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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Biofyziky a fyzikdlni chemie
Skolitel: Ing. Vladimir Kubi¢ek, CSc.
Student: Aneta LuksSanova

Nazev diplomové prace: HPLC bioaktivnich latek

Diplomova préace popisuje hledani podminek pro HPLC analyzu midazolamu a jeho
dvou metabolitli — 1-hydroxymidazolamu a 4-hydroxy midazolamu, validaci metody a hledani

vhodného vnitiniho standardu.

HPLC analyza probihala na reverznich fazich, byla pouzita kolona POROSHELL 120
EC-C18, 3.0 X 100 NM, 2.7 um a jako mobilni faze se osvédcila smés tvotend acetonitrilem a
roztokem octanu amonného o pH 4.5 v poméru 35/65. Detekce byla provedena diode array
detektorem pii vinovych délkach 223 a 272 mm. Kolona byla termostatovana na 25 °C, ¢as
analyzy byl 10 minut. Rychlost pritoku mobilni faze byla 0.700 ml/min. Jako vnitini standard

se osveédcil diazepam.

Metoda byla validovana na zakladé pozadavku zadavatele pro stanoveni 1-
hydroxymidazolamu a 4-hydroxymidazolamu v potkani plazmé&. V rdmci validace byly ovéfeny

nasledujici parametry: pfesnost, spravnost, kvantitativni limit, linearita a selektivita.



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of: Biophysics and Physical Chemistry
Consultant: Ing. Vladimir Kubicek, CSc.
Student: Aneta LukSanova

Title of thesis: HPLC of bioactive compounds

This diploma thesis is focused on finding conditions of HPLC analysis of midazolam
and it’s two metabolites — 1-hydroxymidazolam and 4-hydroxymidazolam, on method

validation and on finding an appropriate internal standard.

The analysis was carried out under reversed-phase conditions, the chosen column was
POROSHELL 120 EC-C18, 3.0 X 100 NM, 2.7 um, and a mixture of acetonitrile and
ammonium acetate buffer with pH 4.5 in a ratio of 35/65 has been proven to be effective mobile
phase. Detection was carried out using the diode array detector with wavelength values 223 nm
and 272 nm. The column was thermostated at 25 °C, the analysis time was 10 minutes. Flow

rate of mobile phase was 0.700 ml/min. Diazepam was found as a suitable internal standard.

The method was validated only for 1-hydroxymidazolam and 4-hydroxymidazolam
determination in rat plasma due to a submitter‘s request. Within the analytic method validation
the following parameters were tested: precision, accuracy, lower limit of quantitation, linearity

and selectivity.
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UVOD A CIL PRACE

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie patfi v dneSni dobé mezi jednu z nejvice
pouzivanych analytickych metod, jez si pro svou citlivost stanoveni, rychlost analyzy, moznost
automatizace a schopnost kvantitativniho i1 kvalitativniho vyhodnoceni vydobyla své misto na

poli analyzy 1é¢iv. [1]

Midazolam je 1é¢ivo tadici se mezi benzodiazepiny, které disponuji sedativnimi,
anxiolytickymi, antikonvulzivnimi a hypnotickymi u¢inky. V bézné praxi se pouziva naptiklad
pro indukci anestezie ¢i jako soucast premedikace. 1-hydroxymidazolam a 4-
hydroxymidazolam jsou jeho aktivni metabolity, na které se metabolizuje pomoci cytochromu
P450. Tohoto jevu se vyuziva naptiklad pfi modelovani a popisu moznych farmakologickych

interakci na irovni cytochromu P450. [2—4]

Cilem této diplomové prace bylo nalezeni vhodnych podminek pro HPLC analyzu
midazolamu a jeho dvou metabolith — 1-hydroxymidazolamu a 4-hydroxymidazolamu,
vyhledani vhodného vnitiniho standardu a validace metody stanoveni obou metabolitt

v potkani plazm¢.



SEZNAM ZKRATEK
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Benzodiazepiny

Historie benzodiazepint sahéd az do padesatych let minulého stoleti, kdy Leo Sternbach
ptivedl na svét prvni benzodiazepin, a to konkrétn€ chlordiazepoxid. Ten se po n¢kolika letech
testovani zaGal pouZivat v béZné praxi. Casem se k chlordiazepoxidu piidal diazepam a
benzodiazepiny tak pro své sedativni, anxiolytické, antikonvulzivni a hypnotické ucinky zacaly
z trhu pomalu vytésnovat do té doby hojné pouzivané barbituraty. Rozmach benzodiazepinii
pokracoval pies sedmdesata 1éta az do let osmdesatych, kdy doslo k odhaleni jejich rizik,
konkrétné predevSim k riziku vzniku zavislosti, a do praxe zacaly pfichdzet slouceniny

s podobnymi ucinky, ale odliSnou strukturou a mechanismem tcinku. [5, 6]

Z chemického hlediska jsou benzodiazepiny (struktura viz ¢. obrazek 1) latky tvoiené
sedmiclennym diazepinovym kruhem s heteroatomy dusiku v polohéch 1 a 4, v némz je na
stranu [e] kondenzovano benzenové jadro, a na ktery je vpoloze 5 piipojen fenyl.
Fenylsubstituent v poloze 5 umozinuje pozitivni alosterickou modulaci GABA receptori. Dalsi
substituce této zakladni struktury ovliviiuje vystupiiovani konkrétniho u¢inku dané latky, dale
také naptiklad lipofilitu, kterd je dulezita pro prestup pres hematoencefalickou bariéru nebo

zpusob metabolizace, ktery ma vliv na celkovou délku plisobeni benzodiazepint. [6]

1
R R2
N
R4 —N
R4

Obrazek 1: Zakladni struktura benzodiazepint [7]
Mechanismus ucinku benzodiazepinl spoc¢iva v prohloubeni inhibi¢niho plisobeni -
aminomaselné kyseliny, které je zplisobeno jejich agonistickym navdzanim se na podjednotky

senzitivni k benzodiazepinlim, jeZ se nachdzeji se na GABAA receptoru. Na toto vazebné misto



se vaze také flumazenil, ktery na rozdil od benzodiazepinli piisobi antagonisticky, ¢ehoz se

klinicky vyuziva pti akutni intoxikaci benzodiazepiny. [5]

Z vyse uvedeného mechanismu ucinku vyplyvd, Ze benzodiazepiny disponuji
anxiolytickymi, sedativnimi, myorelaxacnimi, amnestickymi, antikonvulzivnimi a
hypnotickymi vlastnostmi. V zéavislosti na struktufe je u kazdého konkrétniho benzodiazepinu
vystupfiovana jina vlastnost, v ptipadé sedativniho a hypnotického ucinku hraje dtlezitou roli

také davka konkrétniho benzodiazepinu. [3, 5]

Jak uz Siroké spektrum uc¢inkt napovida, benzodiazepiny maji mnoho indikaci, mezi ty
nejcastéjsi se fadi insomnie, Uzkostné a tzkostné depresivni poruchy, akutni agitovanost,
epilepsie, akutni reakce na stres, celkova anestezie a dal$i. Naopak kontraindikovany jsou u
akutni intoxikace latkami tlumicimi CNS, pfi myastenii gravis, syndromu spankové apnoe,

rendlni a hepatalni insuficienci a pfi pecitlivélosti na benzodiazepiny. [5]

Mezi nezadouci ulinky se tadi predev§im riziko vzniku zavislosti a tolerance pfti
dlouhodobém uzivani, dale poruchy paméti a koncentrace, anterogradni amnézie, zvysena
unava a ospalost béhem dne, ovlivnéni pozornosti pfi fizeni motorovych vozidel, zavraté,

ataxie, poruchy koordinace. [3, 5]
1.2. Midazolam
Midazolam (struktura viz obrazek 2) pro jeho kratky biologicky polocas (1.5-3 hodiny)
fadime mezi kratkodobé plisobici benzodiazepiny. Jak jiZz vyplyva z farmakologického
zatazeni, midazolam vykazuje uCinky typické pro skupinu benzodiazepini, konkrétné tedy
anxiolytickou, antikonvulzivni, myorelaxacni a sedativni az hypnotickou aktivitu. V klinické
praxi je nejCastéji pouzivan pro indukci anestezie, jako sou€dst premedikace nebo pfi

endoskopiich a jinych mensich chirurgickych zékrocich. [8]

C1 =N

Obrazek 2 Struktura midazolamu [8]



1.2.1. Fyzikalné chemické vlastnosti

V molekule midazolamu je na stranu [a] sedmiclenného heterocyklu kondenzovan
imidazol, proto se midazolam fadi mezi imidazobenzodiazepiny. To mu propujcuje bazicitu a
schopnost rychlé metabolizace. Rozpustnost ve vod¢ a lipofilita se odviji od pH prostiedi, ve
kterém se midazolam nachdzi. V pH mensim nez 4 vykazuje vysokou rozpustnost ve vode,
naopak vysoce rozpustnym v tucich se stava pti fyziologickém pH. Spole¢né s diazepamem se
midazolam fadi k nejvice lipofilnim benzodiazepinim. Zasluhou téchto lipofilnich vlastnosti
rychle prostupuje ptes hematoencefalickou bariéru a po peroralnim podani se rychle vstiebava

ze zaludku. [8, 9]

