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2. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Kandidatka: Alena Ohankova
Skolitel: PharmDr. Petr Kastner, Ph.D.

Nazev diplomové prace:  Hodnoceni stability gestodenu s vyuzitim HPLC

Cilem této diplomové praci byl vyvoj a validace HPLC metody a nasledné hodnoceni
stability gestodenu za vybranych modelovych podminek. Gestoden je vysoce ucinny
gestagen nové generace, ktery je soucasti hormonalnich kontraceptiv, jez se nasledné

v nizkych koncentracich dostavaji do povrchovych vod.

Pti vyvoji metody byly jako vychozi parametry pouzity parametry 1ékopisné metody.
Chromatografické podminky byly dale optimalizovany s cilem ziskat metodu, ktera
sniZi jeji Casovou zatez a ndklady. Vyvinutd izokratickd metoda zkratila retencni Cas
gestodenu o polovinu aniz by zasahovala do mrtvého ¢asu kolony a vyhovéla vSem
predepsanym validacnim pozadavkim. Chromatografické parametry metody jsou
nasledujici: rozméry kolony (délka 150 mm, vnitini primér 4,6 mm), staciondrni faze
(stéricky silikagel pro chromatografii oktadecylsilylovany R (5 um), mobilni faze (voda
R, acetonitril R1), eluce (izokratickd, 45 % vody + 55 % acetonitrilu), pratokova

rychlost (1 ml/min), detekce (spektrofotometricky detektor 254 nm a 205 nm).

Vyvinutd metoda byla aplikovana ve dvou stabilitnich studiich. Degradace molekuly
gestodenu byla pozorovdna ve dvou typech experimenti provadénych ve vodném
prostiedi a v prostfedi s ptidavkem oxida¢niho ¢inidla. Byla hodnocena stabilita za

pfirodnich podminek pfi pisobeni tepla, svétla a oxidaéniho ¢inidla.

Gestoden je ve vodé¢ a v temnu pomérné stald latka, v neptfitomnosti oxidacniho ¢inidla
je jeho degradace minimalni. Degradace molekuly gestodenu je vyrazné urychlena

oxidaci a dale potencovana plisobenim tepla a svétla.

Klicova slova: gestoden, HPLC, stabilita, povrchové vody, steroidni hormony



3.ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis

Candidate: Alena Oharkova
Supervisor: PharmDr. Petr Kastner, Ph.D.
Title of thesis: Evaluation of Stability of Gestodene Using HPLC

The purpose of this thesis was to develop and validate the HPLC method and further
evaluate the stability of gestodene under selected model conditions. Gestodene is highly
effective new-generation gestagen that is a part of hormonal contraceptives that

subsequently occurs in low concentrations in surface waters.

The default parameters set in Czech pharmacopoeia were used for the further
development of the suitable evaluation method. The chromatographic parameters were
optimized in order to obtain the method that would reduce time and costs. The
developed isocratic method has shortened the retention time of gestodene by half
without interfering with the dead retention time of the column and has met all
prescribed validation requirements. The chromatographic parameters of the developed
method are as follows: column (length 150 mm, internal diameter 4.6 mm), stationary
phase (octadecylsilylated R (5 pm) spherical silica gel, mobile phase (water R,
acetonitrile R1), elution (isocratic, 45 % water + 55 % acetonitrile), flow rate

(1 ml/min), detection (spectrophotometric detector 254 nm and 205 nm).

The developed method was used in two stability studies. Degradation of gestodene
molecule was observed in two types of experiments in aqueous medium and medium
with oxidizing agent. The stability was evaluated under the natural conditions of heat,

light and oxidation.

Gestodene 1is relatively stable substance in water and in the dark, without oxidizing
agent is the degradation minimal. The degradation of the gestodene molecule is

significantly accelerated by oxidation and further potentiated by heat and light.

Keywords: gestodene, HPLC, stability, surface waters, steroid hormones



4.SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN
CcoC
CL 2017
EE
FSH
GnRH
GSD
HDL

HPLC

kD
LDL
LOD
LOQ
LH
MF
pH
RT
SHBG
SUKL
TEN

Uuv

acetonitril

,Combined Oral Contraceptives*, kombinovana kontraceptiva

Cesky lékopis 2017

ethinylestradiol

,Follicle-stimulating Hormone®, folitropin, folikuly stimulujici hormon
,Gonadotropin-releasing Hormone®, gonadotropiny uvoliujici hormon
gestoden

,,High Density Lipoprotein“, vysokodenzitni lipoprotein

,,High Performance Liquid Chromatography®, vysokou¢inna kapalinova

chromatografie

distribu¢ni konstanta

,»Low Density Lipoprotein“, nizkodenzitni lipoprotein
,,Limit of Detection®, limit detekce

,,.Limit of Quantitation®, limit kvantifikace
luteiniza¢ni hormon

mobilni faze

,potential of Hydrogen*, potencial vodiku

retencni Cas

»Sex Hormone-binding Globulin®, globulin vazajici pohlavni hormony
Statni Gistav pro kontrolu 1é¢iv

tromboembolické nemoci

,,Ultraviolet®, ultrafialové zareni



5.UVOD

S rostouci popularitou hormondlnich kontraceptiv se stale ¢astéji dostdva do popiedi
veédeckého zajmu znecisténi povrchovych vod tzv. endokrinnimi disruptory, latkami jez
mohou vyznamné narusit homeostatické mechanizmy organizmu. Ackoliv se tyto latky
vyskytuji v povrchovych vodach ve velmi nizkych koncentracich, jejich neptiznivé

ucinky na zivotni prosttedi byly prokdzany a popsany v celé fad¢ védeckych publikaci.

Cilem této diplomové prace je vyvoj metody pro detekci a ndsledné hodnoceni stability
gestodenu za vybranych modeovych podminek. Gestoden patii mezi steroidni hormony,
které jsou soucésti hormondalnich kontraceptiv nové generace. Diky svym vyhodnym
farmakologickym vlastnostem roste jeho vyuziti v antikoncepénich ptipraveich. Tyto
vlastnosti jsou detailnéji popsany v teoretické ¢asti této prace, kterd mimo jiné shrnuje i
zakladni poznatky z publikaci, které se vénovaly vyvoji metod pro detekci a vyzkumu

stability tohoto hormonu.

Teoreticka Cast prace popisuje i1 zékladni poznatky o vysokoucinné kapalinové
chromatografii (dale jen ,,HPLC®), kterd byla vyuZita pro detekci gestodenu ve
zkoumanych vzorcich. Tato analytickd metoda je velmi pfesna a vhodna i1 pro detekci
latek pii velmi nizké koncentraci a naléza proto Siroké vyuziti témét ve vSech odvétvich

farmaceutického vyzkumu.

Vyvoj a validace vhodné HPLC metody pro hodnoceni stability je soucasti
experimentalni Casti prace. Vyvinutd metoda je nasledné pouZita pro vyhodnoceni
stability dvou vzorki (vodné prostredi, prostiedi s pfidavkem oxida¢niho ¢inidla), které

byly vystaveny pisobeni tepla, svétla a oxidace.

Cil prace: Vyvoj a validace HPLC metody pro detekci gestodenu a nasledné hodnoceni
stability gestodenu pii ptasobeni vybranych modelovych podminek (teplo, svétlo,

oxidace).



6. TEORETICKA CAST

6.1 Hormonalni kontraceptiva

Hormonalni kontraceptiva jsou piipravky slouzici primarn€é k vyvolani docasné
reverzibilni neplodnosti. Mechanizmus u¢inku hormonalni antikoncepce je komplexni a
pusobi na nékolika Urovnich reprodukéniho systému. NejvyznamnéjsSim efektem je
blokdda ovulace supresi hypotalamickych releasing faktori s naslednou inhibici
gonadotropinli (nedochézi ke zrani folikulti ani k tvorbé zlutého tcliska), ovliviiuje
rovnéz charakter cervikalniho hlenu (zabrainuje prostupnosti spermii), délozni sliznice

(stava se nereceptivni pro nidaci plodového vejce) a tubarni motility. [1]

Nejcastéji byvaji kontraceptiva rozdélena podle sloZeni na kontraceptiva kombinovana

(estrogeno-gestagenni) a gestagenni.

6.1.1 Kombinovana kontraceptiva

Kombinovana kontraceptiva (zkracené¢ ,,COC*“ (combined oral contraception)) se
skladaji vzdy ze dvou hormont, estrogenu a progestinu. VSechny v soucasnosti
pouzivané pfipravky obsahuji ethinylestradiol (zkracené ,,EE®) v kombinaci
s riznorodymi gestagennimi slozkami. Gestageny lze delit dle nejriiznéjSich kritérii,

napr.:
e dle charakteru zdkladniho steroidniho skeletu [2]:

O progesteron a jeho  pregnenovi analoga (progesteron,
hydroxyprogesteron, medroxyprogesteron-acetat, = megestrol-acetat,
chlormadinon-acetat, dydrogesteron, medrogeston, delmadinon-acetat,

nomegestrol-acetat, promegeston, trimegeston),

o derivaty testosteronu a 19-nortestosteronu (norethisteron, lynestrenol,

tibolon, dienogest, ethynodiol),

o derivaty 13-ethyl-18,19-nortestosteronu (norgestrel, levonorgestrel,
desogestrel, ethonogestrel, norgestimat, norelgestromin, gestoden,

gestrinon),

o drospirenon (gestagen odlisné struktury, nejblizsi progesteronu),
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e dle androgenni aktivity (¢im mensi androgenni efekt, tim mensi vliv na

v

metabolizmus sacharidii a ptiznivéjsi vliv na pomér HDL:LDL cholesterolu) [3]:

o progestiny s rezidudlni androgenni aktivitou (derivaty estranu:
norethisteron acetdt a jeho prekurzor lynestrenol, a derivat

13-ethylgonanu: levonorgestrel),

o progestiny s minimdlni androgenni aktivitou (derivaty 13-ethylgonanu:
desogestrel (sdm neni aktivni, aktivni je az jeho hlavni metabolit
ethonogestrel (3-ketodesogestrel)), norgestimat (hlavné jeho metabolity,
predevsim  norelgestromin  (17-deacetyl norgestimat) a  také
levonorgestrel) a gestoden (sam je Uc¢innou latkou, ma 1 klinicky

nevyznamnou antimineralokortikoidni aktivitu)),

o progestiny s antiandrogenni aktivitou (nejsiln¢jSi antiandrogenni
ucinek mé cyproteron acetat (derivat 17a-hydroxyprogesteronu), zhruba
polovi¢ni antiandrogenni G¢inek ma dienogest a drospirenon (odvozeny

od 17a-spironolaktonu, méa vyraznou anitimineralokortikoidni aktivitu)),

o progestiny s antiandrogenni a antimineralokortikoidni aktivitou
(drospirenon - jeho antiandrogenni UCinek je zhruba polovi¢ni ve
srovnani s cyproteron acetatem; antimineralokortikoidni t€inek blokuje
zadrzovani vody, které mohou zpusobit estrogeny (cestou aktivace

systému renin - angiotensin - aldosteron)).

Dulezitym délicim hlediskem jsou i farmakokinetické udaje jednotlivych gestagent.
Cim je vyssi jejich biologicka dostupnost, tim niz§i mize byt podana davka a neni tak
zatézovan jaterni metabolismus. Gestageny ovliviiuji aktivitu jaternich enzymatickych
procest, spojenych predevsim s ¢innosti cytochromu P-450. Nejsiln€jSim inhibitorem
cytochromu P-450 je gestoden, slabSimi inhibitory jsou desogestrel, levonorgestrel,
norgestimat a pravdépodobné i drospirenon.

