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ANOTACE

Predmétem této bakalaiské prace je vypracovani literarni reSerSe se zaméfenim na moderni
separacni techniky, kterymi lze stanovit mnoZzstvi kyseliny valproové v lidském organismu.
Prvni ¢ast prace se zamétuje na klinické vyuziti a mechanismus ucinku latky. Druha ¢ast je

vénovana plynové a kapalinové chromatografii a jejich vyuziti pro stanoveni valproatu.
KLiCOVA SLOVA

kyselina valproova, epilepsie, y-aminomaselna kyselina, plynovéd chromatografie, kapalinova

chromatografie

TITLE
Valproate determination using modern separation techniques.

ANNOTATION

The subject of this bachelor thesis is to elaborate a literature research focused on modern
separation techniques, which can determinate the amount of valproic acid in the human
organism. The first part focuses on clinical use and mechanism of action of the substance. The
second part is dedicated to gas and liquid chromatography and their use for the determination

of valproate.
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UvVoD
Epilepsie je jednim z mnoha nervovych onemocnéni a projevuje se nervovymi zachvaty.
Nastésti 1ze projevy epilepsie uc¢inné€ mirnit nebo zcela potlacit spravnou medikaci. Kyselina
valproova (valproat) se stala pro své Siroké spektrum ucinnosti jiz béhem minulého stoleti

jednim z nejpouzivangjSich antiepileptik a pro nekteré typy zachvati je 1é€ivem prvni volby.

U mnoha léCiv provadime tzv. terapeuticky monitoring 1é¢iv béhem néhoz se stanovuje
koncentrace jejich hladin v biologickych vzorcich. Nejcastéji je provadén u 1é€iv, které maji
uzky terapeuticky rozsah, toxické uc¢inky nebo se podéavaji dlouhodobé ¢i dokonce celozivotné.
U téchto 1éCiv je nutné udrzovat jejich hladinu v lidském organismu konstantni. K udrzeni
tohoto ustaleného stavu nestaci pouze podavat 1€k v pravidelnych intervalech. Kazdy jedinec
vstiebava, metabolizuje a vylucuje léky s rozdilnou intenzitou v zavislosti na mnoha

fyziologickych faktorech, které¢ se v pribéhu Zivota mohou ménit.

Valproat patii mezi 1é¢ivé latky, které jsou dlouhodobé¢ uzivany. M4 kratky polocas eliminace,
nizky terapeuticky index a Sirokou variabilitu koncentraci v krevni plazmé pacientli. VSechny
tyto faktory jsou dostatecnym divodem k tomu, aby se provadél terapeuticky monitoring.
Cilem je dosdhnout co nejvyssi Gcinnosti 1é¢iva s minimem vedlejsich acinkii a byla tak

zajisténa individualizace farmakoterapie u jednotlivych pacienti.

V dnes$ni dobé se pro analyzu vzorkl ve velké mife pouzivaji moderni separacni techniky
hlavné pro svou rychlost a vysokou ptesnost. Pro stanoveni valproatu se nejcastéji pouziva

plynova a kapalinova chromatografie.
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1 VALPROAT

Valproat sodny i kyselina valproova v plazmé disociuji, proto jsou ¢asto oznaceny souhrnné
jako valproat (VPA). Kyselina valproova byla poprvé syntetizovana Beverly S. Burtonem roku
1882. Jeji antikonvulzivni G¢inky byly ndhodou objeveny az v roce 1962 Pierem Eymardem.
Valproat byl tehdy pouzit jako organické rozpoustédlo pro preklinické testovani derivati
khellinu. V dne$ni dobé se valproat pouzivd jako antiepileptikum ama také efekt jako

stabilizator nalady pfi bipoldrnich poruchéach [1].

1.1 Chemické vlastnosti kyseliny valproové

Kyselina valproova (2-propylpentanova kyselina, CAS 99-66-1) je bezbarva kapalina, kterd je
Spatné rozpustna ve vod¢, zato dobfe rozpustnd v organickych rozpoustédlech naptiklad
v methanolu, acetonu nebo etheru. Jeji strukturni vzorec je uveden na obrazku 1. Jeji

molekulova hmotnost je 144,21 g/mol a hodnota pKa je 4,8 [3].

CHsy

O

H
© CHs;

Obrazek 1 Strukturni vzorec kyseliny valproové [2]

1.2 Léciva obsahujici kyselinu valproovou

Léciva, kterd obsahuji kyselinu valproovou nazyvame obecné antikonvulzivy nebo také
antiepileptiky. Tyto 1é&iva se v Ceské republice vydavaji pouze na lékai'sky piedpis a pacienti
si na né museji vétSinou doplacet. LéCiva se prevazné vyskytuji v tabletkové ¢i tobolkové formée
s mnozstvim uc¢inné latky od 100 do 1000 mg. Vyjimecné se 1éCivo podava v roztoku nebo
sirupu. Pfipravky v injekéni formé jsou ur€eny pro pacienty, ktefi do€asné nemohou byt léceni

peroralné [4]. Souhrn piipravkil obsahujici kyselinu valproovou je uveden v tabulce 1.
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Tabulka 1 Prehled 1é¢iv obsahujicich VPA [4]

Mnozstvi ucinné

Nazev pripravku Vyrobce Lékova forma
latky
Convulex GL Phrma Enterosolventni mékka 150/300/500 mg
tobolka
Tableta s prodlouzenym 300/500 mg
uvolnovanim
Perorélni toztok 300 mg/1
Depakine chrono Sanofi Aventis @ Tableta s fizenym 300/500 mg
uvolnovanim
Depakine Sanofi Aventis | Sirup 5 g/100 ml
Prasek a rozpoustédlo 400 mg/4 ml
pro injekéni roztok
Orfiril Desitin Pharma Enterosolventni tableta 150/300/600 mg
Injekéni roztok 100 mg/ml
Orfiril long Destin Pharma | Tvrda tobolka 150/300 mg
s prodlouzenym uvoliiovanim
Tableta s prodlouzenym 500/1000 mg
uvolnovanim
Valproat Chrono Sandoz Tableta s prodlouzenym 500/300 mg
Sandoz uvolnovanim
Valproat- Ratiopharm Tableta s prodlouzenym 300/500 mg

ratiopharm Chrono

uvoliiovanim
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2 KLINICKE POUZITI
2.1 Epilepsie

Hlavni pouziti valproatu v klinické praxi je proti epileptickym zachvatim. Epilepsie je
chronické nervové onemocnéni, které se vyskytuje asi u 50 miliont lidi, tedy asi u 0,5-1%

procenta svétoveé populace [5].

Epilepsii tradi¢né oznacujeme za poruchu, ktera je tvofena mnoha riiznymi chorobami a stavy.
Vyraz ,,porucha® je ale pro spolec¢nost Casto Spatné srozumitelny a zleh¢uje zavaznou povahu
epilepsie. Mezinarodni liga proti epilepsii (ILAE) a Mezinarodni ufad pro epilepsii (IBE) se

proto dohodli na oznaceni ,,nemoc* [6].

ILAE definuje epilepsii jako stav, ktery je charakterizovan opakujicimi se (dvéma nebo vice)
epileptickymi zachvaty, nevyprovokovanymi zddnou vnéjsi pfi¢inou. Zachvaty jsou od sebe
vzdaleny alespont 24 hodin. Epilepticky zachvat je zplsoben nadmérnou nervovou aktivitou
v mozku. Na zéklad¢ klinickych projevii je mozné identifikovat mnoho rtiznych typt zachvatt.
Tyto klinické charakteristiky spolu se zdznamy elektroencefalogramu lze pouzit

pro kategorizaci zachvatt [6, 7].
D¢leni podle nastupu na zachvaty:

e s ohniskovym ndstupem,
e s fokalnim nastupem,

e s neznamym nastupem [§].
Epileptické zachvaty se projevuji:

e ztratou povédomi nebo védomi,
e nekontrolovatelnymi pohyby rukou a nohou,
e psychickymi ptfiznaky, jako je strach, izkost nebo deja vu,

e zm¢éna citlivosti vjemu - zrak, sluch, ¢ich a chut’ [5, 9].

Projevy zachvati se u jednotlivych pacientli mohou liSit v zévislosti na misté vzniku
nadmérného elektrického vyboje a jeho Sifeni v mozku. Zachvaty mohou trvat od nékolika
sekund po nékolik minut a jejich frekvence se pohybuje v rozmezi jednoho roku ale i né€kolika

dni [5].
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2.1.1 Antiepileptika
Efektivni 1écba epilepsie vyzaduje celostni pfistup, ktery bere v tvahu potieby jednotlivych
pacientl, konkrétni klinické charakteristiky a osobni okolnosti kazdého pacienta tak, aby se
zajistila Gspésna 1écba.
Idealni antiepileptikum by mélo mit tyto vlastnosti:

e dlouhodobé zvladnuti zachvatd,

e pfizniva sndsenlivost,

e Siroké spektrum ¢innosti,

e stabilni a pfedvidatelny farmakokineticky profil

e umoznéni davkovani jednou denné,

e nulova interakce s jinymi 1éky nebo jinymi antiepileptiky [10].

Mezi antiepileptika patii karbamazepin, fenobarbital, fenytoin, primidon, kyselina valproova,

vigabatrin, oxcarbazepin, felbamat, gabapentin, lamotrigin, topiramate, vigabatrin [11].

U néekterych pacientii se mlize objevit epilepsie rezistentni na léky. V takovych ptipadech mize
byt u peclivé vybranych pacienti chirurgické feSeni vhodnéjsi nez dlouhotrvajici medikace.
Lékati mohou pfistoupit k tfem moznym feSenim - vyuziti elektrické stimulace, chirurgického

odpojeni nebo odstranéni funkéni ¢asti mozku [11].

2.2 DalSi klinické indikace
Kromé epilepsie se valproat pouziva také pii 1é€bé jinych onemocnéni. Bylo prokéazano,
ze valproat je i€inny pro pacienty s bipolarnimi a schizofrennimi poruchami, véetné téch, které

jsou odolné vuci lithiu a karbamazepinu.

Bipolarni porucha je psychické onemocnéni, které je charakterizovano stfidajicimi se
depresivnimi a manickymi epizodami a nemocni travi az tfikrat delsi ¢as v depresi nez v manii.
Nejcastéji se pro 1é¢bu bipolarni poruchy pouziva lithium nebo pravé valproat, ktery je zvIaste
ucinny proti manickym epizodam bipolarnich poruch a ma také Sirsi spektrum uc¢inku nez
lithium. Pfi celkovém srovnani je ale 1écba lithiem vyhodnéjsi hlavné pro své lepsi ucinky pfi

1é¢bé depresivnich episod, které béhem bipolarni poruchy prevladaji [7, 12, 13].
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Klinické studie také prokazaly, ze valproat podavany v nizkych davkéach je Gc¢inny jako
prevence proti migrénam, které jsou rezistentni na léky. VPA sniZzuje pocet migrénovych

zachvatl, jejich trvani i intenzitu [14].

