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1. UVOD

Biologicky materidl muaZze obsahovat kromé& endogennich komponent
komplex riznych exogennich latek a jejich metabolitd. Kvaiitativni a kvantitativni
analyza nékterych téchto latek je pfedmétem zajmu fady vyzkumnych i klinickych
laboratofi. Jednim z cill vyzkumu v oblasti farmakologie je sledovani hladin
uéinné latky v organismu po podani lééivého pfipravku. Farmakokinetické Gdaje
ainformace ziskané béhem téchto studii mohou slouZit Kk racionalizaci
diagnostiky a terapie, ale také k registraci, ktera je nezbyina pro uvedeni nového
léCivého pfipravku na trh.

Stanoveni endogennich i exogennich latek v biologickém materidlu je
kromé& vlastni instrumentdini analyzy rlznou mérou zavislé na technice jeho
odbéru, zpracovani a tpravé. Uprava vzorku biologického materidlu Zasto
rozhoduje o moznostech analyzy i limitech méfeni.

Pro volbu a vyvoj vhodné metody Gpravy biologického materialu jsou
rozhodujici zakladni informace o pozadavcich na vysledek analyzy, druhu
biologické matrice, fyzikalné-chemickych vlastnostech stanovované latky, typu
analytické metody i volbé detekce. Mezi hlavni divody pro Upravu biologického
vzorku obecné patfi:

e uvolnéni latek vazanych do konjugéatd
e odstranéni endogennich a balastnich latek z biomatrice

o zvyseni selektivity a citlivosti metody.

Exogenni latky a jejich metabolity jsou Casto (na rozdil od latek
endogennich) obsaZzeny v biologickém materidlu jen ve velmi nizkych
koncentracich. Nizké hodnoty téchto koncentraci a pfitomnaost velkého mnozstvi
balastnich latek ve vzorku mohou analyzu dané latky rusit, popfipadé zcela
znemoznit.

V piipadé Gpravy biologického materidlu pro HPLC analyzu mize vhodné
odstranéni nezadoucich latek vyrazné ovlivnit separaéni  vlastnosti
chromatografické kolony i jeji Zivotnost, zabranit interferencim, zvysit rozliseni
a reprodukovatelnost metody. Uprava biologického materialu pfed HPLC
analyzou tvofi dileZitou souc¢ast viasiniho stanoveni. Na jejim vybéru a kvalité

provedeni zavisi spravnost i pfesnost celého méfeni.




2. CiL BAKALARSKE PRACE

2.1 Literarni cast

Cilem literarni ¢asti bakalafské prace je reSersni zpracovani recentnich
literarnich Gdaji o problematice Upravy biologického materidlu pfed HPLC
analyzou.

Literarni Udaje jsou doplnény o informace a zkuSenosti, které jsem ziskala
pfi praci laborantky ve spole¢nosti Pharmakl spol. s r.o., kde mou hlavni pracovni
naplni byla dprava biologického materidlu s obsahem I|é¢iv pfed viastni
instrumentalni analyzou.

2.2 Experimentalni ¢ast

Experimentéini &ast bakalafské prace prezentuje vysledky =ziskané
pfivyvoji a validaci HPLC metody stanoveni venlafaxinu a jeho aktivniho
metabolitu  O-demethylveniafaxinu  vyvinuté v  laboratofi  spolecnosti
Pharmaki spol. s r.0., na které jsme se spolupodilela jako laborantka pfi pfipravé
vzorkil. Uvedené vysledky mi bylo umoZnéno prezentovat diky laskavosti vedeni
spole¢nosti Pharmak! spol. s r.0. a mych spolupracovnik.

Cilem experimentalni ¢asti je pfibliZit problematiku Upravy biologického
materidlu vramci celého vyvoje analytické metody, kiera pro potfeby studia
farmakokinetiky musi splfiovat potfebna validacéni kritéria.



3. LITERARNI CAST

3.1 Biologicky material

Volba biologického materialu zavisi na pozadavcich analytického
hodnoceni, vhodnosti i dostupnosti materialu. Obecné plati, Ze technika
zpracovani biologického materialu je tim snazsi, ¢im vice je materidl tekuty
a slozkové jednoduchy. Na tomto obecném poznatku je mozné biologicky
materidl sefadit z hlediska naroénosti Upravy vzorku pred vlastni analyzou
v nasledujicim pofadi: mozkomisni mok, synovidini tekutina, slzy, pot, sliny, mo¢,
slug, plasma, sérum, miéko, sperma, krev, stolice, vlasy, tkané® V piipadé
histologického a toxikologického vysetfeni jsou nejéastéji pouzivany moc, krev,
vlasy a zvratky.

V klinické praxi mohou byt uplathovany neinvazivni a invazivni postupy
odbéru biologického materidlu. Neinvazivni odbér (moc¢, sliny, pot) znamena
pro pacienta minimalni zatéz, ale ziskané koncentraéni udaje o sledovaném léku
majl pouze limitujici moZnosti klinicko-farmakologické interpretace. Invazivni
postup, tedy Zilni odbér krve, pfedstavuje hlavni metodicky postup Siroce
vyuzivany pro terapeuticke monitorovani a studium farmakokinetiky. Dle
pozadavkd analytické metody stanovujeme IéCivo vpiné krvi (napf.:
cyklosporin A F'%), v plasmé& za pfitomnosti antikoagulaéniho &inidla nebo v séru.
Farmakokinetické studie nebo terapeutické monitorovani uréitych 1€kl je vhodné
doplnit o stanoveni koncentraci v mo¢i.

3.1.1 Plasma

Plasma obsahuje vodu (92%), bilkoviny (7%) a ostatni anorganické
i organické latky (1%). Je vyznamnym biologickym materialem vhodnym
a dostupnym pro fadu bé&znych i specializovanych vysetfeni. Ve farmakologii lze
méiit nejen celkovy obsah podaného [éfiva popfipadé jeho metabolitl
v organismu, ale také rozliit mnozstvi volné a vazané frakce P!

Plasmu pfipravujeme z piné krve centrifugaci po pfidani antikoagulaénich
latek. Pro potfeby farmakokinetickych studii je nativni krev odebirana do sériové
vyrdbénych origindlnich polypropylénovych zkumavek obsahujicich pfistusnou
antikoagulacni latku a drobné plastové granule. Timto je zajisténo dikladné
promiseni celého objemu vzorku krve jiz bé&hem odbéru a je tak zabranéno
nezadoucimu srazeni fibrinogenu na fibrin. V klinické biochemii a hematologii
se jako antikoagulaéni latka vyuziva nejcastéji KREDTA, KsEDTA a citrat sodny.
Lithiové a natriové soli heparinu jsou pouzivany pfi stanoveni lé€iv v krvi. VyuZiti




jingch antikoagulagnich pfisad je nutné ovefit pro pfipad interference
v pozadované analyze.

3.1.2 Mo¢

Moé obsahuje konjugaty endogennich i exogennich latek. V ramci klinické
farmakologie je mo& vyuzivana v situacich, kdy neni mozné danou latku stanovit
v krvi a dale v analyzach pro detekci a kvantifikaci metabolitl. Latky, které nejsou
vazany ve formé konjugatl nebo konjugaty latek podrobené hydrolyze, maji
zpravidla méné polarni charakter a jsou snadno exirahovatelné riznymi
organickymi rozpou§tédly.

Hlavnimi problémy pfi pouZziti moéi jako biologického materiatu mohou byt
jeji objem a pH. Obé tyto hodnoty jsou velmi variabilni v zévislosti na mnozstvi,
zpUsobu a druhu pfijfimanych népoji i potravy. S ohledem na ménici se objem
moé&i a pH Je nutny kvantitativni pfepocet, ktery miZe byt pomérné narocny.

Pro terapeutické sledovani hladiny léku neni obvykle mo¢ biologickym
materidlem prvni volby. Zdaleka nejvétSi vyuZiti nachazi pfi zakladnim
toxikologickém screeningu. Jednoduché komeréné vyrabéné testy zalozené
na principu tenkovrstevné chromatografie s imunochemickou detekei se
v lékafskych ordinacich bézné vyuZivaji ke kontrole pH, identifikaci endogennich,
drogovych i omamnych latek.

3.2 Metody upravy biologickych vzorka pred HPLC analyzou

Uprava vzorkl pfed vlastni HPLG analyzou vyznamné ovliviiuje vysledek
méfeni. Stanovovana latka musi byt uvolnéna z matrice bioclogického materialu,
v nékterych pFipadech je vhodné odstranéni balasinich latek nebo zvySeni
selektivity acitlivosti metody.  Jednotlivé  techniky  jsou  zalozeny
na fyzikalné - chemickych  vlastnostech  analytu, chovani  exogennich
i endogennich latek a rozdilnych typech biomatrice. Uvedené metody tvoii zéklad
vipravé biologického materidlu, mohou byt vzdjemné kombinovany,
optimalizovany a dopliiovany o dalsi specialni techniky.

