na vstupni kapilare: 3,00 kv
Sken m/z: 50,00 -750,00
Start monitorovani MS: 0 minut
Konec monitorovani MS: 12 minut
MS parametry pro negativni mod
Pratok dusiku: 40 I/min
Pritok pomocného plynu 10 I/min
Teplota iontového zdroje: 350 °C
Napéti na vstupni kapilare: 2,50 kv
Sken m/z: 50,00 — 750,00
Start monitorovani MS: 0 minut
Konec monitorovani MS: 12 minut

50



3.2.3 Kalibrace hmotnostniho rozsahu

Pfed kazdym meéfenim vzorkt byla provedena kalibrace. Hmotnostni spektrometr byl
nastaven pro piimy vstup roztokt realizovany sklenénou stiikackou 0 objemu 500 pul
s linearnim davkovac¢em. Nejprve byl piistroj promyt methanolem a nasledné byly davkovany

kalibra¢ni roztoky a spustén automaticky kalibracni program. Kalibra¢ni roztoky byly dva,

pti¢emz jeden slouzil ke kalibraci v pozitivnim médu a druhy v negativnim modu.

Pozitivni mdd

Prtok: 15 pl/min
Prutok dusiku: 5 l/min
Priatok pomocného plynu -

Teplota: 240 °C
Napéti na vstupni kapilare: 3,00 kV

Rozmezi hodnot:

Negativni méd

150,00 —2000,00 Da

Prtok: 15 pl/min
Prutok dusiku: 8 I/min
Prutok pomocného plynu -

Teplota: 320 °C
Napéti na vstupni kapilare: 3,50 kV

Rozmezi hodnot:

150,00 —2000,00 Da

3.3 SLEDOVANE PARAMETRY

3.3.1 Senzitivita

Jedna se o schopnost metody rozpoznat, zda u ¢lovéka, ktery bere léky, jsou tyto latky
analyticky rozpoznany, tedy metoda je pozitivni na tyto latky.

3.3.2 Specificita

Specificita metody je schopnost rozpoznat, zda ¢loveék, ktery 1éky nebere ma vysledky

negativni, tedy Zadna latka neni analyticky rozpoznéna.

3.4 ZPRACOVANI VYSLEDKU
Pro zpracovani ziskanych dat byl pouzit program MS Excel.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této prace bylo vyvinout metodiku pro sledovani vybranych 1é¢iv a jejich metabolitd
V moci pacientd, za pouziti metody vyuzivajici hmotnostni spektrometrii jako detekci. Jako
Iéciva byla vybrana antihypertenziva vzhledem Kk jejich vysoké spotiebé v populaci. Méfeni
probihalo na useku analytiky v laboratofi hmotnostni spektrometric ve Vyzkumném ustavu
organickych syntéz, pficemz byla snaha o zachovani stejnych podminek méfeni jako je
realizované pii rutinnim meéteni v klinické praxi. Metoda byla verifikovana méfenim
58 pacientskych vzorki moci, které byly dodany Fakultni nemocnici v Hradci Kralové.
VSechny tyto vzorky a piedané informace o nich jsou shrnuty v tabulce, ktera je soucasti
ptilohy 1.

Jelikoz nebyla mozZnost vyuzit pfi praci standardy k latkam, které byly stanovovany, jednak
proto, ze nemusi byt vzdy dostupné, ¢i by se vyvoj metody netiimérné prodrazil, tak nejprve
muselo dojit k proméfeni vSech vzorki a naslednému vytvoreni vlastni knihovny spekter.
Ziskala se databaze latek, jejich pozorovanych ionti a retencnich Cast. V predbéznych
experimentech se pro néktera 1é¢iva a jejich ucinné latky nepodatilo v LC-MS zaznamech
najit odpovidajici hmotnostni pik, at z diivodu nepfitomnosti piedpokladané latky, jejimu
rychlému rozkladu, ¢i malého poctu ziskanych vzorki, kde se mohly vyskytovat, a proto byly
vybrany k dal$imu podrobnéj§imu studiu jen nékteré. Mezi tyto vybrané latky patii
acebutolol, amlodipin, doxazosin, hydrochlorthiazid, chlortalidon, metoprolol, perindoprilat,
telmisartan a telmisartan-glukuronid.

Mimo naméfeni hmotnostnich spekter kazdé vybrané latky byla i snaha o identifikaci
vznikajicich fragmentd z vybranych molekulovych iontd. Hmoty téchto fragmentid byly
nasledné vyuzity pro vysoce selektivni analytickou metodu, kde kromé hmot danych latek
byly zadavany i hmoty jejich fragmentt, které by potvrzovaly spravnou identifikaci.

V nasledujicim textu jsou proto popsana jednotliva spektra latek i nasledna fragmentace.
Hmotnostni spektra byla extrahovana po naméteni vzorkti moci. VSechny vzorky byly méteny
jak v pozitivnim, tak negativnim moédu, jediny hydrochlorthiazid byl s vyhodou hodnocen
z negativniho modu, ostatni latky z pozitivniho médu. U kazdé latky je publikovan TIC
vzorku, chromatogram tzkého hmotnostniho rozsahu zahrnujici iont sledované molekuly a
hmotnostni spektrum v retenénim case maxima piku se zaméfenim na vybrany
charakteristicky iont. Poslednim obrazkem je teoretickd pfedpovéd signalu. V dalSim
experimentu $lo o ziskani fragmenta¢niho spektra. Byly pouzity kolizni energie o hodnoté 10,

30 a50V aspektrum je vlastné souctem spekter ziskanych z téchto tfi hodnot. Pii
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fragmentaci slo o to zjistit, jaké fragmenty vznikaji. Proto postacily tyto kolizni energie, a to i

Vv ptipad¢, ze vybrany iont nebyl uplné fragmentovan.

ACEBUTOLOL

Na obrazku 16A je chromatogram celého iontového toku vzorku moci 7. Jedna se o zavislost
relativni intenzity (%) souctu vSech ionti ze sledovaného hmotnostniho intervalu na Case
(minuty).

Na obrazku 16B vidime interval hmot obsahujici sledovanou hmotu 337,21 Da, tedy hledany
molekulovy iont acebutololu. Jak vidime v retenénim ¢ase 0,56 minut, ma signal s vysokou
intenzitou a v hmotnostnim okoli ho nenarusuji jiné silné signaly, které by odpovidaly dané
hmoté. Hledana latka se v moci ziejmé vyskytuje ve vysoké koncentraci, protoze ma patrny
pik jiz vzaznamu TIC, kde je vSak caste¢né piekryt jinym pikem, odpovidajici
pravdépodobné kreatininu.

Obrazek 16C znazoriiuje hmotnostni spektrum, tedy zavislosti relativni intenzity na m/z.
Hmota 337,21 Da ma vysokou intenzitu a odpovida teoreticky zadané hmoté na zakladé

vypoctu dle sumarniho vzorce C1gH2sN204 + H.
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Obrazek 16: A) SCAN mad, B) SIM mad, C) MS signdl acebutololu
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Obrazek 17: Fragmentace iontu 337,21 Da (acebutolol)

Na obrazku 17 je hmotnostni spektrum vzorku 7. Jedna se o spektrum v reten¢nim case 0,56
minut po analyze Full ms?, coz znamen4, ze jde o fragmentaci vybraného iontu. Vybrany iont
s hmotou 337,21 Da byl izolovan a podroben fragmentaci pfti koliznich energiich 10, 30 a 50
V a fragmenty monitorovany v rozmezi m/z 50,00-365,00 Da.

