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1. Uvod

Vzhladom na skute¢nost', Ze priblizne 40 % dnes pouzi-
vanych lie¢iv je chirdlnych, sustredila sa v ostatnych rokoch
zna¢na pozornost' na stereochémiu lieCiv a jej dopad v kli-
nickej farmakokinetike i farmakoterapii!*. Selektivita
u¢inku chirdlneho lieciva je okrem inych fyzikdlno-che-
mickych vlastnosti rozhodujicou mierou dana i jeho prie-
storovou komplementaritou so Specifickymi receptormi,
enzymami, ionovymi kandlmi a inymi transportnymi sys-
témami fungujicimi ako tzv. chirdlne SelektoryS'S: stereo-
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izoméry je nutné povazovat' za chemicky rozdielne entity
liSiace sa Casto nielen farmakologickym ucinkom ale i far-
makokinetickym profilom. Rozdiely vo farmakokinetic-
kych parametrech jednotlivych enantiomérov si determi-
nované tym, Ze pévodny ekvimolarny pomer enantiomérov
v spravidla terapeuticky podanom racemate sa mdze s Ca-
som v plazme, moci, resp. v inych biologickych matriciach
vyraznejSie menif. Pararelne s vyvojom dostato¢ne cit-
livych stereoSpecifickych analytickych metdd bolo v ostat-
nom obdobi uskuto¢nené velké mnozstvo experimental-
nych i klinickych Studii orientovanych na rozne aspekty
chirality vo farmakokinetike - vyrazny stupen stereoselek-
tivity bol opisany okrem vazby na proteiny (tkanivové
alebo plazmatické)? i pre spdsob a rychlost metabolizmu
individudlnych enantiomérov chirdlnych lieiv3:10.11  Aj
ked’ zdkladné principy tzv. priamej i nepriamej chirdlnej
separacie lieCiv vratane aspektov moznej chiralnej inter-
konverzie boli v uvedenom Casopise neddvno prehladne
zhrnuté a diskutované", zavedenie novych HPLC alebo
CE technik s alternativnou, resp. integrovanou predupra-
vou biologickej matrice posunulo horizont ambicii bioana-
lytikov v tomto smere vyrazne dopredu. Cielom predlo-
Zeného prehladového referdtu je predstavit novsie metodic-
ké a inStrumentdlne alternativy a trendy pri monitorovani
chirdlnych lie€iv v roznych biologickych vzorkéch.

2. Ciele bioanalytického monitorovania
chirdlnych lieCiv

Studium distribticie, metabolizmu i elimindcie chirdlne-
ho lie¢iva v roznych zlozkdch organizmu je okrem iného
nevyhnutné i z hladiska spravnej interpretacie vysledkov
farmakokinetickych a toxikokinetickych $tudii'. Tabulka I
uvadza prehlad stereoselektivnych stanoventi lieciv v ,,kon-
venénych" biologickych vzorkach. Pozornost sa v ostat-
nom obdobi orientuje ¢asto i na analyzu chirdlnych lieCiv
v tzv. ,,nekonvenénych* biologickych tekutindch akymi st
sliny, zI¢, plodova voda, mozgomieSny mok, materské
mlieko, synovidlna tekutina, tkanivd, a pod."” Presné sta-
novenie koncentracie analytu/enantioméru v tychto matri-
ciach umoziuje okrem zohl'adnenia fenoménov kumulécie



Tabulka I

Priklady stereoselektivnych stanoveni chirdlnych lie€iv v réznych matriciach

Lie¢ivo/metabolit?

(RS)-Zopiklon
(RS)-Zopiklon/N-De, N-Ox
(RS)-Salbutamol
(RS)-Felodipin
(RS)-Sotalol

(RS)-Nimodipin
(RS)-Pindolol

(RS)-Metoprolol
(RS)-Ketoprofen

Matrica

plazma

mo¢, sliny
plazma, mo¢
plazma

plazma, moc¢
plazma, mo¢
plazma, moc¢, ZI¢
plazma

sérum, moc¢
plazma

plazma, mo¢

7I¢, perfuzity pecene

(RS)-Salsolinol/N-metyl salsolinol mozgové tkanivo

(#)-Metamfetamin/amfetamin, moc
p-OH MFA

(RS)-Tiaprofenovd kyselina plazma
(RS)-Verapamil/norverapamil plazma

perfuzaty pecene

(RS)-Oxprenolol moc
(RS)-Metadon sérum
(RS)-Warfarin plazma
(RS)-Etodolak plazma, moc, zI¢
(RS)-Propranolol plazma

sérum

plazma, krv,

homogenaty tkaniv
(RS)-Bupivakain, (RS)-verapamil,
(RS)-mepivakain, (RS)-karvedilol,
(RS)-pindolol, (£)-fluoxetin

