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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra: Katedra farmaceutickej chémie a farmaceutickej analyzy
Kandidat: Agata Babinska

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

Nazov diplomovej prace: Vyuzitie kvapalinovej chromatografie vo farmaceuticke;

analyze III.

Témou tejto diplomovej prace bolo bioanalytické hodnotenie kvetiapinu a jeho
dvoch aktivnych metabolitov  7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu pomocou

vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie.

Separacia prebiehala na zirkéniovej kolone ZirChrom®-PBD (150x4,6 mm,
5 um). Bol testovany vplyv réznych mobilnych faz, sily a pH tlmivého roztoku, ako aj
vplyv rézneho zastupenia organickej zlozky (ACN) v mobilnej faze na retencné spravanie

tychto troch analyzovanych latok.
Vyslednd mobilné faza sa skladala z dvoch zloZiek:

e MF A — octanovy tlmivy roztok, 6mM, pH 4,0:ACN v pomere 90:10 (v/v)
e MF B - 10mM roztok TFA, pH 1,9:ACN v pomere 40:60 (v/v)

Prietok mobilnej fazy koléonou bol 1 ml/min, teplota bola nastavena na 30°C.

Detekcia analyzovanych latok prebiehala pri 254 nm. Bola vyuzitd gradientova elucia.

Analyzované latky boli izolované z plazmy pomocou LLE, ktor4 bola nasledne
validovand podla FDA aICH. Ako vnutorny Standard bol pouzity flunitrazepam.
Sledovanymi parametrami bola selektivita, spravnost’, presnost’, extrakéna u¢innost’,

linearita, robustnost’, detek¢ny a kvantitativny limit a stabilita.



Abstrakt

Charles University in Praque, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department: Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis
Candidate: Agata Babinska

Tutor: PharmDr. Pavla Pilafova, Ph.D.

Name of Degree Paper: Use of liquid chromatography in pharmaceutical analysis III.

The purpose of this thesis was bioanalytical evalution of quetiapine and its two
biologically active metabolites 7-hydroxyquetiapine and norquetiapine using High

Performance Liquid Chromatagraphy.

Separation was performed on zirconia reversed-phased column ZirChrom®-PBD
(150x4,6 mm, 5 um). The retention behaviour of those three analytes was examined
at different types of mobile phase, changing strenght and pH of buffer and changing levels

of organic compound (ACN) in eluent.
The finally mobile phase consisted of two components:

e MF A — acetate buffer, 6mM, pH 4,0:ACN in a ratio 90:10 (v/v)
e MF B - 10mM trifluoroacetic acid, pH 1,9:ACN in a ratio 40:60 (v/v)

The flow rate was 1 ml/min, the temperature was set at 30°C. The detection was

carried out at 254 nm. The separation was performed by gradient elution.

The analytes were isolated from plasma using LLE. LLE was validated according
to FDA and ICH. Flunitrazepam was used as the internal standard. Specificity, accuracy,
precision, recovery, linearity, robustness, limit of detection a quantification and stability

were monitored.



1. Uvod



Kvetiapin patri do skupiny u¢innych latok nazyvanych antipsychotika. PouZziva sa
na lieCbu ochoreni, ako st schizofrénia, mania, bipolarna porucha. NajcastejSie liekové
formy su tablety s predizenym alebo sbeznym uvolfiovanim. Kvetiapin je
metabolizovany v peceni na viacero metabolitov, zktorych najvyznamnejSie su
7-hydroxykvetiapin ~ a norkvetiapin.  Tieto = metabolity = vykazuji  podobnu
farmakodynamicku aktivitu ako kvetiapin, preto je dolezité ich monitorovat’ spolu

s kvetiapinom.

Analyza lieCiv v biologickom materidli zabezpecuje kontrolu spravne;j
farmakoterapie pre pacienta, dostato¢ntl i¢innt davku v plazme a zamedzuje toxickému
vplyvu daného lieciva pri prekro¢eni maximalnej tolerovanej davky. Jej sucastou je
izolaciu latok z biologickych materidlov, pricom vyuziva rézne metody.
Medzi najCastejSie  pouzivané metdody patri deproteinicia, extrakcia lie€iva

do organického rozpustadla ¢i extrakcia tuhou fazou.

Koncentracia lie¢iva sa dalej stanovuje pomocou rdznych inStrumentalne-
analytickych metéd. Medzi najCastejSie pouzivané metdody patri vysokolcinna
kvapalinova chromatografia, ktord ma mnoho vyhod. Okrem toho, ze umoziuje
kvalitativnu aj kvantitativnu analyzu, je rychla, citliva, selektivna a poskytuje nam

moznost’ automatizacie celého procesu.

Neoddelitelnou sucastou vyvoja novej metddy je jej validacia, ktord overuje

spravnost’ ako aj vhodnost’ danej metoédy k zamySlanému pouZitiu.

10



2. Ciel
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Cielom tejto diplomovej prace je najst Co najvhodnejSie podmienky
na kvalitativnu a kvantitativnu analyzu kvetiapinu, 7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu
z plazmy vhodnou izolaciou tychto latok z biologickej matrice a naslednou analyzou za

pouzitia HPLC systému s vyuzitim zirkoniovej kolony a UV detekcie.

Vyvoj HPLC analyzy bude zahfiiat’ skimanie retencie uvedenych analyzovanych
latok v izokratickom moéde pri r6znych chromatografickych podmienkach na danom type
kolény s néslednym vyvojom a optimalizdciou gradientovej analyzy na zdklade

ziskanych vysledkov.

Vyvoj izolacie analyzovanych latok zplazmy bude zahfat stanovenie
vnutorného Standardu a porovnavanie extrakénych ucinnosti jednotlivych postupov
izolacie, ktoré budu vytvorené na zaklade ziskanych informécii z odbornej literatary.

Ziskana bioanalytickd metdda bude validované podl'a oficidlnych smernic.

12



3. Teoreticka cast’
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3.1. Kvetiapin a jeho metabolity

3.1.1. Kvetiapin fumarat

Systematicky ndazov: bis(2-{2-[4-(dibenzo[b,f][ 1,4]thiazepin-11-yl)piperazin-1-yl]-
ethoxy} ethan-1-o0l-(2E)-but-2-endionat !

Sumdrny vzorec: (C46HsaN60sS2) !

Molekulovd hmotnost’: 883,10 !

Kvetiapin (Quet) je biely alebo takmer biely prasok, ktory je tazko rozpustny

vo vode, bezvodnom etanole a metanole. !

Zakladom chemicke;j Struktury kvetiapinu je dibenzothiazepinovy skelet, ktory ma

na sebe naviazany substituovany piperazin.

~ o

o

Obr. 1 Kvetiapin fumarat °

Mechanizmus ucinku

Kvetiapin je antipsychotikum druhej generacie, ktoré patri do skupiny MARTA.
Je to predovSetkym antagonista na serotoninovych receptoroch 5-HTza a podstatne
slabSie blokuje dopaminové receptory D> a D1. Menej intenzivnejSia blokada receptorov
D, tak vysvetl'uje niz8i vyskyt extrapyramidovych neZiaducich ucinkov a miernejSie
zvySenie hladiny prolaktinu. Okrem toho ma vysoku afinitu k histaminovym receptorom

Hi, k adrenergnym receptorom a; a nizku afinitu k adrenergnym receptorom a;

14



a k serotoninovym receptorom 5-HTia. Kvetiapin nemd vyznamnu afinitu

k cholinergnym muskarinovym ani benzodiazepinovym receptorom. > *

Metabolizmus

Menej nez 1 % podanej latky sa vylucuje v nezmenenej forme, ¢o naznacuje, ze
kvetiapin je vyrazne metabolizovany. NajpodstatnejSia Cast metabolizmu prebieha
v peceni sulfoxidaciou, hydroxylaciou, N- a O-dealkylaciou a oxidaciou na karboxylova
kyselinu. Primarne je metabolizovany enzymami CYP3A4/5 (z 89 %) a CYP2D6 (z 9 %)
systtmu  cytochromu P 450. Medzi vyznamné aktivne metabolity patri
7-hydroxykvetiapinu a N-desalkylkvetiapin (norkvetiapin). Norkvetiapin je hlavnym
aktivnym metabolitom kvetiapinu (35 %), ktory je zodpovedny v znacnej miere za jeho

antidepresivny Gi¢inok. Metabolizmus kvetiapinu in vitro je naznaceny na Obr. 2. >°

Indikdcie
Liecivé pripravky s obsahom kvetiapinu, ako u¢innej latky, sa pouzivaju:
e na liec¢bu schizofrénie,
¢ na liecbu bipolarnej afektivnej poruchy:

» nalieCbu stredne t'azkych az tazkych manickych epizod pri bipolarnej afektivnej
poruche,

» na liecbu epizdod vel'kej depresie pri bipolarnej afektivnej poruche,

» na prevenciu navratu ochorenia u pacientov s bipolarnou afektivnou poruchou,

ktorych manicka alebo depresivna epizdda reagovala na liecbu kvetiapinom. ’

15
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Obr. 2 Metabolizmus kvetiapinu in vitro ®

3.1.2.  Aktivne metabolity

V Tab. 1 su zhrnuté zdkladné fyzikdlne a chemické parametre popisujice
kvetiapin, norkvetiapin a 7-hydroxykvetiapin. Kvetiapin a 7-hydroxykvetiapin maji
porovnatel'né vlastnosti a pribliZzne rovnaku molekulovli hmotnost’. 7-hydroxykvetiapin
je hydrofilnej$i. Norkvetiapin sa vyraznejSie odliSuje od tychto latok. Je bazickejsi, ma

vyrazne niz§iu hydrofilitu a mensiu molekulovii hmotnost. * 1011
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Tab. 1 Porovnanie fyzikdalnych a chemickych vlastnosti kvetiapinu, norkvetiapinu

a 7-hydroxykvetiapinu % 1% 1!

Kvetiapin 7-hydroxykvetiapin | Norkvetiapin
Mr 383,51 399,51 295,40
pKa 14,41 (pKa K); 11,18 (pKa K); 8,55(pKa B)
6,74 (pKa B) 6,73(pKa B);
H akceptory 5 6 3
H donory 1 2 1
log P 2,60 2,00 4,04

7-hydroxykvetiapin

7-hydroxykvetiapin (7-OH_Quet) je aktivny metabolit kvetiapinu. Od kvetiapinu
sa lisi naviazanim OH skupiny v polohe 7 dibenzothiazepinového skeletu. Vzhl'adom
k nizkej koncentracii v plazme pravdepodobne nehrd vyznamnu rolu v metabolizme

kvetiapinu. 8

HO

Obr. 3 7-hydroxykvetiapin '

Norkvetiapin

Norkvetiapin (Nor Quet), tiez zndmy ako N-desalkylkvetiapin, je klIaCovym
metabolitom kvetiapinu. Na rozdiel od predchadzajicich latok nemé postranny retazec
na piperazine, je to lipofilnejSia a bazickejSia latka. Bazicky charakter ziskava vd’aka

pritomnosti sekundarnej aminoskupiny v $truktire piperazinu. % '3

17



Je metabolizovany pomocou enzymu CYP3A4 cytochrému P 450. Ma podobnu
antidopaminergnu aktivitu a vysSiu antiserotonergnu aktivitu v porovnani s materskou
latkou. Okrem toho inhibuje noradrenergny transportér a je parcidlnym agonistom
receptoru 5-HTia . POsobi aj na muskarinové receptory ako antagonista, ¢im sa mozu
vysvetlovat’ neziadice ucinky, ako napr. sucho v tustach, zadrziavanie mocu ci

mydriza. '3

Obr. 4 Norkvetiapin '*

18



3.2. Vysokoucinna kvapalinova chromatografia
(HPLC)

3.2.1. Charakteristika HPLC

Vysokouc¢innd kvapalinova chromatografia sa v sucasnosti povazuje za jednu
z najprogresivnejsich analytickych metdd, preto nachadza svoje uplatnenie vo vsetkych
oblastiach analyzy lieCiv. Je velmi Casto vyuzivana pri analyze necistot v mnohych

liekopisnych monografiach.
Medzi vyhody HPLC analyzy patri:

a) moznost kvalitativnej aj kvantitativnej analyzy;
b) automatizacia celého procesu,

¢) vysoka citlivost’ metddy;

d) minimalne mnozstvo vzorku pre stanovenie;

e) moznost pouzitia roznych detektorov;

f) moznost analyzy zloZitych zmesi. !> !¢

3.2.2.  Princip chromatografickych separacii

K separacidm dochddza na zdklade interakcii jednotlivych latok analyzovanej
zmesi so stacionarnou a mobilnou fazou. Staciondrna faza (SF) je nepohybliva,
umiestnena v kolone, ma schopnost’ jednotlivé zlozky zmesi na zaklade ich vlastnosti
zadrziavat. Mobilnd faza (MF) je pohybliva, do systému privddzana pomocou
vysokotlakového ¢Cerpadla, zniZuje zadrZiavanie analytu na SF. Po priechode
analyzovanej zmesi kolonou su jej jednotlivé zlozky zaznamenavané pomocou vhodného
detektoru. Vysledkom tohto zloZitého procesu interakcii latok so SF a MF st zdznamy
zavislosti intenzity signdlu jednotlivych zloZiek zmesi na case nazyvané

chromatogramy. '°

Analyza zmesi latok pomocou chromatografickych metdd je ovplyvnenéd povahou

SF a MF. Ak maju latky podobné fyzikalne a chemické vlastnosti, najvhodnejSou

19



metddou je izokratickd analyza. Pri tejto analyze sa zlozenie MF, teplota ani dalSie
parametre pocas analyzy nemenia. V opatnom pripade, pri vyrazne odlisnych
vlastnostiach jednotlivych zloziek zmesi, je vhodnejSou metdédou gradientova analyza,

pri ktorej sa napr. zlozenie MF v priebehu analyzy meni. !> !¢

Chromatografické metody mézeme rozdelit’ na zaklade r6znych poziadaviek:

a) podla MF: kvapalinova, plynova alebo superkriticka fluidna chromatografia;
b) podla usporiadania: plosna (TLC) alebo kolonova chromatografia;
¢) podla separacného procesu: adsorpcna, rozdel'ovacia, ionexova, afinitna alebo
gélova chromatografia;
d) podla podmienok separacie: izokraticka alebo gradientova elucia;
e) podla usporiadania stacionarnej a mobilnej fazy:
e chromatografia na normalnych fazach (NP-LC) — stacionarna faza je
polarna, mobilna faza nepolarna;
e chromatografia na reverznych fazach (RP-LC) — stacionarna faza je

nepolarna a mobilna faza polarna. '> ¢

3.2.3. ZloZenie kvapalinového chromatografu

PC for Data
Acquisition

Solvent Pun_1p Detector Waste

Obr. 5 Schematické zndzornenie HPLC systému !
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Zasobnik pre mobilni fazu (Solvent)—je to vacSinou sklenend néadoba, ktord
zabezpecuje dostatocné mnozstvo MF pre analyzu. V zasobniku MF st umiestnené
Specialne filtre (kovovy alebo teflonovy) zachycujuce tuhé Castice pred vstupom
do HPLC systému. Zasobniky musia byt vhodne uzatvorené, aby nedoslo
k vyparovaniu MF ani ku kontaminacii MF casticami z okolit¢ho prostredia.
Dolezitym krokom upravy MF pred vstupom do chromatografického systému je jej
odplynenie, ktoré zabezpecuje najcastejsie vakuovy odplynovac, prebublanie héliom,
posobenie ultrazvuku alebo ich kombinacia. Odplynenie je délezité hlavne preto, aby
pri zmene tlaku na vystupe z chromatografickej kolony alebo v kolone nedochadzalo
k uvol'neniu bubliniek rozpustenych plynov. ! 16

Vysokotlakové ¢erpadla (Pump) — abezpecuju transport MF z jej zasobnika. Musia
spiiat’ pomerne vysoké poziadavky. Zakladnou vlastnostou kazdého &erpadla je
stabilny prietok mobilnej fazy. !> 16

Davkovac vzorku (Injector) — je zariadenie umoziujuce nastrek vopred definovaného
objemu analyzovaného vzorku. V sucasnosti si pouzivané manudlne davkovace
na principe prepinacich ventilov alebo automatické davkovace roznej konStrukcie
(tzv. autosampler), ktoré st pouzivané v daleko vicsej miere. !5 16

Kolona (HPLC column) — je rovna trubica s hladkym vnatornym povrchom s diZzkou
5-25 c¢m a vnutornym priemerom 3—5 mm zhotovena najcastejSie z nerezovej oceli
alebo zo skla. Je vyplnena sorbentom, ktory zabezpecuje separaciu analyzovanej
zmesi. Tieto hodnoty platia pre klasickit HPLC analyzu. '> 16

Detekéné systémy (Detector) —sii umiestnené za chromatografickou kolonou
a zaznamenavaju rozdiel medzi signalom Ccistej mobilne] fazy a mobilnej fazy
obsahujucej analyzovani latku. Detektory moZeme rozdelit na destruktivne
a nedeStruktivne. V deStruktivnych detektoroch sa analyzovana zlozka ireverzibilne
meni, zatial ¢o v nedeStruktivnych detektoroch nedochadza k chemickej zmene
analyzovanej zlozky. 1> 1618

Vyhodnocovacie zariadenie (PC for Data Acquisition) —je nim vacSinou pocitac
s vhodnym programom, ktory umoziuje zbieranie, spracovdvanie a analyzu
ziskanych dat. Okrem toho umoziuje nastavenia chromatografickych podmienok a
ich kontrolu. !> 16

Odpadova nadoba (Waste) — zbiera mobilna fazu spolu so zlozkami analyzovane;j

zmesi po priechode chromatografickym systémom. > 16
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3.2.4. Kvalitativna a kvantitativna analyza

Medzi hlavné vyhody HPLC analyzy patri moznost' kvalitativnej ako aj
kvantitativnej analyzy. Kvalitativna analyza sluzi k identifikacii jednotlivych zloziek
analyzovanej zmesi, zatial ¢o kvantitativna analyza ndm dava moznost stanovit

mnozstvo danej latky v analyzovanej zmesi.

Kvalitativna analyza

K identifikécii latok v HPLC systéme st pouZivané najcastejsie ich retencné Casy.
Retencny cas (tr) je definovany ako doba, ktora uplynie od nastreku vzorku do HPLC
systému aZ po maximum piku danej latky na chromatograme. Udaj o retenénom &ase je
mozné velmi Tlahko =ziskat' integraciou piku s vyuzitim chromatografickych

vyhodnocovacich softvérov.

