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1. UVOD

Sildenafil, vardenafil a tadalafil jsou v této dob¢ nejvice pouzivana peroralni 1é¢iva
pomahajici pfi 1écbeé erektilni dysfunkce. Cilem této prace je podat prehledny souhrn
analytickych metod, které se pouzivaji ke stanoveni vySe uvedenych latek. Tyto metody
jsou setazeny v piehlednych tabulkach. Prace je zaméfena na metody pro stanoveni
sildenafilu, vardenafilu a tadalafilu v télnich tekutinach, zejména v plasmé. Je zde
popsano také stanoveni téchto latek v potravinovych dopliicich, ve kterych je jejich
pritomnost zakézana. Zminéno je 1 stanoveni vySe uvedenych latek v léCivych
piipravcich. Prace vychazi z nalezenych Clankt publikovanych v odbornych ¢asopisech

Vv uplynulych péti letech.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Zpisoby lécby erektilni dysfunkce

V dne$ni dob¢ existuje mnoho zpusobl 1écby erektilni dysfunkce (ED). Zpisob
nebo vaskuldrni. Mezi hlavni zplsoby 1é€by ED patii peroralni 1é¢ba pomoci tablet,
injek¢éni  1écba, hormondlni 1écba, chirurgicka 1écba a psychologickd 1écba.
NejmodernéjSim zptusobem 1écby ED je v soucasnosti peroralni 1écba tabletami, které
jsou na lékaisky predpis. Tablety se polykaji, nebo se nechdvaji rozpoustét pod
jazykem. Jednotlivé druhy tablet se odliSuji zejména dobou trvani ucinnosti.
V soucasnosti jsou na trhu k dispozici tfi hlavni ptipravky k peroralni 1é¢bé ED: Viagra

('sildenafil ), Levitra (vardenafil ) a Cialis ( tadalafil ) [1].

2.2. Mechanismus pusobeni sildenafilu, vardenafilu a tadalafilu

Sildenafil, vardenafil a tadalafil (SVT) patii mezi inhibitory specifické
fosfodiesterazy typu 5 (PDE 5). Za fyziologickych podminek dochazi pii sexudlni
stimulaci k uvoliovani oxidu dusnatého (NO) v corpus cavernosum. NO aktivuje enzym
guanylatcyklazu a dochazi tak ke zvySeni hladiny cyklického guanosinmonofosfatu
(¢cGMP). Zvysena hladina ¢cGMP vede kuvolnéni hladkého svalstva v corpus
cavernosum, coz umozni pfitok krve. PDE 5 zplsobuje degradaci cGMP. PDE 5
inhibitory tedy zamezuji degradaci cGMP a zvySuji tak hladinu ¢cGMP v corpus

cavernosum [2].



2.3. Viagra (sildenafil )

2.3.1. Obecné informace o 1éku

SloZeni pripravku

Jednd se o potahované tablety.

Léciva latka: Sildenafilum ( ve formé sildenafili citras (SC))

Pomocné latky:

Jadro tablety - mikrokrystalicka celulosa, hydrogenfosfore¢nan vapenaty, sodna sul
kroskarmelosy, magnesium-stearat.

Potah tablety - hypromelosa, oxid titani¢ity (E171), monohydrat laktosy, triacetin,
hlinity lak indigokarminu (E132)[2].

Molekulova hmotnost sildenafilu: 474,6 g/mol

Vzorec sildenafilu:
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Obr.¢.1

2.3.2. Farmakologické vlastnosti

Farmakodynamické vlastnosti

Sildenafil, slouzici k 1écbe ED se uziva perordlné v podobé tablet. Uzivaji se davky
25 mg, 50 mg nebo 100 mg. Je u€inny pouze pii sexualni stimulaci, zvySuje pfitok krve
do penisu. V corpus cavernosum je sildenafil selektivni inhibitor cGMP specifické PDE
5, ktera zptsobuje degradaci cGMP a tim omezuje pfitok krve. Sildenafil nepiisobi

pfimo relaxacné€ na corpus cavernosum, ale je dllezity pro zesileni relaxa¢niho G¢inku



NO na tuto tkan. Sildenafil je selektivni k PDE 5 mnohem vice nez k ostatnim PDE.
Tato selektivita je vyznamnd zejména u PDE 3, coz je cAMP — specifickd izoforma
fosfodiesterazy, ktera se ucastni kontroly srde¢ni kontraktility [2].

Doba ucinnosti sildenafilu je 4-5 hodin po podani pii adekvatni sexualni stimulaci
[3]. Doba nastupu ucinku je 25 minut.

Sildenafil pfechodné mirn¢ snizuje tlak, avSak bez klinického efektu. Jednu hodinu
po podani davky 100 mg byly u nékterych jedinci pozorovany piechodné zmény
Vv rozliSovani barev. Po dvou hodinach jiz zmény nebyly pozorovatelné. Tento jev se
dava do souvislosti s lehkou inhibici PDE 6, ktera se ucastni pfevodu svétla na sitnici.
Pti studii, zda sildenafil ovliviiuje motilitu ¢i morfologii spermatu zdravych

dobrovolnikt,, neméla davka 100 mg zadny vliv[2].

Farmakokinetické vlastnosti

Absorpce:

Sildenafil se vstfebava rychle. Po peroradlnim podani davky na lacno se dosahuje
maximdlnich plazmatickych koncentraci za 30 — 120 minut. Pfi stejném podani je
prumérna absolutni biologicka dostupnost je 41 %. Po peroralnim podani sildenafilu
spolu s jidlem se rychlost absorpce snizuje[2].