serum

Anal. metéda/ Sposob Cit.
detekciaP predtpravy
HPLC/FD LLE 117
CE/UV-LIF LLE 18
HPLC/FD SPE 118
GC/MS LLE 119
HPLC/UV SPE 120
HPLC/FD LLE 121
HPLC priamy ndstrek 122
HPLC-MS-MS LLE 123
HPLC/FD SPE 124
HPLC/FD LLE 125
HPLC/UV LLE 126
HPLC/UV priamy nastrek 127
HPLC/ECD priamy nastrek 128
HPLC+HPLC/MS SPE 129
HPLC/UV LLE 38
CE/UV LLE 64
HPLC/UV LLE 130
CZE/UV LLE 65
HPLC/UV SPE 51
CZE/UV LLE 62
HPLC LLE 22
HPLC/FD LLE 131
HPLC/FD SPE 48
HPLC/FD priamy nastrek 95
CE/UV LLE 63

a MFA - metamfetamin; (N-De) - N-desmetylzopiklon; (N-Ox) - zopiklon N-oxid; (»-OH MFA) - p-hydroxymetam-
fetamin; PFD - fluorescen¢nd detekcia; ECD - elektrochemickd detekcia; LIF - laser induced fluorescence

alebo recirkulacie v jednotlivych zlozkach aj hodnotenie
fetalnej a perinatalnej expozicie organizmu, resp. moznych
genotoxickych vplyvov (napr. pri analyze materského
mlieka alebo amniotickej tekutiny). Stidie zamerané na
stereoselektivnu analyzu lieciv v slindch (reprezentujicich
z hl'adiska interpretdcie koncentraciu lieiva v tzv. intersti-
cidlnom priestore!4-10) preukdzali, Ze kym transport enan-
tiomérov propranololu nevykazoval vyraznejsie rozdiely",
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v pripade (Z)-zopiklonu bol naopak aktivny a stereo$peci-
ficky!'®. Pre exaktng stanovenie vzfahu davky a u&inku, bol
u nesteroidnych antireumatik (enantiomérov ibuprofenu
a etodolaku) hodnoteny ich prienik do synovidlnej tekuti-
ny!92! V niektorych pripadoch (etodolak™) sa pre post-
denie ich moZnej stereoselektivnej bilidrnej exkrécie za-
ujem sustredil i na analyzu enantiomérov liecCiva a jeho
metabolitov v ZI¢i.



2.1. Specifické farmakokinetické
aspekty:: monitorovanie
»volného* liediva/enantioméru

2.1.1. Frontdlna analyza (HPFA)

Okrem beZne uvaZovanej celkovej koncentracie analy tu
je predmetom farmakokinetickych $tudii i hodnotenie tzv.
volnej koncentrécie lieCiva (cg), reprezentujicej tzv. far-
makologicky uéinnt frakciu®. Metoda frontalnej analyzy
s vyuzitim stacionarnych faz typu ,restricted access mate-
rials* (RAM) (kapitola 4) v on-line prepojeni s chirdlnou
HPLC, pripadne CE analyzou umoZznila priamu analyzu
volnej frakcie enantiomérov warfarinu®, ketoprofenu®,
fenoprofenu®, nilvadipinu” a verapamilu®. Jej vyhoda
pre lipofilné latky spociva v elimindcii neZiadtcej adsorp-
cie analytu (ako je tomu v pripade rovnovaznej dialyzy
alebo ultrafiltriacie) a v moZnosti priamej stereoselektivnej
analyzy cyaj v komplexnej matrici akou je sérum™. Nevy-
hodou HPFA moZu byt vysoké detek&né limity pre niektoré
latky, obmedzujice stanovenie c¢pri terapeuticky relevant-
nych koncentrdaciach. Frontalna analyza v podmienkach CE
vyzaduje néstrek len niekolko desiatok nanolitrov® na
rozdiel od HPLC, kde je objem vzorky zvIast pre hydrofilné
liec¢iva >100 pl.

2.1.2. Mikrodialyza

Kym HPFA je schopnd stanovif ¢; v podmienkach in
vitro, resp. ex vivo, pre interpretdciu situdcie v podmien-
kach in vivo bola zavedend alternativna mikroperfiizna
odberovd technika, mikrodialyza, umoziiujica kontinudlne
monitorovanie c;v krvi i tkanivach experimentdlnych zvie-
rat”. Z analytického hladiska je mikrodialyzét (podobne
ako ultrafiltrat) matrica zbavena interferujicich endogén-
nych latok a v zasade je vhodnd i pre priamy ndstrek
v podmienkach (kapildrnej) HPLC ako aj CE3132. Z prak-
tického hl'adiska je problematickym predovsetkym maly
objem ziskanej vzorky (rychlost perfiizie byva spravidla
mensia ako 1-2 ul.min"!), nizka vyfaznost (20-30 %) nie-
ktorych mikrodialyzaénych odberovych kanyl a samozrej-
me i objektivne nizka koncentracia analytu v pripade lie¢iv
pevne viazanych na proteiny. Pre stereoselektivne monito-
rovanie lie¢iv s vyuZitim priamych metod chirdlnej separa-
cie je preto vyhodné zohl'adnit’ niektoru z alternativ instru-
mentilneho zapojenia opisanom v kapitole 4.2.1.,(cit.**"**).
Vo vseobecnosti je mikrodialyzu moZzné vyuzit aj pre od-
ber, resp. stanovenie c;v podmienkach in vitro35:36,
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3. Nové trendy v technikdch predupravy
biologickej vzorky

