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Warfarin je antikoagulacné lieCivo s uzkym terapeutickym indexom. Jeho presné stanovenie je nevyhnutné na
zabezpecenie UcCinnej a bezpecnej liecby, ked'Ze aj malé odchylky mozu viest k vaznym neziaducim ucinkom. Na jeho
stanovenie sa vyuziva Siroka Skala analytickych metdd, vratane spektrometrickych a separa¢nych technik. Elektrochemické
metody sa vyznacuji jednoduchym experimentalnym usporiadanim a nizkymi nakladmi, pricom umoziuju rychlu analyzu
s vysokou citlivostou a dostato¢nou selektivitou. Vd’aka tymto vyhodam predstavuji efektivnu alternativu pri stanoveni
lieCiv a nachadzaju uplatnenie v klinickej diagnostike, kontrole kvality lie¢iv ¢i environmentalnych analyzach metabolitov
liekov. Tento prehl’ad popisuje fyzikalno-chemické a biologické vlastnosti warfarinu a porovnava roézne analytické pristupy
jeho stanovenia s dorazom na elektrochemické metddy.
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te Univerzity Karlovej v Prahe.
Na rovnakej fakulte ukoncila
v roku 2025 nadvidzujice magis-
terske Studium v odbore Analytic-
ka chémia. Uz od bakaldrskeho
Studia sa aktivne venuje elektro-

4. Zaver analytickym metodam. Vysledky
svojej prdace prezentovala na celoStitnej sut'aZi
., o0 najlepsiu Studentsku vedecku pracu v obore analytickd
1. Uvod chémia , 0 cenu Karla Stulika 2025% V sicasnosti je
Studentkou 1. rocnika doktorského Studia v odbore Analy-
Warfarin sa prvykrat objavil v 20. rokoch 20. storocia ticka chémia na Katedre analytickej chémie Prirodovedec-
po sérii zahadnych umrti hoviddzieho dobytka v oblasti kej fakulty Univerzity Karlovej. Jej vyskum sa zameriava
Severnej Dakoty a Kanady. Zistilo sa, ze pri¢inou bola na vyvoj novych elektrochemickych biosenzorov na baze
konzumacia skazeného sena, v ktorom sa pésobenim ples- DNA a elektrochemickych prevodnikov s vyuZitim netra-
ni premienali prirodzene sa vyskytujice kumariny na di- dicnych elektrodovych materialov (intermetalické fazy,
kumarol, ktory ma antikoagulaéné u¢inky. Vyskum bol nanostruktiurované formy uhlikovych materidlov).
* Tento prispévek je soucasti seridlu Nové pohledy na analytickou chemii sponzorovaného firmou
n MetrOhm Metrohm Ceska republika s.r.o. (www.metrohm.cz) a zahrnujiciho jak piispévky mladych kolegi
L2 3 (Rising Stars in Analytical Chemistry), tak i kolegli na vrcholu jejich publikacni aktivity
(Experienced Researchers), ptipadn¢ i vitanou kombinaci obojiho.
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V. Zuzicovd a V. Vyskocil

finanéne podporeny nadaciou WARF (Wisconsin Alumni
Research Foundation), podl'a ktorej dostala novo synteti-
zovana latka svoje meno. Warfarin sa prvykrat dostal na
trh v roku 1948 ako rodenticid. V roku 1954 bol, vo forme
vo vode rozpustnej sodnej soli, schvaleny aj na humanne
pouZitie ako antikoagula¢né lieCivo pod komerénym na-
zvom Coumadin. Dnes sa ako rodenticidy vyuzivaju jeho
analogy nazyvané superwarfariny, zatial ¢o warfarin
sodny sa stale pouziva ako antikoagulant v Kklinickej
praxi'.

2. Warfarin
2.1. Fyzikalne a chemické vlastnosti

Warfarin, chemickym nazvom 4-hydroxy-3-(3-oxo-1-
-fenylbutyl)kumarin (registracné cislo CAS (Chemical
Abstract Service) je 81-81-2), je nepriame peroralne anti-
koagulans. Je to latka kyslej povahy s disocia¢nou kon-
Stantou pK, = 5,6. Warfarin je prakticky nerozpustny vo
vode, dobre rozpustny v alkoholoch a organickych rozpus-
tadlach. Jeho sodnd sol’ je nerozpustnd v organickych
rozpustadlach, ale je dobre rozpustnd vo vode a v etanole,
preto sa ako lie€ivo vyuziva prave warfarin sodny (WAR).
Struktira WAR je uvedena na obr. 1, sumarny vzorec je
Ci9H,5NaOy a registracné ¢islo CAS sodnej soli je 129-06-6.
Molekulova hmotnost’ sodnej soli je 330,3 g mol . Struk-
turu tvori aromatické kumarinové jadro s hydroxylovou
skupinou v polohe 4. V polohe 3 je substituovany benzy-
lidenacetonovym ret'azcom, ktory obsahuje chiralny uhlik.
WAR ma dve enantiomerné formy, R- a S-WAR, ale pre
farmaceutické uéely sa pouziva ich racemickd zmes>.

