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1. Uvod



Kvetiapin je 1éCivo patiici ke skupiné atypickych antipsychotik. Pouziva se
Vv psychiatrickych indikacich, a to k 1écbé schizofrenie a stfedné tézkych az manickych epizod.

Lékové formy s postupnym uvoliovanim také k 1é¢b& depresivnich epizod.®

Kvetiapin je vyznamné metabolizovan jatry za vzniku nékolika metaboliti, z nichz
norkvetiapin a 7-hydroxykvetiapin vykazuji farmakodynamickou aktivitu. Vzhledem k rtzné
farmakokinetické variabilité mezi jedinci a rizné klinické odpovédi, je kvetiapin vhodnym

kandidatem pro terapeutické monitorovani.

Nezbytnym prostiedkem k hodnoceni bezpecnosti a G€innosti podavani 1é¢iv je metoda
HPLC. V minulosti jiz byla popsana cela fada metod stanovujici koncentrace kvetiapinu a jeho

metabolitli vV plasmé s vyuzitim riiznych chromatografickych podminek a stacionarnich fazi.

Stale castéji se Cerpd z Cetnych vyhod, které nabizi staciondrni fize na bazi oxidl
ptechodnych kovii — zejména z oxidu zirkonia. Mezi hlavni piednosti téchto fazi patii vyssi
chemicka a fyzikalni stabilita — béhem analyzy lze tedy zvolit Sirsi rozsah pH a vyssi teplotu bez
sniZeni zivotnosti kolony. Stacionarni faze na bazi oxidu zirkonicitého lze, stejn¢ jako silikagel,
riznym zpusobem modifikovat, ¢imZ jsou umoznény analyzy ve vice separanich moddech.

Piikladem muze byt depozice polymeru na povrchu zirkonia umoZziujici chromatografickou

separaci na systému reverznich fazi u kolony ZirChrom®-PBD.



2. Cil prace



Teoreticka Cast prace se zamétuje na popis vlastnosti matetské latky kvetiapinu z pohledu
platného Ceského 1ékopisu a jeji farmakodynamické a farmakokinetické chovani v organismu.
Prace se také zminuje o dvou dalSich aktivnich metabolitech kvetiapinu, a to
7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu. Soucasti je 1 popis principu a instrumentace HPLC,
charakterizace modernich stacionarnich fdzi na bazi oxidu zirkoni¢it¢ho a jejich srovnani

s tradi¢nimi silikagelovymi fazemi.

Cilem této diplomové prace bude nalezeni vhodnych analytickych podminek pro separaci
smési kvetetiapinu a jeho dvou metaboliti 7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu za pomoci
vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) s vyuzitim ZirChrom®-PBD kolony. Bude
sledovéan vliv zmén pH mobilni faze, molarity pouzitého pufru a zastoupeni organické slozky
Vv eluentu na reten¢ni chovani analyti. Na zakladé ziskanych znalosti bude vyvinuta metoda pro

separaci smési téchto tii analyt z plasmy.



3. Teoreticka ¢ast
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3.1 Kvetiapin a jeho vlastnosti

3.1.1 Vzorec a chemické vlastnosti
N e T O™
l/-\ O
f- N \) gn::-:'_u oH
3 “_/\ﬁ\- HOOC

Sumarni vzorec: (CssHs4NeOgS2)

Molekulova hmotnost (My): 883,10

Systematicky nazev: bis(2 - {2-[4-(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl)piperazin-1yl]ethoxy}ethan-
-1-0l-(2E)-but-2-endionat

Obsahuje 99,0% az 101,0% kvetiapinu-fumaratu (CssHssNeOgS2) a 12,5% az 13,8% kyseliny

fumarové (C4sH404; M, 116,08), po¢itano na vysusenou latku.®

Vlastnosti
Kvetiapin je bily nebo témét bily prasek, téZzce rozpustny ve vodé, v ethanolu bezvodém

a v methanolu. Je polymorfni.®

Zkousky totoZnosti
Infracervend absorb¢ni spektrofotometrie — spektra zkousené latky v pevném stavu, anebo
spektra zkousené latky rozpusténé v methanolu R a nasledné odpatfené do sucha se porovnavaji se

spektrem kvetiapin fumardatu CRL.®

ZkousSky na Cistotu
e Kapalinova chromatografie
o Té&zké kovy
e Ztrata suSenim

e Siranovy popel®
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Stanoveni obsahu

Kvetiapin-fumarat — titrace kyselinou chloristou 0,1 mol/l VS s potenciometrickou
indikaci ekvivalen¢niho bodu
Kyselina fumarova —titrace hydroxidem sodnym 0,1 mol/l VS s potenciometrickou

indikaci ekvivalen¢niho bodu®

Necistoty:

2-{2-[4-(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl)piperazin-1-yl]ethoxy}ethyl-acetat
11-(piperazin-1-yl)dibenzol[b,f][1,4]thiazepin
2-{2-[4-(dibenzol[b,f][1,4]thiazepin-11-yl)piperazin-1-yl]ethoxy}ethyl-2-[4-
(dibenzolb,f][1,4]thiazepin-11-yl)piperazin-1-yl]acetat
11,11"-(piperazin-1,4-diyl)bis(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin
11,11°-[ethylenbis(oxyethylenpiperazin-4,1-diyl)]bis(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin)
{2-[(2-aminofenyl)sulfanyl]fenyl} {4-[2-(2-hydroxyethoxy)ethyl]piperazin-1-
yl}methanon

dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11(10H)-on
4-(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl)-1-[2-(2-hydroxyethoxy)ethyl]piperazin-1-oxid
2-[4-(dibenzolb,f][1,4]thiazepin-11-yl)piperazin-1-yl]ethan-1-ol
2-[2-(2-{2-[4-dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl)piperazin-1-yl]ethoxy}ethoxy]ethan-1-ol
N-{2-[(2-{4-[2-(2-hydroxyethoxy)ethyl]piperazin-1-karbonyl}fenyl)sulfanyl]fenyl}
acetamid
2-{2-[4-(9-chlordibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl)piperazin-1-yl]ethoxy}ethan-1-ol
2-{2-[4-(2-{2-[4-(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl]ethoxy{ethyl)piperazin-1-
yl]ethoxy}ethan-1-ol

11-(4-ethylpiperazin-1-yl)dibenzo[b,f][1,4]thiazepin
4-(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl)-1,1-bis[2-(2-hydroxyethoxy)ethyl]piperazin-1-ium
2-{2-[4-(5-ox0-5)*-dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl-perazin-1-yl]ethoxy}ethan-1-ol
11-morfolindibenzo[b,f][1,4]thiazepin

dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-amin
2-{2-[4-(fenanthridin-6-yl)piperazin-1-yl]ethoxy}ethan-1-ol
11-[4-(2-{2-[(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl)oxy]-ethoxy}ethyl)piperazin-1-yl]
dibenzo[b,f][1,4]thiazepin®

12



3.1.2 Indikace

Kvetiapin je antipsychotikum 1. generace (tzv. atypické) ze skupiny MARTA (multiacting
receptor-targered antagonists).* Peroralni 1ékové formy s okamzitym uvoliiovanim se pouZivaji
k 1é¢bé schizofrenie a stiedné tézkych az tézkych manickych epizod, 1ékové formy s postupnym
uvoliovanim rozsifuji indikaci kvetiapinu o ptidatnou 1é¢bu stfedné tézkych depresivnich epizod

u pacienti s depresivni nemoci.®

3.1.3 Mechanismus ucinku

Kvetiapin a jeho aktivni metabolit norkvetiapin interaguji se Sirokym spektrem
neurotransmiterovych receptort, pficemz jejich afinita k jednotlivym receptorim je rizna.
Antagonizuji serotoninové (5HT2) receptory a dopaminové (Di1,D2) receptory. Kvetiapin ma
antipsychotické vlastnosti, zpisobuje ovSem jen slabé extrapyramidové (EPS) ucinky oproti
typickym antipsychotikiim. Je to vysvétlovano vyssi selektivitou kvetiapinu k SHT2 receptorim
nez k dopaminovym receptorim. Jeho aktivni metabolit norkvetiapin vykazuje vysokou afinitu
K noradrenalinovému pienaSeci (,,norepinephrine transporter — NET), coz vysvétluje
antidepresivni efekt po podani kvetiapinu. Mateiské 1é¢ivo 1 jeho metabolit maji také vysokou
afinitu k histaminovym a adrenergnim o1 receptordim a nizkou afinitu k adrenergnim oy
a serotoninovym SHTia receptorim. Kvetiapin nema afinitu k muskarinovym

a benzodiazepinovym receptortim.®

3.1.4 Farmakokinetické vlastnosti

Po peroralnim podani se dobfe vstiebava a jeho absorbce neni ovlivnéna podanim spolu
s jidlem. Vaznost na bilkoviny je 83%. Intenzivné se metabolizuje v jatrech na aktivni metabolit
norkvetiapin.

In vitro studie ukazaly, ze hlavnim izoenzymem cytochromu P450 tucastnicim se
biotransformace kvetiapinu, je CYP3AA4.

Cesty biotransformace kvetiapinu zahrnuji sulfoxidaci, N- a O-dealkylaci postranniho
alkylového fetézce (viz obr. 1). V malé mite se také uplatituje hydroxylace dibenzothiazepinového
kruhu v poloze sedm zprosttedkovna cytochromem — CYP2C9 za vzniku aktivniho
7- hydroxykvetiapinu. V nejvétsi mife vznika kvetiapinsulfoxid, ten ov§em neni farmakologicky
aktivni. Nejvyznamnéjsi farmakologicky aktivni metabolit N-desalkylkvetiapin ( = norkvetiapin)

je tvofen i eliminovan cestou CYP3A4, 567
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Obr. 1: Metabolismus kvetiapinu in vitro®

Dalsi vyzkumy in vitro prokazaly, Ze kvetiapin a nékolik jeho dal$ich metaboliti (véetné
norkvetiapinu) jsou slabymi inhibitory lidského cytochromu P450 1A2, 2C9, 2C19, 2D6 a 3A.
Avsak pouze v koncentracich 5-50krat vySSich nez jsou koncentrace dosahované u ¢loveéka pfii
davkovani 300 az 800 mg/den. Klinicky vyznamna lékova inhibice druhého léku taktéz
metabolizovaného cytochromem P450 je tedy nepravdépodobna. Ze studii na zvitatech vyplyva,
ze kvetiapin mize indukovat enzymy cytochromu P450, ale specifické interakéni studie na
psychotickych pacientech zvySenou aktivitu cytochromu P450 nepotvrdily. Biologicky polocas

kvetiapinu je asi 7 hodin, norkvetiapinu asi 14 hodin.®

3.1.5 Kontraindikace

Pacient nesmi kvetiapin uZivat pfi znamé piecitlivélosti na ucinnou latku, dale pfi
souCasném podavani inhibitort cytochromu-P450-3A4 (inhibitory HIV proteazy, azolova
antimykotika, erythromycin, klarithromycin, nefazodon). Kvili vyssi ¢etnosti vyskytu nékolika
nezadoucich ucinkl u déti a dospivajicich do 18 let, se podavani kvetiapinu u téchto pacientl

nedoporucuje.
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Vzhledem ke klinickému zlepSeni stavu v rozmezi nékolika tydn by méli byt pacienti

rizikovi z hlediska mozné sebevrazdy, zejména v pocatcich 16¢by, ale i pozd&ji, pe¢livé sledovani.

