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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Kandidat: Andrea Sedlackova

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Petr Kastner, PhD.

Nazev diplomové prace: HPLC stanoveni vybranych antibiotik v plazmé

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat podminky pro
stanoveni vybranych antibiotik (meropenem, imipenem, ceftazidim, piperacilin
a linezolid) v plazmé za pouZiti vysokoucinné kapalinové chromatografie,

pfiCemz meropenem mél byt hlavni stanovovanou latkou.

Separace byla provedena na silikagelové kolon& Ascentis® C18 (100A,
150 x 4,6 mm; 5 ym) s vyuZzitim spektrofotometrické detekce. Vybrana antibiotika
byla detekovana pfi rGznych vinovych délkach (298 nm pro meropenem
a imipenem, 254 nm pro ceftazidim a linezolid, 210 nm pro piperacilin) na zakladé

maximalni absorbance danych antibiotik.

Byly zkouSeny rlizné mobilni faze stejné jako rizna pH pufru, ktery byl pro

mobilni fazi pouzit. Vysledna mobilni faze se skladala ze dvou slozek:

e mobilni faze A: fosfatovy pufr 50 mM; pH 2,5

e mobilni faze B: acetonitril

Separace bylo dosazeno gradientovou eluci. Prutokova rychlost byla
nastavena na 1 mil/min a objem nastfiku byl 10 pl. Kolonovy prostor byl

temperovan na 25°C. Celkova doba analyzy byla 15 min.

Validace vyvinuté metody nebyla provedena kompletné z toho duvodu, ze
laborator by musela metodu validovat podle viastnich predpist. Méfené validacni
parametry byly selektivita, linearita a vytéznost extrakce. VSechny namérené

hodnoty vyhovovaly kritériim.

Klicova slova: meropenem, imipenem, ceftazidim, piperacilin, linezolid, HPLC



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis
Candidate: Andrea Sedlackova

Supervisor: PharmDr. Petr Kastner, PhD.

Title of thesis: HPLC Determination of Selected Antibiotics in Plasma

The purpose of this diploma thesis was to develop and optimize conditions
for determination of selected antibiotics (meropenem, imipenem, ceftazidime,
piperacillin and linezolid) in plasma using high performance liquid

chromatography with meropenem as the main substance to be determined.

Separation was performed on the silica gel column Ascentis® C18 (100A,
150 x 4,6 mm; 5 um) using spectrofotometric detection. Selected antibiotics were
detected at different wavelenghts (298 nm for meropenem and imipenem, 254
nm for ceftazidime and linezolid, 210 nm for piperacillin) according to maximum

absorbance of the antibiotics.

Different types of mobile phase were tested as well as different pH of buffer

used for the mobile phase. The final mobile phase consisted of two components:

e mobile phase A: phosphate buffer 50 mM; pH 2,5

e mobile phase B: acetonitrile

Separation was achieved by gradient elution. The flow rate was set to
1 ml/min and the injection volume was 10 pl. The column oven was tempered to

25°C. Total runtime was 15 min.

Validation of the developed method was not performed completely due to
the fact that the lab would have to validate the method according to its own
guidelines. Measured validation parameters were selectivity, linearity and

recovery. All measured values met the criteria.

Keywords: meropenem, imipenem, ceftazidime, piperacillin, linezolid, HPLC



1.UVOD

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem a optimalizaci metody za vyuziti

vysokoucinné kapalinové chromatografie.

HPLC patfi v souCasné dobé& mezi nejpouzivanéjSi analytické metody,
poskytuje celou fadu vyhod. Je rychla, citliva a umoziuje jak kvalitativni, tak
kvantitativni analyzu. Je vhodna prfedevSim pro analyzu latek v biologickém
materialu. Uplatiuje se také pfi terapeutickém monitorovani l1€Civ, jehoz cilem je
dosahnout ucinné a bezpecné terapie prostrednictvim individualizace davek, a to

hlavné u léCiv s nizkym terapeutickym indexem.

V souc€asnosti se v bioanalyze pouziva predevsim spojeni HPLC analyzy
s MS detekci. Duvodem je mimo jiné univerzalnost a vysoka citlivost
hmotnostnich detektorl. Zadavatel pozadoval vyvinout zalozni metodu, ktera
bude vyuZivat jiny typ detektoru pfednostné UV, aby se mohly provadét

neodkladné analyzy, pokud by doslo k poruSe chromatografu s MS detekci.

Tato diplomova prace se zabyva vybranymi antibiotiky (meropenem,
imipenem, ceftazidim, piperacilin, linezolid), pfiCemz zadavatel pozadoval, aby

byla vyvinuta metoda vhodna pfedevsim pro meropenem.

V teoretické Casti jsou také shrnuty poznatky z publikaci, které se vénuji

HPLC analyze vybranych antibiotik za pouziti UV detekce.



2.CiL

Cilem této diplomové prace je vyvoj a optimalizace metody pro stanoveni
vybranych antibiotik v plazmé& s vyuZitim vysokoucinné kapalinové
chromatografie a spektrofotometrické detekce. Stanovovanymi antibiotiky jsou
meropenem, imipenem, ceftazidim, piperacilin a linezolid, pficemzZ hlavni

stanovovanou latkou ma byt, dle pozadavku zadavatele, meropenem.

Nejprve bude nutné nastavit vhodné chromatografické podminky, aby byla
jednotliva antibiotika separovana s dostateCnou citlivosti a dostateCnym
rozliSenim. Bude tfeba zvolit vhodnou mobilni fazi, kolonu, teplotu na kolong,

rychlost pritoku mobilni faze.

Validace vyvinuté metody se nebude provadét v plném rozsahu.
Validaénimi parametry budou pouze selektivita, linearita a vytéznost extrakce.
Duvodem menSiho rozsahu validace je to, Ze metoda pfipravy vzorku byla
pfevzata z laboratofe, kde jiZz byla provedena validace jejich HPLC-MS metody
se stejnym postupem pfipravy vzorku pro analyzu. Navic v pfipadé, Ze se tato
laboratof rozhodne nové vyvinutou metodu pouZzivat, bude si muset provést
validaci podle vlastnich predpisu, aby vyhovéla pozadavkim spravné laboratorni

praxe.



3. TEORETICKA CAST
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3.1. B-laktamova antibiotika

B-laktamova antibiotika jsou skupinou antibiotik, ktera zahrnuje peniciliny,

cefalosporiny, monobaktamy karbapenemy a inhibitory B-laktamaz."

Chemicka struktura vSech B-laktamovych antibiotik je velmi blizka. Zaklad
tvofi Ctyf¢lenny B-laktamovy kruh, ktery je zodpovédny za jejich antibakterialni
ucinnost. U penicilinl je spojen s péticlennym thiazolidinovym kruhem, vSechny
peniciliny jsou tedy derivaty kyseliny 6-aminopenicilanové (Obr.1). Jednotlivé
derivaty se mezi sebou liSi typem radikalu, ktery muaze byt navazan na
aminoskupinu v 6. pozici. Cefalosporiny obsahuji postranni fetézec odvozeny od
kyseliny D-a-adipové, ktery je spojeny s dihydrotiazinovym [(-laktamovym
kruhem. Zakladem vSech cefalosporint je tedy kyselina 7-aminocefalosporanova
(Obr. 2).1

H
(R)

R)
0 (S) N (...nlllNHz

OH

Obr. 2 kyselina 6-aminopenicilanova? Obr. 1 kyselina 7-aminocefalosporanovéa?®

VSechna B-laktamova antibiotika se vyznacuji spole€nym mechanismem
ucinku, dobrou toleranci, nizkou toxicitou a kratkym postantibiotickym efektem.

Tato skupina patfi k nejéasté&ji pouzivanym antibiotikiim vibec."

Cilem zasahu jsou specifické proteiny vazici penicilin (PBP), coz jsou
receptory, které rozpoznaiji B-laktamové antibiotikum. Navazani antibiotik na tyto
proteiny, se kterymi vytvareji stabilni komplexy, vede Kk inhibici syntézy
peptidoglykanové bunécné stény (zabranéni vytvoreni jeji trojrozmérné struktury)

a tim i k zaniku buriky. Jedna se tedy o baktericidni antibiotika."

11



Rada bakterii je ale k B-laktamovym antibiotikiim rezistentni. Nej¢ast&jsi
pfi€inou je produkce B-laktamaz bakteriemi. V takovém pfipadé hovofime
o rezistenci enzymatické. B-laktamazy hydrolyzuji B-laktamovy kruh antibiotik,
coz vede ke ztraté jejich antibakterialniho plUsobeni. Z tohoto dudvodu jsou
v terapii Casto kombinovana s inhibitory B-laktamaz (kyselina klavulanova,

sulbaktam, tazobaktam).’

Betalaktamy vykazuji Casové zavisly u€inek na usmrcovani mikrobu. To
znamena, ze ucinnost je nezavisla na plazmatické koncentraci za pfedpokladu,
Ze je plazmaticka koncentrace volného antibiotika nad hodnotou minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC). Aby bylo dosazeno maximalniho antimikrobialniho
ucinku, musi byt davkovy rezim stanoven tak, aby sérova koncentrace antibiotika

v v

antibiotika (v mg/l), ktera zastavuije rast kmend daného mikrobialniho kmene.’