Distribuce:

Primérny distribuéni objem sildenafilu je 105 | v ustaleném stavu. Je ptitomna
distribuce do tkani. Po jednordzové podané peroralni davce 100 mg &ini primérnd
hodnota maximalni celkové plazmatické koncentrace sildenafilu ptiblizné 440 ng/ml
(CV 40 %). Protoze sildenafil a jeho hlavni cirkulujici metabolit N-desmetyl se vazi na
plazmatické proteiny z 96 %, ma to za nésledek primeérnou hodnotu maximalni
plazmatické koncentrace volného sildenafilu 18 ng/ml (38 nM). Vazba na proteiny
nezavisi na celkové koncentraci

Ik [2].

Metabolismus:

Vylucovani sildenafilu se uskutectiuje hlavné pomoci jaternich mikrosomélnich
isoenzymtit CYP3A4 (hlavni cesta) a CYP2C9 (vedlejsi cesta). Hlavni cirkulujici
metabolit je vysledkem N-demetylace sildenafilu. Plazmatické koncentrace tohoto
metabolitu dosahuji pfiblizné 40 % hodnot zjiSténych u sildenafilu. Metabolit N-

desmetyl se dale biotransformuje, s terminalnim polocasem ptiblizn¢ 4 hodi [2].



Vylucovani:
Celkova clearance sildenafilu z organismu je 4 1 l/hod s vyslednym terminalnim
polo¢asem 3-5 hod. Po peroralnim nebo intraven6znim podani se sildenafil vylucuje ve
formé metabolitl prevazné stolici (pfiblizné 80 % peroralné podané davky) a v mensi

mife moci (pfiblizné 13 % peroralné podané davky[2].
2.4. Levitra (vardenafil )

2.4.1. Obecné informace o léku

SloZeni pripravku
Jedna se o potahované tablety.
Léciva latka: vardenafilum ( ve formé¢ hydrochlorid trihydratu )

Pomocné latky:

Jadro tablety — krospovidon, magnesium-stearat, mikrokrystalicka celulosa, koloidni
bezvody oxid kfemicity

Potah tablety - makrogol 400, hypromelosa, oxid titani¢ity (E171), zluty oxid zelezity
(E172),

¢erveny oxid zelezity (E172) [4].

Molekulova hmotnost vardenafilu: 488,604 g/mol

Vzorec vardenafilu :

Obr.¢.2



2.4.2.  Farmakologické vlastnosti

Farmakodynamické vlastnosti

Vardenafil, ktery se pouziva k 1é¢beé ED je peroralni 1écivo v podobé tablet. Uziva se
v davkach 5mg, 10mg nebo 20 mg. K plsobeni vardenafilu je nutna sexualni stimulace.
Vardenafil obnovuje poruSenou erektilni funkci zvySenim piitoku krve do penisu.
Vardenafil je velmi G¢inny a selektivni inhibitor cGMP specifické fosfodiesterazy typu
5 (PDE5S), vyznamné zvySuje ucinek oxidu dusnatého v corpus cavernosum inhibici
PDE5. Poté co se uvolni NO v duosledku sexualni stimulace, vede vardenafilem
vyvolana inhibice PDES ke zvySeni hladin cGMP v kaverndznich télesech. Vardenafil
ma silnéjsi inhibi¢ni uc¢inek na PDE 5 neZ na ostatni zndmé fosfodiesterdzy [4]. Doba
ucinnosti vardenafilu je 4 - 5 hodin [3]. Doba nastupu G¢inku je 15 — 25 minut.
Vardenafil ptisobi mirné sniZzeni tlaku, bez klinickych nasledkd. Udaje ziskané ze
vsech velkych klinickych studii zamétenych na Gi€innost uvadeji nasledujici procento
pacientl, kteti dosahli po uziti vardenafilu Gspé$né penetrace: psychogenni erektilni
dysfunkce (77-87 %), smiSena erektilni dysfunkce (69-83 %), organicka erektilni
dysfunkce (64-75 %), starsi pacienti (52-75 %), ischemicka choroba srde¢ni (70-73 %),
hyperlipidémie (62-73 %), chronické plicni onemocnéni (74-78 %), deprese (59-69 %) a
pacienti sou¢asné 1é¢eni antihypertenzivy (62-73 %). U¢innost a bezpe¢nost vardenafilu

ptetrvavaly v dlouhodobych studiich [4].

Farmakokinetické vlastnosti

Absorpce:

Rychlé vstiebavani vardenafilu pfispiva u nékterych muzt k dosazeni maximalni
plazmatické koncentrace jiz za 15 minut po peroralnim uZziti. V 90 % ptipada je vSak
dosazeno maximalnich plazmatickych koncentraci 30 az 120 minut po peroralnim
podani nalacno. Priimérna absolutni biologicka dostupnost po perordlnim podani je 15
%. Pti uziti vardenafilu po tu¢ném jidle ( 57% tuku ) dochazi ke snizeni rychlosti
absorpce. Pii podani po jidle s obsahem 30% tuku nejsou pii porovnani s uzitim nalacno

rychlost a rozsah absorpce ovlivnény[4].



Distribuce:

Primérny distribuéni objem vardenafilu v ustaleném stavu ¢ini 208 litrii, coz sved¢i
0 jeho distribuci do tkani. Vardenafil a jeho hlavni cirkulujici metabolit (M1) se vazi ve
vysoké mife na plazmatické bilkoviny (pfiblizné 95 % vardenafilu nebo M1). Vazba
vardenafilu a M1 na plazmatické bilkoviny neni zavisla na celkové koncentraci 1é¢iv
[4].