3.1.6 Nezadouci ucinky

Pfi uzivani kvetiapinu se mohou velmi Casto objevit zavraté, somnolence, bolesti hlavy,
sucho v ustech, zvyseni triglyceridi v séru, celkového cholesterolu (zejména LDL), snizeni HDL
cholesterolu a zvyseni hmotnosti. Dale mtize Casto dochazet hyperprolaktinémii, zvyseni chuti
k jidlu, leukopenii, extrapyramidovym symptomum, dysartrii, rozmazanému vidéni, tachykardii,
ortostatick¢ hypotenzi, zacpé, dyspepsii, mirné astenii, perifernim edémiim, podrazdénosti,

zvy$eni hladiny transaminaz v séru, snizenému poétu neutrofili a zvysené glykémii.®

3.1.7 Interakce

e Silné induktory jaternich enzymil (napf. fenytoin, karbamazepin) — pfinos 1écby kvetiapinem
a témito induktory soucasné€, musi prevazit ptipadna rizika; déle je nezbytné, aby jakakoli
zmeéna 1écby induktory byla postupna

e Léky prodluzujici QT-interval (napt. hladinu drasliku snizujici thiazidova diuretika) — je tieba
opatrnosti vzhledem k moznému vzniku malignich arytmii

e Inhibitory CYP3A4 — vzhledem k zvySeni AUC kvetiapinu je jejich podavani

kontraindikovano °

3.1.8 Nékteré pripravky s obsahem kvetiapinu na trhu

e Apo-Quetiapin 200 mg, Apotex Europe B.V., Leiden, Némecko

e Derin 200 mg potahované tablety, Viapharm SA., Ozarow Mazowiecki, Polsko

e Hedonin 100 mg, G. L. Pharma GmbH, Lannach, Rakousko

o Ketilept 100 mg, EGIS Pharmaceuticals PLC, Budapest, Mad’arsko

e Quetiapin Actavis 200 mg, Actavis Group PTC ehf., Hafnarfjorour, Island

e Quetiapin Mylan 300 mg, Generics (UK) Ltd., Herftordshire, Velka Britanie

e Quetiapin Teva 400 mg retard, Teva Pharmaceuticals CR s.r.o., Praha, Ceska republika

e Seroquel PROLONG 200 mg tablety s prodlouzenym uvoliiovanim, AstraZeneca, Londyn,
Velka Britanie®
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3.2 Vysokicinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokot¢inna kapalinova chromatografie (anglicky akronym HPLC, High Performance
Liquid Chromatography) ptedstavuje jednu z nejrychleji se vyvijejicich a nejpouzivangjSich
metod v separaci, analyze a preparativni pripravé takika jakékoli smési latek rozpustnych

Vv kapalin¢.

Mezi hlavni vyhody HPLC Ize zatadit:

e moznost separace a nasledné kvantitativni a kvalitativni hodnoceni slozek smési
e rychlost analyzy, citlivost stanoveni

e minimalni spotfeba vzorku pro analyzu

e neni nutna piitomnost operatora — automatizace procesu

Soucet téchto kladi tedy smétuje k Sirokému vyuziti metody v riznych oblastech analyzy
1é¢iv, napriklad:
e identifikace 1éc¢iv, ur€eni obsahu, Cistoty, eventualné necistoty 1é¢iva
e stabilitni studie — kvalitativni a kvantitativni sledovani poklesu vychoziho 1é¢iva a naopak
pfirtistu rozkladnych produkti v pribéhu skladovani 1é€ivého ptipravku
e analyza G¢innych latek v ptirodnim materialu
e .Drug monitoring” - monitorovani vlastnich uc¢innych latek ¢i metaboliti 1éCiv v télnich

tekutinach pacienta'®

3.2.1 Princip HPLC

Separace latek je umoznéna rozdilnou afinitou latek k nepohyblivé (staciondrni)
a pohyblivé (mobilni) fazi. Stacionarni faze (SF, Stationary phase) je umisténa v kolon¢ ve formé
sorbentu a ma schopnost analyzované latky ve smési zadrzovat. Mobilni faze (MF, Mobil Phase)
naopak zadrzovani analytu snizuje, unasi ho s sebou — hovotime tedy o vymyvani (eluci). Mobilni
faze, je do systému pfivadéna pomoci vysokotlakého Cerpadla a po priichodu kolonou je nésledné
spoleéné s vymytou slozkou (exfluentem) zaznamenana vhodnym detektorem.!!

Vysledkem procesu jsou zaznamy intenzity signalu na ¢ase — chromatogramy.
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Podle polarity stacionarni a mobilni faze rozliSujeme v kapalinové chromatografii dva

zakladni mody:

Chromatografii na normalnich fazich (Normal Phase Liquid Chromatography; NP-LC)
— staciondrni faze je polarni, mobilni faze nepolarni. Stacionarni faze je nejcastéji tvoiena
poréznim oxidem kiemicitym (SiO2) nebo oxidem hlinitym (Al2O3). Povrch téchto
polarnich sorbentl je bohaty na hydroxylové skupiny, které¢ mu udéluji vysokou polaritu
a muze byt dale chemicky modifikovan rtizné€ polarnimi funkénimi skupinami (napf. diol,
-NH2, -CN). Nepolarni mobilni fazi je organické rozpoustédlo (napt. hexan, heptan)
eventualné s malym ptidavkem poldrnéjSiho rozpoustédla (napt. methanolu, ethanolu).
Tento mod je vhodny pro vysoce hydrofobni slou€eniny nerozpustné v polarnich
rozpoustédlech — typicky pro separaci lipida.

Chromatografii na reverznich fazich (Reversed Phase Liquid Chromatography; RP-LC)
— stacionarni faze je nepolarni a mobilni faze polarni. Adsorbentem je nejcasteji chemicky
modifikovany silikagel. Modifikace spocivd v kovalentnim navazani rtizné¢ dlouhych
hydrofobnich uhlikatych fetézct (napf. oktadecyl — Cig oktyl — Cg ). Mobilni faze je
tvofena smési vody a organického rozpoustédla misitelného s vodou (methanol, acetonitril,
tetrahydrofuran, dimethylsulfoxid), ¢asto také s pfimési vhodného pufru. Jedna se o vice
uzivanou metodu vhodnou pro neutralni aZ mirné€ ionizovatelné latky — az 90% vSech

HPLC analyz nizkomolekularnich latek je zprostfedkovano pomoci tohoto modu. 2012

V prubéhu chromatografické separace latek se uplatiuji rizné mechanismy, podle nichz

muzeme chromatografii rozdélit na adsorb¢ni, rozd€lovaci, iontové vymeénou, gelovou a afinitni.

Adsorbéni chromatografie (Adsorption chromatography) vyuziva rizné afinity molekul
analyzované smési k aktivnimu povrchu stacionarni faze. V tomto piipadé se uplatiiuji
interakce dip6l-dipol, vodikové a slabé kovalentni vazby, celkova polarita analytu,
staciondrni 1 mobilni faze. Obecné plati, Ze polarni slou¢eniny maji vyssi afinitu k polarnim
sorbentlim, jsou tedy déle zadrZzovany a naopak. Tento princip se uplatiiuje zejména u
chromatografii na normalnich fazich.

V kapalinové rozdélovaci chromatografii (Liquid Liquid Chromatography; LLC) dochazi
k déleni latek na zakladé rozdilné rozpustnosti analytu v mobilni a stacionarni fazi. V tomto

piipadé je stacionarni fizi kapalina, ktera je zakotvena na vhodném nosi¢i.!!
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e Podstatou iontové vyménné chromatografic (lon Exchange Chromatography; IEC) je
rozdilna afinita ionti délenych latek k iontovyménnym skupinam stacionarni faze. Pokud
stacionarni faze na svém povrchu obsahuje zaporny naboj, pak bude zadrzovat kationty
a chovat se jako katex, v ptipad¢ kladné€ nabitého povrchu bude situace opacna a stacionarni
faze bude vystupovat jako anex. Retence analyzovanych latek unaSenych mobilni fazi je
zéavisla nejen na hodnotach disociacnich konstant ionogennich skupin, na rtzné velikosti
iontl a riizném mocenstvi ionttl, ale i na pH a iontové sile mobilni faze.!!

e Gelova chromatografie (Gel Permeation Chromatography = GPC; Size Exclusion
Chromatography = SEC) je zaloZena na rozdélovani molekul analytu na gelem napInéné
koloné¢ podle jejich velikosti. Mechanismus spocivd v rozdilném propousténi nebo
pronikéni molekul rozpusténé latky do pori ¢astic gelu — hovotime o sitovém efektu nebo
o mechanismu sférické exkluze.!

e Principem afinitni chromatografie (Affinity Chromatography) je reverzibilni interakce
mezi ligandem navazanym na nerozpustné inertni matrici a analytem (biomolekulou)
s urcitou afinitou k tomuto ligandu. Piikladem takovéto interakce muze byt naptiklad

interakce protilatka — antigen, enzym — substrat, hormon — receptor.!!

Separace a eluce jednotlivych slozek smési je ovlivnéna jak povahou stacionarni faze, tak
povahou faze mobilni. Maji-li latky podobné fyzikalné-chemické vlastnosti, pak je pro jejich
separaci vhodnd metoda izokratické eluce, kdy se sloZzeni mobilni faze v pribéhu analyzy neméni,
mobilni fize ma po celou dobu stejnou eluéni silu. OvSem v pfipadé odlisnych
fyzikéalné-chemickych vlastnosti analyti by byla izokraticka eluce velmi Casov€ ndrocna.

Vhodnéjsi je tedy metoda gradientové eluce, ktera umoznuje sloZzeni mobilni faze v priibéhu eluce

programové ménit ve prospéch silng&jsi eluéni slozky.
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3.2.2

Instrumentace kapalinového chromatografu

HPLC Column

Packing Matera

Chromatogram

Pasks = Yollow, 10ed, B

i oy

Injector
AutoSampler
Sample Manager

Solvent -

{(Mobile Phase) Sample
Reservoir

Computer Data Staton

Pump Detector
Solvent Manager
Solvent Delivery System

Waste

Obr. 2: Schématické zndzornéni kapalinového chromatografu®®

Kapalinovy chromatograf tvoii nasledujici ¢asti (viz obr.2):

Zasobnik mobilni faze (Mobil Phase Reservoir) - je to jednotka tvofena vétSinou ze skla
zajistujici dostatecné mnozstvi mobilni faze pro analyzu. Vstupu mechanickych necistot
do chromatografického systému zamezuje ptitomnost filtru, jehoz volba zavisi na typu
a pouziti mobilni faze. DalS§im dualezitym krokem pied vstupem mobilni faze do
chromatografického systému je odplynéni pomoci odplynovace (degasser). Pritomnost
plynu v eluentu by mohla vést ke kolisani pracovniho tlaku v systému s nasledkem kolisani
reten¢nich Cast, k ruSivym pikiim a k celkové nizsi reprodukovatelnosti analyz, anebo
k reakci plynu se sorbentem v pribéhu kolony. Pti izokratické eluci je dostacujici jeden
zasobnik, v pfipadé gradientové eluce je zasobniki vice a k procesu miseni mobilnich fazi
pak dochéazi v zadaném poméru ve smésovaci.'t1

Pumpa (Pump) — zajistuje stabilni a bezpulsni pritok (flow rate) mobilni faze na kolonu
typicky v fadu mililitrd za minutu.

Davkova¢ vzorku (Injector) — Nachazi se pted vstupem do kolony a umoziiuje nastiik
(Inject volume) naprogramovaného objemu analyzovaného vzorku do mobilni faze, ktera
ho unasi na kolonu. V soucasnosti se nejvice pouzivaji velice pfesné automatické
davkovace — tzv. autosamplery. Ty jsou spojené se zasobnikem vzork, kde jsou uloZeny

vialky uzaviené pryZovym septem nebo perforovanou zatkou, ktera je jehlou davkovace
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perforovana. Prostor zdsobniku pro vzorky je vétSinou temperovan a chranén pted
svétlem.™®

e Kolona (HPLC column) — trubice o délce nejCastéji 5 — 25 cm a vnitinim praméru
3 — 5 mm vyplnéna sorbentem a zhotovena z nerezové oceli nebo ze skla. Jedna se misto
separace pozadované analytické smési.°

e Detector (Detector) - detektory zaznamenavaji rozdil mezi prichodem ¢isté mobilni faze

a mobilni fize obsahujici eluovanou slozku. Tento rozdil pievadi na elektricky signal.'®

V praxi se nejvice pouzivaji typy detektorti uvedené v tabulce €.