WAR sa bezne vyskytuje v dvoch formach, a to ako
krystalicky, tvoreny klatratom s propan-2-olom, a amorf-
ny. Krystalicky WAR je biely hygroskopicky prasok bez
zapachu. M4 stabilni a dobre definovanu Struktaru, preto
sa vyuziva v tabletach. Naopak amorfny WAR je menej
stabilny a citlivy na vlhkost, ale ma vys$siu rozpustnost’ vo
vode, a preto sa vyuziva ako G¢inna latka v suspenziach®.

2.2. Biologické vlastnosti
Najcastejsou indikaciou WAR je liecba a prevencia
fibrilacie predsieni, poruchy srdcového rytmu a s fiou spo-

jenych tromboembolickych komplikacii. WAR sa dalej
pouziva pri prevencii a liecbe zilnej trombdzy a plicnej

Obr. 1. Struktirny vzorec WAR
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embolie, pri komplikaciach spojenych s nahradou srdco-
vych chlopni a ako prevencia opdtovného vzniku krvnych
zrazenin po infarkte myokardu®.

Mechanizmus ucinku bol prvykrat popisany az v roku
1978, a teda vySe 20 rokov po jeho uvedeni na trh. Anti-
koagulacny ti€inok WAR spociva v inhibicii enzymu vita-
min K epoxid reduktazy (VKOR), enzymu zodpovedného
za regeneraciu vitaminu K v pefeni. VKOR katalyzuje
premenu oxidovanej formy, vitamin K epoxidu, na redu-
kovant formu, vitamin K hydrochinén, o je jeho aktivna
forma. Aktivny vitamin K je doélezitym kofaktorom pre
enzym y-glutamylkarboxyldzu, ktory zabezpecuje post-
transla¢nu y-karboxylaciu koagulacnych faktorov II, VII,
IX a X a antikoagula¢nych proteinov C a S. Karboxylacia
umoziuje proteinom naviazat’ vapenaté iony, ¢o je zasad-
né pre ich spravnu funkciu. Nekarboxylované koagulacné
faktory st biologicky neaktivne a spdsobuju prerusenie
koagulacnej kaskady. WAR sa ireverzibilne viaze na
VKORCI, podjednotku 1 enzymu VKOR, a tak dochadza
k postupnému vycCerpaniu aktivnej formy vitaminu K.
Kedze G¢inok nie je priamy, jeho Gc¢inok je oneskoreny
a antikoagulacny efekt nastupuje v priebehu piatich az
siedmych dni. Na obr. 2 je schematicky znazorneny me-
chanizmus Gginku WAR*™®.

WAR je podavany prevazne perordlnou formou, ma
vysoku biologicku dostupnost’ a je takmer iplne absorbo-
vany v gastrointestindlnom trakte. Maximalnu plazmaticka
koncentraciu dosahuje v priebehu 1,5 az 4 hodin. V krvi je
z 99 % viazany na plazmatické bielkoviny, najmi albumin,
vdaka Gomu ma maly distribuény objem 0,08-0,12 1 kg '.
WAR je racemickd zmes S- a R-enantioméru, pricom
S-WAR je tri- az pétkrat ucinnejsi, a ma teda hlavny
vplyv na antikoagulaény efekt™*.

Metabolizmus prebiecha prevazne v hepatocytoch
prostrednictvom enzymov cytochromov P450 (CYP),
pricom kazdy z enantiomérov je metabolizovany inou
cestou. Hlavnou metabolickou drahou je oxidacia na
hydroxyderivaty. Hlavnhym enzymom je CYP2C9, ktory
katalyzuje oxidaciu na 6- a 7-hydroxy-S-warfarin. Meta-
bolizmus R-warfarinu je komplexnejsi, prebiecha najmi za
ucasti enzymov CYP1Al, CYP1A2 a CYP3A4 za vzniku
hydroxyderivatov R-WAR. Za ucasti inych izoenzymov
CYP vznikajt aj d’alSie oxidacné produkty S- a R-WAR.
V mensej miere mézu derivaty R-WAR podliehat’ konju-
gacii s glukoronidmi alebo sulfatmi, avSak tato draha sa
ukazuje u Tudi ako zanedbatelna. Minoritnou drahou,
nezavislou na enzymoch CYP, je aj redukcia ketoskupiny
na alkoholové metabolity?.

