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1 UVOD A CiL PRACE




1.1 Uvod

VsouCasne dobé stile vice vzristd potfeba nalézt co nejrychlejsi a
nejsnadnéj$i instrumentalni metody k detekci a stanoveni latek. Modernim
trendem v analytickych procesech je maximalni zvyseni citlivosti, selektivity a
automatizace metody, sniZeni narokd na mnoZstvi vzorkd a reagencii a zaroveii
neustdlé odstrafiovani nedostatkli. Jde pfedeviim o nizkou produktivitu, vysoké
naklady, velkou spotfebu chemikalii, prace s toxickymi latkami atd. Neméné
ddleZité je zvySeni reprodukovatelnosti vysledkd, zrychleni a zlevnéni detekee.

Vtéchto ohledech je SIA jednou zperspektivnich metod. Je vysoce
automatizovana, dostate¢n& citlivd, snizkou spotfebou vzorkli a é&inidel.
Vyhodou je téZ omezeni manipulace snebezpeénymi latkami a moznost
pouZiti riznych zplsobl detekce. Spektrum Iatek moZnych stanovit touto
metodou je Siroké — jde vpodstaté o jakykoli produkt chemické reakce
detekovatelny instrumentalnimi analytickymi metodami.

Dal$im trendem analytické chemie je stanoveni latek pfimo z biologického
materidlu bez pfedchozi izolace. Toto umoZiluje propojeni SIA s extrakei na
pevnou fazi (SPE). Kromé toho, Ze odpadd izolace, zajisti toto spojeni
zakoncentrovani vzorku &i odstranéni nezadoucich balastnich latek.

Lé&ivem pouzZitym v mé diplomové praci byl amilorid. Jedni se o kalium
Setfici diuretikum. Dlouhodob& je podavan pi 1é¢b& primarmni arteridlni
hypertenze — bud’ samostatné nebo v kombinaci s thiazidy, kde sniZuje riziko
hypokalémie a potencuje jejich udinek. Je velmi dileZité sledovat hladinu
amiloridu v mo¢i vzhledem k velkym interindividudlnim rozdilim v absorpci
zZe stfeva,

Pacienti s arteridlni hypertenzi jsou vé&tSinou 1édeni kombinaci
antihypertenziv s diuretiky a dcasto trpi dal§imi problémy, piedev§im
onemocnénim srdce. Diky tomu se amilorid v téle dostdva do styku s dal$imi
uCinnymi latkami, které mohou ovlivnit jeho vstiebdni a nésledné mohou
zkreslit 1 vysledek meéfeni. Je tedy dilezité zjistit, zda nékteré latky

s amiloridem pfi tomto stanoveni interferuji.




1.2 Cil prace

Cilem mé prace bylo stanovit amilorid v moéi a zjistit, ovliviiuji-li nékteré
latky toto stanoveni. Vybrala jsem ty uéinné substance, které byly u pacienti
s amiloridem nejéastéji kombinovany.

V dostupné literatufe jsem nenasla zminku o interferencich téchto latek
s amiloridem.

Pii své diplomové praci jsem vychazela z poznatki kolegy Pavlicka, ktery
vypracoval metodu stanoveni vy$e uvedené latky v biologickém materilu

s vyuZitim SIA ve spojeni s SPE. Jeho Udaje jsem upravila pro své potieby.




2. TEORETICKA CAST
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2.1 Amilorid

21.1. Fyzikalné — chemické vlastnosti
Struktura
H, N* c

CNHC

ol |

1- (6 — chlor - 3, 5 — diamino - 2 - pyrazinkarbonyl) guanidium chlorid

Vlastmosti

Sumarni vzorec amiloridu je C¢gHoeCLLN;O . 2H,0, molekulovda hmotnost
302,12,

Jedna se o svétleZluty aZ zelenoZluty prasek, prakticky nerozpustny v éteru,
tézce rozpustny v ethanolu a ve vodg, proto se prakticky pouZiva ve formé
hydrochloridu, [1]

212 Farmakologické udaje

Kalium Setiici diuretika

Amilorid patfi mezi kalium $etiici diuretika, tzn. mocopudné latky odstratiujici
nadmeérné mnoZstvi vody a soli z téla. V porovnani s ostatnimi diuretiky jsou
méné uinnd, nezpiisobuji oviem ztrity K a s tim spojené neZadouci Géinky
( hyperurikémie atd. ). Tyto latky se proto pouZivaji v kombinaci se siln&jsimi
diuretiky, jednak pro zvySeni jejich aktivity, jednak k prevenci hypokalémie.
[3,4]
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Mechanismus tiéinku

Amilorid inhibuje reabsorbci Na'v Henleové kli¢ce. Ve sbérnych kanalcich
sniZuje ¢innost Na'/ K* ATP4zy blokadou Na” kanald v luminalni membrang.
Témi je Na transportovén do epitelidlni buriky na zaklad® koncentradniho
gradientu, vytvafeného aktivnim transportem té&chto iontd. Disledkem toho je
zvySené vyluGovani vody, Na* a retence K .

Amilorid antagonizuje u¢inek aldosteronu ( zvySuje sekreci K, sniZuje

vyludovani Na" ) v dolni &sti distalniho tubulu a ve sb&mém kanalku. [4,5]

Farmakokinetika amiloridu

Amilorid se podava peroralng. Ze stfeva se absorbuje pouze z 20% ( existuje
oviem zna¢né interindividudlni variabilita }. Maximalni uinek nastupuje po
6 hodinach, pfetrvavéa pfiblizné 24 hodin. Podava se obvykle v denni davce
5-10 mg v intervalech 12 hod. Nemetabolizuje se v jatrech, vyludovéan je
hlavn€ moéi v nezménéné podobé. Biologicky polodas je Ty = 5-6 hod. [2,3]

Vzhledem ktomu, Ze je ve sb&mych kanélcich absorbovino jen malé
mnoZstvi Na', zvy$uje amilorid diurézu jen mimé. PouZiva se proto nejcastdji
v kombinaci s ostatnimi diuretiky, pfedeviim s thiazidy. Indikovén je v terapii
i prevenci arteridlni hypertenze, u edémi rizné etiologie ( piH srde¢nich
poruchach, cirhdze jater...) [2,3]. Z neZadoucich 0&ink(i jsou nejéast&jsi
nevolnost, bolesti hlavy, rychlé sniZeni krevniho tlaku, tnava, zvyseni

glykeémie, glykosurie, urikémie a cholesterolémie [2,5]

21.3. HVLP obsahujici amilorid
Amilorid jako hlavni ucinn4 litka (5 mg) [2]

Amiclaran — 50 tbl
Amilorid (5 mg) v kombinaci s hydrochlorothiazidem [2]
Apo-amilzide — 100 tb], 50 mg
Amilorid/HTC AL - 30, 50, 100 tbl, 50 mg
Loradur — 20, 50 tb], 50 mg
Loradur mite — 20, 50 tbl, 25 mg
Moduretic - 20, 30, 100 tbl, 50 mg
Rhefluin — 30 tbl, 50 mg

12



Amilorid (5 mg) v kombinaci s chlorthalidonem [2]

Amicloton - 30 tbl, 25 mg

214

Dosavadni metody stanoveni amiloridu

Lékopisna stanoveni CL 2002: [1]

ZkouSky totoZnosti:

A) Infradervené absorpéni spektrum odpovidd spektru amilorid-
hydrochloridu dihydratu CRL.

B) Tenkovrstva chromatografie na vhodné vrstvé silikagelu:

ZkouSeny roztok se pfipravi rozpusténim 40 mg vzorku v metanolu R a
zfedi se jim na 10ml, porovndvaci roztok rozpu$ténim 40 mg
amiloridium hydrochloridu dihydratu CRL v metanolu R a nafedénim
na 10 ml.

Mobilni faze: amoniak zfedény RS1, voda R, dioxan R (6 + 6 + 88)

C) 10 mg se rozpusti v 10 ml vody R, piida se 10 ml roztoku cetrimidu R
(200 g/1) a 0,25 ml NaOH zfedéného RS a 1 ml bromové vody R.
Vznikne zelenoZluté zbarveni.

Po pfidani 2 ml HC] zfedéné RS se zbarveni zméni na tmavé Zluté a
v UV pfi 365 nm modfe fluoreskuje.
D) Vyhovuje zkousce na chloridy (b).

Stanoveni obsahu:
0,200 g se rozpusti ve smési 5,0 ml HCI 0,01 mol/1 VS a 50 ml lihu 96% R a

titruje se NaOH 0,1 mol/l VS za potenciometrické indikace bodu ekvivalence.

Odette se koncentrace mezi dvéma inflexnimi body.
1 ml NaOH 0,1 mol/l VS odpovidé 26,61 mg C6HICI2NO.

Ostatni metody
Z instrumentdlnich metod stanoveni amiloridu v biologickém materidlu

dominuje HPLC s fluorimetrickou detekei.

V dostupnych materidlech jsem nenalezla Z4dnou metodu stanoveni

amiloridu pomoci SIA v kombinaci s SPE. [7-33]
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HPLC metody

Metoda

Citlivost

V jakém
materialu

Literatura

HPLC detekce diuretik
v lidské mo¢i, kolona
Agilent-Zorbax SB-18,
detekce hmotnostni
spektrometrii

Detekce 11 diuretik miceldrni
HPLC

HPLC stanoveni smési
amiloridu, methyldopy a
hydrochlorothiazidu, kolona
C-18, detekce pii 286 nm,
nosny proud voda-metanol
(3:1),

pH =36,

vnitini standard kofein.

0,25-25 ng/mi

mo¢

7

moé

HPLC 5um Zorbax Rx kolona
s fluorescenéni detekcei
(detekce pii 420 nm, excitace
pit 360 nm)

HPLC stanoveni
plazmatickych hladin
amiloridu a jeho analog.
Kolona C18.

rozsah detekce
2-2033,4ng

tablety

10

1 ng amiloridu

HPLC stanoveni amiloridu
v plazmé a modi.

Kolona Nucleosil C18, fluor.
detekce (exc. 286, detekce
416 nm).

plazma

11

0,2 ng/ml

mo¢,
plazma

12

14




Soucasné stanoveni
furosemidu a amiloridu

v plazmé pomoci HPLC s
fluorescenéni detekci.
Kolona Nucleosil 100 C18.
Detekce 413 nm, excitace
360 nm.

1 pg/ml furosemidu,
7.5 pg/ml amiloridu

plasma

13

Stanoveni atenololu,
hydrochlorthiazidu a
amiloridu z komer¢nich
ptipravku RP HPLC.
Kolona Bondapak C18,
Detekce 273 nm.

