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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Kandidat: Samuel Sovic¢

Skolitel’: PharmDr. Pavla Pilafova, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Vyuzitie kvapalinovej chromatografie vo farmaceutickej analyze 11

Diplomovéa praca sa zaobera analyzou retencného chovania vybranych antiepileptik:
Gabapentin, Levetiracetam, Primidon a Lamotrigin. Boli testované tri rozne Cig stacionarne
fazy Phenyl ; PFP; Kinetex, rdzne zloZenie mobilnej fazy, teplota na koloéne a vhodné vinové
dizky v rozmedzi 210-220 nm pre vietky analyty. Optimalne podmienky analyzy boli na koléne
Agilent Eclipse XDB-Phenyl 5 pm (4,6mm x 150mm), pri teplote 40 °C a prietoku MF 0,8
ml/min, pri vinovej dizke 220 nm. Vytvorenim gradientu bola analyza skratena z 15 minit pri
izokratickej elucii na 9 mintt. Metdda bola Ciastocne validovana z hl'adiska linearity, presnosti,

preciznosti, selektivity a robustnosti. Dalej bola metoda aplikovana na realne vzorky pacientov

z FN HK.
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ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis
Candidate: Samuel Sovic¢

Tutor: PharmDr. Pavla Pilafova, Ph.D.

Title of Thesis: The use of liquid chromatography in pharmaceutical analysis II

The diploma thesis deals with the analysis of the retention behavior of selected antiepileptics:
Gabapentin, Levetiracetam, Primidone and Lamotrigine. Three different Cig stationary phases
were tested such as Phenyl; PFP; Kinetex, different mobile phase composition, column
temperature and suitable wavelengths in the range of 210-220 nm for all analytes. The optimal
analysis conditions were on an Agilent Eclipse XDB-Phenyl 5 um column (4.6 mm x 150 mm),
at a temperature of 40 °C and a flow rate of MP at 0.8 ml/min, at a wavelength of 220 nm. By
creating a gradient, the analysis was shortened from 15 minutes with isocratic elution to 9
minutes. The method was partially validated in terms of linearity, accuracy, precision,
selectivity and robustness. After that, the method was applied for real samples of patients from

FN HK.



Zoznam pouZzitych skratiek
A — Area under the peak
ACN - acetonitril

AED — Antiepileptic drug
apod. — a podobne

atd’. — a tak d’alej

CNLSD - Condensation nucleation light scattering detector, detektor rozptylu svetla

s kondenza¢nou nukleéciou

DAD - Diode array detector, detektor s diodovym pol'om

ELSD - Evaporative light-scattering detector, detektor odparovacieho rozptylu svetla
EMA — European Medicines Agency, Eurdpska liekova agentara

ETH — Ethanol

FDA — Food and Drug Administration, Urad pre kontrolu potravin a liegiv
FN HK — Fakultni nemocnice v Hradci Kralové

GABA — Gabapentin

GC — Gas chromatography, plynova chromatografia

HPLC — High Performance Liquid Chromatography

chrom. - chromatograficky

ICH — International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals
for Human Use, Medzinarodna rada pre harmonizaciu technickych poziadavkov na humanne
lieciva

LAMO - Lamotrigin

LC-MS - Liquid chromatography—mass spectrometry, kvapalinovd chromatografia

s hmotnostnou chromatografiou
LEVE — Levetiracetam

LOD - limit of detection, limit detekcie



LOQ — limit of quantification, limit kvantifikacie

MF — Mobilna faza

METH — Methanol

MP — Mobile phase

MU — Mechanizmus aéinku

NPC — Normal Phase Chromatography

napr. — napriklad

PDA — Photodiode array detector, fotodiodovy detektor
PRIM - Primidon

RPC - Reverse Phase Chromatography, vysokou¢inna kvapalinova chromatografia na

reverznych fazach

SF — Stacionarna faza

SLT — Sulfathiazol

TDM — Therapeutic drug monitoring
THF - Tetrahydrofuran

tr — retencny cas

tzn. — to znamena

UV - Ultraviolet, ultrafialové ziarenie

UV/VIS — ultraviolet/visible, ultrafialové a viditeI'na oblast’ svetla



1 UVOD

Tato diplomova praca sa zameriava na hodnotenie antiepileptickych lieCiv ako su
Levetiracetam, Lamotrigin, Primidon a Gabapentin, ktoré sa predovsetkym pouzivaju k liecbe
epilepsie. Epilepsia, je porucha pretrvavajucich nevyprovokovanych zachvatov, ktord moze
byt’ spojena s kognitivnymi a psychiatrickymi problémami. Odhaduje sa, ze okolo 70 miliénov
I'udi trpi touto poruchou, ktora znizuje kvalitu Zivota a zvySuje riziko pred¢asného umrtia.
Vyber antiepileptika (AED), ktoré by kontrolovalo alebo znizilo frekvenciu zachvatov je
vysoko individudlne pre kazdého pacienta, ked’ze pri spradvnom vybere lieiva zalezi do
viacerych faktorov ako je typ zachvatov, vek pacienta a celkové zdravie. KI'i¢ovym krokom
pri zacati liecby je identifikdcia zachvatov. Delia sa na fokdlne (zahfiiajii lokalizovanu siet’
neurénov) alebo generalizované zachvaty (rychle zapojenie bilateralne distribuovanej
neurénovej siete). Zachvat moze nastat’ v ktoromkol'vek laloku mozgu, ale najbeznejSim je
temporalny lalok. Zriedka kedy pri terapii postaci jedno liecivo, je potrebné ich kombinovat'.
V¢éasna odpoved’ na liecbu je dolezitym pozitivnym prediktorom dlhodobej progndzy, zatial’ ¢o
vysoky pocet zachvatov v Case diagndzy alebo mentalne postihnutie st prediktormi
negativnymi. VacSina AED maju uzky terapeuticky index. Preto je klinickd farmakokinetika

a terapeutické monitorovanie lieCiv na mieste. (1-4)

NajcastejSou metodou pre TDM je predovsetkym pouzitie HPLC, ktora je vyuzivana
pre stanovenie vybranych antiepileptik aj v tejto diplomovej praci. Okrem spominanej HPLC
sa vyuZzivajl aj stanovenia pomocou imunochémie alebo plynovej chromatografie (GC). Pre
HPLC sa vyuziva spojenie s UV alebo MS detekciou, prva zmienend bola vyuZitd v merani
analytov. NajvhodnejSou stacionarnou fazou je systém reverznych faz, ktoré su v stcastnej
farmaceutickej analyze najpouzivanejsie, kvoli svojim viacerym benefitom, v tejto diplomove;j

praci boli vyuZivané tieto reverzné fazy: Phenyl ; PFP; Kinetex.
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2 Ciele prace

Diplomova praca nadvizuje na poznatky bakalarskej prace Martina Smolika (2021), ktora sa
zaoberala retenénym chovanim vybranych antiepileptik — Levetiracetam, Lamotrigin,
Gabapentin a Primidon, z ¢oho sa najmé sustredila na prvé dve zmienené lieciva. Ciel'om tejto
diplomovej prace je overenie vyvinutej metody na inych stacionarnych fazach t.j. Phenyl a PFP,
pri r6znych podmienkach (zmena prietoku, zmena teploty, zmena zlozenia pufru a zmena
koncentracie pufru) ataktiez prevedenie ciastocnej validacie metody ako je linearita,
preciznost’, presnost’, robustnost’, aby mohla byt metdda pouzita ako zaloznd k HPLC-MS vo

Fakultnej nemocnici v Hradci Kralové.

Poslednym ciel'om je overenie metddy na realnych vzorkach dostupnych z FN v HK.
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3 Teoreticka ¢ast’

3.1 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (High Performance Liquid Chromatography -
HPLC), je univerzalna analytickd metdda, pouzivana na separaciu, identifikaciu a kvantifikaciu
komponentov zmesi. HPLC mdéze byt plne automatizovand pomocou sofistikovanych
autosamplerov a systémov na ziskavanie dat pre nepretrziti analyzu a generovanie vysledkov.
Je vhodné pre analyzu Sirokého mnozstva existujicich zlucenin, aj tych, ktoré su tepelne
nestale, alebo nachylné k oxidacii. Medzi jej vyhody patri rychlost’ (vac¢Sina analyz trva do 30

minut), Siroky vyber stacionarnych faz, senzitivita (rozne detektory). (5, 6)

3.1.1 Princip HPLC

HPLC funguje na principe separdcie medzi dvoma fazami — stacionarnou fazou (SF)
a mobilnou fazou (MF). Analyza zafina vstreknutim rozpustenej vzorky v rozpustadle do
kvapalnej mobilnej fazy, ktord je pod vysokym tlakom pumpovana do kolony. Kolona je
naplnena stacionarnou fazou, ktora interaguje s pridiacou mobilnou fazou. Zlozky, ktoré maju
silnejSiu afinitu k staciondrnej faze, budi dlhsie zadrzané a budu sa eluovat’ neskor, zatial’ ¢o
zlozky, ktoré maju slabsiu afinitu k stacionarnej faze, opustia kolonu rychlejsie. Tato rozdielna

retencia spdsobi, Ze sa jednotlivé zlozky zmesi oddelia pri prechode kolénou. (7-9)

Mobile
phase

Stationary {
phase

Obrazok ¢.1: Zobrazenie separacie. (9)
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3.1.2 InStrumentacia chromatografov

I_ I

Solvent ""
bottles | Degasser %%Iltéré'lrni

f ] i | :
Pumping [ fInjector with Detector(s)

system autasampler e T

Waste or
fraction collector

Obrazok ¢.2: Schématické znazornenie HPLC systému. (8)

HPLC systém pozostdva z nasledujucich komponentov: zdsobniky s mobilnou fazou,
vysokotlakové cerpadlo (pumpa), degasser (odplynovac), davkovac (autosampler), kolona,
detektor, pocitac so softvérom a odpadovd nddoba. Ulohou zasobnych flia§ je poskytnutie
dostato¢ného mnozstva objemu mobilnej faze na HPLC separaciu. MF sa za pomoci Cerpadla,
ktoré¢ zaist'uje kontrolovany a staly prietok, dostava pod vysokym tlakom do systému. Pumpy
obsahuju pohyblivé casti ako ventily a piesty, ktoré st nachylné na poskodenie malymi
Casticami ako je prach, odportca sa sfiltrovat MF za pomoci aspon 0,45 pm alebo 0,22 pm
filtru pred uvedenim do HPLC systému. Degasser sliZi na odplynenie mobilnej faze. Ak sa
neodstrani plyn z MF, moZu nastat’ komplikacie ako fluktudacia tlaku, ovplyvnenie analyzy pri
nizkych objemoch analytu (1-2 pL) a podobne. Davkovac vstrekne analyt v ur¢itom objeme (v
jednotkéach pL) z vialky alebo insertu do toku mobilnej fazy. Medzi autosamplerom a kolénou
resp. tesne pred kolénou sa modze nachddzat kratSia predkolona, ktord slizi ako ochrana
analytické kolon pred zanesenim napr. zbytkovym balastom z biologického vzorku. MF aj
s analytom vstupuje do kolony, ktora je vyhrievand na urcitu teplotu v termostate, odohrava sa
v nej separacia zloziek. Za kolonou sa nachadza detektor, v ktorom dochadza k detekcii analytu.
Zbytok MF pokracuje do odpadovej nddoby. Pocita¢ ma analyticky systém, ktory riadi analyzu

a vyhodnotenie vysledkov. Zdznam analyzy je zobrazeny v podobe chromatogramu. (8, 10, 11)
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3.1.3 Detekcné systémy pouZivané so systémami HPLC

Chromatograficky detektor je komponent meniaci chemickil alebo fyzikdlnu povahu
eluovaného analytu na meratelny signal zodpovedajici jeho identite alebo koncentracii.
Ideédlny detektor by mal mat’ nasledujuce vlastnosti : vysoka citlivost,, predvidate'na odozva,
reaguje na vsetky rozpustené¢ analyty, reaguje nezavisle od mobilnej fazy apod. Takyto detektor

neexistuje, miesto toho existuju detektory, fungujice na 4 zakladnych detekénych technikéch.

