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trimethylphenylamonium hydroxid. V praxi to pro-
bihalo tak, ze po extrakciléciva do organického roz-
poustéla, nejCastéji éteru se éter odpafil, k odparku
se pridal roztok derivatiza¢niho ¢inidla a vzorek se
aplikoval na kolonu. Reakce pak probéhla pimo pfi
nastriku za vysoké teploty (16). Na obr. 1 je uveden
pifklad analyzy antiepileptik.

V soucasnosti se plynova chromatografie
shmotnostni detekci pouziva predevsim pfi toxiko-
logické analyze. Po nastfiku extraktl z biologického
materidlu na kapildrni kolonu a naslednou separaci
se hmotnostni spektra jednotlivych latek porovna-
vaji s knihovnami spekter Ié¢ivych Iatek a dokdZou
pomérné priikazné identifikovat neznadmé lécivo.

Vysokoucinna kapalinova
chromatografie

Vysokoucinna kapalinové chromatografie
(HPLQO) je v soucasnosti nejrozsifenéjsi chroma-
tografickou metodou. Je to separac¢ni technika,
kterd vyuziva kontinudini opakovani rovnovazné
distribuce mezi pevnou (stacionarni) a kapalnou
(mobilni) fazi. Mezi zékladni instrumentaini vy-
baveni patfi vysokotlakd pumpa se zasobniky
na mobilni fazi, davkovaci zafizeni spojené vétsi-
nou s automatickym davkovanim vzorkd (auto-
sampler), kolona, detektor a zafizeni na zdznam
a zpracovani signdlu (chromatograficky software
a pocitac). Pumpy mohou pracovat v izokratickém
(stejné slozeni mobilni faze) nebo gradientovém
maodu, kdy dochazf v pribéhu kazdé analyzy ke
zmeéné sloZzeni mobilni faze ve prospéch organic-
ké slozky a tim k urychleni separace slozitéjsich
smési latek. Kolony pfedstavuji kovové trubice
nejcastéji o délce mezi 5-25cm a vnitinim prd-
méru 1,2.1,3,4.6 mm, které jsou plnéné sorbenty
s velikosti ¢astic 1.7,2.6, 3,5,a 7 um. Na zpracovani
signélu v eludtu z chromatografické kolony se
mohou pouzit rlizné typy detekce, podminkou
je, Ze musi poskytovat odezvu umérnou kon-
centraci pfftomnych latek. Nejcastéji se pouzivaji
spektrofotometrické UV/VIS detektory, které pra-
cuji v oblasti ultrafialového a viditelného spektra
(200-600 nm) a hmotnostni detektory na prin-
cipu trojitého kvadrupodlu. Detektory fluoromet-
rické nebo elektrochemické se v analytice Iékd
vyuzivajf jen okrajove.

Nejprve se v kapalinové chromatografii pouzi-
valy metody s polarnimi stacionarnimi fazemi pred-
stavované silikagelem a nepoldrnimi mobilnimi fa-
zemi jako je pentan, hexan, chloroform apod. Tento
typ se pfi analyze lécivych latek pfilis neprosadil

a k vyznamnéjsimu pouzitl doslo aZ s rozvojem
techniky nepolarni stacionani faze tzv. reverzni
faze, kdy se na hydroxylové skupiny silikagelu na-
vazaly uhlovodikové fetézce C8 (oktyl) nebo C18
(oktadecyl), popt. fenyl nebo skupiny CN a NH2,
které zmeénily vyznamné jeho vlastnosti. Zbyvajici
volné OH skupiny, kde uz vazba nebyla ze sféric-
kych dlvodd moznd, byly ¢asto jesté upraveny
napt. trimethylmonochlorsilanem tak, aby se zabra-
nilo chvostovan( separovanych latek. Jako mobilnf
faze se pak pouziva voda, popt. pufry, acetonitril,
metanol, tetrahydrofuran a jejich kombinace. Pro
zlepsenti a zrychleni separace se do mobilnich fazf
pridavaji v nizké koncentraci modifikétory jako je
triethylamin, octan amonny, mravenc¢an amonny
nebo se upravuje pH (19).

