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1. UVOD

Transkarbam 12 je relativn€ nova latka, pattici do skupiny akcelerantii transdermalni
penetrace. Jedna se o latky usnadnujici prostup léCiva kozni bariérou do systémové
cirkulace. Tyto latky do¢asné¢ méni vlastnosti kiize, kterd se stava propustnéjsi pro vlastni
1é¢ivou latku. Transdermdlni podéani 1é¢iv méa oproti klasickym cestam podani mnohé
vyhody, diky nimz je jeho pouziti stale Castéjsi. LéCiva latka je z transdermalni 1ékové
formy postupné uvoliiovdna, pfechazi kozni bariéru a vstupuje do cévniho systému.
Transdermalné podana 1é¢iva latka se vyhne rychlé metabolizaci v jatrech, first pass effectu,
ktery byvd velkym problémem u perordlii. Nedochdzi také k interakci 1écivé latky
S potravou nebo ke drazdeéni traviciho traktu 1é€ivou latkou. Bezbolestny neinvazivni zplisob
aplikace je velkou vyhodou oproti parenteralnim lékovym formam.

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie patfi v soucasnosti mezi jednu
nejvice vyuzivany UV-VIS detektor, detektor fluorimetricky a detektory zaloZené na
elektrochemickych dé&jich. V poslednich letech se také rozsifilo pouzivani hmotnostniho
spektrometru jako detektoru pro HPLC.

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, jejiz princip spociva v prevedeni
molekul na ionty, rozliSeni té€chto iontd podle jejich poméru hmotnosti a naboje a
zaznamenani relativnich intenzit jednotlivych iontl. Oblast vyuziti MS je velmi Siroka.
Umoznuje ur€eni struktury a identifikaci latek, pro svou vysokou citlivost 1ze pomoci MS
stanovovat necistoty 1 ve velmi malych mnozstvich. V posledni dobé MS stale Castéji slouzi
jako detektor pro GC a HPLC, coz umoziuje provadét slozité strukturni analyzy latek ve

smésich, stanoveni stopovych necistot nebo analyzu 1é€iv v biologickém materialu.



2. 'TEORETICKA CAST

2.1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

2.1.1. Uvod do HPLC

Vysokouc¢innd  kapalinovd  chromatografie =~ (High  Performance  Liquid
Chromatography - HPLC) patii mezi separa¢ni metody a je dnes jednou z nejvyuzivanéjSich
analytickych technik.

Chromatograficky proces je separacni proces, pii kterém dochéazi k déleni latek
podle jejich afinity ke stacionarni a mobilni fazi. Kapalinova chromatografie vyuziva k
separaci slozek smési pevnou stacionarni fazi (analyticka kolona naplnéna sorbentem) a
kapalnou mobilni fazi (smés rtizné polarnich rozpoustédel). Slozky smési jsou nejprve
rozpustény ve vhodném rozpoustédle a poté nadavkovany do chromatografického systému
za urCitého pratoku mobilni faze a pod vysokym tlakem. Na chromatografické koloné
dochazi k déleni smési na jednotlivé slozky. Mira rozdéleni zavisi na rozsahu interakci
jednotlivych slozek mezi staciondrni a mobilni fazi. Interakce analytu s mobilni a
stacionarni fazi mize byt ovlivilovana zménami ve sloZeni jak mobilni faze tak pouZitim
riznych typu stacionarnich fazi (L2,

Historie kapalinové chromatografie se datuje od roku 1906, kdy M. S. Tswett
provedl separaci barevnych pigmentl obsazenych v zelenych listech na koloné s naplni
kfidovou, aluminovou a sacharozovou ®)

Na pocatku byl hlavnim kriteriem moderni HPLC separace tlak, a tak byla metoda
puvodné nazyvana ,vysokotlaka kapalinova chromatografie (High Pressure Liquid
Chromatography - HPLC). Tento nazev vSak vedl k domnénce, Ze ucinek je zapfi¢inén
hlavné diky vysokému tlaku. Vysoky tlak je potifeba k ziskani pozadovaného pritoku
mobilni faze, ovSem vysoky zpétny tlak je spiSe negativni faktor, ktery neptispiva ke
zlepSeni separace. Vysoka u€innost je ve skute¢nosti vysledkem mnoha faktorti, napt ®).
velmi mala velikost ¢astic a jejich distribuce
jednotna velikost port a jejich distribuce

vysokotlaké techniky pouzivané k napliovani kolon



presny objem davkovaci smycky

citlivost detektori

pouziti kvalitnich pumpovacich zatizeni

Proto se dnes technika nazyvéa vysokoucinna kapalinovd chromatografie se stejnou

zkratkou HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ©.

2.1.2. Rozdéleni chromatografickych metod
Existuji razna hlediska rozdéleni chromatografickych metod. K nejdilezitéjSim patii
déleni dle
povahy mobilni faze: plynova (GC), kapalinova (LC)
zpusobu provedeni: kolonova (sloupcova), plosna (planarni)
principu separace: adsorpéni, rozdélovaci, iontové vymeénna, gelova, afinitni, chiralni
pracovniho zpasobu: elu¢ni, frontalni, vytésnovaci

ucelu: analyticka, preparativni (preparacni)
Podrobnéji bude popsano déleni dle principu separace.

Adsorpéni chromatografie

Podstatou separace je rozdilna adsorbovatelnost délenych latek na aktivni povrch
adsorbentu. Separace analytd je zalozena na opakované adsorpci a desorpci. Mobilni fazi je
v kapalinové chromatografii kapalina (liquid-solid chromatography), v plynové pak nosny

plyn (gas-solid chromatography) .

lontové vyménna chromatografie

lontové vymeénna chromatografie vyuziva rozdilné afinity délenych latek, které jsou
zpravidla v iontové form¢, k iontovyménnym skupinam iontoméni¢u (katexy nebo anexy).
Mechanismus separace tedy spociva v opakovaném ustalovani iontovyménné rovnovahy.
Stacionarni fazi je iontovymeénny povrch sorbentu opacného naboje nez ionty analytu. Tato
technika se pouziva téméf vyhradné u ionizovatelnych latek. Cim silngjsi naboj ma vzorek,
tim silngji bude pritahovan k iontovému povrchu sorbentu, a tak bude eluovan v del§im

gase. Tento typ lze realizovat jen jako chromatografii kapalinovou ¢2%.



Gelova (vylu¢ovaci) chromatografie

Jedna se o kapalinovou chromatografii vyuzivajici mechanického déleni molekul
analyt v porech sorbentu na zaklad¢ jejich rozdilné velikosti. Chromatograficka kolona je
zde naplInéna materialem o presné dané velikosti pora a vzorek je v podstaté |, filtrovan®
podle velikosti své molekuly. Malé molekuly pronikaji do port vSech velikosti, vétsi jen do

vétsich port a velké molekuly vychézeji z kolony bez zadrzeni L3,

Rozdélovaci chromatografie

Stacionarni fazi je kapalina ukotvena na pevném nosici. V kapalinové rozdélovaci
chromatografii je mobilni fazi také kapalina, nemisitelna s kapalinou pouzitou jako
stacionarni faze (LLC). V plynové rozd€lovaci chromatografii je mobilni fazi plyn (GLC).
Separace je zalozena na rozdilné rozpustnosti délenych latek undsenych nosnym plynem

Vv kapalné stacionarni fazi (3,

Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie vyuziva ¢inidla kovalentné vazaného na pevném povrchu
nosného materialu, které se nazyva afinitni ligand. Typickymi afinitnimi ligandy jsou napt.
protilatky, enzymové inhibitory nebo ostatni molekuly, které se reverzibilné a selektivné
vazi na molekuly analytu ve vzorku. P#i prichodu vzorku analytickou kolonou jsou
zadrzovany pouze molekuly, které se selektivné navazi na afinitni ligand. Molekuly, které
nejsou vazany, prochazi kolonou s mobilni fazi, a tak jsou odstranény. Zménou mobilni faze
dojde k eluci daného analytu. Hlavni vyhodou afinitni chromatografie je jeji vyjimeéna

specifita. Pouziva se zejména pro rychlou izolaci biomolekul v preparativnim méitku ©.

Chiralni chromatografie
Chiralni chromatografie slouzi k separaci chiralnich latek, tzv. enantiomerd. Pro
jejich separaci je nutné pouziti bud chiralniho aditiva v mobilni fazi nebo chiralni

stacionarni faze @,



2.1.3. Zakladni parametry v HPLC

Po nasttiku vzorku na kolonu dojde k separaci jednotlivych latek podle jejich afinity
ke staciondrni a mobilni fazi. Po vystupu z kolony jsou latky v eluatu detekovany a je
zaznamenan piisluSny pik. Vysledny zdznam separace se nazyva chromatogram W
Jednotlivé chromatografické piky maji gaussovsky tvar a mohou byt definovany ©)

retencnim Casem (tr) jako kvalitativnim ukazatelem

plochou piku (A) nebo vyskou piku (h) jako kvantitativnimi ukazateli

Sitkou piku v polovi¢ni vySce (wp)

Sitkou piku mezi body inflexe (w;).

Pro gaussovské piky (obr. 1) plati vzorec ©)

Wh:1.18Wi

Obr. 1: Zndzornéni charakteristik chromatografického piku.

Reten¢ni ¢as (tgr) je doba, ktera uplyne od nastfiku vzorku po dosazeni maxima

eluéni ktivky.
Relativni retence (r) se vypocita podle vzorce
r=tr2—tm/tre - tm
kde tr, je retencni Cas sledovaného piku, try je retencni ¢as referenéniho piku, ty je

mrtvy Cas (Cas od bodu nastiiku ke kolnici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho

nezadrzované slozce) ©.
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Pocet teoretickych pater (N) je veli¢ina pouzivana k hodnoceni G¢innosti kolony.

Zjisti se experimentaln¢, dosazenim namétenych hodnot do vztahu
N = 5.54 (tr/wp)

kde wy, je Sitka piku v poloviné jeho vysky. Pocet teoretickych pater se méni pii

zméné stanovované slozky, kolony nebo retencniho casu 2

RozliSeni (Rs) vyjadiuje ucinnost déleni.
Rs = 1.18(tR2 — tRl)/Whl + Who

kde tr1 @ trz jsou retencni ¢asy od bodu nastiiku ke kolmicim spusténym z vrchola

dvou sousednich pikti a wp; @ Wy jsou Sitky pikli v polovi¢ni vysce.

ow 7o s v , v 7 r1.0 , r1:.:+ (5
RozliSeni vétsi nez 1.5 znamena rozdéleni pikl az na zakladni linii ®)

Faktor symetrie piku (As) se vypocita podle vzorce

As = Wo 0s/2d

kde wo o5 je Sitka piku v jedné dvaceting jeho vysky a d je vzdalenost mezi kolmici
spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné dvaceting jeho vysky. As by se mél

pohybovat v rozsahu 0.8 az 1.5, hodnota 1.0 znamena uplnou symetrii piku ®),

Pomér signalu k Sumu S/N ma vliv na pfesnost stanoveni obsahu slozek. Zjisti se

podle vzorce
SIN = 2H/h

kde H je vyska piku a h je absolutni hodnota nejvyssi vychylky Sumu od zékladni

linie ®,
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Pomér vySky piku k sedlu p/v se uziva, jestlize neni dosaZeno separace dvou

délenych latek az na zakladni linii.
p/v = Hp/Hy

kde H, je vyska piku mensiho piku nad extrapolovanou linii a Hy je vyska nejnizsiho

bodu kiivky oddélujiciho mensi a vétsi pik nad extrapolovanou zékladni linii 2

2.1.4. Jednotlivé soucdsti kapalinového chromatografu

V principu existuji dvé zakladni uspotfadani kapalinového chromatografu.