Ciel analytickej (konvenénej alebo alternativnej) pred-
upravy vzorky biologickej matrice spo&11’va37:

7) v.separovani analytov od bielkovin (najcastejSie pre-
cipitdciou, resp. denaturdciou bielkovin, pricom dochéddza
k uvolneniu na proteiny viazaného podielu lieCiva a stano-
vuje sa tzv.. celkova koncentricia analytu), 2) v odstraneni
interferujucich 1dtok, ktoré by mohli negativne ovplyvnit
retenciu analytu alebo spravnost stanovenia a 3) v zakon-
centrovani analytu pre zvySenie citlivosti stanovenia.
3.1. alternativne
metody predupravy
v podmienkach HPLC

Konvencéné vs.

Konvenéné extrakéné metody su orientované na pre-
cipitdciu bielkovin, pripadnd Gpravu pH a ndslednu extrak-
ciu analytu do vhodnej organickej fizy (,,liquid-liquid ex-
traction", LLE). Vyzaduju spravidla velky objem vzorky
(>1 ml), pritomnost interného Standardu; ich nevyhodou je
i mozn4 svetelna3®, resp. tepelnd expozicia a degraddcia
analytu, adsorpcia analytu na sklo, vysokd spotreba or-
ganickych rozpustadiel, relativne nizka extrakénd ucinnost'
a v niektorych pripadoch i nedostatocna reprodukovatel-
nost37:39. Dovodom pre dlhodobé pouZivanie metéd LLE
je jednoduchost' ich praktického prevedenia (pri vhodnom
vybere polarity organickych rozptistadiel, pH a pod.) a z to-
hto dévodu su Casto pouzivané aj v pripade chirdlnych
lie¢iv (tabulka I). Alternativou k LLE je: ,,extrakcia tuhou
fazou" (,,solid-phase extraction”, SPE), ktorej vyhoda spo-
Civa v nizsej spotrebe organickych rozpustadiel, v Casovej
optimalizécii a predovsetkym v moznosti ipinej automati-
zécie. Aplikacia bezne pouzivanych SPE sorbentov na baze
silikagélu (napr. C4, Cg, Cg) je limitovand ich nizkou
stabilitou pri vys$$ich hodnotdch pH, ako aj adsorpciou
ionovych ldtok na povrchu vzhladom k pritomnosti vol-
nych silanolovych skupin®’. Vysokti chemicki a fyzikalnu
stabilitu poskytujii porézne uhlikové sorbenty*"*
stabilné v kyslom i zasaditom prostredi, t.j. mézu byt po-
uzité v Sirokom rozmedzi pH a st vyuzivané chromatogra-
ficky predovsetkym ako reverzne-fazové alebo normadlne-
fazové sorbenty. St charakterizované homogénnym S$pe-
cifickym povrchom s pravidelnou Struktirou a plochou
okolo 150-200 rn”g"', pri¢om ich povrch je hydrofébnejst
a lahgie, kontaminovatelny*v porovnani so silikagélovymi
sorbentmi. Silné adsorpéné vlastnosti mézu spdsobovat

, ktoré su



problémy pri elicii vysoko retardovanych hydrofébnych
litok*?, Jednym z moznych sposobov zniZenia nadmernej
adsorpcie analytov je ich technologickd priprava zo sféric-
kych Castic celulozy neobsahujicich zvysky silikagélu ani
vol'né silanolové skupiny na povrchu*. Pordzne grafiti-
zované uhlikové sorbenty boli aplikované pre SPE kon-
jugatov steroidnych hormoénov z mocu, séra a plodovej
vody"; estriolu zo séra alebo plazmy®; tricyklickych an-
tidepresiv zo séra®’. Okrem beZne pouZivanych silikagélo-
vych SPE sorbentov (napr. Cg, C,g) bol opisany aj typ
vysokoporéznych polystyrénovych sorbentov (Styrosorb),
ktory md vyssiu sorpénu kapacitu, je vhodny pre extrakciu
nepoldrnych latok z vodnych i organickych médii a prak-
ticky bol pouzity napriklad pri stereoselektivnom stanoveni
(RS)-propranololu v sére*®. Mikroporézny hydrofébny cha-
rakter polymérneho Styrosorbu (priemer pérov < 2 nm),
ktory je vhodny pre selektivnu retenciu a zakoncentrovanie
nizkomolekuldarneho analytu, rozsiril jeho pouZzitie aj ako
staciondrnej fazy typu RAM pre priame néastreky biologic-
kej matrice (plazma, mo&*’). Moznostou pre zvy$enie repro-
dukovatelnosti SPE, resp. redukciu objemu organickych
rozpustadiel, mozu byt v niektorych pripadoch extrakéné
disky, ktoré kombinujii princip hydrofébnych a iénovo-
vymennych interakcii a tym dosahuju vysiu selektivitu™.
Aj ked ich nevyhodou je nizSia sorptnd kapacita, boli
aplikované napriklad pre stanovenie enantiomérov meta-
donu v sére, resp. v krvi’'. Vyssia selektivita a vytaznost
extrakcie pre bazické litky moze byt dosiahnutéd aj vhod-
nym spojenim réznych extrakénych principov, akymi su
nespecifickd hydrofébna izoldcia na neporéznom uhliko-
vom sorbente a nasledné extrakcia na vhodnom katiéno-
vom menic¢i (napr. propylsulfénova kyselina viazana na
silikagélovom nosi¢i)”. Dal§ia moznost' preddpravy bio-
logickej vzorky je reprezentovana zaradenim dialyzy ako
predipravného kroku v plne automatizovanom analytic-
kom systéme a bola vyuZitd pre extrakciu (RS)-verapamilu
a (RS)-norverapamilu z Tudskej plazmy>3.