Retenény cas zavisi na rozdielnej afinite analyzovanej latky k SF a MF, ¢o

popisuje distribu¢né (rozdel'ovacia) konstanta Kp.
Kp=cs/Cm

¢s = koncentracia analyzovanej latky v stacionarnej faze
cm = koncentracia analyzovanej latky v mobilnej faze

Na zaklade hodnoty tejto konStanty mdéZeme odhadnit’ retencné spravanie sa
analyzovanej latky v danom systéme. Cim je hodnota distribuénej konitanty pre danti

latku vyssia, tym je vicSia afinita tejto latky k stacionarnej faze a jej retencny cCas je dlhsi.

NajcastejSie sa porovnava retenny cas hodnotenej analyzovanej vzorky
aretenny cas referencného Standardu za pouZitia totoznych chromatografickych
podmienok. Pretoze tieto podmienky nemusia byt’ v praxi tplne zhodné, pripusta sa mala
odchylka, ktord je v ur€itom stanovenom rozmedzi. Nevyhodou tejto metddy je moznost’
pritomnosti viacerych latok s rovnakym retenénym ¢asom, preto je tato metdéda vhodna

hlavne pre analyzu vzorku s majoritnym mnoZstvom hodnotene;j latky. '°
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Kvantitativna analyza

Zakladom kvantitativnej analyzy je najdenie vztahu medzi plochou, pripadne
vyskou piku, a mnozstvom latky v stanovovanej zmesi. Pri tomto hodnoteni st vac¢Sinou

vyuzivané metody vypoctov z oblasti inStrumentalnej analyzy.

e Metoda vonkajSieho Standardu (external standard method): Koncentracia
stanovovanej latky sa ur¢i porovnavanim plochy jej piku s plochou piku referen¢ného
Standardu, ktory je analyzovany samostatne. Vypocet vychadza z predpokladu, ze
plocha piku je priamo umerné koncentracii latky $tandardu aj vzorku.! 161

e Metoda vnutorného Standardu (internal standard method): Tato metdda je podobna
metdéde vonkajSiecho Standardu. Rozdiel spociva v pridani roztoku vnutorného
Standardu (IS) k roztoku vzorku aj k roztoku standardu, pri¢om povodna koncentracia
vnutorného Standardu musi byt zndma. Vnutorny Standard je definovany ako
chemickd latka, ktord musi byt dobre oddelend od vsetkych zloziek analyzovanej
zmesi a jej pik by mal lezat' v blizkosti piku stanovovanej latky. Okrem toho musi
spiiat’ mnoho d’alsich kritérii, ako napr. dostatoéné stabilita &i primerana &istota.
Vyhodou tejto metddy je eliminacia chyb spojenych so zmenou pracovnych
podmienok, pretoze stanovovand latka aj vnlUtorny Standard st ovplyvnené
rovnako. !+ 1619

e Metoda normalizacie: Vyjadruje obsah stanovovanej latky ako percentudlny podiel
stanovovanej latky z ploch vSetkych pikov na chromatograme, pricom sa zanedbavaju
piky rozpustadiel apiky pod limitom zanedbatelnosti. Tato metéda je Casto
vyuZzivana pri stanovovani necistot. - 161

e Metéda kalibracnej krivky: Pri tejto metdde je analyzovand séria Standardov
o znamej, ale roznej koncentracii cs. Nésledne je hladand zavislost’ kalibracnej
funkcie. Neznamy obsah stanovovanej latky je ureny pomocou analytickej
vyhodnocovacej funkcie ¢ = f(X), kde X moze byt bud’ plocha, resp. vyska piku,

alebo pomer ploch, resp. vy$ok stanovovanej latky a IS. 11619
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3.3. Stacionarne fazy v HPLC analyze

Stacionarna faza je nepohyblivou zlozkou chromatografického systému. Moze ju
tvorit’ tuhd latka alebo film kvapaliny zakotveny alebo chemicky naviazany na tuht
matricu, ktora sa nazyva nosic. Je to naplit chromatografickej koloény, na ktorej dochadza

k vlastnému separaénému procesu. >

Vlastnosti idealnej SF su:

e dlhodoba chemicka stabilita voci agresivnym podmienkam;

e mechanické odolnost pri zvySenom tlaku;

e (Castice s uzkou disperzitou,

e velky povrch;

o sférické pory, ktorych vel'kost by mala zodpovedat’ velkosti analyzovanej latky;

e minimilne vymyvanie v pripade polymérnych SF alebo povlakov. 1

3.3.1. Silikagel

Silikagel (silica) je najrozSirenejSim polarnym anorganickym sorbentom. Ma
najcastejSie amorfnil formu, ktorej zloZzenie je SiO2.xH>O. Samotny je vhodny
pre chromatografické separacie na normalnych fazach a po chemickom naviazani
ligandov je vhodny pre separdcie na reverznych fazach, ktoré su jednoznacne

najvyznamnejsie. !> 16

Vyznamnymi vlastnostami su vysokd mechanickd odolnost’ a stabilita
v pritomnosti  organickych rozpuStadiel. Jeho nevyhodou je nizka stabilita
pri extrémnych hodnotach pH a pri vysokych teplotach. Polymérne SF na baze silikagelu
su sucastou RP-LC systému. Vyuzivaju sa v SirSom rozsahu pH, no ich nevyhodami st
Casto nizka mechanickd odolnost’ a vymyvanie polyméru. V sucasnosti existuje vel'ké
mnozstvo modifikovanych SF naviazanych na Strukturu silikagelu, ktoré davaja Siroké

moznosti v oblasti analyzy lie¢iv. '%2°
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3.3.2. Stacionarne fazy na baze kovovych oxidov

Stacionarne fazy na baze kovovych oxidov maju vysoku chemicka odolnost,
ktord prekondva stabilitu SiO, Oxidy kovov pouzivané v tejto oblasti su Al,Os, ZrO;

a TiOa, pri¢om najpouzivanej$im a najviac prestudovanym je oxid zirkoni¢ity. 1>

Tieto SF spliiiaju niekol’ko podmienok pre idealnu SF, napr. monodisperzita ¢astic,
Struktara poérov, velky povrch, mechanickd odolnost, vysoka ucinnost, chemicka

a tepelna stabilita. 1°

Vysoka tepelna odolnost’ umoziuje separaciu latok pri zvysenej teplote, ktora ma
mnoho vyhod. UmoZiluje vyssi prietok, ktory zrychli analyzu. Pri zvySenej teplote sa
zvysi difizny koeficient. ZvySenie teploty z 20°C na 65°C moze skratit’ analyzu az
6-nasobne. Zavisi to vSak na type analyzovanych latok. Pri analyze latok s malym
mnozstvom funkénych skupin (napr. polyaromatické uhl'ovodiky) nema teplota vyrazny
vplyv na analyzu. Pri analyze latok s vyrazne odlisnymi funkénymi skupinami ma

zvysena teplota vyrazny vplyv na dizku analyzy. 202!

Vd’aka vysokej chemickej odolnosti ziskavaji kolony tieto vlastnosti:

e dlhsia zivotnost’ kolon;

e moznost pracovat’ v celom rozsahu pH (1-14);

e moznost pracovat’ pri vyssich teplotach (az do 200 °C);
e menSie vymyvanie ligandov (tzv. column bleeding);

e moznost’ pouzitia MF s agresivnejSimi zlozkami;

e moznost’ pouitia agresivnejsich podmienok na ¢istenie kolén. 2°

Medzi nevyhody patri zloZitejSia povrchova chémia kovovych oxidov, ktord moze
komplikovat’ vyvoj analytickej metddy pre zloZité zmesi latok. Zaroven to moze byt aj
vel'kou vyhodou, pretoze to umoznuje ziskanie odliSnej selektivity a moznost’ SirSich

modifikécii separa¢nych podmienok. '>2°

V Tab. 2 mbézeme vidiet porovnanie vlastnosti jednotlivych stacionarnych faz.
Zo stacionarnych faz na baze kovovych oxidov je najideédlnejsi ZrO2, ktory ma mnoho
vyhod. Medzi jeho nevyhody vSak patri uz predtym zmienend t'azko kontrolovatel'na

povrchovéa chémia a nizka energetickd homogénnost’. 2% 2
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Tab. 2 Porovnanie viastnosti SF na baze silikagelu a oxidov kovov

20

Vlastnosti SiO2 | TiO2 ALOs3 7r0O:
Monodisperzita ++ ++ ++ ++
Struktira pérov ++ nezndma | neznama | ++
Plocha povrchu 4+ |+t +++ ++
Kontrolovatena povrchova chémia ++++ | neznama | ++ ++
Mechanicka odolnost’ ++ neznama neznama | +++
Chemicka stabilita - ++ +++ -+
Tepelna stabilita - neznama | neznama  +++
Ut¢innost’ kolény -+ neznama | ++ -+
Energeticka homogénnost’ ++ + + +

Na nasledujucom obrazku

Obr. 6 je porovnaniec PBD-ZrO»

kolony

s modifikovanou kolonou na baze kremiku, ktora by mala odolavat’ vy$§im hodnotam pH.

Je zjavné, Ze po opakovanej analyze (5000-krat) nie je viditeI'nd zmena v chromatograme,

kde bola pouzita koléna PBD-ZrO». No v analyze, pri ktorej bola pouZzitd modifikovana

kolona na baze kremiku doslo k zjavnej degradécii SF uz pri polovicnej dobe analyzy

a tym k zniZeniu u¢innosti analyzy. **
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Obr. 6 Porovnanie PBD-ZrO; kolény a vysoko stabilnej RP kolény na baze kremiku **

a) Separdcia na PBD-ZrO, kolone. Inicidlny ndstrek pri pH 12, MEF:
acetonitril:20mM KH>PO4 v objemovom pomere 28:72 (v/v).

b) Rovnaka kolona po 5000-nasobnom ndstreku vzorky.

c) Vysoko pH stabilna kolona na baze C18-kremik. MF: acetonitril:20mM KH>PO4
v objemovom pomere 35:65 (v/v); dalsie podmienky rovnaké ako a).

d) Kolona na baze C18-kremik po 2000-nasobnom ndstreku vzorku.

Analyzované latky: 1, labetalol; 2, atenolol; 3, acebutolol; 4, metoprolol;

5, oxprenolol; 6, lidokain; 7, quinidin; 8, alprenolol; 9, propranolol.
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3.3.3.  Stacionarne fazy na baze ZrO;

Povrch ZrO; sa vyznamne lisi od povrchu silikagelu. Kazdy atom zirkénia ma
vdzbu na 7 susednych atomov kyslika. Kremik ma iba 4 viazby na susedné atomy kyslika.
Tym sa moze vysvetlovat’ vyssia odolnost’ vo¢i chemickej degradacii. Povrch zirkdnia
bol podrobeny 15-diiovému testu pri extrémnych podmienkach pH od 1 do 14. Nedoslo

k rozpusteniu ani degradacii zirkonia, ¢im bola potvrden4 jeho stabilita. 2°

Ma vyssi izoelektricky bod, vd’aka ¢omu neinteraguje v takej miere s bazickymi
latkami. Co sa tyka acidobazickych vlastnosti je amfotérny, preto moze v zavislosti na pH
reagovat’ s kyselinami aj so zasadami. Na svojom povrchu ma hydroxylové skupiny aj
adsorpcné centréd charakteru Lewisovych kyselin. Kvoli nim je nutny pridavok tlmivého
roztoku do mobilnych faz, ktory kompenzuje silné interakcie tychto centier
s hydroxylovymi, karboxylovymi ¢i fosfdtovymi skupinami v molekulach latok.
Pri interakciach sa preto uplatfiuje mechanizmus reverznych faz, ligandovd vymena
avymena iénov. Hovorime o takzvanom ,,zmieSanom retenénom modde*. Interakcie
zavisia na vlastnostiach analyzovanej latky, pH a typu timivého roztoku, celkovej idnove;j

sile a mnoZstve organickej zlozky v mobilnej faze. 2

Ionova vpmena — umoznuje povrchovym hydroxylom prijimat’ alebo uvol'fiovat
protony v zavislosti na pH mobilnej fazy. V kyslom prostredi sa hydroxylové skupiny
na povrchu ZrO, protonizujt, nest kladny naboj a zadrziavajii aniony. V zisaditom
prostredi dochadza k disociacii hydroxylovych skupin, povrch nesie zaporny ndboj a

zadrziava kationy. 2

Vymena ligandov — je schopnost’ ZrO> vymenit’ ligandy komplexne naviazané
na aktivne miesta s charakterom Lewisovych kyselin. KIi¢ovu rolu pri tejto vymene
hrajii komplexne naviazané molekuly vody, ktoré mo6Zzu byt zamenené za iné Castice
s charakterom Lewisovych zasad. VSeobecne plati, Ze silnejSie Lewisové zasady vytesnia
slabsie. Polarizovatel'nost’ zdsady a elektronova hustota s hlavné vlastnosti urcujuce silu

interakcie Lewisovej zasady s miestami charakteru Lewisovych kyselin. 2°

K tymto dejom dochadza nielen na povrchu ZrO., ale aj pri modifikovanych
povrchoch upravenych polymérom alebo uhlikom. Dovodom je iba ¢iastocnéd blokada

adsorp¢énych centier na povrchu ZrO,, 2% 26
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Moznost’ rdznych interakcii oxidu zirkoni€itého umoziuje pouzivat’ tieto kolony
v mnohych chromatografickych moduloch. NajcastejSiu modifikaciu predstavuje
nanesenie tenkej vrstvy polyméru, ako napr. polybutadiénu alebo polystyrénu, ktora znizi
jeho polaritu. Tieto modifikacie iba ¢iastocne blokuju adsorpcné centra ZrO,. Blokada

vSetkych miest na povrchu ZrO; scharakterom Lewisovej kyseliny dodnes

neexistuje. 22
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Obr. 7 Povrch zirkéniovej kolony *’

3.3.4. Modifikované stacionarne fazy na baze ZrO:

Modifikované ZrO: kolony dostupné na trhu

Medzi najvyznamnejSie spolo¢nosti v oblasti dodania zirkoniovych kolon patria

firmy Sigma-Aldrich s.r.o. a ZirChrom Separations, Inc..
Firma Sigma-Aldrich s.r.o. pontika tieto kolony:

e Discovery® Zr-PBD: Castice zirkonia su modifikované polybutadiénom. Kolona
umoziuje separaciu podobnt ako na C18-SiO: kolonach, ale s vysSou stabilitou
pri vysokom pH a vysokej teplote.

e Discovery® Zr-PS: Castice zirkonia modifikované polystyrénom. Koléna je vhodna
na separaciu hydrofobnych zlacenin a aminov.

* Discovery® Zr-CarbonC18: ZrO> modifikovany oktadecylom. Koléna je vhodna
pre univerzalnu separaciu kyselin, zasad aj neutralnych latok.

* Discovery® Zr-Carbon: Zirkénium s povlakom zuhlika. Koléna umoziuje

oddelenie geometrickych izomérov a diastereomérov. 28
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Firma ZirChrom Separations, Inc. ma S§irSiu ponuku zirkoniovych kolon. Tieto

kolony mozeme rozdelit’ do niekol’kych skupin.

Tab. 3 Kolony so systéemom reverznych faz na baze ZrO: od firmy ZirChrom

Separations, Inc. ¥

Kolona Uprava povrchu Vlastnosti | VyuZitie
DiamondBond®-C18 | Kovalentné naviazanie pH 1-14 Stanovenie steroidnych
C18 na povrchu, ktory teplota az | hormonov,barbituratov,
bol pokryty 200 °C parabénov a d’alSich
grafitizovanym uhlikom. latok.
ZirChrom®-CARB ZrO» potiahnuty pH 1-14 Rozdielna  selektivita
grafitizovanym uhlikom. | teplotaaz | ako ODS alebo iné
200 °C polymérne materialy.
ZirChrom®-EZ Povrchové Castice ZrO, | pH 1-10 Analyza kyselin
naleptané pomocou teplota a zasad.
EDTPA. do 50 °C
ZirChrom®-MS Povrchové Castice ZrO, | pH 1-10 Umoziuje analyzu
potiahnuté PBD a teplota vysoko bazickych
naleptané pomocou do 50 °C | aminov za pouZzitia
EDTPA. beznych tlmivych
roztokov vyuZzivanych
pri LC/MS analyze.
ZirChrom®-PBD Castice ZrO, potiahnuté pH 1-14 Menej hydrofobna SF,
PBD. teplota preto je potrebné menej
do 150 °C | organického
rozpustadla.
ZirChrom®-PS Castice ZrO, potiahnuté pH 1-13 Menej hydrofébna SF,
vrstvou polystyrénu. teplota vhodna pre
do 150 °C | polyaromatické
zluceniny.
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Tab. 4 Kolony s ionovo-vymennym systéemom faz na baze ZrO: od firmy ZirChrom

Separations, Inc. *°

Kolona Uprava povrchu Vlastnosti | VyuZitie
ZirChrom®-PEZ ZrO; potiahnuté pH 1-10 Separacia
EDTPA. teplota monoklonéalnych
do 50 °C protilatok.
ZirChrom®-SAX ZrO; potiahnuty pH 1-12 Separacia
zosietovanym teplota anorganickych
polyetyléniminom. do 80 °C a organickych aniénov.
ZirChrom®-SHAX | ZrO; potiahnuty pH 1-12 Separacia
zosietovanym teplota anorganickych
polyetyléniminom, do 80 °C a organickych aniéonov.
hydrofilnejsia
kolona.
ZirChrom®-WAX | ZrO; potiahnuty pH 3-9 Separacia aniénov.
zosietovanym teplota
polyetyléniminom. do 50 °C
Slaby anidonovy
vymennik.
ZirChrom®-WCX | Naviazanie fosfatu pH 1-10 Analyza proteinov
na povrch ako teplota na zéklade katidnového
kationovy vymennik. | do 150 °C | vymennika.

Tab. 5 Dalsie kolény na baze ZrO: od firmy ZirChrom Separations, Inc. ¥

Kolona

Uprava povrchu

Vlastnosti

VyuZitie

ZirChrom®-PHASE

ZirChrom®-Chiral

Nemodifikované
Castice ZrOy, systém
NP-SF.

