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1 Cil metodiky

Jednim z dil¢ich cili projektu QJ1530272 podporovaného Ministerstvem zemédélstvi
Ceské republiky bylo vyvinout, optimalizovat a validovat novou analytickou metodu
vyuzivajici techniky ultra-u¢inné kapalinové chromatografie s vysokorozliSovaci tandemovou
hmotnostni spektrometrii (U-HPLC-HRMS/MS) pro priikaz falSovani herbalnich doplikt
stravy na podporu erekce syntetickymi inhibitory fosfodiesterazy typu 5 (PDE-5) a jejich
analogy (n = 59).

Vyvinuta metodika umozni rychlou kvantifikaci PDE-5 inhibitort, ale diky vyuziti
vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie také komplexni screening (fingerprinting)
zkoumanych matric herbalnich doplnkt stravy, kdy je umoznéno i retrospektivni
prohleddvani hmotnostnich spekter a dodate¢na identifikace zadjmovych latek. Metodika je

vyuZitelna pro Gcely prikazu falSovani herbalnich dopliki stravy na podporu erekce.
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2 Teoreticky uvod

Dopliky stravy jsou v poslednich letech komoditou, kterd na svétovém trhu zaujima stale
vetsi Cast a jejiz popularita ma vzrlstajici charakter. Mnoho lidi dava prednost piirodni
alternativni medicin€¢ pred syntetickymi 1éCivy. Navzdory jejich velké spotiebé, nejsou
doplitky stravy adekvatng kontrolovany a tim se vytvati prostor pro faliovani®. Piispiva k
tomu také fakt, ze se doplnky stravy zacaly prodavat a distribuovat ptes internet, kde je
vyrobci nabizi Casto levnéji, s nezndmym pivodem a slozenim®. Mezi nejcastéji falSované
doplniky stravy patii bylinné dopliiky stravy pro 1é¢bu erektilni dysfunkce, kdy jsou do nich
nelegélné pridavany syntetické inhibitory enzymu PDE-5.

Léciva pisobici proti erektilni dysfunkci obsahuji jako aktivni latku inhibitory PDE-5,
jako jsou sildenafil, tadalafil, vardenafil. Inhibici PDE-5 tyto latky zabrani hydrolyze cGMP a
prodlouzi proto dobu erekce®. Sildenafil byl, jako G&inna latka preparatu Viagra®™, dlouho
jedinym dostupnym inhibitorem PDE-5 pouzitelnym k 1éc¢bé erektilni dysfunkce, dokud
nebyly objeveny tadalafil (G&inna latka piipravku Cialis®) a vardenafil hydrochlorid
(Levitra®™). Nicméné pii pouZivani t&chto 1éki dochazi k neZadoucim interakcim s jinymi
lé¢ivy, napf. s antihypertenzivy, antidepresivy, sedativy, anxiolytiky a zejména s nitraty a
donory NO. Proto ne vS§ichni muzi mohou uzivat 1éky s PDE-5 inhibitory a pro tyto lidi jsou
dalsi alternativou v boji s nemoci herbalni dopliiky stravy na podporu erekce, kterych se na
trhu nachézi cela fada®*.

Za ucelem zvySeni 1é¢ivého ucinku jsou herbélni dopliky stravy pro podporu erekce
oznacené jako stoprocentné piirodni velice Casto falSovany ptidavkem PDE-5 inhibitort a
jejich analogii. Velké nebezpeci pro zdravi spotiebitelli predstavuji pfedevSim noveé analogy
PDE-5 inhibitorli, protoZe pro jejich identifikaci a detekci nejsou b&zné zavedené vhodné
metody a nejsou piesné znamy mechanismy jejich G¢inku na organismus”. Vzhledem k tomu,
ze dochéazi k neustdlému vyvoji novych analogl inhibitort PDE-5 je tfeba nepietrzité
pracovat na vyvoji novych a dokonalejSich analytickych technik a tyto dopliky stravy by

mély byt rutinné kontrolovany.
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3 Vlastni popis metodiky
3.1 Pouzitelnost metody

Metoda je urcena pro analytické stanoveni 59 syntetickych inhibitora fosfodiesterazy
typu 5 (PDE-5) a jejich analogli, konkrétn¢ 33 analogi sildenafilu, 13 analogi tadalafilu, 7
analogli vardenafilu a 6 latek rostlinného piivodu. Je pouzitelna pro stanoveni téchto analyt

ptedevsim v herbalnich doplicich stravy.

3.2 Princip metody

PDE-5 inhibitory jsou ze vzorku herbalniho dopliku stravy extrahovany smési
acetonitril/voda (1:1, v/v) a nasledné podle potieby nafedény. Identifikace a kvantifikace
jednotlivych cilovych analyti se provadi pomoci vysoko-uc¢inné kapalinové chromatografie
ve spojeni vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostné spektrometrickou detekei (U-HPLC—
HRMS/MS). Jednotlivé analyty jsou kvantifikovany pomoci metody externi kalibrace
(kalibra¢ni kiivka).

3.3 Bezpe€nost prace

Bé&hem manipulace se standardy inhibitort PDE-5 je tfeba dodrzovat zakladni pravidla
bezpecnosti prace v laboratofi. V piipadé kontaktu s pokozkou ¢i o¢ima mohou roztoky PDE-
5 inhibitori zpusobit podrazdéni. Proto je nezbytné pracovat v laboratornich rukavicich

béhem piipravy zasobnich standardnich roztoki a celé dalsi pfipravy vzorku.
3.4 Chemikalie, analytické standardy a spotiebni material

e Acetonitril, HPLC gradient, Sigma-Aldrich (USA)

e Deionizovana voda (pfeCis§téna z destilované vody pomoci zatizeni Milli-Q, Millipore,
Némecko)

e Kyselina mravenci p.a., Fluka Sigma-Aldrich (USA)

e Mravencan amonny 99%, Sigma-Aldrich (USA)

e Technické plyny: dusik 5.0, dusik 4.0, Linde Technoplyn (CR)

e Standardy jednotlivych inhibitort PDE-5 (Tabulka 1)

e Mikrofiltry, 0,2 um, Ciro (USA)

e Bé&zné laboratorni sklo a vybaveni, Simax (CR)

e Plastové (PTFE) odmérné banky (5, 10 ml)
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e Sklenéné vialky (2 ml), vi¢ka, septa, Labicom (CR)
e Plastové (PTFE) kyvety (15 ml), Merci (CR)

Tabulka I: Piehled standardd jednotlivych inhibitort PDE-5.

