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Stiibrné amalgamové elektrody poskytuji Siroké moz-
nosti vyuziti pfi stanoveni organickych i anorganickych elek-
trochemicky redukovatelnych analytd'?.V tomto piisp&vku
budou popsany nové moznosti stiibrného amalgamu jako
elektrodového materialu pouzitého pii konstrukci pracovnich
elektrod pro nové voltametrické a amperometrické metody
stanoveni vybranych nitrofenolt.

Smisenim jemného prasku stfibrného amalgamu
s vhodnou pastovaci kapalinou byla pfipravena stfibrna tuha
amalgamova pastova elektroda (AgSA-PE) podobna uhliko-
vym pastovym elektrodam. Vyhodou AgSA-PE, je jednoduse
obnovitelny elektrodovy povrch eliminujici jeho pfipadnou
pasivaci, potencialové okno sice uzsi v porovnani s rtutovou
elektrodou, ale stale dostate¢né Siroké, a dostate¢na velikost
a reprodukovatelnost méfeného signalu®.

Pro amperometrické stanoveni smési nitrofenolii po
jejich separaci pomoci RP-HPLC byl porovnan klasicky
Htuzkovy“ typ lesténé stiibrné tuhé amalgamové elektrody (p-
AgSAE) ve ,,wall-jet” uspofadani s nov¢ pfipravenou pracov-
ni p-AgSAE kompatibilni s komeréné dostupnym tenkovrst-
vym pritokovym detektorem (BAS, USA). Tenkovrstvé uspo-
fadani poskytuje v porovnani s ,,wall-jet” uspofadanim stabil-
n&jsi signal s vy$§i hodnotou poméru signal/sum®.

Zcela nove byly pfipraveny pracovni elektrody vyuziva-
jici jako elektrodovy material krystal stfibrného amalgamu.
Z n&j byly pfipraveny mikrocylindrické stiibrné amalgamové
elektrody, vhodné pro vsadkova voltametrickaA méteni
i v mikroobjemu. Krystal stiibrného amalgamu byl dale pou-
zit pii konstrukci mikrocylindrické prutokové detekéni cely,
ktera byla UGsp&$né pouzita pii amperometrickém stanoveni
smési nitrofenold po jejich predchozi separaci pomoci RP-
HPLC.

Tato prace vznikla za financént podpory MSMT CR (LC 06035
and MSM 0021620857) a GACR (203/07/1195) a Grantovou
agenturou Univerzity Karlovy (projekt SVV 261204).
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Praca pojednava o automatizicii dvojdimenzionalneho
(2D) rezimu separacie na baze spajania kapilarnych kolén pre
izotachoforézu (ITP) so zénovou elektroforézou (CZE). Toto
spojenie (ITP-CZE), doplnené o pouzitie diskrétnych space-
rov (DS) pridavanych do analyzovanych vzoriek, pontuka
separaciu a detekciu analytov obsiahnutych v mnohozlozko-
vych zmesi latok. Su¢asnou tlohou je tiez spracovat’ vacsi pocet
vzoriek a pokryt’ pracovnu $kalu pre ca. 24 hodin denne.

V naSej praci bol pouzity prototyp automatizovaného
elektroforetického analyzatora so separa¢nou jednotkou uspo-
riadanou pre techniku spajania kolén'. V experimentoch bola
pouzita anidnickd modelova zmes (50 UV absorbujtcich ana-
lytov) a vzorky mocu.

V 2D ITP(DS)-CZE separaciach sme Studovali ulohu
prostriedkov zvySujicich CZE rozliSenie analytov vratane
zbytkovych zloziek matrice. Ukazali sme, ze pre 50 analytov
bolo rozpoznanych 35-36 analytov. Riziko takéhoto prekryvu
bolo eliminované vyuzitim 4 DS (vytvorenie 5 frakcii). Dobra
reprodukovatelnost’ tohto pristupu bola opakovane preukaza-
na. Tento pristup, vyuzitie 2D separacii, sa da povazovat' za
vyznamny analyticky nastroj pre separaciu mnohozlozkovych
zmesi v kapilarnej elektroforéze. Prirodzene, experimenty
Studované pre 2D ITP(DS)-CZE separaciu vzoriek mocu vy-
kazujti moznosti, ktoré boli typické pre separacie modelovyvh
zmesi.