Z hlediska antiandrogenniho plsobeni gestagent je dulezitd i informace o cirkulaci
s albuminem ¢i ve volné frakci nez vazba na SHBG (angl. sex hormone-binding
globulin). Cim méné se gestagen na SHBG vaze, tim vice vazebné kapacity poskytuje
jinym hormontm, pfedevSim testosteronu. Spojenim testosteronu s SHBG se snizi

hladina volného testosteronu v séru, coz vede k vyraznému zlepSeni kvality pleti a
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snizeni ¢innosti mazovych zlaz. Protoze chlormadinon acetdt a dienogest se na SHBG
témer viibec nevazi, je jejich plisobeni v tomto sméru nejvyhodnéjsi. [4]
Kombinovand kontraceptiva lze podle hodnot hladin hormona v jednotlivych fazich

cyklu dale délit na ptipravky [5]:
e monofazické (hladina hormont je po celou dobu cyklu neménna),

e bifazické (mnozstvi estrogenu se neméni, mnozstvi progestinu je vyssi ve druhé

fazi cyklu),

e trifazické (ve druhé¢ tretin€ cyklu je vyssi davka estrogenu i progestinu, ve tieti
tretin€ cyklu je ddvka estrogenu opét nizsi a davka progestinu jesté vyssi, coz

nejveérnéji napodobuje hormonalni zmény pfirozeného menstruacniho cyklu),
o estrofazické (ve tiech fazich stoupa davka estrogenu, na naSem trhu nejsou) a

o kombifazické (v prvni fazi cyklu je vyssi davka estrogenu a niz$i davka

progestinu nez ve druhé poloviné cyklu).

Casto se lze setkat také s délenim kombinovanych kontraceptiv dle mnozstvi
ethinylestradiolu na pfipravky s vysokou (obvykle nad 40 pg EE), nizkou (30 — 37,5 pg
EE) a velmi nizkou davkou (15 — 20 nug EE). Pfipravky s vysokym davkovanim se
v soucasnosti vyuzivaji jen ve vyjimecnych piipadech (napf. pii opakovaném
nepravidelném krvéaceni), mnohem castéjsi je uzivani pripravki s nizkou a velmi nizkou
davkou ethinylestradiolu. Na trhu se objevuji 1 ptipravky s tzv. extrémné nizkou davkou
(15 pg EE), které jako progestin obsahuji vyhradné gestoden. Postupné snizovani
obsahu ethinylestradiolu v antikoncepcnich pfipravcich vedlo k vyraznému snizeni

poctu umrti na kardiovaskularni pfihody a napomohlo i k snizeni incidence méné

zavaznych vedlejsich ucinku. [1], [5]

Kontracep¢ni piipravky lze uZivat peroralné¢ ve formé tablet nebo aplikovat depotné
(injekce, naplasti, vaginalni pesary). Mechanizmus G¢inku kombinovanych kontraceptiv
je troji: pfima inhibice pulzni sekrece gonadoliberinu (GnRH), pokles citlivosti
hypofyzy na GnRH a nésledné pokles sekrece folitropinu (FSH) a blokada luteizaéniho
hormonu (LH) uprostfed cyklu. Spolehlivost blokady ovulace zdvisi na déavce
estrogent. V pifipad€é ptipravki snizkymi davkami EE mulze dojit k lutedlni
insuficienci, antikoncepcni U€inek je ovSem zabezpecen zménou struktury cervikalniho

hlenu vlivem progestind. [5]
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6.1.2 Gestagenni kontraceptiva

Gestagenni kontraceptiva na rozdil od kombinovanych forem obsahuji pouze progestin
a jsou proto vhodnou alternativou pro uzivatelky s kontraindikacemi COC nebo pro
kojici zeny. NejCastéji byvaji produkovany ve formé tzv. minipilulek, podkoznich
implantat, nitrodéloznich télisek nebo depotnich injekci. Existuji 1 ve formé tzv.
postkoitalni antikoncepce, kterou lze uzit do 72 hodin po nechranéném pohlavnim

styku.

Metoda gestagenni antikoncepce spociva v jeji kontinualni aplikaci a ma nékolik
antikoncepcnich  ucinkd. Zakladnim mechanizmem je jeji uUCinek na
mukopolysacharidy dé€loznitho hrdla, jejichz makromolekuly ovliviiuji = strukturu
cervikalniho hlenu, ktery se stdva nepropustnym pro spermie. Dal§im podstatnym
ucinkem je blokdda ovulace cestou negativni zpétné vazby a ndsledného poklesu
produkce gonadotropini. Progestiny ovliviiuji rovnéz zmény peristaltiky tuby a

struktury endometria. [5]

Nejcastéji byva gestagenni forma antikoncepce piedepisovana zenam s poruchami
menstruacniho cyklu a s anémii, jelikoz sniZuje intenzitu menstruacniho krvaceni. Tyto
formy antikoncepce jsou rovnéz vhodné pro kojici zeny a Zeny trpici premenstruaénim
syndromem nebo menstruanimi migrénami. Hlavni nevyhodou gestagenni

antikoncepce jsou ovSem cCasté poruchy a nepravidelnosti menstruacniho cyklu.

13



6.2 Gestoden

Getstoden (zkracené ,,GSD) je gestagen tzv. tfeti generace, ktery byl syntetizovan ve
vyzkumnych laboratofich spole¢nosti Schering AG v 80. letech minulého stoleti. [6]
Vznikl modifikaci molekuly levonorgestrelu, od kterého se 1isi dodatecnou dvojnou
vazbou v poloze 15, kterda ma za nasledek Ctyfikrat vyssi afinitu k progesteronovym
receptoram. [2] V monofazické kombinaci s ethinylestradiolem je vyuzivan jako vysoce

ucinné kontraceptivum.

6.2.1 Zakladni Iékopisné informace
Chemicky nazev: 17-hydroxy-18a-homo-19-nor-17a-pregna-4, 15-dien-20-yn-3-on

Sumarni vzorec: C;1Hz602
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Obrazek 1: Strukturalni vzorec gestodenu
Zdroj: PubChem [8], dostupné na:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/gestodene#section=Top

Relativni molekulova hmotnost (Mr): 310,4
Registraéni ¢islo CAS: 60282-87-3

Charakteristiky: Je to bily nebo nazloutly krystalicky prasek prakticky
nerozpustny ve vodé, snadno rozpustny v dichlormethanu, dobfe
rozpustny v methanolu a mirn€ rozpustny v ethanolu (96 %).

Vykazuje polymorfismus. [7]
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6.2.2 Klasifikace

Nejcastéji byva gestoden fazen mezi tzv. gestageny tieti generace. Toto rozdéleni
ovSem odrazi pouze historickou posloupnost, vjaké byly jednotlivé hormony
syntetizovany a uvadény na trh. Jako vhodnéjsi se jevi naptiklad klasifikace podle

zékladni molekuly, dle které 1ze gestoden zatradit mezi tzv. gonany.

6.2.3 Farmakokinetické vlastnosti

Znamymi metabolity gestodenu jsou dihydrogestoden, 3,5-tetrahydrogestoden a
hydroxygestoden. [8] Tyto metabolity jsou ovsem velmi malo farmakologicky ucinné,

vlastni t¢innou latkou je proto samotny gestoden. [9]

Gestoden se po peroralnim podani vstfebavd rychle a upln€ travicim ustrojim
s polo¢asem absorpce piiblizn¢ 1 hodina. Téméf nepodléha first-pass efektu a jeho
biologickd dostupnost tak dosahuje témé&f 100 %. Maximalni koncentrace v séru je
dosazeno priblizné¢ za 30 min. [9], [10] Po dosazeni tohoto maxima se hladina

gestodenu v séru snizuje ve dvou fazich s poloc¢asem 1 hod a 12 — 14 hodin. [§8], [9]

Biologicky polocas gestodenu je 17 hodin, v kombinaci s ethinylestradiolem se
prodluzuje o 3 hodiny, coz je podstatné pro zachovani antikoncepcniho Uc¢inku pfii
vynechani davky. [11] Pfi kontinualnim peroralnim podavani po dobu 10 dnli dosahuje
gestoden trvalé hladiny v plazmé, ktera je 4 — 5 krat vyssi nez po jednorazové aplikaci.
[10] Pficinou této kumulace je zvySujici se vazebna kapacita v séru a snizujici se
rychlost jeho eliminace. [9] V séru se gestoden vaze 65 — 75 % na SHGB (sexual
hormone binding globulin) a 24 — 34 % na albumin. [11] Zbytek tvoii volna frakce (cca

0,5 -2 %). Relativni distribuce téchto vazeb zavisi na mnozstvi SHGB v séru. [8]

Gestoden se z velké ¢asti metabolizuje redukci, oxidaci a konjugaci. [10] Metabolizace
probihd primarn€ v jatrech cytochromem P-450. PiestoZze ethinylestradiol je
metabolizovan také cytochromem P-450, gestoden neinhibuje jeho metabolizmus. [8]
Vniklé metabolity se vylucuji moci (50 %) a stolici (33 %) s poloCasem asi 1 den. [10]

Méné nez 1 % latky se vylucuje moci v nezmeénéné formé. [9]
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6.2.4 Farmakodynamické vlastnosti

Gestoden ma relativné vysokou afinitu nejen k progesteronovému receptoru, ale vaze se
i na dal8i steroidni receptory: glukokortikoidni, mineralokortikoidni a androgenni
receptory. Diky vysoké afinité k progesteronovému receptoru patii mezi nejucinnéjsi
gestageny, ve srovnani s ostatnimi gestageny ma nejnizsi prahovou davku pro efektivni

inhibici ovulace. [12]

V kombinaci s estrogenem (nejCastéji ethinylestradiolem) pisobi na organizmus
uzivatelky tak, ze inhibuje ovulaci potlacenim nartstu hladiny luteiza¢niho hormonu

uprostied cyklu a méni charakter cervikalniho hlenu a délozni sliznice.

Zakladem gestodenu je gonanové jadro, proto tento synteticky hormon zcela postrada
zbytkovou estrogenni a téméf pln¢ androgenni aktivitu. [4], [13] Gestoden je silnym
inhibitorem cytochromu P-450. Dusledkem inhibice je pfi opakovaném podani
kumulace vSech latek, které jsou odbouravany souvisejicimi jaternimi metabolickymi
procesy. Cytochrom P-450 je specifickym bilkovinnym komplexem, ktery se podili
mimo jiné na aktivaci katecholamini a metabolizmu kyseliny arachidonové, na
odbourdvani melatoninu, estrogend, gestageni, testosteronu a mnoha dalSich latek.
Inaktivace enzymatickych systému cytochromu P-450 se nejspiSe podili i na schopnosti
inhibice ovulace. Nasledkem inhibice degrada¢nich enzymi je i schopnost kumulace
gestodenu pii opakovaném podavani. [4] Nicméné jako soucast kombinovaného
ptipravku gestoden nesnizuje koncentraci SHGB indukovanou estrogeny (pfevaznou
¢ast piipravku tvofi ethinylestradiol, ktery vyznamné zvySuje mnoZstvi SHGB v séru).

