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Abstrakt a klicova slova

Abstrakt:

Cilem diplomové prace byla analyza historickych lé¢ivych ptipravkid, zahrnujici
stanoveni obsahu 1é¢ivé latky a identifikaci jejich ptipadnych degrada¢nich produkta.
Historicky Ié¢ivy piipravek naloxonu byl analyzovan hmotnostni spektrometrii.
Historické 1é¢ivé piipravky adrenalinu a efedrinu byly analyzovany pomoci UHPLC-
-MS akvantifikovany metodou kalibra¢ni pfimky. V historické injekéni forme
naloxonu, ,NARCAN® datované kolem roku 1980, nebyly pozorovany zadné
degradacni produkty a naméfené hmotnostni i UV spektrum odpovidalo spektrim pro
naloxon. Analyzovany vzorek naloxonu byl stabilni i po 35 letech skladovani.
V analyzované historické injek¢éni formé adrenalinu, ,,Adrenalin Hydrochlor., Dr.
Heisler (datované mezi léty 1917 a 1938) bylo stanoveno 5,26 = 0,11 % deklarovaného
mnozstvi adrenalinu. V naméinych spektrech byly patrné degrada¢ni produkty, které
vSak zatim nebyly v literatufe popsany a jejich identifikace byla nad ramec této prace.
Analyzovany vzorek adrenalinu byl vpribéhu cca devadesati let témét kompletné
degradovan. Stabilitni test provadény se Ctyimi roztoky standardu adrenalinu prokazal
vliv kysliku, svétla, teploty 1 ¢asu na degradaci adrenalinu. V historické injek¢ni forme
efedrinu, ,Ephedrin® (datovaném mezi kty 1945 a 1948), bylo stanoveno
107,58 + 0,39 % deklarovaného mnozstvi efedrinu a v namétenych spektrech nebyly
patrné Zadné degradacni produkty. Analyzovany vzorek efedrinu byl stabilni i po témef
sedmdesati letech skladovani.

Klicova slova:
hmotnostni spektrometrie, UHPLC-MS, historické 1é¢ivé ptipravky, naloxon, adrenalin,
efedrin



Abstract:

The aim of the thesis was to analyze the historical pharmaceutical preparations,
including the determination of the active substance and identify theirs possible
degradation products. A historical pharmaceutical preparation of naloxone was analyzed
by mass spectrometry. Historical pharmaceutical preparations of adrenaline and
ephedrine were analyzed by UHPLC-MS and were quantified using a calibration curve.
In the historical injection solution of naloxone, “NARCAN”, dated around 1980, there
were no significant degradation products and the measured mass and UV spectrum was
consistent with the spectrum of naloxone. The analyzed sample of naloxone was stable
even after 35 years of storage. Inthe analyzed historical injection solution of adrenaline,
»Adrenalin Hydrochlor., Dr. Heisler” (dated between 1917 and 1938) was determined
526 £ 0.11 % of the declared amount of adrenaline. In the measured spectras were
noticeable degradation products, which have not been described in the literature yet and
their identification was beyond the scope of this paper. The analyzed sample
ofadrenaline was almost completely degraded during about ninety years. The stability
test carried out with four standard solutions of adrenaline proved influence of oxygen,
light, temperature and time on the degradation of adrenaline. In the historic injectable
form of ephedrine, ,Ephedrin“ (dated between 1945 and 1948) was determined
107.58 + 0.39 % of the declared amount of ephedrine and in the measured spectras were
no apparent degradation products. The analyzed sample of ephedrine was stable for
nearly seventy years of storage.

Key words:
mass spectrometry, UHPLC-MS, historical pharmaceutical preparations, naloxone,
adrenaline, ephedrine
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1 0UVOD

Léciva jsou vdneSnim svété velmi dilezitou a nedilnou soucasti kazdodenniho
zivota. Svédci o tom naptiklad fakt, Ze se roéné vyrdbi stale vice léciv, vyvijeji se nové
druhy k&iv a celkové roste spotieba 1éki. Podle Ustavu zdravotnickych informaci
a statistiky CR se napiiklad vroce 2011 zvedla celkova trzba za 16¢iva a zdravotnické
prostfedky o 1,5 % oproti roku 2010 a vroce 2012 se trzba oproti roku 2011 zvedla
0 daKich 4,6 %.

Lécivo, stejn¢ jako kazda chemickd latka, vSak mize Casem podléhat chemickym
a fyzikdlnim zméndm nejriznéjSiho druhu. Vyrobei 1é€iv garantuji neménnou kvalitu
vyrobku pouze po dobu pouZitelnosti ptipravku. Po tuto dobu se provadéji stabilitni
studie a je jich znamo velké mnozstvi, avSak stabilitni studie pro dlouhé¢ doby
skladovani nejsou piili§ bézné, ackoli jich uz celd fada existuje. Proto bylo zajimavé
sledovat stabilitu lé¢ivych piipravkli analyzou jejich historickych lékovych forem.

Cilem této diplomové prace bylo provést analyzu historickych 1écivych ptipravka
naloxonu, adrenalinu a efedrinu rtiznymi analytickymi metodami. Ukolem bylo zistit
pritomnost ¢i naopak nepfitomnost pivodni lECivé latky, ptipadnych degradac¢nich

produktt, kvantifikovat nalezené latky, poptipadé provést dopliujici zZkousky.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Stabilita 1éciv a 1écivych pripravkii

Stabilita 1éCiv poptipade lécivych pripravki je definovana jako vlastnost zachovat si
po urCitou dobu a za stanovenych podminek uchovavani urc¢ené jakostni znaky
ve stanovenych mezich [1]. Stabilita farmaceutického produktu muize byt také
definovana jako schopnost ur¢it¢ho pifipravku zistat ve specifickém obalu
v odpovidajicich fyzikalnich, chemickych, mikrobiologickych, toxikologickych,
ochrannych a informa¢nich parametrech [2]. Stabilita se testuje stabilitnimi studiemi,
coz je soubor testl, které maji dokumentovat zmény v kvalité testovaného produktu
pusobenim vnéjSich vlivii a jejich ukolem je stanovit vhodny obalovy material
piipravku, podminky skladovani a uchovavani a dobu pouzitelnosti pfipravku [1].
Stabilitni studie se provadi z riznych diivodd, naptiklad pti zavedeni nového léciva
do vyroby, zméné technologic vyroby ¢i kvuli pravidelnému sledovani stability. To je
dalezité pro zajisténi kvalitniho, a¢inného a hlavné bezpe¢ného piipravku po celou dobu
pouzitelnosti ¢iva. Kvalita by méla byt zachovana za podminek, se kterymi se 1écivo
(resp. Iékova forma) setkava pii vyrobé, dopravé, skladovani ve skladech, nemocnicich
a lékarnach, stejné jako v domacnostech [3].

Disledky ptipadné nestability 1é€ivého ptipravku mohou byt rizné, napiiklad
snizeni koncentrace u¢inné latky, zména biologické dostupnosti, vznik rozkladnych
produktu, ztrata mikrobiologické nezivadnosti ¢i zména vzhledu lkové formy [1].
Fyzikalni a chemickd degradace léCivych latek mohou mit za nasledek az toxické
ucinky [3].

Faktory ur¢ujici chemickou stabilitu lé¢ivych latek zahrnuji vnitini faktory, jako je
napiiklad molekuldrni struktura samotné latky, kterd uréuje cestu degradace, a faktory
prostiedi, mezi které patfi naptiklad pH, iontova sila, tlumivé roztoky, ptito mnost
kysliku, vlhkosti, svétla, pomocnych latek a aditiv a teplota, kterd je jednim
z primarnich faktora ovliviiujici stabilitu 1é¢iv [3].

Fyzikalni stabilita je také velmi dilezitd a je ovlivnéna mnoha stejnymi faktory,
které ovliviiyji stabilitu chemickou, jako naptiklad ptitomnost vody ¢i vlhkosti. Lécivé
ipomocné latky existuji vriznych mikroskopickych stavech, které se od sebe lisi
riznym stupném uspotadani, napiiklad latky amorfni a rizné krystalické, hydratované
a solvatované stavy latky. Casem muZe 1é¢iva latka (nebo i latka pomocna) prechézet
zjednoho stavu, obvykle metastabilniho nebo nestabilniho, do stavu jiného,

termodynamicky stabilniho.



Nejvice prostudovand forma nestability lékovych forem je kvantitativni ztrata
ucinné latky, ktera mize vést ke snizeni u¢innosti I€ku, navic mohou degradaci 1écivé
latky vznikat az toxické produkty [3]. Z tohoto divodu je pfi stabilitnich studiich
dialezité zjistit nejen to, kolik latky se Casem ztratilo, ale také jaké vznikly degradac¢ni
produkty. Degradaci 1é¢iva mize vzniknout také produkt esteticky neptijatelny, ktery se
od ptivodniho nezménéného 1é¢iva odlisuje napiiklad barvou ¢i zapachem. A i presto, ze
je lé¢ivo stabilizovano v zamysSlené 1é¢ivé forme¢, musi byt zajiSténa také stabilita pfi
podminkdch pH gastrointestindlnim traktu, vptipadé, Ze je lékova forma urCena
K peroralnimu podani. Vétsina l€ivych latek je pomérné stabilinich pfi neutralnim pH,
které je v tenkém stfeve, ale mohou byt nestabilni pti pH Zalude¢ni §tavy.

Léciveé latky maji rizné molekularni struktury a jsou tedy nachylné k nejraznéj$im
cestam rozkladu [3]. Mezi mozné degradacni cesty patii napiiklad hydrolyza ¢i
dehydratace, izomerace a racemizace, fotodegradace, oxidace a komplexni interakce
s pomocnou latkou nebo s jinymi lécivymi piipravky. Latky obsahujici ve své struktuie
skupinu karboxylové kyseliny mohou byt nékdy také nachylné k dekarboxylaci.

Pravdépodobné nejcastéjSim degradaénim mechanismem 1écivych latek je proces
zprostiedkovany kapalinou, tedy hydrolyza [4]. VétSina léCivych latek, a to i téch, které
nejsou zvlast nachylné k hydrolyze, se totiz staivda méné stabilnimi pfi zvySené trovni
okolni vlhkosti [3]. VétSina parenteralnich lkCivych piipravkl, a to 1 pevné Ilékové
formy, ptichazi do styku s vodou. Hydrolyza je casto hlavni degrada¢ni cestou
u sloucenin, které obsahuji ve své molekule esterovou nebo amidovou skupinu.

Oxidace je dal$i velmi Castou cestou degradace. Je obecné definovana jako ztrata
elektronll v systému, ale u organickych sloucenin se jednd spiSe o zvySeni poctu atomil
kysliku nebo snizeni poétu atomi vodiku v molekule [4]. Oxidace mize byt
katalyzovana kyslkkem, t€Zkymi kovy nebo svétlem. Kyslik, jakoZto katalyzator
pusobici vétSinu oxidacnich reakci, je bohaté zastoupen v prostiedi, kterému jsou lé¢iva
vystavena v prib&hu zpracovani nebo pti dlouhodobém skladovani [3]. Mechanismus
oxidace je zavisly na chemické struktufe 1écivé latky a na pritomnosti reaktivnich forem
kysliku €1 jinych oxidanti.

Fotodegradace je ve farmacii méné vyznamnd, nicméné pocet fotochemicky
nestabilnich 1é¢ivych latek posledni dobou stoupa [5]. Fotodegradaci mize 1é¢iva latka
ztratit svou uCinnost, mize vSak také zplisobit svétlem vyvolané nezadouci uCinky
po podani pacientovi po interakci s endogennimi laitkami. Fotochemicka degradace je
zahijena tim, Ze latka absorbuje energii. Mnoho fotochemickych reakci je slozitych
a muze zahrnovat fadu konkuren¢nich reakénich cest, ve kterych kyslik muze hrat
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vyznamnou roli. Fotodegradace je tedy Casto doprovazend oxidaci za piitomnosti
kysliku [3].