1) Objemova vlastnost’ (tzv. bulk property) — najuniverzalnejSie detektory pre HPLC,
meraju spolocné vlastnosti pre vSetky analyty meranim rozdielov v mobilnej faze so
vzorkou a bez neho. Najbeznejsi detektor je detektor indexu lomu. Vzhl'adom na
univerzalne vlastnosti tychto detektorov sa kladie vacsi doraz na vyber
chromatografickej kolony.

2) Analyt Specifické vlastnosti, reagujii na unikatne vlastnosti merané¢ho analytu. UV-
detektor je toho prikladom, ked’7e absorbuje Ziarenie pri uréitej vinovej dizke, st
Specifické a reaguju na zliceniny obsahujice chromoforické skupiny (amido-, nitro-
atd’.). Do tejto skupiny patria aj detektory zaloZené na fluorescencii, konduktivite alebo
elektrochémii.

3) Modifikacia mobilnej fazy, tieto detektory menia MF v post-kolone na vyvolanie zmeny
vlastnosti analytu, napr. vytvaranie Castic suspendovanych v plynnej faze.

4) Spojené techniky, jedna sa o zakomponovanie samostatnej analytickej ¢asti do HPLC

systému ako je napr. spojenie hmotnostnej spektrometrie LC-MS s HPLC. (9, 12)

3.1.3.1 UV-VIS detektory

NajpouzivanejSie typy detektorov su fotometre zalozené na absorpcii ultrafialového
a viditeIného svetla. Tento typ detektoru bol pouzivany na detekciu v tejto diplomovej praci.
Vicsina analyzovanych zlucenin ma spektrum absorpcie vo viditelnom svetle v rozmedzi (190-
600 nm), monitoruji absorpciu UV alebo viditeI'ného svetla v HPLC eluente, meranim
energetického pomeru li¢a vzorky voci referenénému lucu. Principom je Lambert-Beerov
zakon, kde absorbancia je vyjadrena ako negativny logaritmus transmitancie. Absorbancia
zavisi od koncentracie tzn. aby sa dosiahli nizke detekéné limity, musi byt chromatograficky

pas, o najviac koncentrovany aby sa dosiahla vysoka vyska piku. (10)

A=log(Is/I)=¢.b.c
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Io— intenzita dopadajuceho svetla I — intenzita prechadzajiceho svetla
& — molarny absorbény koeficient b — dizka absorbujucej vrstvy ¢ - koncentracia analytu

UV-VIS detektor sa sklad4 z deutériovej lampy, monochromatoru (mriezka, ktorou sa da uréit’
$pecificka vinovéa dizka) a malej prietokovej cely. Vlastnosti mobilnej fize dokazu ovplyvnit

analyzu. (12)
UV-VIS detektory sa podl'a ich konstrukcie rozdel'uju na nasledujtce typy :

1. Detektor s fixnou vinovou dizkou — najstar§i a v sG&astnosti najmenej pouZivany.
Zdrojom ziarenia je nizkotlakova ortutova lampa, ktora detekuje pri 254 nm.

2. Detektor s variabilnou vinovou dizkou — moze byt nastaveny na maximalnu
absorbanciu analytu alebo na vlnovej dizke, ktora poskytuje vicsiu selektivitu. Vlnova
dizka sa moze podas vyvoja chromatogramu menit, ak s analyty detekované pri
rozdielnej vinovej dizke. Tungstenova lampa sa pouZiva pri vidite’'nom svetle (200-400
nm) a deutériova lampa sa pouziva pri 200-600 nm.

3. Detektor diodového pola (DAD), fotodiodového pola (PDA) — nazov vychadza
z usporiadania fotodidd, ktoré spracuju prijaty signal a vygeneruju spektrum analytu za
kratky cas. Vdaka tomu sa dokaze identifikovat’ peak, taktieZ je mozné spektralne

rozlisit’ dva blizko eluované peaky. (11-13)

(a) Motorized
grating
D Entrance
Deuterium slit
lamp
Exit slit
(b) Grating Photodiode

Deuterium
lamp

Obrazok ¢.3: Schématické znazornenie detektorov a) UV-VIS b) PDA. (14)
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Porovnanie UV-VIS nastaviteI'ného detektora a PDA. V pripade variabilného UV-VIS, svetlo
prechdza cez monochrométor a potom cez prietokovu celu. PDA, mé prietokovu celu pred

mriezkou, ktora rozptyli svetlo na pole fotodidd.

UV-VIS detektory su idealne pre gradientovu eltciu, su jednoduché na obsluhu, maji vysokt
citlivost’ pre vzorky, ktoré absorbuji UV ziarenie, maju dobry linearny rozsah, taktiez su

relativne neovplyvnitel'né prietokom MF a zmenou teploty. (11)

3.1.3.2 Hmotnostna spektrometria

Detektory hmotnostnej spektrometrie su najvykonnejSie a najuniverzalnejSie, kombinuju
HPLC s MS a poskytujii informécie o identite a mnozstve chemickych zlicenin vo vzorke.
NajcastejSie sa pouZzivajl pri analyze biologickych vzoriek. Pri tejto kombinécii sa separované
zluceniny eluujuce z HPLC kolény ionizuji pomocou napr. elektrospreju v MS zdroji
a nasledne sa separuju na zéklade ich hmotnostno-nabojového pomeru (m/z). Vyhodami st ich
vysoka citlivost (LC-MS dokéaZe detekovat’ zliceniny vo velmi nizkych koncentraciach),
selektivita a vSestrannost. Na druht stranu sa jedna o najdrahSie detektory a vyzaduju
$pecializované Skolenie a znalosti na ich pouzivanie. (6, 8)

interface/
ion source

ﬂ
=g
0.02 mLimin o O

(O O]

vial: 015

p - — S ——

HPLC system column mass spectrometer
Obrazok ¢.4: HPLC systém spojeny s MS. (10)

3.1.3.3 Ostatné typy detektorov
Refraktometricky detektor

RI (refrak¢ény index) detektor je univerzalny detektor, meria opticky rozdiel RI medzi mobilnou
fazou a analytom, je vel'mi citlivy pre analyty, ktoré maju rozdielny index lomu ako mobilna

faza. RI je fyzikalny parameter, ktory definuje rychlost’ svetla v médiu. Tieto detektory su

16



citlivé na zmeny prietoku mobilnej faze, tlaku alebo teploty. Refrakény index mobilnej faze

musi byt’ konStantny, pre to je tento typ detekcie nevhodny pre gradientovu elticiu. (10-12)

Fluorescen¢né detektory
Fluorescencné detektory su velmi citlivé a selektivne HPLC detektory, ktoré meraju
fluorescenciu emitovant analytom po excitacii svetlom konkrétnej vinovej dizky. Idealne pre
velmi citlivé a selektivne analyzy fluorescencnych zlucenin. Fluorescencia nastava, ked’

zltenina absorbuje radiaciu a potom ju vyziari pri dlh$ej vinovej dizke. (15)

sample in

sample out

/

‘ W

filter or M
—
monochromator photocell

Obrazok ¢.5: Fluorescencny detektor. (11)

Elektrochemické detektory
Elektrochemické detektory sa povazuji za najviac citlivé a Specifické detektory pouzivané
v HPLC analyze. Detekuji iba tie analyty, ktoré si bud’ oxidované alebo redukované
elektrickym pridom, v izokratickej mobilnej faze, t4& musi viest' prud, ktory je Umerny
koncentracii zli€eniny. EC detektory sa delia na ampérometrické — meraji zmenu priudu

a coulometrické — meraju naboj, potrebny na oxidaciu alebo redukciu. (7, 16, 17)

Detektory rozptylu svetla
Jednd sa o skupinu detektorov, ktoré si univerzdlne anezavislé od vlastnosti analytu
(absorpcné, fluorescencné a elektrochemické vlastnosti). Podmienkou je aby bol dany analyt
menej volatilny ako ostatné komponenty mobilnej fazy. Funguji na principe nebulizacie teda
zmlzeni MF na aerosol, ktory je vo forme kvapdCok detekovany réoznym druhom svetla.
Evaporative light-scattering detector (ELSD), meria rozptyl svetla, ktoré je priamo timerné

molekulovej hmotnosti analytu.

Do tejto skupiny patri aj CNLSD (Condensation nucleation light scattering detector), vhodny
pre latky, ktoré obsahuju dusik ako napr. aminokyseliny. (10, 12, 17)
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Vodivostné detektory
Vodivostné detektory meraji vodivost mobilnej faze resp. impedanciu medzi dvoma
elektrodami v prietokovej cele. Pouzivaji sa pri iontovej chromatografii alebo iontovo

vymennej separacii, kedy analyt neobsahuje UV chromofor. (12)

3.1.4 Chromatografické systémy a fazy

3.1.4.1 Separacné médy
V HPLC analyze existuje Sirokd Skala mobilnych faz, kolén a moznosti obmeny, ktoré
umoznuju vyber idedlneho postupu. K ziskaniu optimdlneho vysledku je mozno pouzit

niekol’ko typov separacnych médov. (15)

Normal-Phase Chromatography (NPC), je separacny mdd zalozeny na rozdiele polarity
medzi stacionarnou fazou a mobilnou fazou. V NPC je staciondrnou fazou polarna latka ako
napriklad silikagel alebo celuldza, zatial ¢o mobilnou fazou je nepolarne rozpustadlo ako
napriklad hexan, heptan alebo chloroform. Polérna SF interaguje s polarnymi molekulami MF,
¢o im umoziuje zostat’ na kolone dlhsie ako nepolarne latky, ktoré su eluované medzi prvymi.
Cas zadrzania zli&eniny v NPC ovplyviiuje jej polarita a velkost. Tento mod sa pouziva &asto
na separaciu mastnych kyselin alebo steroidov. Nevyhodou je nizka opakovatelnost, kvoli

variabilite stacionarnej fazy a taktieZ je obtiaZne kontrolovat’ retecny Cas analytov. (6, 14, 15)

Reversed-Phase Chromatography (RPC), sa vyuZiva najcastejSie vo farmaceutickej analyze,
je zaloZend na rozdelovacom koeficiente medzi polarnou mobilnou fdzou (napr. zmes vody
a acetonitrilu) a nepolarnou SF), kde na kremikovom ziklade su kovalentne naviazané
hydrofobne skupiny ako oktadecyl (Cig). Polarne analyty sa eluuji skor ako hydrofobne
analyty, ktoré maju silnejSie interakcie s hydrofobnou C18 skupinou, ktorad vytvara liquid-like
vrstvu okolo pevnej kremikovej vrstvy, tato postupnost’ je opacna vo€i NPC. Retencny Cas latky
je ovplyvneny jej hydrofébnost'ou, vel'kost'ou a stupiiom ionizacie. RPC je reprodukovatelny,
poskytuje dobrt separaciu a vysoké rozliSenie analytov s podobnou Strukttirou a hydrofobitou.

