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Abstrakt 

Univerzita Karlova v Praze 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra analytické chemie 

Kandidát: Pavlína Pavlasová 

Školitel: RNDr. Hana Kočová Vlčková, Ph.D. 

Název diplomové práce: Testování stability antivirotik pomocí ultra – vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie. 

Diplomová práce se zabývá stanovením stability pěti antivirotik (ledipasvir, 

sofosbuvir, tenofovir, monoester a diester tenofoviru) při různých teplotních podmínkách. 

Byla využita ultra-vysokoúčinná kapalinová chromatografie s detektorem fotodiodového 

pole detekcí při 259 nm. Zkoumaná antivirotika jsou nové léčivé přípravky využívané 

k léčbě při závažných onemocnění jako je AIDS a hepatitida typu C. 

Byly testovány dva typy stabilit: krátkodobá a dlouhodobá. Krátkodobá stabilita 

látek byla testována v acetonitrilu a methanolu při 4 °C a 22 °C po dobu 24 hodin. 

Dlouhodobá stabilita sofosbuviru, monoesteru a diesteru tenofoviru v 50 % acetonitrilu, 

ledipasviru ve 100 % acetonitrilu a tenofoviru ve vodě byla stanovována při uchovávání 

látek ve třech teplotních prostředích: – 20 °C, 4 °C a 22 °C, po dobu 28 dnů. Dále byly 

látky testovány ve fosfátovém pufru po 90 dnů při skladování – 20 °C. Z výsledků 

testování je možné určit podmínky pro skladování a dobu, po kterou je ještě léčivá látka 

stabilní. 

Chromatografické podmínky stabilit byly převzaty z předchozích studií 

a optimalizovány. Stability byly testovány v gradientových módech. Jako mobilní fáze 

byla pro testování krátkodobé, dlouhodobé stability a stability v pufrech použita 0,1 % 

kyseliny mravenčí a acetonitrilu.  Eluce antivirotik probíhala na koloně C18, kdy její 

teplota dosahovala   40 °C. Rychlost průtoku byl zvýšen u testování stability v pufru 

z 0,3 ml/min na 0,6 ml/min.  

Klíčová slova: UHPLC, stabilita, testování, antivirotika 

 

 



 

 

Abstract 

Charles univerzity 

Fakulty of Pharmacy in Hradec Králové 

Department od Analytical Chemistry 

 

Candidate: Pavlína Pavlasová 

Supervisor: RNDr. Hana Kočová Vlčková, Ph.D. 

Title of thesis: Testing of stability of antivirotic drugs using ultra-high performance 

liquid chromatography. 

This thesis is concerned with determining the stability of five antiviral drugs 

(ledipasvir, sofosbuvir, tenofovir and the monoester and diester of tenofovir) under 

various temperature conditions. The study employed ultra-high performance liquid 

chromatography with a photodiode array detector detection at 259 nm. The tested 

antiviral drugs are new medicinal products used in treating serious diseases such as AIDS 

and hepatitis C. 

Two types of stability were tested: short-term and long-term. The short-term 

stability of the substances was tested in acetonitrile and methanol at 4 °C and 22 °C for 

24 hours. The long-term stabilities of sofosbuvir and the monoester and diester 

of tenofovir in 50 % acetonitrile, ledipasvir in 100 % acetonitrile and tenofovir in water 

were determined while maintaining the substances at three temperatures in the medium: 

– 20 °C, 4 °C and 22 °C for a period of 28 days. In addition the substances were tested in 

phosphate buffers for 90 days for storage at – 20 °C. The storage conditions and the time 

during which the medicinal substances remain stable can be determined from the results 

of these tests. 

The chromatographic stability conditions were taken from the previous study and 

were optimised. The stability was tested in gradient modes. An aqueous solution of 0.1% 

formic acid and acetonitrile were used as the mobile phases in the tests of short-term and 

long-term stability and stability in buffers.  The antiviral drugs were eluted from 

a C18 column at a temperature of 40 °C. The flow rate was increased from 0.3 ml/min 

to 0.6 ml/min for the stability test in the buffer.  

Keywords: UHPLC, stability, testing, antiviral drugs 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 

ACN  acetonitril 

AIDS  syndrom získaného selhání imunity (acquired immunodeficiency 

syndrome) 

APCI  chemická ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure 

chemical ionization) 

APPI  fotoinizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure 

photoionization) 

BEH  hybridní technologie silikagelu a polymeru (bridged ethylsiloxane/silica 

hybrid) 

CI  chemická ionizace 

CZE  kapalinová zónová elektorforéza 

DAA  přímo působící antivirotika (directly acting antivirals) 

DAD  detektor diodového pole 

EI  elektronová ionizace 

EMA  Evropská léková agentura (European Medicines Agency) 

ESI  ionizace elektrosprejem 

EU  Evropská unie 

Fast LC rychlá kapalinová chromatografie 

FD  fluorescenční detektory 

FDA  Úřad pro kontrolu potravin a léčiv (Food and Drug Administarion) 