3.2.Kapilarnaelektroforéza(CE)

Casto vyuzivanou alternativou pre dosiahnutie zvy-
Senej selektivity chirdlnych separacii v CE je pridavok
chirdlneho selektora k zdkladnému elektrolytu®™. Medzi
najCastejSie pouzivané chirdlne selektory patria cyklodex-
triny (CD) aich derivaty™, proteiny’’, polysacharidy, ma-
krocyklické antibiotika, atd. Okrem vyberu vhodného typu
selektora je dolezita optimalizacia dalSich parametrov ako
koncentracia chirdlneho selektora, pH, typ a iénova sila
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pufrov, percentudlny podiel organického modifikdtora.
Prehladovy referdt Fanaliho a kol.”* podrobne diskutuje
rozne elektroforetické pristupy (kapildrna zoénova elektro-
foréza, CZE; elektrokinetickd chromatografia, EKC; kapi-
larna gélova elektroforéza, CGE; kapilarna elektrochrorna-
tografia, CEC), separa¢né principy ako i mechanizmy chi-
rdlneho rozli§enia racemdtov rdznych analytov (liecivd,
aminokyseliny a pod.). Vyhodou CE i MEKC (micelarna
elektrokinetickd kapildrna chromatografia)® pre chirdlne
separacie je moZnost' pouZitia chirdlneho selektora™ v podo-
be pseudostacionérnej chirdlnej fizy. Metody CE vykazuju
pritom dostato¢nu u¢innost', rychlost separacie a spravidla
i dobré rozliSenie pri pomerne jednoduchom analytickom
usporiadani. Vyhodou je dosiahnutie vysokej separacnej
ucinnosti, malé objemy vzoriek a pouzivanych pufrov (resp.
organickych rozpustadiel). Limitujiicim faktorom predo-
vSetkym (pre monitorovanie tzv. terapeutickych koncen-
tracif lie¢iv) su v praxi dosahované vysoké detekéné limity
a nizSia reprodukovatelnost. Aj ked’ Ciasto¢né zlepSenie
moze byt dosiahnuté pomocou tzv. zakoncentrovania vzor-
ky (,,sample stacking"), zasadnejSie rieSenie spociva v na-
sadeni citlivejSich detekénych metdd akou je UV (napr.
LIFD, t.j. laser induced fluorescence detection'*'”). Pre
stereoselektivne stanovenie (*)-terbutalinu a (+)-efedrinu
v moéi bola vyuzitd aj metéda CE/MS (cit.*’) umoZiiujica
monitorovanie latok na radovo nizsich hladinach koncen-
tracii v porovnanis UV detekciou. Novy pristup pre citlivd
chirdlnu analyzu CZE je zalozeny na pouziti on-line kom-
bindcie dvoch kapildr s ,,chirdlnym" a ,,achirdlnym® sys-
témom®!. Analyticky proces prebiecha v dvoch krokoch,
pricom chirdlna separdcia je uskutoénend v prvej kapildre
so zdkladnym elektrolytem (napr. acetatovy pufor) s vhod-
nym chirdlnym selektorom (napr. aspartam, resp. L-OH-
-prolin) a separované enantioméry st dalej detegované
v druhej kapildre. Ako testované latky boli pouzité alfa-hy-
droxykarboxylové kyseliny a dosiahnuty detekény limit bol
10-18mol (cit.o1). Aj ked metoda kapildrnej elektroforézy
je principidlne vhodné pre priamy nastrek biologickej ma-
trice, podobne ako v HPLC, uplatnenie nasli aj konvenéné
extrakéné postupy (napr. pri stanoveni enantiomérov war-
farinu v plazme®, bupivakainu v sére®, verapamilu a nor-
verapamilu v plazme®, oxprenololu v moé&i®’, zopiklonu
v modi a slindch!®). Rézne moznosti konvenénych i nekon-
venéns'fch technik preddpravy v porovnani s priamym na-
strekom biologickych vzoriek (predovsetkym plazmy, séra,
mocu a slin) v podmienkach CE, MEKC, resp. izotacho-
forézy (ITP), sa diskutovali pre cely rad prikladov ne-
stereoselektivneho, - resp. stereoselektivneho stanovenia



roznych chirdlnych lieiv®®"®”. Vyhodnejsie ako nepriame
konven¢né techniky predupravy vzorky je predradenie ITP,
alebo zakoncentrovanie analytu priamym napojenim pred-
systému ku kapildre. Uplatnenie nachddza o.i. princip chro-
matograficky (malé mnoZstvo stacionarnej fazyje imobili-
zované medzi dve frity na zaiatku kapilary). Pre zlepSenie
citlivosti metody sa modifikovala a aplikovala LLE vzoriek
v dvoch stuptioch s naslednou on-line kombindciou SPE-
-CE (pouzitie reverzne-fizového sorbentu na bdze divinyl-
benzénu) a dosiahla sa rychla, reprodukovatelna a kvanti-
tativna analyza izoforiem metalotioneinu v peefiovych
extraktech pre koncentracie 0,5 pg.g”! tkaniva’?,