Z nasej prace je logické konstatovat’, ze 2D ITP(DS)-
CZE pristup je kl'uCovym prostriedkom na zniZenie rizika
prekryvu separovanych latok (zniZenie tzv. saturaéného fakto-
ra, definované¢ho Giddingsom). Inymi slovami, je to nastroj
vhodny na separaciu biologickych vzoriek komplexného cha-
rakteru. Da sa poznamenat’, ze pristup uvedeny v tejto praci
nebol doteraz prezentovany.

Praca bola podporend Slovenskou grantovou agenturou
VEGA (1/0672/09 a 1/0882/09), Slovenskou agenturou pre
vyskum a vyvoj (VVCE-0070-07) a Grantom Univerzity Ko-
menského cislo UK/329/2009.
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Cielom prace bolo stcasné stanovenie dusi¢nanov
a dusitanov, produktov oxidacie oxidu dusnatého, v mozgovo-
miechovom moku (CSF) metdodou zdnovej -elektroforézy
(CZE) na ¢ipe s vodivostnou detekciou.

Elektroforetické separdcie dusicnanov a dusitanov boli
vykonané na polymetylmetakrylatovom (PMMA) Ccipe so
systémom spdjania separa¢nych kanalikov (CC) v hydrodyna-
micky uzatvorenom separa¢nom systéme s potlacenim elek-
troosmozy. Separacie boli uskutocnené v nosnom elektrolyte
(pH 3,8 s pridavkom dodecyldimetylammoniopropansulfona-
tu, DDAPS), ktory umoznil separaciu dusi¢nanov a dusitanov,
a zaroven dusi¢nanov a chloridov, ktoré st typickou makro-
zlozkou v CSF. Pouzitim davkovaca o objeme 1 pul boli ziska-
né detekéné limity pre dusiénany a dusitany na tirovni 5-6 pg I™".

Chloridy nachadzajiice sa vo vzorkach CSF na velmi
vysokych koncentraénych tirovniach (cca 4500 mg I™') zne-
moziovali stanovenie dusi¢nanov a dusitanov (prekryv pi-
kov), preto na ich odstranenie z findlneho separa¢ného systé-
mu pred analyzou boli zvolené dva pristupy: (1) on-line ZE
preduprava na CC ¢ipe pracujiceho v CS rezime a (2) extra-
kéna prediprava (SPE) na baze IC-Ag mikrokoléonok. Oba
uvedené pristupy umoznili odstranit’ cca 80 % chloridov
z davkovanej vzorky a umoznili rychle, reprodukovatelné
a citlivé stanovenie dusi¢nanov vo vzorkach CSF. Vzhl'adom
na velmi nizke koncentratné turovne dusitanov v CSF
(jednotky pg 1) je viak potrebné pouzit’ vhodnii on-line ale-
bo off-line prekoncentracnt techniku na ich stanovenie (napr.
izotachoréza v kombin4cii so zénovou elektroforézou na CC

éipe).

Praca bola podporena grantovymi agenturami VEGA
(€. 1/0672/09) a APVV (VVCE-0070-07).

LITERATURA
1. Kaniansky D., Masar M., Bodor R., Zuborova M., Olvec-
ka E., Johnck M., Stanislawski B.: Electrophoresis 24,
2208 (2003).