Metabolismus:

Vardenafil je metabolizovan pfevazné v jatrech pomoci izoformy 3A4 cytochromu
P450 (CYP) a v mensi mife také izoformami CYP3A5 a CYP2C. Desethylaci
vardenafilu vznika u lidi hlavni cirkulujici metabolit (M1), ktery je dale metabolizovan.
Plazmaticky eliminacni polocas tohoto metabolitu je pfiblizn¢ 4 hodiny. Urcita ¢ast
metabolitu M1 se objevuje ve formé glukuronidu v sytémové cirkulaci. Metabolit M1
vykazuje podobny profil selektivity vici fosfodiesterdze jako vardenafil a jeho Gi¢innost
in vitro z hlediska inhibice fosfodiesterazy typu 5 je piiblizné 28% ve srovnani s
vardenafilem. K celkovému farmakologickému ucinku tedy piispiva tento metabolit
ptiblizné 7 % [4].

Vyluéovani:

Celkova télesna clearance vardenafilu je 56 l/hod s vyslednym terminalnim
polocasem piiblizné 4-5 hodin. Po peroralnim podani se vardenafil vyluCuje ve formée
metabolitll zejména stolici (pfiblizné 91 - 95 % podané davky) a v mensi mife moci

(ptiblizné 2 - 6 % podané davky) [4].

2.5. Cialis (tadalafil)

25.1. Obecné informace o 1éku

SloZeni pripravku

Jedna se o potahované tablety.

Léciva latka: tadalafilum

Pomocné latky:

Obsah tablety - monohydrat laktosy, sodna sul kroskarmelosy, hyprolosa,

mikrokrystalicka celulosa, natrium-laury-sulfat, magnesium- stearat



Potah tablety - monohydrat laktosy, hypromelosa
triacetin, oxid titaniCity (E171), Zluty oxid zelezity (E172), mastek [5]

Molekulova hmotnost tadalafilu: 389,404 g/mol
Vzorec tadalafilu:

Obr.¢.3

2.5.2.  Farmakologické vlastnosti

Farmakodynamické vlastnosti

Tadalafil je 1é¢ivo uzivané pii poruchach erekce. Podava se peroralné ve formé
tablet. Uziva se v davkach 10 mg nebo 20 mg. Lék je neti¢inny bez sexudlni stimulace.
Tadalafil je selektivni PDE 5 inhibitor. Inhibice PDE 5 tadalafilem zvySuje hladiny
cGMP v corpus cavernosum. Tento proces vede k uvolnéni hladkého svalstva, pritoku
krve do tkani penisu, a tim k erekci. Pisobeni tadalafilu na PDE 5 je mnohem
intenzivnéjsi nez na ostatni fosfodiesterazy. Doba ¢innosti tadalafilu je az 36 hodin po
podani. Minimalni doba nastupu ucinku je 16 minut. U tadalafilu nebyly zjistény zadné
zmény tlaku ¢i poruchy barvocitu na rozdil od sildenafilu a vardenafilu.

V primarnich studiich u¢innosti bylo u pacientli lécenych piipravkem Cialis (

tadalafil ) aspesnych 75% vsech pokusti o pohlavni styk oproti 32% na placebu [5].



Farmakokinetické vlastnosti

Absorpce:

Tadalafil se po perordlnim podani rychle vstiebava a primérné maximalni
plazmatické koncentrace (Cmax) je dosazeno piiblizné za 2 hodiny po podani. Rychlost
a rozsah absorpce tadalafilu nezavisi na piijmu potravy, je tedy mozné uzivat piipravek
Cialis s jidlem i nala¢no. Doba podani pfipravku (rdno nebo vecer) neméla vyznamny
ucinek na rychlost a rozsah absorpce [5].

Distribuce:

Primérny distribu¢ni objem je pfiblizné 63 1, coz naznacuje distribuci tadalafilu do
tkani.

94% tadalafilu je pti terapeutickych koncentracich vdzano na plazmatické proteiny.
Vazba na proteiny neni ovlivnéna poruchami funkce ledvin [5].

Metabolismus:

Tadalafil je metabolizovan pievazné isoformou 3A4dcytochromu P450 (CYP).
Hlavnim cirkulujicim metabolitem je metylkatecholglukuronid. Tento metabolit
vykazuje nejméné 13 000 krat nizsi Gi€innost na PDES nez tadalafil. V pozorovanych
koncentracich neni proto klinicky uc¢inek metabolitu ptedpokladan [5].

Vylucovani:

Primérnd orédlni clearance tadalafilu u zdravych jedinct je 2,5 I/h a primérny
elimina¢ni poloc¢as je 17,5 hodiny. Tadalafil je vylucovan predevS§im ve formé
neaktivnich metabolitli , pfevazné stolici (pfiblizn€ 61% podané davky ) a v mensi miie

moci (pfiblizné 36% podané davky) [5].

Farmakokinetika stanovend u populace trpici poruchami erekce je shodnd s
farmakokinetikou

u jedincti bez erektilni dysfunkce [5].
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2.6. Porovnani Viagry, Levitary a Cialisu

Sildenafil ( Viagra ), vardenafil ( Levita ) a tadalafil ( Cialis ) jsou vSechny
specifickymi inhibitory PDE 5. Sildenafil a vardenafil jsou si podobné chemickou
strukturou, tadalafil se chemickou strukturou odlisuje ( Obr.¢.1, 2, 3 viz vyse ). Se
sildenafilem mame vice zkuSenosti neZ s vardenafilem, jelikoz se v CR uziva delsi
dobu. Vsechny tfi preparaty maji vynikajici u€inky a jsou dobie snasené [3].