4. Priame nastreky biologického materidlu
4.1.Staciondarne fazy typu RAM

Princip stacionarnych fiz typu RAM (restricted access
materials) kombinujticich vylu€ovaci mechanizmus pre od-
stranenie vysokomolekuldrnych komponentov z matrice
interakciou na vonkajSom hydrofilnom (biokompatibilnom)
povrchu a zakoncentrovanie nizkomolekuldrnych analytov
na vndtornom hydrofébnom povrchu staciondrnej fazy
umoziiuje priamu a opakovanu analyzu lie¢iv v biologic-
kych matriciach37.7!-75_ Pinkerton” prehl'adne zhodnotil
vlastnosti RAM pre priamy ndstrek biologickych vzoriek:
a) odolnost voci ireverzibilnej kontaminacii makromoleku-
lami na zaklade ich prakticky kvantitativnej (98 %) eltcie
a b) dostateCna selektivita a ucinnost' pre rozliSenie analy-
tov od endogénnych, resp. interferujicich zloziek. Celkove
je znamych niekol'ko modifikdcii RAM. V stcasnosti sa
najcastejsie aplikuji predovsetkym staciondrne fazy typu
[SRP zavedené Hagestamom a Pinkertonom (,,internal sur-
face reverse phases”, t.j. diolové skupiny na vonkajSom
povrchu a polypeptidické fizy viazané na vnuitorny povrch
silikagélu)” »73. Boos a kol.””""*""" rozpracovali teériu i ap-
likdcie ISRP typu alkyl-diol silikagél (ADS), charakteri-
zovanu hydrofilnymi diolovymi skupinami na vonkajSom
a butyryl-(C,)-, kapryloyl-(Cg)-, resp. stearoyl-(C g)-sku-
pinami na vnitornom povrchu. Medzi dalSie modifikacie
RAM patria: SHP (,,shielded hydrophobic phases”, napr.
silikagél obsahujtici’ polymérnu hydrofilna siet’ polyetylén-
glykolu (PEG) s pevne zakotvenymi hydrofébnymi feny-
lovymi skupinami)”™”, SPS (,semi-permeable surface
phases", napr. adsorpcia neionovej povrchovo-aktivnej lat-
ky, ktord obsahuje PEG, na reverzne fizovy povrch (Cg,
Cg), resp. kombindcia alkylsilanu/PEG-silanov viazanych
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na poréznom povrchu) , DZM (,,dual zone materials",
napr. perfluorobutyletyléndimetylsilylové skupiny v kom-
bincii s C;g)82 alebo MFP (,mixed-functional phase",
napr. B-cyklodextrin, resp. fenylové, butylové a oktylové
skupiny v kombindcii s diolovou fizou)$3-85. Osobitna
skupina stacionarnych fiz typu RAM je zalozena na bioSpe-
cifickej interakcii (a vysokej afinite) lieCiva k imobilizo-
vanému selektoru (protein, resp. enzym) Uvedeny pristup
bol uplatneny pre karbonatdehydratazu (CA) pri priamom
monitorovani sulfénamidov v mogi, resp. v plazme3°. Imo-
biliz4dcia enzymu CA poskytla vysSiu Specificitu a selekti-
vitu v porovnani s albuminom (BSA)". Podobnym riese-
nim je i vytvorenie biokompatibilného vonkajSicho povrchu
imobilizovanim plazmatického a; kyslého glykoproteinu
(AGP)™.