Sekce 3 — Cena Shimadzu

3S-04
ANALYZA BIOLOGICYCH VZORKU POMOCI
LASEROVE DESORPCE ZA UCASTI SUBSTRATU
VE SPOJENI S HMOTNOSTNI SPEKTROMETRI{
S INDUKCNE VAZANYM PLAZMATEM

PAVLA JUNGOVA®, ONDREJ PES*, TOMAS
VACULOVIC?, JARMILA NAVRATILOVA", JAN
SMARDA", VIKTOR KANICKY® a JAN PREISLER*"

@ Ustav chemie, b Ustav experimentalni biologie, Prirodove-
decka fakulta, Masarykova Univerzita, Kotlarska 267/2, 611
37 Brno

pavila.jungova@gmail.com

Laserova desorpce za UCasti substratu ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem
(substrate-assited laser desorption inductively-coupled plasma
mass spectrometry, SALD ICP-MS)' je nova metoda umozitu-
jici  stanoveni stopovych a ultrastopovych prvka
v submikrolitrovych objemech biologickych vzorkd. Na roz-
dil od bézné¢ pouzivané metody laserové ablace ICP-MS,
SALD ICP-MS wumoziuje kvantitativni analyzu kovi
v kapalnych vzorcich a to diky kompletni desorpci vzorkl
o pfesn¢ definovaném objemu (typicky 200 nl) nanesenych na
siln¢ absorbujici substrat a odpatenych nékolika pulsy lasero-
vého zafeni o vlnové délce 213 nm pfi relativné nizké hustoté
zativého vykonu laseru (10-100 MW cm™). Byla provedena
detailni charakteristika metody na modelovych vzorcich Cu
a zjisténa nezavislost ICP-MS signalu na hustoté zafivého
vykonu laseru, na velikosti a typu rastru, linedrni rozsah pies
6 tadi a nizké limity detekce (0,1-14 fmol pro Cr, Cu, Ni, Sn
aZn).

SALD ICP-MS byla uspésné aplikovana na stanoveni
koncentrace méd’natych iontt, které ovliviluji cytotoxicitu
disulfiramu vigi buitkdm myeloidni leukémie®. Spravnost
SALD ICP-MS byla ovéfena stanovenim médi v buikach
pomoci ICP-MS se zmlzovanim, tato konvencéni metoda
ovSem vyzadovala ptipravu fadové vétstho mnozstvi vzorku.

Kromé toho mohou biologické vzorky jako jsou metalo-
thioneiny byt po pfidani matrice analyzovany ze stejného
substratu pomoci hmotnostni spektrometrie s laserovou
desorpci/ionizaci za icasti matrice (MALDI MS). Kombinace
technik SALD ICP-MS a MALDI MS tak poskytne kompletni
informace jak o obsahu kovu tak o hmotnosti proteinu s mini-
malni spotfebou vzorku.

Tato price vznikla za podpory Grantové agentury Ceské re-
publiky (grant ¢. 203/09/1025) a grantii Ministerstva Skolstvi,
mladeze a télovychovy (MSM0021622411, MSM0021622412
a MSM00216224135).
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Sledovani specifickych molekul, tzv. ,,biomarkera* pro-
dukovanych organismem pfi patologickych procesech, je
v dne$ni dob¢ soucasti moderni lékaiské diagnostiky. Bézné
se setkavame s analyzou latek v krevni plazmé a moci, méné
Casto pak v mozkomisnim moku a kondenzatu vydechované-
ho vzduchu. Biomarkery oxidativniho stresu obsazené
v téchto matricich vznikaji neenzymatickou peroxidaci za-
kladnich stavebnich jedno-tek organismu reaktivnimi kysliko-
vymi ¢asticemi (ROS — reactive oxygen species). Mezi bio-
markery poskozeni nukleovych kyselin se fadi 8-
hydroxyguanosin, 8-hydroxy-2’-deoxyguanosin a 8-hydroxy-
guanin, poskozeni bilkovin signalizuji o-tyrosin a nitrotyrosin.
Biomarkery poskozeni fosfolipidovych membran (zejména -
3 a ®-6 nenasycenych mastnych kyselin) jsou 8-isoprostan
a aldehydy (malondialdehyd, 4-hydroxynonenal, 4-hydroxy-
hexenal a C6-C13 aldehydy).

