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Abstrakt

Tramadol je centrdlne pdsobiace opioidné analgetikum, ktoré je v peceni
pomocou enzymu CYP2D6 premenené na u¢innu latku O-demetyltramadol, zodpovednu
za vznik opioidnej analgézie. V terapii je uzivany ako racemat. Chovanie kazdého
enantioméru je odlisné: (-)-tramadol inhibuje spitné vychytavanie noradrenalinu a (+)-
tramadol, ktory je terapeuticky ucinnejsi inhibuje spédtné vychytavanie serotoninu. Je
indikovany k liecbe slabej, az stredne silnej bolesti.

Tato praca sa zaobera moznost'ami stanovenia lie¢iva tramadol a jeho hlavného
metabolitu v plazme pomocou chromatografickych metdd, ktoré v sucCasnosti patria
medzi moderné a progresivne separacné metddy. S vyuzitim chirdlnej HPLC analyzy
sroznymi typmi detekcie bolo lie¢ivo stanovené¢ s vysokou citlivostou
a selektivitou. Jednotlivé publikacie poskytuji farmakokinetické data tramadolu a jeho
metabolitu po ordlnom podani jednorazovej davky lieiva zdravym dobrovolnikom.
Stanovenia sa liSia chromatografickymi podmienkami, spdsobom upravy vzoriek,
pouzitymi chemikaliami a hlavne celkovym casom analyzy. Vysledky st uvedené

a porovnané v suhrnnej tabulke.



Abstract

Tramadol is centrally acting opioid analgesic drug. It is converted in liver by the
enzyme CYP2D6 into active substance O-desmethyltramadol, responsible for analgesia.
In clinical practise it is used as racemate. Each enantiomer displays different properties:
(-)-tramadol inhibits noradrenaline reuptake and (+)-tramadol, which is therapeutically
more effective, inhibits serotonin reuptake. It is indicated for the treatment of mild to
moderate pain.

This Bachelor’s thesis deals with possibilities of determination of drug tramadol
and its main metabolite in plasma by chromatographic separation methods, which are
currently modern and progressive. Using chiral HPLC analysis with different types of
detection, the drug was determined with high sensitivity and selectivity. Individual
publications provide pharmacokinetic data of tramadol and its metabolite after oral
administration of a single dose of drug to healthy volunteers. The determinations differ
by chromatographic conditions, sample preparation, chemicals used and mainly total time

of analysis. The results are stated and compared in the summary table.
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1 Uvod

Liec¢ivo tramadol je stredne silné opioidné analgetikum, ktoré bolo prvy krat
syntetizované v roku 1962. Vo svojej molekule obsahuje dve chirdlne centrd, vd’aka
ktorym vznikaji Styri stereoizoméry. Tramadol je podavany vo forme racemickej
zmesi. Po perorélnej aplikéacii podliecha metabolizmu v peceni, po ktorom vznikaja
konjugované a nekonjugované metabolity. Vznika hlavy metabolit O-demetyltramadol,
ktory je zaroven zodpovedny za vznik opioidnej analgézie. Tramadol spolu s jeho
hlavnym metabolitom je preukézatel'ny v krvi.

Ked’ze ide o chirdlnu zlucCeninu stanovenie pomocou achirdlnych analytickych
metdd nie je uskuto€nitel'né. Chiralna chromatografia umoziiuje rozlisenie jednotlivych
optickych izomérov, ktoré sa odliSuju biologickym aj farmakologickym u¢inkom. V tejto
praci st spracované stanovenia tramadolu chirdlnymi HPLC metdédami s roznymi

sposobmi detekcie.



2 Ciel prace
Hlavnym cielom prace bolo najst’ a usporiadat’ informacie o lieive tramadol,
popisat’ jeho Struktiru, metabolizmus a mechanizmus Uc¢inku. Nasledne spracovat’

chromatografické metddy a moznosti stanovenia lieCiva a jeho hlavného metabolitu

pomocou tychto metod.



3 Teoreticka cast’

3.1 Analgetika

Medzi analgetika patria latky, ktoré tlmia vnimanie bolesti a vedu k pocitu bez
bolesti, tj. k analgézii. Pomenovanie je odvodené z gréckeho an (bez) a algia (bolest’).
Ide o latky symptomatické, teda také, ktoré neodstraiiuji vlastnu pricinu bolesti. Podl'a

typu ucinku ich delime do dvoch velkych skupin na:

a) neopioidné - analgetika antipyretika a nesteroidné antireumatika,

b) opioidné - analgetika anodyna.

Pre opioidné analgetikd sa uziva dalSie rozdelenie na silné (morfin) a slabé
(tramadol, kodein). Ddlezité je rozliSenie pojmov opioid a opiat. Termin opioid sa
pouziva pri liekoch, ktoré sa viazu na vSetky tri skupiny opioidnych receptorov a termin
opiat sa vztahuje na latky ziskané z 6pia (morfin, kodein). Opioidy podliehaji predpisom

0 manipulacii s omamnymi a psychotropnymi latkami. [1] [2]

3.1.1 Opioidné analgetika

Vnimanie bolesti je mozné znizit pomocou niekol’kych sposobov. Pouzivana je
celkova anestézia, ktora vyradi cely centralny nervovy systém (CNS), alebo lokélna
anestézia, ktord prerusi vedenie bolestivého podnetu v aferentnom vladkne a tym brani
vnimaniu bolesti priamo a iba v mieste aplikacie. Analgetika opioidné pdsobia hlavne v
CNS, kde dochéadza k prevodu a obmene bolestivych impulzov. Hovorime o mieche,
thalame, hypothalame, retikularnej formacii a mozgovej kore. Tieto miesta su bohato
zasobené neuréonmi s endogénnymi opioidnymi peptidmi. Tie vznikaju z rozdielnych
prekurzorov v nervovom tkanive a v tele pdsobia ako neuromodulatory, ktoré modifikuja
ucinok inych neurotransmitérov v CNS. Dochadza k zmene elektrickych vlastnosti
cielovych vlastnosti a tym je obmedzend ich excitdcia. Vdaka tejto modulacii mézu
opioidné peptidy okrem inych funkcii aj indukovat’ Gl'avu od bolesti a euforiu. Radime
sem enkefaliny, endorfiny a dynorfiny. Vyskytuji sa aj mimo CNS spolu s inymi
ocakavanymi neurotransmitérmi peptidovej aj nepeptidovej povahy. Spolu s peptidmi sa
na tychto miestach vyskytuju Specifické receptory, na ktoré sa viazu nielen endogénne
peptidy, ale aj exogénne podavané opioidné analgetika. Analgetikd anodyna uz v malych
davkach znizuju vnimanie bolesti, bez vyrazného ovplyvnenia inych funkcii nervového
systétmu atym sa liSia od celkovych anestetik, ktoré sposobuju silnejsi utlm CNS

s reverzibilnym potla¢enim vedomia. [1] [3] [4]
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3.1.1.1 Receptory pre opioidy

Farmakologicky rozozndvame 3 typy opioidnych receptorov: u (mi), « (kappa) a
o0 (delta). Delenie je zalozené na behavioralnom a neurofyziologickom pozorovani. Prvy
dokaz o ich existencii a tlohe pri bolesti a analgézii bol poskytnuty v roku 1976 u modelu
chronického zranenia. Receptory boli pomenované po prototypoch lieciv pouzitych
v prvych stadiach. Mi receptor pre morfin a kappa receptor pre ketazocyn(e) Pocas
farmakologickej analyzy opioidnych peptidov na semenovodoch laboratornej mysi bol
objaveny treti typ receptorov, delta receptory (od vas deferens). Stav analgézie suvisi
s aktivaciou mi a kappa receptorov. Vsetky typy tychto receptorov st pritomné na
zakonceniach, kde ich pdsobenim dochadza k znizeniu uvolfiovania acetylcholinu,
GABA, noradrenalinu, ale aj excitacnych neurotransmitérov, alebo substancie P. Tvar a
vizbové miesta tychto receptorov st odvodené zo Struktr pouzivanych silnych analgetik,
prirodnych aj syntetickych. Morfin spolu s jeho derivatmi vytvaraja s receptormi 3 typy
vézieb: van der Walsov¢ sily, vodikové mostiky a idonové véizby. Opioidné receptory sa
vo vysokych koncentraciach nachadzajii na nervovych spojeniach drahy bolesti. Su tiez
pritomné v limbickom systéme aich ovplyvnenie v tejto oblasti vedie k znizenému
vnimaniu bolestivych podnetov. Pomocou tohto mechanizmu moze byt podmieneny aj
euforizaény u¢inok opiatov. Udast’ receptorov pre opioidy je preukdzana pri
sprostredkovavani antitusickych ucinkoch, ale aj niektorych neziadtcich ucinkoch ako
nauzea, alebo zvracanie. Latky ovplyviiujuce receptory podla afinity k ich podtypom

a podl'a vnatornej aktivity receptorov delime do Styroch skupin. [1] [5]

a) Agonisti - st charakteristicky afinitou ku v§etkym trom receptorom aj s vnutornou
aktivitou. Predstavite'mi st morfin, tramadol, alebo fentanyl.

b) Parcialny agonisti - pre nich je typickd vysoka afinita k u receptrou a nizsia
vnutorna aktivita. Napr. buprenorfin.

c) Agonisti — antagonisti - chovaju aktivitu k  a x receptoru. Vnutornu aktivitu
vykazuju iba k receptoru o.

d) Antagonisti - s afinitou ku receptorom g, x a J, ale bez vnutornej aktivity. Do tejto

skupiny zarad’'ujeme naloxon. [1] [6]

3.1.1.2 Neziaduce uc¢inky
Opiaty vyvolavaji mnozstvo vedl'ajSich neziaducich tc¢inkov, ktoré si vacSinou
vyvolané pdsobenim na Specifické opioidné receptory. Patria sem hlavne utlmy

dychacieho centra, zvracanie, zapcha nauzea, zévrate, zhorSenie nalady, svrbenie, sucho
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v ustach, bolesti brucha, poruchy travenia, ospalost’ a bolesti hlavy. K zosilneniu
vnimania bolesti méze dojst’ po vyprchani ucinku lieciva. Opatrnost’ je nevyhnutna
hlavne u pacientov so znizenou respiracnou rezervou a u anesteziovanych pacientov, kde

opioidy vyvolavaju astmatické zachvaty. Mozny je aj vyskyt alergickych reakcii. [1] [6]

3.2 Tramadol

Lie¢ivo tramadol bolo prvykrat syntetizované pomocou Grignardovej reakcie
v roku 1962 nemeckou firmou Griinenth GmbH Specializovant na liecbu bolesti. Liek
bol v Nemecku testovany 15 rokov, nez mohol byt’ v roku 1977 uvedeny na zahrani¢ny
trh pod ndzvom Tramal. V roku 1955 bol schvaleny americkym turadom pre potraviny

a liec¢iva (FDA, Food and Drug Administration). [7] [8] [9]

3.2.1 Struktiira a mechanizmus i¢inku
Tramadol(£)-trans-2-[ (dimethylaminomethyl)-1-(3-methoxyfenyl)-cyklohexanol

je centralne posobiace, stredne silné opioidné analgetikum, ktorého analgetické, ale aj
neziaduce uéinky st podobné opioidom. Ide o synteticky analég morfinu. Uéinnost’ je
uvadzana medzi 1/10 az 1/6 G¢inku morfinu. Je to jeden z derivatov 3-fenylpropylaminu,
ktory vznikd otvorenim piperidinového cyklu. Sucastou spojovacicho retazca medzi
aromatickou castou molekuly a zasaditym dusikom je utramadolu cyklohexanovy
substituovany kruh. Ten je pri¢inou existencie optickych a geometrickych izomérov. Vo
svojej molekule obsahuje dve chirdlne centra, ktoré umoziuji vznik Styrom
stereoizomérom: (1R,2R), (15,2S), (1R,2S) a (1S,2R). V terapii existuje ako racemicka
zmes trans izoméru s dolezitymi rozdielmi v aktivite, vdzbe a metabolizme, ktoré stivisia

s pritomnost’ou dvoch izomérov. [8] [9] [10]