4.2. HPLC-integrovand preduprava
biologickej vzorky

Konvenéné spdsoby extrakcie chirdlnych analytov/ en-
antiomérov z komplexnych biologickych matric (hemo-
lyzovana krv, plazma, sérum, sliny, homogenity tkaniv
a pod.) je mozné nahradit' HPLC-integrovanou predupra-
vou vzorky (,,on-line liquid-solid extraction”, LSE) vy-
uzitim stacionarnych fiaz typu RAM a réznych alternativ
a instrumentalnych modifikacii ,,column-switching* (CSW)
technik. Ak preduprava vzorky nepresahuje ¢as analyzy,
paralelne s analytickou separdciou moZe prebiehaf pred-
uprava vzorky nasledovnej. Vyvoj metody pre priamy na-
strek biologickej matrice konkrétneho analytu spociva v do-
siahnuti optimdlneho casového intervalu medzi frakcio-
naciou biologickej vzorky (kompletnou eliiciou matrice),
prenosom analytu z predkolény na analyticku kolénu a na-
slednou analytickou separaciou analytu®. Vyhody metodo-
logie spocivaji' v moZnosti plnej automatizécie (skratenie
Casu analyzy), v dosiahnuti prakticky kvantitativnej vyfaz-
nosti, vyssej citlivosti, sprdvnosti a presnosti. S vhodné
pre analyzu infekénych alebo inak kontaminovanych biolo-
gickych vzoriek a nevyzaduju internu §tandardizaciu3’.7276.
Tabulka IT sumarizuje najdolezitejsie, analyticky relevant-
né aspekty LSE v porovnani s LLE a SPE. Rozdielna
hydrofébnost a selektivita troch typov ADS staciondrnych
fiz umoziuje optimalny vyber vzhl'adom na stanovovany
analyt a biologickii matricu. O SirSich moznostiach zatial
»nestereoselektivnych" aplikdcif pre rézne analyty sved¢ia
integrované predupravy C;g-ADS opisané pre (+)-bupi-
vakain v plazme’’; kortizol a prednizolon v plazme, arachi-
donovti kyselinu v mo&i”’; digoxin v sére”! alebo Cg-ADS



Tabul'ka II

Vyhody a nevyhody konvenénych predupravnych technik (LLE, SPE) v porovnani s LSE

Hodnotiace parametre LLE
Svetelna expozicia vzorky znacna
Casovd ndro¢nost zna¢na
Automatizacia nie

Pouzitie interného §tandardu spravidla nevyhnutné

Vytaznost variabilnd
In$trumentélna naro¢nost minimélna
Spotreba organickych rozpustadiel znacna

pre stanovenie fotoreaktivneho 8-metoxypsoralenu v plaz-
me’® a C4-ADS pre sulfidopeptidové leukotriény v moti
a bunkovych extraktech™, resp. pre stereoselektivne HPLC
stanovenie (R)- a (S)-propranololu v mikrodialyzate krvi
a mozgomie$Snom moku s naslednou separdciou na ovomu-
koidovej chirdlnej staciondrnej faze™ (obr. 1).
HPLC-integrovand preduiprava vzoriek je aktudlna v pri-
pade nestereoselektivnej i stereoselektivnej bioanalyzy chi-
ralnych lie¢iv technikami CSW (cit.”). Medzi ¢asto pouZi-
vané alternativy patri tzv. ,,back-flush® zapojenie - elucia
retardovaného analytu nastdva zaradenim opa¢ného smeru
toku mobilnej fazy. InStrumentdlne prevedenie ,,back-flush”
techniky je mozné v tzv. jednopumpovom systéme (napr.
pre stanovenie enantiomérov propranololu v mikrodialy-

100
I, mAL

il

60

40

20

l i | i

25
£, man
Obr. 1. Stanovenie (i?)- (1) a (S)-propranololu (2) v mikrodia-
lyzéte krvi potkana ziskanom 45 min po i.v. podani (RS)-pro-
pranololu (10 mg.kg™!). Chromatografické podmienky: predko-
16ny: LiChrospher® RP-ADS (25 x4 mm L.D., 25 um); Ultron
ES-OVM (25 x 4 mm 1.D.); analyticka kolona: Ultron ES-OVM
(150 x 4,6 mm L.D., 5 um); fluorescencnd detekcia (A, =290 nm,
Ay = 340 nm); gradient mobilnej fazy: 20 mmol.I"! fosfitovy
pufor (pH = 6,9) a acetonitril: 0-5 min: 5 %; 5-6 min: 45 %;
6,1-18 min: 20-23 %; 18,1-25 min: 23 %; prietok: 0,8-1,1
ml.min"!; teplota: 15 °C; davkovany objem: 20 ul

1]

SPE LSE
relativne mald minimélna
relativna minimélna

Ciasto¢na alebo tiplna spravidla Uiplna

spravidla nevyhnutné spravidla nie je potrebné

variabilna vysoka
rdzna, podla stupiia automatizacie znaéné
nizka minimélna
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zéte krvi a v mozgomie$nom moku™), resp. v dvojpumpo-
vom systéme (analyza: (+)- a (-)-pantoprazolu v plazme™;
enantiomérov propranololu v plazme, krvi ahomogenatoch
tkaniv®, atd’) (obr. 2) Zaradenie druhého prepinacieho
ventilu do CSW systému mdZe navyse poskytnit moznost'
kombinacie ,,back-flush” spdsobu a tzv. ,cutting” techniky
pre sledovany analyt (pindolol) v zmesi s inymi latkami
(lidokain, metoprolol, oxprenolol, diltiazem, verapamil),
resp. jeho ndslednu stereoselektivnu separiciu™. V pri-
pade, Ze separacia vyzaduje krat$i Cas, nez preduprava
vzorky, inStalovanie pridavného prepinacieho ventilu a dru-
hej predkolény (tzv. ,,alternativna predkolénova CSW tech-
nika") moZe prispief k redukcii celkového &asu analyzy®.
Niektori autori uprednostfiuju tzv. ,forward-flush® za-
pojenie’””, pri ktorom elicia analytu nastdva v priamom