2.3 Vedlejsi ucinky
Jednim z vyhod terapie VPA je jeji Siroka terapeutickd mira bezpecnosti. VPA je spojena pouze

s vzacnymi idiosynkratickymi reakcemi a fadou béznych vedlejsich nezadoucich t¢ink.

Mezi nejbéznéjsi nezéddouci ucinky patfi nevolnost, zvraceni, paleni zadhy, dermatologické
ucinky (alopecie, vyrazka), neurologické ucinky (ospalost, podrazdénost, ataxie) a prirtstek

hmotnosti.

Kyselina valproovd miiZze také vyvolavat metabolické poruchy, napiiklad hypokarnitinemii
a hyperamonemii. Tyto stavy se vyskytuji hlavné u pacientii, ktefi maji metabolické aberace
aty jsou odhaleny az pfidanym stresem metabolismu VPA. Trombocytopenie a inhibice
agregace trombocytl jsou CastéjSimi nezadoucimi ucinky, vyskytujicimi se u 12% pacientl
uzivajicich VPA, avSak ve vétSin¢ ptipadl je trombocytopenie mirnd. Mezi velmi vzicné
a idiosynkratické nezddouci ucinky patii reverzibilni idiopatickd hepatitida a hemoragicka
pankreatitida. Derivaty VPA jsou stdle ve vyvoji. Cilem je nalézt derivaty, které jsou silnéjsi,

mén¢ teratogenni a méné hepatotoxické [15].

Dtlezitou vlastnosti valproatu je jeho silna teratogenita. Jeho pouziti pro t€hotnou matku je
tedy spojeno se zvySenym rizikem vyznamnych vrozenych abnormalit embrya a plodu. Piesto
u vétSiny Zen s epilepsii, které planuji t€hotenstvi, nelze antiepileptika vysadit kvuli riziku
zachvatli béhem téhotenstvi, coz mlze byt skodlivé jak pro matku, tak pro dité. Existuje vSak
rozdil vrychlosti stupné teratogenniho potencidlu rtiznych antiepileptik.. Pouziti valproatu
behem té€hotenstvi je spojeno s 1-2% vyskytem rozstépl neurdlni trubice, hlavné Spina bifida.
Mohou se objevit i srdecni malformace, rozstépy patra ¢i vady koncetin. Navic je zaznamendna

také vysoka mira spontannich potratii [15, 16].
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3 MECHANISMUS UCINKU

Vzhledem k Sirokému spektru antikonvulzivnich u¢inkli proti riznym typtim zéachvatl, bylo
opakovan¢ prezentovano Zze valproat piisobi kombinaci nékolika mechanismd. Mluvime
o zvySeni mnozstvi y-aminomaselné kyseliny a jinych neurotransmiterii a piisobeni valproatu
na sodné kandly postsynaptického neuronu. Tyto mechanismy zpusobuji zastaveni nebo

zpomaleni $ifeni nervového vzruchu mezi neurony.

3.1 Siieni nervového vzruchu

Jak jiz bylo feceno, epileptické zachvaty jsou zplsobeny abnormélnimi vyboji neurond.
Nervovy vzruch se v podobé akéniho potencidlu ¢ifi po bunééné membrané nervové bunky.
Potencial se mize Sifit po bunééné membrané axonu, nemtize ale ,,pieskocit synaptickou
Stérbinu. Elektricky akéni potencial tedy musi byt pfeveden chemickou reakci na nasledujici

neuron pomoci chemického mediatoru, neurotransmiteru.

Myelinova
vrstva

‘ula/
f :
eurotransmlter
ﬁ

Postsynapticky
nervovy vzruch

Obriazek 2 Nervova synapse [17]
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Ve chvili, kdy akéni potencidl dosahne synapse, zplisobi otevieni napétové fizenych kandlt
pro Ca**. Vapnik vstupujici do buriky zpisobi posun vezikul s neurotransmiterem
k presynaptické membran¢, kde vacky splyvaji sbunéfnou membranou auvolni tak
neurotransmitery do synaptické Stérbiny. Medidtory se poté vazi nareceptory umisténé
na postsynaptické membrané a oteviraji tak konkrétni membranové kandly, kterymi
do postsynaptické buniky vstupuji ionty. Nadbytecny neurotransmiter mize byt nasledné zpétne
vychytavan do presynaptické buiiky nebo mize byt biotransformovan. Dle typu
neurotransmiteru a receptorli na které plisobi, je vysledny efekt excitacni nebo inhibi¢ni.
Nejznaméjsimi neurotransmitery jsou acetylcholin, noradrenalin, kyselina glutamova

(excitacni), kyselina y-aminomaselnd a glycin (inhibi¢ni) [18, 19].

3.2 Utinek valproatu na y-aminomaselnou Kyselinu

y-aminomaselné kyselina (GABA) je hlavni inhibi¢ni neurotransmiter v mozku. VPA dle studii
zpusobuje lokalizované zmény hladin GABA v oblastech stfedniho mozku jako substantia
nigra. Jedna se o region, o némz se predpoklada, Ze je vyznamné zapojen do vzniku zachvatt.
Tento mechanismus podporuje i fakt, Ze inhibice signalizace GABA zpUsobuje zichvaty,

a naopak, jeji potenciace zabrafiuje zachvatim.

Prestoze existuji podstatné diikazy, Zze valproat zvySuje koncentrace GABA v klinicky
vyznamnych davkach, mechanismus a funkéni vyznam zvyseni hladin GABA v mozku je stale
pfedmétem odbornych debat. ZvySeni presynaptickych hladin GABA vyvolanych valproatem
1ze vysvétlit odliSnymi mechanismy, a to inhibi¢nim u¢inkem valproatu na degradaci GABA

nebo posilenim syntézy GABA.
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Obriazek 3 Schématické znazornéni GABAergni inhibi¢ni synapse s presynaptickym a postsynaptickym
neuronem [20]

GABA je syntetizovana v GABAergnich presynaptickych zakoncenich axonu dekarboxylaci
glutamatu aje degradovana presynaptickym zakoncenim a gliovymi buiikami. ZvySeni
koncentrace GABA diky valproatu byla piivodné pfi€itdna inhibici GABA transaminazy
(GABA-T), ktera katalyzuje degradaci GABA na sukcinsemialdehyd (SSA). Piesto vétSina
studii in vitro [21, 22], pro inhibici GABA-T pomoci valproatu, zjistila inhibi¢ni G€inky pouze
pfi velmi vysokych koncentracich, které nebyly dosazeny in vivo. Zdé se tedy, Ze redukce
GABA-T neni zplsobena piimou inhibici pomoci valprodtu, ale sekundarnim ucinkem

zpusobenym zménami v naslednych krocich metabolismu GABA.

Valproat in vitro vykazuje oproti GABA-T vétsi inhibiéni G€inek na SSA dehydrogenazu
(SSADH), coz je enzym zodpovédny za degradaci SSA na kyselinu jantarovou [23, 24].
Akumulace SSA inhibici SSADH by mohla vést ke zvySeni hladin GABA bud’ reverzi SSA
na GABA nebo inhibici degradace GABA, protoZze SSA je inhibitorem pfimé reakce GABA-

T. Nicméné¢ inhibice téchto enzymd in vivo dosud nebyla prokazana.

VPA muze také zvysit syntézu GABA aktivaci dekarboxylazy kyseliny glutamové (GAD),

kterd ptreménuje kyselinu glutamovou na GABA. Takze i kdyZ zvySena translace GABA muze
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ptispét k antiepileptické aktivité VPA napf. u hlodavct, pfedbézné in vivo studie nepotvrdily

zvySeni hladiny GABA v CNS u lidi [7, 14, 15].

3.3 Utinek valproatu na sodné kanaly

VPA inhibuje napétové fizené kanaly pro sodik, které jsou jedny z kanali na postsynaptické
bunice. Jejich otevienim dochéazi k excitaci. Podle studii provadénych na hippocampalnich
neuronech potkantl, valproat silné¢ zpomaluje obnoveni inaktivovanych napétove fizenych
kanalt pro Na*. Navic studie na bezobratlych ukazaly, ze valproat pfimo inhibuje u¢innost
sodikovych kanald. Tato schopnost omezit opakované vysokofrekvencni stimulace muze
prispét k efektivité¢ VPA pfi epilepsii, u niz nadmérné dochazi k vysokofrekvencnim vybojim
neurondl. U¢inky valproatu na draselné kanély jsou ale piili§ malé, nez aby méli jako jediné

vyznam v mechanismu antikonvulzivniho uc¢inku [7, 14].

3.4 Utinek valproatu na dalii neurotransmitery

DalSim mechanismem, ktery by také vedl ke sniZeni excitacni neurotransmise, je ucinek
na excitacni neurotransmitery, napiiklad glutamét nebo aspartat. Nékteré studie naznacuji,
ze VPA zplsobuje snizeni excitacniho pfenosu v mozku, ato snizenim poctu akcnich
potencialti vyvolanych aktivaci NMDA. Dalsi studie ptedpoklada, ze VPA zvySuje prah napéti,

které je potfebné pro vznik nervového vzruchu [14, 25].
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4 PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

Plynova chromatografie (GC — Gas Chromatography) patii mezi moderni analytické separa¢ni
metody, ktera ma za ucel separovat slozky smési a provést tak kvalitativni 1 kvantitativni
analyzu. Separace slozek probihd mezi mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) fazi.
Mobilni faze je u GC vzdy plyn, stacionarni fdzi mize byt pevna faze, pak mluvime o systému
plyn-tuhd faze (GSC) nebo kapalna faze (systém plyn-kapalina, GLC). V téchto systémech se
lisi zplsob separace, v piipadé GSC je distribuce mezi obé heterogenni faze zalozena

na absorpci, zatimco u GLC na rozpousténi [26-28].