& . Kéd Mnoizstvi
C. Analyt CAS Vyrobce S| S
1 | Acetildenafil (Hondgdenafil) 831217-01-7 TRC A161600 1mg
2 | Benzylsildenafil N/A Cachesyn CSTS0631 |5 mg
3 | Carbodenafil N/A Cachesyn CSTS0618 [5mg
4 | Chlorodenafil 1058653-74-9 | TRC C365535 | 250 mg
5 | Desmethyl Thiosildenafil 479073-86-4 TRC D294350 2.5mg
6 | Dimethylsildenafil (Thioaildenafil) N/A TLC Pharmachem | S-0612 5mg
7 | Dimethylacetildenafil N/A TLC Pharmachem | S-0638 5mg
8 | Dinitrodenafil N/A TRC D479775 100 mg
9 | Gendenafil 147676-66-2 TRC G349960 |5mg
10 | Gisadenafil besylate 334827-98-4 Sigma Pz0172 5mg
11 | Hydroxy Chlorodenafil 1391054-00-4 | TRC H825115 250 mg
12 | Hydroxy Acetildenafil 147676-56-0 TRC H739940 |5mg
5 13 | Hydroxyhomo Sildenafil (Lodenafil) 139755-85-4 TRC H942840 |2 mg
= 14 | Hydroxythiohomosildenafil N/A Cachesyn CSTS0611 |5 mg
< 15 | Imidazosagatriazinone 139756-21-1 TRC E892725 500 mg
a 16 | Isosildenafil 253178-46-0 TRC 1900800 5mg
5 17 | Lodenafil carbonate 398507-55-6 TRC L469300 100 mg
& 18 | Methisosildenafil (Aildenafil) 496835-35-9 TRC M225935 |5 mg
Q 19 | N-Desmethyl Sildenafil 139755-82-1 TRC D292200 |5mg
:z):E 20 | Nitrodenafil 147676-99-1 TRC N493770 [ 500 mg
21 | Nor Acetildenafil 949091-38-7 TRC N660500 |1 mg
22 | Norneo Sildenafil 371959-09-0 TRC N824300 2 mg
23 | Piperiacetildenafil N/A Cachesyn CSTS0616 |5 mg
24 | Propoxyphenyl Homohydroxysildenafil 139755-87-6 TRC P831600 10 mg
25 | Propoxyphenylsildenafil N/A Cachesyn CSTS0648 |5 mg
26 | Propoxyphenyl Thiosildenafil 479073-87-5 TRC P831635 5mg
27 | Propoxyphenyl-thiohydroxyhomosildenafil 479073-90-0 TRC P831630 5mg
28 | Pyrazole N-Demethyl Sildenafil 139755-95-6 TRC P842800 1mg
29 | Sildenafil 139755-83-2 TRC S435000 25mg
30 | Sildenafil-N-Oxide 1094598-75-0 | TRC S435035 10 mg
31 | Thioaildenafil (Thiomethisosildenafil) 856190-47-1 TRC T344365 2mg
32 | Thiohomo Sildenafil 479073-80-8 TRC T344470 2 mg
33 | Thiosildenafil 479073-79-5 TRC T371500 5 mg
34 | 2-hydroxypropyl Nortadalafil 1353020-85-5 |TRC H952705 100 mg
> 35 | Acetaminotadalafil 1446144-71-3 | TRC A161250 |[2.5mg
E 36 | Amino Tadalafil 385769-84-6 TRC A629550 |2 mg
= 37 | Chloropretadalafil 171489-59-1 TRC M330125 |50 mg
2 | 38 | Desmethylene Tadalafil 171489-03-5 | TRC D291990 ([5mg
£ | 39 [ N-butyltadalafil 171596-31-9 [ TLC Pharmachem | T-106 5mg
8 40 | N-Desmethyl Tadalafil (Nortadalafil) 171596-36-4 TRC D293800 2 mg
g 41 | N-ethyltadalafil 1609405-34-6 | TLC Pharmachem | T-1013 5mg
< 42 | N-Octyl Nortadalafil 1173706-35-8 | TRC 0241350 |5mg
43 | Tadalafil 171596-29-5 TRC T004500 10 mg




VSCHT Praha Uplatnéna certifikované metodika

= ., Kéd Mnozstvi
C. Analyt CAS Vyrobce sl sEreRE
44 | Vardenafil 224789-15-5 TRC V098001 |5mg
2 45 [ Vardenafil-N-oxide N/A TLC Pharmachem [ V-0522 5mg
< 46 | VVardenafil oxopiperazine 448184-58-5 TLC Pharmachem | V-0518 5mg
§ 47 | Acetylvardenafil N/A TLC Pharmachem | V-058 5mg
= 48 | Benzamidenafil (Rac xanthoanthrafil) 1020251-53-9 | TRC X500000 2 mg
z 49 | Hydroxythiovardenafil 912576-30-8 TRC H963400 1mg
8 50 | Hydroxy Vardenafil 224785-98-2 TRC H995300 2.5mg
= 51 | N-Desethyl Vardenafil 448184-46-1 TRC D289950 2 mg
Z 52 | Norneo Vardenafil 358390-39-3 TRC N824500 | 100 mg
53 | Pseudo Vardenafil 224788-34-5 TRC P839615 5mg
o 54 | Avanafil 330784-47-9 TRC A794670 |10 mg
L 5|55 | Icariin 489-32-7 Sigma 11286 100 mg
E Z 8 56 | Mirodenafil 862189-95-5 Cachesyn CSTM321 |5mg
< 2 3| 57 | Udenafil 268203-93-6 TRC U250500 |5mg
8 |58 | Yohimbine 65-19-0 Sigma Aldrich Y3125 1000 mg
= 59 | Zaprinast 37762-06-4 Sigma Aldrich Z0878 25 mg

3.5 Pristroje a zarizeni
e Elektronické piedvazky, model HF-1200G, A&D Instruments LTD (Japonsko)
e Analytické vahy, model GR-202, A&D Instruments LTD (Japonsko)
e Centrifuga Rotina 35R, Hettich (Némecko)
e Centrifuga Eppendorf 5430, Eppendorf (Némecko)
e Pfistroj pro pfipravu deionizované vody Milli-Q, Millipore (Némecko)
e Tiepacka Vortex Phoenix RS-V, IKA Labortechnik (Némecko)
e Automatické pipety 0,5 - 5 ml a 10 ml, TreffLab (Svycarsko)
e Automatické mikropipety 100 - 1000 pl a 20 - 200 pl, Biohit (Finsko)
e LC-MS instrumentace

o Ultra-u¢inny kapalinovy chromatograf UltiMate™ 3000 RSLC, Thermo Scientific
(USA)

o Analytické kolona Kinetex® C18 (100 x 2,1 mm; 2,6 pum), Phenomenex (USA)

o Hmotnostni spektrometr Q-Exactive Plus™, Thermo Scientific (USA)

3.6 Pracovni postup
3.6.1 Priprava zdasobnich roztokii standardu

Standardy jednotlivych inhibitortt PDE-5 jsou od vyrobcii dodavany jako pevné latky,
které jsou pied pouzitim rozpustény v acetonitrilu a uchovavany v mrazniéce pii teploté
- 18 °C. Zakladni roztoky standardi a jejich koncentrace jsou uvedeny v Tabulce Il. Z
uvedenych zékladnich roztokt standardll je pfipraven zdsobni standard o koncentraci 2000

ng/ml.


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=65-19-0&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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Tabulka 11: Piehled zasobnich standardii analytti a jejich fedéni pro pfipravu smésného

pracovniho standardu.