1 16,17,18

Tab. 1: Nejcastéji pouzivané detektory v HPLC alftal)fzele’”'l8
Detektor: M¢érena velicina: VyuZiti:
Spektrofotometricky | Absorbce zafeni Citlivy detektor se Sirokou linearitou
v oblasti vinovych délek | odezvy vhodny pro latky absorbujici
Typicka citlivost od 180 do 800 nm. v UV oblasti. Pouzitd rozpoustédla
(hmotnost/ml): ng nesmi absorbovat v UV oblasti.
Fluorescencni Fluorescence emitovana | Detekce latek obsahujicich tzv. fluorofor
jako sekundarni zdroj (napt. konjugované dvojné vazby
Typicka citlivost energie po absorbci aromatickych sloucenin).
(hmotnost/ml): pg | elektromagnetického
zafeni latkou.
Elektrochemicky Elektricky proud Detektor latek schopnych oxidace
generovany vlozenim a redukce, vysoce citlivy, s rychlou
Typicka citlivost konstantniho napéti mezi | odezvou. Pro pozadavek vodivé MF

(hmotnost/ml): pg

pracovni a referen¢ni
elektrodu.

omezeni jen na RP-LC.

(hmotnost/ml): pg

Konduktometricky | Zména vodivosti mobilni | lontové vyménnd chromatografie, MF
faze mezi dvéma musi byt nevodiva, tj. bez piidavku

Typicka citlivost elektrodami, na které je | pufru. Univerzalni, nepfili§ citlivy

(hmotnost/ml): ng | vlozeno stfidavé napéti. | detektor

Refraktometricky Zména indexu lomu Univerzalni detektor pouzivany v SEC,
eluatu. vhodny pro detekci nefluoreskujicich

Typicka citlivost a neabsorbujicich analytii (cukry, lipidy,

polymery). Nevyhodou je zavislost
indexu lomu na teploté a pouziti jen pro
izokratickou eluci.

Hmotnostni

Typicka citlivost
(hmotnost/ml): pg

Pomér hmotnosti

k naboji iontl (m/z)
vznikajicich pfevodem
analytd rozpuSténych

v MF naionty v plynné
fazi.

Identifikace analytd na zakladé jejich
hmotnostnich  spekter.  Univerzélni,
vysoce citlivy a selektivni detektor.
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Poc¢ita¢ (Computer Data Station) - zpracovava a sbira signal generovany detektorem
a interpretuje vysledky analyzy. Dale umoznuje nastaveni a kontrolu chromatografickych
podminek, jako jsou pratokova rychlost, slozeni gradientu, maximalni tlak pump, potradi
a objem nastfikli jednotlivych vzorki, teploty v zasobniku vialek i na kolon¢ a parametry
detektoru.®®

Odpadni lahev (Waste) — sbira mobilni fazi s eluovanymi analyty po pruchodu chromatografickym

systémem.

3.2.3 Kbvalitativni a kvantitativni analyza
Vysledkem eluce analytu, jeho nasledné detekce a interpretace pocitacem je pik (peak) na

chromatogramu, ktery umoziiuje jeho kvalitativni a kvantitativni hodnoceni.

Kvalitativni analyza

Retencni Cas (tr) je definovan jako doba, kterd uplyne od néstfiku latky do mobilni faze po
maximum piku latky na chromatogramu. Neméni-li se podminky mezi jednotlivymi analyzami,
pak retencni Cas predstavuje identifikani (kvalitativni) charakteristiku latek. Pfifazenim
reten¢nich Casti latek v separované smési k retenénim ¢astim standardt (CRL, chemicka referencni
latka) pti zachovani stejnych chromatografickych podminek tedy umoziuje urcit, jaké latky jsou

ve smési zastoupeny.

Velikost reten¢niho Casu je dana rozdilnou atrakci analytu K stacionarni a mobilni fazi, coz

popisuje distribu¢ni (rozd¢lovaci) konstanta Kp:
Kp = cs/tm
kde cs = koncentrace analytu ve stacionarni fazi

cm = koncentrace analytu v mobilni fazi

Cim je hodnota rozdélovaci konstanty pro danou latku vyssi, tim delsi dobu setrvavaji jeji

molekuly ve staciondrni fazi — Ize tedy o¢ekéavat pomalejsi eluci analytu a del3i retenéni ¢as.™t
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Kvantitativni analyza — vychazi z vysky ¢i plochy piku, které jsou pifimo umérné koncentraci
analytu. Nej€astéji pouzivanymi metodami jsou metoda vnéjsiho standardu, vnitiniho standardu,
metoda normalizace a kalibraéni postup.?°

e Metoda vnéjsiho standardu — spociva ve dvou krocich. V prvnim kroku se na kolonu
nastfikne roztok analyzovaného vzorku a po registraci chromatografického zaznamu se
V druhém kroku nastiikne roztok wvnéjSiho standardu a opét se registruje jako
chromatogram. Koncentrace stanovovanych slozek smési se pak vypocita z poméru ploch
(vysek) pikti jednotlivych stanovovanych latek a plochy piku vnéjsiho standardu.?

e Metoda vnitiniho standardu — ke zndmému objemu roztoku vzorku se ptfida definovany
objem roztoku vhodného vnitiniho standardu a po promichani se nastfikuje na kolonu.
Koncentrace stanovovanych slozek se opét vypocitd z poméru ploch (vySek) pikl
jednotlivych separovanych slozek a plochy piku standardu. Metoda vnitiniho standardu je
méné¢ Casoveé narofna a presnéjSi, protoze neni zatizena chybou dvojiho nastiiku.
Pozadavky na vhodny vnitini standard jsou nasledujici: eluce standardu v blizkosti piki
stanovovanych latek, podobné koncentrace standardu jako latky, jejichZ obsah je zjist'ovan,
chemicka inertnost.?

e Metoda normalizace — jejim piedpokladem je stejna citlivost detektoru ke vSem slozkam
smési. Koncentrace analytu se vypocita jako procentudlni ¢ast plochy piku stanovované
latky k celkovému souctu vSech ploch pikii chromatogramu, ktery piedstavuje 100%. Do
celkové plochy vSech pikl chromatogramu se nezapocitavaji piky rozpoustédel, pfidanych
¢inidel nebo piky, které maji plochu pod limitem zanedbatelnosti.?%%2

e Kalibra¢ni postup — provede se n€kolik nastiikii standardli o rizném obsahu koncentrované
sloZky. Sestroji se kalibracni kiivka zavislosti plochy (vysky) piku na koncentraci latky

a z tohoto grafu se uréi koncentrace slozky ve vzorku.??
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3.3 Stacionarni faze v HPLC

Vseobecné nejrozsifenéj$im materidlem pro vyrobu stacionarnich fazi v HPLC je polarni,
nejcastéji amorfni anorganicky SiO2 — silikagel. Nemodifikovany umoznuje separaci za
normalniho uspotadani fazi a v modu HILIC, po chemickém navazani ligandii zase separaci na
reverznich fazich. Jeho vyhodami jsou mechanickd odolnost (umoznuje pouziti pii vysokych
tlacich) a inertnost viici zménam koncentrace organické slozky mobilni faze (nedochdzi ke
smr$tovani ani bobtnéni). Mezi dalsi pfednosti patii i dobfe zndmé chemické vlastnosti povrchu,
¢etné moznosti modifikace povrchu, Siroké spektrum volby parametri kolony (velikost Castic,

pramér port, ploch poéri) a v neposledni fadé také mnozstvi vyrobet na trhu. %23

Navzdory témto vlastnostem, existuji i néktera omezeni pro pouziti silikagelu:2+2°

e pH vyssinez 7,5 vede k rozpousténi silikagelu, pfi nizkych hodnotach pH dochazi k hydrolyze
siloxanové vazby (,.krvaceni kolony*“ vedouci k nereprodukovatelnosti retencnich Cast
a projevujici se jako Sum na pozadi béhem analyz)

e nestabilita pfi teploté vyssi jak 40 °C

e pouziti béZnych pufrii (fosforecnan, uhli¢itan) rovnéz vede k rozpousténi silikagelu

Tyto nestabilni vlastnosti silikagelu vedly k pouziti oxidu ptechodnych kovi (ZrOg, TiO,
Al203). Oxid zirkonicity je nejpouzivanéj$im a nejprostudovanéj$im z téchto sorbentii a v HPLC
analyze jasné prevazuje pouziti zirkoniovych kolon nad kolonami na bazi TiO2 a Al.Oz. Firma
ZirChrom Separations, Inc. mé ve svém portfoliu pouze dv¢ stacionarni faze na bazi TiO2, a to
kolonu Sachtopore® - pro NPLC (nemodifikovany TiO2) a pro RPLC (modifikace TiO:
polyethylenem).?® Oxid hlinity se v sou¢asnosti jako stacionarni fize v HPLC téméf nepouziva,
protoze na jeho povrchu dochazi ke katalytickému $tépeni a k rozkladu nebo k ireverzibilni

adsorpci chromatografovanych latek.!!

3.3.1 Popis zirkoniovych HPLC fazi

Hlavni vyhody stacionarnich fazi na bazi oxidu zirkonia jsou:!

e vysokd chemicka a termdlni stabilita (rozmezi pH 1 — 14, teplota az 200 °C) rozsifujici
moznosti volby chromatografickych podminek, prodluzujici Zivotnost kolon a snizujici cenu

analyzy
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e mensi vymyvani ligandu (ztraceni ligandu, column bleeding), coz je vhodné pro MS

a ELSD detektory, ale i ¢iSténi kolon za daleko agresivnéjSich podminek.

vvvvvv

chemie silikagelu a mize zna¢né komplikovat vyvoj metody pro slozité smési latek.!

3.3.2 Chemismus chromatografického déje na zirkoniovych kolonach

Na rozdil od silikagelu ma oxid zirkonicity vyssi isoelektricky bod, diky ¢emuz nedochazi
v takové mife k interakcim s bazickymi latkami. Déle je amfoterni, coz znamena, Ze se v zavislosti
na pH prostiedi miZe chovat jako anex nebo katex. Stejné€ jako silikagel ma na svém povrchu
hydroxylové skupiny, ale navic jsou zde pfitomna i adsorbcni centra charakteru Lewisovych
kyselin (viz obrazek nize). Jejich pfitomnost vyzaduje obohaceni mobilni faze o Lewisovu bazi
vV podob¢ pufru, kterd minimalizuje interakce téchto center s fosfatovymi ¢i karboxylovymi
skupinami v molekulach analyzovanych latek. O typu interakce pak rozhoduji vlastnosti analytu,

pH a typ pufru, celkové iontova sila, a také koncentrace organického modifikatoru. 124
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Obr. 3: Znazornéni povrchu oxidu zirkonicitého a chemickych interakci na jeho povrchu

(obrazek byl prevzat a upraven ze zdroje ¢. 26)

Diky témto interakcim lze oxid zirkoniCity pouzivat v nékolika chromatografickych
modech — nejcastéji v HILIC systému nebo s reverznimi fazemi. Jeho povrch také umoziuje cetné
modifikace — potazeni tenkou vrstvou polymeru (napfi. polybutadienu, polystyrenu), pyrolytickym
uhlikem, ktery lze piipadné dale modifikovat ligandem C1g.*

Tyto modifikace pak ¢astecné blokuji adsorbéni centra ZrO». U neutralnich latek dochazi
k interakcim klasickym mechanismem reverznich fazi (tzn. sorpce a desorpce na zakladé interakci

s hydrofobni vrstvou). U latek charakteru organickych bazi ¢i Lewisovych bazi se mimo interakce
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mechanismem reverznich fazi, uplatituje také ,,mixed mode* retence umoznéna vyménou iontl

a vyménou ligandi.?*

Vyména ionti
Iontova vymeéna je umoznéna schopnosti hydroxylti na povrchu ZrO> disociovat, nebo se

protonizovat v zavislosti na pH eluentu:

Zr-OH + H* & Zr-OHy" K1
Zr-OH + OH < Zr-O + H20 K>

Z rovnic vyplyva, Ze kdyz je pH prostfedi kyselé, hydroxylové skupiny se protonizuji,
povrch ZrO2 nese kladny naboj a stava se tedy anexem — zadrzuje anionty. Naopak v zasaditém
prostiedi hydroxylové skupiny disociuji, povrch ZrOz je zdporny a ma vlastnosti katexu (zadrzuje
kationty).