Lékové formy jsou jen zfidka kdy formuloviny jen jako lCivé latky samy
0 sobé [3]. Casto jsou v p¥ipravku piitomny aditiva nebo pomocné latky. Mezi é¢ivem
a jednou ¢i vice pridanymi latkami miize probéhnout chemicka reakce, stejné jako mezi
vice lCivymi latkami obsaZenymi vjednom piipravku. Pomocné latky mohou
ovlivitovat stabilitu lé¢iva riznymi zpusoby ¢i mechanismy. Mohou napfiklad zménit
pH lé¢ivé latky, barevné pomocné latky mohou zvySovat oxidaci a fotodegradaci lé¢iva
tim, ze produkuji singletovy kyslik, ktery se Ucastni fet€zové reakce. Dal§im piikladem
jsou kovové ionty jako pomocné latky nebo jako necistoty aty cCasto katalyzuji
degradaci lé¢ivé latky oxidaci ¢i fotodegradaci.

Zvysit stabilitu lze napiiklad uchovavanim injekénich roztokli v zatavené ampulce
S inertni atmosférou, uchovavat lékové formy v tmavém prostfedi, vchladu nebo
i povrchovou tpravou lékové formy. Takovou upravou muze byt napiiklad potahovani
tablet ¢i granuli. Na povrch tablet (¢i granuli) je sprejovanim nanesen tenky film,
obvykle 10-100 umsilny [6].

Pti stabilitnich studiich 1é¢ivych piipravkl se vyuzivaji organoleptick¢é hodnoceni,
chemické, fyzikalni, biologické a mikrobiologické zkousky [1]. K organoleptickému
hodnoceni patii sledovani vzhledu, barvy, chuti, zipachu a u roztokt i sledovani ¢irosti
Toto hodnoceni se provadi napiiklad porovnavanim se standardy a je dilezité zejména
U peroralnich roztokl. Testovani na fotostabilitu by mélo ukazat, ze vystaveni latky
svétlu nezplsobi nepfipustné zmény vjejich vlastnostech. Mezi biologické
a mikrobiologické zkousky patii pfedev§im zkouska mikrobiologické nezavadnosti,
zkouSka neptitomnosti pyrogentl, zkouska na bakteridlni endotoxiny ¢i zkouska sterility.
Mikrobialni kontaminace mize pochédzet jiz z vyroby, nebo vznikd porusenim integrity
obalu béhem skladovani ¢i distribuce a ndslednym prinkem mikroorganismi
do ptipravku.

Prevazna vétSina studii zabyvajicich se stabilitou k¢iv a IKkovych forem se
zam&fuje na Casové obdobi nékolika malo mésict ¢i let [7-10]. V posledni dobé se vSak
provadi stale vice studii zabyvajicich se stabilitou dlouhodobou, napiiklad analyzou
historickych Iékovych forem starych pies sedmdesat let [11-13]. Byly provadény
dokonce i studie vzorki ze 16. stoleti [14], napiiklad analyza masti, ¢i 14000 let starych
egyptskych barviv zmake-upi [15]. Dalsim piikladem studie historickych

farmaceutickych vzorku je analyza piirodnich pryskyfic a balzamu z 18. stoleti [16].
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2.2 Naloxon

2.2.1 Struktura a vlastnosti

Obr. 2.1: Chemicka struktura naloxonu.

Naloxon hydrochlorid, chemicky (50)-4,5-epoxy-3,14-dihydroxy-17-(2-
-propenyl)morphinan-6-on hydrochlorid (1:1) (CASN: [357-08-4]) je antagonista
opioidt. Jeho sumarni vzorec je CigH21NO4.HCI a relativni molekulova hmotnost je
363,84 [17]. Je to bily prasek s teplotou tani 200—205 °C. Je rozpustny ve vod¢, slabé
rozpustny v ethanolu a prakticky nerozpustny v chloroformu a etheru. Naloxon (CASN:
[465-65-5]), jehoz pKa je 7,9, je naopak Vv chloroformu rozpustny. Jeho chemicka
struktura je znazornéna na obr. 2.1, sumarni vzorec je CigH21NOs a relativni
molekulova hmotnost naloxonu je 327,37. Naloxon tvofi krystaly, jejichz teplota tani je
177-180 °C.

2.2.2 Vyroba

Vychozi slouceninou pro piipravu naloxon hydrochloridu mize byt oxymorfon,
jehoz acetylaci vznikne 3,6-diacetatovy derivat, ktery reakci s bromkyanem poskytne
desmethyl derivat (obr. 2.2) [18]. Desmethyl derivat se nejprve hydrolyzuje, nasledné se
alkyluje s allyl bromidem a nakonec se necha zreagovat s kyselinou chlorovodikovou,
¢im vznikne finalni produkt naloxon hydrochlorid.

Dalsi mozZnosti je syntéza naloxonu malymi zmé€nami ve struktufe morfinu [19].
Upravou substituentu na piperidinovém dusiku z methylové skupiny na del3i postranni
fet€zec se €k zméni z agonisty na antagonistu.
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Obr. 2.2: Vyroba naloxon hydrochloridu z oxy morfonu [18].

2.2.3 Farmakologie naloxonu

Naloxon je specificky opioidni antagonista na p-receptorech [20] (u-receptory jsou
receptory v neuronech sprazené s G-proteinem, jejichz aktivaci dochazi k tiSeni bolesti,
tzv. antinociceptivnimu u¢inku [21]), ktery pusobi kompetitivné a je obecné pouzivan
k 16¢b¢ predavkovani opioidy a k odvraceni nezadoucich G¢inkl terapeutickych davek
opioidl [22]. Pro tento uc¢el je vhodny, jelikoZ nezvysuje riziko Gtlumu dychani [18]. Je
také pouzivan pro diagnostiku fyzické zavislosti na opiatech a jako 1éCebny prostredek
pii 1écbé patologickych uzivateli opiatt [22]. Naloxon je schvalen také pro pouZiti
unovorozencti pro odvraceni utlumu dychdni vyvolanému uzivanim opidtd matkou
[19]. Krom¢ toho se naloxon pouziva ke zlep$eni krevniho ob&hu u pacientti v Soku.
Dalsi experimentalni a mén¢ dokumentované pouziti naloxonu zahrnuje odvraceni
komatu pii predavkovani alkkoholem, potlaceni chuti Kjidlu a zmirnéni demence
ze schizofrenie. V extrémné malych davkach se podava spolu s morfinem, aby se
predeslo vzniku zavislosti [23]. U zdravych jedinct nevykazuje zadné farmakologické

uc¢inky [24] a jeho nezadouci u¢inky jsou minimalni [19].
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Naloxon se nejcastéji pouziva jako naloxon hydrochlorid [22]. Je podavan
parenteralné vzhledem k vysokému first-pass efektu pii podani oralné, obvykle
intraven6zné kvuli rychlému nastupu G¢inku. Podava se jednorazové v mnozstvi
0,4-2 mg, v piipadé potieby se podani opakuje [17].

Food and Drug Administration schvalila tablety pro lé¢bu zavislosti na opiatech
obsahujici fixni davku buprenorfin hydrochloridu a naloxon hydrochloridu v poméru
4:1 [25]. Jsou dostupné ve dvou koncentracich, 2 mg/0,5 mg obsahujici 2,16 mg
buprenorfin hydrochloridu (ekvivalentni ke 2 mg buprenorfinové baze) a 0,61 mg
naloxon hydrochloridu (ekvivalentni k 0,5 mg naloxonové baze) a 8 mg/2 mg obsahuyjici
8,64 mg buprenorfin hydrochloridu (ekvivalentni k 8 mg buprenorfinové baze)
a 2,44 mg noloxon hydrochloridu (ekvivalentni ke 2 mg naloxonové baze).

2.2.4 Distribuce v organismu a metabolismus

Naloxon je po peroralnim podani rychle absorbovan, ale podléha rozsahlému first-
-pass metabolismu [17]. Je rychle, ale neuplné¢ vyluCovan mo¢i, hlavné jako
konjugované metabolity. Do Sesti hodin se vylouci 30 % a do 72 hodin 60 % z podané
davky. Metabolity, které byly identifikovany, jsou naloxon-3-glukuronid a N-desalkyl
a 6-hydroxy derivaty, spolu s jejich glukuronidovymi konjugaty. U lidi a kraliki je
naloxon metabolizovan také na ptislusny dihydromorfin [26]. Po poziti vysoké oralni
davky naloxonu je N-deallylaci metabolizovan na nornaloxon. Biologicky polocas se
U dospélého jedince pohybuje vrozmezi 30 az 81 minut, zatimco unovorozencu je

biologicky polocas v rozmezi 30 az 186 minut [18].

2.2.5 Analyticka stanoveni

Byla popsana $iroka skala analytickych metod pro detekci a kvantifikaci naloxonu
ajeho metabolitti v biologickych tekutinach, kterd zahrnuje napiiklad HPLC metody
spojené s elektrochemickou, spektrofotometrickou nebo DAD-fluorescencni detekci
[22]. Pro Ekové formy jako jsou tablety nebo injekéni roztok se vyuziva metoda HPLC.

V tabulce 2.1 jsou uvedeny vybrané piiklady stanoveni naloxon hydrochloridu,

eventuelné naloxonu, v riznych matricich.
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Tab. 2.1: HPLC stanoveni naloxonu, resp. naloxon hydrochloridu na kolon¢ C18.

typ vzorku

podminky méfeni, detekce

LOD

LOQ

linearni rozme zi

refe-
rence

mikrocastice pro
1é¢bu drogové

zavislosti

tableta
s buprenorfin
hydrochloridem

lidska plazma

1é¢ivé piipravky

mys$iplazma

izokraticka
-oktanosulfat

methanol-
sodny  (pH=4,0)
(45:55, vlv), detekce deuteriovou
lampou

eluce

izokratickd eluce acetonitril-10mM
fosfatovy pufr (pH=6,0) (83:17,
v/v), UV detekce (210 nm)

izokraticka eluce methanol-0,1%
kyselina  (15:85,

elektrosprejova ionizace,

octova v/v),
trojity

kvadrupélovy analyzator, MS

izokratickd eluce 0,IM fosfatovy
pufr-methanol (84:16, viv),
elektrochemické detekce

izokratickd eluce acetonitril-2mM
mravencan amonny (82:18, v/v),
trojity

elektrosprejova ionizace,

kvadrupolovy analyzator, MS-M S

izokraticka eluce acetonitril-0,01M
fosfatovy pufr (70:30, v/v), UV
detekce (254 nm)

gradientova eluce 0,1% mravenci
kyselina-0,1% kyselina
v acetonitrilu, elektrosprejova

mravenci

ionizace,
analyzator, MS-MS

trojity  kvadrupolovy

1,0ng ml™

1,907
pg ml

25
pg mit

6-30 ug ml*

0,1-100 pg ml™

1-100 ng ml™*

2,5-160 ng mI™*

0,025-20ng ml™*

10-50 pg ml™*

0,2-100 ng mI™*

[22]

[29]

[27]

(28]

[29]

(30]

(31]
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2.3 Adrenalin

2.3.1 Struktura a vlastnosti

OH

=T

HO
CH;

HO

Obr. 2.3: Chemicka struktura adrenalinu.

Adrenalin, chemicky 4-[(1R)-1-hydroxy-2-(methylamino)ethyl]benzen-1,2-diol
(CASN: [51-43-4]), také znamy jako epinefrin [17], je jeden zptirozené se
vyskytujicich katecholamind [32]. Jeho sumarni vzorec je CoH;3NOg, relativni
molekularni hmotnost je 183,20 [17] a jeho struktura je znazornéna na obr. 2.3. Je to
bily nebo krémovy krystalicky praSek nebo granule s teplotou tadni 212 °C, pfi které se
rozklada. Na svétle a vzduchu jeho barva tmavne, je nestabilni v neutralnich nebo
alkalickych roztocich. V ethanolu, chloroformu, etheru a petroletheru je adrenalin
prakticky nerozpustny, mirné rozpustny je ve vod¢ a dobie rozpustny je vroztocich

mineralnich kyselin a kyseliny borité a v roztocich hydroxidu sodné¢ho nebo draselného.
Pii20 °C je jeho pKa1 = 8,7, pKa2 = 10,2 a pKy3 = 12,0.

2.3.2 Vyroba

Adrenalin je ptirozené¢ se vyskytujici endogenni katecholaminovy hormon, ktery
sekretuje dfen nadledvin spolecné se sympatickymi nervovymi zakoncenimi [32]. Jako
prvni ho z nadledvin nezavisle na sob¢ izolovali na konci 19. stoleti Abela Fuerth [18].