[4], [9]

Ze vSech gonanii ma gestoden nejsilnéjsi afinitu k mineralokortikoidnimu receptoru,
kterd se pohybuje na urovni 20 % spironolaktonu, coZ pozitivné ovliviiuje retenci

tekutin a zabrafiuje tak nariistu hmotnosti uzivatelek kombinovanych kontraceptiv. [9],
[11]

Kombinované ptipravky obsahujici gestoden dle publikovanych vyzkuml zvySuji
hladinu triglyceridii (20 — 50 %), mirn€ zvySuji HDL cholesterol a snizuji hladinu LDL
cholesterolu. Uzivani kombinované antikoncepce s gestodenem miize byt provazeno
1 zvySenim inzulinové rezistence. Nicméné tyto efekty jsou spise pfipisovany estrogenni
sloZce ptipravkl, samotny gestoden m4 minimalni U¢inek na metabolizmus lipidi a

uhlohydrati. [12], [14]
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Vysledky vyzkumt, které se vénuji ucinkim kontraceptiv s gestodenem na riziko
tromboembolické nemoci (TEN), jsou nejednoznaéné a ptima souvislost mezi uzivanim
kombinovanych pfipravkti obsahujicich gestoden a rizikem TEN nebyla zatim
prokazana. Vysledky studii prokazaly pouze vliv na koagula¢ni faktory VII a X a
antitrombin III. [14] Prokoagula¢ni posun v koncentracich faktorti srazlivosti je
castecné kompenzovan zvySenim fibrinolytické aktivity. Pfimy vztah mezi zménou

produkce koagulac¢nich faktorii a rizikem trombo6zy ovSem nebyl prokazan. [9]

6.2.5 Kombinovana kontraceptiva obsahujici gestoden

V soucasnosti je na &eském trhu dle udaji Statniho Gistavu pro kontrolu 1é&iv (SUKL)
registrovano pfiblizn¢ 30 druhd kombinovanych kontraceptiv, jejichz soucasti je
gestoden. [15] Mezi nejcastéji uvadéné vedlejsi ucinky lécivych piipravki, které dle
dostupnych studii pocitovaly uzivatelky monofazickych a trifazickych 1é¢ivych
ptipravkl s gestodenem, patii napéti v prsou, bolest hlavy, akné, nervozita, deprese a

zavraté. Nekteré studie uvadéji i nartst systolického a diastolického krevniho tlaku. [12]

Mezi nekontraceptivni pfiznivé vedlejsi u€inky kontraceptiv s gestodenem patii naopak
kontrola menstrua¢niho cyklu a krvaceni, utlumeni dysmenorey, snizené riziko
karcinomu endometria a ovaria, panevnich zanétd, sideropenické anémie, kongestivni
pelipatie, mimod¢loZzniho t&hotenstvi, vzniku funkénich ovaridlnich cyst a

hyperandrogenniho syndromu. [11], [12]

Jako vétSina lécivych ptipravki i kombinovana kontraceptiva s gestodenem maji
kontraindikace, které je vzdy tfeba dusledné zvazit. Absolutnimi kontraindikacemi
uzivani hormonalni antikoncepce jsou hormonalné dependentni nadory, zvySené riziko
hluboké Zilni trombdzy, akutni nebo chronické onemocnéni jater spojené s poruchou
jejich funkce a primarni plicni hypertenze. Mezi relativni kontraindikace patii
planované operace vétSiho rozsahu a operace dolnich koncetin, pfitomnost vice faktort
zvySujicich riziko hluboké zilni trombodzy, zédvazné dyslipidemie, onemocnéni jater,
kterd nejsou absolutni kontraindikaci, diabetes mellitus s cévnimi komplikacemi,

vaskularni migréna, zavazny prolaps mitralni chlopné a starsi kutacky. [3]
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6.2.6 Studie vénujici se vyvoji metod pro detekci gestodenu a
hodnoceni stability gestodenu

Vyvoji metody pro determinaci gestodenu se ve své praci vénovali Laban, A. et al.,
ktefi vyvinuli metodu pro stanoveni gestodenu v kombinovanych kontraceptivech
obsahujicich ethinylestradiol. Pro separaci téchto komponenti vyuzili kolonu Waters
Symmetry Shield RP18. Metoda byla zalozena na izokratické eluci s mobilni fazi
obsahujici methanol a vodu vpoméru 80:20 o pratoku 1 ml/min. Jednotlivé
komponenty byly detekovany s vyuzitim UV detektoru o vinové délce 220 nm. Tato
metoda umoziuje detekovat gestoden pfi 2,3 pg/ml. Reten¢ni Cas gestodenu pii vyuziti

této metody je 3,22 min, coz z n¢j €ini velice rychlou metodu pro jeho detekci. [16]

Determinaci gestodenu ve vzorcich fi¢nich vod se zabyvali ¢esti védci Matéjicek, D. a
Kuban, V.. Testy byly provadény s pouzitim kolony Zorbax SB Phenyl (100 mm
x 2,1 mm s velikosti ¢astic 3,5 pm) a mobilni fazi sloZenou z methanolu a vody. Metoda
vyuzivala gradientovou eluci od 70 do 100 % (v/v) v sedmé minuté, tento pomé&r byl
udrzovan az do desaté minuty a nasledné doslo k poklesu mnozstvi methanolu na 70 %,
ktery postupné klesal az do dvanacté minuty. Pro vyhodnoceni byl vyuzit detektor o

vlnové délce 244 nm. Retencéni Cas gestodenu pii vyuziti této metody byl 4,22 min. [17]

Vyvoj stabilitu-indikujici metody pro kombinované antikoncepéni ptipravky obsahujici
ethinylestradiol a gestoden popisuji ve své praci 1 Kishore, K. et al.. Chromatografickou
separaci provadéli na kolon€ Zorbax SB Phenyl (250 mm x 4,6 mm; 5 um) s vyuZitim
mobilni faze A (0,1% roztok kyseliny orthofosfore¢né) a mobilni faze B (acetonitril a
0,1% roztok kyseliny orthofosforecné v poméru 9:1) pii pritoku Iml/min. VyuZita byla
gradientova eluce trvajici 65 minut. Pro vyhodnoceni byly pouzity detektory o vlnové

délce 210 nm a 240 nm.

Tyto metody byly nasledné aplikovany pro vyhodnoceni stability gestodenu za
nasledujicich podminek: ptidana kyselina (IN HCI) a zahfivano ve vodni lazni pii
teploté 60 °C po dobu 2 hodin, pfidan hydroxid (IN NaOH) a zahtivano ve vodni lazni
po dobu 2 hodin, piidan 3% peroxid vodiku a ponechano na pracovnim stole po dobu 2
hodin, zahtivéano pfi teploté 105 °C po dobu 24 hodin, fotolyza (1,2 mil. Lx/hod a 200
Wh/m?). Nejvétsi procentualni degradace byla naméfena pii piisobeni hydroxidu a tepla
po dobu 2 hodin (12,96% degradace). Nizsi degradaci vykazovalo plisobeni kyseliny a
tepla po dobu 2 hodin (5,69% degradace). Plisobeni ostatnich vySe uvedenych faktorti

melo srovnatelny vliv na degradaci gestodenu (1,19 — 1,36 %). [18]
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Naopak pomalejsi degradaci gestodenu v kyselém prostiedi popisuji Salvia et al., ktefi
se vénovali degradaci steroidnich hormont v ptidé. Poloc¢as rozpadu gestodenu v jilovité
pudé o pH 6,25 byl 8 dnii, vpisCité pudé o pH 8,07 byl polofas rozpadu
0 2,4 dnu delsi. Na jeho degradaci mohly ovSem pisobit dalsi fyzikdlni a chemické

vlivy. [19]

Stabilitu gestodenu pii anodické oxidaci ve vodném prostredi zkoumali mexicti védci
Najera-Aguilar et al. Testy byly provadény za pouziti roztoku Na>SO4 jako nosicového
elektrolytu a diamantovych elektrod dopovanych bérem. Hodnocenymi faktory byla
koncentrace podpitirného elektrolytu, pH reakéniho média a proudova hustota. Pii
optimélnich podminkach (0,02 M Na»S0s, pH 4 a proudové hustoté 32 mA/cm?) bylo
dosazeno degradace 93 % pocatecni koncentrace gestodenu v reakéni dobé 5 minut. Ke

kompletni degradaci doslo po 15 minutach. [20]

Degradaci gestodenu z povrchovych vod s vyuzitim ultrazvuku se zabyvali i Hongxiang
et al.. Ve své praci zkoumali rychlost degradace s vyuzitim dvou typt ultrazvukovych
reaktort pti riznych hodnotach pH, teploty a tlaku. Psobenim ultrazvuku o vykonu
2,1 W/ml pii pH 7 a plivodni koncentraci gestodenu 10 pg/l doslo k jeho degradaci ve
vodném roztoku pii udrzované laboratorni teploté zhruba po 30 minutich plisobeni.
Pisobeni vyssich teplot a tlaku bylo pro sonochemickou degradaci vyhodnoceno jako

nepiiznivé, nebot’ dochézelo vlivem tlaku par ke zpomaleni kavita¢niho kolapsu. [21]
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6.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Pro hodnoceni stability vybraného hormonu byla pro experimentalni ¢ast prace zvolena
vysokouc¢innd  kapalinovd  chromatografie  (angl.  High-performance liquid
chromatography, dale jen ,,HPLC*). Tato separa¢ni analytickd metoda je v soucasnosti

jednou z nejvyuzivangjSich analytickych metod.

Chromatografické metody obecné vyuzivaji rozdilné distribuce slozek mezi dvé
nemisitelné faze, pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou (staciondrni). Jednotlivé slozky
hodnocené smési jsou oddéleny na zaklad¢ odlisné afinity téchto slozek s fazemi, mezi
nimiZ musi existovat fdzové rozhrani. V chromatografickém systému dochazi
k opakovanému rovnovdznému ustalovani separovanych latek mezi mobilni a
stacionarni fazi.  Pohyb mobilni faze je trvaly, brani tak dosazeni skutecné
termodynamické rovnovahy a posunuje molekuly slozek k dalsi ¢asti staciondrni faze,

kde se vytvoii opét ptiblizné rovnovazny stav.

Distribuci slozky mezi dvé faze lze popsat tzv. distribuéni konstantou kD, ktera
vyjadfuje pomér mezi koncentraci slozky ve stacionarni a mobilni fazi. Pro efektivni
déleni slozek smési v chromatografickém systému je proto dulezité, aby se jednotlivé
slozky smési ligily svymi distribu¢nimi konstantami. Cim vys§i je hodnota distribuéni
konstanty, tim del$i je doba retence jeji molekuly na stacionarni fazi a tim pomaleji

postupuje chromatografickym systémem.

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie je zaloZena na pouziti kapalné mobilni faze,
ktera unasi ionty a molekuly analyti chromatografickou kolonou. Hybnou silou mobilni
faze je vysokotlaké cerpadlo. Eluce jednotlivych slozek smési mize byt bud’ provedena
izokratickou eluci, kterd vyuZivad mobilni fazi s konstantnim slozenim o stejné elucni
sile nebo gradientovou eluci, u které se slozeni mobilni faze programové méni

v prubehu eluce ve prospéch silngjsi elucni slozky. [22], [23]

Podle fyzikalné-chemickych vlastnosti separacnich mechanismi 1ze chromatografické
metody rozdélit do Ctyf zdkladnich skupin dle jejich interakce s fdzemi: adsorpéni,

rozdélovaci, iontovyménnou a molekulovou vylucovaci (gelovou) metodu.
Ptfi adsorpéni chromatografii dochazi k separaci diky specifickym adsorpénim
charakteristikdm céstic s povrchem staciondrni ¢asti. Rozdé€lovaci chromatografie je

zalozena na odli$né rozpustnosti slozek vzorku ve dvou nemisitelnych kapalnych fazich.

Stacionarni fazi tvofi inertni nosi¢, na kterém je nanesena nepohybliva kapalna faze.
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U iontovyménné chromatografie rozhoduji o separaci elektrostatické ptitazlivé sily mezi
staciondrni fazi (iontoméni¢em) a ionty vzorku. Posledni metodou je tzv. metoda
gelova, ktera je zaloZena na separaci latek na zéklad¢ velikosti jejich molekul. Interakce

probihaji na povrchu nebo v pdrech stacionarni faze (molekulova sita). [24], [25]

Dalsim délicim hlediskem chromatografickych metod byvd kombinace polarity
stacionarni a mobilni faze, které urcuji, zda se jednd o normalni uspotadani (angl.
normal-phase chromatography), kde je stacionarni faze polarni a mobilni nepolarni,
nebo reverzni uspotradani (angl. reversed-phase chromatography), kde je stacionarni

faze nepolarni a mobilni faze polarni.