Tento mod je vhodny pre analyzu drog, metabolitov a peptidov. (6, 14, 15)
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Obrazok ¢.6: Porovnanie NPC a RPC (zndzornenie prietoku). (14)

Ion-Exchange Chromatography (IEC), je povazovand za S$pecidlny typ adsorpénej
chromatografie, funguje na vymene iontovych analytov s protiiontami, ktoré su naviazané na
pevny zédklad. Ako staciondrne fazy sa pouzivaji kationické vymienace (sulfonat) alebo
anionické vymienace (kvartérne aminy), si viazané na polymérne alebo kremikové materiély.
Mobilna faza obsahuje pufry so zvySenou iontovou silou (vyssia koncentracia NaCl) aby bola
dosiahnutd migracia analytov. Tento mod je pouzivany pri idnoch a biologickych latkach napr.

aminokyseliny, proteiny a peptidy, polynukleotidy. (14, 15)

Size-Exclusion Chromatography (SEC), je separacny mod zaloZeny na molekulovej velkosti
analytu. Stacionarna faza v pripade SEC pozostava z naplne kolony, ktorej pory maji rozmery
porovnatel'né s molekulami, ktoré budu frakcionované, takze prilis velké Castice budu eluované
ako prvé a menSie budu prestupovat’ dovnutra. Néaplne sa delia do dvoch skupin. Semirigidna
s hydrofébnym médiom, pouzivana s organickou MF na separiciu polymérov a mikka
s hydrofilnym gélom, tvorené z cross-linked dextranu. Vyhodou SEC je, Ze mdZe oddelit
molekuly bez zmeny ich chemickych vlastnosti alebo poSkodenia ich Struktar. AvSak nemusi

poskytnut’ vysoko rozliSenu separéciu. (14, 18)

HILIC, Hydrophilic interaction chromatography, ma podobné vlastnosti ako NPC, pouziva
polarnu SF ako je silikagel, ale MF je polarna tvorena organickymi rozpustadlami alebo
puframi. VyuZiva sa na separaciu polarnych analytov, idnov, hydrofilnych peptidov apod. (14,

19)
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3.1.4.2 Mobilna faza

Mobilna faza je rozpustadlo, kt. prenesie analyt cez cely systém az do kolény. MF je vybrana
podla jej chromatografickych vlastnosti, musi interagovat’ s adekvatnou SF, tak aby bola
zarucena rychla a efektivna separacia. Medzi vlastnosti podl'a ktorych sa riadi vyber patria :
viskozita (niz$ia viskozita zabezpecuje rychlejsiu analyzu), toxicita, ¢istota, bod varu, inertnost’
(MF nesmie reagovat’ s analytmi), nekorozivna pre HPLC komponenty a cena. NajcCastejSie
uzivané¢ MF st ACN, THF, ETH a voda. Pri RPC su kvéli zlozeniu MF (voda a ACN, ETH)
potrebné pufry, ktoré udrziavaju urcité hodnoty pH. Koncentracia mobilnej fazy moze byt
konStantnd pri izokratickej elucii alebo sa jej mnozstvo moze menit’ podl'a prednastavené¢ho

gradientu. (9, 14)

Pocas izokratickej analyzy je pumpované rovnaké mnozstvo MF, medzi jej nevyhody patria
limitovana kapacita pikov, ak st analyty opacnej polarity a neskoro eluujiuce latky (dlhy
retenény Cas). Vyuzitie gradientu je vhodnejSie pri komplexnych zluceninach, ktoré potrebuju
kvantifikéciu alebo pri analyze vacSieho mnozstva analytov s rozdielnou polaritou. Piky maja
podobnu Sirku pocas celej analyzy, vyssSiu kapacitu a lepSiu senzitivitu pre neskdr eluujuce

peaky atd’. (14, 20)

3.1.4.3 Stacionarna faza

Analytické HPLC kolony, st podlhovasté trubice, tvorené zocele o dizke 10-25 cm,
s vnatornym priemerom 2-5 mm. Vnutro tvori stacionarna faza v ktorej prebieha separacia
zloZiek vzorky na zéklade ich retenénych vlastnosti. Castice, ktoré tvoria SF maji rozmery 1,5-
5 um a mali by byt’ chemicky (kompatibilita s mobilnou fdzou), mechanicky stabilné (odolnost’
vo¢i vysokému tlaku) a mat’ velky povrch (porozita). Rozmer Castic ovplyviiuje ucinnost’

separacie. (10, 11, 21)
Staciondrna faza tvorend silikagélom

Silikagél je najpouzivanej$Sim plniacim materidlom v HPLC kolonach. Jednéd sa o porovity
material s vysokou povrchovou plochou, ktora umoziuje efektivnu separéciu Sirokého spektra
zlucenin. Silikagél sa pripravuje pomocou viacerych metod, jednou z nich je sol-gel priprava,
kedy je na zaciatku kremicitan sodny alebo alkoxysilan, z ktorych vznikaj sférické porézne
Castice rovnomernej velkosti. Existuju dva typy silikagélu, typ A ma nizSiu koncentraciu

silanolovych skupin zatial ¢o typ B je plne hydroxylovany. Silikagél je limitovany pH

20



rozsahom, pri pH < 2 su ligandy hydrolyticky Stiepené a pri pH > 8 je silikagél nachylny
k rozpusteniu. (10, 14, 21)

Staciondrna faza tvorend modifikovanym silikagélom

Chemicky modifikovany silikagel je vypliou reverznofaznej HPLC kolony, tento typ je
najcastejsi a najpouzivanejsi. Hydrofobne skupiny ako oktyl Cg alebo dekaoktyl Cig (primarne
vyuzivany) sa kovalentne naviazu na hydroxylové skupiny silanolovych skupin. Tento krok im
zaruci zvySenu stabilitu a selektivitu, su pouzite'né na polarne aj nepolarne analyty. Alkylové
substituenty su najcastejSie (C4 — Cs3o), existuju aj kyano- alebo aminopropyl- modifikécie.
Povaha substituentu urcuje typ separacného modu, ¢i to bude RPC, NPC alebo IEC. Jednou
z vyhod SF s modifikovanym silikagélom je ich vysoka stabilita, ktora im umoziiuje pouzit’

siroku skéalu mobilnych faz. Taktiez su pomerne lacné a Siroko dostupné. (6, 10, 11)
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Obrazok ¢.7: Naviazané alkylové substituenty na silanolové skupiny. (8, 15)

Polymérne vyplne

Porézne polymérne Castice sa vyrdbajii pomocou cross-link polystyrénu, menej Casté su aj
metakrylaty a polyvinylalkoholy. Hlavnou vyhodou polymérnych castic je ich pH stabilita,
hocijakd mobilna faza je akceptovatel'na, rozmedzie pH je od 0 < pH < 14. Polymérne kolony
s naviazanymi ionizovanymi funkénymi skupinami (-COOH,-NH» a NR3") sa pouZivaja hlavne

v IEC. Nevyhodou je zmrStovanie Castic, Co sposobuje znizenu efektivitu separacie. (11, 17)
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Grafitové vyplne

Grafitovy uhlik je pouzite'ny pre NPC aj RPC, je pH stabilny a znesie vysoké teploty < 200°C.
Zadrziava polarne zluCeniny vd’aka kombinacii silnej hydrofébnej, elektronovej a dipolarne;j
interakcii. Ich vyuzitie je prospesnejsSie pri SPE ako pri HPLC separacii. Nevyhodou tohto typu
vyplne je nepredvidatel'né selektivita alebo nizsia kvalita pikov, spdsobena horsiu distribuciou

porov. (9-11, 21)
Oxidy kovov

Stacionarne fazy zalozené na oxidoch kovov ako st oxid zirkonicity, titani¢ity a hlinity su
odolné voci zvysenej teplote, hydrolyticky stabilné a maju Siroky rozsah pH vyuzitia. Pri tychto
materidloch nie je mozné kovalentne naviazat’ alkyly, za to je mozné modifikovat’ crosslink

polymérmi. Najpouzivanejsi je oxid zirkonicity. (11, 17, 20)

3.1.5 Testované kolony

Kolona ECLIPSE XBD-Phenyl S5Spm

Koléna Eclipse XDB-Phenyl 4,6 mm x 250 mm (5pum). Vyplii kolény je tvorend z hustej
monovrstvy dimetylfenylethylsilanovej stacionarnej fazy na porovity oxid kremicity Zorbax
Rx-Sil. Tato podpornd vstva sluzi na zniZenie alebo eliminaciu silnej adsorpcie vysoko
polarnych a bazickych latok. Maximalna odporicana teplota je okolo 60 °C. Medzi mobilné
fazy, ktoré sa najviac hodia ku koldne patria zmesi acetonitril/voda, methanol/voda. Koléna ma
rozsah pouzitia v rozmedzi pH 2-9 ale na dlhodobé pouZitie je vhodnejSie rozmedzie pH 3-8.

(22)

Kolona ACE 3 Cis - PFP
Kolona ACE 3 Cig — PFP 100 x 4,6 mm. Jedna sa o kolonu, ktorej jadro sa sklada z PFP teda

PentaFlouroPhenyl spojenych faz. Tento typ sa pouziva pri separaciach, ktoré zahfiaju
halogenované aromatické zliceniny, regioisoméry a iné. Odporucané rozmedzie pH je 2-8,

teplota by nemala presahovat’ 60°C. (23)
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Kolona Kinetex Sum Ci1s Phenomenex

Koldna Kinetex 5 um Cig 150 x 4,6 mm, vyuziva Core-Shell technoldgiu tzn. nahradenie stredu
Castic nepriepustnou Cast'ou ako je sklenena gulicka. Tento sposob upravy sorbentov zarucuje
vysSiu ucinnost’ separacie a vysSiu citlivost’ analyzy. Odporacané rozmedzie pH je 2-8

a maximalna teplota je do 60°C. (22, 23)

3.2 Vyhodnotenie dat a metod kvantifikacie analytov
HPLC systém sprostredkuje zdznam analyzy vo forme chromatogramu, kde st zaznamenané
piky, ktoré by mali mat’ idedlne tvar Gaussovej krivky. Pri vyhodnoteni vysledkov analyzy je

za potreby aby HPLC systém dosahoval predvidatel'né a opakovatel'né vysledky. (8, 11)

3.2.1 Kbvalitativna analyza

Kvalitativna analyza ma za ciel zistit’ totoznost’ neznamych komponentov vo vzorke, pomocou
réznych hodnét, ktoré je mozné vycitat z chromatogramu. NajcastejSie pouzivana technika pre
kvalitativnu analyzu, je porovnanie reten¢n¢ho Casu analytu atr referencného Standardu.
Retenény cas (tr) je doba medzi ndstrekom analytu ajeho zaznamenanim detektorom
v maximalnej vyske piku, udava sa v minutach ale aj sekundach pri rychlej separacii. Jeho
posun moze byt spésobeny zmenou prietoku MF, zmenou teploty, pomeru faz. Retenény cas je
charakteristicky ale nie je unikatny tzn. viac ako jedna zlu¢enina moZe mat’ rovnaky tr . Vr je
retenny objem, ktory sa vypocita vyndsobenim retencného casu s rychlostou prietoku MF,
udava sa v mL. Mftvy reten¢ny Cas to alebo aj tm je ¢as nezadrzaného komponentu MF, ktory
nesuvisi s analytom. Redukovany retencny Cas t'r je rozdiel medzi tr a to, udava cCas, ktory

analyt stravil na koléne. (11, 20, 21, 26)
Rozlisenie (Rs)

Ciel'om viacsiny HPLC analyz je separacia rozli¢énych analytov od seba vo vzorku na nésledné
kvantitativne meranie. Stupeni oddelenia dvoch susednych pikov je znamy ako rozliSenie (Rs),

je definované ako rozdiel reten¢nych ¢asov dvoch pikov delené priemernou Sirkou pikov. (14)
Faktor symetrie (As)

Idedlny chromatograficky pik by mal byt’ symetricky, Gaussova krivka. Odchylky od idealneho
tvaru piku mozno kvantifikovat’ pomocou faktora symetrie. Ak je hodnota As > 1,0 jedna sa
o chvostovanie piku ak je hodnota As< 1,0 jednd sa o ¢elnu symetriu piku. Hodnota As= 1,0

znaci symetriu piku. (26)
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Odozva

Schopnost’ detektoru poskytnut’ presné kvantitativne data zalezi od velkosti signalu analytu,
sumu a od driftu. Sum (noise) je definovany ako vychylky zakladnej linie (base line) v smere

nahor alebo nadol, spdsobeny zmenou elektrického signalu alebo kolisanim teploty.