B

W

W

Obr. 2. Schematicky diagram tzv. dvojpumpového ,,column-
-switching*“ systému v ,,back-flush" zapojeni. A: davkovanie
matrice vzorky na predkolénu v priamom smere toku mobilnej
fazy a sicasne kondicionovanie analytickej kolony; B: prenos
analytu v ,,back-flush" prepojeni na analyticki kolénu a nasledna
analyticka separdcia; 1,3- HPLC pumpy, 2 - autosampler, 4 -
predkoléna (typu RAM), 5 - analytické predkolona, 6 - analytic-
ka koléna, 7 - detektor, W - odpad



Tabulka IIT

Prehlad niektorych stereoselektivnych stanoveni lieCiv s priamym nastrekom biologickej matrice

Liec¢ivo Chirdlna analyticka koléna

(%)-Pantoprazol

E20208 avidin

E38100 flavoprotein
(RS)-Propranolol ovomukoidd
(RS)-Propranolol ovomukoidd

(RS)-Metoprolol, celobiohydrold&za CBH-1¢
(RS)-Alprenolol,
(RS)-Propranolol
(RS)-Ketoprofen, (+)-oxazepam

(%)-chlérfeniramin, ()-benzoin

ovomukoidf

tris(4-metylbenzodt) celul6zy®

Matrica Objem Detekcia LOD Cit.
néstreku [pl] [ng.ml1]
plazma 100 uv 100 A
plazma 500 uv > 134
plazma 100 uv 30 132
plazma, krv, 100 FD 15 95
homogeniéty tkaniv
mikrodialyzat krvi 20 FD (+)-P:10 A
potkanov, mozgo- (-)-P:15
miesny mok
mikrodialyzét krvi 8 FD 202, 40P 33
amozgového tkaniva 82 150b
potkanov 252, 50b
sérum 20 uv s 133

4L0OD pre (S)-enantioméry v dialyzate krvi; ® LOD pre (S)-enantioméry v dialyzate mozgového tkaniva; FD - fluorescenénd
detekcia; “Chiralcel OJ-R (Daicel Chemical Ind., Tokyo, Japan); Ultron ES-OVM (Shinwa Chemical Ind., KYOTO,
Japan); ©TrichSep®-100 (Skandinaviska Gene Tec AB, Gothenburg, Sweden); fUltron—NHz(Shinwa Chemical Ind.,
Tokyo, Japan) imobilizovany s DSC (N,N'-disukcinimidylovy uhli¢itan); & E2020 - (£)-1-benzyl-4-[(5,6-dimetoxy-1-in-
danon)-2-yl]metylpiperidin hydrochlorid; " E3810 - (%)-sodium 2-[[[4-(3-metoxypropoxy)-3-metyl-pyridin-2-ylJme-

tyl]sulfinyl]-1H-benzimidazol

smere toku mobilnej fizy (eliminuje sa tym moznost' kon-
tamindcie analytickej kolony reziduami biologickej ma-
trice z predkolény, ako je tomu v pripade ,,back-flush®).
CSW techniky m6zu byt tieZ pouZité pre integrovanu deri-
vatizéciu vzoriek lieciva imobilizovanim fluorescen¢ného
derivatiza¢ného (Cinidla v derivatizatnej kolénke, ¢o sa
uplatnilo napr. pre nestereoselektivne stanovenie amfeta-
minu v plazme s vyuZitim priameho nastreku)®?. Tabulka
Il uvddza vybrané priklady CSW technik aplikujicich
rozne typy chirdlnych staciondrnych faz pre priamy ndstrek
matrice a priame stereoselektivne stanovenie lieiv v bio-
logickom materidli. Okrem priamych metéd typu LSE oso-
bitnti skupinu CSW technik predstavuje priame prepojenie
“100y pripade ak mu
predchédza konvenénd extrakcia biologickej vzorky. Boli

,achirdlneho* syst¢ému s ,,chirdlnym

pouzité v pripade extenzivne metabolizovanych lieCiv
(s predpokladanou pritomnostou viacerych Strukturdlne
pribuznych chirdlnych metabolitov) pre cielent stereose-
lektivnu separiciu sledovaného analytu. Prikladom je sta-
novenie enantiomérov cyklofosfamidu v sérel01 jfosfa-
midu v sére!%2, ibutilidu a artilidu v plazme (po deriva-
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. w105
zopiklonu v moci

a ketoprofenu!%, resp. verapamilu'”’ v ludskej plazme. Pri
opa¢nom spdsobe prepojenia (t.j. ,,chirdlneho® systému
S ,,achirzilnym“)lo0 dochddza Casto k vzniku pomerne Siro-
kych, resp. asymetrickych pikov a cielené zakoncentro-
vanie enantiomérov (najCastejSie na tzv. ,trapping” kolo-
nach) sa preto stdva spravidla nevyhnutnym pre zlepSenie
celkovej citlivosti a ucinnosti separacie. Tento sposob bol
pouZity pri monitorovani enantiomérov aml odipinu! 08 ter-
butalinu, metoprololu, oxazepamu a bupivakainu v plaz-
me'”’, resp. pre stanovenie enantiomérov propranololu,
alprenololu, metoprololu®, resp. atenololu!!%v mikrodia-
lyzéate krvi a mozgového tkaniva.