Jidlo pted pozitim 1éku nezpozd'uje resorpci tadalafilu, redukuje a zpozd’uje resorpci
sildenafilu a vardenafilu, zejména pokud obsahuje vice tuku. Tadalafil se od sildenafilu
a vardenafilu odliSuje také ve farmakokinetice. Vrcholy plazmatickych hladin jsou u
sildenafilu a vardenafilu dosaZeny do jedné hodiny, u tadalafilu do dvou hodin [6].
Nastup ucinku tadalafilu by mél byt tedy pomalejsi. U nekterych jedincti dochazi
k prvnim G¢inkim jiz po 16 minutach, coz je srovnatelné se sildenafilem ( 25 minut ) a
vardenafilem ( 15 — 25 minut ). Biologicky polocas (t '), ktery podmifiuje dobu trvani
ucinku je u tadalafilu 17,5 hodiny. Tato doba je mnohem delsi nez u sildenafilu ( 3 — 4
hodiny ) a vardenafilu ( 4 - 5 ) a ¢ini tadalafil vyjimecnym. [6]. Doba G¢innosti
tadalafilu je az 36 hodin, zatimco u sildenafilu a vardenafilu je to 4 - 5 hodin [3]. Doby
ucinnosti tadalafilu a zbylych dvou PDE 5 inhibitor se navzajem dopliuji a pacient si

muze zvolit jemu lépe vyhovujici 1ék.

3. METODY VYHLEDAVANI POUZITYCH ZDROJU

Zdroje z kterych se v této praci Cerpalo byly ziskany pomoci internetu. Zdroje pro
teoretickou c¢ast jsou v ¢eském jazyce. Do vyhledavace google ( www.google.com )
byly zadany postupné hesla ,,Viagra®, ,,Levita®, ,,Cialis®, ,,erektilni dysfunkce®,

,sildenafil, ,,vardenafil®, ,,tadalafil®. Z nalezenych zdroju se vybraly vhodné ¢lanky
pro tento ucel ( viz pouzité zdroje [1] —[6] ).

Vlastni metody stanoveni SVT se ziskaly z ¢lankii publikovanych v odbornych
casopisech v anglickém jazyce. Tyto ¢lanky byly nalezeny prostfednictvim servert
Pub Med ( www.pubmed.gov ) a Web of knowlidge
(http://portal.isiknowledge.com/portal.cgi/portal.cgi/?DestApp=WOS&Func=Frame&In
it=Yes&SID=R1e34iIEKpKfcomc55M ). Na téchto serverech byly zadany hesla ,,
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sildenafil® ( vardenafil, tadalafil ) and ,,determination* nebo ,,assay*, ,,determination of
SVT* ((in human plasma ). Z nalezenych odkezl se opét vybraly ¢lanky pouzitelné pro
tento ucel. Prace je zaméfena na metody publokované v poslednich péti letech,
s vyjimkou zajimavého odkazu [14] z roku 2001. Jednd se o odkazy [7] — [32]. Plny
text byl dostupny jen u néckterych clank, a tak bylo cCaslo Cerpano pouze ze
zvetejnénych abstrakti. Toto omezeni se nijak vyrazné neodrazilo v uplnosti této prace,
jelikoz vétSina abstraktll obsahovala vSechny pozadované informace o dané analytické

metodé.
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4. VYSLEDKY RESERSE

Tab.€.1 Chromatografické metody

stanovovana Matrice metoda kolona-naplii/m.f./rozméry detekce limity stanoveni
latka
sildenafil Lidska RP-HPLC- methanol ( 10 mM — acetat amonny | ESI - MS linearni rozsah koncentraci 0,125 - | [7]
plasma MS/MS pH 7,0 (85:15) 40 ng/ml
sildenafil citrat Lécivé RP-HPLC C-18 kolona, acetonitril:voda UV diode array linearni rozsah koncentraci [8]
piipravky, (45:55) 220 nm 5x10® — 1x10°mol/I
lidskéa LOQ 7,5%x10®mol/l, LOD
plasma 2,2x10®mol/l
sildenafil citrat T¢lni RP-HPLC- | NovaPak C18 HPLC kolona, MS analyzator LOD 0,2 ng/ml [9]
tekutiny MS acetonitril + 10 pg/ml trimethylamin | PerkinElmer LOQ 0,5 ng/ml
v 2 mM mravenéanu amonném o pH | Sciex Api 100
3,0 S jednoduchym
kvadrupolem
sildenafil a jeho | krysi sérum | SPE-RP - Kromasil C-18 kolona, photodiode array [10]
metabolit N - HPLC fosfatovy pufr ( 0,05 M) — acetonitril | detektor

demethylsildenaf
il

(54:46, pH 8)
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sildenafil a jeho | Lidska RP-HPLC C-8 (150 mm x 4,6 mm ), elektrochemicka | LOQ 7,858 ng/ml pro sildenafila | [11]
metabolit plasma acetonitril, methanol a fosfatovy LOQ 8,675 ng/ml pro N-demethyl
N- demethyl pufr (0,05 M) (18,5:34,5:47,0) pH sildenafil
sildenafil 7,68
sildenafil a jeho | Lidska RP-HPLC- | kiemenna kolona, MS LLOQ 1,0 ng/ml pro sildenafil a [12]
metabolit plasma MS organicko — vodna m.f. demethylsildenafil
demethyl-
sildenafil
sildenafil Lidska RP - LC- Luna fenylhexyl kolona, smés ESI - MS LLOQ 2,0 ng/ml pro sildenafil [13]
plasma MS acetonitrilu a mravenc¢anu amonného
(10 mM, pH 6,0) (60:40)
sildenafil Lidska RP-HPLC Capcell Pak MF Ph — 1 kolona ( linedrni rozsah koncentraci 10- [14]
plasma 20x4 mm ) 15% acetonitril v 20 mM 1000 ng/ml
fosfatovém roztoku pH 7, stiedni LOD 10 ng/ml
kolona (35%2 mm), fenyl-hexyl
kolona (100x2 mm) 36% acetonitril
v 10 mM fosfatovém roztoku pH 4,5
sildenafil, Ptirodni LC-MS/MS MS LOD 0,05 —1,5 ng/ml [15]
famotidine 1éky, potrav.