4.1 Princip metody

Kolonou se stacionarni fazi prochézi nosny plyn. Vzorek je davkovan do vyhiivaného
davkovaciho systému, kde se odpati a ve formé par je unasen nosnym plynem do kolony. Kazda
slozka ze vzorku postupuje kolonou svou vlastni rychlosti zdvislou na distribu¢ni konstanté
slozky. Latky postupné¢ vychazeji z kolony v poradi rostoucich hodnot distribu¢nich konstant
a vstupuji do detektoru. Detektor indikuje okamzitou koncentraci separovanych latek v nosném
plynu. Vysledny graficky zdznam zavislosti signalu detektoru na ¢ase se nazyva chromatogram.
U chromatogramu je na ose y zaznamenana odezva detektoru a na ose x retencni ¢as. Podle
polohy piku, tzn. reten¢niho Casu, lze identifikovat o jakou latku se jedna. Plocha piku je
umérnd mnozstvi latky ve vzorku. Z teorie chromatografické separace vyplyva,
ze chromatograficky pik ma tvar Gaussovy kiivky a je popsan tfemi parametry: retencnim
Casem tr, vyskou piku h a Sitkou piku méfenou bud’ na zakladni linii Y nebo v poloviné vysky

piku Y12 (viz obrazek 4) [29].

A sloZzka A
=
,6_. star
3| | inen
| i
s g i Y
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5 Y zakladni
w

linie

tue la
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Obrazek 4 Chromatogram pii elu¢ni metodé [26]
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4.2 Instrumentace
Plynovy chromatogram se skladda z tlakové lahve, davkovaciho zafizeni, kolony, detektoru a

vyhodnocovaciho zatfizeni. Schéma plynového chromatografu je uvedeno na obr. 5.

3 vzorek zesileni a zpracovani signalu
reguldtor
pristok: nastiik v
= L
chromatogram
detektor
"\ termostat
\, chromatograficka kolona
Nosny plyn
(He, Ny, Hy)

Obrazek 5 Schéma plynového chromatografu [29]

4.2.1 Nosny plyn

Zdrojem nosné¢ho plynu je tlakova lahev obsahujici vodik, dusik helium nebo argon. Volba
nosné¢ho plynu je Casto urcena druhem kolony a detektoru. Plyn nésledné prochazi Cisticim
zatizenim, které zachycuje vlhkost a necistoty v nosném plynu. Regulator pritoku zajistuje

staly nebo programové se ménici pritok nosného plynu.

4.2.2 Davkovani

Technika davkovani musi zajistit odpafeni vzorku v co nejkrat§im case. Pro zabranéni
kondenzace vzorku je dillezité, aby teplota ddvkovace presahovala teplotu varu nejméné tekavé
analyzované slozky alesponl o 50 °C. Roztoky miizeme davkovat jemnou néstfikovou jehlou
ptes tésnéni ze silikonové gumy, a to v malych objemech (1 az 10 pl). Dal§i moZnosti je pouZiti
délice toku, diky kterému se do kolony dostava jen definovany zlomek nastfikovaného

mnozstvi (0,1 az 2 ul).

4.2.3 Kolona
Kolona je ¢ast chromatografu, ve které je umisténa stacionarni faze. Kolony mohou byt
naplnové nebo kapilarni.
e Népliova kolona — je tvofena kovovou nebo sklenénou trubici, kterd je naplnéna
Casticemi stacionarni faze. Pro absorp¢ni chromatografii se jako naplné pouZzivaji napft.

silikagel, grafitizované saze nebo alumina (oxid hlinity).
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e Kapilarni kolona — je nej€astéji vyrobena z kiemenné kapilary. Kapilara je obalena
polyimidovou vrstvou, kterd chrani kiehky materidl kolony. Na vnitini stran¢ kapilary
je zakotvena (nanesena nebo chemicky navadzana) netékava kapalina slouzici jako
stacionarni faze. Stacionarni kapaliny by mély dobie rozpoustét separované latky
a samy byt teplotné stalé a malo te¢kavé. Také by mély byt pevné ukotveny na nosici,

aby nedochazelo k jejich vymyvani.

4.2.4 Detektor

Nosny plyn z kolony prochazi detektorem, ktery reaguje na ptitomnost analytu a vysila signal,

ktery je zaznamenavan v zavislosti na ¢ase. Detektor musi mit dostate¢nou citlivost.

e Tepelné vodivostni detektor (TCD) — jedna se o univerzalni detektor. Nosny plyn proudi
ptes elektricky zhavené vlakno a tim ho ochlazuje na urcitou teplotu. Pfitomnost slozky
zmeéni tepelnou vodivost prostiedi kolem vldkna a tim jeho teplotu i elektricky odpor.
Detektor se skladd z mérné a srovnavaci cely, v kazdé je umisténo zhavené vlakno. Pies
jednu celu proudi ¢isty nosny plyn, pies druhou plyn z kolony. Schéma detektoru je

uvedeno na obrazku 6.

|t 1 —>
vystup vystup
plynu plynu
—> y J <4+—
vstup . 4 vstup
gistého N\ plynu
plynu } 7 z kolony
Zhavena viakna

Obrazek 6 Schéma teplotné vodivostniho detektoru [26]

e Plamenovy ioniza¢ni detektor (FID) — vyuziva ionizace molekul v kyslikovodikovém
plameni. V hotdku je spalovana smés vodiku a vzduchu do n€hoz je pfivadén i vystup
z kolony (viz obrazek 7). Dokud do plamene ptichazi pouze nosny plyn je mnoZzstvi
nabitych c¢éastic minimdlni. Pokud je v plamenu spalovana latka pfichazejici
z chromatografické kolony dojde ke zvySeni poctu iontd a elektronu v prostoru
detektoru a dojde ke zvySeni elektrické vodivosti a prochdzejiciho proudu. Velikost
signalu zavisi natypu akoncentraci detekované latky. Detektor je univerzalni

a poskytuje odezvu na vétSinu organickych sloucenin.
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Obrazek 7 Schéma plamenové ioniza¢niho detektoru [26]

4.2.5

Detektor elektronového zachytu (ECD) — radioaktivni zafi¢ *Ni svym zafenim B (proud
rychlych elektronil) ionizuje molekuly nosného plynu a vyvolava ionizacni proud.
Uvolnuji se pomalé elektrony, které zachycuji elektronegativni atomy slozek a tim
snizuji ionizacni proud. Detektor je velmi citlivy na halogenované slouceniny a také
na slouceniny obsahujici fosfor, siru, olovo, nitroslouc¢eniny nebo areny.

Hmotnostni spektrometr — nepostradatelné je spojeni plynové chromatografie
a hmotnostniho spektrometru (GC-MS) v ptipadech, kde se identifikuji neznamé
slozky. Pro kazdou slozku lze ziskat jeji hmotnostni spektrum a identifikovat ji
porovnanim jejiho spektra s knihovnou spekter. Zakladem hmotnostni spektrometrie je
prevedeni molekul na ionty, rozliSeni téchto iontd podle poméru hmotnosti a naboje
(m/z) a detekce. Ve spojeni s plynou chromatografii se vyuziva zejména elektronové
ionizace, ktera patii mezi tvrdé ionizacni techniky. Pro ionizaci se zpravidla vyuziva
elektronil o energii 70 eV.

Fotoioniza¢ni detektor

Atomovy emisni detektor

Termostat

Zajistuje dostatecné vysokou teplotu davkovace, kolony a detektoru, aby byl vzorek udrzen

v plynném stavu.

4.2.6

Vyhodnocovaci zafizeni

Zpracovava signdl z detektoru a zakresluje chromatografickou kiivku — chromatogram  [26-

28].
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4.3 Extrakce

Extrakce je separacni proces, pii kterém jsou v kontaktu dvé vzdjemné nemisitelné faze.
Analyty se rozdéluji mezi tyto faze na zékladé rlizné rozpustnosti (rozdilnych rozdélovacich
koeficienttl) v pouZitych rozpoustédlech. Cim v&tsi je rozdil mezi rozdélovacimi koeficienty
latek, tim dokonalejsi je jejich oddéleni. Cilem extrakce je selektivni aZz specifické odd¢leni

analytu od ostatnich slozek vzorku nebo naopak oddéleni rusicich slozek od analytu [30].

Pro zabranéni kontaminace davkovace a separacni kolony je nutno davkovat vzorek, jehoz
veskeré slozky jsou dostateéné tékavé. Aby nedosSlo k chemické degradaci stacionarni faze
kolony, je vétSinou nutno odstranit ze vzorku vodu. Pro odstranéni netékavych slozek smési

a vody se mohou pouzit rizné druhy extrakce [28].

4.3.1 Extrakce plyn-kapalina

Jedna se o postupy, kterymi se stanovuji obsahy tékavych slozek kondenzovanych materialii
analyzou plynné faze, ktera je v rovnovaze s analyzovanym materidlem. V klinické praxi je
pouzitelna tzv. staticka headspace, kdy se analyzuje vzorek plynu odebrany z prostoru nad
hladinou kapaliny nebo nad povrchem pevného materialu. Takovy systém musi byt uzavieny a

faze musi byt v rovnovaze (napi. analyza t€kavych latek v krvi) [32].

Lahvicka tésné po uzavieni Lahvicka po ustaleni rovnovahy L
Manualni
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- plynotésnou
~ s M~ ] stfikagkou
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rovnovéhy X x X
X X
x X
/—*\ /—'—\‘\
S c S Y
] \h—/
b X K= ——
X X
x * X Cg xx ¥ X
X x X X
NMxx x Y <G

Obrazek 8 Headspace extrakce [32]

4.3.2 Extrakce kapalina-kapalina

Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) je zaloZena na rozd¢lovaci rovnovaze dvou navzajem
nemisitelnych kapalin. V takovém systému slozka z vétsi ¢asti pfechazi do rozpoustédla,
ve kterém je 1épe rozpustna. Podminkou je ustanoveni rovnovahy mezi témito kapalinami,
tj. vychozim vzorkem s analytem a rozpoustédlem, do kterého se mé analyt v co nejvétsi mife
prevést. Cilem extrakce je vyextrahovat co nejvice dané slozky, a to s co nejmensi spotiebou

rozpoustédla a s co nejmensim poctem kroki. Je proto velice dulezité, zvolit rozpoustédlo
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takové, ve kterém je extrahovana latka mnohem vice rozpustna nez v rozpoustédle, ze kterého

se extrahuje [27].

4.3.3 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi (SPE) je v soucasné dobé nejvykonnéjsi dostupna technika pro rychlou
a selektivni pfipravu vzorkd. Extrakce vyuziva principy kapalinové chromatografie, dochazi
zachyceni molekul latky na tuhém sorbentu, pies ktery protéka vzorek. Pfi extrakci se vyuziva
chemickych vlastnosti molekul, které v disledku mezimolekularnich interakei (naptiklad van
der Waalsovych sil nebo vodikové vazby) ulpivaji na sorbentu. SPE ma oproti extrakci
kapalina-kapalina nékolik vyhod, napfiklad lepsi selektivitu a mens$i mnoZstvi pouZzitych

organickych rozpoustédel.