1.2.2. Farmakokinetika

Midazolam je mozné aplikovat peroralné, intranasalné, rektalng, intramuskularné a
intravenozng. Vl1iv na jeho absorpci ma ve velké mife first-pass efekt, ktery se projevuje
ptedevsim u podani peroralniho, kdy se do systémové cirkulace dostane pouze 40-50 % podané

davky. Z hlediska rychlosti nastupu ucinku se s ¢asem 3 minut jako nejvhodnéjsi jevi podani

intravenozni. [8]

Z pohledu distribuce se midazolam ve velké mife vaze na plazmatické proteiny,
ptedevsim na albumin, a z diivodu vysoké lipofility disponuje velkym distribu¢nim objemem

(1-2.5 L/kg). U téhotnych zen ma schopnost ptestoupit do krevniho ob&hu plodu. [8]

Metabolizace probihéd v jatrech na cytochromech CYP3A4 a CYP3AS. V prvnim kroku
hydroxylaci vznikaji dva farmakologicky aktivni metabolity, 1-hydroxymidazolam a 4-
hydroxymidazolam. 1-hydroxymidazolam vznik4 ve vétSi mife nez 4-hydroxymidazolam, je
schopen pfestoupit pfes hematoencefalickou bariéru a prispivd k celkovému klinickému
pusobeni midazolamu. DalSi fazi metabolizace je glukuronidace, pfi které vznikaji
farmakologicky neaktivni metabolity. Schéma metabolismu je zndzornéno na obrazku €. 3 str.

11.[4, 8, 9]
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Obrazek 3 Schéma metabolizace midazolamu [10]

Midazolam je fazen mezi kratkodobé pilisobici benzodiazepiny, a to z diivodu svého
kratkého elimina¢niho polocasu, ktery ¢ini 1.5-3 hodiny a je nezéavisly na cesté¢ podani. Jeho

eliminace probiha primarné v ledvinach, z mensi ¢asti v jatrech. [§]
1.3. Chromatografie

Chromatografie je analytickd metoda, ktera slouZi k separaci analyzovanych latek a ke
stanoveni jejich koncentrace. Za jejiho zakladatele je povaZovéan rusky chemik a botanik
Michail Cvét, ktery na zacatku dvacatého stoleti poprvé rozdélil rostlinné barviva ve sklenéné
koloné s pouzitim organickych rozpoustédel. Podstatou chromatografie je rozdéleni latek mezi
dvéma fazemi, které jsou vzajemné nemisitelné. Prvni fdzi je fdze nepohyblivd, také
oznaCovana jako staciondrni, kterd je tvofena pevnymi casticemi nebo tenkym kapalnym
filmem na povrchu pevnych castic. Druhd faze je faze pohybliva neboli mobilni, jez unasi smés
analyzovanych latek chromatografickym systémem. Mobilni faze je tvofena plynem nebo
kapalinou. Rozdilné afinita analyti k mobilni a staciondrni fazi ovliviiyje jejich distribuci a
dobu setrvavani v jednotlivych fazich, ¢imz dochazi k jejich separaci. Latky s vyssi afinitou ke

staciondrni fazi se chromatografickym systémem pohybuji pomaleji, a naopak latky s niZsi
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afinitou ke stacionarni fazi zistavaji ve fazi mobilni a celym systémem se tak pohybuji rychleji.

Béhem celého procesu dochdzi k nepfetrzitému ustavovani rovnovazného stavu. Pro popis

rozdéleni analytu mezi dvé faze pii pfiblizeni se k rovnovédznému stavu slouzi rozdélovaci

koeficient K:

K=[A]y/[Alm [11]

kdy K predstavuje rozdélovaci koeficient; [A]s koncentraci analytu ve stacionarni fazi a

[A]m koncentraci analytu ve fazi mobilni. [1, 11-16]

1.3.1. Typy chromatografie

Chromatografii Ize rozdélit podle n¢kolika aspekta.

1) Podle skupenstvi mobilni faze délime chromatografii na: [16, 17]

Kapalinovou chromatografii, kdy je mobilni fazi kapalina (LC)

Plynovou chromatografii, pti které je mobilni fazi plyn (GC)

2) Podle uspotradani stacionarni faze délime chromatografii na: [16, 17]

Kolonovou chromatografii, pfi které je stacionarni faze umisténa v koloné —
napiiklad vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)
Plosné uspotadani, které 1ze dale rozdélit na:

o Papirovou chromatografii (PC)

o Tenkovrstvou chromatografii (TLC)

3) Podle podstaty d&je pievladajiciho béhem separace: [12, 15-17]

Adsorp¢éni chromatografie je metodou, ktera vyuZiva rizné schopnosti analytu
adsorbovat se na povrch adsorbentu (stacionarni faze).

Rozdé€lovaci chromatografie je metodou, pii které se vyuziva rozdilné
rozpustnosti separovanych latek ve fazi mobilni a fzi staciondrni. Tyto dv¢ faze
musi byt navzdjem nemisitelné a staciondrni faze musi byt tvofena kapalinou
zakotvenou na vhodném nosici, mobilni faze mize byt kapalina nebo plyn.
Iontové vyménna chromatografie vyuziva separace latek v iontové formé, které
vykazuji rozdilnou afinitu k funkénim skupindm staciondrni faze, jez je tvofena
ionexem s bazickou nebo kyselou funkéni skupinou. Pokud je aktivni skupina
kyseld a nese zaporny naboj, v praxi sulfo- nebo karboxy- kyselina, hovofime o
katexech a béhem chromatografického procesu dochazi k déleni kationtt.

V ptipadé, ze je aktivni skupina bazicka a nese kladny naboj, v praxi kvarterni

12



amoniova baze nebo aminoskupina, hovofime o anexech a béhem
chromatografického procesu dochézi k déleni aniontd.

e Gelova chromatografie vyuzivd rozdéleni na zakladé velikosti molekul.
Staciondrni faze obsahuje pory, skrz které protéka mobilni faze s analytem.
Béhem tohoto procesu dochazi k priniku malych molekul do pora gelu, ve
kterych dojde k jejich zdrzeni.

e Afinitni chromatografie, pfi které je ve staciondrni fazi zakotvena latka
(vétsinou biologické povahy), jez ma schopnost specificky a reverzibilné vazat
funkéni skupiny analyzované latky. Typicky se jedna o interakce enzym-

substrat, antigen-protilatka apod.

1.4. Volba chromatografické metody

Pti vybéru spravné chromatografické metody v praxi je potieba nejprve zvazit charakter
vzorku, podle kterého se nasledn€ zvoli druh chromatografie a stacionarni fze. Poté nasleduje

vybér faze mobilni. [16]

Pti vybéru staciondrni faze je potieba zvazit vlastnosti analytu, mezi které se tradi
napiiklad relativni molekulovd hmotnost, rozpustnost ve vodé¢ a anorganickych/organickych
rozpoustédlech, mira schopnosti disociace (iontové, disociovatelné a nedisociovatelné) a

kyselost ¢i zasaditost. [16]

Pro vybér mobilni faze jsou klicovymi faktory viskozita, teplota varu, dielektricka sila

a elucni sila. Elucni sila je zavisla na polarité rozpoustédla. [16]
1.5. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinnd kapalinovad chromatografie (HPLC z anglického High Performance
Liquid Chromatography) je v soucasnosti jednou znejvice vyuZivanych separacnich
analytickych metod a pouziva se ve vSech oblastech analyzy 1éCiv. Mezi jeji hlavni prednosti
se fadi schopnost analyzovat 1 tepelné nestabilni latky, netékavé latky a polymery, coz ji €ini

mnohem pouzitelnéjsi analytickou metodou nez plynovou chromatografii (GC). [1, 18]

Principem HPLC je separace sloZek na zdklad¢ jejich rozdilné afinity ke staciondrni a
mobilni fazi. Vzhledem k tomu, Ze se mohou uplatnit vS§echny mozné reversibilni mechanismy
separace (adsorpce, rozdélovani na zakladé rozpustnosti, sitovy efekt gelu, iontova vyména
nebo specifické interakce), je mozné pomoci HPLC délit smési téméf vSech organickych latek.

