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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Kandidat: Tereza Malinova
Skolitel: PharmDr. Pavla Pilafové, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyuziti kapalinové chromatografie ve farmaceutické

analyze IV.

V ramci diplomové prace bylo testovano retenéni chovani 1é¢iv za pouziti
extrémnich pH mobilnich fazi na koloné¢ Kinetex EVO C18 (150x3 mm).
Byly testovany mobilni faze s pH 2,8; 5,7 a 10,0 s riznym zastoupenim organické
a vodné faze. Mezi testované latky byla zatazena tato 1é¢iva: kvetiapin a jeho metabolity
7-hydroxykvetiapin a norkvetiapin, zolpidem, aciklovir, klotrimazol, diklofenak,
methformin a jejich necistoty, risperidon a lamotrigin. Pro dalsi testovani byla vybrana
1é¢iva kvetiapin, zolpidem, risperidon a lamotrigin pfi pouZziti mobilni faze s MeOH,
ACN a fosforecnanovym pufrem pH 2,8 v poméru 5:15:80, v/v. Pritok byl nastaven
na 1 ml/min s teplotou 26 °C na kolong&. Byly hledany vlnové délky s nejlepsi citlivosti
v UV oblasti detekce. Nejlepsi citlivosti bylo dosaZeno pii 210 nm a 240 nm. Z nékolika
zkouSenych latek byl vybran jako wvnitini standard medazepam, ktery se eluoval
za poslednim analytem. Pro analyzu z biologického materidlu byla testovdna
deproteinace a liquid-liquid extrakce. LLE byla pro svou vys§i vytéZnost u¢innéjsi.
U metody byly testovany vybrané valida¢ni parametry (selektivita, limit kvantifikace,

limit detekce, linearita a pfesnost). Metoda byla aplikovéana na analyzu realnych vzorkt.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis
Candidate: Tereza Malinova
Tutor: PharmDr. Pavla Pilafova, Ph.D.

Title of Thesis: Use of Liquid Chromatography in Pharmaceutical Analysis I'V.

In this diploma thesis the retention behaviour of drugs using extreme pH
of mobile phases on column Kinetex EVO C18 (150%3,0 mm) was tested. Mobile
phases with pH 2,8; 5,7 and 10,0 were tested with various organic and aqueous phases.
The following drugs were included among the test substances: quetiapine and its
metabolites 7-hydroxyquetiapine and norquetiapine, zolpidem, aciclovir, clotrimazole,
diclofenac, metformin and their impurities, risperidone and lamotrigine. For further
testing the quetiapine, zolpidem, risperidone and lamotrigine were chosen using the
mobile phase with MeOH, ACN and phosphate buffer solution pH 2.8 in ratio 5:15:80.
The flow was set to 1 ml/min with the temperature of column 26 °C. Wavelengths with
the best sensitivity in UV detection area were looking for. The best sensitivity was
achieved at 210 nm and 240 nm. We were also looking for a suitable internal standard.
From several used compounds was chosen medazepam as internal standard, which was
eluted behind the last peak. The deproteinization and liquid-liquid extraction were
tested for the analysis of biological material. Liquid-liquid extraction was more efficient
for its higher vyield. Selected parameters of validation (selectivity, limit
of quantification, limit of detection, linearity and precision) were used. The method was

applied to the analysis of real samples.



1. UVOD

Kvetiapin je 1é¢ivo patfici mezi atypickd antipsychotika. Je pouzivan v 1écbé
schizofrenie a u manickych a depresivnich poruch. V jatrech je metabolizovan
na n¢kolik  metabolitd. Farkamodynamicky aktivni je norkvetiapin a 7-

hydroxykvetiapin.

Zolpidem Ize =zafadit mezi nebenzodiazepinovd hypnotika pouzivana
ke kratkodobé 1écbé nespavosti. Terapie by neméla presdhnout ¢tyii tydny. U zolpidemu

hrozi riziko vzniku tolerance a zavislosti.

Risperidon patii do skupiny atypickych antipsychotik. Je uréen k 1écbé

schizofrenie. Nej€ast¢jSim nezddoucim ucinkem je parkinsonismus ¢i sedace.

Lamotrigin je léCivo patiici mezi antiepileptika. Pouziva se v 1écbé epilepsie

a pti prevenci epizod poruch néalady u bipolarni poruchy.

Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC) je dullezitou metodou
pro hodnoceni uc€innosti, bezpe€nosti a kvality 1éCiv. Nabizi Siroké vyuZiti
ve farmaceutické analyze, napt. pii identifikaci 1éCiv, stanoveni obsahu, urCeni Cistoty
nebo pfii terapeutickém monitorovani 1é¢iv. Je pouzivani ve vyzkumu, vyvoji, vyrobé
lé¢iv a pro separaci a identifikaci latek. Mezi vyhody HPLC patifi malé mnoZstvi
analyzovaného vzorku, rychlost provedeni, citlivost stanoveni, moznost automatizace

¢1 hodnoceni separovanych sloZzek kvantitativné a kvalitativné.

Oblibenymi staciondrnimi fdzemi jsou faze s kombinaci anorganického
silikagelu a organického organosilanu. Mezi né patii kolona Kinetex EVO C18. Nabizi
moznost méfeni pii rozsahu pH 1 — 12 bez ztraty Zivotnosti. Zachovava si vysokou

citlivost, rozliSeni, ostré piky a umoziiuje zkratit dobu analyzy.



2. CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo sledovani reten¢niho chovani vybranych
analyti a nalezeni vhodnych podminek pro jejich separaci v extrémnich podminkach pH
s vyuzitim kolony Kinetex EVO CI18 pomoci HPLC. Byl zkouman vliv tlumivého
roztoku s hodnotami pH 5,7; 10,0 a 2,8 v mobilnich fazich s riznym zastoupenim
organické faze. Bylo nutné najit vhodny vnitini standard pro kvantifikaci. U vybranych
latek byly hleddny nejvhodnéjsi podminky upravy plazmy pomoci LLE,
resp. deproteinace. Ziskané vysledky byly aplikovany na separaci redlného vzorku

s obsahem lamotriginu.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Kvetiapin a jeho vilastnosti

3.1.1 Vzorec a chemické vlastnosti

s JN /—/COOH
©/J\IO'\/"“«0/\JOH ol

Obrazek 1 Vzorec kvetiapin-fumaradt &4

Molekulova hmotnost (Mr): 883,10 g/mol
Sumarni vzorec: C46H54N60882

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

Obsahuje 99,0 % az 101,0 % kvetiapin-fumaratu a 12,5 % az 13,8 % kyseliny

fumarové, pocitano na vysuSenou latku.
Vlastnosti

Ptedstavuje bily nebo témér bily prasek, ktery je téZzce rozpustny ve vode¢, v bezvodém

etanolu a metanolu. Je polymorfni. "
ZKkousky totoZnosti:

Infracervend absorpéni spektrofotometrie — spektra zkousSené latky v pevném stavu,
anebo spektra zkouSené latky rozpusténé v metanolu R a nasledné odpatené do sucha se

porovnavaji se spektrem kvetiapin fumaratu CRL.
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Zkousky na Cistotu
+ Kapalinova chromatografie
» Siranovy popel
» Ztrata suSenim

Stanoveni obsahu

Kvetiapin-fumarat se rozpusti v kyseliné octové bezvodé R a provede se titrace
kyselinou chloristou 0,Imol/l VS a bod ekvivalence zjistime potenciometrii.
Naopak kyselinu fumarovou rozpustime ve stejnych objemovych dilech methanolu R
avody R. Titrujeme hydroxidem sodnym 0,1 mol/l VS za potenciometrické indikace

bodu ekvivalence.

Nedistoty
*  2-{2-[4-(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl)piperazin-1-yl]ethoxy}ethyl-acetat
* 11-(piperazin-1-yl)dibenzo[b,f][1,4]thiazepin

e 2-{2-[4-(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl)piperazin-1-yl]ethoxy}ethyl-2-
[4(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl)piperazin-1-yl]acetat

* 11,11 -(piperazin-1,4-diyl)bis(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin
* 11,11"-[ethylenbis(oxyethylenpiperazin-4,1-diyl)|bis(dibenzo[b,f][ 1,4 ]thiazepin)

*  {2-[(2-aminofenyl)sulfanyl]fenyl} {4-[2-(2-hydroxyethoxy)ethyl]|piperazin-1-

yl}methanon
* dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11(10H)-on

* 4-(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl)-1-[2-(2-hydroxyethoxy)ethyl]|piperazin-1-

oxid
* 2-[4-(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl)piperazin-1-yl]ethan-1-ol

*  2-[2-(2-{2-[4-dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl)piperazin-
yllethoxy}ethoxy)ethoxy]ethan-1-o0l

11



*  N-{2-[(2-{4-[2-(2-hydroxyethoxy)ethyl]|piperazin-1-karbonyl} fenyl)sulfanyl]

fenyl}acetamid

*  2-{2-[4-(9-chlordibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl)piperazin-1-yl]ethoxy}ethan-1-

ol

o 2-{2-[4-(2-{2-[4-(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl]ethoxy{ethyl)piperazin-
lyl]ethoxy}ethan-1-ol

o 11-(4-{2-[2-(trifenylmethoxy)ethoxy]ethyl} piperazin-1-
yl)dibenzo[b,f][1,4]thiazepin

e 11-(4-ethylpiperazin-1-yl)dibenzo[b,f][1,4]thiazepin

* 4-(dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl)-1,1-bis[2-(2-hydroxyethoxy)ethyl]

piperazin-1-ium

o 2- {2—[4—(5—0X0—5k4—dibenzo[bj] [1,4]thiazepin-11-yl-piperazin-1-
yl]ethoxy}ethan-1-o0l

* 1I-morfolinodibenzol[b,f][1,4]thiazepin

» dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-amin

*  2-{2-[4-(fenanthridin-6-yl)piperazin-1-yl]ethoxy}ethan-1-ol

e 11-[4-(2-{2-[(dibenzo[b f][1,4]thiazepin-11-yl)oxy]-ethoxy}ethyl)piperazin-1yl]

dibenzo[b,f][1,4]thiazepin "

3.1.2 Farmakologické vlastnosti

3.1.2.1 Farmakodynamické vlastnosti

Kvetiapin se fadi do skupiny atypickych antipsychotik (neuroleptik). Jedna se
o multireceptorového antagonistu (MARTA — multi acting receptor targeted agents).
Knim se fadi derivaty dibenzothiazepini 2. generace, jez se pouzivaji k lécbé

schizofrenie. Kvetiapin antagonizuje dopaminové D; a D, receptory. > *©

12



Mechanismus aéinku

Kvetiapin a jeho aktivni metabolit v lidské plazmé norkvetiapin interaguji se
Sirokou fadou neurotransmiterovych receptorid. Kvetiapin a norkvetiapin antagonizuji

jak serotoninové (5-HT>), tak dopaminové D, a D5 receptory. ¥

3.1.2.2 Farmakokinetické ucinky

Kvetiapin je mozné podat peroralné ve formé tablet a tablet s prodlouzenym

uvolnovanim.

Po peroralnim podani se kvetiapin dobie vsttebava. Biologickd dostupnost neni
vyrazné ovlivnéna po podani s jidlem. V jatrech se kvetiapin intenzivné metabolizuje
na norkvetiapin. Pfi vyzkumech provadénych in vitro bylo zjiSténo, ze hlavnim
enzymem CYP 450 podilejicici se na metabolizaci kvetiapinu je CYP3A4.

P

O

OH

=

B -
CYP3A Q CYP3A
Nf / N
Quetiapine
(active)
N dusl\kquuul apine CYP3A CYP3A O- dcsdlky\qucll apine
(active) (CYP2D6),

7-hydroxyquetiapine Quetiapine sulfoxide
(active) (inactive)

Obrizek 2 Metabolismus kvetiapinu ”
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3.1.3 Klinické udaje

3.1.3.1 Indikace

Indikace kvetiapinu je 1écba schizofrenie, ale je také pouzivan v 1é¢bé bipolarni
poruchy, zejména pak u manickych a depresivnich epizod. Mezi piiznaky schizofrenie
se fadi bludy (poruchy mysleni) a halucinace (poruchy vnimani), zmény chovani,
zmatenost, pocity osamélosti. U manickych a depresivnich poruch se jedna o stfidani

radostné a smutné nalady. ©

3.1.3.2 Kontraindikace

Pacient by nem¢l uzivat 1éCivou latku, pokud se u né&j projevi precitlivélost
na ucinnou latku. Rovnéz podavéani inhibitort CYP 450 podtypu 3A4 (napiiklad
inhibitory HIV-protedz, klarithromycin, azolovd antimykotika) je kontraindikovano.
Latky, které tlumi CNS, se také fadi do kontraindikaci kvetiapinu. Kvili vysokému

poc¢tu nezadoucich ucinkl se nedoporucuje podavat détem a dospivajicim do 18 let.
(3,4,6)

3.1.3.3 Interakce

Snizeni plazmatickych hladin u kvetiapinu mizeme pozorovat pii soubéZném
uzivani silnych induktort jaternich enzymd, jako jsou naptiklad antiepiletika fenytoin
a karbamazepin, mize dojit ke snizeni ucinnosti 1é¢by kvetiapinem. Soucasné podavani

kvetiapinu a inhibitortt CYP3A4 je kontraindikovano. *

3.1.3.4 NeZadouci ucinky

Kvetiapin je 1éCivou latkou s velmi Casto se vyskytujicim nezadoucimi ucinky,
mezi néz patii napiiklad utlum, ospalost, bolesti hlavy, zavraté, sucho v tstech, zvyseni
hladiny triglyceridii v séru a rovnéZ zvySeni hladiny celkového cholesterolu (pfednostné
LDL cholesterolu), zvySeni tclesné hmotnosti, snizeni hladiny HDL cholesterolu
a extrapyramidové poruchy. Také se muze cCasto vyskytovat hyperprolaktinémie,
umuzi sexualni poruchy, u Zen poruchy menstruace, zacpa, ortostatickd hypotenze,

zvysena chut k jidlu a tachykardie. -

14



3.2 Zolpidem a jeho vlastnosti

3.2.1 Vzorec a chemické vlastnosti

= N
S N o HO COCH
HyC
0
cHy HOOC oH
N
A T
HqC CH,

Obrizek 3 Vzorec zolpidem tartrdt ®

Molekulova hmotnost (Mr): 764,88 g/mol
Sumarni vzorec: C4,H4gN¢Og

Systematicky  nazev:  bis{N,N-dimethyl-2-(4-methylfenyl)imidazo[1,2-a]pyridin-3-
yl]acetamid} (2R,3R) -2,3-dihydroxybutandionat

Obsahuje 98,5 % az 101,0 % slouceniny C4,H4sN¢Os, pocitano na bezvodou latku.
Vlastnosti

Ptedstavuje bily nebo témét krystalicky prasek s hygroskopickymi vlastnostmi. Je tézce

rozpustny ve vod¢, mirn€ v methanolu a v dichlormethanu je prakticky nerozpustny.
Zkousky totoZnosti

InfraCervend absorpcni spektrofotometrie — spektra zkouSené latky po upravé

v porovnani se spektrem zolpidem-tartaratu CRL.
Tenkovrstva chromatografie
Zkousky na Cistotu

e Vzhled roztoku
e Kapalinové chromatografie
e Siranovy popel

e Semimikrostanoveni vody

15



Stanoveni obsahu

Zolpidem — titrace kyselinou chloristou 0,1mol/l VS za potenciometrické indikace bodu

ekvivalence.
Necistoty

e N,N-dimethyl-2-[7-methyl-2-(4-methylfenyl)imidazo[ 1,2-a]pyridin-3-
yl]Jacetamid "

3.2.2 Farmakologické vlastnosti

3.2.2.1 Farmakodynamické vlastnosti

Zolpidem se fadi mezi hypnotika nebenzodiazepinového typu a jeho hlavni
indikaci je kratkodoba 1écba insomnie u dospélych, které nespavost vycCerpava nebo se
citi rozruSeni. Mezi velmi frekventované projevy miizeme zaradit obtizné usinani, brzké
ranni probouzeni nebo ¢asté probouzeni, kdy je kontinuita spanku vyrazné naruSena. Stl
zolpidemu, tartrat, vykazuje afinitu k podtypu receptoru omega-1. Tento podtyp
odpovida receptoru GABA-A obsahujici alfa-1 subjednotku. Prostfednictvim tohoto
receptoru vede modulace chloridovych ionti k sedativnim ucinktim, které prave
vykazuje zolpidem. Hypnotika jsou urcena pro kratkodobou terapii, nebot’ hrozi riziko

vzniku tolerance a zavislosti. %

Mechanismus aéinku

Zolpidem tartrdt se ftadi mezi imidazopyridinové derivaty. Vaze se
na benzodiazepinové misto receptoru GABA-A v mozku a vykazuje selektivni afinitu
k podtypu benzodiazepinovych receptori (omega-1). Nastup u€inku peroralné¢ podaného

zolpidemu je rychly, ale ma pouze kratké trvani (cca 2 hodiny). (10, 11)

3.2.2.2 Farmakokinetické ucinky

Zolpidem Ize podavat perordlné¢ ve form¢ potahovanych tablet. Metabolizace
zolpidemu probihd nékterymi enzymy cytochromu P450. Nejcastéji se jedna

o CYP3A4. U zolpidemu nejsou piitomny farmakologicky aktivni metabolity. ¢
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3.2.3 Klinické udaje

3.2.3.1 Indikace

Zolpidem se fadi mezi Siroce piedepisovana léCiva. U dospélych je indikovan
ke kratkodobé terapii nespavosti. Terapie zolpidemem by neméla piesdhnout Ctyfti
tydny. Nastup Gcinky u zolpidemu je rychly, proto by se mél uzivat bezprostiedné

pied ulehnutim. ©

3.2.3.2 Kontraindikace

Mezi kontraindikovand onemocnéni lze zatadit téZkou poruchu funkce jater,
myasteniu gravis, syndrom spankové apnoe a akutni a/nebo tézkou respiracni

nedostate¢nost.