Adrenalin je mozné syntetizovat nckolika zplsoby, velmi castd je syntéza
z katecholu (obr. 2.4), kdy se katechol necha zreagovat s monoacetylchloridem, ¢imz
za odstépeni  molekuly  chlorovodiku  vznikne  chloroacetylkatechol  [18].
Chloroacetylkatechol se nasledné nechd zreagovat s methylaminem, odStépi se dalsi
molekula chlorovodiku a vznikne methylaminoacetylkatechol, jehoZ redukciuz ziskame

racemicky adrenalin.
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Obr. 2.4: Chemicka syntéza adrenalinu z katecholu [18].

V lidském t€le je adrenalin tvofen nasledujicim sledem reakci: tyrosin —
— 3,4-dihydroxyfenylalanin (DOPA) — dopamin — noradrenalin (norepinefrin) —
— adrenalin (epinefrin) [33] (obr. 2.5). Jednotlivé kroky jsou katalyzovany enzymy
tyrosin ~ hydrolasou,  3,4-DOPA  dekarboxylasou,  dopamin-g-hydroxylasou
a fenylethanolamin-N-methyltransferasou.

17



COOH COOH

CHz-CH-NH; HO CHa-CH-NH;

HO HO

tyrosin DOPA \

HO CHy-CHa-NH,

HO
dopamin
OH )/TH
HO CH-CH,-NH-CHs HO CH-GHy-NH,
-
HO HO: :
adrenalin noradrenalin

Obr. 2.5: Biosyntéza adrenalinu v lidské mtéle [33].

2.3.3 Farmakologie adrenalinu

Adrenalin, stejné¢ jako napiiklad dopamin nebo noradrenalin, patfi do skupiny
katecholamini a je také jednim zduleZitych neurotransmiterli v nervovém systému
savell a biologickych télnich tekutinach [34]. Pusobi neselektivné [35], ma stejné
vysokou afinitu ke vSem adrenergnim a- i PB-receptorim [36]. Pouziva se jako
vazokonstrik¢ni ptisada k lokalnim anestetikim (drzi anestetikum v mist¢ pusobeni,
naaxonu senzitivniho nervu, tim dochazi k prodlouzeni G¢inku anestetika [36]),
antialergikum (adrenalin podany intravendézné je nejdilezitéjSim lé¢ivem pfi
anafylaktickém Soku [36]), Kkardiostimulans (adrenalin pisobi na [-adrenoreceptory
v srdci, ¢imz dojde ke zvySeni rychlosti a sily kontrakce srdce [19]) a vyjimecné jako
bronchodilatans (a to pfedev§im u no¢niho astmatu jako latka s prodlouzenymi G¢inky)
[35]. Je kontraindikovan naptiklad u vysokého krevniho tlaku, ateroskler6zy, arytmii ¢i
hyperthyredzy.

Mnoho jevll souvisi s koncentraci adrenalinu v Krvi, stejné¢ jako v moci [37].
Normalni mnoZstvi adrenalinu v séru zdravého ¢lovéka se pohybuje na urovni nmol ',

Zmény v koncentraci adrenalinu mohou souviset se stresem ¢i srde¢nimi problémy [32].
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Abnormalné vysokd koncentrace v mo¢i nebo plasmé muze indikovat i tumor
produkujici katecholaminy, jako je feocytochrom, paragangliom ¢i neuroblastom [38].

Hydrogenvinany nebo hydrochloridy adrenalinu jsou Siroce vyuzivany ve formé
injek¢nich roztoku [39]. Kvuli jeho béznému uzivani na pohotovostech a jednotkach
intenzivni péce je typickou 1ékovou formou pravé injekcni sterilni roztok ve sklenénych
ampulkach na jedno pouziti. United States Pharmacopoeia definuje injekéni roztok
adrenalinu jako sterilni vodny roztok L-adrenalinu s vhodnym pufiem (ve formeé
vinanové nebo hydrochloridové soli) [40]. L-forma adrenalinu je nckolikanasobné
ucinnéj$i nez jeho opticky izomer, avSak mize byt inaktivovan racemizaci, oxidaci,
nebo reakci s pomocnymi latkami pfitomnymi v roztoku (obr. 2.6). Bézna koncentrace
v komer¢nich produktech je 1-2 % pro dospé€lé, zatimco roztok pro déti obsahuje 0,5
nebo 0,15 % I&¢ivé latky [39]. Mimo intraven6zniho zpisobu podani existuje i podani
subkutanni ¢i inhala¢ni, pfi¢emz pti inhalaci dochazi k absorpci u¢inné latky rychleji
neZ pii podani subkutannim, avSak je nutné¢ podani lé¢iva opakovat, jelikoz dochazi
Kk rychlej$imu poklesu arteridlni koncentrace adrenalinu v téle (v porovnani s podanim
subkutannim) [41]. Oralni podani je netcinné, protoze adrenalin, stejné jako ostatni
katecholaminy, je inaktivovan enzymy ve stievech [24].

Vzhledem Kk vyrazné nestabilité adrenalinu byla jiz provedena fada stabilitnich
studii [39, 42, 43]. Obecné k nestabilité¢ roztoki adrenalinu piispivaji rizné parametry,
jako jsouteplota, vystaveni svétlu, pH roztoku, pfitomnost aditivnich latek, koncentrace
farmaceuticky u¢inné latky ¢i piitomnost kysliku [39]. Ukazalo se, Z¢ na stabilitu ma
vliv i Cas [42]. Pii pokojové teplot¢ nékteré studie ukazaly pokles koncentrace
adrenalinu 8 % po mésici skladovani, ubytek 7 % a 3,5 % po skladovani 6 mésict [43].
Ptiskladovani 56 dni pfi teploté 35 °C bez vystaveni svétla bylo pfidal§im experimentu
degradovano skoro 40 % zputvodniho mnozstvi adrenalinu. VIiv pH na stabilitu
adrenalinu je znacny a pro zvySeni stability injekénich roztokl se doporucuje tyto
roztoky pufrovat, nebo upravit pH do kyselé oblasti Adrenalin dosahuje optimalni
stability pti pH 3—4. Veliky podil na degradaci adrenalinu mé svétlo, hlavné UV slozka
svétla, proto se doporucuje skladovat roztoky adrenalinu v tmavych polypropylenovych
nadobach. Byly prostudovany také degradacni cesty adrenalinu a jeho derivatd
(obr. 2.7) [39].
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Obr. 2.6: Degradaéni reakce L-adrenalinu v injek¢nich roztocich [40].
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Bézné davkovani pti subkutdnnim podani je 0,2 az 0,5 mg adrenalinu v 0,1%
roztoku, intramuskuldrn€ 1 az 3 mg adrenalinu v 0,2% olejové suspenzi, podle potieby
je mozné opakovat [18]. Jelikoz ma adrenalin bioaktivni vlastnosti mohou se pfi
vysSich davkach vyskytnout nezidouci u€inky zahrnyjici bolesti hlavy, nevolnost,
u citlivgjsich jedincti dokonce i anafylakticky Sok [44]. MiZe se vSak dostavit i izkost,
strach, napéti, tfes, arrytmie, ¢i dokonce pulmonarni edém, nebo krviceni do mozku
jako vysledek vyrazného zvyseni krevniho tlaku [24]. Minimalni subkutanni smrtelna
davka je zhruba 4 mg, avSak pii okamzité podpirné lécbé mize dojit k zotaveni

I po ptedavkovani 16 mg adrenalinu subkutanné nebo 30 mg intravendzné [17].

2.3.4 Distribuce v organismu a metabolismus

Adrenalin je po peroralnim podani rychle degradovan Vtravicim traktu,
po subkutdnnim podani se u€inky adrenalinu dostavi do 5 minut a objevuji se pomaleji
nez po intramuskularni injekci [17]. Rychle ptsobi na srdce, slezinu, nékteré zlazy
s vnitini sekreci a adrenergni nervy. V mozkomi$nim moku jsou detekovatelné pouze
metabolity adrenalinu. Hlavni metabolické cesty jsou oxida¢ni deaminace
a O-methylace nasledované redukci nebo konjugacibud’ s glukuronovou kyselinou nebo
se sulfatem. Priblizné 70-95 % z intraven6zni davky se vylucuje moci. Asi 80 % takto
vylou¢eného materialu jsou O-methyl metabolity, 2 % jsou metabolity katecholu
apouze 1 % se vyluCuje jako nezménéna latka. Hlavnim metabolitem v moéi je
4-hydroxy-3-methoxymandlova kyselina, dalsi metabolity zahrnuji 4-hydroxy-3-
-methoxyfenyloctovou kyselinu (homovanilova kyselina), konjugovany metanefrin
a 4-hydroxy-3-methoxyfenylglykol, spolu s men$im mnozstvim 3,4-dihydroxy-
mandlové kyseliny ve volné nebo konjugované form& a N-methyladrenalin. Spolu
s homovanilovou kyselinou je dalsim vyznamnym metabolitem v moc¢i vanilmandlova
kyselina [33] (obr. 2.8).
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Obr. 2.8: Nékteré metabolity adrenalinu [33].

2.3.5 Analyticka stanoveni

Pro stanoveni adrenalinu a dalsich katecholaminli v nejriznéjSich biologickych
materidlech a lé¢ivych piipravcich je vyuzivano mnoho analytickych metod, zahrnyjici
predev§im HPLC s elektrochemickou detekci nebo hmotnostni spektrometrii,
pritokovou  injekéni  analyzu, kapildrni elektroforézu, chemiluminiscenci,
spektrofotemetrii ¢i fluorescencni detekci [32]. JakoZto elektroaktivni molekula mize
byt adrenalin stanoven pomoci elektrochemickych metod, naptiklad pomoci
modifikovanych elektrod [37] jako je elektrochemicky aktivovana uhlikova elektroda ze
skelného uhliku, mikroelektroda z uhlikového vlakna nebo elektroda ze skelného uhliku
modifikovana polymernim filmem.

Dalsi bé€Znou analytickou metodou pro stanoveni adrenalinu je mimo klasické
HPLC i metoda UHPLC. Kolony s reverzni fazi na bazi silikagelu narazi na problém
chvostovani piki, které vSak Ize eliminovat pouzitim kolony se stacionarni fazi
s navazanymi amidovymi skupinami [45].

Piiklady vybranych stanoveni adrenalinu v riiznych matricich jsou uvedeny
v tabulce 2.2.
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Tab. 2.2: Analyticka stanoveni adrenalinu.

typ vzorku

metoda, podminky méfeni

LOD

LOQ

lineami

rozme zi

refe-
rence

standard
adrenalinu

kultury
hovézich
chromafinnich
bun¢k

lidska plazma

lidskd mo¢

mo zkova tkan

HPLC-MS, kolona Gemini C18,
izokratickd eluce octova kyselina—
-50mM octan amonny (pH=3,1) (1:99

v/IV), pozitivni full scan MS médd

HPLC-MS, kolona Zorbax XDB-CS8,
gradientova eluce 3 g I'* methanol-
—octova kyselina (pH=2,8), APCI MS,
pozitivni méd

LC/MS, kolona ODS, gradientova
eluce vodas 1 % mravenéi kyselinou-
-methanol s 1 % mravenéi kyselinou,
elektrosprejova

ionizace, priletovy

analyzator, pozitivni méd
kineticka fluorimetrickd metoda

kapilami elektroforéza, vlnova délka
detektoru 220 nm, kfemenna kapilara,

hydrodynamické davkovéani vzorku

HPLC-MS/MS, kolona  Acclaim
Mixed Mode WCX, gradientova eluce
0,1%
methanol/voda

octova kyselina ve smési

(20/80,  v/v)-2,0%
kyselina ve smeési
methanol/voda (20/80, v/v), APCI MS,
Q-Trap, pozitivni MRM méd

octova

LC-MS/MS, kolona Allure Basix

izokratickd  eluce tetrahydrofuran-
-6,5mM  vodny roztok mravenci
kyseliny (3:2, v/v), API tandemova
MS, ionizace turbosprejem, pozitivni

MRM moéd

RP-HPLC s elektrochemickou detekci,

kolona microbore ALF-125,
izokratickd eluce sodna sil octan-1-
-sulfonové kyseliny (rizné

koncentrace)-fosfore¢nan-citronovy
pufr
koncentrace)

(riznd pH)-methanol (rGzné

0,03 ug ml *

1,9ng mi™

1,0 ug ml™*

0,003 pg ml™*

50nmol I'*

32ug I

0,29 pg mi*

0,07 pg ml

2,1ng mi™

10 nmol I'*

10,7 ug I'*

2,5ug I

0,95 pg mi™*

10,7-1000
g 't

0-10000
g It

[46]

[47]

(33]

[32]
[48]

[49]

(38]

[50]

Tab. 2.2 pokracuje na dalsistrané

24



Pokracovanitab. 2.2 z pfedchozi strany

typ vzorku

metoda, podminky méfeni

LOD

lineami
LOQ

rozme zi

refe-
rence

injekce
L-adrenalinu

thymopoly-
-peptidova
injekce

HPLC-MS-MS, kolona Luna Phenyl-
-Hexyl, izokratickd eluce octanovy
pufr (pH=7,0)-acetonitril-mravenéi
kyselina (89,03:10:0,07, vIv),
elektrosprejova  ionizace, pozitivni
mod

chiralni HPLC, kolona Shodex ODS,
izokratickda  eluce 0,2M  chlorid
draselny-0,2M chlorid draselny s 0,4%
(v/v) octovou kyselinou-
-acetonitril (96:1:3, v/v)

UPLC-MS, kolona ACQUITY UPLC
BEH Shield RP18, gradientova eluce
0,1% mravenéi kyselina v acetonitrilu
(50%)-0,1% mravenc¢i kyselina
v acetonitrilu (100%), elektrosprejova
ionizace, trojity kvadrupélovy
analyzator, pozitivni MRM méd

8,00 pg I'*

- 9,1-109,2
pg ml*

12,00 pg I'* 12,0-975,0
ug It

[40]

[40]

[44]
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2.4 Efedrin

2.4.1 Struktura a vlastnosti
OH

N
\\\CH3
« 121 |20
CH,

Obr. 2.9: Chemicka struktura hemihydratu efedrinu.