Jak z obrazku vidime, tak se zde vyskytuje iont 337,21 Da. Tento iont je stabilni
a fragmentuje se obtizné. Jelikoz $lo 0 to zjistit, jaké fragmenty vznikaji, tak nebylo zapotiebi
pouzit vyssi kolizni energie, aby vybrany iont uplné fragmentoval.

Fragment s hmotou 86,10 Da odpovida CsHsNO, 72,08 Da CsHioN. Pfi odstépeni H20
vznikne fragment odpovidajici 319,20 Da. Signal pti m/z 116,11 Da byl piifazen k iontu
CeH14NO. Ve spektru se nachazeji dalsi fragmenty se slabou intenzitou, které se nepodaftilo
identifikovat.

AMLODIPIN

Na obrazku 18A je chromatogram celého iontového toku vzorku 29. Vybrany iont
odpovidajici m/z 409,15 Da je detekovan v reten¢nim case 3,48 minut, coz mtizeme vidét na
obrazku 18B, tedy na zdznamu v SIM médu.

Promé&fenim vzorkli obsahujicich amlodipin se potvrdilo, Ze v tomto retencnim case se latka
objevuje pravidelné.

Na obrazku 18C vidime porovnani spekter teoreticky zadané hmoty, vypocitané ze vzorce
amlodipinu C20H2sCIN20s + H* se spektrem, které bylo ziskano analyzou realného vzorku.
Na spektru lze vidét i ionty 0 jinych hmotéach, ovSsem hledany iont 409,15 Da je natolik slaby,

Ze na zaznamu neni patrny.
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Obrazek 19: Fragmentace iontu 409,15 Da (amlodipine)

Na obrazku 19 vidime fragmentaci nami vybraného iontu s hmotnosti 409,15 Da, ktery byl
izolovan a nasledné¢ podroben fragmentaci. Obrazek byl pofizen pii pramérné souctové
kolizni energii 30 V. Jak vidime, tak doslo k uplné fragmentaci, jelikoz iont sm/z =
409,15 Da uz neni pozorovatelny. Monitorovani prob¢hlo v rozmezi m/z 50,00-435,00 Da.

Fragment s hmotou 392,125 Da odpovida C20H23CINOs, ktery vznikne po odstépeni NHs
z molekuly amlodipinu. Rozstépenim dalsi vazby dojde ke vzniku fragmentu C3HgNO, ktery
odpovida hmoté 74,06 Da a zbyly fragment Ci7H17CINO4 ma hmotu 334,084 Da. Nekteré

dalsi fragmenty se nepodafilo identifikovat.

DOXAZOSIN

Na obrazku 20A je chromatogram celého iontového toku vzorku moci 17. Vybrany iont, ktery
pozorujeme na obrazku 20B hmotnostniho spektra v retencnim case 3,4 minut, ma hodnotu
m/z 452,19 Da. Ve vzorku mo¢i ma slaby signal a v porovnani s teoreticky zadanou hodnotou
podle vzorce doxazosinu, ktery je C23sH2sNsOs+H™* se hodnoty hmot lisi az na tietim misté za
desetinnou ¢astkou, coz muzeme vidét na obrazku 20C.

Z obrazku 20B je patrné, ze iont Ize sledovat v reten¢nim ¢ase 3,47 minut. V chromatogramu
jsou patrné znamky izobarickych sloucenin, které tvoii piky v retencnim case 0,73 a 1,00

minuty.
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Obrazek 21: Fragmentace iontu 452,19 Da (doxazosin)

Na obrazku 21 Ize vidét hmotnostni spektrum Vv retené¢nim ¢ase 3,47 min po analyze full ms?,
tedy po fragmentaci vybraného iontu 452,19 Da ze vzorku 17. Tento iont fragmentuje na
nékolik fragmentl, které maji pomérné silnou intenzitu, ale nékteré z nich se nepodaiilo
identifikovat. Samotny vybrany iont 452,19 Da se ve spektru vyskytuje s vysokou intenzitou,
jelikoz se obtizné fragmentuje. Monitorovani probéhlo v rozmezi m/z 50,00-480,00 Da
a spektrum bylo pofizeno pii praimérné souctové kolizni energii 30 V.

Naptiklad iont s m/z 435,29 Da, ktery ma pomérné slabou intenzitu, odpovida fragmentu

C23H23N40s, vznikly odstépenim NHs. Fragment 247,11 Da, ktery ma jiz silngjsi intenzitu, je

fragment se sumarnim vzorcem Ci3H1sN20s.

HYDROCHLORTHIAZID

Na obrazku 22A je chromatogram celého iontového toku vzorku 23. Vybrany iont odpovida
m/z 295,96 Da a jedna se o iont hydrochlorthiazidu v deprotonované formé, tedy byl méfen a
vyhodnocen v negativnim modu.

V chromatogramu je ho mozno sledovat v reten¢nim ¢ase 0,38 minut, jak mizeme vidét na
obrazku 22B a jak potvrdily analyzy ostatnich vzorki, vnichz byl hydrochlorthiazid
pfitomen.

Na obrazku 22C je hmotnostni spektrum zavislosti relativni intenzity na m/z. Vidime, ze ve
vzorku ma tento iont pomérné silny signal ve srovnani se spodni stopou, tedy s teoretickou
hodnotou vypoétenou podle sumarniho vzorce hydrochlorthiazidu C7H7CIN304S2. Spektrum

ukazuje i ionty o jinych hmotach, které nejsou fragmenty této latky.
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Obrazek 23: Fragmentace iontu 295,96 Da (hydrochlorthiazid)

Na obrazku 23 je hmotnostni spektrum po analyze full ms?, tedy jedna se o fragmentaci
vybraného iontu 295,96 Da vyskytujiciho se ve vzorku 23. Tento iont byl izolovan a nasledné
podroben fragmentaci pii koliznich energiich 10, 30 a 50 V. Spektrum bylo pofizeno pii
prumérné souétové kolizni energii 30 V. Monitorovani probéhlo v rozmezi hmot 50,00-
320,00 Da.

Vidime, ze matefsky iont ma slabou intenzitu, tedy do$lo k rozsahlé fragmentaci.

Nejintenzivnéjsi iont, ktery pozorujeme, ma hmotu 77,96 Da a odpovida fragmentu s hmotou

C2NOsS. Ostatni fragmenty se nepodatilo identifikovat.

CHLORTALIDON

Na obrazku 24A je chromatogram celého iontového toku vzorku 51. Vybrany iont odpovida
hmoté¢ 339,02 Da. Lze ho sledovat v reten¢nim ¢ase 0,69 minut, jak vidime na obrazku 22B.
Ovsem signal vybraného iontu je vV porovnani se svym okolim slaby.

Na obrazku 24C vidime porovnani spektra, kde je ve spodni stopé teoreticky zadana hmota
vypocitana dle vzorce chlortalidonu Ci14H11CIN204S + H* se spektrem, které bylo ziskano
proméfenim vzorku. Spektrum ziskané prométenim vzorku ukazuje ionty o jinych hmotach,
ovsem hledany iont 339,02 Da je skryt mezi signaly koeluujicich latek, takze na obrazku

nevynika.
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Obrdzek 25: Fragmentace iontu 339,02 Da (chlortalidon)

Na obrazku 25 vidime hmotnostni spektrum chlortalidonu vzorku 51. Jedna se o fragmentaci
vybraného iontu s hmotnosti 339,02 Da v reten¢nim ¢ase 0,69 minut. Fragmentace probihala
pii koliznich energiich 10, 30 a 50 V, spektrum je pofizeno pfi primérné souctové kolizni
energii 30 V. Monitorovalo se rozmezi m/z 50,00-365,00 Da.

