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Uvod

Nikotinova kyselina (NA), synonymum niacin
(NIcotinic ACid vitamIN), nazyvana téz vitamin B3 ¢i
PPF (pellagra preventive factor), se nckdy zarazuje do
skupiny vitaminu B. Nejedna se o vitamin per se, protoze
NA miize byt syntetizovana z tryptofanu. Termin niacin
zahrnuje nikotinovou kyselinu a nikotinamid se stejnou
biologickou aktivitou'. Zdrojem NA jsou potraviny rost-
linného 1 zivocisného puvodu. Fyziologickd potieba NA
nepiesahuje 20 mg/den (cit.?). Za nepfimy marker nutri¢ni-
ho deficitu NA je povazovana snizena exkrece methylni-
kotinamidu a methyl-pyridonkarboxamidu moci. Nedosta-
tek niacinu se vyskytuje endemicky zejména v populacich
odkéazanych na kukufici a kukufi¢né vyrobky jako na hlav-
ni zdroj vyzivy a projevuje se pelagrou (fotosenzitivni
dermatitis, demence a prijmy). Ve vyspélych zemich se
pelagra vyskytuje pouze u specifickych skupin obyvatel
(napf. alkoholikir)'.

Niacin je prekurzorem nikotinamidadenindinukleoti-
du (NAD) anikotinamidadenindinukleotid fosfatu
(NADP), které se po redukci ucastni fady oxidacné-
redukénich reakci spojenych predevsim se ziskavanim
energie. Od poloviny 50. let se NA pouZiva jako hypolipi-
demikum™*. Nikotinovéa kyselina ovliviiuje metabolismus
lipid&i a lipoproteinti na riznych trovnich™, vyznamné

Gcinky’.

Niacin je metabolizovan ve dvou metabolickych dra-
hach. V prvni je NA konjugovéna s glycinem na kyselinu
nikotinurovou, ktera miize indukovat syntézu prostaglandi-
nu D2 odpovédného za nezaddouci efekty (zvl. flush, zarud-
nuti koze)® pf uZivani preparati NA s bezprostfednim
nastupem U¢inku. V druhé draze je NA sledem oxidaéné
reduk¢nich reakei konvertovana na nikotinamid (NAM)
a pyridinové metabolity (1-methylnikotinamid, nikotina-
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mid-N-oxid, 6-hydroxynikotinamid, N-methyl-2-pyridon-5-
karboxamid a N-methyl-4-pyridon-5-karboxamid). Touto
cestou jsou prevazné metabolizovany preparaty NA
s fizenym uvoliiovanim'’. Riziko poskozeni jater je spojo-
vano s metabolity druhé drahy.

Studium farmakokinetiky a farmakodynamiky NA
ijejich nezadoucich ucinkt vyzaduje adekvatni metody
umoznujici  stanoveni NA a jejich metabolitl
v biologickém materidlu. Zavedeni metody zna¢né kompli-
kuje fakt, ze metabolity NA se vyznamné lisi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi (pfedevsim polaritou). Cilem této
prace bylo vyvinout metodu pro soucasné stanoveni NA
a vSech jejich metabolitl pomoci HPLC-MS.

Experimentalni ¢ast
Pouzivané chemikalie a standardy

Standardy nikotinové kyseliny (NA), nikotinamidu
(NAM), nikotinurové kyseliny (NUA), 1-methyl-
nikotinamidu  (MNA), nikotinamid-N-oxidu (NNO)
a vnitfniho standardu 6-methylpyridin-3-karboxylové ky-
seliny byly dodany firmou Sigma-Aldrich (USA). Stan-
dardy N-methyl-2-pyridon-5-karboxamidu (2-Pyr, Cistota
99 %) a N-methyl-4-pyridon-5-karboxamidu (4-Pyr, Cisto-
ta 94 %) byly dodany firmou BDG synthesis (Novy
Z¢land). Ostatni chemikalie Cistoty pro chromatografii
dodala firma Chromservis (CR).