Kapalny vzorek je veden ptes SPE kolonku a slou¢eniny ze vzorku jsou zachyceny materidlem
sorbentu v kolon¢. Nezadouci pfimési mohou byt z kolonky selektivé odstranény promytim
vhodné zvolenymi rozpoustédly. Nakonec jsou analyty zkolonky vymyty -elu¢nim
rozpoustédlem, které eluuje analyty ze sorbentu. Pritok kapalin pfes kolonku muze byt

urychlen centrifugaci nebo vyuzitim vakua na vystupu z kolonky.

SPE kolonky obsahuji nej¢astéji sorbenty na bazi chemicky modifikovanych ¢astic silikagelu.
Pfi volb¢ vhodného sorbentu zvazujeme podstatu analytu, vyzadovany stupeil jeho Cistoty,

vlastnosti matrice vzorku a hlavnich kontaminanta [27].

4.3.4 Mikroextrakce tuhou fazi

Principem mikroextrakce tuhou fazi (SPME) je sorpce slozky vzorku na stacionarni fazi
pokryvajici kfemenné vladkno, které se nachdzi uvniti kovové jehly. Vldkno o délce 1 cm
mechanickym poskozenim a k propichnuti septa v zatce vialky, ve které se nachédzi matrice.
Jehla s vlaknem se zasune do vzorku, vladkno se z jehly pfi procesu vzorkovani vysune pomoci
pistu a necha se po urcitou dobu probéhnou sorpce na tuhou fazi. Nasledné se vldkno zatdhne
zpét do jehly, jehla se vytahne a vlozi se do nastfikového prostoru chromatografu (plynového

nebo kapalinového) a vldkno se opét vysune.

Metoda SPME umoziiuje provadét dva zptsoby extrakce (obr. 9). Prvni zptisob je pfiméd SPME,
oznacovana zkratkou DI-SPME (Direct Immersing SPME), pti které dochézi pfimo k ponoieni

vldkna do vzorku. Druhym zptsobem je headspace SPME, oznacovana zkratkou HS-SPME.
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Tato druhd varianta vyuziva extrakci analyt z prostoru nad vzorkem v uzaviené nadobé

a vyuZziva se pievazné pro extrakci t€kavych latek.

Extrakéni postup pri DI-SPME Extrakéni postup pri HS-SPME

SPME SPME
drzak drzak !

— — ’ -
ochranna ?clu'amm I
jehla E jehla
vzorek vzorek ﬂ
plotynka . plotynka
Proniknuti  Expozice  Vtihnuti Proniknuti - Expozice  Vtihnuti
septem vlakna vIAkna/piemisténi septem vEikna vlakna/pi'emisténi

Obriazek 9 Extrakce DI-SPME a HS-SPME [34]

K vyhodam této metody patii rychlost stanoveni, citlivost a také vysoka pfesnost. Metoda
SPME se obejde zcela bez organickych rozpoustédel, jedna se tedy o ,,solvent free" techniku

[27, 34].

4.4 Derivatizace
Chemicka derivatizace je proces pfemény chemické struktury separované latky, ktera je
provedena za ucelem zlepSeni chromatografickych vlastnosti pro analyzu plynovou

chromatografii.

Vysokomolekularni latky s funkénimi skupinami -OH, -COOH, -NH> apod. je obtizné stanovit
pfimo, protoze jsou vlivem téchto skupin zna¢né polarni a malo tékavé. Obvykle dochazi
k jejich adsorpci v koloné a tim k chvostovani elu¢nich kiivek. Tyto problémy lze odstranit
ptipravou vhodnych derivati. Pfi derivatizaci dochazi k zdméné aktivniho vodiku polarni
skupiny nejcastéji za alkylovou, silylovou ¢i acylovou skupinu. Blokovanim protonu se zamezi
tvorbé vodikového mustku, coz vede ke zvyseni tékavosti derivatl ve srovnani s pivodnimi

nederivatizovanymi latkami.

V reakéni plynové chromatografii, je tedy systém doplnén o dalsi prvek, reaktor, v némz
dochazi kreakci atim i k pfeméné plvodnich latek. Derivatizacni techniky vyuzivajici
specifické¢ reakce pred chromatografickym procesem (pre-column), vjeho pribéhu (on-

column), nebo po jeho ukonceni pred vstupem do detektoru (post-column) [26, 35].
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Chemicka derivatizace molekuly vzorku casto zlepSuje symetrii piku, tékavost a tepelnou
stabilitu pfi separaci plynovou chromatografii a mize poskytnout zlepSenou selektivitu
a detek¢ni limity. Na druhou stranu vSak ptedstavuje derivatizace dalsi krok navic a tim 1 dalsi

mozny zdroj chyb [26, 36].
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5 STANOVENI VALPROATU POMOCI PLYNOVE
CHROMATOGRAFIE

Jednotliva stanoveni VPA pomoci plynové chromatografie se nejcastéji lisi druhem vzorku
(plasma, krevni sérum, sliny), pouzitou extrakci, derivatizaci a jejich riznou kombinaci.
Monitorovani hladin VPA v plazmé pacienta je nezbytné, jestlize dochédzi ke zménam davky
VPA nebo klinického stavu pacienta. Bioanalyticka ¢ast farmakokinetické studie vyzaduje, aby

byl test jednoduchy, mél vysokou citlivost a malé pozadavky na objem vzorku [37].

5.1 Stanoveni VPA z plazmy

franska studie z roku 2015 [38] vyuzila pro extrakci valproatu z plazmy disperzni mikroextrakci
kapalina-kapalina, pfi které se do roztoku analyti pfidava disperzni rozpoustédlo, misitelné
s vodou, a extrakéni rozpoustédlo nemisitelné s vodou. Ve vysledném zakaleném roztoku bylo
rychle dosazeno rovnovazného stavu. Jako disperzni rozpoustédlo byl pouzit aceton a jako
extrakéni rozpoustédlo chloroform. Po oddéleni vzniklych fazi byl obohaceny analyt kyseliny
valproové stanoven pomoci plynové chromatografie s vyuzitim plamenové ioniza¢niho
detektoru. Derivatizace v tomto pfipad¢ nebyla nutna. Velky vliv na vyslednou separaci ma

vybér spravného disperzniho a extrakéniho rozpoustédla a tprava pH.

Jednou z moznosti stanoveni valproatu je vyuziti derivatizace ve vodné fazi [37]. VPA
v plazm¢ byla derivatizovana smési kyseliny benzoové, ethanolu, pyridinu a isobutylesteru
kyseliny chloromravenci za laboratornich podminek. Vysledny ethylester kyseliny valproové
byl okamzité extrahovan pomoci HS-SPME. Jak studie ukézala, teplota vzorku a doba extrakce
maji vliv na u€innost extrakce. Zvysenim teploty vzorku na 80 °C mulze byt doba extrakce
zkracena na 20 min oproti 50 min pii laboratorni teploté (25 °C). Extrakty byly analyzovany
kolonovou plynovou chromatografii za pouziti helia jako nosného plynu. Jako detektor byl
vyuzit hmotnostni spektrometr s elektronovou ionizaci. Koncentrace VPA ve vzorcich plazmy
byla kvantifikovana metodou vnitiniho standardu. Nevyhodou této metody stanoveni by mohla
byt vysoka cena SPME vldken, jejich omezena Zivotnost, a navic je pro né¢ omezeny vybér

stacionarnich fazi [39].
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Obriazek 10 Chromatogram vzorku plazmy ze zdravého subjektu po podani jednorazové 500 mg peroralni
davky VPA. Pik 1, ethylester kyseliny valproové; pik 2, ethylester kyseliny benzoové (IS) [37]

QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe — rychld, jednoduchd, levna,
robustni a bezpecnd) to je metoda extrakce ktera byla ptivodné vyvinuta pro testovani pesticida
v potravinach. Japonsky tym v roce 2017 Vyuzil tuto metodu pro extrakci valproatu z plazmy
[40]. Ziedénd plazma byla pfiddna do zkumavky naplnéné extrakeni soli (siran hofecnaty a
octan sodny), dale byl pfidan acetonitil a vnitini standard. Po tfepani a centrifugaci byla ¢ast
vzorku pfenesena do zkumavky obsahujici siran hotecnaty a silikagel a po dalsi centrifugaci
byl extrakt analyzovan s pouzitim systému kapilarni GC-MS. Ani v tomto piipad¢ nebyla nutna

derivatizace.

5.2 Stanoveni VPA ze séra

Kromé plazmy mtizeme stanoveni provadét také ze séra. Sérum je kapalnou slozkou krve, které
vznikne po srazeni [41]. Sérum slozenim odpovida krevni plazmé¢, ale neobsahuje fibrinogen
a dalsi srazeci faktory krve. Vzorky krve byly centrifugovéany a poté bylo sérum uloZeno pfi -
20 °C. Vzorek byl ptipraven smichanim 200 pl séra, 800 pl okyselené vody a vlozen do
sklenéné vialky se silikonovym septem. Extrakce byla provedena pomoci headspace
mikroextrakce kapalnou fazi [38]. Do mikrostiikacky bylo natazeno 2 pl organického
rozpoustédla obsahujicitho 10 pg/m kyseliny butanové (IS). Injekéni stiikacka byla zavéSena

nad lahvicku pomoci kovového stojanu. Jehla stiikacky byla zasunuta tak, aby konec jehly byl
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asi 1 cm nad hladinou roztoku. Pist byl Gplné stlacen, aby tak vznikla 2 n1 kapka rozpoustédla.
Mezitim byl roztok neustale michan pro podpoteni difuze VPA ze séra do kapky rozpoustédla.
Po urcité studované dobé extrakce byla kapka zasunuta zpét do jehly. Injekéni stiikacka byla
potom vyjmuta z injekéni lahvicky a rozpoustédlo bylo naddvkovano do chromatografu. Pro
analyzu byl pouZit kapilarni plynovy chromatograf's délicem toku, heliem jako nosnym plynem
a FID. Vyhodou metody je pouziti mikroextrakce, ktera je rychla avyzaduje jednoduché
laboratorni vybaveni. Studie také zkoumala vliv pH vzorku, délky a teploty extrakce vzorku

na velikosti pikd.