Fragment s m/z 321,99 Da, ktery ma pomé&rn¢ silny signal, odpovida fragmentu, ktery mohl
vzniknout po odstépeni NHs, tedy fragment by mél sumarni vzorec C14HoCINO4S. Fragment
s hmotou 79,98 Da odpovida odstépenému fragmentu HoNO2S. Fragment Ci14HeCINO by
mohl odpovidat hmoté 243,02 Da. Nékteré fragmenty, a¢ se vyskytovaly s relativné vysokou

intenzitou, se nepodafilo identifikovat.

METOPROLOL

Na obrazku 26A vidime chromatogram celého iontového toku vzorku moci 31.

Na obrazku 26B je zaznam SIM modu, ktery po zadani hmoty vybraného iontu s m/z
268,19 Da ukazuje, ze tuto latku je mozné pozorovat v retenénim case 0,63 minut. Pfi
analyzach vzorkua obsahujicich metoprolol bylo potvrzeno, ze se opravdu vyskytuje v tomto
reten¢nim case.

Signal, ktery odpovida tomuto iontu, je v tomto vzorku pomérné silny, jak vidime na obrazku
26C aodpovida spodni stop¢, tedy teoreticky zadané hodnoté, ktera je vypocitana ze

sumarniho vzorce CisH2sNO3 + H™.
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Obrazek 27: Fragmentace iontu 268,19 Da (metoprolol)

Na obrazku 27 vidime hmotnostni spektrum vzorku 31. Jedna se o spektrum izolovaného
iontu 268,19 Da, ktery byl podroben fragmentaci pii koliznich energiich 10, 30 a 50 V,
pti¢emz na obrazku je fragmentace pii primérné souctové kolizni energii 30 V. Monitorovalo
se v rozmezi m/z 50,00-295,00 Da.

Z obrazku je patrné, ze iont s hmotou 268,19 Da je stabilnim iontem, ktery obtizné
fragmentuje. Signal pro m/z 133,06 Da by mohl odpovidat fragmentu CeH14sNO-, ktery vznikl
pii preruseni vazby mezi atomem kysliku a benzenovym jadrem. Pfi odstépeni molekuly vody
dojde ke vzniku fragmentu CisH2NO2 sm/z 250,18 Da. Neékteré fragmenty nebyly

identifikovany.

PERINDOPRILAT

Na obrazku 28A je chromatogram celého iontového toku vzorku 32.

Na obrazku 28B vidime iont, ktery Ize sledovat v retenénim case 3,90 minut. Tento iont
odpovida hmoté¢ 341,21 Da. Jedna se 0 aktivni metabolit perindoprilu, tzv. perindoprilat.
Samotny perindopril nebyl detekovan.

Intenzita sledovaného iontu je pomérné slaba a jak vidime na obrazku 28C pii porovnani
hmoty iontu ve vzorku, tak teoreticky zadana hmota vypocitana podle vzorce perindoprilatu

C17H28N205 + H* se lisi v druhém desetinném misté od hmoty iontu ve vzorku mogi.

65



0.37

100 |
0.38
90| 042
80— |
8 40 |
s 70 045
©
c 60 “0_47
< 50 050
£ 40| /|| 054
T  0.60
g 30 4 0.70 468
- 0.89 -
20 v 118 .. 362 562 4
10 | | e S, 838 6.54 7.56 867 9.02 10.78
} T T ey i e L I
0*\||\Hf\\\ [ N [ e A
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Time (min)
100 3.92
90
80
@
2 70
[0
2 60
=
< 50
2 40
3 30
Q
e 1.68
20 1.66 |
10| 088 , .17 237 306
g TR L 272 525 577 671 7.67 873 942 994 10.73
Ofg"\”j—l e T T T T T 11 1 T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Time (min)
@ 100 , 7306541
=
(1]
=
=
p= -
< 50
. 149.02321 241 21072
s ol || 22412790 36319241 511.28412 705.36664
100 341.20710
50 |
0—- I ’ I | I I
100 200 300 400 500 600 700
m/z

Obrazek 28: A) SCAN mad, B) SIM mad, C) MS signal perindoprildtu
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Obrdazek 29: Fragmentace iontu 341,21 Da (perindoprildt)

Na obrazku 29 je hmotnostni spektrum vzorku 32. Jednd se full ms? spektrum, tedy
o fragmentaci iontu, ktery byl vybran. Pozorovany iont ma hmotu 341,21 Da. Spektrum bylo
pofizeno v retenénim c¢ase 3,89 minut. Monitorovalo se v rozmezi m/z 50,00-365,00 Da.
Spektrum bylo potizeno pii primérné souctové kolizni energii 30 V.

Vybrany iont je stabilni, jelikoz ho pozorujeme ve spektru i po fragmentaci. Znamena to, ze
se iont neochotn¢ fragmentuje, ale jelikoz $lo pouze o zjisténi, jaké fragmenty vznikaji, pak je
tento postup dostacujici a nebylo zapotiebi pouziti vyssich koliznich energii, aby doslo
k naprosté fragmentaci iontu. Po odstépeni molekuly vody z molekuly perindoprilatu dojde ke
vzniku fragmentu, jehoz hmota je 323,19 Da. Jedna se o fragment se sumarnim vzorcem

C17H27N204. Zbylé fragmenty se nepodafilo identifikovat.

TELMISARTAN

Na obrazku 30A je chromatogram celého iontového toku vzorku 51. Na obrazku 30B je jiz
vybrany iont s m/z 515,23 Da, ale v daném chromatogramu je vice pikt s danou hmotou
ptislusejicim dal$im izobarickym slouc¢eninam. Z dalSich analyz stouto latkou je mozné
usuzovat, ze telmisartan je mozno sledovat v reten¢nim ¢ase 3,92 minut.

Celkové spektrum je snizkou intenzitou a pro identifikaci obtizn¢ hodnotitelné, jelikoz je
ovlivitovano koeluujicimi latkami. Jak vidime na obrazku 30C, tak ve vzorku moci se nachazi
telmisartan s hmotou 515,23, ale teoreticky vypocitana hmotnost dle vzorce Cs3HzoN4Oz + H*

ve spodni stopé se lisi v druhém desetinném misté, tedy 515,24 Da.
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Obrazek 31: Fragmentace iontu 515,23 Da (telmisartan)

Na obrazku 31 vidime fragmentaci izolovaného iontu 515,24 Da ze vzorku moci 51.
Fragmentace byla provedena v reten¢nim ¢ase 3,92 minut a obrazek byl pofizen pii prumérné
souctové Kolizni energii 30 V. Monitorovalo se v rozmezi m/z 50,00-545,00 Da.

Opét se jedna o stabilni iont, ktery se obtizn¢ fragmentuje, a proto je mozno ho vidét ve
spektru i po fragmentaci. Po odstépeni molekuly vody z vybraného iontu dojde ke vzniku
fragmentu se vzorcem Cs3H29N4O a s hmotou 497,22 Da. Fragment s hmotou 338,15 Da

odpovida Co4H22N2. Zbyvajici fragmenty nebyly identifikovany.

TELMISARTANGLUKURONID

Na obrazku 32A je chromatogram celého iontového toku vzorku 43. Vybranym iontem je iont
s m/z 691,27 Da, ktery odpovida glukuronidu slouceniny telmisartanu.