—0
(1S 25 -ramacic

Obr. 1 Vzorec R a S racemdtu tramadolu.
Prevzaté z: https.//en.wikipedia.org/wiki/Tramadol#/media/File: Tramadol
as_a_racemic_mixture.svg
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Napriek tomu, Ze mechanizmus tc¢inku nie je Uplne jasny, z pokusov je zrejmé, ze
sa uplatiiuji najmenej dva komplementarne mechanizmy. Prvym je vézba materskej latky
a O-demetylovaného metabolitu (M1, ODT) na u opioidné receptory, ku ktorym vykazuje
vysSiu aktivitu oproti zostavajucim dvom receptorom. Druhym neopioidnym
mechanizmom je slaba inhibicia spdtného vychytdvania norepinefrinu a serotoninu,
vdaka ktorej dochddza k aktivacii descendentnych inhibiénych drah. Aktivita je
vysledkom nizkej vidzbovej afinity materskej zluCeniny a vysokej afinity vidzby

O-demetylovaného metabolitu na opioidné u receptory. [11] [12]

3.2.2 Farmakokinetické vlastnosti

Tramadol je aplikovany vo forme racemickej zmesi. Obe formy spolu
s metabolitom M1 st vkrvi preukazatelné. Napriek rychlemu vstrebavaniu po
peroralnom podani je jeho absorpcia pomalSia a biologicky polcas dlhsi, ako
u paracetamolu. Racemicky tramadol sa po peroralnej aplikacii vstrebava vel'mi rychlo
a takmer Uplne. Biologickd dostupnost’ jednotlivej davky je priblizne 75 % a po
opakovanom podavani dosahuje az 90 %. Kombindciou s paracetamolom je jeho
absorpcia v tenkom c¢reve rychlejSia a skoro kompletnd. Podanie pripravku sucasne
s jedlom neovplyviluje maximalnu plazmaticku koncentraciu ani absorpciu. Mé vysoki
tkanivovll aktivitu ana proteiny plazmy sa viaze priblizne 20 % podobne ako
paracetamol. First-pass efekt je maximalne 30 % po perordlnom podani. [13]

Tramadol po perordlnom podani podlieha extenzivnemu metabolizmu v peceni.
U ¢loveka dochadza k vzniku 12 konjugovanych a 11 nekonjugovanych metabolitov.
Priblizne 30 % davky je vyli¢ené mocom v nezmenenom stave a 60 % sa vylucuje vo
forme metabolitov. Dochadza k O-demetylacii katalyzatorom je enzym CYP2D6) na M1
metabolity a N-demetylacii (katalyzatorom a enzym CYP3A) na metabolity M2.
(viz obr. 2) O-demetylaciou v pe€eni vznika O-demetyltramadol (ODT), ktory je zaroven
najefektivnej$im metabolitom a je zodpovedny za vznik opioidnej analgézie. Nasledne
vznikaju tri sekundarne metabolity: N,N-didemetyltramadol, N, N, O-tridemetyl-tramadol
a N,O-demetyltramadol. VSetky metabolity st nakoniec konjugované s kyselinou
glukurénovou a sulfatom pred ich vyla¢enim mocou. [9] [12] [14]

Elimina¢ny pol¢as metabolitu M1 je 7 hodin. Jeho plazmatick4 koncentrécia je
niekol’kondsobne niZSia ako koncentracia tramadolu a ich podiel na klinickom t¢inku sa

ani po opakovanom podavani nemeni. [13]
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Tramadol

CYP3A4
CYP2D6 CYP2B6
M1 M2
O-desmethyl-tramadol N-desmethyl-tramadol
(mu receptor ligand)
DiC

OH HN— H
on~ OCH,
HO,

N’CH:’
CHa

Obr. 2 Hlavné metabolity tramadolu.
Prevzaté z: https://www.frontiersin.org/files/Articles/331866/fphar-09-
00148-HTML/image m/fphar-09-00148-g001.jpg

3.2.3 Kontraindikacie

Uzivanie tramadolu sa nedoporucuje 'udom s deficitom CYP2D6 enzymu, ktory
fyziologicky tvori 2 % z cytochrému P450. Je to oznacenie pre velku skupinu enzymov,
ktoré vo svojej molekule obsahuji hem. CYP2D6 je popisovany hlavne v pe€eni, mozgu
a v nizkej koncentracii aj v pl'icach. Jeho geneticky polymorfizmus, inhibicia a indukcia
modze ovplyvnit'® farmakokinetiku materského lieiva aj jeho uc¢inného metabolitu.
Rizikovou skupinou su pacienti s ochoreniami pecene, alebo obliciek, ked’Ze ide o miesta
kde prebieha metabolizmus a eliminécia lieciva. [15] [16]

Na optimalizaciu kontroly bolesti a minimalizaciu vedl'ajSich neZiadticich
ucinkov st opioidy kombinované s neopioidnymi analgetikami, ktoré posobia odlisSnym
mechanizmom a preto poskytuji aditivny, alebo synergicky ucinok. Kombinacia
tramadolu s acetaminofénom poskytuje rychly a dlhotrvajuci analgeticky efekt pri chro-

nickych bolestiach chrbta, ktory je vysledkom synergickej aktivity oboch lie€iv. [9]

3.2.4 Kilinické pouzitie

Je indikovany k liecbe slabej az stredne silnej bolesti, akutnej, aj chronicke;.
Uziva sa u stavov pooperacnych, rakoviny, ako dentélna liecba a proti bolestiam svalov.
U pacientov s osteoartritidou sa pridava ako adjuvant k NSAID (nesteroidné protizapa-
lové¢ latky) terapii. Zdokumentovana bola tiez lieCba uzkosti a depresie. [9] [16]

Hlavnou vyhodou je nizke riziko vzniku zavislosti, dobra biologické dostupnost’
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po peroralnej aplikécii a vysoky pocet liekovych foriem. Podava sa vo forme kvapiek,
tabliet, Capikov, toboliek a tiez injekéného roztoku. U tramadolu nedochadza v utlmu
dychacieho centra a nespdsobuje zapchu. Pri chronickom podavani tramadolu vznika stav
imunitnej tolerancie, na rozdiel od ostatnych opioidov, kde je mozné zlepSenie funkcie

imunitného systému. Analgeticky u¢inok mozeme zvysit’ kombinéaciou s paracetamolom.

[16]

3.3 Chiralita

Chiralita je geometrickd vlastnost tuhého predmetu (alebo priestorové
usporiadanie atomov), ktory je na svojom zrkadlovom obraze neprekryvatel'ny. Takyto
objekt nema ziadne prvky symetrie. Nie je symetricky v zrkadlovej rovine, v strede
inverzie ani na rota¢ne-reflexnej ose. Prikladom chirdlnych zlicenin su aminokyseliny.

Ak je objekt na svojom zrkadlovom obraze prekryvatelny, je popisovany ako achiralny.

[17] [18]

Obr. 3 Vseobecny vzorec aminokyselin.
Prevzaté z:
https://is.muni.cz/el/1411/podzim2013/BLLCO111p/um/Aminokyseliny.pdf

3.3.1 Zakladné pojmy suvisiace s chiralitou

Latky s rovnakym zloZenim, ale odliSnymi vlastnostami sa nazyvaji izoméry.
Latky (molekuly) so zhodnym suméarnym a konStituénym vzorcom, ktoré sa liSia
priestorovym usporiadanim na jednom, alebo viacerych stereogénnych (chiralnych)
centrach si nazyvané stereoizoméry. Existuji dve dolezité triedy stereoizomérov:
enantioméry a diastereoizoméry. Enantioméry sa vyskytuju vzdy v paroch, ktoré majua pri
symetrickych podmienkach rovnaké chemické a fyzikalne vlastnosti. Enantioméry

sta¢aju rovinu polarizovaného svetla, ktoré prechadza vzorkou. Ak je rovina stdana

15


https://is.muni.cz/el/1411/podzim2013/BLLC0111p/um/Aminokyseliny.pdf

v smere hodinovych ruciciek je enantiomér oznaceny ako (+) a ak je sta¢and v proti smere
hodinovych rucic¢iek oznacujeme ho (-). Absolutna konfiguricia v priestore je na
chiralnych centrach oznacovana ako R (rectus-pravy) a S (sinister-lavy). Diastereoizo-
méry su stereoizoméry, ktoré si nie su zrkadlovymi obrazmi. Ide o zlu¢eniny s dvoma
centrami chirality, ktoré sa liSia iba v jednom znich. St to latky s rozdielnymi
chemickymi vlastnostami a preto je moznd ich separacia za achirdlnich podminek.
Vseobecne plati, ze zlu¢enina, ktord ma vo svojej molekule n pocet centier chirality, méze
existovat v 2" priestorovych izoméroch. Tiez plati, ¢ ma 2"! moZnych parov
enantiomérov a racematov. Ak mame latku s dvoma chirdlnymi centrami, vytvaraja Styri
diastereoizoméry, dve dvojice racematov a dve dvojice enaniomérov. Chiralne latky
existuji vo dvoch enantiomérnych formach. Ak tato latka obsahuje ekvimolarne
mnozstvo enantiomérnych molektl, potom ju nazyvame racemét. Racemat spolu s oboma
enantiomérmi st chiralne latky. Ak chceme hovorit’ iba o samostatnych enantioméroch,

lepsie je pouzivat’ termin chirdlne neracemické zluceniny. [17] [19] [20]
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3.4 Chromatografia

Chromatografia patri do Sirokej skaly fyzikalne-chemickych metdd, ktoré sluzia
k oddel'ovaniu a analyze komplexnych zlicenin. Ide o proces, pri ktorom sa analyzovana
latka nesend kvapalinou, alebo plynom rozdel'uje na jednotlivé zlozky v ddsledku
rozdielnej distriblicie pocas prudenia cez staciondrnu (kvapalnq, alebo pevnu) fazu. Slovo
chromatografia je doslovne prelozené z gréckych koreniov Chroma a Graphein. Znamena
farbu a kreslenie. Prvym objavitelom bol rusky botanik Michail Tswett, ktorému sa
vroku 1903 podarilo vytvorit' farebni separaciu rastlinnych pigmentov pomocou
sklenenej trubice s praSkovym uhli¢itanom vépenatym. Napriek tomu, ze uz farba
nezohrava hlavnu tlohu, jej principy sa nezmenili a vyvinula sa natol’ko, Ze je dnes
nenahraditelnym laboratdrnym néstrojom na identifikédciu a separédciu zlucenin a tvori

podstatnt ast’ inStrumentélnej analytickej chémie. [21]