1) Stavebnicovy systém — posklddani chromatografu z jednotlivych soucasti,
moznost vybaveni podle pozadavkl uzivatele, ekonomicky méné€ naro¢né.

2) Kompletni sestava — nesnadny pfistup k jednotlivym soucastem, ekonomicky

naro¢n&jsi. Vyhodou zde je, ze mrtvy objem je redukovan na minimum ©

HPLC sestava pro chromatografickou analyzu (obr. 2) se obecn¢ sklada z ®).
rezervoart mobilni faze

odplynovaciho zatizeni

pumpy

injektoru

chromatografické kolony a piipadné ptedklony

detektoru

procesoru pro vyhodnocovani dat.
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odplynéni pomoci’ He KAPALINOVY CHROMATOGRAF

odezya detektory
£F 5 E

=
L]

| Rl 11
retencnl £as [min]

o

JLEEN ==z

N

7
Obr. 2: Schematicky obrazek HPLC systému. Zasobniky mobilni faze + odplynéni pomoci He, dnes
casteji pomoci degasseru (1), pumpa (2), davkovaci kohout se smyckou (3) dnes vétsinou nahrazen
automatickymi davkovaci (autosamplery), chromatograficka kolona (4), byva casto doplnéna
predkolonou, detektor (5), pocitac pro vyhodnocovani dat (6), odpad (7) a vysledny zdaznam-
chromatogram (8).

Rezervoary mobilni faze

Zasobniky byvaji vyrobené ze skla nebo nerezového materialu, o objemu 250 ml az
2 litry. Se sméSovacem a Cerpadlem jsou spojeny pomoci trubicek z plastu nebo nerezové
oceli. Céstice vétsi nez 5 pum mechanicky poskozuji &erpadlo, proto je mobilni faze

nasavana pies filtr o

Odplynovaci zafizeni

Z mobilni faze je potieba odstranit bubliny plynt, nebot’ zplsobuji kolisani tlakd
v chromatografickém systému a negativné ovlivituji odezvu detektorti. Mobilni fazi je
mozné odplynit vakuem pii sou¢asném michani, ultrazvukem nebo probublavdnim inertnim

plynem, nejcast&ji heliem. V souasnosti ma vétsina p¥istroji zabudovany degasser .
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Pumpy

Pozadavky na chromatografickou pumpu zahrnuji schopnost pracovat pod tlakem az
do 40 MPa, v rozmezi pratokovych rychlosti 0,1 - 10 ml/min, pfiéemz tok mobilni faze
musi byt bez pulzi.

Pumpy lze rozdélit podle toho, zda pracuji pii konstantnim tlaku nebo konstantnim
objemovém prutoku. Prvni typ vyuziva tlak plynu pfivadéného z tlakové nadoby ptes
redukcéni ventil. Druhy typ vyuzivd k pohybu pistu nebo membrany mechanicky pohon,
¢imz se dosahuje konstantniho pritoku mobilni faze.

Jiny zpiisob rozdéleni je na Cerpadla pulzni a bezpulzni. Objem pracovni komory
pulznich ¢erpadel je maly, potfebny pritok je dosazen opakovanym stlatenim a vypuzenim
mobilni faze z pracovni komory. Objem komory bezpulznich pump je podstatné vétsi (100
az 500 ml). Diky tomu je mozné pracovat delsi ¢as bez opétovného plnéni pumpy. Tim je
zajistén hladsi pritok mobilni fadze bez specidlnich pfidavnych zafizeni pro tlumeni
tlakovych impulzt.

V kapalinové chromatografii se pouzivaji dva zplsoby eluce, jsou to eluce
izokratické a gradientova. Pti izokratické eluci je po celou dobu analyzy pouzivana mobilni
faze stejného slozeni, zatimco u eluce gradientové se slozeni mobilni faze v prub&hu
analyzy méni podle gradientového programu. Pumpy by mély umoziovat plynulou zménu
gradientu ve smyslu zmény zastoupeni jednotlivych sloZzek mobilni faze nebo zmény

pritokoveé rychlosti 387,

Davkovaci zaFizeni

K zavedeni vzorku do systému vétSinou slouzi davkovaci smycka, umoznujici
okamzité davkovani vzorku do proudu mobilni faze. Davkovani lze provést manudlné
pomoci Hamiltonovy stifikacky nebo automaticky s vyuZitim automatického davkovace
(autosampleru). Davkovani pomoci autosampleru v dne$ni dobé naprosto pievlada.

Davkovaci zafizeni musi umoZilovat co nejpiesnéj$i davkovani definovanych

objemul a musi minimalizovat rozmyti piku ®67)

Chromatograficka kolona a predklony
Nejdulezitejsi ¢asti chromatografického systému je analytickd kolona, na které
dochazi k separaci latek ve smési. Pfes kolonu je pumpovana mobilni faze. Kazda
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separovana slozka je z kolony vymyvana jako uzky pas (pik), ktery je zaznamenavan
procesorem.

Chromatografické kolony jsou trubice, vétSinou ocelové, naplnéné sorbetem. Pro
analytické ic¢ely se pouzivaji kolony o délce 5 az 30 cm, s vnitinim primérem 3 az 5 mm.
Napln¢ maji velikost ¢astic 3 az 10 um.

Kolony lze rozd¢lit podle polarity fazi. Pti chromatografii na normalnich fazich je
stacionarni faze siln¢ polarni (napi. silikagel) a mobilni faze je nepolarni (hexan,
chloroform). Polarni latky jsou takto zadrzovany na polarnim povrchu stacionarni faze déle
nez latky nepolarni. Naopak, chromatografie na reverznich fazich pouziva nepolarni
stacionarni fazi (hydrofobni modifikace silikagelu jako je napt. C1g nebo Cg) a mobilni fazi
je polarni kapalina (smési vody, acetonitrilu nebo methanolu). V tomto uspofadani
kapalinové chromatografie dochazi k silné retenci nepolarnich latek ¥, Existuji vsak
nekteré typy stacionarnich fazi, které lze pouzit v obou uspofadanich kapalinové
chromatografie, jako jsou teba silikagelové faze modifikované —CN nebo -NH, skupinou
@)

U modernich pfistrojii je mozno pouzit najednou nékolik kolon zapojenych za sebou,
tzv. column switching. Tento zptisob umoznuje lepsi separaci latek a zkracuje Cas analyzy.

Pro ochranu a zvyseni zivotnosti analytické kolony je ¢asto pouzivana tzv. pifedklona
(guard column). Piedkolony se wvyuzivaji hlavné pii analyze biologickych vzorku
k odstranéni necistot s velkou molekulovou hmotnosti.

Kolonovy prostor byva Casto termostatovan, ¢imz lze ptesné kontrolovat aktualni
teplotu analyzy a eliminovat vliv teplotnich vykyvl v laboratofi. Je také mozné provadéet

analyzu pfi zvySené teploté (368),

Detektor
O detektorech bude podrobné&ji pojednano v kapitole 2.1.5.

Zarizeni pro vyhodnocovani a uchovavani dat
Signal detektoru odpovidajici kazdé slozce je zobrazen ve tvaru piku na obrazovce
pocitace a nazyva se chromatogram. Tvar piku se v idedlnim ptipadé blizi Gaussove kiivce,

pfiCemz plocha piku je umémd koncentraci latky proslé detektorem. K hodnoceni
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chromatogramii se vyuziva predev§im pocitacovd technika vybavend vhodnym

chromatografickym programem 36,

2.1.5. Detektory

V kapalinové chromatografii existuje mnoho zptisobti detekce latek, nejbéznéjsi
detektory uvadi tab. 1. Hlavnimi pozadavky na HPLC detektory jsou:

vysoka citlivost

stabilita a reprodukovatelnost odezvy

nizka hladina Sumu

Siroky linearni dynamicky rozsah

rychla odezva

minimalni objem detekéni cely - minimalizuje rozmyvani pika

Detekce by méla byt co nejméné ovlivnitelnd vnéjSimi vlivy jako je zména teploty
nebo typu rozpoustédla. Nemélo by dochazet k opétovnému smichani rozdélenych latek.
Detektor by m¢l byt nastavitelny tak, aby se odezva dala optimalizovat pro rizné latky a
m¢él by byt nedestruktivni (1.38)

HPLC detektory mohou byt univerzalni nebo v rizné mite selektivni. Mezi nejvice
pouzivané dnes patii UV-VIS detektor pro svoji univerzalnost a pomérné vysokou citlivost.
Tento detektor proméfuje absorbanci elektromagnetického zafeni urcité vlnové délky
eluentem, protékajicim celou detektoru. Podle konstrukce mize jit o vilnovou délku fixni
(nejcastéji 254 nebo 280 nm), nastavitelnou (latka se proméfuje ve svém absorpénim
maximu) nebo se jedna o tzv. scanovaci detektor, ktery snima béhem nékolika sekund
absorp¢ni spektrum v maximu piku hodnocené latky. Latky neabsorbujici v UV-VIS oblasti
je mozno pomoci vhodnych €inidel pievést na absorbujici derivaty.

Modernéjsim analogem UV-VIS detektoru je DAD (diode-array detektor), ktery
umoziuje trojrozmernou projekcei a kontinualni snimani celého absorpéniho spektra @

Fluorescencni detektor je pomérné selektivni, nebot’ pouze 10% organickych latek
vykazuje fluorescenci. Diky tomu vsak Ize vybérem vhodné excita¢ni a emisni vinové délky
velmi citlivé detekovat pouze vybranou latku bez interference ostatnich slozek. Latky, které

nefluoreskuji, 1ze ¢asto reakci s vhodnymi €inidly pfevést na fluoreskujici derivaty @
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Do elektrochemické detekce se tadi detektory voltametrické, amperometrické a
polarografické; jednd se o nejselektivnéjsi bézné detektory. Jejich princip je zaloZen na
oxida¢nich nebo redukcnich vlastnostech nékterych latek. Neni ovSem mozné vétSinu
Z nich pouZit pii gradientové eluci @,

Refraktometricky detektor méti rozdilny index lomu mezi Cistou mobilni fazi a
eluentem vytékajicim z kolony, obsahujicim analyzovanou latku. Pfes svou univerzalnost se
pouzivéa ziidka, nebot’ ma pomérné¢ nizkou citlivost, jeho odpovéd’ je velmi zavisla na
teplots a neumoziuje gradientovou eluci ®.

Mezi novéjsi detektory patii ELSD (Evaporative Light Scattering Detector).
Eluent vychazejici z kolony je nebulizovan, t¢kava mobilni faze je odpafena a netékavé
castice jsou detekovany méfenim rozptylu svétla. Jednad se o pomérné univerzalni zplsob
detekce, jejimz hlavnim omezenim je pozadavek na net€kavost analyzované latky. Vyhodou
je zde kompatibilita s gradientovou eluci ©.