Pouzivané piistroje a zafizeni

Analyzy jsme provadeli na kapalinovém chromato-
grafu LC systém Dionex 3000 (Thermo Scientific, USA),
vybaveném kvartérni pumpou, autosamplerem a termosta-
tem kolon, spojeném s hmotnostné spektrometrickym de-
tektorem typu trojitého kvadrupolu TSQ Quantum Access
Max (Thermo Scientific). Analyzy byly zpracovany pomo-
ci SW Xcalibur (Thermo Scientific).

Testované kolony: Kinetex C18 150 x 2,10 mm, 5 pm
(Chromservis s.r.0.), HyperCarb 50 x 2,1 mm, 3 pm
(Thermo Scientific) a Hypersil Silica 50 x 4,6 mm, 5 pm
(Thermo Scientific).

Pracovni postupy

Biologické vzorky byly pfipravovany pomoci kolonek
Oasis MCX 60 um (6 ml, 150 mg) (Waters, U.S.A.). Ko-
lonka byla nejprve kondicionovana 5 ml methanolu a 5 ml
vody, pak byl nanesen vzorek (0,5 ml plazmy ¢i moce +
0,5 ml 0,2M HCI) a kolonka byla proplachnuta 2 ml vody.
Analyty byly eluovany 5 ml 5% NH; v acetonitrilu (eluat
A). Pro eluci MNA je potieba 5ml smési 5% NH;
v methanolu a 2M NaCl (90:10) (eluat B). Eluat B byl
vysusen pod proudem dusiku pfi 60 °C a rekonstituovan
ve 2 ml smési acetonitril-methanol (80:20), ptidan k eluatu
A a smés byla vysuSena pod proudem dusiku pti 60 °C.
Vysu$ena smés byla rekonstituovana v 1 ml acetonitrilu.
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Vzorky byly méfeny na LC-MS stanici za téchto pod-
minek: Kolony byly vyhfivany na 45 °C (HypersilSilica)
nebo 40 °C (Hypercarb, Kinetex C18). Objemy nastiiku do
kolon se pohybovaly v rozmezi 5-15 ul. Vyhtivany
HESI-II zdroj pro MS detektor byl provozovan s nastave-
nim téchto parametri: sprejovaci napéti +3200 V, vypato-
vaci teplota 350 °C, tlak zmlzovaciho plynu 30 arb.j., tlak
pomocného plynu 8 arb.j., tlak plynu pro prutok piechodo-
vou trubici 2,0 arb.j., teplota na pfechodové trubici 320 °C,
nastaveni napéti na pfrechodové trubici 35 V a nastaveni
napéti na vstupu 99 V. Napéti pro fragmentaci ve zdroji
bylo nastaveno na 7 V. V HESI-II zdroji dochazi pfi pod-
minkach analyzy ke tvorbé klastri protonovanych molekul
[M-+H]", dalsi pozorované klastry [M+ACN+H]" poskyto-
valy niZsi intenzitu (jejich rozpadové produkty vzdy zahr-
novaly i protonovanou molekulu), a proto byla nastavena
fragmentace ve zdroji tak, aby dochazelo ke zvyseni inten-
zity protonovanych molekul.

Naladéni MS/MS prechodii pro jednotlivé latky se
provedlo infuzi zkoumané latky o koncentraci 10 pg ml™
rychlosti 20 pl min™' k mobilni fazi (400 ul min™), kolizni
tlak plynu v Q2 (Ar) byl optimalizovan na 1,5 mTorr.
Sledované MS/MS prechody byly vzdy dva pro kazdou
sledovanou latku: NA [vychozi ion 124,2 — produktové
ionty 80.4 (kolizni energie odpovidajici 21 V) a 78,4 (23)],
NAM [123,2 — 80,4 (19) a 78,4 (22)], NUA [181,2 —
135,2 (16) a 79,4 (38)], MNA [137,2 — 94,3 (20) a 92,3
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(21)], NNO [139,2 — 106,3 (22) a 122,2 (16)], 2-Pyr
[153,2 — 108,3 (22) a 110,3 (20)], 4-Pyr [153,2 — 136,2
(13) a 92,3 (22)]. Jako vnitini standard jsme pouzili
6-methylpyridin-3-karboxylovou kyselinu [138,2— 92,3
(21) a 94,3 (20)]. Deuterované standardy jsou sice dostup-
né pro vSechny stanovované latky, jsou ale financ¢né na-
kladné, a proto jsme je nepouzivali. Vyvoj metody bez
pouziti deuterovanych standardi byl jednim ze zaméru této
prace.