0,08 — 0,4 mg/ml
atenololu,

0,004 - 0,02 mg/ml
hydrochlorothiazidu,
0,04 — 0,2 mg/ml
amiloridu

tablety

14

HPLC stanoveni amiloridu a
jeho analog v krysi plazmé.
Kolona Alltech
Adsorbosphere ODS.

krysi

plazma

15

HPLC stanoveni diuretik a
probenecidu, acetonitril-
kys.octova 1% (3:17)

16

HPLC stanoveni amiloridu
v télesnych tekutinach.
Kolona Waters C18 silica.
Detekce 365 nm.

1 - 50 ng/ml

plazma

17

HPLC stanoveni amiloridu
iontoménic¢ovou extrakéni
metodou,

Kolona Spherisorb ODS-2,
fluorescenéni detekce

418 nm (excitace 366 nm).

0,25 -25ngml

plazma,
biologické
tekutiny

18

HPLC stanoveni amiloridu a
dusikatych bazi.

Kolona Ultrasphere Si,
Fluorimetricka detekce pfi
410 nm (355 nm excitace).

0,5 - 15 ng/ml
v plasmé,
0,1 -2 pg/ml v moci

plazma,
mo¢

19

RP HPLC amiloridu,
kolona Bondapak C18,
fluorescenéni detekce pfi
417 nm {excitace 368 nm).

1 ng/ml

plazma,
moé

20
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HPLC stanoveni amiloridu ve |1 - 50 pg/ml tablety 21
smesi | amiloridu,

s hydrochlorothiazidem, 0,01 - 0,5 mg/ml
'kolona LiChrosorb RP-8. hydrochlorothiazidu

Detekce pfi 286 nm.

Spektrofotometrické metody

Metoda Citlivost V jakém | Literatura

materidlu

Soucasné stanoveni amilortdu | 60-320 ng/ml moc 22
a triamterenu fluorimetrii amiloridu

v kombinaci s PLS 20-100 ng/ml

(1sopotenéni fluorimetrie ) triamterenu

Soucasné stanoveni amilorid | 0,033 pg/ml amilorid, |mo¢ 23
hydrochloridu, 0,038 pg/ml

hydrochlorothiazidu a hydrochlorothiazid

atenololu v kombinovanych | 0,111 pg/ml atenolol

pfipravcich pii 243,6, 308,6 a

375 nm. :
Soudasné stanoveni amilorid | 1,8-3,0 mg/l ami farm. 24
hydrochloridu a 21,7-30,4 mg/l het preparaty
hydrochlorothiazidu

multivariantni analyzou

spektrofotometrickych dat i
Spektrofotometrie PLS pro 1-1,6 mg/l ami farm. 25
soudasné stanoveni amilorid | 8-13 mg/l furo preparaty
hydrochloridu a furosemidu ,

absorbance pfi 250-350 nm

Fluorimetrické stanoveni 14,82 ng/ml ami mod 26
amiloridu v moc¢i, emisni

vlnova délka 392 nm,

excitatni 357 nm. i _
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Fluorimetrické stanoveni
triamterenu a amilorid-
hydrochloridu

(detekce triamterenu 439,5
nm, excitace 378,5 nm,
detekce amiloridu pii 424,5,
excitace pii 379,5 nm).

0,05 1,6 pg/ml

tablety,

27

Spektrofotometrické
stanoveni amiloridu s MBTH
(3-methyl-2-benzothiazolino-
hydrazon hydrochlorid)
Detekce pfi 550 nm.

1 -8 pg/ml

tablety

28

Spektrometrie amiloridu
Ramanovych spekter
s pouZitim koloidniho stiibra.

0,1 26,9 pg/ml ami

29

Spektrometrické stanoveni
amiloridu pomoci Folin -
Ciocalteu ¢inidla
Absorbance

pii 740 az 750 nm.

1-12 pg/l

tablety

30

Spektrofotometrické
stanoveni amiloridu reakci se
smési (1:1:1:3)

10% nitroprussidu Na",

10% K3Fe(CN)g, 10% NaOH
a H>O pfi 555 nm.

100 pg/l

31
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Ostatni metody
Metoda Citlivost V jakém |Literatura
materidlu
FIA farmaceu- |32
Dual-stop-flow tické
spektrofotometrické stanoveni piipravky
amiloridu
Pomoci Ce™ pii 545 nm,
FIA chemiluminometrické 0,16 pg amiloridu, farmaceu- |33
stanoveni amiloridu a 1,61 ng streptomycinu | tické
streptomycinu oxidaci ptipravky
N-bromosuccinimidem.
proud voda-metanol (3:1),
pH =3,6,
vnitini standard kofein.
18




2.2 Sekvencni injekéni analyza (SIA)

SIA je neseparaéni prutokovd metoda umozZilujici automatizovat sloZité
postupy pii analyzach velkych sérii vzorkd a tim zvysit jejich produktivitu a
piesnost. Je urdena pro jednoduchou manipulaci s kapalinami a hlavné pro
provadéni derivatizaénich reakci. Byla vyvinuta pfi odstraflovani

nedokonalosti priatokoveé injekéni analyzy (FIA).

2.21. Princip metody

Princip metody spociva v pfevedeni vzorku vroztoku na detekovatelny
(napt. barevny) produkt reakci s ¢inidlem pfimo v systému. Ve FIA je vzorek
davkovan do kontinualniho toku &inidla a produkt vznikly reakci s timto
dinidlem je nesen plynulym tokem jednotlivych zén do detektoru. MnoZstvi
vzorku je dano délkou divkovaci smycky a b&hem jednoho méfeni je fixni.
FIA vyuZiva pouze pfimy konstantni tok. V SIA je vzorek davkovan oddélené
a mnoZstvi jeho i &inidel 1ze ménit béhem jedné série me&feni. Zakladem SIA je
moznost piimého i zpétného toku. Zony nosného média, vzorku a ¢inidla jsou
postupné aspirovany do jednokandlového systému s vyuZitim vicecestného
ventilu a pistového &erpadla. Pomoci obriceného pohybu pistu dojde
k promiseni jednotlivych zén a reakei vznikly produkt je dopraven do
detektoru. Priitokové rychlosti jsou u SIA a FIA prakticky stejné, a to 1ml/min

a doba trvani jednoho méficiho cyklu zpravidla nepiesahuje 30 s. [35,36]

SAMPLE REAGENT DETECTOR

Obrézek ¢.1: Princip metody
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2.2.2. Prvky SIA systému [36]

CERPADLO
Je vstupni jednotkou systému. UmozZiiuje pfesné davkovani objemi a ovliviiuje
prutokovou rychlost. Jednokandlové dvousmémé pistové &erpadlo je fizeno
krokovym elektromotorem. Jeho alternativou je peristaltické &erpadlo, které je
méné nakladné, ale ma nékolik nevyhod, z nichZ hlavni je pulzace toku. Proto

se pouZiva spide jako pomocné zafizeni.

VICECESTNY SELEKCNI VENTIL
Nejéast&ji 6, 8 a 10-cestny. Ridi sefazeni jednotlivych zén v misici civee,
zajistuje pfipojeni viech roztoku k systému, jejich aspiraci a po obraceni toku

promiseni viech zdn a transport do detektoru.

REAKCNI (misici) CIVKA
Slouzi k promichéni jednotlivych zon a zaroveil jako ochrana pred vniknutim
vzorku do Cerpadla. Je jednodu3si a krat$i neZ u FIA systému a zafazena je
mezi Cerpadlo a selek¢ni ventil. Pokud je pouZita druhd civka, umistuje se pied
detektor. Né&které navic mohou obsahovat reaktivni ndplfi, napt. pevné nosice

s imobilizovanymi enzymy nebo magnetické &astice s polymernim povrchem.

DETEKTORY

Volba detektoru zavisi na typu pouZité analytické reakce. VyuZiva se
predeviim spektrofotometrické, fluorescenéni a elektrochemické detekce
s piislunymi pritokovymi celami ( Z-cela, membranovad sandwichova cela,
jet-ring cela, fontanova cela...). U elektrochemické detekce se vedle béznych
amperometrickych pritokovych cel uplatiinji iontové selektivni a enzymové

elektrody.

SPOJOVACI MATERIAL
Mechanicke soucasti SIA systému (Eerpadlo, selekéni ventil) a detektor jsou
propojeny prostiednictvim teflonovych hadi¢ek o malém vnitinim priméru
(0,5-0,8 mm).

20
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RiDIiC JEDNOTKA
Viechny prvky SIA systému jsou propojeny sosobnim poéitatem. Pro
reprodukovatelnost méfeni je nutnd synchronizace jednotlivych postupt.
Velkou vyhodou je snadna zmé&na parametri diky odpovidajicimu obsluZnému
programu ( Fialab, Floutek, Labpro, Mat-lab atd.). Tento software musi
zpracovat a vhodné prezentovat vysledky méfeni ( automaticky vypodet vyiky,

plochy piku, $itky piku, kalibra¢ni parametry, koncentraci vzorku ).

ot PR Dol b wiche] g
e Janes by Swrre

;
r

1\
L

QObrazek ¢.2: Program Fialab

Do SIA systému je moZné zapojit rizné dopliikové moduly ( jednotky pro

kapalinovou extrakei, dialyzu a difuzi plyni pies membranu).

CARRIER

SAMPLE

Obrazek ¢.3: Zdkladni schéma SIA systému
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223 Vyuziti SIA v praxi

Diky mozZnosti provadét analyzy velkych sérii vzorkd s vysokou
produktivitou a spolehlivosti, ma tato metoda $iroké uplatnéni v fadé oblasti.

V analyze sloZek Zivotniho prostfedi se pouZiva pro zjisténi jejich kvality.
Stanovuji se n&které anorganické ionty soucasn& Ca®’ a Mg® ve vods
fluorimetrickou detekci, CI" a F s vyuZitim iontové selektivnich elektrod,
dusitany a dusi¢nany pomoci spektrofotometrické detekce, dale sirany, téZké
kovy, amonné soli, herbicidy atd.