V posledni dobé¢ se rozsifuje pouziti hmotnostné spektrometrického detektoru (MS),
1 pfes jeho pomémé vysokou cenu ve srovnani s ostatnimi HPLC detektory. O MS je

podrobné&ji pojednano v kapitole 2.2..

Tab. 1: Nejcastéji pouzivané detektory v HPLC

Detektor Selektivita Snimana veli¢ina Citlivost (g mI™)
Ultrafialovy ano absorpce zafeni 107 az 107
Fluorimetricky ano fluorescence 10"%az 10™
Elektrochemicky ano oxido-redukéni zmény 10° az 107
ELSD ne rozptyl svétla 10°®
Refraktometricky ne index lomu 10°°
Hmotnostni spektrometr ne pomér m/z 10" az 10

2.1.6. Hodnoceni litek pomoci HPLC

Kvalitativni hodnoceni

Nejdulezitéjsi kvalitativni charakteristikou v HPLC je reten¢ni Cas (Rt). Nej€astéjSim
dikazem totoznosti je shoda reten¢niho ¢asu dané latky v analyzovaném vzorku s reten¢nim

¢asem standardu.
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Nejprukazngjsi potvrzeni totoznosti umoznuje spojeni HPLC s MS detektorem na

zakladé shody reten¢nich ¢ast, molekulovych hmotnosti, ptipadné spekter Ms? 10,

Kvantitativni hodnoceni

Pro zjisténi obsahu latky ve vzorku se pouziva porovnavani plochy piku dané latky
s plochou piku standardu. Nejcastéjsi jsou dva zpiisoby:

Metoda vnéjsiho standardu sestava ze dvou krokl. Nejprve se na kolonu nastfikne
roztok analyzovaného vzorku. V druhém kroku se provede néstfik roztoku standardu. Jako
vnéjs$i standard se obvykle pouzivd u substanci standard stanovované latky (chemicka
referencni latka, CRL), u smési jedna zanalyzovanych slozek smési. Koncentrace
stanovovanych slozek se vypocita z ploch piki jednotlivych stanovovanych latek a plochy
piku standardu.

Metoda vnitinitho standardu je presn€j$i a méné Casové narocnd. Ke zndmému
objemu roztoku vzorku se pfida znamy objem roztoku vhodného vnitiniho standardu a tato
smés se nastfikne na kolonu. Koncentrace stanovovanych latek se urci z poméru ploch pikl
jednotlivych slozek a plochy piku vnitfniho standardu. Vnitini standard musi splitovat urcita
kritéria. Musi byt eluovan v blizkosti pikii hodnocenych latek, musim mit podobnou

koncentraci a musi byt chemicky inertni %,

2.2. Hmotnostni spektrometrie

2.2.1. Zdkladni charakteristiky

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd metoda slouZici k prevedeni molekul
na ionty, rozliSeni téchto iontl podle poméru hmotnosti a nidboje (m/z) a naslednému
zdznamu relativnich intenzit jednotlivych iontli. Jedna se o metodu vysoce citlivou,
destruktivni, s minimalni spotfebou vzorku, umoziujici ureni Mr a dalSich strukturnich
informaci diky interpretaci spekter. Hmotnostni spektrometr je iontové-optické zatizeni,
které separuje ionty podle pomé&ru jejich m/z.

Historicky prvni pokusy byly provedeny roku 1898, kdy Wien objevil zakfiveni
drahy letu urychlenych iontl v elektrickém a magnetickém poli. Za zakladatele MS je
povazovan Thompson, ktery roku 1913 rozdélil izotopy neonu “Ne a #Ne pomoci tzv.
parabolového spektrografu, za coz ziskal roku 1922 Nobelovu cenu. V roce 1966 zavedli
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Munson a Field chemickou ionizaci jako prvni mékkou ionizac¢ni techniku. O spojeni
HPLC-MS se jako prvni pokusili roku 1973 Baldwin a McLafferty. 1984 byla Fennem
zavedena ionizace elektrosprejem a roku 2002 ziskal Fenn a Tanaka Nobelovu cenu za
vynélez elektrospreje a inspiraci MALDI @Y,

Vyuziti MS je mnohostranné. Umoziluje strukturni analyzu a identifikaci
chemickych latek, urCeni izotopového slozeni, stopovou analyzu plynnych smési
anorganického i organického pivodu, urovani neéistot ve velmi Cistych latkach. Je zde
moznost aplikace v kvantitativni analyze na zaklad¢ linedrni zavislosti mezi iontovym
proudem a koncentraci latky, a to s vysokou ptfesnosti a spravnosti. V poslednich letech se
také velice rozsifuje vyuziti MS jako detektoru pro GC a HPLC (11.12)

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tii zakladnich c¢asti: z iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Mezi dalsi soucasti patii vakuovy systém, sonda pro
zavadéni vzorku, iontova optika slouzici k urychleni a fokusaci iontl, pocita¢ na ovladani a
ladéni pfistroje, sbér a ukladani dat, porovnani spekter s knihovnou (),

2.2.2. Iontové zdroje

Iontovy zdroj slouzi k pfevedeni neutralnich molekul analytu na nabité castice.
Ioniza¢ni techniky jsou nasledujici: elektronova ionizace (EI), chemicka ionizace (ClI),
ionizace polem (FI), ionizace urychlenimi atomy (FAB), ionizace termosprejem (TSI),
ionizace elektrosprejem (ESI), chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI),
fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI), ionizace laserem za ti¢asti matrice (MALDI) a

nékteré dalsi méné pouzivané techniky @2,

Elektronova ionizace (EI)

Jednd se o nejtvrdSi ionizacni techniku, pfi jejimZ pouziti ionizované molekuly
ziskavaji nabytek vnitini energie a nastava rozsahla fragmentace, molekuly se rozpadaji na
mensi nabité a nenabité Castice. lonizace probiha za silného vakua. Pouzivé se vétSinou ve
spojeni s plynovou chromatografii (GC), nebot’ k ionizaci dochazi v plynné fazi a je potieba
mit dostatecné tékavé a termostabilni analyty. Analyzovana latka zde interaguje a proudem
urychlenych elektronti za vzniku radikalkationtu

M+e - M"™+2e

19



Zdrojem elektronli je rozzhavena katoda (W nebo Re vlakno), proud elektront
sméfuje k anodg. Pfi priblizeni elektront k valenéni vrstvé analytu vznika M" . Vznikajici
ionty jsou vypuzeny z iontového zdroje, fokusovany a urychleny smérem k analyzatoru
(obr. 3). Standardni ioniza¢ni potencial se pro vSechny organické latky pouziva 70 eV,
nebot’ pti tak vysoké energii je nejvyssi citlivost, spektrum je bohaté na fragmentové ionty,
pro vétsinu latek je zde i molekularni ion.

Tato technika je nejvice prozkoumana a pro jednotlivé tfidy latek jsou popsany

mechanismy jejich fragmentace. Existuji knihovny a databdze spekter, které umozinuji
(11,12)

rychlou identifikaci neznamé latky

Repelier

Filament —— ™~ Electron

beam
lon ] y
focus :
electrodes
lon
acceleration
electrodes

Obr. 3: Elektronovd ionizace

lonizace elektrosprejem (ESI)

Zatimco EI je technikou nejtvrdsi, v pfipadé elektrosprejové ionizace se jednd 0
nejSetrnéjsi ionizaéni techniku. ESI probihd za atmosférického tlaku. Pouziva se k analyze
malych molekul 1 biomakromolekul (moznost vzniku vicendsobné nabitych iontl), 1ze ji
pouzit pro biopolymery az cca do 150 kDa. Je vhodna pro slouceniny stiedn¢€ polarni az
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iontové. ESI umoziuje studium prostorového uspotadani proteinil, v nékterych ptipadech
studium nekovalentnich interakci a rtiznych iontovych asociatt.

Analyt rozpustény ve vhodném eluentu je pfiveden kovovou kapildrou do iontového
zdroje. Za pomoci zmlzovaciho plynu (N2) vznika jemny aerosol. Diky vysokému napéti
vlozenému na kapilaru (3-5 kV) nesou kapic¢ky velké mnozstvi naboju (obr. 4). Na konci
kapilary vzniké tzv. Taylortv kuzel, dochazi zde k emisi malych kapicek o kladném nebo
zaporném naboji (obr. 5). Odpafenim rozpoustédla dojde k zvySeni hustoty naboje na
povrchu. Jakmile hustota povrchového néboje dosédhne urcité kritické hodnoty, dojde k tzv.
Coulombické explozi, tj. k rozpadu nabité kapicky na fadu jesté mensich kapicek nesoucich
naboj. Tento proces Coulombickych explozi a odpatovani rozpoustédla z povrchu kapicek
se opakuje tak dlouho, az je kapicka dostatecné mald a mize dojit k uvolnéni (desorpci)
protonované ¢i deprotonované molekuly z jejiho povrchu. Tento zplisob vzniku iontl byva
oznacovan jako tzv. vypafovani iontt.

ESI je nejcastéji uzivana pro spojeni HPLC-MS (),

Evaporation wme=e>  Analyte ion ejected

*
lons ./
—_— e
—— @ -0

Heated nitrogen drying gas

Solvent spray

Dielectric capillary entrance

Obr. 4: Schéma ESI.
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Obr. 5: Schéma elektrospreje v zaznamu kladnych iontii.

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)

Jedna se o mé&kkou ionizaéni techniku. Ionizace analytu probiha za atmosférického
tlaku, v plynné fazi, dochazi ke $té€peni labilnich vazeb.

Na vybojovou elektrodu je vlozeno vysoké napéti, vznika koronarni vyboj, kterym
jsou ionizovany nejprve molekuly mobilni fize (v nadbytku) a ty nasledné ion-
molekularnimi reakcemi ionizuji analyt. Vzniklé ionty jsou urychleny do analyzétoru.
Protiproudem N, dochazi k rozbiti nekovalentnich klastrt a asiciata (obr. 6).

APCI se uziva se ve spojeni s HPLC, spolu s ESI patii mezi standardn¢ dodavané

iontové zdroje (),
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Obr. 6: Chemicka ionizace za atmosfeérickeho tlaku

Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI)
Jedna se o analogickou techniku k APCI, misto koronarniho vyboje vSak dochazi k
ionizaci UV zafenim (obr. 7).
Zdrojem UV zafeni je kryptonova vybojka — energie fotonti 10 a 10.6 eV.
Energie je v&tsi neZ ioniza¢ni energie organickych molekul, ale mensi neZ ioniza¢ni energie
mobilni faze, tim je umoZnéna selektivni ionizace analytu a nikoliv mobilni faze. Je mozné

podpofit ionizaci ptidavkem dopantu (toluen, benzen) a tim zvysit selektivitu ionizace (),
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Obr. 7: Fotoionizace za atmosférického tlaku

Ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI)

Jednd se o velmi Setrnou ionizacni techniku, zvlast€¢ vhodnou pro analyzu
biopolymeri (peptidit).

Vzorek je rozpustén a smisen s vhodnou matrici. Kratkym laserovym impulzem
matrice absorbuje energii. Dochazi k pfenosu energie (k pfenosu fotonu) na analyt, k
ionizaci a desorpci iontli analytu.

Martice musi absorbovat laserovy impuls, tvofit krystaly s analytem, nereagovat s
nim, byt net€kava a stabilni. NejCastéji se pouZzivaji aromatické kyseliny (napf. kyselina
gentisova).

