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SOUHRN
Práce se zabývá zhodnocením vzájemných vlivů jednotlivých analytických kroků na matricové efekty při vývoji metody 
stanovení léků pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie ve spojení s hmotnostní detekcí (HPLC-MS). Matricové 
efekty ovlivňují jak kvalitu, tak i kvantitu analýzy a jsou jedny z mnoha příčin chyb v LC-MS. Mechanismů, které je způsobují, 
je mnoho a ne všechny lze zcela objasnit. Autoři v článku diskutují o vlivu typu ionizace (elektrosprej, chemická ionizace za 
atmosférického tlaku), způsobu úpravy vzorku, vlivu složení mobilní fáze a jejích aditiv, zvolení vhodného vnitřního standardu 
a typu biologického vzorku při vývoji nové metody. Testování matricových efektů u HPLC-MS je nezbytné pro úspěšnou 
validaci metody.
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SUMMARY
Klapková E., Uřinovská R., Průša R.: The influence of matrix effects on high performance liquid  
chromatography-mass spectrometry methods development and validation
The purpose of the present work was to evaluate the synergistic effecs of analytical procedures on matrix effects during 
method development of the drugs determination by high performance liquid chromatography-mass spectrometry (HPLC- 
-MS). Matrix effects influence both the quantitative and the qualitative analysis, and they are one from the many errors in LC- 
-MS. They are many mechanisms evoking these errors and it is not trivial to clear up all of them. We evaluated the influence 
of the optimal ionization type (electrospray ionization, atmospheric pressure chemical ionization), the sample preparation 
procedure, the mobile phase composition and the additives, the choice of suitable internal standard, and the type of bio-
logical material during the development of new method. For the successful validation of HPLC-MS method is mandatory to 
evaluate the matrix effect parameters.
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Úvod

Hmotnostní spektrometrie je fyzikálně-chemická 
metoda určování hmotnosti atomů, molekul a  jejich 
částí po převedení na kladné nebo záporné ionty. 
Hmotnostní spektrometr je iontově optické zařízení, 
které ionty vytvoří, nebo je emituje do plynného sta-
vu a z plynné směsi molekul, jejich nabitých fragmentů 
a iontů separuje nabité částice podle jejich efektivních 
hmotností m/z. Pro analýzu léčiv se nejčastěji používá 
ionizace elektrosprejem (ESI) a  chemická ionizace za 
atmosférického tlaku (APCI). APCI je primárně určena 
pro ionizaci nízkomolekulárních látek do m/z < 1000. 
Mezi hmotnostní analyzátory používané při analýze lé-
čiv patří trojitý kvadrupólový analyzátor, iontová past 
nebo průletový analyzátor (TOF), popřípadě jejich kom-
binace [1]. 

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie ve spo-
jení s hmotnostní spektrometrií (HPLC-MS) má široké 
uplatnění v  terapeutickém monitorování léků a  jejich 
metabolitů (imunosupresiva, inhibitory proteáz, psy-
chofarmaka, betablokátory), v analýze dědičných me-
tabolických poruch, steroidů, mastných kyselin, amino-
kyselin, katecholaminů, v toxikologii atd. 

U  APCI je možné použít průtok v  rozmezí 0,1 až 
2 ml/min, optimální citlivosti lze dosáhnout při průtoku  
1 ml/min. U  ESI je vhodnější použít průtok v  roz-
mezí 10–500 µl/min, kdy optimální průtok je okolo  
200 µl/min [1]. 

APCI je vhodné pro méně polární látky s molekulo-
vou hmotností nižší než 1000 Da a pro látky obsahu-
jící v molekule heteroatom. Naopak ESI je vhodný pro 
středně až vysokomolekulární polární a iontové látky [4].

Metody HPLC-MS – kalibrace, 
optimalizace, vlivy matrice

Před zavedením nové metody je nejprve nutné defi-
novat cíle, kterých je třeba dosáhnout, zda bude prová-
děno stanovení samotného léku nebo i jeho metabolitu. 
Dále navrhnout řešení problémů spojených s analýzou, 
jako jsou výběr materiálu, ze kterého bude stanovení 
prováděno (plná krev, plazma, sérum, moč, tkáň), li-
mitace množstvím vzorku (pediatrické vzorky). V přípa-
dě HPLC-MS je nezbytné vyhledat fyzikálně-chemické 
vlastnosti stanovovaných látek, jejich strukturu a  pří-
tomnost funkčních skupin, které mají vliv na výběr ana-