H* a OH" jsou potencial uréujici ionty. Je-li mnozstvi kladn& nabitych Zr-OH," &astic a zaporné
nabitych Zr-O ¢astic stejné, pak celkovy povrch faze nese nulovy naboj. pH, pfi némz dochézi
k tomuto jevu (pHpzc; akronym pzc = point of zero charge) je rovno isoelektrickému bodu (pI)

a jeho hodnota zavisi na ionizacnich konstantach:

PHpz = 0,5 (pK1 + pK2)

Je-li pH eluentu < pKj, pak ZrO, vystupuje jako anex. Pokud je pH eluentu < pK>tak ZrO;
vystupuje jako katex.

Hodnota pHp; ZrO. je oproti silikagelu (pHpz=3) vyssi a udava se v hodnotach 6,4-8. Tato
skutecnost vysvétluje problematickou separaci alifatickych amint na silikagelovém sorbentu.
Silanolové skupiny silikagelu totiz disociuji jiz pii neutrdlnim pH, jeho povrch tak nese negativni
naboj a aminy, které jsou pfi neutralnim pH protonizovany, jsou na povrchu silné zadrzovany.
Naproti tomu u ZrO; je pii neutralnim pH pocet kladné a zaporn€ nabitych iontl stejny, celkovy
naboj povrchu je roven nule, a proto k tak silnym elektrostatickym interakcim nedochazi. Kromé
toho stabilita ZrO> i pii vysokych hodnotach pH umoznuje deprotonaci kationické baze jesté pred

zaGatkem analyzy.?*
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Vyména ligandii

Schopnost ZrOz zadrzovat analyty vychazi i z pritomnosti koordina¢né vazanych molekul
vody na povrchu oxidu zirkoni¢itého. Ty pak mohou byt vyménény za jiny ligand charakteru
Lewisovy baze. Vymeéna je tim snazsi, ¢im je baze silnéjsi.

Nasledujici rovnice popisuji fenomén vymény ligandt na povrchu ZrOz:

M(OH)(H20) + L1" < M(H20)L1 + OH" (1)
M(OH)(H20) + L1” <> M(OH)L1 + H20 (2)
M(OH)(H20) + Lz" <> M(H20)L2 + OH" (3)
M(OH)(H20) + L2” <> M(OH)Lz" + H20 (4)
M(OH)Ly + L2 & M(OH)Lz +L1=  (5)

Kde M piedstavuje zirkonium, L1 je pufr charakteru Lewisovy baze piitomny v eluentu
(naprt. fosfore¢nan, octan), L je analyt s vlastnostmi Lewisovy baze.

Rovnice (1) a (2) charakterizuji proces odehravajici se na povrchu stacionarni faze, je-li
slozkou eluentu Lewisova baze. Rovnice (3) — (5) popisuji d&je, ke kterym dochazi za ptitomnosti
analytu charakteru Lewisovy baze (L2"). Pfispévek molekul vody a hydroxylovych iontd na
celkové vymeéné ligandu siln€ zavisi na pH mobilni faze. Pti nizkych hodnotach se na povrchu
sorbentu s vyssi pravdépodobnosti uplatiiuji procesy popsané rovnicemi (2) — (5). Pfi vysokém pH
maji reakce popsané rovnicemi (1) a (5) jen minimalni podil na celkové vyméné ligandl. Toto je
vysvétleno skutecnosti, ze hydroxylovy iont (OH") je nejsiln€j$i zndma monovalentni Lewisova
baze schopna vytésnit jakoukoli jinou monovalentni bazi

Ochota Lewisovych bazi interagovat s misty charakteru Lewisovych kyselin na povrchu
ZrO, zavisi na elektronové hustoté a schopnosti Lewisovy baze se polarizovat. Cim je elektronova
hustota a polarizovatelnost baze niz§i, tim je sila interakce s povrchem vyssi. Sila té€chto interakci

je nasledovna:

Fosfore¢nan > Fluorid > Citrat > Siran > Octan > Mravenénan > Dusi¢nan > Chlorid.

K popsanym déjam nedochazi pouze u nativniho ZrO> bez chemické tpravy, ale 1 u ZrOo,
jehoz povrch je upraven polymerem ¢i grafitizovanym uhlikem. Divodem je fakt, ze chemicka
modifikace povrchu neni celistvd, nepropustna, a proto blokace pfistupu k povrchu neni

kompletni.?*
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3.3.3

Podobnosti reverznich zirkoniovych fazi s reverznimi silikagelovymi fazemi:

Srovnani reverznich zirkoniovych fazi s reverznimi silikagelovymi fazemi

25

reten¢ni Cas vzrista se zvysujici se hydrofobicitou analytu

podobné elucni poradi u neelektrolyti

10%nim zvySenim organické slozky mobilni faze klesa retencni ¢as zhruba dvojnasobné
s kazdym zvySenim teploty o 50 °C retencni Cas klesa trojnasobné

eluéni sila rozpoustédel klesa v potadi tetrahydrofuran > acetonitril > methanol

Odlisnosti reverznich zirkoniovych fizi od reverznich silikagelovych fazi:*

3.34

kationty jsou v ptitomnosti fosfatového pufru na reverznich zirkoniovych stacionarnich
fazich déle zadrzovany

eluéni poradi aniontl a kationtd se pfi neutralnim pH mutize zna¢né liSit na obou fazich
pro analyty s karboxylovou skupinou je u zirkoniovych kolon nezbytné pouZiti Lewisovy
baze (vyrobce doporucuje < SmM fosfore¢nan nebo tetramethylamoniumhydroxid)
ptidavek Lewisovy baze v neutralnim rozsahu pH do MF umoziuje iontové vyménnou a
reverzné fazovou retenci

mozné pouzit o 10 — 30% mén¢ organické slozky v zavislosti na zvolené stacionarni fazi
a analytu

retencni ¢as bazickych sloucenin klesa, pokud je pH mobilni faze > pKa

MoZnosti modifikace povrchu ZrO2

Dynamicka modifikace — reverzibilni zablokovani siln€ interagujicich mist charakteru Lewisovy

kyseliny pfidanim pufru charakteru Lewisovy baze do eluentu (napi. fosfore¢nanu, fluoridu,
EDTA).z

Permanentni modifikace - kvuli nizké stabilit¢ vazby Zr-O-Si-R a obtizné silanizaci zirkoniovych

hydroxylt, neni ZrO2 vhodny pro kovalentni navazani uhlovodikovych fetézcl. Jinou moZnosti

permanentni modifikace je koordinacné-kovalentni vazba silné Lewisovy zdsady na mista

charakteru Lewisovych kyselin (napf. fosfat, fluorid, EDTPA). Dal$im zajimavym typem
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permanentni modifikace je kovalentni navazani oktadecylového ligandu k povrchu ZrO-

potazeném vrstvou uhliku.?3%

Fyzikalni pokryti — pro pouziti polarniho ZrOz také v reverznim moédu, je nezbytné na jeho povrch
zavést hydrofobni materidl. V praxi se setkdme s navazanymi zesitovanymi polymery
(polybutadien, polystyren) nebo s nanesenim tenké vrstvy uhliku na povrch ZrOz. Depozici
zesitovaného polyethyleniminu na ZrO2 se pouziti zirkonia rozSifuje i na iontové-vyménnou

chromatografii.232°

3.3.5 Popis ZirChrom® - PBD kolony

A At .
i depozice PBD
?_
O— 1|)/OH f
O -
ekl @ 6 HO_OH H20H20 0
: P \

Obr. 4: Znazornéni povrchu castice zirkonia a interakci povrchu s analytem a Lewisovou bazi
V podobé fosforecnanu pritomnou v eluentu. * A*: kationt analytu. (obrdzek byl prevzat

a Upraven ze zdroje ¢. 27)

Jedna se o reverzni staciondrni fazi pfipravenou pokrytim polarniho ZrO2 hydrofobnim
zesitovanym polybutadienem (viz obrdzek vyse). Tato staciondrni faze vykazuje podobnost
s tradicni ODS, navic je stabilni az do teploty 150 °C, lze ji pouzit v celém rozsahu pH
a vykazuje vysokou separacni G¢innost (> 120 tis. teoretickych pater / m). Krom¢ toho poskytuje

vynikajici tvar pikii pro bazické sloudeniny pfi vysokém pH (viz obr. 5).

To Ize vysvétlit nizsi
protonizaci bazického analytu pii zvySeném pH a tedy nizS§im podilem kation-vyménného

mechanismu na retenci.?®
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ZirChrom®-PBD Versus ODS pro bazické sloué¢eniny

ZirChrom®=-PBD (A) Analyty
N

1 - Nordoxepin

2 - Protriptylin

3 - Nornriptylin

4 - Imipramin

5 - Amitriptylin
5

6 i 2 3 A 5 [ ] min

PFislusna ODS silikagelova kolona (B)

1)) 2’5 3 75 10 125 15 175 20 min
Obr. 5: Chromatografické podminky: MF (A) — 45:55 ACN:20mM KH:POs, pH 12,0;
MF (B) — 50:50 ACN:20mM KH2POs, pH 7,0, pritok 1,0 ml/min, teplota 30 °C, ndstiik SulL,

detekce pri 254 nm. Obrdzek byl prevzat a upraven ze zdroje ¢. 27.

Jak bylo uvedeno dfive, Gpravou povrchu ZrO; nedoslo ke kompletni deaktivaci mist
charakteru Lewisovych kyselin. U neutralnich analyti se neuplatiuji interakce s povrchem ZrOs,
ale vyhradné reverzné-fazovy mechanismus a l1ze ocekdvat podobné retencni chovani jako na
silikagelovych reverznich fazich (Cs, C1g). OvSem organické baze a latky charakteru Lewisovych
bazi vykazuji navic smiSeny retencni mechanismus reprezentovany vymeénou iontd a vyménou

ligand@ v zavislosti na pH mobilni faze.?*

3.3.6 HPLC kolony na bazi ZrO2 dostupné na trhu

Majoritnimi dodavateli zirkoniovych kolon jsou spole¢nosti Sigma-Aldrich s.r.o.
a ZirChrom Separations, Inc. Spole¢nost Sigma-Aldrich nabizi pod oznadenim Discovery®
reverzni zirkoniové stacionarni faze potaZzené polymery (polystyrenem, polybutadienem),
grafitizovanym uhlikem nebo s navazanym oktadecylovym ligandem na grafitizovanym uhlikem
potazeny povrch. Nabidka firmy ZirChrom Separations, Inc. je §irsi, proto se kapitola zamétuje na

popis naplni kolon této firmy.
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e kolony s reverznim systémem fazi
Tab. 2: Zirkoniové kolony se systémem reverznich fazi uvedené v portfoliu firmy ZirChrom

Separations, Inc.:%®

Nazev + stabilitni
rozmezi:

Modifikace povrchu ZrOz:

Vyuziti:

ZirChrom®-PS
pH 1-13
teplota do 150 °C

Pokryti tenkou vrstvou
polystyrenu.

Ideélni pro hydrofobni analyty
s pouzitim MF o nizsim obsahu
organického rozpoustédla.
Zvysena selektivita pro

polyaromaty.

ZirChrom®-CARB
pH 1-14
teplota do 200 °C

Potazeni velmi tenkou
vrstvou grafitizovaného
uhliku.

Vhodna pro separaci
geometrickych izomeri

a diastereomeru.

DiamondBond®-C18
pH 1-14
teplota az 200 °C

Kovalentni navazani C18
ligandu na grafitizovanym
uhlikem pokryty povrch.

Pouziti pro analyzu steroidii
a jejich analogt, vyborna
selektivita pro kyselé

slouceniny.