Tato technika je spojovéna zasadné s TOF analyzatorem V.

2.2.3. Hmotnostni analyzdtory
Hmotnostni analyzator slouzi k rozdéleni iontd v plynné fazi za vysokého vakua
kvadrupdl (Q), Ion Trap - sférickd iontova past (IT), Linear Ion Trap - linedrni iontova past

(LIT), Time of Flight - analyzator doby letu (TOF), iontova cyklotronova rezonance (ICR)
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nebo magneticky analyzator. Existuji i hybridni (kombinované) analyzatory: trojnasobny
kvadrupol (QqQ), dvojnasobny kvadrupol s analyzatorem doby letu (QqTOF) a tada dalsi

moznosti V.

Kvadrupolovy analyzator (Q)

Kvadrupolovy analyzator (obr. 8,9) je tvofen 4 stejnymi kovovymi tycemi
kruhového priifezu, s délkou 20 - 30 cm. Na dvé protilehlé je vlozeno kladné stejnosmérné
napéti, na zbyvajici dvé zdporné stejnosmérné napéti, na vSechny je dale superponovano
vysokofrekvencni stiidavé napéti. Ion je pfiveden do stfedu osy kvadrupolu a zaéne
oscilovat. V dany ¢asovy okamzik pro urc¢ity pomér U/V jsou oscilace stabilni pouze pro ion
s ur¢itou hodnotou m/z, ktery projde kvadrupdlem a dostane se na detektor, vSechny ostatni
ionty jsou zachyceny na tyCich kvadrupdlu. Plynulou zménou (skenovanim) poméru
stejnosmérn¢ho napéti a amplitudy U/V jsou postupné propustény na detektor vSechny

ionty, jedna se vlastn¢ o hmotnostni filtr ()

Hmotnostni spektrometr vybaveny kvadrupélem byl ve spojeni s HPLC pouzit napt
(13)

pii stanoveni remifentanilu v plazmé

Obr. 8: Kvadrupdlovy analyzator
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Obr. 9: Kvadrupolovy analyzator

Trojity kvadrupdl (QqQ)

U tohoto typu analyzatoru jsou uspotfaddany 3 kvadrupdly za sebou, prostiedni z nich
(q) slouzi jako kolizni cela. Zavedenim kolizniho plynu do druhého kvadrupélu zpisobime
kolizni aktivaci vybranych iontd kvadrupdlovym analyzatorem Q1 s koliznim plynem a
jejich naslednou fragmentaci (),

Hmotnostni spektrometr vybaveny trojitym kvadrupdlem byl ve spojeni s HPLC
pouzit napi. k analyze fenolickych metaboliti panenského olivového oleje v lidskych

lipoproteinech o nizké hustoté (14) (15)

a ke stanoveni cilnidipinu v plazmé

Iontova past (IT)

Iontova past je slozena ze dvou koncovych a jedné kruhové elektrody. lonty jsou
pulzné ptfivedeny do pasti, zde jsou zachyceny a poté jsou postupné vypuzovany na
detektor podle jejich m/z, jedna se v podstaté o trojrozmérny kvadrupdl (obr. 10,11). Lze
pouzit bud’ externi ionizaci (obvyklé zejména u ESI a APCI) nebo interni ionizaci v iontové
pasti (Ize pouzit u EI a CI). Ve spojeni s externi ionizaci dochazi k ionizaci mimo iontovou
past a ionty jsou kratkym napétovym pulzem piivedeny (,,davkovani ionti*) do pasti
vstupnim otvorem koncové elektrody. Vhodnymi pomeéry stejnosmérného a stfidavého
napéti vloZzenymi na kruhovou a dvé koncové elektrody jsou ionty zadrZzeny uvnitf pasti a
postupnou zménou téchto napéti jsou podle jejich m/z vypuzovany na detektor vystupnim
otvorem. Pii pouziti IT je potieba dodavat 2 plyny: N3 jako nosny plyn, zavadény do zdroje,

a He jako tlumici plyn, zavadény pfimo do pasti (),
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Hmotnostni spektrometr vybaveny iontovou pasti byl ve spojeni v HPLC pouzit

napf. k nasledujicim studiim: stanoveni amiodaronu a desethylamiodaronu v kotiské plazmé

a moci

(16)

, analyza nefopamu a jeho metabolitu desmethyl-nefopamu v plazmé @n

’ . . v (18 ’ . r 19 ’ + 10
stanoveni bupivakainu v plazmé 18)stanoveni tamsulosinu v séru ** nebo stanoveni oxidt

stigmasterolu a cholesterolu

(20)

Cross-sectional view of anion trap.
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Obr. 11: Schéma hmotnostniho analyzatoru — ionizace elektrosprejem s iontovou pasti

Analyzator doby letu (TOF)

Jedna se o typicky pulzni hmotnostni analyzator. Nejdiive jsou velmi kratkym

pulzem ionty urychleny na vstupu do analyzéitorové trubice a potom se piesn¢ méfi Cas, za

ktery ionty “dolétnou” k detektoru, podle ¢ehoz se urci jejich m/z (obr. 12). Ionty s mensi

hodnotou m/z se pii ud€leni stejné kinetické energie pohybuji rychleji, takze se rychleji

dostanou na detektor. Skenovani je velice rychlé a hmotnostni rozsah m/z neni teoreticky
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omezen, zalezi pouze na dobé, po kterou se bude ¢ekat na dopad iontii (hodnota m/z musi

byt vétsi nez 106) @Y.
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Obr. 12: Linearni a v reflexni priletovy analyzator

Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (ICR)

Jednd se o typ analyzatoru, jehoz parametry vybocCuji z rdmce vSech ostatnich

analyzatorl (cena, rozliSeni, vakuum). Jestlize se ion dostane do silného magnetického pole,

zatne se pohybovat po cykloidalni trajektorii s cyklotronovou frekvenci. V cyklotronu ma

kazda hodnota m/z charakteristickou cyklotronovou frekvenci. Fourierovou transformaci se

prepoctou tyto frekvence do skaly m/z, ¢imz se ziska hmotnostni spektrum (obr. 13

Ptikladem studie zaloZené na iontové cyklotronové rezonanci je strukturni analyza

protoberberinovych alkaloidii v 16&ivych rostlinach @Y.
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Obr. 13: lontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci

2.2.4. Detektory

Detektor slouzi k detekci iontll po jejich separaci podle m/z a k urceni relativni
intenzity jednotlivych iontt.

Historicky se pouzivala fotograficka deska, podle zéernani se odhadovala intenzita.

Faradayova klec patii mezi velmi piesné detektory, pouziva se na ptesna izotopicka
meéfeni.

Elektronovy nasobi¢ je asi nejbéznéjsim detektorem, umoznuje zesileni az 107,
v uspofadani s polem az 10° (obr. 14).

Fotonasobi¢ je také cCasto pouZivany, jeho prednosti je delSi Zivotnost nez u

elektronového nasobide, zesileni je zde 10%-10° (obr. 15) (.
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Obr. 15: Fotonasobic

2.2.5. Vakuové systémy

Hmotnostni analyzatory vzdy pracuji za vysokého vakua. Hodnota vakua se lisi
podle typu analyzatoru. Také iontové zdroje vétSinou potiebuji prostiedi vakua. Vyjimkou
jsou ionizac¢ni techniky pracujici za atmosférického tlaku (ESI, APCI, APPI). K vytvoteni
tak vysokého vakua je zapotiebi dvoustupniové (n€kdy i vicestupniové) Cerpani vakuovymi
pumpami. V prvnim stupni byvaji vyuZity rotaéni pumpy, v nasledujicim stupni

turbomolekuldrni nebo diftzni pumpy.
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MS musi pracovat za vysokého vakua, nebot ionty potfebuji dostate¢né dlouhou
sttedni drahu a nesmi dochazet ke srazkdm s neutralnimi atomy. Pfi elektronové ionizaci by

navic vzdusny kyslik zptisobil pfepaleni odporového dratku produkujiciho elektrony (@,

2.2.6. Spojeni MS a separacnich technik
Kombinace obou technik pfinasi moznost béhem jedné analyzy identifikovat slozeni

slozitych smési.

GC/MS

Spojeni GC/MS bylo realizovano jako prvni, dnes se jedna o jiz rutinni techniku.
Technické provedeni je zde jednodussi neZ u LC/MS spojeni, nebot” mobilni fazi je zde
plyn, ktery Ize snadno odstranit pfed vstupem do vakuové Casti. Pouziva se vyhradné ve
spojeni s kapilarnimi kolonami (pritok nosného plynu je zde fddové v ml/min, vakuové
pumpy jej zvladaji odcerpavat). Diive pifi pouziti naplnovych kolon se pouzivaly rtizné
separatory k odstranéni nadbytku nosného plynu. Uzivané ioniza¢ni techniky byvaji EI nebo
Cl. Koncentrace pouzivané v GC a MS jsou piiblizn¢ podobné, coz usnadiiuje spojeni.

Pouziti EI umozinuje pfimé softwarové porovnani s databazi spekter v pocitaci.
Vyhodou je vybér né¢kolika mélo nejpravdépodobnéjsich struktur (vyjadieno procentudlni
shodou). Porovnani spekter s knthovnou mtiZe byt

pfimé — snaha o nalezeni vSech iontll z knihovniho spektra v neznamém spektru
(necistoty nebo koeluujici latky nezhorSuji porovnani)

zpétné — snaha nalezeni vSech iontli neznamého spektra v knihovnim spektru (piky,
které jsou ve spektru navic, zhorSuji shodu).

Vysoky koeficient shody je$té neznamend potvrzeni struktury, vZdy musi operator
posoudit rozdily ve spektrech. I kdyZz neni v knihovn& nalezeno spravné spektrum,
porovnani s knihovnou vyrazné urychluje praci.

Nejb&zn&jsi analyzatory v GC/MS jsou Q, IT, TOF, QqQ ™.
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HPLC/MS

Jedna se o technicky naro¢néjsi metodu nez GC/MS. Mobilni fazi v LC je kapalina,
Casto obsahujici vysoké procento vody. Hmotnostni spektrometr pracuje ovSem za
podminek vysokého vakua a kapalnou mobilni fazi je potieba odstranit. Pfi prvnich
pokusech o spojeni LC/MS se izolovaly jednotlivé frakce vychazejici z HPLC kolony,
nasledovalo odstranéni mobilni faze, nejCastéji jejim odpaienim, a nasledoval pienos
analytu do hmotnostniho spektrometru. Tento zdlouhavy a komplikovany postup byl
nahrazen piimym spojenim, kdy mobilni faze je odstranéna proudem susSiciho plynu a
vysokou teplotou kapilary @2,

Spektra ziskana pomoci LC/MS neni mozno porovnavat s knihovnou — zavisi na
typu pfistroje, pouZzité ionizani technice, pracovnich podminkéch. Je proto nutné
interpretovat manualn¢, velmi pfitom zalezi na zkuSenosti operatora.

Vynalez ionizace za atmosférického tlaku (API) znamenal prilom ve spojeni
HPLC/MS. Diky technikam ESI, APCI a pozdéji APPI se z HPLC/MS stala rutinni
analytick4 technika s obrovskym polem ptlisobnosti (strukturni analyza organickych latek ve
smésich, identifikace reak¢nich produktt, necistot atd.). Velmi vyznamna je moznost citlivé
a selektivné stanovovat obsah 1é€iv v biologickém materialu.