Glukuronid telmisartanu je mozno sledovat v retenénim ¢ase 4,01 minut, coz se potvrdilo pii
analyzach vice vzorkt obsahujicich telmisartanglukuronid. V tomto retenénim ¢ase neni vidét
mnozstvi jinych pikt se stejnou hmotou, které by odpovidaly Slouc¢eninam s velmi blizkou
hmotou, jako tomu bylo u samotného telmisartanu.

lont ma relativng slaby signal, ale je 1épe identifikovan nez samotny telmisartan. Na obrazku
32C pti porovnani hmoty iontu ve vzorku moci a teoreticky zadanou hmotou ve spodni stopé

se ionty lisi az na ¢tvrtém desetinném miste.
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Obrdazek 33: Fragmentace vybraného iontu 691,27 Da (telmisartanglukuronid)

Na obrazku 33 vidime Full ms? spektrum vybraného iontu s hmotou 691,27 Da. Jedna se tedy
o fragmentaci tohoto iontu ve 4. minuté analyzy. Spektrum bylo pofizeno pifi pramérné
souctové kolizni energii 30 V. Monitorovalo se v rozmezi m/z 50,00-725,00 Da.

Nejintenzivnéj$im fragmentem je fragment s hmotou 515,24 Da, ktery odpovida telmisartanu
po odstépeni glukuronidu, tedy molekule se vzorcem Caz3H3:N204. Dalsi fragment s hmotou
497,23 Da odpovida fragmentu se vzorcem CasH29N4O. Ostatni fragmenty se vyskytovaly jen
s velmi nizkou intenzitou a jejich identifikace se nezdarila. Ve spektru je mozno vidét i iont,

ktery byl podroben fragmentaci. Je to tim, ze se jedna o stabilni iont.

4.1 Vyhodnoceni kvalitativni analyzy sledovanych latek a jejich fragmenti
Po vytvofeni vlastni knihovny spekter a vyhodnoceni piitomnosti a nepfitomnosti latek byla
vypocitana senzitivita a specificita metody jak pro dané latky, tak pro jejich fragmenty. Tedy
do programu Chromeleon byly kromé hmot sledovanych latek, které jsou uvedeny v tabulce
1, zadany také hmoty fragmentl a byly nastaveny podminky uvedené v podkapitole 3.2.2.
Timto zptasobem se dalo sledovat, ve kterych vzorcich se vyskytuji jaké prechody, tedy kde
doslo k fragmentaci a jaké fragmenty vznikaly. Hmoty sledovanych fragmenti jsou uvedeny
vtabulce 1. Jedna se o vyhodnoceni kvalitativni, které bylo pro predstavu doplnéno
I kvantitativnim vyhodnocenim v podobé grafi, kde jsou udavany plochy piki sledovanych
fragmenti. Nasledné byly ziskany c¢iselné udaje ploch pikd, které se v jednotlivych vzorcich
vyskytovaly. Hodnoty ploch byly zaznamenany do tabulek, které byly vyhodnoceny formou
krabicovych grafi (Excel). Tyto grafy jsou uvedeny nize azobrazuji ptitomnost c¢i
nepiitomnost sledovanych fragmenti ve vzorcich Vv zavislosti na velikosti plochy pikd.
Roztrazovacim kritériem tedy bylo, zda se latka ma ve vzorku vyskytovat, nebo ne. Zaroven

ukazuji, v jakém rozmezi se pohybovaly plochy pikd. Aby mohly byt tyto grafy vytvoieny,
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bylo nutno také znat, zda se latka méla ve vzorku vyskytovat ¢i nikoliv. K tomuto kroku bylo
vyuzito logistické regrese.

Tato statisticka metoda se zabyva odhadem pravdépodobnosti néjakého jevu, na zakladé nami
znamé skutecnosti, ktera mize ovlivnit vyskyt tohoto jevu. Ptipad, kdy jev nastal modeluje
nahodna veli¢ina, ktera nabyva hodnoty 0 pokud jev nenastal a hodnoty 1, pokud jev nastal.
[75]

Tedy pokud se latka méla vyskytovat ve vzorku, bylo do tabulky zadano 1, v pfipadé, Ze se
latka ve vzorku vyskytovat neméla, pak bylo zadano do tabulky 0.

Pro latky, kterymi se tato prace zabyva, byly vytvoreny tabulky, ve kterych je vzdy uvedeno
¢islo vzorku, velikost plochy piku a udaj, zda jev nastal ¢i nenastal, tedy 1 nebo 0. Jelikoz
meély latky vice fragmentd, a tedy vice piechodt, byl vybran vzdy jen jeden a to ten, ktery mél
nejlepsi vysledky (intenzitu, selektivitu, citlivost).

Tabulka 1: Pi‘ehled retencnich casu, hmot ldtek a jejich fragmentii

Ocekavany
Latka reten¢ni ¢as Hmota Fragmenty
(min)
Acebutolol 0,56 337,21 72,08; 86,10; 116,11; 319,20
Amlodipin 3,48 409,15 74,06; 334,08; 392,12
Doxazosin 3,47 452,19 247,11; 435,29
Chlortalidon 0,69 339,02 79,98; 243,02; 321,99
Hydrochlorthiazid 0,38 297,97 77,96
Metoprolol 0,63 689,19 133,06; 250,18
Perindoprilat 3,90 341,21 323,19
Telmisartan 3,92 515,24 338,15, 497,22
Telmisartan-glukuronid 4,01 691,27 497,23, 515,14
ACEBUTOLOL
Tabulka 2: Senzitivita a specificita metody pro acebutolol
Test Latka ocekavana | Latka neocekavana Celkem
Pozitivni 2 5 7
Negativni 0 51 51
Celkem 2 56 58

Tabulka 3: Senzitivita a specificita metody pro fragmenty acebutololu

Test Latka ofekavana | Latka neocekavana Celkem
Pozitivni 2 56 58
Negativni 0 0 0
Celkem 2 56 58
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V tabulkach 2 a 3 jsou uvedeny hodnoty, podle kterych muzeme vyhodnotit specificitu
a senzitivitu metody pro acebutolol. Je ziejmé, ze se mél acebutolol vyskytovat ve 2 vzorcich.
V obou téchto vzorcich byl opravu naméien, jak ve SCAN modu, tak i pifi vyhodnoceni
pfitomnosti fragmentd. V obou piipadech by se tedy senzitivita rovnala 100 %. Ovsem v 56
vzorcich se acebutolol vyskytovat nemél. V piipadé SCAN modu se nevyskytoval v 51
vzorcich z téchto 56, ale v 5 vzorcich se ho podafilo identifikovat i pfes skute¢nost, ze se tam
vyskytovat nem¢l. Je dileZité ov§em zminit, Ze se zde acebutolol vyskytoval s 0 n¢kolik fada
niz8i intenzitou, coz by mohlo byt zpusobeno kontaminaci pii piipravé vzorku nebo
kontaminaci z nastiiku predeslého vzorku. Tudiz téchto 5 vzorkd by se dalo oznacit jako
falesn¢ pozitivni. Pti analyze fragmentl se za fale$né pozitivni vzorky oznacilo celkem 56
vzorki. Specificita metody je v piipadé SCAN modu 91 % a v ptipadé analyzy fragmenth
0 %. Tyto parametry byly ovsem stanoveny na zakladé ptitomnosti acebutololu pouze ve 2

vzorcich, coz je ze statistického pohledu nedostacujici.
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Graf 1: Graf zndzoriiujici piitomnost/nepiitomnost fragmentii acebutololu v zavislosti na

plose piki

Graf 1 ukazuje grafické zpracovani dat namétenych 58 vzorkti moce pacientt. Hodnoty na
ose X, tedy 0 a 1 ukazuji, zda by ve vzorcich acebutolol byt ptitomen nemél, ¢i mél. Jak
vidime, tak v ptipad¢, ze by acebutolol ve vzorcich mél byt piitomen, tak se plochy piku
odpovidajici acebutololu pohybuji od 70 milionti vyse. V piipadé, ze by vzorky acebutolol

obsahovat nemély, byly naméfeny plochy piku, které nedosahuji ani jednoho milionu. Tedy,
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I kdyz vzorky byly falesné pozitivni, hodnoty odpovidajici plocham pikia, které byly

detekovany, byly fadové mensi.