Koncentrace | Smésny pracovni standard
x zasobniho [2 000 ng/ml]
& PELTE standardu Piidavek zasobniho
[ng/ml] roztoku standardu [pl]
1 | Acetildenafil (Hondgdenafil) 100 200
2 | Benzylsildenafil 500 40
3 | Carbodenafil 500 40
4 | Chlorodenafil 2000 10
5 | Desmethyl Thiosildenafil 250 80
6 | Dimethylsildenafil (Thioaildenafil) 500 40
7 | Dimethylacetildenafil 500 40
8 | Dinitrodenafil 2000 10
9 | Gendenafil 500 40
10 | Gisadenafil besylate 500 40
11 | Hydroxy Chlorodenafil 2000 10
12 | Hydroxy Acetildenafil 500 40
3 | 13 |Hydroxyhomo Sildenafil (Lodenafil) 200 100
5 14 | Hydroxythiohomosildenafil 500 40
Z 15 | Imidazosagatriazinone 2000 10
Q 16 | Isosildenafil 500 40
& 17 | Lodenafil carbonate 2000 10
> 18 | Methisosildenafil (Aildenafil) 500 40
8 | 19 |N-Desmethyl Sildenafil 500 40
< | 20 [Nitrodenafil 2000 10
Z 21 | Nor Acetildenafil 100 200
22 | Norneo Sildenafil 200 100
23 | Piperiacetildenafil 500 40
24 | Propoxyphenyl Homohydroxysildenafil 1000 20
25 | Propoxyphenylsildenafil 500 40
26 | Propoxyphenyl Thiosildenafil 500 40
27 | Propoxyphenyl-thiohydroxyhomosildenafil 500 40
28 | Pyrazole N-Demethyl Sildenafil 100 200
29 | Sildenafil 2500 8
30 | Sildenafil-N-Oxide 1000 20
31 | Thioaildenafil (Thiomethisosildenafil) 200 100
32 | Thiohomo Sildenafil 200 100
33 | Thiosildenafil 500 40
) 34 | 2-hydroxypropyl Nortadalafil 2000 10
= 35 | Acetaminotadalafil 250 80
i 36 | Amino Tadalafil 200 100
< 37 | Chloropretadalafil 5000 4
<D,: 38 | Desmethylene Tadalafil 500 40
'; 39 | N-butyltadalafil 500 40
O] 40 | N-Desmethyl Tadalafil (Nortadalafil) 200 100
S | 41 |N-ethyltadalafil 500 40
< | 42 | N-Octyl Nortadalafil 500 40
< | 43 | Tadalafil 1000 20
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Koncentrace | Smésny pracovni standard
x zasobniho [2 000 ng/ml]
¢. CIENZE standardu Piidavek zasobniho
[pg/ml] roztoku standardu [pl]
3 44 | Vardenafil 500 40
L 45 | Vardenafil-N-oxide 500 40
<Z( 46 | Vardenafil oxopiperazine 500 40
a 47 | Acetylvardenafil 500 40
g 48 | Benzamidenafil (Rac xanthoanthrafil) 200 100
> 49 | Hydroxythiovardenafil 100 200
& 50 | Hydroxy Vardenafil 250 80
9 51 | N-Desethyl Vardenafil 200 100
<Zt 52 | Norneo Vardenafil 2000 10
< 53 | Pseudo Vardenafil 500 40
% 54 | Avanafil 1000 20
Sl D 55 | Icariin 2000 10
ﬁ % 8 56 | Mirodenafil 500 40
< 23| 57 |Udenafil 500 40
= 2 &| 58 | Yohimbine 2000 10
4 59 | Zaprinast 2500 8

3.6.2 Priprava kalibracnich roztoki standardii

Jednotlivé kalibra¢ni standardy (body kalibra¢ni kfivky) o koncentracich 1 az 500 ng/ml
jsou ptipraveny odebranim vypocitanych objemi ze smésného pracovniho standardu
obsahujiciho vSech 59 inhibitorG PDE-5 do vialek, odfoukanim acetonitrilu jemnym proudem

dusiku a rozpusténim v 1 ml smési acetonitril/voda (1:1, v/v).

3.6.3 Priprava vzorku k analyze

Na analytickych vahach se nejprve zvazi celé tablety vcelku a v pripadé vzorki ve
formé tobolek se také zvlast zvazi obsah i obal tobolky. Vzorky ve formé tablet se nasledné
zhomogenizuji pomoci tfeci misky s tlouckem. 100 mg vzorku se navazi do 15 ml
centrifugaéni kyvety a extrahuje se do 5 ml smési acetonitril/voda (1:1, v/v) intenzivnim
ttepanim po dobu 2 minut. Po protiepani se kyvety odstiedi na centrifuze pti 10 000 RPM po
dobu 5 min a extrakt se ptecisti pomoci mikro-filtrace (2 min, 5 000RPM) a piecistény extrakt
je odebran do vialky k analyze. Vzhledem k vysokym koncentracim sledovanych analyt ve
vzorcich se vzorky pfed analyzou natedi (10x, 100x, 1000x). Z divodu nezndmé pocatecni
koncentrace jsou analyzovany vsechny nezfedéné i zfedéné vzorky. Pro vypocet koncentrace
bude pouzit vzorek, ktery plochami analytii nejlépe odpovida linedrnimu rozsahu kalibracni

kiivky.

10
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3.7 Separace a detekce

3.7.1 Kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Pro kvantitativni stanoveni cilovych analytd je vyuzito instrumentace sestavajici z ultra-
ucinného kapalinového chromatografu s vysokorozliSovacim tandemovym hmotnostnim
spektrometrem v kombinaci analyzatord kvadrup6l a vysokorozliSovaci analyzator typu
orbitrap (U-HPLC-HRMS/MS). Hmotnostné spektrometricka detekce je provadéna s ionizaci
elektrosprejem v pozitivnim modu (ESI+). Charakteristiky kapalinové chromatografie,
pouzity gradient mobilni faze a podminky hmotnostni spektrometrie jsou shrnuty
v Tabulkach I11-V.

Tabulka I11: Parametry kapalinové chromatografie (U-HPLC)

Systém UltiMate™ 3000 RSLC (Thermo Scientific, USA)
Kolona Kinetex” C18 (100 x 2,1 mm; 2,6 pm), Phenomenex (USA)
Teplota kolony 40 °C
Teplota autosampleru 10 °C
Pritok mobilni faze 0,3 ml/min
Objem nastriku 2 ul
Mobilni faze A:5mM _mmvenéan amonny + 0,2% HCOOH
B: acetonitril
Délka metody 12 min
Gradient mobilni faze viz. Tab. IV

Tabulka 1V: Gradient mobilni faze pro U-HPLC-(ESI+)-HRMS/MS

t[min] | A[%] | B[%]
0 90 10
1 90 10
8 0 100
10 0 100
10,1 90 10
12 90 10

Tab. V: Hmotnostné-spektrometrické podminky analyz

Hmotnostni spektrometr | Q-Exactive Plus™ (Thermo Scientific, USA)
Podminky ionizace (ESI)

lonizace ESI +

Nosny/pomocny plyn (N,) 35/7 arb. j.

Teplota kapilary 250°C

Vyparovaci teplota 250°C

Napéti na elektrospreji 3,5 kV

11
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S-lens hodnota 55
Podminky akvizi¢niho médu fullMS

Rozliseni 70 000
Akvizicni rychlost 3 Hz
Hmotnostni rozsah 300 - 800 m/z
Automaticka regulace citlivosti (AGC target) 3e°
Maximalni doba nastfiku (max IT) 100 ms
Podminky akviziéniho médu ddMS2 (data dependent MS2)
Rozliseni 17 500
Akvizicni rychlost 12 Hz
Hmotnostni rozsah m/z 50 - m/z fragmentovaného analytu (+25)
Sitka izolaéniho okna 1 m/z
Automaticka regulace citlivosti (AGC target) 1€’
Maximalni doba nastfiku (max IT) 50 ms
Normalizovana kolizni energie (NCE) 28, 35, 42%
Dynamické vylouceni analytu 3s