[16, 18]
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Z hlediska polarity fazi miize HPLC probihat ve dvou variantach. Pokud je mobilni faze
tvofena nepolarni kapalinou (pentan, benzen, isooktan, cyklohexan, dichlormetan) a stacionarni
faze poléarni latkou (porézni oxid kiemicity = silikagel), jednd se o HPLC na normalnich fazich.
V piipad¢, Ze je mobilni faze tvofena polarni kapalinou (voda, methanol, tetrahydrofuran,
acetonitril) a stacionarni faze je nepolarni (chemicky modifikovany silikagel s navazanymi
hydrofobnimi skupinami — nejcastéji uhlikaté fetézce C18), jednd se o HPLC na reverznich

fazich. [16, 19, 20]

Béhem chromatografického procesu muize byt slozeni mobilni faze konstantni — v tomto
piipadé hovotime o tzv. isokratické eluci. Isokraticka eluce se vyuziva ptfedevsim pro separaci
latek s podobnymi fyzikaln¢ chemickymi vlastnostmi. Pokud se ale slozeni mobilni faize méni
s Casem a dochazi tak ke zvySovani elu¢ni sily, jedné se o gradientovou eluci. Ta se pouziva
pro separaci latek, které¢ maji vyrazné odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti. U gradientové

eluce muze byt doba analyzy kratsi oproti izokratické eluci. [1, 21, 22]

Pti HPLC analyze neni potieba pievadét vzorek do plynného skupenstvi, proto je mozné
pracovat za normalni teploty, avsak je nutné pracovat pii vysokém tlaku, jelikoz pro uc¢innou

analyzu je tfeba pouzit mald zrnicka sorbentu, kterd kladou pronikajici kapalin¢ odpor. [16]

1.5.1. Vvhody HPLC:

a) HPLC umoziiuje hodnotit separované slozky po kvantitativni 1 kvalitativni strance.
b) Analyza probiha rychle a s vysokou citlivosti (ta se odviji od zvoleného detektoru).
¢) Pro analyzu je potieba pouze malé mnoZstvi vzorku.

d) V soucasnosti lze diky automatickym déavkovacim vzorku metodu snadno

automatizovat.

e) Umoziuje separaci netékavych latek, coz je vzhledem k faktu, ze vétSina 1€¢iv neni
t€kava, hlavnim divodem, pro¢ je v analyze 1éCiv pouZiteln€j$i metodou neZ plynna

chromatografie. [18]
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1.6. Instrumentace HPLC

davkovaé vzorku

vysokotlaké mikrostiikacka, autosampler

cerpadlo

smésovac

vyhodnocovaci systém

datova stanice, PC
A IB

zasobniky mobilnich fazi L detektor
vodna (A) a organicka (B) slozka MF

chromatograficka kolona

Obrazek 4 Schéma HPLC [23]

HPLC analyza probihd na zafizeni, které se nazyva chromatograf. Jeho schéma je
uvedeno na obrazku ¢. 4. Mobilni faze je ulozena v zasobnicich mobilnich fazi, odkud je
pomoci vysokotlakého Cerpadla pfes sméSovac a degasser pfindSena do chromatografického
systému. Degasser zachycuje plyny nachézejici se v mobilni fazi a zabranuje jejich priniku na
kolonu. Mezi cerpadlem a chromatografickou kolonou se nachazi davkova¢ vzorku —
autosampler, ktery nastfikuje vzorek, jez je dale unaSen mobilni fazi az na kolonu, v niz se
nachazi staciondrni faze. V kolon¢ dochazi k separaci vzorku. Separované slozky jsou dale
unadSeny mobilni fazi az k detektoru, ktery odesila signaly do pocitace. Pocitac fidi chod celého
systému a umoznuje zpracovani vysledkl analyzy. Soucasti systému byva také velmi Casto
piedkolona, ktera je, jak jiz z ndzvu vyplyva, umisténa pied kolonou a zachytadvanim necistot

chrani kolonu pted znecisténim. [1, 16, 24]

1.6.1. Zasobniky mobilni faze

Zasobniky jsou nejcastéji vyrobeny ze skla a slouzi pro uchovani mobilni faze, ktera
znich je nasavéana teflonovymi hadickami. Hadi¢ky jsou na koncich opatieny filtry, které

odstranuji mechanické necistoty. [24]

1.6.2. Degasser

Degasser zabraiiuje proniknuti plyni z mobilni fadze do chromatografického systému.

Ptitomnost plynii v mobilni fazi mlZe zpuasobit zkresleni retencniho €asu nebo dokonce
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zastaveni Cerpadla. V praxi se proto vyuzivd membranovy vakuovy odplyiovac, ve kterém
protéka mobilni fize smérem od zasobnikii do Cerpadla skrze semipermeabilni hadicku.

V nékterych piipadech je potieba odplynéni provést ptedem. To 1ze n€kolika zptisoby:

e Probublani heliem — ackoliv se odstranéni plynu plynem muze zdat nelogické,
vzhledem k inertnosti helia vi¢i mobilni fazi patfi mezi nejefektivné;si
odplyniovaci techniky. Helium z mobilni faze wvytésni pfiblizné 80 %
rozpusténych plyni.

e Vakuova filtrace — funguje na principu sniZeni tlaku na povrchu solventu. Tato
metoda odstrani ptiblizné¢ 60—70 % rozpusténého plynu.

e Sonikace (ultrazvuk) — jejim principem je rozptyleni submikro-bublinek plynu.
Samostatna sonikace je pro vétSinu chromatografickych systémi nedostate¢na
(odstrani 20-25 % plynu), a proto je mozné ji zkombinovat s vakuovou filtraci.

[19, 24, 25]

1.6.3. Cegpadlo

Mobilni faze je do chromatografického systému nasavana &erpadlem. Cerpadla jsou
nejcastéji tvofena z nerezové oceli, skla nebo keramiky a musi byt zcela inertni vii¢i mobilni
fazi. V praxi se pouzivaji membranova nebo pistova Cerpadla. Pistové Cerpadlo nesmi byt
jednocinné (naséva a vytlacuje pouze jednou stranou pistu), jelikoz zptsobuje tlakové razy,
proto se vyuziva pistovych ¢erpadel dvoj¢innych (mé dva pracovni prostory a Ctyfi ventily —
nasava a vytlacuje dvéma stranami), dale Cerpadel sériové zapojenych nebo Cerpadel s vice
pisty. Levné&jsi alternativou k pistovym cerpadlim jsou stfikackova Cerpadla, kterd zajistuji
dokonaly bezpulzni tok eluentu, jejich nevyhodou je ale omezeny objem mobilni faze. [16, 24,
26]

1.6.4. SméSovaci zafizeni

SméSovaci zafizeni pfipravuje smés kapalin mobilni faze, kterd mliZze byt sloZzenim stéale
stejnd (isokratickd eluce) nebo se jeji sloZzeni v pribehu chromatografického procesu méni

(gradientova eluce). [16]

1.6.5. Davkovaci zafizeni

Funkci davkovaciho zafizeni je nastfikovani pfesného mnozstvi vzorku analytu do

vvvvvv

zhotovené z inertniho materidlu (nerezova ocel, titan, polymery). Injekéni davkovani lze

ovladat manualné nebo automaticky a pii samotném davkovani musi dojit k zastaveni toku
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mobilni faze. Mezi jeho nevyhody se fadi predevsim horsi tésnost a vnaseni stop materialu
injekéni stiikacky. Proto se v soucasné dobé od injekénich systémi ustoupilo a jsou
nahrazovany davkovacim smyckovym ventilem, ktery je ovladany manudln¢ nebo automaticky.

Objem smycky udava objem vzorku, ktery je nastiiknut v jedné davce (ul). [16, 24]

Vzorek se nachazi ve vialkdch, ze kterych je po propichnuti septa davkovacim

zafizenim nastiiknut na kolonu. [24]

1.6.6. Ptedkolona

Ptedkolona je kratka kolona a nachazi se pfed samotnou kolonou. Jeji funkci je chrénit
kolonu pfed kontaminaci, ¢imz vyznamn¢ zvysuje zivotnost kolony (bez piedkolony 1500-2000
analyz, s ptedkolonou 10000). Pfedkolona musi byt naplnéna naprosto stejnym materialem jako

kolona, aby nedoslo ke zhorSeni separace. [24, 27, 28]

1.6.7. Kolony

V analyze HPLC jsou castéji pouzivany kolony cCasticové, nejCastéji zhotovené
z nerezové oceli. Jsou dlouhé 5, 10, 15 nebo 25 cm s vnitinim primérem od 2 do 5 mm a
dovolenym pritokem do 2 ml za minutu. Kolony jsou plnéné sorbenty. Nejcastéji uzivanym
typem sorbentu jsou chemicky vazané staciondrni faze, kde jsou na hydroxylovych skupinach,
jez se nachdzi na povrchu silikagelovych zrnek, navazany radikaly. Tyto fize mohou byt
nepoléarni, v tomto ptipadé¢ je na hydroxylovych skupindch navazan uhlovodikovy fetézec C8
nebo C18. O stfedné polarnich fazich hovofime v ptipadé, ze je na hydroxylové skupiny
navdzan C3 fetézec s navdzanou -CN nebo -NH; skupinou. Mén¢ casté je vyuziti polarnich
sorbentli, které jsou tvofeny predevSim silikagelem nebo oxidem hlinitym. Specidlnim
pfipadem je vyuziti ionexu jako sorbentli pro potieby iontové vyménné chromatografie a

chirdlnich stacionarnich fazi pro analyzu enantiomert. [1, 16]

Kolony pouzivané pti HPLC je moZné rozdélit na ¢asticové (a) a monolitické (b) (viz
obrazek &. 5). Casticové kolony jsou naplnéné &asticemi sorbentu, na kterych je navazina
funk¢ni skupina ovlivityjici charakter stacionarni faze. Velikost poru a prumér ¢astic jsou
pfesné definovany. Jejich nevyhodou je omezeni maximalni rychlosti pritoku, coZ je
monolitické, jak jiz ndzev napovidé, jsou tvoreny jednou vysoce pérovitou Castici zapliujici
cely vnitini objem kolony. Pory umoziuji volny pritok mobilni fdze skrz kolonu a na zakladé
velikosti se déli na makropory (um) a mesopory (nm). Makropdry umoziuji rychly tok mobilni

faze skrze monolit bez piekroceni tlakového limitu, coz ma za disledek zkraceni Casu analyzy.
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Mesopory zvysuji povrch pro interakei s analyzovanou latkou. Monolitické kolony se pro svou

dobrou propustnost vyuzivaji predevsim k separaci vysokomolekuldrnich latek. [29-31]

'U”%
A,

Obrazek 5 Rozdil sktruktury ¢asticové kolony (a) a monolitické kolony (b) [31]

1.6.8. Detektory
Detektory vyuzivané v analyze HPLC by m¢ly byt dostate¢né selektivni pro analyty a

souasn¢ malo citlivé pro eluent. Pouzity detektor urcuje citlivost a selektivitu
chromatografické metody. Detektory 1ze obecné rozdé€lit na concentration-sensitive, jejichz
signal je Umérny koncentraci analytu a na mass-sensitive, jejichz signal je uUumérny
hmotnostnimu toku analytu (pocet molekul za jednotku ¢asu). V analyze HPLC se pouzivaji
pfedevsim detektory citlivé na koncentraci. Déle je moZzné rozdélit detektory na univerzalni
(napf. refraktometricky) a selektivni (napt. UV/VIS). Univerzalni detektory reaguji na vSechny
latky, které jimi prostupuji, naproti tomu detektory selektivni reaguji jen na specificky analyt.