3.1.1. Meropenem

Lékopisny nazev: Meropenemum trinydricum*°

Systematicky nazev: kyselina (4R,5S,65)-3-{[(3S,5S)-5-
(dimethylkarbamoyl)pyrrolidin-3-yl]sulfanyl}-6-[(1R)-1-hydroxyethyl]-4-methyl-7-
oxo-1-azabicyklo[3.2.0]hept-2-en-2-karboxylova*>

Sumarni vzorec: C17H25N305S45 HO

Meropenem je Sirokospektré

karbapenemové antibiotikum, které se / O

H
1

pouziva klécbé zavaznych bakteridlnich _—"
infekci. Karbapenemy zafazujeme mezi ﬁ
vysoce uc€inna B-laktamova antibiotika. Pusobi jak na grampozitivni, tak na
gramnegativni bakterie. Meropenem dobfe pronika do télesnych tekutin a tkani
(plic, bronchialniho sekretu, Zluc€i, cerebrospinalni tekutiny, gynekologickych

tkani, fascii, svalll a peritonealniho exudatu).’

Meropenem je metabolizovan hydrolyzou B-laktamového kruhu za vzniku
mikrobiologicky neaktivnich metabolitl. Je vyluCovan pfednostné ledvinami

v nezménéné formé. Jeho eliminaéni polo¢as se pohybuje okolo 1 hod."6

12



V nami pouzitém léCivém pfipravku (Meropenem Bradex) je obsaZen
meropenem trihydrat a uhliCitan sodny jako pomocna latka. Mezi hlavni
terapeutické indikace patfi zavazna pneumonie, komplikované infekce mocovych
cest, komplikované nitrobfisni infekce, komplikované infekce kize a mékkych

tkani, akutni bakterialni meningitida.®

Meropenem se obvykle podava jako intravendzni infuze, pfipadné Ize
podat jako intravendzni bolusova injekce. Obvyklé davkovani je 500 mg az 2 g

po 8 hodinach, podle zavaznosti infekce.®

3.1.2. Imipenem

Lékopisny nazev: Imipenemum monohydricum*°

Systematicky nazev: kyselina (5R,6S)-6-[(1R)-1-hydroxyethyl]-3-({2-
[(iminomethyl)amino]ethyl}sulfanyl)-7-oxo-1-azabicyklo[3.2.0]hept-2-en-2-

karboxylova*®

Sumérni vzorec: C12H17N304S4°

DalSim zastupcem

karbapenemovych antibiotik je

imipenem. Je  odolny  v{di
B-laktamaze a jeho antimikrobialni spektrum je SirSi nez u ostatnich
karbapenemu. Velmi dobfe uc&inkuje i na nékteré druhy, které jsou na vétSinu

betalaktamU rezistentni nebo malo citlivé.”

Jeho nevyhodou je rychla inaktivace v ledvinach dcinkem
dehydropeptidazy. Z toho divodu se podava spolu s cilastatinem, ktery tento

enzym inhibuje a zabrariuje tak enzymatickému odbourani imipenemu.”’

V nami pouzitém lécCivém pfipravku (Imipenem/cilastatin AptaPharma) je
imipenem monohydrat v kombinaci s cilastatinem a hydrogenuhli€itan sodny jako
pomocna latka. Mezi hlavni indikace muzeme zaradit, stejné jako u meropenemu,
terapii kompilovanych intraabdominalnich infekci, tézkych pneumonii,
komplikovanych infekci mocovych cest, komplikovanych infekci kize a mékkych

tkani.®

Imipenem se podava ve formé intravendzni infuze v davce 500 — 1000 mg

kazdych 6 — 8 hod podle zavaznosti infekce.®

13



3.1.3. Piperacilin

Lékopisny nazev: Piperacillinum monohydricum, Piperacillinum natricum*?®
Systematicky nazev: kyselina (2S,5R,6R)-6-{(2R)-2-[(4-ethyl-2,3-dioxopiperazin-
1-yl)karboxamido]-2-fenylacetamido}-3,3-dimethyl-7-oxo-4-thia-1-

azabicyklo[3.2.0]heptan-2-karboxylova*> o . ]
, /\;)JYO o S, -
Sumarni vzorec: C23H27N5078%° K/N\ﬂ/n ol
Piperacilin patfi k penicilinovym ° o

antibiotikim, konkrétné ho fadime mezi .
ureidopeniciliny. Samotny piperacilin neni odolny vici B-Iaktéméze. V terapii je
podavan spolecné s tazobaktamem, ktery rozSifuje jeho spektrum i na bakterie
produkujici B-laktamazu. Hlavnimi indikacemi jsou zavazné infekce vcCetné

anaerobnich.’

V nami pouzitém pfipravku (Piperacillin/Tazobactam Mylan) je obsazena
sodna sUl piperacilinu v kombinaci s tazobaktamem. Terapeutické indikace jsou

obdobné jako v pfipadé meropenemu a imipenemu.®

Piperacilin je podavan jako intravendzni infuze. Davkovani obvykle

odpovida 4 g kazdych 6 — 12 hod podle zavaznosti infekce.®

3.1.4. Ceftazidim
Lékopisny nazev: Ceftazidimum pentahydricum*?®

Systematicky nazev: (6R,7R)-7-[(Z2)-2-(2-aminothiazol-4-yl)-2-{[(2-
karboxypropan-2-yl)oxy]imino}acetamido]-8-oxo-3-(pyridiniomethyl)-5-thia-1-
azabicyklo[4.2.0]okt-2-en-2-karboxylat*®

Sumérni vzorec: CooH2oNgO7S,45

Ceftazidim je cefalosporinové
antibiotikum. Cefalosporiny rozdélujeme

podle Sife spektra uc€inku do Ctyf generaci.

Ceftazidim patfi do Ill. generace
cefalosporind, je ucinny i proti pseudomonadovym infekcim. Dobfe pronika do

télesnych tekutin i tkani.!

14



V nami pouzitém I|éCivém pfipravku (Fortum) je obsazen ceftazidim
pentahydrat a uhliitan sodny jako pomocna latka. Mezi hlavni terapeutické
indikace patfi nozokomialni pneumonie, bakterialni meningitida, infekce kosti
a kloubl, komplikované infekce mocovych cest, mékkych tkani a kulze,
komplikované intraabdominalni infekce, chronicky hnisavy zanét stfedniho

ucha.0

Ceftazidim je podavan jako intraven6zni nebo hluboka intramuskularni

injekce v obvyklé davce 1 — 2 g kazdych 8 — 12 hod podle zavaznosti infekce.'-10

3.2. Linezolid
Systematicky nazev: N-[[(5S)-3-[3-fluoro-4-(4-morfolinyl)fenyl]-2-oxo-5-
oxazolidinylJmethyl]lacetamid’ %0 -

1

Sumarni vzorec: C1sH20FN304'" '

’ N k/
N
Linezolid je synteticka Y \1\\\\\‘ . \\/01
o

antibakterialni latka patfici mezi

0]
5

oxazolidindiony. Zatimco antimikrobialni efekt B-laktamovych antibiotik spocival
v inhibici syntézy bunécné stény, linezolid cili na bakterialni ribozom a inhibuje

proteosyntézu.’

Uginek linezolidu je, stejné jako u B-laktama, zavisly na &ase, po ktery je

jeho plazmaticka koncentrace nad hodnotou MIC.'

Linezolid patfi mezi Sirokospektra antibiotika s uc€innosti na grampozitivni
bakterie véetné MRSA, VRE i VRSA."12

Nami pouzity |éCivy pfipravek (Linezolid Aurovitas) obsahuje linezolid
a monohydrat glukézy, dihydrat citratu sodného, monohydrat kyseliny citronove,
kyselinu chlorovodikovou a hydroxid sodny jako pomocné latky. mezi hlavni
indikace patfi nozokomialni a komunitni pneumonie a komplikované infekce kuze

a mékkych tkani."3

Linezolid se podava jako intravendzni infuze nebo peroralné. Obvykla

davka je 600 mg dvakrat denng.’ "3
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3.3. Fyzikalné-chemické vlastnosti antibiotik
Tab. 1 Fyzikalné-chemické vlastnosti vybranych antibiotik (hodnoty pKa a logP

jsou vypoditany pomoci programu ChemDraw 17.1)141%11

(o]
E
1 2
o 3 3 2
3
: { k/” : RV
N ., N
1 e 01
1 4 u
6
5 A /
o

pKa log P | Mr (g/mol)
Meropenem
2,66
-2,71 383,46
13,55
3,13
-2,46 299,35
13,55
3,20
-0,71 517,56
(-1,44)
2,33
0,4 546,58
3,20
Linezolid
15,53
0,58 337,35
5,75
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3.4. Vysokouéinna kapalinova chromatografie
3.4.1. Charakteristika HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) je jednou z nejprogresivnéjSich analytickych metod,
ktera v souCasnosti nachazi uplatnéni ve vSech oblastech nejen analyzy IéCiv.
Metoda HPLC se dnes nejvice vyuZziva prakticky ve vSech oblastech vyzkumu.
Je béZnou soucasti klinického vyzkumu, forenzni analyzy, analyzy potravin,

rostlinnych materialt nebo Zivotniho prostredi.®7
Tato metoda ma celou fadu vyhod:

e umoznuje kvalitativni i kvantitativni analyzu

e rychlost analyzy

e vysoka citlivost v zavislosti na pouzitém detektoru
e malé mnozstvi vzorku

e moznost automatizace'®

V souCasné dobé probiha vyvoj voblasti HPLC ve sméru vyvoje
instrumentace vcetné novych detek&nich technik a zmenSovani rozmér

pouzivanych kolon a ¢astic stacionarni faze.'”