3.2.3.3 Interakce

Se zvySenou opatrnosti je nutné podavat dalSi psychoaktivni ptipravky. Neni
doporuceno uzivat zolpidem s alkoholem, protoze mize byt zvySen sedativni ucinek.
Stejné tak je tomu u latek tlumicich CNS. Kombinace se silnym induktorem CYP3A4
(napf. rifampicin), vede ke snizeni plazmatickych koncentraci zolpidemu. Na druhou
stranu pii souCasném uzivani silného inhibitoru CYP3A4 (napt. ketokonazol) lze

ocekavat zvyseni sedativnich ucink. ©)

3.2.3.4 NezZadouci ucinky

Nezéadouci ucinky se objevuji v zavislosti na citlivosti jedince a v zavislosti
na dob¢ uziti tablety. Mezi Casto se vyskytujici nezddouci ucinky lze zatadit infekce
hornich a dolnich dychacich cest, bolesti zad, no¢ni mlry a halucinace. Mezi poruchy
nervového systému jakozto nezadouci Gcinky mizeme zahrnout bolesti hlavy, zavraté,

zesileni nespavosti.
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3.3 Risperidon a jeho vlastnosti

3.3.1 Vzorec a chemické vlastnosti

N CH,
-

I

Obrizek 4 Vzorec risperidonu ™

Molekulova hmotnost (Mr): 410,49 g/mol
Sumarni vzorec: C»3Hy7FN4O»

Systematicky  ndzev:  3-{2-[4-(6-fluor-1,2-benzoxazol-3-yl)piperidin-1-yl]ethyl}-2-
methyl-6,7,8,9-tetrahydro-4 H-pyrido[ 1,2-a]pirimidin-4-on

Obsahuje 99,0 % az 101,0 % slouceniny risperidonu, pocitime na vysusenou latku
Vlastnosti

Risperidon je prakticky nerozpustny ve vod¢, ovSem snadno rozpustny
v dichlormethanu a mirné se rozpousti v etanolu 96%. Sloucenina piedstavuje bily

nebo témer bily prasek a je polymorfni.
Zkousky totoZnosti

Infracervend absorpcni spektrofotometrie — spektra zkouSené latky se porovnaji se

spektrem risperidonem CRL.
Zkousky na Cistotu

e Piibuzné latky
e Vzhled roztoku

e /trata suSenim
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e Siranovy popel
Stanoveni obsahu

Risperidon — titrace kyselinou chloristou 0,1 mol/l VS za potenciometrické indikace

ekvivalen¢niho bodu.
Nedistoty

e 3-[2-(4-{(2,4-difluorfenyl)[(E)-hydroxyimino]methyl} -piperidin-1-yl)ethyl]-2-
methyl-6,7,8,9-tetrahydro-4H-pyrido[ 1,2-a]|pyrimidin-4-on

e 3-[2-(4-{(2,4-difluorfenyl)[(Z)-hydroxyimino|methyl}-piperidin-1-yl)ethyl]-2-
methyl-6,7,8,9-tetrahydro-4 H-pyrido[ 1,2-a]pyrimidin-4-on

e 3-[2-(4-{(2,4-difluorfenyl)[(Z)-hydroxyimino|methyl}-piperidin-1-yl)ethyl]-2-
methyl-6,7,8,9-tetrahydro-4 H-pyrido[ 1,2-a]pyrimidin-4-on

e 3-{2-[4-(5-fluor-1,2-benzoxazol-3-yl)piperidin-1-yl]ethyl}-2-methyl-6,7,8,9-
tetrahydro-4H-pyrido[1,2-a]pyrimidin-4-on

*  (6RS)-3-{2-[4-(6-fluor-1,2-benzoxazol-3-yl)piperidin-1-yl]ethyl}-2,6-dimethyl-
6,7,8,9-tetrahydro-4H-pyrido-[ 1,2-a]pyrimidin-4-on

*  [2-(2-methyl-4-0x0-6,7,8,9-tetrahydro-4 H-pyrido[ 1,2-a]pyrimidin-3-yl)ethyl]-4-
(6-fluor-1,2-benzoxazol-3-yl)piperidin-1-karboxylat

s 3-{2-[4-(2,4-difluorbenzoyl)piperidin-1-yl]ethyl}-2-methyl-6,7,8,9-tetrahydro-
4H-pyrido[1,2-a]pyrimidin-4-on

s 3-[2-(4-{4-fluor-2-[4-(6-fluor-1,2-benzoxazol-3-yl)-piperidin-1-
yl]benzoyl} piperidin-1-yl)ethyl]-2-methyl-6,7,8,9-tetrahydro-4 H-pyrido[ 1,2-

alpyrimidin-4-on

s 3-{2-[4-({4-fluor-2-[4-(6-fluor-1,2-benzoxazol-3-yl)piperidin-1-yl]fenyl } [ (Z)-
hydroxyimino]methyl)piperidin-1-yl]ethyl}-2-methyl-6,7,8,9-tetrahydro-4 H-
pyrido[1,2-a]pyrimidin-4-on

*  3-{2-[4-(1,2-benzoxazol-3-yl)piperidin-1-yl]ethyl } -2-methyl-6,7,8,9-tetrahydro-
4H-pyrido[1,2-a]pyrimidin-4-on (defluorrisperidon)
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*  3-(2-chlorethyl)-2-methyl-6,7,8,9-tetrahydro-4 H-pyrido[ 1,2-a]pyrimidin-4-on
(piperidopyrimidinovy meziprodukt)

«  6-fluor-3-(piperidin-4-yl)-1,2-benzoxazol

3.3.2 Farmakologické vlastnosti

3.3.2.1 Farmakodynamické vlastnosti

Risperidon se fadi mezi atypickd antipsychotika pouzivana k 1é€bé schizofrenie.
Konkrétné mizeme risperidon zafadit mezi serotoninové a dopaminové antagonisty
(SDA - serotonine dopamine antagonists). Vykazuje afinitu k 5-HT, a D,-receptorim.

Blokuje také a;-adrenergni receptory. Ovliviiuje i negativni piiznaky schizofrenie. - ®

Mechanismus aéinku

Risperidon mé vysokou afinitu k serotoninergnim 5-HT, a dopaminergnim D,-
receptorim. Vaze se také na oy-adrenergni receptory, smens$i afinitou pak

: ., o . o (2,6
k histaminovym H,-receptortim a k adrenergnim oy-receptortim. *®

3.3.2.2 Farmakokinetické ucinky

Risperidon je po peroralni aplikaci pln€ absorbovan. U risperidonu se vyskytuje
znaéné¢ mnozstvi aktivnich metabolith. Cytochromem CYP2D6 je risperidon
metabolizovan na 9-hydroxy-risperidon. Dal§i cestou metabolizace je N—dealkylace.
Risperidon je vyluovdn zejména moci, méné pak stolici. Vyskyt né€kterych ucinkl
jako napiiklad mirné extrapyramidové ucinky, zvySeni prolaktinémie, pfitomnost

. r o v . . . o v ’ oy 2,6
ortostatické hypotenze a sedace se mize objevit u pacienti s vy$sim davkovanim. < ©

3.3.3 Klinické udaje

3.3.3.1 Indikace

Indikace risperidonu je relativné Siroka. Mize byt indikovan v 1écbé
schizofrenie, u stfedné¢ tézkych az tézkych manickych poruch pii bipolarni poruse,
ale také je indikovan v kratkodobé 1écbé agrese u pacientd s Alzheimerovou

chorobou. ¥
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3.3.3.2 Kontraindikace

Riseperidon je kontraindikovan jen vtom pfipadé, kdyz je pacient

hypersenzitivni na pomocné latky a u¢innou latku.

3.3.3.3 Interakce

Pii piedepisovani risperidonu jakoZzto atypického antipsychotika je nutné
vénovat pozornost 1é€civych latkam, které prodluzuji QT interval. Mezi takova 1éciva se
fadi antiarytmika (napf. chinidin, propafenon, amiodaron), tricyklickd a tetracyklicka
antidepresiva, jind antipsychotika, pfipravky zpasobujici poruchu elektrolytové
rovnovahy, bradykardii a v neposledni tadé¢ pfipravky inhibujici metabolismus
risperidonu v jatrech. Centralné ucinkujici latky v kombinaci s risperidonem je nutno
uzivat s opatrnosti. Hrozi zde riziko zvySené sedace. Induktory jaternich enzymi
CYP3A4 a P-glykoproteinu (napt. rifampicin, fenobarbital, fenytoin) mohou snizit
plazmatické koncentrace uc¢inné frakce risperidonu. Naopak inhibitory jaternich enzymut
CYP2D6 (napt. paroxetin a fluoxetin) mohou svym pusobenim zvysit plazmatickou

koncentraci risperidonu. ¥

3.3.3.4 NezZadouci ucinky

Pti dlouhodobém uZivani se objevuji nejCastéji nezddouci ucinky jako je
parkinsonismus, bolesti hlavy, nespavost, sedace nebo sniZena bdélost. Casto se také
objevuje hyperprolaktinémie, kterd miize vést az ke gynekomastii a menstrua¢nim
potizim. Déle se cCasto vyskytuje zvySeni télesné hmotnosti, dyskineze, zévrate,

Mewo 7 1 v r . . ve (2,1
hypertenze, bii$ni diskomfort, vyrazka, svalové spasmy a inkontinence moci. @13)
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3.4 Lamotrigin a jeho vlastnosti

3.4.1 Vzorec a chemické vlastnosti

HoN N NH

Obrdzek 5 Vzorec lamotriginu ™

Molekulova hmotnost (Mr): 256,09 g/mol

Sumarni vzorec: CoH7CI,N;5

Systematicky nazev: 6-(2,3-dichlorfenyl)-1,2,4-triazin-3,5-diamin
Obsahuje 99,0 % az 101,0 % lamotriginu, poc¢itano na vysuSenou latku.
Vlastnosti

Lamotrigin je bily nebo téméf bile zabarveny prasek, ktery je bez chuti a zépachu.

Ve vodé je velmi téZce rozpustny, v bezvodém ethanolu téZce rozpustny. )
ZKkousky totoznosti
. Infracervend absorp¢ni spektrofotometrie
ZKkousky na Cistotu
* Kapalinova chromatografie
* Ztrata suSenim

+ Siranovy popel
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Stanoveni obsahu

Lamotrigin se rozpusti v kyseliné octové bezvodé R a titruje se kyselinou chloristou

0,1 mol/l VS s potenciometrickou indikaci bodu ekvivalence.

Necistoty

3-amino-6-(2,3-dichlorfenyl)-1,2,4-triazin-5(4H)-on

*  (E)-[2-(diaminomethyliden)hydrazono](2,3-dichlorfenyl)acetonitril

*  (22)-[2-diaminomethyliden)hydrazono](2,3-dichlorfenyl)acetonitril

e 6-(2,3-dichlorfenyl)-1,2,4-triazin-3,5(2H,4H)-dion

* Kyselina 2,3-dichlorbenzoova

e N-[5-amino-6-(2,3-dichlorfenyl)-1,2,4-triazin-3-yl]-2,3-dichlorbenzamid

*  6-(2,4-dichlorfenyl)-1,2,4-triazin-3,5-diamin M

3.4.2 Farmakologické vlastnosti

3.4.2.1 Farmakodynamické vlastnosti

Lamotrigin patfi mezi latky pouzivané jako pfidatnd 1écba epilepsie
nebo monoterapie epilepsie. Epilepsie je definovana jako opakujici se zachvaty
pfechodné mozkové dysfunkce, kdy tento stav je podminén excesivnimi vyboji
mozkovych neurontl jak parcidlné, tak generalizovan€. Druhou indikaci lamotriginu je
prevence epizod poruch nélady u pacient s bipolarni poruchou. Klinickymi projevy
epilepsie jsou poruchy védomi, psychické ptiznaky, somatosenzorické ptiznaky,
vegetativni pfiznaky a abnormalni motoricka aktivita. Podstatou G¢inku lamotriginu je
stabilizace membran neuront. Lamotrigin se svou strukturou 1i§i od ostatnich 1é¢iv

s antiepileptickym uginkem. %'

Mechanismus uéinku

Lamotrigin blokuje napét'ové fizené sodikové kandly. Pravdépodobné vyrazngji
pusobi na presynaptické sodikové kandly glutamatergnich neuronti a tim snizuje
uvoliiovani kyseliny glutamové jakozto excitatniho neurotransmiteru. Lamotrigin

blokuje rychle opakované vyboje akénich potenciali na neuronech. %71
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3.4.2.2 Farmakokinetické vlastnosti

Po perordlnim podéni probiha absorpce lamotriginu rychle a beze zbytku
ve stiteveé. Metabolismus lamotriginu probiha ptes enzym UDP-glukuronyltransferazu.
Nelze vyloucit, ze metabolismus lamotriginu je v mensi mife zavisly na davce.

Glukuronidované metabolity se vylutuji do moge. '

3.4.3 Klinické udaje

3.4.3.1 Indikace

Lamotrigin se uplatiiuje v monoterapii i v kombinované farmakoterapii
epilepsie. Epilepsii je nutno 1éCit i desitky let. Nejcastéji je 1ékem volby pfi ¢astecnych

’ , roor : r (2,1
zachvatech a zachvatech se sekundérni generalizaci. ¢ '

3.4.3.2 Kontraindikace

U pacientd, ktefi trpi precitlivélosti na ucinnou latku nebo jinou slozku

piipravku, je lamotrigin kontraindikovan. !

3.4.3.3 Interakce

U samotného lamotriginu neni prokdzdna vyznamnd indukce ¢i inhibice
jaternich enzymil. Mezi Iékové interakce lamotriginu lze zafadit valproat,
ktery zde vystupuje jako inhibitor jaternich enzymi. Mezi 1é¢ivé latky, které vyznamné
indukuji jaterni enzymy lamotriginu patfi napf. fenytoin, fenobarbital, karbamazepin,
rifampicin. Tyto lé¢ivé latky urychluji metabolismus lamotriginu a pii kombinaci

antiepileptik je tfeba podavat vyssi davky. 1210

3.4.3.4 NezZadouci ucinky

Nejcastéji se vyskytujicimi nezddoucimi ucinky pii 1€cbé epilepsie jsou bolesti
hlavy, zavraté, nevolnosti, zvraceni, ale miize se také vyskytnout rozmazané vidéni
akozni vyrazka. Casto pacienti trpi prijmem, zvracenim, agresivitou, {navou,
podrazdénosti a ospalosti. Je tfeba zminit se idiosynkratické reakci. Jakmile jsou
spravn¢ dodrzovana titrani schémata a davky, vyhneme se tak zdvaznym koznim

reakcim, jako je napf. Stevens-Johnsontiv syndrom ¢&i toxické epidermélni nekrolyza. !

16)
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3.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie — High performance liquid
chromatography (HPLC) pfedstavuje jednu z nejprogresivnéji se vyvijejicich
analytickych metod. Je nejcastéji vyuzivana ve vSech oblastech farmaceutické analyzy,
at’ uz ve vyzkumu, vyvoji ¢i vyrob¢ 1éCiv, je pouzivana pii stanoveni Cistoty, obsahu
apfi stanoveni totoznosti. DalSimi oblastmi vyuziti je analyza ptirodnich 1éciv
v rostlinném materidlu, monitorovani léciv a jejich metabolitd v télnich tekutinach

¢1 stabilitni studie.

Mezi hlavni vyhody HPLC patii kvalitativni i kvantitativni hodnoceni
separovanych slozek smési, citlivost stanoveni, selektivita, univerzalnost, automatizace

a v neposledni fad& také rychlost a mala spotieba vzorku analytu. - '% 19

3.5.1 Princip vysokoucinné kapalinové chromatografie

HPLC je fyzikalné-chemickd metoda, kterd se vyuziva k rozdéleni smési latek.
Chromatografickd separace je zalozena na rozdilné afinit¢ analytG k pohyblivé
(mobilni) a nepohyblivé (staciondrni) fazi. Vzorek smési substanci je vstfikovan
do proudu pohyblivé faze a je jim unaSen ke staciondrni fazi pomoci vysokotlakého
Cerpadla. Stacionarni fazi pfedstavuje kolona naplnénd vhodnym sorbentem. SloZzky
smési mohou volné interagovat s obéma fazemi. Analyty, které slabé interaguji se
stacionarni fazi, jsou vymyty (eluovany) z kolony v krat$im case. JestliZze jsou slozky
smési na koloné¢ zadrZzovany siln¢j§imi interakcemi, nedochézi k tak rychlému vymyti
z kolony. K separaci dochazi tehdy, kdyZ se interakce slozek smési se stacionarni fazi
1181 a to vede k eluci v rtiznych €asovych intervalech. Po priichodu kolonou je analyt
detekovan a signal je pfeveden do podoby gausovskych kiivek - pikl, které se objevi

na chromatogramu. Plocha piku je zavisla na koncentraci analytu.
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Detector
HPLC Column Flow Cell

Inpection
Start

Base-line

— 0

Obrizek 6 Zaznam pikiy ®?