3.2.1 Uvolnéni latek vazanych do konjugatti

Uvolnéni stanovované latky je nezbytné v pfipadech, kdy je analyt
ve vzorku vazan do konjugatl sendogennimi latkami jako jsou napfiklad
glukuronidy, sulfaty a podobné. Dekonjugaéni reakce umoznuji ziskat analyt
v plvodni form&, brani nezadoucim procesim enzymatické degradace | vzniku
artefaktl. Tato metoda je asto vyuzivana v toxikologické analyze pfi stanoveni
exogennich latek pfitomnych v mogi.




3.2.1.1 Hydrolyza

Mezi nespecifické dekonjugacni reakce patfi hydrolyza. Latka podrobena
hydrolyze musi byt stabilni za pomérné extrémnich podminek reakce (pH, tlak,
teplota). Vzorek je upraven vhodnym piidavkem kyseliny nebo zasady, umistén
do pfisluSného zafizeni (autoklav, inkubator, extraktor) a vystaven reakénim
podminkam. Cas potiebny k hydrolytické dekonjugaci je obvykle nizéi nez
u enzymatického Stépeni a vysledek reakce neni citlivy na mensi zmény
reakénich podminek.

3.2.1.2 Enzymatické $tépeni

Specifické Stépeni konjugatl umoziuje pouziti enzym( jako jsou
B-glukuroniddza (EC 3.2.1.31.) nebo arylsuifatdza (EC 3.1.6.1). Nevyhodou
spojenou s vyuzitim té&chto dekonjugacnich reakci je zejména moznost inhibice
enzymu latkami obsaZzenymi ve vzorku, Pro zajisténi reprodukovatelnosti
enzymatické metody je nutne proces dekonjugacni reakce standardizovat.

3.2.2 Odstranéni endogennich a balastnich latek

Tyto metody patii vpraxi k béZznym a zdaleka nejéastéjsim Upravam
biologickych vzorkil. Viastni proces je zalozen na fyzikalné-chemickych reakcich
zaméfenych na odstranéni nezadoucich latek =z biomatrice, pfipadné
zakoncentrovani stanovovane latky. Aplikace metod vyzaduje vzorek v kapalné
fazi, tuto podminku spliiuje vétsina rutinné pouzivanych biologickych materiald.
Vybér konkrétni metody pfipravy vzorku vhodné pro naslednou
chromatografickou analyzu zavisi na strukiufe, polarité, rozpustnosti, ionizaci
analytu a na pozadovaném koncentraénim rozmezi metody.

3.2.2.1 Primy nastfik

V nékterych pfipadech Ize biologicky vzorek zfedit a bez dalSich (prav
pouzit pro pfimy nastfik na chromatografickou kolonu. Tohoto zplsobu miZzeme
vyuzit v pfipadech, kdy koncentrace stanovované latky v analyzované biologické
matrici je relativné vysokd a vzorek neobsahuje latky nekompatibilni s HPLC
systémem (tuky, bilkoviny, apod.). Pfi pfedpokladu vySe uvedenych podminek
mlze byt metoda velmi jednoduchou a efektivni Upravou vzorku pifed HPLC
analyzou.

Vzorek fedime pfidavkem vhodného rozpoustédla, obvykle vody nebo
pufru, nasleduje protfepani a centrifugace s cilem odstranit pevné &astice
ze vzorku. Redéni analytu sniZuje odezvu balastni latek v detektoru, viskozitu
vzorku nebo pusobeni iontovych sil, zajidtuje kompatibilitu s mobilni fazi nebo
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rusi slabsi vazby mezi analytem a proteiny obsazenymi v biomatrici. Zfedéni
se obvykle provadi v poméru 1:5 neba 1:10 vzorku a pufru (vodé).

Tato metoda upravy biologického materialu byla publikovéna napfikiad pro
stanoveni nitrofurantoinu v mo&i pfed analyzou HPLC.1*%

Pfimym ndstfikem je mozné na chromatografickou kolonu aplikovat pouze
malé objemy vzork( a pfi opakovaném nastfiku dochazi rychle k jeji degradaci.
Nevyhody lze Gastecné odstranit aplikaci on-line Udpravy vzorku metodou
oznaéovanou jako ,Column switching HPLC". Vyuziti této metody bylo
publikovano napfiklad pro stanoveni citalopramu a escitalopramu spolu s jejich
hlavnimi metabolity v lidském séru.!'"! Hlavnim problémem $irsiho vyuziti v praxi
je pfistrojova narocnost, rychlejsi degradace predkolony i chromatografické
kolony.

3.2.2.3 Deproteinace

Jednoduchym zplsobem odstranéni rusivych endogennich latek ze vzorku
je precipitace a denaturace bilkovin. Tuto Upravu obvykle vyzaduje kvantitativni
stanoveni |éciv v plasmé. Deproteinace brani neZzidoucimu sréZeni bilkovin
na chromatografické koloné, ke kterému dochdzi pfi styku bioclogického materialu
s mobilni fazi obsahujici organicka rozpoustédla nebo koncentrovanéjsi pufry.
Upravu je mozné provést ultracentrifugaci na membranach, plsobenim enzymi
nebo srazenim deproteinaénimi &inidly.

- Enzymova deproteinace je realizovana prostfednictvim proteolytickych
enzymu. Jeji Uginky jsou méné agresivni a v nékterych pfipadech poskytuje vyS8si
pfesné dodrzeni inkubaéni doby i teploty. Spolu s ultracentrifugaci patfi v praxi
k méalo vyuzivanym metodam, uréité uplatnéni nachazeji ve specializovanych
oblastech molekularni biologie, *4 potravinatstvi [ nebo primysiu. "]

Nejastéji jsou bilkoviny odstrafiovdny 2z biologického vzorku
deproteinaénimi Einidly, pouzivaji se organickéd rozpoustédla misitelna s vodou,
silné kyseliny a soli t&Zkych kovii. Organicka rozpoustédla misiteina s vodou jako
aceton, methanol, ethanol a acetonitril snizuji rozpustnost bilkovin, tim dochazi
jejich vysrazeni ve vzorku. Aceton absorbuje zafeni pfi pomérné vysoké vinove
délce (330 nm), proto je nutné v pfipadé spekirofotometrické detekce pomyslet
také na moznost interference s analytem.

K deproteinaci silnymi kyselinami jsou bé&zné pouZivany trichloroctova,
chloristd a wolframova kyselina, méné Casto také molybdenova, sulfobenzoova,
fosfowolframova, metafosforecna a pikrova kyselina. Tyto kyseliny tvofi s kationty
bilkovin nerozpustné soli, nejvy$si vytéZnost poskytuje reakce pfi pouziti 5-20%
roztoku kyseliny. Rozpustnost a extrahovatelnost analytu maze zvysit pouziti
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organického rozpoustédla v kombinaci se silnou kyselinou (napf.: methanol
a dimethylsulfoxid).

Bilkoviny mohou byt srazeny také médnatou nebo zineénatou soli
v alkalickém roztoku. Pfed nastiikem na kolonu je obvykle nutné upravit pH
supernatantu, aby bylo kompatibilni s HPLC systémem. Metoda neni vhodna
k Gpravé latek, které maji s té&zkymi kovy tendenci k tvorb& komplexnich
sloucenin.

Volba deproteinacniho Einidla zavisi mimo jiné na fyzikéiné-chemickych
vlastnostech stanovované latky, poZzadovaném koncentraénim rozsahu stanoveni
a pH supernatantu, kieré by se nemélo vyrazné lisit od hodnoty pH mobilni
faze 0

objemn cinidla (ml)
precipitacni &inidlo pH supernatant pz,;‘:(f\',:?,z:r; 5> ?":’:/c' komentaF
plasmy

kyseliny
trichlooctova kyselina {10%, m/V) 14-20 0,2 pii nizké teploté
chloristé kyselina (6% m/V) <15 ' 04 | pfi nizké teplots
wolframova kyselina 22-39 0,6 gerstvy roztok
metafosforeéna kyselina (5%, m/V) 1.6-27 0.4
anorganicke sofi
hydroxid zine€naty 65-7.5 1,5
siran amonny {nasyceny) 7.0-7.7 20
organicka rozpousiedia
acetonitril 85-95 1,0
aceton 9.0-10.0 1,0 A=330nm
ethanol 9.0-10.0 1.5
methanol 85-9.5 1.5

Tabulka €. 1: Pfehled b&2né pouzivanych deproteinagnich &inidel.”!

Deproteinace umoziiuje rychlou, jednoduchou a levnou pfiipravu velkého
mnoZstvi vzorkl. Vzorek je vysrazen pfidavkem ¢&inidla a po kratkém protfepani
(pfiblizné 30 sekund) odstfedén. Ciry supernatant se pfenasi pfimo
do autosamplerové lahvitky, v piipadé&, kdy neni nutné upravovat pH, je vzorek
pfipraven k pfimému nastiiku na chromatografickou kolonu. Béhem srazeni
dochéazi k uvolnéni ié&iva vazaného na proteiny a vysledkem stanoveni je tedy
vZdy informace o celkové koncentraci légiva v daném biologickém materialu.®!