WAR je takmer Gplne metabolizovany a len minimal-
ne mnozstvo je vylucené v nezmenenej podobe. Vyluco-
vany je prevazne moc¢om (80 %) a menej stolicou (20 %).
Eliminaény polcas je vel'mi variabilny a vplyva nan vela
individualnych parametrov. Pre S-WAR sa pohybuje
v rozpiti 24-33 hodin a pre R-WAR 35-58 hodin. Ked'ze
R-WAR ma dlhsi polcas eliminacie, prispieva k udrziava-
niu ustalenej plazmatickej koncentracie medzi jednotlivymi
davkami. WAR prechédza cez placentarnu bariéru, a preto sa
pocas tehotenstva, najmé 1. a 3. trimestra, jeho uzivanie
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Obr. 2. Mechanizmus u¢inku WAR v organizme

neodporica, vzhl'adom na riziko teratogenity. Naopak do
materského mlieka v klinicky vyznamnom mnoZstve ne-
prechadza, a preto je pocas dojcenia povazovany za bez-
pedny?”’.

KedZe ide o lie¢ivo, ktoré ma uzky terapeuticky in-
dex a velku interindividualnu variabilitu, nastavenie dav-
kovania je velmi naro¢né. Najmi pocas pociatocnej fazy
liecby moze dochddzat ku komplikdciam spdsobenym
nedostatocnou koaguldciou alebo naopak nadmernym
zriedenim krvi s rizikom vykrvacania. Na monitorovanie
davkovania WAR sa pouziva medzinarodny normalizova-
ny pomer (INR, z angl. international normalized ratio).
Pocita sa ako pomer protrombinového ¢asu, doby vytvore-
nia zrazeniny vo vzorke krvi po pridani ¢inidla, pacien-
ta k referencnému casu. NizSia hodnota naznacuje zvysenu
zrazanlivost’ krvi. Fyziologickd hodnota INR ma hodnotu
okolo 1,0 a pri warfarinovej terapii je priblizne v rozsahu
2,0-3,0, pripadne vyssia’.

Z genetického hladiska ma na tieto rozdiely najvacsi
vplyv polymorfizmus v dvoch génoch, a to pre uz spomi-
nané enzymy VKORCI a CYP2C9. Tie ovplyviiuju rych-
lost’ metabolizmu a citlivost’ organizmu na WAR. Medzi
klinické faktory patri hlavne vek, pohlavie, telesna hmotnost’,
pripadné d’al$ie ochorenia a siibezne uzivané lieky. Rovnako
dolezité st aj environmentdlne podmienky a stravovacie
navyky pacienta. Jednym z hlavnych faktorov je prijem
vitaminu K v potrave, ktory priamo ovplyviiuje u¢inok
WAR. Medzi dalsie faktory patri fajcenie, konzumacia
alkoholu a érevny mikrobiom’.

Potreba neustaleho monitorovania INR a nebezpecné
vedlajsie tcinky viedli k vyvoju novej generacie peroral-
nych antikoagulaénych lieciv (DOAC, z angl. direct oral
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anticoagulants). DOAC maju menej potravinovych a lieko-
vych interakcii, jednoduchsie nastavenie davkovania a men-
Sie riziko vnutorného krvacania. Napriek tymto vyhodam je
pre urcité skupiny pacientov a indikécie, napriklad v pripade
mechanickych srdcovych chlopni alebo pri renalnej insu-
ficiencii, warfarin stale jedinou schvalenou moznostou
peroralnej antikoagulac¢nej liecby. Okrem toho je lieCba
DOAC nésobne drahsia, ¢o v klinickej praxi predstavuje
vel'ké obmedzenie®.

2.3. Elektrochemické vlastnosti

Elektrochemicka oxidacia WAR predstavuje ireverzi-
bilny proces, v ktorom je kI'a¢ova hydroxylova skupina na
kumarinovom jadre. T4 je vyznamna aj z hl'adiska biolo-
gického ucinku WAR, pretoze interaguje s enzymom
VKORCI. Elektrochemické metody mozu do urcitej mie-
ry sluzit’ na simulaciu dejov prebiehajucich v organizme.

Schéma mechanizmu popisaného v praci® je uvedena
na obr. 3. Oxidacia je realizovana ako dvojkrokovy pro-
ces, pri ktorom su spotrebované dva elektrény. V prvom
kroku dochéadza k oxidécii hydroxylovej skupiny na vel'mi
reaktivny radikal. Ten v druhom kroku rychlo podlicha
dalsej oxidacii a vznika chindénova Struktira, ktora je sta-
bilna vd’aka konjugacii n-elektronov.

3. Stanovenie warfarinu

Vzhl'adom na riziko zavaznych vedlajsich G¢inkov
a uzky terapeuticky index ma spolahlivé stanovenie WAR
velky vyznam. V poslednych rokoch narasta zaujem zapo-
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Obr. 3. Schéma elektrochemickej oxidacie WAR

jit pacientov do kontroly ich zdravotného stavu, ¢o podpo-
ruje rozvoj zariadeni typu point-of-care (POC), ktoré
umoziuju rychle a jednoduché monitorovanie hladiny
WAR v krvi. Zasadné je aj presné a spol'ahlivé stanovenie
WAR vo farmaceutickych vzorkach s cielom zabezpecit’
ich kvalitu a stabilitu. Preto ma vyvoj rychlych, cenovo
dostupnych a citlivych metdd velky vyznam.