3.7.2 Identifikace a kvantitativni vyhodnoceni analytit

Stanovované analyty jsou identifikovany na zaklad¢é sledovani ptesnych hmot (m/z),
porovnanim reten¢nich Casii s pfislusSnymi standardy, porovnanim hmotnostnich spekter po
fragmentaci cilovych analytd a izotopového zastoupeni jednotlivych analytii ve vzorcich a
standardech s vyuzitim vyhodnocovaciho softwaru SW TraceFinder 2.2 (Thermo Scientific).
Pro identifikované analyty je nasledné vytvofena procesovaci metoda v softwaru Xcalibur®
3.0 (Thermo Scientific) a pozitivni analyty jsou kvantifikovany. Ke kvantifikaci vzorku je
pouzita kalibrace pomoci rozpoustédlovych standardiu, ktera byla zvolena vzhledem k
predpokladané vysoké koncentraci analytii ve vzorcich. Analyty se ve vzorcich kvantifikuji az
po mnohonasobném ziedéni puvodniho extraktu, coz eliminuje ovlivnéni kvantifikace
moznymi matricnimi efekty. Na Obrazku 1 je uveden ptiklad identifikace sildenafilu ve
vzorku na Obrazku 2 piiklad uspésné separace analyti o stejné m/z. Piehled iontt
stanovovanych analyti je uveden v Tabulce VI a prehled identifikovanych fragmentt

v Tabulce VII.
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Obrazek 2: Piiklad chromatografické separace inhibitort PDE-5 o stejné m/z ve smésném

standardu na hladiné 100 ng/ml.
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Tabulka VI: Sledované ionty inhibitori PDE-5

C. Analyt Sumarni vzorec [r::;ﬂ hﬁzltz:::;t [M+H]*
1 | Acetildenafil (Hondgdenafil) C25H34N603 2.75 | 466.2687 | 467.2765
2 | Benzylsildenafil C28H34N604S 7.12 | 550.2357 | 551.2435
3 | carbodenafil C24H32N603 2.14 | 4522530 | 453.2609
4 | chlorodenafil C19H21CIN403 9.78 | 388.1297 | 389.1375
5 | Desmethyl Thiosildenafil C21H28N603S2 7.61 | 476.1659 | 477.1737
6 | Dimethylsildenafil (Thioaildenafil) C23H32N604S 4.25 | 488.2200 | 489.2279
7 | Dimethylacetildenafil C25H34N603 3.01 | 466.2687 | 467.2765
8 | Dinitrodenafil C17H18N606 10.05 | 402.1282 | 403.1361
9 | Gendenafil C19H22N403 8.69 | 354.1686 | 355.1765
10 | Gisadenafil besylate C23H33N705S 2.55 | 5192258 | 520.2337
11 | Hydroxy Chlorodenafil C19H23CIN403 8.54 | 390.1453 | 391.1531
12 | Hydroxy Acetildenafil C25H34N604 2.34 | 4822636 | 483.2714
13 | Hydroxyhomo Sildenafil (Lodenafil) [ C23H32N605S 3.49 | 504.2149 | 505.2228
2 14 | Hydroxythiohomosildenafil C23H32N604S2 7.57 | 520.1921 | 521.1999
'?%:L 15 | Imidazosagatriazinone C17H20N402 10.28 | 312.1581 | 313.1659
al 16 | Isosildenafil C22H30N604S 2.30 | 4742044 | 475.2122
> 17 | Lodenafil carbonate C47H62N12011S2 | 9.88 | 1034.4097 | 1035.4175
§ 18 | Methisosildenafil (Aildenafil) C23H32N604S 4.25 | 488.2200 | 489.2279
3 19 | N-Desmethyl Sildenafil C21H28N604S 352 | 460.1887 | 461.1966
2 20 | Nitrodenafil C17H19N504 10.01 | 357.1432 | 358.1510
21 | Nor Acetildenafil C24H32N603 2.50 | 452.2530 | 453.2609
22 | Norneo Sildenafil C22H29N504S 10.72 | 459.1935 | 460.2013
23 | Piperiacetildenafil C24H31N503 3.32 | 437.2421 | 438.2500
24 |Propoxyphenyl C24H34N605S 4.68 | 518.2306 | 519.2384
25 | Propoxyphenylsildenafil C23H32N604S 4.83 | 488.2200 | 489.2279
26 | Propoxyphenyl Thiosildenafil C23H32N603S2 8.76 | 504.1972 | 505.2050
27 |Propoxyphenyl- C24H34N604S2 | 857 | 534.2077 | 5352156
28 | Pyrazole N-Demethyl Sildenafil C21H28N604S 5.25 | 460.1887 | 461.1966
29 | Sildenafil C22H30N604S 3.62 | 4742055 | 475.2122
30 | Sildenafil-N-Oxide C22H30N605S 3.95 | 490.1993 | 491.2071
31 | Thioaildenafil (Thiomethisosildenafil) | C23H32N603S2 8.34 | 504.1972 | 505.2050
32 | Thiohomo Sildenafil C23H32N603S2 8.09 | 504.1972 | 505.2050
33 | Thiosildenafil C22H30N603S2 7.77 | 490.1815 | 491.1894
34 | 2-hydroxypropyl Nortadalafil C24H23N305 5.99 | 433.1632 | 434.1710
5 35 | Acetaminotadalafil C23H20N405 4.99 | 432.1428 | 433.1506
= 36 | Amino Tadalafil C21H18N404 4.82 | 390.1323 | 391.1401
é 37 | Chloropretadalafil C22H19CIN205 9.96 | 426.0977 | 427.1055
2 38 | Desmethylene Tadalafil C21H19N304 3.17 | 377.1370 | 378.1448
g 39 | N-butyltadalafil C25H25N304 9.76 | 431.1840 | 432.1918
S 40 | N-Desmethyl Tadalafil (Nortadalafil) | C21H17N304 5.11 | 375.1214 | 376.1292
:z(( 41 | N-ethyltadalafil C23H21N304 7.57 | 403.1527 | 404.1605
42 | N-Octyl Nortadalafil C29H33N304 1150  487.2466 | 488.2544
43 | Tadalafil C22H19N304 6.34 | 389.1370 | 390.1448
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Sumarni

RT

Molarni

C. CATENS vzorec [min] | hmotnost [M+H]"

44 | Vardenafil C23H32N604S | 2.63 | 488.2211 | 489.2279

3 45 | Vardenafil-N-oxide C23H32N605S 2.81 504.2149 | 505.2228

& 46 | Vardenafil oxopiperazine C21H26N605S | 3.90 | 474.1680 | 475.1758

E 47 | Acetylvardenafil C25H34N603 1.74 | 466.2687 | 467.2765

@ 48 | Benzamidenafil (Rac xanthoanthrafil) [ C19H23N306 6.59 | 389.1581 | 390.1660
i 49 | Hydroxythiovardenafil C23H32N604S2 | 5.57 | 520.1921 | 521.1999

§ 50 | Hydroxy Vardenafil C23H32N605S 2.39 504.2149 | 505.2228

<Z’: 51 | N-Desethyl Vardenafil C21H28N604S 2.39 460.1887 | 461.1966

< 52 | Norneo Vardenafil C18H20N404 3.88 356.1479 | 357.1557
53 | Pseudo Vardenafil C22H29N504S | 9.65 | 459.1935 | 460.2013