Rozpoustédla pro HPLC/MS se pouzivaji vzdy vnejvy$si mozné kvalité.
Nejbéznéjsi byva vodny methanol, acetonitril, ethanol. Pfi vyssi koncentraci vodné slozky je
tieba zvysit teplotu a pritok suSiciho a zmlzujiciho plynu, coZ vede k nizsi citlivosti. Jako
aditiva maji pfednost tékava ¢inidla v co nejnizsi koncentraci (kyselina mravenéi, octova,

. < A\ (11
amoniak, octan nebo mravencan amonny) ()

Byly publikovany studie zabyvajici se analyzou urcité latky a jejich necistot pomoci
HPLC-MS. Lze uvést n€kolik z nich.

Z tablet obsahujicich alprazolam byl izolovan jeho hlavni rozkladny produkt a
pomoci MS byla urcena jeho struktura. Metoda byla validovana pro obsah alprazolamu a
této necistoty @2 Ve vzorku streptomycinu byla pomoci HPLC-MS" charakterizovana
struktura jeho dvou hlavnich necistot. Streptomycin a necistoty byly poté stanoveny za
pouziti HPLC-ELSD ©®. V medikovaném premixu s obsahem doxycyklinu byly s pouzitim
HPLC-DAD a HPLC-MS identifikovany jeho dvé hlavni necistoty metacyklin a
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6-epidoxycyklin. Validace byla provedena pomoci HPLC s UV detekci @4 Pomoci HPLC-
MS byla urcena struktura dvou hlavnim necistot diminazen aceturatu. Byla vypracovana
metoda jejich stanoveni pomoci HPLC-UV @5 Dalsi studie se tyka srovnani LC-UV a LC-
MS metod pro urceni necistot v tabletach trimetoprimu. Z vysledka vyplyva, ze metoda LC-
MS je vyrazné citlivéjsi a navic poskytuje i strukturni informace o necistotich a
degradaénich produktech trimetoprimu (26), Spojenim HPLC-MS byly identifikovany
nedistoty obsazené ve vzorku pesticidu d-allethrinu ®”. Ve vzorku piperachin fosfatu byly
pomoci HPLC-MS detekovany jeho Ctyfi hlavni necistoty a metoda byla validovana na

jejich obsah @9,

CZE/MS
rutinni techniku, vyskytuji se problémy s robustnosti a citlivosti systému. Je zde nutné
nahradit neté¢kavé pufry fosfat, borat za napt. octan amonny. CZE/MS je povazovano za
efektivni alternativu k HPLC/MS pro analyzu latek iontové povahy. Nejrozsifengjsi a

nejrobustnéjsi je metoda CZE/MS-ESI s ptidavnym tokem kapaliny .

2.3. Transkarbam 12

2.3.1. Akceleranty transdermdlni penetrace

Transdermalni aplikace 1é¢iv nachazi v soucasnosti stale $ir$i uplatnéni. Lécivo je
konstantni rychlosti uvoliiovano z transdermalni 1ékové formy a po prekonani koZzni bariéry
vstupuje do krevniho obéhu. Timto zpiisobem je mozné dosdhnout stalych plasmatickych
koncentraci 1é¢ivé latky s minimalnim kolisdnim. To je vyhodou pifedev§im u léCiv s
nizkym terapeutickym indexem. Na rozdil od peroralniho zptsobu podani nedochazi pfi
transdermalni aplikaci k drazdéni traviciho traktu. Dal$i vyhodou je eliminace first-pass
effectu, tedy rychlé metabolizace v jatrech. Pfi pouzivani transdermalnich 1ékovych forem je
zajiSténa dobra compliance pacientii diky snadné nebolestivé aplikaci a dlouhodobému
ucinku. Na rozdil od perordlnich Iékovych forem s prodlouZzenym uvoliiovanim Ize
v pifpadé vyskytu nezddoucich G&inki 16dbu okamzité prerusit 92039,

Sirsi uplatnéni této lékové formy je ovsem pro vétsinu uéinnych latek omezeno
bariérovymi vlastnostmi klze. Proto jsou pouzivany ruzné pfistupy, které umoznuji
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transdermalni absorpci 1é¢iv zvysit. Vedle zptisobli zalozenych na elektrickych jevech nebo
ultrazvuku je jednim z feSeni wvyuziti specidlnich pomocnych latek - akceleranti
transdermalni penetrace. Akceleranty transdermalni penetrace maji schopnost docasné
zménit vlastnosti klize a tim vyrazné urychlit pricchod 1€Civ pies tuto bariéru. Stejné jako
ostatni pomocné latky musi byt akceleranty nedrazdivé, netoxické, hypoalergenni, nesmi
mit vlastni farmakologickou aktivitu a musi byt kompatibilni s u¢innou latkou. Idealni
akcelerant by také meél byt Gcinny pro latky rtzné chemické struktury. VétSina dosud
vyrabénych akceleranti vSak vyhovuje témto pozadavkiim jen cCastecné (303D Nekteré
akceleranty uvadi tab. 2.

Tab. 2: Vybrané akceleranty transdermdlni penetrace®%34%),

Nazev Cilova skupina léc¢iv
I-dodecyl-2-azepanon (Azone®) latky hydrofilni i lipofilni
kyselina undecylenova analgetika, anodyna
kyselina 0-dodecylcitronova isosorbiddinitrat
kyseliny ikosapentaenova a linolenova 1é¢iva bércovych viedl
dimethylsulfoxid latky hydrofilni
monoolein doxorubicin
isopropyl myristat testosteron
limonen haloperidol
terpeny diklofenak

Pouziti vétSina akcelerantll je moZné pouze pro urCitou uUcinnou latku. Zavedeni
univerzalniho akcelerantu by umoznilo vyznamné rozsifit moznosti transdermalni aplikace

1éCiv.

2.3.2. Charakteristika transkarbamiu

Transkarbamy patii do skupiny akcelerantli transdermdlni penetrace. Jednd se o
symetrické amoniové soli karbamové kyseliny, vznikajici reakci esteri 6-aminohexanové
kyseliny s oxidem uhli¢itym. Jsou to bezbarvé az slabé nazloutlé mikrokrystalické latky,
velmi malo rozpustné ve vodé¢ a nerozpustné ve vétSing organickych rozpoustédel. Beze
zmény struktury se dobie rozpoustéji v toluenu, ze kterého je mozné je krystalizovat.
Vyborné se rozpousteji v chloroformu, ovSem za rozkladu soli karbamové kyseliny a
uvolnéni oxidu uhli¢itého. K rozkladu karbamétu dochazi také pisobenim velmi slabych

kyselin v bezvodém prostiedi, pisobenim ultrazvuku a tepla ©®.
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2.3.3. Transkarbam 12 a jeho neclistoty

Transkarbam 12 ((5-(dodecyloxykarbonyl)pentylamonium-5
(dodecyloxykarbonyl)pentylkarbamat, T12) je nov€ syntetizovanym a patentovanym
akcelerantem transdermalni penetrace 36),

T 12 ve srovnani s ostatnimi transkarbamy vykazuje nejvyssi akceleracni aktivitu,
nizkou toxicitu a lokalni drazdivost ®”. Jeho akceleraéni u¢innost zahrnuje siroké spektrum
16¢iv s riznymi fyzikalng chemickymi vlastnostmi ®®. T12 je sloZen ze dvou identickych
fetézcl dodecylesteraminokapronové kyseliny (DDEAK) stabilizovanych pomoci CO; 36)
Mechnismus ucinku akcelerantli je obecné zalozen na interakci s lipidovymi soucdstmi
stratum corneum resp. s korneocyty. V piipadé T12 se jedna o interakci polarni karbamové
hlavicky, zatimco aminoester zistava neaktivni ®%. Struktura T12 je také charakteristicka
svou malou stalosti. Jiz pfi mirné zméné podminek miize dojit k odstépeni CO;, a T12 se
nasledné¢ rozpadne na dva fetézce DDEAK 39), Moznymi zneciSténinami T 12 jsou
hydrolytické rozkladné produkty DDEAK: eg-aminokapronova kyselina (Ak) a
dodecylalkohol (DDA). Dalsi necistoty T 12 mohou pochazet z vyroby, bud’ jsou to vychozi
latky syntézy (e-kaprolaktam, Ka), nebo vedlejsi produkty syntézy (dodecylester kyseliny 6-

(6-aminohexanoylamino)hexanové, adukt T12 a AK).

Transkarbam 12 (T12)
Mr =643.0
Sumarni vzorec: Cz7H74N>0¢

Strukturni vzorec:

HN/\/\/\I.rov’\/\//\/W
o)\o *

OW

Q

g-aminokapronova kyselina (Ak)
Mr=131.2

Sumarni vzorec: CeH13NO2
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Strukturni vzorec:

OH
HJN/\/\/\‘]/'

0

Dodecylalkohol (DDA)
Mr =186.1
Sumarni vzorec: C1oH0

Strukturni vzorec:

MWDH

e-kaprolaktam (Ka)
Mr=113.2
Sumarni vzorec: CgH11NO

Strukturni vzorec:

Hydrobromid dodecylesteru kyseliny 6-(6-aminohexanoylamino)hexanové
(adukt T 12 a Ak)

Mr hydrobromidu = 492 (Mr aduktu = 413)

Sumarni vzorec: CosHagBrN,O3

Strukturni vzorec:

Br

0
H
- NM/U\ 2 VN NN NN
NH3+/\W 0
0]
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2.3.4. Publikované metody

Bylo publikovano nékolik ¢lanki zabyvajicich se transkarbamem 12 a jeho analogy.

Jednotlivé publikace se zam&fuji na derivaty e-aminokyselin, jejich piipravu a pouziti ©®, na

@3N

vztah struktury a aktivity amfifilnich permeacénich enhancerd "/, na fazové chovani T 12

®9 na ketonické, amidické a alkylové analogy T 12, na jejich syntézu a permeacni aktivitu

@9). dale na syntézu a aktivitu analogt kyseliny uhli¢ité a karbamové G8) 4 jejich estera “0). 5
déle na termotropni chovéani T 12 a jeho analogli pomoci diferen¢ni scanovaci kalorimetrie
(DSC), termogravimetrické analyzy (TGA), infracervené spektroskopie (FTIR) a
rentgenovych metod (temperature-dependent X-ray powder diffraction) 2.