SIA na$la uplatnéni i v analyze biologickych materidli. VyuZiva se
imunoanalytickych reakci a specidlnich detekénich cel umoZinjicich vazbu
protilitek nebo antigeni pfimo v SIA systému. Takto byly stanoveny napf.
inzulin, lidsky sérovy albumin. Pomoci enzymt zakotvenych v reakéni civee
byly stanoveny napf. glukéza a ethanol ve viné a pivu. Jet-ring cely jsou
vhodné pii stanoveni iontli Na" a Li' nebo pfi analyze bunék ledvinné tkang,

Také ve farmacii nasla SIA své uplatnéni: stanoveni penicilinu tvoficiho
barevné komplexy s paladiem, bromazepamu ( s ionty Fe*"), morfinu
(s manganistanem oxiduje na fluoreskujici produkt), ciprofloxacin a

norfloxacin ( s ionty Fe*") atd.. V potravinovych dopliicich se ¢asto stanovuje
vitamin C. [36]

2.24 Vyhody a trendy v SIA

Viude tam, kde je tieba analyzovat velké série vzorkli a zmény koncentrace
analyti ( voda, krev, mog), ma SIA uplatnéni diky své rychlosti, flexibilité a
plné automatizaci. UZiti ve farmacii zahrmuje nejen kontrolu kvality a G&innosti
1é¢iv, ale i dlouho trvajici stabilitni studie. Vyhodou jsou mensi spotieby
vzorkl a ¢inidel, snadné zmeéna reakénich podminek nastavenim programu bez
naruleni kontinuity systému a jeho flexibilita. Potencidl vyuziti SIA
v analytické praxi je znaény a mé pfedpoklady se nadale rozsifovat, pfedeviim

diky moZnosti vyuZiti on-line Upravy vzorkd.
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2.3 Extrakce pevnou fazi

v s

nezbytnou fazi celé analyzy. Vzorky ve sloZitych matricich (biologicky
material) musi byt nejprve piedistény, tim odstranény interferujici slozky a
vzhledem k nizkym koncentracich latek také zakoncentrovany. K témto uéelim
se vyuzivd celé fady separacnich a koncentraénich technik: extrakce
kapalina/kapalina, dialyza, destilace, centrifugace a v soucasné dob& hlavné
extrakce pevnou fazi. Jeji nepochybné velkou vyhodou je moZnost zapojeni on-
line do systému, &imZ se proces zna¢né zjednodusi a zrychli, zaroveii se
minimalizuje riziko vneseni chyb, odpada totiZ manuélni iprava vzorku pied

samotnym méfenim.

2.31 Princip

Princip SPE je zaloZen na specifické interakci mezi sorbentem, analytem a
solventem. Zakladem sorpce je existence vazebnych mist (aktivnich center)
v molekulach sorbentu, ktera interaguji s molekulami latek v kapalném stavu
béhem kontaktu s jejich povrchem. Pfi extrakci musi byt analyt pfitahovan
silnéji neZ rozpoustédlo. Naproti tomu pii eluci musi elucni €inidlo prekonat
vazby analytu a sorbujici latky. Pro oddéleni analytu od matrice a dalich
interferujicich slozek je nutné znat strukturu, uspofadani funkénich skupin,

molekulovou hmotnost, polaritu a pKa analytu. [40]

2.3.2 Typy reaktort

Reaktory stuhou fazi jsou wuZivany diky své schopnosti reagovat
s analyzovanou latkou na svém povrchu, chovat se jako extrakéni sorbent nebo

uvoliiovat reakéni ¢inidla. {40]

23




?_—_——

Dle ni¢asti na chemické reakci:

1. Na povrchu sorbentu probihaji chemické reakce :

e Enzymatické — k prevedeni analytu na vhodny produkt se vyuziva
substratove specifity enzymu. UmozZiiuji stanoveni i jednotlivych
enantiomert. Nékdy miZe analyt pusobit jako specificky inhibitor
enzymatické reakce.

o  Oxidacné-redukcéni — analyt je pfeveden do vhodného oxidadniho
stavu, nasleduje oxidace, redukce nebo derivatizace na poZadovany
produkt.

o Jontové vyménné — vyuZivaji se kprekoncentraci analytu, téZ
k odstranéni nékterych interferentd z matrice vzorku. Na povrchu
reaktoru sice dochazi k chemické reakci, fadi se ale spise k reaktorum
extrakénim.

Analyt prochédzi reaktorem, podstupuje danou chemickou reakci a jako

produkt opousti kolonu a pokracuje do detektoru.

2. SPE jako extraké&ni sorbenty: zde nedochazi k chemické reakci, kolona se
chova jako nosié, adsorbuje bud’ analyt nebo matrici.

o Adsorpcni - slouZi k prekoncentraci analytd a odstranéni balastnich
latek, coz je vhodné u sloZitych matric. Tim se odstrani nezadouci
signaly detektoru. Vzorek je zachycen fyzikéaln&-chemickymi silami,
dokud neni matrice zcela odstranéna, aZ poté je eluovan z kolony do
detektoru. K sorbentim této skupiny patf silikagel, AI{OH),
polyamid atd.

o Imunoafinitivni — tyto jsou vhodné vimunologii pro stanoveni
makromolekulamich protilatek. Jsou zafixovdny na sténu reaktoru
nebo na inertni nosié, tvofi tak selektivni staciondrni fazi. Vzorek se
poté navaZe na imobilizovanou protilatku, v3echny ostatni

komponenty jsou eluovany z kolony ven.

3 SPE uvolilujici reakéni inidla : jde o zvlastni typ reaktord, u nichz

nedochazi k chemické reaket. Jsou uzavieny v minikolondch (cartridge) nebo

véazany na nosi¢i. V SIA zatim nenalezly velké uplatnéni.
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Dle vnitiniho uspoiadani
o Oteviené tubuldrni — reakéni materidl maji na stén& kolony. Jejich
piiprava je naroénéjsi, diky tomu maji i mensi uplatnéni v praxi.
e Plnéné kolonové — daleko vice pouzivany pro svou snadnou pfipravu

a vys§i reaktivitu diky velkému povrchu sorbentu.

233 Sorbenty vyuzivané v SPE

Volba sorbentu zdvisi na : afinité k riznym slouéeninam (uréena polaritou)
velikosti a tvaru &astic
velikosti povrchu a poctu aktivnich mist
velikosti pért ovliviujici prostup molekul do sorbentu
chemické inertnosti [39]
Nejéastéji pouzivanymi materialy jsou:
¢ makroporézni polymerni pryskyfice
o silikagely s chemicky vazanou stacionarni fazi
s sorbenty na bazi aktivniho uhli
Nejdilezitéjimi sorbenty v oblasti farmaceutické analyzi jsou chemicky
modifikované silikagely. Na radikdlovy zbytek silikagelu jsou navazany ruzné
funkéni skupiny. Podle charakteru téchto skupin se rozliduji tfi typy fazi:
e normalni faze (polarni) — napt. silikagel, oxid hlinity, kiemelina
e reverzni faze ( nepolarni } — napi. C-18, C-8, C-2
e jontoménide — napf. kvarterni amin, propylsulfonové kyseliny
Nejlepsi retence analytu je dosaZena tehdy, bliZi-li se polarita analytu polarité
pevné faze.

V mé praci jsem pouZila BAKERBOND karboxykyselina, sorbent na bazi
silikagelu. Na radikdlovy zbytek je navézana -COOH skupina. Jde o slaby
jontoménié, katex, vhodny pro adsorpci kationtl zvodnych roztokd.
Doporuéena rozpoustédla: kyseliny, baze, pufry.

Sorbenty jsou plnény do kolonek zumélych hmot. Extrakce se provadi
volnym pritokem nebo pod tlakem. Sledovand latka je adsorpci zachycena na
kolonég, zbytek prochdzi nezachycen nebo lze pouZit opaény zpisob, kdy na

kolon& jsou adsorbovany balastni litky a tak oddé€leny od analytu, ktery
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prochazi bez zachyceni. K eluci se pouZivaji rozpoustédla podle charakteru

sorbentu — organicka rozpoustédla v celém rozsahu polarity, smési polamich

organickych rozpoustédel s kyselinami, zdsadami popf. pufry nebo roztoky

specifickych eluénich &inidel.

234

Postup provedeni SPE [44]

UspéSna sorpce na pevnou fézi je podminéna dodrZzenim nékolika zdsad pfi

oSetieni vzorku 1 vhodné vybraného sorbentu v prub&hu extrakce.

Aktivace sorbentu (smoceni rozpoustédlem) — cilem tohoto kroku je
odstranéni necistot z naplné kolony a vytvofeni vhodného fizového
rozhrani tak, aby sorpce probéhla co nejlépe. Promyva se asi 1-2 ml
rozpoustédla na 100 g naplné kolony. Po aktivaci sorbentu nesmi dojit
k jeho vysuSeni. Doslo by tim ke zhorSeni priitoku pies kolonu a ke
zkresleni vysledkii.

Kondiciace staciondrni fize — jde o odstranéni pfebytku aktivaéniho
rozpoustédla. Aktivovany sorbent se promyje nékolika ml vody nebo
pufru. Vytvoii se vhodné prostiedi pro sorpci analytu.

Kontakt se vzorkem - vzorek prochazi kolonou ( optimélni pritok
1-3 ml/min } a sorbuje se na naplii kolony.

Eluce interferentii po retenci analytu se sorbent proplachne
0,5 — 0,8 ml rozpoustédla na 100 g napln¢ kolony tak, aby byly
nezadouci slozky odstranény, zatimco vzorek zistava.

Eluce analytu — provadi se takovym eluénim ¢inidlem, které rozrusi
interakce mezi sorbentem a analytem. Eluéni objem se pohybuje kolem
0,25 - 1,2 ml na 100 g sorbentu.

Regenerace kolony — hydrofébni sorbenty se obnovuji nejéast&ji
promytim organickym rozpoustédlem, ionexy mohou byt regenerovany

kyselymi nebo zasaditymi roztoky.
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2.35 Vyhody spojeni SIA-SPE

UmozZiuje upravit vzorek piimo v systému bez pfedchozi manuélni pfipravy
a stanoveni analytu pomoci automatizovaného postupu. Cely proces se zrychli,
omezi se kontakt spotencidlné nebezpeénymi vzorky, redukuje se riziko
vneseni chyb. SPE se nejéast&ji pouzivaji pro zakoncentrovani analytl ze

vvvvvv

koncentraci, piip. k odstranéni balastnich latek.
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24 Fluorimetrie

24.1 Charakteristika a princip metody

Fluorimetrie se fadi mezi metody luminiscenéni analyzy, které vyuZivaji
k dikazu nebo stanoveni latek jejich schopnost vysilat za ur¢itych podminek
luminiscenéni zéafeni. Ke vzniku luminiscence je potieba, aby vzorek nejprve
absorboval excitaéni zafeni, tim atomy nebo molekuly této latky piejdou na
vy$§ kvantové hladiny, tzv. excitovany stav. Castice prechdzeji do
stabilngjsiho stavu tak, Ze ziskanou energii vyzati v podobé luminiscence.