3.4.2. Princip separace
HPLC je fyzikalné-chemicka metoda, ktera slouzi k rozdéleni smési latek.
Princip separace je zaloZen na ruzné afinité jednotlivych sloZzek smési ke dvéma

vzajemné nemisitelnym fazim — mobilni (pohyblivé) a stacionarni (nepohyblivé).'®

Mobilni faze je pfivadéna do kolony obsahuijici stacionarni fazi pomoci
vysokotlakého Cerpadla. Latky se slabsi interakci se stacionarni fazi jsou volné
unaseny proudem mobilni faze a jejich eluce z kolony probiha rychleji nez
u analytd, které jsou na koloné zadrzovany silnéji. Diky rozdilnym interakcim jsou

jednotlivé slozky smési vymyvany z kolony v rtiznych ¢asovych intervalech.’®

Separované zény jsou nasledné zaznamenany detektorem a signal je
pfeveden do chromatografického zaznamu (chromatogramu). Analyt je
detekovan ve formé tzv. piku, jehoz plocha je zavisla na koncentraci daného

analytu.'®
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Pokud je po celou dobu analyzy sloZzeni mobilni faze konstantni, tedy ma-li
mobilni faze konstantni elu¢ni silu, jedna se o isokratickou eluci. Je-li v prabéhu
analyzy ménéno slozeni mobilni faze, hovofime o eluci gradientové. Ta se
vyuziva v pripadech, kdy maji latky odliSné fyzikalné-chemickeé vlastnosti a jejich
isokraticka eluce by byla Casové pfiliS naro¢na. Gradientova eluce je také
metodou volby pfi analyze sloZitych smési, které obsahuji velké mnozZstvi

komponent.'”

3.4.3. Kapalinovy chromatograf

Kapalinovy chromatograf se sklada z nasledujicich ¢asti (Obr. 3):

e zasobnik mobilni faze

e vysokotlaké Cerpadlo (pumpa)
e degasser

e autosampler

e kolona

o detektor

e PC, chromatograficky software'?

Diivkovad
Pumpa, degasser
Liasobnik
maobilni faze Kolonovy
prostor l\olmm
]
- [ N ]
1
PC Detektor

Obr. 3 Zakladni schéma HPLC'
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Kolona je umisténa v kolonovém prostoru, ve kterém je udrzovana
konstantni teplota, protoze kolisani teploty mize mit vliv pfedevsim na retencni
Casy a selektivitu analyz. Pravé kvuli vlivu teploty na selektivitu analyz je
temperace dullezita zejména, kdyz jsou piky separovany s niz§imi hodnotami

rozlideni.®

Pfi izokratické analyze |ze mobilni fazi namichat pfedem manualné nebo
pomoci automatického sméSovani. Pfi analyze gradientové je automatické
sméSovani nezbytné. K miseni mlize dochazet pfed vstupem do cCerpadla
(nizkotlaké miseni) nebo mize byt sméSovac umistén v prostoru za pumpami
(vysokotlaké miseni). Vyhodou vysokotlakého miseni je malé zpozdéni gradientu

a lep$i opakovatelnost.'”1°

3.4.4. Chromatografické kolony a stacionarni faze
Chromatografické kolony se navzajem mohou liSit typem sorbentu,

velikosti jeho ¢astic a rozméry kolony — délkou a primérem. Plast kolony by mél

byt z materialu, ktery odola vysokému tlaku, chemickému pUlsobeni mobilni faze

a mél by mit dokonale hladky povrch.'”

Stacionarni fazi maze predstavovat tuha latka nebo kapalina zakotvena
nebo chemicky vazana na tuhou matrici (nosi€). Stacionarni faze lze rozdélit
podle raznych kritérii na polarni, nepolarni a amfoterni. Délit je mizeme podle
chromatografického modu na normalni, reverzni, iontové vyménné (ionexy),
HILIC (chromatografie hydrofilnich interakci), HIC (chromatografie hydrofobnich
interakci), afinitni, chiralni. DalSim délicim kritériem muzZe byt jejich chemické
slozeni. RozliSujeme anorganické oxidy, chemicky vazané na bazi silikagelu,

hybridni, organické polymery, SF na bazi grafitového uhliku.'”

Obecné nejrozsifenéjSim polarnim anorganickym sorbentem je silikagel.
Nemodifikovany se pouziva pro separaci na normalnich fazich, po chemickém
navazani ligandl je vhodny pro separace na reverznich fazich. NejrozSifengjsi
stacionarni fazi zustava oktadecylsilikagel, tedy silikagel s chemicky navazanym

alkylem C1s."”

V souCasné dobé dochazi k vyznamnému rozvoji novych separacnich
systému a formatl kolon a stacionarnich fazi, at uz se jedna o monolitické kolony

nebo povrchové porézni ¢astice.”
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Kolony naplnéné povrchové poréznimi casticemi (core-shell particles)
umozniuji zvySit u€innost a rychlost chromatografické separace bez narustu
zpétneého tlaku v systému. Tyto €astice jsou tvofeny neporéznim jadrem a vrstvou
porézniho silikagelu. Faktory, které jsou zodpovédné za vysSi ucinnost
povrchové poréznich d¢astic jsou: relativné maly primér c¢astic, vysoka
homogenita stacionarni faze, vyssi permeabilita, pfitomnost tuhého jadra a lepSi

tepelna vodivost ve srovnani s plné poréznimi ¢asticemi klasického silikagelu.'”

Monolitické kolony jsou oproti naplhovym kolonam tvofeny jednim kusem
porézniho materialu, ktery vypliuje cely objem separaéni kolony. Vyhodou oproti
klasickym Casticovym kolonam je, Ze hydrodynamické vlastnosti monolitickych
kolon umozniuji pracovat pfi vysSich rychlostech pratoku mobilni faze

s minimalnim vlivem na zpétny tlak systému.’

3.4.5. Detektory

Detektor v HPLC systému zaznamenava rozdil v signalu mezi prichodem
Cisté mobilni faze a mobilni faze, ktera obsahuje analyt. Idealni HPLC detektor
by mél mit nasledujici vlastnosti: vysoka citlivost, predvidatelna odezva,
univerzalnost (odezva pro vSechny analyty), selektivita, linearita,
nedestruktivnost, spolehlivost a snadnost pouziti, signal nezavisly na slozeni MF
a zméné prltoku a teploty, kvalitativni informace pro detekované piky a nulovy
prisp&vek k mimokolonovému rozmyvani eluénich zén. Zadny z detektorl vsak

nema vSechny uvedené vlastnosti."’

Existuje cela fada rlznych typd detektord. V posledni dobé dochazi
k nartstu vyuziti hmotnostni spektrometrie na ukor UV-VIS a fluorescenéni
detekce, zejména z duvodu univerzalnosti a vysoké citlivosti hmotnostnich
detektoru. Jako pfiklady dalSich typu detektorl mizeme uvést elektrochemicky,
refraktometricky, radiometricky, detektor rozptylu svétla a detektor rozptylu

Gastic!7:20
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Hmotnostné spektrometrické detektory

Hmotnostni  spektrometry jsou velmi specifické. Kromé udaju

z chromatogramu poskytuji i spektralni Gdaje o identité latky.!”?’

U téchto typu detektorl nejprve musi dojit k ionizaci vzorku, ktera muze
techniky patfi ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace (APCI)
a fotoionizace (APPI). VSechny zminéné techniky se provadi za atmosférického

tlaku.17:21

Nasledné dochazi k rozdéleni iontd podle poméru m/z (hmotnost/naboj)
v hmotnostnim analyzatoru. Existuje cela fada hmotnostnich
analyzatoru — kvadrupdl, trojity kvadrupdl, iontova past a dalSi. V poslednim

kroku jsou ionty detekovany a zesili se signal v detektoru.’”:?1
Spektrofotometrické detektory

Spektrofotometrické detektory jsou zaloZeny na principu absorpce zareni
v UV, pfipadné viditelné Casti spektra (v oblasti vinovych délek 190 — 800 nm).
Aby molekula vykazovala absorpci vtéto oblasti, musi ve své molekule

obsahovat chromofor.17:20

UV/VIS detektory jsou dostupné ve tfech zakladnich konfiguracich:
detektory s fixni vinovou délkou, proménlivou vinovou délkou, diodovym polem
(Diode Array Detector, DAD).'7:20

Mezi vyhody spektrofotometrickych detektord patfi snadna obsluha,
robustnost, pomérné vysoka citlivost pro analyty obsahujici chromofor, moznost

vyuZiti pfi gradientovych analyzach.!”20
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3.4.6. Chromatografické systémy
V souCasné dobé& se v kapalinové chromatografii vyuziva Siroka Skala

separacnich modu:

e systémy s normalnimi fazemi (NP-HPLC)

systémy s reverznimi fazemi (RP-HPLC)

e jontové vyménna chromatografie (IEC)

e jontové parova chromatografie

e chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC)

e chromatografie hydrofobnich interakci (HIC)

e micelarni kapalinova chromatografie

e afinitni chromatografie

e molekulova vylu€ovaci chromatografie (SEC)

e chiralni chromatografie'”

| pfes prudky rozvoj modernich separaCnich technik, kterymi jsou napf.
HILIC nebo HIC, zustava v oblasti HPLC nejbéznéjSi separace v systému

reverznich fazi.”