Konkrétn¢ se analytickym hodnocenim T12 zabyvaji pouze dvé publikované prace.
Jsou zaméteny na optimalizaci podminek pro hodnoceni T12 a jeho rozkladnych produktt a
ob¢ vyuzivaji metody HPLC s UV detekci (42.43)

V prvni studii jsou hledany optimélnich podminky pro dikaz T 12 pomoci TLC a
HPLC-UV “?. V piipadé TLC byl jako stacionarni fize pouzit Silufol UVass. Byly
vyzkouseny mobilni faze o rizném sloZeni, nejlepsi vysledky byly ziskany pfi pouziti smési
o slozeni chloroform, ethanol a octova kyselina (3:3:1; v/v/v). Detekce byla provedena
v prostiedi par jodu. V ptipadé HPLC byly vyzkouseny tii rizné analytické kolony (Silasorb
SPH C 18, Silasorb SPH nitrile a LiChrosorb Si-60). Nejlepsi vysledky byly ziskany
S pouzitim tfeti z nich, ktera byla proto pouzita i pti kvantitativnim hodnoceni T 12. Detekce
bylo provedena pomoci UV detektoru pii vinové délce 230 nm. Jelikoz T 12 neobsahuje ve
své molekule Zzadny chromofor, bylo pfed detekci nutno provést derivatizaci
benzoylchloridem za vzniku benzoylderivatu, absorbujiciho v UV oblasti. Z kvantitativnich
parametri byla hodnocena linearita, pfesnost a spravnost. Kalibra¢ni kiivka byla
vypracovdna z péti koncentra¢nich urovni v rozmezi 0.8-1.5 mg ml?, s korela¢nim
koeficientem 0.9955. Zjidtény limit detekce byl 7 pg ml™, limit kvantifikace 25 pg ml™.
Presnost analytické metody vyjadfena jako RSD byla na vSech analyzovanych
koncentracich nejvyse 3.3 % “2.,

Druha studie se zabyva optimalizaci HPLC chromatografickych podminek pro
stanoveni transkarbamu 12 a jeho dvou hlavnich degrada¢nich produkti e-aminokapronové
kyseliny a dodecylalkoholu “®. Separace byla provedena na analytické kolon¢ Separon
SGX C18. K detekei byl pouzit UV detektor pii vinové délce 230 nm. Vzorek bylo potieba
pfedem derivatizovat pomoci 3,5-dinitrobenzoylchloridu, nebot T 12, Ak ani DDA
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neobsahuji v molekule chromofor. VSechny tfi latky byly derivatizovany stejnym zptsobem
s jedinym rozdilem: T 12 a DDA byly rozpustény v chloroformu, zatimco Ak v methanolu.
Byl vyzkouSen isokraticky zpusob eluce, pro dostatecnou separaci bylo ovSem potieba
vyuzit eluce gradientové. Z riiznych gradientovych schémat byl nakonec vybran nasledujici:
0-7 min: 30% (ACN); 7-12 min: 30—80% (ACN); 12-25 min: 80% (ACN); 25-30 min:
80—30% (ACN); 30-35 min: 30% (ACN). Byly zkouSeny mobilni fidze rizného slozeni;
nejprve acetonitril/voda s kyselinou octovou, poté acetonitril/20 mM acetatovy pufr.

Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno pii slozeni acetonitril a acetatovy pufr o pH 4.5 “3)

Analyzou e-kaprolaktamu se zabyvd né¢kolik studii. Metody jsou zaloZeny na

(44,45)

vysokouc¢inné kapalinové chromatografii a na voltmetrickém stanoveni po ptedchozi

separaci tenkovrstvou chromatografii “®. Dalsi ¢lanek se zabyva identifikaci 24 neGistot
kaprolaktamu pomoci plynové chromatografie s MS detekci “n,

Analyza g-aminokapronové kyseliny byla popsana v nékolika ¢lancich. Jedna se o
fluorimetrické stanoveni Ak v 1éCivych ptipravcich s vyuzitim sekvenéni injekéni analyzy
“8) Dalsi ¢lanek popisuje chromatografické stanoveni Ak v télnich tekutinach “9). Odlisnym
zpusobem je potom vyuziti antifibrinolytickych vlastnosti Ak. Pfidanim Ak ke vzorku
plazmy dojde k prodlouzeni Casu fibrinolyzy. Na tomto principu je vypracovana studie

méFici obsah Ak v moci ©?.
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3. CILPRACE

Cilem této prace je vyvinout metodu pro separaci transkarbamu 12, jeho tii necistot
g-aminokapronové  kyseliny, e-kaprolaktamu a dodecylesteru  kyseliny  6-(6-
aminohexanoylamino)hexanové, a vnitfniho standardu, kterym byla zvolena kyselina 8-
aminooktanova. Tato metoda je zalozena na spojeni vysokoucinné kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii.

Nejprve budou zjistovany molekulové hmotnosti jednotlivych latek metodou
pifimého néastiiku a vyladény optimalni podminky pro MS detekci. Bude zjiSténa
fragmentace latek v rezimu MS/MS.

V dalsim kroku dojde k propojeni kapalinového chromatografu s hmotnostnim
detektorem. Bude vyvinuta metoda ucinné separace vSech péti latek a jeji zaznam v rezimu
SIM.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. PouZzity material

4.1.1. Chemikalie
voda ultracisté kvality, upravena systémem Milli Q-RG (Millipore, USA)
transkarbam 12 (KAOCH, FaF UK, Hradec Kralové, CR)
g-aminokapronova kyselina 99 % (Merck, Hohenbrunn, Germany)
e-kaprolaktam 99 % (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany)
8-aminooktanova kyselina 99 % (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany)
dodecylester kyseliny 6-(6-aminohexanoylamino)hexanové (KAOCH, FaF UK,
Hradec Kralové, CR)
mravenci kyselina gradient grade (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany)
acetonitril gradient grade (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany)
methanol gradient grade (Merck, Darmstadt, Germany)

4.1.2. Pfistrojové vybaveni

HPLC systém

Meéfeni bylo realizovano na kapalinovém chromatografu Prominence Liquid
Chomatograph (Shimadzu, Kyoto, Japan), skaladajiciho se z

degasovaci jednotky (DGU-20A3)

dvou pump (LC-20AD)

autosampleru pro 70 vzorka (SIL-20AC)

komunika¢niho modulu (CBM-20A)

vyhtivaného prostoru pro kolonu (CTO-20AC).

Chromatograficka kolona

K méfeni byla pouzita analytickd kolona Luna Phenyl-Hexyl 5 pm, 150 x 3.0 mm
(Phenomenex, USA).
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Hmotnostni spektrometr

K detekci byl pouzit hmotnostni spektrometr LCQ Advantage Max (Thermo
Electron Corporation, Finnigan, San Jose, CA, USA). Iontovym zdrojem byla v ptipadé
tohoto méefeni ESI, analyzatorem byla iontova past.

Software

Pro sbér a vyhodnocovani ziskanych dat byl pouzit software Xcalibur™ (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

4.2. Uprava vzorku

Pti ptipravé vzorka byla k fedéni zasobnich roztokli pouzita vodnd mobilni faze se

slozenim 4 % acetonitrilu (v/v) a 0.025 % mravenci kyseliny (v/v).

Transkarbam 12
Zasobni roztok 0.1 mg ml™ T 12 byl pfipraven rozpusténim navazky 0.001 g

substance ve smési acetonitril/voda 4:1 (v/v) v 10 ml odmérné bance.

g-aminokapronova kyselina
Zasobni roztok 0.5 mg ml? Ak byl pfipraven rozpu§ténim navazky 0.0025 g

substance ve smési acetonitril/voda 1:1 (v/v) v 5 ml odmérné barice.

8-aminooktanova Kkyselina
Zasobni roztok 0.5 mg ml™? Ao byl pfipraven rozpuSténim navazky 0.0025 g

substance ve smési acetonitril/voda 1:1 (v/v) v 5 ml odmérné barice.

g-kaprolaktam
Zasobni roztok 0.5 mg ml? Ca byl pfipraven rozpusténim navazky 0.0025 g

substance ve smési acetonitril/voda 1:1 (v/v) v 5 ml odmérné barice.

Adukt T 12 a Ak
Zasobni roztok 1.0 mg ml™? aduktu byl pfipraven rozpusténim navazky 0.005 g

substance ve smési acetonitril/voda 1:1 (v/v) v 5 ml odmérné baiice.
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4.3. Chromatografické podminky

4.3.1. Mobilni faze

Nejlepsi separace bylo dosazeno pii pocatecni mobilni fazi obsahujici 4% ACN s
konstantnim ptidavkem 0.025% HCOOH, pfi pratoku 0.3 ml min™. Vzhledem k tomu, e na
pocatku obsahuje mobilni faze vysoké procento vody, nebylo mozné pritok zvysit, aby

doslo k dostate¢nému odpaieni mobilni faze v iontovém zdroji.

4.3.2. Vysledny profil gradientu

Pro separaci byl pouzit nasledujici gradientovy profil:

0.-1.min 4 % acetonitril
1.-25. min 4 — 55 % acetonitril
25. —30. min ekvilibrace kolony 4 % acetonitrilem.

4.3.3. Ddvkovdni vzorku
Vzorky byly davkovany pomoci autosampleru, nastiikovy objem vSech vzorkd byl

10 pl. Prostor autosampleru byl temperovan na 15 °C.

4.3.4. Kolona

Byla pozita analyticka kolona Luna Phenyl-Hexyl. Kolony s fenylovou skupinou se
vyznacuji obecné vyssi selektivitou nez alkyl-faze, jejich nevyhodou je nizka stabilita a
reprodukovatelnost vysledkd. Pii pouziti hexylové (C-6) alkylskupiny jako c¢lanku
spojujiciho fenylovou skupinu s povrchem silikagelu je dosazeno mnohem vyssi stability a
reprodukovatelnosti. Rozsah pH, pii kterych Ize s timto typem kolony pracovat, je 1.5 az 10

(51)

Kolonovy prostor byl temperovan na 30 °C.

4.4. Parametry hmotnostniho spektrometru

Pro méfeni byl pouzit ESI iontovy zdroj. Nejvyssi citlivosti pro vSechny hodnocené
latky bylo dosazeno v pozici sondy D 0.5. Dal§i parametry nastaveni iontového zdroje byly

nasledujici:
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Sheath Gas Flow Rate
Aux/Sweep Gas Flow Rate
Capillary Temperature
Capillary Voltage

Tube Lens

75 arb
40 arb
250 °C
-30.0V
0V, sp
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

Pro hodnoceni Transkarbamu 12, jeho hydrolytického rozkladného produktu —
kyseliny e-aminokapronové, dvou necistot z vyroby — g-kaprolaktamu a aduktu, a vnitiniho
standardu bylo potfeba nejdiive vyoptimalizovat podminky pro jejich hodnoceni pomoci
MS detektoru. Toho bylo docileno pomoci metody piimého nastiiku. Pro kazdou latku byly
nejdiive vyladény jednotlivé parametry nastaveni detektoru. Z téchto hodnot se poté vybraly
optimalni podminky, pii kterych bude mozno métit vSechny latky béhem jedné analyzy a
zaroven docilit dostatecné citlivosti. Pti vyslednych podminkach bylo poté vzdy zméieno
spektrum ve full scanu, ze kterého bylo mozné zjistit molekulovou hmotnost dané latky.
Dalsim krokem byla optimalizace procenta kolizni energie, ktera zpusobuje fragmentaci
matefského iontu na dcefinné ionty. Byla zméfena spektra MS/MS a fragmentace
jednotlivych latek vysvétlena. Poté, co byly nalezeny optimalni podminky pro hodnoceni
vSech latek a naméiena MS a MS/MS spektra, bylo mozné pouzit metodu LC/MS a zaméfit
se na optimalizaci chromatografickych podminek, které umozni dobrou separaci
jednotlivych latek a tim i jejich kvalitni hodnoceni. Metodou zalozenou na hmotnostni
spektrometrii nebylo mozné hodnotit dalsi necistotu transkarbamu, dodecylalkohol, nebot’

ve své molekule neobsahuje Zadnou ionizovatelnou skupinu.