3.1. Neelektrochemické metddy stanovenia

Medzi najcastejSie pouzivané metddy patria chroma-
tografické a spektrofotometrické techniky. Z hl'adiska
citlivosti, selektivity a moznosti separacie enantiomérov
dominuje vysokou¢innad kvapalinovd chromatografia
(HPLC) kombinovana s UV-Vis spektrofotometriou, fluo-
rimetriou alebo hmotnostnou spektrometriou ako deteké-
nou technikou. Prikladom je metdda na simultanne stano-
venie 18 latok vratane WAR pomocou kvapalinovej chro-
matografie s tandemovou hmotnostnou spektrometriou
(LC-MS/MS). V praci bola skimana plna krv, plazma, ale
aj menej Casté vzorky, ako je sklovec a ZIC. Bola dosiah-
nutd medza detekcie 19,7 nmol 1™ (hodnota bola vypogita-
né na zéklade uvedenej medze stanovitelnosti 20 ng ml™").
Vyhodou metddy je mala spotreba vzorky a jej jednodu-
cha prediprava. Za vel'mi kratku dobu je mozné stanovit’
viacero latok podobnej povahy naraz, preto je vhodna pre
forenznt toxikologiu'®.

Chromatografickymi metédami je mozné rozlisit’
a stanovit’ jednotlivé enantioméry. Prikladom je préaca, kde
bola vyuzitd HPLC s fluorescenc¢nou detekciou. Boli do-
siahnuté medze detekcie 0,067 ppm (0,22 pumol 17") pre
R-WAR a 0,090 ppm (0,29 pmol 1) pre S-WAR. Metoda
je spolahliva, vhodna pre rutinné monitorovanie a bola
aplikovana na stanovenie v krvnej plazme pacientov na
warfarinovej terapii''.

Dal§im vyuzitim tychto metod je sledovanie vzajom-
nej interakcie lieiv vo farmakokinetickych Stadiach. Za
pouzitia RP-HPLC s UV-detekciou bola vyvinuta metdda
na simultanne stanovenie warfarinu, aspirinu a klopidogre-
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lu, ktoré byvaji uzivané v kombindcii pri takzvanej trojitej
antitrombotickej liecbe. Metdda vykazovala dobrt linearitu
v koncentraénom rozsahu 5-200 pg ml ' (16-650 pmol 1.
Bola dosiahnutd medza detekcie 4,9 nmol 1 (hodnota
bola vypocitana na zaklade uvedenej medze stanovitel-
nosti 5 ng ml™'). Metoda bola taktiez hodnotena z pohladu
zelenej analytickej chémie, kde dosiahla uspokojivé vy-
sledky'.

Pouzivané su aj iné chromatografické metddy. Plyno-
va chromatografia s elektronovou ionizaciou a tandemovou
hmotnostnou spektrometriou (GC-EI-MS/MS) bola pouzita na
stanovenic WAR a jeho piatich hydroxyderivatov s vyuzitim
Fentonovej reakcie. Bola dosiahnuta linearita v koncentracnom
rozsahu 26-1543 ng ml ' (84-5005 nmol I")a medze detek-
cie pre jednotlivé analyty v rozsahu 18,7-67,0 ng ml™
(60,7-217 nmol 1™). Ked’ze umozituje stanovit WAR aj
jeho degradacéné produkty, je vhodna na monitorovanie
2iV0]t3néh0 prostredia, napriklad vo vzorkach odpadovych
vod™.

Zaujimava a novu alternativu stanovenia WAR pred-
stavuje praca, v ktorej bol pouzity fluorescencny senzor
zalozeny na uhlikovych kvantovych bodkach dopovanych
dusikom (NCD). Tie boli syntetizované jednoduchou
a rychlou mikrovinnou metdédou z biomasy a metdda je
vhodna aj z pohl'adu zelenej chémie. Senzor bol za tce-
lom zlepSenia selektivity kombinovany so zariadenim,
ktoré vyuziva algoritmus strojového ucenia, o umoznuje
stanovenie aj v zlozitych a nezndmych vzorkach. Medza
detekcie WAR dosahovala hodnotu 0,039 pumol 17", Sen-
zor bol aplikovany na stanovenie WAR a jeho metabolitov
vo vzorkach krvnej plazmy a stojatej vody'*.