Separace a vymyvani jednotlivych sloZzek smési je ovlivnéna jak charakterem
mobilni faze, tak charakterem stacionarni faze. Jestlize se pii eluci pouzije mobilni faze
o konstantnim sloZeni, jedna se o isokratickou eluci. Naopak pfi gradientové eluci se
sloZzeni mobilni faze programoveé méni. Isokratickou eluci lze pouzit pfi separaci latek,
které maji podobné fyzikdlné-chemické vlastnosti. Gradientovou eluci uplatnime

pii separaci slozek s vyrazné odlisnymi fyzikalng-chemickymi vlastnostmi, ! 1% 19-20-21-

23)

Tok ilni f2
NistFik ok mobilni fize

200+ / Detekee
B

Odezva detektoru

Retenéni &as (min)

Obrizek 7 Princip separace "”
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3.5.2 Instrumentace kapalinového chromatografu

isample i ]
2 Injector Detector :
pump
HPLC column

Data aquisition

HPLC
solvent

waste

Obrazek 8 Zakladni schéma HPLC ™

Vysvetlivky: HPLC solvent — zasobnik mobilni faze, HPLC pump — vysokotlaké
cerpadlo, Injector — davkovac vzorku, sample — vzorek, HPLC column —
chromatograficka kolona, Detector — detekcni zarizeni, waste — odpad, Data aquisition

— datovda stanice (pocitac)

Na obrazku ¢. 8 je schematicky znazornéna instrumentace systému HPLC.
Ptistrojové vybaveni chromatografu se skldda ze zasobniku mobilni faze (HPLC
solvent) a ¢erpadla (HPLC pump), které pomoci vysokého tlaku distribuuje mobilni fazi
ptes kolonu do detektoru. Pfedtim, nez mobilni fdze vstoupi do chromatografického
systému, se provadi odplynéni mobilni faze pomoci odplynovace (Degasser).
V zasobnicich mobilni faze je umistén specidlni filtr z kovu nebo teflonu a slouZzi
k zachyceni tuhych &astic pred vstupem do systému. Nedilnou soucasti systému je
automaticky davkovacg, resp. autosampler (Injector), ktery je spojen se zasobnikem
vzorkll (samples), ve kterém jsou umistény mikronddobky (vialky). Vialky se vzorky
jsou uzavieny septem z pryZe nebo polypropylenovou zatkou. Funkci autosampleru je
nadavkovat a nastfikovat vzorky o objemu 1 — 100 ul do proudu mobilni faze, ktery je
veden do chromatografické kolony (HPLC column). V chromatografick¢ koloné
dochazi k separaci analyzované smeési na jednotlivé slozky. Ty jsou poté unéaseny
mobilni fazi do detektoru (Detector). Detektor zaznamendva rozdil v signalu
mezi prichodem cisté mobilni fdze a mobilni fdze s obsahem eluované slozky. Tento
rozdil je pfevadén na elektricky signal. Ziskanad data jsou pak pfendSena do pocitace
(Data aquisition). Funkci pocitace je pfedevsim sbér a zpracovani signalii z detektoru,

interpretace vyslednych dat a nepochybné fizeni chodu chromatografu. %20 21222324
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3.5.3 Zpisoby separace

Mezi zékladni separacni mody HPLC patii systémy na normdlnich fazich (NP-
HPLC), systémy sreverznimi fazemi (RP-HPLC), molekulovd vylucovaci
chromatografie (SEC), iontové vyménna chromatografie (IEC). DalSimi zpusoby jsou
hydrofilni interak¢éni chromatografie (HILIC) a chiralni chromatografie. Jednotlivé
separacni mody se rozliSuji dle molekularnich interakci. Lze rozpoznat tfi zékladni typy
molekularnich interakei — polarni, iontové a disperzni. Polarni sily dominuji u NP-
HPLC (tvorba vodikovych vazeb, interakce dip6l-dipdl), disperzni sily u RP-HPLC
a iontovée sily se uplatiiuji v IEC. U ¢tvrtého zékladniho médu separace se neuplatiiuji

molekularni interakee, ale molekuly se separuji podle velikosti. * 2%

3.5.3.1 Normadlni faze

Pro separaci latek jsou pouzivany stacionarni faze polarni povahy a mobilni faze
sniz§i polaritou. Stacionarni faze je nejcastéji tvofena Cistym poréznim oxidem
kiemicitym (SiO,;) nebo oxidem hlinitym (Al,O3). Povrch muize byt chemicky
modifikovan navazanim poldrnich funkénich skupin (napt. diol, amino, kyano). Mobilni
faze ptfedstavuji nevodné smési organickych nepolarnich rozpoustédel (napf. hexan,
heptan, dichlormethan). U NP-HPLC pfedstavuji mechanismus retence polarni
interakce. Zadrzeni analytd na téchto povrSich je zavislé na zménach slozeni mobilni
faze. Jestlize se bude polarita analytu zvySovat, zadrZzovani na kolon€ bude stoupat.
K rychlejSimu vymyvéni analytl z kolony bude dochazet se zvySujici se polaritou
mobilni faze. Tento separacni typ se uplatiiuje pii analyze polarnich analyti, latek se

sklonem k hydrolyze, izomert, lipidi, sacharidii a latek s lipofilni povahou. %2%

3.5.3.2 Reverzni faze

Stacionarni faze pro uspofddani vtomto moédu mé nepolarni charakter.
Nejcastéji je tvofena dlouhymi uhlikatymi fetézci obsahujici zpravidla 18, ptipadné 8
uhlikovych atomt, které jsou navazané na povrchu nosice. Nosi¢em mtize byt silikagel,
hybridni sorbent nebo jiné oxidy kovii. Mobilni faze je polarni a jedna se obvykle
o sm¢s vodné slozky (vody, zfedéné vodné roztoky kyselin ¢i bazi, pufry) s polarnimi
organickymi rozpoustédly (napf. alkoholy a acetonitril). Zastupci téchto rozpoustédel,
tedy metanol a acetonitril, maji malou absorbanci pii nizkych vlnovych délkach,

s vyhodou pouzivame pii UV detekci. Pro mobilni fazi je dilezité, aby byly vSechny
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slozky této faze spolu misitelné. U reverznich fazi je mechanismus retence definovan
pomoci disperznich sil (hydrofobni nebo van der Waalsovy interakce). Analyty,
které jsou méné polarni, jsou déle zadrzovany na stacionarnich fazich. Zmény
ve sloZzeni obou fazi maji vliv na selektivitu, umoziuji tak separaci Sirokého spektra
latek. Tento typ separace je mozné pouzit jak pro smési malych molekul,

vvvvv

na reverznich fazich stale predstavuje jednu z nejpouzivangjsich separaénich technik. !®
19, 20, 25)

3.5.3.3 Molekulova vylucovaci chromatografie (SEC)

V tomto separacnim modu je proces déleni molekul zalozen na rozdélovani
molekul podle jejich velikosti (resp. podle jejich hydrodynamického poloméru)
v kolon¢. Kolona je naplnénd polymernim gelem s pory, proto se také nazyva gelova
permeacni chromatografie (GPC — gel permeation chromatography, SEC — size
exclusion chromatography). Nedochdzi zde k zadnym dal§im interakcim analytu
na rozdil od ostatnich typl separace. Hydrodynamicky polomér je hlavnim faktorem
toho, jak moc bude analyt zadrzovan stacionarni fazi. Cim je hydrodynamicky polomér
vysSi, tim je retence krat$i. Velké molekuly nevstupuji do port gelu, protoZe jsou
stericky omezeny. Naproti tomu malé¢ molekuly 1épe pronikaji do pért gelu a jejich

retence bude delsi. Malé molekuly jsou eluovany pozdéji, vétsi molekuly diive.

LeR AL |
e 82

ap

Obrizek 9 Princip separace molekulové vyluéovaci separace *”

Na retenci analytd ma zasadni vliv druh pouzitého polymeru, rozméry a tvar,
mnozstvi a relativni objem. Gely, které se pouzivaji v tomto typu separace, jsou
rozdéleny na organické gely (xerogely) a anorganické gely (aerogely). U vSech geld se

udavad parametr tzv. vyluCovaci mez, kterd omezuje pouzitelnost urcitého gelu
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podle velikosti jeho port. Vylucovaci mez predstavuje nejmensi relativni molekulovou

hmotnost molekul, které jiz nemohou do p6rt proniknout a nedochazi k separaci.

Nejcastéji pouzivanymi gely tvoricimi vlastni stacionarni fazi jsou gely na bazi
akrylamidt, methakrylatii, dextranové gely, agarosové gely, stacionarni faze na bazi

silikagelu nebo kopolymery styrenu a divinylbenzenu.

Nevyhodou gelové chromatografie je nizka selektivita separace, Cas analyzy je
dlouhy, separace je méné ucinna a objemova a hmotnosti kapacita je mald. Gelova
chromatografie naléza vyuziti ve stanoveni molekulové hmotnosti ¢i distribuci velikosti

molekul polymerd. (18,20,26)

3.5.3.4 Iontové vyménnda chromatografie

Iontové vyménna chromatografie (IEC — ion exchange chromatography) se
nazyvd také chromatografie na iontoméniCich. Mechanismus retence je zalozen
na silnych elektrostatickych interakcich mezi ionizovanymi funkénimi skupinami
ménice - ionex (stacionarni faze) a ionty opa¢né nabitymi, které se nachazeji v okolnim
roztoku (mobilni faze). Pocet a velikost ndboje analytu a funkéni skupiny ndm vypovida
o tom, jak silnd bude interakce. Stacionarni faze obsahujici molekulu s kyselou funkéni
skupinou (napt. karboxylova, sulfo) je nazyvana katexem a vykazuje zaporny néaboj.
Nani se pak zadrZuji analyty s opa¢nym nabojem — kationty analytl. V pfipadé anexu
je pfitomna ve stacionarni fazi aminoskupina, obsahuje kladny néboj a jsou zde

zachytavany anionty analytu. Vyménu iontl ukazuje rovnice:
A-E+Bt-B-E+A"

Rovnovéaznou konstantu vyjadiujici slozeni reakéni smési po dosazeni

rovnovahy ukazuje rovnice:

[A*][BE]

K =B

Cim vyssi je rovnovazna konstanta (pfedpokladame, ze je vEtsi nez 1), tim je

vét§i schopnost kationtu B” nahradit A" na povrchu stacionarni faze.

V iontovyménné chromatografii zévisi retence a selektivita analytu na pH

a iontové sile mobilni faze.
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Lze popsat tii strukturné riizné typy iontomenici:

e Mikropartikularni s organickou matrici (= ionexové pryskytice)
e Povrchové porézni s vrstvou ménice na porovitém nosici

e Chemicky vdzané iontoménice na silikagelu

Tento typ chromatografické separace se pouziva pro separaci aniontli a kationt
ve vodach, separaci peptidi, nukleovych kyselin a v neposledni tad¢ k separaci

, : - (18,20,21,23,25
karboxylovych kyselin ve ving, (! 20-21-23:2%)

3.5.3.5 Hydprofilni interakcCni chromatografie (HILIC)

Jedna se o alternativu k chromatografii s normalnimi fazemi. HILIC — hydrofilni
interakéni chromatografie nebo také chromatografie s hydrofilnimi interakcemi je
chromatografie, kde analyty interaguji s hydrofilni stacionarni fazi. Stacionarni faze
pouzivané v HILIC chromatografii se dé€li na neutralni, nabité a zwitterionty. Neutralni
stacionarni faze nevyuzivaji zadné elektrostatické interakce (diol, cyklodextrin, amid).
Naproti tomu nabité faze vyuzivaji silné elektrické interakce (silikagel, aminopropyl
silikagel) a zwitterionty jen slabé elektrostatické interakce (sulfobetain).
Mezi nejpouzivanéj§i stacionarni faze patii silikagelové faze a také silikagel
modifikovand aminopropylovou funkéni skupinou. Pro retenci a separaci latek
s bazickym charakterem je vhodnéjsi stacionarni faze, ktera je modifikovana amidovou
nebo sulfobetainovou skupinou. Naopak pro latky kyselého charakteru jsou lépe
zadrZzovany na stacionarni fazi modifikovanou propylaminoskupinou. Mobilni faze
v HILIC je slozena z vétSi ¢asti organickou slozkou (nejCastéji acetonitril) a z 5-40%
vodnym roztokem pufru. Eluce polarnich analytl je pak umoznéna zvySovani obsahu
vodné slozky a zvySuje se tak polarita mobilni faze. Za mechanismus retence a separace
se povazuje vytvoreni tenké vodné vrstvy na stacionarni fazi, do které se rozptyluji
analyty rozpusténé v mobilni fazi. Mechanismus retence je komplexni a zahrnuje
rozdélovani analytu mezi mikrovrstvu vody na povrchu staciondrni faze a mobilni fazi,
dale hydrofobni a iontové interakce. Retence stoupd se zvySujici se polaritou staciondrni

faze nebo analytu.
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Obrazek 10 Difuzni vrstva vody na povrchu HILIC staciondrni faze @7

HILIC chromatografie se casto uplatiuje v analyze polarnich latek
nebo ionogennich latek uz kvili vyhodam, které zahrnuji napt. dobrou retenci polarnich
latek, moznost pfimého nastfiku extrakti ziskanych z RP extrakce na tuhou fazi,
moznost pouzit vysSich pritokli mobilni faze aj. Tento typ seprace se snadno uplatiiuje
jak ve farmaceutickych, tak i bioanalytickych aplikacich. Diky této metod¢ Ize vyfesit
problémy vznikajici pfi vyvoji analytické metody, jako napf. matricové efekty,

nedostatecnou selektivitu metody ¢i sou€asnou analyzu polarnich a nepolarnich latek.
(20, 25,27)

3.5.3.6 Chirdlni chromatografie

Chiralni chromatografie ptfedstavuje vyznamny typ separace ve farmaceutické
analyze. Stereoizomery jsou molekuly se shodnym sumérnich a konstitu¢nim vzorcem,
ale 1i8i se uspotadanim obvykle na jednom nebo vice chirdlnich centrech. U nékterych
1é¢iv je ucinek zprostiedkovan pouze jednou stereoizomerni formou. Druha forma muize
byt neaktivni nebo miize vykazovat nezddouci ucinky. Proto je nutné tyto stereoizomery
separovat a kvalitativn€ 1 kvantitativné vyhodnotit vSechny izomerni formy. Separace
enantiomert je slozitd vzhledem ke stejnym fyzikalné-chemickym vlastnostem.
Pro realizaci chirdlni chromatografie je tfeba mit k dispozici chirdlni selektor. Rozlisuji

se dva druhy chiralni separace:

e Piima separace — enantiomery jsou rozliSeny opticky aktivnim cinidlem
a vzniknou tak diastereoizomery, které uz miizeme separovat, nebot’ maji rizné

fyzikalné-chemické vlastnosti
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e Nepfimé separace — v chromatografickém systému vznikne chirdlni prostredi
bud’ charakterem stacionarni faze, nebo mobilni faze. V ptipad¢ stacionarni faze
je jej povrch modifikovan opticky aktivni latkou (napf. cyklodextrinem,
polysacharidy, proteiny). U mobilni faze se uplatiiuje ptidavek opticky aktivniho
¢inidla do této faze. Separaci pak miizeme dosdhnout na achiralni stacionarni

fazi.
Podle piivodu chirdlnich selektorii rozliSujeme jejich nésledujici skupiny:

e Piirodni: cyklodextriny, polysacharidy, proteiny, makrocyklickd antibiotika —
ptirodni selektory maji nizsi selektivitu

e Semisyntetické: derivatizované cyklodextriny, modifikace makrocyklickych
antibiotik

e Syntetické: chiralni polyethery, methakrylatové polymery

Oproti pfirodnim chirdlnim selektorim vykazuji syntetické a semisyntetické

chirélni selektory vyssi selektivitu a maji proto vetsi vyuziti.

Mechanismus chirdlni separace je zaloZzen na molekuldrnich interakcich
mezi analyzovanou latkou a chirdlni staciondrni fazi. Mezi tyto typy molekuldrnich
interakci lze zatadit vodikovou vazbu, interakci dipo6l-dipdl, stérické efekty aj.
Uplatnéni nachazi chiradlni chromatografie zejména tam, kde se optické izomery latek

1181 biologickym ¢i farmakologickym ucinkem. (20,25)

3.5.4 Stacionarni faze

Zakladni soucasti HPLC systému jsou kolony. Kolona je naplnéna staciondrni
fazi (= nepohyblivou slozkou) a dochéazi zde ke kontaktu staciondrni a mobilni faze
atedy k separatnimu procesu. Plast kolony je tvofen nejCastéji ocelovou trubici
s vysoce antikorozivnimi vlastnostmi. Materidlem pro tento plast muze byt i plast.
Délka ocelové trubice se pohybuje od 10 mm do 300 mm s vnitinim primérem 2,1 az
S mm. Staciondrni faze je tvofena pevnou latkou nebo vrstvou kapaliny, kterd je
nanesena na pevné latce. Velikost Castic téchto néaplni se pohybuje od 1 do 10 pum.
Kolony miizeme rozdélit z hlediska jejich polarity na polérni, nepoldrni ¢i obojetné

(= amfoterni, zwitterionty). Dale se miizou kolony délit do skupin podle jejich
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chromatografického médu na NP-HPLC, RP-HPLC, SEC, IEC, HILIC ¢i chirélni.

