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SOUHRN

Stanoveni metoprololu a jeho metabolitu a-hydroxymetoprololu v séru metodou HPLC
s fluorescencni detekei

V préci je popsdna metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie, kterd byla zavedena pro uce-
ly fenotypizace enzymu CYP2D6 metoprololem jako substratovou latkou. Metoprolol, a-hydrox-
metoprolol a nadolol (vnitini standard) byly extrahovany ze séra dichlormethanem s ptidavkem
1 mol/I NaOH. Latky byly separovany na koloné s reverzni fazi Supercosil™ LC-18 (15 cm x 3 mm,
5 um) mobilni fazi o sloZeni acetonitril : methanol : voda : triethylamin (15 : 5 : 80 : 0,1; pH 3,0)
pfi pritoku 0,7 ml/min. Fluorescencni detekce (FL) probihala pfi vinové délce 230 nm (excitacni)
a 300 nm (emisni). Celkova doba analyzy byla 12 min. Reten¢ni ¢asy byly pro o-hydroxymetopro-
lol (h-MET) 2,04 minut, pro nadolol (IS) 3,02 minut a pro metoprolol (MET) 9,04 minut. Pfesnos-
ti v sérii a mezi sériemi vyjadfené jako relativni smérodatné odchylky byly nizsi nez 7,2 % a reco-
very se pohybovalo v rozmezi 98,2-103,0 %. Kalibra¢ni kiivka byla linedarni v rozmezi
25-500 ng/ml (r = 0,999) pro obé latky. Detekcni limit byl stanoven pro metoprolol a a-hydroxy-
metoprolol na 5 ng/ml a kvantifikac¢ni limit na 25 ng/ml. Prezentovand metoda mtze byt vhodna pro
analyzu metoprololu a o-hydroxymetoprololu v séru u pacientl s hypertenzi, ICHS i jinych one-
mocnéni.
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SUMMARY

Determination of metoprolol and its metabolite o-hydroxymetoprolol in serum by HPLC
method with fluorescence detection

High-performance liquid chromatography method has been developed with a view of its future use
in the phenotyping of CYP2D6 enzyme by metoprolol as a probe drug. Metoprolol,
a-hydroxymetoprolol and the internal standard nadolol were extracted from serum with
dichloromethane alkalinized with 1 mol/l NaOH. Chromatographic separations were performed on
the reversed-phase column Supercosil™ LC-18 (15 cm x 3 mm, 5 um) with the mobile phase
containing acetonitril : methanol : water : triethylamine (15 : 5 : 80 : 0.1, pH 3.0) at a flow rate of
0.7 ml/min. Fluorescence detection (FL) was made at 230 nm (excitation) and 300 nm (emission).
The total analysis time was 12 min. The retention time for a-hydroxymetoprolol, nadolol and
metoprolol were 2.04, 3.02 and 9.04 min, respectively. The intra-assay and inter-assay precisions
(coefficients of variation) were less than 7.2 %, and recovery values were found to be within
98.2-103.0 %. The calibration curve of the method was linear over a concentration range of
25-500 ng/ml (r = 0.999) for both compounds. The limit of detection was 5 ng/ml and the limit of
quantification was 25 ng/ml for both metoprolol and a-hydroxymetoprolol. The reported method
could be suitable for measurements of metoprolol and o-hydroxymetoprolol in serum from patients
with hypertension, IHD and other illnesses.
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Uvod

Metoprolol, (2RS)-3-(isopropylamino)-1-[4-(2-metho-
xyethyl)fenoxy]propan-2-ol (obr. 1), je lipofilni f, —
selektivni antagonista adrenergnich receptorii pouZivany
v 1é¢bé kardiovaskularnich i nekardiovaskuldrnich one-
mocnéni.
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Obr. 1. Chemicky vzorec metoprololu
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Obr. 2. Hlavni cesty metabolismu metoprololu ¥

Je extenzivné metabolizovdn v jatrech na nékolik
metaboliti, které postradaji klinicky vyznamny 3-bloku-
jici uc¢inek V. Hlavnimi metabolickymi cestami jsou
O-dealkylace (65 %), deaminace (10 %) a alifaticka hyd-
roxylace (10 %) ? (obr. 2).