Metoda deproteinace pro Upravu biologického materidiu byla vyvinuta
a prakticky aplikovdna ve farmakokinetické studii realizované spoleénosti
Pharmakl spol s.r.o. pfi stanoveni carvedilolu v lidské plasmé. (4']
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3.2.2.4. Filtrace

Na rozdil od deproteinace, kdy se po precipitaci bilkovin uvolfuje lé&ivo
vazané na bilkoviny a supernatant tvofi slozka volného i vazaného |éciva, filtrat
mlZe obsahovat pouze sloZzku volnou a to v zavislosti na volbé velikosti pérd
pouzité filtraéni & semipermeabilni membrany. Jednotlivé pracovni techniky se
metodicky li8i a umoziuji délit €astice v uréitém rozsahu. Reverzni osméza
zachycuje ¢&astice ovelikosti 0,3 az 1 nm. Pomoci ultracentrifugace Ize
na membranéch délit Eastice od 1 az 10 nm, jedna se pfedevsim o viry, proteiny
a peptidy. Pfi mikrofiltraci Ize zachytit molekuly od 10 nm vySe, jsou to napfiklad
rlizné bakterie.”

3.2.2.5 Liguid-liguid exirakce (LLE)

Klasické  provedeni  liquid-liquid extrakce umoZiuje  piipravit
pro instrumentalni analyzu jak stopové tak vétsi koncentrace analyzované latky.
Pfiprava vzorku je pfistrojové nenaroénd a variabilni, proto ma stéle
své uplatnéni mezi modernimi technikami pfipravy vzorku.

Zakladnim principem metody je extrakce latky mezi dvé nemisitelné
kapaliny v rozdélovacim poméru podle Nernstova zakona F7);

P — COJ’g.
caq.
Po.... rozdélovaci koeficient
Corg......FOVNOVAZNA koncentrace latky v organické fazi

Caq...... FOVNOVAZNA koncentrace latky ve vodné fazi

Pro G¢innou extrakeci volime rozpoustédlo, ve kterém je extrahovana latka
rozpustna vice nez v rozpoustédle, ze kterého extrahujeme. U&innost extrakce (f)
|lze vypoditat podle vztahd P7:

PV

e =pva
1

flag)= R

P........ rozdélovaci koeficient

AV pomer Vo /Naq,
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Navratnost u hydrofilnich latek muiZeme zvysit blok&dou hydrofilnich
skupin pred extrakci (derivatizaci iontovymi pary) nebo vyvazanim molekul vodné
faze (vysolovanim). Solvataéni obaly kolem molekul latky jsou odebrany ionty
anorganickych soli s vysokym stupném disociace, tim je posilena ochota
organickych molekul analytu pfechazet do organické faze.

Je-li rozdélovaci koeficient niz&i nez 1, musi byt provedena vicestupfiova
extrakce. Uginnost n-krat opakované extrakce definuje vztah: ['8 %7

ftotal) =1- f(r)’
f(r)..... frakce latky ve vodné fazi po 1. extrakci

Pfi extrakci zplasmy pfechazi stanovovana latka do organického
rozpoustédla, smés je odstfedéna a organicka faze spolu s analytem pfenesena
do €isté zkumavky. V piipadé, ze ogist&ni od balastnich latek je dostaéujici nebo
je nutné zakoncenirovani vzorku, organickd faze se odpafi pod proudem dusiku
ve specialnim vyhiivaném bloku. Po odpafeni je vzorek rozpustén ve vhodném
objemu rozpoustédla, obvykle pufru, mobilni fazi nebo slabé kyseliné. Takto
upraveny vzorek je prenesen do autosamplerové lahvicky a pfipraven k HPLC
analyze. Aplikovat Ize také zpétnou extrakci do vodného rozpoustédla. Tato
Gprava vyrazné zvysSuje Cistotu vzorku.

Pouziti klasické LLE pro stanoveni raznych lékovych skupin bylo popsano
v fadé publikaci. V ramci farmakokinetickych studiich realizovanych spoleénosti
Pharmakl spol. s r.o. byly vyvinuty a prakticky provéfeny metody pro stanoveni
mirtazapinu,*”! tamsulosinu ¥ nebo pseudoephedrinu.?®

Nevyhodou klasického provedeni extrakénich metod oproti modernim
mikroextrakcim je pracovni riziko spojené s vySSi spotfebou biologického
materialu a organickych rozpoustédel. Trendem posledni doby se stala
minimalizace spotieby biologického vzorku i organickych rozpoustédel a omezeni
pfimého styku s nimi.

Liquid Phase Micro Extraction (LPME)

Jednoduchou, rychlou a bezpeénou Upravu vzork(t pfed HPLC analyzou
umoznuji techniky LPME. V roce 1996 byla pfedstavena prvni z nich tzv. Single
Drop Liquid Phase Micro Extraction (SD-LPME). Tato metoda je zalozena
na extrakci analytu v kapce rozpoustédla vytladené z jehly stiikacky se zkosenym
hrotem. Jehla s kapkou o objemu 1-3 pl mize byt umisténa do prostoru
nad vzorkem (vhodné pro tékavé latky) nebo ponofena pfimo do roztoku
vzorku.2®! Po ukond&eni extrakce je kapka nataZena zpét do jehly a nasledné
upravena fedénim nebo pouzita k piimému nastiiku na kolonu. Ve spojeni
s HPLC byla technika SD-LPME vyuZita napfiklad pfi stanoveni hypericinu,
pseudohypericinu a hyperforinu v lidské plasmé a moéi.'®
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Na obdobném principu extrakce pracuje také technika Hollow Fibres Liquid
Phase Micro Extraction (HF-LPME). Extrakéni ¢&inidlo vypliuje prostor uvnitf
dutého porézniho vlakna nebo vyplfiuje pouze péry membrany (Supported Liquid
Membrane Extraction, SLME) ["® ponofené do roztoku vzorku. Metoda HE-LME
s naslednou chirdini separaci byla aplikovana pfi stanoveni mirtazapinu v lidské
plasmé.*®!

Guiding tube for acceptor phase
+— Introduction and removal
Cap

Porous hollow fibra

Sample

Sample vial

Acceplor phase

Obr. 1: Schéma LPME 18!

Popsan take dynamicky rezim LPME, pfi kterém je rozpoustédlo periodicky
pumpovano ven a dovnitt stiikacky. V porovnani se statickou LPME poskytuje
dynamickéd LPME vy$s§i vytéznost i lepsi reprodukovatelnost. 52

3.2.2.6 Solid-phase extrakce (SPE)

Metoda SPE je zaloZena na principu sloupcové chromatografie. Porézni
sorbent miZe mit rizné fyzikalné-chemické vlastnosti. Nejéast&ji pouzivanymi
jsou silikagel, grafit a nékieré kopolymery modifikované fazemi jako nepolarni
C-18 (oktadecyl), C-8 (oktyl), polarni CN (kyanopropyl) a NH, (aminopropyl).
Extrakeni kolonky vyrabi komeréné i na zakazku fada firem a kromé klasickych
sorbentl nabizi také vyrobu Molecular Impriting Polymers (MIP) pro déleni
chiralnich latek.®* SPE poskytuje G&inné nakoncentrovani, o&idténi a izolaci -

stanovovaneé latky ze vzorku, Uprava je vsak narocnéjdi na podet operaci. V praxi

vvvvvv

deproteinace iLLE selhdva. PouZiti metody bylo publikovano napfiklad
pfi stanoveni  katecholamini ¥ a fenylefrinu " v lidské plasmé. Popsana
a prakticky aplikovana byla Gprava metodou SPE také v ramci bioekvivalenéni
farmakokinetické studie realizované spole¢nosti Pharmakl spol. s r.o.
pii stanoveni alendronatu v lidské mogi.l*

Na pocatku roku 1990 wvytvofili pracovnici v Pfizer's Sandwich UK
Laboratories format 96-ti SPE extrakCnich kolonek (96-well solid-phase
extraction), ktery umoznil on-line spojeni s HPLC.® Automatizace jednotlivych
operaci a moznost pfimého spojeni vyznamné sniZily dobu analyzy a posunuly
SPE na pfedni misto v oblasti modernich metod (pravy vzorku pro HPLC.
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Solid Phase Micro Extraction (SPME)

SPME je definovana jako extrakéni technika, kde objem vzorku vyrazné
pfevySuje objem extrakéni faze. Separace se fidi fyzikalné-chemickymi
viastnostmi analytu, matrice vzorku a pevné faze. ProtoZe proces déleni nezavisi
na koncentraci stanovované latky ve vzorku, dosahuji hodnoty vytéZnosti
az 100%. Doba extrakce odpovida pozadavku na ustaveni rovnovahy mezi
fazemi. Jeji zvySovani nad hodnotu potfebnou k ustaveni rovnovahy vytéznost
extrakce jiz dale neovliviiuje.