54 | Avanafil C23H26CIN703 | 3.51 483.1780 | 484.1858

\% 5 55 | lcariin C33H40015 3.65 676.2362 | 677.2440
E E 8 56 | Mirodenafil C26H37N505S 6.99 531.2510 | 532.2588
j g; 57 | Udenafil C25H36N604S 4.84 516.2513 | 517.2592
2 58 | Yohimbine C21H26N203 151 354.1938 | 355.2016
59 | Zaprinast C13H13N502 402 | 271.1064 | 272.1142
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Tabulka VI1: Prehled identifikovanych fragmentd inhibitord PDE-5

a Analyt n':t’::z: Fragment 1 Fragment 2 Fragment 3 Fragment 4 Fragment 5
o Sum. vz. m/z Sum. vz. m/z Sum. vz. m/z Sum. vz. m/z Sum. vz. m/z
1 Acetildenafil (Hondgdenafil) 45 C6H11N2 111.0917|C7H15N2 127.1230|{C5H10N 84.0808 |C16H17N402 (297.1346|C6H12N2 112.0995
2 Benzylsildenafil 30 C7H7 91.0542 |C17H21N404S |377.1278|C21H27N604S [459.1809|C27H34N503S | 508.2377|CO9H12N 134.0964
3 Carbodenafil 50 C16H15N403 311.1139|C8H504 165.0182|C8H12N30 166.0975|C15H15N402 |283.1190|C14H15N40 255.1240
4 Chlorodenafil 40 C17H18N403Cl |361.1062|C15H17N402 |285.1346|C16H15N403 311.1139|C17H21N402 |313.1659|C16H17N402 297.1346
5 Desmethyl Thiosildenafil 45 C15H15N40S 299.0961|C4HON2 85.0760 |C17H19N40S 327.1274|C15H14N40S |298.0883|C17H19N40S 327.1274
6 Dimethylsildenafil (Thioaildenafil) 45 C5H11N2 99.0917 |C4HON 71.0730 |C6H13N2 113.1073|C15H15N402 |[283.1190|C17H19N402 311.1503
7 Dimethylacetildenafil 45 |C7H15N2 127.1230|C6H11N2 111.0917|C16H17N402 |297.1346|C18H21N402 |325.1659|C22H28N503 410.2187
8 Dinitrodenafil 25 |C15H15N606 [375.1048|C15H14N605 [358.1020] - - - - -
9 Gendenafil 50 C15H17N402 285.1346|C17H19N403 (327.1452|C15H14N403 298.1060|C16H15N403 [311.1139|C17H21N402 313.1659
10 |Gisadenafil besylate 40 C6H11N2 111.0917|C4AH10N 72.0808 |C15H18N503 316.1404|C17H22N503 [344.1717|C17H22N504 360.1666
11 |Hydroxy Chlorodenafil 55 C16H17N403 313.1295|C15H17N402 [285.1346|C17H20N403Cl (363.1218|C17H19N403 |327.1452|C13H12N402 256.0955
12 |Hydroxy Acetildenafil 45 C6H11N20 127.0866|C7H15N20 143.1179|C5HON2 97.0760 |C16H17N402 (297.1346|C17H19N402 311.1503
13 |Hydroxyhomo Sildenafil (Lodenafil) 35 C5H11N2 99.0917 |C23H31N604S |487.2122|C6H12N2 112.0995|C6H13N20 129.1022|C17H19N402 311.1503
3 14 |Hydroxythiohomosildenafil 40 C5H11N2 99.0917 |C15H15N40S |299.0961|C6H13N20 129.1022|C17H19N40S |[327.1274|C23H31N603S2 |503.1894
%z 15 [Imidazosagatriazinone 50 C15H17N402 285.1346|C13H12N402 (256.0955|C14H13N402 269.1033|C8H12N30 166.0975|C11H10N302 216.0768
é 16 [lsosildenafil 40 C3H8N 58.0651 |C5H11N2 99.0917 |C15H15N402 283.1190|C17H19N402 |311.1503|C15H15N403 299.1139
§ 17 |Lodenafil carbonate 20 |C23H31N604S |487.2122 - - - - - - - -
g 18 |Methisosildenafil (Aildenafil) 45 |C5H11N2 99.0917 |C4HSN 71.0730 |C6H13N2 113.1073|C15H15N402 |283.1190|C17H19N402 311.1503
g 19  |N-Desmethyl Sildenafil 45 |C15H15N402 (283.1190|C4HIN2 85.0760 |C17H19N402 [311.1503|C15H15N403 |[299.1139|C17H20N404 344.1479
< 20 |Nitrodenafil 40 C15H16N504 330.1197|C15H16N404 (316.1166|C17H20N404 344.1479|C15H15N503 [313.1169|C13H12N402 256.0955
21 |Nor Acetildenafil 50 CAHSN 70.0651 |C5HIN2 97.0760 |C6H13N2 113.1073|C16H17N402 |[297.1346|C17H17N403 325.1295
22 |Norneo Sildenafil 55 C15H15N402 283.1190|C15H15N403 (299.1139|C15H16N404 316.1166 |C5H10N 84.0808 |C17H20N404 344.1479
23 |Piperiacetildenafil 50 C6H12N 98.0964 |C16H17N402 |297.1346|C18H21N403 341.1608|C17H17N403 |325.1295|C16H17N403 313.1295
24 |Propoxyphenyl Homohydroxysildena 40 C5H11N2 99.0917 |C15H15N402 |283.1190{C15H15N403 299.1139|C6H12N2 112.0995|C24H33N604S (501.2279
25 |Propoxyphenylsildenafil 45 C3H8N 58.0651 |C15H15N402 (283.1190|C5H12N2 100.0995|C5H11N2 99.0917 |C15H15N403 299.1139
26  |Propoxyphenyl Thiosildenafil 45 C3H8N 58.0651 |C15H15N40S (299.0961|C5H11N2 99.0917 |C16H17N40S [313.1118|C5H12N2 100.0995
27  |Propoxyphenyl-thiohydroxyhomosild| 45 C5H11N2 99.0917 |C15H15N40S |299.0961|C15H15N402S |315.0910|C6H13N20 129.1022|CAH8N2 84.0682
28 |Pyrazole N-Demethyl Sildenafil 40 |C16H17N402 (297.1346|C16H17N403 [313.1295|C5H13N2 101.1073|CSH11N2 99.0917 |C15H17N40 269.1397
29 |Sildenafil 40 |C3H8N 58.0651 |C5H12N2 100.0995|C5H11N2 99.0917 |C15H15N402 |283.1190|C17H19N402 311.1503
30 |Sildenafil-N-Oxide 40 C5H11N2 99.0917 |C18H22N504S |404.1387|C17H19N402 311.1503|C17H20N404 |344.1479|C17H21N404S (377.1278
31 |Thioaildenafil (Thiomethisosildenafi 45 C5H11N2 99.0917 |C15H15N40S |299.0961|C6H13N2 113.1073|C4HIN 71.0730 |C17H19N40OS 327.1274
32 |Thiohomo Sildenafil 45 C4H10N 72.0808 |C3H8N 58.0651 |C6H13N2 113.1073|C15H15N40S |[299.0961|C5H11N2 99.0917
33 |Thiosildenafil 45 C3H8N 58.0651 |C15H15N40S [299.0961|C5H12N2 100.0995|C5H11N2 99.0917 |C18H21N40OS 341.1431
34 |2-hydroxypropyl Nortadalafil 20 |C17H18N303 |312.1343|C8H702 135.0441 - - - - - -
5 35 |Acetaminotadalafil 25 |C8H702 135.0441|C17H12NO2 |262.0863|C16H15N403 |311.1139|C17H13NO2 263.0941|C14H13N402 269.1033
=z 36 |Amino Tadalafil 25 |C14H13N402 (269.1033|C8H702 135.0441|C17H13NO2 263.0941|C8H503 149.0233|C17H12NO2 262.0863
§ 37 |Chloropretadalafil 25 |C8H702 135.0441|C20H16NO4  [334.1074|C14H15N20CI [262.0867|C19H12NO3 302.0812|C20H17N204 349.1183
?_( 38 |Desmethylene Tadalafil 25 C14H14N302 256.1081|C15H14N302 (268.1081|C16H12NO2 250.0863|C7H702 123.0441|C15H12NO2 238.0863
& 39 |N-butyltadalafil 25 C18H20N302 310.1550|C8H702 135.0441|C16H12NO2 250.0863|C17H12NO2 262.0863|C17H20N30 282.1601
%} 40 |N-Desmethyl Tadalafil (Nortadalafil) 25 C14H12N302 254.0924|C8H702 135.0441 - - - - - -
<Z( 41 |N-ethyltadalafil 25 C16H16N302 282.1237|C8H702 135.0441 - - - - - -
42 |N-Octyl Nortadalafil 30 C22H28N302 366.2176|C8H702 135.0441|C21H28N30 338.2227|C19H12NO3 302.0812|C17H14NO2 264.1019
43 |Tadalafil 20 C15H1402N3 268.1081|C8H702 135.0441|C17H1202N 262.0863 - - - -
44 |Vardenafil 45 |C8H13N202 169.0972|C17H20N404 |[344.1479|C4HI0N 72.0808 |C15H15N403 |299.1139|C16H18N504S (376.1074
- 45 |Vardenafil-N-oxide 45 C17H20N404 344.1479|C21H29N605S [477.1915|C8H13N202 169.0972|C6H13N2 113.1073|C17H21N404S (377.1278
2
E 46 |Vardenafil oxopiperazine 55 C8H13N202 169.0972|C17H20N404 |344.1479|C15H16N404 316.1166|C15H15N403 [299.1139|C15H15N402 283.1190
Z 47  |Acetylvardenafil 45 C8H13N202 169.0972|C18H21N403 |341.1608|C6H11N2 111.0917|C7H15N2 127.1230|C5H10N 84.0808
g 48 |Benzamidenafil (Rac xanthoanthrafil 70 C9H1102 151.0754|C7H70 107.0491|C7H80 108.0570|C8H702 135.0441|C7H7 91.0542
g 49  |Hydroxythiovardenafil 55 C8H11N2S 167.0637|C17H20NO4S |334.1108|C5H11N2 99.0917 |C15H15N402S [ 315.0910|C15H16N403S (332.0938
S 50 |Hydroxy Vardenafil 45 C8H13N202 169.0972|C17H20N404 |344.1479|C5H11N2 99.0917 |C15H15N403 [299.1139|C16H18N504S [376.1074
é 51 N-Desethyl Vardenafil 45 C8H13N202 169.0972|C17H20N404 |344.1479|C15H15N403 299.1139|C15H16N404 |[316.1166 |CAHIN2 85.0760
52 |Norneo Vardenafil 45 C8H13N202 169.0972|C16H17N404 |329.1244|C16H16N404 328.1166|C14H12N404 |300.0853|C15H17N402 285.1346
53 |Pseudo Vardenafil 55 C8H13N202 169.0972|C17H20N404 |344.1479|C15H15N403 299.1139|C15H16N404 |316.1166|C13H12N402 256.0955
g 54 |Avanafil 30 C18H20CIN403 |375.1218|C8H8CIO 155.0258|C10H13N402 221.1033|C18H17N602 |349.1408|C11H13N402 233.1033
g 5 55 |lcariin 30 C18H20CIN403 |375.1218|C8H8CIO 155.0258|C10H13N402 221.1033|C18H17N602 |[349.1408|C11H13N402 233.1033
E 8 56 |Mirodenafil 45 C5H11N2 99.0917 |C17H18N302 |296.1394|C17H18N303 312.1343|C6H13N20 129.1022|C16H18N30 268.1444
g § 57 |Udenafil 55 C15H15N402 283.1190|C5H10N 84.0808 |C15H15N403 299.1139|C7H14N 112.1121|C14H15N40 255.1240
E 58 |Yohimbine 45 C10H10N 144.0808|C11H18NO3 212.1281|C12H18NO3 224.1281|C11H16NO2 194.1176|C10H12NO 162.0913
3 59 |Zaprinast 45 |C10H8N302 202.0611|C7H6NO 120.0444]C10H8N502 230.0673|C9H5N20 157.0396|C9H7N20 159.0553