[1, 16,32, 33]
Na detektory jsou kladeny tyto pozadavky:
a) univerzalnost a citlivost
b) Siroky linearné dynamicky rozsah
¢) maly mrtvy objem
d) moznost gradientové eluce
e) nejmensi mozny mimokolonovy piispévek

d) robustnost vii¢i zménam tlaku, priitoku mobilni faze a teploty [32, 33]
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Typy detektori:

1.6.8.1.  Spektrofotometrické detektory
Spektrofotometrické¢ detektory jsou pro svou spolehlivost, jednoduchost pouziti a
univerzalnost nejcastéji pouzivanymi detektory v HPLC analyze 1€¢iv. Je mozné je vyuzit i pfi
gradientové eluci. Funguji na principu méfeni absorbance' eluentu a zprostfedkovévaji plynuly
signal, diky kterému je mozné kvantifikovat mnozstvi pfitomného chromoforu?. Analyza 1é&iv
probihda nejcastéji v UV oblasti svétla, piipadné 1 ve viditelné oblasti svétla.

Spektrofotometrické detektory Ize rozdélit na Ctyfi podskupiny:

— UV detektor s fixni vinovou délkou (254 nm nebo 280 nm), jedna se o jeden z cenové

dostupnéjsich detektorti.

— UV/VIS detektor s proménnou vinovou délkou; tento detektor vyuziva deuteriovy a

wolframovy zdroj a monochromadtor, coz umozinuje vybér pozadované vinové délky.

— Scanning UV detektor; tento detektor snima absorp¢ni spektrum v maximu piku

hodnoceného 1éciva.

— Diode array detector (DAD); tento detektor je schopen detekovat celé UV/VIS
spektrum (od 190 nm do 800 nm) eluentu pomoci fotodiodového zobrazovaciho senzoru, ktery

se sklada z 512 nebo 1024 diod. Kazda dioda sbira data z 0.5-1 nm.

Citlivost spektrofotometrickych detektord se pohybuje mezi 10° az 1071° g/ml. [1, 34,
35]

1.6.8.2.  Fluorometrické detektory

Neékteré molekuly disponuji schopnosti pifi deexcitaci elektronii emitovat svétlo.
Zminény proces se nazyva fluorescence. Fluorometrické detektory se tedy vyuZzivaji pro detekci
latek, jez maji schopnost fluorescence. Fluorometrické detektory lze v nckterych ptipadech
vyuzit 1 pro detekci léCiv, kterd schopnost fluorescence nemaji, ale jejich metabolity ¢i
rozkladné produkty ano. V nékterych piipadech Ize nefluorescentni latky pfevést na
fluorescentni latky pomoci vhodnych <¢inidel. Tento proces se nazyva derivatizace.
Fluorometricka detekce je selektivnéj$i a je mozné ji vyuzit i pii gradientoveé eluci. Jeji citlivost

se pohybuje mezi 10 az 10!2 g/ml. [1, 36]

! Absorbance je bezrozmé&rna veli¢ina, ktera je definovana jako zaporny logaritmus transmitance (pomér
intenzity svétla, které proslo vzorkem a intenzity svétla, které do vzorku vstoupilo pii urcité vinové délce). [34]
2 Chromofor je ta ¢ast molekuly, ktera ma schopnost absorbovat UV nebo viditelné svétlo. [34]
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1.6.8.3.  Elektrochemické detektory

Elektrochemické detektory funguji na principu méteni elektrochemické veliciny, ktera
je pfimo umérnd mnozstvi métené latky, jez prosla skrze celu s elektrodami. Elektrochemickou
detekci l1ze uplatnit pouze pro latky, které maji po kontaktu s elektrodou schopnost oxidace
nebo redukce. Chemicky se jednd piedevSim o fenoly, aromatické aminy, heterocykly,
halogenované fenoly, halogenované hydroxybifenyly, sulfonamidy, karoteny, thioly a
disulfidy. Béhem analyzy je nutné zabezpecit vodivost mobilni faze, toho lze dosédhnout
pritomnosti elektrolytii (typicky fosfatové ¢i citratové soli), a také zajistit urcitou hodnotu pH
mobilni faze, jez je dulezité pro elektrochemickou aktivitu nékterych latek. Citlivost
elektrochemickych detektorti je 10 az 1072 g/ml, coz odpovida citlivosti fluorometrickych
detektorti, avSak na rozdil od nich nelze elektrochemické detektory pouzit u gradientové eluce.

[1,37, 38]

1.6.8.4.  Refraktometrické detektory
Refraktometricky detektor pracuje na principu métfeni rozdilu indexu lomu mezi
eluatem obsahujicim analyt a ¢istou mobilni fazi. Tato detekéni metoda je univerzalni, avSak
oproti ostatnim metodam je velmi malo citliva (10 g/ml). Dalsi jeji nevyhodou je nutnost

udrzeni konstantni teploty béhem chromatografické analyzy. [1, 16]

1.6.8.5.  Spojeni HPLC s hmotnostnim spektrem
Hmotnosti spektrometrie je jednou znejcitlivgjSich detekénich metod. Kromé
kvantifikace poskytuje také kvalitativni udaje potiebné pro identifikaci 1é€iv. Prvnim krokem
detekce je odpafeni mobilni faze a ionizace molekul analytu. Ionizace je proces, pii kterém
z neutralni molekuly vznikd nabitd ¢astice. V hmotnosti spektrometrii 1ze ionizace dosahnout

ttemi nasledujicimi zpiisoby:

a) ionizace elektrosprejem (ESI) — tento zplsob ionizace je povazovan za ,mé&kci®
(molekule je pfeddno mensi mnoZstvi energie neZ pii pouZziti ostatnich technik) a vyuZiva se
piedevsim pro analyzu peptidi a xenobiotik

b) chemicka ionizace (APCI) — tato technika je vhodna pro malé, termostabilni
molekuly

c) fotoionizace (APPI) — vyuZiva se predev§im pro analyzu neutralnich smési (napf.
steroidil)

Dalsim krokem detekce je separace nabitych Ccastic, jeZz jsou v magnetickém Cci

vysokofrekvenénim poli déleny dle hmotnosti a naboje. Vysledkem detekce je hmotnostni
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[1,39]
1.7. Kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni chromatografické analyzy

Grafickym vystupem kazdé chromatografické analyzy je chromatogram. Chromatogram je
tvofen osou x a y, kdy osa x odpovida retencnimu Casu a osa y odezvé detektoru. Idealni
chromatogram je tvofen gaussovskymi piky, kdy kazdy pik piedstavuje odezvu detektoru a

odpovida jedné analyzované latce. [40, 41]

odezva
S
—
—
—

=
h/2

objem (V)

-
cas(t)

Obrazek 6 Priklad chromatogramu [40]

Vyhodnocovani dat v chromatografii miizeme rozdé€lit na kvalitativni (identifikace) a
kvantitativni (stanoveni). Kvalitativni charakteristikou je reten¢ni ¢as t;, coz je Cas potiebny pro
eluci analytu, tedy ¢as od jeho nastfiku na kolonu az po dosazeni vrcholu piku. Identifikace

latek se provadi pomoci porovnani retencniho ¢asu analytu a standardu. [1, 40]

Kvantitativni charakteristikou je plocha pod pikem. Pro stanoveni latek ve smési se

pouzivaji nasledujici dvé metody: metoda vnéjsiho standardu a metoda vnitiniho standardu.

a) Metoda vnéjsiho standardu: Pti pouziti metody vnéjsiho standardu je zapotiebi ptipravit
kalibra¢ni roztoky standardi pro stanovovanou latku v urcitém koncentratnim rozmezi.
Vn¢j$im standardem byva chemicka referen¢ni latka (CRL), coz je standard stanovované latky.
V piipad€ analyzy slozenych lékovych piipravkil se analyzuje jedna z jeho slozek. Analyza
standardu a nezndmého vzorku probiha v odliSném case. Kvantifikace se provadi pomoci

kalibra¢ni kfivky (plocha piku = osa y; koncentrace = osa x). [1, 42]
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b) Metoda vnitiniho standardu: Jak jiz nazev napovida, pfi pouziti metody vnitiniho
standardu se jeho definovany objem pfida ke zndmému objemu vzorku. Analyza nezndmého
vzorku a vnitiniho standardu tedy probihd soucasné, coz je Casové Uspornéj$i a dochazi
k eliminaci chyb, které mohou vzniknout u dvojiho nastfiku. Na vybér vhodného vnitiniho
standardu jsou kladeny nasledujici pozadavky: musi byt chemicky inertni, k jeho eluci musi
dochazet v blizkosti pikli zkoumané latky a jeho koncentrace musi byt podobna koncentraci

zkoumané latky. Kvantifikace se provadi ze ziskanych chromatografickych zdznamu. [1, 42]

1.8. Validace

Validace je proces, jehoz tcelem je potvrdit, Ze je analytickd metoda vhodna pro své
zamyslené pouziti, tzn. Ze je v konkrétni situaci s vysokym stupném jistoty schopna opakované
poskytovat konkrétni vysledek. O validaci hovofime v pfipadé, Ze je ovéfovan proces.