Vysledky a diskuse
Porovnani jednotlivych kolon

Kolona Kinetex C18

Kolona C18 nedéli jednotlivé sledované latky, vSech-
ny slozky jsou eluovany prakticky ihned po nastiiku. Po-
larni analyty, jako je niacin a jeho metabolity, maji afinitu
k materialu kolony velmi malou, a proto jsou eluovany
prakticky v mrtvém objemu kolony. Tuto kolonu jsme dale
pro vyvoj metody nepouzivali.

Kolona Hypercarb

Déle byla testovana kolona Hypercarb, jejiz stacionar-
ni fazi tvofi uhlik, a ktera ma Siroké pracovni rozmezi pH
mobilni faze (1-14). Jako mobilni faze byla zvolena smés
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Obr. 1. Chromatogramy SRM pro smés jednotlivych slozek (500 ng mlI™") na koloné Hypercarb, pritokova rychlost 0,4 ml min™',

gradient viz Vysledky a diskuse
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Tabulka I

Prehled kalibra¢nich parametrti pro ¢isté latky na kolon¢ Hypercarb
Slozka Elucni ¢as [min] Kalibra¢ni zavislost R?
MNA 0,40 y=-0,2105x* + 1,5250x + 0,1782 0,9888
NAM 2,09 y =1,0905x — 0,0016 0,9991
NA 2,52 y=0,4841x — 0,0025 0,9995
NNO 4,20 y=0,5247x + 0,0183 0,9963
NUA 7,27 y=1,4127x+0,0214 0,9983
4-pyr 8,20 y =2,2062x + 0,2699 0,9958
2-pyr 8,40 y=0,3743x +0,0140 0,9967

y = pomér plochy stanované latky/plochy vnitiniho standardu; x

pomér koncentraci stanovované latky(ng ml ")/

koncentrace vnitiniho standardu (ng ml™); NA = niacin; NAM = nikotinamid; NUA = kyselina nikotinurova; 2-pyr =
N-methyl-2-pyridon-5-karboxamid; 4-pyr = N-methyl-4-pyridon-5-karboxamid; MNA = 1-methylnikotinamid; NNO =
nikotinamid-N-oxid; R = korela¢ni koeficient; kalibra¢ni rozmezi 20-4000 ng ml™', koncentrace IS 500 ng ml™!

acetonitrilu (faze A) a vody (faze B) obsahujici kyselinu
mravenci (0,2 %), pficemz analyty byly eluovany postupné
snizujicim se obsahem vody. Pocatecni slozeni smési (5 %
faze A) bylo ponechano 2 min, pak byl postupné obsah
faze A zvySovan na 15 % (6. minuta), 35 % (8. minuta)
av 10. minuté protékala systémem pouze faze A (do
12. minuty). Ekvilibrace kolony byla 4 min. Pritok mobil-
ni faze kolonou byl po celou dobu analyzy 400 pl min .

Tato kolona poskytuje dobré déleni vSech sledova-
nych slozek, jak ukazuje obr. 1, pouze izobarické slozky
4-Pyr a 2-Pyr nejsou uspokojiv€ rozdéleny. Mrtvy cas
kolony byl 0,35 min, coz je velmi blizké retencnimu casu
slozky MNA. Mrtvy ¢as byl stanoven nastfikem vody.

Kalibra¢ni zavislost pro jednotlivé slozky byla sledo-
vana v koncentraénim rozmezi 10-2000 ng ml'. Jako
vnitini standard slouzila 6-methylpyridin-3-karboxylova
kyselina (IS) o koncentraci 500 ng ml . Data jsou uvedena
v tab. L.