6.3.1 Chromatografie s normalnim usporadanim

Chromatografie s normalnim uspotadanim je zalozena na reten¢nim mechanismu, ktery
vyuziva soutéz délené latky a mobilni faze o lokalizovana adsorpcni centra na povrchu
staciondrni faze (napf. o volné hydroxylové skupiny silikagelu). Adsorpce latky je
dasledkem riznych polarnich sil pisobicich mezi délenou latkou a povrchem sorbentu a
povrchem sorbentu a mobilni fazi. S rostouci polaritou analyti se retence latek na

koloné zvysuje, s rostouci koncentraci poladrniho rozpoustédla v mobilni fazi klesa.

Pro separaci latek v normalnim uspotfadani jsou vyuZivany polarni stacionarni faze a
mobilni faze sniz§i polaritou. Nej€astéji vyuzZivanymi stacionarnimi fazemi jsou
silikagel nebo polarni chemicky vazané faze na silikagelovém nosici. Polarni chemicky
vazané faze mohou byt dle polarity jejich dominantni funkéni skupiny rozdéleny mezi
slab&é polarni (diolova funkéni skupina nebo nitroskupina), sttedné polarni (kyanova
nebo kyanopropylova skupina) a siln¢ polarni (kratké alifatické aminoskupiny
(aminopropyl), které vykazuji odliSnou selektivitu v porovnani s ptvodnim
silikagelem). Retenci analytl v normalnim uspofadani I1ze ovlivnit riznou elu¢ni silou
mobilni faze, kterou miize tvofit cela fada rozpoustédel o rizné polarité. Vybér potiebné
polarity umoznuje tzv. eluotropicka tada rozpoustédel, ktera vychdzi z elucni sily

pentanu. [22]

Pouziti chromatografie s normalnim uspofadanim se dostava v soucasnosti do pozadi
kvili mnozstvi problémi spojenych s velmi silnou interakci malych polarnich molekul
se silanolovym povrchem stacionarni faze, jez ma v disledku vyznamny efekt na retenci
latek. Pfi jejim pouziti byvaji nejcastéji detekovany nasledujici problémy: Spatna
reprodukovatelnost separace (vetné extrémni citlivosti na obsah vody v mobilni fazi),
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michani rozpoustédel, pomalé vyrovnavani rovnovahy kolony pfi zméné mobilni faze a

chvostujici piky (angl. tailing peaks).

V soucasnosti je vyuziti normalniho uspofddani uzite¢né zejména pro analytické
separace tenkovrstvou chromatografii (angl. thin-layer chromatography), preparativni
¢isténi surovych vzorkt, odd¢lovani velmi polarnich vzorkd, které jsou Spatné zadrzeny
nebo separovany reverzni chromatografii, nebo pro odliSeni nechirdlnich izomert. Diky
svym specifickym vlastnostem muze byt jeji vyuziti uzitecné 1 v pripadech, kdy
analyzované vzorky obsahuji velmi nepoldrni slouceniny, které analytiky nezajimaji.
Tyto slozky by byly silné¢ zadrzovany reverznim systémem, coz by vyzadovalo
dlouhotrvajici eluci, pfipravu vzorku nebo pouziti gradientové eluce. V piipadée
normalni chromatografie se velmi nepolarni slouceniny eluuji v blizkosti to a

nevytvareji prekazky pro izokratickou separaci. [26]

6.3.2 Chromatografie s reverznim usporadanim

Separace latek v reverznim usporadani vyuziva vlastnosti polarnich mobilnich fazi a
mén¢ polarnich nebo nepolarnich staciondrnich fazi. Retence latek je ovlivnéna nejen
mnozstvim nepolarni fize na nosi¢i (obsah uhlikii a délka alifatickych tetézci), ale
pfedev§im slozenim mobilni faze. Elu¢ni sila mobilni faze roste s klesajici polaritou
organického rozpoustédla. Retence analyti na reverznich fazich roste s rostoucim
poctem a délkou alkyli v homologickych tadach, s vétsSim poctem aromatickych jader
nebo v pfitomnosti objemnych substituentii (zejména halogenti). Siln€ polarni a iontové
latky jsou na nepolarnich fazich zadrZovany velmi slabé nebo vibec. Jejich
chromatografické chovani Ize ale ovlivnit zménou pH mobilni faze, kterd potlacuje

disociaci slabych kyselin ¢i bazi.

Staciondrni faze vyuZivané v reverznim uspofadani musi mit nepolarni charakter.
Nejcastéji se jedna o dlouhé uhlikaté fetézce navazané na modifikovany povrch
silikagelu (razna velikost port dle pozadovanych parametri). Nejfrekventovanéji byva
vyuzivan oktadecylsilan (n-alkan s 18 uhliky), ale lze pouzit i1 jiné alkylové ligandy
s riznym poctem atomi uhliku (Ci, Cs, Cs, Ci2) nebo fenyly. V zévislosti na pouzité
mobilni fazi lze pouzit i polarnéjsi faze, napi. propylaminové nebo propylkyanové.

Nosic¢i mohou byt kromé silikagelii 1 hybridni sorbenty nebo kovové oxidy.

Mobilni faze vyuzivané pii reverznim uspotfadani obvykle obsahuji vodu v kombinaci
s misitelnymi polarnimi organickymi rozpoustédly (nejcastéji methanol, acetonitril,
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tetrahydrofuran nebo dioxan). U siln¢ polarnich nebo ionizovanych analytd byvaji do
mobilni faze pridavany dalsi ptisady, které vytvoii s analytem iontové asocidty nebo
pary (napft. pufry, soli nebo Cinidla). Koncentrace organického rozpoustédla v eluentu je
dominantnim faktorem, ktery tidi retenci analyti v reverzni chromatografii. Pro vyuziti
v chromatografii by méla byt pouzivana pouze rozpoustédla v HPLC kvalité, aby se
minimalizovala kontaminace stacionarni faze necistotami. Pii volbé rozpoustédla by
mély byt zvazeny nasledujici faktory: misitelnost a kompatibilita rozpoustédel,
rozpustnost vzorku v eluentu, polarita, svételna transmise, viskozita, stabilita a pH. [22],

[25], [27]

Separace na reverznich fazich je v soucasnosti nejvyuzivangjsi technikou, jelikoz je

vhodna pro Sirokou skalu i velice komplexnich vzorkii.

6.3.3 Instrumentalni vybaveni kapalinového chromatografu

Pro provedeni vysokoucinné kapalinové chromatografie je zapotfebi kapalinovy
chromatograf, ktery obsahuje alespon nasledujici komponenty (viz obrazek nize). HPLC
zafizeni muze mit fadu obmén a dopliujicich prvki, které umoziuji provadéni

sofistikovanych testt.

=

*
$

Obrazek 2: Schéma kapalinového chromatografu
Zdroj: Prevzato z MEYER, Veronika. Practical high-performance liquid
chromatography.[27]
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Agenda:

1- zasobnik mobilni faze

2- ptivodni kapiléra s filtrem

3- vysokotlaké Cerpadlo s manometrem

4- davkovac vzorku (sampler)

5- chromatografickd kolona s termostatem
6- detektor

7- sbérag frakci

8- systém pro sbér dat

Mezi zasobnik mobilni faze a vysokotlaké cerpadlo mohou byt zafazeny jesté

odplynovac, tlumice pulsti a sméSovace mobilnich fazi.

Mobilni faze je vedena ze zasobniku skrze kovovy nebo teflonovy filtr pro zachyceni
suspendovanych tuhych ¢astic. Pti izokratické eluci je vedena piimo do vysokotlakého
cerpadla zatimco pti gradientové eluci jsou proudy mobilni faze ptivadéné ze zasobnikli
programové miseny ve smeéSovaci, ktery je zafazen pred vysokotlaké cerpadlo.
Gradientova eluce miize byt realizovana i pomoci dvou vysokotlakovych cerpadel,
potom je sméSovac fazen aZz za Cerpadla. Pro odplynéni mobilni faze byva pied

vysokotlaka ¢erpadla fazen i odplynovac.

Vysokotlaké cerpadlo pohani mobilni fazi ptes zafizeni pro davkovéani vzorku do
chromatografické kolony, za kterou je umistén detektor, jenZ zaznamendva zmény
v koncentraci analyti béhem prichodu kolonou. Ziskana data jsou zpracovavana
v navazujicim softwaru, ktery vyhodnocuje vystupy a vytvaii tabulky a grafy. [22],

[23], [26]

6.3.3.1 Zafizeni pro pripravu a transport mobilni faze

Jednou ze zékladnich ¢asti chromatografu jsou zasobniky mobilni faze. Zatimco pfi
izokratické eluci staci jeden zasobnik pro umisténi nadefinované mobilni féze,
u gradientové eluce je potfeba zasobnikl vice. Zasobniky jsou vétSinou vyrobeny ze
skla, jen nékteré typy chromatografii (napt. pfi analyze ionta sodiku) vyzaduji jiny typ

zasobniku.

Aby se zamezilo kontaminaci faze, musi byt zdsobnik dobfe uzavien a byva rovnéz

vybaven filtry, které jsou umistény na konci pfitokového vedeni, kde zabrafuji napf.
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vniknuti prachu nebo mikroorganizmi z okolniho prostiedi. Doporucuje se pdrovitost
> 10 um, aby mohla faze volné proudit skrz piivodni filtr. Filtry musi byt vyrobeny
z materiall, které jsou inertni vaci fazi. NejCastéji se vyuzivaji filtry z nerezu, keramiky

nebo polyetheretherketonu.

Spoje zadsobniku faze s odplynovacem, sméSovacem a cCerpadlem jsou vétSinou

vyrobeny z teflonu nebo nerez oceli.

Tvorba gradientu muze byt zajiSténa dvéma zplsoby. Vysoce piesny, ale technicky
naro¢ny zpusob piedstavuje nizkotlakovy gradient, ktery vyzaduje sladéni periody
ventilll a ¢erpadla a dokonalé odvzduSnéni mobilni faze. Slozky mobilni faze se michaji
za atmosférického tlaku ve sméSovaci komtrce (gradientovy ventil) umisténé pied
vysokotlakovym cCerpadlem. Pomér jednotlivych slozek je fizen programovym
otevirdnim a zavirdnim ventill, které jsou umistény na vstupu gradientového ventilu,

pomoci nizkotlakovych mikrocerpadel nebo rychlého proporciondlniho ventilu.

Druhou variantou je vysokotlaky gradient, kdy ma kazda slozka mobilni faze vlastni
vysokotlaké cerpadlo, které vhani slozky do sméSovaci komurky piimo pted kolonou.
Oproti nizkotlakovému gradientu umoziiuje toto usporddani men$i mrtvy objem a

zpozdéni gradientu.

Za zasobnik byva Casto zafazen odplynovac, ktery plni diilezitou funkci pro ptipravu
vzorku pro dalsi prichod chromatografem tim, Ze zabrafiuje uvoliiovani bublinek
rozpus$ténych plynt. Odplynéné mobilni faze eliminuje problémy se stabilitou Cerpadel,
které se mohou zavzdusnit a ovlivnit plynulost pritoku mobilni faze. To mize vést ke
Spatné opakovatelnosti davek a retencnich cCasd. Pritomnost kysliku mize snizit

1 citlivost detekce.

V soucasné dobé& jsou nejCastéji vyuZivany dva typy odplynéni faze: probublavani
heliem nebo vakuovy degaser. Preferovanou variantou je vakuovy degaser, ktery je
rychlej$i a mnohem Uc¢innéjsi. Mobilni faze prochazi kapildrou, jejiz st€ny propouste;ji
pouze plyny. Rozdil tlaku uvnitt a vné kapilary zajiStuje kontinualni odplynéni
s pouzitim vakuového Cerpadla.