Pfi chromatografii na reverznich fazich ma stacionarni faze nepolarni
charakter a je vétSinou tvofena modifikovanym silikagelem. Mobilni faze je
polarnéjsi, slozena ze smési organické slozky (nej¢astéji methanol, acetonitril
a jejich smési) a vody. Hlavnim mechanismem retence jsou zde hydrofobni

interakce zprostfedkované predevsim Van der Waalsovymi silami.’”

Zvlastnim typem HPLC separace je chiralni separace enantiomerd.
Pouzivaji se napf. polysacharidové, cyklodextrinové nebo glykoproteinoveé

chiralni stacionarni faze."”

22



3.4.7. Kvalitativni a kvantitativni analyza
Kvalitativni analyza

NejvyuzivanéjSim parametrem pro identifikaci latek v HPLC je retencni
Cas. V praxi se nejCastéji porovnava retenCni Cas analytu a referencniho
standardu za pouziti stejnych chromatografickych podminek (sloZzeni MF, teplota)

pro obé analyzy.6.22.23
Kvantitativni analyza

Kvantitativni hodnoceni je zaloZzeno na porovnani odezvy v analyze
hodnoceného analytu a jeho referen¢niho standardu. Hlavnim parametrem je
plocha, pfipadné vysSka piku. PFfi kvantitativnim hodnoceni se pouZivaji tyto
metody: metoda vnéjSiho standardu, metoda pfidavku standardu, metoda

vnitiniho standardu, metoda normalizace.?223

Pokud je pfed analyzou nutné provést slozitéjsi upravu vzorku, je vhodné
pouzit metodu vnitfniho standardu. Principem je pfidani roztoku vnitfniho
standardu (IS) o znamé koncentraci k roztoku vzorku i k roztoku standardu. To
nam umozni eliminovat chybu, ktera mlze vzniknout béhem manipulace se
vzorkem pfed vlastni analyzou, protoZe stanovovana latka i vnitfni standard jsou

ovlivnény stejné.?223

3.4.8. Validace

VSechny vyvijené analytické metody musi byt v ramci kontroly kvality
validovany. Cilem validace je urc€it podminky, za kterych je zku$ebni postup
pouzitelny, zaroven zajistit stejnou spolehlivost pfi opakovaném pouziti v jedné

nebo i riznych laboratofich.6.23

Existuje Fada smérnic, podle kterych Ize metodu validovat: smérnice EMA
(Guideline on Bioanalytical Method Validation), smérnice FDA (Bioanalytical
Method Validation, Guidance for Industry), smérnice ICH (Bioanalytical Method

Validation and Study Sample Analysis).?324.25.26.27
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Pfi validaci se ovéfuji nasledujici parametry:

e spravnost (accuracy)

e piesnost (precision)

e selektivita (selectivity)

¢ linearita (linearity)

e detekeni limit (limit of detection, DOD)

e kvantifika¢ni limit (limit of quantification, LOQ)
e rozsah (range)

e robustnost (robustness)?3

Selektivita je schopnost metody poskytnou informaci o kvalitativnim
i kvantitativnim slozeni vzorku i v pfitomnosti interferujicich latek, jakymi jsou jiné
ucinné latky, nedcistoty, pomocné latky, rozkladné produkty nebo zbytkova
rozpou$tédla. Selektivni metoda je tedy metoda, ktera za urcitych podminek
umoznuje presné a spravné stanoveni obsahu slozky vzorku i v pfitomnosti

smési jinych latek.6:23

Linearita je schopnost metody poskytnout v daném rozsahu linearni
korelaci mezi koncentraci analytu ve vzorku a odezvou detektoru. Nej¢astéjSim
zpusobem hodnoceni linearity je korela¢ni koeficient (R). pfi linearni zavislosti
nabyva hodnoty + 1, pficemz ¢im vice se blizi jedné, tim je zavislost obou

proménnych tésng;jsi."623

statisticky vyznamné odliSny od Sumu. Limit kvantifikace (LOQ) odpovida
koncentraci, pfi které spravnost a presnost stanoveni umoznuje kvantitativni

hodnoceni.6:23

Rozsah je interval hodnot méfené veli€iny ve vzorku, pro ktery se muze
metoda aplikovat. Zdola byva ohrani¢en limitem kvantifikace, horni ohranieni
muze byt €asto ureno maximalni odezvou, pfi jejimz prekroCeni pfistroj uz

nepracuje spravné.'6.23
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3.5. Zpracovani biologického materialu pred analyzou

Vétdina vzorkG neni kompatibilni s chromatografickymi technikami.
Duvodem je velka slozitost vzorku, vysoky obsah proteinu a balastnich latek. Ty
mohou interferovat se sledovanymi analyty, které byvaji Casto pfitomné ve
stopovych koncentracich oproti slozkdm matrice. Pfi nastfiku biomateridlu by
zarover mohlo dojit k pokozeni chromatografu. Uprava vzorku pied analyzou je

Vv s

chyb.?

Existuje cela fada technik upravy vzorku, které muizeme rozdélit na
konvenéni metody (SPE — extrakce na tuhou fazi, PP — srazeni protein(,
LLE — extrakce z kapaliny do kapaliny) a moderni pfistupy (on-line techniky,

mikroextrakce a techniky s vysokou selektivitou).23

Precipitace (srazeni) protein0 se nejCastéji provadi organickymi
rozpoustédly, jakymi jsou methanol nebo acetonitril. Mize byt vSak provedena
i pfidanim  silnych  kyselin  (pf. trifluoroctova, trichloroctova, chlorista,
chlorovodikova,...), soli vicemocnych iontd (pf. siran zine¢naty nebo médnaty,
hydroxid barnaty,...) pfipadné kombinaci deproteinacnich Cinidel. Ke vzorku se
pfida definovany objem tohoto precipitaéniho Cinidla a po intenzivnim protfepani
jsou vysrazené proteiny odstranény centrifugaci. Mezi vyhody tohoto postupu
extraktu (odstranény jsou jen proteiny) a zaroven urCité nafedéni vzorku.
Precipitaci Ize provést i zahfivanim pfi teploté 100°C, to vSak neni pfili§ ucinné

a mUze dojit k rozkladu analytu.?328

Principem LLE je extrakce latky z biologického materialu (vodna faze) do
s vodou nemisitelného organického rozpoustédla. Distribuce latky do obou fazi
je vyjadfena rozdélovacim koeficientem (Kp), ktery udava pomér koncentrace
latky v organické fazi a ve vodé. Cim vy$si je Kp, tim je extrakce U&inn&jsi.
Uginnost extrakce u ionizovatelnych 1&&iv Ize kromé jiného podpofit i nastavenim
pH.23.28

25



Principem extrakce na tuhou fazi je navazani analytu na sorbent
v extrakeni kolonce, zatimco balastni latky jsou vymyty z kolonky ven. Pouzivané
sorbenty jsou analogické HPLC separaci na koloné. Jsou ale vyuZivany vétsi
Castice a niZ8i tlaky, takze nelze dosahnout takové uc€innosti. Kolonka se nejprve
promyje organickym rozpoustédlem (kondicionace), nasledné se nanese vzorek.
Promytim kolonky vodou nebo pufrem dojde k vymyti balasti. Nakonec se
nanese rozpoustédlo (methanol nebo ACN), ¢imz se pferusi vazby analytu na

povrch sorbentu a dojde k jeho eluci.?328

Mezi hlavni pozadavky moderni pfipravy vzorkll mizeme zaradit zkraceni
Casu potfebného pro pfipravu vzorku, snizeni spotfeby rozpoustédel i samotného
vzorku, zvySeni selektivity extrakéniho procesu, snizeni poctu jeho kroku

a moznost automatizace celého procesu.?
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3.6. Publikované studie pro stanoveni vybranych
antibiotik
Tab 2 Studie ¢.1

HPLC, Uprava vzorku pred analyzou: precipitace protein(; zdroj?°

SF Ultrasphere XL-ODS, Beckman (75 x 4,6
mm ID; 3 ym)
10,53 mmol/l octan amonny — ACN (95:5)
MF upraveno na pH 4,0 ledovou kyselinou
octovou
Eluce izokraticka
Detekce UV pfi 298 nm
Objem nastfiku (ul) 5
Prutokova rychlost (ml/min) 1,0
Retenc¢ni ¢as (min) 52
Doba analyzy (min) 6,5
Stanovovana latka meropenem
Vzorek sérum
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Tab 3 Studie ¢. 2