Efedrin hemihydrat, chemicky (1R,2S)-2-(methylamino)-1-fenylpropan-1-ol hydrat
(2:1) (CASN: [50906-05-3]) [17], je alkaloid nalézajici se v riznych rostlinach rodu
Ephedra (chvojnik) a patii také do skupiny amfetaminti [51]. Sumarni vzorec
hemihydratu efedrinu je C1oHisNO.1/2H,0, relativni molekulova hmotnost je 174,24
a jeho struktura je znazornéna na obr. 2.9 [17]. Jsou to bezbarvé krystaly nebo bily
krystalicky praSek ¢i granule, které se na svétle rozkladaji a jehoZ teplota tani je 40 °C.
Je rozpustny ve vodé (1:20), ethanolu (cca 1:1), etheru (neomezené) a v chloroformu
za tvorby zakalu z divodu oddéleni vody. Bezvody efedrin (CASN: [299-42-3]), jehoz
pKa = 9,2 [52], sumarni vzorec je C19H15sNO a relativni molekulova hmotnost je 165,23
[17], se mize vyskytovat také ve své diasterecoisomerické formé jako tzv. pseudoefedrin
(CASN: [90-82-4]) [18]. Efedrin ma vodikové atomy lokalizované na stejnou stranu,

zatimco dva vodikové ionty pseudoefedrinu jsou na opacné stran€ roviny kruhu.

2.4.2 Vyroba

Efedrin je alkaloid pfirozené se vyskytujici v mnoho rostlinach rodu Ephedra,
napiiklad v chvojniku ¢inském (Ephedra sinica, Stapf.) [53], nebo se vyrabi synteticky
[18]. Jako prvni izoloval efedrin z této rostliny v roce 1887 Nagai navlh¢enim usuSené
rostliny bud’ vodnym roztokem uhli¢itanu sodného, nebo vapennou vodou a nasledné
extrakci ethanolem nebo benzenem.

Pro komer¢ni vyrobu efedrinu je nejvice pouzivana synteticka metoda, podle
Neuberga (obr. 2.10). Prvni krok vyroby je fermentace benzaldehydu, ktery je vychozi
latkou pro syntézu, bud’ pomoci melasy, nebo smési glukdzy a kvasinek. Touto reakci

vznikne piislusny keto alkohol, ktery po reakci s methylaminem dava za odstépeni vody
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vzniknout meziproduktu, ktery lze znazornit bud’ jako slouceninu I nebo Il (obr. 2.10).
Naslednou redukci vznikne kone¢ny produkt, efedrin.

0] CH O
) -
— i C——C——CH;
fermentace |

CH;NH,
benzaldehyd -H:0 | methylamin
H\
S CHy
OH  NHCH, o/ ~N/ TH T|_CH3
C—C—CH;, l—c// nebo C——C——CH,
' ! redukce | I |
H H H  CHs H
efedrin I Il

Obr. 2.10: Chemicka syntéza efedrinu z benzaldehydu [18].

2.4.3 Farmakologie efedrinu

Efedrin je sympatomimeticky rostlinny amin, ktery snadno prochazi
hematoencefalickou bariérou [35]. Je znam ptredev§im pro své psychostimula¢ni G¢inky.
Pro CNS ma potencidlni stimulacni G¢inky (u narkolepsie se pouZzivad jako centralni
stimulans [35]) a pro periferni nervovy systém ma také sympatomimeticky efekt [53].
Ovliviiuje a- i B-receptory, jelikoz ma kombinované piimé i nepiimé u¢inky [35].
Efedrin je vyuzivan pro dychaci potize (dnes jiz vzacné [35]), jako antitusikum,
antipyretikum a proti zanétum [54]. Dalsim prokdzanym u¢inkem je ubytek vahy, proto
se efedrin priddva do 1€kt na redukci vahy [55]. Efedrin, stejn¢ jako dalsi
sympatomimetika S nepfimymi u¢inky, se pfidava do 1€kt pouzivanych pfi
inkompetentnich uzavérech mocové trubice, pii urgentni inkontinenci moci
a po prostatektomii [35]. Pro své periferni G¢inky se eferdrin, podobné jako naptiklad
pseudoefedrin ¢i norefedrin, ptidava do 1éka proti nachlazeni [53]. Pro své stimula¢ni
ucinky je efedrin na listiné World Anti-Doping Agency jako sloucenina, ktera ma
specifickou prahovou hodnotu pro dopingovou kontrolu [56], zakazana je tato
slou¢enina od International O lympic Committee [53].

V téle se efedrin ptirozené nevyskytuje, jeho ptitomnost pochazi z podani efedrinu,
bud’ v lékové formé, nebo zpoziti vyzivovych doplitkli obsahyjicich rostlinny material
nebo extrakt zrostlin rodu Ephedra [57]. Terapeuticka koncentrace v krvi je udavana
vrozmezi 0,02-2 mg I't. World Anti-Doping Agency udava pro terapeutické uZivani
efedrinu hranici 10 pg ml™' vmoéi [51]. V lékovych formach se objevuje jako
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hemihydrat, anhydrat nebo hydrochlorid ¢i siran [17]. Oraln¢ se denné muze podavat
90-180 mg v oddélenych davkach, v nosnich kapkach v koncentraci 0,5-1 %.

Uziti efedrinu se také poji S nezddoucimi u¢inky, které mohou variovat od mirné
hypertenze a buSeni srdce az k mozkové mrtvici, ¢i dokonce smrti [54]. Mimo buSeni
srdce, které mize piejit az k infarktu [51], jsou ve srovnani s kontrolni skupinou
pozorovany také psychické symptomy, autonomni symptomy, ¢i symptomy tykajici se
horniho gastrointestinalniho traktu [55]. Minimalni letalni davka u déti do dvou let véku
se odhaduje na 200 mg a pro dosp€lé 2 g, nicméné tmrti jsou vzacna [17]. Bez vyvolani

vaznych toxickych G¢inkt byly podavany jednotlivé davky az 400 mg.

2.4.4 Distribuce v organismu a metabolismus

Efedrin je po peroralni nebo perkutanni aplikaci snadno absorbovan [17]. Je
metabolizovan N-demethylaci na norefedrin (fenylpropanolamin) a oxida¢ni deaminaci
nasledovanou konjugaci. Hromadi se v jatrech, plicich, ledvinach, sleziné a mozku.
Piiblizn€ 90 % davky se vylucuje moc¢i do 24 hodin, z toho ptiblizn€ 55-75 % davky je
vylou¢eno v nezménéné forme¢, 820 % jako norefedrin a 4-13 % jako deaminované
metabolity, naptiklad benzoova kyselina, hippurova kyselina a 1-fenylpropan-1,2-diol.
Pii kyselém pH moc¢i se mirn¢ zvySuje vyluCovani nezménéné latky, zatimco pii
alkalickém pH moci se v nezménéné podobé vylouci asi 20-35 % davky a zvySuje se
podil norefedrinu. Metabolicka draha efedrinu je zndzornéna na obr. 2.11 [58].

Pfi studiu moznych degrada¢nich produkti biotransformace byly pti kultivaci
efedrinu s bakterii Arthrobacter globiformis izolovany degrada¢ni produkty, které
zahrnovaly methylamin, 1-hydroxy-2-oxo-1-fenylpropan, 2-hydroxy-1-oxo-1-fenyl-
-propan, acetaldehyd, benzoovou kyselinu, ¢i pyrokatechol [59].

OH  NHCH; OH  NHCH; OH NH;
O - O — O
Il ] []
p-hydroxyefedrin l efedrin norefedrin
\ OH  NH,
HOQL_J;_%
-

p-hydroxynorefedrin

Obr. 2.11: Metabolicka draha efedrinu [58].
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2.4.5 Analyticka stanoveni

Pro analyzu efedrinu, popt. pseudoefedrinu, v biologickych materidlech, 1é¢ivych
nebo rostlinnych piipravcich byla popsana cela fada analytickych metod [51]. NejSirsi
uplatnéni maji chromatografické metody, napiiklad plynova chromatografie Cci
kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni detekci, popf. s tandemovou
hmotnostni detekci [53, 57, 60]. Déale jsou popsany metody kapilarni chromatografie
[54], kapilarni elektroforéza s UV detekci ¢i zoénova kapilarni chromatografie
s amperometrickou detekci [51]. Z dalsich metod byla popsana napiiklad stanoveni
spektrofotometricka [61].

V tabulce 2.3 je uvedeno nékolik pfikladt analytickych metod pro analyzu efedrinu,

popt. pseudoefedrinu, v riznych matricich.

Tab. 2.3: Vybrana analyticka stanoveni efedrinu, popt. pseudoefedrinu.

typ vzorku

metoda, podminky méfeni

LOD

LOQ

linearmi rozme zi

refe-
rence

potravinoveé
doplinky na

hubnuti

farmaceutické

pfipravky

¢insky 1é¢ivy
pfipravek Ge-
-Gen Decoction

HPLC-ESI-MS/MS, kolona
Hypersil Gold, gradientova eluce
methanol-0,02% mraven¢i kyselina
S mravencanem amonnym (pufr
0 pH=3,50), ESI-MS/MS, trojity
kvadrupolovy analyzitor, pozitivni

inegativni SRM mod

HPLC-MS, kolona Zorbax SB-C18,
gradientova eluce 30mM
hydrogenfosfore¢nan draselny ve
vodé-octova  kyselina-triethylamin
(400:0,25:0,1, v/vlv, pH=4,0)-
-methanol, ESI-MS, kvadrupdlovy

analyzator

HPTLC, hlinikova deska 60 F-254
pokryta silikagelem, rozpoustédlo
octan ethylnaty-methanol-20%
amoniak (7:1,5:1, v/v/v), vyvijeni

30 minut

HPLC-DAD-Q-TOF-MS/MS,
kolona Angela™ Venusil MP-C18,
gradientova eluce 0,1% mravenci
kyselina-acetonitril, elektrosprejova
ionizace

0,030
mg kg !

