délenf spolupodili detergenty napf. dodecylsiran
sodny. K detekci se pouzivaji UV/VIS detektory,
elektrochemické a laserem indukované fluores-
cencni detektory a v posledni dobé i hmotnostni
detektory (13). Citliva vodivostni detekce se provadi
u izotachoforézy (ITP) zalozené na separaci iontd
ve stejnosmérném elektrickém poli (14).

| kdyz elektromigracni metody predstavuji
standardni analyticky pfistup, maji omezené ru-
tinnimu pouzitf. Testovaly se pro stanoveni antie-
pileptik, benzodiazepinl, nékterych psychofar-
mak, diklofenaku a vybranych beta-blokétor(i (13).

Chromatografické metody

Chromatografické metody maji pfi analyze
lécivych latek vyznamné zastoupent. Jednotlivé
chromatografické techniky se vyvijely postupné
a vzdy ve své dobé predstavovaly vyznamny po-
krok. Na pocatku to byla tenkovrstevna chromato-
grafie (Thin Layer Chromatography, TLC) a plynova
chromatografie (Gas Chromatography, GC), které
dosahly svdj vrchol jesté pfed rozsifenim kapalino-
vé chromatografie a v soucasnosti je jejich vyuziti
jen okrajové. Vysokoucinna kapalinova chromato-
grafie (High Performance Liquid Chromatograhpy,
HPLC) s rlznymi typy detekce se zacala rozvijet od
Sedesatych let minulého stoletf a v soucasnosti je
to pfedevsim ultralicinna kapalinova chromatogra-
fie (UHPLC) s hmotnostni detekci (Mass Detection,
MS), kterd se stala zlatym standardem pfi analyze
lécivych latek.

Tenkovrstevna chromatografie
Tenkovrstevna chromatografie méa své stalé
misto v toxikologii pfi identifikaci 1écivych latek.
Po nanesenf analyzované latky a standardu na
start desticky pokryté stacionarni fazi se chroma-
tografickd desticka vioZi do vyvijeci komory, kterd
obsahuje smés rozpoustédel (mobilnifazi) a pone-
ché ze zde tak dlouho, aZ rozpoustédlo dosdhne
Celo desticky. Po dokonalém vysuseni se jednotlivé
4tky detekuji bud' pod UV lampou nebo na zakladé
barevné reakce s rliznymi ¢inidly. Hodnota RF (po-
meér vzdalenosti skvrny od startu a vzdalenosti cela
rozpousteédel od startu) a barevna reakce jsou pro
jednotlivé latky charakteristické a dokdZzou v mno-
ha pfipadech jednoznac¢né identifikovat danou
noxu i bez pouzitf instrumentdini techniky (15).

Plynova chromatografie
Plynové chromatografie (GC) se pfi analyze

|é¢iv zacala uplatiovat od 60. let minulého stoleti
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pro latky, které se daly pfi vysoké teploté prevést
do plynného stavu, popf. tyto viastnosti ziskaly
chemickou reakcf tzv. derivatizacf. Vétsinou se
pracovalo v médu rozdélovaci plynové chroma-
tografie (Gas Liquid chromatography, GLC), kde
k separaci jednotlivych latek dochézi na zakladé
interakci mezi staciondrni fazi (tenkou vrstvou
kapalné faze navdzanou na nosic) a analytem.
Jako mobilni faze se pouzivaji plyny, nejcastéji
dusik, hélium nebo vodik a detekce se provadi
bud plamenové ioniza¢nim detektorem (FID)
nebo se pouzivd upravena tryska s navazanym
alkalickym kovem AFID nebo termionicky de-
tektor, oba se zvysenou citlivosti na pfitomnost
dusfku a fosforu. Z pocatku se pouzivaly ndplriové
kolony, coz byly sklenéné nebo kovové trubice
plnéné staciondrnimi fazemi. Pozdéji to byly ka-

HLAVNI TEMA (

LABORATORNI METODY V TERAPEUTICKEM MONITOROVANT LEKD

pilarni kolony dlouhé az nékolik desitek metrd
s tenkym filmem stacionarnifaze nanesenym na
vnitfni strané kapilarni kolony, které jsou spojené
predevsim s hmotnostnimi detektory.

Metoda GLC se pouzivala hlavné pro stano-
ven( antiepileptik prvnf a druhé generace jako je
kyselina valproova, fenytoin, fenobarbital, primidon
a karbamazepin, ale dé se pouzit i pro topiramat,
ktery pfedstavuje antiepileptikum tfeti generace
(16, 17, 18). Pracuje se s naplhovymi kolonami se
staciondrnimi fézemi na bazi polysiloxanu nejcas-
t&ji OV-17 nebo SE-30 a s dusikem jako mobilni féz'.
Kyselina valproova se stanovuje pfimo na fazi SP-
1000. U ostatnich antiepileptik, kterd jsou tepelné
nestald, se provadéla on column derivatizace za
vzniku metylderivat( a jako derivatizacni ¢inidlo
se pouzival tetramethylamonium hydroxid nebo

Obr. 2. Analyza antiepileptik metodou HPLC s UV/VIS detekci
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Analyza antiepileptik metodou kapalinové chromatografie s UV/VIS detekci (PD — primidon, PB - fenobarbital, LAM —
lamotrigin, IS — vnitini standard, DPH - fenytoin, CMZ — karbamazepin a dva aktivni metabolity PEMA — phenyethyl-

malonamid a EPO-CMZ-epoxy-karbamazepin)
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