Ovétovani zatfizeni ¢i systému je nazyvano jako kvalifikace. [43]

1.8.1. Spravnost

Spravnost metody je stupeil shody vysledku ziskaného méfenim se spravnou hodnotou.
Stanoveni spravné hodnoty je mozné pomoci analyzy modelového vzorku (placebo + znamé
mnozstvi analytu), analyzy vzorku s ptidavkem analytu ¢i provedenim analyzy validovanou

metodou. Spravnost je vyjadiena vytéznosti [%], jeZ se vypocita dle vzorce: [43, 44]

stanoveni hodnota * 100

spravna hodnota
Spravnost je hodnocena pomoci procentualni chyby, jez se vypocitad dle vzorce:

stanovena hodnota — spravna hodnota

100
spravna hodnota i

1.8.2. Ptesnost

Ptfesnost metody vyjadiuje miru shody mezi individudlnimi vysledky namétenymi
s jednim vzorkem. Pfesnost tedy reflektuje schopnost reprodukovat stejné vysledky, ale
nezabyva se jejich spravnosti. Méfeni probihd obvykle na Sesti na sob¢ nezavisle pfipravenych
vzorcich a vysledek je vyjadfen relativni smérodatnou odchylkou. Relativni smérodatna

odchylka se vypocita dle nasledujiciho vzorce:
RSD d 100 %
= — %
X 0

kdy d je primér a X smérodatna odchylka.
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Kritéria pfijatelnosti pro presnost zavisi na typu analyzy. Pfesnost se dale d¢€li na tfi

urovné:
a) Opakovatelnost

Pokud analyzu provadi jeden analytik, v jedné laboratofi, na jednom pfistroji, se

stejnymi chemikaliemi béhem kratkého ¢asového useku, hovoiime o opakovatelnosti.
b) Mezilehla presnost

Oproti opakovatelnosti probiha hodnoceni mezilehlé ptesnosti v del§im casovém useku
(tydny) v jedné laboratofi. Jednotlivé analyzy se od sebe lisi analytikem, jenz provedl analyzu,
pouzitymi chemikaliemi, pouZzitymi pfistroji ¢i kombinaci vySe uvedeného.

¢) Reprodukovatelnost

Pfi hodnoceni reprodukovatelnosti probihd analyza v delSim casovém useku

v rozdilnych laboratofich. [43, 44]

1.8.3. Linearita

Linearitou se rozumi zpusobilost metody poskytovat vysledky, jez jsou pfimo tmérné
koncentraci analytu obsazeného ve vzorcich. Pro stanoveni linearity je potfeba provést méteni
na minimdlné péti roztocich standardu, pfic¢emz koncentrace analytu se s kazdym vzorkem
zvySuje vzdy o stejné mnozstvi (napt. 80 %, 90 %, 100 %, 110 % a 120 %). Vyhodnoceni
probihd matematicky 1 graficky, konkrétn€ s vyuzitim grafu linearni regrese, rovnici pfimky a
korela¢niho koeficientu. Korelac¢ni koeficient by se mél pohybovat v rozmezi 0.98 az 1.00,

pfi¢emz ¢im vice se hodnota blizi 1.00, tim lep$i linearitu metoda vykazuje. [43, 44]

1.8.4. Citlivost — detekéni a kvantitativni limit

Detekénim limitem (LOD) se rozumi nejniz§i mozné koncentrace analytu, jez mize byt
detekovana nad hranici Sumu detektoru. Prakticky se tedy jedn4 o nejmensi mozné nastiiknuté

mnozstvi analytu, které se na chromatogramu projevi pikem 2-3x vét§im, neZ je Sum. [43, 44]

Oproti detekénimu limitu je kvantitativnim limitem (LOQ) nejnizs$i mozna koncentrace
analytu, kterou lze stanovit s dostatenou preciznosti a presnosti. Vyska piku by méla byt

minimalné 10-20x vétsi nez hodnota Sumu. [43, 44]

1.8.5. Robustnost
Robustnost stanovuje, jak velky efekt maji operacni parametry na vysledky analyzy.

Pro urceni robustnosti dané metody dochazi ke sledovéani vlivu zmény parametrti analyzy (napt
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prutok, teplota kolony...) na vysledky analyzy. Robustnost je ve validaénim protokolu

hodnocena vzdy slovné.

1.8.6. Selektivita
Selektivita vyjadfuje schopnost metody analyzovat pouze analyt pfitomnosti
interferujicich latek, kterymi mtzou byt napiiklad syntetické prekurzory, degradacni produkty,

pomocné latky, rozpoustédla a jiné.

1.8.7. System Suitability Test

Systém Suitability Test (SST) neboli test zpusobilosti chromatografického systému
stanovuje podminky, jejichz splnéni zarucuje spolehlivost metody a provadi se vzdy pied
zacatkem méfeni, v pribéhu méfeni a v jeho samotném zavéru. SST se uplatituje pouze u
metod, které jsou jiz validované. Mezi sledované parametry se fadi opakovatelnost nasttiku,
rozliSeni, faktor symetrie piku, pocet teoretickych pater a pomér signdlu k Sumu. V piipade, ze
nastane situace, kdy jeden nebo vice parametrli nevyhovuje, je mozné upravit podminky
analyzy, av§ak béhem Uprav nesmi dojit k podstatné zmén€ metody a vSechny Upravy musi byt

v souladu s 1€kopisnou monografii. [1, 43, 44]
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2. PRAKTICKA CAST

2.1. Pouzité chemikalie

Pouzité benzodiazepiny jsou shrnuty v tabulce ¢islo 1:

Latka Systematicky nazev Zkratka Dodavatel M (g/mol)
8-chlor-6-(2-fluorfenyl)-1-
Toronto Research
Midazolam methyl-4H-imidazo[1,5- MZD 325.8
Chemicals
a][1,4]benzodiazepin
8-chlor-6-(2-fluorfenyl)-1-
4-OH Toronto Research
4-hydroxymidazolam | methyl-4H-imidazo[1,5- 341.8
_ . MZD Chemicals
a][1,4]benzodiazepin-4-ol
[8-chlor-6-(2-fluorfenyl)-4H-
. o 1-OH Toronto Research
1-hydroxymidazolam | imidazo[1,5-a][1,4] 341.8
. . MZD Chemicals
benzodiazepin-1-yl]methanol
Dar prof. Dolezala
7-chlor-1-methyl-5-fenyl-2,3- (katedra farmaceutické
Diazepam dihydrobenzo[e][1,4]-diazepin- | DZP chemie a 284.74
2-on farmaceutické
analyzy)

Tabulka 1 Pfehled pouzitych benzodiazepini

Struktury pouZzitych benzodiazepinii jsou uvedeny na obrazcich (7-10):

Obrazek 7 Struktura midazolamu [45]
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&

Obrazek 8 Struktura 4-hydroxymidazolamu [46]

Obrazek 9 Struktura 1-hydroxymidazolamu [47]

N=—= cl

Obrazek 10 Struktura diazepamu [48]
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V tabulce €. 2 jsou shrnuty ostatni pouzité chemikalie:

Latka Dodavatel

Methanol CHROMASOLV® gradient grade | Aldrich
for HPLC

Ultradista voda FaF UK

Acetonitril CHROMASOLV® gradient grade | Aldrich

for HPLC
Octan amonny p.a. Penta
Kyselina octova 99.9 % p.a. Lachema Neratovice

Tabulka 2 Ostatni pouzité chemikalie

2.2. Pristrojové vybaveni
Béhem analyzy byly pouzity nasledujici pfistroje:

— Kapalinovy chromatograf Shimadzu; Kapalinovy chromatograf Shimadzu: degasér
DGU A5, vysokotlaké ¢erpadlo LC-10ADvp, autosampler SIL-10ADvp, kolonovy termostat
CTO-10Avp, PDA detektor SPD-MI0Avp. Rizeni chromatografu bylo provadéno
prostiednictvim fidici jednotky SCL-10Avp z pocitace pomoci chromatografického software

CLASS-VP.
— Kolona POROSHELL 120 EC-C18, 3.0 X 100 NM, 2.7 um (Agilent technologies)
— pH-metr inoLab 720 (WTW) s kombinovanou elektrodou SenTix61 (WTW)
— Digitalni vahy (Sartorius)
— Automatické pipety (Eppendorf)

— Aparatura pro vakuovou filtraci (Vakuova vyvéva KNF N810 (Neuberger)

s filtratnim zatizenim (Supelco))
— Laboratorni tiepacka Vibramax 110 (Heidolph)
— Centrifuga (Hermle Z100M)
— Koncentrator 5301 AG ( Eppendorf))

— Laboratorni sklo
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— Vialky
2.3. Priprava vzorki

2.3.1. Ptiprava zékladnich roztokit MZD, 1-OH MZD a 4-OH MZD
Navazka latky (MZD 1.3 mg; 1-OH MZD 1 mg; 4-OH 1.1 mg) byla v kadince

rozpusSténa v potiebném mnozstvi methanolu a nasledn¢ v 10 ml odmérné bance doplnéna
methanolem po rysku. Vysledkem tedy byly roztoky nasledujicich koncentraci: MZD 0.13
mg/ml; 1-OH MZD 0,1 mg/ml; 4-OH MZD 0,11 mg/ml.