3.4.1 Zakladné chromatografické pojmy

Chromatografia, alebo chromatografické metddy patria medzi metddy separacné.
Su zalozené na rozdielnom deleni minimélne dvoch latok v zmesi medzi dve rézne
a navzajom nemiesatel'né fazy. Staciondrnu, teda nepohyblivii a mobilni, pohyblivu.
Podla skupenstva mobilnej fazy mdame zdkladné rozdelenie chromatografie na
kvapalinova (LC) a plynnu (GC). V kvapalinovej chromatografii je mobilnou fazou
kvapalina, ktorej tok je hybnou silou systému. Staciondrna faza je tvorena vel'mi malymi
casticami pevnej fazy, alebo moZe ist’ o tenky film kvapaliny naneseny na kapilare. Kvoli
jednoduchosti je pre stacionarnu fazu zavedeny termin sorbent. Sorbent mé schopnost’
zadrZiavat’ jednotlivé zlozky v analyzovanej zmesi zatial' co mobilné faza ich vymyva
(eluuje) v smere toku kvapaliny r6znou rychlostou, ¢im dojde k ich oddeleniu. Delenie
latok zavisi aj na brzdiacej sile so selektivnym posobenim: jedna z latok je brzdena viac,
ind menej. Pocas chromatografického procesu opakovane dochadza k ustalovaniu
dynamickej rovnovahy delenych latok medzi sorpciou na stacionarnej faze a desorpciou
do mobilnej fazy. V idedlnom pripade sa systém moZe blizit’ tejto rovnovahe. Distribuciu
jednotlivych zloziek medzi tieto dve fazy popisujeme distribuénou konstantou. Cim je jej
hodnota vyssia, tym dlhSie su zadrziavané molekuly latky na stacionarnej faze. S rastacou
hodnotou distribu¢nej konsStanty sa zvacSuje aj retencia molekul, o vedie k pomalSiemu

pohybu chromatografickym systémom. [22] [23]
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_ (Ci)s _ (n)s ' Vm
(Ci)m (n)m Vs

(Ci)s = koncentracia analytu v stacionarnej fazy, (ci)m = koncentracia analytu

v mobilnej fazy, Vi = objem mobilnej fazy, Vs = objem stacionarnej fazy. [22] [24]

Separacia zloziek zmesi je ovplyvnend nielen stacionarnou, ale aj mobilnou fazou
pouzitim isokratickej (mobilna faza o konStantnom zlozeni), alebo grandientovej elucie
(zlozenie sa meni v prospech silnejSej elucnej zlozky). Po vystupe analytov z kolény je
merany signal vystupujlci z detektoru prevadzany do podoby chromatogra-fického
zaznamu tzv. chromatogramu. Chromatogram je charakteristicky pikmi. V idedlnom

pripade ide o krivky gaussovského tvaru. [22] [23]

mobilni * (

faze L stacionarni faze O

=) @ﬁ_ﬂfﬁ B O chromatogram
0 Kl
= § gL

Obr. 4 Separdcia zmesi v chromatografickom systéme.
Prevzaté z: Novdkova, L. et al. Moderni HPLC separace v teorii a praxi I. Europrint

a.s., 2013. 1 11 ISBN 978-80-260-4243-3.

NajcastejSim a najuniverzalnejSim usporiadanim kvapalinovej chromatografie je
vysokouc¢innd kvapalinova chromatografia (HPLC, High performance liquid chromato-

graphy). [23]

3.4.2 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC)

Ide o univerzalnu techniku vyuzivanu nielen k separacii, ale aj identifikacii
a kvantitativnej analyze. V tomto pripade usporiadania systému je kvapalina pomocou
Cerpadla privddzand za vysokého tlaku, na rozdiel od klasickej kvapalinovej
chromatografie, kde mobilna fiza pretekd kolénou samospadom. Castice si mensie
arovnomerne distribuované, ¢im je separa¢néd Ucinnost’ vysSia a ucinna plocha vicsia.

U HPLC je nevyhnutna prepracovand inStrumentacia. [23]
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3.4.3 InStrumentacia v HPLC

InStrumentacia, na ktorej sa vykonava chromatografické meranie sa nazyva
chromatograf. Kvapalinovy chromatograf sa skladd zo zasobnikov mobilnej faze (1),
odplynovaca mobilnej faze (2), gradientového ventilu (3), zmieSavaca mobilnej faze (4),
vysokotlakovej pumpy (5), Sestcestného ventilu (6,6"), davkovacej slucky (7),
predkolony (8), separacnej kolony (9), detektoru (10), pocitaca (11) a nadoby na odpad
(12) (viz obr. 4).

Obr. 5 Schéma systéemu HPLC.
Prevzateé z: https://en.wikipedia.org/wiki/High-
performance_liquid chromatography#/media/File:HPLC apparatus.svg

Systém HPLC mdze mat’ niekol’ko obmien, pomocou pridania, alebo odobratia
niektorych komponentov. U izokratickej elucie je mobilna faza vedena rovno do
vysokotlakového Cerpadla. Pri gradientovej elucii su prady mobilnej fazy privadzané
z dvoch, alebo aj viacerych zasobnikov a mieSané v zmieSavaci, ktory je zaradeny eSte
pred vysokotlakovym cerpadlom. Mobilnd faza je dalej vedend cez davkovacie
zariadenie do chromatografickej separacnej kolony, ktora je spojend priamo

s detektorom, za ktorym moZe byt’ zaradeny zberac jednotlivych frakcii. [22]

3.4.3.1 Zasobniky mobilnej faze

Zasobniky st sucastou transportu mobilnej fazy spolu s odplynovacom,
cerpadlom a zmieSavacom. Su to vacsinou sklenené nadoby, ktoré maju uzaver s otvorom
pre kapilary. Koniec kapilary, ktory je ponoreny do mobilnej fazy je pokryty fritou, ktora
brani prieniku pevnych cCastic do systému. Frity su vyrabané z nerezovej ocele, alebo
keramického materidlu a tiezZ slizia ako zavazie, aby kapilara siahala aZ na dno zasobnika.
Dobré uzavretie je nutné, z dovodu mozného odtekania kvapaliny a zaroven, aby jej pary

neunikali do okolia. Doélezité je aj zabranenie kontamindcie kvapaliny z vonkajSieho
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prostredia (mikroorganizmy, prach). V zdsobnikoch sii zdroveil umiestnené Specialne
filtre na zachytenie rozptylenych tuhych Castic pred vstupom do HPLC systému. Spoje

zasobnika su vyrobené najCastejSie z nerezovej ocele, alebo teflonu. [23]

3.4.3.2 Odplynenie mobilnej fazy

Odplynovac tzv. degasser sluzi k odplyneniu mobilnej fazy. Odplynenie mobilne;j
fazy je nutné hlavne kvoli zmene tlaku pri vystupe kvapaliny z kolony. V tomto mieste
moze dochadzat’ k uvolfiovaniu bubliniek rozpustenych plynov. Az 70 % problémov
v chromatografickom systéme stvisi s mobilnou fazou. Pomocou odplynenia mobilnej

fazy eliminujeme niekol’ko problémov:

a) nestabilitu zakladnej linie (baseline),
b) nestabilitu ¢erpadiel,
c¢) zli opakovatel'nost’ davkovania vzorky,

d) znizenu citlivost’ detekcie.

V sucasnosti st pouzivané dva principy odplynenia. NajucinnejSim je prebubla-
vanie pomocou hélia v zdsobnikoch mobilnej f4zy, kam prichadza priamo z tlakovej fl'ase
cez redukény ventil, alebo vakuum. VzhI'adom na cenu hélia sa dava prednost’ druhému
spdsobu, ktory je ovel'a rychlejsi. Ide o vakuovy degasser, kde kvapalina prechadza cez
polopriepustni membranu kapildry. Steny tejto kapilary, ktora je umiestnend vo vakuove;j
komore, prepustaji iba plyny. Kontinudlny prechod plynu cez stenu membrany
zabezpecuje rozdiel tlakov vo vnutri kapilary a v jej okoli. Zapojenie degasseru v HPLC

je v takom poradi, aby mobilna faza presla najprv nim a az potom pumpou. [22]

3.4.3.3 Vysokotlakové Cerpadla

Zakladnou a najddlezitejSou funkciu Cerpadla, alebo tiez pumpy je zabezpecenie
stabilného prietoku mobilnej fazy, pri pozadovanom tlaku. Vysokotlakové Cerpadla st
rozdelené do dvoch skupin podla principu, na ktorom pracuji. Oba typy vytlacaja
kvapalinu zo zésobnika piestom, alebo membranou. Pracujt pri konStantnom tlaku, alebo
konstantnom objemovom prietoku. Hlavnym rozdielom je spdsob, akym sa dosiahne
pohyb piestu. Pri konStantnom objemovom prietoku sa vyuziva mechanicky pohon
a u konstantného tlaku, tlak plynu, alebo hydraulickej kvapaliny Na ¢erpadla su kladené
vysoké naroky, aby vysledky ktoré poskytuju, boli o najpresnejsie. [25]
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3.4.3.4 Davkovanie vzorky

Davkovanie je v stUcasnosti realizované pouzitim manualneho slu¢kového
davkovaca, ktory funguje pomocou prepinacich ventilov a automatického davkovaca
(autosampleru). V laboratoriach, kde sa spracovava velké mnoZstvo vzoriek je
automatizacia davkovacieho procesu zakladom. Autosampler umoziuje nastrek vzoriek
bez pritomnosti operatora. Material, z ktorého je vyrobeny, by mal byt odolny voci
vysokym tlakom a chemicky inertny. V zasobniku vzoriek, ktory je s automatickym
davkovaCom spojeny, su umiestnené mikronadobky (vialky). Su to sklenené, alebo
plastové nadobky s objemom najcastejSie 2 ml a s vieckom obsahujucim septum. Vialky
su v zasobniku umiestnené na ocislovanych poziciach, vdaka ¢omu je mozné
automatické davkovanie pomocou analytického softwaru. Zakladom autosampleru je

vstrekovaci viaccestny ventil. [26] [27]

3.43.5 Kolona

Koléna je cast’ systému, v ktorej dochadza k samotnej separécii jednotlivych
zloziek zmesi. Kazda kolona pozostdva z dvoch casti: telo kolony a 2 koncovky. Telom
je rovna trubica s hladkym vnutornym povrchom. Funkciou koncovky je distribucia
mobilnej fazy a analytu rovnomerne celym prierezom a zaistenie tesnosti v oblasti
vysokych tlakov pouzivanych v HPLC. Priestor kolony, ktory je pocas analyzy
temperovany tvori stacionarna faza. Na povrchu sa nachadza kovovy plast, ktory
zabezpecuje stabilitu stacionarnej fazy. Zaroven jeho vnutorny povrch musi byt hladky,
chemicky inertny (odolny voci chemickému posobeniu mobilnej faze) a musi odolavat’
vysokym tlakom, aj ked’ pracovny tlak na kolone mdze byt nizsi. Kolona je zakoncena
ochrannym kraZzkom a koncovou hlavicou, v ktorej je navftany vstup pre kapilaru.
Kapiléary sa pouzivaju k spojeniu kolony s davkovacom a s detektorom. NajcastejSie st
vyrobené z kovu, alebo polyetheretherketonu (PEEK). Sposob distribucie mobilnej fazy

s analytom ovplyviiuje nielen G¢innost’, ale aj rozlisenie. [28]

3.4.3.6 Detekéné systémy

Po vystupe rozdelenych zloZiek analyzovanej vzorky z kolony st tieto zlozky
vedené do detektoru, ktory je umiestneny za chromatografickou kolonou. Detektor
zaznamenava rozdiel signalu pri prechode ¢istej mobilnej fazy a prechode mobilnej fazy
s analytom. RozliSujeme detektory hmotnostné a koncentraéné. Hmotnostné detektory
zaznamenavaji zmenu hmotnostného toku separovanej zlozky vzorky v mobilnej faze.