Podle zdroje excitujici energie rozliSujeme  fotoluminiscenci,
chemiluminiscenci, termoluminiscenci a elektroluminiscenci.
Fotoluminiscence je sekundarni zafeni, které latka vydava po absorpci
primarniho svételného zafeni. Existuji dva typy : fosforescence a fluorescence.
Lidi se délkou luminiscence. U fluorescence dochédzi k emisi sekundarniho
zéafeni pouze b&hem pilsobeni primarniho zéafeni, zatimco u fosforescence trva
emise svétla 1 po jeho ukonéeni.

Nejlepsi pfedpoklady pro fluorescenci maji latky cyklické, aromatické nebo
heterocykly s konjugovanym systémem dvojnych vazeb, které jsou schopné
existence v izomernich nebo tautomernich formach. Vliv na fluorescenci maji
také substituenty, elektrondonorové skupiny (-OH, -OR, -NH;, -CN) maji
tendenci vytéZek fluorescence zvySovat. Alifatické sloudeniny fluoreskuji jen
ojedinéle.

Fluorescence je charakterizovana dvéma spektry, emisnim a excitaénim. Tato
spektra vyjadiuji zavislost intenzity fluorescence na vinove délce priméarniho
(excitaéniho) a sekundéarniho (emisniho) zafeni. Obé spektra jsou si podobna,
emisni je viak posunuto k vy$8im vinovym délkam, tedy k niZ3i energii.

Nejéastgji sledovanou veli¢inou ve fluorescenéni detekci je intenzita
fluorescence. Za ur€itych podminek je zména fluorescence pifimo Uméma
koncentraci svitivé latky. V praxi se koncentrace zjistuje z kalibraénich kiivek

vzorkl o zndmé koncentraci. [37,45]
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f=Ip.K.€e.1l.¢c kde Io...intenzita primarniho zafeni
K...konstanta
€...molami absorpéni koeficient
1...délka vrstvy, kyvety

¢...koncentrace roztoku (mol/]}

Na vytéZek luminiscence ma vliv teplota, koncentrace svitivé latky, mira

solvatace latky v rozpoustédle, pfitomnost dal§ich iontu a sloucenin atd. [41]

242 Vyuziti fluorimetrie

Fluorescenci lze vyuZit jak ke kvalitativni, tak ke kvantitativni analyze.
Fluorescenéni metody jsou pfimé — stanovovand latka emituje zafeni, a
nepifimé — stanovovand latka nefluoreskuje, ale chemickou reakci je pfevedena
na produkt fluoreskujici.

V anorganické analyze se vyuZivd schopnosti nékterych prvka vytvéret
svhodnym organickym ¢inidlem intenzivné fluoreskujici komplexy.
PouZivajici se napf. morin, rhodamin B ( ke stanoveni napf. Al, Be, In a dalich
prvki v koncentraci 10 - 10'° g/ml.

K dikazim a stanovenim organickych latek se dcasto vyuZiva jejich
charakteristicka fluorescence pusobenim UV zafeni. Takto lze stanovit napf.
alkaloidy, uhlovodikové kancerogeny, vitaminy a hormony s citlivosti a2 10°g.
Fluorimetricka stanoveni jsou vysoce selektivni, nebot’ spektra charakterizuji
kazdou latku.

Pii kvantitativnim stanoveni se vyuZiva toho, Ze intenzita signalu je pfimo
umérna koncentraci. Je v8ak tfeba zohlednit podminky méfeni.Vyhodné je

porovnavat vzorek se standardem méfenym za stejnych podminek. [41]
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2.5 Charakteristika zkoumanych latek

2.51 Acebutolol

H o

ON CHy
H—C\o/\/Q, \4:3

Je to N-{3-acetyl-4-[(2RS)-2-hydroxy-3-
(isopropylamino)propoxy]fenyl}butanamid, bily krystalicky prasek snadno
rozpustny ve vodé€ a vlihu 96%, velmi téZce rozpustny v acetonu a
v dichlormethanu. Taje pfi asi 143 °C. [1]

Acebutolol patii mezi kardioselektivni betablokatory s ISA aktivitou, ktera
zmirfiuje bronchokonstrikéni a antiarytmické uéinky téchto latek, zesiluje
vazodilataéni U€inek a projevi se ucinek na 3, receptorech. Latka se pouZiva
k 1é¢bé hypertenze, nékterych poruch srde¢niho rytmu, k profylaxi zachvati
anginy pectoris a k dlouhodobé 1é¢bé po prodélani infarktu myokardu. [2,4]

252 Atenolol

Je to 2-{4-(2RS)-2-hydroxy-3-(isopropylamino)propoxyfenyl }acetamid, bily
nebo téméf bily pradek, mimeé rozpustny ve vodé, dobfe rozpustny v ethanolu,
téZce rozpustny v dichlormethanu, prakticky nerozpustny v etheru. [1]

Atenolol patfi do skupiny kardioselektivnich betablokatori bez ISA aktivity,
stejné jako metoprolol (viz. metoprolol).

Na rozdil od vySe uvedené latky je atenolol latkou hydrofilni. Neuplng se
absorbuje ze stfeva do vena portae (asi z 50 %), $patné pronikd pfes
hematoencefalickou bariéru, proto mad mensi centralni nezadouci uéinky.

Eliminovan je ptfedeviim ledvinami. {2,3]
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2.5.3. Betaxolol
o : CHy
VAO/\/Q/ N\gh

Jeto(2RS)-1- {4-[2-(cyklopropylmethoxy)ethyl]fenoxy}-3-
(isopropylamino)propan-2-ol, bily nebo témét bily krystalicky prasek, velmi
snadno rozpustny ve vodé€, snadno rozpustny v lihu 96%, dobie rozpustny
v dichlormethanu a prakticky nerozpustny v etheru. [1]

Betaxolol patii do skupiny kardioselektivnich betablokatori bez ISA
aktivity, stejné jako metoprolol a atenolol (viz. vy%e). Indikovan je hlavné u
hypertenze mimé aZ stfedné tézké formy a k dlouhodobé 1é€bé a prevenci
zachvatl u chronické anginy pectoris, téZ u glaukomu. [2]

Jde o latku stfedn€ lipofilni, eliminovana je vyznamné jatry i ledvinami. Po
p.o. podini se velmi rychle a téméf kompletng wvstifebava. Biologicka
dostupnost se pohybuje kolem 85%, z 50% se véaZe na plazmatické bilkoviny,

maximum u¢inku nastupuje za 2-4 hod. Firts pass efekt je velmi nizky. [43]

254 Furosemid

Je to kyselina 4-chlor-2-[(furan-2-ylmethyl)amino]-5-sulfamoylbenzoova,
bily nebo krystalicky prasek, prakticky nerozpustny ve vodé, dobfe rozpustny
vacetonu, mimé rozpustny vlihu96% a prakticky nerozpustny
v dichlormethanu. Rozpousti se wve ziedénych roztocich alkalickych

hydroxidi. Taje pfi teploté asi 210 °C, za rozkladu. [1]
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Furosemid patii mezi klickova diuretika. Piisobi na silnou &ast vzestupného
raménka Henleovy kli¢ky, brani zp&tnému vstiebavani Na, K a Cl ,také Mg a
Ca. Vysledkem je zvy$ené vyludovani téchto minerald spole&né s vodou. Tato
diuretika patfi mezi nejsilngjsi. Z nezddoucich uéinkd jsou nejvyznamnéjsi
hypokalémie, hyperurikémie, hypotenze, v kombinaci s aminoglykosidovymi
ATB postizeni sluchu. Furosemid je indikovdn u chronického srde&niho
selhani, plicniho edému, poruch jater i ledvin, hypertenze.

Tato latka ma kolisavou absorpci z GITu, vysoce se vaZe na plazmatické
bilkoviny (aZ 99%). Metabolizovan je v jatrech glukuronidaci. Maximalni
ucinek nastupuje za 1 hod. p.o. a trva 3-6 hod. [2,4]

25.5 Hydrochlorothiazid

Je to 6-chlor-7-sulfamoyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazin-1,1-dioxid,
bily nebo krystalicky prasek, velmi t&Zce rozpustny ve vodé, dobfe rozpustny
v acetonu, mimé rozpustny v lihu 96%. Rozpousti se ve zfedénych roztocich
alkalickych hydroxida. [1]

Hydrochlorothiazid se fadi mezi thiazidova diuretika a patfi mezi ta stfedné
silné uinnd. Omezuje aktivni reabsorpci Na a Cl, vyluovani Ca je sniZeno,
Mg naopak zvySeno. Znaéné jsou rovnéZ ztraty K. Z extrarenalniho pisobeni
je nejvyznamnéjsi vasodilatace a hyperglykémie vlivem otevieni K kanali.
Indikovén je u arteridlni hypertenze, srde¢niho selhani. Z hlavnich neZadoucich
uéinku stoji za zminku hypokalémie, hyperurikémie, metabolickd alkaloza,
hyperglykémie, cholesterolémie.

Hydrochlorothiazid se dobie absorbuje z GITu po p.o. podani, vazba na
plazmatické bilkoviny je vysokd. Biologicka dostupnost se pohybuje od 65 do
75%. Vyluéovan je moci. Plsobi kratkodobég, G¢inek nastupuje do 2 hod. a

pfetrvava 6-12hod. Prochézi placentou. [2,3,5]
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2.5.6 Chlorthalidon

Je to 2-chlor-5-[(1RS)-1-hydroxy-3-0x0-2,3-dihydro-1H-isoindol-1-
yl]benzensulfonamid, bily nebo naZloutle bily prasek, prakticky nerozpustny
ve vodg, dobie rozpustny v acetonu a v methanolu, téZce rozpustny v lihu 96%,
prakticky nerozpustny v dichlormethanu. Rozpousti se ve zfedénych roztocich
alkalickych hydroxidd. Taje pii asi 220 °C, za rozkladu. {1]

Chlorthalidon patfi mezi litky velmi podobné thiazidim s podobnymi
vlastnostmi. Biologické dostupnost je kolem 60%. Jde o latku s dlouhodobym
u¢inkem, ktery pietrvava 24-72 hod. [2]

2.5.7 Losartan

Losartan patfi do skupiny antagonisti receptoru pro angiotenzin II, vzniklého
plsobenim enzymu ACE i nezdvisle na ném. Indikuji se predev3im pfi
arteridlni hypertenzi a srdednim selhani. Maji minimaln& nezadoucich uéinkl —
max. je to hyperkalémie, alergie, bolesti hlavy.