2ug

1,06 pg ml™*

0,10
mg kgt

6 ug

312
pg mi

1-100 pg I'*

10-26 pg

6,21-62,10
pg mi™

[>1]

[52]

(61]

(62]

Tab. 2.3 pokracuje na dalsistrané
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Pokracovanitab. 2.3 z pfedchozi strany

typ vzorku

metoda, podminky méfeni

LOD

LOQ

lineami rozme zi

refe-
rence

téIni tekutiny

lidska mo¢

lidska krev
(plasma)

HPLC-MS, kolona XBridge™
Shield RP18, gradientova eluce
acetonitril- 10mM
hydrogenuhli¢éitan amonny (pH=
=10,5), elektrosprejova ionizace,
MRM mod

LC/MS/MS, kolona ACE C18,
gradientova eluce 0,1% mravenci
kyselina ve vodé-0,1% mravenci
kyselina v acetonitrilu, elektrosprej.
ionizace, trojity  kvadrupdlovy

analyzator, pozitivni SRM moéd

HPLC/ESI/MS, kolona Intersil
ODS-80A, izokraticka eluce
methanol/voda (80/20, viv)
s 0,001% (v/v) octovou kyselinou,
elektrosprejova ionizace,

kvadrup6lovy analyzator, Scan mod

UPLC-MS/MS, kolona Acquity
UPLC HSS C18, gradientova eluce
SmM mravencanovy pufr s 0,05%
mravenéi kyselinou-methanol,
elektrosprejova ionizace, pozitivni
MRM moéd

HPLC-MS/MS, kolona Agilent
Zorbax SCX, gradientova eluce
SmM mravenéanovy pufr (pH = 3)-
-acetonitril, ESI-MS

LC-MS/MS, kolona Prodigy
Phenyl-3, gradientova eluce 0,1%
mraven¢i kyselina ve vodé-0,1%
mraven¢i kyselina v methanolu,
elektrosprejova ionizace, pozitivni
SRM mod

0,94 ng mI™*

17 ng ml™*

2,5ng ml™?

2,7pg It

0,20
ng mlt

2,86
ug mi

25
ng mi™*

10
ng mi*

0,1-50,0ng ml*

525nug ml™*

25-500ng ml*

[54]

[56]

(63]

(64]

(53]

[57]

Tab. 2.3 pokracuje na dalsistran¢
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Pokracovanitab. 2.3 z pfedchozi strany

typ vzorku

metoda, podminky méfeni

LOD LOQ

lineami rozme zi

refe-
rence

lidska krev
(plasma)

viasy

odpadni voda

HPLC-MS/MS, kolona Acclaim
120 CI18, gradientova eluce
acetonitril-10mM  octanovy pufr
(pH=3,5), elektrosprejové ionizace,
trojity  kvadrupolovy analyzator,
pozitivni MRM mod

HPLC-APCI-MS, kolona
LiChroCART Purospher 60 RP-
-18e, gradientova eluce 0,1%
mraven¢i kyselina ve vodé-0,1%
mraven¢i kyselina v acetonitrilu,
chemicka ionizace za
atmosferického tlaku, SIM mod

LC-TOFMS, kolona XDB-C18,
gradientovd eluce 0,1% mravenci
kyselina-acetonitril, elektrosprejova

ionizace, priletovy analyzator

LC-MS/MS, kolona Kinetex PFP,
gradientova eluce 0,05% mravenci
kyselina ve vodé-0,05% mravenci
kyselina v methanolu,

elektrosprejova ionizace, SRM méd

- 10,0
ng mlt

0,10 ng mg™* 0,15
ng mg*

50 pg mg 150
pgmg

63ng I 189
ng I

10,0-1000,0
ng mlt

0-20ng mg™*

(6]

(66]

(67]

(68]
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2.5 Princip separace na kolonach HILIC

Princip HILIC (hydrophilic interaction liquid chromatography — hydrofilni
interak¢ni kapalinova chromatografie) byl poprvé popsan Samuelsonem a Sjostrémem
vroce 1952 pro separaci monosacharidi pouzitim Amberlite IRA-4001 anexové
stacionarni faze, ale termin HILIC jako takovy byl poprvé pouzit Alpertem az vroce
1990 [69]. Alpert navrhl tento ,,smiSeny mod* pro feSeni separace hydrofilnich
slouenin za podminek vhodnych pro spojeni s ESI a odrazi soufasnou piitomnost
ruznych interakci, v nichz pfevazuji hydrofilni interakce doprovazené dalSimi
interakcemi, jako jsou hydrofobni nebo elektrostatické interakce [70]. Novy termin,
HILIC, byl navrzen, aby popsal kombinaci polarni stacionarni faze s mobilni fazi
sloZzenou zvody apolarniho organického rozpoustédla, ve které je voda siln&jSim
elucnim ¢inidlem. Tato separac¢ni technika byla vSak v HPLC bé&Zn€ pouZivana jiz
od roku 1975 pro analyzu cukru a polysacharidi, avSak analyza musela byt provadéna
pouze za izokratickych podminek kvuli refraktometrické detekei [71].

HILIC mize byt charakterizovan jako chromatografickd metoda pouZivajici
stacionarni faze jako chromatografie s normalnimi fazemi vkombinaci s mobilnimi
fazemi pouzivanymi v chromatografii s reverznimi fazemi, které¢ obsahuji vice nez 50 %
organického rozpoustédla ve vodé [72]. Mechanismus separace na HILIC kolonach
vSak neni stale plné objasnén [73]. Mezi jeden z hlavnich separa¢nich principi byva
fazen mechanismus rozdélovani mezi hydrofobni ¢asti mobilni fize a silné hydrofilni
vrstvou vody, kterd je imobilizovana na povrchu polarni stacionarni faze. Tim
na polarnich centrech stacionarni faze dochazi k adsorpci vody a vznikne difuzni vrstva
s gradientem koncentrace vody smérem do mobilni faze. Dale popisované mechanismy
zahrnuji také dulezity vliv vodikovych vazeb, ¢i vliv iontovych interakci a piispevek
hydrofobnich interakci v zavislosti na pouzitych chromatografickych podminkach.
Mechanismus separace je tedy povazovan za komplexni a jeho schéma je znazornéno
na obr. 2.12.
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Obr. 2.12: Schéma mechanismu HILIC separace [69].

Pii podminkach HILIC je stacionarni fize polarni [73] a je jich mnoho druhd
v zavislosti na specifickém pouziti [70]. Primarné jsou rozdélovany do dvou skupin,
na silikagelové kolony a kolony na bazi polymera. Silikagelové kolony bez jakychkoli
navazanych skupin maji n€kolik nevyhod, naptiklad irreverzibilni adsorpci polarnich
analytt na povrch kolony, proto se na silikagelovy ziklad Casto navazuji polarné vazané
skupiny, z nichZ nékteré jsou uvedené na obr. 2.13. Nesilikagelové stacionarni faze jsou
beézné vyrabéné z organickych polymera.

Dalsi mozné déleni je do tii skupin, na neutralni stacionarni faze, na kterych se
neuplatiiuji elektrostatické interakce (napf. diolové, amidové ¢i cyklodextrinové),
na nabité staciondrni fize, na kterych hraji pfi retenci roli silné elektrostatické interakce
(napft. silikagel nebo aminopropyl silikagel) a na zwitterionty, na kterych se pfi retenci
uplatnuji slabé elektrostatické interakce (napf. sulfobetain) [73]. Nejcastéji pouzivanymi
také
aminopropylovou funkéni skupinou. Pro bazické analyty jsou vhodné staciondrni faze

stacionarnimi  fdzemi jsou silikagelové fize a silikagel modifikovany
modifikované amidovou skupinou nebo zwitteriontovou sulfobetainovou skupinou. Pro
kyselé analyty jsou vhodnéjsi staciondrni faze modifikované propylaminoskupinou diky

iontovym interakcim aminoskupin s negativn¢ nabitou skupinou kyselych analyta.
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Obr. 2.13: Bézné pouzivané HILIC silikagelové stacionarni faze: a) amidové, b)
poly(sukcinimidové), ¢) sulfoalky Ibetainové, d) diolové, e) aminopropylové a f) kyanopropylové kolony
[70].

vvvvvv

nez u chromatografii s reverznimi fazemi, u kterych je pro mobilni fazi vhodnych hned
nékolik rozpoustédel [74]. HILIC je vpodstaté omezen jen na acetonitril jako
organickou slozku mobilni faze [74], ostatni rozpoustédla jsou spiSe pouZzivana
ke zmén¢ selektivity systému [73]. Alkoholy, zejména methanol, dosahuji ziidka
dostatecné retence s vyjimkou zwitteriontovych stacionarnich fazi, které udrzi analyty
silnymi elektrostatickymi interakcemi a pfispivaji tak k retenci spiSe nez rozdélovani
[74]. V n€kterych ptipadech jsou pouzitelné také tetrahydrofuran ¢i dioxan, ale
Vv ostatnich ptipadech jsou nepouzitelné. NejvhodnéjSim a univerzilnim tedy zlstava
acetonitril. Mobilni faze v HILIC obsahuje vysoké procento organické slozky (vice nez
50 %), vodnou slozku tvoii malé procento vody nebo pufru, ale aby byly zachovany
podminky pro HILIC, musibyt jeji obsah nejméné 2,5 % [73].

Ovliviiovani retence u HILIC je podobné jako na normalnich fazich [73]. Vice se
zadrzuji polarnéjsi latky a naopak se retence snizuje se zvySenim polarity mobilni faze

(klesa tedy s rostoucim podilem vody nebo pufru). K ovlivnéni retence se také pouziva

34



pridavek pufri do mobilni fize, priCemz retence obvykle klesd se zvySujici se
koncentraci soli. Koncentrace soli se nejéastdji pohybuje v rozmezi 5-50 mmol I,
V HILIC se ¢asto pouzivaji chloristany nebo fosfore¢nany triethylaminu a sodné soli
kyseliny methylfosfore¢né, pro spojeni HILIC s hmotnostni detekci nebo detektory
na bazi aerosolu jsou pouzivany t€kavé amonné soli mravenci nebo octové kyseliny.

HILIC méa fadu vyhod, mezi ty nejhlavnéj$i pfednosti patii lepsi retence pro vysoce
hydrofilni, iontové a polarni latky [70], vlivem mén¢ viskdzni mobilni fazi bohaté
na organickou slozku HILIC vykazuje lep$i separaci (niz§i vySkovy ekvivalent
teoretického patra) pro siln€ polarni latky nez u chromatografie s reverzni fazi, pravé
diky slozeni mobilni faze [72]. Dalsim divodem pro rostouci popularitu HILIC je
vhodnost pro spojeni s hmotnostni spektrometrii [72]. Mezi dalsi vyhody patii moznost
ziskat 1 pro bazické latky vhodné tvary pikl, moznost pouziti vysSich pritok mobilni
faze opét diky vysokému obsahu organické slozky mobilni faze, ¢i fakt, ze HILIC
snadno nahradi chromatografii na normalnich fazich, oproti které je HILIC metoda Iépe
reprodukovatelnd, nepouziva toxickd organickd rozpoustédla a nezpiisobuje problémy
S rozpustnosti polarnich analytd ve vysoce nepolarnich mobilnich fazich [73].

Jak jiz bylo zminéno, metoda HILIC je vhodna pro analyzu malych a velmi
polarnich molekul [71]. V posledni dobé hraje velmi dileZitou roli zejména
ve farmaceutickém vyzkumu, kde jsou analyzovany léCivé latky ve velmi nizkych
koncentracich, a v bioanalytickych aplikacich. Mezi standardné stanovované latky patii
antibiotika a cytostatika, ¢i napiiklad navykové latky. Dale se HILIC vyuziva pfii
analyzach toxind, sacharidl, saponind, glykand, aminokyselin, peptidii, proteinil, nebo
pti metabolomice.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Analyzované vzorky a standardy

Analyzovanym vzorkem naloxonu byl ¢iry bezbarvy roztok uchovavany v 1ml
zatavené sklenéné ampulce. Ampulka byla ulozena v papirové krabicce oznacené
-NARCAN (naloxone hydrochloride)* (obr. 3.1), vyrobeno firmou DuPont (USA).
Vzorek byl poskytnut ze sbirek Katedry analytické chemie PfF UK a je datovan jen
exspiraci, ktera vyprsela v bieznu 1980, stafi vzorku v dobé analyzy bylo tedy 35 let.
V 1 ml analyzovaného roztoku vzorku bylo podle etikety deklarovano 0,4 mg naloxon
hydrochloridu.

Standard nebyl k dispozici.

(naloxone hydrochloride)
0.4 mg per ml injection

Obr. 3.1: Originalni obal analyzovaného vzorku naloxonu.