Pomer signalu k Sumu (S/N), kratkodoby Sum ovplyviiuje presnost’ stanovenia zloziek, na
kvalitativne vyhodnotenie analytu je potrebné aby jeho pik bol trojnasobne vyssi ako vyska

Sumu a pri kvantifikaénom vyhodnoteni musi byt’ jeho vyska desatnasobna.

Drift sa zobrazuje ako dlhodobé deviacia zakladnej linie, méze byt sposobeny gradientovou

eluciou, zmenou zlozenia MF atd’. (8, 9, 14, 26)
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Obrazok ¢.8: Pik zobrazeny s retencnym casom tr , vySkou piku (h), Sirkou (ws). (14)

3.2.2 Kvantitativna analyza
Kvantitativna analyza, je zaloZzend na stanoveni vztahu medzi koncentraciou analytu
prechadzajuceho detektorom a jeho odozve za pouzitia bud’ plochy pod pikom (A- area under

the peak) alebo vysky piku h, ak st dané piky rovnomerné a ostré.
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Metoda vonkajSieho Standardu

Vypocet koncentracie vzorky vychadza z pomeru plochy pod pikom vzorky a Standardu, ktoré
by mali byt priamo iimerné koncentracii. Referen¢ny Standard je analyzovany samostatne od

analytu. Nasledujuci vzorec je upraveny na vypocet koncentracie vzorky. (11, 26)

Avz

CVZ = AST CST

Cvz,Cst — Koncentracia vzorky a Standardu

Avz, Ast— Plocha pod krivkou vzorky a Standardu

Metoda vniatorného Standardu

Tato metdda je zaloZzend na podobnom principe, rozdiel je v pouziti IS — interného Standardu,
ktory sa prida k analyzovanej a referencnej vzorke v rovnakom mnozstve. Vnutorny Standard

ma spinat’ nasledujiice vlastnosti :

1. Nepritomnost’ vo vzorke

2. Dostato¢na stabilita a Cistota

3. Struktirna podobnost’ analytu s podobnymi fyzikalne-chemickymi vlastnostami (pKa,
logP)

4. RozlisiteInost’ od analytu

5. Podobna retencia ako stanoveny analyt (eluuje po analyte)

Interny Standard sa pridava do vzorky pred analyzou a jeho reten¢ny ¢as by mal byt’ odli$ny od
tr analytu. Ak je potrebna zloZitej$ia Gprava vzorky pred HPLC analyzou pri ktorej moze dojst’
ku chybe pocas pripravy, je prave tato metdoda vhodnd. Nasledujicim vzorcom sa vypocita

koncentracia vzorku za pomoci vnutorného Standardu. (11, 26)



Ais — plocha vnatorného Standardu
Metdéda Standardného pridavku

Metdda , vyuzivand pri kvantitativnom stanoveni vzoriek, je vhodna u vzoriek, kde je tazko
dostupny blank, zktorého je potrebné pripravit referencny Standard pridanim zndmeho
mnozstva analytu. Pouziva sa pri kvantifikacnom stanoveni endogennych latok v biologickom

materiali. (11)
Metoda normalizacie

Obsah stanovovanej latky sa vyjadri ako percentudlny podiel z ploch vsetkych pikov na
chromatograme, zanedbaju sa piky naleziace rozpustadlam apimy pod limitom

zanedbatel'nosti. Vyuziva sa pre hodnotenie stability alebo Cistoty. (11)
Kalibraény postup

Pri tomto postupe sa pripravia vzorky v definovanej koncentracii, ndsledne sa zanalyzuju
a z nameranych dat sa zostroji kalibracné krivka, z ktorej sa d4 odcitat’ koncentracia analytu.
Rovnica priamky je y = ax+b, z vypocitanej smernice a iseku na osi y je mozné vypocitat’

koncentraciu analytu. (11, 26)

3.3 Validacia

Validécia je proces, ktory potvrdzuje vhodnost’ vyvijanej metody pre jej zamysSl'ané pouZitie
pomocou laboratornych S§tadii. Validdcia metody je klicovym krokom pri zabezpeceni
presnosti, spolahlivosti a opakovatelnosti vysledkov analyzy. Existuji rdzne regulacné
autority, ktoré pozaduji aby analytické metddy vo farmaceutickom priemysle boli spol'ahlivé,
presné a spiiali pozadované normy. International Conference on Harmonisation (ICH), vydava
obsiahle guideliny, ktoré harmonizuju registraéné poziadavky medzi Eurépskou Uniou, USA
a Japonskom. Food and Drug Administration (FDA) vydéava, Guidance for Industry on
Anlytical Procedures and Mehods Validation, ktory zabezpecuje bezpecnost’ a reguléciu lieCiv

na americkom trhu. EMA (European Medicines Agency) je ustredny regulator pre EU.

(14, 20, 27)
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3.3.1 Presnost’ (accurancy)

Presnost’ je mierou exaktnosti analytickej metody alebo jej blizkosti k zhode medzi
akceptovanou referencnou hodnotou a hodnotou ziskanou vo vzorke. Meria sa ako percento
analytu ziskaného pomocou analyzy a stanovuje sa v celom rozsahu metédy. Smernice
odporicaju, aby boli data ziskané z minimalne deviatich merani na minimalne troch
koncentracnych urovniach tj. tri koncentracie nizka,stredna,najvyssia a od kazdej tri replikacie.
Namerané hodnoty sa vyjadria ako rozdiel medzi priemernou a skuto¢nou hodnotou

s intervalom spol'ahlivosti (+1SD). Hodnota presnosti sa blizi k 100 %. (11, 14)
3.3.2 Preciznost’ (precission)

Preciznost, vyjadruje blizkost zhody medzi sériou merani ziskanych z viacndsobného
odobratia rovnako homogénnej vzorky za predpisanych podmienok v skiiSobnej metode.

Vyjadrena je nasledujiicimi metodami:

Opakovatel'nost’ (repeatability), je definovana ako schopnost metdody generovat podobné
vysledky pri viacnasobnej priprave rovnakej vzorky v kratkom ¢asovom intervale, vykonana
jednym analytikom. Opakovatelnost’ je vykonana bud’ pripravou 6 vzoriek vich 100 %

koncentracii alebo pripravou troch vzorkach v 80 %, 100 % a 120 %.

Medzil'ahla preciznost’ (intermediate precision), vzorky sa testujii a porovnavaju rdéznymi
analytkmi, pocas r6znych dni a pomocou rozdielneho vybavenia. Predstavuje mieru variability

medzi laboratériami a ukazuje presnost’, ktort je mozné o€akavat’ v laboratoriu.

Reprodukovatelnost metody (reproducibility), vyjadruje preciznost medzi laboratériami.
Rozni analytici v r6znych laboratdriach pripravia vlastné vzorky a Standardy a odmeraju ich na

odlisnych HPLC systémoch. (6, 10, 14)
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Obr.9: Porovnanie presnosti a preciznosti a) dobra presnost’ a preciznost' b) zld presnost

a dobra preciznost c) dobra presnost’ a zla preciznost d) zla presnost’ a preciznost. (6)
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3.3.3 Linearita

Linearita je schopnost’ testovanej metddy poskytnut vysledky, ktoré su priamo umerné
koncentracii analytu v danom rozsahu, uvadza sa ako variabilita sklonu regresnej krivky. Vzt'ah
medzi odpoved’'ou detektora (peak area) a koncentracie analytu. Koncentratné rozmedzie kde
je odpoved’ detektoru priamo umerné ku koncentracii analytu. Korelaény koeficient sa musi
pohybovat’ v hodnote minimélne 0,99 aby bol pracovny postup platny. Pripravi sa asponi 5

porovnavacich roztokov a zopakuje sa najmenej 5 merani. (10, 15, 20, 26, 27)

Range je interval medzi vySSou a nizSou analytickou koncentraciou vzorku, ktory ukazuje

akceptovatel'né hodnoty presnosti, preciznosti a linearity. (14)

3.3.4 Limit detekcie (LOD) a Limit kvantifikacie (LOQ)

Limit of detection (LOD) je definovany ako najnizsia koncentracia analytu vo vzorke, ktory je
meratelny ale nemusi byt kvantifikovany, Specifikuje, ¢i je analyt nad alebo pod danti hodnotu.
kvantifikovat’ s prijatelnou preciznostou a presnostou. Vypocet LOQ a LOD je obdobny,
pomer vysky peaku ku S/N (signal-to-noise), kde LOD ma priblizne S/N okolo 3 a LOQ ma
10, teda LOQ =3 LOD. (10, 14)

3.3.5 Robustnost’

Robustnost’, miera vykonu metddy, ked’ sa vykonaju malé zmeny. Zamer tejto metody je
dokazat’, ktoré podmienky st najdolezitejSie pre jej uspesSné prevedenie. Typické parametre na
hodnotenie st napr. zmena pH mobilnej fazy, zmena rychlosti prietoku MF alebo zmena teploty

kolony. (10, 14)

3.3.6 Selektivita

Metoda je Specifickd ak vie byt selektivna pre Specificky analyt alebo skupinu analytov.
Selektivita je definovana ako schopnost’ presne zmerat' pritomnost’ analytu v pritomnosti
ruSiacich elementov, ktoré sa moéZu nachadzat v analyzovanej vzorke. Na preukazanie
selektivity sa zmeria blank a vzorka s analytom a ich chromatogramy sa nésledne porovnaju.