V8echny kalibracni zévislosti byly linedrni v celém
koncentracnim rozsahu kromé¢ MNA, kde zavislosti odpo-
vidal polynom 2. stupné. Pro velmi nizké koncentrace neni
ni prvnich 2 bodl s po¢atkem. Na zéklad€ hodnot smérnic
z kalibracnich zavislosti 1ze ur€it poradi analytid s klesajici
citlivosti metody: 4-pyr, NUA, MNA, NAM, NNO, NA,
2-pyr.

Kolona Hypersil Silica

Dalsi testovanou kolonou byla kolona Hypersil Silica
plnéna silikagelem. Tato kolona ma ponékud uzsi pracovni
rozmezi pH mobilni faze (2-8).

Jako mobilni faze byla zvolena kombinace acetonitri-
lu (faze A) a vody (faze B) obsahujici kyselinu mravenci
(0,75 %). Zastoupeni kyseliny mraven¢i v mobilni fazi
bylo optimalizovdno v rozmezi 0,1-1,0 %, Nejlepsi hod-
noty signalu pfi pfijatelném Sumu poskytlo sloZzeni mobilni
faze s 0,75 % kyseliny mravenc¢i. Analyty byly vzhledem
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k jejich povaze a vlastnostem kolony eluovany postupné
zvySujicim se obsahem vody. Obsah vody v priibéhu gra-
dientu byl ménén riznymi zpisoby, hlavné jsme se zame-
fili na posunuti eluce NNO a 2-pyr od mrtvého Casu, oddé-
leni izobarickych sloucenin 2-pyr/4-pyr a také na snizeni
asymetrie pikt (hlavné MNA). Pocatecni slozeni smési
(10 % faze A) bylo ponechdno 1 min, pak byl postupné
obsah faze A snizovan na 50 % (7. minuta), 25 % (13. az
15. minuta) a v 19. minuté protékala systémem smés fazi
A/B 25/75 v/v (do 20. minuty). V 22. minuté se kolona
ekvilibrovala po dobu 7 min. Pratok mobilni faze kolonou
byl po celou dobu analyzy 400 pl min ™.

Kolona Hypersil Silica poskytuje rovnéz uspokojivé
déleni vsech sledovanych slozek, jak ukazuje obr. 2, az na
par NAM a IS, ktery ovSem neni izobaricky, a tak pfi de-
tekci pomoci SRM prechodi tato koeluce nevadi.

Ve srovnani s kolonou Hypercarb nejsou piky zcela
symetrické, coZ bylo pozorovano i dalgimi autory’. Tento
fakt v§ak nemél vliv na tvar kalibra¢ni zavislosti.

Kalibrace

Na kolon¢ Hypersil Silica byly méfeny kalibra¢ni
z4vislosti nejprve pomoci Cistych latek, potom i v krevni
plazmé a moci. Kalibra¢ni vzorky byly zpracovany stejné
jako biologicky materidl pomoci SPE kolonek. Vytéznost
kroku SPE pro vSechny sledované latky se pohybovala
vrozmezi 75-110 % pii RSD pod 10 % pro sledované
koncentragni hladiny 500 a 50 ng ml™'. Viechny vzorky
byly méfeny v tripletech (» = 3). Hodnoty LOQ a LOD
byly ziskany automaticky softwarem vyhodnocujicim signal
aSum (LOD byl pfifazen koncentraci, jiZ odpovidal pomér
signal/Sum rovny hodnoté 3 a LOQ pomér rovny hodnot¢ 10).

Kalibrace pomoci cistych latek
Kalibracni zavislost byla sledovana pro stejné kon-
centrani rozmezi jako na kolon¢ Hypercarb. Data jsou
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Obr. 2. Chromatogramy SRM pro smés jednotlivych sloZek (500 ng mI™") na koloné& Hypersil Silica, priitokova rychlost 0,4 ml min',

gradient viz Vysledky a diskuse

Tabulka IT

Prehled kalibra¢nich parametr pro ¢isté latky na koloné Hypersil Silica
Slozka Eluéni ¢as [min] Kalibrac¢ni zavislost R? LOD LOQ

[ng ml] [ng ml™]