Existuje vSak u€innéjsi rozdéleni stacionarnich fazi podle chemického slozeni na:

e Chemicky vazané faze na bazi silikagelu

e Anorganické oxidy (silikagel, oxid hlinity, zirkonicity, titani¢ity)
e Polymerni

e Hybridni

e Stacionarni fdze na bazi grafitového uhliku

Na stacionarni faze jsou kladeny pozadavky ohledné chemické a teplotni
stability a reakce s mobilni fazi, ke které by nemélo dochazet a ani by se v ni neméla
rozpoustét. Pouzitim nevhodné mobilni faze nebo vysokou teplotou miize dochazet
k vymyvéni staciondrni faze. Tento jev je nezddouci a muze projevit jako sniZzeni

citlivosti detekce, zména vlastnosti stacionarni faze (napt. selektivita).

Pro analyzu jsou dulezité specifické vlastnosti Castic stacionarni faze. Tyto
vlastnosti jsou charakterizovany podle priméru velikosti d, [um] a distribuce velikosti
castic (disperzita d,™*/d,™™), tvar Castic (nepravidelné a pravidelné), mémy (specificky)
povrch (surface area) [m*/g], ktery se pohybuje obvykle mezi 50 — 500 m*/g. Dale sem
patii mémy objem pord (pore volume) [cm’/g], relativni objem port [obj. %]

o v 1 . s s . 18,20, 21,2
a primeérnd hodnota velikosti porti (pore size) [nm]. (18, 20, 21,25)

3.5.4.1 Silikagel

Pro vyrobu staciondrnich fazi je nejvice uZivanym polarnim anorganickym
sorbentem silikagel. Vhodné vlastnosti jej ¢ini témét idedlnim nosicem. Diky jeho velké
mechanické odolnosti je pouzivan pii vysokych tlacich, které se uplatnuji v HPLC.
S vyhodou jej lze pouzit v pfitomnosti organickych rozpoustédel, nebot’ se s nimi
nesrazi, ani nebobtnd. Dal§imi vyhodnymi parametry je napt. velky specificky povrch,
¢etné moznosti modifikace povrchu, Siroké spektrum volby parametrii kolony (velikost
Castic, primér a plocha porG a v neposledni fadé¢ velké mnozstvi vyrobcl na trhu
a jejich komeréni vyuziti. (%2023 )

Silikagel s pom&mné velkym specifickym povrchem (od 5 do 500 m%/g) je
ptipravovan pro ucely HPLC. Nejen velky specificky povrch, ale i velky objem port
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(0,7 ml/g) a stfedni primér port (8-15 nm) jsou pro HPLC charakteristické. Plati,

ze s rostoucim prumérem port klesa specificky povrch absorbentu a retence analytt.

Hydroxylové skupiny, resp. silanolové skupiny, na povrchu silikagelu tvoii
aktivni centra. Silanolové skupiny jsou nerovnomérné rozmistény na povrchu silikagelu
a vykazuji odliSnou kyselost a zaroven charakterizuji polaritu povrchu silikagelu.
Silanolové skupiny na povrchu silikagelu lze délit na vicindlni, izolované, geminalni

nebo pii vhodné poloze jsou sousedni skupiny vazany vodikovymi vazbami.

1

OH OH OH 2 - 3 OH
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Obrazek 11 Typy silanolovych skupin na povrchu silikagelu @8

Vysvetlivky: 1 — vicinalni silanolové skupiny; 2 — gemindlni silanolové skupiny, 3 —

siloxanové skupiny; 4 — asociované silanolové skupiny; 5 — izolovana silanolova
(28

skupina @Y

Silanolové skupiny ovliviuji chromatografické chovani silikagelu a diky nim ma
tento povrch slabé kysely charakter a vykazuje vlastnosti iontomeénice. K vyméné iontl
dochdzi v mobilnich fazich s obsahem pufru. Tento d¢j zavisi na pH mobilni faze.
Silikagel na svém povrchu vice zadrzuje bazické latky oproti latkdm kyselym
aneutrdlnim. U bazickych latek se muize vyskytnout nezddouci chvostovani piki.
Ptidavkem slabé organické baze (napt. aminového typu — triethylamin) do mobilni faze
zabranime tomuto problému. OvSem je nutné sledovat, aby pH mobilni faze neptesahlo
hodnotu 8, protoze pak mize dochazet k rozpousténi silikagelu a ke snizeni separacni

Geinnosti, 1%-20:23:29
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Vyroba silikagelu se mize tidit podle dvou postupti. Prvni z nich pfedstavuje sil-
gel, kdy piiprava probihd gelaci roztok kfemicitani. Takto pfipraveny silikagel se
vyznacuje vyssi porovitosti s nepravidelnym tvarem poért. Pii ptipraveé sol-gel dochazi
ke shlukovani c¢astic solu oxidu kifemicitého pii pyrolyze organokiemicitych latek.
Pfipravené castice maji mensi porovitost s pravideln€jSim uspotadanim. Zpravidla
vykazuji vys$si mechanickou stabilitu a pomaleji se rozpoustéji v alkalickém prostiedi.
Rozlisujeme tii typy silikagelu podle jejich technologie vyroby. Silikagel typu A
pfedstavuje Castice pripravené postupem sol-gel. Silikagel typu B obsahuje velmi malé
mnozstvi kovi a pfipravuje se srazenim oxidu kemicitého ve vzduchu. Vykazuje mensi
stabilitu oproti silikagelu typu A, avSak cilem vyroby je piiprava co nejCistsiho
silikagelu. Ziskame tak homogenni materidl se zlepSenim tvaru chromatografickych
pikli, rozliSenim a separacni uCinnosti. Tteti generaci je silikagel typu C neboli
hydrosilovany silikagel. Z jeho povrchu se odstrani az 95 % silanolovych skupin
(probihd zameéna za nepolarni skupiny Si-H). Silikagel typu C vykazuje mensi polaritu
povrchu, vyssi teplotni stabilitu, stabilitu v Sirokém rozsahu pH , vysokou mechanickou

odolnosti, ale ma extrémné nizkou aktivitu silanolovych skupin. %

3.5.4.2 Staciondrni faze na bazi kovovych oxidit

Vzhledem k nedostate¢né chemické odolnosti silikagelu pii pH vys$Sim nez 7 se
zaCaly pouZzivat kovové oxidy. Stacionarni faze na béazi kovovych oxidd fadime
mezi polarni anorganické sorbenty. V HPLC se uplatiiuji tfi typy kovovych oxidi: oxid
zirkonicity, oxid hlinity a méné oxid titanicity. Uvedené oxidy kovi vykazuji vysokou
stabilitu pii vysokych teplotich 1 v siln¢ alkalickém prostiedi, z ¢ehoz plyne delsi
zivotnost analytickych kolon a lepsi flexibilita pfi vyvoji novych metod. Zminéné oxidy
maji amfoterni charakter a v zavislosti na pH mobilni fize mlZou vystupovat

. W L2 . o . o 2 2
jako ménice aniontii nebo kationti. %%

Oxid hlinity

Oxid hlinity pfedstavuje  krystalicky polarni anorganicky sorbent.
Jeho hydroxylové skupiny se aktivuji zahiivanim na 200 °C. Oxid hlinity ztraci
pii zahtivani nad 900 °C aktivitu. U komer¢né dodavaného sorbentu pro HPLC se oxid
hlinity aktivuje pii teplot¢ mezi 500 az 800 °C a pfevazuje pak struktura y-oxidu
hlinitého (spinelova struktura). Na povrchu oxidu hlinit¢ho se kromé hydroxylovych

skupin objevuji také centra s elektron-akceptorovymi vlastnostmi. Tato centra pak
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mohou interagovat s elektronové bohatymi molekulami (Lewisovy baze). Oxid hlinity
vyhodnéji  pouzijeme k separaci latek srozdilnym rozlozenim elektronii
(napft. polykondezované aromaty s m-elektronovym systémem), k separaci nasycenych
anenasycenych alifatickych uhlovodiki nebo polyaromatickych uhlovodikt.
Oproti silikagelu je oxid hlinity pouzivin méné, protoze na jeho povrchu dochazi
ke katalytickému Stépeni a naslednému rozkladu chromatografickych latek. Oxid hlinity

jako stacionarni faze v HPLC se v soucasnosti pouziva ziidkakdy. ¢

Oxid zirkonicity

Stacionarni fazi s oxidem zirkonicitym lze pfipravit ve form& monodisperznich
poréznich kulovych ¢astic. Pfipravena kolona se miiZze rovnat se silikagelovou kolonou
v jeji u€innosti. Vyhodou oxidu zirkoni€itého je tepelna (aZ do 200 °C) a chemicka
stabilita v celém rozsahu pH a pfi vysokych tlacich. Kolony s oxidem zirkoni¢itym
mohou byt pouzity za extrémnich podminek a maji prodlouzenou zivotnost. Oxid
zirkoni¢ity vykazuje amfoterni charakter. V zdvislosti na pH prostfedi se pak chova
jako aniont ¢i kationt. Na svém povrchu méa hydroxylové skupiny podobné
jako silikagel. Navic jsou zde pfitomna adsorpéni centra s charakterem Lewisovych
kyselin. Do mobilni faze je nutné ptidavat pufr za ucelem kompenzace silnych interakci
téchto center s hydroxylovymi, karboxylovymi ¢i fosfatovymi skupinami v molekule
analyzované latky. Vlastnosti analytu, pH, typ pufru, celkova inotova sila a koncentrace
organického modifikatoru rozhoduji o typu interakci. Typ interakci pak rozhoduje
otom, vjakém chromatografickém modu lze oxid zirkoni¢ity pouzit. V systému
s normalnimi fazemi lze pouzit nemodifikovany oxid zirkonicity, ale ¢astéji tento oxid
pouziva v reverznim uspofddani nebo v HILIC. Pro modifikaci povrchu oxidu
zirkonicit¢ho se pouzivd tenka vrstva polystyrenu, polybutadienu nebo pyrolyticky

vylougeného uhliku, ktery maze byt dale modifikovan ligandem Cig. %

37



HO
o C‘)H HO, OHQ HZO OH \ OH

""" IR \o/ NN \o/z \o/

Bronsted Acid: ZrOH+ OH 710 +H.0
.‘_
H*
|
Bronsted Acid: ZI"IO\ZI +HT 7r O\ZI
Lewis Acid:

Zr(OHz) + OOC-R —=  ZrOOC-R+ H;0

—

Obrazek 12 Znazornéni povrchu oxidu zirkonicitého a mechanismii chemickych
(30)
reakci.

3.5.4.3 Hybridni stacionarni faze

Zaklad sorbentu hybridni stacionarni faze tvoii kombinace anorganického
silikagelu s organickym organosilanem, ktery zde pfedstavuje polymer s chemickou
ateplotni stabilitou. Pfi vyvoji téchto stacionarnich fazi bylo snahou vyuzit vSechny
vyhodné vlastnosti porézniho oxidu kiemicitého (vysoka ucinnost, mechanicka
odolnost), ale pfedevSim eliminovat jeho nedostatky (rozpustnost pfi vysokém pH).
Dale je omezeno chvostovani bazickych latek na hybridnich sorbentech, protoze je
na povrchu castic pfitomna pouze tietina silanolovSICh skupin ve srovnani s tradi¢nimi
jsou vysoce stabilni a 1ze je pouzit v rozmezi pH od 1 — 12. Jako prvni se dostala na trh
hybridni stacionarni fadze X-Terra od firmy Waters. Reakci tetraethoxysilanu

a methyltriethoxysilanu byla pfipravena hybridni stacionarni faze.

2$i{OR), + CH,Si(OR);

Surface CH, OH OH CH, OH OH CH
! | | ! | | | |
\o/si"-- o/sli\ 0 /S‘i\ 0 —5i~ o) /S‘\"-u o/Sli‘-. O/Si\\ O/SiH fo} ~Si~ o~
| | | |
o} o} o] o] o] (o] o] (o] o]

j OH OH

Obrazek 13 Struktura Castic hybridniho sorbentu 1. Generace X-Terra asy

Nasledovala ptiprava dalSich generaci hybridnich sorbenti, napt. X-Bridge,
BEH (Bridge ethyl hybrid). Reakci tetraethoxysilanu s bis(triethoxysilyl)ethanem
vzniknou uvedené faze. Podafilo se tak ziskat stacionarni faze s vysSi chemickou

odolnosti, Gi¢innosti a mechanickou stabilitou oproti sorbentu X-Terra. % 20-25-28)
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Obrazek 14 Znazornéni syntézy hybridnich Castic 2. Generace BEH Gl

3.5.4.4 Polymerni staciondrni faze

Polymerni stacionarni faze jsou charakteristické svou chemickou stabilitou
v celém rozsahu pH a pifi vysokych teplotdch. Pfi pouZziti nékterych organickych
rozpoustédel hrozi riziko vzniku objemové zmény polymeru a niz8i G¢innost separace.
Miize dojit ke srdZzeni Ci bobtnani téchto fazi pii vysokém obsahu organického
rozpou$tédla v mobilni fazi. Polymerni stacionarni faze maji své pouZiti omezeno
maximalnim pracovnim tlakem na koloné, ktery ¢ini 20 MPa. V soucasné dob¢ jsou
polymerni faze tvofeny siti mikrosfér vytvarejici porézni strukturu. Pro vyrobu téchto
fazi se vyuziva zesitovany polystyren, substituované methakrylaty ¢i polyvinlyalkoholy

s moznosti modifikace povrchu. %>

V praxi se nejcastéji pouziva polymerni staciondrni faze s kopolymerem
polystyrenu a divinylbenzenu (PS-DVB). Retence je oproti chemicky vazané C18 vyssi
diky specifickym interakcim analytu s m-elektrony stacionarni faze. Tato faze je stabilni
v celém rozsahu pH, pokud neni PS-DVB vazan na silikagel. Zminéna faze naléza

vyuziti v analyze proteini, glykoproteini a peptidi. (18, 20)

Stacionarni faze s anorganickym substratem (napf. oxid hlinity ¢i zirkonicity,
silikagel) mohou byt pokryty polymerem. Navazani nebo adsorpce polymeru se déje
pomoci katalyzy y-zatenim nebo zvySenou teplotou. Vyhodou takto vzniklého materidlu

je mechanickd odolnost (zajiStuje anorganicky zéklad), chemické stabilita a vySsi
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selektivita diky odolnému polymeru. Anorganicky nosi¢ lze pokryt polysiloxany

& polyethery.'®2%

3.5.4.5 Kolona Kinetex EVO C18

Kolonu pod firemnim nazvem Kinetex EVO CI18 jsem pouzila pfi své praci.
Tato kolona pouziva spojeni Core-Shell technologie s hybridni Twin technologii.
Kolona je vyrabéna kombinaci anorganického silikagelu a organického organosilanu.
Dochézi tak knahrazeni dostupnych silanolovych skupin trimethylsilyllovymi
skupinami. Je zesiténa ethanem. Pfi vyrobnim procesu je na povrch silikagelu nanesen
slab& pozitivni naboj, proto umoznuje sniZeni interakci s bazemi (tedy s kladné nabitymi
analyty) a dochazi ke zlepseni tvaru pikii. Zesiténi ethanem zajist'uje stabilitu v pH 1 —
12, nedochazi tak k rozpusténi povrchu v silné alkalickém prostfedi, jako je tomu
u samostatného silikagelu. Zachovava si mechanickou pevnost castic Core-Shell
technologie. Déle lze zvysit citlivost, rozliSeni a umoziuje snizit dobu analyzy. Jeji

vyhodou také je, Ze je stabilni ve 100% vodnych fazich. ¢7*®

Obrazek 15 Znazornéni EVO é&astic ©?

3.5.5 Systémy detekce

V HPLC systému piedstavuji detektory dulezity c¢lanek. Nachézeji se
za chromatografickou kolonou a jejich tkolem je zaznamenavat rozdil v signalu
mezi pruchodem ¢isté mobilni faze a mobilni faze, ktera obsahuje analyt. Tento rozdil je

pfeveden na elektricky signal a je tedy umérny koncentraci analytd v mobilni fazi.
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Detektory lze rozdélit na hmotnostni a koncentracni. Koncentra¢ni detektory se
v soucasné dob¢ pouzivaji nejvice. DEli se na selektivni a univerzalni. Selektivni
detektory jsou prizptisobeny tak, aby zaznamendvali vlastnosti analytu. Univerzalni
detektory zaznamenavaji navic i1 vlastnosti mobilni faze. Mezi pozadavky idealniho

detektoru patii:

e Schopnost detekovat vSechny piitomné analyty (univerzalnost)
(Siroky linearni dynamicky rozsah)

e Predvidatelna odezva, vysoka citlivost bez zavislosti na pratoku, teploté
a slozeni mobilni faze (gradientova eluce)

e Co nejmensi piispévek k mimokolonovému rozmyvani elu¢nich zoén

e Spolehlivost a snadnost pouziti

e Kovalitni informace pro detekované piky

Vsechny tyto uvedené vlastnosti zadny detektor nema. Nékteré HPLC detektory
se k témto vlastnostem pfiblizuji. Vyuziti téchto detektori v praxi neni stejnomérné

a odviji se od citlivosti, principu detektoru a od vyse uvedenych vlastnosti. (% 2% 32

3.5.5.1 Spektrofotometrické detektory

Spektrofotometricka detekce je zaloZena na schopnosti latek absorbovat zatreni
v UV a viditelné oblasti. Jedna se ptfedevsim o oblast vinovych délek od 190 do 800 nm.
Pro vétSinu latek obsahujicich v molekule chromofor poskytuji tyto detektory citlivou
arobustni odezvu. Pro vyhodnoceni je pii kvantitativni analyze vyuZivan Lambert-

Beeruv zakon.