ZrO7 so zakotvenymi
chiradlnymi

selektormi.
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pH 1-14

teplota do 150 °C

pH 1-8

teplota do 50 °C

Ako alternativa

hydroxyapatitu.

Separacia

enantiomérov.



Popis kolony ZirChrom®-PBD

ZirChrom®-PBD kolona sa pripravuje impregnaciou poérovitého zirkonia
s roztokom PBD a vol'nym radikdlovym inicidtorom v hexane, naslednym opatrnym
odstranenim hexédnu pomocou riadeného odparenia, po ktorom nasleduje tepelné
rozlozenie inicidtora. Koloény potiahnuté polymérom st Uplne odlisné od chemicky
viazanych kolon, pretoZze neexistuji kovalentné vézby, ktoré drzia tento polymér
na povrchu. Su to nerozpustné materidly, vysoko zosietované a impregnované v péroch
Castic substratu namiesto povrchovych povlakov. To je zndzornené na Obr. 8, na ktorom

mozeme vidiet’ poprepletant Struktiru PBD. 2

ZirChrom®-PBD

Croselinked Polybutadiene (PBD)

Obr. 8 Struktiira ZirChrom®-PBD 3’

ZirChrom®-PBD je SF podobné uhl'ovodikovym reverznym fdzam. V porovnani
s ODS fazami vykazuje tato kolona podobnu retenciu, selektivitu a t¢innost’ pri analyze
neelektrolytov. Vyrazny rozdiel je vSak pri analyze latok anionového alebo kationového
typu. Na povrchu zirkonia st vizbové miesta typu Lewisovych kyselin, ktoré sa mézu
¢iastocne blokovat’ pridanim tlmivych roztokov vo forme Lewisovych zasad. Povrch tak
ziskava zaporny naboj a separacia i6novych latok je odlisSnd ako na ODS kolénach

na baze kremiku.

V roku 2017 bola validovand novd metoda na separaciu triptanov, selektivnych
agonistov serotoninového receptoru 5-HTi, s vyuzitim tejto kolony. Separacia tychto
vysoko bazickych latok bola problematické na stacionarnych fazach na baze kremiku, no
s vyuzitim ZirChrom®-PBD kolony bola umoznena izokraticka analyza Styroch triptanov
(sumatriptanu, zolmitriptanu, eletriptanu a rizatriptanu) v relativne kratkom case

(10 minat). 3!
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3.4. Izolacia lieCiv z biologického materialu

Bioanalyza lieCiv je jeden z ddlezitych smerov farmaceutickej analyzy, ktory
umoznuje ziskat’ presné informacie o osude lieCiva v organizme. K analyze sa vyuziva
biologicky material tvoreny zlozitou matricou, ktora je nutné vhodne upravit.

Biologickym materidlom je napr. krv, plazma, sérum, moc ¢i feces.
Komplexny analyticky metodologicky pristup zahfia 3 kroky:

e priprava biologickej vzorky,
e izol4cia stanovovanej latky,

e kvalitativna/kvantitativna analyza.
Dolezitymi faktormi pri Giprave biologickej vzorky su:

e Minimalizacia uc¢inkov matrice.

e FEliminacia variability vzorky, aby sa dosiahla reprodukovatelnost’ kvantitativne;
analyzy.

e ZvysSenie detekcie vd’aka dostatocnej koncentracii analyzovanej latky v upravenej
vzorke a vd’aka odstraneniu interferujticich latok v matrici.

e Vhodnost upravy pre pozadovani analyzu. ** 3

Medzi zakladné metody upravy biologického materidlu pred HPLC analyzou
patria deproteindcia, extrakcia kvapalina-kvapalina (liquid-liquid extraction) a extrakcia

tuhou fazou (solid phase extraction).

3.4.1. Deproteinacia (DPP)

Deproteinacia je najjednoduchSia metdoda Upravy biologickej vzorky. Jej
jednoduchost’ ju postavila na délezité miesto v oblasti Gpravy krvi, plazmy ¢i séra.

Automatické a poloautomatické metddy maji v oblasti vyskumu ¢asté uplatnenie. >

Jedna sa o vyzrazanie proteinov zo vzorky zaloZzené na pridani deproteinacného
¢inidla. Vhodnym deproteina¢nym ¢inidlom st organické rozpust'adla, silné anorganicke;

kyseliny alebo soli. Po tomto kroku nasleduje centrifugacia alebo ultrafiltracia.

33



Supernatant vSak ¢asto obsahuje mnozstvo zloziek, ktoré mozu narusit’ naslednt analyzu.
Dal$ou nevyhodou je moznost’ naviazania stanovovanej latky na precipitat, o vedie
k nepresnym vysledkom v kvantitativnej analyze. Okrem toho dochadza k zriedeniu

analyzovanej vzorky a tym k nutnosti pouzit’ citlivejsie analytické metody. 3% 34

3.4.2. Extrakcia kvapalina-kvapalina (LLE)

Metoda LLE bola vyvinuta s cielom dosiahnut’ produktivnej$iu metdédu tpravy
biologickej vzorky pred analyzou. Je to novsia metoda, ktorej principom je extrakcia latok
z vodného roztoku (donorova faza) do rozpustadla, ktoré nie je mieSateI'né s vodou

(akceptorova faza).

Zakladnym principom je prechod latok neionizovanych a malo polarnych. Jednou
znevyhod LLE je spotreba vel'’kého mnozstva organického rozpustadla, ¢o z tejto metody
robi drahy sposob analyzy biologického materialu. Dal§ou nevyhodou LLE je povaha
beznych organickych rozpustadiel, ktoré neumoznuju priamu analyzu biologickej
vzorky. Casto je vyzadované naroéné odparovanie a nasledné rozpustenie analyzovanej
latky vo vhodnejSom rozpustadle. Vyhodou je vSak vysSia koncentracia vzorky a

univerzalnost tejto metdody. 33 34

e mikroextrakcia kvapalnou fazou (LPME)

LPME je miniaturizacia LLE techniky, pri ktorej sa pouziva maly objem
akceptorovej fazy (niekol’ko mikrolitrov). Touto Uipravou dochadza k odstraneniu velkej

¢asti nevyhod klasickej LLE. Existujem niekol’ko roznych modifikacii LPME. 33
e mikroextrakcia jednou kvapkou (SDME)

Technologia SDME je zalozend na distribucii analytov medzi mikrokvapkou
nemieSateI'ného organického rozpustadla (akceptorova féza) a vodnym roztokom
analytov (donorova faza). Akceptorovl fazu tvori zvy€ajne priblizne 10 pl organického

rozpustadla. *°
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e extrakcia pomocou dutého vlakna (HF-LPME)

V HF-LPME je malé mnozstvo extrakéného rozpustadla umiestnené najéastejSie
vo vnutri dutej trubice v tvare pismena U tvorenej dutym hydrofobnym poérovitym
vlaknom. Duté vlakno je stabilizované s pomocou vodou nemieSate'ného rozpustadla,
ktoré je umiestnené v péroch a vytvara podpornu kvapalnii membranu. Vysledkom tohto
usporiadania je, ze analyty nie st v priamom kontakte shlavnym extrakénym
rozpustadlom. Analyty st extrahované z vodnej fazy do podpornej kvapalnej membrany

a az nasledne do vnitra dutého vlakna, kde sa nachadza akceptorova faza.

e disperzna mikroextrakcia kvapaliny do kvapaliny (DLLME)

V DLLME je niekol’ko mikrolitrov nepolarneho s vodou nemieSateI'ného
rozpustadla (akceptorova faza) a zaroven niekolko mikrolitrov polarneho s vodou
mieSatelného rozpustadla vstreknutych do vodného roztoku analytu a zmes je nasledne
mieSana. Vysledkom je, ze s vodou nemiesatel'né kvapocky rozpustadla su dispergované
vo vodnom roztoku analytu vd’aka s vodou miesateI'nému rozpustadlu, ktoré sluzi ako
disperga¢né ¢inidlo. Po extrakcii sa zmes schladi, centrifuguje a nasledne sa oddeli
rozpustadlo s extrahovanou latkou (akceptorova faza), ktoré je podrobené d’alSim

Gpravam.

3.4.3. Extrakcia tuhou fizou (SPE)

SPE je metoda vyvinutd a aplikovana v bioanalyze lie¢iv az po LLE. Principom
tejto metddy je selektivne naviazanie analyzovanej latky na sorbent. Dochadza tak

k odstraneniu fosfolipidov a proteinov, ¢o je kIi¢ovou vyhodou tejto metody. 3> 3

Sorbenty mozu byt vyvinuté na ré6znom principe retencie analyzovanej latky,

napr. na principe slabych alebo silnych ionomenicov alebo na principe vézby antigén a

protildtka. Nevyhodou méze byt finanéna naroénost’ kolon pre SPE. 3334

e mikroextrakcia v systéme kvapalina-tuha faza (SPME)

Specialnym typom separécie je SPME. Je to inovativna preparaéna technologia

bez pouzitia rozpustadla alebo sjeho minimdlnym mnoZzstvom. Vyuziva vlakno
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potiahnuté vrstvou kvapaliny (napr. polymér) alebo vrstvou pevnej latky (sorbent),

pripadne ich kombindciu. 33637

Po absorpcii latky z analyzovanej zmesi je mozné vlakno s naviazanou latkou
priamo vlozit' do chromatografu, kde dochadza k desorpcii a naslednej analyze. Této
metdda sa oznacuje za tzv. ,.green’ metoddu, pretoze je Setrna k zivotnému prostrediu.
Mala spotreba rozptstadla, malé mnozstvo analyzovanej vzorky a moznost’ opdtovného
pouzitia vldkna ako aj mnoho dalSich vyhod posuvaji tato metddu stale viac

do popredia. 3
e disperzna mikroextrakcia v systéme kvapalina-tuha faza (DMSPE)

V metode DMSPE dochadza k dispergovaniu niekol’kych miligramov
extrakéného sorbentu do roztoku analytu. Vysledna suspenzia je podrobena centrifugacii,
pri ktorej dochadza k oddeleniu sorbentu. Dal§im krokom je desorpcia analytu vhodnym
rozpustadlom. Vyhodou tejto metody je lepSi kontakt analytu so sorbentom a tym je

dosiahnuta vyssia G¢innost extrakcie. ¥

3.4.4. Nové materialy vyuzivané v bioanalyze

Ked’ze analyza biologickych vzoriek je velmi naro¢nd a Casto komplikovana,
dochadza k vyvoju novych materialov, ktoré spliuju kritéria vyzadované pre tieto
analyzy. V literatiire sa za poslednych 10 rokov objavilo mnoZstvo materidlov, ktoré
umoznuju pripravu vysoko ucinnych a selektivnych sorbentov pre moderné techniky

pripravy biologickych vzoriek. 3
Polyméry s molekulovymi odtlackami (MIPs)

MIPs (molecular imprinted polymers) si vysoko zosietované polyméry, ktoré
maju umelo vytvorené rozpoznavacie miesto urené pre Specifickii skupinu analytov,
pripadne pre jednu konkrétnu latku. Maji tak poskytovat vysoku selektivitu.
Medzi templatovou molekulou a analytom moze dochddzat’ k interakcidm kovalentnym,
nekovalentnym a semikovalentnym. MIPs su Coraz CastejSie vyuzivané, napr. pre SPE

1-metyladenosinu z Pudského mocu. 3238
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3.5. Validacia bioanalytickych metod

Validécia je proces, ktorého cielom je preukdzat, Ze dand metoda je vhodna
k zamysl'anému pouzitiu. Zistuju sa dolezité charakteristiky analytickej metody

a stanovuju sa podmienky, pri ktorych dodrziavani je sku$ana metéda pouzitelna. %3

Validacia bioanalytickych metdd zahfiia vSetky postupy, ktoré dokazuju, ze
prislusné metddy pouzivané na kvantitativne stanovenie analytov v biologickej matrici st

spolahlivé, reprodukovatelné a vhodné pre dany ucel. *°

Dokumenty zamerané na validaciu bioanalytickych alebo analytickych metdd

vypracovali FDA, EMA a ICH. 34041

Zakladnymi parametrami validicie pre bioanalytické metédy su selektivita,
spravnost, presnost, extrakéna UCinnost, linearita a stabilita analyzovanej latky

v biologickej vzorke. *

3.5.1. Selektivita

Selektivita (selektivity) je schopnost’ analytickej metody oddelit’ a kvantifikovat
stanovovanil latku v pritomnosti d’aldich zloZiek vo vzorke. Dal§imi potencionalne
interferujucimi zloZkami v biologickej matrici sit endogénne zloZzky matrice, rozkladné
produkty, metabolity, necistoty, sibezne podavané lieky a in¢ exogénne xenobiotika. Ako
dokaz selektivity sluZzi porovnanie analyzy Standardu a vzorky bez Standardu, ktora
obsahuje vsetky d’alSie zlozky (blank sample). Ak je metdda urend na kvantifikdciu viac

ako jednej latky, musi byt testovana selektivita kazdej latky. 3% 4041

3.5.2. Limit detekcie a kvantifikacie

vwe

ktora sa da spolahlivo odlisit’ od Sumu v pozadi, a ktora sa nestanovuje kvantitativne.

Vyjadruje sa ako koncentracia analyzovanej latky, pri ktorej sa pomer signalu k Sumu
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rovna hodnote 3. N4ajdeny limit detekcie sa nasledne overi analyzou prislusnej

koncentrécie latky. 164!

Limit kvantifikacie (LOQ) je najnizSia koncentracia analyzovanej latky v plazme,
ktorda moze byt kvantifikovana s prijatelnou presnostou a spravnost'ou pri dodrziavani
uvedenych experimentalnych podmienok. Obvykle to byva trojnasobok LOD. Vyjadruje

sa ako koncentracia, pri ktorej sa pomer signalu k sumu rovna hodnote 10. 64!

vwe

vo vzorke, ktoré mdze byt kvantifikované s vhodnou presnost'ou a spravnost'ou. Odozva
analyzovanej latky pri LLOQ by mala byt aspon piatnasobok odpovede v porovnani
s prazdnou matricou. Existuje niekol’ko réznych pristupov pre stanovenie LLOQ, ako
napriklad na zaklade pomeru signalu k Sumu zodpovedajucemu hodnote 10 (ako LOQ)
alebo pomocou zistenia koncentracie, pri ktorej je RSD 20 % (linedrna zavislost),

a nasledného experimentalneho overenia. *% 4>

3.5.3. Spravnost’

Spravnost’ (accuracy) vyjadruje zhodu medzi ziskanym vysledkom a spravnou
hodnotou. Zistuje sa opakovanou analyzou vzoriek obsahujiicich zndme mnoZstvo
analyzovanej latky. Mala by sa merat’ pri minimélne troch koncentraciach v rozmedzi
ocakavanych koncentracii vzorky s minimdlne piatimi stanoveniami na koncentraciu.
Hodnota spravnosti by mala byt v rozmedzi 15 % od skuto¢nej hodnoty s vynimkou
LLOQ, kde by sa tito hodnota nemala odchylit o viac ako 20 % od skuto¢nej

hodnoty. 16 %

3.5.4. Presnost’

Presnost’ (precision) je miera zhody medzi jednotlivymi vysledkami metody
opakovane ziskanymi s jednou homogénnou vzorkou. Mala by sa merat’ pri minimalne
troch koncentracidch v rozmedzi ocakavanych koncentracii vzorky s minimélne piatimi

stanoveniami na koncentraciu. Hodnota presnosti by mala byt vrozmedzi 15 %
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od skuto¢nej hodnoty s vynimkou LLOQ, kde by sa tato hodnota nemala odchylit’ o viac

ako 20 % od skutoénej hodnoty. '3

RozliSujeme 3 Grovne presnosti:

e Opakovatelnost: metdoda sa opakuje rovnakym sposobom, jednym pracovnikom,
s rovnakymi ¢inidlami a na jednom pristroji.

e Medzilahld presnost: metdoda sa vykonava sréznymi cCinidlami, pracovnikmi
a pristrojmi, ale v jednom laboratoriu a s rovnakou zhomogenizovanou vzorkou.

e Reprodukovatelnost: stanovenie prebiecha ako medzil'ahld presnost’, avSak v inom

laboratoriu. '

3.5.5. Extrakéna ucinnost

Extrak¢énd uéinnost’ (recovery) vyjadruje stratu analyzovanej latky pri extrakeii.
Nemusi byt 100 %, ale hodnota musi byt opakovatelnd. Stanovuje sa porovnavanim
plochy piku analyzovanej latky po extrakcii so znamym mnozstvo analyzovanej latky

a prislusne nariedenou vzorkou $tandardu (bez biologického materialu). *°

3.5.6. Linearita

Linearita (/inearity) sa stanovuje najcastejSie pomocou kalibra¢nej priamky, ktora
vyjadruje priamoumerny vzt'ah medzi odozvou detektoru a koncentraciou analyzovanej
latky vo vzorke. Kalibra¢na priamka by mala byt tvorend minimalne zo 6 r6znych
koncentracii analyzovanej latky v rozmedzi, ktoré je potrebné pre analyzu redlnych
vzoriek. Mala by obsahovat’ hodnotu LLOQ), ktora tvori najnizsi Standard na kalibra¢nej
krivke. Hodnota presnosti a spravnosti pri LLOQ sa nemo6ze odchylit’ o viac ako 20 %
od skutoc¢nej hodnoty. Hodnoty presnosti a spravnosti pri d’alSich analyzach sa nemézu

odchylit o viac ako 15 % od skuto¢nej hodnoty. 163% 4!
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3.5.7. Stabilita

Vyhodnotenie stability latok zabezpecuje to, aby kazdy krok, ktory sa vykonava
poCas pripravy a analyzy vzoriek, ako aj podmienky skladovania, neovplyviovali

koncentraciu analyzovanej latky. 4°

Stabilita analyzovanej latky vo vzorke zévisi sa mnohych podmienkach, ako
sposob uchovévania, chemické vlastnosti analyzovanej latky, druhu matrice ¢i obalu.
Nie je preto mozné vysledky stability analyzovanej latky v biologickom materiali
aplikovat’ na iné vzorky. Konkrétne podmienky (teplota, as) pre stanovenie stability sa
volia podl'a sposobu zaobchddzania s realnymi vzorkami. Stabilita analyzovanej latky sa
sleduje pri dlhodobom (zmrazenie) a kratkodobom (pokojova teplota) skladovani.
Rovnako sa sleduje aj stabilita analyzovanej latky po extrakcii z biologického

materialu. >°

3.5.8. Robustnost’

Robustnost’ (robustness) vyjadruje vplyv premenlivych podmienok na vysledky
analyzy. Ciel'om je upozornit’ na podmienky, ktoré by mohli ovplyvnit vysledky analyzy.
Ak st merania nachylné na odchylky v analytickych podmienkach, mali by byt vhodne

kontrolované alebo by to malo byt uvedené v postupe. ' 4!
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3.6. Chromatografické podmienky pre stanovenie

kvetiapinu a jeho metabolitov v literatiare

Tab. 6 Chromatografické podmienky pre stanovenie kvetiapinu ajeho metabolitov

pomocou kvapalinovej chromatografie uvedené v literature

Metdda ¢.1

SF Gemini C6-Phenyl (250x4,6 mm, 5 pm)

MF 10% metanol v tlmivom roztoku, pH 3,1:acetonitril

Druh analyzy Gradientovi elucia

Detekcia UV, 215 nm

tr (min) Quet — 2,19 min; Nor_Quet — 30,68 min

Zdroj 43

Metoda €.2

SF Amethyst C18-P (250x4,6 mm, 5 pm)

MF Octan amoénny (0,03 mol/l):metanol v pomere 25:75 (v/v)

Druh analyzy Izokraticka elucia

Detekcia UV, 238 nm

tr (min) Quet — 8,2 min

Zdroj 44

Metoda €.3

SF Nova-Pack C18 (150x4,6 mm, 5 pum)

MF Acetonitril:metanol:fosfatovy timivy roztok 0,025M v objemovom
pomere 40:30:30 (v/v)

Druh analyzy Izokraticka elucia

Detekcia UV, 225 nm

tr (min) Quet — 3,88 min

Zdroj 45

Metéoda ¢.4

SF ZirChrom®-PBD (150x4,6 mm, 5 pm)

MF Acetonitril:octanovy aménny (6mM, pH 6)

Druh analyzy Gradientovi elucia

Detekcia UV, 254 nm

tr (min) Quet — 5,62 min, Nor_Quet — 9,85 min, 7-OH_Quet — 4,79 min

Zdroj 46
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3.7. Uprava biologického materialu pred HPLC

analyzou v literature

Tab. 7 Uprava plazmy pred HPLC analyzou uvedend v literatiire

DPP¢. 1

Cinidlo

ACN

Specialna uprava vzorky

Rekonstrukcia vzorky pomocou ACN.