Bylo zjisténo, ze hladiny vySe uvedenych biomarkert
jsou oproti hladiné fyziologické vyznamné zvySeny
v souvislosti s fadou zavaznych chorob. Mezi né patii napf.
plicni onemocnéni (chronicka obstrukéni plicni nemoc, rako-
vina plic, azbestoza, silikdza), neurodegenerativni onemocné-
ni (Alzheimerova a Parkinsonova choroba) a onemocnéni
kardiovaskularniho systému (infarkt myokardu a aterosklerd-
za). Ackoliv byla v nedavné dobé vyvinuta fada metod pro
stanoveni biomarkerQ oxidativniho stresu v télnich tekutinach
a byla prokazana moznost diferencialni diagnostiky oxidativ-
niho stresu, neexistuje do soucasnosti standardizovany postup
pro stanoveni jejich koncentranich hladin a vysledky
z ruznych pracovist’ vykazuji zna¢nou nesourodost. Mezi moz-
né zdroje chyb pii analyze zminénych biomarkerd l1ze zafadit
jejich velice rychlou teplotni degradaci.

Cilem piedkladané a zcela originalni metody bylo po-
stihnout a kvantifikovat parametry, které mohou byt zdrojem
v literatufe uvadénych rozporuplnych vysledki, a vypracovat
protokol zpracovani télnich tekutin pro stanoveni biomarkert
oxidativniho stresu. K tomu byly pouzity metody na bazi
“stable-isotope dilution assay” a hmotnostni spektrometrie
kombinované s piedseparatnimi metodami (SPE, ptipadné
imunoafinitni extrakce). Vyvinutou metodu multimarkerové-
ho screeningu oxidativniho stresu lze charakterizovat nizkym
limitem detekce a kvantifikace a vysokou ptesnosti, spravnos-
ti a selektivitou. Vyvinuta metoda byla testovana v klinické
studii, ve které byly sledovany hladiny biomarkerd u pacienti
s nemocemi oxidativniho stresu a kontrolni skupinou zdra-
vych osob.

Tato price vznikla za podpory Ministerstva zdravotnictvi CR
(Grant NS 10298-3/2009).
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Silice jsou slozité smési organickych slouc¢enin obsaze-
nych v rostlinach. Vyskytuji se prakticky ve vSech castech
(kvéty, plody, listy, stonky, kofeny...). Hlavni slozkou silic
jsou terpenové slouceniny (monoterpeny a seskviterpeny),
které ale vétSinou nemaji velky vliv na vini
a chut’ silic, protoze nositelem téchto vlastnosti jsou hlavné
kyslikaté slouceniny (alkoholy, aldehydy, ketony, estery atd.)
2 Silice jsou vyznamné predeviim pro jejich pozitivni vliv
na lidsky organismus. Lidé vyuzivali mnoho druhti bylin
a kofeni k léceni riiznych nemoci (napf. mata pro zazivani

rrrrr

aginek, meduiika proti kasli, pelynék pro zaZivani, atd.)’.

Nejcastéji pouzivanymi metodami pro izolaci silic
z rostlin jsou destilace s vodni parou, lisovani ¢i extrakéni
metody. AvSak vzhledem k tomu, Ze silice jsou tékavé slouce-
niny, je mozné je analyzovat po zakoncentrovani nejen piimo
z roztoku (DI), ale také z plynného prostoru nad vzorkem, tzv.
headspace (HS) technikou. K tomuto ucelu se jako perspek-
tivni jevi metoda mikroextrakce jednou kapkou (SDME —
single-drop microextraction). SDME je proces zaloZeny na
ustavovani rovnovahy mezi vzorkem, headspace prostorem a
kapkou vhodného extrakéniho rozpoustédla. Ziskany extrakt
obsahujici zachycené slouceniny je pak ptimo nastiiknut do
nastiikového prostoru plynového chromatografu bez nutnosti
zatazeni desorpéniho kroku®.

Prace se zabyva nalezenim vhodnych extrakénich pod-
minek, jako jsou doba extrakce, vhodné rozpoustédlo a jeho
objem, zplsob vzorkovani a mnozstvi vzorku, pro izolaci silic
z bylinnych napojt. Pro analyzu ziskanych extraktt byla pou-
zita plynova chromatografie s plamenovym ionizacnim detek-
torem. Dosazené vysledky byly porovnany s hodnotami ziska-
nymi analyzou puvodnich bylin metodou HS-SDME ve static-
kém usporadani.