doplnky

14




sildenafil Rostlinné HPTLC deska se silikagelem, toluen — aceton | denzitometricky | linearni rozsah koncentraci [16]
1é¢ivé — methanol ( 6:2:2) pii vinové délce 100 — 600 ng na skvrnu
pripravky 312 nm
sildenafil Lécivé HPTLC deska se silikagelem, CHCI;— denzitometricky [17]
ptipravky a methanol- diethylamin (90:10:1) | pfi vinové délce
afrodizia- 305 nm
kalni
rostlinné
ptipravky
vardenafil Lécivé RP-HPLC C — 18 kolona a Chromolit linearni rozsah koncentraci 10- [18]
ptipravky Performance RP- 18e monolitova 1000 pg/ml, LOD a LOQ je 0,10
kolona, smés acetonitril ( pH od 2 do a 0,31 pg/mlproC—-18;0,11 a
7,5) -fostatovy pufr 0,32 ug/ml pro monolitickou
kolonu
tadalafil Lidska RP- HPLC- | Xterra MS C18 kolona, 10 mM ESI - MS linearni rozsah koncentraci 10 — [19]
plasma MS mravenc¢an amonny-acetonitril ( 1000 ng/ml
10:90, pH 3) LLOQ 10 ng/ml
tadalafil krysi plasma | RP-HPLC C-18 kolona, acetonitril-voda UV 290 nm kalibra¢ni kiivka linearni od 10 do | [20]

(35:65) s 20 mM fosfatovym pufrem
opH7

2000 ng/ml,
LOQ 10 ng/ml
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tadalafil Lécivé RP-HPLC monolitova kolona Chromolith UV 230 nm linearni rozsah koncentraci [21]
pripravky Performance RP-18e od 100 do 5000 ng/ml pro
( 100 mmx4,6 mm i.d.), fosfatovy tadalafil, LOD 100 ng/ml,
pufr (100 mM, pH 3) — acetonitril (pro sildenafil byl LOD 50- 5000
(80:20) ng/ml)
tadalafil citrate Tablety TLC deska se silikagelem, n-hexan — densitometricky [22]
ethylacetat — methanol ( 8,0:6,0:2,0) | pfi vinové délce
285 nm
sildenafil, Lidska LLLmikroE linearni rozsah koncentraci od 5 [23]
vardenafil plasma -HPLC ug/l dol,0 mg/1
LOD 1 pg/l pro sildenafil a LOD
0,5 png/l pro vardenafil
sildenafil, Ptirodni RP-HPLC — | C-18 kolona, roztok acetonitrilu a UV 292 nm, linearni rozsah koncentraci 0,8 — | [24]
vardenafil, potravinové | UV-ESI-MS | vodny roztok ( 20 mmol acetatu identifikace 1é¢iv | 80 pug/ml pro sildenafil, 2,25 — 225
tadalafil doplnky amonného, 0,2% kyselina mravenci) | ESI-MS pg/ml pro vardenafil, 1,1 — 110

ng/ml pro tadalafil
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sildenafil, potravinové | RP-HPLC- | Waters Symmetry C18 kolona diode array sildenafil-LOD 1,3 ng, LOQ 4,5 [25]
vardenafil, dopliky DAD (25 cm x4.6 mm, 5 um), (DAD), 225, 230 | ng, vardenafil- LOD 2,0 ng,
tadalafil, 38% acetonitril a 62% 0,01 M a290 nm LOQ 7,0 ng, tadalafil - LOD 0,9
homosildenafil, vodny roztok mravenéanu ng, LOQ 3,2 ng, homosildenafil-
hydroxyhomosil amonn¢ho LOD1,6 ng, LOQ 5,5 ng,
denafil, hydroxyhomosildenafil-LOD 1,2
acetildenafil ng, LOQ 4,5 ng,

acetildenafil-LOD 1,4 ng,

LOQ 4,5 ng,
sildenafil, potravinové | RP-LC-ESI- | Luna C18 kolona (150 mm x2 mm, | MS sildenafil-LOD 0,03 ng, LOQ 0,10 | [25]
vardenafil, doplnky MS-MS 5 um), ng, vardenafil-LOD 0,02 ng, LOQ
tadalafil, 62% 0.01 M vodny roztok 0,07 ng

homosildenafil,
hydroxyhomosil
denafil,

acetildenafil

mravené¢anu amonného a 38%

acetonitril

tadalafil-LOD 0,21 ng, LOQ 0,70
ng, homosildenafil-LOD 0,03 ng,
LOQ 0,11 ng,
hydroxyhomosildenafil-LOD
0,045 ng, LOQ 0,16 ng,
acetildenafil-LOD 0,02 ng, LOQ
0,07 ng
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PDE-5 inhibitor | Lidska RP-HPLC- | Luna fenylhexylovakolona, smés ESI - MS LLOQ 2,0 ng/ml [26]
DA —8159 a plasma MS acetonitrilu a mraven¢anu amonného
jeho metabolit (10 mM, pH 6) (60:40)
DA - 8164
PDE -5 inhibitor | Lidska RP-HPLC- | Capcell Pak C —18 UG 120 kolona, | UV 292 nm LLOQ 5 ng/ml pro plasmu a 10 [27]
DA - 8159 plasma, mo¢ | UV 30% acetonitril a 70% 20 mM ng/ml pro mo¢
fosfore¢nan draselny ( pufr pH 4,5)
Tab.€.2 Potenciometricka metoda
stanovovana Matrice metoda elektrody limity stanoveni
latka
sildenafil Léciveé potenciometre | dvé potenciometrické elektrody | rychla odezva na SC v rozmezi koncentraci 1,0x107% | [28]
p¥ipravky, citlivé na SC zaloZené na ~7,9x107a 1,0x102 - 1,0x10° M

lidské sérum

elektroaktivni membrané z PVC,
obsahujici iontové asocialy SC
s wolframatofosforecnanem (TP)

a reineckatem ( Re)