Spektrofotometrické metdody st vhodné predovset-
kym na stanovenie WAR vo farmaceutickych vzorkach,
napriklad na kontrolu kvality pocas vyroby. Zaroven je to
metdda uvadzana v liekopisoch, vratane Ceského liekopi-
su'’, ako metoda stanovenia obsahu G&innej latky. Vd'aka
dobrej absorbancii WAR je metdda dostatocne citliva,
reprodukovatelna, a preto ¢asto pouzivana. Naopak spek-
trofotometrické metédy nie su vhodné pre komplexné
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biologické matrice alebo v pripadoch, kedy je nutné rozli-
$it’ jednotlivé enantioméry WAR.

3.2. Elektrochemické metddy stanovenia

Elektrochemické metddy predstavuji vhodnu alterna-
tivu chromatografickych a spektrofotometrickych me-
tod a ziskavaju si stale vacsiu pozornost. K hlavnym vy-
hodam patri jednoduché experimentilne usporiadanie,
nendro¢nd manipuldcia a ekonomické nenaro¢nost’, vd’aka
¢omu st vhodné aj pre mensie laboratdria. Spravidla nie je
potrebna zloZitd prediiprava vzorky. Su menej naro¢né na
spotrebu chemikalii, o suvisi s nizSou tvorbou odpadu
a zvySuje udrzatelnost’ v sulade s principmi zelenej ché-
mie. Dolezitou analytickou prednostou je rychla analyza
a vysoka citlivost’ a selektivita. Velkou vyhodou je moz-
nost’ miniaturizacie, ¢o umoziuje ich vyuzitie v prenos-
nych zariadeniach vhodnych pre merania v teréne. Vd’aka
tymto vlastnostiam maji uplatnenie v Sirokej Skale oblasti
analytickej chémie, hlavne vo farmaceutickej a environ-
mentalnej analyze, potravinarstve ¢i klinickej diagnostike.

Elektrodovy material zohrava délezitt ulohu pri vy-
voji elektroanalytickej metddy. Nemodifikované elektrody
s Castokrat volbou vd’aka ich jednoduchosti, cenovej do-
stupnosti a ich citlivost’ je pre vela aplikacii dostaCujica.
Prikladom je praca Hasmemi a spol.'®, v ktorej bol vyvinuty
jednoduchy, lacny a citlivy senzor zalozeny na uhlikovej
pastovej elektrode (CPE). Za optimalnych podmienok bol
ziskany lineamy rozsah koncentracii 30-3000 pmol 1
a medza detekcie 0,315 pmol 1!, Senzor vykazoval vysokui
selektivitu k WAR aj v pritomnosti interferujticich latok,
napr. sodnych a chloridovych iénov ¢i glukoézy. Pri stano-
veni v tabletdich bola dosiahnutd relativna smerodajna
odchylka koncentrdcie WAR 2,50 %, ¢o poukazuje na
dobrt spol'ahlivost’ a reprodukovatelnost’ senzora.

Nemodifikovana elektréda bola vyuzita aj v praci de
Jesus Guedes a spol."”. Bola vyvinuta metéda na stanove-
nie WAR technikami vsaddzkovej injekénej analyzy (BIA)
a prietokovej injekénej analyzy (FIA) pomocou multi-
pulznej ampérometrie (MPA) na bérom dopovanej dia-
mantove] elektrode (BDDE) s katodickou predipravou.
V prostredi fosfatového tlmivého roztoku o pH 7,0
s 10% obsahom etanolu bol uréeny linearny rozsah kon-
centracii 2-400 pmol 1! pre BIA-MPA a 4-400 pmol 1™
pre FIA-MPA. Medze detekcie boli urené na
0,36 umol 1" pre BIA-MPA a 0,51 umol I”' pre FIA-MPA.
Vyhodami vyvinutych metod st jednoduchd manipulacia,
rychlost’ analyzy a vysoka frekvencia stanoveni — 94 ana-
lyz za hodinu pre FIA-MPA a 130 analyz za hodinu pre
BIA-MPA.

V dalsej praci de Jesus Guedes a spol.' bol vyvinuty
jednoduchy elektrochemicky kit pre stanovenie desiatich
lieCiv s Uzkym terapeutickym indexom, vratane WAR.
Vyuzitd bola zostava BIA-MPA a siet'otlacova uhlikova
elektréda (SPCE). Prostredim bol fosfatovy tlmivy roztok
o pH 7,0 s 10% obsahom etanolu. Pre WAR bola uréena
linearita v koncentraénom rozsahu 2—-100 pmol 1" a me-
dza detekcie 0,07 pmol 1. Vyvinutd metéda umoZiiuje
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spol'ahlivé stanovenie vo farmaceutickych vzorkach
s moznost'ou miniaturizacie do prenosného zariadenia.