V roce 1990 predstavili SPME poprvé Arthur a Pawliszyn. O nékolik let
pozdéji ve spojeni s klasickou instrumentélni chromatografii (GC, GC-MS, LC,
LC-MS, CE) naSla mikroextrakce Siroké uplatnéni pfi analyze a stanoveni 1ék(
v biologickém materiaiu.*"

Prvni extrakce probéhly na pevné fazi vyrobené z 1 cm dlouhé silikagelové
ty¢inky potazené polymerem. Postupem &asu vznikaly daldi varianty pevnych
fazi.

Vessel Walls

Suspended Particles Stirrer Disk / Membrane

Obr. 2: Varianty pevnych fazi v SPME !

Techniky, kdy je stacionarni faze vkladana do roztoku vzorku jsou
oznacovany jako techniky "pfimého ponofeni" (DI-SPME). Pevna faze se dostava
do pfimého kontaktu s matrici analytu. Ve spojeni SPME s GC lze namisto
DI-SPME pouzit techniku oznadovanou jako "headspace" (HS-SMPE). V tomto
pifipadé je pevna faze umisténa do prostoru nad vzorkem. Pouziti je vhodné
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pro plynné i vice t€kavé kapalné a pevné vzorky. Sorbent nepfichazi do pfimého
styku s matrici analytu a jeho Zivotnost je vy&si.

Metoda Solid Phase Dynamic Micro Extraction (SPDME) vyuZiva sorbent
vazany uvnitf nosice (napf. jehly nebo kapilary) a podobné jako u dynamického
rezimu LPME je rozpoustédio b&hem extrakce periodicky pumpovano dovnitf
a ven.

Plocha pevné faze SPDME je 5x vétsi neZ u SPME, coz vede ke snizeni
doby potfebné kextrakci analytu. Dostupna je fada pevnych polarnich
i nepolarnich fazi, které mohou byt aplikovany v rlznych tlougtkach. Vysledky
srovnavani ukazaly 3 az 4x vétsi citlivost méfen;, 28!

2.5 ml. Headspace {SPDE) syringe

2Zoomes view

Intemnal ceating

Steel neadia

..
F“‘—_.,,Mm—l

58 mm

] ’ fpm
] E 3 ____,__.c:mical tip with side port
- Headspace vial
| Sample

£

Obr. 3: schéma SPDME "3

Metoda SPME je Gasto myIné oznadovana jako SPE nebo micro-SPE.
Tyto techniky se v8ak vyznamné li§i. SPE zahrnuje tfifazovy proces. V prvnim
kroku prochazi analyt pevnou fazi a fixuje se na ni. Ve druhém jsou promyvanim
odstranény nezadouci latky a nakonec je z pevné faze vhodnym rozpoustédlem
uvolnéna stanovovana latka. Vysledny eluent mdzZe byt zakoncentrovan
odpafenim nebo pouZit pro pfimy nastiik na chromatografickou kolonu. Metoda
SPME zahrnuje pouze dva kroky. Stacionarni faze se dostava do kontakitu se
vzorkem, analyty obsazené ve vzorku jsou na zakladé rizné afinity selektivné
extrahovany. Pevna faze spolu se v8emi latkami navdzanymi na sorbentu je
pfenesena do systému HPLC, kde jsou navdzané latky desorpci uvolnény.
Metoda micro-SPE se od SPE li8i pouze pouZitim mensiho objemu sorbentu.
U SPE a micro-SPE se ve srovnani s SPME vyuZiva vét§i mnoZstvi pevné faze,
to zplsobuje zadrZeni latek, které nejsou na sorbent pevné navazany. Tento
efekt Casto zvySuje mnoZstvi neZadoucich latek ve vzorku a sniZuje citlivost
metody.
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3.2.2.7 Superkriticka fluidn{ extrakce (SFE)

Superkriticka fluidni extrakce separuje latky mezi dvé nemisitelné faze
na zakladé rozdilného rozdélovaciho koeficientu. Extrakénim &inidlem je latka
uvedena pomoci nadkritickych hodnot teploty a tlaku do zvlastniho skupenského
stavu. Tentc stav oznadovany jako "superkriticky” spojuje jedinecné fyzikaini
i chemické vlastnosti plynu a kapaliny. V praxi se jako extrakéni &inidlo bézné
pouziva oxid uhlidity (CO,), jeho nadkritické hodnoty (teplota = 31°C,
tlak = 7,60 MPa) isou snadno dostupné za laboratornich podminek a vyhodou
jsou i jeho dalsi vlastnosti. Oxid uhliéity je nehoflavy, netoxicky, kompatibilni
s fadou detektorll a snadno cistitelny. Mensi nevyhodou mulze byt nepolami
charakter, ktery je nutné pfi extrakci polarnich latek upravit pouzitim vhodnych
modifikatort (acetonitril, voda, apod.).

Criticalu e s senmmmreemmameemeene}e LIQUID
Pressure y
g SOLID Critical Point
B :
/5]
W
(5]
3o
By
i
Critical
Temperatire

Temperature

Obr. 4: Fazovy diagram 2

SFE byla plvodné vyuzivana pfi izolaci kofeinu z kavovych zrn nebo
extrakci stopovych mnoZstvi rozpoustédel a monomer( z polymerd. O nékolik let
pozdéji nasla Siroké uplatnéni v kontrole potravin, Zivotniho prostiedi,
dopingovych latek a pesticidd.®! Extrakce za pouZiti superkritického &inidla
poskytla nové moznosti pii feSeni problémd s Upravou tuhych biologickych
vzorkil. V toxikologické a forensni analyze umoznila rychié a levné stanovovani
drog a omamnych latek ze vzorku viasd. I ® Zpracovani kapalného biologického
vzorku bylo popséano pfistanoveni nitrofurantoinu v lidské moéi® Reakéni
podminky SFE se pohybuji v rozmezi teploty 25-200°C a tlaku 7-60 MPa. PouZiti
extrakce je proto vhodné pouze pro latky, které jsou za téchto podminek stabilni.
Vyhodou techniky je pfedevsim vysokd 0Oc€innost extrakce, velmi mala spotfeba
extrakéniho &inidla a $etrnost k Zivotnimu prostiedi.’!
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3.2.3 Zvyseni selektivity a citlivosti metody

Derivatizaéni reakce i vybé&r vhodného selektivniho principu detekce
se fadi mezi operaéni postupy zaméfené na zvySeni selektivity a citlivosti
metody. Derivatizaéni reakce jsou uplatiiovany v pfipadech, kdy je nutné zajistit
detekovatelnost latky v ultrafialové nebo fluorescenéni oblasti, zamezit nezadouci
sorpci latky na chromatografické koloné a zvys$it (&innost extrakce nebo stabilitu
stanovovaneho analytu. Podle zpiisobu provedeni rozliSujeme derivatizace
na predkolonovou a postkolonovou derivatizaci.

3.2.3.1 Predkolongvé derivatizace (pre-column derivatization)

Uprava vzorku se provadi pfed nastiikem na chromatografickou kolonu.
Vpraxi je tento typ derivatizace pouZivan zhruba v95% pfipadt. Bézné
tzv. "off-line" provedeni umoZiuje variabiini nastaveni i moZnost VYUZiti
extrémnich reakénich podminek. Uprava vzorku neni dasové omezena, nutna je
stabilita derivatu, vytéZznost a selektivnost reakce. Derivatizaéni &inidlo musf byt
misitelné s mobilni fazi, popfipadé snadno odstraniteiné.

Predkolonova derivatizace v rezimu "on-line" vyzaduje mnohem mengi
objemy vzorkQh a umoZiiuje rychlou a pfesnou analyzu. Na druhou stranu jeji
pouziti nenf univerzéini a nejvétsi prekazkou je samoziejmé Dpiistrojova
narocnost.

3.2.3.2 Postkolonova derivatizace (post-column derivatization)

Derivatizaéni reakce probihd za chromatografickou kolonou po separaci
analytu pfed vstupem do detektoru. Jimani frakci se pouZiva zfidka. Hlavnj
vyhody umoziiuje automatizace, kterd zachovava separaéni G&innost pouzité
analytické metody.

On-line postkolonovéd derivatizace je zaloZzena na principu pritokové
injekéni analyzy (FIA). Systém HPLC je obvykle doplnén o zésobnik
derivatizacniho &inidla, pumpu a reakéni celu. Reakce probiha kontinualné
pii pfestupu latky z chromatografické kolony do detektoru. Derivatizaéni éinidlo
musi byt kompatibilni s detektorem, jeho nadbytek mize zpiisobit rozmyvani pik
spojené se snhizenim U&innosti separace a detekce.
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Obr. 5: Zakladni schéma on-line postkolonové derivatizace.

Postkolonova Uprava vzorku narozdil od pFedkolonové derivatizace
nevyzaduje vysokou selektivitu ani vytéznost, rozhodujici je reprodukovatelnost
arychlost reakce. On-line zapojeni klade vy$3i néroky na instrumentaci
a spotiebu cinidel. Uréitou optimalizaci metody nabfzi pouziti sekvenéni injekéni
analyzy (SIA).H7!