Zdroj 45
DPP ¢. 2
Cinidlo 2% metanolicky roztok kyseliny mravcej

Specialna uprava vzorky

Uprava 0,1% vodnym roztokom kyseliny mravée;.

Zdroj 47

LLE ¢ 1

Cinidlo Etylacetat

Specialna tprava vzorky | Uprava 30% roztokom NH4OH. Vzorka bola
rekonstruovana pomocou MF.

Zdroj 48

LLE ¢. 2

Cinidlo Etylacetat

Specialna tprava vzorky | Uprava 0,IM roztokom NaOH. Vzorka bola

rekons$truovand pomocou etanolu.

Zdroj

49

SPE

Specialna Gprava vzorky

Uprava 0,5M NaOH. Zmes bola extrahovani pomocou
Oasis HLB extrakénej kolony, ktord bola aktivovana
metanolom. SPE  prebiehala v prostredi vakua.
Na preplach sa pouzil 2% vodny roztok amoniaku.
Vzorka bola nasledne eluovand do sklenenej trubice
s pouzitim 2% metanolického roztoku kyseliny octove;.

Roztok bol vysuSeny dusikom a rozpusteny v MF.

Zdroj

50
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4. Experimentalna Cast’
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4.1. Chemikalie, pristroje a pomocky

4.1.1. Pouzité chemikalie

pracovny Standard kvetiapin fumarat, Sigma Aldrich, Nemecko

pracovny Standard 7-hydroxykvetiapin (1 mg v 1 ml), Sigma Aldrich, Nemecko
pracovny Standard norkvetiapin (1 mg v 1 ml), Sigma Aldrich, Nemecko
flunitrazepam, Lé¢iva-Spofa, Ceska republika

nitrazepam, Lé¢iva-Spofa, Ceské republika

oxazepam, Légiva-Spofa, Ceska republika

diazepam, Légiva-Spofa, Ceska republika

medazepam, Légiva-Spofa, Ceska republika

risperidon, Risperidon Torrent, India

acetonitril, Chromasolv gradient grade for HPLC, Sigma Aldrich, Nemecko
metanol, Chromasolv gradient grade for HPLC, Sigma Aldrich, Nemecko
octan amonny, Penta, Ceska republika

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

chloroform, Penta, Ceska republika

dichlérmetéan, Penta, Ceska republika

etylacetat, Penta, Ceska republika

amoniak (25-29%), Penta, Ceska republika

kyselina mravcia, ACS reagenst, Sigma Aldrich, Nemecko

kyselina trifluoroctvda, FluoroChem, Velka Britania

trietylamin, Penta, Ceska republika

hydroxid sodny, Dr. Kulich Pharma, Ceska republika

Cistena voda

kralicia plazma
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4.1.2. Zostava pre HPLC

kontrolna jednotka: CTO-20AC VP Shimadzu

cerpadlo: LC-20AD XR VP Shimadzu

degasér: DGU-20A3 VP Shimadzu

autosampler: SIL-20AC XR VP Shimadzu

termostat kolony: CTO-20AS VP Shimadzu

predkolona: ZirChrom®-PBD, 10x4 mm, ZirChrom Separations, Inc., USA
chromatografickd kolona: ZirChrom®-PBD, 150x4,6 mm s ¢asticami vel'kosti 5 um,
ZirChrom Separations, Inc., USA

detektor: UV-VIS, SPD-20A VP Shimadzu

pocitacovy program: CTO-20AS VP Shimadzu

riadiaca jednotka: CBM-20A VP Shimadzu

4.1.3. Pouzité pristroje

digitalne vahy: Sartorius AG typ A200S, Nemecko

pH meter: SCHOTT CG 843, Schott Instruments GmbH, Nemecko
magnetické mieSadlo: IKA Color Squid, Nemecko

trepacka: Vortex, VELP Scientifica, Taliansko

centrifuga: IEC CL31R Multispeed, Thermo elektron corporation, USA

4.1.4. Pomocky

kadi¢ky, odmerné banky, odmerné banky so zavitom, odmerné valce, skimavky,
delené a nedelené pipety, sklenené ty€inky, lodicky, vialky, inserty, mikropipety
balonik k pipetovaniu, stojan na skiimavky, laboratérne lyZice, stricky, membranovy

filter 0,45 um, alobal

45



4.2. Obecné postupy

4.2.1. Priprava roztokov

Roztok kvetiapinu

Roztok kvetiapinu bol pripraveny navazenim 1 mg kvetiapinu do 10ml odmernej
banky. Banka bola doplnena 50% ACN a nasledne uchovavana v chladnicke. Vysledna

koncentracia kvetiapinu bola 0,1 mg/ml.

Roztoky metabolitov kvetiapinu

Roztoky 7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu boli pripravené odobratim 20 pl
z pracovnych Standardov 7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu s koncentraciou 1 mg/ml

a nasledne zriedené 180 pl metanolu. Vysledna koncentracia roztokov bola 0,1 mg/ml.

Roztok vnutorného Standardu

Ako vnutorny Standard boli testované latky flunitrazepam, nitrazepam, oxazepam,
diazepam, medazepam, risperidon, zolpidem a lamotrigin. Ich roztoky sa pripravili
rozpustenim 0,5 mg danej latky v 5 ml 50% metanolu a nasledne boli uchovéavané

v chladnicke. Vysledna koncentracia tychto roztokov bola 0,1 mg/ml.

Zmes latok

Zo zasobnych roztokov s koncentraciou 0,1 mg/ml bolo odobrané 100 pl
kvetiapinu, 100 pl 7-hydroxykvetiapinu, 100 pl norkvetiapinu a 50 pl flunitrazepamu.
Jednotlivé zlozky sa dokladne premiesali a nasledne sa 200 pl roztoku odobralo do insertu
apouzilo kanalyze. Vysledné koncentracie latok boli 28,6 ng/ml kvetiapinu,

7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu a 14,3 ug/ml flunitrazepamu.
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4.2.2. Deproteinacia

Deproteinacia pomocou 2% metanolického roztoku kyseliny mravcej

K 50 pl krélicej plazmy sa pomocou mikropipety pridalo 5 ul kvetiapinu a 5 pl
flunitrazepamu s koncentraciou 1 mg/ml. Na deproteinaciu sa pouzilo 430 ul
2% metanolického roztoku kyseliny mravcej. Zmes sa trepala 2 mintty a nasledne
centrifugovala 5 minuat pri 9 000 otdckach za minttu. Odobralo sa 400 pl supernatantu,
ku ktorému sa pridalo 400 pl 0,1% vodného roztoku kyseliny mravéej. Zmes bola

podrobend HPLC analyze.

Deproteinacia pomocou ACN

K 50 pl krélic¢ej plazmy sa pomocou mikropipety pridalo 5 pl kvetiapinu a 5 pl
flunitrazepamu s koncentraciou 1 mg/ml. Na deproteinéciu sa pouzilo 500 ul ACN. Zmes
sa trepala 2 minaty a nasledne centrifugovala 5 minat pri 9 000 otackach za minutu.
Odobralo sa 400 pl supernatantu, ku ktorému sa pridalo 400 pl 0,1% vodného roztoku

kyseliny mravcej. Zmes bola podrobend HPLC analyze.

4.23. LLE

LLE s roznymi extrakcénymi rozpustadlami

K 1 ml krali¢ej plazmy sa pridalo 50 pl kvetiapinu, 50 pl 7-hydroxykvetiapinu,
100 pl norkvetiapinu a 10 ul flunitrazepamu s koncentraciou 0,1 mg/ml. Zmes sa
premieSala a nasledne bola upravena 100 pl koncentrovaného amoniaku. Po premiesani
sa pridalo 5 ml chloroformu/5 ml dichlormetanu/5 ml etylacetatu. Zmes sa trepala
S minat anasledne 10 minat centrifugovala pri 9 000 otackach za minutu. Bolo
odobratych 4 ml supernatantu, ktory bol nasledne odpareny pod pradom dusika. Odparok

sa rozpustil v 100 ul metanolu, vlozil do insertu a bol podrobeny HPLC analyze.
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LLE s roznou acidobazickou upravou

K 200 pl kralic¢ej plazmy sa pridalo 10 ul kvetiapinu, 10 ul 7-hydroxykvetiapinu,
20 ul norkvetiapinu a2 pl flunitrazepamu s koncentraciou 0,1 mg/ml. Zmes sa
premieSala a nasledne bola upravend 20 pl 0,1% vodného roztoku kyseliny mravcej/
20 pl koncentrovaného amoniaku/20 pl roztoku NaOH (0,1 mol/l). Po premieSani sa
pridalo 500 pl chloroformu. Zmes sa trepala 2 minuty a nasledne 10 minut centrifugovala
pri 9 000 otackach za minutu. Bolo odobratych 450 pl supernatantu, ktory bol nasledne
odpareny pod prudom dusika. Odparok sa rozpustil v 100 pl metanolu, vlozil do insertu

a bol podrobeny HPLC analyze.

Jednostupiova LLE

K 200 pl kralicej plazmy sa pridalo 10 pl kvetiapinu, 10 ul 7-hydroxykvetiapinu,
20 ul norkvetiapinu a2 pl flunitrazepamu s koncentraciou 0,1 mg/ml. Zmes sa
premieSala a ndsledne bola upravena 20 pl koncentrovaného amoniaku. Po premieSani sa
pridalo 200 p1/300 pl/400 pl/500 pl/600 pul chloroformu. Zmes sa trepala 2 minaty
anasledne 10 minut centrifugovala pri 9 000 otackach za minutu. Bolo odobratych
150 nl/250 pl/350 pl/450 ul/550 pl supernatantu. Supernatant bol nasledne odpareny
pod pradom dusika. Odparok sa rozpustil v 100 pl metanolu, vlozil do insertu a bol

podrobeny HPLC analyze.

Viacstupiiova LLE

K 200 pl kralicej plazmy sa pridalo 10 pl kvetiapinu, 10 pl 7-hydroxykvetiapinu,
20 ul norkvetiapinu a2 pl flunitrazepamu s koncentraciou 0,1 mg/ml. Zmes sa
premieSala a nasledne bola upravena 20 pl koncentrovaného amoniaku. Po premieSani sa
pridalo 200 pl/300 ul/400 pl chloroformu. Zmes sa trepala 2 minuty a nasledne 10 minut
centrifugovala pri 9 000 otackach za minttu. Bolo odobratych 150 ml/250 ml/350 ml
supernatantu. Do skumavky sa znovu primiesalo 200 ml/300 ml/400 ml chloroformu
a proces sa zopakoval. Supernatant (150+150 ul/250+250 pl/350+350 pl) bol nésledne
odpareny pod pradom dusika. Odparok sa rozpustil v 100 pl metanolu, vlozil do insertu

a bol podrobeny HPLC analyze.
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4.2.4. Priprava mobilnej fazy

Mobilna faza s 6mM octanovym timivym roztokom (CH3;CONHy), pH 4,0; pH 5,0 alebo
pH 6,0

Mobilna faza sa skladala z 2 zlozZiek:

e MF A: organicka zlozka tvorena ACN

e MF B: anorganicka zlozka tvorena 6mM tlmivym octanovym roztokom

ACN bol pouzity bez d’alsej upravy. Tlmivy roztok bol pripraveny navazenim
0,2312 g octanu amoéonneho (Mcusconns = 77,0825 g) do kadicky. Octan amoénny bol
nasledne rozpusteny v 500 ml Cistenej vody. Bol tak pripraveny 6mM roztok octanu
amoénneho. Pomocou kyseliny octovej bolo pH upravované na pozadovanu hodnotu, a to
na pH 4,0, pH 5,0 alebo pH 6,0. Takto pripraveny roztok bol prefiltrovany cez 0,45 pm

mikrofilter a ndsledne umiestneny do zdsobnej nadoby pre MF B.

Mobilna faza s 6mM octanovym timivym roztokom (CH3CONH4), pH 7,0 alebo pH 9,0
Mobilna faza sa skladala z 2 zloziek:

e MF A: organicka zlozka tvorena ACN

e MF B: anorganicka zloZka tvorena 6mM tlmivym octanovym roztokom

ACN bol pouzity bez d’alSej upravy. Tlmivy roztok bol pripraveny navazenim
0,2312 g octanu amoéonneho (Mcusconns = 77,0825 g) do kadicky. Octan amonny bol
nasledne rozpusteny v 500 ml ¢istenej vody. Bol tak pripraveny 6mM roztok octanu
amonneho. Pomocou TEA bolo pH upravované na poZadovant hodnotu, a to na pH 7,0
alebo pH 9,0. Takto pripraveny roztok bol prefiltrovany cez 0,45 um mikrofilter

a nasledne umiestneny do zasobnej nadoby pre MF B.
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Mobilna faza s 25mM kyselinou octovou (CH;COOH), pH 3,1
Mobilna faza sa skladala z 2 zloziek:

e MF A: organickd zlozka tvorena ACN

e MF B: anorganicka zlozka tvorena 25mM roztokom kyseliny octovej

ACN bol pouzity bez d’alsej tpravy. Roztok kyseliny octovej bol pripraveny
zmieSanim 1,5 ml koncentrovanej kyseliny octove] (Mchscoon = 60,05 g/mol,
pcuscoon = 1,05 g/cm?®) s 1000 ml Cistenej vody. Takto pripraveny roztok bol
prefiltrovany cez 0,45 um mikrofilter a nasledne umiestneny do zéasobnej nadoby

pre MF B.

Mobilna faza s 10mM kyselinou octovou, pH 3,5
Mobilna faza sa skladala z 2 zloziek:

e MF A: organickd zlozka tvorena ACN

e MF B: anorganicka zlozka tvorena 10mM roztokom kyseliny octovej

ACN bol pouzity bez dalSej upravy. Roztok kyseliny octovej bol pripraveny
zmieSanim 570 pl  koncentrovanej kyseliny octovej (Mcuscoon = 60,05 g/mol,
pcuscoon = 1,05 g/cm?®) s 1000 ml cCistenej vody aupraveny pomocou amoniaku
na pH 3,5. Takto pripraveny roztok bol prefiltrovany cez 0,45 pm mikrofilter a nasledne

umiestneny do zasobnej nddoby pre MF B.

Mobilnad faza s 10mM kyselinou trifluoroctovou (CF;COOH), pH 1,9
Mobilna faza sa skladala z 2 zloZiek:

e MF A: organicka zlozka tvorena ACN

e MF B: anorganicka zloZzka tvorend 10mM roztokom TFA

ACN bol pouzity bez dalSej tpravy. Roztok kyseliny TFA bol pripraveny
zmieSanim 0,8 ml TFA (MCF3CQOH = 114,02 g/mol, PCF3COOH = 1,49 g/cm3) s 1000 ml
Cistenej vody. Takto pripraveny roztok bol prefiltrovany cez 0,45 pm mikrofilter

a néasledne umiestneny do zésobnej nadoby pre MF B.
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Kombinovana MF 1.
Mobilna faza sa skladala z 2 zlozZiek:

e MF A: 6mM octanovy tlmivy roztok (CH3CONHs), pH 4,0:ACN v pomere
80:20 (v/v) alebo 90:10 (v/v)
e MF B: 25mM kyselina octova, pH 3,1: ACN v pomere 30:70 (v/v) alebo 40:60 (v/v)

Priprava MF A:

6mM roztok octanu amoénneho bol pripraveny navazenim 0,1849 g/0,2081 g
octanu amonneho do kadicky a néslednym rozpustenim tejto latky pomocou
400 ml/450 ml cistenej vody. Pomocou kyseliny octovej bolo pH upravené na pH 4,0.
K roztoku sa pridalo 100 ml/50 ml ACN, ¢im vznikol pomer 80:20 (v/v)/90:10 (v/v)
tychto dvoch zloziek. Zmes sa dokladne premieSala a prefiltrovala cez 0,45 um

mikrofilter. Na zaver bola umiestnend do zasobnej nadoby pre MF A.