Losartan se z velké &asti konvertuje na aktivni metabolit, ktery ma dlouhy
eliminaéni resp. farmakologicky polodas. Maximum udinku nastupuje do
6 hod. a pretrvava 24 hod. Uginek se stabilizuje do 3-6 tydnd. [2,4]



258 Metoprolol

Je to bis {(2RS)-3-(isopropylamino)-1-[4-(2-methoxyethyl)fenoxy]propan-2-
ol}, bily krystalicky prasek, snadno rozpustny ve vodé, dobfe rozpustny
vmethanolu, mimé rozpustny vlihu96% a velmi téZce rozpustny
v ethylacetatu. [1]

Metoprolol patfi do skupiny kardioselektivnich betablokatori bez ISA
aktivity (maji mendi vazokonstrikéni a bronchokonstrikéni U€inky). SniZuje
Ginek stresovych hormoni na $; receptorech umisténych v srdci, cévach,
ledvindch a mozku. Disledkem toho je sniZeni prace srdeéniho svalu, sniZeni
krevniho tlaku, Uprava srdeéniho rytmu a sniZeni zévaZnosti a {etnosti
zachvatll anginy pectoris. Indikovany jsou téZ u chronického srde¢niho
selhdvani. ZneZadoucich u¢inkd stoji za zminku astmaticky zéchvat,
bradykardie, rebound fenomén, prohloubeni hypoglykémie u diabetiki a mirné
zvyseni hladiny lipidd v krvi.

Po p.o. podani se uplatiiuje first pass efekt, biologicka dostupnost je proto
zhruba 50%. Eliminaci zajistuji pfedeviim jatra. Biologicky polo¢as je 3 hod.
Metoprolol je latka lipofilni, proto klinicky efekt je dels
i nez Ty. [2,3,5]

259 Verapamil

HsCO

HaCO
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(2RS)-2-(3,4-dimethoxyfenyl)-5-{[2-(3,4-
dimethoxyfenyl)ethyl](methyl)amino }-2-isopropylpentannitril, bily krystalicky
praSek, dobfe rozpustny ve vodé, mimé rozpustny v lihu96%, snadno
rozpustny v methanolu. Taje pii asi 144 °C. [1]

Verapamil fadime do skupiny blokatortt kalciovych kanali. Patii mezi prvni
zastupce této skupiny. Omezuje vstup Ca do bunék hladkého svalstva cév a
myocytil srdedni svaloviny a vyvolava tam vasodilataci. Indikovan je u
arteridlni hypertenze, ischemické choroby srde&ni se stabilni anginou pectoris.
Vyuziva se téZ antiarytmického Uéinku pii supraventrikuldmi tachykardii a
fibrilaci sini. Verapamil vyznamné zvySuje plazmatickon koncentraci

digoxinu. [2,4]
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PRAKTICKA CAST
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3.1 Pouzité pristroje, chemikalie a sorbenty

3.141 Pouzité pristroje

FIA 1ab® 3500 systém, FIA Instruments, USA

Osmicestny selekéni ventil, Valco Instruments Co., USA
Fluorescenéni detektor PMT — FL, Ocean Optics Inc., USA
UV zdroj D-1000-CE,

Filtry Edmund Industry Optic, GmbH, Némecko
Teflonové hadi¢ky, vnitini primér 0,75mm

Analytické vahy Sartorius 2004 MP, Némecko

Ultrazvukova l4zen Teson 1, CR

3.1.2 Pouzité chemikalie a sorbenty

Amilorid, Furosemid, Metoprolol, Sigma - Aldrich

Atenolol, Betoxolol, Acebutolol Sigma - Aldrich

tbl.- Hydrochilorothiazid Lé¢iva 20x25 mg hydrochlorothiazidu
Urandil 30x 50 mg chlorthalidonu

Lorista 28x50 mg losartanu
Lekoptin 30x40 mg verapamilu
Methanol Lachema CR
HNO; 0,5M Lachema CR
KCl Lachema CR
NaOH Lachema CR
Voda ultradista
PouZity sorbent:
BAKERBOND karboxy JT Baker, Holandsko

37



3.2 Priprava roztokt standard(i a mobilnich

fazi, postup pripravy kolony

3.21 Roztoky amiloridu

Zasobni roztok standardu amiloridu o koncentraci 100 mg/l (dale AMI 100)
byl pfipraven rozpusténim zakladni latky ve vodé.

Zasobni roztok amiloridu o koncentraci 50 mg/l (dale jen AMI 50) jsem
pfipravila rozputénim zékladni latky ve vodé.

Pracovni roztok standardu amiloridu o koncentraci 5 mg/l (déle jen AMI 5)
jsem ziskala nafedénim AMI 50 destilovanou vodou.

Oba roztoky byly uchovavany za sniZené teploty v chladnidce a chranény

pfed svétlem obalem z aluminiové folie, stalost jeden tyden.

3.2.2 Roztok eluéniho ¢€inidla 0,01 M HNOz + 0,1 M KCI

Pti piipravé eluéniho éinidla jsem méla k dispozici zasobni roztok 0,5 M
HNO;, zného jsem odebrala 1 ml a v50 ml odmémé baiice doplnila
destilovanou vodou na dany objem.

KCl jsem odvazZila do odmérmné baiiky 50 ml a doplnila na poZadovany objem
pfipravenym roztokem 0,01 M HNO;.

3.2.3. Roztoky zkoumanych latek s Amiloridem

Priprava roztoku Acebutololu 400 mg/l + AMI 5

Acebutolol je latka snadno rozpustnd ve vodé. Do odmé&mé baiky 25 ml
jsem navézila 10 mg této latky, pfidala 2,5 ml AMI 50 a doplnila vodou na
poZadovany objem. (Déle jen ACE 400).

Priprava roztoku Atenololu 100 mg/l1 + AMI 5

Atenolol je latka mimé rozpustnd ve vodé. Do odmérné bariky 25 ml jsem
navazila 2,5 mg této latky, pfidala 2,5 ml AMI 50 a doplnila vodou na
poZadovany objem. (Déle jen ATE 100).

38




Ptiprava roztoku Betaxololu 20 mg/l + AMI 5
Betaxolol je latka velmi snadno rozpustna ve vodé. Do odmémé batiky 25 ml
jsem odvéZila 0,5 mg této latky, pfidala 2,5 ml AMI 50 a doplnila vodou na
poZadovany objem. (Dale jen BET 20).

Piiprava roztoku Furosemidu 60 mg/l + AMI 5

Furosemid je latka prakticky nerozpustnd ve vodé, rozpousti se ve zfedénych
roztocich alkalickych hydroxidd — 0,01 M NaOH. 1,5 mg furosemidu jsem
nejprve rozpustila v roztoku NaOH. Do odmérné baiky 25 ml jsem namétila
2,5 ml AMI 50 a doplnila roztokem furosemidu v alkalickém hydroxidu na
poZadovany objem. (Dale jen FUR 60).

Piiprava roztoku Hydrochlorothiazidu 90 mg/l + AMI 5

Hydrochlorothiazid je velmi téZce rozpustny ve vodé€, rozpousti se ve
zfedénych roztocich alkalickych hydroxidi — 0,01 M NaOH. K dispozici jsem
méla pouze tablety Hydrochlorothiazid Lé¢iva 25 mg. Rozpusténim 2 tablet
tohoto pfipravku v 500 ml roztoku NaOH (michanim po dobu 1 hodiny) a
naslednou filtraci jsem pfipravila zasobni roztok hydrochlorothiazidu o
koncentraci 100 mg/l (dile jen H 100). Do odmémé batiky 25 ml jsem
odmeéfila 2,5 ml AMI 50 a zbytek doplnila H 100 na poZadovany objem. (Déle
jen H 90).

Priprava roztoku Chiorthalidonu 90 mg/l + AMI 5

Chlorthalidon je latka prakticky nerozpustnd ve vodg, rozpouiti se ve
zfedénych roztocich alkalickych hydroxidi — 0,01 M NaOH. K dispozici jsem
méla pouze tablety Urandil 50 mg. Rozpusténim 1 tablety tohoto pfipravku v
500 ml roztoku NaOH (michanim po dobu 1 hodiny) a naslednou filtraci jsem
pfipravila zasobni roztok chlorthalidonu o koncentraci 100 mg/l (déle jen
Ch 100). Do odmémé baiiky 25 ml jsem odméfila 2,5 ml AMI 50 a zbytek
doplnila Ch 100 na poZadovany objem. (Déle jen Ch 90).

Priprava roztoku Losartanu 100 mg/l + AMI 5

Losartan je litka rozpustnd ve vodé. K dispozici jsem méla pouze tablety
Lorista 50 mg. Rozpudténim 2 tablet tohoto pi{pravku v 500 ml vody
(michdnim po dobu 1 hodiny) a naslednou filtraci jsem pfipravila zasobni
roztok losartanu o koncentraci 200 mg/l (dale jen LOS 200). Do odmémé
baiiky 10 ml jsem odmeéfila 1 ml AMI 50, 5 ml LOS 200 a doplnila vodou na
pozadované mnoZstvi. (Dale jen LOS 100).
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PFiprava roztoku Metoprololu 200 mg/l + AMI 5

Metoprolol je latka snadno rozpustna ve vodé. Do odmérné baiky 25 ml
jsem navazila 5 mg této latky, pfidala 2,5 ml AMI 50 a doplnila vodou na
poZadovany objem. (Déle jen MET 200).

Priprava roztoku Verapamilu 360 mg/l + AMI 5

Verapamil je latka dobie rozpustnd ve vodé. K dispozici jsem méla pouze
tablety Lekoptin 40 mg. Rozpusténim 5 tablet v 500 ml vody (michanim po
dobu 1 hodiny) a néslednou filtraci jsem pfipravila zasobni roztok verapamilu
o koncentraci 400 mg/l (dale jen VER 400). Do odmémé bariky 10 ml jsem
odméfila 1 ml AMI 50 a zbytek doplnila VER 400 na poZadované mnozZstvi.
(Déle jen VER 360).

3.24 Postup pfipravy kolony

Pfi pfipravé kolony jsem pouZila teflonovou hadicku o vnitinim priiméru
2 mm. Z jedné strany jsem ji utésnila vatou Accuvert a pfipevnila na vodni
vyvévu. Vzniklym podtlakem do$lo k naséti suspenze sorbentu v methanolu do
hadi¢ky a posléze k vysuSeni methanolu. Pfebyteény sorbent jsem odstranila a

kolonu uzaviela i z druhé strany vatou.
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3.3

Zplsob stanoveni SIA

Metodu stanoveni Amiloridu jsem pfevzala od kolegy Pavlicka. [38]

3.3.1

Parametry stanoveni amiloridu

Pouzité vinové délky: primami filtr A excitacni - Zadny
sekundéarni filtr A emisni 385 nm
Zavislost fluorescence amiloridu na pH prostfedi nebyla prokazana.