3.8 Pracovni charakteristiky metody

3.8.1 Spravnost metody

V soucasné dobé neni komeréné dostupny certifikovany referencni material obsahujici

celé spektrum sledovanych analytii. Spravnost metody je tedy pravidelné ovéfovana analyzou

vhodné zvoleného materialu prostétho PDE-5 inhibitorti (,,blank*) s pfidavkem smésného

standardu (,,spike*). Po piidavku roztoku se vzorek promicha a nechd minimalné 30 min stat
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pfi laboratorni teplot¢. Nasledné se extrahuje piisluSnym vySe uvedenym extrakénim

postupem. Vytéznosti jednotlivych analyti v doplicich stravy jsou uvedeny v Tabulce VIII.

3.8.2 Rozsah metody a linearita

Vzhledem k tomu, Ze se sledované analyty mohou vyskytovat v redlnych vzorcich v
Sirokém rozsahu hladin, je nutné volit pro kalibraci rozsah koncentraci standardti v dostatecné
Sirokém rozmezi, odpovidajicim redlnym néleziim. Jestlize jsou nélezy hladin analyth vyssi
nez odpovidajici kalibra¢ni rozsah, je nutné vzorky pied samotnou U-HPLC-HRMS/MS
analyzou natedit v pfislusném poméru.

V pouzivaném kalibraénim rozsahu 500 — 1 ng/ml je odezva detektoru za podminek
metody pro vétSinu analytl linearni. Linearita kalibrace se kontroluje vynesenim odezev
jednotlivych analytd do grafu viiéi koncentraci a pomoci regresniho koeficientu (R?), ktery je

uveden v Tabulce VIII.

3.8.3 Mez stanovitelnosti (LCL = lowest calibration level)

Mez stanovitelnosti je nejmensi mnozstvi stanovované latky (analytu) ve vzorku,
které mize byt kvantitativné stanoveno s predem definovanou ptesnosti. VétSinou se
stanovuje jako trojnasobek meze detekce. Pro uvazované aplikace je mez stanovitelnosti

cvwr

koncentraci). LCL vSech analyzovanych aminokyselin jsou uvedeny v Tabulce VIII.

3.8.4 Opakovatelnost metody

Opakovatelnost metody lze charakterizovat relativni smérodatnou odchylkou (RSDr,
CVr), ktera se ziska z Sesti opakovanych analyz vzorku. Pro koncentrace niz8i nez 5 ug/kg
nesmi byt RSDr > 20 %; pro koncentrace v rozmezi 5 — 100 pg/kg musi byt hodnota RSDr <
15 %,; pti koncentracich nad 150 pg/kg musi byt hodnota RSDr < 11 %. Uvedené hodnoty
jsou stanoveny internimi ptredpisy Metrologické a zkuSebni laboratotfe 1316.2. Hodnoty RSDr

(%), které byly ziskany pfi validaci metodiky, jsou uvedeny v Tabulce VIII.
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Tabulka VI111: Pracovni charakteristiky metody U-HPLC-HRMS/MS pro stanoveni

inhibitord PDE-5 v doplicich stravy.