Projekt byl realizovan diky financni podpore grantového pro-
Jektu MSMT CR (projekt MSM 002162750).
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Metaloproteiny a kov vazici proteiny jsou dilezitou
soucasti velkého mnozstvi biochemickych procest, jako jsou
naptiklad transport kysliku, fotosyntéza, respiracni procesy
(redoxni reakce), jsou znamé jako kofaktory DNA a RNA
polymeras a funguji i jako metabolické enzymy (P450)'. Diky
rozmanité struktufe a velkému mnozstvi funkei téchto latek
jsou tyto proteiny a jejich analyza stale v popiedi zajmu bioa-
nalytiky. Jednou z podminek Gspésného studia téchto proteinti
je jejich separace. Denaturace struktury béhem separace je
vétsinou nezadouci, nebot’ dochéazi k uvoliovani kovové spe-
cie, a proto se stale hledaji vhodné stacionarni faze. Nov¢ se
uplatiiuje vyuziti monolitickych stacionarnich fazi*.

Byla navrzena metoda separace smési metaloproteind
pomoci techniky HPLC s reverzni (RP) monolitickou (MP)
stacionarni fazi (C8). Navrzenou metodou byla Gspésné analy-
zovana modelova smés dvou metaloproteinii (cytochrom c,
myoglobin) ve smési s kov vazicim proteinem BSA (hovézi
sérovy albumin). Metoda poskytuje vysokou tcinnost separa-
ce jednotlivych slozek smési (viz obr.) a reprodukovatelné
vysledky, na rozdil od metod s pouzitim reverzni ¢asticové
stacionarni faze C8. Soucasné jsou provadény pokusy pro off-
line spojeni této metody separace s metodou ICP-MS, slouzici
k detekci kovii obsazenych ve struktufe metaloproteini. Vy-
zkum by mél vést k navrzeni on-line spojeni RP-HPLC(ML)-
ICP-MS jako nové metodiky studia komplexti kov-protein.
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Hmotnostna spektrometria sekundarnych iénov (SIMS)
je analyticka technika pouZivana na ur¢enie chemického zlo-
Zenia povrchov materialov, pricom naroky na druh a charakter
tychto materidlov st minimalne. Povodne bola tato technika
koncipovana pre potreby polovodic¢ového priemyslu, avsak
v sucasnej dobe mozno sledovat’ obrovsky progres SIMS
aplikacii v oblasti organickych a biologickych materidlov.
SIMS metdda je zaloZzena na procese, kde sekundarne iony,
vzniknuté pri bombardovani povrchu pevnej latky primarnymi
ionmi, su extrahované jednotnym napétim, s rovnakou kine-
tickou energiou a separované podla doby letu ToF — SIMS
(Time of Flight). Tvorba takychto Castic je vSak zlozity proces
uz v pripade atomarnych sekundarnych idnov, tym viac
v pripade velkych organickych sekundarnych ionov. Z tohto
dovodu predstavuje mnozstvo emitovanych sekundarnych
i6nov — idnovy vytazok — kl'iCovy parameter SIMS analyzy.
Ten zéavisi od viacerych faktorov, avSak najvacsi vplyv ma
matricovy efekt, ¢o je zavislost' idnového vytazku od chemic-
kého prostredia, z ktoré¢ho su ioény vyrazané. Tento faktor
vyrazne zavazi predovSetkym pri analyze organickych
a biologickych materialov, kde maji prejavy matricového
efektu ovel'a komplexnejsi charakter ako pri polovodi¢ovych
vzorkach. A prave z tychto dévodov je matricovy efekt vel'mi
pal¢ivou témou, nakolko suc¢asné BIO zameranie SIMS ana-
lyz (BIO-SIMS) si vyzaduje citlivi odozvu na velké makro-
molekulové systémy.