Priprava MF B:

25mM roztok kyseliny octovej bol pripraveny zmieSanim 215 ul/290 pl kyseliny
octovej s 150 ml/200 ml cistenej vody. Bolo namerané pH 3,1. K roztoku sa pridalo
350 ml/300 ml ACN, ¢im vznikol pomer 30:70 (v/v)/40:60 (v/v) tychto dvoch zloziek.
Zmes sa dokladne premieSala a prefiltrovala cez 0,45 um mikrofilter. Na zaver bola

umiestnena do zasobnej nadoby pre MF B.

Kombinovana MF 11.
Mobilna faza sa skladala z 2 zloziek:

e MF A: 6mM octanovy tlmivy roztok (CH3CONH4), pH 4,0:ACN v pomere
90:10 (v/v)
e MF B: 10mM TFA, pH 1,9:ACN v pomere 40:60 (v/v)

Priprava MF A:

6mM roztok octanu aménneho bol pripraveny navazenim 00,2081 g octanu

amonneho do kadicky a naslednym rozpustenim tejto latky pomocou 450 ml Cistenej
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vody. Pomocou kyseliny octovej bolo pH upravené na pH 4,0. K roztoku sa pridalo 50 ml
ACN, ¢im vznikol pomer 90:10 (v/v) tychto dvoch zloziek. Zmes sa dokladne premiesala
a prefiltrovala cez 0,45 pm mikrofilter. Na zéver bola umiestnena do zasobnej nadoby

pre MF A.

Priprava MF B:

10mM roztok TFA bol pripraveny zmieSanim 153 pul TFA s 200 ml Cistenej vody.
Bolo namerané pH 1,9. K roztoku sa pridalo 300 ml ACN, ¢im vznikol pomer 40:60 (v/v)
tychto dvoch zloziek. Zmes sa dokladne premiesala a prefiltrovala cez 0,45 pm

mikrofilter. Na zaver bola umiestnend do zasobnej nadoby pre MF B.

4.2.5. Priprava HPLC systému pred analyzou

Pred kazdou analyzou alebo pri akejkol'vek zmene v zloZzeni mobilnej fazy bolo
nutné HPLC systém preplachnut mobilnou fazou. Aby sa predislo vplyvu
predchadzajicej mobilnej fazy na dalSiu analyzu, bolo nevyhnutné ustilenie
chromatografickych podmienok. To sa docielilo 90 minitovym pretekanim MF

systémom. Kratsi ¢as bol povazovany za nedostatocny.

4.2.6. Vychodiskové chromatografické podmienky

e Teplota: 30 °C

e Prietok: 1,0 ml/min

e Detekcia: UV, 254 nm

e Vstrekovany objem: 10 pl

e [Koncentracia analyzovanych latok: 0,1 mg/ml
e MF A: ¢isty ACN

e MF B: 6mM octanovy tlmivy roztok, pH 6,0

e (Gradientova analyza
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Tab. 8 Gradient ¢. 1, vychodiskové podmienky

Cas (min) | MF A (%) MF B (%)
0,00-1,00 5 95
1,00-5,00 570 95—30
5,00-11,00 70 30
11,00-13,00 | 70—5 30—95
13,00-15,00 5 95

4.2.7. Vyvoj HPLC analyzy

Pri vyvoji novej chromatografickej metdody sa pracovalo s jednotlivymi
analyzovanymi latkami samostatne, ich koncentrdcia bola 0,1 mg/ml. Neskor sa
pouzivala zmes analyzovanych latok, ktord obsahovala ich zniZzeni koncentraciu.

Podrobné¢ informacie o tejto zmesi st uvedené v kapitole 4.2.1.

Zakladnymi podmienkami pre analyzu bola teplota 30 °C, prietok 1,0 ml/min,
vstrekovany objem 10 ul a UV detekcia pri 254 nm. Testovala sa analyza pri zvySenej
teplote a pri inych vlnovych dizkach, no vychodiskové podmienky boli podla vysledkov

najvhodnejsie.

Na zaciatku vyvoja HPLC analyzy tvorili mobilna fazu ACN a octanovy tlmivy
roztok (pH 6,0; 6mM). Tieto podmienky vychadzali z predchédzajicej diplomovej prace
uvedenej v zdroji ¢. 46. Analyza prebiechala vo forme gradientovej elucie, ktord sa

postupne upravovala podl'a retenénych vlastnosti analyzovanych latok.

V d’alSom kroku vyvoja doslo k zmene pH octanového timivého roztoku. Mobilna
faza bola stale rovnako tvorend ACN a 6mM octanovym tlmivym roztokom, no pH sa
upravovalo pomocou kyseliny octovej na pH 5,0 a neskor na pH 4,0. Prebiehala analyza
pomocou izokratickej aneskor aj gradientovej elacie, no vzhl'adom na nevhodné

vysledky sa od tohto postupu vyvoja HPLC analyzy ustupilo.

Vzhl'adom k tomu, ze v predchadzajucej diplomovej praci neboli podrobne

sktimané reten¢né vlastnosti latok pri vy$Som pH, analyza pokracovala s MF tvorenou
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ACN a 6mM octanovym tlmivym roztokom, ktorého pH bolo upravované pomocou TEA

na vyssie hodnoty pH, a to konkrétne na pH 7,0 a pH 9,0.

Ked’ze zvysenie pH nemalo vplyv na lepSiu separaciu latok, vyvoj HPLC metody
sa zameral na analyzu separacie latok pri nizSom pH. Mobilna faza bola tvorena ACN a
25mM roztokom kyseliny octovej, pH 3,1. Analyza zacala izokratickou eluciou, ktoru
neskor vystriedala gradientova analyza. Nasledne bol pouzity 10mM roztok kyseliny
octovej upraveny amoniakom na pH 3,5 ako MF B. Ako d’alsia MF B bol pouzity 10mM
roztok TFA pH 1,9.

Separacia latok pri nizSom pH sa zdala byt vyhodnejSia, no neumoznovala
dokladné¢ oddelenie analyzovanych latok. K d’al$ej analyze tak boli pouzivané
kombinované mobilné fazy uvedené v kapitole 4.2.4. Analyza prebiehala gradientovou

elticiou, ktord sa postupne vyvijala podl'a vysledkov separdcie analyzovanych latok.

4.2.8. Vyvoj upravy biologickej vzorky pred analyzou

Prvym krokom bolo stanovenie vnitorné¢ho Standardu. Testovali sa tieto latky:
nitrazepam, oxazepam, diazepam, medazepam, flunitrazepam, risperidon, zolpidem

a lamotrigin. Ako vhodny vnitorny Standard bol zvoleny flunitrazepam.

Boli testované dve rdzne metddy izolacie lieCiv zplazmy, ato LLE

a deproteindcia.

Deproteinacia bola prevedend dvoma rdznymi postupmi. Pomocou 430 pl

2% metanolického roztoku kyseliny mravcej a v druhom pripade pomocou 500 pul ACN.

Dal§im pouzitym postupom Gpravy biologickej vzorky pred analyzou bola LLE.
Boli menené extrakéné rozpustadla, a to chloroform, dichlormetén a etylacetat. Dalsim
menenym parametrom bola uprava acidobazickych vlastnosti vzorky pomocou 0,1%
vodného roztoku kyseliny mravcej, NHz alebo NaOH. Boli testované extrakcie

jednostupiiové aj viacstupnove.
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5. Vysledky a diskusia
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5.1. Optimalizacia chromatografickych podmienok

5.1.1.  Vyuzitie octanového tlmivého roztoku ako siéast’ MF

6mM octanovy timivy roztok, pH 6,0

Vychodiskové podmienky pre vyvoj HPLC analyzy st uvedené v kapitole 4.2.6.
Pre zjednodusenie analyzy bolo pouzité¢ nasledujuce zlozenie MF, ktoré po zmene

gradientu zodpovedalo analyze v zdroji ¢.46.
e MF A: Cisty ACN
e MF B: 6mM octanovy tlmivy roztok upraveny kyselinou octovou na pH 6,0

Tab. 9 Gradient ¢. 1

Cas (min) | MF A (%) MF B (%)
0,00-1,00 5 95
1,00-5,00 570 95—30
5,00-11,00 | 70 30
11,00-13,00  70—5 30—95
13,00-15,00 5 95

Komentar: Snaha zopakovat' vysledky uvedené v zdroji ¢.46 bola neuspesSna.
Norkvetiapin sa pri prvom ndastreku vObec neobjavil na chromatograme a ani
po opakovanych nastrekoch vzorky sa nepodarilo ziskat uspokojivé vysledky. Predizenie
doby analyzy ani zmeny v gradiente neprispeli k zlepeniu vysledkov analyzy. Dalsim

krokom bola zmena v zlozeni MF.

6mM octanovy timivy roztok, pH 5,0

Zlozenie mobilnej fazy:

e MF A: ACN

e MF B: 6mM octanovy tlmivy roztok upraveny kyselinou octovou na pH 5,0
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Lzokratickd analyza

Podl'a predchadzajiucej diplomovej prace sa pri zvySovani organickej zlozky
(ACN) v MF skracuje reten¢ny Cas norkvetiapinu. Tieto vysledky boli ziskané pri 30%,
40% a 50% zastipeni ACN v MF.* Na zaciatku analyzy bolo analyzované retenéné
spravanie sa norkvetiapinu pomocou izokratickej analyzy pri 60%, 65%, 70%, 75%

a 80% zastupeni ACN v MF.

Tab. 10 Retencny cas norkvetiapinu, izokraticka analyza, teplota: 30 °C,

prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm

MF A (%) | tr (min)

60 14,5
65 14,1
70 13,8
75 14,1
80 15,0

Komentar: Na zaklade izokratickej analyzy sa zistilo, Ze retencny €as norkvetiapinu sa
prizvySovani ACN v danej MF vyrazne nemeni. Najkratsi reten¢ny ¢as bol zaznamenany
pri pouziti MF tvorenej zo 70 % ACN a 30 % tlmivého roztoku. Pri niZSom aj vySSom

obsahu ACN v MF doslo k prediZeniu tr norkvetiapinu.

Na zéklade vysledkov izokratickej analyzy a udajov ziskanych z predchadzajice;j
diplomovej prace boli pouzité nasledujuce gradienty pri zachovani vychodiskovych

podmienok.

Gradientova analyza

Tab. 11 Gradient ¢. 2

Cas (min) | MF A (%) MF B (%)
0,00-0,20 5 95
0,20-5,00 570 95—30
5,00-11,00 70 30
11,00-13,00 | 70—5 30—95
13,00-15,00 5 95
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Obr. 9 Zaznam gradientovej analyzy jednotlivych latok pri pouziti gradientu ¢. 1 (dole)
a gradientu ¢. 2 (hore), teplota: 30 °C, prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm

Komentar: Gradient ¢. 1 je uvedeny v 7ab. 9. Pri zmene pH octanového timivého roztoku
na pH 5 azachovani gradientu ¢. 1 sa podarilo ziskat'" chromatogram, v ktorom bol
norkvetiapin uz v prvom ndstreku. Jeho retencny ¢as bol viac ako 11 min. Pri nizSej
hodnote pH MF bol norkvetiapin vyraznejsie disociovany, a preto boli pravdepodobne
dominantnejSie katidon-vymenné interakcie nad hydrofobnymi interakciami. Kvetiapin,
7-hydroxykvetiapin a norkvetiapin boli zretel'ne oddelené, no analyza trvala dlhsiu dobu

(15 min), ktort bolo potrebné skratit’.

Pri pokuse skratit’ analyzu bol navrhnuty gradient €. 2, pri ktorom bol urychleny
zaCiatok analyzy. Z povodného klesania mobilnej fazy B z 95 % na 30 % v €ase 1,00 min
az 5,00 min v gradiente €. 1 bolo nastavené klesanie uz od 0,20 min az do 5,00 min
v gradiente ¢. 2. Vac&si vplyv organickej zlozky v gradiente €. 2 sa prejavil kratSimi
retenénymi  ¢asmi  kvetiapinu  a 7-hydroxykvetiapinu, pravdepodobne  kvoli
vyraznejSiemu vplyvu reverzne-faizového mechanizmu na retencii danych latok.
Retenény ¢as norkvetiapinu sa vyrazne nezmenil, no jeho pik vykazoval symetrickejsi

tvar.

V dalSich gradientoch bolo skiimané, do akej miery je mozné skratit’ analyzu,
menit’ pomery organickej a anorganickej zlozky, menit rychlost’ vymeny MF B za MF A.
Nepodarilo sa skratit’ dobu analyzy ani ziskat’ lepsie vysledky ako v predchadzajicich
dvoch gradientoch. Pri zvySeni organickej zlozky v MF dochadzalo k deforméciam pikov
norkvetiapinu na chromatograme. Vzhl'adom k tomu, ze vysledky neboli uspokojivé,

nie su tieto gradienty(¢. 3 az €. 10) v tejto diplomovej praci uvedené.
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6mM octanovy timivy roztok, pH 4,0

ZloZenie mobilnej fazy:

e MF A: ACN
e MF B: 6mM octanovy tlmivy roztok, pH 4,0

Lzokratickd analyza

Pri vyvoji HPLC analyzy bolo skiimané reten¢né spravanie sa analytov pri poklese
pH octanového tlmivého roztoku z pH 5,0 az na pH 4,0. Pik norkvetiapinu sa vSak
pri izokratickej analyze deformoval, preto sa z d’alSicho skumania, ako sa dané analyty

pri zloZeni tejto mobilnej fazy na danej kolone spravaj, ustipilo.

6mM octanovy tlmivy roztok, pH 7,0 a pH 9,0

Zlozenie mobilnej fazy:

e MF A: ACN
e MF B: 6mM octanovy tlmivy roztok upraveny TEA na pH 7,0 a pH 9,0

Vzhl'adom k tomu, Ze v predchadzajucej diplomovej praci nebolo podrobne
sktimané spavanie latok pri vy$Som pH, analyza pokracovala s MF tvorenou ACN abmM
octanovym tlmivym roztokom, ktorého pH bolo upravované pomocou TEA na vysSie

hodnoty pH (pH 7,0 a pH 9,0).

Izokraticka analyza, pH 7,0

Tab. 12 Retencny cas norkvetiapinu, izokraticka analyza, teplota: 30 °C, prietok:
1,0 ml/min, detekcia: 254 nm

MF A (%) | tr (min)

90 neda sa urcit’
80 neda sa urcit’
70 14,0
60 18,7
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Komentar: Pri zvySeni pH octanového tlmivého roztoku na pH 7,0 bol norkvetiapin
podrobeny izokratickej analyze. Norkvetiapin sa pri 90% a 80% zastipeni ACN v MF
deformoval, preto sa nedal presne urcit’ jeho retencny ¢as. Pri znizeni organickej zlozky
na 70 % bol jeho retencny Cas najkratsi (tr = 14,0 min). S nédslednym zniZovanim ACN
v MF dochadzalo k prediZeniu retenéného &asu norkvetiapinu, pravdepodobne kvoli
znizenému podielu reverzne-faizového mechanizmu na retencii latky. Retencény cas
norkvetiapinu sa nepodarilo vyraznejsSie skratit’, preto sa od d’alSej analyzy pri danych

podmienkach ustupilo.

Lzokratickd analyza, pH 9,0

Tab. 13 Retencny cas norkvetiapinu, izokraticka analyza, teplota: 30 °C, prietok:
1,0 ml/min, detekcia: 254 nm

MF A (%) | tr (min)

90 22,0
80 13,3
70 15,0
60 19,1

Komentar: S klesajlicim percentudlnym zastipenim ACN v MF najprv retencny Cas
norkvetiapinu klesal, no nasledne zacal zase stupat’. Najkratsi reten¢ny ¢as norkvetiapinu
bol zaznamenany pri 80% zastiapeni ACN v MF, a to tr = 13,3 min. Pri pouziti tejto MF

tak nebolo docielené vyraznejSie skratenie retenéného ¢asu norkvetiapinu.

Tab. 14 Porovnanie tr (min) norkvetiapinu pri roznych hodnotich pH MF B

MF A (%) ' pHS pH7 pHY
80 15,0 neda sa uréitt | 22,0
70 13,8 14,0 15,0
60 14,5 18,7 19,1

V Tab. 14 st zhrnuté vysledky izokratickej analyzy norkvetiapinu pri réznych
hodnotach pH mobilnej fazy B. S rasticim pH MF B dochadzalo k prediZeniu retenéného

¢asu norkvetiapinu. Bolo to pravdepodobne spdsobené tym, ze pri niz§ich hodnotach pH
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bol norkvetiapin vo véc¢Sej miere disociovany ako pri vysSSich hodnotach pH MF B.
Pri niz§ich hodnotach pH boli dominantnejSie kation-vymenné interakcie, zatial' Co
pri vy$sich hodnotdich pH sa prevazne uplatiioval reverzne-faizovy mechanizmus

na retencii latky.