2-pyr 2,45 y=0,5757x + 0,0155 0,9985 3 10
NNO 4,21 y=0,8333x +0,0171 0,9968 10 20
4-pyr 5,65 y =5.3160x + 0.3060 0,9982 2 6
NA 7,88 y=0,4411x + 0,0321 0,9959 20 60
NUA 8,86 y =0,9394x + 0,0152 0,9987 1 3
NAM 8,87 y =0,8346x - 0,0028 0,9995 20 64
MNA 15,16 y =-0,3589x% + 2,9032x + 0,4191 0,9918 1 2

Zkratky a vysvétlivky viz tabulka I; LOQ = mez stanovitelnosti; LOD = mez detekce. Horni mez kalibra¢niho rozmezi byla

4000 ng ml™"

pfehledné uvedena v tab. II. Na zékladé hodnot smérnic
z kalibracnich zavisloti 1ze urcit potadi analytl s klesajici
citlivosti metody, které¢ je 4-pyr, MNA, NUA, NAM,
NNO, 2-pyr, NA.

Stejné jako na koloné¢ Hypercarb byly vSechny kalib-
raéni zavislosti linearni v celém koncentracnim rozsahu
kromé MNA, kde rovnéz zavislosti odpovidal polynom
2. stupné. Mén¢ vyrazny je rozdil u slou€eniny 4-Pyr, kde
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lze rovnéz pozorovat odklon od vypoctené zavislosti
u prvnich 3 bodi. U velmi nizkych koncentraci by bylo
vhodnéjsi propojit tyto body s pocatkem.

Obé sledované kolony se zasadné 1i§i svou stacionarni
fazi. Kolona Hypercarb obsahuje 100% porézni grafitovy
uhlik, a vyrobce ji deklaruje jako vhodnou pro separaci
polarnich sloucenin a isomerti. Oproti kolon¢ Hypersil
Silica zadrzuje velmi polarni slozky. Kolona Hypersil Sili-
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ca ma na povrchu stacionarni faze velmi hydrofilni skupi-
ny Si-OH, a je deklarovéna jako vhodnd pro separaci mir-
né polarnich sloucenin. Poradi eluce je na obou kolonach
téméf opacného charakteru. Sloucenina MNA, jako stan-
dardni latka pouzit 1-methyl-nikotinamid chlorid, je na
kolon& Hypercarb eluovana prvni v pofadi, na kolon¢ Hy-
persil Silica jako posledni; naopak sloucenina 2-Pyr je na
kolon¢ Hypercarb eluovana posledni, na kolon¢ Hypersil
Silica jako prvni. Ostatni slozky se chovaji obdobné, pou-
ze pofadi neni striktn€ protichidné; uplatiiuje se ziejme
rozdilna polarita slozek i jejich afinita vici stacionarni
fazi.

Pro ob¢ kolony jsme ur¢ili i rovnice kalibra¢nich za-
vislosti, které se pro jednotlivé slozky navzdjem lisi. Citli-
vost odezvy prakticky urCuje smérnice kalibracni ptimky,
ktera byla pro ¢ast slozek na koloné Hypercarb vyssi, pro
¢ast naopak nizsi: 2-pyr — 65 %, NNO — 63 %, 4-pyr —
42 %, NA — 110 %, NUA — 150 %, NAM - 131 % a MNA
— 53 % ve srovnani se smérnici na kolon¢ Hypersil Silica.

Tabulka III

Laboratorni pfistroje a postupy

Kalibrace v plazmé a moci

Ke kalibraci byla pouZita smé&snd plazma/mo¢, pii-
slusné kalibracni parametry jsou uvedeny v tab. Il a IV.
Na zéklad¢ hodnot smérnic z kalibracnich zéavislosti 1ze
urcit poradi analytl s klesajici citlivosti metody, které je
4-pyr, NAM, MNA, NUA, 2-pyr, NA, NNO pro plazmu
a 4-pyr, NUA, MNA, NAM, NA, NNO, 2-pyr pro mo¢.