LOD 0,53 2 0,67 ug/ml pH 3-6 pro TP a Re, v tomto

potadi

18




Tab.¢.3 Spektrofotometrické metody

stanovovana Matrice metoda reakce vinova délka limity stanoveni
latka
sildenafil citrat Cista 1éCivaa | spektrofotometr | sildenafil citrat + diazotovany 475 nm linearni rozsah koncentraci [29]
komeréni ie dapson v hydroxidu sodném 30 — 80 pg/ml
1éciva
obsahujici
sildenafil
citrat
sildenafil citrat Cista léCivaa | spektrofotometr | sildenafil citrat + diazotovana p- | 420 nm linearni rozsah koncentraci [29]
komer¢ni ie sulfanilova kyselina v hydroxidu 20— 100 pg/ml
1é¢iva sodném
obsahujici
sildenafil
citrat
sildenafil citrat Lécivé RRS ( sildenafil + Evansova modf - maximum pii 365 [30]
ptipravky resonance vznik4 komplex (sil:EM=1:1) ve | nm, ostatni intenzita RRS je primo méma
Rayleigh- vodném roztoku o pH 1,1 —4,6 | mé&Zeni pti 400, koncentraci sildenafilu od 0 do

scattering)

442,470 a 534

nm

11,5 pg/ml, LOD 30,3 ng/ml
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Tab.¢.4 Voltametricka metoda

stanovovana Matrice metoda elektroda technika limity stanoveni
latka
vardenafil tablety, lidska | voltametrie skelny uhlik cyklicka, linearni rozsah koncentraci od [31]
plasma diferencni pulsni, | 4x10 " do 2x10 > mol/l
nebo Squarewave
voltametrie
Tab.¢.5 Hmotnostné spektrometricka metoda
stanovovana Matrice metoda limity stanoveni
latka
sildenafil, Lécivé ESI-MS-MS LLOQ 20 ng/ml [32]
vardenafil, ptipravky,
tadalafil rostlinné
ptipravky
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5. METODY STANOVENI LATEK

5.1. Chromatografické metody

Ptehled chromatografickych metod je uveden v tabulce ¢. 1. Jde bezpochyby o
nejvice rozsifené metody pii stanoveni sildenafilu, vardenafilu a tadalafilu a jejich
metaboliti.

Chromatograficky se stanovuji SVT v télnich tekutinach, potravinovych doplicich i

1é¢ivych pripravcich.
511. RP-HPLC

Nejcasteji se stanovuji SVT pomoci RP-HPLC. U této metody se nejvice pouzivaji
C-18 kolony. Jako mobilni faze jsou uzivany zejména acetonitril, methanol, fosfatovy
pufr, mravenan amonny a jejich smési sriznymi kombinacemi a zastoupenim
jednotlivych latek. K ziskavani SVT z matrice se vétSinou uziva extrakce — LLE, méné
casto SPE. Organickou fazi pii LLE byva ether, methanol, chloroform nebo
dichlormethan. Detekce je u téchto stanoveni UV nebo MS ( ¢asto ESI-MS ).

Ergun a kol. provedli naptiklad stanoveni sildenafil citratu v lidské plasmé a 1é¢ivych
piipravcich pomoci RP-HPLC. Jedné se o jednoduchou, piesnou, rychlou a spravnou
metodu. Pfi stanoveni pouzili kolonu C-18 a smés acetonitril-voda ( 45:55 ) jako m.f.
K detekei byl pouzit diode array detektor pii 220 nm [8].

Pomoci RP-HPLC se stanovuji také SVT vedle sebe. Prikladem mize byt soucasné
stanoveni SVT vV ptirodnich potravinovych doplncich, jako nezddoucich latek. Zhu a
kol. provedli toto stanoveni metodou HPLC-UV-ESI-MS. Separace dosahli na koloné
C-18 a smesi acetonitrilu a vodného roztoku ( 20 mmol acetatu amonného; 0,2%
kyseliny mraven¢i ) jako m.f. Metoda byla Usp&né aplikovana pro analyzy vzorkl

ptirodnich potravinovych dopliki [24].
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512. HPTLC

Tenkovrstva chromatografie se také da vyuzit pro stanoveni 1écivych latek uzivanych
pii ED. Reddy a kol. pouzili tuto techniku pro stanoveni sildenafil citratu v rostlinych
1é¢ivych piipravcich. Desky se silikagelem byly umistény v sytici komote svisle, ve
vzdalenostech 8 cm. Jako m.f. zde byla pouzita smés toluen-aceton-methanol ( 6:2:2 ).
Detekce byla provedena denzitometricky pifi 312 nm. Tato HPTLC technika je
doplikova pro ostatni chromatografické metody a potencialné muaze slouzit pro rutinni
analyzy pfi kontrole kvality [16].

Abourashed a kol. uzili také HPTLC metodu pro stanoveni sildenafil citratu, a to
v Iékovych ptipravcich a afrodiziakalnich rostlinnych pfipravcich. Zde byla pouzita
silikagelova deska a smés chloroform-methanol-diethylamine ( 90:10:1 ). Detekce byla
opet denzitometricka pii 305 nm. Sildenafil jako zakézana piimés byl stanoven
Vv Iékovych pripravcich a to v obsahu od 49,7 do 50,5 mg v tableté a dokonce v jednom
ze tii afrodiziakdlnich rostlinych piipravkd, prohlaSovanych za zcela pfirodni ( obsah
V tableté 85,0 mg ) [17].