Dalsi soucast chromatografu, je tlumi¢ tlakovych pulst. Tlumeni tlakovych pulsii je
nutné u Cerpadel se sinusovou ¢asovou zavislosti polohy pistd. Tlumic odstraiiuje tyto

pulsy zafazenim dal$i hlavy v opacné fazi a umoZznuje tak bezpulsni pritok bez

nezadoucich prodlev. [22], [23], [26]
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6.3.3.2 Vysokotlaka cerpadla

Vysokotlakéa cerpadla musi zajist'ovat plynuly, pfesny a bezpulsni pritok mobilni faze
kolonou. Moderni HPLC zafizeni umoziuji korigovat vystupni tlaky na cerpadlech
(1 — 100 MPa) i pratok mobilni faze (0,1 — 10 ml). Podle zptsobu, jakym dochazi
k rozpohybovani pistu Cerpadla, l1ze Cerpadla obecné rozdélit do dvou skupin: cerpadla
pracujici s konstantnim tlakem (pist rozpohybovan tlakem plynu nebo kapaliny) a

Cerpadla s konstantnim objemovym priitokem (mechanicky pohon).
Nejcastéji byvaji v chromatografickych pfistrojich vyuzivany nésledujici typy Cerpadel:

o pneumatickd Cerpadla (konstantni tlak plynu na pist, maximalni tlak na vystupu

jen 3 — 5 MPa, v soucasnosti vyuzitelné pouze u gelovych metod),

o Cerpadla injekcniho typu (tlak vyvijen specidlnim krokovym elektromotorem,
maximalni tlak 40 — 60 MPa, nevyhodou limitovany objem pracovniho valce

potiebny k dosazeni stabilniho pratoku),

e pistovd Cerpadla (pritok ovladan nastavenim otacek elektromotoru, maximalni
tlak 60 — 100 MPa, umoziuje neomezené davkovani MF na kolonu, nevyhodou

je kolisani pritoku, které vyzaduje zatazeni dalsi hlavy v opacné fazi) a

e dvoupistova Cerpadla zapojend do série (kazdy pist pohanén vlastnim krokovym

motorem, umoziuji minimalizaci tlakovych pulsi).

Jsou-li pfi kapalinové chromatografii vyuzivany pufry, mize dojit k jejich krystalizaci
na povrchu pistu nebo ¢erpadla. Je proto nutné zajistit v systému oplach pistd, ktery je
realizovan bud’ samospadem (pasivni oplach) nebo pomoci peristaltické pumpy (aktivni

oplach). [22], [23]

6.3.3.3 Davkovace vzorku

Davkovani vzorkli probiha bud’ prostiednictvim manualnich smyckovych davkovach
fungujicich na principu piepinacich ventili (ovladany elektronicky nebo pneumaticky)
nebo spomoci automatickych davkovact (tzv. autosampleri). Autosamplery jsou
v soucasnosti vyuzivdny mnohem castéji, jelikoZ umoZznuji mnohem rychlejsi a
pfesnéjSi naneseni vzorki. Vzorky byvaji nanaSeny pomoci injekéni stiikacky

konstrukéné spojené s davkovacem obsahujicim vialky se vzorky. Vialky byvaji
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nejcastéji vyrobeny ze skla nebo plastu a uzavirany pryZovym septem nebo

perforovanou zatkou z polypropylenu. [23], [24]

6.3.3.4 Kolony

Pro analytick¢é metody byvaji v soucCasnosti nejcastéji vyuzivany kolony o vnitfnim
pruméru 2,1 — 5 mm, délce 10 — 300 mm a velikosti ¢astic 1 — 10 um. Lze vybirat z celé
fady komponent s riznym obsahem sorbentl i velikosti jeho ¢astic. Material, ze kterého
je kolona vyrobena musi odolavat vysokym tlakim i chemickému ptsobeni mobilni
faze. Nejcastéji byvaji pouzivany kolony vyrobené z antikorozniho nerezu, ze specidlné
tvrzeného skla vlozeného v kovovém pouzdru (chemicky stabilngjsi a odolavaji vysSim

tlakim) nebo polyetheretherketonu.

T¢lo kolony tvofi rovna trubice s hladkym vnitinim povrchem zakoncenéd koncovkou,
kterd zajiStuje tésnost systému za pouzivaného tlaku, distribuuje mobilni fazi 1 analyt

rovnomérn¢ chromatografickym lozem a zadrzuje népli kolony.

Vlivem pratoku mobilni faze kolonou za vysokého tlaku dochazi ke vzniku teplotniho
gradientu na kolon¢ piisobenim tfeciho tepla, jenz miize ovlivnit retenci latek i1 i€innost
chromatografické kolony. Aby nedochazelo k nerovnomérné distribuci tepla v koloné,

byvaji kolony vybaveny termostaty. [22], [23]

6.3.3.5 Detekéni systemy

HPLC detektor je zafizeni umisténé piimo za kolonou, které kontinudlné zaznamenava
rozdily v signdlu mezi prichodem ¢isté mobilni faze a mobilni faze obsahujici analyt.
Ve farmaceutické analyze byva nejCastéji vyuzivan UV detektor, ktery zaznamenava
pruchod analytu na zéklad¢ rozdilné absorpce ultrafialového zafeni, nebo hmotnostni

spektrometrie.

Kromé dvou nejcastéji pouzivanych metod existuje celd fada dalSich detek¢nich metod,
napt. detektor fluorescen¢ni, elektrochemicky, univerzalni detektory na bazi aerosolu,
refraktometrické, vodivostni, bezkontaktni vodivostni, chemiluminiscenéni nebo

reakéni. [22]

27



6.3.4 Stanoveni léCiv s vyuzitim HPLC

Vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie umoziuje kvalitativni 1 kvantitativni
hodnoceni slozek smési. Zakladem pro kvantitativni ur€eni 1éCiva je plocha, resp. vyska
piku. Pfi stanoveni sloZzek smési byvaji nejcastéji vyuzivany nasledujici metody: metoda
vnéjSiho standardu, metoda vnitiniho standardu, metoda normalizace, kalibracni metoda

a metoda standardniho ptidavku.

Metoda vnéjsiho standardu je zalozena na dvojim davkovani. Nejprve se na kolonu
nastfikne analyzovany vzorek a nasledn¢ roztok vnéj$iho standardu (chemicka retencni
latka (standard) nebo jedna z analyzovanych slozek smési). Koncentrace hodnocenych
slozek smési se nasledné spocita jako pomér ploch piki jednotlivych stanovovanych

latek a plochy piku vnéjsiho standardu.

Dalsi vyuzivanou metodou je metoda vnitiniho standardu, kdy se ke zndmému objemu
roztoku hodnoceného vzorku ptida definovany objem roztoku vnitiniho standardu a po
promichani se nastfikuje na kolonu. Koncentrace se opét vypocitd jako pomér plochy
pika jednotlivych slozek a plochy piku vnitiniho standardu. Tato metoda je rychlejsi a
presnéjsi. Byva pouzivana ptedevsim v ptipadech, kdy je pfiprava vzorkil pro analyzu

nepfesnost méteni. [28]

Vhodnou metodou pro hodnoceni stability je metoda normalizace, kterd je nejCastéji
vyuzivana u plynové chromatografie. Pti pouziti v kapalinové chromatografii je Casto
zapotiebi vyZiti tzv. korek¢nich faktord, jelikoZz zdkladnim pfedpokladem metody je, Ze
vSechny analyty vykazuji pfiblizn€ stejnou odezvu u pouzitého detektoru. Obsah
stanovované latky se vypocitd jako procentualni podil z ploch vSech pikii na
chromatogramu (piky rozpoustédel, ¢inidel a piky pod limitem zanedbatelnosti se

neuvazujf). [25], [26]

Kalibracni metoda vychézi z linedrni zéavislosti mezi plochou piku a odpovidajici
koncentraci latky. Kalibraéni pfimka se vypocita ze série vzorkd v definovaném
koncentratnim rozmezi a na ziklad¢ vysledki se vypocitd zavislost odezvy na

koncentraci. Koncentraci analytu lze pak dopocitat z kalibra¢ni kiivky.

U vzorkli, u nichZ je problematické ziskat prazdny vzorek (tzv. blank) byva Casto
vyuZivana metoda standardniho ptidavku. Jedné se o metodu vyuZivanou ptedevsim pro

biologické vzorky. Koncentrace stanovené¢ho analytu v nezndmém vzorku je
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dopocitavana porovnanim ploch pikii ve dvou vzorcich. Analyzovany vzorek je

porovnavan se vzorkem s pfidanym zndmym mnozstvim analytu. [26]
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7. EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni cast této prace je zaméfena na vyvoj a validaci metody a nasledné

hodnoceni stability gestodenu za vybranych pfirodnich podminek.

Pti vyvoji metody jsem vychazela z 1€kopisné metody slouzici pro stanoveni piibuznych
latek, ktera byla modifikovana pro tcely dalSich testti. Cilem mé prace bylo ziskat
vhodnou metodu pro detekci samotného gestodenu nikoliv jeho necistot. Soucasné
s vyvojem této metody probihaly 1 prace mych kolegii zaméfené na detekci jinych
hormonii. Proto bylo spolenym cilem rovnéz vyvinout jednoduchou univerzalni
metodu, kterd by byla pouzitelnd i pro hodnoceni stability ostatnich vybranych
hormonti. Analyza né€kolika hormonti v mobilni fazi o stejném slozeni vyznamné
eliminuje pfedevSim Casovou zatéz a ndklady spojené s obménami mobilnich fazi
(Gspora mnozstvim pouzitych rozpoustédel, méné odpadu, uspora Casu spojeného

s obménou).

7.1 Pouzité chemikalie a pomucky
Chemikalie:
e Peroxid vodiku 30%, PENTA s.r.o., Ceska republika
e Voda Cisténa reverzni osmédzou
e Acetonitril (Sigma-Aldrich), Izrael

e Gestoden, Evropsky lékopisny standard zakoupeny od Evropského feditelstvi

pro jakost 1é¢iv a zdravotnictvi (Strasburk, Francie)
Laboratorni pomiicky:
e Alobal
e FErlenmayerovy baiky
e Filtry nylonové 0,45 um

e Injekeni stiikacky

e Kadinky
o Kapatka
e Kyvety
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e Laboratorni 1zicka
e Mikropipeta a Spicky
e Odmérné baiky se zabrusem
e  Odmérné vélce
e Pipetovaci nastavec
e Pipety d¢lené a ned¢lené
e Sklenéna frita
e Stojan na zkumavky
e Stiicka
o Zatky (sklenéné a plastové)
e Zkumavky
Pristrojové vybaveni:
HPLC sestava ¢.1
e HPLC jednotka: LC — 20 Prominence, SCHIMADZU, Japonsko
e Ridici jednotka: CBM — 20A
e Degaser: DGU — 20A3
e Cerpadlo: LC — 20AD
e Autosampler: SIL —20AC HT
e Termostat kolony: CTO — 20AC
e Detektor: SPD — 20A
e Chromatograficky software: LCSolution v. 1.22 SP1, SCHIMADZU
HPLC sestava ¢. 2
e HPLC jednotka: LC — 20 Prominence, SCHIMADZU, Japonsko
e Ridici jednotka: CBM — 20A

e Degaser: DGU — 20A3
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e Cerpadlo: LC —20AD

e Autosampler: SIL —20AC

e Termostat kolony: CTO — 20AC

e Detektor: SPD — 20A

e Chromatograficky software: LCSolution v. 1.22 SP1, SCHIMADZU
Kolona:

e SUPELCO INC.

e LiChrospher RP18 5 pm

e 150 mm X 4,6 mm

e C(Cat No. 54774

e SN:607071207
Pristroje:

e Laboratorni vahy: SARTORIUS AG GERMANY CPA225D — 0CE

e Svételny zdroj: Newport Corporation, model 60056, fady Q Arch Source, 100 W

xenonova bezozénova Arch lampa, model 6257

e Ultrazvukova lazen: KRAINTEK s.r.o. 941 44 HUL, K — 10
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7.2 Vyvoj metody pro nasledné hodnoceni stability

Pii vyvoji metody jsem vychédzela ze zdkladnich parametri lékopisné metody pro
zkousky na distotu. Tato metoda vyuziva gradientovou reverzni kapalinovou
chromatografii s mobilni fazi obsahujici acetonitril s vodou a stacionarni fazi obsahujici
silikagel modifikovany nepolarnimi fetézci C8.