Koncentracné detektory reaguj na zmenu hmotnostnej koncentracie zlozky
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analyzovane] vzorky v mobilnej faze, nezavisle na rychlosti jej privodu do detektoru.
Dalej detektory delime na destrukéné a nedeitrukéné. V destrukénych detektoroch
dochadza k ireverzibilnej zmene detekovaného komponentu, zatial’ ¢o v nedestrukénych
nedochiddza k jeho chemickej zmene. Detektory v HPLC by mali spiiiat’ niekolko

vlastnosti:

a) univerzalnost’ (odozva pre vSetky analyty),
b) vysoka citlivost’, Specifickost’ a linearnost’,
¢) nedestruktivnost’,

d) Tlahké pouzitie a spol'ahlivost’,

e) signdl nezavisly na zmene teploty, prietoku a zlozeni mobilnej fazy. [0]

Vsetky uvedené vlastnosti nema aneméze mat ziadny detektor. Najviac
pouzivané HPLC detektory vSak maji vacSinu z tychto vlastnosti. Najnarocnejsia je

hlavne kombindacia univerzalnosti a Specifickosti. [22] [27]

3.4.4 Vybrané detektory v HPLC

Existuju Styri moznosti pouzivané na detekciu v HPLC: detekcia univerzalnych
vlastnosti, Specifickych vlastnosti, zmeny mobilnej fazy a spojené techniky. Ich vyuzitie
v praxi nie je rovnomerné. Do zaciatku 20. storocia jednoznacne prevazovala technika
UV-VIS detekce, ale dnes dochadza k vyraznému narastu detekce pomoci hmotnostnej

spektrometrie, na tkor nie len UV-VIS, ale aj fluorescencnej detekcie. [29]

3.4.4.1 Spektrofotometrické detektory

Spektrofotometrické, alebo UV-VIS detektory st dnes najpouzivanejSimi
detektormi, kedZe vysoky pocet zlucenin vykazuje absorpciu svetla v ultrafialove;j
a viditelnej oblasti. Ide o oblast’ vinovych dizok od 190 do 800 nm. Kvantitativne

vyhodnocovanie je moZzné vd’aka Lambert-Beerovmu zakonu:
A=log(lo/I)=e*b*c

A je velkost’ absorpcie vyjadrend ako absorbancia, Iy intenzita dopadajiceho
a [ intenzita prepusteného svetla. € je molarny absorpcny koeficient, ktory je pre kazda
latku charakteristicky, b vyjadruje dizku cely detektoru v cm a ¢ je molarna koncentracia
absorbujucej zlozky. K zmene absorbancie dochadza pri zmene koncentracie latok vo
vzorke. Platnost’ zdkona je obmedzend, kedze zdkon nezahfiia vplyvy teploty,

rozpustadla, ani vinovej dizky. Na zabezpe&enie spravnej ¢innosti spektrofotometrickych
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detektorov je zédkladom samotna cela detektoru. Optika cely smeruje paprsky svetla do
stredu cely, kde je index lomu najmensi. Sirka cely zaist'uje, aby sa vyuZilo ¢o najviac
energie, ktora je nasmerovana z detektoru do fotodetektoru. UV-VIS detektory su
rozdelené na Styri typy podla ich konsStrukéného usporiadania. Detektory s fixnou
vlnovou dizkou, s meniacou vlnovou diZkou, s programovatenou vlnovou dizkou
a detektory s diodovym polom. UV-VIS detektory s fixnou vinovou dizkou pouZivaju
ako zdroj nizkotlakova rtutovi vybojku, st jednoduché a lacné, najcastejSie s vinovou
dizkou 253,7 nm. Detektory s meniacou vinovou dizkou obsahuju iba dopredu dané
vlnové dizky. Vinovii dizku je mozné nastavit u detektorov s programovatel'nou vinovou
diZkou, najastejsie od 190 do 700 nm. Meranie je uskutoénitelné pri dvoch aZ Styroch
vlnovych dizkach stcasne a vinové dizky sa mozu menit aj pocas analyzy. [29] [30]

Detektory s diddovym pol'om (DAD, PDA) snimaja celé spektrum bez prerusenia
chromatografickej separacie v redlnom case. Draha svetla je podobna ako pri detektore
s meniacou vlnovou diZkou, ale najprv prechadza mernou celou detektoru a az nasledne
dopada na holografickt mriezku, kde je spektralne rozkladané. Na diddové pole dopada

tok Ziarenia o uréitej vinovej dizke zoslabeny absorpciou v cele detektora.

Obr. 6 Schéma PDA.

(1,2) zdroje Ziarenia, (3) SoSovka, (4)filter, (5) prietokova cela detektoru, (6) opticka
Strbina, (7) holograficka mriezka, (8) diodové pole

Prevzaté z: http://www.chromatographyonline.com/lcgc-blog-diode-array-detector-
settings-five-minutes-change-your-chromatography-forever

Kazda z fotodiod je spojend s kondenzatorom, ktory je dopredu nabity na urcitu
hodnotu. Po dopade ziarenia na fotodiddu vznika fotoelektricky prud , ktory kondenzéator
vybija. Vznikajuci fotoelektricky prad je priamoumerny intenzite dopadajiceho Ziarenia.

V d’alSom kroku dochadza k nabitiu jednotlivych kondenzitorov a meria sa prad
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potrebny na ich opédtovné nabitie. Postupne st zaznamenavané hodnoty absorbancie pri
kazdej vinovej dizke v kazdom okamihu. Spektralne rozliSenie zavisi na poéte diod
v poli. Pocet diod je 512, alebo 1024. PDA detektory su schopné detekcie latok pri
akejkol'vek vinovej diZke, umoziiuji porovnavanie spektra s kniznicou spektier

a vypocitavaju Cistotu pikov. [29] [30] [31]

3.4.4.2 Fluorescencné detektory

Fluorescencné detektory meraju sekundarne, emisné Ziarenie, ktoré je uvoliované
latkou po absorpcii primarneho, excitacného elektromagnetického Ziarenia. Absorpciou
elektromagnetického ziarenia prechadzaju molekuly latok zo zakladného elektrénového
stavu do excitovaného stavu. Cas trvania fotoluminiscencie je 10® az 107 sekundy.
Detektory st vel'mi citlivé k prirodzene fluorescencnym zlu¢enindm, ale aj k takym, ktoré
su derivatizaciou upravené, aby fluoreskovali. Zdrojom ziarenia su rtutové, alebo
xendnové vybojky. Pouzitim monochromatora, ktory sa nachadza medzi zdrojom svetla
a celou detektoru, je mozné nastavenie vinovej dizky excitovaného aj emitovaného
ziarenia. Tieto vinové dizky moZno programovat’ v priebehu elucie pre dosiahnutie
maximalnej citlivosti u separovanych latok. Fluorescenéné detektory st vhodné na
detekciu analytov s vel'mi nizkymi koncentraciami, ked’ze st niekol’konéasobne citlivejsie

ako UV-VIS detektory. [29]

3.4.4.3 Hmotnostné spektrometre

Hmotnostné spektrometre (MS) patria v HPLC do skupiny spojenych technik.
Okrem udajov z chromatogramu poskytuji spektralne tdaje o identite latok. St vysoko
Specifické a v sucasnosti patria medzi Standartné detektory pre bioanalytické aplikécie,
potravinovu analyzu, alebo vyskum avyvoj novych liekovych Struktar. Proces
identifikécie a kvantifikacie latok prebieha v troch krokoch. Najprv dochddza k ionizacii
vzorky, pri ktorej st neutrdlne molekuly prevedené na i6ny v idbnovom zdroji. Potom
nasleduje rozdelenie i16nov podl'a pomeru hmotnosti a naboja a k ich urychleniu v analy-
zatore. Poslednym, tretim krokom je detekcia idnov a zosilnenie signalu v detektore.
Dal§imi ¢astami pristroja st vaikuovy systém, sonda na zavadzanie vzoriek, iénova optika
apocita¢ so sofistikovanym softwarom pre zber a spracovavanie dat. [27] [32]

Ionizovat’ analyty moZeme Sirokym spektrom ioniza¢nych technik, ked’ze Ziadna
znich nie je univerzalna. Vyber techniky zavisi na tepelnej stabilite, molekulovej
hmotnosti, polarite a prchavosti latok. RozliSujeme mikké a tvrdé ioniza¢né techniky.

U maékkych ionizaénych technik vznikaji protonované, alebo deproténované molekuly
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atak nedochédza k rozsiahlej fragmentacii ako u technik tvrdych. Najpouzivanejsie
mikké ioniza¢né techniky spojené s HPLC su ionizace za atmosferického tlaku
(atmospheric pressure ionization, API) a zahfnaja ionizaciu elektrosprejom (electrospray
ionization, ESI), fotoionizadciu za atmosferick¢ho tlaku (atmospheric pressure
photoionization, APPI) achemicku ionizaciu za atmosferického tlaku (atmospheric
pressure chemical ionization, APCI). Pouzivand je aj ionizacia desorpciou laserom za
ucasti matrice (matrix assisted laser desorption ionization, MALDI). Spekra ziskané
pomocou médkkej ionizacnej techniky nie je mozné porovnavat s kniznicou spektier,
pretoze neexistuje. Kniznica existuje iba pre elektronovu ionizaciu (EI), ktord pari medzi
tvrdé ionizacné techniky. Pri EI sauvolfiuje valen¢ny elektron, vzniké kationovy radikal
a nésledne dochadza k rozsiahlej fragmentacii v dosledku pdsobenia na elektromagne-
tické polia. Podmienkou pre EI je prchavost’ latok a preto je vyuzivana s plynovou
chromatografiu (GC). [32]

K rozdeleniu i6nov podl'a pomeru hmotnosti a naboja a naslednému urychleniu
a fokusécii dochadza v hmotnostnom analyzatore. Je umiestneny pred detektorom a za

i6novym zdrojom. Hmotnostné analyzatory funguji podl'a piatich zakladnych principov:

a) zakrivenie drahy letu v elektrickom, alebo magnetickom poli,

b) rozna doba letu idnov v oblasti bez pol’a,

c) rozna absorpcia energie pri cykloiddlnom pohybe i6nov v kombinovanom
elektrickom a magnetickom poli,

d) rdzna stabilita oscilécie i6nov v kombinécii jednosmerného a vysokofrekvencné-
ho striedavého napitia,

e) rozdelenie i6nov na zaklade rdznej frekvencie harmonickych oscilécii.

Hmotnostny spektrometer je jediny detektor, ktory potvrdzuje identitu analytov na
zdklade molekulovej hmotnosti a Struktirne Specifickych fragmentov. Spojenie

separacnych technik so Specifickym detektorom je metddou prvej vol'by. [22]

3.4.5 Chiralna separacia v HPLC

Separacia enantiomérov pomocou HPLC nie je na beznych stacionarnych fazach
moznd. Na jej uskutocnenie je nutné pouzitie chirdlneho selektoru za podmienok chiralne;j
chromatografie. Na separaciu enantiomérov su pouzivané dva postupy. Prvym je
nepriama chiralna separacia, kde vznikaju diastereoizoméry po chemickej reakcii paru

enantiomérov s opticky ¢istym derivatizacnym (chiralnym) ¢inidlom. Nésledne prebieha
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separacia vzniknutych diastereoizomérov v achirdlnom prostredi. Vyhodou tohto postupu
je moznost pouzitia konvenénych chromatografickych kolon a dobrd selektivita
diastereoizomérov. Pri druhom postupe vznika doCasny diastereoizomérny komplex,
ktory sa vytvori medzi chiralnou stacionarnou fazou (CSP), alebo chiralnym selektorom
v mobilnej faze aenantiomérom pocCas chromatografickej separacie. Ku vzniku
kratkodobého diastereoizomérneho komplexu st vyuzivané vodikové vézby, n-m
interakcie, interakcie dipol-dipol, hydrofobne interakcie, komplexy a stérické efekty.
K rozliSeniu dvoch enantiomérov st nevyhnutné minimalne tri sicasne poOsobiace
interakcie medzi analytom a chirdlnou staciondrnou fazou. Tento proces sa nazyva
chirdlna separacia. CSP vznikd po kovalentnom naviazani chirdlneho selektoru na
achirdlny nosi¢ (vacSinou sikilagel) v kolone. Chirdlne selektory su podla pdvodu
rozdelené do niekol’kych skupin. Prirodné, semisyntetické a syntetické. Selektory
prirodného povodu su malo selektivne, preto su viac vyuzivané selektory semisyntetické
a syntetické. V sti€asnosti je v HPLC priama chirdlna separacia na CSP najrozSirenejSim
sposobom. Existuje niekol’ko hlavnych typov chirdlnych stacionarnych faz. NajcastejSie
pouzivané su polysacharidové a proteinové. Na separaciu chirdlnych lie¢iv v HPLC sa
vyuzivaju CSP na zaklade polysacharidov, CSP s makrocyklickymi antibiotikami,
cyklodextriny a ich derivaty a CSP s naviazanymi bielkovinami. [33]