tiz4cii)'”’; meflokainu v plazme'”;
106

5. Validédcia stereoselektivnych
bioanalytickych metod s priamym

nastrekom biologického materidlu

Validécia stereoselektivnych analytickych metdd je
v zdsade podobnd ako v pripade met6d nestereoselektiv-



11 mala by viak navyse zohladnif aj moZnii stereo-

10,112-114

nych

konverziu enantioméru , Tesp. jeho racemizaciu

(vplyvom teploty, pH, precipitdciou bielkovin, derivatiza-

ciou atd)! 12115 Preto by , klasicky" sposob validdcie mal

byt urobeny zvlast pre racemdt a jednotlivé enantiomé-
ry! 12116 teda:q) Limitdetekcie (LOD)a medzastanovenia

(LOQ) musia byt uréené pre kazdy enantiomér. gpecifické

pomery kazdého enantioméru v racemickej zmesi musia

byt kombinované tak, aby sa ur¢il LOD, resp. LOQ jedného
enantioméru v pritomnosti jeho antipodu, b) Presnost

a spravnost' musia byt stanovené pre enantioméry pri ana-

Iyticky (bioanalyticky) relevantnych koncentraciach. Za-

chovanie pomeru enantiomérov v racemickej zmesi musi

byt dosiahnuté opakovanymi meraniami, spravidla v roz-
sahu kalibracnej krivky, ¢) Linearita metody je hodnotena
na zaklade kalibra¢nych kriviek, pricom st mozné v zdsade

3 spdsoby ich pripravy:

1) zhotovenie kalibraénych kriviek zvl4st pre kazdy enan-
tiomér. Pozornost' si pritom zasluhuje skuto¢nost, Ze
strmost' oboch kriviek, resp. detekéné limity mozu byt
rozdielne pre jednotlivé enantioméry (t.j. rozny tvar
piku, chvostovanie atd.).

2) zhotovenie Kalibraénych kriviek pre reprezentativne

pomery enantiomérov (+) a (-) (t.j. 100/0, 95/5, 75/25,

60/40, 40/60, 25/75, 5/95, 0/100). Uvedené rieSenie

poskytuje suicasne i optimélny variant validdcie z hla-

diska ¢asového a metodu je vhodné uplatnit' pri priamej
kvantifikdcii enantiomérov.

3) zhotovenie kalibracnych kriviek paralelne pre rozne

pomery jednotlivych enantiomérov (+) a (-) a racemdtu

() vrovnakej vzorke, ¢o umoziuje stanovenie roznych

koncentracii enantiomérov pri minimalnom pocte vzo-

riek (je mozné zostrojit 3 krivky, stfasne pre enan-

tioméry i pre racemdt, pre zvoleny celkovy pocet 9

kalibra¢nych vzoriek). Osobitnym problémom pri va-

lid4cii zostavaju kritérid pre stabilitu, stereokonverziu,
separiciu enantiomérov, vytaznost a na niektoré Speci-
fické aspekty (v pripade rozdielnych mobilnych fdz pri

CSW technikdch moze dochddzat k zmene v tvare resp.

vyske piku, ¢o nemusi bezpodmienecne suvisief so

stratou analytu, resp. znizenou V)it'aino.s't’ou)I 12

6. Zaver

Exaktné stanovenie koncentricie enantiomérov (resp.
opticky aktivnych metabolitov) chirdlnych lieiv v , kon-
vencnych* i ,,nekonvencnych" biologickych matriciach re-
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prezentujicich rézne zloZky organizmu je mimoriadne do-
lezité pre spravnu interpretaciu farmakokinetickych a toxi-
kokinetickych dat. Vychadzajuic z tychto poziadaviek, bola
okrem dynamicky sa rozvijajucich moznosti Kkapildrnej
elektroforézy otvorend aj moznost' HPLC-integrovanej
predupravy (LSE) biologickych vzoriek. Nesporné vyhody
LSE (vratane inStrumentdlnych alternativ pre roézne ap-
likdcie a v neposlednom rade i $irSia komer¢na dostupnost'
vhodnych analytickych kolon, resp. predkolén typu RAM)
sposobili, Ze sa tdto metoda v €oraz vicsom pocte pripadov
stdva vhodnou bioanalytickou volbou a rieSenim.
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The HPLC-integrated liquid-solid extraction (LSE) has
several advantages for the initial ,,clean-up* of biological
samples as compared to conventional methods, e.g., the
repeated direct injection of untreated biofluids, such as
quantitative removal of the protein matrix. improved pre-
cision, accuracy, sensitivity, etc. Since these aspects are
particularly important in the direct stereoselective methods,
the review summarizes recent trends and relevant applica-
tions in HPLC and CE, including sampling issues, instru-
mentation and validation alternatives, and potential limita-
tions concerning pharmacokinetic and toxicokinetic
studies.