Pouzity sorbent: jako nejvhodné&j§i sorbent se wukazal byt

BAKERBOND karboxy: v dostateéné mife totiZ naadsorboval
amilorid, ale zaroveni bylo moZné analyt z ného kompletné eluovat
pfijatelnym objemem &inidla, které sorbent nedestruovalo. Adsorpee i
eluce byly na rozdil od jinych sorbenti (Lichrolut EN, Lichrolut TSC,
CIM disk SCX) dokonalé.

PouZité eluéni &inidlo: jako nejucinnéjsi zplsob eluce amiloridu z

karboxy sorbentu se ukézala kysela eluce, spoéivajici v potladeni
ionizace sorbentu nizkym pH eluéniho €inidla — 0,01 M HNO3, Pro
zvyseni U¢innosti eluéniho procesu podpofenim vymény iontl bylo
pouzito piidavku O,1 M KCI.

PouZité prutokové rychlosti.

Rychlost aplikace vzorku: 10 pl/s
Rychlost eluce: 20 pl/s

Moé neobsahuje zadné slozky, které by pii stanoveni s amiloridem

interferovaly
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3.3.2

Schéma

Schéma programu méieni

Tabulka ¢ .1 : Schéma programu méfeni

Potadi Krok MnozZstvi, typ €inidel,
priktokova rychlost
IN OUT
1. Promyti pumpy 2,5ml H,O, |2,5mlH>0
100 ul/s 100 ul/s
2. Promyti kolony 2,5ml H,O, |2,5mlH,0
100 ul/s 40 ul/s
3. Nastiik vzorku AMI 5 40 ul AMIS, |40 ul AMI 5,
25 pl/s,2ml |20 ul/s, 2 m!
H»0, 100 ul/s | H,O, 20 ul/s
4, Promyti vzorku AMI 5 2 ml H;O, 2 ml H,O,
100 ul/s 20 plus
5. Eluce AMI 5 23ml0,01 M |23 ml 0,01 M
HNO30,1M |HNO;, 0,1 M
KCl, 100 ul/s |KCl, 20 ul/s
6. Promyti pumpy 2x 2,5ml H,O, |2,5ml H,O
100 ul/s 100 ul/s
T Promyti kolony 2,5ml HO, |2,5ml H,O
100 ul/s 40 pl/s
8. Nastiik vzorku AMI 5 + 40 ul AMIS |40 ul AMI 5
zkousena latka (ZL) +ZL, 25 pl/s, |+ ZL, 20 ul/s,
2 mli HZO, 2 ml H20, 20
100 ul/s pl/s
9, Promyti vzorku AMI 5 + 2 ml H;OQ, 2 ml H,O,
ZL 100 ul/s 20 plus
10. Eluce AMI 5 + ZL 2,3ml 0,01 M |2,3ml 0,01 M
HNO;0,1 M |HNO;, 0,1 M
KCl, 100 pl/s |KCl, 20 ul/s
11. Promyti pumpy 2,5ml H,O, |2,5ml H,O
100 pl/s 100 pl/s
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Popis programu
V prvnim cyklu byl stanovovan samotny amilorid (5 mg/l), v druhém cyklu

potom smes amiloridu (5 mg) se zkouSenou latkou p¥isluiné koncentrace.

Program byl sestaven nasledovné:

1. cyklus: nejprve byla proplachnuta pumpa 2,5 ml nosného proudu H,O
(dale jen NP) rychlosti 100 pul/s, poté kolona 2,5 ml NP rychlosti 40 ul/s.
Dal$im krokem byl nastiik 40 ul vzorku AMI 5 rychlosti 25 pl/s, k tomu byly
Cerpadlem aspirovany 2 ml NP (100 pl/s). Vysledny roztok byl dopraven na
kolonu, tam byl amilorid adsorbovan, zatimco zbytek prosel bez zachyceni do
odpadu (20 pl/s). Zachycena latka byla poté promyta 2 ml NP rychlosti 20 ul/s
a nasledovala eluce ¢inidlem 2,3 ml 0,01 M HNO; a 0,1 M KCl (déle jen EC)
rychlosti 20 ul/s. Vzorek byl detekovan fluorescenénim detektorem pi vlnové
delce 385 nm. Po dokonéeni mé&feni byla pumpa proplachnuta 2,5 ml NP
(100 ul/s).

2. cyklus: nejprve byla proplachnuta pumpa 2,5 ml nosného proudu H,O
(dale jen NP) rychlosti 100 ul/s, poté kolona 2,5 ml NP rychlosti 40 pl/s.
Dal3im krokem byl nastiik 40 ul vzorku roztoku AMI 5 se zkoudenou latkou
(ZL) rychlosti 25 ul/s, k tomu byly éerpadlem aspirovany 2 ml NP (100 ul/s).
Vysledny roztok byl dopraven na kolonu. Tam byl amilorid adsorbovan,
zkouSena latka se bud’ téZ naadsorbovala nebo prosla bez zachyceni spoletné
se zbytkem plivodniho roztoku. Zachyceny amilorid byl poté promyt 2 ml NP
rychlosti 20 ul/s a nasledovala eluce ¢inidlem 2,3 ml 0,01 M HNO; a 0,1 M
KCI (dale jen EC) rychlosti 20 ul's. Vzorek byl detekovan fluorescendnim
detektorem pfi vlnové délce 385 nm. Po dokondeni méfeni byla pumpa
proplachnuta 2,5 ml NP (100 ul/s).

Kazdy vzorek jsem méfila 3x. VZdy pfed novym méfenim jsem systém jesté
jednou promyvala, aby se co nejvice eliminovaly mozné chyby. 500 ul
nosného proudu (H:O) byla promyta pumpa a tiikrat 100 ul H,O i viechny
teflonové hadicky.

43




—

3.3.3

Linearita

Validace metody

primérem téchto 3 méfeni.

Tabulka ¢. 2: Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci

Linearni regresni analyzu jsem provedla se 7 hodnotami koncentraci

amiloridu AMI 100 (c = 100 mg/ml) vodou na koncentrace 0,5; 1; 5; 10; 25; 50

amiloridu ve vodé. Roztoky byly pfipraveny fedénim zéikladniho roztoku

a 100 mg/l. Pouzila jsem dany program s optimalnimi podminkami néstfiku i

eluce. Pro kaZdou koncentraci prob&hly vzdy 3 cykly, vysledné hodnoty jsou

¢ (mg/)
1.méfFeni 2.méieni 3.méfeni primér
0,5 40764,12 4132795 41308,99 41133,69
1,0 45835,95 44224 34 45195,22 45085,17
5,0 75391,28 73427,83 83359,41 77392,84
10,0 120739,00 120218,26 120072,55 120343,27
25 246003,47 244825,05 246706,60 244121,92
50 486288,96 486997,93 48819209 487159,66
100 837037,28 837928,25 836267,39 837077,64
kalibracni pfimka
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koncentrace amiloridu

Obrazek ¢. 4: Kalibracni primka zdvislosti fluorescence na koncentraci
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Tabulka 3.:Statistické parametry linedrni regrese kalibracni primky

Statistické parametry linearni regrese : y=k.x +q

Podet bodi n=7 Odhad chyby
Smérnice k=28131£218

Abs. ¢len q=42167 £ 9482

Korelaéni koeficient r=0,9982

Rezidudlni odchylka s = 19508

Dal§i parametry systému
Citlivost: detekéni limit — 0,05 mg/1

kvantitativni limit — 0,15 mg/1
Selektivita: pii néastfiku ¢isté moci nedochazi k fluorescenci, coZ je dikaz

toho, Ze z kolony neeluuji Zadné dal$i latky v mocéi obsaZené,

které by s amiloridem béhem stanoveni interferovaly. [38]
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34 Vliv dalsich léciv na stanoveni

3.4.1 Volba zkousenych latek

Pro mou praci bylo nutné vybrat 1é€iva, u kterych by bylo vhodné zjistit, zda
néjakym zplisobem ovliviiuji stanoveni amiloridu. V dostupné literatufe jsem
nenalezla Zadné informace o interferenci nékterych latek s touto.

Pfi volb€ jsem vychézela z pozadavku vybrat takové substance, které se
dostanou v organismu s amiloridem nejcast&ji do kontaktu, tzn, zvolit ty latky,
které se s nim pouZivaji v kombinované terapii. Mym cilem bylo pfibliZit se co
nejvice situaci, ktera v praxi mtize nastat.

Vzhledem ktomu, Ze je amilorid indikovan pH arteridlni hypertenzi,
hypokalémii, otocich v diisledku srde¢niho selhdni nebo jaterniho selhani, pfi
jinych srde¢nich onemocnénich, se v kombinaci s jinymi 1éky objevuje velmi
¢asto. Zvlasté pak pfi hypertenzi a srde¢nich onemocnénich je podavan s fadou
dal8ich 1é¢iv v&etné ostatnich diuretik.

VyuZila jsem databdze dvou lékdren zakladniho typu k vyb&ru 1éki, které
byly s amiloridem nejéast&ji vydivany béhem jednoho mésice (¥ijen 2004).
Vysledky z obou lékaren jsem porovnala. Pro svou praci jsem poté vybrala
latky z nejfrekventovanéjsich indikaénich skupin, to je 9 zastupcil. S nimi jsem

potom dale pracovala.

Tabulka é. 4: Vybrané latky

Indikaéni skupina Vybrané ucinné latky

Kardioselektivni G-blokatory | Acebutolol
s ISA

Atenolol

Kardioselektivni 8-blokatory bez | Betaxolol

ISA Metoprolol
Kli¢kova diuretika Furosemid
Hydrochlorothiazid
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Thiazidova diuretika Hydrochlorothiazid
Chlorthalidon
AAIL | Losartan
BKK | Verapamil

Tabulka ¢ 5: Nejcastéji kombinovane léky s amiloridem (sefazené dle Cetnosti)

Poradi | Nazev pFipravku Nazev u¢inné latky
1. Lokren (B-blokator) Betaxolol 20 mg
2. Prestarium (4CED) Perindopril 2,48 mg
3. Gopten (4CEI) Trandolapril 0,5; 2 mg
4, Lorista (44 11.) Losartan 50,100 mg
5. Enap (ACEI) Enalapril 2,5; 5, 10; 20 mg
6. Betaloc (B-blokator) Metoprolol 25; 50; 100; 200 mg
7. Agen (BKKX) Amlodipin 5; 10 mg
8. Lozap (441l) Losartan /2,5; 50 mg
9. Plenil (BKK) Felodipin 2,5; 5, 10 mg
10. Vasocardin Metoprolol 25, 50; 100; 200 mg
(B-blokdtor)
11. Acecor (B-blokator) Acebutolol 200; 400 mg
12 Lomir (BKK) Isradipin 2,5; 5 mg
13. Sandonorm Bopindolol / mg
(B-blokator)
14. Blocalcin (BKK) Diltiazem 60 mg
15. Unipress (BKK} Nitrendipin 10; 20 mg
16. Presid (BKK) Felodipin 2,5; 5; 10 mg
17. Tenormin (3-blokator) | Atenolol 50; 100 mg
18. Olicard (vasodilatans) | Isosorbid mononitat 40, 60 mg
19. Ramil (ACFET} Ramipril 7,25, 2,5, 5; 10 mg
20. Dapril (4CEI) Lisinopril 5; 10, 20 mg
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342 Volba koncentraci

Stejné dileZité jako vyb&r zkoumanych latek bylo i zvoleni vhodnych
koncentraci tak, abych se pii stanoveni co nejvice pfibliZila situaci in vivo.
Ridila jsem se obvyklym davkovanim nebo silou tablet, které jsem méla
k dispozici. Méfila jsem latky v poméru, vjakém se v 1é&ivych pfipravcich
nachazeji nebo vjakém pomeéru jsou spolu davkovany. Je nutné si oviem
uvédomit, Ze se jednd pouze o hruby pfedpoklad, podle kterého se obé& latky
vstfebaji kompletné a koncentrace v plasmé i v moci budou odpovidat mnou

zvolenym pomérim.