(10, 14)
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3.4 Vybrané antiepileptika

3.4.1 Levetiracetam

NH>

e

Obrazok ¢.10: Struktiirny vzorec levetiracetamu. (28)

Systematicky nazov: (2R)-2-(2-oxopyrrolidin-1-yl)butanamid
Strukturny vzorec: CsH14N20»
Molekulova hmotnost’: 170,21 g/mol

Experimentalne zistené hodnoty

Teplota tavenia =115 - 119 °C
logP = - 0,60
pKa = < -2 (chemicka nestabilita)

Jedna sa o bielu krystalicku latku vo forme praSku. Vel'mi rozpustnéd vo vode (104 g/100 ml).
Volne rozpustna v chloroforme (65,3 g/100 ml), slabo rozpustna v acetonitrile (5,7 g/100 ml)

a prakticky nerozpustna v n-hexanole. (28)

3.4.1.1 Farmakologické vlastnosti

Farmakodynamické vlasnosti

Mechanizmus uéinku

Mechanizmus ucinku Levetiracetamu, nie je uplne objasneny. Pokusy in vitro ain vivo

naznacuju, ze neovplyviuje zdkladné charakteristiky buniek ani normélne fungovanie buniek.
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V in vitro $tadiach bolo zistené, ze Levetiracetam ovplyviiuje hladinu vépniku v neurdnoch,
dosahuje to ¢iastocnou inhibiciou kalciovych kanéalov typu N a znizenim uvolfiovania vapniku
z intraneurondlnych zasob. Okrem toho Cciasto¢ne blokuje zniZenie aktivity GABA-

A glycinovych kanélov spdsobené zinkom a beta-karbolinmi.

Farmakokinetické vlastnosti:

Levetiracetam je vysoko rozpustnd latka s vysokou schopnostou prieniku, vd’aka Gplnému
a linedrnemu vstrebavaniu sa daju predpovedat’ plazmatické hladiny levetiracetamu na zaklade
peroralnej davky vyjadrenej v mg/kg telesnej hmotnosti, kvoli tomu nie je nutné monitorovat

plazmatické hladiny.

Absorpcia

Po peroralnom podani sa Levetiracetam rychlo vstrebava do organizmu, pri¢om jeho absolttna
biologickd dostupnost’ sa blizi k 100 %. Maximdlnej plazmatickej koncentracie (Cmax) sa
dosahuje 1,3 hodiny po podani davky a ustaleny stav sa vytvara po necelych dvoch dioch, pri
davkovani dvakrat denne. Rozsah vstrebavania nie je ovplyvneny prijmom potravy a nezavisi

na davke.
Distribtcia

Momentalne nie su k dispozicii ziadne Gdaje o distriblcii levetiracetamu v 'udskych tkanivéach.
S ohl'adom na bielkoviny krvnej plazmy, ani Levetiracetam, ani jeho primarny metabolit sa

neviazu vo vyznamnej miere (<10 %).

Biotransformécia

Levetiracetam nie je vyrazne metabolizovany v I'udskom organizme. /n vitro a in vivo Udaje
o interakcidch s peroralnymi kontraceptivami, digoxinom a warfarinom neukazujt, Ze by in
vivo dochadzalo k vyznamnej indukcii enzymov. Z tychto dovodov je interakcia levetiracetamu

s inymi latkami nepravdepodobna.
Eliminacia

Dospeli majui plazmaticky polcas levetiracetamu okolo 7+1 hodin, neodliSuje sa v zavislosti na
davke, spdsobu podania alebo pri opakovanom podani. Vylucuje sa prevazne glomeruldrnou

filtraciou s naslednou tubularnou reabsorbciou.
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3.4.1.2 Kilinické udaje

Terapeutické indikacie

Levetiracetam je indikovany pri monoterapii, pre liebu parcidlnych zachvatov s alebo bez
sekundarnej generalizacie u dospelych a dospievajicich od 16 rokov s novo diagnostikovanou
epilepsiou. Ako pridavna terapia na liecbu parcidlnych zachvatov s alebo bez sekundérnej

generalizacie u dospelych, dospievajucich, deti a kojencov od 1 mesiaca s epilepsiou.
Interakcie

Bolo zistené, ze Levetiracetam neovplyviiuje sérové koncentracie ostatnych antiepileptik, ako
su Fenytoin, Karbamazepin, Kyselina valproova, Fenobarbital, Lamotrigin, Gabapentin,
Primidon. Pri sti¢asnom podani s methotrexatom je mozné znizenie clearance tejto latky, to

mdze mat’ za nésledok predlZenie ¢asu v krvi pri koncentrécii, ktora je potencionalne toxicka.

Lieciva typu Digoxin, perordlne kontraceptiva, Warfarin neovplyviiuji jeho farmakokinetiku.

(29)

3.4.2 Lameotrigin

Cl

Cl sl
H;N N NHH

Obrdazok ¢.11: Struktiirny vzorec lamotriginu. (30)
Systematicky nazov: 6-(2,3-dichlorfenyl)-1,2,4-triazin-3,5-diamin
Struktirny vzorec: CoH7CIoNs
Molekulova hmotnost’: 256,09 g/mol

Experimentalne zistené hodnoty

Teplota topenia =177 - 181 °C

31



logP = 2,57

pKa=35,7

VzhPad: biely az krémovo sfarbeny prasok

Rozpustnost’: Vo vode 170 mg/L , v 0,1M HCI 4,1 mg/ml (30)

3.4.2.1 Farmakologické vlastnosti

Farmakodynamické vlastnosti

Mechanizmus u¢inku

Farmakologické Studie naznacuju, ze Lamotrigin u¢inkuje blokovanim napédtovo riadenych
sodikovych kandlov. Tento mechanizmus inhibuje rychlo opakujiice sa akéné potencialy
v neuronoch a ovplyviuje uvoliiovanie glutamatu, ¢o je neurotransmiter zodpovedny za vznik
epileptickych zachvatov, pravdepodobne tieto ucinky prispievaji k jeho antikonvulzivnym

ucinkom.
Farmakokinetické vlastnosti

Absorpcia

Lamotrigin sa vstrebava z criev, rychlo abezo zbytku a nie je ovplyvneny peceniovou
metabolizaciou, jeho biodostupnost’ je okolo 98 %. Maximalna plazmaticka koncentracia je pri

peroralnom podani dosiahnuta po 2,5 hodinéch.
Distribucia

Lamotrigin sa viaze na plazmatické bielkoviny zhruba z 55 %. Uvolnenie z védzby na

plazmatické bielkoviny by nemalo navodit’ toxické prejavy.
Metabolizmus

Enzymy zvané UDP-Glukuronyltransferdzy zodpovedaju za metabolizmus lamotriginu. (31)
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3.4.3 Primidon

i

NH

Obrazok ¢.12: Struktiirny vzorec primidonu. (32)
Systematicky nazov: 5-ethyl-5-fenyl-2,5-dihydro-4,6-pyrimidindiol
Struktirny vzorec: C12H14N>O;
Molekulova hmotnost’: 218,25 g/mol

Experimentalne zistené hodnoty

Teplota topenia = 281,5 °C
logP = 0,91
pKa=1273

Rozpustnost’: Slabo rozpustny vo vode 480 mg/L. (32)

3.4.3.1 Farmakologické vlastnosti

Farmakodynamické vlastnosti

Mechanizmus uéinku

Mechanizmus ucinku nie je doposial znamy, predpoklada sa, Zze funguje na principe
hyperpolarizacie bunkovych membran. Primidon neovplyviiuje z neurochemického hladiska
koncentraciu  GABA v mozgu ani jej metabolizmus. Jeho metabolity fenobarbital

a fenylethylmalonamid (PEMA) majt antikonvulzivne G¢inky. (33)

33



3.4.4 Gabapentin

NH-
0

OH

Obrazok ¢.13: Struktiirny vzorec gabapentinu. (34)

Systematicky nazov: kyselina 2- [1-(aminomethyl)cyklohexyl)]octova
Struktirny vzorec: CoH17NO>
Molekulova hmotnost’: 171,24 g/mol

Experimentalne zistené hodnoty

Teplota topenia = 162 — 166 °C (34)
logP = 1,25

pKa=3,7

Rozpustnost’: Vol'ne rozpustny vo vode

3.4.4.1 Farmakologické vlastnosti

Farmakodynamické vlastnosti

Mechanizmus uc¢inku

Gabapentin l'ahko prestupuje do mozgu, viaze sa na podjednotku alfa-2-delta napitovo
riadenych kalciovych kandlov, predpoklada sa, ze prave tato vizba je spita s jeho
antikonvulzivnymi G¢inkami. Napriek tymto poznatkom sa jeho MU este nepodarilo objasnit’.

(35)
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Terapeutické hodnoty

Liecivo Terapeutické hodnoty Spodna mez toxicity
(mg/L) (mg/L)
Levetiracetam 12 -46 100
Lamotrigin 3-15 20
Primidon 5-15 25
Gabapentin 2-20 25

Tabulka ¢.1: Namerané terapeutické hodnoty antiepileptik. (36)

3.5 Spracovanie biologického materialu

Priprava vzoriek je cielend technika na odstranenie balastov (proteiny, lipidy, soli)
z biologického materialu typu séra alebo plazmy. Tieto latky skomplikuju priebeh analyzy,
kedze si schopné poskodit kolonu ainé¢ sucasti HPLC systému. Zbavenim sa tychto
neziadlcich sucasti, je mozné zlepsit’ senzitivitu, selektivitu a doveryhodnost’ analyzy. Prvy
krok pri priprave vzorky je zaistenie jej Uplného rozpustenia. Vyber vhodného postupu
zpracovania biologického materialu zavisi od vlastnosti metabolitu, o¢akavanej koncentracie
atd’. Centrifugécia je potrebna pri praci s biologickym materidlom akym su aj ¢ervené krvinky,
ktoré musia byt’ odstranené z testovanej vzorky aby mohla prebehntt’ analyza bez komplikécii.
Principom centrifugécie je oddelenie t'azSej zlozky analytu napr.Cervené krvinky od l'ahSej
Casti, ktora sa bude pipetovat’ do vialky. Rychlost’ otd¢ania a teplota pri ktorej sa centrifuguje,

su aspekty, ktoré dokazu ovplyvnit’ priebeh analyzy. (7, 37)

3.5.1 Deproteinacia

Protein precipitation (PP) je jednoducha metdda, ktora nachadza €asté uplatnenie pri priprave
plazmatickych vzoriek. VyuZiva organické rozptstadlo typu ACN/METH alebo kyselinu ako
kys. perchlorova. Po pridani rozpustadla nasleduje centrifugacia, ktora sposobi oddelenie
proteinov od supernatantu. NajvhodnejSie rozpustadlo je acetonitril, ked’ze je ¢astou MF a je
viditeI'ny v UV od 190 nm. Odstranenie nabitych molekul, ktoré by interagovali s kremikom,
ktory je sucast'ou SF. V sére sa najcastejsSie nachadza albumin, nepolarny protein, ktory sa viaze

na vacsinu hydrofébnych latok. (37, 38)
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3.5.2 Liquid-liquid extrakcia

Extrakcia kvapalina-kvapalina sa pouziva pre komplexnejsSie vzorky, pretoze ponuka horSiu
preciznost’ ako iné techniky, je vhodna pre biologické preparaty, u ktorych je tolerovana nizsia
preciznost’. Tato extrakcia je obtiazne automatizovana. LLE je metoda prenosu hmoty, kde
kvapalna vzorka je v kontakte s nemieSatelnym rozpustadlom, ktory vykazuje preferencnu

selektivitu k jednej alebo viacerym zlozkdm analytu, ¢i uz to je plazma alebo krv. (13, 15)