3.3 Vysokouéinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Princip chromatografie objevil v roce 1903 rusky chemik a botanik
M.S. Cvet pii studiu pigmentll chloropiastl. V uspofadani kapalina-adsorbent
jako prvni rozdélil na sloupci sorbentu listova barviva a nazval tuto metodu
chromatografickou. Po&atkem &tyficatych let, po objeveni rozdélovaci
chromatografie, se kolonova chromatografie zagala rozvijet ve své kiasické
podobé. V roce 1952 byla autorim Martinovi a Syngeovi udélena Nobelova cena
za praci v oboru kapalinové chromatografie (Liquid Chromatography, HPLC).

Zakladnim  obecnym  principem  chromatografickjch metod je
nestejnomérné rozdéleni sloZzek smesi mezi stacionarni a pohyblivou fazi. Podle
procesu, ktery za separaci odpovida byly metody roztfidény na adsorpéni,
rozd&lovaci, iontové vyménnou, gelovou a afinitni chromatografii. "
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3.3.1 Instrumentace

Kapalinovy chromatograf se sklada z nékolika samostatnych jednotek
zajidtujicich uchovavani a transport mobilni faze, davkovani vzorku, separaci
a zafizeni pro detekci latek. Obecné blokové schéma chromatografu je
znazornéno na obrazku &. 6.

Zarazeni jednotlivych komponent systému HPLC je variabilni. Mobilni faze
je vedena ze zasobni lahve (1) pfes degaseér (2) do sméSovace s vysokotlakym
¢erpadlem (3). V pfipadé gradientové eluce se zde misf kapaliny ze dvou aZ étyf
zasobnich lahvi. Na vystupu je mobilni faze pod vysokym tlakem vhanéna
do chromatografické kolony (6) uloZené ve vyhfivaném bloku s volitelnym
nastavenim teploty. Pro zvySeni ochrany a Zivotnosti chromatografické kolony
byva zafazen filtr (4) nebo pfedkolona (5). Vzorky pfipravené k analyze jsou
ulozeny v autosampleru (7), ktery pomoci davkovaciho zafizeni zajidtuje nastiik
na kolonu. Za detektorem (8) je umistén sbérad frakci nebo odpadni nadoba (10).
Signal detektoru zaznamenava pocitac (9) vybaveny softwarem pro zpracovani
chromatografickych dat.

Obr. 6: Blokové schéma vysokoU&inné kapalinové chromatografie (HPLC).

1) Zasobniky mobilni faze - tvofi 1 az 4 sklenéné uzavirateiné lahve.
Pfi Eerpani prochazi mobilni faze jemnym filtrem, ktery slouzi k zachyceni
pevnych ¢astic a necistot.

2) Degasér - zaji$tuje odplynéni mobilni faze a brani priniku vzduchové
bubliny do systému. Odplynéni lze realizovat také jemnym probublavanim
inertniho plynu (napf. helium, dusik) pfimo v zasobni lahvi. V omezené mife je
moZné pouzit pfi pfipravé mobilni faze také ultrazvuk, Géinnost vak neni vysoka.
Plyny rozpusténé v mobilni fazi maji negativni vliv na funkci vysckotlakého
Cerpadia. Dochazi k uvoliovani bublin v sacich ventilech, zavzdusnéni hlavy
pumpy, pratok mobilni faze se stava pulzni, nereprodukovatelny a dochéazi
ke kolisani tlaku na koloné.
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3) Vysokotlaké cerpadio (pumpa). Humi¢ tlakovych pulsd a smésovac -
zajistuji konstantni pritok a miseni mobilni faze bez nezadoucich tlakovych
pulst. Vystupni tlak na Cerpadle se pohybuje od 1 do 60 MPa a umoziuje
regulovat pratok mobilni faze v rozsahu 0,1 az 10 mi za minutu. Soucasti pumpy
je zpravidla samostatna programovaci jednotka, kiterou lze jednoduSe a rychle
vyuzit pii ruénim nastavenf pozadovanych parametrl. Tvorbu gradientu zajistuje
smésovacé. Pfi nizkotlakém gradientu se jednotlivé slozky mobilni faze misi
za atmosférického tlaku pfed vysokotlakym &erpadlem. V pfipadé vysokotiakého
gradientu ma kazda slozka mobilni faze své vlastni vysokotlaké cerpadlo a je
davkovana do smésovaci komdrky pfed kolonou.

4.5) Filtr, pfedkolona - chrani chromatografickou kolonu pfed znecisténim
pevnymi cizorodymi &asticemi (Otrzky sept, neéistoty mobilni faze)
a vysokomolekularnimi balfastnimi latkami z biologické matrice (napfiklad
bilkovinami). Predkolona ma délku 0,3 — 2 cm a byva naplnéna stejnym
sorbentem jako chromatograficka kolona.

6) Chromatografickd {(separa¢ni) kolona - je nejastéji vyrobena
z nerezoveé oceli, vnitfni priméru 3 - 5 mm a délce 5 - 25 cm. Napli kolony tvori
rizné druhy sorbentl o velikosti &astic 1,8 -10 pm. Bé&hem méfeni je kolona
temperovana na pozadovanou teplotu, ktera by neméla kolisat o vice nez 0,1 °C.
Komeréni nabidka kolon se v soucasné dobé& pomérné Siroka. UzZivatel si voli
rozméry kolony, druh sorbentu i velikost &astic. Pro O¢ely HPLC jsou nejcastéji
vyuzZivany nepolymerizované sorbenty (nejéastéji SiOz, AlO3 nebo Zr(»), jejichz
povrch je modifikovan reverzni (nepolarni), normalni (polarni) nebo iontovou fazi.
Napiné kolon obsahujici reverzni fazi tvofi &astice oxidu kfemiditeho, na které
jsou chemicky navazany alifatické uhlovodikové fetézce o velikosti 8 nebo 18
uhlikovych atomi (C8, C18). V praxi ¢asto pouzivané stfedné polarni stacionarni
faze obsahuji sorbenty s ukotvenymi tfiuhiikatymi fetézci skupinami - NHz, -CN.

7) Autosampler, davkovaci zafizeni — pro potfeby HPLC i fadu dalSich
modernich chromatografickych metod byly vyvinuty speciaini injekéni jehly,
déavkovaci ventily, smycky i zasobniky vzorkl (pevné, otoéné, apod.). Systém
umoziuje také volbu techniky nastiiku.

3.3.2 Detektory

wwwwww

detektor. Typy pouzivanych detektord lze rozdélit do dvou skupin a to
na selektivni, jejichz signal je mérny koncentraci detekované latky a univerzalni,
jejichz signal je umeérny celkové viastnosti efluentu, tj. mobilni fazi a detekované
latky. Selektivni detekce je obvykle citlivéj§i a vhodné&j§i zejména pfi analyze
slozek pfitomnych v komplikovanych matricich.
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Na detektory jsou kladeny urgité idealni pozadavky:

(-]

[

mozZnost detekce véech piitomnych komponent

.....

koncentraénim rozsahu

vysoka citlivost a nizka drovefi Sumu

robustnost viéi zménam tlaku, pritoku mobilni faze a teploté
maly mimokolonovy pfispévek k rozéifovani elu€nich zon

moznost gradientové eluce

V praxi takovy detektor samoziejmé neexisiuje, ale rizné typy detektoril
se jednotlivym poZadavkiim viceméné blizi. Mezi béiné pouzivané detektory
v HPLC patfi spektrofotometrické, fluorimetrické, elektrochemickeé, hmotnostni

a refraktometrické detektory.

17, 48]
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Charakteristika venlafaxinu a jeho metabolitu

Venlafaxin je tvofen smeési dvou stereoizomerll (levotodivé a pravotodivé
formy), jejich farmakodynamické Gcinky jsou prakticky stejné. V lékovych forméach
je latka obsaZena ve formé& hydrochloridu  venlafaxinu  (VEN),
(1-[2-(dimethylamino)-1-(4-methoxyphenyl)ethyl] cyciohexanol hydrochloride).

HO H,cO

N,O - didemethylvenlafaxin

N - demethylvenlafaxin

HO

O - demethylvenalafaxin (ODV)
Obr. 7: Struktura venlafaxinu (VEN) a jeho metabolitQ.

VEN patfi do &tvrté generace antidepresiv oznadovanych jako NSRI
(noradrenaline and serotonin reuptake inhibitors) neboli inhibitory zpétného
vychytavani serotoninu a noradrenalinu. ProtoZe tato skupina lék( narozdil
od svych pfedchldch souasné ovliviuje jak vychytavani serotoninu tak
noradrenalinu, k nastupu uéinku dochazi rychleji a odpovida na néj také znadéna
cast pacient(l, u nichz lééba nebyla dfive dostate¢né u&inna. VEN se nevaze
na muskarinové, adrenergni ani histaminergni receptory a nema proto nezadouci
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uéinky nékterych jinych thymoleptik. VEN je indikovan k terapii depresi spojenych
s Uzkostnymi stavy, socialnimi fobiemi, ocbsedantnimi a panickymi poruchami.