Jako zdroj zafeni pro UV oblast (200-400 nm) slouzi deuteriova lampa.
Pro viditelnou oblast se vyuziva wolframova lampa. Pomoci monochromatoru pak
ziskdme monochromatické zafeni vhodné vlnové délky. Spektrofotometrické detektory

délime podle jejich konstrukéniho uspofadani na Ctyfi typy:

1. Detektory s ménitelnou vinovou délkou, které maji pfedem dané vinové délky,
ale jedna se o nejéastéji vyuzivany typ detektoru.
2. Detektory s fixni vinovou délkou. Umoznuji detekci pti vinové délce 253,7 nm.

V soucasné dob¢ se z HPLC analyzy vytraceji.
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3. Detektory s programovatelnou vinovou délkou. VInovou délku lze nastavovat
v rozmezi od 190 do 700 nm. VInovou délku lze ménit béhem analyzy a ziskame
tak maximalni citlivost a mtzeme detekovat jednotlivé piky pifi raznych
vlnovych délkach.

4. Detektory s diodovym polem (DAD — diode array detectors, PDA — photodiode-
v prib¢hu analyzy snimaji celé¢ spektrum v nastaveném rozmezi a bez pieruseni
chromatografické separace. Pomoci tohoto detektoru lze vybrat vhodnou
vlnovou délku pro detekci kazdého analytu zvlast a ziskat jejich UV spektrum.
Ze zdroje zafeni (napt. deuteriovd vybojka) po pruchodu stérbinou, ¢ockou
clonou a mérnou prutokovou celou detektoru je zateni spektralné rozkladédno
holografickou miizkou. Na kazdou fotodiodu dopada zétivy tok o urcité vlnové

délce, ktery je ovSem zeslaben absorpci v cele detektoru.

Achrornatic Grating

Lens

Cptical

Cetector Slit

Flow Cell

Harmiurm
Filter

WIS Lamp Ly Larmp

(33)

Obrazek 16 Schéma detektoru s diodovym polem
Vysvetlivky: VIS Lamp — wolframova vybojka. UV Lamp — deuteriova vybojka.
Achromatic Lens — cocka. Homium filter — clona. Detector Flow Cell — priitokova
detekcni cela. Optical Slit — opticka sterbina. Grating — miizka. Diode Array — diodové

pole ¥

Kazda fotodioda je spojena s pfedem nabitym kondenzatorem. Pti dopadu zateni
na diodu vznika fotoelektricky proud, ktery vybijii kondenzator. V dalsi fazi se
kondenzatory nabiji proudem, jehoz velikost je méfena a ukladdna do paméti
fidici jednotky. Sekvence vybijeni a nabijeni se opakuje s velkou rychlosti.

Udaje o absorbanci se zaznamenavaji v kazdém okamziku pii kazdé vinové
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délce. Rozliseni spektra je pak dano poctem diod na poli, ktery se pohybuje
od 512 do 1024 diod.

Pouzitim PDA detektoru je umoznéno pracovat pii jakékoliv zvolené vinové
délce. Dovoluji vypocitat Cistotu piku (peak purity — zda se v piku eluuje jedna
latka nebo smés nerozdélenych analytl) a dovoluji porovnavat snimana spektra

s knihovnou spekter.

Nejvétsi vyhody pouziti spektrofotometrickych detektorti pfinasi robustnost,
snadna obsluznost a nizka citlivost odezvy na zmény ve slozeni a v teploté¢ mobilni faze.
Moznost vyuziti pfi gradientovych analyzach, Siroky dynamicky linedrni rozsah
(az 5 tada) a vysoka citlivost pro analyty s chromofory predstavuji dal$i vyhody vyuziti

spektrofotometrickych detektori. % 22332

3.5.5.2 Fluorescencni detektory

Princip fluorescencnich, jez jsou oznaovany také jako fluorimetrické, detektorii
je zaloZen na fluorescenci analytu a nasledném méteni sekundarniho (emisniho) zareni.
Latka vyd4 toto zafeni po absorpci primarniho (excitaéniho) elektromagnetického
zafeni. Excitovand molekula miiZe absorbovanou energii pfedat jinym molekuldm
nebo ji vyzafit jako fluorescenci nebo energii pifeméni na vibracni energii. Detektory

jsou pouzitelné pouze pro latky vykazujici fluorescenci.

Vysoka citlivost, robustnost a selektivita jsou prezentovany jako nejvétsi vyhody
fluorescencnich (fluorimetrickych) detektorti. Naopak nevyhodou je detekovani malého

mnoZstvi analytil, jez vykazuji fluorescenci. ! 1% 20-23-32)

3.5.5.3 Hmotnostné spektrometricka detekce

Tento typ detekce je zaloZzen na principu ionizace vzorku a jeho nésledné
separaci podle poméru hmotnosti a naboje (m/z). Poté probihd detekce iontl a zesileni
signalu v detektoru. Zaznamem je zde hmotnostni spektrum (Cetnost ionti ve vztahu
k poméru hmotnost/pocet nabojit). Hmotnostni spektrometr zahrnuje tyto hlavni

komponenty:

e Jontovy zdroj — zde jsou latky prevedeny na ionty
e Hmotnostni analyzadtor — ionty jsou rozdéleny podle poméru m/z

(hmotnost/naboj) a urychleny, pracuje za vysokého vakua
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e Detektor — zesiluje signal a detekuje ionty, pracuje za vysokého vakua

Atmosféricky

VStupz  eeeeeee tlak Vakuum
HPLC |
DD'“__:) 5 [Tontovy zdroj tH=>| Analyzater |—>| Detektor |1 PC
' '
‘ Rotacni Pumpa
(349

Obrazek 17 Schéma hmotnostni spektrometrie

Vybér ionizacni techniky ovliviiuji vlastnosti, jako je t€kavost latky, molekulova
hmotnost, tepelna stabilita ¢i polarita latky. Ioniza¢ni techniky délime do dvou kategorii
— mekkeé a tvrdé. Mezi mékké ionizacni techniky patii ionizace za atmosférického tlaku
(API — atmospheric pressure ionization), ktera zahrnuje ionizaci elektrosprejem (ESI —
electrospray ionization), chemickou ionizaci za atmosférick¢ho tlaku (APCI —
atmospheric pressure chemical ionization) a fotoionizaci za atmosférického tlaku (APPI
— atmospheric pressure photoionization). Pfi ionizaci poslouzi jako zdroj kladné napéti,
¢imz vznikaji protonované molekuly [M+H]". Pii ionizaci v zdporném moédu vznikaji
deprotonované molekuly [M-H]. Mezi nejSetrnéj$i techniky patii zejména ionizace
elektrosprejem. Nameéfend spektra pomoci meékkych ionizacnich technik nelze

porovnavat s knihovnou, protoze pro HPLC/MS takové knihovny neexistuyji.

Zastupcem tvrdych ionizacnich technik je elektronova ionizace (EI),
pro kterou knihovny spekter existuji. V soucasné dob¢ se jednd o bézny zplsob
ionizace. Dochazi zde k ovlivnéni elektromagnetickych poli a nasledné€ je uvolnén
valenéni elektron. Vznikne molekulédrni iont M™ a rozpadne se molekula. Pro aplikaci
elektronové ionizace je zapotfebi mit t€kavy vzorek a tato vlastnost je pak vyuzivani

ve spojeni s plynovou chromatografii (GC).

Hmotnostni analyzatory maji za tkol separovat ionty podle poméru

hmotnost/néboj (m/z) a tyto ionty urychlit.

Hmotnostni spektrometr provadi potvrzeni identity vzorku na zaklad¢ strukturné
specifickych fragmentl a molekulové hmotnosti. Tato technika je vyuzitelna pro spojeni
LC-MS, kdy lze analyzovat vysoce komplexni vzorky (napf. environmentalni matrice,

biologické tkané¢ ¢i tekutiny).
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Ve farmaceutické analyze se vyuziva tato detekce v analyze 1€¢iv a metaboliti
v biologickém materidlu, pfi uréovani struktury necistot a degradacnich produkti. Je

vyuzitelnd také pro stanoveni obsahu 1é¢iv neobsahujicich ve své molekule chromofor.
(20, 34, 35, 36)

3.5.5.4 Dalsi typy detektori

V HPLC analyze se pouzivaji i dalsi typy detektorti. Jednim z nich je napiiklad
refraktometricky detektor. Pracuje na principu méteni rozdilu indexu lomu ¢isté mobilni
faze v referencni cele a mobilni fize s analytem v mérné cele detektoru. Rozdil v indexu
lomu mezi referen¢ni a mobilni fazi je zaznamenan jako elektricky signal a na vystupu
detektoru je prevadén na napéti. Mezi nevyhody tedy patii nemoznost pouziti

pii gradientové eluci a nizka citlivost detekce.

Elektrochemicky detektor predstavuje dal§i typ detektori. PouZivame jej
pro detekci latek schopné elektrochemické reakce probihajici na fazovém rozhrani
elektroda-mobilni faze. Latky musi obsahovat v molekule aktivni skupiny, které jsou
schopné oxidace nebo redukce. Elektrody v cele detektoru méfti elektrické veliiny
(elektrodovy potencial, proud). Tento elektricky signal je pfimo umérny latkovému
mnozstvi detekované slozky. Detektory vyuZivaji riizné typy pracovnich elektrod
(napt. stfibrna, uhlikova, platinova). Elektrochemicky detektor vykazuje vysokou

citlivost a selektivitu.

Dal$im univerzalnim detektorem je vodivostni detektor. Jeho ukolem je méteni
elektrické vodivosti analyzované latky v priatokové cele mezi dvéma elektrodami.
Pti tomto typu detekce by méla byt mobilni fdze zcela nevodivd, musi mit dostate¢né
velkou permitivitu a navic v ni musi byt rozpustné vSechny délené latky. Vodivostni

detektory Ize uplatnit v iontové chromatografii.

Detektor zalozeny naméieni rozptylu svétla se v souCasnosti pouziva
v nékterych aplikacich. Velmi oblibenym je detektor vyuZzivajici odpafeni (ELSD —
Evaporative light-scattering detektor). Proudem dusiku je odpafena mobilni faze
vystupujici z kolony. Poté je méfen rozptyl svétla na Casticich neté¢kavych analytl. Lze
jej s vyhodou pouzit v analyze lipida, proteint, peptidi, steroidd, polymert, uhlovodiki

a dalsich latek.
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Aerosolovy detektor nabitych ¢astic (CAD — Corona-discharge detector) funguje
na podobném principu, kdy je mobilni faze na vystupu z kolony zmlzena a odpaiena.
Analyty v plynné fazi se smichaji s dusikem. Tento detektor detekuje kladné nabité
Castice. Detektor tohoto typu je univerzalni a dokaze citlivé detekovat analyty méné

t&kavé nez mobilni faze. ?% 32

3.5.6 Hodnotici parametry analyzy

Mezi zékladni chromatografické charakteristiky patfi nasledujici hodnotici

parametry.
Retencni charakteristiky

Retenéni cas #z nebo retenéni (elu¢ni) objem FVp piedstavuji zakladni
charakteristickou veli¢inu pro kazdou separovanou latku. Retencni ¢as udava dobu,
ktera uplyne od nasttiku vzorku do dosazeni maxima vrcholu piku. Reten¢ni objem pak
predstavuje objem mobilni faze, kterd protec¢e kolonou za tuto dobu. Reten¢ni Cas patii
mezi kvalitativni (identifika¢ni) charakteristiky latky a Ize jej snadno zméfit.
Nevyhodou muze byt mald univerzilnost a zavislost na pritoku mobilni faze
chromatografickym systémem. Plochu pod pikem (A) nebo vysku piku (h) pak fadime
mezi kvantitativni charakteristiky. Analyt, ktery neni zadrzovan na koloné (inertni
latka) a pohybuje se stejnou rychlosti jako mobilni faze, je charakterizovan mrtvym
(void) retencnim Casem (tp). Odectenim mrtvého retenéniho Casu od retencniho Casu

analytu lze ziskat redukovany retenéni &as (t'g). (' % 20-2)
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Obrdzek 18 Retencni casy 7
Retencni faktor (k) pfedstavuje bezrozmérnou veli¢inu popisujici retencni
chovani analytu. Tato charakteristika nezavisi na pratoku mobilni faze ani na rozmérech

kolony, je tedy zcela objektivni a vyjadiuje ji rovnice:

tp—ty Ve—Vp

k =
to Vo

Kde vyjadfuje tg — retencni Cas, #) — mrtvy retencni €as, Vz — reten¢ni objem a V) —

mrtvy retencni objem. (17, 20

Ucinnost chromatografické kolony

Dosazeni nejlepSiho rozdéleni v co nejkratS§im case je zékladnim cilem
chromatografickych metod. Pro hodnoceni separacniho procesu na koloné je pouzivan
parametr u¢innosti. Jedna se o miru rozsifovani elué¢nich zén délenych na koloné a je to
bezrozmérna veli€ina N oznaCovana také jako pocet teoretickych pater. Plati, ze ¢im
vysSi je pocet teoretickych pater N, tim méné je zona analytu roz§ifena po prichodu

kolonou. Kolona je tedy u¢innéjsi.

2

tr
N = 5545 (—)
Wy,

tr — retencni Cas, wy, — Sitka piku v poloviné jeho vySky. Pocet teoretickych pater neni

konstantni veli¢inou pro urCitou kolonu. Zavisi na reten¢nim faktoru, délce kolony,
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rychlosti pratoku mobilni faze, teploté, viskozit¢ mobilni faze a také na velikosti ¢astic

naplné kolony.

Utinnosti kolon Ize také porovnavat. P¥i porovnavani s rozdilnou délkou kolony
vyuzivame parametr vyskovy ekvivalent teoretického patra H — délka kolony ptipadajici
na jedno patro v pm.

H_L
"N

Kde L — délka kolony (m), N — poéet teoretickych pater (i¢innost). 7%

Rozliseni

RozliSeni R se vyjadfuje jako mira separace dvou sousednich elu¢nich kiivek.
V porovnani se selektivitou se jednd o objektivnéjSi parametr hodnoceni,
protoze zahrnuje 1 U€innost vyjadifenou pomoci Sifky pikd. RozliSeni zlepSime upravou
selektivity nebo zvysenim u¢innosti. Jedna se o bezrozmérnou veli¢inu. Cim vyssi je R,
tim lep$i méame separaci. V praxi cilime pfedevSim na pottebné rozliSeni

pro vyhodnoceni vysledka. 712

Selektivita

Parametr popisujici schopnost rozliSit dva rozdilné analyty je nazyvan
selektivitou a. Vyjadiuje se jako pomér retencnich faktortt dvou riznych analytd (4,
k>). Ovlivityje ji predevSim charakter analytu a vlastnosti sorbentu. Vypocet selektivity

podle rovnice: !"'®

T

Asymetrie

Asymetrie pikll zastupuje dals$i z veli¢in kvality pikd. Existuji dvé metody
vyjadreni této veliCiny. Faktor chvostovani 7y zastupuje jednu z nich. Rovnice vyjadiuje
Sitku piku v 5% vysky (wo,0s) k dvojnasobku Sitky piku vzestupné €asti (f):

Wo,05
Ty = —
f Zf
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DalSim vyjadienim je faktor asymetrie 4 uvadi se jako pomér $itky sestupné

&asti piku (7) k vzestupné &asti piku (f) a to nejéast&ji v 5 % (nebo 10 %) vysky piku. %

-
o f

Metoda vnéjsiho standardu

K vyhodnoceni nameétenych veli¢in slouzi pravé tato nejjednodussi metoda.
Pomoci metody vnéjSiho standardu (external standard method) Ize ziskat
chromatogramy analytu a chromatogramy vnéjSich standardf. Nejcastéji se pro tento
ucel pouzivaji standardy stanovované latky (CRL — chemickd referencni latka).
U slozenych pfipravkli pouzivame jako vnéjSi standard jednu ze slozek smési.
Koncentraci analytu vypocitdme z poméri ploch nebo vysek piki jednotlivych latek
a plochy pikt vnéjsiho standardu. Rovnice pro vypocet koncentrace analytu:

A;

Ci = —¢Cs
Ag

Kde A;j — plocha stanovovaného analytu o neznamé koncentraci cx, As — plocha

standardu o znamé koncentraci cs. (19,23, 40)

Metoda vnitiniho standardu

Metoda vnitiniho standardu (internal standard method) vyuZiva k analyze roztok
vnitiniho standardu (IS — internal standard), ktery pfidame ke vzorku. Vnitini standard
je chemickd latka dobfe oddélend od vsech slozek analytu. Méla by také byt eluovana
v blizkosti stanovovaného analytu a chemicky inertni. Koncentrace analyzované latky
se vypocita z poméru ploch (i vySek) pika jednotlivych slozek a plochy (i vysky) piku

a koncentrace vnitiniho standardu. Tento vypocet uvadi nasledujici rovnice:

(52)
Cyy = Ass c
vz = ST
()
Ars
cyz — neznamd koncentrace vzorku, cst — koncentrace roztoku standardu, Avyz - plocha

piku vzorku, Ais — plocha piku vnitiniho standardu, Agr — plocha piku standardu. ! >

40)
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Metoda normalizace

Pfi této metodé je nutné identifikovat vSechny piky v chromatogramu. Zaroven
je nutné, aby vSechny analyty vykazovaly piiblizné stejnou odezvu u detektoru.
Vystupem této metody je procentudlni podil z ploch vSech piki na chromatogramu.
Do celkové plochy vsech pikli nezapocitavame plochy pikli rozpoustédel a jinych
¢inidel. S oblibou se metoda normalizace pouziva pro hodnoceni stability ¢i Cistoty.