3.5.3 Solid phase extrakcia

Solid-phase extraction bola odvodena od LLE, je to krokova technika, kde analyt, ktory je
rozpusteny v slabom rozpustadle, sa zachyti na stacionarnu fazu. Postupné priddvanie
rozpustadiel s vysSiou silou znamena selektivne a kontrolované eluovanie analytov. Pouziva
malé kolonky na zachytenie Ziadanych analytov z kvapalného prostredia. SPE je zaloZena na
chromatografickej separacii, tak ako pri HPLC aj pri tejto metdde je na vyber Siroka Skala kolon,
takze je vhodnd pre polarne anepolarne analyty. Mald kolona typu CI18 zachytava
prechadzajuci analyt, ten je nasledne premyty ACN alebo methanolom. Koldénky sa mozu znovu

vyuzit’ pri d’alSej analyze. (13, 15)
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4 Experimentalna Cast’

4.1 Technika a pouzité chemikalie

4.1.1 Pristrojova technika

Chromatografické zostava :

¢ Komunika¢ny model

e Degasser

e Cerpadla

e Autosampler

¢ Kolonovy termostat

e UV-VIS detektor

e DAD UV-VIS detektor
e Program pre zber dat

e pH meter

e Vortex

e Digitalne analytické vahy

e Nylonové filtre

4.1.2 Zoznam pouzitych chemikalii

Cistena, deionizovana voda
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Hydrogenfosfore¢nan sodny

Lamotrigin

CBM-20A Shimadzu Corporation

DGU-20 A3 Shimadzu Corporation

LC-20AD Shimadzu Corporation

SIL-20AC Shimadzu Corporation

CTO-20AC Shimadzu Corporation

SPD-20A Shimadzu Corporation

SPD-M20A Shimadzu Corporation

LabSolution, Version 5.85, Shimadzu Corporation
Schott CG 843, Schott Instruments GmBH,

Nemecko

WX Vortex, Velp Scientifica, Taliansko
Sartorius CPA225D-0CE, Nemecko
Sartorius AG A200S, Nemecko

MS Nylon Membrane Filter, 0,22 pm, Membrane

Solutions

Ziskana pomocou reverznej osmozy
Dr. Kulich Pharma s.r.o; Ceska republika
Sigma Aldrich; Nemecko

Torrent Pharmaceutical Limited; India
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Gabapentin
Levetiracetam
Primidon

Sulfathiazol

Metanol
Acetonitiril
Krali¢ia plazma

Sérum

Redlne vzorky plazmy pacientov so znamym obsahom antiepileptik ziskané¢ z FN Hradec

Kralové.

Sigma Aldrich; Nemecko
Sigma Aldrich; Nemecko

Sigma Aldrich; Nemecko

CRL technicky sektretariat eurépskeho

liekopisu; Strasburg, Franctzsko

VWR Chemicals; Franctizsko

VWR Chemicals; Franctizsko

4.2 Postupy a podmienky stanoveni

4.2.1 Priprava roztokov analytov a mobilnych fazi
4.2.1.1 Roztoky analytov
e Zasobné roztoky boli pripravené do kryogénnych skiimaviek tak aby ich finalna

koncentrécia ¢inila 1000 mg/l v methanole. V pripade Gabapentinu sa pouzivala 10x

vyssia koncentracia ako u ostatnych latok.

Latka

PRIMIDON

GABAPENTIN

Navazka [mg]

1,1

1,2

Methanol[ml]

1,1

1,2

Tabulka ¢.2: Zobrazenie pripravy zasobnych roztokov.




Standarné roztoky boli pripravené priamo do vialiek na objem 1 ml riedenim zasobnych
roztokov na koncentraciu 10 mg/l, bud methanolom alebo deionizovanou vodou,
v pripade gabapentinu sa jednalo o 10x va¢$iu koncentraciu, teda 100 mg/1.

Zmesny Standard obsahoval levetiracetam, primidon a vnatorny Standard v koncentracii

10 mg/1 a gabapentin v koncentracii 100 mg/l v celkovom objeme 1 ml.

4.2.1.2 TImivé roztoky

Zakladny tlmivy roztok o koncentracii 10 mM, bolo navazenych 1,361 g
dihydrogenfosfore¢nanu draselné¢ho, kvantitativne bol preneseny do odmernej banky,
kam bolo pridanych po rysku 1000 ml deionizovanej vody. Druha zlozka pufru,
hydrogenfosfat disodny, bol navazeny v hodnote 1,420 g a nésledne bol rozpusteny
v200 ml deionizovanej vody v mensSej odmernej banke. Odobralo sa 950 ml
dihydrogenfosforecnanu draselného a 50 ml hydrogenfosfat disodného, boli zmieSané
do spoloc¢nej kadicky a pomocou pH-metra bola odmerana finalna hodnota pH = 5,6.

Nasledne bol roztok prefiltrovany cez 0,22 pm nylonovy filter do zasobnej fTase. (39)

Tlmivy roztok 5 mM, bol pripraveny zriedenim 10 mM roztoku v pomere 1:2 (roztok:
voda). Bola odmerana hodnota pH = 5,79 a nésledne bol prefiltrovany cez 0,22 pm

nylonovy filter do zasobnej fT'aSe.

Tlmivy roztok 15 mM, bol pripraveny rovnakym postupom ako pri priprave 10 mM
pufru, snavazkami 2,041 g dihydrogenfosforecnanu draselného a2,129 g
hydrogenfosfatu disodného. Namerané pH pomocou pH-metra bolo 5,57 g prefiltrovany

cez 0,22 um nylonovy filter do zasobnej fl'ase.
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Priprava roztokov (ZMES1-ZMESS5) na linearitu

LC ZMESIS | ZMES2S | ZMES3S | ZMES4S | ZMESSS
(uL) (uL) (uL) (uL) (uL)
GABA 10 50 10 20 30
(100pug/ml) | (100pug/ml) | (Img/ml) | (Img/ml) | (Img/ml)
LEVE 10 20 30 80 150
(1mg/ml)
SLT 20 20 20 20 20
(1mg/ml)
PD 10 50 10 20 30
(100pg/ml) | (100pg/ml) | (Img/ml) | (Img/ml) | (Img/ml)
LAMO 10 50 10 20 30
(100pg/ml) | (100pug/ml) | (Img/ml) | (Img/ml) | (Img/ml)
METH 940 810 920 840 740

Tabulka ¢.3: Zobrazenie objemu v uL analytov v zmesiach.

Postup izolacie z plazmy resp. séra

e Bolo odobranych 50 pL plazmy, ktora bola kvantitativne prevedend do
»~eppendorfky®, bol pridany precipitacny roztok ACN:METH v pomere 1:1
v objeme 500 pL s pridavkom IS v koncentracii 20 pg/ml, okrem hodnotenia

selektivity.

e Nasledne bola zmes intenzivne zvortexovana po dobu 30 sekind a bola

zcentrifugovana pri teplote 4 °C, 15 mintt pri 15 000 ota€ok za minttu.

e Nakoniec bola opatrne odobratd vrchna cast, ktora bola pomocou pipety

premiestnena do vialky.
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4.2.1.3 Mobilna faza
Mobilna faza bola uchovanad v zasobnych fl'asiach, s deionizovanou vodou a acetonitrilom,

a fosfatovym pufrom v urcitej koncentracii. Tieto zlozky sa miesali podl'a dan¢ho gradientu.

4.2.2 Chromatografické podmienky a proces ich optimalizacie

Pre stanovenia boli zvolené nasledujuce chromatografické podmienky:
e Kolona: Agilent Eclipse XDB-Phenyl 5 um (4,6mm x 150mm)
(ACE 3 C18 — PFP 100 x 4,6 mm; Kinetex 5 pm C18 150 x 4,6 mm)

e Teplota: 35-50 °C

e Prietok: 0,8 — 1,0 ml/min
e Injektovany objem: 10 pL
e Detekcia: 210 - 220 nm

Pre porovnanie st nizsie uvedené chrom. podmienky v BP Martina Smolika.

Chromatografické podmienky v BP Martina Smolika:

e Kolona: Kinetex 5 pm C18 150 x 4,6 mm, Phenomenex

e Teplota: 35 °C

e Prietok MF: 0,8 ml/min

e Injektovany objem: 10 pL

e Detekcia: pomocou diodového pol'a v oblasti 200-300 nm (39)
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5 Vysledky a diskusia

5.1.1 Retenc¢né chovanie analytov

5.1.2 Tvorba gradientu pre analyzu vybranych antiepileptik
V névéznosti na bakalarsku pracu Martina Smolika sa testovala nim pouzita koléna Kinetex
5 um C18 150 x 4,6 mm, Phenomenex, s ciel'om zlepsit’ rozliSenie medzi pikmi primidonu
a lamotriginu.Tato SF bola pouzitd pri poCiatocnom merani isokratickej eliicie na prvom
HPLC zariadeni, pri tejto koldéne bol problém s tlakom a taktiez HPLC zostava mala
problematickic pumpu. Z tychto dovodov sa analyza presunula na druhé zariadenie
s rovnakou SF. Ani na tomto zariadeni neboli dosiahnuté optimalne vysledky, preto sa
ucinilo rozhodnutie o zmene SF na Agilent Eclipse XDB-Phenyl 5 pm (4,6mm x 150mm),
na ktorej bolo vysku$anych visina gradientov a nasledna validacia vysledkov. Dalsou
testovanou kolénou resp. SF, bola ACE 3 C18 — PFP 100 x 4,6 mm. Obrazok ¢.14
porovnava chromatogramy dvoch SF, kedy boli prevedené zmeny v gradiente, ktoré
neviedli k zlepSeniu separicie. Z tychto dovodov bola zvolena koléna Agilent Eclipse

XDB-Phenyl, pre d’alSie merania.

V priebehu analyzy sa upustilo od stanovenia gabapentinu, kvoli jeho retenénym
vlastnostiam resp. jeho nizkym absorbénym schopnostiam pri oCakdvanej terapeutickej

hladine.

" A Ch1210nmh MPa
“Detector n L
7007 Pump A Pressurg

1 10,75
600 I

] 10,50
500 I
400 10,25
300 10,00
200

] 9,75
100 -

] N 9,50
OiM\Jg_/_J [
——

0,0 1,0 20 3,0 40 5,0 6.0 7,0 8,0 min
Obrazok ¢.14: Porovanie SF (: ) a ACE3 (Cierna), pri pouziti rovnakého

gradientu.
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Z dovodu zmeny SF bolo potrebné vytvorit novy gradient, ktory by zabezpecil ideédlne
chromatogramy. Pri tvorbe gradientu, je potrebné dosiahnut' dostato¢ni separaciu medzi
jednotlivymi analytmi. Pre zvolenti SF Agilent Eclipse XDB-Phenyl, bolo nutné u¢init’ zmeny
gradientu a zaroven zachovat' dostatocné rozliSenie medzi jednotlivymi analytmi a IS
(Sulfathiazol), ktory bol pouzity rovnako ako v BP Martina Smolika. Dalsou poZiadavkou bola
optimalna symetria pikov a ¢o najkratiia doba analyzy. Vlnova dizka pre detekciu bola vybrana
v hodnotéach 210 nm, kedy sa absorbovala vé¢sina analytov, pri vysSich hodnotach ako 220 nm
sa uz neabsorboval Gabapentin, preto nebola u neho hodnotena uz ani linearita, aj ked’ bol
obsiahnuty v zmesnych roztokoch.V priebehu analyzy sa od jeho detekcie upustilo a tym bolo

v

absorbcia ostatnych latok.
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mVY. MPa

“Detector A 210nn} LAMO F
225 Pump A Pressure

1 —10,75
200 r
175 10,50
150 r

] 10,25
125 r

] 1.S. PRIM
100 10,00
75 r

] 9,75
50 LEVE -
257 -

] GABA 9,50
0+ -

—
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7.0 8,0 9,0 10,0 11,0  min

Obrdzok ¢.15: Chromatogram gradientu 1.