VEN je metabolizovan pfevazné v jatrech cytochromem P-450. Pfiblizné
56% VEN pfechazi demetylaci na O-demethylvenlafaxin (ODV); 1%
na N-demethylveniafaxin a 16% na N,O-demethylveniafaxin. Metabolit ODV ma
pfiblizné stejny farmakodynamicky Gc€inek jako VEN, proto je vhodné v pribéhu
farmakokinetické studie méfit hladiny obou latek sougasng.*?

4.2 Experimentaini podminky "1

4.2.1 Chemikalie

Methanol (Cistota min 99,8%, kvalita ,pro LC"), acetonitril (pro LC, Riede!
de Haen) toluen (Merck, p.a.), hexan (Merck, p.a.), isoamylalkohol (Fluka, puriss.
p.a.), butylacetat (Fluka, puriss. p.a.), tert-butylmethyletherhydroxid (Fluka,
puriss. p.a.), hydroxid sodny (Fluka, p.a.), dihydrogenfosforeénan draselny
(Fluka, p.a.), kyselina fosforecna (Fluka, p.a.), chloroform (Lachema, p.a.),
triethylamin (Fluka, puriss. p.a) a deionizovana voda.

4.2.2 Standardni latky

Venlafaxin hydrochlorid (€istota nad 99%), O-demethylvenlafaxin fumarat (Cistota
nad 93 %, pfimés venlafaxinu méné nez 0.05%), metoprolol (pfipravek
Vasocardin 50, Slovakofarma, Hiohovec, Slovenska Republika), celiprolol
(pfipravek Tenoloc, Légiva, Praha, CR), verapamil (pfipravek lsoptin® injekce,
Knoll AG, N&mecko), zolpidem (pfipravek Hypnogen, Légiva, Praha, CR),
citalopram (Seropram, H. Lundbeck A/S, Copenhagen-Vally, Dansko),
naftidrofuryl (Enelbin 100 retard, Léé&iva, Praha, CR), propranclol (Lé&&iva, CR),
timolol maleat (Légiva, CR).

4.2.3 Pristrojové vybaveni

Autosampler AS 3000 (Therma Separation Products), pumpa CM 4100 (Thermo
Separation Products), fluorescenéni detektor FL 2000 (Thermo Separation
Products), analytické vahy ER-182A (Electronic Balance), centrifuga MPW-340
(Polsko), tiepadka Shaker R5 (UOCHB).
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4.2.4 Pouzité chromatografické kolony

piedkolona

Purospher STAR RP-18e, 55 x 4 mm, 3 um
Supelcosil LC-CN, 150 x 4,6 mm, &5 ym
Supelcosil LC-CN, 50 x 4,6 mm, 5 pm
Supelcosil LC 1, 50 x 4,6 mm, 5 um
Biopher PS1 120 Phenyl, 50 x 4 mm, 7 um

4.2.5 Laboratorni pomiuicky

Mikrostfikacka 10 ui (vyrobce Hamilion), davkovaé Varispenser plus {vyrobce
Eppendorf), automatické pipety (vyrobce Finnpipette, Labsystem, Eppendorf),
sklenéné pipety, laboratorni sklo, nesterilni polyethylenové zkumavky 10 mi
(vyrobce Gamedium).

4.3 Vyvoj metody

Metodu jsme vyvijeli pro potfeby farmakokinetické studie s ofekdvanym
rozsahem koncentraci pro ODV 8-400 ng/ml a VEN 4-200 ng/mi. Stanoveni ODV
a VEN v lidské plasmé HPLC analyzou bylo publikovanoe pro pouziti
fluorometrického, 5" UV 2 %3 coulometrického, ! hmotnostniho * 8 2253 3 diode
array %% % detektoru. S ohledem na koncentrani rozsah a dostupnost jsme volili
pouziti fluorescenéniho detektoru.

4.3.1 Uprava vzorku pfed HPLC analyzou

Prvni testovanou metodou byla denaturace bilkovin. Plasmu jsme srazeli
pfidavkem 0,25 ml kyseliny chloristé (1:10). Ve vzorku slepe plasmy byla
detekovana fada rusivych pikd. Pro odstranéni nezadoucich interferenci jsme
zvysili hodnotu emisni vinové délky z 308 nm na 600 nm. Uprava neméla
poZzadovany efekt a denaturace bilkovin se proto pro zpracovani vzorku ukazala
jako nevhodna.

Dale jsme ovéfovali moznost pouZiti metody zpétné liquid-liquid extrakce.
K 1 ml plasmy jsme pfidali 50 pl NaOH 0,1 mol/l a smés krétce protiepali. Vzorek
jsme extrahovali pfidavkem 4 mi extrakéniho ¢&inidla po dobu 2 min
a centrifugovali 3 min pfi 2000 rpm. Horni organickou fazi jsme pfenesii do isté
zkumavky, protfepavali po dobu 2 min s pfidavkem 200 pl H3PO4 o koncentraci
0,01 mol/l a opét 3 min centrifugovali. Spodni vodna fazi vzorku byla pfenesena
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do autosamplerové lahviéky. Pro optimalizaci volby exirakéniho cinidia jsme
proved}i orientadni srovnani vytéZznosti nékolika extrakénich Einidel (Tab. 2).

extrakéni éinidlo | vytéZnost ODV (%)| vytéZnost VEN (%)
hexan-2% isoamyl 50 100 |
hexan-5% iscamy! | 50 100
butylacetat 100 50
toluen-5% isoamy! 100 100
chloroform 90 80
tert-butylmethylether - -

Tab. 2: Srovnani vytéznost extrakénich cinidel.

Pouziti extrakéniho &inidla tert-butylmethyletheru deformovalo piky VEN.

Vzhledem k vysledkim méfeni a vytéZnosti jednotlivych extrakénich
ginidel jsme rozhodii pro pouZiti toluen-5% iscamylu. Nasledoval vyvoj
chromatografickyjch podminek avolba vhodného vnitiniho  standardu.
Po optimalizaci chromatografickych podminek jsme testovali moznost snizeni
spotfeby biologického materialu. Vysledky byly uspokojivé, proto jsme piistoupili
k validaci metody.

4.3.2 Validaéni podminky

Metoda stanoveni venlafaxinu a jeho metabolitu O-desmethylveniafaxinu
vlidské plasmé& byla vyvinuta a optimalizovana pro potfeby farmakokinetické
studie v daném koncentraénim rozsahu za nasledujicich podminek.

Validované zafizeni pro HPLC: pumpa, automaticky davkova¢ vzorkd
a fluorimetricky detektor.

Kolona: Lichrocart 55-4 Purospher Star RP-18e 3 pm, (Merck), pfedkolona C18
4x3 mm.

SloZeni mobilni fize: 20% acetonitrilu a 80% 15 mM KH:PO, , pH konetne
mobilni faze 7,2.

Pratok mobilni faze: 2 mi/min, teplota kolony: 35 °C.
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Detekce: excitadni a emisni vinova délka 230 a 308 nm.
Casova konstanta detektoru: 2 s.
Objem ndstriku vzorku: 20 pl.

Priprava vzorku: 0,5 ml zkoumané plasmy, pfida se 10 pl vnitiniho standardu
(koncentrace pfesné asi 25 ng metoprolol tartrat /ul) a kratce se protiepe. Dale
se pfida 0,25 ml 0,1 M NaOH a znovu se protfepe. Davkovagem se pfidaji 3 ml
smési 95% toluen 5% isoamylalkohol a tfepe se 2 minuty pfi 2000 rpm. Smes se
odstfedi pii 3000 rpm po dobu 2 minut, horni organicka faze se pfenese do cisté
zkumavky, pfidd se 200 w 0,05 M HzPO; a smés se tiepe se 2 minuty
pfi 2000 rpm. Vzorky se centrifuguji 3 minuty pfi 3000 rpm a 150 ul spodni vodné
faze se pfenese do autosamplerové plastové lahvicky.
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4.4 'Validace metody

4.4.1 Specifita a linearita

Specifitu metody jsme provéfili analyzou slepé plasmy, ktera byla pouZita
pro pfipravu standardnich roztokd. Pro testovani linearity metody jsme pfipravili
$est standardnich roztokd plasmy o rizné koncentraci VEN a ODV.