5.1. Metoda pfimého nastfiku

Pomoci néstfiku roztoku latky ptimo do detektoru byla ze zdznamu iontu ve full
scanu vZdy zjiSténa ptislusnd molekulova hmotnost latky na zakladé poméru m/z. Nejdiive
vSak byl nastiiknut vzorek rozpoustédla, aby se zjistil profil pozadi a potvrdilo se, Ze dané

hmoty neinterferuji s rozpoustédlem; viz obr. 16.
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pozadi2 #47 RT: 0.66 AV: 1 NL: 3.12E4
T: + ¢ ESI Full ms [ 50.00-500.00]
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Obr. 16: Full scan 50 % acetonitrilu v rozmezi 50 — 500 m/z.

5.1.1. e-aminokapronovd kyselina

Nastfikem Ak o koncentraci 0.5 pug ml™ bylo zjisténo, Ze jeji pomér m/z je 132.04

(obr. 17), coz odpovida deklarované molekulové hmotnosti 131.2. V rezimu MS/MS pfi

kolizni energii 29 % dochazi k nasledujici fragmentaci (obr. 18):

pomér m/z =114 ztrata 18

AK3 #34 RT: 0.48 AV: 1 NL: 4.77E5
T: + ¢ ESI Full ms [ 50.00-500.00]
132.04
100

145.29 173.16
| .

204.91 229.09
n
t

odstépeni H,O

409.96

301.14
390.55
376.99 ‘

’ 3 432.60 447.18
mHhu TR AT
et P

256.36 278.49 | 310.66 490.71
T PO T el
iy "

V
1 e RRSNRSUSSN BPONA e RUSSSSHIRAY S St et

50 100 150 200

!
T

TRT] (AT SN I T AT
T LARAAS Raats Mied bsed s ionds wasd iat sacs ians Lo

250 300 350 400 450 500
m/z

Obr. 17: Piimy ndstrik aminokapronové kyseliny 0.5 ug mI'™.
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AK MS2 #85 RT: 1.00 AV: 1 NL: 1.14E4
T: + ¢ ESI Full ms2 132.10@29.00 [ 50.00-200.00]

114.04
1005

t---rr-rrrrrrr

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
m/z

Obr. 18: Zaznam fragmentace Ak v modu MSIMS pii kolizni energii 29 %.

5.1.2. 8-aminooktanova kyselina

Nastfikem Ao jako vnitiniho standardu o koncentraci 0.5 pg ml™ bylo zjisténo, e
pomér m/z Ao je 160.07 (obr. 19), coz odpovida deklarované molekulové hmotnosti 159.0.
V rezimu MS/MS pii kolizni energii 32 % dochézi k nasledujici fragmentaci (obr. 20):

pomér m/z = 142 ztrata 18 odstépeni H,O

pomér m/z = 125 ztrata 35 odstépeni H,O a -NH3
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Ao2 #48 RT: 0.68 AV: 1 NL: 7.76E5
T: + ¢ ESI Full ms [ 50.00-500.00]

100

160.07

177.14 203.96  236.81 279.19 ‘3‘111-12

437.87

366.14

341.00
371.92 403.72 415.84

453.78 498.33
32594 l I Lo obin TN l

m L

P e e s s e b

200 250 300

m/z
Obr. 19: PFimy ndstiik aminooktanové kyseliny 0.5 ug mi™.

A02Ms2 #34 RT: 0.40 AV: 1 NL: 4.62E5
T: + ¢ ESI Full ms2 160.00@32.00 [ 50.00-250.00]

1005

142.05

5 125.04

142.73

et

Lhdada Mada s tasas |
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Provtrriirtheipe

350 400

Lhada Mads Mads taads |

450

m/z

Obr. 20: Zaznam fragmentace Ao v médu MSIMS pri kolizni energii 32 %.

5.1.3. e-kaprolaktam

Nastiikem Ka o koncentraci 1.0 pg ml* bylo zjisténo, Zze pomér m/z Ka je 114.09,

coz odpovida deklarované molekulové hmotnosti 113.2. Ka nepodléha snadno ionizaci,

optimalizace zde proto byla obtizné. Ve full spektru se vyskytuji i jiné vyrazné hmoty (obr.

21):
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pomér m/z = 82 dimer acetonitrilu
pomér m/z =154.7 adukt kaprolaktamu a acetonitrilu
pomér m/z =227 dimer kaprolaktamu

V rezimu MS/MS pfi kolizni energii 32 % dochazi k nésledujici fragmentaci (obr.

22).
pomér m/z = 96 ztrata 18 odstépeni H,O
pomér m/z =79 ztrata 35 odstépeni H,O a —NH3
pomeér m/z = 68 ztrata 46 odstépeni H,0 a -C,H;
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Obr. 21: PFimy ndstik kaprolaktamu 1.0 ug ml™.
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Obr. 22: Zaznam fragmentace Ca v médu MSIMS pri kolizni energii 32 %.

5.1.4. Transkarbam 12
Nasttikem T 12 o koncentraci 0.5 pg ml™ bylo zjisténo, ze pomér m/z je 300.38 (obr.
23). Molekulova hmotnost T 12 je ovSem 643.0. Molekula T 12 velmi snadno podléha

dekarboxylaci za  odstépeni CO, a vzniku dvou  shodnych  fetézct
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dodecylesteraminokapronové kyseliny (DDEAK). Molekulova hmotnost DDEAK je rovna
299.4, po ionizaci je tedy pomér m/z 300.4. Pfi hodnoceni zaznamii a vypoctech je ovSem
tteba uvédomit si, ze jedné molekule T 12 odpovidaji dvé molekuly DDEAK.

V rezimu MS/MS pfi kolizni energii 37 % dochazi k nésledujici fragmentaci (obr.
24).

pomér m/z = 283 ztrata 17 odstépeni —NH3

pomér m/z =115 ztratal86 odstépeni CH3-(CHy)11-OH

pomér m/z = 97 ztrata 204 odstépeni CH3-(CH5)11-OH a H,O

TK1#10 RT: 0.33 AV: 1 NL: 1.87E5
T: + ¢ ESI Full ms [ 50.00-500.00]

300.38
1005

413.33

1
u

68.91 96.22 114.11 13215 169.05 184.77 20831 25655 280.92 | 31878 34113 377,07 390.81 ‘ 428.70 45457 481.76
ety et sttt oo Ao ot sdetesbefie syt e

T T T 1 T frrripir)
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

m/z

Obr. 23: Piimy ndstiik transkarbamu 12 o koncentraci 0.5 ug mi’™.
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TK ms2 b #42 RT: 0.53 AV: 1 NL: 5.16E4
T: + ¢ ESI Full ms2 300.40@37.00 [ 80.00-500.00]

114.93
1005

96.84

LAMAAI Mt e Miads Madad Miads hadad Miads adad Miada e T T LRARAS AAAR eSS MAAM MMM MMM Mads Madad Miada hadad aads e aiads |
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Obr. 24: Zaznam fragmentace T 12 v modu MSIMS pri kolizni energii 37 %.

5.1.5. Adukt T 12 a Ak

Nastfikem aduktu o koncentraci 0.5 pg ml™ bylo zjidténo, e pomér m/z aduktu je
413.34 (obr. 25). Vrezimu MS/MS pii kolizni energii 40 % dochazi k nasledujici
fragmentaci (obr. 26):

pomér m/z = 396 ztrata 17 odstépeni —NHj3

pomér m/z = 300 ztrata 113 odstépeni —(CH2)s-NHs

pomér m/z = 227 ztrata 186 odstépeni CH3z-(CH2)11-OH
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Aduktl_d #65 RT: 1.01 AV: 1 NL: 4.56E6
T. + ¢ ESI Full ms [ 250.00-600.00]
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100

415.34
5
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Obr. 25: Piimy ndstiik aduktu o koncentraci 0.5 ug mil™.

Ad MS2_d #125 RT: 1.00 AV: 1 NL: 1.56E6
T: + ¢ ESI Full ms2 413.40@40.00 [ 110.00-600.00]

100 396.25

40 300.30

227.32
413.22
209.50 245.33 \ |

| I (T
e

150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
m/z

Obr. 26: Zaznam fragmentace aduktu v modu MSIMS pri kolizni energii 40 %.

5.2. Spojeni HPLC/MS

Pti spojeni HPLC s MS detektorem bylo tfeba optimalizovat podminky analyzy:
urcit optimalni slozeni mobilni faze, mnoZstvi pfidavané kyseliny mravenci, profil gradientu

a optimalizovat parametry nastaveni hmotnostniho spektrometru.
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5.2.1. Acidita mobilni fize

Pro zji$téni optimalni acidity byly zkouseny mobilni faze voda/acetonitril s obsahem
mravenci kyseliny

0%

0.01 %

0.025%

0.04 %

Mravenéi kyselina byla pfidana pro zlepSeni ionizace. Pfi pouziti mobilni faze
neobsahujici kyselinu retencni ¢as T 12 vyrazné kolisal a vysledné piky T 12 a aduktu
nebyly hodnotitelné. Pfi postupném zvySovani obsahu kyseliny mravenc¢i az na 0.025 % se
snizovala RSD u vSech latek s vyjimku kaprolaktamu. Dalsi zvySeni na 0.04 % mravenci
kyseliny vedlo ke zhorSeni RSD kaprolaktamu i transkarbamu 12 (tab. 3).

Mezi jednotlivymi koncentracemi kyseliny nebyly vyrazné rozdily ve tvarech pikd.
Co se tykd vlivu na citlivost, vyssi koncentrace kyseliny mraven¢i zpusobovaly mirné
snizeni odezvy detektoru. Z téchto divodi byl jako optimalni zvolen obsah mravenci

kyseliny 0.025% a dal$i méteni byla provadéna s takto kyselou mobilni fazi.

Tab. 3: RSD% jednotlivych latek v zavislosti na obsahu mravenci kyseliny.