Kromé dvou latek byly kalibracni zavislosti obdobné
jako u Cistych latek, tedy linearni v celém koncentraénim
rozsahu. Zavislost MNA byla oproti kalibraci ¢istych latek
rovnéZ linearni. U slouc¢enin NNO a 2-Pyr byly kalibra¢ni
zavislosti pon¢kud deformované ve srovnani s Cistymi
latkami. Pro tento efekt nemame jednoznacné vysvétleni,
nabizi se ovlivnéni pii zpracovani biologického materialu
na SPE kolonkach. Tento efekt nebyl v literatufe popsan,
pouze autofi Li a spol.'’ se zmiiiuji o interferencich po
zpracovani moci, které bylo kompenzovano diky detekci
v SRM médu.

Pro obé¢ kalibra¢ni zavislosti na koloné Hypersil Silica
— z Cistych latek i po jejich izolaci z plazmy(moce) na SPE
kolonkéach — byla srovnana i citlivost odezvy pro jednotli-

Prehled kalibra¢nich parametrti za pritomnosti biologického materialu (krevni plazmy) na koloné Hypersil Silica

Slozka Eluéni ¢as [min] Kalibrac¢ni zavislost R? LOD LOQ
[ng ml™] [ng ml ']
2-pyr 2,53 y =0,7026x + 0,0621 0,9721 1 3
NNO 4,41 y =0,3366x — 0,0492 0,9400 20 40
4-pyr 5,75 y =7,6582x + 0,3099 0,9985 7 20
NA 7,57 y =0,5955x - 0,0218 0,9988 40 60
NUA 8,47 y =0,7559x — 0,0049 0,9989 20 40
NAM 9,36 y = 1,2486x + 0,0473 0,9997 20 40
MNA 14,03 y =0,8349x + 0,0535 0,9971 3 10
Zkratky viz tab. I a II. Horni mez kalibra¢niho rozmezi byla 4000 ng ml™
Tabulka IV
Pfehled kalibra¢nich parametrii za pfitomnosti biologického materidlu (mo¢ 10x fedénd) na koloné Hypersil Silica
Slozka Eluc¢ni ¢as [min] Kalibraéni zavislost R? LOD LOQ
[ng ml '] [ng ml ]
2-pyr 2,52 y=0,9014x +0,9814 0,9906 1 3
NNO 4,42 y=1,0918x + 0,1640 0,9919 10 40
4-pyr 5,77 y =6,0520x + 0,8507 0,9984 1 3
NA 7,55 y=1,1016x + 0,0160 0,9995 20 50
NUA 8,47 y =1,3661x — 0,0052 0,9973 5 15
NAM 9,36 y =1,1668x + 0,0059 0,9993 20
MNA 14,03 y =-0,1094x>+1,3427x + 0,2181 0,9983 1 3

Zkratky viz tab. I a II. Horni mez kalibraéniho rozmezi byla 4000 ng ml™
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vé slozky: 2-pyr — 122 % (157 %), NNO — 40 % (131 %),
4-pyr — 144 % (114 %), NA — 135 % (250 %), NUA —
80 % (145 %), NAM — 150 % (140 %) a MNA — 29 %
(38 %) ve srovnani s hodnotami ziskanymi pro ¢isté latky.
Pokles citlivosti u vzorkll v plazmé/moc¢i vaci Cistym lat-
kdm je b&€Zn¢ pozorovanou skutecnosti, zatimco narlst
citlivosti u vzorkti plazmy/moce je neobvykly a ukazuje
pravdépodobné na synergicky efekt pii ionizaci. Béhem
poslednich 10 let popsalo stanoveni nikotinové kyseliny
ajejich metaboliti metodou HPLC-MS nékolik autord.
Vétsina praci se zabyva stanovenim pouze nékterych meta-
bolith NA (cit.!"'%); pouziti vnitfnich deuterovanych stan-
dardii je popsano v praci Catze a spol.”’, jez se zabyva
stanovenim NA, NAM a myristyl nikotinatu. Li a spol."
stanovili niacin a jeho 6 metabolitdi na kolon¢ Hypersil
Silica s gradientem mobilni faize ACN:voda:FA s pofadim
eluce 2-pyr, 4-pyr, NNO, NA, NUA, NAM a MNA. Jejich
usporadani pokusu bylo vyrazné€ odlisné od naseho — velmi
kratka doba analyzy (cca 1 min), zpracovani biologického
materidlu na destickdch pokrytych stejnym materidlem
jako nase SPE kolonky. P#i podobném pracovnim postupu
maji SPE kolonky vyhodu v mozZnosti prokapani na rozdil
od desticek, které 1ze pouze vyplachnout. Déle 1ze na ko-
lonkéch zpracovat az Sx vétsi mnozstvi biologického ma-
terialu, a tudiz se méné uplatni pfipadné necistoty.