Tab.4: Linearita a specifita pro venlafaxin.

koeficienty kalibragni kfivky - VEN

b c r
sériet  1.076 0.0001 0.9999
série2 1.033 0.0007 1.0000
serie3  1.077 -0.0001 1.0000
série4 1.054 0.0011 0.9999
série5  1.082 0.0611 0.9998
série6  1.074 0.0006 1.0000

primé&r  1.066 0.0006 0.9999
smérodatna odchylka (SD}  0.019 0.0005
piesnost (ASD)  1.8%

kalibragni fada - VEN

vzorek K1 K2 K3 K4 K5 K6

nominalni hodnoty koncentrace [ng/mi]

2.180 5,161 13.1 31.5 80.8 219.0
dolnf limit ~ 1.752 4.387 11.1 26.8 68.7 186.2
horni limit ~ 2.628 5.935 15.0 36.2 92.9 251.9

namérené hodnoty koncenirace fng/mi]

série t 2.164 5.324 13.02 31.28 79.10 221.8
série2  2.262 4.699 13.31 32.45 80.54 221.7
série 3 2.187 5.097 13.71 30.99 80.97 214.7
série 4 2.279 4.804 12.02 31.45 86.09 229.0
série 5 2.262 4.785 12.65 32.49 84.70 217.5
série6  2.198 5.113 13.02 31.86 81.29 217.4
primér  2.225 4,970 12.96 31.75 82.11 220.3
spravnost (bias) 1.6% -3.7% -0.9% 0.7% 1.6% 0.6%
piesnost (RSD)  2.2% 4.9% 4.4% 2.0% 3.3% 2.3%
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Tab.5: Linearita a specifita pro O-demethylveniafaxin.

koeficienty kalibradnf kiivky - ODV

b C r

série1  1.395 0.0001 1.0000

série 2 1.351 0.0009 1.0000

série 3  1.347 0.0008 0.9998

série4  1.388 0.0004 0.9999

série 5 1.347 0.0009 0.9998

série 6 1.350 0.001¢ 0.999%9

pramé&r  1.363 0.0009 0.9999

smérodatna odchylka (SD)  0.022 {.0008
pfesnost (RSD) 1.6%
kalibraéni fada - ODV
vzorek K1 K2 K3 K4 K5 Ké
nominaini hodnoty koncentrace [ng/mi]
2.996 7.575 17.93 45.11 138.8 402.0
dolni limit ~ 2.397 6.439 15.24 38.34 118.0 3417
horni limit 3,595 8.712 20.62 51.88 159.6 462.3
namerfené hodnoty koncentrace fng/mi]

série 1 2.890 7.566 17.94 47.07 1354 395.4
série2  3.029 7.189 18.95 45.02 138.4 397.3
série 3 2.964 7.659 18.68 44.79 139.8 385.0
série 4 3.001 7.417 18.71 44.58 140.2 392.8
série5  3.023 7.411 17.95 44.03 145.2 397.7
série 6 2.999 7.473 18.48 44.43 141.4 393.3
promér 3.001 7.453 18.45 44 .99 140.1 393.6
spravnost {(bias}  0.2% -1.6% 2.9% -0.3% 0.9% -2.1%
pfesnost (HSD)  0.8% 2.1% 2.3% 2.4% 2.3% 1.2%
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4.4.2 Limit kvantifikace

Limit kvantifikace byl definovén jako nejmensi koncentrace ODV nebo
VEN, kterou lze mé&fit. Hodnoty naméfené pod limitem kvantifikace byli oznadeny
za nulové. Limit kvantifikace pro ODV byl 2,996 ng/mi; pro VEN 2,190 ng/ml.

Tab.6: Limit kvantifikace pro veniafaxin.

limit kvantifikace - VEN

koncentrace {ng/ml]

nomindni hodnota 2.180

vzorek spravnost
LOQ1 2.343 7.0%
LOQ2 2.020 -7.8%
LOQ3 2.590 18.3%
LOQ4 2129 -2.8%
LOQS5 2.147 -2.0%
1L.OQ8  2.392 9.2%
prumér  2.270 3.7%

pfesnost (RSD) 9.2%

Tab.7: Limit kvantifikace pro O-demethylvenlafaxin.

limit kvatifikace

koncentrace [ng/ml]

nominaini hodnota 2.996

vzorek spravnost
L.OQ1 3.329 11.1%
LOQ2 2.588 -13.6%
1.OQ3 3.388 13.1%
LOQ4  3.159 5.4%
LOQs  3.257 8.7%
LOQ6 3.496 16.7%

primér  3.203 6.9%

pfesnost (RSD)  10.1%
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4.4.3 Pfesnost a spravnost

Hodnoceni pfesnosti a spravnosti metody jsme proved|i uvnitf série a mezi

seriemi (sériel, 2, 3, 4, 5 a 6) pro vzorky QC o tfech riiznych koncentracich
pro VEN i ODV.

Sprévnost jsme Vyjédﬁfl jako bIaS (0/0) = [(Cprﬂmér - Cnominéini)/cnominémi]

* 100
a presnost jako RSD (%) = (smérodatna odchylka/Corumer) * 100

Tab.8: Pfesnost a spravnost uvnitf série pro venlafaxin.

naminalni hodnota

vzorek koncentrace [ng/mi] naméfené hodnoty koncentrace [ng/ml] pramér sp(r;\;r;?st p;gssng)s t
QcCi1 4.192 4.077 4.059 4.021 4.6926 4.3549 4.100 4.217 0.6% 6.2%
Qc2 23.49 2404 23.47 2353 23.24 2336 23.24 2348 -0.1% 1.3%
QG3 188.8 186.14 187.0 188.8 190.3 189.5 18%9.0 188.58 -0.2% 0.9%

Tab.9: Pfesnost a spravnost uvnitf série pro O-demethylventafaxin.

nominalni hodnota e _ . . Spravnost pfesnost
kancentrace [ng/m] naméfené hodnoty koncentrace [ng/ml] prumé&r (bias) (RSD)

vzorek

Qci 5.878 5732 6.094 6.021 6.1171 56508 6.2682 , 5.979 1.7% 4.0%

Qcz2 37.96 38.09 38.59 38.67 37.768 37.33 36.47 37.82 -04% 2.2%

Qc3 332.3 320.08 3194 3226 3209 3173 325.0 3208 -3.5% 0.8%
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Tab.10: Piesnost a spravnost mezi sériemi pro venlafaxin,

vzorek Qci Qcz2 QC3

nomindini hodnota koncenirace [ng/mi]

4,182 23.49 188.8
dolni limit 3.354 18.8 151.1
horni fimit 5.029 28.19 226.6

naméfené hodnoty koncentrace [ng/mi}

promér primér pramér
série 1 4.077 4.059 4.068 24.04 23.47 23.75 186.1 187.0 186.6
série 2 4332 4487  4.409 23,97 23.32 2365 190.4 1886 1895
série 3 4.231 3.838 4.034 23.45 22.4% 22.93 183.4 188.0 1857
série 4 3709 3712 3711 23.88 2350 23.69 198.6 1950 196.8
série 5 3.688  4.001 3.844 2414 2313  23.63 1911 1922 1916
série 6 3.675 4130 3.903 23.64 2384 23.789 184.0 1850 1845
pramér 3.995 23.57 189.1
spravnost (bias) -4.7% 0.3% 0.2%
presnast {(RSD) 6.0% 1.4% 2.4%

Tab.11: Pfesnost a spravnost mezi sériemi pro O-demethyliventafaxin.

vzorek QCA Qc2 QC3

nomindinf hodnota koncentrace [ng/mi]

5.878 37.96 332.3
dolni imit 4,703 30.38 265.9
harni limit 7.053 45.55 398.7

naméfené hodnoty koncentrace [ng/mi]

pramér primér primér
série 1 5,732 6.094 5913 38.09 38.59 38.34 320.1 3154 319.7
série 2 6.152 5.852 6.002 3783 3797 37.90 3188 3139 3164
série 3 5.8B63 5.508 5.685 3674 3894 3784 324.5 3286.0 325.2
série 4 5.639 6.214 5.927 37.87 37.33 37.60 328.8 314.8 321.8
série b 5,420 5.448 5.434 3825 3713 37.72 328.0 330.2 329.1
série 6 5.657 5.635 5.646 38.78 38.40 38.59 318.9 327.5 323.2
pramér 5.768 38.00 322.6
spravnost (bias) -1.9% 0.1% -2.9%
pfesnost (RSD) 3.8% 1.0% 1.4%

- 32 -




4.4.4 Stabilita

Stabilitu ODV a VEN v plasmé jsme testovali na vliv opakovaného
rozmrazeni a kratkodobé, kdy jsme vzorky plasmy pfed extrakci uchovavali
24 hod ve tmé pii laboratorni teploté. Stabilitu u pfipravenych vzorkl umisténych
v autosampleru jsme ovéfovali pii laboratorni teploté po dobu 6 dni.