Pti volbé koncentraci jsem vychazela z ddvkovacich schémat:

Tabulka ¢ 6: Davkovaci schéma zkouSenych latek

Nazev latky Obvyklé davkovani Zvolena
koncentrace

(mg)

Amilorid ve vétsin€ piipravkl obsazeno 5

S5mg

Acebutolol 2x200 mg/den, 1x400 mg/den 400

Atenolol 1x50-100 mg/den 100

Betaxolol 2x10 mg/den, 1x20 mg/den 20

Furosemid 40-80 mg/den 60

Hydrochlorothiazid | max. davka 4x25 mg/den (pii %0

otocich), pro zjednoduseni pfipravy
roztoku  zvolena  koncentrace
90 mg/1 (misto 100 mg/1)

Chlorthalidon max. davka 50-100 mg/den, pro 90
zjednodudeni pfipravy roztoku
zvolena koncentrace 90 mg/l (misto

100 mg/1)
Losartan 2x50 mg/den 100
Metoprolol 200 mg/den 200
Verapamil 3x120 mg/den 360
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3.5.1

Vysledky méreni

Ovlivnéni stanoveni amiloridu acebutololem

V prvnim cyklu méfeni jsem stanovovala samotny amilorid (dale AMI 5-1.) o

koncentraci Smg/l, ve druhém cyklu nasledoval roztok amiloridu 5 mg (AMI

5-11.) a acebutololu o koncentraci

400 mg/l (dile jen ACE 400). Vysky

vysledného piku amiloridu AMI 5-1. a AMI 5-IL jsem porovnala a vyhodnotila
interferenci ACE 400.

Tabulka ¢. 7:Namérené hodnoty AMI 5 + ACE 400

1.méfeni 2.mé¥eni 3.méfeni pramér
AMI 5-1. 90107,12 92569,52 91696,87 91457,84
AMI 5-I1. | 118084,50 112916,20 117509,54 | 116170,08
ACE 400 49370,07 49846,34 49532,22 49582,88
R; (ami15.1) 43,53 43,92 43,70 43,72
Rt (ami1 511, 43,64 44,23 44,00 43,96
R: (ACE400) 72,27 63,78 69,87 68,64
Time Senes by Channel
AN 541 ACE400  AMI5H
"o 300 1000 1500
Time (sec)
Achi Bch2 Fch3  4chi

Obrazek &. 5: Zaznam odezvy detektoru pri stanoveni interference AMI 5

+ ACE 400
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Vysky piku AMI 5-1. a AMI 5-11. se lisily, hodnoty AMI 5-II byly vyssi.
ACE 400 se navic &astedné naadsorboval na kolonu, na grafu je tedy patrna
odezva detektoru. Acebutolol ovliviiuje stanoveni amiloridu smérem

k pozitivnéjsim vysledkéim.

Tabulka & 8: Vysledné interference ACE 400 vyjadiené pomérem vysky piki
AMI 5-1. a AMI 5-I1. v procentech.

1.méFeni 2.méfFeni 3.méfeni | Primér
AMI 5 + ACE 400 131,05% 121,98% 128,15% | 127,06%
3.5.2 Ovlivhéni stanoveni amiloridu atenololem

V prvnim cyklu méfeni jsem stanovovala samotny amilorid (ddle AMI 5-1.) o
koncentraci 5Smg/l, ve druhém cyklu nasledoval roztok amiloridu 5 mg/l (dale
AMI 5-11) a atenololu o koncentraci 100 mg/l (dale jen ATE 100). Vysky
vysledného piku amiloridu AMI 5-1. a AMI S5-I jsem porovnala a vyhodnotila
interferenci ATE 100.

Tabulka & 9: Naméfené hodnoty AMI 5 + ATE 100

1.mé&Feni 2.méfeni 3.méfeni primér
AMI 5-1. 52707,11 54611,25 54328,05 53882,14
AMI 5-1L. 51057,04 52820,11 52823,16 52233,44
ATE 100 19416,71 19418,67 19423,13 19419,50
R (am15-1) 45,44 45,42 45,43 45,43
R (am15.11) 45,36 45,58 45,62 45,52
R: (ATE 100) 186,97 218,72 212,65 206,12
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Obrazek ¢. 6: Zaznam odezvy detektoru pfi stanoveni interference AMI 5
+ ATE 100

Vyiky piku AMI 5-1. a AMI 5-11. se téméf nelidily. ATE 100 se na kolonu
neadsorboval, prosel bez zachyceni do detektoru. Atenolol neovliviiuje

stanoveni amiloridu.

Tabulka ¢. 10: Vysledné interference ATE 100 vyjadiené pomérem vysky pikii
AMI 5-1. a AMI 5-II. v procentech.

1.méFeni 2.méreni 3.méreni | Prumér
AMI S5+ ATE 100 96,87% 96,72% 97,23% 96,94%
3.5.3 Ovlivnéni stanoveni amiloridu betaxololem

V prvnim cyklu méfeni jsem stanovovala samotny amilorid (ddle AMI 5-1.) o
koncentraci Smg/l, ve druhém cyklu nasledoval roztok amiloridu 5 mg/1 (dale

AMI 5-II.) a betaxololu o koncentraci 20 mg/1 (déle jen BET 20). Vyiky
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vysledného piku amiloridu AMI 5-I. a AMI 5-11. jsem porovnala a vyhodnotila

interferenci BET 20.

Tabulka ¢ 11.: Namérené hodnoty AMI 5 + BET 20

—

1.méFeni 2.méFeni 3.méfeni prumér
AMI] 5.1, 52772,59 51041,50 52891,91 52235.33
AMI 5-11. 51865,64 52367,19 52693,76 52308,86
BET 20 19431,62 19639,58 19456,92 19509,37
R; (aMI5-1) 45,71 45,03 45,25 45,33
Ry (ami 51 45,38 45,02 45,49 45,30
R¢ 8ET 20) 194,40 176,64 167,74 179,59
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Obrdzek ¢. 7: Zdaznam odezvy detektoru pFi stanoveni interference AMI 5
+ BET 20
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Visky piku AMI 5-1. a AMI 5-11. se téméf nelisily. BET 20 se na kolonu
neadsorboval, proSel bez zachyceni do detektoru. Betaxolol neovliviiuje

stanoveni amiloridu.

Tabulka é. 12: Vysledné interference BET 20 vyjadrené pomérem vysky piku
AMI 5-1 a AMI 5-1I. v procentech.

1.méfent 2.méfeni 3.méfFeni | Pramér
AMI 5 + BET 20 08,28% 102,60% 99,63% 100,17%
354 Ovlivnéni stanoveni amiloridu furosemidem

V prvnim cyklu méfeni jsem stanovovala samotny amilorid (dale AMI 5-1.) o
koncentraci 5mg/l, ve druhém cyklu nasledoval roztok amiloridu 5 mg/1 (dale
AMI 5-I1) a furosemidu o koncentraci 60 mg/1 (dale jen FUR 60). Vysky
vysledného piku amiloridu AMI 5-1. a AMI 5-II. jsem porovnala a vyhodnotila
interferenci FUR 60.

Tabulka ¢. 13: Namérené hodnoty AMI 5 + FUR 60

1.mé&Feni 2.méfeni 3.méfeni pramér

AMI 5-1. 111357,80 112782,10 116370,30 | 113504,30
AMI 5-11L 113818,10 116532,80 118026,20 116125,70

FUR 60 207449,90 202621,60 203674,20 | 204581,90
R; amr 5.1 43,50 43,54 43,71 43,58
Rt (amr 5-10) 45,47 4532 44 83 45,21

Ry (FUR 60 23,02 22,82 22,50 22,78
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Obrazek ¢. 8: Zaznam odezvy detektoru pFi stanoveni interference
AMI 5 + FUR 60

Vysky piku AMI 5-1. a AMI 5-11. se témé&F nelisily. FUR 60 se naadsorboval
na kolonu, na grafu je tedy patma odezva detektoru. Furosemid neovliviiuje

stanoveni amiloridu,

Tabulka & 14: Vysledné interference FUR 60 vyjddiené pomérem vysky piki
AMI 5-1. a AMI 5-11. v procentech.

1.méFeni 2.mé&Feni 3.méfeni | Primér
AMI 5+ FUR 60 102,21% 103,33% 101,42% 102,23%
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3.5.5

Ovlivnéni stanoveni amiloridu hydrochlorothiazidem

V prvnim cyklu méfeni jsem stanovovala samotny amilorid (dale AMI 5-1.)

o koncentraci 5mg/l, ve druhém cyklu nasledoval roztok amiloridu 5 mg/1 (dale

AMI 5-IL) a hydrochlorothiazidu o koncentraci 90 mg/l (déle jen H 90).

Vysky vysledného piku amiloridu AMI 5-1. a AMI 5-II. jsem porovnala a

vyhodnotila interferenci H 90.

Tabulka é. 15: Namérfené hodnoty AMI 5 + H 90

1l.méFeni 2.méfeni 3.méieni pramér
AMI 5-1. 100097,15 104874,90 102234,23 102402,09
AMI 5-1I1. 101618,63 108220,41 99933,96 103257,67
H 90 42683,52 41285,20 42555,84 42174,85
R (ami15.1) 45,76 44 34 45,01 45,04
R: (am1 511, 45,98 46,82 44,12 45,64
R (1 90) 20,61 22,76 21,55 21,64
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Obrazek . 9: Zaznam odezvy detektoru pFi stanoveni interference AMI 5

+ H 90
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Vysky piku AMI 5-1. a AMI 5-II. se téméf nelisily. H 90 se na kolonu

neadsorboval, profel bez zachyceni do detektoru. Hydrochlorothiazid

neovliviiuje stanoveni amiloridu.