Matricovy efekt bude demonstrovany na matriciach na
baze uhlika, anorganickych soli a nanocastic, pricom doraz sa
kladie na topografiu matrice — geometricky faktor a na samot-
nu chemicktl povahu tychto latok. Matrice budu diskutované
z hladiska efektivity tvorby organickych sekundarnych iénov.
Optimalizacia matric z chemického a geometrického hl'adiska
predstavuje koncepéne novy pristup, ktory poskytuje elegant-
né a komplexné rieSenie otdzky zvySovania citlivosti BIO-
SIMS analyz, nakolko ziskané poznatky st zuzitkované pri
vyvoji nového typu matrice vhodnej pre SIMS analyzy latok
s vysokou molekulovou hmotnostou.

Tato praca bola vytvorend realizaciou projektu "meta-QUTE:
Centrum excelentnosti kvantovych technologii", na zdklade
podpory operacného programu Vyskum a vyvoj financované-
ho z Eurdpskeho fondu regiondlneho rozvoja a tiez grantu
APVV-0491-07.
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PRIPRAVA MAGNETICKYCH CASTIC PRO
SEPARACI BIOMARKERU Z TELNiCH TEKUTIN

KATERINAvélMKOVA. KAMILA SYSLOVA
a PETR KACER

Ustav organické technologie, Vysokd Skola chemicko-
technologicka Praha, Technicka 5, 166 28 Praha 6
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Vcasna diagnostika onemocnéni hraje dtlezitou roli
z hlediska zahajeni terapie a minimalizace poskozeni organis-
mu pacient. Moderni medicina vyuziva k diagnostice pacientti
méfeni hladin latek, které jsou pro dané procesy charakteris-
tické (tzv. ,,biomarkery®). Nejéastéji se provadi rozbor krve
a moci, vyjimecny neni ani rozbor mozkomis$niho moku. Po-
mérné novou vysetfovaci metodu plicnich onemocnéni pred-
stavuje analyza kondenzatu vydechovaného vzduchu (KVV),
jehoz slozeni koresponduje s dé€ji odehravajicimi se bezpro-
stiedné v plicich a dychacich cestach. Velkou vyhodou odbé-
ru KVV je, ze je zcela neinvazivni a pro pacienta nezatézujici,
nebot’ dosavadni metody vySetieni jsou velmi Casto invazivni
(bronchialni biopsie, bronchoalveolarni lavaz) nebo semi-
invazivni povahy (metoda indukovaného sputa) a mohou byt
pro pacienta zatézujici a neptfijemné, u déti a seniord mohou
predstavovat az stresovou zalezitost. Princip analyzy konden-
zatu vydechovaného vzduchu spociva v kvantifikaci latek
specifickych pro uréitd konkrétni onemocnéni, jejichz kon-
centra¢ni hladina je v dusledku probihajiciho patologického
procesu v dychacich cestach a plicich vyznamné zvySena.

Predkladana prace se zabyva vyvojem diagnostické
molekularni sondy, jejimz principem je magnetickd nano-
¢astice s navazanou monoklondlni protilatkou proti cysteiny-
lovanym leukotrientim (cysLTs = LTC,, LTD,4, LTE,). Cys-
teinylované leukotrieny vznikaji v téle enzymatickymi pocho-
dy z kyseliny arachidonové, pticemz jedinci s onemocnénim
Asthma bronchiale maji jejich hodnoty vyrazné zvySeny opro-
ti jejich fyziologickym koncentra¢nim hladinam, coz umoziu-
je jejich vyuziti pro ucely diferencialni diagnostiky uvedené-
ho onemocnéni. Principem separace z komplexni biologické
matrice (KVV, mo¢, krevni plazma ad.) je vysoce specificka
tvorba komplexu antigen-protilditka na povrchu piipravené
magnetické nanocastice. Pro separaci na povrchu nanocastice
vytvofeného komplexu antigen-protilatka je vyuzito externiho
magnetického pole. Byl vypracovan protokol piipravy, cha-
rakterizace (TEM, XRD, AFM ad.) a klinického vyuziti mag-
netickych nano-Eastic pro rychlou diagnostiku a monitoring
prubéhu bronchialniho zachvatu, ptipadné pro sledovani G¢in-
nosti farmakoterapie. Uvedena separa¢ni metoda byla pouzita
v kombinaci s vysoce selektivni a citlivou metodou LC-ESI-
MS/MS (MRM mod, izotopické fedéni). Vyvinuta metoda je
charakterizovatelnd vysokou citlivosti, nizkou chybou stano-
veni (< 9 %) a moznosti vicenasobného pouziti pripravené
molekularni sondy.