Bézné Upravy biologickych vzorkl (séra,
plasmy, popr. pIné krve) pfed vlastnianalyzou zahr-
nuji precipitaci proteinC (PPT) acetonitrilem a me-
tanolem, extrakci na tuhé fazi (SPE) nebo extrakci
zkapaliny do kapaliny (LLE) za pouziti organickych
rozpoustédel jako je éter, chloroform, dichlérmetan
a toluen. Po extrakci se organické rozpoustédlo
odstrani, odparek se rozpusti ve vodé nebo mobilnf
fazi a nastrikuje se na kolonu. Protoze u vétsiny ex-
trakénich metod dochdzi ke ztrdtdm analyzované
latky (extrakeni vytézek byva idedlné 80-95 %, ale
iméné) pouzivaji se tzv. vnitfni standardy (internal
standard, IS). Jsou to latky strukturdiné blizké sta-
novovanym léciviim s podobnymi viastnostmi,
které se pfidavaji ke vzorku pred extrakci a jsou
podrobeny stejnym postuplm jako stanovova-
na latka. U HPLC s UV/VIS detekci musf byt jejich
reten¢ni ¢as odlisny v porovnani s analyzovanymi
lécivy, u kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekel (LGMS/MS) se jako vnitini standardy ¢as-
to pouZivajf stejna Iéciva jen izotopové znacena
napt. deuteriem (meropenem a meropenem d6)
a jejich retencni &as je totozny. (19, 20)

HPLC s UV/VIS detekci se pouziva pfi analyze
|écivych latek ve vsech farmakologickych skupi-
nach. Jsou to napt. antiepileptika véetné farma-
kologicky aktivnich metabolit, teofylin, kofein
methotrexat, amiodaron a desethyl- amiodaron,
benzodiazepiny apod. (21,22, 23, 24, 25). Priklad
analyzy antiepileptik je uveden na obr. 2.

Kapalinova chromatografie
s hmotnostni detekci

Kapalinova chromatografie s hmotnostni de-
tekcf je zalozena na separaci a stanovent latek na

zakladé pomeéru jejich hmotnosti a naboje (m/2).
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Kazdy hmotnostnf spektrometr se sklada ze tff
zakladnich ¢asti - iontového zdroje, analyzatoru
a detektoru. V iontovém zdroji dochézi k ionizaci
molekul za vzniku pozitivné nebo negativné na-
bitych iontl. Nejpouzivanéjsimi iontovymi zdroji
je elektrosprej (ESI) a chemické ionizace (APCI).
V analyzatoru dochazi k separaci iontd ve vakuu
na zakladé poméru jejich hmotnosti a ndboje
a do detektoru jsou propoustény jen ty, ktera
majf odpovidajici hodnotu m/z daného skenova-
citho rezimu. V detektoru se méfi zména signélu
napf. méfenim zmény elektrického proudu. Pfi ana-
lyze 1éCiv se nejcastéji pouzivaji trojité kvadrupdly
(tandemové hmotnostni spektrometrie, (MS/MS),
které jsou vysoce citlivé a specifické. Tyto pfistroje
jsou slozeny ze dvou kvadrupdld, které pracujf jako
hmotnostni analyzatory. Treti kvadrupdl ulozeny
mezi nimi slouzf jako kolizni cela, kde za pfftom-
nosti inertniho plynu, nej¢astéji argonu dochazf
k fragmentaci stanovované latky. Kazda latka je
pak charakterizovéna prekurzorovym (parentnim)
iontem a specifickymi produktovymi (dcefinymi)
jonty a na zakladé téchto Udajd pak mdze byt
velmi presné a specificky kvantifikovana. Vzhledem
k tomuto zpUsobu kvantifikace nemusi byt jed-
notlivé latky na rozdil od HPLC s UV/VIS detekci
zcela separovany, coz urychluje analyzu sloZitéjsich
smésf (26). Nutno ale mit na paméti, Ze pokud tato
|éciva existuji v organismu nejen volnd ale i ve
formé glukuronidl (napt. kyselina mykofenolova)
nebo sulfatd (napf. cyklosporin A) musi se obé
slozky chromatograficky oddeélit, jinak by doslo
k faleSnému navyseni koncentrace méfeného lé-
Civa (27). Priklad analyzy kyseliny mykofenolové je
uveden na obr. 3.

Hmotnostni priletové spektrometry (Time
of Flight, TOF) s vysokym rozlisenim se ve spojent
s kapalinovou chromatografif pouzivaji v toxikologii
a v metabolomice pfi studiu metabolitd 1écivych
4tek (26).

K Upravé vzorkd krve, séra nebo plazmy
se u hmotnostni detekce nej¢astéji pouziva
precipitace metanolem nebo acetonitrilem,
popt. jejich kombinace a také se pridava siran
zine¢naty nebo jind aditiva pro zvyseni Ucin-
nosti (28). ProtoZe precipitace Uplné neodstra-
ni pfimési doprovodnych slozek pfitomnych
v biologickych vzorcich jako jsou endogenni
fosfolipidy nebo aditiva heparin a EDTA, musi
se tyto extrakty testovat na tzv. matricovy
efekt (29, 30). Ten se zjisti porovnanim plo-
chy piku stanovované latky bez a po pfidani
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