Tab.12; Stabilita pro venlafaxin.

vliv opakovaného rozmrazeni plasmy - VEN

vzorek cykius 1 cyklus 2 cyklus 3
nominalni hodnota

FTL Koncentrace {ng/mi] naméfene hodnoty koncentrace [ng/mi]
7.87 7.564 7.476 7.648
8.141 7.464 7.469
7.817 7.607 7.361
prdmér 7.840 7.52 7.49
spravnost {bias) -0.4% -4.5% -4.8%
FTH namérfené hodnoty koncentrace fng/mi]
188.80 185.7 200.7 204.3
184.3 191.6 199.4
183.3 1317 202.5
pramér 184.5 194.7 202.0
spravnost (bias) -2.3% 3.1% 7.0%
kréatkodoba stabilita v plasmé& - VEN
vzorek doba skladovani teplota podet c¢[ng/ml] spravnost pfesnost
4,192 24 hodin +20 °C 3 3.940 6.0% 6.3%
188.8 24 hodin +20°C 3 190.5 0.9% 1.2%
stabilita piipravenych vzork v autosampleru - VEN
vzorek doba skladovani  pocet c {ng/mf] piesnost rozdil
4,192 cerstvé 6 4.217 6.2%
6 dni 6 4.756 6.9% 13.5%
11.80 cerstvé 6 1029
6 dni 6 8999.6 -2.9%
188.8 terstvé 6 188.5 0.9%
6 dni 6 194.3 1.4% 2.9%
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Tab.13: Stabilita pro O-demethylveniafaxin.

vliv opakovaného rozmrazeni plasmy - ODV

vzorek cyklus 1 cyklus 2 cyklus 3
nominalni hodnota <
FTL koncentrace {ng/mi) naméfené hodnoty koncentrace {ng/mi]
.4 11.50 10.827 11.443
11.80 10.716 11.200
11.45 11.448 11.437
primeér 11.52 11.00 11.36
spravnost (bias) 0.9% -3.6% -0.4%

FTH naméfené hodnoty koncentrace [ng/mi]
332.30 313.7 332.0 325.2
315.3 325.0 3159
320.0 3229 320.7
primér 316.3 326.6 320.8
spravnost (bias) -4 8% -1.7% -3.5%

kratkodob? stabilita v plasmé - ODV

vzarek doba skladovani teplota poget ©[ng/ml] spravnost pfesnost
5.878 24 hodin +20 °C 3 5.786 1.6% 5.2%
332.3 24 hodin +20°C 3 326.8 2.0% 1.4%
stabilita pfipravenych vzork( v autosampleru - ODV

vzorek doba skladovani  pocet ¢ {ng/m] pfesnost rozdil
5.878 cerstvé 6 5.979 4.0%

6 dni 6 5.751 5.4% -2.2%
11.80 cerstvé 6 1029

6 dni 6 8998.6 -2.9%
332.3 cerstvé 6 320.9 0.8%

6 dni 6 334.9 1.4% 0.8%
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4.5 Vysledky a diskuze

Béhem vyvoje metody pro stanoveni VEN a ODV v lidské plasmé jsme
otestovali vhodnost pouZiti dvou metod dGpravy vzorku pred vlastni HPLC
analyzou. Jednalo se o deproteinaci a zpétnou liquid-liquid extrakci. Analyzy
ukazaly nemoznost vyuZiti jednoduché a rychlé metody deproteinace, proto jsme
dale vyvijeli a optimalizovali podminky pro aplikaci zpé&tné liquid-liquid extrakce.
Postupné jsme provéfili névratnost a moznosti extrakce Sesti rlznymi
rozpoustédly (viz. Tab. 2). Koneéné podminky uUpravy vzorkt pfed HPLC
analyzou jsme v zavéru vyvoje metody validovali {viz. kap. 4.3.2 Validaéni
podminky).

Metoda byla uspésné validovéna v rozsahu 2,190 - 219,0 ng/ml pro VEN
a 2,996 - 402,0 pro ODV. Pfesnost a spravnost nepfesahly v zadném
z hodnocenych validaénich parametrd hodnotu 15%. Rychlé a presné stanoveni
ODV a VEN v lidské plasmé& bylo pozdéji prakticky ovéfeno v ramci
farmakokinetické bioekvivalenéni studie.

Chromatografické zdznamy ukazuji prdbé&h analyzy u slepé plasmy,
plasmy spikované VEN a ODV a plasmy zdravého dobrovolnika zafazeného
v bioekvivalenéni studii.
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Obr. 11: Chromatograficky zaznam - slepé plasma
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Obr. 12: Chromatograficky zaznam - spiked plasma ODV = 128 44 ng/ml;
VEN = 223,62 ng/mi
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Obr. 13: Chromatograficky zaznam - plasma zdravého dobrovoinika po podani
leku, koncentrace v plasmé ODV = 108,89 ng/ml; VEN = 42,052 ng/ml
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5. ZAVER

Literarni &ast bakalafské prace zpracovava prehlednou formou recentni
informace o problematice Gpravy biologického materialu pfed vlastni
instrumentalni analyzou (HPLC), popisuje systémy pouZivané pro pfipravu
vzorkd, charakteristiku a jednotlivé komponenty HPLC systému. Nékteré techniky
jsou doplnény o odkazy na publikace metod vyvinutych a prakticky provéfenych
ve farmakokinetickych studiich spoleénosti Pharmakl spol. s r.o.

Ve struéném prehledu kiasickych i novéjsich metod je zfetelny smeér vyvoje
vedouci k Uplné nebo alespofi &asteéné automatizaci. Zakladni principy
zpracovani zdstavaji zachovany, k posunu dochazi predevS§im na drovni
instrumentace. Nové techniky (SPME, SPDME, atd.) pfind$eji rychle a pfesné
zpracovani velkého mnozstvi vzorkd, moznost eliminace lidského faktoru, snizeni
narok(l na objemy vzorkl i nakiadl na analyzu. Nejvétsim pfinosem jsou tyto
metody zejména pro b&znou Klinickou laboratorni praxi, terapeutické sledovani
hladin 1ék( a obecné pro vdechny provozy, kde pocet analyz je vy3si a jednotlive
metody stanoveni se piili§ neméni. Efektivita i ekonomicka Uspornost
automatizace véak klesa s klesajicim poétem analyz a zanedbatelné nejsou ani
pofizovaci naklady. Proto voborech, ve kterych pfeviadad vyzkumna Cast
nad rutinni analyzou, nachézeji nové technologie uplatnéni pouze Castecné.
Mensi laboratorni zafizeni s pomé&rné nizkym obratem vzork( zabyvajici se
napiikiad bioekvivalenénimi studiemi nadale vyuzivaji klasické rugni zpracovani
biologického materialu a jejich Gsili je obraceno spise k vyvoji robustni a kvalitni
metody stanoveni.

Metody vyvijené pro Gely bioekvivalenénich farmakokinetickych studii
spoleénosti Pharmakl spol. s r.o. vyuZivaji pouze neautomatizované techniky
k Gpravé biologického materidlu (pfevainé plazmy). Z celkového objemu
validovanych metod &ini 36% liquid-liquid extrakce, 29% zpétnd liquid-liquid
extrakce, 17% srazeni methanolem, 6% solid-phase exirakce, 6% srazeni
kyselinou chloristou a 3% sraZeni acetonitrilem. Ve zbyvajicich 3% je technika
(pravy slozit&jsi (napiiklad kombinace deproteinace, SPE a derivatizace).

Vyb&r vhodné metody Upravy biologického materialu Gzce souvisi
s viastni instrumentalni analyzou (HPLC). V tomto pohledu je problematika
Gpravy vzorki diléi sougasti celeho vyvoje metody stanoveni daného analytu.
Spravnost vybéru i kvalitu provedeni Gpravy biologického materidlu je mozné
posuzovat spolu s chromatografickou metodou v ramci validaénich kritérii.

Experimentalni ¢ast bakaldfské prace popisuje praktickou aplikaci
vybranych metod Gpravy biologického materidlu pfed HPLC analyzou pfi vyvaji
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stanoveni venlafaxinu a jeho aktivniho metabolitu O-demethylvenlafaxin v lidske
plasmé&. Prezentace postupl vyvoje a validace metody méla za Ukol pfiblizit
vzajemné souvislosti mezi Upravou biologického materialu a optimalizaci
chromatografickych podminek. Pro Uplnost byly prezentovany take data validacni
Zpravy.

Zavérem je mozné shrmout, Ze uréujicim momentem pfi vybéru vhodné
metody UGpravy vzorku biologického materidlu je pouZitd chromatograficka
metoda, poZadovany limit citlivosti a naroky na mnozstvi analyzovanych vzorka.
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6. ZKRATKY

DI-SPME
FTH

FTL
HF-LPME
HS-SPME
K1-6
K:EDTA
KsEDTA
LLE

LOQ
LPME
LTH

LTL

NSRI
ObV

QC
SD-LPME
SFE
SLME
SPDME
SPE

VEN

ozn. techniky pfimého ponofeni metody SPME
freeze and thaw stability high concentration
freeze and thaw stability low concentration
Hollow Fibres Liquid Phase Micro Extraction
ozn. techniky headspace metody SPME
kalibra&ni vzorky

didraselna sl ethylendiamintetraoctové kyseliny
tridraselna sdl ethylendiamintetraoctové kyseliny
Liquid-Liquid Extrakce

limit of quantification

Liquid Phase Micro Extraction

long term stability high concentration

long term stability low concentration
Noradrenaline and Serotonin Reuptake Inhibitors
O-demethylvenlafaxin

quality control

Single Drop Liquid Phase Micro Extraction
Supercritical Fluid Extraction

Supported Liquid Membrane Extraction

Solid Phase Dynamic Micro Extraction

Solid Phase Extraction

venlafaxin
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