2.3.2. Pfiprava pufrovaciho roztoku octanu amonného — pH =4.5

Pro pfipravu roztoku octanu amonného pH 4.5 (pufru) pro mobilni f4zi byla navazka
(0.5740 g) rozpusténa v piiblizné 450 ml ultradisté vody v kadince. Uprava pH byla provedena
na pH metru inoLab 720 (WTW) s kombinovanou elektrodou SenTix61 (WTW) a pomoci
kyseliny octové bylo pH ustaleno na hodnoté 4.5. Roztok byl kvantitativné ptreveden do 500 ml
odmérné banky a doplnén ultradistou vodou po rysku. Ptipraveny roztok byl zbaven necistot

vakuovou filtraci. Koncentrace pfipraveného roztoku byla 0,015 mol/l.

2.3.3. Pfiprava roztoku DZP

Navazka 1 mg DZP byla rozpusténa v potfebném mnozstvi methanolu, ptevedena do
10 ml odmérné banky a nasledné¢ doplnéna methanolem po rysku. Vysledkem byl roztok

diazepamu o koncentraci 0.1 mg/ml.

2.3.4. Priprava kalibracnich roztoku

Byla vytvotena tada kalibra¢nich roztokl ze zakladnich piipravenych dle podkapitoly
2.3.1. a to nasledujicim zpisobem: bylo smichano 10 pl MZD, 10 ul 1-OH MZD, 10 pl 4-OH
MZD a 10 pl DZP jako vnitiniho standardu v jedné vialce. Ke smési byl pfidan 1 ml mobilni
faze (300 pl acetonitrilu a 700 pl octanu amonného). 7.5 pl MZD, 7.5 ul 1-OH MZD, 7.5 pl 4-
OH MZD a 10 ul DZP jako vnitiniho standardu bylo v jedné vialce smichano s 1 ml mobilni
faze (300 pl acetonitrilu a 700 pl octanu amonného). Obdobné bylo postupovano pro objemy
vzorkt 5 pla 2.5 pl.

2.3.5. Zpracovani biologického materidlu

V mikrozkumavce Eppendorf bylo ke 200 ul plazmy ptidano 10 pl amoniaku 25%, 10
ul roztoku vnitiniho standardu 0,1 mg/ml a 300 ul MTBE. Tato smés byla tfepana na laboratorni
titepacce 10 minut a poté odstfedéna na centrifuze pii 2200 otackach/min po dobu 3 minut. Poté
byla MTBE vrstva odebrdna do cist¢é mikrozkumavky Eppendorf, zniz byla odpafena

v koncentratoru pii 45°C 30 minut. Odparek byl poté rekonstituovan 80 pl mobilni faze.
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Pti ptiprave vzorka pro validaci bylo k plazmé pied extrakci ptidano nejprve piislusné
mnozstvi analytl, tato smés byla 5 minut protfepana na laboratorni tfepacce a poté byl jiz postup

zpracovani shodny s postupem v predchozim odstavci.

2.4. Vychozi podminky analyzy HPLC

Béhem kazdé analyzy bylo nastifikovano 10 pl vzorku. Kolona byla termostatovana na
25 °C. Detekce byla provadéna pomoci diode array detektoru pii vinovych délkach 223 a 272

nm. Analyza byla provadéna na reverznich fazich za vyuziti isokratické eluce.
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3. VYSLEDKY

3.1. Stanoveni podminek analyzy HPLC

3.1.1. Pokusy s mobilni fazi se slozenim: 50 % acetonitrilu a 50 % ultracdisté vody, za

prutoku 0.500 ml/min

Analyza probihala pti 25 °C, s nastfikem 10 pl. Detekce byla provadéna pomoci diode
array detektoru pfi vinovych délkach 223 nm a 272 nm. Tyto podminky zlstaly neménné i pro

nasledujici analyzy.

Mobilni faze byla tvofena acetonitrilem a ultracistou vodou v poméru 50/50. Priitok
mobilni faze byl nastaven na rychlost 0.500 ml/min. Nastfikovany postupné byly MZD, 1-OH
MZD a 4-OH MZD. Retencni Casy jsou shrnuty v tabulce ¢. 3:

Latka Retenc¢ni ¢as (min)
MZD 2.976

1-OH MZD 2.069

4-OH MZD 1.931

Tabulka 3 Retencni Casy benzodiazepind pfi poméru acetonitril/voda 50/50 a pratoku 0.500 ml/min
Retenéni ¢asy 1-OH MZD a 4-OH MZD jsou pfili$ blizko u sebe, v nésledujici analyze

je tteba zvysit mnozstvi ultracisté vody.
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3.1.2. Pokusy s mobilni fazi se slozenim: 30 % acetonitrilu a 70 % ultracisté vody, za

prutoku 0.500 ml/min

Slozeni mobilni faze bylo zménéno na pomér acetonitrilu a ultracisté vody 30/70.
Rychlost pritoku mobilni faze zlistala na hodnoté 0.500 ml/min. Nastfikovany postupné byly
MZD, 1-OH MZD a 4-OH MZD. Reten¢ni Casy jsou shrnuty v tabulce €. 4:

Latka Retenc¢ni ¢as (min)
MZD 19.312

1-OH MZD 9.883

4-OH MZD 8.288

Tabulka 4 Retencni casy benzodiazepin pfi poméru acetonitril/voda 30/70 a pratoku 0.500 ml/min

Pti zméné€ poméru slozeni mobilni fdze doslo ke zvyseni rozdilu retencnich ¢ast 1-OH
a 4-OH MZD, které jsou jiz dobie separovany. Jelikoz ma ale voda nizsi elu¢ni silu nez
acetonitril, doSlo k prudkému nérstu hodnot reten¢nich Casi analytd, zejména MZD.

V nésledujici analyze se bude zvySovat rychlost pritoku mobilni faze.
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3.1.3. Pokusy s mobilni fazi se slozenim: 30 % acetonitrilu a 70 % ultracisté vody, za

prutoku 0.600 ml/min

B¢éhem této analyzy zGstalo slozeni mobilni faze stejné jako v pfedchozi
(acetonitril/ultracistd voda 30/70). Rychlost priitoku mobilni faze byla zvysena z 0.500 ml/min
na 0.600 ml/min. Nasttikovany postupné byly MZD, 1-OH MZD a 4-OH MZD. Reten¢ni Casy

jsou shrnuty v tabulce €. 5:

Latka Retencni ¢as (min)
MZD 18.789

1-OH MZD 9.728

4-OH MZD 8.453

Tabulka 5 Reten¢ni ¢asy benzodiazepinl pfi poméru acetonitril/voda 30/70 a prutoku 0.600 ml/min

ZvySenim rychlosti priutoku mobilni faze doslo k minimdlnimu snizeni retenc¢nich casu.

V nésledujici analyze bude ultracista voda zaménéna za roztok octanu amonného o pH 4.5.
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3.1.4. Pokusy s mobilni fazi se slozenim: 30 % acetonitrilu a 70 % roztoku octanu

amonného pH 4.5, s pratokem 0.600 ml/min

Béhem této analyzy doslo ke zméné slozeni mobilni faze: ultracistd voda byla nahrazena
roztokem octanu amonného pH 4.5, pomér zlstal stejny (acetonitril/octan amonny 30/70).
Rychlost priitoku mobilni faze byla stale na hodnoté 0.600 ml/l. Nastfikovany postupné byly
MZD, 1-OH MZD a 4-OH MZD. Retencni ¢asy jsou shrnuty v tabulce €. 6:

Latka Retenc¢ni ¢as (min)
MZD 9.621

1-OH MZD 8.875

4-OH MZD 5.547

Tabulka 6 Retencni ¢asy benzodiazepinti pfi poméru acetonitril/octan amonny pH 4.5 30/70 a prutoku
0.600 ml/min

Chromatogramy jednotlivych analytl jsou zndzornény na obrazcich ¢. 11-13.