Tabulka ¢&. 16: Vysledné interference H 90 vyjadfené pomérem vysky pikit AMI
5-1. a AMI 5-1I. v procentech.

1.méfeni

2.méfeni

3.méreni

Priumér

AMIS+H90

101,52%

103,19%

97,75%

100,82%

3.5.6

Ovlivnéni stanoveni amiloridu chlorthalidonem

V prvnim cyklu méfeni jsem stanovovala samotny amilorid (dale AMI 5-1.) o

koncentraci Smg/l, ve druhém cyklu nasledoval roztok amiloridu 5 mg/l (dale
AMI 5-11) chlorthalidonu o koncentraci 90 mg/l (dale jen CH 90). Vysky

vysledného piku amiloridu AMI 5-1. a AMI 5-IL. jsem porovnala a vyhodnotila

interferenci CH 90.

Tabulka &.17: Namérené hodnoty AMI 5 +CH 90

1.méFeni 2.méfeni 3.mé¥eni primeér
AMI 5-1. 99620,03 98952,27 101453,93 | 100008,74
AMI 5-11. 96269,83 98605,74 09861,10 98245,56
CH %0 42031,38 41403,27 42409,59 41948,08
Reamis1) 43,53 42,98 43,10 43,20
R¢ (ami 5-11,) 44,96 44,69 44,78 44,81
R (cH %) 20,10 19,39 20,00 19,83
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Obrazek & 10: Zaznam odezvy detektoru pFi stanoveni interference
AMI5 + CH 90

Vysky piku AMI 5-1. a AMI 5-II. se téméf neliSily. CH 90 se na kolonu
neadsorboval, proSel bez zachyceni do detektoru. Chlorthalidon neovliviiuje

stanoveni amiloridu.

Tabulka é. 18: Vysledné interference CH 90 vyjadfené pomérem vysky piki
AMI 5-1. a AMI 5-11. v procentech.

1.méfeni 2.méfeni 3.méfeni | Primér
AMIS+CH90 96,64% 99,65% 98,43% 98,24%
3.5.7 Ovlivnéni stanoveni amiloridu losartanem

V prvnim cyklu méfeni jsem stanovovala samotny amilorid (dale AMI 5-1.) o

koncentraci 5mg/l, ve druhém cyklu nasledoval roztok amiloridu 5 mg/l (déle
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AMI 5-I1.) a losartanu o koncentraci 100 mg/l (dale jen LOS 100). Vyiky
vysledného piku amiloridu AMI 5-1. a AMI 5-11. jsem porovnala a vyhodnotila
interferenci LOS 100.

Tabulka &. 19: Namérené hodnoty AMI 5 + LOS 100

1.méFeni 2.mé¥eni 3.méfeni pramér
AMI 5-1. 55377,57 51897,66 51830,32 53035,18
AMI 5-11. 51679,95 49541,46 52203,55 51141,65
LOS 100 21735,25 21762,14 21872,89 21790,09
R¢ (am1 5.1 45,76 45,58 44,97 45,44
R¢ (aMI 5411, 44,87 45,07 45,25 45,06
R wos 100) 36,75 36,49 37,43 36,89
Time Series by Channel
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Obrdzek &, 11: Zdznam odezvy detektoru pFi stanoveni interference
AMI 5 + LOS 100
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Vysky piku AMI 5-1. a AMI 5-1. se témé&f nelisily. LOS 100 se na kolonu

neadsorboval, proSel bez zachyceni do detektoru. Losartan neovliviiuje

stanoveni amiloridu.

Tabulka ¢&. 20: Vysledné interference LOS 100 vyjddiené pomérem vysky pikii
AMI 5-I. a AMI 5-II. v procentech.

3.méreni

100,72%

2.méreni

95,46%

1.méreni

93,32%

Primeér

96,50%

AMI 5+ LOS 100

3.5.8 Ovlivnéni stanoveni amiloridu metoprololem

V prvnim cykiu méfeni jsem stanovovala samotny amilorid (dile AMI 5-1.) o
koncentraci Smg/l, ve druhém cyklu nasledoval roztok amiloridu 5 mg/1 (dale
AMI 5-11.) a metoprololu o koncentraci 200 mg/l (d4le jen MET 200). Vysky

vysledného piku amiloridu AMI 5-1. a AMI 5-IL. jsem porovnala a vyhodnotila
interferenci MET 200.

Tabulka ¢. 21: Namérené hodnoty AMI 5 + MET 200

1.méfeni 2.méfeni 3.méfeni primér
AMI 5-1. 114642,20 52624,15 50960,50 *
AMI 5-11. 111986,60 51938,29 50970,74 *
MET 200 4454545 20005,74 19460,43 *
Re¢ (ami 5-1) 44,03 46,10 45,53 45,22
R (ami15-11) 43,65 44,69 45,47 44,60
R¢ (MET 200) 147,90 223,49 207,44 192,95

*.....v prilbéhu méfeni jsem se potykala s problémy s UV zdrojem a musela ho
vymeénit. Pfistroje méli odli$nou baseline, coZ je diivodem odlisné vysky piku

u 1.méfeni.
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Obrdzek é. 12: Zaznam odezvy detektoru pri stanovent interference

AMI 5 + MET 200

Vysky piku AMI 5-1. a AMI 5-11. se téméF nelisily. MET 200 se na kolonu

neadsorboval, proSel bez zachyceni do detektoru. Metoprolol neovliviiuje

stanoveni amiloridu.

Tabulka ¢. 22: Vysledné interference MET 200 vyjddiené pomérem vysky piki
AMI 5-1. a AMI 5-II. v procentech,

1.méreni 2.mé¥eni 3.méfeni | Primér
AMI 5+ MET 200 97,68% 98,70% 100,02% | 98,80%
3.59 Ovlivnéni stanoveni amiloridu verapamilem

V prvnim cyklu méfeni jsem stanovovala samotny amilorid (dale AMI 5-1.) o

koncentraci Smg/l, ve druhém cyklu néasledoval roztok amiloridu 5 mg/l (déle
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AMI 5-11.) a verapamilu o koncentraci 360 mg/l (dale jen VER 360). Vysky

vysledného piku amiloridu AMI 5-1. a AMI 5-II. jsem porovnala a vyhodnotila
interferenci VER 360.

Tabulka & 23: Namérené hodnoty AMI 5 + VER 360

1.méfeni 2.méfeni 3.méfeni pramér
AMI 5-1. 196146,70 210473,20 212544,70 206388,20
AMI 5-11. 202097,90 210184,80 207067,30 619350,00
VER 360 70914,18 70544,10 70227,18 70561,82
Ry (ami 5-1,) 44,11 44,01 44,15 44,09
R¢ (am1 5-11) 43,74 43,66 43,59 43,665
R¢ (VER 360) 199,53 216,68 208,89 208,37
Tirme Beries by Channet
250000 AMI 5.l AM| &-11.
2000001
150000+
100000
§0000-1
0 } { {
a 50D 1000 1500
Time (sec)
4 e¢ht ®|ch? © th 2 & rhi

Obrazek ¢. 13: Zaznam odezvy detektoru pii stanoveni interference
AMI 5 + VER 360
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Vysky piku AMI 5-1. a AMI 5-Ii. se témé&F neliSily. VER 360 se na kolonu

neadsorboval, proSel bez zachyceni do detektoru. Verapamil neovliviiuje

stanoveni amiloridu.

Tabulka ¢. 24: Vysledné interference VER 360 vyjddiend pomérem vwsky piki
AMI 5-1. a AMI 5-1I. v procentech.

1.méreni 2.méFend 3.méreni | Primeér
AMI 5 + VER 360 103,03% 99,86% 97,42% 100,10%
3.5.10 Souhrn vysledkt

Ze vSech zkouSenych latek uréitou interferenci vykézal pouze zastupce

kardioselektivnich betablokatord s ISA aktivitou, acebutolol v koncentraci

400 mg/l.

1.méfFeni 2.mé¥eni 3.méfeni | Primér

ACE 400 131,05% 121,98% 128,15% | 127,06%
ATE 100 96,87% 96,72% 97,23% 96,94%
BET 200 08,28% 102,60% 99,63% 100,17%
FUR 60 102,21% 103,33% 101,42% | 102,23%
H 90 101,52% 103,19% 97,75% 100,82%
CH 90 96,64% 99,65% 98,43% 98,24%
LOS 100 93,32% 95,46% 100,72% 96,50%
MET 200 97,68% 98,70% 100,02% 98,80%
VER 360 103,03% 99,86% 97,42% 100,10%
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Metodou, kterou vypracoval kolega PavliGek, jsem stanovila amilorid a
otestovala 9 udinnych latek zriznych indikaénich skupin nejéast&ji
kombinovanych s jiZ vySe zmifiovanou substanci. Pievzala jsem parametry
stanoveni a méfici program upravila dle vlastnich potfeb do 2 cykla. Podafilo
se mi prokazat, Ze pouze jedna ztéchto latek, acebutolo! v koncentraci
400 mg/l, s amiloridem pii stanoveni interferuje.

PouZitd sekvenini injekéni analyza je vporovnani s HPLC sice méné
citliv&ji, ale jeji nespornou vyhodou je men$i ¢asova nadroénost a diky
automatizaci moZnost stanoveni vysokych mnoZstvi vzorkl bez velkych
narokll na obsluhu. Diky on-line spojeni s SPE lze vzorek velmi snadno
zakoncentrovat a odstranit necistoty obsazené v biologickém materialu. Vliv
neZadoucich biologickych prvkl v moéi je odstranén adsorbentem, vysledky
tak nejsou ovlivnény interferencemi latek z matrice.

Bylo by vhodné otestovat i dal$i zastupce kardioselektivnich beta-blokatori
s ISA aktivitou, napf. pindolol, bopindolol, penbutolol. Zadouci by bylo téz
zhodnotit, zda bude acebutolol stanoveni ovliviiovat i v koncentracich,
v jakych se podava napf. pfi dlouhodobé 1é¢bé po infarktu myokardu , to je
200 mg/l. Mé&feni bylo pouze orientadni. V dal3ich zkouskich by se mohlo
zvaZit neuplné vstfebani latek, diky kterému budou skutedné poméry amiloridu
a zkouSené substance odli$né od t&ch teoretickych, které jsem ve své praci
pouZila. Otestovala jsem pouze zlomek z latek, které se s amiloridem mohou

kombinovat.
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