Popis: ierna — zmesna vzorka ; svetlo modra — priebeh gradientu na pumpe B

Cas (min) Pumpa B (%)
1,50 10
6,00 40
8,00 40
9,00 10
11,00 10

Nastaveny gradient 1 zobrazuje na zaciatku Gabapentin, Levetiracetam, vnutorny Standard
(Sulfathiazol), Primidon a na konci Lamotrigin. Prave poslednd latka sa v isokratickej elucii
eluovala v hodnotach okolo 12 minut, zmenou gradientu je mozZné dosiahnut’ jeho posun blizsie

k ostatnym latkam a tym skratenie celkovej doby analyzy.
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Obrazok ¢.16: Chromatogram s gradientom 2.

Popis: ierna — zmesna vzorka ; svetlo modra — priebeh gradientu na pumpe B

Cas (min) Pumpa B (%)
1,50 10
4,00 40
6,00 40
9,50 10
11,00 10

Vytvorenim gradientu 2, bolo zamyslané skratenie Casu celkovej analyzy. Retencny cas
vSetkych analytov sa skratil, najvyraznejs$iu zmenu retencie zaznamenal Lamotrigin a to z 8,0
min na 6,4 min. NajvyraznejSie zmensenie rozliSenia bola namerand medzi pikmi LEVE
a GABA. Zmenou gradientu, je mozné d’alej docielit’ zvySenie rozliSenia medzi PRIM a L.S.,

z tohto dovodu, bol vytvoreny gradient 3. Symetria pikov bola v rozmedzi 1,05 az 1,10.
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mV MPa
Detector A 210nn} b AP L
ump ressurg
1257 10,75
100] 10,50
75 10,25
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Oi B
: - S O N
0,0 1,0 2,0 3,0 8,0 9,0 10,0 min

Obrazok ¢.17: Chromatogram gradientu 3.

Popis: ierna — zmesna vzorka ; svetlo modra — priebeh gradientu na pumpe B

Cas (min) Pumpa B (%)
1,50 10
5,00 40
5,50 40
8,50 10
11,00 10

Treti gradient bol vytvoreny, tak aby sa d’alej skratila celkové analyza a taktiez aby bol mene;j
vyrazny ndrast tlaku na priebehu chromatogramu a zaroveil zniZenim rozliSenia, sa skratili
rozostupy medzi analytmi . Celkova analyza trvala 11 minut, kedy sa po 7,0 minute uZ neeluuje
ziadny d’al$i analyt, z tohto dovodu bol vytvoreny gradient 4, aby sa skratila celkova analyza
pod 10 minut. Teda moznostou d’alSej upravy gradientu bola v rychlejSom zvySeni organicke;

zloZky a zmenSenim Casu potrebného pre ustdlenie tlaku na pumpe.
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mVY. MPa

-Detector A Ch1 220nm L
400 Pump A Pressure

1 10,75
350 r

] 10,50
3007 LAMO i
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200+
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150 PRIM 10,
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50 i

1 9,50
0 L

——
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 min

Obrazok ¢.18: Chromatogram s gradientom 4.

Popis: ierna — zmesna vzorka ; svetlo modra — priebeh gradientu na pumpe B

Cas (min) Pumpa B (%)
0,10 10
4,50 45
6,50 10
8,00 10

Pocas analyzy bolo rozhodnuté, Ze pri danej vinovej diZke a koncentracii gabapentinu vo
vzorke, sa upusti od jeho sledovania. VInova diZka bola nastavena na 220 nm. V tomto pripade
bol GABA spojeny s pikmi balastov na zac¢iatku analyzy. Tento gradient bol urceny ako finalny
a nasledne bol vyuzity v d’alSich analyzach. ZvySenim organickej zloZky na zaciatku analyzy
bola dosiahnuté elicia analytov v rozmedzi 2,5 minat so znizenim rozliSenia medzi LAMO a
PRIM v hodnote 5,48. RozliSenie medzi 1.S. a LEVE je 6,44 a PRIM a L.S. je 3,35. Symetria
pikov (tailing faktor), od najmensieho: 1.S. 1,05; LEVE 1,06; PRIM 1,07 a LAMO 1,15, ¢o
vyhovuje poziadavkdm FN HK min. rozliSenie 2,0 a symetrie pikov 0,8 - 1,2. Celkova doba

analyzy bola skratend na 9,0 minut.
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Zaznam finalnych chromatografickvch podmienok pre roztoky oznac¢ené ZMES1-5.

m\Y MPa

“Detector A Ch1 220nm LAMO L

b Pump A Pressurg
800 —10,75

] LEVE -
700 N

] —10,50
600 C

] PRIM -
400 -

] —10,00
300 C

] 1.S. -
200+ —9,75
100-] -

] { —9,50

o S r
a T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 min

Obrazok ¢.19: Zobrazenie zvysujucej sa koncentracie od najnizsej konc. po najvyssiu:

zmesI- fialovd, zmes 2 - ; zmes3 - zelend; zmes4 - Cervend, zmes5 — Cierna.

5.1.3

Validacia metédy

Metoda validovana pre analyty v plazme mala nasledujuce parametre

Preanalyticka iprava: Priprava vzorkov, plazmy a plazmy s LC, je popisany v kapitole
4.2.1

Kolona: Agilent Eclipse XDB-Phenyl 5 um (4,6mm x 150mm)

Mobilna faza: Tlmivy roztok (5, 10, 15 mM) a ACN

Prietok: 0,8 ml/min

Teplota: 40 °C

Detekcia pri vlnovej 220 nm

Doba analyzy: 9 minat

Nastrek: 10 pL
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5.1.3.1 Linearita

Kalibracna krivka bola merand na 5 koncentracnych hladindch, namerané hodnoty boli
spriemerované z dvoch vialiek. Vypocitané koncentracie sa pohybuju v terapeutickom
rozmedzi a hodnoty nad 100 % st hodnoty toxické. Koncentracie st zvolené, aby pokryvali
terapeutické rozmedzie a posledny kalibracny bod je na hranici toxicity pre dany analyt. Po
zostrojeni krivky bola ziskand rovnica pre vypocet presnych koncentracii a determinacny
koeficient R?. Korelacny koeficient u LEVE je 0,997; PRIM 0,999; LAMO 0,999, odpovedaju

validacnej poziadavke R > 0,99.

LEVETIRACETAM

3,5

5ttt e
........... y =0,0231x + 0,0643
R? =0,9946
1,5

Pomer plochy LEVE/IS
N
L ]

05 .- ®

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Koncentracia (pug/ml)

Obrazok ¢.20: Graf zavislosti pomeru plochy piku LEVE/IS a koncentracie (ug/ml).

Koncentra¢na hladina Koncentracia (pug/ml) As LEVE/ As LS.
12,5 % 10 0,305
25 % 20 0,485
37,5 % 30 0,696
100 % 80 2,083
187,5 % 150 3,463

Tabulka ¢.4: Hodnoty kalibracnej krivky.
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0,2 !
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Koncentracia (ug/ml)

Obrazok ¢.21: Graf zavislosti pomeru plochy piku PRIM/IS a koncentracie (ug/ml).

Koncentra¢na hladina Koncentracia (pug/ml) As LEVE / As LS.
5% 1 0,060
25 % 5 0,240
50 % 10 0,530
100 % 20 1,112
150 % 30 1,692

Tabulka ¢.5: Hodnoty kalibracnej krivky.
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Obrazok ¢.22: Graf zavislosti pomeru plochy piku LAMO/IS a koncentracie (ug/ml).

Koncentra¢na hladina Koncentracia (pug/ml) As LEVE / As LS.
5% 1 0,133
25 % 5 0,554
50 % 10 1,226
100 % 20 2,475
150 % 30 3,839

Tabulka ¢.6: Hodnoty kalibracnej krivky.
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5.1.4 Preciznost’

Preciznost’ bola merana na troch koncentraénych hladinach, na kazdej hladine boli pripravené

3 vzorky. RSD spiia predpisany limit < 15 %. Hodnoty st uvedené v tabul’kach ¢.7, 8 a 9.

Vsetky testované analyty spiiiaju predpisany limit.

5.1.5 Presnost’
Presnost’ bola merana na troch koncentraénych hladinach LEVE (25 %, 100 % a 187,5 %) a PD,

LAMO (25 %, 100 % a 150 %).

Po zmerani vzoriek s pridavkom bola vypocitand skutocnd koncentracia pridavku. Presnost’

metddy sa mé pohybovat’ medzi 85-115 % skutocnej hodnoty, comu namerané hodnoty

vyhovujt.
LEVE
Vypocitana )
Koncentrécia Pomer Priemerna
Koncentra¢na Priemer koncentracia Vytaznost RSD
. pridavku plochy vytaznost
hladina pomeru | pridavku [pg/ml [%] [%]
[ng/ml plazmy] | analyt/IS [%]
plazmy]
0,498 18,76 106,63
25% 20 0,465 0,482 17,35 115,26 110,60 {3,386
0,485 18,20 109,89
2,011 84,28 94,92
100 % 80 2,202 2,089 92,52 86,47 91,40 4,768
2,055 86,19 92,82
3,667 155,97 96,17
187,5 % 150 3,344 3,409 141,97 105,66 103,91 {6,806
3,217 136,49 109,89

Tabulka ¢.7: Presnost a preciznost metody pri analyte LEVE.
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PRIM

) Vypocitana )
Koncentracia Pomer Priemerna
Koncentra¢na Priemer koncentracia Vytaznost RSD
‘ pridavku plochy vytaznost
hladina pomeru | pridavku [pg/ml [%] [%]
[ng/ml plazmy] | analyt/IS [%]
plazmy]
0,245 4,73 105,65
25% 5 0,233 0,246 4,53 110,49 105,42 |5,437
0,260 4,99 100,13
1,205 21,61 92,55
100 % 20 1,114 1,163 20,01 99,93 95,91 3,937
1,170 21,00 95,24
1,758 31,33 95,77
150 % 30 1,693 1,703 30,18 99,40 98,86 2,960
1,659 29,58 101,41
Tabulka ¢.8: Presnost’ a preciznost metody pri analyte PRIM.
LAMO
Vypocitana
Koncentrécia Pomer Priemerna
Koncentra¢na Priemer koncentracia Vytaznost RSD
_ pridavku plochy vytaznost’
hladina pomeru | pridavku [pg/ml [%] [9%]
[ug/ml plazmy] | analyt/IS [%]
plazmy]
0,575 4,87 102,74
25 % 5 0,549 | 0,5507 4,66 107,31 107,08 |4,331
0,528 4,50 111,21
2,622 20,81 96,12
100 % 20 2,378 | 2,4756 18,91 105,79 101,87 5,223
2,427 19,28 103,71
3,784 29,86 100,48
150 % 30 3,983 | 3,8880 31,41 95,52 97,87 12,566
3,897 30,73 97,62

Tabulka ¢.9: Presnost a preciznost metody pri analyte LAMO.
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5.1.5.1 Robustnost’

Robustnost metddy, porovnava zmenu chromatografickych podmienok na elu¢nych
vlastnostiach analytov. Testovana bola zmena prietoku v rozmedzi 0,8 — 1,2 ml/min, zmena
teploty kolony (35 - 45 °C), zmena koncentracie pufru (5 mM — 15 mM), zmena pomeru zloziek

fosfatového pufru dihydrogenfosforecnan draselny:hydrogenfosfore¢nanu sodny (370:30 —

390:10).

e Zmena prietoku

mV MPa
JDetector A Ch1 220nm LAMO L
1 Pump A Pressurg
2257 ~10,75
2007 L
1754 —10,50
150 L
] 10,25
1254 r
100 10,00
757 L
50 9,75
25+ —— r
] 9,50
0=~ a, TG —
R T T T R T
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 50 6,0 7,0 8,0 min
Obrazok ¢.23: Zobrazenie zmeny prietoku — 1,2 ml/min; &ierna — 1,0 ml/min;

modra 0,8 ml/min.