Parametry vychozi Iékopisné metody (CL 2017):

Rozmeéry kolony: délka 150 mm, vnitini priimér 4,6 mm

Stacionarni faze: sféricky silikagel pro chromatografii oktylsilylovany se stinénymi
silanolovymi skupinami R (3,5 pum)

Mobilni faze: voda R, acetonitril R1

Parametry gradientu:

Tabulka I1: Parametry gradientu CL 2017

Cas [min] ["X O\(}R]] Acetonitril [% V/V]
0-2 62 38
2-20 62 — 58 38 — 42
20-24 58 — 30 42 — 70
24-32 30 70

Zdroj: Cesky lékopis 2017 [29]

Pratokova rychlost: 1 ml/min

Detekce: spektrofotometricky detektor, 205 nm a 254 nm

Pt pouziti této metody je retencni ¢as gestodenu (doba, kterd uplyne od nasttiku vzorku
do dosazeni maxima piku) pfiblizn€ 12,5 minuty. Metoda byla proto dale
optimalizovédna s cilem zkrétit retencni Cas a celkovou dobu analyzy a nalézt metodu

vhodnou pro §irsi okruh steroidnich hormontl.
Optimalizace chromatografickych podminek:

Pti vyvoji metody byla kviili dostupnosti pouzita kolona se sférickym silikagelem
o velikosti ¢astic 5 um modifikovanym fetézci C18. V porovnani s Iékopisnou metodou
(C8, 3,5 um) byl tedy pouzit jiny typ stacionarni reverzni faze bez odstinéni a s vétSim
pramérem castic. Rozméry kolony zustaly zachovany (délka 150 mm, vnitini pramér

4,6 mm).
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Pii vyvoji metody byla nejprve zkoumana metoda izokraticka, ktera se ukazala jako
metoda vhodné pro $ir§i okruh hormonii a pro ucely dalSich testi naprosto dostacujici.
Metoda gradientova proto nebyla dale vyvijena. Tato metoda navic umoznuje snizit
technické a instrumentalni pozadavky metody (napf. nutnost ekvilibrace kolony na

pocatecni slozeni mobilni faze nebo pozadavky na pfistrojové vybaveni).

Poméry slozek mobilni faze byly postupné upravovany ve prospéch acetonitrilu.
Nejvyhodnéjsi pomér mobilni faze byl stanoven jako podil 45 % vody a 55 %
acetonitrilu. Pii tomto slozeni nezasahoval pik hodnoceného gestodenu (RT asi 6,5
minuty) do mrtvého Casu kolony a zdroveil byla tato metoda dostatecné selektivni (vice

viz kapitola Selektivita).

Prttokova rychlost (1 ml/min) a volba spektrofotometrického detektoru o vilnové délce

254 nm ztistala oproti 1ékopisné metodice nezménéna.

Vyslednd optimalizovand metoda zkratila o polovinu reten¢ni Cas gestodenu oproti

1ékopisné metode.
Parametry vyvinuté metody:

Rozmeéry kolony: délka 150 mm, vnitini primér 4,6 mm

Stacionarni faze: sféricky silikagel pro chromatografii oktadecylsilylovany R (5 pm)
Mobilni faze: voda R, acetonitril R1

Eluce: izokraticka, 45 % vody + 55 % acetonitrilu

Pratokova rychlost: 1 ml/min

Detekce: spektrofotometricky detektor, 254 nm a 205 nm

Chromatogramy byly ziskavany pii obou vinovych délkéach, coz ndm umoznilo kontrolu
nad tim, zda je metoda dostatecné selektivni. Vyhoda vy3si odezvy detektoru pti vinové
délce 205 nm byla ovSem degradovana vyrazné vy$§im Sumem, a proto byla pro dalsi

meéteni vyuzita vinova délka 254 nm.
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Chromatogram vyvinuté metody zachycuje nésledujici obrazek:
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Obrazek 3: Chromatogram (GSD + H>;0 + ACN)
Zdroj: vlastni zpracovani

7.2.1 Validace metody

Vyvinuta metoda byla dale testovana v souladu s normou CSN EN ICO/IEC 17025 —
Posuzovani shody — VSeobecné pozadavky na zptsobilost zkuSebnich a kalibracnich
laboratoii a se smérnici ICH pro validaci analytickych metod. [30], [31] Cilem validace
je ovéfeni, Ze je dana metoda vhodnd pro zamysleny ucCel. Specifikuje rovnéz
podminky, za kterych je dany postup pouZitelny, a zajiStuje stejnou spolehlivost pii

opakovaném vyuziti v riiznych laboratotich. [28]

Pti vyvoji nové metody je tfeba v souladu se smérnici ICH ovéfit nasledujici parametry

metody:
e selektivita (specificity),
e linearita (linearity),
e rozsah (range),
e spravnost (accuracy),
e presnost (precision),
e detekeni limit (limit of detection, zkracené ,,LOD®),

e kvantitativni limit (limit of quantification, zkracen¢ ,,LOQ*),
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robustnost (robustness) a

test zptisobilosti (system suitability testing).

Vyhodnocenim téchto pifedepsanych parametrii se vénuji nasledujici podkapitoly.

7.2.1.1 Selektivita

Selektivita metody spocCiva v jeji schopnosti spravné zméfit vybranou latku

v ptitomnosti jinych latek, které 1ze v jeji pritomnosti o¢ekavat (dalsi ucinné a pomocné

latky, necistoty z vyroby, rozkladné produkty, zbytkova rozpoustédla apod.). Postup

prokazani selektivity zavisi na zamysleném cili validované metody a vétSinou probiha

soucasn¢ s ostatnimi testy, napt. béhem stanoveni necistot. [25], [28], [30]

Selektivita vyvinuté metody byla hodnocena porovnavanim chromatogramu roztoku

obsahujicim analyzovany hormon s chromatogramy rozpoustédel vyskytujicich se ve

zkouSeném roztoku pii hodnoceni stability hormonu (voda, acetonitril, peroxid).

Chromatogramy vybranych latek zachycuji nasledujici grafy:
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Obrazek 4: Chromatogram acetonitrilu
Zdroj: viastni zpracovani
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Obrazek 5: Chromatogram vody
Zdroj: vlastni zpracovani
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Obrazek 6: Chromatogram vzorku (GSD + ACN + H:0) s piidanym peroxidem
vodiku
Zdroj: viastni zpracovani
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Obrazek 7: Chromatogram peroxidu vodiku
Zdroj: vlastni zpracovani

Zavér: Provedené porovnani chromatogramu prokazalo dostate¢nou selektivitu metody
pro stanoveni gestodenu. Piky gestodenu se nepiekryvaji s piky rozpoustédel a

zkoumadel, které se vyskytuji v hodnoceném roztoku.

7.2.1.2 Linearita a rozsah

Linearita analytické metody je jeji schopnost poskytovat vysledky testdi, které jsou
pfimo imérné koncentraci hodnoceného analytu ve vzorku. V praxi se linearita urcuje
obvykle z vysledkl pfi péti a vice riznych koncentracich roztokli standardi obvykle
v rozmezi 50 — 150 % deklarovaného obsahu. Rozsah urcuje rozmezi mezi horni a dolni
koncentraci analytu, pro které je prokézana piesnost, spravnost a linearita. [28], [30],

[32]

Pro stanoveni linearity bylo pouZito celkem 5 koncentraci roztokl, které byly
pfipraveny nafedénim roztoku standardu gestodenu o koncentraci 0,1 mg/ml (do 10,0ml

odmérné banky bylo navazeno 0,00100 g gestodenu a doplné€no acetonitrilem po rysku).

Gestoden je ve vode¢ prakticky nerozpustny. Vzorky pro stabilitni testovani ve vodé byly
pfipravovany jen ve velmi pfibliznych koncentracich, takze pro zjisténi horniho bodu
rozsahu bylo nejprve nutno pomoci standardniho roztoku (gestodenu) v acetonitrilu
zjistit dosazené maximalni koncentrace ve vodnych roztocich. Horni bod rozsahu a tedy
1 kalibra¢ni piimky byl urcen jako 0,01 mg/ml a byl pfipraven fedénim acetonitrilového

standardu (0,1 mg/ml) roven 1:10.
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Vzorek €. 1: 500 pl standardu doplnit vodou do 5,0 ml (100%)
Vzorek €. 2: 375 ul standardu doplnit vodou do 5,0 ml (75%)
Vzorek €. 3: 250 pl standardu doplnit vodou do 5,0 ml (50%)
Vzorek €. 4: 125 pl standardu doplnit vodou do 5,0 ml (25%)

Vzorek €.5: Ke 100 ul ze vzorku €. 1 se prida 900 pl vody. 100 pl z tohoto roztoku se
doplni vodou do 10,0 ml

Vysledky méfeni zachycuje nasledujici graf:

Linearita metody

2500000 .
....... y=3E+08x+8113,6
o R’=0,9995

s

Plocha piku

0 e
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

Koncentrace [mg/ml]

Obrazek 8: Linearita metody
Zdroj: vlastni zpracovani

Zavér: Kalibracni kiivka ziskand porovndnim hodnoceného standardu na
péti koncentracnich urovnich prokazala dostate¢nou linearitu metody s koeficientem

korelace R =0,9997, jenzZ indikuje témét pfimou imeérnost.

7.2.1.3 Spravnost

Utelem testii spravnosti je prokazat, e ziskany vysledek je v souladu s konvenénd
uzndvanymi hodnotami nebo referencnimi hodnotami. V praxi je mozné vyuzit
napiiklad porovnani s jinymi nezadvislymi metodami s ovéfenou spravnosti nebo
porovnanim se vzorkem se znamym piidavkem standardu. Sprévnost je nasledné
vyjadiena jako odchylka ziskané hodnoty od spravné hodnoty nebo jako tzv. vytéZnost

(recovery), kterd udava pomér stanovené hodnoty a skute¢né hodnoty. [25], [28]
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Jelikoz urceni spravnosti Ize v nasem piipad¢ povazovat za nepotiebné, bylo po dohodé¢

s vedoucim prace vynechano.

7.2.1.4 Presnost

Ptesnost vyjadiuje miru shody mezi jednotlivymi vysledky metody opakované

s homogennim vzorkem. ICH rozliSuje 3 irovn¢ piesnosti:

e opakovatelnost (angl. repeatability) — metoda opakovana jednim pracovnikem

stejnym zplisobem a na totozném pfiistroji,

e mezilehld pfesnost (angl. intermediate precision) — stejny homogenizovany
vzorek je analyzovan ve jedné laboratofi riznymi analytiky, pfistroji nebo
s riznymi ¢inidly,

e reprodukovatelnost (angl. reproducibility) — metoda opakovdna v riznych

laboratoftich. [28], [30]

Ptesnost metody byla pro ucely validace nasi metody hodnocena pouze na urovni
opakovatelnosti. Opakovatelnost metody byla ovéfena analyzou Sesti nezavisle

ptipravenych homogenizovanych pracovnich vzorkda.
Priprava vzorkii:

Do 50,0ml odmérné bainky bylo navdZeno piiblizné 1,58 mg gestodenu a doplnéno
vodou po rysku. Roztok byl rozpoustén po dobu 15 minut v ultrazvukové lazni a
nasledné piefiltrovan ptfes nylonovy filtr o velikosti port 0,45 um. 45 ml tohoto filtratu
bylo odebrano a nafedéno v poméru 1:1 s vodou. Z takto pfipravené¢ho roztoku bylo
postupné odebrano po 15,0 ml do kazdé z Sesti Erlenmayerovych ban€k a ptidano
15,0 ml vody. Kazdy takto pfipraveny roztok byl fd&dné promichan a odebran 1,0 ml do
vialky.