3.4.5.1 CSP na baze makrocyklickych antibiotik

CSP zo skupiny makrocyklickych antibiotik maju niekol’ko stereogénnych centier
a funkénych skupin, ktoré im umoziuju interakciu s chirdlnymi molekulami. U tychto
CSP existuje vysoka pravdepodobnost’ vzniku diastereoizomérnych komplexov
sanalytom ateda vysokd pravdepodobnost, Ze ddjde k chirdlnej separacii.
Makrocyklické antibiotikd sa delia na ansamyciny a glykopeptidy, ktoré sa radia medzi
najuspesnejsie chirdlne selektory. Antibiotikd su kovalentne viazané na silikagel (Styri
a viac vézieb). Su tvorené makrocyklickym kruhom a peptidovym retazcom s réznym
poctom étericky viazanych cukrovych jednotiek. Medzi komercne dostupné CSP patria
napr. vankomycin (Chirobiotic V), ktory ma 18 chiralnych centier, teikoplanin
(Chirobiotic T), ktory obsahuje 23 chirdlnych centier a Ristocetin A (Chirobiotic R).
Tieto CSP su vel'mi selektivne a ich selektivita je ovplyvnena hlavne zlozenim mobilne;j

fazy, pH, teplotou a organickym modifikatorom. [34]
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3.4.5.2 Polysacharidové CSPs

Prirodné polysacharidy ako amyldza a celuldza st opticky aktivne latky vd’aka ich
asymetrickej Struktire a preto sa mézu uplatnit’ ako CSP v kvapalinovej chromatografii
pri chirdlnych separaciach enantiomérov. Amyloza je polymér tvoreny 500 - 20000 D-
(+) glukézovymi jednotkami spojenymi o-1,4-glykozidickou vézbou. Celuloza je
polymér, ktory je tvoreny 200 - 14000 D-(+) glukdézovymi jednotkami spojenymi -1,4-
glykozicickou vidzbou. Nesubstituovana celuldza aj amyloza sa neosvedcili ako chirdlne
selektory kvoli ich nizkej selektivite a problémom s manipulaciou. Z tohto dovodu sa ako
chiralne selektory uplatiiuju ich chemické derivaty. Derivované polysacharidy st na nosic¢
(silikagel) kovalentne naviazané, alebo iba nanesené¢ pomocou procesu nazyvaného
coating. Kovalentne naviazané derivované polysacharidy st odolnejsie voci tlaku, teplote
a pouzite] mobilnej faze, ale ich enantioselektivita je v porovnani s nanesenymi
derivovanymi polysacharidmi niz$ia. Je to dané obmedzenou stereoSpecifickou
konfiguraciou imobilizovanych derivovanych polysacharidov v priebehu ich
kovalentného naviazania na povrch nosi¢a pomocou hydroxylovej skupiny
polysacharidu. Mechanizmus separdcie moze ovplyvnit aj molekulovd hmotnost’
a polydisperzia polysacharidu. Polysacharidy su najcastejSie derivované triestermi
a trikarbamatmi. V sucasnosti existuje mnozstvo polysacharidovych CSPs, ktoré patria

medzi najpouzivanejsie stacionarne fazy. [33]

3.4.5.3 Cyklodextriny a ich derivaty

Cyklodextriny (CD) su cyklické oligosacharidy, ktoré boli prvykrat izolované
vroku 1891 ako degradaény produkt Skrobu. Vznikaji neSpecifickou enzymatickou
hydrolyzou pdsobenim cyklodextrin-glykosyltransferdzy. Pozostavaji zo Siestich (o-
cyklodextriny), siedmich (B-cyklodextriny), alebo 6smich (y-cyklodextrin) gluko-
pyrandzovych jednotiek. VSetky jednotky st viazané o (1,4) glykozidickou vazbou.
Geometrické usporiadanie glukopyranézovych jednotiek vytvara duty kuzel (kavitu)
o roznej velkosti. Vonkajsi, Sirsi okraj kavity obsahuje sekundarne hydroxylové skupiny
auzsi okraj je obklopeny primarnymi hydroxylmi. Ztohto doévodu je vonkajSok
hydrofilny, zatial’ ¢o vnutorny okraj ma lipofilny charakter. Vd’aka tomu mdzu nepolarne
molekuly lahko wvnikat (inkludovat) do wvnutra kruhu CD apolarne interaguju
s primarnymi hydroxylmi na povrchu. Vznikaju tzv. inklizne komplexy. K tomuto javu
dochadza najcCastejSie vo vode, alebo v zmesi vody ainého polarneho rozpustadla.

Inkltzne komplexy su charakterizované konStantami stability, ktoré st zodpovedné za
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retenciu jednotlivych analytov (stabilizacia vodikovymi vdzbami, van der Vaalsovymi,

alebo disperznymi silami).

Hostujici " Inkluzni
chD
molekula komplex

Obr. 7 Schéma tvorby inkluzneho komplexu.

Prevzaté z:

https://dspace.tul.cz/bitstream/handle/15240/221 16/Nanocasticove_senzorov
e_systemy - Michael Kalat%2C DP%2C TUL_2017.pdf?sequence=1

Chemickou modifikaciou je mozné cielene menit’ fyzikdlne-chemické vlastnosti
cyklodextrinov. Vznikaju derivéty s lepSou rozpustnostou vo vode aj v organickych
rozpustadlach. Derivatizacia prebieha cez hydroxylové skupiny, pri ktorej vznikaju étery,
estery, alebo karbamaty. Samotny cyklodextrin je kovalentne viazany na povrch
silikagelu. Chirdlnu separaciu na CD je mozné realizovat vo vSetkych troch

chromatografickych médoch (normalny, reverzny a poldrno-organicky maod). [35] [36]

3.4.5.4 Glykoproteinové CSPs

Glykoproteiny su vysokomolekularne komplexy proteinu, ktoré sa skladaju
zretazca L-aminokyselin spojenych peptidovou védzbou. Aminokyseliny su chirdlne
latky a preto maju schopnost’ diskriminovat’ chirdlne molekuly. Glykoproteinové chirdlne
selektory st imobilizované na silikagel. Nevyhodou tychto stacionarnych faz je nizka
kapacita, tlakovy limit kolony a obmedzené pH mobilnej fazy v rozmedzi 4 - 7. Vyho-
dami glykoproteinovych CSPs st unikdtne enantioselektivne vlastnosti k Sirokému
spektru latok a dobrd kompatibilita s vodnymi mobilnymi fazami. Medzi komer¢ne
dostupné kolony patri kolona s al-kysly glykoproteinom (AGP). Je to stabilny protein so
Sirokym rozmedzim teplot a pH, u ktorého nedochadza k denaturacii v organickych
rozpustadlach. Daldiu CSP tvori trypsinovy inhibitor ovomukoid (OVM), ktory sa
ziskava z vajecnych bielkov. Hovidzi sérovy albumin (BSA), gul'ovity protein obsahu-
juci 581 aminokyselin stabilizovany 17 disulfidickymi mostikmi, je d’alSou pouZivanou

glykoproteinovou CSP. [22]
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3.4.5.5 Crown-éterové CSPs

Prva zmienka o crown-éteroch pochadza zroku 1967. Ide o syntetické,
makrocyklické polyétery obsahujuce etylénoxidovy mostik (-CH2CH>O-). Podobne ako
cyklodextriny aj crown-étery vytvaraju kavity, ktorych velkost urcuje pocet etylén-
oxidovych mostikov. Chiralne crown-étery vznikaju pri zacleneni chirdlnej molekuly do

Struktary crow-éteru. [22]

3.4.5.6 Aplikacia chiralnej chromatografie

Uplatnenie chirdlnej chromatografie je v odvetviach, kde je nutné rozliSenie
jednotlivych optickych izomérov latok, ktoré sa liSia svojim farmakologickych, alebo
biologickym ucinkom. Jeden zoptickych izomérov je zvdcSa aktivna forma
s pozadovanym u¢inkom. Druhy izomér mdze byt menej aktivny, neaktivny, alebo
s neziaducimi ucinkami. Poskytuje rozliSenie enantiomérov zrdznych tried spolu
s vysokou senzitivitou a dobrou linearitou modernych detektorov, vd’aka ¢omu reprezen-

tuje idedlny nastroj na ziskanie enantioSpecifickych dat. [35]
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4 Analyticka Cast’

Achiralne HPLC analytické metddy st rutinne pouzivané v bioekvivalen¢nych aj
farmakokinetickych stadiach, zatial’ ¢o pre stanovenie enantiomérneho pomeru tramadolu
a jeho metabolitov st nevyhnutné chirdlne HPLC metddy. Prvé analytické metody pre
tramadol a jeho metabolity v biologickych vzorkach zahfnali plynovi chromatografiu so
selektivnou dusikovou detekciou, alebo hmotnostnou detekciou. Popisané boli aj HPLC
metddy s ultrafialovou, fluorescencnou, elektrochemickou a hmotnostnou detekciou.
Ked’ze molekula tramadolu obsahuje benzénovy kruh, HPLC analyza v plazme pomocou
UV detekcie nepatri medzi najCastejSie, kvoli nizsej citlivosti a selektivnosti. [37]

Z vybranych publikovanych c¢lankov st popisané najpouzivanejSie a naj-

vhodnejsie HPLC metody stanovenia tramadolu a jeho hlavnych metabolitov.

4.1 Stanovenie tramadolu a ODT pomocou HPLC s fluorescen¢nou
detekciou

Stadium bolo schvélené etickou komisiou a vykonané podla aktualnych narod-
nych a medzinarodnych predpisov, pokynov a odporacani. Do studii bolo zahrnutych 10-
24 dobrovol'nikov, muzov aj zien vo veku od 20 do 29 rokov. Kazdy z dobrovolnikov
dostal jednorazovt davku 100 mg (dve tablety Tramadolu, alebo Tramalu po 50 mg),
podant ordlne spolu s 200 ml vody. Sucast'ou diéty bolo obmedzenie uzivania alkoholu,
kofeinu, tukov a zakaz fajcenia. Po dvoch tyzdinoch bola podand druhia davka za
rovnakych podmienok. Vzorky krvi, boli odobrané z kubitdlnej Zily do striekacky
s heparinom v nasledujtcich intervaloch: 10, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 360, 480,
720 a 1440 min (0-24 hod.). Plazma bola ziskand centrifugaciou aihned oddelena
a uskladnena pri -20°C, nez bude analyzovana. Podla stabilnych s§tadii vydrzi tramadol

a jeho hlavny metabolit ODT v plazme bez rozkladu pri -60 °C najmenej 49 dni. [38] [39]

4.1.1 Priprava vzoriek

Po rozmrazeni plazmy boli zakalené vzorky centrifugované. Ku 0,5 ml (1 ml)
I'udskej plazmy v sklenenej skiimavke so zabrusovou zatkou bol pridany vnutorny
Standard (IS- internal standard). Ako vnutorné Standardy boli pouzité diMeSA
(N, N- dimetylsulfanilamid) (2002), cis-tramadol (2005), fluconazol (2015), alebo sotalol
(2008, 2016). Nasledne sa pridalo extrakéné médium a cely obsah skimavky sa premiesal
na vortexe 1 minuatu a jemne eSte d’alSich 30 minut. Po d’alSej centrifugacii boli skimavky

ulozené v mraziacom boxe (-60 °C na 30 min, alebo -20 °C na 6 hodin), az kym spodna,
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vodna vrstva nezamrzla. Organicka vrstva obsahujica analyty bola dekantovana do nove;j
Cistej skimavky a rozpustadlo bolo vyparené pomocou pradu dusika vo vodnom kupeli
(40°C). Suchy extrakt sa zriedil s mobilnou fazou, premiestnil sa do vialok autosampléru
a alikvoty vzoriek sa nastriekli do kolony chromatografického systému.[38] [39] [40] [41]

V jednotlivych studidch postupne dochddzalo k zmendm a vylepSovaniu analy-

tickych podmienok.