C. Analyt LoQ kf:‘:::en;t iR il
tug/el | %% 6 | (%

1 | Acetildenafil (Hondgdenafil) 0,05 1,000 90 0,7
2 Benzylsildenafil 0,05 0,9998 88 1,0
3 Carbodenafil 0,05 0,9999 90 0,8
4 | Chlorodenafil 0,25 0,9992 90 0,9
5 Desmethylthiosildenafil 0,05 0,9982 87 1,5
6 Dimethylsildenafil (Thioaildenafil) 0,05 0,9999 84 1,3
7 Dimethylacetildenafil 0,05 0,9999 94 0,8
8 Dinitrodenafil 0,05 0,9998 89 0,7
9 Gendenafil 0,05 0,9996 92 1,2
10 | Gisadenafil 0,05 0,9994 83 19
11 | Hydroxychlorodenafil 0,05 0,9992 88 1,1
12 | Hydroxyacetildenafil 0,05 0,9993 79 1,8
13 | Hydroxyhomosildenafil (Lodenafil) 0,05 0,9997 88 11
14 | Hydroxythiohomosildenafil 0,05 0,9995 71 1,8
15 | Imidazosagatriazinone 0,05 0,9999 78 2,0
16 Isosildenafil 0,05 0,9996 93 0,8

ANALOGY

SILDENAFILU 17 | Lodenafil carbonate 0,50 1,000 83 1,6
18 | Methisosildenafil (Aildenafil) 0,05 0,9996 89 19
19 | N-desmethylsildenafil 0,05 0,9992 92 1,0
20 | Nitrodenafil 0,05 1,000 81 0,9
21 | Noracetildenafil 0,05 0,9989 88 0,8
22 | Norneosildenafil 0,05 0,9999 90 0,9
23 | Piperiacetildenafil 0,05 0,9987 90 0,7
24 | Propoxyphenylhomohydroxysildenafil 0,05 0,9995 86 1,2
25 | Propoxyphenylsildenafil 0,05 0,9981 91 0,7
26 | Propoxyphenylthiosildenafil 0,05 0,9989 90 1,3
27 | Propoxyphenylthiohydroxyhomosildenafil | 0,05 0,9996 85 0,7
28 | Pyrazole N-demethylsildenafil 0,05 0,9998 79 1,5
29 Sildenafil 0,05 0,9994 86 1,3
30 | Sildenafil-N-oxide 0,05 0,9997 87 15
31 | Thioaildenafil (Thiomethisosildenafil) 0,05 0,9998 75 1,9
32 | Thiohomosildenafil 0,05 0,9995 69 1,7
33 | Thiosildenafil 0,05 0,9997 72 14

18




VSCHT Praha

Uplatnéna certifikované metodika

C. Analyt LoQ kfeiziisen;t R

lue/el | ol | 1%l

34 | 2-hydroxypropylnortadalafil 0,05 0,9992 89 0,5

35 | Acetaminotadalafil 0,25 0,9998 90 0,7

36 | Aminotadalafil 0,10 0,9994 88 0,9

37 | Chloropretadalafil 0,10 0,9999 89 1,1

ANALOGY 38 | Desmethylenetadalafil 0,25 0,9997 89 0,6
TADALAFILU | 39 [ N-butyltadalafil 0,05 0,9997 90 1,1
40 | N-desmethyltadalafil (Nortadalafil) 0,25 0,9996 87 1,3

41 | N-ethyltadalafil 0,25 0,9994 88 0,7

42 | N-octylnortadalafil 0,05 0,9997 90 0,5

43 | Tadalafil 0,25 0,9996 90 0,4

44 | Vardenafil 0,05 0,9998 83 2,2

45 | Vardenafil-N-oxide 0,05 0,9999 87 1,8

46 | Vardenafil oxopiperazine 0,05 0,9995 89 1,5

47 | Acetylvardenafil 0,05 0,9994 84 1,2

ANALOGY 48 | Benzamidenafil (Rac xanthoanthrafil) 0,05 0,9998 84 1,6
VARDENAFILU | 49 | Hydroxythiovardenafil 0,05 0,9994 89 1,0
50 |Hydroxyvardenafil 0,05 0,9989 83 1,5

51 | N-desethylvardenafil 0,05 1,0000 85 1,3

52 | Norneovardenafil 0,05 0,9991 84 1,3

53 | Pseudovardenafil 0,05 0,9994 85 1,6

54 | Avanafil 0,05 0,9993 85 0,7

] 55 Icariin 0,05 0,9998 91 0,6
ROS#GLK'\TE,HO 56 | Mirodenafil 005 | 0,9999 85 0,8
PUVODU 57 | Udenafil 0,05 0,9995 89 1,2
58 | Yohimbine 0,05 0,9995 84 0,9

59 | Zaprinast 0,05 0,9999 89 14
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4 Srovnani novosti postupu

Predkladana metodika umoznuje provést rychlou a citlivou analyzu vhodnou ke
stanoveni inhibitord PDE-5 (59 analytl). Analyza vyuziva moderni instrumentace slozené z

ultra-u¢inného kapalinového chromatografu s vysokorozliSovacim tandemovym hmotnostnim

spektrometrem (U-HPLC-HRMS/MS).

V bézné praxi se ke stanoveni zakladnich PDE-5 inhibitorii vyuziva kapalinova
chromatografie ve spojeni s detektorem diodového pole (LC-DAD), jelikoz sildenafil,
tadalafil a vardenafil maji odliSna UV spektra. Problém nastava v ptipad¢ jejich analogu,
které maji UV spektra velmi podobna s PDE5 inhibitory, od kterych jsou odvozené a lze je
odli§it pouze pomoci chromatografické separace. V tomto ptipad€ je vhodnéjsi vyuzit k

detekci hmotnostni spektrometrii.

Popsana metodika umoziuje stanoveni 59 inhibitortt PDE-5, které jsou detekovany pfi
ultra vysokém rozliSeni hmot (az 100 000 FWHM na hmoté 200 m/z) a s velmi vysokou
ptesnosti m&fené hmoty m/z (< 2 ppm). Pro kazdy analyt byla navic experimentalné zjisténa
hodnota kolizni energie a specifické fragmenty byly identifikovany (Tabulka VII). Vétsi
pocet identifikovanych fragmenti stanovovanych analytii je vysoce Zadouci zejména pro
screeningoveé ucely, kdy je moZzno s vyuzitim jejich detailniho piehledu spolehlivé
identifikovat pfitomnost daného inhibitoru PDE-5 a dodate¢né tento piehled piipadné rozsifit.
Soucasti metodiky je 1 spektralni knithovna MS/MS spekter ve vysokém rozliSeni, kterd je
prenositelna mezi instrumenty podobného typu, a kterd mize byt téZ vyuzitelna pro spolehlivé
prokazani pfitomnosti analytu ve vzorku. Navic kontinuélni sbér plnych hmotnostnich spekter
ve vysokém rozliSeni umozituje zpétné prohledavani dat a dodate¢nou identifikaci ptivodné

necilenych nebo nové objevenych PDE-5 analogi.
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5 Popis uplatnéni certifikované metodiky

Uvedend metoda umoziuje detekci 59 inhibitord PDE-5 je vhodnd ke kontrole
pritomnosti téchto latek v herbalnich dopliicich stravy uréenych pro 1écbu erektilni dysfunkce.
Metodika byla primarné vyvinuta pro ucely projektu QJ1530272 — Komplexni strategie pro
efektivni odhalovani falSovani potravin v Fetézci (prvo)vyroba — spotiebitel (2015-2018,
MZE/QJ). Aplikace metody v ramci tohoto projektu vyznamné pfispéje ke zmapovani
falSovanych herbalnich dopliikkli stravy pro podporu erekce, které jsou dostupné na ceském
trhu. Metodiku je mozné vyuzivat jak ve statnich, tak v soukromych laboratofich a

vyzkumnych centrech.