U tfeti nalezené TLC metody Tampubolon a kol. stanovovali tadalafil citrat
v tabletach. Pouzita byla deska se silikagelem a smés n-hexan-ethylacetat-methanol (
8:6:2 ). Detekce byla provedena densitometricky pii 285 nm. Tato metoda je levna,
citliva, pfesnd a spravna, muze byt pouZita pro rutinni analyzy tablet ve farmaceutickém

pramyslu, v laboratofich kontrolujicich kvalitu [22].

5.2. Potenciometricka metoda

Potenciometrickd metoda pro stanoveni sildenafilu v 1é¢ivych piipravcich a lidském
séru je prehledn€ uvedena v tabulce ¢.2. Hassan a kol. provedli tuto metodu s pouZzitim
dvou elektrod citlivych na sildenafil citrat. Elektrody jsou zaloZené na elektroaktivni
membrané z PVC, obsahujici iontové asocialy SC s wolframatpfosforecnanem (TP) a
reineckatem (Re) . U této metody je rychla odpovéd’ SC v rozmezi koncentraci 1,0 107
—7,9x107a 1,0x10% - 1,0x10° M, LOD 0,53 a 0,67 ug/ml pH 3-6 pro TP a Re v tomto
poradi. Obé¢ elektrody ukazuji dobrou citlivost pro sildenafil citrat v 1éku, i ptes ptimési
dusikatych latek, nékterych anorganickych kationli, mastovych zdkladl a rozpoustédel

bézn¢ uzivanych v 1é¢ivych ptipraveich [28].
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5.3. Spektrofotometrické metody

Spektrofotometrické metody pro stanoveni sildenafil citratu v 1éCivech jsou
uvedeny v tabulce ¢.3. Jde o dvé jednoduché spektrofotometrické metody, které
vyvinuli Rao a kol. Metody jsou vyhodné pii analyze velkého mnozstvi vzorki.
Metoda A je zalozena na reakci mezi sildenafil citratem a diazotovanym dapsonem
V hydroxidu sodném. Linedrni rozsah koncentraci je zde 30 — 80 ug/ml pii 475 nm
s molarnim absorp&nim koeficientem 767,4 mol™ cm™. Pii druhé metod& (B) dochazi
k reakci mezi sildenafil citratem a diazotovanou p-sulfanilovou kyselinou v hydroxidu
sodném. Linearni rozsah koncentraci je zde 20 — 100 pg/ml pii 420 nm s molarnim
absorpénim koeficientem 9461 mol™ cm™. Tyto metody byly pouZity pro analyzy
Cistych 1ékti a komerénich ptipravki obsahujicich sildenafil citrat. Bézné mast'ové
zéklady a piimésy 1€k nerusi stanoveni. Tyto metody nabizeji ur¢ité vyhody, zejména
jednoduchost, rychlost a citlivost bez potteby extrakce nebo zahtivani [29].

Metodu RRS ( resonance Rayleigh-scattering ) provedli Liu a kol. Jde o stanoveni
sildenafil citratu v 1éCivych pfipravcich, zaloZzené na reakci s Evansovou modii za
vzniku iontové asociovanych komplext (sil:EM=1:1) ve vodném roztoku o pH 1,1 —
4,6. Maximum RRS je pii 365 nm. Ostatni piky byly pti 400, 442, 470 a 534 nm.
Intensita RRS byla ptimo umérna koncentraci sildenafilu v rozmezi od 0 do 11,5 pg/ml
a LOD pro sildenafil byl 30,3 ng/ml. Metoda ma dobrou citlivost a miiZze byt pouzita pro
stanoveni sildenafilu ve vodnych fazich bez pouziti organického extrakéniho

rozpoustédla [30].

5.4. Voltmetricka metoda

Voltmetricka metoda stanoveni vardenafilu v tabletach a lidské plasmé je uvedena
Vv tabulce ¢.4. Metodu provedli Uslu a kol. Ke stanoveni pouzili elektrodu ze skelného
uhliku. Vardenafil poskytoval ireverzibilni anodické viny v rozmezi pH 1,0 — 12,0
v riznych elektrolytech. Linearni rozsah koncentraci byl v rozmezi 0,4 - 20 pumol/l.
Navrzend metoda byla Uspé€$né pouzita ke stanoveni vardenafilu v tabletach a lidské
plasmé. Mimoto vysledky ziskané touto metodou byly porovnatelné s HPLC metodami
[31].
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5.5. Hmotnostné spektrometricka metoda ( MS )

MS stanoveni sildenafilu, vardenafilu a tadalafilu je uvedeno v tabulce ¢. 5.
Stanoveni  téchto latek pomoci ESI-MS-MS v 1écivych a rostlinych piipravcich
popisuje Abdel- Hamid. Metoda umozZiiuje rychlé stanoveni PDE-5 inhibitord (< 3min )
a velice selektivni detekci v pritomnosti pfimési tabletek nebo matrice ptirodnich latek.
Kvantifikace sildenafilu, vardenafilu a tadalafilu bylo dosaZzeno vicendsobnym
monitorovanim iontd pii m/z 475 > 100, 390 > 268, 489 > 169, v tomto poradi .
Koncentrace kazdé latky bala urCena z kalibra¢ni kiivky sestavené pomoci vnitiniho
standardu ( fenylalanin m/z 166 > 103 ). Na zaklad¢ ziskanych dat byla navrzena tato
metoda pro rutinni analyzy léCivych a rostlinych piipravktt obsahujicich PDE-5
inhibitory [32].

Ve vytvorenych tabulkach chybi u nékolika metod tidaje o kolong, zptsobu detekce

¢1 limitech stanoveni. Chybéjici idaje nebyly bohuzel dostupné.