Analyzovanym vzorkem adrenalinu byl ¢iry bezbarvy roztok uchovavany v 1ml
zatavené¢ sklenéné ampulce. Ampulka byla uloZzena v papirové krabicce oznacené
,Adrenalin Hydrochlor., Dr. Heisler* (obr. 3.2), vyrobeno firmou Dr. Heisler, Chrast
u Chrudimi (CSR). Vzorek byl pravdépodobné vyroben ve 20. az 30. letech 20. stoleti
(mezi lety 1917, kdy firma Heisler zahdjila vyrobu injekénich léCivych piipravkd,
a 1938, kdy Dr. Heisler prodal sviij podnik Spolku pro chemickoua hutni vyrobu) a byl
poskytnut ze sbirek Ceského farmaceutického muzea v Kuksu. Stafi vzorku v dobé
analyzy bylo tedy nejméné 77 let. Deklarovany obsah adrenalin hydrochloridu
ve vzorku je 1 %o, tedy 1 mg ml >

Analyticky  standard adrenalinu  ((-)-Epinephrine, Sarze BCBN4232V),
s deklarovanym obsahem > 99 %, byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich.
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Obr. 3.2: Origindlni obal analyzovaného vzorku adrenalinu.

Analyzovanym vzorkem efedrinu byl ¢iry bezbarvy roztok uchovavany v 1ml
zatavené sklenéné ampulce. Ampulka byla uloZzena v papirové krabicce oznaCené
,Ephedrin“ (obr. 3.3), vyrobeno firmou Dr. Jaroslav Prasek — chemicko- farmaceuticky
podnik, Praha-Béchovice (CSR). Vzorek byl vyroben mezi léty 1945 a 1948 a byl
poskytnut ze sbirek Ceského farmaceutického muzea v Kuksu. Staii vzorku v dobg
analyzy bylo nejméné 67 let. Deklarovany obsah efedrinu ve vzorku je 0,05 g mi™.

Analyticky standard efedrinu (Efedrin.HCI) byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich.

Obr. 3.3: OriginaIni obal vzorku efedrinu.
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3.2 Pouzité chemikalie

Ostatni pouzité chemikalie byly (pokud neni uvedeno jinak) analytické Cistoty:
amoniak p.a. (Lach-ner), chloroform HPLC (Sigma-Aldrich), kyselina mravenéi pure
(Lachema), acetonitril HPLC (Lab-scan), acetonitril LC-MS CHROMASOLYV (Fluka),
methanol > 99,9% (Sigma-Aldrich), kyselina mraventi > 98% (Sigma-Aldrich),
mravencan amonny > 95% (Carl Roth), kyselina chlorovodikova 35% p.a. (Lach-ner).

3.3 Postupy méreni a vyvhodnocovani vysledkii

3.3.1 Hmotnostni spektrometrie (HPLC-MS)

Ampulka analyzovaného historického lé¢ivého piipravku naloxon hydrochloridu
byla oteviena, obsah byl nafedén 1:1 vodou (byl pfidan 1 ml destilované vody)
a po kapkach byl pridavan amoniak az do pH 10 (kontrola univerzalnim indikatorovym
pH papirkem). Déle byl ptidan chloroform, do kterého se naloxon vyextrahoval, tato
faze se po odstiedéni odebrala, odpafila proudem argonu a znovu rozpustila v1 ml
chloroformu. Objem 2 ul takto pfipraveného roztoku se ptidal k 1 ml acetonitrilu a tento
roztok byl pouzit k analyze HPLC-MS, ¢i MS.

K analyze byl pouzit vysokou¢inny kapalinovy chromatograf HP1100, separace
byla provadéna na koloné¢ Watrex RP C18 (250x4,0 mm, 5 pm), sériové Cislo SN:
812613. Po optimalizaci podminek byly vybrany nasledujici parametry: izokraticka
eluce mobilni fazi slozenou 50:50 (v/v) acetonitrilu a mravenéanového pufru o pH=3,5,
pritok mobilni fize 0,5 ml min?, objem nastiiku 10 pl UV chromatogramy byly
snimany DAD detektorem pii zvolenych vinovych délkach pro naloxon 210 a 230 nm.

Hmotnostni spektra byla snimdna dvéma typy hmotnostnich spektrometrii. Prvnim
hmotnostnim spektrometrem pro spojeni s HPLC byl piistroj Bruker Esquire 3000
S iontovou pasti a elektrosprejovou ionizaci. Rozsah méfeni byl nastaven 50-500 Da,
zmlzovacim plynem byl dusik (35 psi). Prutok suSiciho plynu o teplot¢ 330 °C byl
6 I min~*, m&feni bylo provadéno v pozitivnim i negativnim médu.

Druhym spektrometrem, na kterém bylo provedeno méfeni bez pouZiti
chromatografie z ptimého vstupu DIP (Direct Inlet Probe), byl hmotnostni spektrometr
MS Shimadzu GCMS-QP2010, skvadrupdlovym analyzatorem a elektrosprejovou
ionizaci. Pro analyzu byl nastaven teplotni gradient, pfi kterém stoupala teplota linearné
od 50 °C do 350 °C rychlosti 150 °C min *. Nosnym plynem bylo helium, vzorek byl
vypafovan do iontového zdroje (El), jehoz teplota byla 200 °C. Spektrum bylo
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zaznamenavano v intervalu 35-400 Da. Vysledky ztéto analyzy byly porovnany
s knihovnou (EI) NIST Mass Spectral Library.

3.3.2 UHPLC-MS

Ampulka analyzovaného historick¢ho Ié¢ivého piipravku adrenalinu byla oteviena
a roztok vzorku byl piimo pouzit pro analyzu. Ampulka s historickym vzorkem Ié¢ivého
piipravku efedrinu byla oteviena a stokrat nafedéna 90% acetonitrilem, tento roztok byl
dale pouzivan k analyze.

K analyze téchto dvou vzorka (vCetné standardll) byl pouzit piistroj UHPLC
Agilent Technologies 1290 Infinity se zabudovanym DAD detektorem ve spojeni
S hmotnostnim spektrometrem Agilent Technologies 6460 Triple Quad LC/MS
s kvadrupolovym analyzatorem a elektrosprejovou ionizaci. Rozsah méfeni byl pro
adrenalin nastaven 80-450 Da a pro efedrin 100-1000 Da. Zmlzovacim plynem byl pro
ob& latky dusik (40 psi), pro adrenalin byl pritok susiciho plynu 10 | min'! a jeho
teplota byla 330 °C, pro efedrin byla nastavena teplota suSiciho plynu 320 °C a pritok
8 I min*. Spektra adrenalinu byla sniména v pozitivnim i negativnim médu, pro efedrin
byl pouzit jen pozitivni mod.

Po optimalizaci podminek, jako jsou typ kolony, sloZzeni mobilni fize, objem
nastiiku a pritok mobilni faze, byly pro kazdou latku zvoleny parametry analyzy
uvedené v tabulce 3.1.

Tab. 3.1: Optimalizované podminky pro analy zu historickych vzorku adrenalinu a efedrinu.

adrenalin efedrin
kolona ACQUITY UPLC® BEH Amide 1,7 um (2,1x100 mm); SN 013434294182 52
typ eluce izokraticka
mobilnifaze 90:10 (v/v) acetonitril:60mM 93:7 (v/v) acetonitril:20mM

mravencanovy pufr o pH=3,0 mravencanovy pufr o pH=3,0

prittok mobilni faze 0,350 ml min! 0,300 ml min*
objem nastiiku vzorkd 2 ul 1l
vinova délka DAD 280nm 210nm

Kvantifikace byla vptipadé obou vzorkd, tj. adrenalinu i efedrinu, provedena
metodou kalibra¢ni pfimky. Pro kvantifikaci efedrinu byly piipraveny Ctyfi kalibracni
roztoky o vyslednych koncentracich vrozsahu 4-500 pg mi* v85% acetonitrilu
okyseleném kapkou mravenéi kyseliny. Kazdy kalibra¢ni roztok byl proméfen tiikrat
a z primérnych ploch pikl odpovidajicim adrenalinu byl sestrojen kalibracni graf Poté
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byl cCtyfikrat proméfen pfimo roztok vzorku adrenalinu, byla vypoctena primeérna
hodnota ploch pika odpovidajici nezménénému adrenalinu a dosazenim do rovnice
regrese byl vypocten obsah adrenalinu ve vzorku.

Pro kvantifikaci efedrinu byly také ptipraveny Ctyfi kalibracni roztoky standardu
o vyslednych koncentracich 12-1500 pg mI'* v90% acetonitrilu. Kazdy kalibraéni
roztok byl prométen pii optimalnich podminkéach ¢tyfikrat a z primérnych ploch pikt
byl sestrojen kalibra¢ni graf. Poté byl Sestkrat proméfen nafedény roztok vzorku, byla
vypoctena prumérna hodnota ploch pika odpovidajici efedrinu a dosazenim do rovnice

regrese byl vypocten obsah efedrinu ve vzorku.

3.3.3 Spektrofotometrické sledovani rozpadu adrenalinu

Spektrofotometrickd méfeni byla provadéna na spektrofotometru Hewlett-Packard
HP 8453. Byly piipraveny ¢tyii roztoky standardu adrenalinu o koncentraci
2x107* mol I'!, které byly ponechany pii riznych skladovacich podminkach po dobu
14 dnd (tabulka 3.2). Po navazeni standardu adrenalinu byly vSechny roztoky nafedény
do 250ml odmérnych ban€k vodou S pH upravenym piidavkem zredéné kyseliny
chlorovodikové na hodnotu 5,24, pro pfipravu roztokti uchovavanych pod argonem se
rozpoustédlo pied doplnénim nechalo probublat 5 minut argonem a po kazdé
manipulaci se standardnimi roztoky se roztoky nechaly prochdzet argonem. VSechny
roztoky byly proméfovany na spektrofotometru pti vinovych délkach 281, 286 a 304 nm
thned po ptipravé (0 hodin), po 1, 2, 3, 4, 5, 6, 24, 48, 72 a 336 hodinach od piipravy

roztoku.

Tab. 3.2: Zpusoby uchovavani roztoki adrenalinu pii spektrofotometrické studii jeho rozpadu.

roztok zpusob uchovani roztoku
1 laboratorni teplota, na svétle, s piistupem kysliku
2 3°C v lednici, ve tme, s piistupem kysliku
3 laboratorni teplota, na svétle, uchovano pod argonem
4 3 °Cv lednici, ve tm¢, uchovano pod argonem
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Analyza historického vzorku naloxon
hydrochloridu metodou MS, HPLC/MS

4.1.1 Hmotnostni spektra

Prvnim krokem analyzy historického Ié¢ivého ptipravku naloxonu byla analyza
vzorku hmotnostnimi spektrometry s pfimym vstupem roztoku vzorku.

Hledani ptipadnych degradacnich produktid naloxonu v analyzovaném lé¢ivém
ptipravku bylo zahdjeno pifimym nastikkem upraveného vzorku do hmotnostniho
spektrometru Bruker Esquire 3000 nastaveného na snimani pozitivniho i negativniho
médu. Ve zméfeném spektru byl vpozitivnim moédu majoritné zastoupen ion s m/z
350,0, ktery odpovidal aduktu naloxonu se sodikem [M + Na]*, dale ion s m/z 328,1,
ktery odpovidal protonované molekule naloxonu [M + H]*, ion m/z 310,0, ktery vznikl
odstépenim molekuly vody a ion m/z 226,9 odpovidajici postupnému odstépeni nejprve
molekuly —H,C=CH; a nasledné¢ molekuly —-NH=CHCH,CH; ziontu m/z 310
(obr. 4.1 a). Nebyly patrné zadné rozpadové produkty naloxonu. P méfeni
Vnegativnim modu byly patrné ionty m/z 151,6 a 179,7, které odpovidaly
methylparabenu, resp. propylparabenu (obr. 4.2).
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Obr. 4.1 : Hmotnostni spektra analyzovaného vzorku lé¢ivého piipravku naloxonu v pozitivnim moédu
(MS Bruker) z pfimého vstupu: a) MS spektrum izolace prekurzorového iontu m/z 328, b) M S? spektrum
z iontu m/z 328, ¢) M S® spektrum vznikajici z iontu m/z 310.
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Obr. 4.2: MS spektrum analy zovaného vzorku 1é¢ivého piipravku naloxonu v negativnim médu
z pfimého vstupu (MS Bruker).