Metody LC MS/MS bez pouziti izotopicky znac¢enych
standardd jsou obecné méné robustni a pfi jejich vyvoji je
nutné vénovat pozornost moznym interferencim, jez je
nutné minimalizovat napf. pouZzitim pfeciSténi vzorku po-
moci SPE. Nicméné moderni HPLC systémy a pokrocilé
techniky vyroby staciondrnich fazi pro HPLC kolony do-
voluji tvorby metod svysoce reprodukovatelny-
mi retencnimi Casy, coz déle snizuje moznost neCekanych
interferenci. Navic jsou metody bez izotopicky znacenych

Tabulka V

Laboratorni pfistroje a postupy

vnitfnich standardd méné ndkladné. Jisté omezeni nasi
metody oproti pracim'™"" je pomé&mé nizky pritok mobil-
ni faze (0,4 ml min™"), ktery prodluzuje dobu analyz.

Méteni biologickych vzorki

Vzorky pochéazely od anonymnich pacienti z pokusné
terapie 1ékem Tredaptive, ktery byl pacientim podan vecer
a odbér krve probéhl rano.

Dobrovolnici ndhodné obdrzeli davku niacinu 1-3 g
za den a pfislusné oznaceni vzorkl je anonymni; jednora-
zové podani, jak tomu bylo u sledovanych dobrovolniki,
vede témét k Gplné absorpci. Maximalni koncentrace nia-
cinu (cca 300 mg 1) je dosazeno do 60 min, z ob&hu vy-
mizi zpravidla do 6 hodin po podani, pficemz v ob&hu
pfetrvavaji del§i dobu jeho metabolity.

Opakovana stanoveni téhoz vzorku poskytla hodnoty,
jejichz relativni smérodatnd odchylka nepiesahovala hod-
notu 10 % (u 42 hodnot ze 49); u dalsSich 4 hodnot bylo
RSD vintervalu (12-15 %), zbyvajici 3 hodnoty RSD
patfily do rozmezi (15-20 %). Vysledky jsou piehledné
uvedeny v tab. V.

Zaveér

Byla optimalizovdna metoda stanoveni nikotinové
kyseliny a jejich metabolitd nikotinamidu, nikotinamidu-/N-
oxidu, nikotinurové kyseliny, N-methyl-nikotinamidu
chloridu, N-methyl-4-pyridon-3-karboxamidu a N-methyl-
2-pyridon-5-karboxamidu v biologickém materidlu pomoci
LC-MS.

Pro chromatografické stanoveni byly otestovany
3 kolony s rtiznymi stacionarnimi fazemi — reverzni faze

Vysledky méteni koncentrace niacinu a jeho metabolitt v lidské plazmé

Vzorek  cxualngml™] cnam[ngml']  onalngml™]  cunalngml™] oxvolngml']  crpy[ngml']  cpy[pgml]
A 349 £ 21%* 228 +5 108 £ 5 136 £ 1 208 £ 21 4366 + 31 588 £ 58
6,1) 2,2) 4,7) (0,9) (10,1) 0,7) 9,9)
B 58+2 308 +0 <LOD 74+ 9 316 £ 16 4190 £+ 149 516 £ 35
4,2) (<0,5) (12,3) (5,0) (3,6) 6,7)
C 60+9 1320+ 36 (2,7) 81+2 269 +9 531+19 4761 + 269 559 +£22
(15) (2,8) 3.5) (3,6) (5,6) (3,88)
D <LOD <LOQ <LOD <LOD 178 £2 676 =21 40+ 4
(1,1) 3,1 9,7)
E <LOQ 131+6 <LOD 216+ 12 195+1 786 £ 10 68+9
4.,5) (5,6) 0,7) (1,2) (12,8)
F <LOD 47+3 <LOD <LOD 168 + 34 929 + 34 56+1
(6,1) (20,0) (3,7) 2,5)
G 534+ 10 867 + 15 78+2 264+ 7 321 +£26 4400 + 569 502 +78
(1,9) (1,7) (3,2) (2,6) 8,1 (12,9) (15,5)