Obsah HCOOH RSD% RSD% RSD% RSD%
Ak/Ao Ka/Ao T 12/A0 Adukt/Ao
0% 2.94 6.69 nehodnotitelné nehodnotitelné
0.01 % 3,65 4,09 17,91 21,37
0.025 % 2,26 7,15 4,18 9,00
0.04 % 1,63 8,06 5,79 5,38

5.2.2. Profil gradientu
K separaci vsech péti latek na zakladni linii bylo tieba pouzit gradientovou eluci, a to
Z n¢kolika divodi a) vzhledem k podobné struktute a tedy podobnym retenénim ¢astim Ak

a Ao; b) obdobné u T 12 a jeho aduktu; ¢) vzhledem k vyrazné odliné lipofilit¢ Ak a Ao na

jedné strané a T 12 a jeho aduktu na stran¢ druhé.
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Standardy byly prom&Fovany pii koncentracich Ak, Ao, Ka, T 12 = 50 ng ml™, adukt
=100 ng mi™. Nejprve byl sniman full scan celého spekta, z n¢hoz byly jednotlivé hmoty
vyextrahovany v rezimu reconstructed ion current (RIC). Tak byla zjisténa piiblizna retence

jednotlivych latek (tab. 4). Byly zkouseny nasledujici gradientové profily:

1 0.-8. min 20 — 80 % acetonitril

8.-10. min 80 % acetonitril

10. - 15. min ekvilibrace kolony 20 % acetonitrilem
2: 0. -10. min 20 — 75 % acetonitril

10. - 12. min 75 % acetonitril

12.-17. min ekvilibrace kolony 20 % acetonitrilem
3: 0. -10. min 20 — 65 % acetonitril

10. - 14. min 65 % acetonitril

14. - 17. min ekvilibrace kolony 20 % acetonitrilem
4: 0.-12. min 15 — 65 % acetonitril

12. - 15. min 65 % acetonitril

15. - 18. min ekvilibrace kolony 15 % acetonitrilem
5: 0.-1. min 4 % acetonitril

1.-12. min 4 — 65 % acetonitril

12. —14. min 65 % acetonitril

14. - 20. min ekvilibrace kolony 4 % acetonitrilem
6: 0.-1. min 4 % acetonitril

1.-17. min 4 — 65 % acetonitril

17.—-20. min 65 % acetonitril

20. - 25. min ekvilibrace kolony 4 % acetonitrilem
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7 0.-1. min 4 % acetonitril

1.-22. min 4 — 65 % acetonitril
22.—25. min 65 % acetonitril
25. - 30. min ekvilibrace kolony 4 % acetonitrilem

Tab. 4: Retencni casy jednotlivych latek v zavislosti na pouzitéem gradientu. Zdznam v modu

full scan.
Gradient Rt (min) Rt (min) Rt (min) Rt (min) Rt (min)
Ak Ao Ka T12 adukt
1 1.68 1.73 4.23 7.21 7.31
2 1.66 1.73 4.21 8.35 8.48
3 1.65 1.72 4.24 9.22 9.41
4 1.66 1.72 5.02 10.81 11.00
5 1.83 2.82 8.04 12.12 12.26
6 1.83 2.85 8.71 15.19 15.42
7 1.84 2.86 9.25 18.13 18.47

Poté byl pro zvySeni citlivosti uzivan rezim SIM. Jednotlivé retencni ¢asy uvadi tab.

5. Byly vyzkousSeny nésledujici gradientové profily:

8: 0.-1. min 4 % acetonitril

1.-22. min 4 — 65 % acetonitril

22.—25. min 65 % acetonitril

25. - 30. min ekvilibrace kolony 4 % acetonitrilem
9: 0.-1. min 4 % acetonitril

1.-19. min 4 — 55 % acetonitril

19. - 20. min 55 % acetonitril

20. - 25. min ekvilibrace kolony 4 % acetonitrilem
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10: 0.-1. min 4 % acetonitril

1.-22. min 4 — 65 % acetonitril

22.—27. min ekvilibrace kolony 4 % acetonitrilem
11:  0.-1.min 4 % acetonitril

1.—22,5. min 4 — 55 % acetonitril

22,5.—27,5. min ekvilibrace kolony 4 % acetonitrilem

12:  0.-1.min 4 % acetonitril
1.-25. min 4 — 55 % acetonitril
25. —30. min ekvilibrace kolony 4 % acetonitrilem

Tab. 5: Retencni casy jednotlivych latek v zavislosti na pouzitém gradientu. Zaznam v modu SIM.

Gradient Rt (min) Rt (min) Rt (min) Rt (min) Rt (min)
Ak Ao Ka T12 adukt
8 1.84 2.82 9.22 18.11 18.44
9 1.84 2.82 9.30 18.32 18.65
10 1.84 2.87 9.22 18.16 18.48
11 1.84 2.88 9.67 20.77 21.20
12 1.84 2.82 9.91 22.41 22.94

Pti vyvoji gradientu byl postupné prodluzovén ¢as analyzy, coz zlepSovalo separaci
zejména T 12 a aduktu. Vyslednd délka trvani jednoho nastfiku je 30 minut. Nejvyssi
procentuélni obsah acetonitrilu byl postupné snizovan z 80 az na 55 %. SniZeni obsahu
acetonitrilu mélo také pozitivni vliv na separaci T 12 a aduktu. Pro umoZznéni separace Ak a
Ao bylo nutné pouzit ze zacatku izokraticky 4 % acetonitril a zac¢atek gradientu posunout az

na 1. minutu. Vyvoj gradientového profilu ilustruji obr. 27, 28 a 29.
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Obr. 27: Chromatograficky zaznam ve full scan modu pri pouziti gradientu ¢. 1: 0. - 8. min 20 — 80
% acetonitril, 8. - 10. min 80 % acetonitril, 10. - 15. min 20 % acetonitril.
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Obr. 28: Chromatograficky zdznam v modu SIM pri pouziti gradientu ¢. 8: 0. - 1. min 4 %
acetonitril, 1. - 22. min 4 — 65 % acetonitril, 22. — 25. min 65 % acetonitril, 25. - 30. min 4 %

acetonitril
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Obr. 29: Chromatograficky zdznam v modu SIM pri pouziti gradientu ¢. 11: 0. - 1. min 4 %
acetonitril, 1. — 22,5. min 4 — 55 % acetonitril, 22,5. — 27,5. min 4 % acetonitril.

5.2.3. Parametry hmotnostni spektrometrie

Mobilni faze obsahuje v pocatecni fazi gradientu vysoké procento vody. Bylo tieba
zajistit, aby doslo k Gplnému vypaieni mobilni faze pied vstupem do iontového zdroje.
Z tohoto diivodu byla zkouSena nasledujici nastaveni proudu dusiku (sheet/auxilliary gas):

70/20 arb

70/25 arb

75/25 arb

75/35 arb

75/40 arb
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80/40 arb,

byla zvySovana teplota kapilary:

200 °C

220 °C

250 °C

a ménéna D pozice sondy:

0

0.25

0.35

0.5.

Uplné odpaieni mobilni faze bylo dosazeno az pfi nastaveni proudu dusiku 75/40 arb
a teploté kapilary 250 °C. Pfi sledovéani vlivu, ktery ma uhel vstupu piivodné kapilary do
detektoru, byla sonda nastavena az na pozici D, aby doslo k co nejuplnéjsimu odpareni

vodné ¢asti mobilni faze. V ramci této pozice bylo optimalni nastaveni 0.5.

5.2.4. Analyza vzorku

Pro hodnoceni transkarbamu 12, jeho tii necistot a vnitiniho standardu se jako
nejvhodnéjsi ukazalo piidani 0.025 % kyseliny mravenci do mobilni faze. Pouziti mobilni
faze bez ptfidavku kyseliny vedlo k vyraznému kolisani retencnich Casti zejména T 12 a
aduktu. S postupnym zvySovanim obsahu HCOOH az na 0.025 % se u vétSiny latek
snizovala RSD. Vyssi procento HCOOH (0.04 %) zpisobilo u Ka a T 12 zhorSeni RSD a
obecné vedlo ke snizeni citlivosti. Z téchto diivoda byla pro v§echna dal$i méfeni pouzivana
mobilni faze obsahujici 0.025 % HCOOH.

Pii optimalizaci gradientového profilu bylo pfi pozvolngjsim gradientu a snizeni
nejvyssiho obsahu acetonitrilu z 80 na 55 % dosazeno nejlepsi separace T 12 a aduktu. Pro
separaci Ak a Ao bylo nezbytné zpocatku pouzit pouze izokraticky 4 % acetonitril a nastup
gradientu nastavit az na 1. minutu. NejlepsSi separace latek bylo dosazeno pifi pouziti
nasledujiciho gradientového profilu: 0. - 1. min 4 % acetonitril; 1. - 25. min 4 — 55 %
acetonitril; 25. — 30. min ekvilibrace kolony 4 % acetonitrilem. Vysledny profil gradientu je

zobrazen na obr. 30.
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Nejvhodnéjsich podminek pro ionizaci elektrosprejem bylo dosazeno pfi nastaveni
proudu dusiku 75/40 arb, teplot& kapilary 250 °C a nastaveni sondy na pozici D 0.5. Za
téchto podminek doslo k tplnému vypaieni mobilni faze pred vstupem do detektoru.

Z analyzy modelovych vzorkt provedené za vybranych podminek vyplyva, ze bylo
dosazeno vyborné separace vSech péti pikil, s nasledujicimi retenénimi ¢asy: Rt (Ak) = 1.84
min; Rt (Ao) = 2.82 min; Rt (Ka) = 9.91 min; Rt (T 12) = 22.41 min; Rt (adukt) = 22.94
min. Zaznam separace je uveden na obr. 31. Pozadi mobilni fize zaznamendva obr. 32;
objevuje se zde pik s pomérem m/z = 300, tedy stejnym, jaky ma molekula T12, a s
reten¢nim ¢asem 21.7 min. Retencni Cas je tedy odlisny od T 12. Na zékladé MS/MS byla

zjisténa jina fragmentace nez ma T 12, coz potvrzuje, ze tato hmota neni totozna s T 12.

Profil gradientu

60
50
40
30
20
10

% acetonitrilu

min

Obr. 30: Vysledny gradientovy profil.
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Obr. 31: Zdznam konecné separace vSech ldatek v rezimu SIM, pri pouziti gradientu ¢. 12: 0. - 1. min
4 % acetonitril; 1. - 25. min 4 — 55 % acetonitril; 25. — 30. min ekvilibrace kolony 4 %

acetonitrilem.
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Obr. 32: Zdaznam mobilni faze v rezimu SIM, pFi pouziti gradientu ¢. 12: 0. - 1. min 4 % acetonitril;

1.-25. min 4 — 55 % acetonitril; 25. — 30. min ekvilibrace kolony 4 % acetonitrilem.
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6. ZAVER

V této praci byly optimalizovany podminky pro separaci transkarbamu 12, jeho tfi
necistot e-aminokapronové kyseliny, e-kaprolaktamu a dodecylesteru kyseliny 6-(6-
aminohexanoylamino)hexanové a vnitfniho standardu, coz je kyselina 8-aminooktanova.
Metoda je zaloZena na spojeni HPLC s MS detektorem.

Metodou pfimého nastiiku byla proméiena MS spektra vSech péti latek a urcena
jejich molekulovda hmotnost. Byly vyladény optimalni podminky pro MS detekci. Byla
zjisténa fragmentace latek v rezimu MS/MS a zaznamenana vysledna fragmentacni spektra.

V nésledujicim kroku byly latky analyzovany pomoci spojeni HPLC/MS. Byla
vyvinuta metoda Uc¢inné separace vSech péti latek a jejich co nejcitlivéjsi detekce. Jako
mobilni faze byla pouzita smés voda/acetonitril S obsahem 0.025 % kyseliny mravenci.
Latky byly separovany uzitim gradientové eluce s profilem: 0. - 1. min 4 % acetonitril; 1. -
25. min 4 — 55 % acetonitril; 25. — 30. min ekvilibrace kolony 4% acetonitrilem. Pro
dokonalé odstranéni mobilni faze pied vstupem do detektoru hmotnostniho spektrometru
bylo potieba nastavit proud dusiku na 75/40 arb a teplotu kapilary na 250 °C. Vysledna
spektra byla pro zvySeni citlivosti zaznamenadvana v rezimu SIM. Za téchto podminek bylo
dosazeno nasledujicich reten¢nich ¢ast: Rt (Ak) = 1.84 min; Rt (Ao) = 2.82 min; Rt (Ka) =
9.91 min; Rt (T 12) = 22.41 min; Rt (adukt) = 22.94 min.
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