AMLODIPIN
Tabulka 4: Senzitivita a specificita testu pro amlodipin
Test Latka ofekavana | Latka neo¢ekavana Celkem
Pozitivni 28 2 30
Negativni 6 22 28
Celkem 34 24 58

Tabulka 5: Senzitivita a specificita metody pro fragmenty amlodipinu

Test Latka ofekavana | Latka neocekavana Celkem
Pozitivni 16 12 28
Negativni 18 12 30

Celkem 34 24 58

V tabulkach 4 a 5 jsou uvedeny hodnoty, podle kterych muZzeme vyhodnotit specificitu
a senzitivitu metody pro amlodipin. V tabulkach miZzeme vidét, Ze se mél amlodipin
vyskytovat ve 34 vzorcich. Vysledky ze SCAN modu byly u amlodipinu lepsi nez pfi
vyhodnoceni fragmenti amlodipinu. Z tabulky je jasné, ze v piipadé SCAN moédu bylo
skute¢né pozitivnich 28 vzorkii a 6 vzorkll bylo oznaceno za falesné negativni. U analyzy
fragmentl bylo skutecné pozitivnich 16 a falesné negativnich 18 vzorku. Senzitivita metody
pro amlodipin je u SCAN modu 82 % a u analyzy fragmentt 47 %. Specificita metody je 92
% v piipadé SCAN modu, protoze skuteéné negativnich vzorku je 22 a falesné pozitivni jsou
2 vzorky. U analyzy fragmentd je specificita 47 %, jelikoz z 24 vzorkd, kde se nemél
amlodipin, a tedy ani jeho fragmenty vyskytovat, byl naméfen ve 12 vzorcich. Té&chto

12 vzorkt bylo oznaceno jako fale$né pozitivni.
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Graf 2: Graf zndzorfiujici pfitomnost/nepiitomnost fragmentiz amlodipinu v zavislosti na

plose piku

V grafu mutzeme vidét, Ze vzorky, které mély obsahovat amlodipin maji plochu piku
v rozmezi, 0-140 128, zatimco vzorky, kde amlodipin nem¢l byt maji plochu piku v rozmezi
0-20 295. Na rozdil od acebutololu uamlodipinu nemaji hodnoty ploch pozitivnich
a negativnich vysledkti mezi sebou tak markantni rozdily. Amlodipin byl prokazatelné

odhalen u 3vzorkda.

DOXAZOSIN
Tabulka 6: Senzitivita a specificita testu pro doxazosin
Test Latka ocekavana | Latka neofekavana Celkem
Pozitivni 2 6 8
Negativni 1 49 50
Celkem 3 55 58

Tabulka 7: Senzitivita a specificita testu pro fragmenty doxazosinu

Test Latka ocekavana | Latka neocekavana Celkem
Pozitivni 2 26 28
Negativni 1 29 30

Celkem 3 55 58

V tabulkach 6 a 7 mizeme vidét, ze doxazosin se mé&l vyskytovat ve 3 vzorcich z 58.
V piipadé¢ SCAN moédu i analyzy fragmentt byl doxazosin naméfen ve 2 vzorcich z téchto
tiech. Senzitivita metody je pro doxazosin i jeho fragmenty 67 %. V 55 vzorcich se doxazosin

vyskytovat nemé¢l, piesto v piipadé SCAN modu doslo k identifikaci doxazosinu v 6 vzorcich
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z téchto 55. Pfi analyze fragmentl bylo za faleSné pozitivni oznaceno 26 vzorki. Stejnych 6

vzorkt jako v ptipadé SCAN modu a dalsich 20. Proto je specificita metody pro fragmenty

doxazosinu 53 % a pro doxazosin ve SCAN modu 89 %.

Plocha piki

Graf 3: Graf zndzorfiujici pfitomnost/nepiitomnost fragmentii doxazosinu v zdavislosti na

Doxazosin

Mepfitomnost/pritomnost [atky

plose pikii

V graf 3 je vidét, Ze vzorky, které nemély obsahovat doxazosin, tedy v grafu jsou to hodnoty

nad Cislem O na ose X, mély hodnoty plochy piku v rozmezi 0-657 928. Hodnoty ploch

vzorku, kde se doxazosin mél vyskytovat, Se pohybuji v rozmezi od 0-3 640 973. Jak tedy

vidime, rozdil mezi pozitivnimi a negativnimi vysledky je pomérné vysoky.

HYDROCHLORTHIAZID

Tabulka 8: Senzitivita a specificita testu pro hydrochlorthiazid

Test Latka ofekavana | Latka neocekavana Celkem
Pozitivni 7 24 31
Negativni 4 23 27

Celkem 11 47 58

Tabulka 9: Senzitivita a specificita testu pro fragmenty hydrochlorthiazidu

Test Latka ocekavana | Latka neoéekavana Celkem
Pozitivni 11 45 56
Negativni 0 2 2

Celkem 11 47 58
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V tabulkach 8 a 9 mizeme vidét, ze se mél hydrochlorthiazid vyskytovat v 11 vzorcich. Pri
analyze fragmentt byl v 11 vzorcich opravdu prokazan, ale pti SCAN modu byl identifikovan
pouze v 7 vzorcich z téchto 11. Senzitivita metody pro hydrochlorthiazid je 63 % a pro
fragmenty hydrochlorthiazidu je 100 %. Specificita je lepsi v ptipadé SCAN modu. Jako
falesné pozitivni bylo oznafeno 24 vzorki ze 47. U analyzy fragmenti bylo za falesné
pozitivni oznaceno 45 vzorki, pii¢emz 22 vzorka stejnych jako u SCAN moédu. Z téchto 45
vzorkli byla u 43 vzorki intenzita pikti 0 n¢kolik fadu niz$i nez u skute¢né pozitivnich
vysledkt. Plochy piki u téchto 42 vzorkd jsou tedy mnohem men$i nez plochy pika
odpovidajicich skute¢né pozitivnim vysledkim. Specificita metody pro fragmenty
hydrochlorthiazidu je 4 % a pro hydrochlorthiazid ve SCAN modu je 49 %.

Hydrochlorthiazid

Plocha pikd

: —
G x
0 1
Mepfitomnost/phitomnost latky

Graf 4: Graf znazorfiujici pFitomnost/nepiitomnost fragmentit hydrochlorthiazidu v

zavislosti na plose piki

Jak je patrné z grafu 4, tak plochy pikt odpovidajicich hydrochlorthiazidu se pohybovaly
v milionech. Hodnoty ploch pikti u vzorkd, které nemély obsahovat hydrochlorthiazid se
pohybovaly v rozmezi 0-31 009 282. Hodnoty ploch u vzorkti, kde mél hydrochlorthiazid byt,
se pohybovaly v rozmezi 0-39 546 703. Jak vidime, hodnoty plochy piki se prilis nelisi.
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CHLORTALIDON

Tabulka 10: Senzitivita a specificita testu pro chlortalidon

Test Latka ocekavana | Latka neocekavana Celkem
Pozitivni 8 7 15
Negativni 2 41 43

Celkem 10 48 58

Tabulka 11: Senzitivita a specificita testu pro fragmenty chlortalidonu

Test Latka ocekavana | Latka neocekavana Celkem
Pozitivni 9 25 34
Negativni 1 23 24