Tvorba metabolitu a-hydroxymetoprololu je exkluziv-
né zprostiedkovana cytochromem P450 2D6 (CYP2D6).
CYP2D6, metabolizujici pfiblizné 25 % vSech uZivanych
1é¢iv, je znamy vysokou interindividudlni variabilitou.
Tato variabilita je ddna zejména faktory genetickymi,
pridruZenymi nemocemi a v mens$i mife i faktory zevni-
ho prostiedi. Metoprolol, spolu s dal$imi latkami, se vyu-
Ziva jako specificky substrat pro stanoveni aktudlni akti-
vity CYP2D6 enzymu (fenotypizace). Metabolicky
pomér o-hydroxymetoprolol/metoprolol urci pfislusny
fenotyp jedince ¥.

Bylo popsano nékolik metod na stanoveni metopro-
lolu spolecné s jeho metabolitem o-hydroxymetopro-
lolem. Jedna se pfedevS§im o metody kapalinové chro-
matografie s UV detekci > © nebo FL detekci ™' pti
riznych vlnovych délkach. Latky byly extrahovany
z biologického materidlu (plazmy, séra nebo moci)
pomoci extrakce na pevné fazi - nebo extrakce kapa-
linou (diethyletherem, dichlormethanem, chlorofor-
mem, ethylethanoldtem nebo kombinaci) pfi alkalic-
kém pH ° 1% Jako vnitini standard byl pouZit
pindolol 15 phenacetin ¥, alprenolol % '3, guano-
xan 7 nebo dextromethorfan - '¥. Mobilni fazi tvofila

[
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-hydroxymetoprolol

smés voda : acetonitril > 10-11.13.16. 17 yoda : acetonit-
ril:methanol ? nebo voda : acetonitril : tetrahydrofu-
ran > 'Y, Analyza probihala na kolonéch s reverzni fazi
57710 1L 13,1611 " ng kyano-koloné ¥ nebo na phenyl-
koloné > 1419, Doba analyzy se pohybovala ve vétsi-
né praci od 20 do 35 minut, méné pak do
15 min * 3% Jen vyjimeéné se metoprolol a a-hyd-
roxymetoprolol stanovuje pomoci kapalinové chroma-
tografie s hmotnostni detekci '® nebo plynové chro-
matografie s hmotnostni detekci ' 2%,

Cilem prace bylo zavést, optimalizovat a validovat
HPLC metodu na stanoveni metoprololu a o-hydroxy-
metoprololu pro ucely fenotypizace enzymu CYP2D6
metoprololem jako substratovou latkou. Pozadavkem
byla rychla a selektivni metoda s jednokrokovou extrak-
ci malého mnoZstvi séra, vhodnd pro rutinni analyzu
pacientskych vzorka.
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POKUSNA CAST

Chemikdlie a roztoky

Substance metoprololu (metoprolol tartardt) a nadololu
byly ziskany od firmy Sigma, a-hydroxymetoprolol byl zis-
kéan od firmy Astra Zeneca. Dichlormethan (LiChrosolv®,
pro kapalinovou chromatografii), acetonitril a methanol
(LiChrosolv®, gradient grade for liquid chromatography)
byly zakoupeny od firmy Merck, voda (Chromasolv® Plus
HPLC) a triethylamin (TEA — triethylamine, 99%) od firmy
Sigma-Aldrich. 1 mol/l NaOH (Sodium hydroxide Solution
for HPCE) byl ziskan od firmy Fluka.

Pristrojové vybaveni a chromatografické podminky

HPLC zafizeni firmy Spectra Physics Analytical se
skladalo z ¢erpadla (Spectra SYSTEM P1500), smycky
pro manudlni nastfik a fluorescenéniho detektoru (Spect-
ra SYSTEM FL 2000). Byla pouZita kolona firmy Supel-
co, Supercosil™ LC-18 (15 cm x 3 mm, 5 um). Mobilni
fazi tvorila smés acetonitril : methanol : voda : TEA
(15 :5:80 : 0,1; pH 3,0), pritok mobilni faze byl
0,7 ml/min. Fluorescen¢ni detektor byl nastaven na
230 nm (excitacni) a 300 nm (emisni) vinové délky. Cel-
kova délka analyzy byla 12 min.
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Priprava roztokit pro kalibraci a validaci

Zasobni roztoky metoprololu (MET), a-hydroxy-
metoprololu (hMET) a nadololu (vnitfni standard —
IS) byly pfipraveny v koncentracich 100 ug/l. Redé-
nim zasobnich roztoki methanolem byly pfipraveny
pracovni roztoky vSech tfi latek o koncentraci
1000 ng/ml. Standardni a kontrolni roztoky metopro-
lolu a a-hydroxymetoprololu byly pfipraveny fedénim
jednotlivych pracovnich roztokd na koncentrace 25,
50, 100, 250, 500 ng/ml a 40, 200, 400 ng/ml, resp.
Roztok nadololu byl pouZit o koncentraci 1000 ng/ml.
Vsechny roztoky byly uchovavany pii -20 °C v mraz-
nicce.