* chyba méfeni vyjadfena jako SD, v zavorce uvedena prislusna RSD (%, n = 2); Zkratky viz tabulky I a II
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oktadecylsilica (Kinetex Cl18), grafitovy uhlik
(Hypercarb) a silikagel (Hypersil Silica). Z téchto kolon
poskytly uspokojivé déleni pouze Hypercarb a Hypersil
Silica. Jako mobilni faze slouZzil gradient acetonitril-voda
s obsahem 0,2 a 0,75 % kyseliny mravenci. Pro jednotlivé
latky byly zméfeny kalibracni zavislosti, které na obou
kolonach mély kromé N-methyl-nikotinamidu chloridu
linearni prubéh. Poradi eluce na obou kolonach reflektova-
lo polaritu stacionarni faze i jednotlivych stanovovanych
slozek. Ob¢ kolony se liSily také citlivosti odezvy jednot-
livych slozek, kazda poskytovala citlivéjsi odezvu pro jiné
latky. Na obou kolonach je tzv. vysokoodezvovou latkou
4-Pyr, na koloné Hypercarb lze dal§i metabolity rozdélit na
2 skupiny: NUA, MNA a NAM se smérnici 1,1-1,5,
aNNO,NA a 2-Pyr se smérnici 0,4-0,5. Na kolon¢ Hy-
persil Silica citlivost jednotlivych slozek postupné klesa,
poradi podle citlivosti se 1isi podle ptitomnosti biologické-
ho materialu. Pro dalsi praci byla vybrana kolona Hypersil
Silica, protoze na koloné¢ Hypercarb dochazelo k ¢asné
eluci jedné slozky a mez detekce byla obecné na této kolo-
ne vyssi.

Metoda byla aplikovana na stanoveni sledovanych
latek v lidské krevni plazmé dobrovolniki, kterym byla
peroralné podana kyselina nikotinova.

Podporovano vyzkumnym projekty MPO 2012005FR-
TI4/638, RVO-VFN64165 a PRVOUK-P25/LF1/2.
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K. Zantovz’u, E. Tvrzicka, M. Vecka, and A. 74k
(Internal Clinic 4, First Faculty of Medicine, Charles Uni-
versity, Prague): Analysis of Nicotinic Acid and Its Me-
tabolites by HPLC-MS/MS

Nicotinic acid is a hypolipidemic agent with plei-
otropic effects. Its drug form with controlled release leads
to pyridine metabolites associated with the risk of hepato-
toxicity. The aim of the present study was to introduce
a HPLC-MS method for the determination of nicotinic
acid, nicotinamide, nicotinuric acid, N-methylnicotin-
amide, nicotinamide 1-oxide, 1-methyl-2-oxo0-1,2-dihydro-
pyridine-5-carboxamide, and 1-methyl-4-oxo-1,4-dihydro-
pyridine-5-carboxamide in blood plasma or urine. The
method is useful for the monitoring in hypolipidemic the-
rapy. We have compared calibration curves of individual
metabolites using Hypercarb (graphite carbon) and
Hypersil Silica (silicagel) columns. Both columns gave
linear calibration curves for all the mentioned analytes
(except for 1-methylnicotinamide) in the concentration
range 10-2000 ng ml™”. The calibration curve in blood
plasma and urine measured with the Hypersil Silica col-
umn was linear in the range 20-4000 ng ml™ for all the
tested analytes. The analysis time was 15 min with the
column Hypercarb and 27 min with Hypersil Silica. Bio-
logical samples were extracted with sulfonated copolymer
N-vinylpyrrolidone — divinylbenzene. Reproducibility of
the results for biological samples varied between 0.06 %
and 19.97 %.