Celkem 10 48 58

V tabulkach 10 a 11 jsou uvedeny hodnoty, podle kterych mizeme vyhodnotit specificitu

a senzitivitu metody pro chlortalidon. Z tabulek je ziejmé, ze se chlortalidon mél vyskytovat

v 10 vzorcich. V piipadé SCAN moédu byl identifikovan v 8 vzorcich a 2 vzorky byly

oznaceny jako fale$sné negativni. Pfi analyze fragmentt byl chlortalidon identifikovan v 9

vzorcich. U 2 vzorki ztéchto 9 byla ovsem plocha piki odpovidajici fragmentim

chlortalidonu o dva tfady nizsi nez u zbylych 7. Senzitivita metody pro chlortalidon je 80 %

apro jeho fragmenty 90 %. Specificita je lepsi pro vyhodnoceni chlortalidonu ze SCAN

modu, protoze je 85 % a pro fragmenty chlortalidonu je 48 %. Vzorky, které byly oznaceny

jako falesné pozitivni v pfipadé SCAN modu byly falesné pozitivni i v ptipadé analyzy

fragmentd.
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Graf 5: Graf zndzoriiujici pritomnost/nepiitomnost fragmensi chlortalidonu v zdvislosti na

ploSe piki
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Graf 5 nam ukazuje hodnoty ploch piktu, které odpovidaji chlortalidonu. Plochy pikt
odpovidajici chlortalidonu se pohybovaly v rozmezi 0-2 184 006, piicemz jak mizeme vidét
v grafu, tak hodnoty falesn¢ pozitivnich vzorka dosahovaly vyssich hodnot nez hodnoty

skute¢né pozitivnich vzorka. Nejvyssi hodnotou, ktera byla naméfena u skute¢né pozitivniho

vzorku, je hodnota 1 583 957.

METOPROLOL

Tabulka 12: Senzitivita a specificita testu pro metoprolol

Test Latka ofekavana | Latka neoéekavana Celkem
Pozitivni 4 3 7
Negativni 0 51 51
Celkem 4 54 58

Tabulka 13: Senzitivita a specificita testu pro fragmenty metoprololu

Test Latka ofekavana | Latka neoéekavana Celkem
Pozitivni 4 54 58
Negativni 0 0 0
Celkem 4 54 58

V tabulkach 12 a 13 jsou uvedeny hodnoty, podle kterych muzeme vyhodnotit specificitu
a senzitivitu metody pro metoprolol a jeho fragmenty. Jelikoz se mél metoprolol vyskytovat
ve 4 vzorcich a opravdu zde byl identifikovan, jak pfi vyhodnoceni ze SCAN modu, tak pti
vyhodnoceni fragmentt, je senzitivita metody pro metoprolol a jeho fragmenty 100 %. Stejné
jako u acebutololu i v tomto piipadé je zavér, ze je senzitivita testu pro metoprolol 100 %,
ukvapeny, jelikoz by bylo tfeba proméfit vice takovychto vzorkd. V 54 vzorcich se
vyskytovat nemél a identifikovan nebyl u SCAN moédu v 51 vzorcich, ale v ptipadé
vyhodnoceni podle pfitomnosti fragmentd bylo 54 vzorki oznaceno jako fale$sné pozitivni.
Ovsem intenzita téchto 54 vzorkt byla o fad niz8i nez u vzorki, které byly vyhodnoceny jako
skute¢né pozitivni. Specificita testu pro metoprolol je 94 %, ale pro fragmenty metoprololu
0 %.
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Graf 6: Graf zndzoriujici pFitomnost/nepiitomnost fragmentii metoprololu v zdvislosti na

plose piki

Jak v grafu 6 muzeme vidét, tak hodnoty ploch piku se pohybovaly od 500 026-10 555 97. se
pohybovaly od 500 026 az po 10 555 970. Vzorky, kde metoprolol nemé¢l byt ptitomen, maji
hodnoty ploch pikti v rozmezi 2 941-2 679 224. Muzeme tedy vidét, ze rozdil je jeden tad.

PERINDOPRILAT

Tabulka 14: Senzitivita a specificita testu pro perindoprildt

Test Latka ofekavana | Latka neocekavana Celkem
Pozitivni 11 8 19
Negativni 2 37 39
Celkem 13 45 58

Tabulka 15: Senzitivita a specificita testu pro fragmenty perindoprilatu

Test Latka ofekavana | Latka neocekavana Celkem
Pozitivni 0 0 0
Negativni 13 45 58
Celkem 13 45 58

Ztabulek 14 a 15 je patrné, ze se perindoprilat mél vyskytovat ve 13 vzorcich. Pfi
vyhodnoceni perindoprilatu ze SCAN modu bylo 11 vzorkl skuteéné pozitivnich a 2 vzorky
byly oznaceny jako fale$né negativni. V piipadé analyzy fragmentd perindoprilatu bylo 13
vzorkd oznaceno jako falesn¢ negativni. Senzitivita je tedy vtomto piipadé¢ 0 %, zato u

vyhodnoceni ze SCAN modu je 84 %. Ve 45 vzorcich se perindoprilat vyskytovat nemél a pfi
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analyze fragmenti nebyl ani vjednom z téchto vzorki naméfen. Pifi identifikaci
perindoprilatu ze SCAN moédu bylo 8 vzorkti oznaceno za falesné pozitivni. U téchto 8
vzorkli byla intenzita niz§i nez u vzorku skute¢né pozitivnich. Specificita metody pro
perindoprilat je 82 % a pro fragmenty perindoprilatu je 100 %.

Vysledky uvedené v tabulce 15 jsou zna¢né podezielé. V Zadném ze vzorki nebyla naméfena

intenzita fragmentti perindoprilatu, pro¢ tomu tak bylo se nam zatim nepodafilo objasnit.

TELMISARTAN

Tabulka 16: Senzitivita a specificita testu pro telmisartan

Test Latka ofekavana | Latka neoéekavana Celkem
Pozitivni 24 9 33
Negativni 3 22 25

Celkem 27 31 58

Tabulka 17: Senzitivita a specificita testu pro fragmenty telmisartanu

Test Latka ofekavana | Latka neocekavana Celkem
Pozitivni 11 4 15
Negativni 16 27 44

Celkem 27 31 58

V tabulkach 16 a 17 jsou hodnoty tykajici se telmisartanu a jeho fragmentt. Senzitivita
metody pro telmisartan je 89 % a pro fragmenty telmisartanu 41 %. Z tabulek je jasné, Ze se
m¢l telmisartan vyskytovat ve 27 vzorcich. V piipadé SCAN modu bylo skute¢né pozitivnich
24 vzorku a 3 vzorky byly oznaceny za falesné negativni. U analyzy fragmentt bylo skutecné
pozitivnich 11 a fale$n¢ negativnich 16 vzorku. Senzitivita metody pro telmisartan je u SCAN
modu 89 % a u analyzy fragmentt 41 %. Specificita metody je 71 % v piipadé SCAN modu,
protoze skute¢né negativnich vzorkl je 22 a falesné¢ pozitivnich je 9 vzorkd. U analyzy
fragmentt je specificita 87 %, jelikoz z 31 vzorkd, kde se nemél telmisartan a tedy ani jeho
fragmenty vyskytovat, byl naméten ve 4 vzorcich. Plocha pika odpovidajici témto 4 vzorkiim
byla fadové stejna jako plocha pikti pro skute¢né pozitivni vzorky. Tyto 4 vzorky byly

oznaceny jako falesné¢ pozitivni.
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Graf 7: Graf zndzorfiujici pfitomnost/nepiitomnost fragmenti telmisartanu v zavislosti na

plose piki

Jak je znazornéno v grafu 7, u vzorkl, kde se mél telmisartan vyskytovat, se hodnoty ploch
pikd pohybuji v rozmezi 0-13 974. U vzorki, kde telmisartan byt nemél, se hodnoty ploch
pikt pohybuji od 0 do 12 311.