Rovnice pro metodu normalizace: “%*"

Metoda kalibracni kiivky

Kalibra¢ni postup urcuje linearni zavislost mezi plochou piku a odpovidajici
koncentraci a poté se vypocita kalibracni funkce. Analyza probihé u série ptipravenych
vzorkd v definovaném koncentraénim rozmezi. Z kalibra¢ni pifimky pak mulzeme

odecist koncentraci analytu. (40, 41)

3.5.7 Uprava biologického vzorku pied analyzou

Mnoho realnych vzorkli neni kompatibilni s chromatografickymi technikami,
proto je nutné je pied analyzou upravit. Upravou biologického vzorku piedchazime
problémiim spojenym s poskozenim instrumentace HPLC. Cilem tuprav je izolace
a zkoncentrovani analytd a odstranéni co nejvét§iho mnozstvi balastnich latek. Pfiprava
do HPLC metody a je specificka pro konkrétni biologicky material. Citlivost stanoveni
je pak ovlivnéna upravou vzorkli a zejména pouzitymi rozpoustédly. V soucasné dobé
se mezi hlavni zpisoby upravy vzorku k chromatografické analyze fadi deproteinace,

extrakce na pevné fazi (SPE — Solid-phase extraction) a extrakce kapalina-kapalina. **

Deproteinace

Deproteinace predstavuje jednu z nejjednodussich metod odstranéni proteini.
Proteiny jsou z biologického materidlu vysrazeny ptfidavkem precipitacniho cinidla.
Nejcastéji jsou pouzivana organicka rozpoustédla (methanol, acetonitril, ethanol), silné
kyseliny (10% kyselina trichloroctova, 6% i 30% kyselina chlorista), nasycené roztoky
soli (siran zine¢naty v hydroxidu sodném) nebo kombinace (acetonitril s 1% kyselinou
mravenci). Nejprve se ke vzorku plazmy pfida definovany objem cinidla, kratce se

protiepe a vysradzené proteiny jsou oddéleny centrifugaci. Supernatant ze svrchni ¢asti
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muze byt bud’ analyzovan, nebo dale upravovan. Vyhodou precipitace proteini je
jednoduchost a rychlost provedeni. Na druhou stranu nedochazi k odstranéni dalSich

endogennich latek a miiZe dojit k nafedéni vzorku. *!-*?

Extrakce na pevné fazi (SPE — Solid-phase extraction)

V soucasné dob¢ se extrakce na pevné fazi pouziva s velkou oblibou. Princip je
zaloZen na interakci analytu s pevnou fazi. Pevnou fazi ptedstavuje sorbent naplnény
v extrakéni kolonce nebo je upraven do extrakéniho disku. Nepotiebné balastni latky
jsou vymyty z kolonky ven. K retenci dochazi na zaklad¢ polarnich, nepolérnich,
afinitnich i iontovych interakci. Extrakce na pevné fazi za¢ina kondicionaci — promytim
kolonky organickym rozpoustédlem (napt. methanolem) a dochazi k aktivaci sorbentu.
Organické rozpoustédlo je poté vymyto vodou, protoze by mohlo zpilisobit precipitaci
proteini a doslo by k ucpani kolonky. Nasleduje naneseni vzorku biologického
materialu, vymyti balasti vodou ¢i pufrem a naneseni rozpoustédla. Rozpoustédlo
pferusi vazby mezi povrchem sorbentu a analytem. Extrakt s analytem je analyzovéan
nebo dale upravovan. Extrakce na pevné fazi pfinasi vyhodu ve vysoké vytéZnosti,

;1 s v 1w .1 v, v . . 41,42
nizké spotiebé organickych rozpousitédel a moznosti automatizace. ! *?

Extrakce kapalina — kapalina (LLE — Liquid-liquid extraction)

Tato metoda upravy vzorku ptedstavuje nejvice vyuZivané postupy upravy
vzorkll. Pouzili jsme ji pii Upraveé nasich vzorkll v experimentdlni casti. Principem je
pfevedeni analytu z vodné faze (hydrofilni) do organické faze nemisitelné s vodou
(lipofilni) na zakladé¢ rozd€lovaciho koeficientu voda/oktanol. Rovnice pro rozdélovaci

koeficient Kp:

Aorg

KD - Avoda
Kde A, — koncentrace 1éCiva v organické fazi, A,.qa — koncentrace 1éCiva ve fazi
vodné. Obecné plati, ze ¢im vyssi je Kp, tim vyss$i je u€innost extrakce. Vytéznost 1ze
také zlepSit zménou organického rozpousStédla nebo pouzitim smési organickych
rozpoustédel. Vytéznost extrakce pro neutrdlni analyty je nezédvisla na pH a nemusime
tak upravovat pH vzorku. Opakem je tomu u kyselych a bazickych analyti. Chceme-li

dosahnout ucinnou extrakci 1éCiv s kyselym charakterem, musime snizit pH vzorku
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o dvé¢ jednotky pod hodnotu pKa. U léCiv bazického charakteru upravujeme pH
do oblasti alkalické.

Add
organic Shake and
solvent 7§ centrifuge I
[+

&

—= Extract for analysis

*

AN\

Aqueous  Analyte
sample  molecules

a
o%

Obrizek 19 Zjednodusené schéma LLE

Provedeni metody probihd v nasledujicich krocich. Nejprve se ke vzorku
obsahujici 1é¢ivo v biologickém materialu (napt. plazma) ptida organické rozpoustédlo,
ve kterém bude analyt co nejvice rozpustny. Organické rozpoustédlo by mélo mit
obdobnou polaritu jako analyt, musi mit odpovidajici Cistotu a t€kavost a nesmi
reagovat s analyzovanou latkou. Jako organickd rozpoustédla se cCasto pouziva
chloroform, ethylacetat, dichlormethan. Nasledné¢ je smés protfepana, kdy dochazi
k extrakci analytu do pfislusné vrstvy. Vysledek extrakce je znacné ovlivnén délkou
ttepani a jeho intenzitou. Pomoci centrifugace pak dochazi k oddéleni vrstev. Doba
a pocet otacek centrifugace ovliviiuji konecny vysledek. Organickd vrstva se odebere
a odpafti se odfoukanim proudem dusiku. Vzorek po odpateni je rozpustén ve vhodném
rozpoustédle, kterym nejCastéji byvd jedna ze slozek mobilni fize nebo samotna

mobilni faze. Poté je vzorek analyzovan.

Extrakce kapalina — kapalina s sebou pifinadsi mnohé vyhody, napf. dobrou
vytéZznost a reprodukovatelnost, jednoduchost v provedeni. Nevyzaduje specidlni
instrumentaci. Umoziluje zkoncentrovani analytu a je vhodnd pro extrakci malych
1 velkych mnozstvi. Nevyhodou se zda byt horSi automatizace a vysoka spotieba

toxickych organickych rozpoustédel. ¢ #>*)
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Chemikalie, pFistroje, pomiicky

4.1.1 Chemikalie

e Kvetiapin, dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11(10H)-on,
2-(2-{2-[4-dibenzo[b,f][1,4]thiazepin-11-yl]1-
piperazinylethoxy}ethoxy)ethanol, Sigma Aldrich, Némecko

e Metabolity kvetiapinu: norkvetiapin (NOR), 7-hydroxykvetiapin (7-OH), Sigma
Aldrich, Némecko

e Zolpidem, zolpidem negistota A, Farmak, Ceska republika

e Risperidon, Torrent Pharmaceutical Limited, Indie

e Lamotrigin, Torrent Pharmaceutical Limited, Indie

e Medazepam, Pliva Lachema, Ceska republika

e Aciklovir, guanin hydrochlorid, Pliva Lachema, Ceska republika

e Klotrimazol, LGC, Némecko; imidazol, Sigma Aldrich, Némecko;
2-chlorofenyldifenylmethanol, LGC, Némecko

e Diklofenak, diklofenak necistota A, European Directorate for the Quality
of Medicines and Healthcare, Strasburk, Francie

e Methformin, kyanoguanidin, Sigma Aldrich, Némecko

e Bromhexin, Tamda Olomouc, Ceska republika

e Pikosulfat, Biomedica, Praha, Hradec Kralové

e Fluoxetin, SVUS Hradec Kralové, Ceska republika

e Methanol, for HPLC, gradient grade, Sigma Aldrich, Némecko

e Acetonitril, for HPLC, gradient grade, Sigma Aldrich, Némecko

e Dichlormethan, Penta, Ceska republika

e Chloroform, Penta, Ceské republika

e Ethylacetat, for GC residue analysis, Scharlau Chemie, Spanélsko

e Kyselina trihydrogenfosforecnd, Sigma Aldrich, Némecko

e Hydroxid sodny, Penta, Ceska republika

e Amoniak 17,5% a amoniak 26%, Penta, Ceska republika

e Kyselina mravenéi, Penta, Ceské republika

e Kirili¢i plazma
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e Reélné vzorky krevniho séra a plné krve s 1é¢ivy, Ustav klinické biochemie
a diagnostiky, Fakultni nemocnice Hradec Kralové
e Levetiracetam, Serum control level I, Chromsystems, Némecko

e Voda ¢isténa

4.1.2 Chromatograficka sestava

e Kontrolni jednotka: CTO-20A Shimadzu

e Cerpadlo: LC-20AD VP Shimadzu

e Degaser: DGU-20A3 Shimadzu

e Termostat kolony: CTD-20AS Shimadzu

e PC program: Shimadzu LC Solution

e UV-VIS detektor: SPD-20A Shimadzu

e Autosampler: SIL-20AC HT VP Shimadzu

e Ridici jednotka: CBM-20A Shimadzu

e Chromatograficka kolona: Kinetex Sum EVO C18 Phenomenex

4.1.3 Pristroje

e Digitalni vahy:
Sartorius AG A200S, Némecko
Sartorius CPA225D-0CE, Némecko

e pH-metr: Schott CG 843, Schott Instruments GmBH, Némecko

e Magnetické michadlo: IKA Color Squid, Némecko

e Tiepacka: WX Vortex, Velp Scientifica, Italie

e Odfoukani dusikem: Thermovap, Ecom, Ceské republika

e Centrifuga: IEC CL31R Multispeed Centrifuge, Thermo Electron Corporation,
Némecko

o UV-spektrofotometr: UV-2401PC, Shimadzu, Japonsko

4.1.4 Pomicky

e Laboratorni 1zicky, navazovaci lodicky, kopistky, kadinky, odmérné barky,
odmérné valce, délené pipety, automatické mikropipety a Spicky, sklenéné

tyCinky, stficky, vialky, inzerty, zkumavky Eppendorf, zkumavky se zabrusem,
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kapatko, sklenéna tyCinka, odsdvaci barka, filtracni nalevka s mikrofiltrem,

zasobniky mobilni faze, kyvety
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4.2 Postupy piipravy roztokit

4.2.1

4.2.2

Piiprava vzorku

Standardni roztoky

Bylo navazeno 1,05 mg kvetiapinu, 1,10 mg zolpidemu, 1,09 mg risperidonu.
Navazky byly nasledné rozpustény v 10 ml methanolu a objem zkumavek byl
dikladné promichan. Koncentrace roztoki byla 0,1 mg/ml.

Standardni roztok lamotriginu

Bylo navazeno 1,08 mg lamotriginu. Navazka byla rozpusténa v 10 ml ¢isténé
vody a objem zkumavky byl dikladné promichan. Koncentrace roztoku byla
0,1 mg/ml.

Roztok vnitiniho standardu medazepamu (1S)

Bylo navazeno 1,06 mg medazepamu. Navazka byla rozpusténa v 10 ml
methanolu a objem zkumavky byl dikladné¢ promichan. Koncentrace roztoku
byla 0,1 mg/ml.

Stejnym zplsobem byly pfipraveny ostatni roztoky 1é€iv a roztoky necistot.
Smésny roztok

Smésny roztok byl pfipraven smichanim 1,0 ml standardniho roztoku kazdého
analytu (kvetiapinu, zolpidemu, risperidonu a lamotriginu) v 10 ml odmérné
banice. Smés byla doplnéna 50% methanolem a fadné promichana. Koncentrace
kazdého analytu v roztoku byla 0,01 mg/ml.

Roztok pro sérovou kontrolni hladinu levetiracetamu

Do lahvicky s lyofilizatem krevniho séra s kontrolni hladinou levetiracetamu
byla pfidana ¢iSténd voda o objemu 2,0 ml a obsah byl rozpustén. Pfipraveny

roztok byl uchovavan v mrazaku a pfed upotiebenim byl rozmrazen.

Piiprava tlumivych roztoku

Tlumivy roztok o pH 2,8

Tlumivy pufr o pH 2,8 byl pfipraven dle Ceského lékopisu 2009. Bylo smichéno
0,67 ml kyseliny fosforecné R s5,5 ml roztoku hydroxidu sodného R 4%
a zfedilo se vodou R na 100,0 ml. Hodnota pH byla upravena na hodnotu 2,8

4% NaOH.
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4.2.3

Tlumivy roztok o pH 5,7

Pufr byl piipraven podle rozpisu na tlumivy roztok fosfore¢nanovy o pH 5,0
v Ceském lékopise 2009. Bylo odvazeno 2,72 g dihydrofosforecnanu draselného
R a rozpusténo v 800 ml vody R. Vysledné pH bylo upraveno hydroxidem
draselnym 1 mol/l RS a tento roztok byl zfedén vodou R na 1000,0 ml. Hodnota
pH pufru byla poté upraveno na hodnotu 5,7.

Tlumivy roztok o pH 10,0

Tlumivy pufr o pH 10,0 byl ptipraven podle Ceského Iékopisu 2009. Bylo
odvazeno 5,4 g chloridu amonného R a toto mnozstvi se rozpustilo ve 100 ml
vody R. Poté bylo pfidano 35,0 ml 17,5% amoniaku RS a vznikly roztok byl

nafedén vodou R na 500,0 ml.

Piiprava mobilni faze

Pro piipravu organické slozky byla pouzita rozpoustédla ACN a MeOH. Vodna

faze se skladala z tlumivych roztok uvedenych vyse. Mobilni faze byly pfed analyzou

vzdy prefiltrovany mikrofiltrem 0,45 pm za ucelem odstranéni pevnych necistot.

Pro analyzu byly pfipraveny mobilni fdze s procentudlnim zastoupenim organické

v

avodni slozky uvedenymi v tabulce ¢. 1. Tyto poméry byly namichany s tlumivym

roztokem o pH 2,8; pH 5,7 a pH 10,0.

Tabulka 1 SloZeni mobilnich fazi s MeOH a tlumivymi roztoky

MeOH Vodna faze
70 % 30 %
50 % 50 %
30 % 70 %
60 % 40 %
40 % 60 %
20 % 80 %
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Pti dal$im testovani byly zkouSeny takové mobilni faze, které obsahovaly
namisto MeOH ACN. Vodna slozka byla tvofena tlumivym roztokem s hodnotou
pH 2,8. Procentudlni zastoupeni organické a vodné faze takto ptipravenych mobilnich

fazi uvadi tabulka ¢&. 2.

Tabulka 2 SloZeni mobilnich fazi s ACN jako organickou sloZkou

Tlumivy
ACN roztok pH
2,8
25 % 75 %
20 % 80 %
30 % 70 %
15 % 85 %

Pro dalS§i testovani byla organickd faze slozena ze dvou organickych
rozpoustédel. Jejich procentudlni zastoupeni uvadi tabulka ¢. 3. Mobilni faze s pomérem

5:15:80 (v/v) byla vybrana pro analyzu z biologického materidlu.

Tabulka 3 SloZeni mobilnich fazi s MeOH a ACN

Tlumivy
MeOH ACN roztok pH
2,8
10 % 10 % 80 %
5% 15 % 80 %
2,5% 7,5 % 90 %
2,5% 12,5 % 80 %

4.2.4 Priprava roztoku pro upravu pH plazmy

e Roztok 5% amoniaku
Vypocitané mnozstvi 17,5% roztoku amoniaku (Mnpz = 17,03 g/mol,
p=0,933 g/cm’) bylo odméfeno a smichano s vypo&itanym mnoZstvim &i§téné

vody. Vznikl roztok 5% amoniaku.
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o 2% kyselina mravenci v MeOH

Bylo smichdno 0,5 ml kyseliny mraven¢i (Mpcoop = 46,03 g/mol,
p=122g/m’) s24,5 ml MeOH. Vznikl 2% roztok kyseliny mravendi
v MeOH.

o 0,1% kyselina mravenci
Bylo smichdno 0,1 ml kyseliny mravenéi (Mpycoon = 46,03 g/mol,

p =122 g/em®) s 99,9 ml &i§téné vody. Vznikl 0,1% roztok kyseliny mravendi.