5.3 Stanoveni VPA z krve

Jednou znovych moznosti odebirani vzork anasledného stanoveni valproatu je jejich
testovani pomoci suché krevni skvrny na papiru (DBS), které se ziskavaji z krve z pichnutého
prstu. Vyhodou této metody je minimalni invazivita, pohodli pacienta pro ¢as i misto odbéru
vzorku a stabilita analytu. Brazilska studie z roku 2014 [42] vyuziva papirki Whatman 903
na které bylo napipetovano 50 pl vzorku, po 3 h zaschnuti byl z kazdého vzorku ziskan,
pomoci dérovacky, jeden 6 mm disk. Disk se vzorkem byl vlozen do zkumavky a k nému
pfidano 200 pl extrakéniho roztoku o slozeni acetonitril a methanol (1:3, v/v) spolu
s cyklohexankarboxylovou kyselinou (1 mg/ml). Po 1 hodiné v ultrazvukové lazni bylo
vstiikovano 1 pl vzorku do GC/MS s pouzitym polyethylenglykolem jako stacionarni fazi.
Studie ukazala, Ze vzorky VPA v DBS jsou stabilni az po dobu 21 dni ato pfi skladovani
za teploty 45 °C (tyto podminky simulovaly podminky, kterym by byl vzorek podroben pfi
poslani postou v Brazilii), neni tedy nutné skladovat vzorky v chladu. Studie také prokazala,
ze koncentrace v séru a DBS spolu vysoce koreluji aje tedy mozné koncentraci v séru
odhadnout pomoci testovani DBS a naslednym pfepoctem pomoci faktoru ekvivalence.
Nevyhodou této metody pro stanoveni valproatu muze byt malé mnozstvi vzorku a tékavost

testované latky.

5.4 Stanoveni VPA z tstnich tekutin

Jako alternativni biologickou matrici pro stanoveni valproatu, a jinych 1é¢iv, vyuziva Spanélska
studie z roku 2007 ustni tekutiny (sliny) [43]. Vyhodou slin nad tradi¢énimi matricemi, jako je
mo¢ a krev je, ze sbér vzorkl je téméf neinvazivni a relativné snadny. Nevyhodou metody je

mozné ovlivnéni koncentrace 1é¢iva diky zméné pH slin nebo jejich priatoku. Pii vybéru vhodné
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metodiky stanoveni se také musi brat v ivahu omezené mnozstvi vzorku (1-3 ml) a pozadavky
na citlivost, jelikoZ koncentrace 1é¢iv ve slinach mohou byt nizsi nez v plazmé. Vzorky ustni
tekutiny byly odebrany zZvykanim tamponu z neutralni vaty (Salivette®) po dobu 2 min, poté
byl tampon pifenesen do zkumavky a knému byl pfidan 1 ml smési 1 M fosfore¢nanu
draselného, 150 mM NacCl, 0,02 % thimerosalu a skladovan 12 hodin pti 4 ° C. Vzorek byl poté
centrifugovan a vznikly vyluh byl pfed samotnou analyzou pomoci plynové chromatografie
uskladnén pti -20 °C. Vzorky byly poté analyzovany pomoci GC-MS, kdy jako nosny plyn bylo
pouzito helium. PfestoZze studie uvadi, ze vysledky pro valproat nemohou byt validovany,

protoze jsou zavislé na stavu chromatografické kolony, jedna se o dal$i moZnost stanoveni.

Stanovenim valprodtu ze slin se jiz zabyvala studie zroku 1982 [44]. Bylo zjisténo,
Ze problémem stanoveni valproatu ze slin je Spatna korelace bud’ s celkovymi plazmatickymi
koncentracemi nebo s nevézanou frakci nalezenou v séru. Spatna korelace miize vyplyvat
z nizké hodnoty pKa.. Variabilita zjisténych udajii v ramci této studie naznacuje, Ze by byly
nezbytné zvlastni protokoly pro odbér vzork slin pro ptfedpovidani koncentraci. Pro stanoveni
byla pouzita plynova chromatografie s heliem jako nosnym plynem ahmotnostnim
spektrometrem jako detektorem. Vzorky slin byly sbirdny uplivnutim do scintila¢nich lahvicek
a skladovény pfti -20 °C az do samotné analyzy. Ke 200 p1 vzorku bylo pfidano 200 pl roztoku
vnitiniho standardu a 200 pl extrakéniho rozpoustédla (10 % ethylacetat v n-hexanu). Po
promichani a centrifugaci bylo do kolony naddvkovano 2 pl horni organické faze. Spolu se
vzorkem slin byly podobné pfipraveny a analyzovéany vzorky séra, aby mohly byt tidaje pouzity
pro vyhodnoceni. Pro analyzu bylo pouzito pouze 50 ul apo kroku odstiedovani byl
do odebrané horni organické vrstvy ptidavan t-BDMCS (tetra-butyldimethylchlorosilan-
imidazol). Bylo zjisténo, ze koncentrace valproatu ve slinach je 1% z celkové hladiny valproatu

v séru.
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6 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Dalsi vyuzitelnou moderni separacni technikou pro stanoveni valproatu je kapalinova
chromatografie (Liquid chromatography-LC). Na rozdil od GC je u kapalinové chromatografie
mobilni fazi vzdy kapalina a o separaci slozek rozhoduje nejen jejich interakce se stacionarni
fazi ale také pouzitd mobilni faze. Mlze byt vyuZito riznych druhi mechanismt separaci —
adsorpce, rozdélovani na zdkladé rizné rozpustnosti, iontova vymeéna, molekulovy sitovy efekt
nebo specifické interakce v afinitni chromatografii. Na zéklad¢ uspotfadani rozd¢lujeme
kapalinovou chromatografii na kolonovou a v ploSném uspotadani (tenkovrstvd a papirova

chromatografie).

V dnesni dob¢ se nejcastéji vyuziva vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC — High
Performance Liquid Chromatography). Vysokych ucinnosti se dosahuje pomoci stacionarnich
fazi, které obsahuji malé Céstice pravidelné¢ho tvaru a jednotné velikosti, které homogenné
vypliuji kolonu. Tim se dosahuje G¢innosti fadoveé desitek tisic pater na metr délky kolony.

Mobilni faze je Cerpana vysokotlakymi Cerpadly [27, 45].

6.1 Instrumentace v kolonové LC
Kapalinovy chromatograf se sklada ze zasobnik mobilni faze, smé&Sovaciho zatizeni, Cerpadla,
davkovaciho zatizeni, kolony, detektoru a vyhodnocovaciho zafizeni. Schéma kapalinového

chromatografu je uvedeno na obrazku 11.

¢erpadlo davkovaci
zafizeni

fizeni slozeni | S
mobilni faze ERADRT)

- vzorek
smésovaci @
zafizeni

zésobniky vyhodnocovaci
mobilni faze T zafizeni

detektor .-_i RA h \

Obriazek 11 Schéma kapalinového chromatografu [27]

] kolona
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6.1.1 SméSovaci zarizeni

Slozeni mobilni faze miize zlstat stalé (izokratickd eluce) nebo se béhem separace méni
(gradientové eluce). Naprogramované smeSovaci zafizeni mize s vyuzitim zasobnikil riznych
kapalin pfipravovat smes kapalin stalého slozeni nebo fidit zmény ve slozeni vzniklé mobilni

faze v prubéhu separace.

6.1.2 Cerpadlo

Mobilni fadze se do kolony Cerpd pistovymi nebo membranovymi Cerpadly. Dobré cerpadlo
dosahuje priutoku vrozsahu od mikrolitr do desitek mililitri za minutu s méné nez 1 %
kolisanim prutoku a pfi tlaku 20-60 MPa, vnékterych ptipadechaz 130 MPa. Material ¢erpadla
(nerezova ocel, keramika, plast) musi byt odolny mechanicky i chemicky, aby nereagoval

s mobilni fazi.

JednocCinné pistové Cerpadlo by zplsobovalo rusivé tlakové razy. Proto jsou pouzivana
dvojéinnd cCerpadla ¢i dvé jednocinné Ccerpadla pracujici proti sobé. Rizeni Cerpadla

mikroprocesorem zarucuje vyhlazeni tlakovych pulzt [27, 46, 47].

6.1.3 Davkovaci zarizeni

Pro davkovani vzorku do systému se v dneSni dob& nejcastéji vyuziva Sesticestného
davkovaciho ventilu. Davkovani probiha bez pferuSeni toku mobilni fadze mezi Cerpadlem a
kolonou. Pfi davkovéani dochéazi k naplnéni smycky vzorkem. Rychlym oto¢enim davkovaciho
ventilu zacne mobilni faze vytlaCovat vzorek uvnitf smycky smérem do kolony (nastfik).
Smycky jsou vymeénitelné a jejich objem se pohybuje od jednotek po desitky mikrolitra.

Schéma dévkovaciho ventilu je na obrazku 11 [48].

davkovani nastink

Obrazek 12 Schéma Sesticestného davkovaciho ventilu 1 — nastfik vzorku, 2 — davkovaci smycka, 3 —
privod mobilni fize z ¢erpadla, 4 — odtok mobilni fiaze do kolony, 5 — odpad [48]
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6.1.4 Kolony

Pro vétSinu analyz jsou kolony zhotoveny z nerezové oceli, ktera dokaze odolat vysokym
tlakiim a jsou pomérné kratké (zpravidla 10, 15 nebo 25 cm). Kolony jsou naplnény vhodnou
staciondrni fazi definovaného priiméru a velikosti pért. Materialy pro plnéni jsou vétSinou
zalozeny na anorganické matrici (silikagel, oxid hlinity, poérovité sklo), na niz mohou byt
chemicky vazany nebo zakotveny rizné staciondrni faze. Alternativou mohou byt kolony
monolitické. Jednad se o jednolity kus materidlu, ktery zcela zapliiuje vnitini ¢ast kolony.
Vyhodou oproti ¢asticovym typiim kolon je absence mezicasticovych prostor, mobilni faze je
tedy nucena protékat pory monolitu. Vysoka pdorovitost a mimotradné nizky odpor vii¢i proudéni
kapaliny je pfedpokladem vysokych pritokovych rychlosti, vhodnych k velmi rychlym
separacim.

Jako ochrana hlavni kolony, pfed necistotami a nerozpustnymi materidly, jsou pouzivany
predkolony umisténé mezi erpadlo a davkovaci zatizeni nebo ochranné kolony umisténé mezi

davkovaci zafizeni a analytickou kolonu.