ZirChrom®-MS
pH 1-10
teplota do 50 °C

Depozice zesitovaného
PBD + deaktivace mist
charakteru Lewisovych
kyselin kovalentné
navdzanou EDTPA (do MF
tedy neni nutné pfidani
Lewisovy baze).

Diky nizsi ,,krvacivosti* kolony
pouziti v chromatografii s MS
detekci — separace bazickych,
kyselych, neutrdlnich latek i

jejich smési.

ZirChrom®-EZ
pH 1-10
teplota do 50 °C

Depozice zesit'ovaného
PBD + povrchova
deaktivace mist charakteru
Lewisovych kyselin na
principu chelatace (do MF
tedy neni nutné pfidani
Lewisovy baze).

Vhodna pro separaci kyselin

a bazi.
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e kolony s normdlnim systémem fazi
Tab. 3: Zirkoniové kolony se systémem normalnich fazi v portfoliu firmy ZirChromSeparations,

Inc.:%

Nazev + stabilitni rozmezi:

Vyuziti:

ZirChrom®-PHASE
pH 1-14
teplota do 150°C

Jako extrémné¢ stabilni SEC faze, ktera pfi
analyze amind nechvostuje.
Stabilnéjsi alternativa kiehkého a drahého

hydroxyapatitu v chromatografii proteina.

e kolony s iontové-vyménnym systémem fazi

Tab. 4: Zirkoniové kolony s iontové vymeénnym systémem fdzi v portfoliu firmy ZirChrom

Separations, Inc.:%®

Nazev + stabilitni rozmezi:

Modifikace povrchu ZrOz:

VyuZziti:

ZirChrom®-SHAX
pH 1-12
teplota do 80°C

Potazeni povrchu kvarternim
polyethyleniminem — pasobi
jako silny anex a je
hydrofilné&jsi nez nize uvedené
kolona ZirChrom®-SAX.

Vhodné pro analyzu proteini.

ZirChrom®-SAX
pH 1-12
teplota do 80 °C

Potazeni kvarternim
polyethylendiaminem — silny
anex, ktery je mén¢ hydrofilni
nez kolona ZirChrom®-SHAX.

Separace anorganickych

a anorganickych anionti
(aminokyselin, peptidu,
proteint, ve vod¢ rozpustnych
vitamint atd.).

ZirChrom®-WAX
pH 3-9
teplota do 200 °C

PotaZeni kvarternim
polyethylendiiminem — slabé
iontoveé vyménna faze, ktera na
svém povrchu zadrZuje velmi
slabé anionty.

Separace biomolekul
(nukleotidt, sacharidd,
peptidi, proteintl).

ZirChrom®-WCX
pH 1-10
teplota do 150 °C

Vazba fosfatu jakozto
Lewisovy baze k povrchu —
slaby katex.

Analyza proteinil v
kation-vyménném modu.

ZirChrom®-PEZ
pH 1-10
teplota do 50 °C

Vazba EDTPA (Lewisovy
baze) k povrchu.

Chromatografie proteini
v kation-vyménném modu
(napt. monoklonalni
protilatky)
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e kolony s chirdlni staciondrni fazi

Tab. 5: Zirkoniové kolony s chirdlnim systémem fazi v portfoliu firmy ZirChrom Separations,

Inc.:%6

Nazev + stabilitni rozmezi:

Modifikace povrchu ZrOz:

Vyuziti:

ZirChrom®-Chiral (S)LEU
ZirChrom®Chiral(R)NESA
ZirChrom®Chiral(S)NESA
ZirChrom®-Chiral(S)PG
ZirChrom®-Chiral(R)PG
ZirChrom®-CelluloZe

pH 1-8

teplota do 50 °C

Reakce mezi povrchem ZrO;
(Lewisova kyselina)

a prislusnou vazajici skupinou
(Lewisovou bazi), nasledné
kovalentni navazani vhodného

chiralniho selektoru.

Separace enantiomeri na

normalnim systému fazi.
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3.4 Chromatografické podminky pro stanoveni kvetiapinu kapalinovou
chromatografii uvedené v literature

V literatuie jsou popsany zpusoby HPLC stanoveni jak kvetiapinu samotného, tak
soucasn¢ s jeho dalSimi metabolity (viz tabulka €. 6).
Tab. 6: Analytické podminky pro stanoveni kvetiapinu a jeho metabolitit kapalinovou

chromatografii popsané v literature:

Metoda ¢. 1

Mobilni faze

mravenc¢nan amonny (10 mM, pH 3,0) : ACN
(55:45)

Stacionarni faze

Sunifire C1g (50 mm x 2,2 mm, 5um)

Detekce

ESI-MS/MS

Uprava vzorku pred analyzou

LLE z plasmy pomoci MTBE

Zdroj literatury
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Metoda ¢. 2

Mobilni faze

octan amonny (2 mM, pH 5,0) : MeOH (1:99)

Stacionarni faze

Spherisorb S5W (150 mm x 4,6 mm,

Sum)
Detekce UV pti 267 nm
Uprava vzorku pred analyzou SPE
Zdroj literatury 32
Metoda ¢. 3
Mobilni faze mravenc¢nan amonny (10 mM, pH 3,0) : MeOH -

gradientova eluce

Stacionarni faze

Luna C1g (50 mm x 2,0 mm, S5pum)

Detekce MS/MS

Uprava vzorku pred analyzou LLE z plasmy pomoci MTBE

Zdroj literatury 33

Metoda ¢. 4

Mobilni faze kyselina mravenc¢i 1,7mM, octan amonny

5,8mM : ACN (65:35)

Stacionarni faze

Kromasil C1g (150 mm x 4,6 mm, 5 um)

Detekce

ESI-MS

Uprava vzorku pred analyzou SPE

Zdroj literatury 33

Metoda ¢. 5

Mobilni faze 50mM methanolicky roztok octanu amonného,

pH 6,0

Stacionarni faze

Spherisorb SSSCX (100 mm x 2,1 mm, 5 pm)

Detekce

MS/MS

Uprava vzorku pred analyzou

LLE z plasmy pomoci smési butylacetatu
a butanolu

Zdroj literatury

34

33




4. Experimentalni ¢ast
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4.1 Chemikalie a pomiicky

4.1.1 Chemikalie

pracovni standard: kvetiapin fumarat, Sigma Aldrich, Némecko

pracovni standard: 7-hydroxykvetiapin (Img v 1 ml), Sigma Aldrich, Némecko
pracovni standard: norkvetiapin (Img v ml), Sigma Aldrich, Némecko

acetonitril (ACN), Chromasolv gradient grade for HPLC, Sigma Aldrich, Némecko
methanol (MeOH), Chromasolv gradient grade for HPLC, Sigma Aldrich, Némecko
octan amonny (CH3COONHy), Penta, Ceska republika

kyselina octova (99,8 - 100,5%), Sigma Aldrich, Némecko

voda ¢isténa

4.1.2 Sestava pro HPLC

kontrolni jednotka: CTO-20AC VP Shimadzu

¢erpadlo: LC-20AD XR VP Shimadzu

degasér: DGU-20A3 VP Shimadzu

termostat kolony: CTO-20AS VP Shimadzu

PC program: Shimadzu-CLASS-VP 5

UV-VIS detektor: SPD-20A VP Shimadzu

autosampler: SIL-20AC XR VP Shimadzu

fidici jednotka: CBM-20A VP Shimadzu

chromatografickd kolona: ZirChrom® - PBD, 150 x 4,6 mm s &asticemi velikosti 5 um,

ZirChrom Separations, Inc., USA

4.1.3 Pristroje

digitalni véhy: Sartorius AG typ A200S, Némecko
pH-metr: SCHOTT CG 843, Schott Instruments GmbH, Némecko
magnetické michadlo s michadélky, IKA Color Squid, Némecko

4.1.4 Pomicky

kadinky, odmérné baiiky, odmérné valce, délené pipety, balonek k pipeté, sklenéna tycinka
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zabrusové lahve k uchovavani kapalin, vialky a inserty, laboratorni 1zicky, lodicky, stficka,

mikropipety, membranovy filtr 0,45 um, alobal.
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4.2  Obecné postupy

4.2.1 Priprava standardu

Pro izokratickou eluci byl pfipraven zasobni roztok standardu kvetiapinu o koncentraci
0,1 mg/ml navazenim 1 mg kvetiapinu do 10 ml odmérné banky. Baiika byla doplnéna 50% ACN
a poté uchovavana v lednici. Odebranim 20ul pracovnich standardd 7-hydroxykvetiapinu
a norkvetiapinu o koncentraci 1 mg/ml mikropipetou do insertt a zfedénim 120 ul methanolu byly
pfipraveny zasobni roztoky standardii o koncentraci 0,1 mg v 1 ml.

Vzorek pro analyzu smési matetské latky kvetiapinu a jeho dvou metabolitii metodou
gradientové eluce byl pfipraven odebranim 40ul z jednotlivych zasobnich roztokii standardi
o0 koncentraci 0,1 mg/ml do insertu a doplnénim na 200ul methanolem — koncentrace jednotlivych

standardt ve smési €inila 0,02 mg/ml.

4.2.2 Priprava mobilni faze s octanovym pufrem
Mobilni faze se skladala ze dvou slozek:
« Anorganicka slozka — CH3COONH4
e Organicka slozka — ACN — jiz bez dalsi Gpravy.

Pufr byl pfipraven navdzenim pevné latky (McHsconns = 77,0825 g/mol) do kédinky
a rozpousténim v potiebném mnozZstvi ¢isténé vody. Pomoci kyseliny octové (1 mol/l) bylo pH
upraveno na pozadovanou hodnotu (pH 5,0; pH 6,0 nebo pH 7,0). Takto upraveny roztok byl
kvantitativné pfeveden do odmérné baiiky, doplnén ¢iSténou vodou po rysku, ptefiltrovan pies
mikrofiltr 0,45 pm a néasledné v pozadovaném poméru smisen s acetonitrilem. Pro ucely prace
byly pfipraveny tyto koncentrace octanu: 3 mM, 6 mM a 12 mM. Pouzité poméry octanového

pufru CH3COONH,4 : ACN —50 : 50; 60 : 40; 70 : 30; 75 : 25; 80 : 20; 90 : 10 (v/v).

4.2.3 Vychozi nastaveni chromatografickych podminek

Vsechna méfeni na koloné ZirChrom-PBD® probihala s timto nastavenim chromatografu:

o Mobilni faze: CH3COONHj4 (3 mM, 6 mM, 12 mM; pH 5,0; 6,0;7,0) : ACN (v/v)
o Teplota: 30 °C

. Pritok: 1,0 ml/min

. Detekce: 254 nm

. Injikovany objem: 10 ul
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4.2.4 Priprava kapalinového chromatografu pred samotnym méienim
Pred kazdym prvnim méfenim nebo pfi jakékoli zméné mobilni faze byl chromatograf
fadné proplachnut mobilni fazi. Pro dostateCnou ekvilibraci pfistroje se poté systémem nechala

vwvr

nedostatecny.

4.2.5 Optimalizace podminek separace

Mobilni fazi tvotila smés acetonitrilu a octanu amonného jako pufru. Nejprve se pracovalo
s jednotlivymi analyty samostatné — jejich koncentrace byla 0,1 mg/ml. Vychozi pomér
CH3COONHg4: ACN byl 70 : 30 (v/v). Byl sledovan vliv zmény koncentrace a pH pufru (3 mM,
6 mM, 12 mM; pH 5,0; 6,0; 7,0) na reten¢ni chovani kvetiapinu, 7-hydroxykvetiapinu
a norkvetiapinu v izokratickém rezimu. Hodnota pH byla upravovana pomoci kyseliny octové
(1 mol/l).

Pozdé¢;ji se ptistoupilo také ke zméné poméru octanového pufru vici acetonitrilu v mobilni
fazi — na 80 : 20 a 75: 25 (v/v) u kvetiapinu a 7-hydroxykvetiapinu a na 60 : 40
a 50 : 50 (v/v) u norkvetiapinu. V tomto ptipadé mél octanovy pufr koncentraci 6 mM a pH 6,0.