HPLC; zdroj°

SF LiChrospher® 100 RP-18, Merck (250%4.0
mm ID; 5 ym)
ME 30mM fosfatovy pufr — ACN (90:10)
upraveno na pH 3,0 kyselinou fosforeCnou
Eluce izokraticka
Detekce UV pfi 298 nm
Objem nastfiku (ul) 20
Pratokova rychlost (ml/min) 1,0
Retencni ¢as (min) 6,87
Doba analyzy (min) 15
Stanovovana latka meropenem
Vzorek prasek pro injek¢éni roztok

Tab. 4 Studie ¢. 3

HPLC, uprava vzorku pfed analyzou: deproteinace ultrafiltraci; zdroj3’

SF pBondasphere C1g (150 x 3,9 mm; 5 pm)
(Waters Corporation, Milford, MA, USA)
ME 10mM fosfatovy pufr — ACN (90:10)
upraveno na pH 7,4
Eluce izokraticka
Detekce UV pfi 300 nm
Objem nastfiku (ul) 20
Pratokova rychlost (ml/min) 1,0
Retencni ¢as (min) 3,8
Doba analyzy (min) 7
Stanovovana latka meropenem
Vzorek lidska plazma
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Tab. 5 Studie ¢. 4

HPLC; zdroj??

SF LC+s Waters Assoc.(150 x 4,6 mm; 5 ym)
ME 15mM K2HPO;— ACN — MeOH (84:12:4)
upraveno na pH 4,0 kyselinou fosfore¢nou
Eluce izokraticka
Detekce UV pfi 307,6 nm
Objem nastfiku (ul) 50
Pratokova rychlost (ml/min) 1,0
Retencni ¢as (min) 7,47
Doba analyzy (min) 10
Stanovovana latka meropenem
Vzorek sérum, moc¢

Tab. 6 Studie ¢. 5

HPLC, uprava vzorku pfed analyzou: precipitace proteind; zdroj33

Diamonsil® C1g, Dikma Technologies,China

SF
(250 x 4,6 mm; 5 pm)
ME voda — ACN (2%ACN 0 — 10 min,
2 — 35%ACN 10 — 22 min)
Eluce gradientova
Detekce UV pfi 298 nm
Objem nastfiku (ul) 10
Pratokova rychlost (ml/min) 1,0
Retencni ¢as (min) 8 (imipenem); 20,8 (meropenem)
Doba analyzy (min) 30

Stanovovana latka

meropenem, imipenem

Vzorek

plazma
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Tab. 7 Studie ¢. 6

HPLC, Uprava vzorku pred analyzou: precipitace protein(; zdroj3*

Kinetex F5, Phenomenex, Aschaffenburg,

SF Germany) (150 x 3,0 mm; 2,6 pm)
odpovidajici pfedkolona
50mM fosfatovy pufr — ACN (0 — 25% ACN
MF 0 — 9 min, konstantni 1 min, navrat
k poCateCnim podminkam 0,1 min)
Eluce gradientova
Detekce UV pfi 220 (piperacilin) a 295 nm
(meropenem, imipenem, ceftazidim)
Objem nastfiku (ul) 10
Pratokova rychlost (ml/min) 0,4

Retencni ¢as (min)

3,8 (imipenem); 7,2 (ceftazidim); 8

(meropenem); 12,5 (piperacilin)

Doba analyzy (min)

17

Stanovovana latka

meropenem, imipenem, ceftazidim,

piperacilin

Vzorek

sérum
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Tab. 8 Studie ¢.7

HPLC, Uprava vzorku pred analyzou: precipitace protein(; zdroj3®

Atlantis T3, Waters, Saint Quentin, France
(150 x 4,6 mm; 5 uym;)

predkolona: Atlantis, Waters, Saint Quentin,

SF

France (20 x 4,6 mm; 5 um;)

10mM fosfatovy pufr — ACN (7 - 19%ACN
MF 0 — 6 min, 19 —49%ACN 6 — 16 min)

upraveno na pH 2,0 pomoci HCI

Eluce gradientova
UV pfi 210 (piperacilin), 230 (ceftazidim),
Detekce
298 nm (meropenem, imipenem)
Objem nastfiku (ul) 20
Prutokova rychlost (ml/min) 2,0

1,9 (imipenem); 4,2 (ceftazidim); 4,8

Retenc¢ni ¢as (min
(min) (meropenem); 12,8 (piperacilin)

Doba analyzy (min) 22

o meropenem, imipenem, ceftazidim,
Stanovovana latka . -
piperacilin

Vzorek plazma
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Tab. 9 Studie ¢. 8

HPLC, Uprava vzorku pred analyzou: precipitace protein(; zdroj3®
SF LiChrospher® 100RP-18, Merck, Darmstadt,
Germany (250 x 4 mm ID; 5 ym)
ME 50mM fosfatovy pufr — ACN (76:24)
upraveno na pH 3,5 kyselinou fosfore¢nou
Eluce izokraticka
Detekce UV pfi 258 nm
Objem nastfiku (ul) 50
Pratokova rychlost (ml/min) 1,0
Retencni ¢as (min) 6,9
Doba analyzy (min) 9
Stanovovana latka linezolid
Vzorek sérum

Ve vySe uvedenych studiich se pro HPLC stanoveni vybranych antibiotik
nejCastéji pouzivala kolona s C18 jako stacionarni fazi. Mobilni faze byla
nejCastéji slozena z fosfatového pufru o rizném pH (2,0; 3,0; 3,5; 7,4) a ACN.
Méné Casto byl pak pouZzit octan amonny o pH 4,0 s ACN nebo fosfatovy pufr
v kombinaci s ACN a methanolem. U studii, které se zabyvaly vice nez jednim
antibiotikem, byla pouzita gradientova eluce. Antibiotika byla detekovana UV
detektorem. Meropenem byl nejCastéji detekovan pfi 298 nm, méné pak pfi 300
nm, pripadné pfi 307,6 nebo 295 nm. Imipenem byl detekovan pfi 298, pfipadné
295 nm. Pro piperacilin byla pouzita vinova délka 210 nebo 220 nm a pro
ceftazidim 230 a 295 nm. Linezolid byl detekovan pfi 258 nm. Objem nastfiku byl
nejCastéji 10 ul, méné Casto 5, 20 nebo 50 pl. Pratokova rychlost byla v zavislosti
na koloné nastavena na 1,0 ml, pfipadné 0,4 nebo 2,0 ml. Antibiotika se nejCastéji
stanovovala v séru nebo v plazmé. U téchto vzorki se provadéla prakticky

vyhradné precipitace proteinu.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1.

Chemikalie, pristroje, pomucky

Chemikalie

methanol — VWR Chemicals, USA

kyselina fosfore¢na (85 — 88%) — Sigma Aldrich, Némecko

acetonitril — VWR chemicals, USA

hydroxid sodny koncentrovany RS — CL 2017

Meropenem Bradex 500 mg prasek pro injek¢ni/infuzni roztok, Bradex
(u€inna latka: meropenem trihydrat, pomocné latky: uhli¢itan sodny)
Imipenem/cilastatin AptaPharma 500 mg/500 mg prasek pro infuzni
roztok, Apta Medica International (Uc€inna latka: imipenem monohydrat,
cilastatin sodny, pomocné latky: hydrogenuhli€itan sodny)
Piperacillin/Tazobactam Mylan 4 g/500 mg prasek pro infuzni roztok,
Mylan S.A.S. (ucinna latka: piperacilin sodny, tazobactam sodny,
pomocné latky: Zzadné)

Fortum 500 mg prasek pro injekéni roztok, GlaxoSmithKline Limited
(u€inna latka: ceftazidim pentahydrat, pomocné latky: uhli¢itan sodny)
Linezolid Aurovitas 2 mg/ml infuzni roztok, Aurovitas s.r.o. (U¢inna latka:
linezolid, pomocné latky: monohydrat glukézy, dihydrat natrium-citratu,
monohydrat kyseliny citronové, kyselina chlorovodikova, hydroxid sodny,
voda pro injekci)

Voda ¢isténa pristrojem Milli — Q®, I1Q 7000

HPLC sestava

HPLC jednotka: Shimadzu, Japonsko

fidici jednotka: CBM-20A

degasser: DGU-20A3

Cerpadlo: LC-20AD

autosampler: SIL-20AC

termostat kolony: CTO-20AC

kolona: Ascentis® C18 (150 x 4,6 mm; 5 um)
detektor: UV-VIS SPD-20A

PC program: LabSolutions, verze 5.85
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Pristroje

analytické vahy — Sartorius analytic A200S, Némecko

pH metr - SCHOTT CG 843,Schott Instruments GmbH, Némecko
magneticka michacka — Color Squid, IKA, Némecko

vodni vyvéva — MEVACS, HZZ a.s., Ceska republika

tfepacka — Vortex — Wizard, VELP Scientifica, Italie

ultrazvukova lazen

centrifuga — Megafuge 8R, Thermo Fisher Scientific, USA

Laboratorni pomucky

Automatické pipety + Spicky, digestof, Eppendorf zkumavky, Erlenmeyerovy

bariky, filtracni barika, filtry (MS® Nylon Membrane Filter 0,22 ym, Membrane

Solutions), frita, kadinky, kopistky, laboratorni 1Zzicky, michadlo, odmérné bariky,

odmérné valce, stojan na zkumavky Eppendorf, stficka, sklenéné ty€inky,

vialky, vicka + septa, zatky (sklenéné, plastové), zkumavky
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4.2. Obecné postupy

4.2.1. Priprava roztoku

Zasobni roztoky antibiotik

Z ekonomickych ddvodld byly misto standardi uc€innych latek pouzity
I&Civé pfipravky obsahujici tato antibiotika. Ty kromé ucinnych latek obsahovaly
jesté pomocné latky. Proto bylo nejprve potfeba zjistit, kolik mg pfipravku

odpovida 1 mg ucinné latky.