Priprava vzorki pro analyzu

Vzorky pro kalibraci a validaci

Standardni a kontrolni vorky se pfipravily odpafenim
100 ul jednotlivych standardnich, resp. kontrolnich roz-
tokd a 50 ul vnitiniho standardu. Extrakce probihala stej-
né jako u neznamych vzorku.

Neznamé vzorky

K 50 ul odpafeného vnitfniho standardu se pfidalo
200 wl nezndmého séra (nulového séra v pripadé stan-
dardnich a kontrolnich vzorkt), 50 wl 1 mol/l NaOH
a 1,5 ml dichlormethanu. Vzorky se 1 min extrahovaly.
Po 10 min centrifugaci pfi 3800 ot./min se odsila horni
vrstva a spodni dichlormethanové vrstva se prenesla do
¢isté zkumavky a nechala se odpafit pod dusikem. Odpa-

Tab. 1. Optimalizace chromatografickych podminek

rek se rozpustil ve 20 ul methanolu a 50 ul HPLC vody,
20 ul se injikovalo na kolonu.

Validace metody

Presnost a spravnost

Béhem 3 dnti byly proméfeny standardni vzorky v 5
koncentra¢nich hladinach (25, 50, 100, 250, 500 ng/ml,
n = 6 pro kazdou koncentracni hladinu) a kontrolni vzor-
ky ve 3 koncentra¢nich hladinach (40, 200, 400 ng/ml,
n = 6 pro kaZdou koncentracni hladinu). Vzorky byly ana-
lyzovany kompletnim postupem a odecteny z kalibra¢ni
ktivky pfipravené v den analyzy. Pfesnost byla vyjadfena
jako relativni smérodatnd odchylka (RSD) pro analyzu
v sérii (intra-assay) a analyzu mezi sériemi (inter-assay).
Spréavnost byla vyjadiena jako recovery (R).

Linearita

Proméfenim nahodné vybranych vzorkd (vzorky
pred podanim, 1, 2, 3 a 4 hodiny po podani) pacientd,
kterym byl podavan metoprolol v riznych davkach
v ramci antihypertenzni terapie, se ziskala predstava
o koncentra¢nim rozmezi metoprololu a o-hydroxy-
metoprololu. Ze zdkladniho standardniho roztoku
blizkého horni hranici pracovniho rozsahu se naredé-
nim pfipravilo 5 standardnich roztoku s klesajici kon-
centraci analytu tak, aby doslo k pokryti celého pra-
covniho rozsahu meéfeni - 25, 50, 100, 250
a 500 ng/ml pro metoprolol i a-hydroxymetoprolol.
Kalibrac¢ni kfivka byla zkonstruovdna na zdklad€ ana-
lyzy nejmensich ¢tvercti jako pomér plochy pikt jed-

Kombinace kolona mobilni faze pritok (ml/min) vlnova délka (nm)
1 SGX C18* ACN : methanol : voda : TEA 0,12 UV (220)%**
15:15:70:0,05; pH 3,0
2 SGX C18 ACN : methanol : voda : TEA 0,12 FL (230/300)
9:1:90:0,1; pH 3,0
3 SGX C18 ACN : methanol : voda : TEA 0,12 FL (230/300)
5:15:80:0,08; pH 3,0
4 SGX C18 ACN : methanol : voda : TEA 0,12 FL (230/300)
15:5:80:0,05; pH 4,6
5 SGX C18 ACN : methanol : voda : TEA 0,12 FL (230/300)
15:15:70:0,01; pH 3,0
6 SGX C18 ACN : methanol : voda : TEA 0,05 FL (230/300)
30:10:60:0,04; pH 3,4
7 LC 18 ACN : methanol : voda : TEA 0,07 FL (230/300)
30:10: 60 : 0,04; pH3,4
8 LC 18 ACN : methanol : voda : TEA 0,07 FL (230/300)
15:5:80:0,1; pH 3,0

*kolona SGX C18 (15 ¢cm X I mm, 5 wm) firmy Tessek
**detektor Spectra Series UV 100 firmy Thermo Separation Product
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notlivych latek k plose piku vnitfniho standardu
v zavislosti na koncentraci.