6.1.5 Detektory

e Spektrofotometricky detektor — patii k nejbéznéjsim detektortm. MéEfi absorbanci
eluentu vychazejiciho z kolony. Jednodussi detektory méfi pii jedné vinové délce
dovoluji nastaveni vlnové délky pomoci monochrométoru. Svétlo zdroje prochazi
pratokovou celou, intenzita proslého paprsku je méfena fotondsobic¢em a kontinualné se
snima signal eluovanych slozek. V soucasnosti se ¢asto pouziva detektor s diodovym
polem, ktery je schopen okamzitého zdznamu celého spektra ve zvolené oblasti
vinovych délek.

e Refraktometricky detektor — méfi rozdily mezi indexem lomu eluentu a ¢isté mobilni
faze. Obsahuje-li eludt cizi slozku, objevi se vychylka. Tento typ detektoru neni pfilis
citlivy, ale je velmi univerzalni. Pfi jeho pouziti je nutné dodrZzovani konstantni teploty.

Jeho schéma je znazornéno na obr. 12.

mobilni faze

lampa
deli¢ srovnavaci latka
paprsku
Obrazek 13 Schéma refraktometrického detektoru [27]
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e Fluorescencni detektor — je zalozen na principu fluorescence, tedy schopnosti latek
absorbovat ultrafialové zareni a pak vysilat zafeni o vyssi vinové délce. Vysilané zateni
se méti fotonasobiCem kolmo na smér vstupujiciho zafeni. Detektor ma detekéni limit
az 102 g.ml"! analytu a je vysoce selektivni. Jako zdroj zafeni se nejcastéji pouziva
vysokotlaka xenonova vybojka nebo laser.

e Elektrochemicky detektor — detektory vodivostni a voltametrické 1ze pouzit tam, kde
jsou v roztocich obsazeny ionty, respektive slozky oxidovatelné nebo redukovatelné
na polarizované elektrodé. M¢éti se proud protékajici mezi polarizovatelnou pracovni
elektrodou a pomocnou elektrodou v zavislosti na vloZzeném napéti. Detektor pracuje
bud’ jako polarograficky se rtutovou kapkovou elektrodou, nebo s tuhou elektrodou
zhotovenou napft. z grafitu.

e Hmotnostni spektrometr — jako detektor je pouzitelny nejen v plynové, ale i kapalinové
chromatografii. Pfi spojeni s kapalinovou chromatografii se nej¢astéji vyuzivaji mekké
ioniza¢ni techniky, jako elektrospreje nebo chemické ionizace za atmosférického tlaku.
U téchto technik nedochézi k vyrazné fragmentaci a jsou pozorovany protonované ¢i

deprotonované ionty v zavislosti na polarité vlozeného napéti [27, 46, 47].

6.2 Druhy kapalinové chromatografie

6.2.1 Adsorpéni kapalinova chromatografie

Adsorp¢ni kapalinova chromatografie (LSC) vyuziva mezimolekulovych pfitazlivych sil mezi
stacionarni fazi a analytem.

Jako absorbenty v LSC se pouzivaji zrnité materidly na bazi silikagelu nebo oxidu hlinitého.
Pro dobrou adsorpci je nutny velky povrch téchto sorbentlt — kulovité ¢asti absorbentu v sobé
obsahuji pory. Adsorp¢ni aktivita adsorbentu je déna jeho polaritou a poctem adsorpcnich mist.
Rozpoustédlo i rozpusténé latky soutézi o mista na povrchu stacionarni faze. Na zacatek kolony
naplnéné adsorbentem se vnese vzorek a pii promyvani kolony eluentem se slozky vzorku
pohybuji ve sméru eluentu tim rychleji, ¢im méné jsou adsorbovany. Proto je vhodna volba
rozpoustédla dilezitd pro eluci analytu. Adsorpéni chromatografie je uziteCna pro separaci

nizko a stfedn€ polarnich vzorkt o relativni molekulové hmotnosti do 1000.

Obecné plati, Ze nepolarni analyty jsou eluovany nepolarnimi rozpoustédly a polarni polarnimi.

Mobilni faze by neméla mit prili§ velkou viskozitu, aby nekladla velky odpor proti prevodu
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hmoty a protékala kolonou pii urcitém tlaku s dostate¢nou rychlosti. Neméla by chemicky

narusovat nebo vymyvat stacionarni fazi [27, 49].

6.2.2 Rozdélovaci kapalinova chromatografie

Podstatou rozdélovaci kapalinové chromatografie (LLC) je distribuce slozek mezi kapalnou
mobilni fazi a kapalnou stacionarni fazi, kterd je mechanicky ¢i chemicky vazana na pevném
podkladu. Latky se rozdéluji podle jejich rozpustnosti, pfiCemz ob¢ kapaliny (mobilni

1 staciondrni) musi byt nerozpustné.

Chromatografie hydrofilnich interakci je druh chromatografie s normalnimi fazemi, ktera
vyuziva mobilni fdze misitelné s vodou. Stacionarni faze je polarni (silikagel, kyano, amino
polarni polymerni faze) a mobilni faze musi obsahovat vysoké procento organické slozky a
malé mnozstvi vody. Na povrchu polarni stacionarni faze se adsorbuje vrstva bohata na vodu.
Analyt se rozdéli mezi vodnou vrstvu na povrchu stacionarni fdze a mobilni fazi s nizkym
obsahem vody. Polarnéjsi slouceniny maji vyssi afinitu ke stacionarni fazi. Latky se separuji na

zaklad¢ polarity [50, 51].

6.2.3 Chromatografie v systétmu s obracenymi fazemi

Témet 85 % vSech aplikaci v LC vyuziva chromatografii v systémech s obrdcenymi fazemi,
kde se vyuziva nepolarni stacionarni faze (uhlovodiky nebo alkyly vézané na silikagel)
a polarni mobilni faze (voda, acetonitril). Rist polarity mobilni fdze v systému s obracenymi

fazemi (stava se méné podobnou stacionarni fazi) vede k rlstu retencnich ¢ast analyta [27].

6.2.4 lontové-vyménna chromatografie

Stacionarni fazi v iontov€ — vyménné chromatografii je ménic¢ iontd. Tim je makromolekulérni
matrice (polystyren, celulosa, dextran aj.) s vhodnymi funkénimi skupinami kyselé nebo
zasadité povahy. Kazda funkéni skupina je pevné vazanym iontem, na ktery je iontovou vazbou

pfipojen protiion s opaénym nabojem. Ten je vyménovan iontem obsazenym v mobilni fazi.

Iontoménice (ionexy) se déli na:

e Anexy — jejich funkéni skupiny jsou zasadité a slouzi k vyméné anionti.
o Katexy — jejich funkéni skupiny jsou kyselé a slouzi k vymeéné kationta.

Iontové-vyménnad chromatografie je hojné vyuZzivana jak k separaci slabych organickych

kyselin a zasad, tak i anorganickych ionti. Obecné plati pravidlo, Ze ionty s vétSim nabojem
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jsou zadrzovéany vice nez ionty s nabojem mensim. Pii stejnych nabojich plati dalsi pravidlo,

ze vEtsi retenci ma ion s veétsi hmotnosti [27, 49].

6.2.5 Chromatografie sterické vyluky

U chromatografie sterické vyluky jsou molekuly separovany podle své velikosti. Stacionarni
fazi jsou malé kulovité Castice, které obsahuji zna¢né mnozstvi pérti o definovaném prameru.
Pory, pravé tak jako cely ostatni prostor mezi ¢asticemi, jsou vyplnény mobilni fazi. Mobilni

faze nema jinou tlohu nez transportovat slozky kolonou.
Chovani slozek podle jejich praméru:

e pii prichodu kolonou jsou molekuly slozek zadrzovany v disledku svého pronikéni
(permeace) do rozpoustédlem naplnénych porti. Malé molekuly pronikaji hloubéji,
a maji tudiz vyssi hodnoty retencnich objemt nez vétsi molekuly

e do port se pro svou velikost nedostanou atim padem postupuji kolonou stejnou

rychlosti jako mobilni faze [27, 49, 52].

B

}
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Obrazek 14 Permeace molekul rizné velikosti do péru [27]
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7 STANOVENI VALPROATU POMOCI KAPALINOVE
CHROMATOGRAFIE

7.1 Stanoveni VPA z plazmy

Vétsina studii, které se zabyvaji stanovovanim pomoci kapalinové chromatografie, stanovuji
nejen samotny valproat ale 1 jeho metabolity, které miizeme v plazmé nalézt. Témito metabolity

muzou byt napiiklad 3-OH-VPA, 4-OH-VPA, 3-keto-VPA, 2-en VPA nebo 4-en-VPA.

CsHy C;Hy CH, CH,COOH
| | I
CH,=CHCH,CHCOOH CH;CH,CHCOOH CH3CH,CH,CHCOOH
4-en-valproova kys. 2-en-valproova kys. kyselina 2-propylpentadiova
CIJH (IZJH7 CH, HO C;H,
| I |
CH,CH,CH,CHCOOH <—— (CH;CH,CH,CHCOOH —> CH;CH,CHCHCOOH
5-hydroxyvalproova kys. VPA 3-hydroxyvalproova kys.
OH GC3Hy $3H7
CHCHCH,CHCOOH ——>  komugace < CH,CH,CCHCOOH

o)

4-hydroxyvalproova kys. .
4-oxovalproova kys.

Obrazek 15 Metabolické cesty kyseliny valproové [53]

Systému HPLC-MS vyuzivéa ¢inska studie z roku 2017 [54], kde byla stanovena kyselina
valproova a pét jejich metaboliti. 100 pl vzorku plazmy, 50 ul 9% kyseliny mravenci a 10 pl
benzoové kyseliny (ktera byla pouzita jako vnitini standard IS) bylo odméfeno do 1,5 ml
mikrozkumavky a promichano. Poté bylo do zkumavky ptidano 500 pl ethyl acetatu a smes
byla centrifugovdna. Vznikld organicka faze byla odsata a nasledné odpatena do sucha. Poté
bylo ptidano 100 pl roztoku acetonitril:10 mM octan amonny (90:10, v/v) a vznikla organicka
faze byla opéct odpafena do sucha za pouziti vakuového koncentratoru pii pokojové teploté.
Vysledny zbytek byl nakonec rozpustén ve 100 pul acetonitrilu. Vznikla organickéd faze byla
pouzita pro analyzu pomoci kapalinové chromatografie s mobilni fazi acetonitril: 10 mM octan

amonny (90:10, v/v) pfi teploté 40 °C.