Na chromatogramoch sa porovnéava aky vplyv ma rychlost’ prietoku MF na reten¢né vlastnosti
analytov. Podla o¢akdvania, ¢im rychlejsi prietok, tym sa budi analyty skor eluovat’ a tym
padom sa skrati Cas analyzy a tiez retencny Cas analyzovanych latok. Tailing factor zostava
v rovnakych hodnotach, vrozmedzi 1,05 az 1,15. RozliSenie jednotlivych analytov je
dostacujlice, najmensia namerana hodnota je 3,24 pre PRIM a L.S. pri prietoku 1,2 ml/min.
Vzhladom k neustalym problémom s tlakom na koldne, sa v nasledujlicich meraniach pouzil

prietok MF pri 0,8 ml/min.
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e Zmena teploty

y MPa
|Detector A ChT 220nm) LAMO ( Pump A Pressurg
i 1S. (10,75
250 | -
40°C_ . ‘ C
] I 10,50
2001 || i
LEVE |

0,0 1.0 20 3,0 4.0 5,0 6,0 7.0 8.0 min

Obrazok ¢.24: Zobrazenie zmeny teploty: ¢ierna — 35 °C, modra — 40 °C a —45°C.

Boli testované tri teploty: 35 °C, 40 °C, 45 °C. ZvySenim teploty sa skratila doba analyzy
a nastal aj posun pikov najméi analytov interného Standardu, primidonu a lamotriginu. Tailing
faktor sa pohyboval pri analytoch v rozmedzi od 1,07 az 1,11. Hodnota rozliSenia sa pri
zvySujucej sa teplote zmenSovala napr. pre PRIM al.S. z 8,33 (35 °C) na 7,04 (45 °C).

Optimalna teplota koldény na analyzu bola zvolena pri 40 °C.

e Zmena molarnej koncentracie pufru

m\. MPa
-Detector A Ch1 220nm -
] LAMO Pump A Pressurg
4 —10,75
300 r
1 1.S.
250 -10,50
1 LEVE
200 PRIM 10,25
1501 :
] —10,00
100 i
] 9,75
50 i
EQJ\A J \ 950
o — \ r
T T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 min

Obrazok ¢.25: Zobrazenie zmeny molarnej koncentrdcie pufru éierna — 5 mM; modra 10mM;

— 15 mM.
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Pri zmeneni moléarnej koncentracie pufru nastava mierny posun lamotriginu na konci analyzy.
Tailing faktor sa pohybuje vrozmedzi 1,06 az 1,15. RozliSenie jednotlivych analytov sa
signifikatne nezmenila, najmensia namerana hodnota je 3,29 pre PRIM a L.S. pri pouziti pufru
o koncentracii 15 mM. NajidealnejSia koncentracia pufru bola 10 mM, s touto konc. sa

pracovalo aj v nasledujtcich analyzach.

e Zmena pomeru Dihydrogenfosfore¢nan draselny:Hydrogenfosfore¢nanu sodny

m\Y MPa
-Detector A Ch1 220nm |
300 LAMO Pump A Pressurg
] —10,75
] 1.S. -
250 i
] 10,50
200 LEVE i
1 PRIM 710,25
150 L
1 10,00
100 i
9,75
50 :
] 9,50
0 = B
) T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 min

Obrazok ¢.26: Zobrazenie zmeny moldrnej koncentracie pufru ¢ierna — 370:30; modra

380:20; —390:10.

Bolo testované aj zlozenie pufru, kedy sa menil pomer dihydrogenfosfore¢nanu draselného 370,
380 a 390 ml ku 30, 20 a 10 ml hydrogenfosfore¢nanu sodného. Pri Ziadnom analyte nenastal
vyraznej$i posun. Tailing faktor sa pohybuje v rozmedzi 1,04 az 1,11. RozliSenie jednotlivych
analytov je dostacujice. Pri zmene pomeru latok v pufri sa nemeni rozliSenie, najmensia

namerana hodnota pre PRIM a I.S. bola 3,26.
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5.1.6 Selektivita
Pre testovanie selektivity bola pouzita Cistd plazma a plazma s analytmi v koncentracii zmesi
3. Chromatogram na obrazku ¢.27 zndzornuje nepritomnost’ interferujicich latok v retenénych

¢asoch stanovovanych analytov.

V MPa
Detector A Ch1 220nm LAMO i
50— Pump A Pressure
] 10,75
407 10,50
30 10,25
1 PRIM B
20 10,00
10 1S 9,75
1 LEVE -
] 9,50
0 -
) T T ‘ T T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T T | T T ‘ T T T
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 min

Obrazok ¢.27: Zobrazenie Cistej plazmy (hnedda) a plazmy s analytmi (Cierna).
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5.1.7 Analyza realnych vzoriek
Redlna vzorka pacienta s obsahom levetiracetamu a lamotriginu bola spolu s kontrolnou
vzorkou testovand pomocou gradientu 4. Vzorky s obsahom primidonu neboli v dobe merania

diplomovej prace dostupné.

Jednalo sa uz o pripravené izolaty z plazmy z FN HK, ktoré boli bez d’al$ej tipravy nastreknuté
a zanalyzované. Pripravené boli podla interného predpisu tseku farmakologie FN v Hradci
Kralové. Bolo iba porovnavané ¢i sa LEVE a LAMO eluuju v rovnakych retenénych ¢asoch
ako nase modelové vzorky. Kvantifikdcia nebola prevedena, pretoze v izolatoch bol pouzivany

iny interny Standard ako v naSich vzorkach.

mVY MPa

Detector A Ch1 220n -
60 1.S. LAMO Pump A Pressurg

1 -10,75
50 -

1 10,50
407 :

1 10,25
30 -

] LEVE 10,00
20 -
10 9,75

07 9,50
7‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 min

Obrazok ¢.28: Chromatogram plazmatického izolatu s 1.S. s obsahom levetiracetamu

a lamotriginu, pacientska vzorka (Pacl0).

Popis: V rozmedzi 2,0 az 4,0 minut boli eluované balasty z plazmy. V retencnom case 4,2 min
je pik levetiracetamu, v case 4,8 min je pik I.S. (z FN HK, 2-(2,2dimethyl-5- oxopyrrolidin-1-
vl)propanamid), v c¢ase 5,2 min sa eluuje neznama latka (bola by potrebna dalsia

analyza), v case 6,6 min sa eluuje s balastmi Lamotrigin.
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m\Y MPa
JDetector A Ch1 220nm I.S.

90 Pump A Pressurg
] —10,75
80 -
707 10,50
60
1 LEVE 10,25
50 r
407 10,00
30 !
20 9,75
107 I
] 59,50
0 -
; -—_—
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 min

Obrazok ¢.29: Chromatogram plazmatického izolatu s 1.S. s obsahom

levetiracetamu, pacientska vzorka (,,Pac9*).

Popis: Vrozmedzi 2,0 az 4,0 min. sa eluuju balasty z plazmy. V retencnom case 4,2 min. je pik
levetiracetamu, v case 4,8 je pik interného standardu (z FN HK, 2-(2,2dimethyl-5-
oxopyrrolidin-1-yl)propanamid), v ¢ase 5,2 min sa eluuje neznama latka a v case 6,4 sa

eluuju balasty.

Na oboch chromatogramoch sa v zhodnych retencnych c¢asoch eluuju u pacienta 10
Levetiracetam a Lamotrigin a u pacienta 9 sa eluuje levetiracetam, tak ako v modelovych
vzorkéach. To by odpovedalo ocakédvanému obsahu analytov uvedenych u tychto pacientskych

vzorkach.
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6 Zaver

Tato diplomova praca sa vo svojej teoretickej Casti zaobera popisom zlozenia HPLC zostavy,
kde bol blizsie priblizeny proces separacie, ako aj rozdelenie detektorov, stacionarnych faz
a separacnych modov. Boli popisané farmakologické a farmakodynamické vlastnosti

vybranych lie¢iv ako aj postup validacnych metod.

Experimentalna cast’ prace sa tyka analyzy liec¢iv: Gabapentin, Levetiracetam, Primidon
a Lamotrigin, kedy boli zaznamenané ich retencné vlastnosti na SF Agilent Eclipse XDB-
Phenyl 5 um (4,6mm x 150mm), pri teplote 40 °C a prietoku MF pri 0,8 ml/min. Boli vyskusané
tri rozne SF, ale ako najvhodnejsia kolona bola prave vyssie zmienend SF Phenyl. Vytvorenim
vhodného gradientu bolo dosiahnuté skratenie analyzy na celkovy ¢as 9 minut, potom bolo
prejdené na validaciu metddy v podobe linearity, preciznosti, presnosti, robustnosti. Pri overeni
zmeny rychlosti prietoku bola vybrana 0,8 ml/min s ohl'adom na problémy s tlakom na kolone,
pri zmene teploty bola zvolena teplota 40 °C, pri koncentracii pufru to bola hodnota 10 mM
apomer zloziek  fosfaitového  pufru  95:5  dihydrogenfosfore¢nan  draselny:

hydrogenfosforecnanu sodny.

V porovnani s BP Martina Smolika, ktorej chromatografické podmienky boli: SF Kinetex, pri
teplote 35 °C a prietoku MF 0,8 ml/min, kedy celkova dizka analyzy trvala kratsie ako v nasej
metdde a to 7,25 minut. Bolo v tejto DP dosiahnuté planované rozliSenie medzi pikmi analytov
interného Standardu a primidonu a ¢iastocnej validacie, a tieZ overenim metddy na redlnych
koncentraciach pohybujicih sa v terapeutickych hladinach, tak ako to bolo uvedené v cieloch
prace. Dalsie skratenie analyzy by bolo mozné pri pouziti vyssieho prietoku MF, kedy pri

prietoku 1,2 ml/min bolo rozliSenie medzi jednotlivymi analytmi stale dostaCujuce.

Na zaver prace bola analyzou redlnych vzoriek aizolatov plazmy z FN v Hradci Kralové

overena ¢iastocna funkénost’ vyvinutej metody.
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