Pro separaci smési zkoumanych standardi o koncentraci 0,02 mg/ml byla zvolena metoda
gradientové eluce. Na =zdaklad¢ zjisténych poznatkli o retencnim chovani kvetiapinu,
7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu byl pouzit octanovy pufr o koncentraci 6 mM a pH 6,0
a acetonitril. V zasobniku A byla smés CH3COONH4: ACN, a to v poméru nejprve 50 : 50 (v/v),
pozdéji 90 : 10 (v/v). V zésobniku B byl vzdy ¢isty octanovy puft.
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4.2.6 Vyvoj gradientové eluce
Pro separaci smési standardii bylo testovano celkem tfinact gradientovych profild.
Nastiikovana byla smés standardi kvetiapinu, 7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu o koncentraci

0,02 mg/ml. Vyhodnoceni nejvyznamnéjsich vysledki je pfedmétem kapitoly 5.4.

Gradient ¢. 1:
V zasobniku B byl ¢isty octanovy pufr (6 mM, pH 6,0), v zasobniku B smés acetonitrilu
a octanového pufru (6 mM, pH 6,0) v poméru 50 : 50 (v/v). Doba analyzy byla nastavena na 35

minut a ¢asové schéma gradientu bylo nasledujici:

Cas (min) Mobilni faze A v % (v/v) Mobilni taze B v % (v/v)
0-4 50 50

4-6 50—60 50—40

6-10 60 40

10-12 60—380 40—20

12-25 80 20

25-27 80—50 20—50

27-35 50 50

Gradient ¢. 2:
V zasobniku B byl &isty octanovy pufr (6 mM, pH 6,0), v zasobniku B smés acetonitrilu
a octanového pufru (6 mM, pH 6,0) v poméru 50 : 50 (v/v). Ve snaze zvysit retenci

7-hydroxykvetiapinu byl oproti gradientu €. 1 zvySen pomér pufru na pocatku analyzy. Doba

analyzy byla zkracena na 25 minut a gradient byl zvolen nésledujici:

Cas (min) Mobilni faze A v % (v/v) Mobilni faze B v % (v/v)
0-4 40 60

4-10 40—80 60—20

10-20 80 20

20-22 80—40 20—60

22-25 40 60
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Gradient ¢. 3:

V zasobniku B byl ¢isty octanovy pufr (6 mM, pH 6,0), v zasobniku B smés acetonitrilu

a octanového pufru (6mM, pH 6,0) v poméru 50 : 50 (v/v). Doba analyzy byla zkracena na 22

minut a gradient byl nastaven takto:

Cas (min) Mobilni faze A v % (v/v) Mobilni faze B v % (v/v)
0-2 40 60

2-8 40—80 60—20

8-16 80 20

16-18 80—40 20—60

18-22 40 60

Gradient é. 4:

V zasobniku B byl &isty octanovy pufr (6 mM, pH 6,0), v zasobniku B smés acetonitrilu

a octanového pufru (6 mM, pH 6,0) v poméru 50 : 50 (v/v). Pro zkraceni reten¢niho ¢asu

norkvetiapinu a celkové doby analyzy byl v 6. minuté zvySen pomér acetonitrilu k octanovému

pufru. Doba analyzy ztistala 22 minut a gradient byl zménén nasledovné:

Cas (min) Mobilni faze A v % (v/v) Mobilni faze B v % (v/v)
0-2 40 60

2-6 40—100 60—0

6-12 100 0

12-17 100—40 0—60

17-22 40 60
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Gradient ¢. 5:

Bylo zvyseno zastoupeni acetonitrilu v zasobniku A z dosavadniho poméru 50:50 na pomér 90:10
(ACN : puft, v/v). Obsah zasobniku B zustal totozny — ¢isty octanovy pufr (6 mM, pH 6,0). Toto
uspotadani zlstalo stejné 1 pro vSechny nasledujici gradienty. Gradient byl nastaven tak, aby byla
koncentrace pufru v mobilni fazi do 2. minuty vysokd a dosSlo tim k delSimu zadrzeni
7-hydroxykvetiapinu na koloné€. Pro sniZeni reten¢niho ¢asu norkvetiapinu bylo od 6. minuty

naopak zastoupeni pufru v eluentu snizeno ve prospéch acetonitrilu.

Cas (min) Mobilni faze A v % (v/v) Mobilni faze B v % (v/v)
0-2 22,2 77,8

2-6 22,2—66,6 77,8—33.4

6-12 66,6 33,4

12-18 66,6222 33,4—77.8

18-22 22,2 77,8

Gradient ¢. 6:

Ke snizovani vychoziho zastoupeni pufru ve prospéch acetonitrilu doslo oproti gradientu €. 5 jiz

od 1. minuty. Dal$i podminky gradientu se od pfedchozi metody nijak neliSily.

Cas (min) Mobilni faze A v % (v/v) Mobilni faze B v % (V/V)
0-1 22,2 77,8

1-6 22,2—66,6 77,8—33.4

6-12 66,6 33,4

12-18 66,6—22,2 33,4778

18-22 22,2 77,8
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Gradient ¢. 7:

Gradientovy profil byl obdobny jako v gradientu ¢. 6 vyjma jesté vyssi koncentrace pufru

V mobilni fazi na poc¢atku analyzy. Schéma gradientové eluce bylo nasledujici:

Cas (min) Mobilni faze A v % (v/v) Mobilni faze B v % (v/v)
0-1 11,1 88,9

1-6 11,1—-66,6 88,9—33,4

6-12 66,6 33,4

12-18 66,6—11,1 33,4—88.9

18-22 11,1 88,9

Gradient ¢. 8:
Oproti vSem piedchozim gradientim byl vychozi pomér pufru vici acetonitrilu v mobilni fazi

sniZzovan jiz velmi brzy. Béhem 5. a 11. minuty byl pomér konstantni a ustalovani na poc¢atecni

pomér bylo nastaveno od 11. minuty. Cas analyzy byl zkracen na 17 minut.

Cas (min) Mobilni faze A v % (v/V) Mobilni faze B v % (v/v)
0-0,2 11,1 88,9

0,2-5,0 11,1-66,6 88,9—33,4

5-11 66,6 33,4

11-15 66,6—11,1 33,4—88,9

15 -17 11,1 88,9

Gradient ¢. 9:

Gradient byl stejny jako gradient ¢. 7 kromé jesté vétSiho poklesu vychozi koncentrace pufru ve

prospéch acetonitrilu v 1. minuté. Celkové schéma bylo nasledujici:

Cas (min) Mobilni faze A v % (v/v) Mobilni faze B v % (v/v)
0-1 11,1 88,9

1-6 11,1-72,2 88,9—27,8

6-12 72,2 27,8

12-18 72,2—11,1 27,8—88.,9

18-22 111 88,9
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Gradient ¢. 10:

Ustalovani na vychozi koncentraci pufru v eluentu bylo nastaveno jiz od 11. minuty a celkova

doba analyzy byla zkracena na 15 minut.

Cas (min) Mobilni faze A v % (v/v) Mobilni faze B v % (v/v)
0-1 11,1 88,9

1-6 11,1-72,2 88,9—27,8

6-11 72,2 27,8

11-13 72,2—11,1 27,8—88.,9

13-15 11,1 88,9

Gradient ¢. 11:

Ve srovnani s gradientem ¢. 10 bylo od 6. minuty zastoupeni acetonitrilu na ukor pufru v mobilni

fazi zvyseno jeste vyraznéji.

Cas (min) Mobilni faze A v % (v/v) Mobilni faze B v % (v/v)
0-1 11,1 88,9

1-6 11,1—83,3 88,9—16,7

6-11 83,3 16,7

11-13 83,3—11,1 16,7—88.,9

13-15 11,1 88,9

Gradient ¢. 12:

V tomto gradientu bylo zvySovani koncentrace acetonitrilu (respektive sniZovani koncentrace

pufru) z vychozich hodnot jesté strméjsi.

Cas (min) Mobilni faze A v % (v/v) Mobilni faze B v % (v/v)
0-1 11,1 88,9

1-6 11,1—-88,9 88,9—11,1

6-11 88,9 111

11-13 88,9—11,1 11,1889

13-15 11,1 88,9
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Gradient ¢. 13:

Do prvni minuty byl vychozi pomér pufru k acetonitrilu jesté¢ vyssi nez v gradientech ¢. 7 — 12.
Snizovani pocatecni koncentrace pufru bylo nastaveno od 1. minuty na stejnou koncentraci jako
Vv gradientu €. 5. Mezi 5. a 11. minutou byla koncentrace mobilni faze konstantni a ustalovani na

puvodni koncentraci bylo nastaveno od 11. minuty.

Cas (min) Mobilni faze A v % (v/v) Mobilni taze B v % (v/v)
0-1 5,6 94,4

1-5 5,6-72,2 94,4—27,8

5-11 72,2 27,8

11-13 72,2—5,6 27,8—94.4

13-15 5,6 94,4
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5.Vysledky a diskuze



5.1 Retencni chovani kvetiapinu

5.1.1 Vliv koncentrace octanového pufru

Slozeni MF:  CH3COONH4: ACN — 70 : 30 (v/v)
pH CH3COONH4: 6,0
koncentrace CH3COONH4: 3 mM, 6 mM, 12 mM
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Obr. 6: Zaznam retencniho chovani kvetiapinu v zavislosti na koncentraci octanového pufru.
cernd — 6mM octanovy pufr
cervend — 12mM octanovy pufr

zelena — 3mM octanovy pufr

Komentai: Z chromatogramu vyplyva, Ze pouze nizkd koncentrace pufru (3 mM) vedla
k vyraznému prodlouzeni reten¢niho Casu, rozsifila se také elu¢ni zona kvetiapinu. Toto lze
vysvétlit interakei octanu jakozto Lewisovy baze s kyselymi misty charakteru Lewisovy kyseliny
na povrchu zirkonia, kterd nesou zaporny naboj. Cim je v MF vys§i koncentrace Lewisovy baze
(octanu), tim jsou tato mista vice blokovana, interakce analytu s negativné nabitym povrchem
zirkonia je niz$i, coz se projevi ibytkem retence latky. Jen nepatrna zména retenénich Casi pii
koncentraci octanu 6 mM a 12 mM sveéd¢i o tom, Ze dalsi zvySovani koncentrace Lewisovy baze

VvV eluentu nevede k vysSi saturaci mist charakteru Lewisovych kyselin a k dalSimu snizeni

reten¢niho ¢asu.
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5.1.2 Vliv pH octanového pufru

Slozeni MF:  CH3COONH4: ACN — 70 : 30 (v/v)
koncentrace CH;COONHa4: 6 mM
pH CH3COONH4: 5,0; 6,0; 7,0

w
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Obr. 7: Zaznam retencniho chovani kvetiapinu v zavislosti na pH octanového pufru.
cerna —pH 5,0
cervena — pH 6,0

zelena —pH 7,0
Komentar: Se zvySujicim pH octanového pufru se zvySuje retence kvetiapinu na koloné.
disociovan (jeho pKa je 6,9), tim je hydrofilngjsi, na retenci se vice uplatiuje kation-vyménny

mechanismus a hydrofobni interakce jsou oslabeny. Pti pH 7,0 je kvetiapin méné disociovéan, je

hydrofobnéjsi a na retenci ma vyssi vliv reverzné-fazovy mechanismus.
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5.1.3 Zastoupeni organické slozZky (ACN) v mobilni fazi

Slozeni MF: CH3COONH4: ACN —80: 20, 75 : 25, 70 : 30 (v/v)
pH CH3COONHy.: 6,0
koncentrace CH3COONH4: 6 mM

Tab. 7: Retencni casy kvetiapinu v zavislosti na koncentraci acetonitrilu v eluentu

Koncentrace ACN v %: Retencni ¢as (min)
20 25,9

25 11,9

30 6,1

Komentai: Se vzristajicim zastoupenim organické slozky v eluentu, retencni ¢as klesal, coz

sveéd¢i o vyrazném podilu reverzné-fazového mechanismu na retenci.
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5.2 Retencni chovani 7-hydroxykvetiapinu