Z prekurzorového iontu m/z 328,0 byla provedena fragmentace (obr. 4.1 b) a z takto
vznikl¢ho iontu m/z 310,0 byla provedena dalsi fragmentace (obr. 4.1 ¢). Hlavnim
produktem rozpadu protonované molekuly naloxonu byl ion m/z 310,0, ktery vznik], jak
jiz bylo popsano, odstépenim molekuly vody. Pti fragmentaci iontu m/z 310,0 byl
hlavnim produktem rozpadu ion m/z 267,9, ktery podle literatury [75] pravdépodobné
vznikl ziontu m/z 310,0 McLaffertyho prfesmykem zahrnujicim ztratu molekuly
propylenu (—-H,C=CHCHjs) (obr. 4.3). Dal§im zastoupenym iontem v degrada¢nim
spektru byl ion m/z 253,0, ktery podle literatury [75] pravdépodobné vznikl ods§tépenim
molekuly propyliminu (-HN=CHCH,CH3) ziontu m/z 310,0. Dalim ptitomnym
iontem byl ion m/z 233,9, ktery zatim nebyl popsan, a jeho identifikace by byla nad

ramec této prace.
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Obr. 4.3: Fragmentacni cesta pro mo leku ldmi ion protonované molekuly naloxonu [M+H] *, upraveno
podle [75].

Dalsim krokem analyzy byla analyza na MS Shimadzu GCMS-QP2010 s piimym
vstupem vzorku. Byl nastaven teplotni gradient. Hmotnostni spektrum ze zacatku
gradientu, z 0,1 min analyzy (teplota 54 °C), obsahovalo ionty m/z 152 a 180, které
odpovidaji methylparabenu, resp. propylparabenu (obr. 4.4), zatimco hmotnostni
spektrum vzorku pfi teploté vstupu 227 °C jiz obsahovalo hlavné ion m/z 327, ktery
odpovida naloxonu (obr. 4.5).
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Obr. 4.4.: M S spektrum analy zovaného 1é¢ivého piipravku naloxonu na MS Shimadzu pfi teploté
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Obr. 4.5: MS spektrum analy zovaného lé¢ivého piipravku naloxonu na MS Shimad zu pfi teploté
davkovaciho vstupu 227 °C.

Nalezena spektra byla porovnana s knihovnou spekter (EI) NIST Mass Spectral
Library. Pti hledani shody spektra naloxonu s knihovnou byla nalezena shoda 82 %, pro
spektrum propylparabenu byla shoda s knihovnou také 82 %.
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4.1.2 HPLC-MS

Pti analyze HPLC-MS (MS Bruker), byl upraveny roztok vzorku pouzit k nasttiku
pii1 optimalizovanych podminkach. Naméfené hmotnostni spektrum obsahovalo pouze
jeden pik (obr. 4.6 a), ktery byl naslednymi postupy identifikovan jako pik naloxonu
obsahujici ionty m/z 328,1 odpovidajici protonované molekule naloxonu [M + H]" a ion
m/z 366,0 jakozto adukt s draslikem [M + K]* a spektrum jeho izolované hmoty (EIC
366) je na obr. 4.6 b). Parabeny (methylparaben a propylparaben) v hmotnostnim
spektru vibec vidét nebyly, nejspis nebyly ptfi zvolenych podminkach ionizovany. Byly
vSak jasné viditelné ve dvou oddélenych pikach v UV chromatogramu z DAD detektoru
(obr. 4.6 ¢). Anipfi této analyze nebyly patrné Zadné rozpadové produkty naloxonu.
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Obr. 4.6: HPLC-MS chromatogram analyzy vzorku lé¢ivého ptipravku naloxonu na koloné Watrex
RP C18 (250x4,0 mm, 5 um), izokratickd eluce mobilni fazi slozenou 50:50 (v/v) acetonitrilu
a mravencanového pufru o pH=3,5, pritok mobilni faze 0,5 ml min %, objemnastiiku vzorku 10 ul, MS
Bruker: a) TIC chromatogram, b) EIC chromatogrampro zvoleny ion m/z 366, ¢) UV chromatogram
z DAD detektoru; (1) naloxon, (2) methylparaben, (3) propylparaben.

Standard naloxonu nebyl k dispozici, nebylo mozné provést kvantifikaci této latky
V historickém vzorku. Bylo tedy zméfeno UV spektrum vzorku, porovnano s literaturou
[17] a vyvozeno, Zze UV spektrum vzorku odpovida UV spektru pro naloxon uvedenému
v literatute. Z nepfitomnosti degrada¢nich produkti a shodnosti UV spektra vzorku lze
vyvodit zavér, ze historicky lé¢ivy ptipravek naloxon hydrochloridu obsahoval mimo
deklarované parabeny ¢isty naloxon, ktery nedegradoval ani po asi 35 letech skladovani.
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4.2 Analyza historického vzorku adrenalinu

4.2.1 UHPLC-MS analyza

Hledani ptipadnych degradacnich produktti adrenalinu bylo zahdjeno analyzou
roztoku standardu adrenalinu rozpusténého v 85% acetonitrilu okyseleného par kapkami
mraveni kyseliny o koncentraci 0,38 mg ml'. Optimalizace podminek probihala
v pribéhu dvou tydnii a béhem této doby byl pouzivan stale stejny roztok standardu.
Soubézné byl pripraven roztok standardu rozpusténého v 50% acetonitrilu okyseleného
mraven¢i kyselinou pro po¢atecni podminky méfeni. Po dvou tydnech uchovani téchto
dvou roztokli v prithlednych vialkach na svétle pfi laboratorni teploté byl patrny rozdil
v zabarveni roztokl. Roztok standardu rozpustény v 50% acetonitrilu byl bezbarvy,
zatimco druhy roztok (rozpoustédlo 85% acetonitril) byl zabarven do lehce nahnédl¢ho
odstinu, da se tedy vyvodit, Ze pfi vySSim obsahu organické slozky rozpoustédla se
adrenalin rychleji degraduje.

V naméfeném UV chromatogramu z DAD detektoru byly piitomné dva piky
(obr. 4.7). Prvni pik s reten¢nim ¢asem asi 1,5 minuty obsahoval ion m/z 180,0, ktery se
v pribéhu dvou tydnii optimalizace zvétSoval (rostlo relativni zastoupeni plochy piku
vzhledem Kk plose piku adrenalinu), tudiz se zfejm¢ jednalo o degrada¢ni produkt
adrenalinu (obr. 4.8). Podle literatury [39] se pravdépodobné jedna o adrenochrom
(sloucenina 2 z obr. 2.7), ktera je mén¢ polarni nez adrenalin a tudiz z kolony vychazi
diive nez vice polarni adrenalin. Druhy pik vychazejici v retencnim case asi 4,7 min
obsahoval ion m/z 166,1, ktery odpovida molekule adrenalinu s ods§tépenou molekulou
vody [M + H-H,O]" (obr. 4.9). Po dvou tydnech byly ve spektru patrné také dva riizné
piky s hmotou m/z 178,0, které budou pravdépodobné také degradacnimi produkty.
Podle literatury [39] se nejspi§ muze jednat o slouceniny 1-methyl-1H-Indol-3,5,6(2H)-
-trion (CASN: [551-10-0], sloucenina 3 z obr. 2.7) a 3-hydroxy-1-methyl-1H-indol-5,6-
-dion (CASN: [50976-70-0], slou¢enina 4 z obr. 2.7), které odpovidaji hmotou a diky

rozdilim ve struktufe, tedy 1 v polarité, opousti kolonu kazdy v jiném reten¢nim Case.
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Obr. 4.7: Naméfeny UV chromatogram z DAD detektoru z analy zy standardu adrenalinu
o koncentraci 0,38 mg ml™* na kolon& ACQUITY UPLC® BEH A mide 1,7 pm (2,1x100 mm),
izokratickd eluce mobilni fazi slozenou 90:10 (v/v) acetonitrilu a 60mM mravencanového pufru
0 pH=3,0, pritok mobilni faze 0,350 ml min~*, objem néstiiku vzorku 2 pl; (1) degradaéniprodukt
adrenochrom, (2) adrenalin.
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Obr. 4.8: MS spektrum 1. piku z UV chromatogramu DA D detektoru z analy zy standardu adrenalinu

V negativnim (a) a pozitivnim médu (b).
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Obr. 4.9: MS spektrum 2. piku z UV chromatogramu DAD detektoru z analy zy standardu adrenalinu

V negativnim (a) a pozitivnim (b) modu.

Po optimalizaci podminek méfeni byl analyzovan jiz Cisty nefedény roztok vzorku.
Ve zméieném spektru z DAD detektoru byly zietelné viditelné tfi piky (obr. 4.10). Pik
odpovidajici adrenalinu eluoval zkolony vobdobném ¢ase (mezi 4. a 5. minutou)
a obsahoval stejné hmoty v hmotnostnim spektru (obr. 4.11) jako pik adrenalinu
ze standardniho roztoku. Ostatni piky, v€etné nejvice zastoupeného piku eluujiciho
mezi 7. a 8. minutou, obsahovaly hmoty latek, které neodpovidaji Zzadnému piku nebo
iontim v hmotnostnim spektru standardniho roztoku adrenalinu. Hmotnostni spektrum
majoritniho 3. piku je znazornéno na obr. 4.12. Degradacni produkty z obr. 2.7, které se
vyskytovaly ve spektrech standardu adrenalinu, nebyly v historickém vzorku pfitomné.
Po delsi dobé skladovani zfejmé reaguji puvodni degrada¢ni produkty na zcela jiné
latky, které vSak zatim v literatufe popsany nebyly a jejich identifikace by byla nad

ramec této prace.
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Obr. 4.10: Naméfeny UV chromatogram z DA D detektoru z analy zy vzorku historického lé¢ivého
piipravku adrenalinu na koloné ACQUITY UPLC® BEH Amide 1,7 um (2,1x100 mm), izokraticka eluce
mobilnifazislozenou 90:10 (v/v) acetonitrilu a 60mM mravencanového pufru o pH=3,0, pritok mobilni

faze 0,350 ml min~%, objemnastiiku vzorku 2 ul; (1) degrada¢ni produkt, (2) adrenalin, (3) degradaéni

produkt.
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Obr. 4.11: MS spektrum vzorku adrenalinu z piku ¢. 2 z obr. 4.10 odpovidajicimu adrenalinu

V negativnim (a) a pozitivnim (b) médu.
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Obr. 4.12: MS spektrumvzorku adrenalinu z piku ¢. 3 z obr. 4.10 odpovidajicimu neznamému

degradacnimu produktu v negativnim (a) a pozitivnim (b) médu.

4.2.2 Kvantifikace adrenalinu ve vzorku

Kvantifikace adrenalinu v historickém 1é¢ivém ptipravku bylo provedeno metodou

kalibracni pfimky. Primérnd plocha piku odpovidajici nezménénému adrenalinu
ve vzorku byla 149,78 mAU.min. Z kalibra¢ni zavislosti adrenalinu (obr. 4.13) bylo
vypo&teno mnozstvi adrenalinu ve vzorku 0,0526 mg ml™?, coz odpovida 5,26 + 0,11 %

deklarované hodnoty.

Vzhledem Kk nizké koncentraci adrenalinu ve vzorku oproti deklarované hodnoté

analezenym degrada¢nim produktim z UHPLC-MS analyzy lze vyvodit zavér, ze

historicky 1é¢ivy ptipravek adrenalinu je nestabilni a za cca 90 let skladovani je vétSina

ucinné latky degradovana.

50




1400 |-

1200 |

1000

plocha piku [mAU.min]

800 |-

600

400

200

O N 1 N 1 N 1 N 1 N 1
0,0 0,1 02 03 04 05
c[mg mI']

Obr. 4.13: Kalibra¢ni piimka pro stanoveni adrenalinu v jeho historické 1ékové formé (rovnice
kalibra¢ni pfimky: A [MAU.min] = 2778,7 ¢ [mg mI*] + 3,6, r = 1,0000).

4.2.3 Spektrofotometrické sledovani rozpadu adrenalinu
(stabilitni test)

Stabilita, respektive degradace standardu adrenalinu pii rtznych skladovacich
podminkéch byla sledovana spektrofotometricky. Ocekavalo se, Ze absorbance roztokl
bude scasem klesat, avsak absorbance naopak rostla, coz bylo pravdépodobné
zpisobeno veétSim molarnim absorpénim koeficientem degradacnich produktd pti
danych spektrofotometrickych podminkédch, nez molarni absorpéni koeficient
adrenalinu. Byl vSak zcela zjevny trend ve zméné absorbance jak s c¢asem, tak pro
jednotlivé roztoky (obr. 4.14).
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Obr. 4.14: Zavislost absorbance pfi vinové délce 281 nmna Case pro koncentraci roztokll standardu
adrenalinu 2x10°* mol I'* (roztoky standardu viz tab. 3.2); EM-roztok 1, O- roztok 2, A - roztok 3,
<O-roztok 4.