5.1.2.  Vyuzitie 25mM roztoku Kyseliny octovej ako su¢ast’ MF

Zlozenie mobilnej fazy:

e MF A: ACN
e MF B: 25mM roztok kyseliny octovej, pH 3,1

Izokratickd analyza

V Tab. 15 su wuvedené vysledky izokratickej analyzy kvetiapinu.
7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu pri roznom zastipeni organickej a anorganickej
zlozky v MF. Oproti predchadzajucim analyzam doSlo pri tomto zloZzeni MF
k vyraznejSiemu poklesu retencie jednotlivych latok pri izokratickej analyze. Je to
pravdepodobne spdsobené tym, Ze analyzované latky s eSte vyraznejSie disociované
aprevladaji vo vicSej miere kation-vymenné interakcie nad reverzne-fazovym

mechanizmom interakcii.
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Tab. 15 Zhrnutie izokratickej analyzy kvetiapinu, 7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu
s vyuzitim 25mM roztoku kyseliny octovej ako MF B a ACN ako MF A, teplota: 30 °C,
prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm

tr (min)

MF A (%) @ Norkvetiapin Kvetiapin 7-hydroxykvetiapin | Poznamka

10 neda sa uréit’ | 4,8 1,6 Nor_Quet
nesymetricky
20 neda sa uréit’ | 1,9 1,5 Nor_Quet
nesymetricky
30 33 1,3 1,3 Quet a 7-Quet
sa prekryvaju
50 2.4 1,4 1,3 Quet a 7-Quet
sa prekryvaju
60 2,3 1,4 1,3 Quet a 7-Quet
sa prekryvaju
70 3,0 1,2 1,7 Quet a 7-Quet
sa prekryvaju
80 6,8 2,3 2,3 Quet a 7-Quet
sa prekryvaju
90 17,5 4,5 5.5 Quet a 7-Quet
sa prekryvaju

62



f

L8

Obr. 10 Spravanie kvetiapinu v zdvislosti na meniacom sa pomere anorganickej a
organickej zlozky pri izokratickej analyze. Zhora dole 10 %, 20 %, 30 %, 50 %, 60 %,
70 %, 80 %, 90 % ACN v MF, teplota: 30 °C, prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm
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Obr. 11 Spravanie 7-hydroxykvetiapinu v zavislosti na meniacom sa pomere
anorganickej a organickej zlozky pri izokratickej analyze. Zhora dole 10 %, 20 %, 30 %,
50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % ACN v MF, teplota: 30 °C, prietok: 1,0 ml/min, detekcia:
254 nm

Komentar: Na Obr. 10 je zndzornené retenéné spravanie sa kvetiapinu pri izokraticke;j
analyze. Pri nizkom obsahu ACN v MF (10 %, 20 %, 30 %) sa pik kvetiapinu Stiepil a
bol nesymetricky alebo sa tzv. chvostoval. Pri rovnakom pomere obidvoch zloziek v MF
bol tr kvetiapinu 1,3 min. Jeho pik bol symetricky a nestiepil sa. Pri vyraznejsej prevahe

ACN v MF (nad 70 %) doSlo znovu k deformécii piku kvetiapinu.
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Na Obr. 11 je znazornené spravanie 7-OH_Quet pri rovnakych podmienkach
analyzy. Na rozdiel od Quet bola jeho retencia pri nizSom obsahu ACN v MF vyrazne
nizsia a jeho pik bol vo vyrazne mensej miere deformovany. Naopak, pri vysSom obsahu
ACN v MF, bola retencia 7-OH_Quet vysSia ako retencia Quet. Tieto odchylky
v spravani su sposobené odlisnou lipofilitou a bazicitou latok a zastGpenim rdznych

mechanizmov interakcii na ich retencii.
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Obr. 12 Sprdvanie norkvetiapinu v zdvislosti na meniacom sa pomere anorganickej
a organickej zloZky pri izokratickej analyze. Zhora dole 10 %, 20 %, 30 %, 50 %, 60 %,
70 %, 80 %, 90 % obsah ACN v MF, teplota: 30 °C, prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm

Komentar: Spravanie norkvetiapinu (Obr. 12) pri izokratickej analyze bolo
porovnatel'né so spravanim predchadzajucich dvoch latok. Lisilo sa tym, Ze nedochadzalo
k vyraznému Stiepeniu norkvetiapinu, avSak piky tejto latky sa pri nizkych a vysokych
koncentraciach ACN vyraznejSie tzv. chvostovali. Hodnota tr norkvetiapinu nebola
niZSia ako hodnoty tr predchadzajtcich latok pri rovnakych podmienkach, ¢o znamenalo,
ze dochadzalo k vyraznejSej retencii norkvetiapinu na SF. Pri¢inou bola vyrazne vysSia

lipofilita a bazicita norkvetiapinu.

Na zédklade vysledkov izokratickej analyzy bola snaha vyvinut' vhodni
gradientovi metodu, ktord by umoZnovala dokonalé oddelenie pikov kvetiapinu
a 7-hydroxykvetiapinu a zaroven vdaka nizkym tr norkvetiapinu vyrazné skratenie

analyzy.
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Gradientova analyza

Tab. 16 Gradient ¢. 11

Cas (min) | MF A (%) MF B (%)
0,00-0,20 10 90
0,20-2,00 10—60 90—40
2,00-7,00 60 40
7,00-7,80 60—10 40—90
7,80-8,00 10 90
175000 Quet ‘h\‘
150000 “
f
125000 ‘ ‘
\
, |
|
e 7-OH_Quet ||
%0000 ‘m \‘ “‘ Nor_Quet
25000 ‘\\‘ “‘ \\
,// : \/J‘ \J\_\

Obr. 13 Zaznam gradientovej analyzy jednotlivych latok pri pouZiti gradientu ¢. 11;
teplota: 30 °C, prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm

Komentar: Gradient €. 11 (Tab. 16) bol navrhnuty podla vysledkov predchadzajice;j
izokratickej analyzy. Na zaciatku tohto gradientu bol znizeny obsah ACN v MF, ¢o
umoznovalo rozdelenie pikov Quet a 7-OH_Quet. Nasledne dochadzalo k znizeniu MF B

z2 90 % na 40 % a tym k zvySeniu ACN z 10 % na 60 % v MF, ¢im boli nastavené idedlne
podmienky pre rychlu eluciu Nor Quet.

Retencné Casy latok nepresahovali ¢as 4 min, ¢o umoziiovalo vyrazné skratenie
analyzy. Pik 7-OH_Quet sa vSak Stiepil a bol nesymetricky, ¢o neumoziiovalo d’alSie
pouzitie tohto gradientu. Celkovy Cas tejto analyzy bol skrateny na 8,00 min, ¢o

predstavovalo vyznamnt zmenu vo vyvoji metddy na separaciu tejto zmesi latok.

65



Z predchadzajucich vysledkov vyplyvalo, Ze rychla zmena zlozenia MF
na zaciatku analyzy bola pre 7-OH_Quet neziaduca a jeho pik sa preto Stiepil. Preto bol

navrhnuty gradient ¢. 12.

Tab. 17 Gradient ¢. 12

Cas (min) | MF A (%) MF B (%)
0,00-1,00 | 10 90
1,00-3,00 | 10—60 90—40
3,00-8,00 60 40
8,00-8,80 | 60—10 40—90
8,80-9,00 | 10 90

160000: Quet

500004 - H

- o _Q:\l?t Nor_Quet

jzzzi //‘N/ ‘\\\ ,“‘ \‘\

Obr. 14 Zaznam gradientovej analyzy jednotlivych latok pri pouZiti gradientu ¢. 12;
teplota: 30 °C, prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm

¢. 12  doslo

predchadzajicemu gradientu, a to z 0,20 min az do 1,00 min bolo zlozenie MF 10 %

Komentar: zaciatku

V gradiente k predizeniu analyzy oproti
ACN a90 % MF B. Touto zmenou doSlo k predlzeniu tr jednotlivych analytov a
vyraznejSiemu oddeleniu pikov Quet a 7-OH Quet. Pik 7-OH_Quet bol znovu

deformovany.

Bol navrhnuty gradient €. 13, v ktorom doSlo k pozmeneniu druhého ¢asového
seku analyzy, k jeho prediZeniu o2 min oproti gradientu & 11. Vysledkom bolo
prediZenie tr jednotlivych latok, no stale dochadzalo k deformacii piku 7-OH_Quet, preto

tento gradient nie je uvedeny.
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Daldim krokom pri vyvoji metédy na separiciu danej zmesi bola zmena
v pociato¢nom zlozeni MF. V gradiente ¢. 14 bol na zaciatku analyzy zvySeny podiel
ACNna 20 %, v gradiente ¢. 15 na 30 % a v gradiente €. 16 na 40 %. Tieto gradienty boli
odvodené od gradientu €. 12, pretoze pri jeho pouziti bolo najlepsie rozliSenie pikov Quet

a 7-OH_Quet.

Tab. 18 Gradient ¢. 14

Cas (min) | MF A (%) MF B (%)
0,00-1,00 | 20 80
1,00-3,00 | 20—60 80—40
3,00-8,00 60 40
8,00-8,80 | 60—20 40—80
8,80-9,00 | 20 80
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Obr. 15 Zaznam gradientovej analyzy jednotlivych latok pri pouziti gradientu ¢. 14;
teplota: 30 °C, prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm
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Tab. 19 Gradient ¢. 15

Cas (min) | MF A (%) MF B (%)
0,00-1,00 30 70
1,00-3,00  30—60 70—40
3,00-8,00 | 60 40
8,00-8,80 | 60—30 40—70
8,80-9,00 30 70
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Obr. 16 Zaznam gradientovej analyzy jednotlivych latok pri pouZiti gradientu ¢. 15;

teplota: 30 °C, prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm

Tab. 20 Gradient ¢. 16

Cas (min) MF A (%) MF B (%)
0,00-1,00 40 60
1,00-3,00  40—60 60—40
3,00-8,00 | 60 40
8,00-8,80 | 60—40 40—60
8,80-9,00 40 60
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Obr. 17 Zaznam gradientovej analyzy jednotlivych latok pri pouziti gradientu ¢. 16,

teplota: 30 °C, prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm

Komentar: V gradientoch €. 14, 15 a 16 doSlo k postupnému zvySeniu ACN na zaciatku

analyzy, ato z 10 % na 20 %, 30 % az 40 % oproti gradientu ¢. 12. Vysledkom tejto

zmeny bola pri nizSom zvySeni ACN na zaciatku analyzy deformécia pikov analytov.

Pri postupnom zvySovani ACN sa piky stavali symetrickejSie, avSak Quet a 7-OH_Quet

sa postupne prekryvali. To bolo spdsobené zvySenim reverzne-fdzového mechanizmu

interakcii na retencii latok.

V d’alSom vyvoji HPLC analyzy dochadzalo k réznym obmenam gradientov.

V snahe ziskat’ lepSie vysledky analyzy boli navrhnuté gradienty ¢. 17 a €. 18.

Tab. 21 Gradient ¢. 17

Cas (min) MF A (%) MF B (%)
0,00-0,01 30 70
0,01-3,00 | 30—60 70—40
3,00-8,00 | 60 40
8,00-8,80 | 60—30 40—70
8,80-9,00 30 70
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Obr. 18 Zdaznam gradientovej analyzy jednotlivych latok pri pouziti gradientu ¢. 17;

teplota: 30 °C, prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm

Komentar: Gradient ¢. 17 je odvodeny od gradientu ¢&. 15, ktorého vysledky boli

¢iastocne uspokojivé. V gradiente €. 15 boli piky jednotlivych latok symetrické, pricom

dochadzalo iba k ¢iasto¢nému prekrytiu pikov Quet a 7-OH_Quet. Zmenu v gradiente

¢. 17 predstavuje zmena v pomere MF A a MF B v celkovom zlozeni MF, ktora nastdva

uz od 0,01 min do 3,00 min. Oproti gradientu €. 15 vSak nedoslo k vyraznej zmene.

Tab. 22 Gradient ¢. 18

Cas (min) MF A (%) MF B (%)
0,00-0,01 30 70
0,01-5,00 | 30—60 70—40
5,00-7,00 60 40
7,00-7,80 | 60—30 40—70
7,80-8,00 30 70
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Obr. 19 Zaznam gradientovej analyzy jednotlivych latok pri pouziti gradientu ¢. 18;
teplota: 30 °C, prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm

Komentar: Gradient €. 18 je odvodeny od gradientu €. 17 predlZzenim zaciatocnej fazy
analyzy zpdvodného intervalu 0,01-3,00 min az do 5,00 min. Vysledkom bola

deformacia piku Nor Quet. Piky Quet a 7-OH_Quet sa stale prekryvali.

V snahe dostato¢ne oddelit’ piky Quet a 7-OH_Quet a zabranit’ ich deformécii
pri zachovani kratkeho tr Nor Quet boli navrhnuté¢ dalSie gradienty, ktoré vsak
nepriniesli ziaden uspokojivy vysledok. Ich pocet presahoval moznosti rozsahu tejto

diplomovej prace, preto nie su d’alej uvedené.

5.1.3. Vyuzitie 10mM roztoku kyseliny octovej ako su¢ast’ MF

Zlozenie mobilnej fazy:

e MF A: ACN

e MF B: 10mM roztok kyseliny octovej upraveny amoniakom na pH 3,5

Izokraticka analyza

Izokratickd analyza prebiehala s pouzitim roéznych pomerov MF A a MF B
v celkovom zloZeni MF. Vysledkom bolo Stiepenie analytov pri vysSom obsahu MF B.
So zniZzujicim sa obsahom MF B v celkovom zloZeni MF dochadzalo k vytvéaraniu
symetrickejsich pikov Quet a 7-OH_Quet. Pik Nor Quet bol pri vSetkych izokratickych

analyzach Stiepeny a nesymetricky, preto sa od d’alSej analyzy ustapilo.
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5.1.4. Vyuzitie 10mM roztoku TFA ako suéast’ MF

Zlozenie mobilnej fazy:

e MF A: ACN
e MF B: 10mM roztok TFA, pH 1,9

Izokraticka analyza

Pri izokratickej analyze bol meneny pomer MF A a MF B v celkovom zlozeni

MF. Meran¢ pomery MF A a MF B:

e Analyzac¢. 1: 10 % MF A a90 % MF B
e Analyza¢. 2:30 % MF A a70 % MF B
e Analyza¢. 3: 50 % MF A a 50 % MF B
e Analyza¢. 4: 70 % MF A a30 % MF B

Komentar: Pri analyze €. 1 dochadzalo k Stiepeniu analyzovanych latok a k ich
Ciastoénému prekrytiu. V analyzach €. 2 az €. 4 sa analyzované latky prekryvali a ich
retencny ¢as bol priblizne 1,5 min. Na zdklade vysledkov sa od d’alSej analyzy pri tomto

zlozeni MF ustupilo.

5.1.5. Vyvej HPLC analyzy s vyuzitim kombinovanych MF

Na zéklade informadcii o spravani jednotlivych analytov pri pouZiti roznych MF
boli vytvorené kombinované MF, ktoré mohli potenciondlne docielit’ uspokojivé
vysledky separdcie zmesi kvetiapinu, 7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu. Na zaciatku
analyzy sa pracovalo s jednotlivymi analyzovanymi latkami samostatne. Ich koncentracia
bola 100 pg/ml. Neskor sa pouzivala zmes latok uvedend v kapitole 4.2.1. Analyza
prebiehala sucasne s viacerymi MF, pretoZe sa nedalo vopred predpokladat’, ktorda MF by
mohla byt’ vhodnejsia.
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Kombinovana MF 1.

Mobilna faza sa skladala z 2 zlozZiek:

e MF A: 6mM octanovy tlmivy roztok (CH3CONHs), pH4,0:ACN v pomere
80:20 (v/v) alebo 90:10 (v/v)

e MF B: 25mM kyselina octova, pH 3,1: ACN v pomere 30:70 (v/v) alebo 40:60 (v/v)

Gradient €. 19 bol vytvoreny na zdklade vysledkov z predchadzajucich analyz.
Na zaciatku gradientu bola MF tvorend 100 % MF A. Nasledne doslo k poklesu
MF A a narastu MF B, pricom v ¢ase t = 5,00 min bola MF tvorend 100 % MF B. MF B

mala za ciel’ urychlit’ eluciu Nor Quet.

Tab. 23 Gradient ¢. 19

Cas (min) | MF A (%) MF B (%)
0,00-0,20 100 0
0,20-5,00 100—0 0—100
5,00-13,00 |0 100
13,00-15,00  0—100 100—0
15,00-16,00 | 100 0
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Obr. 20 Zaznam gradientovej analyzy jednotlivych latok pri pouziti gradientu ¢. 19
a kombinovanej MF I. (MF A v pomere 80:20, MF B v pomere 30:70 ), teplota: 30 °C,
prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm
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Komentar: Pri pouziti kombinovanej MF 1. v danom pomere jednotlivych zloziek MF a

gradientu ¢. 19 doslo k deformécidm pikov Quet, 7-OH_Quet a Nor Quet.
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Obr. 21 Zaznam gradientovej analyzy jednotlivych latok pri pouziti gradientu ¢. 19
a kombinovanej MF 1. (MF A v pomere 90:10, MF' B v pomere 40:60 ); teplota: 30 °C,
prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm

Komentar: Pri pouziti MF, ktora sa skladala z MF A v pomere 90:10 a z MF B v pomere
40:60 bol retenény ¢as Nor_Quet o 1 minutu kratsi ako pri pouziti predchddzajiucej MF.

Stale vSak dochéadzalo k Stiepeniu pikov analyzovanych latok.

Bol odvodeny gradient ¢. 20, ktory vychadzal z gradientu ¢. 19 v snahe ziskat
symetrickejSie piky analyzovanych latok.

Tab. 24 Gradient ¢. 20

Cas (min) | MF A (%) MF B (%)
0,00-0,20 100 0
0,20-3,50 100—0 0—100
3,50-10,00 |0 100
10,00-12,00 | 0—100 100—0
12,00-13,00 | 100 0
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Obr. 22 Zaznam gradientovej analyzy jednotlivych latok pri pouziti gradientu ¢. 20
a kombinovanej MF 1. (MF A v pomere 90:10, MF B v pomere 40:60 ), teplota: 30 °C,
prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm

Komentar: Retenény c¢as Nor Quet bol vyrazne krat$i ako v predchadzajiacich
analyzach, no jeho pik bol nesymetricky. Piky Quet a 7-OH_Quet boli symetrickejsie ako

v predchadzajucich analyzach.

Bolo pouzitych niekol’ko d’al§ich gradientov, ktoré vzhladom na rozsah tejto
diplomovej prace nie st d’alej uvedené. Ked'ze analyza nepriniesla uspokojivé vysledky,

vyvoj HPLC analyzy pokracoval s vyuZitim novej kombinovanej MF.

Kombinovana MF I1.

Mobilna faza sa skladala z 2 zloziek:

e MF A: 6mM octanovy tlmivy roztok (CH3CONHs), pH 4,0:ACN v pomere
90:10 (v/v)
e MF B: 10mM TFA, pH 1,9:ACN v pomere 40:60 (v/v)
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Obr. 23 Zaznam gradientovej analyzy jednotlivych latok pri pouziti gradientu ¢. 20
a kombinovanej MF IL.; teplota: 30 °C, prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm

Komentar: V snahe ziskat' lepSie piky analytov bol pouzity vysSie uvedeny
gradient €. 20 (Tab. 24) s pouzitim kombinovanej MF II. Vysledkom bolo skratenie

elucie Nor_Quet, ale neustale dochadzalo k Stiepeniu analyzovanych latok.

V d’al$ej analyze bola pouzita zmes latok, ktora je uvedena v kapitole 4.2.1. Vyvoj
HPLC analyzy bol sprevadzany vyvojom metddy na izolaciu lieciv z plazmy, preto je

sucast’ou analyzovanej zmesi aj flunitrazepam, ktory bol pouzity ako vnatorny Standard.