5.2.1 Vliv koncentrace octanového pufru

Slozeni MF: CH3COONHs: ACN — 70 : 30 (v/v)
pH CH3COONHg4: 6,0
koncentrace CH3COONH4: 3 mM, 6 mM, 12 mM
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Obr. 8: Retencni chovani T-hydroxykvetiapinu v zavislosti na koncentraci octanového pufiru
cerna — 12mM octanovy pufr
cervena — 6mM octanovy pufr

zelena — 3mM octanovy pufr

Komentar: 7-hydroxykvetiapin vykazoval obdobné vlastnosti jako matetska latka. Retencni Cas
koncentraci octanu. Ke zvyseni reten¢niho ¢asu doslo pouze pii koncentraci 3 mM, i kdyZ ne k tak
vyraznému jako u kvetiapinu. Celkové kratsi retenéni ¢asy 7-hydroxykvetiapinu lze pficist niz§imu
uplatnéni hydrofobnich interakci na retenci. V porovnani s kvetiapinem obsahuje v poloze 7
dibenzothiazepinového seskupeni hydroxylovou skupinu — jednd se tedy o hydrofilngjsi

slouceninu.
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5.2.2 Vliv pH octanového pufru

Slozeni MF:  CH3COONH4: ACN — 70 : 30 (v/v)
koncentrace CH;COONHa4: 6 mM
pH CH3COONH4: 5,0; 6,0; 7,0
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Obr. 10: Retencni chovani 7-hydroxykvetiapinu v zavislosti na pH octanového pufru
Cernd — pH 5,0

Cervend — pH 6,0

Zelena —pH 7,0

Komentai: S rostoucim pH pufru dle predpokladu doslo ke zvySeni retencniho ¢asu

a Kk rozsifeni elu¢ni zony latky. Pti pH 5,0 byl 7-hydroxykvetiapin vice disociovan a tedy

hydrofilnéjsi, coZ vedlo ke sniZeni podilu reverzné-fdzového mechanismu na retenci.
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5.2.3 Vliv zastoupeni organické slozky (ACN) v mobilni fazi

Slozeni MF: CH3COONH4: ACN —80: 20, 75 : 25, 70 : 30 (v/v)
pH CH3COONHy.: 6,0
koncentrace CH3COONH4: 6 mM

Tab. 8: Retencni casy 7-hydroxykvetiapinu v zavislosti na koncentraci acetonitrilu v eluentu.

Koncentrace ACN v %: Retencni ¢as (min)
20 7,0
25 4,3
30 2,0

Komentar: Potvrdilo se, Ze se zvySujicim se zastoupenim organické slozky (ACN) v mobilni fazi

na ukor pufru, klesa retencni Cas.
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5.3 Sledovani reten¢niho chovani norkvetiapinu:

Norkvetiapin je bazicka latka charakteru sekunddrniho aminu — bazi¢t¢jsi a lipofilngjsi nez
pfedchozi zkoumané slouceniny. Vykazoval zna¢né odliSné retencni casy i tvar piku od
predchozich dvou analytl. Pii vSech niZze uvedenych podminkéach vykazoval tzv. ,,chvostovani
pikt“. Pro nesymetrické piky a dlouhy reten¢ni ¢as norkvetiapinu jsou uvedeny pouze retencni

¢asy norkvetiapinu pfi riznych podminkach.

5.3.1 Vliv koncentrace octanového pufru

Slozeni MF: CH3COONH4: ACN — 70 : 30 (v/v)
koncentrace CH3COONH4: 3 mM, 6 mM, 12 mM
pH CH3COONHG.: 5,0

Tab. 9: Retencni casy norkvetiapinu v zavislosti na koncentraci octanového pufru pri pH 5,0

Koncentrace CH3COONHa:

Retencni ¢as (min):

3mM 12,4
6 mM 11,4
12 mM 10,9

Slozeni MF: CH3COONH4: ACN — 70 : 30 (v/v)
koncentrace CH3COONH4: 3 mM, 6 mM, 12 mM

pH CH3COONHGa: 6,0

Tab. 10: Retencni casy norkvetiapinu V zavislosti na koncentraci octanového pufru pri pH 6,0

Koncentrace CH3COONHa: Retencni ¢as (min):
3mM 53,7
6 MM 23,5
12 mM 21,1
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Slozeni MF: CH3COONH, : ACN — 70 : 30 (v/v)
koncentrace CH3COONH4: 3 mM, 6 mM, 12 mM
pH CH3COONHg4: 7,0

Tab. 11: Retencni casy norkvetiapinu v zavislosti na koncentraci octanového pufru pri pH 7,0

Koncentrace CH3COONHa: Retencni ¢as (min):
3mM 52,4
6 mM 45,1
12 mM 35,5

Komentar: Reten¢ni ¢asy norkvetiapinu jasn¢ ukazuji, Ze zvySeni koncentrace octanového pufru
v mobilni fazi vede k rychlejsi eluci metabolitu. Octan totiz ptisobi jako Lewisova baze, ktera
blokuje zaporn¢ nabita mista charakteru Lewisovych kyselin na povrchu ZrO2 a nedochazi proto
v takové mife k zadrzovani na koloné€. ZvysSeni iontové sily mobilni faze oslabi interakce mezi
bazickou slouceninou a povrchem zirkonia — vysledkem je nizSi retence. Vys$$i retenci

norkvetiapinu nez u pfedchozich dvou latek Ize pticist vyssi bazicité a lipofilit¢ slouceniny.

5.3.2 Vliv pH octanového pufru

Slozeni MF: CH3COONH4: ACN — 70 : 30 (v/v)
koncentrace CH3COONHa4: 6 mM
pH CH3COONHa4: 5,0; 6,0; 7,0

Tab. 12: Retencni casy norkvetiapinu v zavislosti na pH octanového pufru

pH CH3COONHa: Retencni ¢as (min):
50 11,4
6,0 23,5
7,0 45,1

Komentar: S klesajicim pH byla retence norkvetiapinu kratsi. Pfi nizSich hodnotach pH je
norkvetiapin vice disociovan a jsou pravdépodobné dominantni kation-vyménné interakce. Pii pH
7,0 byl podil disociované formy nizsi a na retenci se zacaly také uplatiiovat hydrofobni interakce.
Pokud bychom zvysili pH pufru nad pKa norkvetiapinu (pKa nejbazictéjsiho centra je 8,8),
potlacila by se jeho ionizace a na retenci by se podilel pouze reverzné-fazovy retencni

mechanismus.
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5.3.3 Vliv zastoupeni organické slozky (ACN) v mobilni fazi

Slozeni MF: CH3COONH4: ACN — 70 : 30; 60 : 40; 50 : 50 (v/v)
pH CH3COONHjs: 6,0
koncentrace CH3COONH4: 6 mM

Tab. 13: Retencni casy norkvetiapinu v zavislosti na koncentraci acetonitrilu v eluentu

Koncentrace ACN v %: Retencni ¢as (min)
30 23,5

40 15,0

50 9,5

Komentar: Se zvysujici eluéni silou mobilni faze reten¢ni ¢as norkvetiapinu klesal.
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5.4 Gradientova eluce

Vzhledem k odlisnému reten¢nimu chovani norkvetiapinu od ostatnich derivati, byla pro

analyzu smési latek navrzena metoda gradientové eluce s cilem:

e Snizit retencni ¢as norkvetiapinu a zkratit tak celkovou dobu analyzy

e Zlepsit tvar piku norkvetiapinu

e Dosahnout takového reten¢niho casu 7-hydroxykvetiapinu, aby nedoslo pfi pfipadné analyze

smési latek z plasmy k zastinéni jeho piku balastnimi latkami

e Dosédhnout dostatecného rozliSeni vSech pikii ve smési (nejméné 1,5).

Na zakladé piedchozich poznatki byla pro téely gradientu zvolena koncentrace pufru 6

MM a jeho uprava na pH 6,0. VysSe uvedenych pozadavkid jsme se pokousSeli dosdhnout

optimalnimi zmé&nami zastoupeni organické slozky (ACN) v eluentu — zejména jejim sniZzenim na

pocatku analyzy, aby doslo k optimalni eluci 7-hydoxykvetiapinu. Poté jejim zvySenim, aby bylo

dosazeno poklesu retence norkvetiapinu a celkového zkraceni doby analyzy.

V gradientech 1 - 3 byly ziskany chromatogramy bud’ s nizkym retenénim ¢asem, neostrym

pikem 7-hydroxykvetiapinu, nebo s kombinaci obou faktord. Norkvetiapin se oproti kvetiapinu

a 7-hydroxykvetiapinu eluoval mnohem pozdé&ji a chvostoval.

Tab. 14: Gradientovy profil metody ¢. 3 - zasobnik A = acetonitril : pufr Vv pomeru 50:50 (v/v);

zdsobnik B = 6mM octanovy pufr, pH 6,0

Cas (min) Mobilni faze A v % (v/v) Mobilni faze B v % (v/v)
0-2 40 60

2-8 40—80 60—20

8-16 80 20

16-18 80—40 20—60

18-22 40 60
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Obr. 11: Zaznam separace smési kvetiapinu a jeho dvou metabolititc pomoci gradientu ¢. 3

7-OH_Quet = 7-hydroxykvetiapin; Quet = kvetiapin; Nor_Quet = norkvetiapin

Komentar: Z chromatogramu vyplyva, Ze rozliSeni mezi jednotlivymi piky je sice dostatecné,
ovsem piky 7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu jsou neostré, norkvetiapin se eluuje az kolem

17. minuty a celkova doba analyzy je 22 minut.

V gradientu ¢. 4 byl pokles pocatecni koncentrace pufru strméjsi, mezi 6. a 12. minutou
bylo zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi 50 % - doSlo ke zlepSeni symetrie piku
7-hydroxykvetiapinu, norkvetiapin se eluoval pfed 14. minutou. Schéma gradientu je uvedeno na
str. 40.
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Gradientem ¢. 5 bylo dosazeno nizsi retence norkvetiapinu a lepsi symetrie vSech analyti

diky zvyseni zastoupeni acetonitrilu v 6. minuté€ a jeho konstantni koncentraci do 12. minuty.

Tab. 15: Gradientovy profil metody ¢. 5 - zasobnik A = ACN : pufr v pomeru 90:10 (v/v),; zasobnik
B = 6mM octanovy pufr, pH 6,0

Cas (min) Mobilni taze A v % (v/v) Mobilni faze B v % (v/v)
0-2 22,2 77,8

2-6 22,2—66,6 77,8—33,4

6-12 66,6 33,4

12-18 66,6—22,2 33,4—-77,8

18-22 22,2 77,8
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Obr. 12: Zaznam separace smési kvetiapinu a jeho dvou metabolitii pomoci gradientu ¢. 5

7-OH_Quet = 7-hydroxykvetiapin; Quet = kvetiapin; Nor_Quet = norkvetiapin

Komentar: Timto gradientem bylo dosazeno vyrazného zkraceni retencniho ¢asu norkvetiapinu

a zlepSeni symetrie piku zejména kvetiapinu.

V gradientech €. 6 a 7 byla po¢atecni koncentrace pufru sniZovana ve prospéch acetonitrilu
jiz od 1. minuty — tim se nepatrné urychlila eluce vSech tfi analytd. Lepsi symetrie piku
7-hydroxykvetiapinu bylo dosazeno v gradientu €. 7, kde byla vychozi koncentrace pufru zvysena.

Schéma téchto gradienti je popsano na str. 41 - 42.
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V gradientu ¢. 8 dalSim snizovdnim zastoupeni acetonitrilu na tkor pufru na pocatku

analyzy, jeho zvysenim v 5. minuté a konstantnim pomérem az do 11. minuty, doslo ke zkraceni

reten¢nich ¢ast vsech analyti 1 celkové doby analyzy na 17 minut.