Nasledné se zasobni roztok pfipravil tak, Ze se navazka odpovidajici 1 mg
ucinné latky rozpustila v 1 ml methanolu. Vysledna koncentrace antibiotika tak

¢inila 1 mg/ml.

Linezolid nebyl k dispozici ve formé prasku, ale jako roztok o koncentraci
2 mg/ml. Jeho zasobni roztok o koncentraci 1 mg/ml se tedy pfipravil v 10 ml

odmeérné bance, kam se odméfilo 5 ml roztoku a po rysku se doplnil methanol.
Zasobni roztoky antibiotik byly uchovavany v mraznicce.
Vzorky standardu k analyze

Kazdy vzorek k analyze se pfipravil smichanim 50 ul zasobniho roztoku

s 450 pl vody. Vysledna koncentrace nastfikovaného vzorku byla 100 ug/ml.

Pripravil se jeSté jeden smésny vzorek obsahujici vSechna antibiotika.

Odebralo se 50 pl z kazdého zasobniho roztoku a pfidalo se 250 pl vody.

4.2.2. Priprava mobilni faze

K 1000 ml vody se pfidalo 3,33 ml kyseliny fosfore¢né. Do vzniklého
roztoku se ponofily elektrody pH metru a za stalého michani na magnetické
michacce se postupné pfikapaval hydroxid sodny koncentrovany RS, dokud
nebylo dosazeno pH 2,5. takto pfipraveny 50mM fosfatovy pufr se nasledné

prefiltroval.

PFi gradientové eluci dochazelo k miseni mobilni faze automaticky pomoci
HPLC sestavy. Do pumpy A byl pfivadén fosfatovy pufr a do pumpy B Cisty ACN.

Mobilni faze se misila dle nastaveného gradientu.
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4.2.3. Priprava HPLC systému

Pokazdé, kdy bylo zménéno slozeni mobilni faze, se kolona nechala 20

min ekvilibrovat.

4.3. Vyvoj metody

Pfi vyvoji této metody se pocitalo s meropenemem jakozZto hlavnim
stanovovanym antibiotikem. PoZzadavek byl, aby se tato metoda dala pouzit i pro
dalSi antibiotika (imipenem, ceftazidim, piperacilin a linezolid). Proto bylo nutné
nastavit chromatografické podminky tak, aby eluce vSech zminénych latek
probéhla v rozumné kratkém Case a zaroven nedochazelo ke koeluci. Tedy, aby
piky jednotlivych antibiotik ve vysledném chromatogramu byly dostate¢né

oddélené a daly se tak snadno od sebe rozlisit.

Podminkou bylo, aby tato metoda byla jednoduchd, snadno proveditelna
a nevyzadovala zadnou specialni instrumentaci ani extrémni chromatografické

podminky.

Pro separaci byla pouzita kolona Ascentis® C18 (150 x 4,6 mm; 5 ym).
Separace tedy probihala na reverznich fazich. Pro srovnani se zkousSela i kolona
LiChrospher® 100 (250 x 4 mm; 5um).

PFi vyvoji metody se postupné zkousely rizné chromatografické podminky
tak, aby co nejvice vyhovovaly stanovovanym latkam. Pfi vybéru vhodné mobilni
faze byl zkouSen fosfatovy pufr o rizném pH (2,5 — 6,8) v kombinaci
s acetonitrilem (5 — 20%). Jako alternativa k acetonitrilu se zkouSel methanol
(5 -20%).

Nejprve byla vyvijena metoda pro eluci izokratickou. Ta se ukazala jako
nedostatecna, protoze jednotliva antibiotika méla velmi podobny retencni Cas
a jejich separace nebyla dostateCna. Dale se proto pokraCovalo s vyvojem
metody pro eluci gradientovou. Gradient byl postupné nastavovan tak, aby
dochazelo k lepSi separaci latek a zaroven se zkratila doba analyzy na pfijatelnou

hodnotu.

Pratokova rychlost mobilni faze byla nastavena na 1 ml/min. P¥i vyvoji se

zkouSela teplota 20, 25 a 30°C. Pro analyzu byla nakonec zvolena teplota 25°C.
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Po zhodnoceni vlastnosti danych antibiotik byla pro tuto metodu zvolena
UV detekce. Jednotlivé vinové délky byly nastaveny podle maximalni absorbance
antibiotik (Tab. 10).

Tab. 10 Maximalni absorbance vybranych antibiotik3"383%40

ATB VInova délka (nm)
Meropenem 300
Imipenem 297
Piperacilin 200
Ceftazidim 256
Linezolid 251

4.4. Precipitace proteinu

Pro uUpravu vzorku pfed vlastni analyzou byl pouZit postup precipitace
proteind, ktery nam ochotné sdélila PharmDr. Pavla Pilafova, Ph.D. Tento postup
precipitace protein(i pochazi z laboratore UKBD ve FN v HK, ktera pouziva pro
vyhodnoceni téchto antibiotik HPLC s MS detekci.

4.4.1. Priprava precipitacni smési
Precipitacni smés byla pfipravena smisenim 10 ml ACN a 10 ml MeOH.

Vznikly roztok byl nasledné promichan.

4.4.2. Priprava redici smési
Redici smés byla pfipravena smisenim 10 ml precipita¢niho &inidla a 13

ml vody. Vznikly roztok byl nasledné promichan.
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4.4.3. Vlastni postup

e odebrat 50 yl vzorku plazmy do Eppendorf zkumavky

e pfidat 50 pl vody

e pfidat 500 pul precipitatni smési

e promichat 1 min na vortexu

e nechat 5 min stat

e pfidat 650 pl vody

e promichat 30 s na vortexu

e provést centrifugaci pfi 15 000 ot./min po dobu 15 min pfi 10°C
e odebrat 100 yl horni vrstvy do Eppendorf zkumavky

e piidat 900 pl fedici smési

e promichat na vortexu

Na zminovaném pracovisti stanovuji vybrana antibiotika metodou HPLC
s detekci na hmotnostnim detektoru typu trojitého kvadrupélu, proto v druhém
kroku pfidavaji k vzorku plazmy 50 pl vnitfniho standardu — meropenemu-d6
(deuteriem znaCeného meropenemu). V naSem pfipadé bylo misto tohoto

vnitfniho standardu pfidano odpovidajici mnozstvi vody.

Pfidavek fedici smési v postupu precipitace ma vyznam pro stanovovani
s MS detekci. Redéni se provedlo pouze na zkousku, jestli vyvinuta metoda bude
natolik citliva, aby tak nizkou koncentraci zaznamenala. Dale se pak posledni dva

kroky vynechavaly.
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5.VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této prace bylo vyvinout a optimalizovat podminky pro HPLC
analyzu meropenemu a dalSich vybranych antibiotik v biologickém materialu.
Validace se provadéla pouze CasteCné se zaméfenim na rozsah metody, jeji
selektivitu a linearitu. Divodem mensiho rozsahu validace bylo to, ze metoda
pfipravy vzorku byla pfevzata z laboratofe, kde jiz byla provedena validace
a dale, Ze v pfipadé, Ze se tato laboratof rozhodne vyvinutou metodu pouZivat,

bude si muset validaci provést podle vlastnich pfedpisa.