Roztok 1, ktery byl ponechan na svétle v laboratofi pfi laboratorni teploté
aspristupem kysliku, vykazoval daleko vétsi absorbanci (vys$i degradaci) jiz
po n€kolika hodinach od ptipravy roztoku a po celou dobu experimentu. Také jiz
po dvou hodinach od ptipravy roztoku bylo zcela patrné rizové zabarveni, které bylo
pravdépodobné zplsobeno oxidaci adrenalinu, ¢imZz vznikl oxidacni produkt
adrenochrom (obr. 2.7), ktery je podle literatury [76] Cerveny. Po 24 hodinach byl
roztok jiz Cerveny a postupem experimentu se tato barva prohlubovala a tmavla az
do cerveno-hnédého zabarveni.

Na roztok 2 puisobil také kyslik, avsak byl skladovan ve tmé pfti teploté 3 °C, coz se
projevilo mensi degradaci adrenalinu (men$im nartstem absorbance) oproti roztoku 1.
Stejné jako u roztoku 1 se roztok 2 zbarvil nejprve do rizova (po cca 24 hodinich
dosahl piiblizn¢ stejného zabarveni jako 1. roztok po dvou hodinach) a nasledné
do Cervena a ke konci experimentu bylo zabarveni vizudlné stejné jako u prvniho
roztoku.

Roztok 3 mél podminky stejné jako roztok 1 az na to, Ze tento roztok byl chranén
pied kyslikem pomoci argonu. Argonem byl vytésnén kyslik jak z rozpoustédla, tak
z roztoku béhem méfeni tak, aby byl argon stale nad hladinou roztoku a nemohl k nému
kyslik. Takto se tedy nemohl projevit vliv kysliku, ale jen vliv svétla a laboratorni
teploty. U tohoto roztoku je zobr. 4.14 jasné patrny mirnéj$i vzrust absorbance nez
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uptedchozich roztokt, tedy pomalejsi degradace adrenalinu. Prvni zevné zabarveni
roztoku se projevilo az po 48 hodinach od pifipravy roztoku, avSak nebylo to zabarveni
razové, nybrz slabé zluto-oranzové. Na konci experimentu bylo zabarveni oranzovo-
-nahnédlé, viditelné vSak odliSné od zabarveni prvnich dvou roztokt, pravdépodobné
tedy dochazelo k tvorbé jinych degradacnich produktt, které vznikly jinak neZ oxidaci
adrenalinu.

Roztok 4 byl chranén jak pied kyslikem pomoci argonu, tak pred svétlem
Vv chladnicce pfi teplot€¢ 3 °C, na degradaci tedy teoreticky nemél vliv kyslik, svétlo ani
teplota. To se také projevilo na nejniz§im narustu absorbance, tedy nejnizsi degradaci
adrenalinu ze vSech zkoumanych roztokti. Roztok nebyl zabarven ani po 72 hodinach
od pripravy, dalsi kontrola roztoku prob&hla az po 240 hodinach a to byl jiz zabarven
podobné jako roztok 3, tedy zluto-oranzove, na konciexperimentu také svétle oranzovo-
-nahnédlé zabarveni.

Na obr. 4.14 je vidét, ze roztoky, které si byly podobné, maji podobné trendy
VvV nartstu absorbance. Roztoky 1 a 3, které byly pod vlivem svétla a pfi laboratorni
teploté, vykazovaly po 72 hodinach pozvolnéj$i narist absorbance, zatimco roztoky
2 a4 po 72 hodinach od ptipravy mély oproti zbylym roztoktim vétSi nartst absorbance.
Zaroven roztoky 1 a 2, které¢ byly oba pod vlivem kysliku, vykazuji z pocatku méteni
strm¢jSi nartst absorbance oproti roztokim 3 a 4, na které kyslik neplsobil. Ze vSech
pfedchozich poznatkil 1ze vyvodit zaveér, ze kyslik ma na degradaci adrenalinu majoritni
vliv. Také teplota a ptsobeni svétla ma na degradaci adrenalinu vliv, ne vSak tak veliky,
jako vliv kysliku. Dal8im parametrem hrajicim roli pfi degradaci adrenalinu je cas.
| pfes zamezeni pristupu kysliku, svétla a nizké skladovaci teplot¢ k degradaci
dochéazelo.
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4.3 Analyza historického vzorku efedrinu

4.3.1 UHPLC-MS analyza

Hledani pfipadnych degradacnich produktii efedrinu bylo zahdjeno analyzou
roztoku standardu efedrinu o koncentraci 0,132 mg ml? rozpuiténého v80%
acetonitrilu. V naméfeném UV chromatogramu z DAD detektoru byl ptitomny
majoritné zastoupeny pik eluyjici z kolony v retencnim ¢ase kolem 3,7 minuty a zmét’
pkl eluujici mezi 1 a 1,5 minutou (obr. 4.15). Tato zmét' byla po porovnani se
spektrem slepého pokusu pfifazena necistotdm z rozpoustédla, jelikoz tyto piky byly
obsazeny ive slepém pokusu. Hlavni pik obsahoval v hmotnostnim spektru ionty
shodné s literaturou pro efedrin, ionts m/z 166,1, ktery odpovida protonované molekule
efedrinu [M + H]" (C10H16NO), majoritné zastoupeny pik iontu m/z 148,0, ktery podle
literatury [67] odpovidd molekule efedrinu s odstépenou molekulou vody
[M + H-H,0]" (C1oH14N), dale hmoty s m/z 133,0 odpovidajici odstépeni CHz skupiny
ziontu m/z 148,0 (CoH11N), m/z 117,0 odpovidajici odstépeni NH, skupiny z iontu
133,0 a hmota sm/z 115,0, ktera podle literatury vznikla od$tépenim H, z iontu m/z
117,0 (obr. 4.16). Schéma vzniku jednotlivych fragmentovych iontt efedrinu je
znazornéno na obr. 4.17.
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Obr. 4.15: Naméteny UV chromatogram z DAD detektoru z analy zy standardu efedrinu
o0 koncentraci 0,132 mg ml™* na kolond ACQUITY UPLC® BEH Amide 1,7 pm (2,1x100 mm),
izokraticka eluce mobilni fazisloZzenou 93:7 (v/v) acetonitrilu a 20mM mravencanového pufru o pH=3,0,

priitok mobilni faze 0,300 ml min*, objem nastiiku vzorku 1 pul; (1) efedrin.
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Obr. 4.16: MS spektrumpiku odpovidajicimu efedrinu z analyzy standardu efedrinu.
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Obr. 4.17: Fragmentaéni cesta pro molekuldmi ion protonované mo lekuly efedrinu [M + H]",
upraveno podle [77].

Nasledné byl analyzovan stokrat natedény roztok vzorku historického Iéc¢ivého
piipravku efedrinu. V naméfeném hmotnostnim spektru byly zietelné viditeIné dva piky
(obr. 4.18). Prvni pik, ktery eluoval zkolony pfed 1. minutou (v okoli zméti piku
zrozpoustédla, které vsak samotny pik neobsahovalo) obsahoval hlavné¢ hmotu

s m/z 149,0, nejednalo se vSak o degradac¢ni produkt efedrinu, ale spiSe o ftalaty, pro néz
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je hmota 149 typicka (obr. 4.19). Druhy pik s retenénim ¢asem asi 3,7 minuty odpovidal
efedrinu (v porovnani se standardem) jak retencnim ¢asem, tak hmotnostnim spektrem,

které obsahovalo pIné stejné hmoty jako hmotnostni spektrum standardu efedrinu, tedy
hmoty s m/z 166,1, 148,1, 133,0, 117,0 a 115,0 (obr. 4.20). Zadné degradacni produkty
ve spektrech patrné nebyly.
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Obr. 4.18: Naméfeny UV chromatogram z DA D detektoru z analy zy historického 1é¢ivého piipravku
efedrinu na koloné ACQUITY UPLC® BEH Amide 1,7 pm (2,1x100 mm), izokraticka eluce mobilni fazi

sloZzenou 93:7 (v/v) acetonitrilu a 20mM mravencanového pufru o pH=3,0, priitok mobilni fAze

0,300 ml min~%, objem nastiiku vzorku 1 pl; (1) ftalaty, (2) efedrin.
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Obr. 4.19: Hmotnostni spektrum 1. piku z UV chromatogramu DAD detektoru z obr. 4.17 z analy zy

historického 1é¢ivého piipravku efedrinu.
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Obr. 4.20: Hmotnostni spektrum 2. piku z UV chromatogramu DAD detektoru z obr. 4.17 z analy zy

historického 1é¢ivého piipravku efedrinu odpovidajicimu efedrinu.

4.3.2 Kvantifikace efedrinu ve vzorku

Kvantifikace efedrinu v historickém 1é¢ivém piipravku byla provedena metodou
kalibra¢ni ptimky. Primérnd plocha piku odpovidajici efedrinu ve stokrat nafedéném
vzorku byla 3351,56 mAU.min. ZXkalibra¢ni zavislosti efedrinu (obr. 4.21) bylo
vypoéteno mnozstvi efedrinu ve stokrat nafedéném vzorku 0,5379 mg ml™, v pivodnim
nefedéném vzorku byl jeho obsah tedy 0,05379 g mI™, coz odpovida 107,58 + 0,39 %
deklarované hodnoty. PiestoZe se injek¢éni roztoky pouzivaly jiz od 19. stoleti, dostaly
se pozadavky na jejich kontrolu do textu Ikopist pomérné pozdé¢ [78]. Prvnim
lékopisem platnym na naSem Uzemi, ktery injekéni roztoky zminuje, je aZ druhé vydani
Ceskoslovenského 1ékopisu z roku 1954 (platny od 1. ledna 1955). Teprve od tfetiho
vydani Ceskoslovenského 1ékopisu z roku 1970 je na obsah injekénich roztokt uplatnén
pozadavek v rozsahu 95-105 % deklarované hodnoty.

Vzhledem k tomu, ze hmotnostni spektrometrii ani UHPLC-MS analyzou nebyly
nalezeny zadné degrada¢ni produkty efedrinu a jeho koncentrace ve vzorku odpovidala
deklarované hodnoté, lze vyvodit zavér, ze historicky 1éCivy pripravek efedrinu byl
stabilni 1 po témef sedmdesati letech.
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Obr. 4.21: Kalibra¢ni pifimka pro stanoveni efedrinu v jeho historické lékové formé (rovnice
kalibra¢ni pfimky: A [mAU.min] = 6235,2 ¢ [mg ml*]— 2,6, r = 0,9999).
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5 ZAVER

Tato diplomova prace byla zaméfena na analyzu historickych vzorkt injekcnich
roztokli naloxonu, adrenalinu a efedrinu. Cilem bylo zjistit pfitomnost ¢i nepiitomnost
ptvodnich kcivych latek a ptipadnych degradac¢nich produktl, kvantifikovat nalezené
latky, ptipadné provést dopliujici zZkousky.

Na hmotnostnim spektrometru nebyly nalezeny zidné rozpadové produkty
naloxonu. Naméfené hmotnostni i UV chromatogramy vzorku odpovidaly naloxonu,
z téchto poznatkli byl vyvozen zavér, Ze historicky léCivy piipravek naloxonu byl
stabilni 1 po 35 letech skladovani.

Analyzou pomoci UHPLC-MS vzorku adrenalinu byly nalezeny degradacni
produkty, které vSak zatim nebyly v literatufe popsany a jejich identifikace byla nad
ramec této diplomové prace. Nezménény adrenalin ve vzorku byl kvantifikovan
metodou kalibra¢ni pfimky a jeho obsah byl 5,26 = 0,11 % deklarované hodnoty.
Analyzovany historicky lé¢ivy pfipravek adrenalinu byl nestabilni a v pribehu asi
devadesati let byl t¢méi kompletné degradovan. Dale byl se ¢tyfmi rizné skladovanymi
roztoky standardu adrenalinu poveden stabilitni test, ktery prokazal vliv kysliku, svétla,
teploty 1 ¢asu na degradaci adrenalinu.

Pti UHPLC-MS analyze vzorku efedrinu nebyly nalezeny Zadné degradacni
produkty. Efedrin ve vzorku byl kvantifikovan metodou kalibra¢ni piimky a jeho obsah
byl stanoven 107,58 £ 0,39 % deklarované hodnoty. Analyzovany historicky lécivy

piipravek efedrinu byl tedy stabilni i po téméf sedmdeséati letech skladovani.
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