Vysledky testu (smérodatnou odchylku (SD) a relativni smérodatnou odchylku méteni

(RSD)) zachycuje nasledujici tabulka:
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Tabulka 2: Smérodatna odchylka méieni

Vzorek €. Plocha piku
1 582891
2 587532
3 583689
4 583215
5 581027
6 583723
Primér 583680
SD 1946
RSD 0,33 %

Zdroj: vlastni vypocty

Zavér: Relativni smérodatnd odchylka méfeni je pouze 0,33 % coz indikuje velmi

dobrou opakovatelnost a v disledku toho i pfesnost metody.

7.2.1.5 Detekcni a kvantitativni limit

Detekéni a kvantitativni limit vyjadiuji tzv. citlivost metody. Limit detekce (LOD)

v

v

Detekéni a kvantitativni limit Ize urcit naptiklad determinaci poméru signalu k Sumu

nebo na zaklad€ smérodatné odchylky a sklonu kalibraéni kiivky. [30]

Limit detekce byl urcen dle doporuc¢eni ICH smérnice jako pomér signalu k Sumu

s hodnotou rovnou 3, limit kvantifikace jako pomér signdlu k Sumu s hodnotou 10.

v

mg/ml. Nejniz§i koncentrace stanovitelnd s dostateCnou piesnosti a spravnosti je

1,8 x 107 mg/ml.
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Obrdazek 9: Chromatogram pro stanoveni limitu kvantifikace (1,8 % 107> mg/ml)
Zdroj: vlastni zpracovani

mV
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Obrdzek 10: Chromatogram pro stanoveni limitu detekce (5,4 x 10-° mg/ml)
Zdroj: viastni zpracovani

Zavér: Limit detekce a kvantifikace byl stanoven metodou vypoctu z poméru signalu
k Sumu. Hodnota limitu detekce je 5,4 x 10 mg/ml a limitu kvantifikace 1,8 x 107

mg/ml.
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7.2.1.6 Robustnost

Robustnost analytické metody vyjadiuje vliv riznych proménnych na jeji vysledky.
Vysledkem posouzeni robustnosti je informace o parametrech, které jsou pro

hodnocenou metodu kritické.

Zavér: Robustnost byla hodnocena v prubéhu vyvoje metody. Metoda je velmi robustni,
malé zmény ve slozeni mobilni faze a rychlosti pritoku neovliviiuji negativné separaci

ani ziskané vysledky.

7.2.1.7 Test zplsobilosti

Nedilnou soucasti metody je i test zpusobilosti systému, ktery slouzi k zajisténi
ucinnosti a separacni zpusobilosti chromatografického systému. Test zpiisobilosti by se
mé¢l vyhodnotit pfi kazdém pouziti metody, zejména vSak pfed kazdou zménou
chromatografu nebo testovanim v jiné laboratofi. V rdmci testli zpusobilosti lze
ovéiovat celou fadu parametrii a faktorti dle typu metody, normativnich pozadavkul
nebo pozadavkl vybrané laboratofe. V praxi se nejcasteji ovefuji napiiklad nasledujici
chromatografické parametry: opakovatelnost, rozliSeni, faktor symetrie piku, relativni

retence nebo pomér signalu k Sumu.

Pro tucely naSich testl byla zpusobilost systému hodnocena na rovni nasledujicich

parametri:
e Opakovatelnost nastiiku — relativni smérodatna odchylka méteni (< 2,0 %)
e Faktor symetrie piku — 1,1 (doporu¢ena hranice dle CL 2017: T = 0,8 — 1,5)
e Retencni ¢as - Rt (6,5 — 7 min)

Zavér: Testy chromatografického systému hodnocené na Grovni vybranych parametrii

prokézaly jeho zptsobilost k hodnoceni validované metody.
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7.3 Hodnoceni stability gestodenu

V diplomové praci byl pouzit Model pfirodni degradace residui 1é€¢iv v povrchovych
vodach, vytvoteny prof. RNDr. Jifim Klimesem, CSc.. [33] Originalnost tohoto modelu
spociva ve vyuziti unifikovaného testovaciho systému, vyuzivajicitho vybranych ICH
parametrii pro zat€zové zkousky léCiv pfi stabilitnich testech (teplo, svétlo, oxidaci),
umoziujici vypocitat rychlost degradace studovanych 1é¢iv ve vzorcich sladké i moiské
vody. Tento jednotny testovaci systém umozni na modelovych vzorcich urcit, jak rychle
se budou molekuly 1é¢iv rozkladat, zjistit rozdily v rychlosti jejich degradace a odhalit

pomalu degradovatelna 1éCiva, ktera se budou v povrchovych vodach hromadit. [34]

Stabilita molekuly gestodenu byla pozorovana ve dvou experimentech provadénych ve

vodném prostiedi.

7.3.1 Hodnoceni stability ve vodném prostiredi (experiment €. 1)

7.3.1.1 Priprava vzorku pro experiment ¢. 1

Piiprava roztoku: Do 50,0ml odmérné banky bylo navazeno pfiblizné 1,54 mg
gestodenu a doplnéno vodou po rysku. Roztok byl rozpouStén po dobu 15 minut
v ultrazvukové lazni a nasledné prefiltrovan pies nylonovy filtr o velikosti porid
0,45 pm. 30,0 ml tohoto filtratu bylo odebrano a nafedéno v poméru 1:1 s vodou.

Vysledny roztok byl rozdélen do ¢ty vzork.

Vzorky ¢ 1 — 3: Do tii Erlenmayerovych bané€k se zabrusem bylo odebrano po 10,0 ml
roztoku a uzavieno zatkou. Vzorek €. 1 byl ponechan v temnu pfi laboratorni teploté

24 °C. Vzorky €. 2 a €. 3 byly zahtivany v elektrické suSarné pti teploté 50 °C a 80 °C.

Vzorek ¢ 4: 3,5 ml roztoku bylo umisténo do kiemenné kyvety, jeZ byla uzaviena
plastovou zatkou, kterd ovSem neumoziuje Uplné tésné uzavieni. Vzorek byl ozafovan
kolmo ke sténé€ kyvety ve vzdalenosti pfiblizné 20 cm svételnym paprskem o intenzité

11 000 LUX.

Experiment probihal v pusténé digestofi, proud vzduchu tedy ochlazoval kyvetu, aby
nedochéazelo vlivem silného ozafovani k nadmérnému zvyseni teploty, kterd v prub¢hu
pokusu neptekrocila 26°C. Kyveta byla na zaCatku pokusu zvazena a pred kazdym
odbérem doplnéna odpaienym tbytkem vody. Po doplnéni vody byl roztok promichén a

odebran vzorek.
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Vzorky €. 1 — 3 byly odebirany ve vybranych intervalech v objemu 1,0 ml do vialky a
nasledné vyhodnocovany s pomoci vyvinut¢ HPLC metody. Vzorek ¢. 4 byl odebiran

v objemu 0,5 ml.

7.3.1.2 Vysledky experimentu ¢. 1

Vzorek ¢. 1:

Vysledky experimentu pro vzorek €.1, ktery byl ponechan v temnu pfi laboratorni

teploté zachycuje nasledujici graf:

Vzorek ¢. 1 (temno)
110
100 Qg0 —o— —0 |
X 90
3
=
& 80
(1]
=
o
S 70
(=9
60
50
0 50 100 150 200 250
Cas odbéru [hod]

Obrazek 11: Vzorek ¢. 1 (vodné prostiedi, temno)
Zdroj: vlastni zpracovani

Zavér: Roztok gestodenu skladovany v temnu pii laboratorni teploté nevykazoval v pribéhu

meéteni témer zadné zmeny.
Vzorek ¢. 2:

Vysledky experimentu pro vzorek ¢. 2, ktery byl zahfivan v elektrické susarné pii

teploté 50 °C zachycuje nasledujici graf:
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Vzorek €. 2 (50 °C)
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Obrazek 12: Vzorek ¢. 2 (vodné prostiedi, 50 °C)
Zdroj: vlastni zpracovani

Zavér: Roztok gestodenu skladovany pii teploté 50 °C nevykazoval v pribéhu méfeni
témer zadné zmény. 1 pres zdbrusovy uzavér pravdépodobné v disledku odparovani
vody ze vzorku dochdzelo s pfibyvajicim Casem k mirnému zkoncentrovani vzorku,
ktery se projevil ve vysledcich méfeni.

Vzorek ¢. 3:

Vysledky experimentu pro vzorek ¢. 2, ktery byl zahtivan v elektrické susarné v temnu

pri teploté 80 °C zachycuje nasledujici graf:

Vzorek ¢. 3 (80 °C)
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Obrazek 13: Vzorek ¢ 3 (vodné prostiedi, 80 °C)
Zdroj: viastni zpracovani
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Zavér: Roztok gestodenu skladovany pii teploté 80 °C v temnu nevykazoval v priabéhu
méfeni témer zadné zmény. 1 pfes zabrusovy uzévér pravdépodobné v disledku
odparovani vody ze vzorku dochazelo s pribyvajicim Casem k mirnému zkoncentrovani
vzorku, ktery ovlivnil vysledky méteni. Toto zkoncentrovani bylo vyraznéjsi ke konci

pokusu, kdy uz zbyval v Erlenmayerové bafice mensi objem roztoku.

Vzorek ¢. 4:

Vzorek ¢. 4 byl ozafovan kolmo svétlenym paprskem o intenzité¢ 11 000 LUX.

Vysledky experimentu zachycuje nasledujici graf:

Vzorek €. 4 (ozafovani)
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Obrazek 14: Vzorek ¢. 4 (vodné prostiedi, ozaiovani)
Zdroj: vlastni zpracovani

Zavér: Svételny paprsek vyznamné urychluje degradaci molekuly gestodenu ve vodném
roztoku. K tplnému rozkladu doslo pfiblizn€ po 40 hodinach, kdy jiz nebyl detekovan
zadny pik.
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7.3.2 Hodnoceni stability v pritomnosti oxida€niho €inidla
(experiment €. 2)

7.3.2.1 Priprava vzorku pro experiment ¢. 2

Piiprava vzorku: Do 20,0ml odmérné banky bylo navazeno piiblizn¢ 0,63 mg
gestodenu a doplnéno vodou po rysku. Roztok byl rozpoustén po dobu 15 minut
v ultrazvukové lazni a nasledné piefiltrovan ptes nylonovy filtr o velikosti pért 0,45 um.
10,0 ml tohoto filtratu bylo odebrano a natedéno v poméru 1:1 s vodou. Z takto
ptfipraveného roztoku bylo odebrano 15,0 ml a pfidano 15,0 ml 6% peroxidu vodiku

(konecna koncentrace — 3% peroxid vodiku).

Vzorek ¢ 5 — 6: Do dvou Erlenmayerovych banék se zabrusem bylo odebrano po 10,0 ml
roztoku a uzavieno zatkou. Vzorek €. 5 byl ponechan v temnu pfi laboratorni teploté 24 °C.

Vzorek €. 6 byl zahtivan v elektrické suSarné v temnu pfi teploté 50 °C.

Vzorek ¢. 7: Abychom se vice pfiblizili ptfirodnim podminkam, byl vzorek ¢. 7 umistén do
zkumavky s plochym dnem a ozatovan z vrchu svételnym paprskem o intenzité¢ 11 000
LUX. Zkumavka byla na zacatku pokusu zvazena a pied kazdym odbérem doplnéna

odpafenym ubytkem vody. Po doplnéni vody byl roztok promichan a odebran vzorek.

Vzorky byly odebirany ve vybranych intervalech v objemu 1,0 ml do vialky a nasledné

vyhodnocovany s pomoci vyvinuté HPLC metody.