4.1.2 Chromatografické podmienky
e Mobilnéa faza: acetonitril: 0,01M fosfatovy pufor = 3:7 [39]
metanol: voda = 13:87 + kys. fosforecnd (pH= 2,5) [43]
acetonitril: kyselina mrav¢ia 0,1 % = 80:20 [41]
acetonitril: NaH>PO3 (pH=4,0) = 25:75 [40]
e Prietok: 1-2 ml/min
e Kolona: LiChroCART 250 x 4 mm [39]
RP-18e 50 mm x 4,6 mm [43]
Kromasil C18 150 mm x 4,6 mm, 5 pm [41]
e Fluorescen¢ny detektor: A ex=202 nm a A em= 296 nm [39]
A ex=200 nm a A em= 300 nm [43]
Aex=280nmaAem=310nm [41]
e Elucia: izokraticka
e Vstrekovany objem: 20/100 pl

e Cas analyzy: 5-19 min

4.1.3 Vysledky

Studie boli zamerané na vyvinutie metédy pre stanovenie koncentracii tramadolu
a jeho hlavného metabolitu ODT v l'udskej plazme. Stanovend bola HPLC s reverznou
fazou a fluorescencnou detekciou.

Délezity je vyber vnutorného Standardu. Téato zlicenina musi vlastnit’ podobnu
Struktiru chromof6ru (mala by vykazovat’ podobné spektralne charakteristiky) a mala by
mat’ podobnu polaritu (retencny ¢as by mal byt’ dostato¢ne blizko stanovovanej zli¢enine
a pocas extrakcie by mala latka vykazovat’ podobné spravanie). Na analyzu bol ako prvy
vybrany verapamil, ktory ale musel byt nahradeny z dovodu Sirokého a asymetrického
piku tercidrneho aminu a vel'mi dlhého retenéného Casu (tr= 24,8 min). Nasledne bol ako

IS pouzity diMeSA (viz. obr. 8). Tato zlucenina poskytuje vysoké a symetrické piky
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v chromatografii s reverznou fdzou, je dobre extrahovand zroéznych biomatric
a poskytuje dobru odpoved pri UV aj fluorescenénej detekeii. Lipofilita a teda aj retenéné
Casy v roznych chromatografickych systémoch zavisia na povahe substituentov na
amidovom a/alebo anilinovom dusiku. Retencny ¢as diMeSA bol dostato¢ne blizko

retenénému casu tramadolu. [39] [42]
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Obr. 8 Chromatogram ludskej plazmy po oralnom podani lieciva.
ODT (tg= 3,100min), Tramadol (tr= 4,352 min),diMeSA (tr= 7,095 min)
Prevzaté z: NOBILIS, 2002. [39]

V chromatograme z extraktu krvnej plazmy sa pri retenénom case 40- 125 min
objavilo niekol’ko pikov balastnych zlicenin, ktoré moézu interferovat’ v d’alSich
analyzach vzoriek v rade. Na vyrieSenie tohto problému boli navrhnuté dva spdsoby. Prvy
je zaloZeny na reextrakcii z kvapaliny do kvapaliny zdkladnych analytov do kyslej vodne;j
vrstvy, ktory nebol mozny pretoze IS (diMeSA) nie je bazicky, a preto je pH zavisla
reextrakcia nevykonatel'na. Z tohto dévodu bol pouzity druhy postup, pri ktorom je
cielom urychlenie elicie balastov z chromatografickej kolony. Po kazdej analyze
extraktu plazmy bolo aplikované premyvanie pomocou 80% acetonitrilu. Celkova
chromatografické analyza trvala 19 min. [39] [40]

UV spektré tramadolu a jeho metabolitov su prakticky identické (maxima pri 210
a 275 nm), zatial’ ¢o diMeSA vlastni odli$ny typ chromoforu, ktory absorbuje pri 265 nm.
Fluorescencna detekcia je ovela citlivejSia nez detekcia pomocou UV a preto umoziuje
meranie nizkych koncentrécii analytu v plazme. Emisné maximum ODT je posunuté na
306 nm v porovnani s tramadolom a NDT, kde obe latky maji 296 nm. Podl’a excitaéného
a emisného fluorescenéného spektra bola vykonana fluorescencnéd detekcia pri Aex 202

nm/ Aem 296 nm pre tramadol a jeho metabolity a pri Aex 264 nm/ Aem 344 nm pre diMeSA.
32



(b) 80

tramadol
—diMeSA

0 . .
250 300 350 400

wavelength (nm)

Obr. 10 Emisné spektrum tramadolu a diMeSA.
Merané pri excitacnej vinovej dizke 202 nm pre tramadol a 264 nm diMeSA
Prevzaté z: NOBILIS, 2002. [39]
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Obr. 9 Excitacné spektrum pre tramadol a diMeSA
Merané pri emisnej vinovej dizke 296 nm pre tramadol a 344 nm pre diMeSA.
Prevzaté z: NOBILIS, 2002. [39]
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Navratnost ODT, diMeSA a tramadolu bola 70, 89 a 86 %. Kalibracné krivky
plazmy pre tramadol a jeho metabolity su linedrne v rozsahu koncentracii od 2,6 do 105
ng/ml. Koncentracie nad 105 ng/ml vykazovali nelinedrnu odozvu fluorescen¢ného
detektoru a preto boli tieto vzorky plazmy nariedené. Citlivost metdédy bola dana
hodnotami limitu kvantifikacie (LOQ — limit of quantification) a limitu detekcie (LOD —
limit of detection). Hodnoty LOQ boli 10 ng tramadolu na ml plazmy a 9 ng ODT na ml
plazmy a hodnoty LOD 1,5 ng tramadolu a 1,3 ng ODT/ml plazmy. [39]

Vyssie uvedena metdda poskytuje dobru selektivnost’ a citlivost, ale vyzaduje
dlht premyvaciu fazu z dévodu pomalého prietoku a mé rozdielne excitacné a emisné
vlnové dizky pre tramadol, M1 a vniitorny §tandard. Va¢sina rutinnych metod pre analyzu
tramadolu nie je kratSia ako 15 min. Limitacia prietoku moze byt vyrieSena pomocou
monolitickych kolén s dvojzlozkovou Strukturou, ktoré ponukaju vyssiu porozitu oproti
klasickym kolonam. Vd’aka tomu je mozné pouzitie vysokej prietokovej rychlosti bez
straty vykonu a obmedzeni kvoli zvySenému tlaku. Tato metdda poskytuje simultanne
stanovenie tramadolu, M1 a M2. Tento analyticky postup je zalozeny na dvojstupiiovej

extrakcii a celkovy Cas je je 4,5 min. [43] [44]
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Obr. 11 Zavislost koncentracie na case tramadolu, M1 a M2 po podani 100 mg
tramadolu.
Prevzate z: ROUINI, 2005. [43]
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Obr. 12 Chromatogram plazmy dobrovolnika 2,5 hod. po jednorazovom oralnom
podani 100 mg tramadolu.

Tramadol (tr= 3,1 min), M1(tr= 1,3 min), M2 (tr= 4,0 min), cis-tramadol (1IS) (tr=
2,1 min).

Prevzate z: ROUINI, 2005. [43]

Hodnoty LOQ boli definované na 2,5 ng/ml pre tramadol, 1,25 ng/ml pre ODT
a 5 ng/ml pre NDT. Absolutna ndvratnost’ sa pohybovala v rozsahu od 74,4 do 80,8 %,
76,9 do 87,3 % a 85,5 az 95,5 % pre tramadol, M1 a M2. Tato HPLC metdda pre tramadol
a jeho hlavné metabolity je vhodnd nie len pre farmakokinetické Studie, ale aj terapeutické

monitorovanie lieCiv. [43] [44]

4.2 Stanovenie tramadolu a ODT pomocou HPLC-DAD
Uspesne validovana bola aj metéda na extrakciu a kvantifikaciu tramadolu a jeho
metabolitu v autentickych vzorkach l'udskej plazmy pomocou HPLC-DAD (diode array

detector).

4.2.1 Priprava vzoriek
Ako vnutorny Standard bol pouzity propranolol, ku ktorému bola pridand plazma

pacienta, extrakéné cinidlo (MTBE- fert.-butylmetyl éter) a hydroxid amonny ako
alkalické médium. Po zamieSani a centrifugicii bola organicka vrstva oddelena,
premiestnend a vyparend do sucha. K suchym extraktom bola pridand mobilna féza,

vzorka sa zvortexovala a bola nastrieknuta do HPLC systému. [45] [46]

4.2.2 Chromatografické podmienky
e Mobilné faza: acetonitril: 0,01M fosfatovy pufor= 50:50

e Kolona: Zorbax SB-C8, 5 um, 4,6 mm x 250 mm
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e Prietok: 1 ml/min

e Ultrafialova detekcia: A = 200-800 nm, kvantifikdcia pri A =218 nm
e Elucia: izokraticka

e Vstrekovany objem: 1 ml

o Cas analyzy: 10 min [45]

4.2.3 Vysledky
Na izolaciu tramadolu a ODT z plazmy bola testovand priama extrakcia

z kvapaliny do kvapaliny (LLE -liquid-liquid extraction), po ktorej nasledovala spétna
extrakcia do kyseliny chlorovodikovej s pouzitim réznych organickych rozpustadiel.
Najvacsi extrakény vytazok pre vSetky analyty bol ziskany pouzitim tert.-butylmetyl
éteru. Pre UV detekciu bolo vybranych 218 nm, ked’ze vykazovali najlepsSiu vysku piku
pre oba analyty aj IS. Hodnoty pH mobilnej fazy sa pohybovali v rozmedzi 2- 7, pricom
pH vécsie ako 6 predlzovalo celkovy ¢as analyzy a vytvaralo asymetrické piky. Pri pH=
3 sa retencia znizila, ale doSlo k ovplyvneniu rozliSenia a preto bolo pre mobilnu fazu
vybrané pH= 5, ktoré¢ poskytovalo najlepsiu vysku pikov s najmensim chvostnatenim.
Ziskané reten¢né Casy boli pre tramadol, ODT a IS 3,42 min, 4,75 min a 6,00 min.
Celkovy cas analyzy bol 10 min. LOD a LOQ tramadolu a ODT boli 100 a 250 ng/ml.
[45] [46]
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Obr. 13 HPLC-DAD chromatogram ludskej plazmy.
Prevzate z: Maha, 2013. [45]
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4.2.4 Stanovenie tramadolu pomocou HPLC-DAD s online upravou vzoriek
pomocou MIP v monolitickej kolone