Smluvnim uzivatelem metodiky je Statni zemédélska a potravinaiska inspekce (SZPI) a

certifikovanou metodiku bude vyuzivat pti stanoveni inhibitord PDE-5 v dopliicich stravy.
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6 Ekonomické aspekty

Pii bilanci ekonomickych aspekti bylo ptredpokladdno, Ze laboratof, kterd chce
uvedenou metodu zavést, jiz ma zkuSenosti s analyzou na systémech LC-MS a vlastni tak
kapalinovy chromatograf s vysokorozliSovacim tandemovym hmotnostnim spektrometrem.
Ultra-acinny kapalinovy chromatograf (UHPLC) umozni laboratofi usporu jak casu, tak i
pouzitych chemikalii a rozpoustédel. To je vyhodné jak z ekonomického (cena za 1 litr
acetonitrilu se pohybuje kolem 4 000 K¢), tak 1 z ekologického hlediska snizenim mnozstvi
odpadi. Déle je k samotnému provedeni analyzy potfebné bézné vybaveni laboratoie, viz
kapitola 3.4 a 3.5, dalsi investice do vybaveni nejsou zapotiebi.

Implementace metody zahrnuje zjiSténi analytickych standardtt PDES inhibitora a dale
pak zjisténi aktudlnich pracovnich charakteristik, zejména zjisténi limitd kvantifikace,
linearity, ale také verifikaci metody pomoci ptidavku smésného standardu na pfedem znamou
hladinu a zjisténi vytéznosti, piipadné i opakovatelnosti metody (napf. n=6). Seznam
standardd v¢etné jejich pofizovaci ceny je uveden v Tabulce IX. Za ptedpokladu, Ze by bylo
provedeno 20 verifika¢nich a kontrolnich analyz, pfi€emzZ provozni néklady na jednu analyzu
by byly 3 105 K¢, celkové naklady na implementaci by se rovnaly 62,1 tis. K¢. Pokud
laboratot UHPLC-HRMS/MS zafizeni nevlastni pohybuji se celkové nadklady na zavedeni
vySe uvedené metody ve vysi 10,9 mil K¢.

NejzasadnéjSim pozitivnim ekonomickym piinosem navrhované metodiky je samotna
moznost paralelniho stanoveni 59 inhibitort PDE-5 v rdmci jedné analyzy, jez nam umoziuje
spojeni ultra-u¢inné kapalinové chromatografie s vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostn¢-
spektrometrickou  detekci (U-HPLC-HRMS/MS). Navic diky vysokorozliSovacimu
hmotnostnimu spektrometru typu Orbitrap ziskdvame plnou spektralni informaci a mizeme
tak realizovat zpétné hledani novych sloucenin v jiz naméfenych chromatogramech a
hmotnostnich spektrech bez nutnosti pfeméfeni, coZ také znamend vyznamné sniZeni naklada

pfi analyze vzorki, kdy cena analyzy jednoho vzorku byla vykalkulovéna na 3 105 K¢.
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Tabulka IX: Cena jednotlivych standardd PDE-5 inhibitord

& Analvt Vvrob Kod Mnoizstvi | Cena
) naly yrobce produktu | standardu | (K&)
1 | Acetildenafil (Hondgdenafil) TRC A161600 |[1mg 1375
2 | Benzylsildenafil Cachesyn CSTS0631 |5mg 1500
3 | Carbodenafil Cachesyn CSTS0618 |5mg 3850
4 | Chlorodenafil TRC C365535 250 mg 1250
5 | Desmethyl Thiosildenafil TRC D294350 |2.5mg 3500
6 | Dimethylsildenafil (Thioaildenafil) TLC Pharmachem | S-0612 5mg 3750
7 | Dimethylacetildenafil TLC Pharmachem | S-0638 5mg 3550
8 | Dinitrodenafil TRC D479775 | 100 mg 3750
9 | Gendenafil TRC G349960 |[5mg 3500
10 | Gisadenafil besylate Sigma Pz0172 5mg 3010
11 | Hydroxy Chlorodenafil TRC H825115 | 250 mg 3750
12 | Hydroxy Acetildenafil TRC H739940 |5mg 2750
5 13 | Hydroxyhomo Sildenafil (Lodenafil) TRC H942840 |2 mg 2375
= 14 | Hydroxythiohomosildenafil Cachesyn CSTS0611 |5 mg 3750
< 15 | Imidazosagatriazinone TRC E892725 500 mg 1250
a 16 | Isosildenafil TRC 1900800 5mg 2750
3 17 | Lodenafil carbonate TRC L469300 100 mg 3750
& 18 | Methisosildenafil (Aildenafil) TRC M225935 |[5mg 2250
9 | 19 [ N-Desmethyl Sildenafil TRC D292200 |5mg 3500
:z’:E 20 | Nitrodenafil TRC N493770 | 500 mg 4375
21 | Nor Acetildenafil TRC N660500 |1 mg 3500
22 | Norneo Sildenafil TRC N824300 |2 mg 2375
23 | Piperiacetildenafil Cachesyn CSTS0616 |5mg 3250
24 | Propoxyphenyl Homohydroxysildenafil TRC P831600 10 mg 3750
25 | Propoxyphenylsildenafil Cachesyn CSTS0648 |5mg 2 150
26 | Propoxyphenyl Thiosildenafil TRC P831635 5mg 3750
27 | Propoxyphenyl-thiohydroxyhomosildenafil TRC P831630 5mg 3750
28 | Pyrazole N-Demethyl Sildenafil TRC P842800 1 mg 4375
29 | Sildenafil TRC S435000 25mg 1500
30 | Sildenafil-N-Oxide TRC S435035 10 mg 1625
31 | Thioaildenafil (Thiomethisosildenafil) TRC T344365 2mg 2500
32 | Thiohomo Sildenafil TRC T344470 2mg 2750
33 | Thiosildenafil TRC T371500 |5mg 2750
34 | 2-hydroxypropyl Nortadalafil TRC H952705 | 100 mg 3125
> 35 | Acetaminotadalafil TRC Al161250 |[2.5mg 4375
; 36 | Amino Tadalafil TRC A629550 |2 mg 1500
= 37 | Chloropretadalafil TRC M330125 |50 mg 1250
2 38 | Desmethylene Tadalafil TRC D291990 [5mg 4375
'; 39 | N-butyltadalafil TLC Pharmachem | T-106 5mg 1865
8 40 | N-Desmethyl Tadalafil (Nortadalafil) TRC D293800 2mg 2750
< |41 | N-ethyltadalafil TLC Pharmachem [ T-1013 5mg 4500
< 42 | N-Octyl Nortadalafil TRC 0241350 |5mg 1875
43 | Tadalafil TRC T004500 10 mg 1250
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X . Kéd Mnoistvi
c. AL LVESRES produktu | standardu
44 | Vardenafil TRC V098001 |5mg 2125
2 | 45| Vardenafil-N-oxide TLC Pharmachem | V-0522 5mg 4100
< 46 | Vardenafil oxopiperazine TLC Pharmachem |V-0518 5mg 2225
E 47 | Acetylvardenafil TLC Pharmachem | V-058 5mg 3750
< 48 | Benzamidenafil (Rac xanthoanthrafil) TRC X500000 |2 mg 2375
z 49 | Hydroxythiovardenafil TRC H963400 1mg 3125
8 50 | Hydroxy Vardenafil TRC H995300 |2.5mg 3750
=z 51 | N-Desethyl Vardenafil TRC D289950 |2 mg 2625
Z 52 | Norneo Vardenafil TRC N824500 | 100 mg 4375
53 | Pseudo Vardenafil TRC P839615 5 mg 3750
o 54 | Avanafil TRC A794670 |10 mg 1250
I 5| 55| lcariin Sigma 11286 100 mg 3105
< £ 3| 56 | Mirodenafil Cachesyn CSTM321 [5mg 3650
< = 3| 57 | Udenafil TRC U250500 |5mg 2750
8 | 58 | Yohimbine Sigma Aldrich Y3125 1000 mg 1938
= 59 | Zaprinast Sigma Aldrich 20878 25mg 2227
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