Tato prdce vznikla za podpory Ministerstva zdravotnictvi CR
(Grant NS 10298-3/2009).
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VYVOJ METODY UHPLC-MS/MS A MIKRO-
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Atorvastatin patii do skupiny hypolipidemik, které se
nazyvaji statiny. Snizuji hladinu celkového cholesterolu, tri-
glyceridii a LDL (low density lipoprotein) cholesterolu.

Cilem bylo vyvinout a validovat UHPLC-MS/MS meto-
du pro stanoveni atorvastatinu a jeho derivati v biologickém
materidlu a zaroven nalézt optimalni postup Upravy vzorkd.
Vyvinuta metoda bude pouzivana pro rutinni hodnoceni vel-
kého mnozstvi vzorki, a proto jednim z hlavnich pozadavkt
je Casova nenarocnost. Jako piiprava vzorkil byla zvolena
mikroextrakce na tuhé fazi, MEPS (microextraction by pac-
ked sorbent). Jedna se o novou miniaturizovanou extrakci na
tuhé fazi pomoci jehly a stikacky. Mezi jehlou a stiikackou je
umistén zasobnik s 1-2 mg sorbentu. V soucasné dob¢ jsou
komeréné dostupné sorbenty na zakladé modifikovaného
silikagelu C2, C8, C18 a sorbent M1 (smés C8 a SCX).

Byly nalezeny vhodné podminky UHPLC-MS/MS
a MEPS metody ptipravy vzorkd pro stanoveni atorvastatinu
a jeho derivati. Byla zvolena analytickd kolona Acquity
UPLC BEH C18 (1.7 pm, 2.1 x 100 mm), mobilni faze smés
acetonitrilu a 0,5 mM pufru octanu amonného pH 4,0 s priito-
kem 0,25 ml min™" a gradientovou eluci. Jako ioniza&ni tech-
nika byla uzita ionizace elektrosprejem v pozitivnim moédu.
Byly optimalizovany jednotlivé parametry ESI a trojitého
kvadrupélu. Pro dostate¢nou spolehlivost dané metody byly
analyty méfeny na dvou SRM (selected reaction monitoring)
prechodech. Mikroextrakce byla provedena pomoci sorbentu
C8. Bylo nasato 50 pl vzorku a eluce analyti byla provedena
100 pl smési acetonitril: 0,1 M pufr octanu amonného pH 4,5
(95: 5, v: v). Vyvinutd metoda byla validovana. Vysledky
validace jsou: linearita (r*> 0.9990), ptesnost (RSD= 1,43—
9,78 %), spravnost (87-118 %), LOD (0,03-0,19) a LOQ
(0,15-0,57). Celkovy cas piipravy vzorku se snizil tfikrat, a to
na 7 min, coz uZ je doba srovnatelna s délkou vlastni UHPLC-
MS/MS analyzy. Pouzity objem vzorku byl snizen dvacetkrat
a mnozstvi rozpous$tédel desetkrat. Z téchto divodi MEPS
nahradila dfive pouzivanou casové narocnou SPE metodu
a jevi se jako vhodna pro tipravu biologického materialu.

Nové vyvinutd metoda bude pouzivana zejména pro
monitorovani hladin atorvastatinu a jeho derivati u pacientti
s familiarni hypercholesterolémii le¢enych vysokymi davkami
atorvastatinu a soucasné pomoci extrakorporalnich eliminac-
nich procedur a budou stanoveny celkové ztraty statinu béhem
procediiry, coz umozni individudlni upravu farmakoterapeu-
tického rezimu.

Podékovani IGA NR/9103-4 a MSM 0021620822.