5.1. Vyvoj metody

Pro vyvoj vhodné metody pro stanoveni meropenemu a dalSich vybranych
antibiotik byla zvolena kolona Ascentis® C18 (150 x 4,6 mm; 5 ym). Jedna se
o kolonu néplfiovou. Je vyplnéna malymi poréznimi ¢asticemi o velikosti 5 uym,
které disponuji velkym povrchem. PoCet volnych silanolovych skupin stacionarni
faze je redukovan chemickym procesem zvanym endcapping. Je vhodna pro
analyzu pfi pH 2,0 — 8,0.234142

Pfi vyvoji byly zkouSeny ruzné chromatografické podminky. Po
prostudovani odborné literatury byla pro UV detekci zvolena vinova délka 298 nm
(pro MP, IP), 254 nm (pro CF a LN) a 210 nm (pro PP).29:30:31,32,33,34,35,36

Vyvoj zaCal testovanim metody izokratické. Nejprve byla pouzita mobilni
faze slozena zfosfatového pufru (pH 2,5) a acetonitrilu (20 %). Retence
meropenemu ani dalSich antibiotik nebyla dostateCna. Retencni Ccas
meropenemu (stejné jako imipenemu) byl 4 min, k eluci ceftazidimu a piperacilinu

doSlo dokonce jesté dfive (3 a 2,9 min). Retencni €as linezolidu byl 19 min.
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Proto byla koncentrace acetonitrilu snizena na 10 %. Reten¢ni Cas
meropenemu se prodlouZil na 13,5 min. ZvySila se i retence ceftazidimu
a piperacilinu. Na chromatogramu imipenemu se objevily dva piky. Jednalo se
pravdépodobné o cilastatin, ktery byl obsaZen v pouzitém léCivém pfipravku
spolu s imipenemem. Tyto piky ale nebyly dostateCné oddélené, proto se
koncentrace acetonitrilu snizila na 5 %. Tato koncentrace byla dostate¢na
k tomu, aby na chromatogramu byly dva zfetelné oddélené piky. Nyni bylo nutné
rozlisit, ktery pik patfi imipenemu. Z udaju vyc¢tenych z literatury ma imipenem pfi
vinové délce 298 nm podstatné vysSi absorbanci nez cilastatin a jelikoZ obé latky

jsou v roztoku ve stejné koncentraci, bude mit pik imipenemu vétsi plochu.*344

Déle se zkousSela mobilni faze s 15% acetonitrilem. Retenéni Casy

jednotlivych antibiotik se zkratily, ale jejich separace nebyla dostate¢na.

Pro porovnani se nasledné zkousSela mobilni faze s fosfatovym pufrem
(pH 6,8) a acetonitrilem. Koncentrace acetonitrilu byly postupné ménény stejné
jako u pfedchozi mobilni faze s pH 2,5. Nicméné se ukazalo, Ze pfi pouZziti této
mobilni faze nejsou vzniklé piky tak symetrické a ani v tomto pfipadé nedoslo
k dostate¢nému oddéleni pika jednotlivych antibiotik. Proto se od tohoto pH

upustilo.

Nasledné se testovala mobilni faze s fosfatovym pufrem, tentokrat
upravenym na pH 4,5. Druhou sloZzkou mobilni faze byl acetonitril, jehoz
koncentrace byla postupné ménéna stejné jako v predchozim pfipadé. Ani toto

sloZeni ovSem nepfineslo lepsi vysledky nez ty, které byly ziskany pri pH 2,5.
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Nasledujici chromatogram srovnava piky meropenemu pfi rGzném pH
(Obr. 4).
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Obr. 4 Srovnani chromatogramu MP, MF 20% ACN pri rizném pH fosfatového
pufru: pH 2,5 (¢erné); pH 6,8 (razové); pH 4,5 (modre)

V dalsim postupu se zkouSelo, jestli se lepSiho rozdéleni antibiotik
nedosahne vyménou acetonitrilu za methanol. Opét byl pro mobilni fazi pouzit
fosfatovy pufr (pH 2,5) bylo vytvofeno nékolik pokusl s riznymi koncentracemi
methanolu (5 %, 10 %, 15 % a 20 %). Vysledky zadny posun nepfinesly, naopak
se methanol neukazal jako vhodna alternativa acetonitrilu (Obr.5). Proto jsme se

v dalSich krocich vratili opét k acetonitrilu.

uv

500000 MP
450000
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300000
250000
200000
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100000 MP
N
50000 N\
)\
. Y,
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0.0 10 20 30 40 50 6.0 7.0 80 9,0 10,0 11,0 min

Obr. 5 Srovnani retence MP: MF - 20% ACN, fosfarovy pufr pH 2,5 (Cerné);
MF - 20% MeOH, fosfatovy pufr pH 2,5 (rizové)
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Jelikoz se zadnym z pfedchozich pokuslU nepodafilo dostatecné oddélit
piky jednotlivych antibiotik, bylo jasné, Ze izokraticka eluce nebude dostatecna
a bude nutné vyvinout vhodny gradient. Cilem bylo oddélit predevsim
meropenem a ceftazidim, jejichz retenéni Casy byly témér totozné. Pfi zméné
chromatografickych podminek ale zaCalo dochazet ke koeluci u piperacilinu
a linezolidu, coZ se upravou gradientu podafrilo také vyresSit. Zaroven se pouzitim
gradientu zkratila doba analyzy, protoZe pfi izokratické analyze mél linezolid pfilis
dlouhy retencni €as oproti ostatnim antibiotikim. Gradientem se podafilo snizit

retenci linezolidu natolik, aby se eluoval blize zbylym zkouSenym latkam.

Nastavenim gradientu se podafilo meropenem od ceftazidimu oddélit, ale
nebylo dosazeno separace téchto pikd Uplné na zakladni linii. Proto se zkouSelo
snizit teplotu v kolonovém prostoru z ptivodné nastavenych 25°C na 20°C nebo
zvysit az na 30°C. Ani zména teploty nepfinesla zlepSeni, a tak byla ponechana
na 25°C.

Pro porovnani byla zkouSena separace na jiné koloné, konkrétné
LiChrospher®100 RP — 18 (250 x 4 mm; 5 pym). jedna se o kolonu s piné

poréznimi ¢asticemi, ktera je vhodna pro analyzu pfi rozmezi pH 2,0 — 7,5.4°

Aby bylo mozné pouzit vyvinutou metodu pro kolonu s odliSnymi rozméry,

bylo nutné prepocitat rychlost priitoku mobilni faze za pouziti vzorce:

I, X d3
F, = F; X
2T L xd?

F2 ... upravena pratokova rychlost v ml/min
F1 ... pGvodni pratokova rychlost v ml/min
l1 ... délka puvodni kolony v mm

l2 ... délka nové kolony v mm

ds ... vnitfini primér pavodni kolony v mm

d2 ... vnitfni pramér nové kolony v mm?*
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Pratokova rychlost mobilni faze musela byt podle vypo¢tu zménéna
z 1,0 ml/min na 1,26 ml/min. Separace na této byla velice podobna, pfesto o néco
horsi, piky se neoddélovaly na zakladni linii (Obr. 6 a 7). Proto se pfeslo zpét na
plvodni kolonu Ascentis® C18 (viz Obr. 8 a 9).
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Obr. 6 Kolona Lichrospher®100 RP — 18, UV detekce pfi vinové délce 298 a od
9,5 min pfi 210 nm
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Obr. 7 Kolona Lichrospher®100 RP — 18, UV detekce pfi vinové délce 254 nm
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Tabulka 11 Retencni ¢asy jednotlivych analytt

Analyt tr (mMin)
meropenem 9,0
imipenem 3,2
ceftazidim 8,6
piperacilin 12,8
linezolid 12,4

5.2. Parametry vyvinuté metody
Rozméry kolony: délka 150 mm; ID 4,6 mm

Stacionarni faze: silikagel C18 (velikost &astic 5 um, velikost pord 100A)
MF A: 50 mM fosfatovy pufr pH 2,5

MF B: acetonitril

Teplota: 25°C

Objem nastriku: 10 ul

Pratokova rychlost: 1 ml/min

Detekce: spektrofotometricky detektor, vinova délka 210 (piperacilin),

254 (ceftazidim, linezolid) a 298 nm (meropenem, imipenem)
Eluce: gradientova

Tab. 12 Gradient vyvinuté metody

Cas (min) MF A (%) MF B (%)
0-3 94 6
3-9 80 20
9-10 45 55

10-125 45 55

12,5-13 94 6
13-15 94 6
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Tab. 13 UV detektor — vinové délky kanéli (CH1 a CH2)

Cas (min) ViInova délka CH1 (nm) | ViInova délka CH2 (nm)
0-95 298 254
95-15 210 254

Celkova doba analyzy: 15 min
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Obr. 8 Vysledek vyvinuté metody; UV detekce pfi 298 nm, od 9,5 min pii 254 nm;
tr (IP) = 3,2 min; tr (MP) = 9 min; tr (PIP) = 12,8 min
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Obr. 9 Vysledek vyvinuté metody; UV detekce pri 254 nm; tr (CF) = 8,6 min;
tr (LN) = 12,4 min
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5.3. Vzorky pacientu

Po vyvoji metody bylo vhodné ovéfit metodu na jiz analyzovanych vzorcich
biologického materialu z plvodni laboratofe. Z laboratofe jsme obdrzeli jiz
zpracované vzorky pfipravené pro analyzu: cCisté lidské plazmy a vzorky
meropenemu V plazmé o koncentraci K1 (4 pg/ml), K2 (32 pg/ml), K3 (100
pug/ml). Dale nam byly poskytnuty vzorky tfi riznych pacientd, kterym byl podan

meropenem.

Nejprve se zjistovalo, jestli pik meropenemu nebude interferovat s piky,
které jsou pritomné v Cisté plazmé. Nastfikl se vzorek Cisté plazmy upraveny
izolaCnim postupem a zjistilo se, Ze v oblasti eluce meropenemu nejsou zadné

interferujici piky.