Dolezité¢ pre extrahovanie a izolovanie zloziek z biologickych matric je vyvoj
novych citlivych a selektivnych metdd, medzi ktoré patri hlavne extrakcia na tuht fazu
(SPE — solid phase extraction). Bezne uzivané materialy na SPE nie st vhodné a preto st
potrebné rychle a selektivne metody Cistenia. Aplikacia SPE spolu s molekuldrne
vtla¢enymi polymérmi (PIMs — molecularly imprinted polymers), nazyvanymi MISPE,
poskytuje vyssiu Specifickost’ v porovnani s tradiénymi SPE adsorbentami. Monolitické
MIPs st pripravované pomocou in situ polymerizacie. Lahka priprava a vysoka porozita
poskytuju rychlu separaciu s vysokou ucinnostou kolony. Pouzitie MIPs pre SPE je
mozné v roznych rezimoch, napr.: bezné SPE, kde je MIP zabaleny do kaziet, alebo kolon
a davkovy rezim SPE, kde je MIP inkubovany so vzorkou. MIPs boli aplikované ako
novy material pre detekciu nie len tramadolu, ale aj verapamilu, hydroxyzinu, alebo
dipyridamolu. V online SPE-HPLC systéme boli optimalizované MIP zabalené do
polypropylénovych kaziet, ktoré boli zaclenené do prietokového systému pred HPLC
inStrumentaciu. Kazety boli upravené¢ anaplnené vzorkami obsahujicimi analyty.
Nasledne bol roztok pocas elucnej fazy vymyty do davkovacej slucky a kazda eluovana
vzorka bola nastrieknutd na kolonu a analyzovana. HPLC analyza tramadolu po online
Cisteni vzoriek bola vykonand na reverznej HPLC fazy s ACE kolénou s UV detekciou

pri 218 nm. [47]

4.2.5 Spojenie monolitickej kolony s HPLC systémom

MIP monolitickd koloéna bola pripravend pomocou in situ molekularnej
polymeriza¢nej techniky a zaradena pred analyticki HPLC inStrumentaciu. Pre rychlu,
automatizovanu a uéinnu SPE proceduru na MIP bol vyuzity princip sekvencného
vstrekovania. Rozdelova¢ pre sekvencné vstrekovanie bol tvoreny mikroelektricky
ovladanym ventilom. Vzorky, pufry a premyvacie roztoky su privadzané na monolitickl
kolénu pomocou Siestich peristaltickych pump (vis obr. 12).

Najprv bolo upravené pH kolony pomocou roztokov z pimp 1 az 3 (pH= 3).
Extrakéné experimenty zahffiali naplnenie monolitickej kolony s 1 ml vzorky, ktora
obsahovala 100 ng/ml tramadolu pomocou pumpy ¢. 4. Po naplneni bola koléna kvoli
matriciam na biologickej baze premyta roztokmi z pamp €. 5 a 6. Na analyzu vzoriek na
baze matrice, boli na kalibraciu pouzité kalibratory zalozené na matrici a preto boli

vzorky tramadolu pouzité na extrakciu pripravené v moci, alebo plazme Po zadrzani
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tramadolu na kolone sa pocas elucie menilo zlozenie mobilnej fazy za chodu
chromatografickej separacie, pomocou 500 pl zmesi metanolu a fosfatového pufru
(60:40). Nakoniec vsetky eluované zluceniny presli analytickou HPLC kolénou pomocou

izokratickej elucie s mobilnou fazou acetonitril: fosfatovy pufor (18:82). [47]

Monolithic
column
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ACE C18 COLUMN
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WASTE

PROCESSING UNIT

Obr. 14 Schéma online testu tramadolu pomocou monolitickej kolony spojenej s HPLC
systéemom.

PI= metanol, P2= ultracistd voda, P3= 25 mM fosforecnan amonny, P4= vzorka (100
ng/ml tramadolu), P5= 0,IM HCL, P6= ultracista voda

Prevzaté z: JAVANBAKHT, 2016. [47]

4.2.6 Chromatografické podmienky
e Mobilna faza: acetonitril: 0,01M fosfatovy pufor (pH=5,8) =18:82
e Koloéna: ACE C18, 5 um, 4,6 mm x 250 mm
e Prietok: 1 ml/min
e Ultrafialova detekcia: A =218 nm
e Elucia: izokraticka
e Vstrekovany objem: 1 ml

o Cas analyzy: 23 min [47]

4.2.7 Postup extrakcie vzoriek Pudskej plazmy a mocu

LCudska plazma bez lieCiva, ziskana z transflizneho servisu bola pred pouZitim

zmrazena na -20 °C. Kvoli moznej vdzbe tramadolu na proteiny a zniZzeniu extrakéného
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vytazku (SPE) je nutna Gprava plazmy pred extrakciou s MIP monolitickou kolonou.
Vzorky plazmy st zriedené s 25 mM octanom amoénnym a nasledne scentrifugované, aby
bol odstraneny prebytok proteinov. Supernatant bol prefiltrovany cez filter z acetatu
celulozy a filtrat bol uskladneny v sklenenych nadobach pri -20 °C az do analyzy. 1 ml

filtrovaného supernatantu bol odobrany a priamo nastrieknuty cez MIP kolonu. [47]

4.2.8 Vysledky
Na dokézanie potencialu MIP monolitickej kolony pre selektivne Cistenie analytu,

bola koléna pouzitd na ocistenie pikov tramadolu v l'udskej plazme a moci. Vysledky
ukazali, Ze tento postup moze vymyt interferencie a zabranit’ kontaminacii HPLC kolény.
HPLC analyza s pouzitim MIP poskytla linedrnu kalibraént krivku tramadolu v plazme
a v moc¢i v rozsahu 1,0 - 350 ng/ml a 0,1 - 300 ng/ml, s dobrou presnost’ou a navratnost’ou
(90,5- 93,1 % a 93,3- 96,0 %). LOD v moci aj v plazme bol pre tramadol 0,03 ng/ml
a LOQ v mo¢i 0,10 ng/ml a v plazme 1,0 ng/ml. Separacia tramadolu a ostatnych zloZiek
v komplexnej biologickej matrici bola dobra a navratnost’ nebola ovplyvnend d’alSimi
vySetrovanymi zlozkami, ako napr. M1 (ODT). Reten¢ny ¢as tramadolu bol 15,15 min.
[47]
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obr. 15 Chromatogram ziskany po filtracii 1 ml vzorky plazmy obohatenej s 50,0
ng/ml tramadolu cistiacim krokom so znacenou monolitickou kolonou.
Prevzaté z: JAVANBAKHT, 2016. [47]
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obr. 16 Chromatogram ziskany po filtracii 1 ml vzorky mocu obohatenej s 50,0 ng/ml

tramadolu cistiacim krokom so znacenou monolitickou kolonou.
Prevzaté z: JAVANBAKHT, 2016. [47]

4.3 Stanovenie tramadolu a ODT pomocou HPLC s hmotnostnou
detekciou

HPLC/MS je akceptovand, ako hlavny nastroj pri identifikacii, Struktirnej
charakteristike a kvantitativnej analyze lieCiv a ich metabolitov, vd’aka dobrej citlivosti,
selektivnosti a Gi€innosti. Analyza sa vykonava v komplexnych biologickych matriciach
a preto je vo vSetkych pripadoch pouzité Cistenie a skoncentrovanie pomocou LLE, alebo
SPE. Pomocou HPLC metddy s hmotnostnou detekciou bol kvantifikovany tramadol
a jeho metabolit v 'udskej plazme po ordlnom jednorazovom podani 100 mg lie€iva.
Nahodne vybranym dobrovol'nikom boli po podani lie¢iva odobrané vzorky krvi a mocu
v urcenych €asovych intervaloch, ktoré boli nasledne separované, alebo centrifugované,

dekantované, zamrazené a uskladnené pri -80 °C pred analyzou. [48]

4.3.1 Priprava vzorky
Vzorka plazmy je spolu s IS, ktorym je Tinidazol (Liu, 2009) alebo tramadol-'3C

(Chytil, 2010) s roztokom hydroxidu sodného (amdnneho) a s acetoacetatom zmieSana,

zvortexovand a scentrifugovana. Sepernatant sa vypari do sucha pod prudom dusika vo
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vodnom kupeli (40-45 °C), zvySok je zriedeny s mobilnou fazou a alikvot vzorky je

nastrieknuty na kolonu. [49] [50]

4.3.2 Chromatografické podmienky
e Mobilné faza: acetonitril: 0,2 % kyselina trifluoroctova =10:90 [48]

metanol: voda + octan aménny= 1:1 [49]
hexan: izopropanol: dietylamin=90:10:0,1 [50]
e Koloéna: Diamonsil C18, 150 mm x 4,6 mm, 5 pm [49]
Zorbax SB-C18, 100 mm x 3 mm, 3,5 um [48]
Lux Cellulose-2, 150 mm x 4,6 mm, 3 um [50]
e Prietok: 0,8-1,3 ml/min
e Detekcia: pozitivna ionizacia elektro-sprejom/ chemicka ionizacia za atm. tlaku
tramadol m/z =264, ODT m/z = 250,
e Elucia: izokratickd
e Vstrekovany objem: 10-15 pm

o Cas analyzy: 10 min

4.3.3 Vysledky

Hmotnostné spektrum tramadolu, alebo IS bolo stanovené priamym néstrekom
roztokov jednotlivych zlu¢enin v zmesi metanolu a vody do hmotnostného spektrometra,
ktory bol nastaveny v reZzime kladnych iénov. Protonizované i6ny sa objavili pri m/z =
264 pre tramadol a m/z =250 pre ODT. Na optimalizaciu selektivity a Specifity idonov sa
zvolilo kapilarne napétie, teplota a tok suSiaceho plynu a tlak rozprasovaca. [48] [49]

Boli skuSané rézne pomery hexéanu, izopropanolu a r6zna teplota a prietokova
rychlost’ k ziskaniu najlepSej enantiomerickej separécie. Pri vy§§om mnoZstve hexanu
bola vysledkom silnejSia retencia analytov adlhs$i ¢as chromatografickej analyzy.
Zvysené¢ mnoZzstvo izopropanolu sposobilo zvySenie spitného tlaku v kolone bez
zlepSenia separacie. Zmeny teploty vysledky podstatne neovplyvnili. Celkova analyza
trvala trvala 8 min a reten¢né Casy vSetkych analytov boli kratSie ako 6 min. LOD pre
enantioméry tramadolu aj ODT boli 0,15 ng/ml. Podmienky pre hmotnostni
spektrometricka detekciu boli optimalizované pre maximalnu tvorbu i6nov pomocou

priamej infuzie Standardného roztoku. [48] [49]
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Obr. 18 Chromatogram plazmy 1,5 hod. po ordlnom podani tramadolu.
(1) ODT, (2) tramadol
Prevzate z: Viase, 2008. [48]
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Obr. 17 Chromatogram enantiomérov tramadolu a ODT.
Prevzaté z: CHYTIL, 2010. [50]

4.4 Zhrnutie

Pomocou HPLC metody s fluorescencnou, hmotnostnou a spektrofotometrickou
detekciou bol stanoveny tramadol a ODT, ako jeho hlavny metabolit v plazme. Lie¢ivo
bolo podavané nédhodne vybranym zdravym dobrovolnikom a vzorky plazmy sa
odoberali v pravidelnych casovych intervaloch. Jednotlivé stanovenia sa liSili nie len

sposobom detekcie, ale aj upravou vzoriek, zlozenim chromatografického systému,

vnutornym Standardom, alebo celkovym ¢asom analyzy.
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Stanovenie pomocou fluorescencnej detekcie vykazovalo dobru citlivost’, aj
selektivnost’, ale kvoli interferencidm balastnych zlucenin bola nutna dlha premyvacia
faza, ktora celGi analyzu vyrazne prediZila. Problém sa vyriesil pouZitim monolitickej
kolény, ktord umoznila zvySenie prietokovej rychlosti. Monolitickd koléna s MIPs bola
pouzita pri spektrofotometrickej detekcii, ako uprava pred samotnou HPLC analyzou na
zvySenie selektivity. Vd’aka hmotnostnej detekcii mohol byt’ stanoveny nielen tramadol,
ale oba jeho enantioméry, spolu s enantiomérmi ODT. Vysledky jednotlivych stanoveni

su podrobnejsie rozoberané v diskusii.
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5 Diskusia