Gradient €. 21 bol obmenou gradientu ¢. 20. Vyznamnou zmenou bolo skratenie
2. casového useku, ¢ize zameny MF A za MF B. Tato zmena mala za ciel' ziskat
symetrickejSie piky analyzovanych latok. Okrem toho doSlo k skrateniu celkového casu

analyzy na zéklade predtym ziskanych vysledkov.

Tab. 25 Gradient ¢. 21

Cas (min) MF A (%) MF B (%)
0,00-0,20 100 0
0,20-2,70 | 100—0 0—100
2,70-4,50 0 100
4,50-7,00  0—100 100—0
7,00-8,00 100 0
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Gradient ¢. 22 bol odvodeny od gradientu &. 21 prediZzenim 3. ¢asového useku.

Tato zmena mala zlepsit’ separdciu Nor_Quet.

Tab. 26 Gradient ¢. 22

Cas (min) = MF A (%) MF B (%)
0,00-0,20 100 0
0,20-2,70 100—0 0—100
2,70-6,00 O 100
6,00-8,00 0—100 100—0
8,00-9,00 100 0

ul
60000
55000+
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45000
40000+
35000
30000+
25000
20000

15000

10000

5000

Obr. 24 Zaznam gradientovej analyzy zmesi latok pri pouZiti gradientu ¢. 21 (Cierna),
gradientu ¢. 22 (Cervena) a kombinovanej MF II.; teplota: 30 °C, prietok: 1,0 ml/min,
detekcia: 254 nm

Komentar: Vysledkom pouZitia gradientu ¢.21 bolo skratenie retenéného casu
Nor_Quet a ziskanie symetrickejSich pikov ako v predchadzajicich analyzach. Za pikom
Nor Quet vSak bol pritomny Sum, ktory bol vyvolany zmenou v zlozeni MF pocas
analyzy. Pri pouZiti gradientu €. 22 doslo k odstraneniu dané¢ho Sumu, pricom vysledky

analyzy boli takmer zhodné s predchadzajiicou analyzou.

Gradient €. 23 bol odvodeny od gradientu €. 22 skratenim druhého casového
useku analyzy. Dovodom pouzitia tohto gradientu bolo snaha posunut’ retenny cas

Nor_Quet.
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Tab. 27 Gradient ¢. 23

Cas (min) | MF A (%) MF B (%)
0,00-0,20 | 100 0
0,20-2,50 | 100—0 0—100
2,50-7,00 0 100
7,00-8,00 | 0—100 100—0
8,00-9,00 | 100 0

B.Conc.(Method) [~
60-]
50

IS 50

40-]

30

7-OH_Quet

20-]

o] —Y Y Y——————————— ————————————————————0
0.0 1.0 2.0 3.0 40 5.0 6.0 7.0 8.0 min

Obr. 25 Zaznam gradientovej analyzy zmesi latok pri pouziti gradientu ¢. 23

a kombinovanej MF I1.; teplota: 30 °C, prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm

Komentar: Pri pouziti gradientu ¢. 23 sa podarilo skratit’ retencny ¢as Nor Quet. Piky
jednotlivych analytov boli symetrické a dostatocne oddelené. Doba analyzy bola

9,00 min.

Ako vhodna metdda pre kvantitativnu analyzu kvetiapinu a jeho metabolitov bola

zvolena gradientova analyza pomocou gradientu ¢. 23 (7ab. 27).
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5.1.6. Vysledna HPLC analyza

Podmienky:

e Teplota: 30 °C

e Prietok: 1,0 ml/min

e Detekcia: UV, 254 nm

e Vstrekovany objem: 10 ul

e MF A: 6mM octanovy tlmivy roztok (CH3CONHs), pH 4,0:ACN v pomere
90:10 (v/v)

e MF B: 10mM TFA, pH 1,9:ACN v pomere 40:60 (v/v)

e Gradientova analyza: Gradient €. 23 (Tab. 27)

e Chromatogram: Obr. 25
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5.2. Optimalizacia upravy biologickej vzorky
pred HPLC analyzou

5.2.1. Deproteinacia

Deproteinacia bola prevedend pomocou 2 ¢inidiel, a to 2% metanolického roztoku
kyseliny mravcej a ACN. Bola testovand deproteinacia vzorky obsahujicej roztok
kvetiapinu a flunitrazepamu v plazme. Ich koncentracia bola 100 pug/ml plazmy. Latky
norkvetiapin a 7-hydroxykvetiapin neboli testované. Postup Gpravy biologickej vzorky je

uvedeny v kapitole 4.2.2.

Tab. 28 Hodnoty extrakcnej ucinnosti pre kvetiapin v plazme, DPP (%)

2% metanolicky roztok kyseliny mravéej | ACN

Kvetiapin 36,56 22,53

Na zékladne vysledkov extrakénej ucinnosti kvetiapinu sa od dalSej analyzy

pomocou deproteinacie ustupilo. Lepsie vysledky boli dosiahnuté pomocou LLE.

5.2.2. LLE

PouZitie roznych extrakénych rozpust’adiel

V Tab. 29 je porovnanie extrakénej ucinnosti pri pouZiti troch extrakénych
rozpustadiel. Koncentracie stanovovanych latok v plazme boli 5 pg/ml kvetiapinu a
7-hydroxykvetiapinu, 10 pg/ml norkvetiapinu a 1 pg/ml flunitrazepamu. Postup Upravy

plazmy je uvedeny v kapitole 4.2.3.
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Tab. 29 Hodnoty extrakcnej ucinnosti pre analyzované latky v plazme, LLE (%)

Chloroform Dichlormetan Etylacetat
Kvetiapin 43,66 46,32 40,72
7-hydroxykvetiapin | 60,53 55,62 7,00
Norkvetiapin 24,95 21,10 18,21

Na zéklade vysledkov extrakénej ucinnosti bol ako najvhodnejSie rozpustadlo

zvoleny chloroform.

Jednostupriové a viacstupriové LLE

Pouzit¢  koncentracie  latok  vplazme boli  5pug/ml  kvetiapinu
a 7-hydroxykvetiapinu, 10 pg/ml norkvetiapinu a 1 pg/ml flunitrazepamu. Postup Gpravy
biologickej vzorky je uvedeny v kapitole 4.2.3. Pri jednotlivych analyzach bola

vypocitana extrakénd u€innost’ analyzovanych latok.

Tab. 30 Hodnoty extrakcnej ucinnosti pri pouziti jednostuprnovej extrakcie (%)

Chloroform 200 pl 300 pl 400 pl 500 pl 600 nl
Kvetiapin 19,69 30,14 25,55 23,43 29,21
7-hydroxykvetiapin | 31,53 35,71 41,68 53,21 56,73
Norkvetiapin 9,06 11,58 15,32 23,23 19,18

Tab. 31 Hodnoty extrakcnej ucinnosti pri pouZiti viacstupnovej extrakcie (%)

Chloroform 2x400 pl 2x300 pul | 2x200 pl
Kvetiapin 36,01 32,54 29,26
7-hydroxykvetiapin | 58,33 43,23 32,61
Norkvetiapin 21,31 19,98 10,53

Najlepsie vysledky boli zaznamenané pri viacstupniovej extrakcii s pouzitim

2x400 pl chloroformu.
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Acidobazicka uprava vzorky

Vzorky plazmy spolu s analyzovanymi latkami boli upravované pomocou
viacerych ¢inidiel. Postup upravy biologickej vzorky jednotlivymi ¢inidlami je uvedeny
v kapitole 4.2.3. Na tpravu acidobazickych vlastnosti vzorky bol pouzity koncentrovany
roztok amoniaku, roztok NaOH (0,1mol/l) a 0,1% vodny roztok kyseliny mravce;.
Pouzité koncentracie latok v plazme boli 5 pg/ml kvetiapinu a 7-hydroxykvetiapinu,

10 pg/ml norkvetiapinu a 1 pg/ml flunitrazepamu.

Tab. 32 Hodnoty extrakcnej ucinnosti pre analyzované latky v plazme (%)

NH3 NaOH (0,1 mol/) | 0,1% roztok kyseliny
mravcéej
Kvetiapin 33,06 38,61 20,64
7-hydroxykvetiapin | 53,18 50,54 32,42
Norkvetiapin 30,77 27,04 17,99

Na zaklade vysledkov extrakénej ucinnosti bol ako najvhodnejsie ¢inidlo zvoleny

koncentrovany roztok amoniaku.

5.2.3. Vysledna LLE

K 200 pl krali¢ej plazmy sa pridalo 10 pl kvetiapinu, 10 ul 7-hydroxykvetiapinu,
20 ul norkvetiapinu a2 pl flunitrazepamu s koncentraciou 0,1 mg/ml. Zmes sa
premieSala a nasledne bola upravena 20 pl koncentrovaného amoniaku. Po premieSani sa
pridalo 400 pl chloroformu. Zmes sa trepala 2 minuty a nasledne 10 mintt centrifugovala
pri 9 000 otaCkach za minutu. Bolo odobratych 350 pul supernatantu. Do skimavky sa
znovu primieSalo 400 pl chloroformu a proces sa zopakoval. Supernatant (350+350 pl)
bol nasledne odpareny pod prddom dusika. Odparok sa rozpustil v 100 ul metanolu,
vlozil do insertu a bol podrobeny HPLC analyze.
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5.3. Validacia metody

LLE kvetiapinu, 7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu a naslednd HPLC analyza
bola validovand podla doporuceni FDA alICH. Validacnymi parametrami boli
selektivita, LOD, LOQ, spravnost, presnost, extrak¢na ucinnost’, linearita, stabilita

analyzovanych latok a robustnost’.

5.3.1. Selektivita

Pre zistenie selektivity bola pouzitd vzorka plazmy s analyzovanymi latkami
s koncentraciami 5 pg/ml kvetiapinu a 7-hydroxykvetiapinu, 10 pg/ml norkvetiapinu
a 1 pg/ml IS (flunitrazepam) v plazme. Bola pouzita kombinovand MF II. a gradient ¢. 23

(Tab. 27).

Metoda je selektivna, pretoze piky analyzovanych latok su dostatocne oddelené

a neinterferuju s pikmi balastov z plazmy.

] Quet

Obr. 26 Chromatogram prazdnej plazmy (cerveny) a plazmy obsahujucej kvetiapin,
7-hydroxykvetiapin, norkvetiapin a IS (cierny), teplota: 30 °C, prietok: 1,0 ml/min,
detekcia: 254 nm
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5.3.2. Limit detekcie a kvantifikacie

LOD a LOQ boli stanovené pre kvetiapin, 7-hydroxykvetiapin a norkvetiapin.
Hodnoty LOD aLOQ su vyjadrené pomocou koncentracie stanovovanych latok

v plazme.

Hodnoty LLOQ boli stanovené z grafu zavislosti RSD (%) na koncentracii latok
v plazme a nasledne experimentalne overené. Pre kvetiapin boli pouzité koncentracie
v plazme 0,12; 0,10 a 0,04 ug/ml, pre 7-hydroxykvetiapin 0,13; 0,10 a 0,04 ug/ml
a pre norkvetiapin 0,20; 0,15 a 0,06 pg/ml.

Tab. 33 Hodnoty LOD, LOQ a LLOQ

LOD (pg/ml) LOQ (ng/ml) LLOQ (pg/ml)
Kvetiapin 0,04 0,12 0,09
7-hydroxykvetiapin 0,04 0,13 0,10
Norkvetiapin 0,06 0,20 0,18

5.3.3. Linearita

Zobrazenim linearity je kalibracna priamka, ktord znazoriiuje zavislost' odozvy
detektora na koncentracii analyzovanej latky vo vzorke. Kalibra¢na priamka bola merana
pri 6 koncentracidch. VSetky koncentra¢né stupne boli hodnotené z 5 vzoriek. Ziskané
vysledky boli spracované pomocou metddy linearnej regresie. Koncentracia IS bola

1 pg/ml plazmy.
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Tab. 34 Hodnoty kalibracnej priamky pre kvetiapin

Koncentracia Quet | Pomer pléch

v plazme (pg/ml) Quet/IS
5,0 1,5786
3,5 1,1124
2,5 0,7516
1,0 0,3385
0,5 0,0974
0,1 0,0279

1,80

1,60
1,40 /
1,20
1,00 /
0,80
E 0,60 /
20,40
0,20
v
0,00 ‘ : : : : :

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 55

koncentracia (pg/ml)

pléch Quet/IS

[0}

Obr. 27 Graf zavislosti pomeru ploch Quet/IS na koncentracii kvetiapinu v plazme

Regresna rovnica : y = 0,3198x-0,0205

Korela¢ny koeficient: R = 0,9988
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Tab. 35 Hodnoty kalibracnej priamky pre 7-hydroxykvetiapin

Koncentracia Pomer ploch
7-OH_Quet 7-OH_Quet/IS
v plazme (pg/ml)
5,0 1,4044
3,5 0,9906
2,5 0,8035
1,0 0,3422
0,5 0,2410
0,1 0,0645
1,60
» 1,40 =
S
@ 1,20
:‘ 1,00 /
o
™ 0,80 .
2 0,60
]
€ 0,40
o
0,20 /
S
0,00 T T T T T T T T T T 1
00 O05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
koncentracia (ug/ml)

Obr. 28 Graf zavislosti pomeru ploch 7-OH Quet/IS na

7-hydroxykvetiapinu v plazme
Regresna rovnica : y = 0,2672x+0,0799

Korela¢ny koeficient: R = 0,9975
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Tab. 36 Hodnoty kalibracnej priamky pre norkvetiapin

Koncentracia Pomer ploch
Nor_Quet Nor_Quet/IS
v plazme (pg/ml)
10,0 0,3347
7,5 0,2516
5,0 0,1467
2,5 0,0679
1,0 0,0205
0,2 0,0051
0,40
- 0,35
§ 0,30 /
9 0,25 $
_<Z,: 0,20 /
% 0,15 *
qé 0,10
2 oo R
0,00 ’/ \ \ \ \

o0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 11,0
koncentracia (ng/ml)

Obr. 29 Graf zavislosti pomeru ploch Nor Quet/IS na koncentracii norkvetiapinu

v plazme

Regresna rovnica : y = 0,0344x-0,0124

Korela¢ny koeficient: R = 0,9979
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5.3.4. Spravnost’

Spravnost’ bola urcend na troch koncentra¢nych hladinach. Vsetky koncentracné
hladiny boli hodnotené z5 vzoriek LLE. Hodnotené koncentracie kvetiapinu
a 7-hydroxykvetiapinu v plazme boli 0,5 pg/ml, 2,5 ug/ml a5 ug/ml. Hodnotené
koncentracie norkvetiapinu v plazme boli 1,0 pg/ml, 5,0 pg/ml a 10 pg/ml. Koncentracia
IS v plazme bola 1 pg/ml. Hodnota spravnosti by mala byt v rozmedzi 15 % od skutoc¢ne;j
hodnoty s vynimkou LLOQ, kde by sa tato hodnota nemala odchylit’ o viac ako 20 %
od skutoc¢nej hodnoty. Vysledky st uvedené v Tab. 37, Tab. 38 a Tab. 39.
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Koncentracia | Plocha | Priemer | Plocha | Priemer | Pomer | Vypo¢itana | Odchylka
Quet piku Quet piku IS ploch koncentracia | (%)
(ng/ml) Quet IS Quet/IS | (ug/ml)
46639 31275
46442 | 46377 31641 | 31454 1,47 4,70 -6,09
46049 31447
47055 32473
47440 | 47335 32481 | 32474 1,46 4,64 -7,15
47509 32468
42807 30640
5,00 41625 | 42279 30624 | 30623 | 1,38 4,40 -11,98
42405 30606
46528 31419
46406 | 46526 31427 | 31431 1,48 4,71 +5,73
46645 31448
50162 30496
50093 | 50186 30475 | 30485 1,65 5,24 -4,70
50302 30484
22058 30463
22061 | 22125 30486 | 30482 0,73 2,34 -6,23
22256 30496
24290 32603
24129 | 24116 32596 | 32587 0,74 2,39 -4,44
2,50 23928 32563
22050 31540
22090 | 22048 31572 | 31549 0,70 2,26 -9,61
22005 31535
25274 31293
25119 | 25378 30692 | 30909 0,82 2,64 +5,74
25742 30742
23838 31651
23333 | 23561 31678 | 31661 0,74 2,40 -3,93
23511 31654
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Koncentracia | Plocha | Priemer | Plocha | Priemer | Pomer | Vypo¢itana | Odchylka
Quet piku Quet piku IS ploch koncentracia | (%)
(ng/ml) Quet IS Quet/IS | (ug/ml)
4139 31106
4142 | 4134 31011 | 31130 0,13 0,48 -3,65
4121 31274
3998 30761
3917 3971 30192 | 30372 0,13 0,48 -4,93
3999 30162
3776 32173
0,50 3795 | 3786  [32337 | 32255 [0,12 | 043 -13,32
3788 32255
4501 30855
4536 | 4510 30069 | 30493 0,15 0,53 +5,85
4494 30554
4064 31430
4004 | 4052 31569 | 31553 0,13 0,47 -6,39
4088 31659

Tab. 37 Stanovenie sprdvnosti pre kvetiapin
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Koncentracia | Plocha | Priemer | Plocha | Priemer | Pomer Vypoditana | Odchylka
70HQ piku 70HQ | piku IS ploch koncentracia | (%)
(ng/ml) 70HQ IS 7OHQ/IS | (ng/ml)
44135 31275
44702 | 44498 31641 | 31454 1,41 4,95 -1,07
44657 31447
45756 32473
45986 | 45693 32481 | 32474 1,41 4,92 -1,63
45338 32468
40218 30640
5,00 40274 | 40211 30624 |30623 | 1,31 4,57 -8,60
40142 30606
45052 31419
45636 | 45496 31427 | 31431 1,45 5,07 +1,36
45801 31448
48275 30496
48489 | 48317 30475 | 30485 1,58 5,58 +11,55
48188 30484
23112 30463
23504 | 23385 30486 | 30482 0,77 2,55 +1,86
23538 30496
26251 32603
27958 | 26946 32596 | 32587 0,83 2,77 +10,72
2,50 26629 32563
23993 31540
24333 | 24098 31572 | 31549 0,76 2,53 +1,37
23969 31535
21700 31293
21730 | 21550 30692 | 30909 0,70 2,29 -8,51
21219 30742
22132 31651
22045 | 22078 31678 | 31661 0,70 2,29 -8,49
22058 31654
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Koncentracia | Plocha | Priemer | Plocha | Priemer | Pomer Vypoditana | Odchylka
70HQ piku 70HQ | piku IS ploch koncentracia | (%)
(ng/ml) 70HQ IS 7OHQ/IS | (ng/ml)
7221 31106
7197 7194 31011 | 31130 0,23 0,56 +11,92
7163 31274
6799 30761
6781 6791 30192 | 30372 0,22 0,53 +6,37
6793 30162
6561 32173
0,50 6454 | 6477 [ 32337 | 32255 | 0,20 0,45 -10,53
6415 32255
6971 30855
6934 6963 30069 | 30493 0,23 0,55 +9,89
6983 30554
6727 31430
6775 6762 31569 | 31553 0,21 0,50 -0,51
6784 31659