Time: 4.11574 Mnutes - Ampltude: 0638 mAl
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Obrazek 11 Chromatogram MZD pfi slozeni mobilni faze: 30 % acetonitrilu a 70 % roztoku octanu amonného pH
4.5, s prutokem 0.600 ml/min
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Time: 1.13935 Mnutes - Amplitude: -25.231 mal

1: 223 im, 8 nm
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Obrazek 12 Chromatogram 1-OH MZD pti sloZzeni mobilni faze: 30 % acetonitrilu a 70 % roztoku octanu amonného pH 4.5, s

prutokem 0.600 ml/min

Timee: 6.24722 Mrutes - Amplitude: 40,481 mAL

1:223 nm, 8 nm

500 750

maAl

2450

1]

250

Obrazek 13 Chromatogram 4-OH MZD pfi slozeni mobilni faze: 30 % acetonitrilu a 70 % roztoku octanu amonného
pH 4.5, s prutokem 0.600 ml/min

Zménou mobilni faze doslo k vyraznému poklesu hodnot reten¢nich ¢asii studovanych
latek. V dalsim kroku doslo k nafedéni vzorkti analytii nasledujicim zptisobem: 10 pul analytu
bylo ve vialce zfedéno smési skladajici se ze 300 pl acetonitrilu a 700 pl octanu amonného.
Timto zplGsobem se postupovalo individudlné pro kazdou latku (MZD, 1-OH MZD a 4-OH
MZD). Takto pfipravené vzorky byly analyzovany za podminek totoZnych s posledni analyzou.

Retencni Casy jsou shrnuty v tabulce €. 7:

Latka Reten¢ni ¢as (min)
MZD 9.632

1-OH MZD 8.784

4-OH MZD 5413

Tabulka 7 Retenéni Casu benzodiazepini pti poméru acetonitril/octan amonny pH 4.5 a pritoku 0.600 ml/min po
nafedéni vzorkd
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3.1.5. Pokusy s mobilni fazi se slozenim: 35 % acetonitrilu a 65 % roztoku octanu

amonného pH 4.5, s pratokem 0.600 ml/min

Béhem tohoto pokusu byl zménén pomér slozek mobilni faze acetonitril/octan amonny
na 35/65. Rychlost priitoku mobilni faze byla stale 0.600 ml/min. Analyza byla provedena s

nafedénymi vzorky analytii. Reten¢ni Casy jsou uvedeny v tabulce ¢. 8, chromatogramy na

obrazcich ¢. 14-16.

Latky Reten¢ni ¢as (min)
MZD 5.317

1-OH MZD 4.421

4-OH MZD 3.243

Tabulka 8 Retencni ¢asy benzodiazepinti pfi poméru acetonitril/octan amonny pH 4.5 35/65 a prutoku

0.600 ml/min

Time: 0.02Z3064 Mnutes - Amplitude: 0 mAL
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Obrazek 14 Chromatogram MZD pfi sloZzeni mobilni faze 35 % acetonitrilu a 65 % roztoku octanu amonného pH 4.5, s pritokem

0.600 ml/min
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Time: 481061 Mnutes - Amplitude: 0.553 mal
1:223 En. 8 nm

Obrazek 15 Chromatogram 1-OH MZD pti slozeni mobilni faze 35 % acetonitrilu a 65 % roztoku octanu amonného pH 4.5, s
prutokem 0.600 ml/min
Time: 280604 Mnutes - Amplitude: 0,23 mAL

1: 223: nm, § nm
— 40K
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Obrazek 16 Chromatogram 4-OH MZD pii slozeni mobilni faze 35 % acetonitrilu a 65 % roztoku octanu amonného pH 4.5, s
pritokem 0.600 ml/min

Takto nastavené chromatografické podminky poskytuji uspokojivé hodnoty retencnich
Cast. Za téchto chromatografickych podminek byl jako vnitini standard analyzovan vzorek

diazepamu, jehoZ pfiprava je popsana v podkapitole 2.3.3.

Vysledny retencni ¢as diazepamu byl 11.184 min. V dal$im kroku bylo 10 pl roztoku
diazepamu 100x natedéno smé&si skladajici se ze 300 pl acetonitrilu a 700 pl octanu amonného.
Tento roztok byl podroben analyze za stale stejnych chromatografickych podminek. Vysledny
retencni ¢as byl 11.115 min, chromatogram viz obrazek ¢. 17. Diazepam se jevi jako vhodny
standard, avSak jeho reten¢ni ¢as by mohl idedln¢ byt jesté kratsi, proto v dalsi analyze dojde

ke zvySeni rychlosti pritoku.
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Time: 5.9197 Mnutes - Amplitude: -0.405 maAl

11115

50
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Obrazek 17 Chromatogram DZP pfi slozeni mobilni faze 35 % acetonitrilu a 65 % roztoku octanu amonného pH 4.5,

s pratokem 0.600 ml/min

37



3.1.6. Pokusy s mobilni fazi se slozenim: 35 % acetonitrilu a 65 % roztoku octanu

amonného pH 4.5, s pratokem 0.700 ml/min

Béhem tohoto pokusu bylo zachovano slozeni mobilni faze, ale rychlost pritoku se

zménila z 0.600 ml/min na 0.700 ml/min. Analyza byla provadéna na kalibra¢ni fad¢ roztokt

piipravenych dle podkapitoly 2.3.4.

Retencni Casy vzorku obsahujiciho 10 ul MZD, 1-OH MZD, 4-OH MZD a DZP jsou

uvedeny v tabulce €. 9, chromatogram je zobrazen na obrazku ¢. 18.

Latka Retencni ¢as (min)
MZD 4.235
1-OH MZD 3.445
4-OH MZD 2.565
DZP 8.517

Tabulka 9 Retencni casy benzodiazepinti pii poméru acetonitril/octan amonny pH=4.5 30/70 a prutoku
0.700 ml/min

Time: G.90404 Mnutes - Ampltude: -0.407 mal
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Obrazek 18 Chromatogram 4-OH MZD, 1-OH MZD, MZD a DZP pii slozeni mobilni faze 35 % acetonitrilu a 65 % roztoku octanu
amonného pH 4.5, s pritokem 0.700 ml/min

Hodnoty retenc¢nich casti jsou uspokojivé.

Byla zméfena kalibracni fada vzorkt MZD, 1-OH MZD, 4-OH MZD a vnitiniho
standardu DZP pro ptipadnou kontrolu koncentraci diive pfipravenych roztoka. Tento krok byl
pozadovan spolupracujici katedrou biochemickych véd, vysledky jsou shrnuty v tabulce €. 10.
Z namé&fenych vysledkl byl pro kazdou latku vytvoten graf linearni zavislosti koncentrace na
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pomeéru ploch pikti analytu a vnitiniho standardu, tedy kalibra¢ni kiivka. (kalibra¢ni kiivky

viz. obrazky ¢. 19-21)

Objem litky Koncentrace | Plocha piku l:ili(;czl;;::;:l Pomér ploch pika
ve vzorku (mg/ml) (mAU.min) (mAU.min) (vzorek/DZP)
MZD
2.5l 0.000325 34816 83006 0.41944
S5ul 0.00065 63935 78715 0.812234

7.5 ul 0.000975 81707 80826 1.0109
10 pl 0.0013 101750 77468 1.313446
1-OH MZD
2.5l 0.00025 25813 83006 0.310978
5pul 0.0005 39539 78715 0.502306
7.5 ul 0.00075 61502 80826 0.760919
10 pl 0.001 74728 77468 0.964631
4-OH MZD
2.5l 0.000275 19421 83006 0.233971
Sul 0.00055 28465 78715 0.361621
7.5 ul 0.000825 43140 80826 0.533739
10 pl 0.0011 55279 77468 0.7352

Tabulka 10 Vysledky kalibra¢ni fady
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Obrazek 20 Kalibra¢ni kiivka 1-OH MZD
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Koncentrace mg/ml
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Obrazek 21 Kalibra¢ni kiivka 4-OH MZD
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Souhrn nalezenych podminek pro HPLC analyzu MZD, 1-OH MZD a 4-OH MZD je v

tabulce ¢. 11:

Kolona POROSHELL 120 EC-C18, 3.0 X 100 NM, 2.7 um
Nastrik 10 pl
Rychlost priitoku mobilni faze 0.700 ml/min

SloZeni mobilni faze

35 % acetonitrilu a 65 % roztoku octanu amonného
opH4.5

Diode array detector pii vlnovych délkach 223 nm a

Detekce 279 nm
Teplota kolony 25°C
Doba analyzy 10 minut
Vnitini standard Diazepam

Tabulka 11 Souhrn nalezenych optimalnich podminek pro HPLC analyzu

Poznamka: V nésledujicich krocich byl nastiik zvySen na 40 pl.
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3.2. Validace metody

V dalsim kroku byla vyvinuta metoda testovana k moznému pouziti pro stanoveni obou

metabolitl v potkani plazmé. Validace metody byla proto provadéna pouze pro latky 1-OH

MDZ a 4-OH MDZ, stanoveni MDZ nebylo pozadovéano. V ramci validace byly hodnoceny

nasledujici parametry: pfesnost (opakovatelnost), spravnost, kvantitativni limit, linearita a

selektivita. Na zaklad¢ pozadavku zadavatele byla kalibrace vztazena na jednotky latkového

mnozstvi (nmol). Validace byla provadéna na biologickych vzorcich ptipravenych dle

podkapitoly 2.3.5.