TELMISARTANGLUKURONID

Tabulka 18: Senzitivita a specificita testu pro telmisartanglukuronid

Test Latka ofekavana | Latka neoéekavana Celkem
Pozitivni 25 14 39
Negativni 2 17 19
Celkem 27 31 58

Tabulka 19: Senzitivita a specificita testu pro fragmenty telmisartanglukuronidu

Test Latka ofekavana | Latka neoéekavana Celkem
Pozitivni 24 7 31
Negativni 3 24 27

Celkem 27 31 58

V tabulkach 18 a 19 jsou uvedeny hodnoty, podle kterych mtzeme vyhodnotit specificitu
a senzitivitu metody pro telmisartan-glukuronid a jeho fragmenty. Je ziejmé, ze se mél
telmisartan-glukuronid vyskytovat v 27 vzorcich. V ptipadé SCAN modu byl v 25 vzorcich
opravdu naméfen a pfi analyze fragmenta byl naméten ve 24 vzorcich. Senzitivita metody pro

telmisartan-glukuronid je 93 % a pro jeho fragmenty 89 %. V 31 vzorcich se telmisartan-
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glukuronid vyskytovat nemél. V ptipadé SCAN modu se nevyskytoval v 17 vzorcich z téchto
31, ale ve 14 vzorcich se ho podafilo identifikovat i pies skutecnost, Ze se tam vyskytovat
nem¢l. Tudiz tyto vzorky by se oznadily jako falesné pozitivni. Pii analyze fragmentd se za
falesné pozitivni vzorky oznacilo 7 vzorkd, pfiCemz 6 vzorku bylo oznaceno za faleSné
pozitivni jak v ptipadé SCAN moédu, tak v pripadé analyzy fragmentd. Specificita metody je
v piipadé SCAN modu 55 % a v pripadé analyzy fragmentt 77 %.

Telmisartanglukuronid
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Graf 8: Graf zndzoriiujici piitomnostinepiitomnost fragmentii telmisartanglukuronidu v

zavislosti na plose pikii

Z grafu 8 je vidét, ze hodnoty ploch pikti u vzorkl, kde se mél telmisartanglukuronid
vyskytovat, se pohybuji v rozmezi 0-137 176 047 a u vzorkt, kde nemél byt piitomen,
v rozmezi 0-84 244 792, rozdil je jeden fad.

Pfi vyhodnoceni dat, je nutné si uvédomit, Ze ani pro jednu latku nejsou vysledky idealni.
Samoziejmé z vyhodnoceni senzitivity a specificity nemizeme Se spolehlivosti tvrdit, ze
u nékterych latek jsou vysledky 100%, protoze pro toto tvrzeni by muselo byt zméfeno vice
vzorki. Pii monitorovani fragmentt by mély byt vysledky mnohem lepsi nez ve SCAN modu.
V naSem piipad¢ jsme u latek, jako je amlodipin, ziskali lepsi vysledky ze SCAN modu.
Pomérné velka ¢ast vzorku byla fale$sn¢€ negativni, tedy ocekavané latky jsme neidentifikovali.
Jev falesné negativity by se dal vysvétlit tak, ze pacient 1€k, ktery obsahuje danou latku,
neuziva, zapomné¢l uzit, poptipadé moc byla odebrana v dob¢, kdy je exkrece latky ledvinami

minimalni, tedy koncentrace latky v moci je mala, a tudiz Spatn¢ detekovatelna. Zajimaveéjsim
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jevem ovsem je, ze se vzorky pro urcité latky jevi jako falesné pozitivni. V tomto piipadé by
mohlo jit o zadrzovani latky v kolon¢. Nékteré vysledky by mohly byt zkresleny proto, ze
posledni méfeni probihala zhruba po roce od odebrani vzorku, tedy nékteré 1atky nemusi byt
tak stabilni, aby davaly i po tak dlouhé dobé stale stejné a kvalitni vysledky. V pfipadé
rutinniho méfeni téchto latek, kdy je zapotiebi zméfit velké mnozstvi vzorkd najednou, by se
muselo pouzit pozitivnich vzorkd ke kontrole spektra a retencnich cast. Také by se méla
zohlednit velikost plochy pro skute¢né pozitivni vzorky a fale$né pozitivni vzorky, tedy uréit
pomyslnou hranici, od které se budou vzorky hodnotit jako skute¢né pozitivni, resp. falesné
pozitivni.

Pro utvrzeni kvality vysledkd by bylo nutno zmétit vice vzorki a v krat§im ¢asovém tseku.

Také by bylo mozné zménit kolonu nebo slozeni mobilni faze.

4.2 Metodika na sledovani lé¢iv v moci
V piipad¢ potieby zafadit novou latku do této analytické metody by bylo tieba zjistit:
e jakou hmotu ma dana latka
e Vvjakém retencnim case dana latka eluuje (v piipadé nemozZnosti srovnani se

standardem, zjistit reten¢ni ¢as jako Vv této praci zmétenim vice vzorki)

jaké fragmenty z dané latky vznikaji

jaka je hranice, od které lze povazovat vysledek za pozitivhi/negativni, aby

nedochazelo ke $patnému vyhodnocovani fale$né pozitivnich/negativnich vysledkt
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ZAVER

V této diplomové praci byla vyvinuta metoda na sledovani antihypertenziv v mo¢i pacientu.
Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci byla
nasledné verifikovana proméfenim pacientskych vzorkd.

Metoda byla vytvotena tak, aby se do ni daly zafadit dalsi latky, které by bylo tieba sledovat.
Mobilni faze A byla smési mravenéanu amonného avody v poméru 1:200, ve stejném
poméru byla namichana i mobilni faze B, misto vody byl pouzit methanol. Rychlost pritoku
byla nastavena na 0,400 ml/min. Separace vybranych antihypertenziv probihala na vazané
reverzni fazi (kolona Supelco C18, 50 mm x 2,1 mm x 2,7 um) pfi teploté 30 °C.

Byla vytvoiena knihovna spekter pro vybrané latky a antihypertenziva ve vzorcich moce
pacientll byla identifikovana na zakladé porovnani s témito spektry. V ramci statistického
vyhodnoceni byly vytvofeny krabicové grafy, které ukazuji, kolik vzorkd bylo pozitivnich
a kolik negativnich na sledované latky a na jaké urovni odezvy. Také byla spocitana
senzitivita a specificita metody pro jednotlivé latky a také pro jejich fragmenty. Vysledky
naznacily, Ze ne vzdy je hodnoceni fragmentli danych latek leps$i nez hodnoceni v SCAN

modu.
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Piiloha 1: Popis vzorkii moce, které byly analyzovany