4.2.5 Priprava plazmy, deproteinace a LLE

Krali¢i plazma v plastové zkumavce se nechala voln¢ v teplé vodé rozmrazit

a nésledné byla pouZita.
Deproteinace

K 50 pl krali¢i plazmy bylo pfiddno 10 pl smésného roztoku (resp. 20 pl)
o koncentraci 0,01 mg/ml, 5 pl IS a 10 pl 17,5% amoniaku (resp. 10 pl 5% amoniaku;
10 pul 2% roztoku kyseliny mraven¢i v MeOH). Bylo ptidano 250 ul ACN (resp. 100 pl
ACN; 250 pl 2% roztok kyseliny mravenci v MeOH, protiepano 1 min a nésledné
centrifugovdno 10 minut pii 10 000 otackach/min. Poté bylo odebrano 250 pl
supernatantu do nové eppendorfky. Smés byla analyzovana piimo, resp. s pfidavkem

250 pl 0,1% roztoku kyseliny mravenci.
Extrakce kapalina — kapalina (LLE - liquid-liquid extraction)

Ke 200 pl krali¢i plazmy bylo ptiddno 20 pl (resp. 10 pl) smésného roztoku
o koncentraci 0,01 mg/ml, 30 pul (resp. 5 ul; 10 ul) IS a 40 ul 17,5% amoniaku
(resp. 20 pl 0,1% vodného roztoku kyseliny mravenci; 20 ul 17,5% amoniaku; 20 pl
26% amoniaku). Smés byla protfepana. Pro extrakci bylo pouzito 500 pl ethylacetatu
(resp. chloroformu; dichlormethanu). Smés byla tfepana 2 minuty, centrifugovana
5 minut pii 10 000 otackach/min. Bylo odebrano 450 pl ethylacetatové vrstvy do nové
eppendorfky a nasledné bylo odpateno proudem dusiku. Odparek byl rozpustén v 100 pl
MeOH. Celé¢ mnozstvi bylo odpipetovano do inzertu a podrobeno HPLC analyze.
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4.3 Optimalizace podminek separace

4.3.1 Chromatografické podminky

Pro HPLC analyzu byly nastaveny nasledujici chromatografické podminky:

e Kolona: Kinetex EVO C18

e Teplota: 26 °C

e Pritok: 1 ml/min

e Optimalni mobilni faze: 5 (MeOH):15 (ACN):80 (pufr pH 2.8), v/v

e Detekce: 210 nm a 240 nm (testovano i 215 nm; 225 nm; 230 nm a 250 nm)
e Vybrané analyty: kvetiapin, zolpidem, risperidon, lamotrigin

e Injikovany objem: 10 pl

e Pocet nastiikl: 2 nastiiky z kazdé vialky

4.3.2 Vyvoj chromatografickych podminek

Ze souboru lécivych latek (aciklovir, klotrimazol, diklofenak, methformin,
bromhexin, risperidon, lamotrigin, pikosulfat, fluoxetin, kvetiapin, zolpidem) byly
vybrany pravé ctyii1 standardy (kvetiapin, zolpidem, risperidon, lamotrigin). Byly
testovany mobilni faze uvedené v tabulce 1, 2 a 3. Jednotlivé analyty byly nastfikovany
samostatné a poté byl nastfiknut smésny roztok. Pro kvantitativni analyzu vzorka bylo
nutné zvolit vnitini standard. Byl vybran medazepam z testovanych roztokl diazepamu,
nitrazepamu, oxazepamu a flunitrazepamu. Analyza probihala v modu isokratické eluce.
Pro analyzu z biologického materidlu byla testovana deproteinace 1 extrakce kapalina-

kapalina s postupem uvedenym v kap. 4.2.5.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Retencni chovani pii pH 5,7

Nejprve byla testovana 1éc¢iva kvetiapin, zolpidem, aciklovir, diklofenak
a methformin vcetné jejich necistot a metaboliti kvetiapinu. Detekce byla zvolena
pii 250 nm. Vychozi MF byla v poméru 70 (MeOH):30 (pufr), v/v. Vlivem nizkého
obsahu pufru byly zaznamenany velmi kratké retencni Casy (tr) u vSech zminénych
analytt, proto byl pomér zménén na 50:50, v/v. U vSech analytli se tg vyrazné nezménil.
Vyjimku tvofil diklofenak, jehoz tr se pohyboval kolem 16. minuty. Déle byl testovan
pomér 30:70 (v/v), pii kterém aciklovir, diklofenak a methformin poskytovaly kratké
retenéni Casy. Tato léCiva byla ze studie vyfazena a nahrazena risperidonem

a lamotriginem.

Poté byl vyzkouSen pomér 60 (MeOH):40 (pufr), (v/v) s tgr vSech analyti
pod 3 minuty. Ve snaze prodlouzit eluci byl pomér prevracen na 40:60 (v/v). Analyty
poskytovaly opét kratké tg kromé zolpidemu. MnoZstvi pufru bylo navySeno na pomeér
20:80 (v/v), ale analyza nepfinesla zlepSeni. Byl vybran piiklad reten¢niho chovani
zolpidemu a jeho necistoty A na obr. 20. Reten¢ni Casy a tailing faktory (Tr) vybraného

pfikladu jsou uvedeny v tab. 4.

Ptipravené MF s pH 5,7 nebyly povazovany za vhodné, proto se pftistoupilo

na hodnoceni pomoci jiné¢ MF.

Tabulka 4 Retencni Cas a tailing faktor pro zolpidem a necistotu A pii pH 5,7

MF 30:70 (vv) | tr Tr

Zolpidem 32,341 1,28

Zolpidem nec. A | 24,03 | 1,25

MF 40:60 (1)

Zolpidem 10,19 | 1,25

Zolpidem nec.A | 8,63 | 1,21
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Obrazek 20 Retencni chovani zolpidemu a jeho necistoty A v MF 30:70 a 40:60 (v/v),
detekce 250 nm

Vysveétlivky: Zolp — zolpidem, Nec. A — necistota A

Komentdr: Na chromatogramu je znazornéno retencni chovani zolpidemu a jeho
necistoty A v MF (MeOH:pufr) 30:70 a 40:60, v/v (shora). Doslo k posunu tg zolpidemu

1 necistoty A vlivem zmény obsahu pufru.
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5.2 Retencni chovani pvi pH 10,0

Nejdiive byly testovany kvetiapin, zolpidem, klotrimazol, aciklovir, diklofenak
a methformin vcetné jejich necistot. Detekce byla zvolena pti 250 nm. Vychozi MF byla
vpoméru 70 (MeOH):30 (pufr pH 10,0), v/v. Zolpidem, aciklovir, diklofenak
a methformin byly separovany s velmi kratkymi tg. Pomér byl zménén na 50:50 (v/v)
s cilem prodlouzit eluci. Posun tg byl zaznamendn u zolpidemu a diklofenaku.
Klotrimazol byl vyfazen z dalSich analyz kvili velmi kratkému tg. Poté bylo zvySeno
mnozstvi pufru v MF 30:70 (v/v). Prodlouzil se reten¢ni ¢as u kvetiapinu a jeho necistot.
Naopak velmi kratké retencéni Casy vykazoval aciklovir, diklofenak a methformin.

Tyto anaylyty byly nahrazeny risperidonem a lamotriginem.

Byla testovana MF s60:40 (v/v). Byly zaznamendny dobré vysledky
u kvetiapinu, zolpidemu a risperidonu. Do analyzy byly pfidany metabolity kvetiapinu
ato 70H a NOR. U MF 40:60 (v/v) byl zaznamenan posun zolpidemu k 12. minuté
a risperidonu k 22. minuté. Mnozstvi pufru bylo navyseno na 20:80 (v/v). Vhodny tg

mél lamotrigin. Ostatni analyty mély velmi dlouhy tg,
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5.3 Vybrané analyty

Hodnoceni vSech analyti vcetné jejich nelistot probihalo pii pH 5,7; 10,0
(viz vySe) a 2,8. Analyza necistot a metabolitl kvetiapinu nepfinesla vhodné vysledky.
V dal$im testovani necistot a metaboliti se nepokraovalo. Pro dalSi hodnoceni byla

vybrana prave tato 1éCiva: kvetiapin, zolpidem, risperidon a lamotrigin.

Bylo nutné urcit vnitini standard. Ze souboru 1é¢iv, ktery obsahoval diazepam,
nitrazepam, oxazepam, flunitrazepam a medazepam, byl jako nejvhodnéjsi IS zvolen

medazepam vzhledem k jeho retenénimu ¢asu a odezvé detektoru (obr. 21).

-1000

Obrazek 21 Retencni chovini medazepamu v 1. a 2. nastiiku (MF 25:75, pH 2,8),
detekce 250 nm

Vysvetlivky: cerna — 1. nastrik, rizova — 2. nastrik
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5.4 Detekce

Cilem spektrofotometrického meétfeni bylo ovéfit vSechny vinoveé délky
s nejvyssi citlivosti u kazdého vybraného analytu. Do kyvety bylo odméteno 100 pl
roztoku 1éciva s koncentraci 0,1 mg/ml. Odpipetované mnozstvi bylo ziedéno MeOH
a obsah byl spektrofotometricky proméfen. Zaznam meétfeni je uveden na obr. 22.
Z vysledného grafu byly testovany tyto vlnové délky: 210 nm, 215 nm, 225 nm,
230 nm, 240 nm a 250 nm. Pii vlnovych délkdch 210 nm a 240 nm bylo dosazeno

nejlepsi citlivosti.
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Obrazek 22 Absorpcni spektrum methanolickych roztoki léciv a IS o koncentraci
0,1 mg/ml

Vysvetlivky: K — kvetiapin, Z — zolpidem, R — risperidon, L — lamotrigin, M —

medazepam
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5.5 Retencni chovani vybranych analytit

Byla zopakovana analyza vybranych analyti s MF 60:40 (v/»v) pH 10,0.
Vysledky této analyzy jsou uvedeny na obr. 23 a v tabulce 5.
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Obrazek 23 Retencni chovdani analytii s MF 60:40 pH 10,0; detekce 250 nm
Vysvetlivky: cerna — kvetiapin, rizova — zolpidem, modrd — risperidon, hneda —

lamotrigin

Komentar: Z chromatogramu je patrné, Ze lamotrigin byl eluovan v tg pod 1 minutu.

Pt1 analyze z plazmy by mohl byt jeho pik zaménén s odezvou ¢isté plazmy.

Tabulka 5 Retencni Cas a tailing faktor pii MF 60:40 pH 10,0

MF 60:40 (v/v) pH 10,0 | tr Tr

Kvetiapin 3,76 | 1,16
Zolpidem 1,711 1,33
Risperidon 3,18 | 1,22
Lamotrigin 0,82 | 1,52
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Hodnoceni pomoci MF pH 2,8 probihalo ve stejnych pomérech jako pti pH 5,7
a 10,0. Navic byly zkouseny poméry 35:65 a 25:75 (v/v). Vybrany piiklad ukazuje MF
40:60 s pH 2,8 (obr. 24 a tab. 6).
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Obrazek 24 Retencni chovani léciv s MF 40:60 pH 2,8; detekce 250 nm
Vysvetlivky: cerna — kvetiapin, rizova — zolpidem, modra — risperidon, hneda —

lamotrigin

Komentar: Lamotrigin a zolpidem se eluovaly velmi blizko sebe, proto byl pomér MF

zmeénén na 25:75.

Tabulka 6 Retencni Cas a tailing faktor pii MF 40:60 pH 2,8

MF 40:60 (v/v) pH 2,8 | tr Tk

Kvetiapin 4,44 11,34
Zolpidem 1,56 | 1,40
Risperidon 2,111 1,60
Lamotrigin 1,43 | 1,51
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Obsah pufru byl navysSen s cilem rozdéleni pikli lamotriginu a zolpidemu.
Testovana MF 25:75 pH 2,8 poskytovala lepsi vysledky nez predchozi pomér (obr. 25
a tab. 7).
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-10000

0.0 25 50 75 10.0

Obrazek 25 Retencni chovani léciv s MF 25:75 pH 2,8; detekce 250 nm
Vysvetlivky: cerna — kvetiapin, rizova — zolpidem, modra — risperidon, hneda —

lamotrigin

Komentadr.: Doslo k oddéleni pikii lamotriginu a zolpidemu, ale tg se oproti pfedchozi

analyze zvysil.

Tabulka 7 Retencni Cas a tailing faktor pii MF 25:75 pH 2,8

MF 25:75 (v/») pH 2,8 | tr Tr

Kvetiapin 15,49 | 1,28
Zolpidem 591 | 1,42
Risperidon 8,96 | 1,83
Lamotrigin 3,53 | 1,64
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Poté byl vytvofen smésny roztok vybranych analyti a byl podroben HPLC
analyze. Nejprve byla pouzita MF 60:40 (v/v) pH 10,0, ale nebyly detekovany vSechny
analyty a proto bylo ukonceno dal$i testovani. Pro dal$i hodnoceni byla vybrana MF

25:75 (v/v) pH 2,8. Byly detekovatelné piky vSech analytii (obr. 26).
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Obrazek 26 Retencni chovani smésného roztoku s MF 25:75 pH 2,8; detekce 250 nm

Vysveétlivky: zleva: lamotrigin, zolpidem, risperidon, kvetiapin
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5.6 Analyza 7 biologického materialu pvi pH 2,8

Byly zkouseny rizné¢ tupravy pH plazmy a byly pifidavany rtizné objemy
deproteinacnich Cinidel uvedené v kap. 4.2.5. Poté byl zvolen nejvhodnéjs$i postup
deproteinace. Bylo pouzito 50 ul kréli¢i plazmy, 10 pl smésného standardu, Sul IS
a 10 pl 17,5% amoniaku. Smés byla tfepana 10 sekund. Poté bylo ptfidano 250 ul ACN
a eppendorfka s obsahem byla protfepana 30 sekund, poté byl obsah centrifugovan.
Bylo odebrano 200 pl acetonitrilové vrstvy a vlozeno do inzertu k nasledné HPLC
analyze s MF 25:75 (v/v) pH 2,8. Uprava deproteinaci nebyla z hlediska vysledki
idealni, protoZze nebyly detekovany vSechny analyty ze smési. Byla zvolena uprava

extrakci kapalina-kapalina za Gi¢elem detekovani vSech analytii a zvySeni vytéZnosti.

Byly zkouSeny rGzné Upravy acidobazickych vlastnosti plazmy a byla ptfidavana
riznd extrakéni Cinidla (uvedend v kap. 4.2.5). Pro liquid-liquid extrakci byl vybran
postup obsahujici 200 pl krali¢i plazmy, 20 pl smésné roztoku, 30 pl IS, 40 ul 17,5%
amoniaku a obsah byl protfepan. Bylo pfidano 500 pl ethylacetatu, protfepano 2 minuty,
centrifugovdno 5 minut pii 10 000 otackach/min a bylo odebrano 450 ul k odpareni
pomoci dusiku. K odparku bylo pfiddno 100 pl MeOH a cely obsah byl vlozen
do inzertu k analyze (obr. 27). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8.
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Obrazek 27 Nastiik smésného roztoku s IS po upravé LLE, MF 25:75 (v/v) pH 2,8;
detekce 250 nm

Vysvetlivky: LAM — lamotrigin, ZOLP — zolpidem, RISP — risperidon, KV — kvetiapin, 1S
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Tabulka 8 Retencni Casy, rozliSeni a vytéZnost po LLE

MF 25:75 w») pH 2,8 | tr Rs | vytéZznost (%)
Lamotrigin 3,34 - 81,88
Zolpidem 4,99 |5,52 81,94
Risperidon 8,04 | 6,39 43,51
Kvetiapin 14,03 1 9,79 47,53
IS 16,48 | 2,81 -

S cilem snizit retencni ¢asy a dobu analyzy po upravé LLE bylo pfistoupeno

k vyméné MeOH za ACN v mobilni fazi. Pfi poméru 25 (ACN): 75 (pufr pH 2,8) v/,

byla doba analyzy zkrdcena na 5 minut, ovS§em vSechny analyty se eluovaly velmi

blizko sebe. Pomér byl zménén na 20:80 a 30:70 (v/v), ale nebyla zaznamenana vyrazna

zména. Obsah pufru byl zvySen na pomér 15:85 (v/v), kdy se zolpidem a risperidon

eluovaly hned za sebou (obr. 28). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 9.
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Obrazek 28 Nastiik smésného roztoku s IS po upravé LLE , MF 15:85 (v/v) pH 2,8,
detekce 250 nm

Vysvetlivky: LAM — lamotrigin, ZOLP — zolpidem, RISP — risperidon, KV — kvetiapin, IS
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Tabulka 9 Retencni Casy, rozliSeni a vytéZnost

MF 15:85 wv) pH 2,8 | tr Rs | vytéZnost (%)
Lamotrigin 2,23 - 92,88
Zolpidem 5,06 | 11,90 94,28
Risperidon 5,56 | 1,36 45,05
Kvetiapin 9,46 | 8,34 48,00
IS 14,27 | 8,64 -

Bylo nutné tyto dva analyty (zolpidem a risperidon) od sebe oddélit. Byla
zkousena MF 10 (MeOH): 10 (ACN): 80 (pufr), v/v. Doslo k vyraznému odd¢leni pikl
zolpidemu a risperidonu. Byla ptipravena MF 5:15:85 (v/v) s detekei pii 240 a 210 nm
(obr. 29). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 10 a 11. Doslo ke kyZzenému zkraceni tg.