Tab. 16: Gradientovy profil metody ¢. 8 - zdasobnik A = ACN : pufr — 90:10 (v/v);

zasobnik B = 6mM octanovy pufr, pH 6,0

Cas (min) Mobilni taze A v %(v/v) Mobilni taze B v % (v/v)
0,0-0,2 111 88,9

0,2-5,0 11,1—66,6 88,9—33.4

5-11 66,6 33,4

11-15 66,6—11,1 33,4—88,9
15-17 111 88,9
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Obr. 12: Zaznam separace smési kvetiapinu a jeho metabolitii pomoci gradientu ¢. §

7-OH_Quet = 7-hydroxykvetiapin; Quet = kvetiapin; Nor_Quet = norkvetiapin

Komentar: Piky 7-hydroxykvetiapinu a kvetiapinu jsou symetrické a dostatecné rozliSené,

norkvetiapin se eluujue v 10. minuté.

Gradient €. 9 vznikl obménou gradientu €. 7 — od 6. minuty zacala klesat koncentrace pufru
ve prospech acetonitrilu v mobilni fazi jesté¢ vyraznéji. Timto bylo dosazeno nizSich retencnich
Casii vSech tii analytli a lep$i symetrie piku 7-hydroxykvetiapinu. Schéma gradientu je popsano na

str. 42.
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V gradientu ¢. 10 bylo ustalovani na vychozi koncentraci pufru vii¢i acetonitrilu nastaveno

jiz 0od 11. minuty. Doba analyzy byla zkracena na 15 minut.

Tab. 17: Gradientovy profil metody ¢. 10: zasobnik A

zasobnik B = octanovy pufr (pH 6,0, 6 mM)

ACN : pufr — 90:10 (v/v);

Cas (min) Mobilni faze A v % (v/v) Mobilni faze B v % (v/v)
0-1 11,1 88,9

1-6 11,1-72,2 88,9—27,8

6-11 72,2 27,8

11-13 72,2—11,1 27,8—88.,9

15 11,1 88,9
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Obr. 13: Zaznam separace smési kvetiapinu a jeho metabolitii pomoci gradientu ¢. 10

7-OH_Quet = 7-hydroxykvetiapin; Quet = kvetiapin; Nor_Quet = norkvetiapin

Komentar: V tomto gradientu byla retence vSech latek nepatrné vyssi. Gradient byl zkracen na

15 minut. RozliSeni mezi piky 7-hydroxykvetiapinu a kvetiapinu bylo 5,4. RozliSeni mezi pikem

kvetiapinu a norkvetiapinu bylo 11,6. Metoda je vhodna pro budouci analyzu kvetiapinu a jeho

metabolitd z plasmy.

Ve snaze jesté€ vice snizit retenci norkvetiapinu byla v metodach €. 11 a 12 zvySovana

elucni sila mobilni faze od 1. minuty jesté vyraznéji (narastem koncentrace ACN ve smési). Tyto

zasahy ovSem nepfinesly ocekavany vysledek. Gradientové profily jsou uvedeny na str. 43.
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V metodé¢ €. 13 byla zvySena poc¢atecni koncentrace pufru, ta se snizovala od 1. minuty na
koncentraci jako v gradientu ¢. 10. Mezi 5. a 11. minutou se koncentrace nemeénila a ustalovani na
vychozi gradientové podminky bylo nastaveno mezi 11. a 13. minutou. Ekvilibrace systému

probihala mezi 13. a 15. minutou.

Tab. 18: Gradientovy profil metody ¢. 13 - zasobnik A = ACN : pufr — 90:10 (v/v);
zasobnik B = octanovy pufr (pH 6,0, 6 mM)

Cas (min) Mobilni faze A v % (v/v) Mobilni faze B v % (v/v)
0-1 11,1 88,9

1-6 11,1—88,9 88,9—11,1

6-11 88,9 11,1

11-13 88,9—11,1 11,1—88,9

13-15 11,1 88,9
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Obr. 14: Zaznam separace smési kvetiapinu a jeho metabolitii pomoci gradientu ¢. 13

7-OH_Quet = 7-hydroxykvetiapin; Quet = kvetiapin; Nor_Quet = norkvetiapin

Komentar: Byly separovany piky vSech tii solutii. RozliSeni mezi pikem 7-hydroxykvetiapinu
a kvetiapinu bylo 4,9, a tedy vyhovujici. RozliSeni mezi pikem kvetiapinu a norkvetiapinu bylo
10,6 — o celou jednotku nizsi nez u gradientu ¢. 10. Norkvetiapin se eluoval pfed 10. minutou
a celkova doba analyzy byla 15 minut, a tedy optimalni pro pfipadné métfeni vétSiho mnozstvi
vzorkl. Metoda je vhodna pro analytické stanoveni kvetiapinu a jeho metaboliti z plasmy.
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6.7Zaver
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1. V teoretické ¢asti diplomové prace byly charakterizovany vlastnosti kvetiapinu z pohledu
platného Ceského 1ékopisu, jeho farmakodynamické a farmakokinetické chovani. Déle byl popsan
princip a instrumentace HPLC, charakterizace stacionarnich fazi na bazi ZrO; a jejich srovnani

s tradi¢nimi silikagelovymi fazemi.

2. V experimentalni ¢asti byl sledovan vliv zmény koncentrace, pH pouzitého pufru
a zastoupeni organické slozky v mobilni fizi na retenéni chovani kvetiapinu,
7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu. Stacionarni fizi byla kolona ZirChrom®-PBD (150 x 4,6
mm, s Casticemi velikosti 5 um), jako Lewisova baze v mobilni fazi byl pouzit octanovy pufr.

Organickou slozkou eluentu byl acetonitril.

3. Na zakladé udaju o retenénim chovani kvetiapinu, 7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu
byla optimalizovéna metoda pro stanoveni jejich smési na koloné ZirChrom®-PBD (150 x 4,6 mm,
5 um). Pouzitd mobilni faze byla slozena z octanového pufru (6 mM, pH 6,0)
a acetonitrilu. Stanoveni probihalo za pouziti gradientu €. 13 se schématem uvedenym v tab. 18 na
strané 60. V zasobniku A byla smés ACN : octanovy pufr - 90 : 10 (v/v), v zasobniku B isty
octanovy pufr (6 mM, pH 6,0). Pratokova rychlost byla 1,0 ml/min, teplota na koloné¢ 30 °C.
Injikovany objem smési standardli o koncentraci 0,02 mg/ml ¢inil 10 pl. Pro detekci latek byl
pouzit UV spektofotometricky detektor pii vinoveé délce 254 nm.
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Obr. 15: Zdznam separace smési kvetiapinu a jeho metabolitit pomoci gradientu ¢. 13

4. Validace vyvinut¢é metody pro stanoveni kvetiapinu, 7-hydroxykvetiapinu

a norkvetiapinu bude pfedmétem dalsi prace.
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7. Seznam pouzitych zkratek

7-OH_Quet — 7-hydroxykvetiapin

ACN - acetonitril

AUC — Area Under Curve, plocha pod kiivkou

CARB — staciondrni faze pokryta grafitizovanym uhlikem

CRL — chemicka referen¢ni latka

EDTPA - z angl. ethylenediamine-N,N,N',N'-tetra(methylenephosphonic) acid (ethylendiamin N,
N, N’, N’- tetramethylenfosfonova kyselina)

ELSD - z angl. Evaporative Light Scattering Detector, odpatovaci detektor rozptylu svétla
ESI-MS — z angl. Electrospray lonization- Mass Spectometry, hmotnostni spektrometrie

S ionizaci elektrosprejem

ESI-MS/MS - tandemova hmotnostni spektrometrie spojena s ionizaci elektrosprejem

EZ — reverzni stacionarni faze s deaktivovanymi misty charakteru Lewisovy kyseliny na povrchu
ZrO;

GPC — Gel Permeation Chromatography, gelova permeacni chromatografiie

HDL — High Density Lipoprotein, vysokodenzitni lipoprotein

HILIC — Hydrophilic Interaction Chromatography, hydrofilni interak¢ni chromatografie
HPLC — High Performance Liquid Chromatography, vysokotu¢inna kapalinova chromatografie
i.d. — Internal Diameter, vnitini pramér

IEC — lon Exclusion Chromatography, iontové vyménna chromatografie

LC-MS — Liquid Chromatography-Mass Spectometry

LC-MS/MS — spojeni kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii

LDL — Low Density Lipoprotein, nizkodenzitni lipoprotein

LLC — Liquid-Liquid Chromatography, rozdélovaci kapalinova chromatografie

LLE — Liquid-Liquid Extraction, extrakce z kapaliny do kapaliny

MARTA -z angl. Multiacting Receptor-Targered Antagonists, multireceptorovi antagonisté
m/z — pomér molarni hmotnosti k naboji iontu

MeOH - methanol

MF — mobilni faze

M — relativni molekulovd hmotnost

MS — hmotnostni spektrometr

MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie
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MTBE — methyl tert-butyl ether

NET — norephinephrine transporter

Nor_Quet - norkvetiapin

NP-LC — Normal Phase Liquid Chromatography, kapalinova chromatografie na normalnich
fazich

ODS - Oktadecylsilica — oktadecylsilikagel

PBD - polybutadien

PEZ — kationtové vyménna stacionarni faze s deaktivovanymi misty charakteru Lewisovy
kyseliny pomoci EDTPA na povrchu ZrO-

PS — polystyren

PZC — point of zero charge

Quet — kvetiapin

RP-LC — Reversed Phase Liquid Chromatography, kapalinova chromatografie na reverznich
fazich

SAX —z angl. Strong Anion Exchanger, silny méni¢ anionti

SCX — z angl. Strong Cation Exchanger, silny méni¢ kationtt

SEC - Size Exclusion Chromatography, vylu¢ovaci chromatografie

SF — stacionarni faze

SHAX —z angl. Strong Hydrophilic Anion Exchanger, silny hydrofilni méni¢ aniontt
SPE — Solid Phase Extraction, extrakce tuhou fazi

UV-VIS - Ultra — Violet/Visible — ultrafialova-viditelna oblast svétla

WAX —z angl. Weak Anion Exchanger, slaby méni¢ aniontti

WCX —z angl. Weak Cation Exchanger, slaby méni¢ kationtt
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Kandidat: Vendula Koldova

Skolitel: PharmDr. Pavla Pilafova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Hodnoceni Quetiapinu pomoci HPLC

V této diplomové praci byla vyvinuta metoda pro separaci kvetiapinu a jeho dvou biologicky
aktivnich  metabolith  7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu na zirkoniové koloné
ZirChrom®-PBD (150 x 4,6 mm i.d.,5 pm). Byl testovan vliv zmény sily a pH octanového pufru
a zastoupeni organické slozky (ACN) v mobilni fazi na reten¢ni chovani téchto tfi analytd.
Optimalni podminky separace smési kvetiapinu a jeho dvou metaboliti byly s vyuzitim
gradientové  eluce. Mobilni  faze byla tvofena smési octanového pufru
(CH3COONH46mM , pH 6,0) a acetonitrilu. Pritok byl nastaven na 1,0 ml/min pfi teploté kolony
30 °C. Detekce probihala v UV oblasti pfi vlnové délce 254 nm. Vyvinutd metoda mize byt

v budoucnu aplikovana ke stanoveni kvetiapinu, 7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu z plasmy.
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Name of Degree Paper: Evaluation of Quetiapine using HPLC

In this study was developed a method for separation of quetiapine and its two biologically active
metabolites 7-hydroxyquetiapine and norquetiapine. Separation was performed on zirconia
reversed-phased column ZirChrom®-PBD (150 x 4.6 mm i.d.,5um). The retention behaviour of
those three analytes was examined at changing strenght and pH of acetate buffer
and changing levels of organic compound (ACN) in eluent. The separation of the mixture of
quetiapine and its two metabolites was performed by gradient elution. Mobile phase was composed
of acetate buffer (CHsCOONH46mM , pH 6.0) and acetonitrile. The flow rate of the mobile phase
was 1.0 ml/min and temperature in the column was set at 30 °C. Detection was carried out at a
wavelength of 254 nm. The method is supposed to be used for determination of quetiapine,

7-hydroxyquetiapine and norquetiapine in plasma.
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