Vzorek Nazev léku Utinna latka
1 Telmisartan 40 mg, Agen 5 mg telmisartanum, amlodipinum
) Telmisartan 80 mg, Agen 5 mg, telmisartanum, amlodipinum,
Presid 5 mg a 2.5 mg felodipinum
Telmisartan 80 mg, Agen 5 mg, telmisartanum, amlodipinum,
3 . -
Presid 5 mg a 2.5 mg felodipinum
Olmetec 10 mg olmesartan
Agen 5 mg amlodipinum
telmisartanum, amilorodi
6 Telmisartan 80 mg, Moduretic hydrochlor.dihydric. s
hydrochlorothiazidem
7 Acecor 400 mg, Amlodipin acebutolol, amlodipinum
Mylan 5 mg
8 Telmisartan 40 mg, Agen 5 mg telmisartanum, amlodipinum
trandolaprilum, chlortalidonum-
Gopten 4 mg, Amicloton, amiloridi hydrochloridum
9 Verospiron, Zoxon 4 mg, dihydricum, spironolactonum,
Lusopress , Rivocor 10 mg doxazosinum, nitrendipinum,
bisoprololi fumaras
10 Triplixam 5/1.25/10 indapar_nidum_ amlodipir?i besilas
perindoprilum argininum
Rivocor (Concor) 10 mg, bisoprololi fumaras,
11 Telmisartan/hydrochlorothiazid, |telmisartanum/hydrochlorothiazidum,
Nitresan nitrendipinum
bisoprololi fumaras,
Rivocor 10 mg, Twynsta 80/5 telmisartanum/amlodipinum,
12 mg, Amicloton, Verospiron 25 chlortalidonum-amiloridi
mg, Dopegyt hydrochloridum dihydricum,
spironolactonum, methyldopum
13 Tritace 2.5 mg ramiprilum
Hydr_ochloroth|a2|d 25 mg, hydrochlorothiazidum,
14 Verospiron 100 mg, Verospiron .
spironolactonum
50 mg
Verospiron 100 mg, spironolactonum,
15 Hydrochlorothiazid 25 mg, hydrochlorothiazidum, amlodipini
Cardilopin 10 mg (Apo-amlo) besilas
16 Telmisartan/Hydrochlorothiazid, | telmisartanum/hydrochlorothiazidum,

Agen 5 mg, Verospiron 25 mg

amlodipinum, spironolactonum




Rivocor 10 mg, Doxazosin

bisoprololi fumaras, doxazosinum,

17 Mylan 4 D t2 .
ylan = mg, Dopegy S0 mg, methyldopum, telmisartanum
Telmisartan 80 mg,
18 Triplixam 10/2.5/5 mdapar.mdum'amlodlplr?l besilas
perindoprilum argininum
19 Nebilet 5 mg nebivololi hydrochloridum
20 Tritace 5 mg, Betaloc 100 mg ramiprilum, metoprololi succinas
21 Twynsta 80/5 telmisartanum/amlodipinum
Rivocor (Concor) 5 mg, Tezeo . . .
. o bisoprololi fumaras, telmisartanum,
22 (Telmisartan) 80 mg, Kapidin 20 e .
mg lercanidipini hydrochloridum
. bisoprololi fumaras, perindoprilum
Concor cor 5 mg, Prestarium . o .
23 Neo. Loradur 5/50 argininum, amiloridi hydrochloridum
’ anhydricum-hydrochlorothiazidum
amlodipinum, acebutololi
24 Agen 5 mg, Sectral 400, Loradur hydrochloridum,
Mite hydrochlorothiazidum-amiloridi
hydrochloridum dihydricum
25 Prestarium Neo, Lusopress 20 perlndo_prllur_n grgmmum,
nitrendipinum
lodipini besil Imi
26 Tezefort 80/10, Indap 2.5 mg am odlplql besi as(te misartanum,
indapamindum
27 Moduretic 5/50, Concor 5 mg amlIorldu.m-hydrthIoroth|a2|dum,
bisoprololi fumaras
telmisartanum-
28 Micardis plus, Rivocor 5 mg hydrochlorothiazidum, bisoprololi
fumaras
29 Telmisartan 80 mg, Apo-amlo 10 telmisartanum, amlodipinum,
mg, Concor 10 mg bisoprololi fumaras
30 Betaloc 200 mg, Inhibace 2.5 mg | metoprololi succinas, cilazaprilum
31 Betaloc 200 mg ZOK, Dopegyt, | metoprololi succinas, methyldopum,
Valsacor 320 mg valsartanum
Triplixam 10/2.5/10, Doxazosin mdapa_mldum_ amlodlplrn besilas
32 perindoprilum argininum,
4 mg XL .
doxazosinum
telmisartanum/amlodipinum,
33 Twynsta 80/5, Rivocor 5 mg, | bisoprololi fumaras, chlortalidonum-

Amicloton

amiloridi hydrochloridum
dihydricum




Triplixam 10/2.5/10, Bisoprolol

indapamidum amlodipini besilas

34 25mg perindoprilum argininum, bisoprololi
fumaras
35 Betaloc 2OC §]5gmg, Gopten 2 metoprololi succinas, trandolaprilum
bisoprololi fumaras/amlodipini
36 Concor combi 5/5, Tezeo 80 mg, besilas,
Indapamid 2.5 mg telmisartanum/hydrochlorothiazidum,
indapamidum
37 Triplixam 5/1.25/5 mdapar_nldum_ amlodlp_)lr_n besilas
perindoprilum argininum
38 Triplixam 10/2.5/10 mdapar.nldum_amlodlplr?l besilas
perindoprilum argininum
39 Prestance 10/10 . |_oer|ndopr|Iu_m .
argininum/amlodipinum
. chlortalidonum-amiloridi
40 Amicloton hydrochloridum dihydricum
Nitresan 20 mg, Rivocor nitrendipinum, bisoprololi fumaras,
41 (Concor) 10 mg, Prestarium Neo perindoprilum
Combi argininum/indapamidum
Telmisartan 80 mg, Amicloton, telmls.arta.nl.Jm, chlortallldonum-
42 Rivocor 10 m amiloridi hydrochloridum
g dihydricum, bisoprololi fumaras
telmisartanum/amlodipinum,
43 Twynsta 80/?’ Concor 5 mg, bisoprololi fumaras, chlortalidonum-
Amicloton . .
amiloridi hydrochloridum
44 Rivocor 5 mg, Agen 10 mg bisoprololi fumaras, amlodipinum
45 Twynsta 80/10, Rivocor 5 mg telmls_artanum/_amIodlpmum,
bisoprololi fumaras
16 Twynsta 80/5, Concor 5 mg telmlsgrtanum/famlod|p|dum,
bisoprololi fumaras
Twynsta 80/10, Rhefluin telmisartanum/amlodipinum,
47 (Moduretic), Rivocor (Concor) 5 amiloridi hydrochloridum
mg dihydricum, bisoprololi fumaras
Concor (Rivocor) 5 mg, Agen 10
48 mg, bisoprololi fumaras, amlodipinum,
Telmisartan/hydrochlorothiazid | telmisartanum-hydrochlorothiazidum
80/12.5
49 Concor combi 5/5 mg bisoprololi fumaras/amlodipini

besilas




chlortalidonum-amiloridi

50 Amicloton, Twynsta 80/5 hydrochloridum dihydricum,
telmisartanum/amlodipinum
bisoprololi fumaras, chlortalidonum-
51 Concor 5 mg, Amicloton, amiloridi hydrochloridum
Twynsta 80/5 dihydricum,
telmisartanum/amlodipinum
59 Bisoprolol 2.5 mg, Agen 10 mg, | bisoprololi fumaras, amlodipinum,
Telmisartan 80 mg telmisartanum
terlmisartanum, bisoprololi fumaras,
53 Telmisartan 80 mg, Rivocor 5 chlortalidonum-amiloridi
mg, Amicloton, Nitresan 20 mg hydrochloridum dihydricum,
nitrendipinum
indapamidum amlodipini besilas
54 Triplixam 10/2.5/5, Dopegyt perindoprilum argininum,
methyldopum
. - perindoprilum argininum,
> Prestarium 5 mg, Kapidin 20 mg lercanidipini hydrochloridum
56 Agen 5 mg, Prestarium Neo 5 mg amlodlplnum, _permdopnlum
argininum
Concor 5 mg, Telmisartan 80 mg, bisoprololl fgmaras, telrr_misa_rtgnum,
57 Amicloton chlortalidonum-amiloridi
hydrochloridum dihydricum
58 Tonarssa 8/10 mg, Concor cor amlodipini besilas-perindoprilum

2.5mg

erbuminum, bisoprololi fumaras