Mobilni faze s pomérem 5:15:80 (v/v) byla zvolena jako nejvhodnéjsi.
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Obrazek 29 Nastiik smésného roztoku s IS po upravé LLE , MF 5:15:80 (v/v) pH 2,8,
detekce 240 nm a 210 nm

Vysvetlivky: zleva odezva plazmy, LAM — lamotrigin, ZOLP — zolpidem, RISP —
risperidon, KV — kvetiapin, IS, detekce pri 240 nm (cernd), detekce pri 210 nm (riizova)
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Tabulka 10 Retencni cCasy, rozliSeni a vytéZnost pro detekci 240 nm

5:15:80 1(\vl/i) pH28 | ® | Rs |viteznost(%)
Lamotrigin 2,03 - 97,66
Zolpidem 4,09 | 6,07 42,91
Risperidon 5,23 | 2,58 57,20
Kvetiapin 9,49 | 7,84 112,45
IS 11,16 | 2,7 -

Tabulka 11 Retencni Casy, rozliSeni a vytéZnost pro detekci 210 nm

5:15:80 1(\v4/r;) pH28 | ® | Rs |viteznost(%)
Lamotrigin 2,03 - 97,89
Zolpidem 4,09 | 6,07 44,60
Risperidon 5,23 | 2,59 55,10
Kvetiapin 9,49 | 7,87 104,46
IS 11,16 | 2,7 -
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5.7 Parametry validace

Cely vyvoj metody byl zaméien na analyzu z biologického materidlu. Vyvinuta
metoda extrakce kapalina-kapalina byla validovana. Mezi valida¢ni parametry byly
zatazeny selektivita, limit detekce a limit kvantifikace, linearita a pfesnost. Limit
detekce a kvantifikace byl uréen pro kvetiapin, zolpidem, risperidon a lamotrigin.

Pro dalsi valida¢ni parametry byl zvolen lamotrigin.

5.7.1 Selektivita

Pro zjisténi selektivity byl pouzit vzorek Cisté plazmy a plazma se smésnym

roztokem o koncentraci 0,01 mg/ml. Byla pouzita MF 5:15:80 (v/v) pH 2,8 (obr. 30).
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Obrazek 30 Chromatogram s ndstiiky Cisté plazmy a plazmy se smésnym roztokem,
MF 5:15:80 (v/v) pH 2,8, detekce 240 nm a 210 nm

Vysvetlivky: shora doli nastrik smésného roztoku (riizova) a cisté plazmy pri 240 nm
(Cerna), nastrik smesného roztoku (hneda) a cisté plazmy (modra) pri 210 nm

Komentar: Chromatogram doklada nepfitomnost interferujicich komponent a dostatecné

oddé¢leni pikii.
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5.7.2 Limit detekce a limit kvantifikace

Limity detekce (LOD) a limity kvantifikace (LOQ) byly stanoveny pro léciva
uvedené v tabulce 12. Jejich hodnoty jsou vyjadiené ke koncentraci stanovovanych

latek v plazmé.

Tabulka 12 Hodnoty limitu detekce a kvantifikace p¥i 240 nm

LOD (pg/ml) | LOQ (pg/ml)
Kvetiapin 0,11 0,36
Zolpidem 0,08 0,27
Risperidon 0,15 0,5
Lamotrigin 0,12 0,41

5.7.3 Linearita

Kalibraéni kiivka byla méfena na Sesti koncentracnich hladinach. Po sestrojeni
kalibra¢ni kiivky roztoku po provedeni LLE byly ziskdny rovnice pro vypocet piesné

koncentrace a vytéznosti zkouseného roztoku.

Tabulka 13 Hodnoty kalibracni kiivky pro lamotrigin pii 240 nm

Koncentraéni troven ¢ (ug/ml) Polir,fli/[%gc}l
150% 150 0,403
100% 100 0,270
80% 100 0,236
50% 50 0,124
25% 25 0,074
LoQ 0,4 0,018

Komentar: Aby bylo docileno koncentra¢ni trovné 80%, bylo ptidano do plazmy 15 pl
roztoku lamotriginu (¢ = 0,1 mg/ml) namisto obvyklych ptidavanych 20 pl.
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Kalibrac¢ni kfivka po LLE z plazmy pfi 240 nm
0,45
04 . y =0,0025x + 0,0071
’ . R2=0,9887
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5025 {/
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2 02 ¢ pomér LAM/IS
0,15 /{ Linearni (pomér LAM/IS)
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0 T T T 1
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Obrazek 31 Graf zavislosti poméru ploch LAM/IS na koncentraci lamotriginu
v plazmé

Tabulka 14 Hodnoty kalibracni kiivky pro lamotrigin pi¥i 210 nm

Koncentra¢ni tiroveni ¢ (ng/ml) POIiTIAé;dI;}ECh
150% 150 1,756
100% 100 1,203
80% 100 1,036
>0% 50 0,542
25% 25 0,320
LoQ 0,2 0,030

Komentar: Aby bylo docileno koncentraéni trovné 80%, bylo pfidano do plazmy 15 pl
roztoku lamotriginu (¢ = 0,1 mg/ml) namisto obvyklych ptidavanych 20 pl.
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Obrazek 32 Graf zavislosti poméru ploch LAM/IS na koncentraci lamotriginu

5.7.4 Presnost

v plazmé

Vyjadfuje miru tésnosti shody mezi vzdjemné nezavislymi vysledky zkousek.

Ptesnost byla urcena pfi tfech koncentracich. Od kazdého koncentraéniho stupné bylo

hodnoceno 6 vzorkd LLE. Byly hodnoceny tyto koncentrace lamotriginu: 100 pg/ml,

50 pg/ml, 25 pg/ml. Vysledky jsou uvedeny v tab. 15 a 16. Tabulky 15 a 16 uvadi

primérné plochy pikili ze dvou nastiiki jak lamotriginu, tak IS pfi detekci 240 nm

a 210 nm.
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Tabulka 15 Stanoveni piesnosti pro lamotrigin s detekci pii 240 nm

Plochy pikt | Plochy pika | Plochy pika
ptic =100 pg/ml piic =50 pg/ml piic =25 pg/ml
Lamotrigin IS Lamotrigin IS Lamotrigin IS
1 107308 291340 143399 739644 56381 777599
2 149299 254120 156184 814997 51192 751949
3 110274 244755 126470 607620 55333 711606
4 132252 210783 133592 729415 57364 760515
5 125961 196515 133071 761747 61721 822132
6 137812 231159 107011 557278 65957 809649
Primér 127151 238112 133287,8 | 701783,5 | 57991,33 | 772241,7
SD 14777,16 | 30711,38 | 15075,17 | 89776,05 | 4719,581 | 36839,85
RSD 11,62% 12,90% 11,31% 12,79% 8,14% 4,77%
Tabulka 16 Stanoveni piesnosti pro lamotrigin s detekci pii 210 nm
Plochy pikid | Plochy piki | Plochy piki
ptic =100 pg/ml pfi c =50 pg/ml piic =25 pg/ml
Lamotrigin IS Lamotrigin IS Lamotrigin IS
1 584231 381161 712136 956697 333642 1010165
2 605141 346951 768405 1064478 250514 788088
3 452783 317881 634561 790315 272382 732941
4 659647 342652 672024 947774 278510 799511
5 646767 256121 667410 989455 239046 942901
6 500277 299612 534501 723236 272541 1052027
Primér | 5748077 324063 664839,5 | 911992,5 | 274439,2 | 887605,5
SD 75088,4 39542,76 | 71793,58 | 117590,7 | 29873,27 120207
RSD 13,06% 12,20% 10,80% 12,89% 10,89% 13,54%
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5.8 Analyza redlnych vzorki

Realn¢ vzorky predstavovalo krevni sérum ziskané od pacientli s obsahem
lamotriginu. Vyvinuta metoda s MF 5 (MeOH):15 (ACN):80 (tlumivy roztok pH 2,8),
v/v a vyvinutou LLE byla aplikovéna na redlné vzorky. Bylo pouzito 200 pul krevniho
séra a dalsi postup LLE byl stejny. Upravené vzorky byly podrobeny HPLC analyze.
Testovany vzorek obsahoval kromé lamotriginu i levetiracetam, rozliSeni obou pika

bylo Rg = 3,96. Lamotrigin s levetiracetamem se eluovaly blizko balasti z plazmy
(obr. 33).
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Obrazek 33 Nastiik realnych vzorkii levetiracetamu a lamotriginu, MF 5:15:80 (v/v)
pH 2,8

Vysvetlivky: zleva odezva plazmy, LEV — levetiracetam, LAM — lamotrigin, IS —

medazepam, detekce 240 nm

Tabulka 17 Retencni Cas a vytéZnost lamotriginu, MF 5:15:80 (v/v)

MF o o 0
5:15:80 (v/v) pH 2,8 tr | Plocha pikil | ¢ (mg/ml) | Vytéznost (%)
Lamotrigin 1,85 54841 0,01255 94,65

IS 9,32 | 471746 - -

Nasledné byla testovdna moznost upravy validované metody pro spolecnou
analyzu obou latek. Byla zkousena MF se zvySenym obsahem pufru s pomérem
2,5:7,5:90 (v/v). Tato analyza byla problémova v tom, Ze nebyl detekovan pik IS.
Zastoupeni organické faze bylo zmenSeno a jiz nepfindSelo vhodné vysledky.

V disledku téchto problémit bylo navySeno mnozstvi ACN. Vznikl pomér

79



2,5:12,5:85 (v/v). Byl zaznamenan posun tg lamotriginu. Piky levetiracetamu a
lamotriginu byly vice oddélené a vice oddélené od balastii z plazmy, rozliSeni obou pikt

bylo Rs= 5,96, (obr. 34).
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Obrazek 34 Nastiik realnych vzorkii levetiracetamu a lamotriginu, MF 2,5:12,5:85
(wv) pH 2,8

Vysvetlivky: zleva odezva plazmy, LEV — levetiracetam, LAM — lamotrigin, 1S, detekce
240 nm

Tabulka 18 Retencni Cas a vytéZnost lamotriginu, MF 2,5:12,5:85 (v/v)

MF "o . o
2,5:12,5:85 (wv) pH 2,8 tr | Plocha pikli | ¢ (mg/ml) | VytéZnost (%)
Lamotrigin 3,32 70955 0,01185 89,37
IS 9,18 | 467956 - -
HPLC analyza svyuZitim poslednich dvou zminénych poméri MF

pfedstavovala nastin toho, jak je lze vbudoucnu vyuzit k dalS§imu hodnoceni

MF bude

pravdépodobné potieba vyzkouSet gradientovou eluci a piipadné jesté¢ upravit pomér

biologickych vzorkd. K optimalizaci analyzy s vyuzitim téchto

organické faze a tlumivého roztoku.

Metodou pouzivanou ve FN HK bylo stanoveno mnozstvi levetiracetamu
109,6 umol/l a lamotriginu 51,77 pmol/l, resp. 18,6 mg/l a 13,26 mg/l a nasi metodou
bylo nalezeno 12,55 mg/l lamotriginu, coz je o 5,37 % méné. Metoda pro stanoveni
lamotriginu ve FN HK je provadéna na koloné C18 (150%x4,6 mm), 5 um s pifedkolonou
C18 (3,9%20 mm, Waters); prutok isokraticky 1,0 ml/min; teplota na koloné: 40°C;
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mobilni faize ACN — octanovy pufr pH 6,8 (28% — 72%); nastiik 25 pul; DAD spektrum:
190-600 nm, hodnoceni pii 306 nm; doba analyzy 8 min. Pro zjiSténi hladiny
levetiracetamu by musel byt pouzit jeho standard o znamém obsahu, ktery nebyl
k dispozici. Pro uplné srovnani obou metod by muselo byt provedeno vétsi mnozstvi

meéfeni a na vét§im poctu vzork.
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6. ZAVER

Teoretickd Cast této diplomové prace se zabyva analyzovanymi 1€Civy, jejich
fyzikéalné-chemickymi a farmakologickymi vlastnostmi. Jsou zde uvedeny jak
mechanismy u¢inku, indikace, tak i farmakokinetické vlastnosti. Déle se teoreticka Cast
vénuje predevsim vysokoucinné kapalinové chromatografii. Kapitoly zahrnuji zékladni
princip, instrumentaci, separacni zpisoby, druhy staciondrnich fazi, detekéni systémy
a hodnotici parametry. V ramci teoretické casti jsou také uvedeny zpusoby upravy

biologickych vzorki pied analyzou.

Experimentalni ¢ast uvadi reten¢ni chovani vybranych 1é¢iv pii hodnotach pH
5,7; 10,0 a 2,8. Byla pouzita kolona Kinetex EVO C18 (150,0 x 3,0 mm). Postupn¢ byly
vystfidany rizné poméry organické faze a roztoku pufru pro kazdou hodnotu pH zvlast.
U mobilni faze s tlumivym roztokem o pH 5,7 a 10,0 nevykazovaly hodnocené 1éciva
tak dobré retencni chovani jako u mobilni faze s pufrem o pH 2,8. Zminéné mobilni
faze, Upravy poméri a vyména MeOH za ACN, pouziti gradientové eluce ¢i spojeni
s hmotnostni spektrometrii predstavuji dal$i moznosti vyuziti pfi budoucim testovani.
K dal§imu hodnoceni byla vybrana mobilni faze s fosfore€nanovym pufrem o pH 2,8
a byl nalezen nejvhodnéjsi pomér 5 (MeOH):15 (ACN):80 (pufr). Byla vyvijena metoda
pro extrakci kvetiapinu, zolpidemu, risperidonu a lamotriginu z plazmy. Ethylacetat byl
zvolen nejvhodné€j$im extrak¢nim ¢inidlem pro své vysledky. Jako vnitini standard byl
vybran  medazepam.  Analyza  probihala pii  pritoku  Iml/min s UV
spektrofotometrickou detekci pti 210 nm a 240 nm. Injikovany objem vzorki po upraveé
byl 10 pl. Valida¢ni parametry byly testovany u lamotriginu. Déle byly za vySe
uvedenych podminek a se stejnou mobilni fazi analyzovany realné biologické vzorky

od pacienttl.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

5-HT, A, 5-HT, — 5-hydroxytriptamin

7-OH — 7-hydroxykvetiapin, metabolit kvetiapinu

ACN - acetonitril

APCI — Atmospheric pressure chemical ionization, chemickd ionizace
za atmosférického tlaku

API — Atmospheric pressure ionization, ionizace za atmosférického tlaku

APPI — Atmospheric pressure photoionization, fotoionizace za atmosférického tlaku
BEH — Bridge ethyl hybride, technologie ethylenovych mistkovych hybrida

CAD - Corona-discharge detector, aerosolovy detektor nabitych ¢astic

CNS — centralni nervovy systém

CRL — chemicka referenc¢ni latka

D;, D, — dopaminové receptory

DAD — Diode array detectors, detektor s diodovym polem

ESI — Electrospray ionization, ionizace elektrosprejem

GC — Gas chromatography, plynova chromatografie

GPC — Gel permeation chromatography, gelova permeacni chromatografie

H, — histaminovy receptor

HDL — High density lipoprotein, vysokodenzitni lipoprotein

HILIC — Hydrophilic interaction chromatography, hydrofilni interakéni chromatografie
HPLC - High Performace Liquid Chromatography, vysokou¢inna kapalinova
chromatografie

IEC — Ion exchange chromatography, iontové vyménna chromatografie

IS — Internal standard, vnitini standard

KV —kvetiapin

LAM - lamotrigin

LC-MS - Liquid chromatography-mass spectrometry, kapalinova chromatografie
s hmotnostni spektrometrii

LDL — Low density lipoprotein, nizkodenzitni lipoprotein

LEV — levetiracetam

LLE — Liquid-liquid extrakce, extrakce na kapalné fazi

MARTA — Multiacting receptor targeted antagonists, multireceptorovi antagonisté

MeOH — methanol
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MF — mobilni faze

Mr — relativni molekulova hmotnost

NOR — norkvetiapin, metabolit kvetiapinu

NP-HPLC — Normal phase high performance liquid chromatography, chromatografie
na normalnich fazich

PDA — Photodiode array, detektor s diodovym polem

PS-DVB — kopolymer polystyrenu a divinylbenzenu

QT interval — vzdalenost mezi kmitem Q a koncem viny T

RISP — risperidon

RP-HPLC — Reversed phase high performance liquid chromatography, kapalinova
chromatografie na nepolarnich absorbentech

Rg — rozliSeni

SDA — Serotonine dopamine antagonists, antagonisté serotoninu a dopaminu

SEC — Size exclusion chromatography, molekulova vylu¢ovaci chromatografie

SPE — Solid phase extraction, extrakce na pevné fazi

Tr — Tailing factor, mira soumérnosti piku

tgr — retenéni ¢as

UV — Ultra violet, ultrafialova oblast svétla

UV/VIS — Ultra violet/visible, ultrafialova a viditelna oblast svétla

ZOLP — zolpidem
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