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Nazev diplomové prace: Vyvoj metody pro stanoveni entekaviru v biologickych materialech
s vyuzitim UHPLC-MS/MS

Entekavir je synteticky analog guanosinového nukleosidu, ktery hraje vyznamnou roli v 1é¢bé
virové infekce chronické hepatitidy B. Tato prace byla zaméfena na vyvoj vysoce citlivé
metody pro stanoveni koncentrace entekaviru v biologickém materialu (potkani mo¢i) pomoci
ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Pfi
analyze byl pouzit stabilni izotopicky znacCeny vnitini standard, entekavir C,*N™. Vzhledem
ke struktufe analyzované molekuly bylo vhodné k analyze vyuzit hydrofilni interakéni
chromatografii (HILIC). Jednim z hlavnich tkold bylo potvrdit tento fakt porovnanim s b&ézné
pouzivanou chromatografii na reverznich fazich (RP-UHPLC) na koloné¢ Acquity BEH C18.
Mobilni faze pro reverzni chromatografii byla optimalizovana na slozeni: acetonitril/0,01%
kyselina mravenc¢i v poméru 4 : 96. HILIC separace byla provedena na koloné¢ Acquity BEH
Amide za pouzZiti izokratické eluce a slozeni mobilni faze acetonitril/5 mM octan amonny pH
4,0 (75 : 25). Ve vysledku HILIC poskytovala lepsi vysledky, pokud jde o linearitu a
opakovatelnost. Ptiprava vzorku byla provedena pomoci extrakce na tuhé fazi pouzitim
kolonky HLB Oasis, ktera je vhodna pro analyzu polarnich latek. Jako elu¢ni ¢inidlo byl pfi
optimalizaci zvolen 75 % acetonitril. Ve stejné koncentraci byl acetonitril pouzit v mobilni
fazi HILIC, proto mohl byt obvykle nasledujici krok odpafovani s vyhodou vynechan.
K minimalizaci matricovych efektt pfispélo pouziti UHPLC separace, HILIC chromatografie,
SPE pro ptipravu vzorku, izotopicky znac¢eného vnitiniho standardu a nafedéni vzorku. Vliv
téchto efektti, zkoumany metodou post-kolonové infuze a post-extrakéniho pridavku byl
zanedbatelny. Néasledujici valida¢ni parametry svéd¢i o vhodnosti pouziti této metody ke
stanoveni entekaviru Vv potkani mo¢i — Spravnost (< 5% chyba), vytéznost (87-109 %),
ptesnost (< 3% RSD), selektivita a citlivost (LOQ = 100 pg/ml).
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