Dalsi ¢inska stude z roku 2001 [55] vyuzila mikroextrakce tuhou fazi pro odstarnéni proteind
a dalSich slozek z plazmy. Do 200 pl vzorku bylo pfidano 20 pl vnitiniho standardu kyseliny
benzoové (2,5 g/ml) a 50 ul kyseliny chlorovodikové (10 %, v/v). Smés byla promichana
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aextrahovana s vyuzitim SPE extrakce na Oasis® HLB patronce. Po promyti vodou a 10 %
methanolem byla VPA eluovéana 90 % methanolem. Vznikly roztok byl analyzovan v LC-MS
s mobilni fazi methanol:10 mM octan amonny (80:20, v/ v) obsahujici 0,1 % kyseliny
mravenci. Studie zjistila, Ze koncentrace valproatu v plazmé je nékolikandsobné vyssi oproti

jeho metabolitiim.

V préci Lin a kol. [56] byla studovana moznost vyuziti fluorescencni detekce pii stanoveni
VPA. K 10 pl plasmy bylo pfidano 50 pl vody, 20 ul kyseliny pelagnonové (vnitini standard)
a HCI pro okyseleni. Vznikly roztok byl extrahovan 0,5 ml toluenu a po centrifugaci byla
vznikla organickd faze pouzita pro derivatizaci. 200 pl roztoku bylo pfidano do zkumavky
obsahujici 200 pl derivatiza¢niho Cinidla (NOEPES, 2-(2-naftoxy)ethyl-2-
(piperidin)ethansulfonat) v toluenu. Po dalSich upravach byl vzorek analyzovan pomoci HPLC
s mobilni fazi methanol-voda. Vyhodou metody je vyuZiti toluenu jako rozpoustédla jak

pro extrakci, tak derivatizaci.

Detector response
Detector response

) L

T I T T 1 T T T T 1

0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
(A) Time (min) (B) Time (min)

Obriazek 16 Chromatogram (A) ¢ista plasma, (B) plasma pacienta, pik 1 - derivat kyseliny valproové, pik
2 — vniti‘'ni standard [55]

7.2 Stanoveni VPA z krve

Portugalska studie zroku 2011 [53] se zabyvala nejen stanovenim valproatu v krvi ale
v ledvinach a jatrech z divodu toxikologické studie. K 0,5 ml vzorku krve bylo pfiddno 50 ml

standardniho roztoku hydrochlorothiazidu a 50 ml 10 % kyseliny fosforecné. Poté nasledovala

39



SPE extrakce a vysuSeni. VysuSeny extrakt byl poté rozpustén v 200 ul vody a 10 ul bylo
pouzito pro analyzu za pouziti ultra vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii s mobilni fazi acetonitril: octan amonny. Vyhodou této metody je

rychlé extrakce bez nutnosti chemické derivatizace.
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8 ZAVER
Cilem této prace bylo zpracovat resersi, ktera se zabyva moznostmi stanoveni valproatu pomoci

modernich separacnich metod.

Valproat patii mezi antikonvulzivni 1é¢iva a je pouzivan nejen pii 1écbé epilepsie, ale také
dalSich chorob jako migrény nebo bipolarni poruchy. Pfesny mechanismus G¢inku neni i ptes
mnozstvi studii na toto téma, zndm. Nejcastéji se vSak hovoii o zvySeni hladiny y-aminomaselné

kyseliny, tim dochézi k inhibici pfenasené¢ho nervového vzruchu.

Samotné stanoveni valproatu mize byt provadéno plynovou chromatografii. Pfi ni se nejcastéji
vyuzivéa plamenové ioniza¢niho detektoru nebo hmotnostniho spektrometru. Vyhodou MS je
moznost porovndni vzniklého spektra s knihovou. Pro extrakci vzorku bylo ¢asto vyuZzito

mikroextrakce at’ uz pevnou nebo kapalnou fazi.

Dal§i moznosti je vyuziti kapalinové chromatografie, nejcastéji HPLC ve spojeni
s jednoduchou nebo tandemovou hmotnostni spektrometrii. Stejné jako u GC je vyuzivano

Casto mikroextrakce. Jeji vyhodou je nutnost pouze malého mnozstvi vzorku a rozpoustédel.

Pfi mnoha analyzach musel byt vzorek derivatizovén a to napfiklad ethanolem nebo NOEPES
v toluenu pro vyuziti fluorescenéniho detektoru. Je nutno fici, Ze jakykoli krok navic béhem
analyzy s sebou nese riziko vzniku chyby a tim znehodnoceni vysledku. Proto jsou postupy

neobsahujici derivatizaci vhodnéjsi.

41



9 POUZITA LITERATURA

[1]

[2]

[3]

[4]

[3]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

LOSCHER, Wolfgang, ed. Valproate [online]. Basel: Birkhiuser Basel, 1999 [cit. 2018-
02-28]. ISBN 978-3-0348-9761-7.

Valproic acid. Sigma  Aldrich [online]. [cit. 2018-06-07]. Dostupné z:
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sial/v0033000?lang=en®ion=CZ&cm_s
p=Insite- -prodRecCold xviews- -prodRecCold10-1

Valproic acid. PubChem [online]. [cit. 2018-06-07]. Dostupné z:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3121#section=Top

Databaze 1¢kt. SUKL Statni iistav  pro kontolu léciv [online]. [cit. 2018-06-07].
Dostupné z:
http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php?data%5Batc_group%5D=N03AGO0
1&data%5Bwith _adv%5D=0

Epilepsy. World Health Organization [online]. 2018 [cit. 2018-03-24]. Dostupné z:
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs999/en/

FISHER, Robert S., Carlos ACEVEDO, Alexis ARZIMANOGLOU, et al. ILAE Official
Report: A practical clinical definition of epilepsy. Epilepsia [online]. 2014, 55(4), 475-
482 [cit. 2018-06-07]. DOI: 10.1111/epi.12550. ISSN 00139580. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1111/epi.12550

LOSCHER, Wolfgang. Valproate: a reappraisal of its pharmacodynamic properties and
mechanisms of action. Progress in Neurobiology [online]. 1999, 58(1), 31-59 [cit. 2018-
03-25]. DOI: 10.1016/S0301-0082(98)00075-6. ISSN 03010082. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0301008298000756

FISHER, Robert S., J. Helen CROSS, Jacqueline A. FRENCH, et al. Operational
classification of seizure types by the International League Against Epilepsy: Position
Paper of the ILAE Commission for Classification and Terminology. Epilepsia [online].
2017, 58(4), 522-530 [cit. 2018-03-25]. DOI: 10.1111/epi.13670. ISSN 00139580.
Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1111/epi.13670

Epilepsy. Mayo Clinic [online]. [cit. 2018-04-10]. Dostupné z:
https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/epilepsy/symptoms-causes/syc-
20350093

TRINKA, E. Ideal characteristics of an antiepileptic drug: how do these impact treatment

decisions for individual patients?. Acta Neurologica Scandinavica [online]. 2012, 126,

42



[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

10-18 [cit. 2018-05-17]. DOI: 10.1111/ane.12015. ISSN 00016314. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1111/ane.12015

NEWTON, Herbert B., Marta MASCHIO a Lesley Michelle PRITIKIN. Epilepsy and
brain tumors. Boston: Elsevier, Academic Press is an imprint of Elsevier, [2015]. ISBN
978-0-12-417043-8.

SVOBODA, Mojmir, Eva CESKOVA aHana KUCEROVA. Psychopatologie
a psychiatrie: pro psychology a specialni pedagogy. Vydani treti. Praha: Portal, 2015.
ISBN 978-80-262-0976-8.

KESSING, Lars Vedel, Gunnar HELLMUND, John R. GEDDES, Guy M. GOODWIN
a Per Kragh ANDERSEN. Valproate v. lithium in the treatment of bipolar disorder in
clinical practice: observational nationwide register-based cohort study. British Journal of
Psychiatry [online]. 2011, 199(01), 57-63 [cit. 2018-04-29]. DOI:
10.1192/bjp.bp.110.084822. ISSN 0007-1250. Dostupné z:
https://www.cambridge.org/core/product/identifier/S0007125000255839/type/journal_a
rticle

JOHANNESSEN, C. Mechanisms of action of valproate: a commentatory [online].
[cit. 2018-05-16]. DOI: 10.1016/S0197-0186(00)00013-9. ISBN 10.1016/S0197-
0186(00)00013-9. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0197018600000139

LAGACE, Diane C., W. TIMOTHY O'BRIEN, Nadia GURVICH, Mark W.
NACHTIGAL aPeter S. KLEIN. Valproic acid: how it works. Or not. Clinical
Neuroscience Research [online]. 2004, 4(3-4), 215-225 [cit. 2018-02-28]. DOI:
10.1016/j.cnr.2004.09.013. ISSN 15662772. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S156627720400074X

ORNOY, Asher. Valproic acid in pregnancy: How much are we endangering the embryo
and fetus?. Reproductive Toxicology [online]. 2009, 28(1), 1-10 [cit. 2018-05-02]. DOI:
10.1016/j.reprotox.2009.02.014. ISBN 10.1016/j.reprotox.2009.02.014. ISSN 08906238.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0890623809000422
Neurotransmission — and  Chemistry [online]. [cit. 2018-06-07].  Dostupné z:
http://www.rci.rutgers.edu/~uzwiak/AnatPhys/APFallLect18.html

DRUGA, Rastislav, Milo§ GRIM a Petr DUBOVY. Anatomie centrdlniho nervového
systému. Praha: Galén, 2011. ISBN 978-80-7262-706-6.

PETROVICKY, Pavel. Klinickd neuroanatomie CNS s aplikovanou neurologii
a neurochirurgii. Praha: Triton, 2008. ISBN 978-80-7387-039-3.

43



[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

KOMAREK, Vladimir, Pavla STOPKOVA, Josef SUCHOPAR, Lucia
ZAHRADNIKOVA a  Ondfej VENDULKA. Acidum valproicum/natrii
valproas. Remedia [online]. 2006, 16(1), 14-26 [cit. 2018-06-28]. Dostupné z:
http://www.remedia.cz/Okruhy-temat/Psychiatrie/Acidum-valproicum-natrii-
valproas/8-1n-ed.magarticle.aspx

LOSCHER, Wolfgang. Basic pharmacology of valproate: A review after 35 years of
clinical use for the treatment of epilepsy. CNS drugs. 2002, 16(10), 669-94.

VAIDA, Frank J., G.A. DONNAN, J. PHILLIPS a P.F. BLADIN. Human brain, plasma,
and cerebrospinal fluid concentration of sodium valproate after 72 hours of
therapy. Neurology. 1981, 31(4), 486-487. DOI: 10.1212/WNL.31.4 Part 2.486. ISSN
0028-3878.