Modifik4cia elektrody dokaze zabezpecit' vacsi aktiv-
ny povrch, vysSiu elektrokatalytickt aktivitu a efektivne;jsi
prechod elektronov. Vdaka tomu poskytuji modifikované
elektrédy zlepSenie analytickych vlastnosti, ako je zvySe-
nie citlivosti a zniZenie medzi detekcie a stanovitel'nosti,
rozsirenie linearneho rozsahu stanovenia ¢i zlepSenie opa-
kovatelnosti. Castokrat st vzorkami zloZitejsie matrice,
napr. mo¢ alebo krv, kde dochadza k problémom s interfe-
rentami, ktorym sa dé predist’ vhodnou modifikaciou elek-
trody, ¢im sa zvysi selektivita k cielovému analytu. Pri-
kladom je praca Taei a spol.'’, v ktorej bol vyvinuty sen-
zor zalozeny na CPE modifikovanej viacstennymi uhliko-
vymi nanortrkami a nanocasticami ZnCrFeOQy. V prostredi
fosfatového tlmivého roztoku o pH 4,5 s obsahom chlori-
du sodného bol ziskany $ir§i linedrny koncentracny rozsah
0,02-920 umol 1", Modifikiciou bola dosiahnuta vyssia
vodivost, lepSia citlivost a nizka medza detekcie
0,003 pmol 1", Senzor bol aplikovany na stanovenie
v realnych vzorkach komerénych tabliet, krvného séra
a mocu.

Kedze WAR je racemickd zmes, niektoré Studie sa
zameriavaju na vyvoj senzora na stanovenie enantiomeé-
rov. Na ich rozliSenie bola CPE modifikovana 3,4,9,10-
-peryléntetrakarboxylovou kyselinou, ktora Specificky
interaguje s enantiomérmi WAR. Linearna zavislost’ kon-
centracie bola ziskana v rozsahu 5-160 pmol 1! a medze
detekcie boli 3,09 pmol 1! pre R-WAR a 4,02 pmol 1" pre
S-WAR. Metoda bola aplikovana na stanovenie v krvnej
plazme a v moéi s vytaznostou 97,1-102,9 % (cit.”").

Prikladom potenciometrického stanovenia WAR je
praca Saeedi a spol.?', ktora sa zaobera vyvojom elektro-
chemického senzora zalozeného na idnovo-selektivnej
elektrode (ISE) pre priame stanovenie warfarinu v krvi.
Ciel'om studie bolo vyvintt' senzor vhodny pre POC zaria-
denie umoznujice rychle a citlivé stanovenie bez nutnosti
predupravy vzorky. Vyvinuty senzor obsahoval membranu
z polyvinylchloridu s tetradodecylammonium chloridom
ako ani6onovym meni¢om. Merania prebiehali vo fosfato-
vom tlmivom roztoku o pH 7,4 a vo vzorkach celkovej
krvi. Vyvinuty senzor preukazal vysoku citlivost’ s me-
dzou detekcie 0,125 pmol 1! vo fosfatovom tlmivom roz-
toku, resp. 14,1 pmol I"' v krvi. Senzor vykazoval rychlu
odozvu, dobri opakovatel'nost’ a vysoku selektivitu voci
interferujucim i6nom, chloridom a salicylatom.

V ramci prac*? bolo $tudované elektrochemické
chovanie WAR na SPCE a kompozitnej elektrode z ultra-
¢istého grafitu (UTGE). Na SPCE bola vyvinutd metéda
pre stanovenie WAR pomocou technik DC voltampéro-
metrie (DCV) a diferennej pulznej voltampérometrie
(DPV). V prostredi Brittonovho-Robinsonovho (BR) tlmivé-
ho roztoku o pH 7,0 bola pre obe techniky ziskana linearna
zévislost v rozsahu koncentracii 4-10 a 10-100 umol 1",
Vyssia citlivost’ sa potvrdila pre pulznii techniku DPV, pre
ktort bola medza detekcie 0,26 pmol 1!, zatial’ Go pre DCV
bola 1,1 pmol 1. Ako priklad je na obr. 4 uvedeny za-
znam voltampérogramov a prislusnej koncentracnej zavis-
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Obr. 4. (a) DP voltampérogramy WAR o koncentraciich 0 (0), 10 (1), 20 (2), 40 (3), 60 (4), 80 (5) a 100 (6) pmol I"' na SPCE
v prostredi BR tlmivého roztoku o pH 7,0. (b) Kalibra¢na zavislost’ vy$ky piku (/;) na koncentracii WAR. Parametre DPV: rych-

lost’ narastu potencialu 20 mV s™'

(cit.??)

losti na SPCE pomocou techniky DPV (cit.??). V d’aliej
metdde bola vyuzitda UTGE spolu s technikou DPV.
V prostredi BR tlmivého roztoku o pH 8,0 bola ziskana
linearna koncentraéna zavislost’ v rozsahu 8-200 pmol 1.
Medza detekcie bola uréena na 0,84 pmol 1! (cit.?).