Dale byl proveden nastfik vzorkl pacientl a sledovalo se, jestli bude pik

meropenemu na chromatogramu zfetelny (Obr. 10).
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Obr. 10 Vzorky tfi pacientd, kterym byl podan MP; UV detekce pfi 298 nm

5.4. Validace metody

Byla provedena validace pouze nékterych parametrd. Jak uz bylo
zminovano vyse, pokud se laboratof rozhodne vyvinutou metodu pouzit, bude
muset provést validaci podle vlastnich predpisd. Vybranymi validaénimi

parametry byly: selektivita, linearita, vytéZnost extrakce.
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5.4.1. Selektivita

Zavér: K dispozici byl jeden blank, ktery nevypada jako Cista plazma. Tak velky
pik ve 12 min v blanku neni obvykly (Obr. 11, 12). Je tedy mozné, Ze pouzita
plazma obsahovala néjaké léCivo. Pro linezolid se tato metoda neukazala jako
dostatecné selektivni. Pokud by se tato metoda méla pouZzivat pro linezolid, bylo
by vhodné dale zkousSet, jestli je tento pik opravdu béZnou soucasti blanku.
Z hlediska meropenemu a zbylych antibiotik je vyvinuta metoda dostatecné

selektivni, protoze jednotlivé piky jsou od sebe dostatecné oddélené.
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Obr. 11 Chromatogram vybranych ATB (ruZové) a blanku (Cerné); UV detekce pri
298 nm, od 9,5 min pri 210 nm
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Obr. 12 Chromatogram vybranych ATB (rtizové) a blanku (¢erné); UV detekce pfi
254 nm
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5.4.2. Linearita

Linearita metody byla zjiStovana pro meropenem. Linearita byla
zobrazena jako kalibracni pfimka, tedy zavislost odezvy detektoru na koncentraci
latky. Pro stanoveni linearity se pfipravila série vzorkl o znamé koncentraci

(Tab. 14). Pro popis zavislosti byla vyuZzita rovnice pfimky (Obr.13).1%22

v v

podle MIC meropenemu. Podle informaci z nemocnice by méla koncentrace
tohoto antibiotika dosahovat 4 — 5x MIC po dobu 40 — 100 % davkovaciho
intervalu podle zavaznosti infekce. Hodnota MIC meropenemu se nejCastéji

pohybuje kolem 4 pg/ml, proto byla jako prvni bod kalibracni pfimky zvolena

koncentrace 16 ug/ml.37:46

Tab. 14 Hodnoty kalibracni pfimky pro meropenem

Koncentrace MP (ug/ml) Plocha piku
16 5015
20 8188
32 11154
60 24067
100 46039
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Kalibraéni pfimka

30000
y = 479,47x - 2971,1

R*=10,9928

Plocha piku

0 20 40 60 80 100 120
Koncentrace (pg/ml)

Obr. 13 Graf zavislosti ploch piki MP na koncentraci meropenemu

regresni rovnice: y = 479,47x — 2971,1
koeficient determinace: R2 = 0,9928: koeficient korelace: R = 0,9964

Zavér: Ziskana kalibracni kfivka prokazala linearitu metody. Hodnota korelacniho
koeficientu je R > 0,99.
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5.4.3. Vytéznost extrakce (Recovery)

VytéZnost extrakce byla stanovovana ze vzorki meropenemu ve vodé

a v plazmé o stejné koncentraci, ktera se pouZila pro hodnoceni linearity (Tab.

15).

Tab. 15 Hodnoty vytéZnosti extrakce pro meropenem

Koncentrace MP

Plocha piku (MP

Plocha piku (MP

Recovery (%)

(ug/ml) v plazmé) ve vodé)
16 5010 5161 97,17
20 8188 9214 88,86
32 11154 12152 91,79
60 24067 24962 96,41
100 46039 45230 101,79
RSD (%) 4,71

recovery, ale jen to, ZzZe ma byt konzistentni a reprodukovatelna. Dosazené

hodnoty pro meropenem jsou pomérné vysoké a RSD téchto hodnot z riiznych

hladin je nizka.
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6.ZAVER
V této diplomové praci byla vyvinuta a optimalizovana metoda pro

stanoveni vybranych antibiotik (meropenem, imipenem, ceftazidim, piperacilin

a linezolid) v plazmé pomoci HPLC.

Dle pozadavkl zadavatele méla byt metoda jednoducha, bez potfeby
slozité instrumentace, s vyuZitim jiného typu detekce, nez je MS. Zarover méla
byt vhodna pfedevsim pro meropenem, proto byla vénovana pozornost zejména

tomuto antibiotiku.

Teoreticka Cast této diplomové prace se zabyvala charakterizaci
jednotlivych antibiotik — jejich vlastnostmi, uc€inky, indikacemi, davkovanim apod.
Déle tu byly shrnuty poznatky o vysokoucinné kapalinové chromatografii.
V teoretické Casti jsou také shrnuty poznatky z publikovanych studii, které se

zabyvaji HPLC analyzou vybranych antibiotik za pouziti UV detekce.

V experimentalni ¢asti jsou shrnuty postupy pfipravy roztokd, mobilni faze.
Daéle se tato ¢ast vénovala vyvoji optimalizovanych podminek pro HPLC analyzu

vybranych antibiotik. Parametry vyvinuté metody jsou uvedeny v kapitole 5.2.

Pro HPLC stanoveni vybranych antibiotik byla zvolena gradientova eluce
(Tab. 12). Mobilni faze se skladala z kombinace ACN a 50mM fosfatového pufru
o pH 2,5. Antibiotika byla detekovana pomoci UV detektoru pfi vinovych délkach,
které byly zvoleny na zakladé maximalni absorbance jednotlivych antibiotik

(Tab. 10, 13). Celkova doba analyzy ¢inila 15 min.

Pro upravu vzorku pfed analyzou byla zvolena metoda precipitace
proteind, ktera se pouziva v laboratofi UKBD FN v HK, kde jsou tato antibiotika
stanovovana MS detekci. Postup precipitace proteini nam byl sdélen PharmDr.

Pavlou Pilafovou Ph.D.

Vyvinuta metoda nebyla pIné validovana z toho duvodu, Zze pokud se
laboratof rozhodne vyvinutou metodu pouzit, bude muset provést validaci podle
vlastnich predpistd. Vybranymi validaénimi parametry byly: selektivita, linearita

metody pro meropenem a vytéznost extrakce.
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7.SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN Acetonitril
APCI Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric
pressure chemical ionization)
APPI Fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric pressure

photoionization)

CF Ceftazidim

CH kanal UV detektoru

DAD Detektor s diodovym polem (Diode array detector)

EMA Evropska Iékova agentura (European Medicines Agency)
ESI lonizace elektrosprejem (Electrospray ionization)

FDA Ufad pro kontrolu potravin a lé&iv (Food and Drug
Administration)

HIC Chromatografie  hydrofobnich interakci  (Hydrophobic
interaction chromatography)

HILIC Chromatografie  hydrofilnich  interakci  (Hydrophyllic
interaction chromatography)

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High performance
liquid chromatography)

ICH Mezinarodni rada pro harmonizaci technickych pozadavki

na humanni |éCivé pfipravky (The International Council for Harmonisation of

Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use)

ID Vnitfni pramér (Internal diameter)

IEC lontové  vyménna chromatografie (lon  exchange
chromatography)

IP Imipenem

IS Vnitini standard (Internal standard)

Kb Rozdélovaci koeficient

KoHPO4 Hydrogenfosfore¢nan draselny

LLE Extrakce z kapaliny do kapaliny (Liquid-liquid extraction)
LOD Limit detekce (Limit of detection)

LOQ Limit kvantifikace (Limit of quantification)

LN Linezolid
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MeOH

MF

MIC
concentration)
MP

MRSA

MS

NaOH
NP-HPLC
Obr.

PBP

PIP

PP

RP-HPLC
RSD

R

SEC
chromatography)
SF

SPE

Tab.

tr

uv

UKBD FN HK
Hradec Kralové
VIS

VRE

VRSA

Methanol
Mobilni faze

Minimalni

Meropenem

inhibicni

koncentrace  (Minimum  inhibitory

Meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus

Hmotnostni spektrometrie (Mass spektrometry)

Hydroxid sodny

HPLC na normalni fazi (Normal phase HPLC)

Obrazek

Protein vazici penicilin (Penicillin binding protein)

Piperacilin

Srazeni proteinu (Protein precipitation)
HPLC na reverzni fazi (Reversed phase HPLC)

Relativni smérodatna odchylka

Korelaéni koeficient

Molekulova vylu€ovaci

Stacionarni faze

chromatografie (Size exclusion

Extrakce na tuhou fazi (Solid phase extraction)

Tabulka

Retendni Cas

Ultrafialovy (Ultraviolet)

Ustav klinické biologie a diagnostiky Fakultni nemocnice

Oblast viditeIného spektra (Visible spectrum)

Vankomycin-rezistentni Enterococci

Vankomycin-rezistentni Staphylococcus aureus
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