Detekéni limit (LOD) a kvantifikaéni limit (LOQ)
LOD (nejniz§i detekovatelnd koncentrace latky)

a LOQ (nejnizsi koncentrace latky ve vzorku, stanovitel-

nd s prijatelnou presnosti a spravnosti za uvedenych pod-

minek metody) byly stanoveny na zakladé¢ poméru sig-

Tab. 2. Presnost a spravnost metody

nalu k Sumu (S/N). Pro LOD byl pomér S/N stanoven na
3:1laproLOQnal0: 1.

Selektivita

Byla testovana schopnost méfit spravné a specificky
stanovovanou latku v pfitomnosti jinych latek, které
mohou byt ocekavany ve vzorku. Analyzoval se vzorek
séra o tzv. nulové koncentraci (krev neléCeného darce

Latka teoretickd naméfend presnost presnost spravnost
koncentrace koncentrace (intra-assay) (inter-assay)
(ug/l) (ug/l = SD) RSD (%) RSD (%) R (%)
MET 25 24,8 +0,8 3,3 99,2
50 49,1 +2,1 42 98,2
100 999 +5,3 54 99,9
250 251,7+38 15 1007
500 504,7 7,0 1,4 100,9
40 387+ 15 40 96,9
200 202,77 £ 4,1 2,0 101,4
400 403,3 + 19,3 4,8 100,8
hMET 25 254 +0,8 3,1 101,8
50 50,9 +3,7 7.2 101,8
100 103,0 £ 6,3 6,1 103,0
250 2529 +6,5 2,6 101,1
500 4944 + 11,2 2,3 98,9
40 395+14 3,6 98,8
200 202,0 £7,0 35 101,0
400 3973 12,2 3,1 99,3
20 testovana na pritomnost HIV a HBsAg) a béhem 2 mé&si-
. "] ci bylo stanoveno 98 vzorkd séra pacienti lécenych
525— metoprololem pfi antihypertenzni terapii.
& 2,0
a Robustnost
0 1,5 . Y . s s ooz x
5 Sledovalo se jak vybér staciondrni faze a zména ve
§1'°- sloZzeni mobilni faze ovlivni analyzu metoprololu
& o5l a a-hydroxymetoprololu. Vybrané podminky jsou shrnu-
00 ty v tabulce 1.
0 100 200 300 400 500 Ingl
Amount
Obr. 3. Kalibracni kfivka metoprololu ,
VYSLEDKY
Byla zavedena, optimalizovdna a validovana, HPLC
815 metoda na stanoveni metoprololu a a-hydroxymetoprololu
2 v séru. Na zaklad€ predbéZnych studii uvedenych v tabul-
jo} , . . Vv v
E ol ce 1 byl vybran jako nejvhodnéjsi postup ¢. 8, HPLC meto-
& da s fluorescen¢ni detekci (230 nm excita¢ni a 300 nm
8 emisni vlnové délky), s reverzni stacionarni fazi LC 18
%U‘s' (15 cm x 3 mm, 5 wm) a ternarni mobilni fazi acetonitril :
& methanol : voda : TEA (15 :5: 80 : 0,1; pH 3,0). Pratok
00 : , : : : mobilni faze byl 0,7 ml/min. PouZitim mobilni faze s vét-
0 100 200 300 400 500

[ng]
Amount

Obr. 4. Kalibracni kiivka a-hydroxymetoprololu

§im obsahem vodné slozky (vyZzadovalo vétsi ptidavek
TEA) se ve srovnani s organi¢téjsi fazi mirné zhorsila cit-
livost, ale vyrazné se zvysila selektivita metody. Jako vniti-
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Obr. 5. Chromatogram extrahovaného standardniho vzorku
metoprololu (m) a a-hydroxymetoprololu (h-m) o koncentraci
100 ng/ml
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Obr. 5. Chromatogram nulového séra
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Obr. 7. Chromatogram pacientského vzorku — koncentrace
metoprololu (m) 84,8 ng/ml a koncentrace o-hydroxymetopro-
lolu (h-m) 162,7 ng/ml