V ramci d’alsieho vyvoja bola SPCE vyuzita v kom-
binacii so vsadzkovou injekénou analyzou s ampéro-
metrickou detekciou (BIA-AD). Za optimalnych pod-
mienok bola ziskand linedrna koncentracna zavislost’
v rozsahu 1-800 umol 1" a bola uréena medza detekcie
2,0 pmol I, Na obr. 5 st uvedené ampérogramy koncen-
tracnej zavislosti. KI'i¢ovou vyhodou tejto metody je

40 T T T T

IuA]
)

800 pmol I''
30 F

20 |

t[s]

, vy§ka pulzu 50 mV, Sirka pulzu 100 ms (prad vzorkovany poslednych 20 ms), perioda pulzu 150 ms

rychla odpoved a jednoduchd manipulacia, ¢o ju robi mi-
moriadne vhodnou pre aplikaciu v praxi. Vsetky vyvinuté
metddy boli uspesne aplikované na stanovenie obsahu
ucinnej latky WAR v tabletach, ¢o potvrdilo ich vyuzitel-
nost’ pre farmaceutickt analyzu®.

Prehlad elektrochemickych metdd stanovenia WAR
je uvedeny v tab. I. Vysledky ukazuju, ze elektrochemické
metddy poskytuji rychle a citlivé moznosti stanovenia
WAR v rozliénych typoch vzoriek. Kombinacia s rdz-
nymi materidlmi a detekénymi technikami umoziuje
ich d’alsi rozvoj a SirSie uplatnenie v oblasti analytickej
chémie.

0 ] 1 1 1
0 200 400 600 800

¢ [umol I'")

Obr. 5. (a) Ampérogramy zaznamenané technikou BIA-AD na SPCE v prostredi BR tlmivého roztoku o pH 7,0 pre rozsah kon-
centracii roztoku WAR 1-800 pmol I"". (b) Kalibra¢n4 zavislost’ vy¥ky piku (I,) na koncentracii WAR; chybové tisecky pre n = 3.
Parametre BIA-AD: detek&ny potencial +1,0 V, davkovany objem 60 pl, rychlost’ davkovania 286,3 ul s~ (cit.?)
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Tabulka I
Prehl’ad elektrochemickych metod stanovenia WAR
Pracovna elektroda Technika Prostredie Linearny LOD Reélne vzorky Lit.
rozsah [umol 171]
[umol I'']
CPE DPV FP (pH 4,5) 30-3000 0,315 tablety 16
HMDE SWAdCSV BRP (pH 5,0) 0,005-0,4 0,00065 tablety, sérum, 24
mo¢
Fe;04/CPE SWAdASV FP (pH 6,0) 0,5-1000 0,21 tablety, sérum, 9
mo¢
MnFe,04/MWCNT/CPE DPV FP (pH 4,0) 0,1-440,0 0,08 tablety, injekény 25
roztok, sérum,
moc¢
ZnCrFeO,/ MWCNT/CPE DPV FP (pH 4,0) 0,02-920,0 0,003 tablety, sérum, 19
mo¢
B-CD/MWCNT/Co;04NP/CPE  DPV FP (pH 5,0) 0,05-150 0,02 mo¢, sérum 26
CdS-QD/CS/MWCNT/GCE DPSV FP (pH 2,0) 0,05-80 0,0085 mo¢, sérum, 27
materské mlieko
Co,Oy-NP/MWCNT/GCE DPAdSV FP (pH 6,0) 0,008-50 0,0033 mo¢, plazma 28
50-800
PTCA/CBPE DPV BRP (pH 7,0) 5-160 3,09 (R-WAR) moc, plazma 20
4,02 (S-WAR)
Ni;C/CPE DPV FP (pH 6,0) 0,008-1,5 0,0021 - 29
NiPILNF/GCE SWV FP (pH 7,0) 1-100 0,15 tablety 30
MIP/NPGL/GE ()% FP (pH 7,5) 0,0001-0,08 0,00041 krv 31
PrAlO;-NP/GCE ()% FP (pH 7,2) 19,5-5000 19,5 voda 32
ISE potenciometria FP (pH 7,4) 0,316-1000 0,125 krv 21
BDDE BIA-MPA FP (pH 7,0) 2-400 0,36 tablety 17
BDDE FIA-MPA FP (pH 7,0) 4-400 0,51 tablety 17
SPCE BIA-MPA FP (pH 7,0) 2-100 0,07 tablety 18
SPCE DCV BRP (pH 7,0) 4-100 1,05 tablety 22
SPCE DPV BRP (pH 7,0) 4-100 0,26 tablety 22
UTGE DPV BRP (pH 8,0) 8-200 0,84 tablety 23
SPCE BIA-AD BRP (pH 7,0) 1-800 2,0 tablety 23