WHITTLE, S. R. a A. J. TURNER. Effects of the anticonvulsant sodium valproate on Q-
aminobutyrate and aldehyde metabolism in ox brain. Journal of Neurochemistry [online].
1978, 31(6), 1453-1459 [cit. 2018-06-28]. DOI: 10.1111/5.1471-4159.1978.tb06572.x. ISSN
0022-3042. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1111/j.1471-4159.1978.tb06572.x

MAITRE, M., L. OSSOLA a P. MANDEL. In vitro studies into the effect of inhibition of rat
brain succinic semialdehyde dehydrogenase on GABA synthesis and degradation. FEBS
Letters [online]. 1976, 72(1), 53-57 [cit. 2018-06-28]. DOI: 10.1016/0014-5793(76)80811-3.
ISSN 00145793. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1016/0014-5793%2876%2980811-3
TERBACH, Nicole a Robin S.B. WILLIAMS. Structure—function studies for the
panacea, valproic acid. Biochemical Society Transactions [online]. 2009, 37(5), 1126-
1132 [cit. 2018-06-07]. DOI: 10.1042/BST0371126. ISSN 0300-5127. Dostupné z:
http://biochemsoctrans.org/lookup/doi/10.1042/BST0371126

SMOLKOVA, Eva a Ladislav FELTL. Analyza ldtek v plynném stavu. Praha: SNTL,
1991. ISBN 80-030-0604-X.

KLOUDA, Pavel. Moderni analytické metody. 2., upr. a dopl. vyd. Ostrava: Pavel
Klouda, 2003. ISBN 80-86369-07-2.

OPEKAR, FrantiSek. Zdkladni analyticka chemie: pro studenty, pro néz analyticka
chemie neni hlavnim studijnim oborem. Praha: Karolinum, 2002. ISBN 80-246-0553-8.
Plynova chromatografie [online]. [cit. 2018-05-07]. Dostupné z:
http://old.vscht.cz/anl/lach2/GC.pdf

KOHLEROVA, Veronika. Identifikace proteinovych pojiv obsazenych v uméleckych
dilech pomoci plynové chromatografie. Praha, 2010. Diplomova prace. Pedagogicka
fakulta Univerzity Karlovy. Vedouci prace Ing. Mgr. Stépanka Kuckové, Ph.D.

44



[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

Extrakcéni  metody [online]. Brno, 2011 [cit. 2018-05-07]. Dostupné z:
http://www.vfu.cz/inovace-bc-a-navmgr/pub-files/realizovane-klicove-aktivity/zs-2013-
2014/h3cpl/index/h3cpl---extrakcni-metody---studijni-material-zs-13-14.pdf
Chromatografickeé metody [online]. [cit. 2018-05-07]. Dostupné z:
http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/cd/hypertext/ AJAOF .htm

Head space [online]. Praha, 2014 [cit. 2018-05-07]. Dostupné z:
https://web.vscht.cz/~poustkaj/ISM%20Cz-2%20HEADSPACE%20092014.pdf

SPME  (Solid phase microextraction) [online]. [cit. 2018-05-07]. Dostupné z:
https://fvhe.vfu.cz/informace-o-fakulte/sekce-ustavy/uvozp/teorie _spme.pdf
NOVAKOVA, Petra. Derivatizace v plynové chromatografii. Olomouc, 2011.
Diplomovéa prace. Univerzita Palackého v Olomouci. Vedouci prace Doc. RNDr. Petr
Bartak, Ph.D.

GROB, Robert Lee. a Eugene F. BARRY. Modern practice of gas chromatography. 4th
ed. Hoboken, N.J.: Wiley-Interscience, 2004. ISBN 978-047-1229-834.

DENG, Chunhui, Ning LI, Jie JI, Bei YANG, Gengli DUAN a Xiangmin ZHANG.
Development of water-phase derivatization followed by solid-phase microextraction and
gas chromatography/mass spectrometry for fast determination of valproic acid in human
plasma. Rapid Communications in Mass Spectrometry [online]. 2006, 20(8), 1281-1287
[cit. 2018-05-31]. DOI:  10.1002/rcm.2451. ISSN  0951-4198.  Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1002/rcm.2451 [33]

FAZELI-BAKHTIYARI, Rana, Vahid PANAHI-AZAR, Mohammad Hossein
SOROURADDIN a Abolghasem JOUYBAN. Determination of valproic acid in human
plasma using dispersive liquid-liquid microextraction followed by gas chromatography-
flame ionization detection. Iranian Journal of Basic Medical Sciences [online].
2015, 18(10), 979-988 [cit. 2018-06-05]. Dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4686582/

SHAHDOUSTI, Parvin, Abdorreza MOHAMMADI aNaader ALIZADEH.
Determination of valproic acid in human serum and pharmaceutical preparations by
headspace liquid-phase microextraction gas chromatography-flame ionization detection
without prior derivatization. Journal of Chromatography B [online]. 2007, 850(1-2),
128-133 [cit. 2018-05-31]. DOI: 10.1016/j.jchromb.2006.11.013. ISSN 15700232.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1570023206009470

MIZUNO, Shun, Xiao-Pen LEE, Masaya FUJISHIRO, et al. High-throughput

determination of valproate in human samples by modified QUEChERS extraction and

45



[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

GC-MS/MS. Legal Medicine [online]. 2018, 31, 66-73 [cit. 2018-06-05]. DOI:
10.1016/j.1egalmed.2018.01.002. ISSN 13446223. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1344622317304145

Difference between Serum and Plasma. Microbiology info [online]. 2016 [cit. 2018-06-
09]. Dostupné z: https://microbiologyinfo.com/difference-between-serum-and-plasma/
RHODEN, Liliane, Marina Venzon ANTUNES, Paulina HIDALGO, Cleber Alvares da
SILVA a Rafael LINDEN. Simple procedure for determination of valproic acid in dried
blood spots by gas chromatography—mass spectrometry. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical  Analysis [online].  2014,96, 207-212  [cit. 2017-10-30].  DOL:
10.1016/j.jpba.2014.03.044. ISSN 07317085. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S073170851400171X

PUJADAS, Mitona, Simona PICHINI, Ester CIVIT, Elena SANTAMARINA, Katherine
PEREZ a Rafael DE LA TORRE. A simple and reliable procedure for the determination
of psychoactive drugs in oral fluid by gas chromatography—mass spectrometry. Journal
of Pharmaceutical and Biomedical Analysis [online]. 2007, 44(2), 594-601 [cit. 2018-06-
20]. DOLI: 10.1016/.jpba.2007.02.022. ISSN 07317085. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0731708507001379

ABBOTT, Frank S., Roland BURTON, James ORR, Diana WLADICHUK, Sheila
FERGUSON a Ting-Hui SUN. Valproic acid analysis in saliva and serum using selected
ion monitoring (electron ionization) of the tert.-butyldimethylsilyl derivatives. Journal of
Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications [online]. 1982, 227(2), 433-
444  [cit. 2018-06-20]. DOI: 10.1016/S0378-4347(00)80396-5. ISSN 03784347.
Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0378434700803965

STULIK, Karel. Analytické separacni metody. Praha: Karolinum, 2004. ISBN 80-246-
0852-9.

Vysokou¢innd kapalinova chromatografie. Ministerstvo zdravotnictvi [online].
[cit. 2018-06-12]. Dostupné z: http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/cd/hypertext/ AJALB.htm
Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC). Informaéni systém Masarykovy
univerzity [online]. [cit. 2018-06-12]. Dostupné z:
https://is.muni.cz/el/1431/podzim2013/C8102/um/HPLC spec_metody.pdf?lang=cs

ZARUBA, Kamil. Analytické chemie. Praha: Vysoka $kola chemicko-technologicka v Praze,
2016. ISBN 978-80-7080-950-1.

46



[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

KRIZENECKA, Sylvie a Vaclav SYNEK. Zdklady analytické chemie. Usti nad Labem:
Univerzita J.E. Purkyné v Usti nad Labem, Fakulta Zivotniho prostiedi, 2014. ISBN 978-
80-7414-804-0.

CVACKA, Josef. Trendy v moderni HPLC [online]. 2011 [cit. 2018-06-28]. Dostupné z:
https://web.natur.cuni.cz/~analchem/bosakova/hplc5.pdf

Separace vybranych frakci kyselych proteinii z hliz bramboru (solanum tuberosum 1.)
pomocit chromatografickych technik [online]. Ceské Bud&jovice, 2013 [cit. 2018-06-12].
Dostupné z: https://theses.cz/id/pr9oo3/Diplomov_prce.pdf. Diplomova prace. Jihoceska
univerzita v Ceskych Budgjovicich. Vedouci prace Doc. Ing. Jan Barta, Ph.D.

ZARUBA, Kamil. Analytickd chemie. Praha: Vysoka §kola chemicko-technologicka v Praze,
2016. ISBN 978-80-7080-950-1.

PROENCA, Paula, Joao Miguel FRANCO, Carla MUSTRA, Mariana MARCOS, Ana
Rita PEREIRA, Francisco CORTE-REAL a Duarte Nuno VIEIRA. An UPLC-MS/MS
method for the determination of valproic acid in blood of afatal intoxication
case. Journal of Forensic and Legal Medicine [online]. 2011, 18(7), 320-324 [cit. 2018-
06-14]. DOI:  10.1016/.jflm.2011.06.003.  ISSN  1752928X.  Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1752928X11001211

WEN, Dingsheng, Ziyi CHEN, Chao YANG, et al. A rapid and simple HPLC-MS/MS
method for the simultaneous quantification of valproic acid and its five metabolites in
human plasma and application to study pharmacokinetic interaction in Chinese epilepsy
patients. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis [online]. 2018, 149, 448-
456 [cit. 2018-05-31]. DOI: 10.1016/j.jpba.2017.11.042. ISSN 07317085. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0731708517319751

GAO, Shouhong, Haijun MIAO, Xia TAO, et al. LC-MS/MS method for simultaneous
determination of valproic acid and major metabolites in human plasma. Journal of
Chromatography B [online]. 2011, 879(21), 1939-1944 [cit. 2018-05-31]. DOI:
10.1016/j.jchromb.2011.05.022. ISSN 15700232. Dostupné z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1570023211003278

LIN, Ming-Chun, Hwang-Shang KOU, Cheng-Chung CHEN, Shou-Mei WU a Hsin-
Lung WU. Simple and sensitive fluorimetric liquid chromatography method for the
determination of valproic acid in plasma. Journal of Chromatography B [online].
2004, 810(1), 169-172 [cit. 2018-06-14]. DOI: 10.1016/j.jchromb.2004.07.025. ISSN
15700232. Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1570023204006002

47