5.6. Porovnani metod stanoveni sildenafilu, vardenafilu, tadalafilu

Z ptehledu nalezenych metod uvedenych v kapitole 3. ( viz vySe ), je ziejmé, ze
HPLC metody vyrazn€ pfevazuji nad ostatnimi metodami pouZivanymi pii stanoveni
SVT. Vyuziva se zde hlavné RP — HPLC, zejména pro svou rychlost ( Casy separaci
okolo 3 — 8 minut ), nizké limity detekce a kvantifikace ( fadové ng/ml ) a snadné
zaClenéni do tzv. tandemovych metod ( napt. RP-HPLC-MS ). Tenkovrstva
chromatografie zde ptedstavuje metodu dopliikovou k HPLC metoddm. Ostatni metody
pro stanoveni SVT se vyuZivaji méné, nicméné pfic¢iny jsou rozmanité a nelze fici, ze
jde o vyrazné hor$i metody v porovnani s RP-HPLC. Divodem je naptiklad mensi
citlivost metod, ale také to, Ze metody jsou zatim méné prozkoumané nez RP-HPLC,
vyznamnou roli pfi stanoveni SVT. Jednd se hlavn€ o potenciometrickd a hmotnostné
spektrometricka stanoveni SVT. U spektrofotometrickych metod je sice mensi citlivost,
avSak tyto metody vynikaji pfedevSim svou jednoduchosti a nenaroc¢nosti na pfistrojové

vybaveni.
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6. ZAVER

Byl vytvofen piehled analytickych metod pouzivanych pro stanoveni sildenafilu,
vardenafilu a tadalafilu ( latek pouzivanych pii ED ) v télnich tekutinach, potravinovych
doplncich a lécich. Ve vyctu nalezenych metod za posledich pét let vyrazné prevazuji
chromatograficka stanoveni, a to zejména RP-HPLC. Velka ¢ast metod se zabyvala
stanovenim vySe uvedenych latek v té€lnich tekutindch ( 15 metod ), zejména v lidské
plasmé. O néco mén¢ bylo nalezeno metod pro stanoveni SVT v lécich ( 12 metod ) a
nejméné¢ pak v potravinovych dopliicich ( 4 metody ), kde slouzi stanoveni SVT
k odhaleni téchto latek jako nezadoucich pfimési. Kromé chromatografickych metod se
pouzivaji metody spektrofotometrické, potenciometrické, voltmetrické a hmotnostné

spektrometrické. Jejich porovnani je uvedeno v kapitole 4.6.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

cAMP
cGMP
CYP
DAD
ED
EM
ESI
ES
HPLC
HPTLC
IS
LOD
LOQ
LLE
LLOQ
m.f.
MS
PDE
PVC
Re
RRS

Rt
SC
s.f.
SPE
SVT
TP
TLC
uv

cyklicky adenosinmonofosfat
cyklicky guanosinmonofosfat
cytochrom p 450
diode array detector
erektilni dysfunkce
Evansova modi
ionizace elektrosprayem
vngjsi standard ( external standard )
vysoceuc¢inna kapalinova chromatografie
vysoceucinna tenkovrstva chromatografie
vnitini standard ( internal standard )
limitdetekce (limit of detection)
limit kvantifikace (limit of quantificiation)
liquid- liquid extrakce
spodni limit kvantifikace ( low limit of quantificiation )
mobilni faze
hmotnostni spektrometrie ( mass spektrometry )
fosfodiesterdza ( phosphodiesterase)
polyvinylchlorid
reineckat
resonance Rayleigh-scattering
obracené faze (reverse phase)
retencni ¢as
sildenafil citrat
stacionarni faze
solid phase extrakce
sildenafil, vardenafil, tadalafil
wolframatofosforecnan ( tungstofosfate )
tenkovrstva chromatografie

ultrafialova oblast detekce ( ultraviolet )
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SOUHRN

Latky pouzivané pfi 1é€b¢ erektilni dysfunkce se daji stanovit riznymi analytickymi
metodami. Prace se zabyva tfemi latkami, které se dnes pouZzivaji nejvice pii 1écbé
erektilni dysfunkce. Jsou to sildenafil ( Viagra ), vardenafil ( Levitra ) a tadalafil
( Cialis ). V textu je popsano stanoveni téchto latek v télnich tekutinach, potravinovych
dopliicich a lécich. Analytické metody jsou uspotfaddany v ptehlednych tabulkéach.
Nejrozsahlejsi tabulka patii chromatografickym metodam, které se zde pouzivaji
nejvice, a to zejména HPLC na obracenych fazich. Prace je rozdélena na teoretickou
cast, tabulky a popis vybranych metod. Text zahrnuje i zhodnoceni a porovnani
jednotlivych metod. Tato prace mize slouzit jako pfehled uzivanych analytickych
metod pii stanoveni sildenafilu, vardenafilu a tadalafilu, pro vSechny zdjemce o tuto

problematiku.

ABSTRACT

Substances used at treatment erectile disfunction give determine by various
analytical methods. Work deal with three substances, which we use mostly at treatment
of erectile disfunction today. These are sildenafil ( Viagra ), vardenafil ( Levitra ) and
tadalafil ( Cialis ). In this text there is described determination of these substances in
body fluids, food supplements and medicines. Analytic methods are organized in well -
arranged tables. The most extensive table is devoted to chromatographic methods,
which are used mostly here, namely especially HPLC on reverse phases. Work is
divided into theoretic part, tables and description of chosen methods. The text includes
also estimation and comparison of single methods. This work is able to serve as a view
of analytical methods used at assesment of sildenafil, vardenafil and tadalafil, for all

persons interested in these problems.
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