Ciel'om tejto prace bolo vyhl'adat’ a spisat’ informacie o lie¢ive tramadol a popisat’
chromatografické metddy, pomocou ktorych je mozné toto lie€ivo stanovit. Tramadol je
vSeobecne povazovany za bezpecny a md minimalny potencial na zneuzitie. Napriek
vysokému poctu Stadii, stale neexistuju Zziadne zhodné udaje o jeho potencialnej
zavislosti. LieCivo bolo v Europe pouzivané priblizne 20 rokov, nez ho schvalili
v Spojenych statoch americkych. Pravdepodobnost’ zneuzivania bola v USA 2-3/10 000,
ktora neskor klesla na 1/10 000. Od roku 1992 do roku 2006 bola zavislost’ na tramadole
hodnotenad odbornym vyborom pre drogova zéavislost' (ECDD, Expert Committee on
Drug Dependence) niekol'ko krat. ZneuZivanie na nelie¢ivé uéely bolo popularne v Cine
od prvého uvedenia na trh, zac¢iatkom 90. rokov. S cielom zabranit’ zneuzivaniu boli
vroku 2007 vydané opatrenia na podavanie psychotropnych lickov a tramadol bol
kontrolovany, ako druhd kategoria psychotropnych latok. [51]

Stereoselektivne metddy pre stanovenie tramadolu a ODT boli vyuZité pri
Stadiach so zdravymi, dospelymi dobrovol'nikmi. Na analyzu bolo opisanych niekol’ko
HPLC metod s pouzitim SPE, alebo LLE v biologickom materiali. Pri vyuziti idnovo-
parovej chromatografie s fluorescen¢nou detekciou bol najprv stanoveny iba tramadol,
neskor aj jeho metabolit ODT s priemernou citlivostou. Problémom bola pritomnost’
balastnych zlucenin, ktoré sa sice objavili aZ po 40. minate analyzy, ale mohli
interferovat’ pri analyze d’alSich vzoriek v rade. RieSenim bolo pridanie premyvacej fazy,
ktord viak predizila celkovy &as analyzy. Limiticia prietoku moze byt vyrieSena
pomocou monolitickych kolon, ked’ze vd¢sina rutinne pouzivanych metod nie je kratSia
ako 15 minut. Tento spdsob umoziuje analyzu do 5 minit a moZnost’ stanovit’ az 50
vzoriek denne. Vysoku selektivitu, presnost’ a spravnost’ ponuka aj publikicia z roku
2016. Linearny rozsah koncentracii zodpoveda terapeutickym aj toxickym hladindm
tramadolu a zavedeny bol velmi nizky limit detekcie/kvantifikacie. Celkova analyza
trvala o nieco dlhsie, nez s pouzitim monolitickej kolony.

Vzhl'adom na prirodzeni fluorescenciu tramadolu ana zaklade literarnych
zdrojov doslo k vyvoju a validacii velkého poctu novych HPLC metdd s fluorescenénou
detekciou na stanovenie tramadolu a ODT v plazme. Pouzitie fluorescenéného detektora
samo o sebe prispieva k zvySeniu selektivity. Metody vyuzivaji jednoduché
experimentdlne podmienky s pouzitim SPE/LLE. Aplikdcia tejto metody (HPLC

s fluorescen¢nou detekciou) bola overend u pacientov lieCenych tramadolom a stala sa
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teda uzitocnou na kvantifikéciu terapeutickych hladin tramadolu. [41]

Na kvantifikdciu tramadolu a ODT bola validovana aj HPLC-DAD metdda.
Citlivost bola zvySena pouzitim extrakéného postupu, ktory viedol k vycisteniu
chromatogramov a vysokej extrakcnej ucinnosti pre vSetky analyty. Pouzitd metoda
poskytuje vhodnt linearitu, presnost’ a citlivost svysokym vytazkom analytu.
Prezentovand metodda ponuka oproti ostatnym metédam lacny a 'ahko dostupny nastroj
na kvantifikaciu.

V porovnani s predchadzajicimi HPLC metddami, kde boli aplikované extrakcie
(LLE-HPLC-FD/DAD), nema HPLC-MS Iepsiu citlivost’. Hlavnou vyhodou je okrem
kratkeho celkového Casu analyzy, priprava vzorky pomocou proteinovej precipitacie.
Okrem jednoduchosti, ktoru tato priprava vzoriek poskytuje, ma vel'mi dobra vytaznost
oboch analytov. Vd’aka jednoduchej priprave je mozna analyza velkého poctu vzoriek,

¢im sa tato metdda stava produktivnejSou a nakladovo efektivnejSou.

Najkratsi cas analyzy sa podaril s pouzitim monolitickej kolony u fluorescencne;j
detekcie, zatial' co najdlh$i (24 min) bol nutny u spektrofotometrickej detekcie, kvoli
online uprave vzoriek. T4 vSak oproti metéde bez Upravy pomohla zvysit vytazok a
presnost’, rozsirit’ linedrny rozsah koncentracie a tym aj zlepsit’ hodnoty ULOQ a LLOQ.
Poskytla stanovenie iba samotného tramadolu. Okrem kratkej analyzy sa pomocou
fluorescencnej detekcie s monolitickou kolonou dosiahla aj najlepsia citlivost’ a pomerne
vysoky vytazok. Najlepsi vytazok bol dosiahnuty u detekcie hmotnostnym
spektrometrom, vd’aka uz spominanej Uprave vzoriek precipiticiou. Presné hodnoty
stanoveni s uvedené v tabul’ke 1.

Metddy analyzované v tejto praci nepatria medzi jediné moZnosti stanovenia
lieCiva, ale ide o metody frekventovane, citlivé a rychle. Analyzované su aj niektoré

moznosti zlepSenia vysledkov jednotlivych stanoveni.
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Tabulka 1 Prehlad HPLC stanoveni tramadolu a ODT*

HPLC metoda s: Florescenéna | Florescenéna | Spektrofotometricka Spektrofotometricka | Hmotnostna detekcia
detekcia detekcia + detekcia detekcia + online
monoliticka uprava
koléna
Linearny rozsah
koncentracie 2,6-105 2,5-500 125-250 1-350 2,1-305
(ng/ml) 1,5-500 2,2-314
LLOQ (ng/ml) 10* 2,5% 125 1 2,1%*
9 1,25 2,2
ULOQ (ng/ml)
105 500 250 350 300
Priprava vzoriek
LLE LLE LLE SPE/LLE precipitacia
Presnost’ (%) 0,77-11,47* 2,5-9,7* 2,29-8,40%* 2,6-3,8% 4,2-10,2*
2,47-1,73 2,5-9,9 1,89-10,91 2,9-10,3
Navratnost’ (%) 86* 80,8%* 83,51* 93,1* 96*
70 87,3 78,72 96
Retenény cas 4,35% 3,10% 3,42% 15,15% 3,50%
(min) 3,10 1,30 4,75 2,30
Celkovy Cas
analyzy (min) 19 4,5 10 24 8
Zdroj
39 43 45 47 48
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6 Zaver

Bakalarska praca sa zaobera lieCivom tramadol, ktoré patri medzi opioidné
analgetikd. Ide o skupinu lieciv, ktoré¢ vplyvaji na CNS podsobenim na Specifické
receptory. V praci je popisany nie len ich u¢inok, ale predovsetkym mechanizmus G¢inku
tramadolu, jeho Struktira a farmakokinetika. Dolezité su jeho rozdiely nie len v uc€inku,
ktoré st dané pritomnost'ou dvoch izomérov.

Nasleduje charakteristika chromatografie, jej vzniku a principu separacie. Téato
kapitola sa zaobera najmd HPLC, ako Casto pouzivanej fyzikalno-chemickej analyticke;j
metddy. Popisand je hlavne jej inStrumenticia spolu s vybranymi typmi detektorov.
Pozornost’ je venovana chirdlnej separacii na jednotlivych chirdlnych stacionarnych
fazach, ktoréa poskytuje dobré rozliSenie enantiomérov

Analyticka Cast’ je zamerand na samotné stanovenie tramadolu a jeho hlavného
metabolitu ODT pomocou HPLC s pouzitim reverznej stacionarnej fazy. Aplikovana bola
fluorescencna, spektrofotometricka a hmotnostna detekcia. V publikovanych ¢lankoch
prevazuje HPLC metdda s fluorescencnou detekciou, ktora sa ukézala ako najvhodne;jsia,
pre stanovenie tramadolu. V jednotlivych ¢lankoch nie je tdto metdda vykonavana za
rovnakych podmienok. Dochddza k rozdielom nie len v inStrumentécii ale aj pri pouziti
chemikalii (napr. vnitorny Standard). Ked’Ze tramadol obsahuje benzénovy kruh, detekcia
pomocou UV nie je vhodna, kvdli nizkej selektivite a citlivosti. Tie je tieZ mozné zvysit’
hmotnostnou detekciou.

Stanovenie tramadolu je mozné aj pomocou HPLC metody s elektrochemickou
detekciou, alebo plynovej chromatografie. Cielom kazdého stanovenia je skratit’ Cas
celkovej analyzy, znizit davkovaci objem vzoriek a zvysit' citlivost a selektivitu.
Vysledky jednotlivych stanoveni je mozné zlepsit’ pouZzitim monolitickych kolon, alebo

online upravou vzoriek. Porovnanie a prehl’'ad vysledkov stanoveni je zhrnuty v tabulke.
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7 Zoznam skratiek

CNS
FDA

ODT
NDT

Ml

M2
CYP2D6
CYP3A
P450
NSAID

LC
GC
HPLC

PEEK
UV-VIS
DAD, PDA

MS
API

APPI

ESI
APCI

MALDI

EI
CSp

centralny nervovy systém

Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv (Food and Drug
Administration)

O-demetyltramadol
N-demetyltramadol
metabolit 1
metabolit 2
cytochrom 2D6
cytochrom P3A
cytochrom P 450

Nesteroidné protizapalové lie¢ivo (Non-steroidal anti-
inflamantory drug)

Kvapalinova chromatografia (Liquid chromatography)
Plynova chromatografia (Gas chromatography)

Vysokocinna kvapalinova chromatografia
(High -performance liquid chromatography)

polyetereterketon
ultrafialovy-vidite'ny (ultraviolet-visible)

Detektor s diodovym pol'om (Diode Array Detector,
Photodiode-array)

hmotnostnd spektrometria (mass spectrometry)

ionizécia za atmosférického tlaku (atmospheric pressure
ionization)

fotoionizacia za atmosférického tlaku (atmospheric
pressure photoionization )

1onizacia elektrosprejom (electrospray ionisation)

chemicka ionizacia za atmosférického tlaku (atmospheric
pressure chemical ionization)

1onizacia laserom za ucasti matrice (matrix assisted laser
desorption ionization )

elektronova ionizécia (electron ionization)

chiralna stacionarna faza (chiral stacionary phase)
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CD cyklodextriny

OVM ovomukoid

AGP al-kysly glykoprotein

BSA hovidzi sérovy albumin (bovine serum albumin)

diMeSA N,N-dimetylsulfanilamid

IS vnutorny Standard (internal standard)

LOQ limit kvantifikacie (limit of quantification)

LOD limit detekcie (limit of detection)

LLE extrakcia z kvapaliny do kvapaliny (liquid-liquid
extraction)

SPE extrakcia na tuhu fazu (solid-phase extraction)

MIPs molekularne vtlacené polyméry (molecularly imprinted
polymers)

LLOQ horny limit kvantifikacie (upper limit of quantification)

ULOQ spodny limit kvantifik4cie (lower limit of quantification)

ECDD odborny vybor pre drogovi zavislost’ (Expert Committee

on Drug Dependence)
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