3.2.1. Stanoveni pfesnosti

Stanoveni pfesnosti bylo provedeno na Sesti vzorcich, kazdy vzorek byl zméfen na tfech

nasledujicich urovnich latkového mnozstvi: 1 nmol, 4 nmol, 7 nmol. Relativni smérodatna

odchylka byla vypo¢itana dle vzorce uvedeného v podkapitole 1.8.2.

Stanoveni ptesnosti pro 1-OH MZD je shrnuto v tabulce €. 12:

Mnozstvi (nmol) | Vz.13 | Vz.2 | Vz.3 | Vz.4 | Vz.5 | Vz.6 | Primér | Smodch* | RSD?
1 0.96 0.92 1.08 0.99 1.11 0.89 0.99 0.09 8.82
4 4.11 4.04 3.88 3.99 4.09 4.01 4.02 0.08 2.05
7 6.95 6.99 7.08 7.1 7.05 6.96 7.02 0.06 0.91
Tabulka 12 Stanoveni presnosti pro 1-OH MZD
Stanoveni ptesnosti pro 4-OH MZD je shrnuto v tabulce ¢. 13:
Mnozstvi (nmol) Vz. 1 Vz.2 | Vz.3 | Vz.4 Vz.5 | Vz.6 | Primér | Smodch | RSD
1 1.09 0.9 0.95 0.89 0.92 1.13 0.98 0.1 10.57
4 4.07 4.1 3.82 4.14 4.0 4.13 4.04 0.12 2.98
7 7.07 6.9 6.93 7.15 7.1 7.11 7.04 0.1 1.46

Tabulka 13 Stanoveni pfesnosti pro 4-OH MZD

Relativni smérodatna odchylka nepiekrocila ani v jednom ptipadé 11 %. Dle pozadavki FDA
[49] je limitem smérodatné odchylky hodnota 15 %. Piesnost metody tomuto pozadavku

vyhovuje.

3 Vz. = vzorek

* Smodch = smérodatna odchylka

5 RSD = relativni smérodatna odchylka
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3.2.2. Stanoveni spravnosti

Pti stanoveni spravnosti se pti vypoctech vychazelo z idaji uvedenych v tabulkach 12
a 13. Spravnost byla hodnocena pomoci procentudlni chyby dle vzorce uvedeného

v podkapitole 1.8.1 a pomoci vytéznosti (vzorec pro jeji vypocet uveden téz v podkapitole

1.8.1.). Jako stanovena hodnota se dosazoval pramér. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 14:

1-OH MZD 4-OH MZD
Mnozstvi Procentualni Procentualni
Vytéznost [%] VytéZnost [%o]
[nmol] chyba [%] chyba [%]
1 -0.83 99.17 -2.0 98
4 0.5 100.5 1.08 101
7 0.31 100.31 0.62 100.62

Tabulka 14 Stanoveni spravnosti
Vytéznost pro 1-OH MZD se pohybuje v rozmezi 99.17-100.31 %. NejvyS$si procentudlni
chyba je -0.83 %. Pro 4-OH MZD se vytéznost pohybuje od 98—101 %. Nejvyssi procentudlni
chyba je -2.0 %. Pozadavek (stanoven dle FDA [49]) na vytéznost je 100 £ 15 %, ¢emuz ziskana
valida¢ni data vyhovuji. Dle pozadavku FDA na spravnost je limit procentuélni chyby + 15 %,

jelikoz zadna z vypocitanych hodnot tento limit nepiekracuje, spravnost metody vyhovuje.

3.2.3. Selektivita
Pro stanoventi selektivity byl zméfen slepy vzorek matrice (obrazek 22).

Time: 3.91982 Minutes - Amplitude: 3.362 mAl

Bl FT T - S AU T A R R 1000
— Mbz | - - : - - -
mMDZoov] : :

7 84 [P basasaae LT TT FERPPPRR DRSSP heneanaas ! T L LTI RN hoannsaand s nas A L5002
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a L : b
o 1 ' 2‘ ' 3 4 5 3 T ' g 9‘ o 11 1z 12 14 145

hofirut:

Obrazek 22 Chromatogram slepého vzorku

Z chromatogramu slepého vzorku je zfejmé, Ze v retencnich cCasech sledovanych
analyt nejsou pfitomny piky latek, které by s nimi interferovaly. HPLC metoda tedy umoziuje

selektivné zméfit plochy pikd odpovidajici analytim.
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3.2.4. Linearita

Linearita byla hodnocena zvlast pro kazdy analyt s vyuzitim kalibra¢nich roztokt
s presn¢ stanovenym latkovym mnozstvim: 8,78 nmol, 5,85 nmol, 2,93 nmol, 1,46 nmol, 0,73
nmol. Kalibrace je provadéna jako zavislost latkového mnozstvi na poméru ploch piki analytu
a vnitiniho standardu (DZP). Vyhodnoceni bylo provedeno s pouzitim metody linearni regrese.

Kalibraé¢ni kiivky metaboliti midazolamu jsou znazornény na obrazcich €. 23 a 24.

Kalibrace 1-OH MZD

=
o

Latkové mnoZstvi (nmol)
O B N W b U OO N 0 O

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Pomér ploch pikd

Obrazek 23 Kalibracni kiivka 1-OH MZD pro stanoveni linearity

Kalibrace 4-OH MZzD

=
o

y =2,8378x + 0,3596 .
R? = 0,9949 d

Latkové mnozstvi (nmol)
o = N w H O (o)} ~ (o) (Vo)

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Pomér ploch pikd

Obrazek 24 Kalibracni kiivka 4-OH MZD pro stanoveni linearity

Rovnice kalibra¢ni k¥ivky pro 1-OH MZD je y = 2.0928x + 0.2599. Korela¢ni koeficient je R?
= 0.9989. Rovnice kalibra¢ni ptimky pro 4-OH MZD je y = 2.8378x + 0.3596. Korela¢ni
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koeficient je R? = 0.9949. Proménn4 x predstavuje hodnotu plochy piku, pfi¢éemZ proménna y

predstavuje latkové mnozstvi.

3.2.5. Stanoveni kvantitativniho limitu

Kvantitativni limit byl stanoven jako desetinasobek hodnoty Sumu (viz. podkap. 1.8.4),

pro 1-OH MZD ¢ini 0.41 nmol a 0.43 nmol pro 4-OH MZD.

3.3. Aplikace metody pri analyze reilnych vzorku

Vyvinuta metoda byla aplikovana pii biochemickém vyzkumu v rdmci spoluprace
s katedrou biochemickych véd FaF UK. Na obrazku €. 25 je ukazka chromatogramu takového

vzorku.

1::223 nm. 8 nm
— MDZ |

MDZ715
Retention Time

2000
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mal
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1000

(500

Obrazek 25 Chromatogram realného biologického vzorku

Na tomto obréazku je prvni pik (0,816 min) tzv. systémovy pik eluujici v mrtvém case,
pik v 2,059 min patii neznamé necistote, dale nasleduji piky analyti (4-OH MZD v 2,683 min,
1-OH MZD v 3,563 min a MZD v 4,341 min) a vnitiniho standardu v 8,763 min.
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4. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo nalezeni vhodnych podminek pro HPLC analyzu
midazolamu a jeho dvou metaboliti — I-hydroxymidazolamu a 4-hydroxymidazolamu,
nalezeni vhodného vnitiniho standardu a v neposledni fad¢ validace metody pro analyzu

biologickych vzorki. Tyto cile byly splnény.

Midazolam je znam a pouzivan jiz delsi fadu let, proto jiz v minulosti prob&hly pokusy pro
jeho stanoveni. Pfesto ale existuje velmi malo metod, které se zaméiuji na stanoveni
midazolamu a soucasn€ i jeho dvou metabolitd. V téchto publikovanych reSerSich se jako
vhodny zptisob provedeni jevi HPLC s UV detekci. Jako vhodna mobilni faze se nabizi smés
acetonitrilu a pufru s pH 4.5-4.7, pfi¢emz acetonitril je z hlediska pomérového zastoupeni

v mensing. [2, 50]

Vzhledem k faktu, Ze midazolam je nepolarni sloucenina, byla provadéna HPLC analyza na
reverznich fazich. Byla pouZita kolona POROSHELL 120 EC-C18, 3.0 X 100 mm, 2.7 pm.
Pouziti této kolony k danému ucelu nebylo v dob¢ zacatku experimentli v této diplomové praci
v literatuie objeveno. V mobilni fazi byl na zdkladé reSerSe pouzivan acetonitril v roli organické
slozky. V roli slozky vodné byly testovany tfi moznosti, z nichz se nejlépe osvédc¢il pufr octanu
amonné¢ho o pH 4.5. Byla pouzita UV detekce pomoci diode array detektoru pii vinovych
délkach 223 nm a 272 nm. I tato detekce poskytla dostatecnou citlivost stanoveni. Nastiik

béhem vyvoje metody byl 10 pl. Jako vhodny vnitini standard byl zvolen diazepam.

Dle pozadavku zadavatele byla metoda validovana pro stanoveni 1-hydroxymidazolamu a
4-hydroxymidazolamu v potkani plazmé&. Validace potvrdila, Ze metoda je schopna poskytovat
dostate¢né piesné a spravné vysledky, coz ji ¢ini vhodnou pro zamyslené pouziti. Metoda byla

posléze uspésné aplikovana pti analyze realnych vzorkl v ramci biochemického vyzkumu.
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