7.3.2.2 Vysledky experimentu ¢. 2
Vzorek ¢. 5:

Vysledky experimentu pro vzorek €. 5, ktery byl ponechan v temnu pii laboratorni

teploté zachycuje nésledujici graf:
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Vzorek €. 5 (temno)
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Obrazek 15: Vzorek ¢. 5 (peroxid vodiku, temno)
Zdroj: vlastni zpracovani

Zavér: Gestoden v 3% roztoku peroxidu vodiku skladovany v temnu pfi laboratorni
teploté byl na rozdil od ¢isté¢ vodného prostiedi v prubéhu casu postupné degradovan.

Po 120 hodinich doslo vroztoku k poklesu jeho mnozstvi na 32 % plvodni

koncentrace.

Vzorek ¢. 6:

Vysledky experimentu pro vzorek €. 6, ktery byl zahfivan v temnu v elektrické suSarné

pii teploté 50 °C zachycuje nésledujici graf:

Vzorek €. 6 (50 °C)
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Obrazek 16: Vzorek ¢. 6 (peroxid vodiku, 50°C)
Zdroj: viastni zpracovani
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Zavér: 7 grafu je patrné, ze molekula gestodenu v 3% roztoku peroxidu vodiku na
rozdil od vodného prostiedi velmi rychle degraduje. Po 118 hodinach dochazi k témér

uplné degradaci.

Vzorek ¢. 7:

Vzorek ¢.3, ktery byl ozafovan svisle svétlenym paprskem o intenzité¢ 11 000 LUX.
Vzorky byly odebirdny po 15 minutach. Vysledky experimentu zachycuje nasledujici
graf:

Vzorek ¢. 7 (ozafovani)
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Obrazek 17: Vzorek ¢. 7 (peroxid vodiku, ozarovani)
Zdroj: vlastni zpracovani

Zavér: Z grafu je patrné, Ze svételny paprsek vyrazn€ potencuje ucinek roztoku 3%

peroxidu vodiku. JiZ za 5 hodin byla molekula gestodenu téméf pln¢ degradovana.

V priubéhu vsech tii méfeni s peroxidem byly pfi hodnoceni koncentrace gestodenu

identifikovany piky rozkladnych produktt, které se vylucovaly v del$im reten¢nim case.
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8.VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této prace bylo hodnoceni stability gestodenu za vybranych pfirodnich podminek.

V prvni casti experimentalni prace byla vyvijena vhodna metoda pro jeho naslednou
detekci ve zkoumanych vzorcich. Pii vyvoji metody jsem vychazela z Iékopisné
metody, kterd byla dale optimalizovana s cilem nalézt metodu vhodnou pro §ir§i okruh

steroidnich hormonil, zkratit retencni ¢as a celkovou dobu analyzy.

Jako mobilni faze byl zvolen acetonitril s vodou v poméru 55:45. Acetonitril jako
soucast mobilni faze vyuziva ve své metod¢ v kombinaci s kyselinou orthofosforecnou i
Kishore, K. et al. (vice viz kapitola 6.2.6.). [18] Na rozdil od 1ékopisné metody byva
v dostupnych védeckych publikacich ¢asto vyuzivana jako mobilni faze i kombinace
methanolu s vodou (viz napf. publikace Laban et al., Matéjicek at al. uvedené

v kapitole 6.2.6). [16], [17]

Publikované metody nejcastéji vyuzivaji gradientovou eluci, ktera umoznuje rychleji
stanovit nejen parentni 1é¢ivo, ale i jeho necistoty. Tato diplomova prace se zaméfuje
jen na méfeni koncentraci 1é¢iva a jednotlivé necistoty neni tfeba kvantifikovat,
postacovala proto metoda izokratickd, kterd se ukazala pro ucely dalSich testl jako
naprosto dostaCujici. Vyvinutd metoda splnila vSechny valida¢ni poZadavky, navic

zkratila reten¢ni ¢as gestodenu oproti vychozi 1€kopisné metodé o polovinu.

Plvodni vyvinuta metoda trvala pfi pokusech v Cisté vodném prostiedi pouze 20 minut.
Zadné piky neinterferovaly az do doby, kdy byly provadény experimenty v prostiedi
s pfidavkem oxida¢niho c¢inidla, kdy se ovSem ukézalo, ze se s pomérné¢ dlouhym
reten¢nim Casem objevuje pik pravdépodobné rozkladného produktu. Proto musel byt
celkovy ¢as analyzy pro Ucely téchto experimentii prodlouZen na 35 minut, aby nedoslo

k interferenci pfi dalSim nésttiku.
Parametry vyvinuté metody:

Rozméry kolony: délka 150 mm, vnitini pramér 4,6 mm

Stacionarni faze: sféricky silikagel pro chromatografii oktadecylsilylovany R (5 pm)
Mobilni faze: voda R, acetonitril R1

Eluce: izokraticka, 45 % vody + 55 % acetonitrilu

Pritokova rychlost: 1 ml/min

Detekce: spektrofotometricky detektor, 254 nm a 205 nm
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Stabilita gestodenu byla v dalsi ¢asti prace hodnocena s vyuzitim vyvinuté metody za
podminek, které simuluji pfirodni podminky v povrchovych vodach (teplo, svétlo,
oxidace). Stabilita jeho molekuly byla pozorovéana ve dvou experimentech provadénych
ve Cist€¢ vodném prostiedi (experiment €.1) a v prostiedi s pfidavkem oxida¢niho ¢inidla

(experiment €. 2).

V prvnim experimentu byl vzorek ponechén v temnu pfi laboratorni teploté, zahtivan
pii teploté 50 °C a 80 °C a ozafovan svételnym paprskem o intenzit¢ 11 000 LUX.
Vlivem putsobeni tepla v temnu nedoslo v pritbéhu méfeni témét k zadnym zmeénam.
Pisobenim svételného zéfeni byla degradace molekuly gestodenu vyznamné urychlena

a k jejimu uplnému rozkladu doslo po 40 hodinéch.

Druhy experiment byl hodnocen v prostfedi 3% peroxidu vodiku. Na rozdil od vodného
prostfedi byla molekula gestodenu v pribéhu ¢asu postupné degradovéana. V temnu pfti
laboratorni teploté doslo po 120 hodinéch k jeho poklesu na 32 % piivodni koncentrace.
Za stejnou dobu byla molekula gestodenu vystavena pasobeni 50 °C v temnu jiz zcela
degradovana. Ozafovani svételnym paprskem o intenzit¢ 11 000 LUX vyrazné

potencovalo uc€inek oxida¢niho €inidla a jiz za 5 hodin nebyl detekovan zadny pik.

Z vysledkt vyse uvedenych testl je patrné, ze gestoden je ve vode a v temnu velmi stala
laitka a v nepfitomnosti oxida¢niho c¢inidla (peroxidu vodiku) je jeho degradace
minimalni. Pfepokladame tedy, ze v hluboké vod€, kam nepronika svétlo a kde je chlad,

bude molekula perzistovat velmi dlouho.

Peroxid vodiku velmi vyrazné zrychluje rozklad gestodenu a tento rozklad je jeste
potencovan teplotou. K rozloZeni na polovi¢ni mnozstvi je potieba asi 7 x kratsi ¢as nez
v prostiedi Cisté vody. Pfiznivy vliv pfitomnosti oxidacniho cinidla na degradaci
gestodenu potvrzuje i studie mexickych védct [20], ktefi zkoumali jeho stabilitu pii

anodické oxidaci (vice viz kapitola 2.6.2.).

Svétlo podobné jako peroxid zpusobi urychleni rozkladu. Kombinace peroxidu se
svétlem je pro degradaci gestodenu nejucinnéjsi. Oproti vzorku ponechaném v peroxidu

v temnu byla jeho degradace 25 x rychlejsi.

Pokud tyto poznatky aplikujeme na pfirodni podminky, tak pfedpoklddame daleko
rychlejsi degradaci v mélké, prohfaté a dostatecné oslunéné vodé nebo v mélké

proudici, oslunéné a dobfte prokysli¢ené vode¢.
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9.ZAVER

Vyznam vyvoje metod pro detekci a hodnoceni stability steroidnich hormonii se
v poslednich letech ve svétle rostouciho znecisténi Zivotniho prostfedi endokrinnimi
disruptory dostava do poptedi védeckého zdjmu. Hodnoceni stability steroidnich
hormont v pfirodnich podminkéch je klicovym prvkem pro dalsi védecké vyzkumy,

které se snazi popsat jejich chovani a nalézt metody urychleni jejich degradace.

Cilem prace byl vyvoj a validace metody a nasledné hodnoceni stability gestodenu. Jeho
popularita diky jeho pfiznivym vlastnostem roste a ve zvySené mife se tak jako soucast

hormonalnich kontraceptiv objevuje v povrchovych vodach.

V teoretické casti této prace byly popsany zakladni vlastnosti tohoto syntetického
hormonu a dostupné védecké publikace, které¢ se vénuji hledani metod jeho detekce,
hodnoceni stability za vybranych podminek a zplisobiim jeho degradace. Soucasti
teoretické casti jsou i zakladni teoretickd vychodiska vysokouUc¢inné kapalinové

chromatografie, ktera je vyuzivana v experimentalni ¢asti prace.

Pii vyvoji HPLC metody pro hodnoceni stability gestodenu byly jako vychozi
parametry pouzity parametry 1ékopisné metody pro hodnoceni (istoty.
Chromatografické podminky byly dale optimalizovany s cilem ziskat metodu, ktera
snizi Casovou zatéZ a bude vhodnéd pro Sir$i okruh steroidnich hormonid. Vyvinuta
izokratickd metoda zkratila retencni ¢as gestodenu o polovinu aniz by zasahovala do
mrtvého casu kolony a eliminovala ndklady pavodni 1€kopisné metody spojené
s obménami mobilnich fazi pfi gradientové eluci. Metoda vyhovéla vSem predepsanym

valida¢nim pozadavkim.

Vyvinutd metoda byla vyuZita pro hodnoceni stability pfi plisobeni pfirodnich
podminek (teplo, svétlo a oxidace). Stabilita molekuly gestodenu byla pozorovana ve
dvou experimentech provadénych ve vodném prostiedi (experiment ¢.1) a prostiedi

s ptfidavkem oxidac¢niho ¢inidla (experiment €. 2).

Prvni vzorek byl ponechan v temnu pfi laboratorni teploté, zahtivan pfti teploté 50 °C a
80 °C a ozafovan svételnym paprskem o intenzité 11 000 LUX. Experimenty prokazaly,
ze gestoden je ve vodé a v temnu velmi stala latka a v nepfitomnosti oxida¢niho ¢inidla
(peroxidu vodiku) je jeho degradace minimalni. Peroxid vodiku velmi vyrazné
urychluje rozklad gestodenu a tento rozklad je jesté potencovan teplotou. K rozlozeni na

poloviéni mnoZstvi je potieba asi 7 x kratsi ¢as nez ve vodném prostiedi.
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Svétlo podobné jako peroxid zpusobi urychleni rozkladu. Kombinace peroxidu se
svétlem je pro degradaci gestodenu nejucinngjsi. Oproti vzorku, ktery byl ponechan

v peroxidu v temnu, byla jeho degradace 25 x rychlejsi.

Vysledky potvrdily, ze stabilita molekuly gestodenu ve vodném prostiedi je zavisla na
ruznorodych fyzikalné-chemickych vlastnostech prostfedi, ve kterém se vyskytuje.
Vyznamnym prvkem pfi degradaci gestodenu je pisobeni svételného zafeni a oxidace.
Mnozstvi gestodenu bude tedy nizsi v okysli¢enych rychle tekoucich vodach v letnim
obdobi, zatimco jeho koncentrace bude vyssi v zimnich meésicich a pomalu tekoucich

neokysli¢enych vodach.
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