Tab. 38 Stanovenie spravnosti pre 7-hydroxykvetiapin
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Koncentracia | Plocha | Priemer | Plocha | Priemer | Pomer Vypocditana | Odchylka
NQuet piku NQuet | piku IS ploch koncentracia | (%)
(ng/ml) NQuet IS NQuet/IS | (ng/ml)
9546 31275
9586 | 9597 31641 | 31454 0,31 9,34 -6,64
9660 31447
10720 32473
10769 | 10779 32481 | 32474 0,33 10,12 +1,24
10848 32468
9278 30640
10,00 9235 |9266  |30624 | 30623 | 0,30 9,26 -7,39
9285 30606
11300 31419
11351 | 11659 31427 | 31431 0,37 11,27 +12,72
12326 31448
10256 30496
10280 | 10273 30475 | 30485 0,34 10,27 +2,73
10283 30484
5172 30463
5182 5173 30486 | 30482 0,17 5,35 +7,06
5165 30496
5368 32603
5389 5374 32596 | 32587 0,16 5,21 +4,24
3,00 5364 32563
4865 31540
4852 | 4850 31572 | 31549 0,15 4,88 -2,33
4834 31535
4952 31293
4998 5008 30692 | 30909 0,16 5,13 +2,54
5074 30742
4523 31651
4587 | 4568 31678 | 31661 0,14 4,60 -7,90
4593 31654
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Koncentracia | Plocha | Priemer | Plocha | Priemer | Pomer Vypocditana | Odchylka
NQuet piku NQuet | piku IS ploch koncentracia | (%)
(ng/ml) NQuet IS NQuet/IS | (ng/ml)
648 31106
647 650 31011 | 31130 0,02 0,98 -2,44
654 31274
771 30761
754 777 30192 | 30372 0,03 1,11 +11,39
805 30162
1,00 555 32173
592 584 32337 | 32255 0,02 0,89 -10,57
605 32255
549 30855
591 576 30069 | 30493 0,02 0,92 -8,30
587 30554
689 31430
701 681 31569 | 31553 0,02 1,00 -0,38
652 31659

Tab. 39 Stanovenie spravnosti pre norkvetiapin
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5.3.5. Presnost’

Presnost’ bola ur¢end na troch koncentra¢nych hladinach. Vsetky koncentracné
hladiny boli hodnotené z5 vzoriek LLE. Hodnotené koncentracie kvetiapinu
a 7-hydroxykvetiapinu v plazme boli 0,5 pg/ml, 2,5 ug/ml a5 ug/ml. Hodnotené
koncentracie norkvetiapinu v plazme boli 1,0 pg/ml, 5,0 pg/ml a 10 pg/ml. Koncentracia
IS v plazme bola 1 pg/ml. Hodnoty presnosti by mali byt v rozmedzi 15 % od skutoc¢nej
hodnoty s vynimkou LLOQ, kde by sa tato hodnota nemala odchylit’ o viac ako 20 %
od skutoc¢nej hodnoty. Vysledky st uvedené v Tab. 40, Tab. 41 a Tab. 42.
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Koncentracia | Plocha | Priemer | Plocha | Priemer | Pomer | RSD
Quet piku Quet piku IS ploch
(ng/ml) Quet IS Quet/IS
47514 30956
48439 | 48015 31753 | 31477 1,53
48091 31722
41720 30251
42698 | 42360 30399 | 30361 1,40
42662 30433
53366 32471
5,00 55214 | 54520 | 33087 |32911 | 1,66 9,42
54981 33174
53356 31804
54771 | 54303 32362 | 32139 1,69
54782 32252
50520 31547
49545 | 50329 31270 | 31514 1,60
50921 31725
22217 31655
22698 | 22350 32282 | 31801 0,70
22136 31466
24485 33618
24763 | 24661 34072 | 33967 0,73
2,50 24735 34210
20005 29786
20345 | 20261 29129 | 29375 0,69 9,07
20432 29210
21546 30516
22087 | 21793 31118 | 30796 0,71
21747 30755
19015 27976
19175 | 19137 27842 | 27889 0,69
19222 27849
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Koncentracia | Plocha | Priemer | Plocha | Priemer | Pomer | RSD
Quet piku Quet piku IS ploch
(ng/ml) Quet IS Quet/IS

3825 31606

3847 3835 31011 | 31464 0,12

3832 31774

3741 30781

3789 3746 30112 | 30348 0,12

3709 30152

3868 31173
0,50 3841 | 3865 31337 | 31255 0,12 7,40

3887 31255

4426 32865

4452 4435 32060 | 32459 0,14

4428 32453

4305 31340

4391 4358 31231 | 31429 0,14

4377 31716

Tab. 40 Stanovenie presnosti pre kvetiapin
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Koncentracia | Plocha Priemer Plocha | Priemer | Pomer ploch | RSD
70HQ piku 70HQ piku IS 7OHQ/IS (%)
(ng/ml) 70HQ IS

49645 30956

51141 50736 31753 | 31477 1,61

51423 31722

43329 30251

44115 43806 30399 | 30361 1,44

43975 30433

42932 32471
5,00 44149 43720 33087 | 32911 | 1,33 7,00

44079 33174

41519 31804

42642 42174 32362 | 32139 1,31

42362 32252

44638 31547

43641 44144 31270 | 31514 1,40

44154 31725

21972 31655

22326 22042 32282 | 31801 0,69

21828 31466

23094 33618

23431 23348 34072 | 33967 0,69
2,50 23520 34210

22165 29786

21608 21850 29129 | 29375 0,74 2,79

21777 29210

21601 30516

22018 21810 31118 | 30796 0,71

21811 30755

22563 27976

22410 22502 27842 | 27889 0,81

22534 27849
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Koncentracia | Plocha Priemer Plocha | Priemer | Pomer ploch | RSD
70HQ piku 70HQ piku | IS 7O0HQ/IS (%)
(ng/ml) 70HQ IS

7254 31606

6843 6976 31011 | 31464 0,22,

6832 31774

6398 30781

6368 6363 30112 | 30348 0,21

6322 30152

7083 31173
0,50 6901 7029 31337 [31255 |0,23 5,36

7103 31255

7436 32865

7402 7441 32060 | 32459 0,23

7486 32453

6931 31340

6980 7005 31231 | 31429 0,22

7104 31716

Tab. 41 Stanovenie presnosti pre 7-hydroxykvetiapin
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Koncentracia | Plocha Priemer | Plocha | Priemer | Pomer ploch | RSD
Nor_Quet piku Nor_Quet | piku IS Nor_Quet/IS | (%)
(ng/ml) Nor_Quet IS

9105 30956

9258 9180 31753 | 31477 0,29

9178 31722

10459 30251

10487 10479 30399 | 30361 0,35

10491 30433

10057 32471
10,00 10152 10091 33087 | 32911 | 0,31 7,61

10065 33174

11520 31804

11417 11488 32362 | 32139 0,36

11528 32252

10793 31547

10764 10779 31270 | 31514 0,34

10781 31725

4694 31655

4690 4689 32282 | 31801 0,15

4682 31466

5374 33618

5374 5368 34072 | 33967 0,16
5,00 5357 34210

4456 29786

4562 4503 29129 | 29375 0,15 10,66

4491 29210

4665 30516

4689 4681 31118 | 30796 0,15

4689 30755

3830 27976

3917 3879 27842 | 27889 0,14

3891 27849
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Koncentracia | Plocha Priemer | Plocha | Priemer | Pomer ploch | RSD
Nor_Quet piku Nor_Quet | piku IS Nor_Quet/IS | (%)
(ng/ml) Nor_Quet IS

805 31606

862 809 31011 | 31464 0,03

759 31774

665 30781

650 703 30112 | 30348 0,02

794 30152

789 31173
1,00 826 804 31337 | 31255 | 0,03 8,13

796 31255

847 32865

839 840 32060 | 32459 0,03

834 32453

741 31340

732 741 31231 | 31429 0,02

749 31716

Tab. 42 Stanovenie presnosti pre norkvetiapin

101




5.3.6. Extrakéna acinnost’

Extrak¢nd ucinnost’ sa definuje ako stonasobok mnozstva analyzovanej latky
extrahovanej pomocou LLE z plazmy a mnoZzstva analyzovanej latky, ktoré bolo
do plazmy pridané. Extrakénd ucinnost bola stanovena na troch koncentra¢nych
hladinach. Vsetky koncentracné hladiny boli hodnotené z 5 vzoriek LLE. Vysledky st
uvedené v Tab. 43 a Tab. 44.

Tab. 43 Hodnoty extrakcnej ucinnosti kvetiapinu a 7-hydroxykvetiapinu

Kvetiapin 7-hydroxykvetiapin
0,5 pg/ml | 36,82 53,46
2,5 pg/ml | 34,43 48,43
5,0 pg/ml | 38,72 56,33

Tab. 44 Hodnoty extrakcnej ucinnosti norkvetiapinu

Norkvetiapin

1,0 pg/ml 20,17
5,0 pg/ml 23,60
10,0 pg/ml | 22,80

5.3.7. Stabilita

Stabilita vzoriek bola sledovana po ich uloZeni v autosampleri pri teplote 25 °C.
Tykalo sa to vzoriek obsahujucich analyzované latky po LLE z plazmy. Po 24 hodinach
nedochddzalo k zmendm v analyze vzoriek. Rozdiel v koncentraciach analyzovanych

latok sa nelisil o viac ako 1 %.

Pri sledovani stability mobilnej fazy doslo k odchylkam v analyze. Reten¢né Casy
analyzovanych latok sa po 24 a 48 hodinach zhodovali s predchadzajiicimi vysledkami,
no po 72 hodinach dochadzalo k zmenam v reten¢nych ¢asoch analyzovanych latok. Je

preto nutné pravidelne pripravovat’ novi mobilnu fazu.
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5.3.8. Robustnost’

Bola testovand miera vplyvu premennych experimentalnych podmienok

na separaciu analyzovanych latok.

Bol sledovany vplyv zlozenia mobilnej fazy na analyzu. Pri zmene pH
v MF A 0 5 % dochéadzalo k zlievaniu pikov IS a kvetiapinu. Pri zniZeni koncentracie

TFA v MF B o 5 % dochadzalo k stiepeniu pikov analyzovanych latok.

Dal3im sledovany parametrom bola zmena teploty pri analyze. Pri zvyseni teploty
analyzy na 50°C  dochadzalo kznizenej separacii pikov  kvetiapinu

a 7-hydroxykvetiapinu.

Na zéklade vysledkov danych premennych experimentalnych podmienok tato
metdda analyzy kvetiapinu a jeho dvoch metabolitov nie je vyrazne robustna. Je nutné

presné dodrziavanie podmienok analyzy.

103



Zhrnutie validacie

Tab. 45 Suhrn validacnych parametrov pre kvetiapin

Selektivita Preukézana
LOD 0,04 pg/ml
LOQ 0,12 pg/ml
Extrakéna ucinnost’ 36,66 %
Spravnost’ RSD =5,78 %
R; v rozmedzi 88,02—-105,85 %
Presnost’ RSD = 8,63 %
Linearita y =0,3198x-0,0205
R =0,9988
Robustnost’ Nizka

Tab. 46 Suhrn validacnych parametrov pre 7-hydroxykvetiapin

Selektivita Preukazana
LOD 0,04 pg/ml
LOQ 0,13 pg/ml
Extrakéna ucinnost’ 52,74 %
Spravnost’ RSD =6,07 %
Ri v rozmedzi 89,47-111,92 %
Presnost’ RSD =5,05 %
Linearita y =0,2672x+0,0799
R =0,9975
Robustnost’ Nizka
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Tab. 47 Suhrn validacnych parametrov pre norkvetiapin

Selektivita Preukazana
LOD 0,06 pg/ml
LOQ 0,20 pg/ml
Extrakéna ucéinnost’ 22,19 %
Spravnost’ RSD = 8,84 %
Riv rozmedzi 89,43-112,72 %
Presnost’ RSD = 8,80 %
Linearita y =0,0344x-0,0124
R =0,9979
Robustnost’ Nizka
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6. Zaver
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V teoretickej Casti tejto diplomovej prace bola zhrnutd problematika HPLC
analyzy, bioanalyzy lieCiv a validacie bioanalytickych metdd. Bola spracovand kratka
reSerS, ktora sa tykala prehladu chromatografickych podmienok pre stanovenie
kvetiapinu a jeho metabolitov uvedenych v literatire (kapitola 3.6). Okrem toho boli
spracované informacie o uprave biologického materialu obsahujticeho stanovované latky
(kapitola 3.7). Tato diplomova praca nadvédzovala na diplomovi pracu uvedent

v zdroji €. 46.

V experimentalnej Casti boli optimalizované podmienky pre HPLC analyzu
kvetiapinu, 7-hydroxykvetiapinu a norkvetiapinu. Podarilo sa skratit dobu analyzy
na 9,00 min. Bol pouzity nizSie uvedeny gradient ¢. 23 (7ab. 48). Chromatogram je

uvedeny na Obr. 30. Konkrétne podmienky analyzy st uvedené v kapitole 5.1.6.

Tab. 48 Gradient ¢. 23

Cas (min) MF A (%) MF B (%)
0,00-0,20 100 0
0,20-2,50 | 100—0 0—100
2,50-7,00 0 100
7,00-8,00 | 0—100 100—0
8,00-9,00 100 0

707 B .Conc.(Vethod) [

60-]
50
IS Fe0

40

30

7-OH_Quet

20-]

Nor_Quet

o] — Y Y————————— ——————— 1 ——————————————10
0.0 1.0 2.0 3.0 40 5.0 6.0 7.0 8.0 min

Obr. 30 Zaznam gradientovej analyzy zmesi latok pri pouziti gradientu ¢. 23

a kombinovanej MF IL.; teplota: 30 °C, prietok: 1,0 ml/min, detekcia: 254 nm
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Nésledne bola optimalizovana tuprava plazmy pred HPLC analyzou. Ako
vnutorny Standard bol zvoleny flunitrazepam. Za vhodnu metédu bola zvolena LLE
s pouzitim chloroformu (extrakéné rozpustadlo) aamoniaku (latka upravujica
acidobazické podmienky analyzy). Bola pouzitd viacstupfiovd extrakcia s pouzitim
2x400 pl chloroformu. Postup Upravy biologického materidlu pred HPLC analyzou je
uvedeny v kapitole 5.2.3.

Vyvinutd metoda bola validovana a je mozné ju pouzit’ na stanovenie kvetiapinu
a jeho dvoch metabolitov z plazmy. Validacné parametre (kapitola 5.3.9.) vyhovovali
podmienkam stanovenym FDA a ICH pre bioanalyzu lie€iv. Validacia preukazala nizku

robustnost’ metddy, preto je nutné presné dodrZiavanie stanovenych podmienok.

108



7. Zoznam pouzitych skratiek
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7-OH_Quet — 7-hydroxykvetiapin
ACN - acetonitril

DLLME — disperznéd mikroextrakcia kvapalina-kvapalina (z angl. Dispersive Liquid—

Liquid Microextraction)

DMSPE — disperznd mikroextrakcia v systéme kvapalina-tuhd faza (z angl. Dispersive

Micro Solid Phase Extraction)
DPP — deproteinacia

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

EMA — Eurdpska agentura pre lieky (z angl. European Medicines Agency)

FDA — Americky urad pre kontrolu potravin aliekov (z angl. Food and Drug

Administration)

HF-LPME — extrakcia pomocou dutého vldkna (z angl. Hollow Fiber-based Liquid-

Phase Microextraction)

HPLC — vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia (z angl High Performance Liquid

Chromatography)

ICH — The International Conference on Harmonisation of Technical Requirements

for Registration of Pharmaceuticals for Human Use

IS — vnutorny Standard (z angl. Internal Standard)

LLE — extrakcia z kvapaliny do kvapaliny (z angl. Liquid-Liquid Extraction)
LOD — limit detekcie (z angl. Limit of Detection)

LOQ - limit kvantifikacie (z angl. Limit of Quantitation)

LLOQ — dolny limit kvantifikacie (z angl. Lower Limit of Quantification)

LPME — mikroextrakcia kvapalnou fazou (z angl. Liquid-Phase Microextraction)

MARTA — multireceptorovi antagonisti (z angl. Multiacting Receptor-Targered

Antagonists)

MF — mobilna faza
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MIPs — polyméry s molekulovymi odtlackami (z angl. Molecularly Imprinted Polymers)
MS — hmotnostny spektrometer

MS/MS — tandemova hmotnostna spektrometria

Nor Quet — norkvetiapin

NP-LC — kvapalinovéd chromatografia na normalnych fazach (z angl. Normal Phase

Liquid Chromatography)

ODS - oktadecylsilikagel (z angl. Oktadecylsilica)
PBD — polybutadién

Quet — kvetiapin

resp. — respektive

RP-LC — kvapalinovd chromatografia na reverznych fazach (z angl. Reversed Phase

Liquid Chromatography)

SDME — mikroextrakcia jednou kvapkou (z angl. Single-Drop Microextraction)
SF — stacionarna faza

SPE — extrakcia tuhou fazou (z angl. Solid Phase Extraction)

SPME — mikroextrakcia na tuhej faze (z angl. Solid-Phase Microextraction)
TEA — trietylamin

TFA — trifluoroctova kyselina

TLC — chromatografia na tenkej vrstve (z angl. Thin Layer Chromatography)

tr — retencny cas

UV — ultrafialova oblast’ svetla (z angl. Ultra Violet)
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