Skratky nedefinované v predchadzajicom texte: LOD — medza detekcie; FP — fosfatovy tlmivy roztok (pufor); HMDE —visiaca ortutova
kvapkova elektroda; SWAACSV — square wave adsorpcna katodicka rozptstacia voltampérometria; BRP — Brittonov-Robinsonov timivy
roztok (pufor); Fe;O,/CPE — uhlikova pastova elektréda modifikovana nanocasticami Fe;Os; SWAdASV — square wave adsorpénd ano-
dicka rozpustacia voltampérometria; MnFe,O,/ MWCNT/CPE — uhlikova pastova elektroda modifikovana viacstennymi uhlikovymi
nanorurkami a MnFe,04; ZnCrFeO,/ MWCNT/CPE — uhlikova pastova elektroda modifikovana viacstennymi uhlikovymi nanortirkami
a ZnCrFeOy; B-CD/MWCNT/Co304-NP/CPE — uhlikovéa pastova elektroda modifikovana B-cyklodextrinom, viacstennymi uhlikovymi
nanorurkami a nanocasticami Co;0,; CdS-QD/CS/MWCNT/GCE - sklovita uhlikova elektroda modifikovana chitosanovym filmom
a viacstennymi uhlikovymi nanortrkami s kovalentne imobilizovanymi kvantovymi bodkami; DPAdSV — diferenc¢na pulzna adsorpéna
rozpustacia voltampérometria; Co,Oy,-NP/MWCNT/GCE - sklovitd uhlikovéa elektréda modifikovana nanocasticami oxidu kobaltu
a viacstennymi uhlikovymi nanorurkami; PTCA/CBPE — pastova elektroda z uhlikovej cerne modifikovana 3,4,9,10-perylén-
tetrakarboxylovou kyselinou; Ni;C/CPE — uhlikova pastova elektroda modifikovana karbidom niklu; NiPILNF/GCE - sklovita uhlikova
elektroda modifikovana nanokompozitom poly(MImEOSBS)-Ni a Nafionu; MIP/NPGL/GE - zlata elektroda s molekularne imprintova-
nym polymérom na nanoporéznom zlatom filme; CV — cyklicka voltampérometria; PrAlO;-NP/GCE — sklovita uhlikova elektroda modi-
fikovana perovskitovymi nanocasticami.

4. Zaver livej kontroly davky hrozi riziko zavazného krvéacania

alebo naopak nedostatocnd Uc¢innost’ terapie. Stanovenie

Warfarin ma aj po zavedeni novych generacii peroral- warfarinu v biologickych a farmaceutickych vzorkach je
nych antikoagulancii kI'ai¢ovy vyznam v antikoagulacnej kI"a¢ové pre zabezpecenie bezpecnej a Gcinnej liecby.

terapii. Jeho uzky terapeuticky index si vSak vyzaduje Tento referat poskytuje prehlad vyvinutych elektro-

presné sledovanie koncentracie v krvi, pretoze bez spolah- chemickych metdd a ich aplikacii pre stanovenie warfari-
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nu. Elektrochemické metddy sa vyznacuji vysokou citli-
vostou, jednoduchou manipulaciou, nizkymi prevadzko-
vymi nékladmi a rychlou analyzou, vd’aka ¢omu sa ukazu-
ju pre stanovenie warfarinu ako idedlny nastroj. Vd’aka
modernym elektrodovym materidlom a vyuZitiu pokroci-
lych detekénych technik umoziuju tieto metddy selektivne
a presné stanovenie warfarinu aj v komplexnych biologic-
kych matriciach. Moznost” miniaturizacie elektrochemic-
kych systémov navySe umoznuje ich vyuzitie v point-of-
care (POC) zariadeniach pre rychlu analyzu warfarinu
in situ. Tieto metddy tak nachadzajii Siroké uplatnenie
v klinickej praxi pri monitorovani liecby, ale aj pri kontro-
le kvality farmaceutickych preparatov.

Tdto prdaca bola vypracovand v ramci Specifického
vysokoskolského vyskumu (projekt SVV 260793).
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V. Zuzitova and V. Vyskoé&il (Charles University,
Faculty of Science, Department of Analytical Chemistry,
UNESCO Laboratory of Environmental Electrochemistry,
Prague, Czech Republic): Application of Electro-
chemical Analytical Methods in the Determination of
the Drug Warfarin

Warfarin is an anticoagulant drug with a narrow
therapeutic index. Its accurate determination is essential to
ensure effective and safe treatment, as even small
deviations can lead to serious adverse effects. A wide
range of analytical methods have been developed for its
determination, including spectrometric and separation
techniques. Electrochemical methods are characterized by
simple experimental setups and low costs, while enabling
rapid analysis with high sensitivity and acceptable
selectivity. Owing to these advantages, they represent an
effective alternative for determining drugs and are used in
clinical diagnostics, drug quality control, and
environmental analyses of drug metabolites. This review
discusses the physicochemical and biological properties of
warfarin and compares various analytical approaches to its
determination, with an emphasis on electrochemical
methods.

Full text English translation is available in the on-line
version.

Keywords: electrochemistry, drug analysis, warfarin,
anticoagulants, voltammetry, amperometry
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