ni standard byl nejdfive testovan pindolol. Vzhledem
k jeho nizké detekovatelnosti pii pouZzité vinové délce byl
pro kone¢nou analyzu vybran nadolol. Optimalizovéan byl
také extrak¢ni postup pro precisténi vzorka séra. Pro danou
metodu byla vybrana jako nejvhodnéjsi extrakce dichlor-
methanem (1,5 ml) s pfidavkem 50 pl 1 mol/l NaOH. Pti
analyze se vychézelo z malého mnoZstvi séra (200 ul), coz
je vhodné pro rutinni méfeni pacientskych vzorki.
Kalibra¢ni kfivka pro metoprolol a jeho metabolit
a-hydroxymetoprolol byla linedrni v rozmezi
25-500 ng/ml s korelacnim koeficientem 0,999 pro obé
latky (obr. 3 a 4). Na obrazku 5 je ukdzan chromatogra-

ficky zdznam extrahovaného standardniho vzorku meto-
prololu a oa-hydroxymetoprololu o koncentraci
100 ng/ml. Retenéni ¢asy byly pro a-hydroxymetoprolol
(h-MET) 2,04 minut, pro nadolol (IS) 3,02 minut a pro
metoprolol (MET) 9,04 minut. Detekéni limit (LOD —
S/N = 3 : 1) byl stanoven pro metoprolol i a-hydroxy-
metoprolol 5 ng/ml a kvantifikacni limit (LOQ — S/N =
10 : 1) 25 ng/ml. LOQ byl potvrzen analyzou 6 vzorki
této koncentrace s dostateCnou presnosti a spravnosti —
RSD pro MET byla 3,3 % a pro h-MET 3,1 %, R pro
MET bylo 99,2 % a pro h-MET 101,8 %. Ptesnost
a spravnost metody je shrnuta v tabulce 2. Relativni smé-
rodatné odchylky metoprololu a a-hydroxymetoprololu
pro analyzu v sérii byly < 5.4 % (MET) a 7,2 % (h-MET)
a pro analyzu mezi sériemi < 4,8 % (MET) a 3,6 %
(h-MET). Recovery metoprololu bylo v rozmezi 98,2 az
100,9 % a a-hydroxymetoprololu v rozmezi 98,8 aZ
103,0 %. Tyto hodnoty jsou pfijatelné podle platnych kri-
térii pro validacni parametry chromatografickych metod
21-26_ Pfi analyze vzorku séra o nulové koncentraci neby-
ly nalezeny zadné interferujici latky (obr. 6). Interferen-
ce nenastavd ani s 1éky, které jsou bézné€ podavany paci-
entiim s hypertenzi (obr. 7).

DISKUZE

Uvedena HPLC metoda s fluorescencni detekci je
presnd, spravna a selektivni metoda, vhodna pro stano-
veni metoprololu a a-hydroxymetoprololu v séru.
Metoda vyzaduje minimalni mnoZstvi séra a jednodu-
chou tpravu vzorkid. Celkova doba analyzy je pouze 12
minut, coZ je vhodné pro rutinni pouZivani. Na rozdil
od vétSiny citovanych praci, které pouzivaji dvousloz-
kovou mobilni fazi acetonitril-voda, byla v praci pou-
zita ternarni mobilni faze. Pfidavek methanolu do
mobilni faze zlepsil symetrii piki a prodlouzil Zivot-
nost kolony. Jako vnitfni standard byl nové pouZit
B-blokétor nadolol, coz je latka podobné chemické
struktury jako metoprolol a blizké polarity jako a-hyd-
roxymetoprolol. V Ceské republice neni nadolol k far-
makoterapii pouZzivan. Nadolol byl dokonale oddélen
od obou slozek, vykazoval dobrou fluorescen¢ni inten-
zitu pfi pouZzité vlnové délce a extrahovatelnost pfi
zvoleném postupu.

Metoda byla vyvinuta pro métfeni jak vzorkd s niZsi-
mi koncentracemi (pfed podanim léku) tak vzorki
s vysSimi koncentracemi (po podani 1éku), takze by
mohla byt vhodna pro terapeutické monitorovani meto-
prololu (TDM) a miZe byt pouZita pro testovani feno-
typu enzymu CYP2D6 v séru pacientl, ktefi metopro-
lol uZzivaji.

Predbézné se zavedend metoda testovala také pro
stanoveni metoprololu a a-hydroxymetoprololu
v moci. Jednalo se o vzorky ranni moce pacienttl
s hypertenzi. Prvni vysledky ukazuji, Ze po natfedéni
vzorkll moce a precisténi uvedenou extrakéni procedu-
rou bude metoda vyuZitelnd i pro stanoveni fenotypu
CYP2D6 v moci.
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