HCV  hepatitida typu C 

HEPT  výškový ekvivalent teoretického patra 

HIC  hydrofobní interakční chromatografie 

HILIC  hydrofilní interakční chromatografie 

https://cs.wikipedia.org/wiki/Syndrom


 

 

HIV virus lidské imunitní nedostatečnosti (human immunodeficiency virus) 

HPLC  vysokoúčinná kapalinová chromatografie (high performance liquid 

chromatografy) 

HPTLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie při zvýšené teplotě 

MeOH methanol 

NRTI nukleový inhibitor reverzní transkriptázy 

NS5B nestrukturální virový protein 5B 

PDA detektor fotodiodového pole 

PEEK polyetheretherketonem 

RNA ribonukleová kyselina 

SOF sofosbuvir 

TDF tenofovir disoproxil fumarát 

UHPLC ultra-vysokoúčinná kapalinová chromatografie (ultra high performance 

liquid chromatografy) 

UV ultrafialové spektrum (ultra violet) 

VIS viditelné spektrum (visible   spectrum) 
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ÚVOD 

 

Diplomová práce se zabývá testováním stability antivirotických léčivých látek 

pomocí ultra-vysokoúčinné kapalinové chromatografie (UHPLC) s využitím detektoru 

fotodiodového pole (PDA).  

Antivirotické léčivé látky jsou dlouhodobě značně zkoumanou a vyvíjenou oblastí. 

Diplomová práce je součástí většího projektu, jehož úkolem je zkoumání inhibicí 

při kombinované terapii. Studie se zabývá interakcí léčivých látek na ABC 

transportérech. Stanovování stabilit antivirotik ve formě účinných látek je důležité pro 

bezpečnou a účinnou terapii.  

Práce obsahuje rešerši na použitou metodiku, zabývá se v krátkosti testovanými 

antivirotiky a zahrnuje popis a praktické provedení testování stability. Testování stability 

je součástí každé analytické metody v procesu validace bioanalytických metod. Cílem 

testování stability je ověřit, jakou měrou ovlivňuje příprava vzorku a zejména pak 

skladovací podmínky, výsledky jeho analýzy. Testování stability se týká použitých 

rozpouštědel, matrice a sleduje se koncentrace analytu při skladování za různých teplot. 

Při testování stability se používají kontrolní vzorky se známými vlastnostmi.   

  



14 

 

CÍL PRÁCE 

 

Cílem této práce bylo testování stability ledipasviru, sofosbuviru, tenofoviru, 

monoesteru a diesteru tenofoviru. Úkolem bylo ověřit podmínky skladování a 

stabilitu v průběhu analytického procesu.  

Byla provedena krátkodobá a dlouhodobá stabilita a to, jak v různorodých 

rozpouštědlech, tak v matrici použité při biologickém experimentu. Testována byla 

stabilita při třech různých teplotách, – 20 °C odpovídající teplotě v mrazícím boxu, 4 °C 

odpovídající teplotě v lednici a při 22 °C, která odpovídala teplotě v laboratoři.   
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie patří mezi nejrozšířenější separační 

a analytické metody. Jejím principem je separace jednotlivých složek vzorku mezi 

dvě vzájemně nemísitelné fáze. Molekuly analytu se rozdělují mezi mobilní (pohyblivou) 

a stacionární (pevnou) fázi pomocí různých fyzikálně-chemických dějů, jako je například 

absorpce, iontová výměna, sítový efekt a odlišná rozpustnost. Stacionární fáze 

je umístěna v chromatografické koloně ve formě sorbentu, který je tvořen tuhou látkou, 

nebo kapalinou ukotvenou na tuhém nosiči. Mobilní fází je kapalina. Ta spolu se vzorkem 

protéká sorbentem a dochází zde k interakci jednotlivých složek vzorku. Zachycené 

složky znovu přechází do mobilní fáze a jsou unášeny dál systémem. Dochází tak 

k opakovanému ustalování rovnováhy, pomocí čehož získáváme kvalitativní 

i kvantitativní informace o složení vzorku 1, 2. 

Chromatografický systém se může přiblížit k rovnováze natolik, že distribuci složek 

mezi dvě fáze lze popsat distribuční konstantou KD,  

𝐾D =
[𝐴]s

[𝐴]m
 

kde [𝐴]s je rovnovážná koncentrace látky [𝐴] ve stacionární fázi a [𝐴]m je rovnovážná 

koncentrace látky [𝐴] v mobilní fázi. 

Dosažení skutečné termodynamické rovnováhy je zabráněno trvalým pohybem 

mobilní fáze, která posune molekuly vzorku do další části stacionární fáze, kde opět 

dochází k ustalování rovnováhy. Složky vzorku, které mají větší afinitu ke stacionární 

fázi, eluují (vycházejí) z chromatografické kolony pozvolněji než látky, které jsou 

stacionární fází zachycovány méně a mají tak kratší retenční čas. Doba, po kterou složka 

vzorku setrvá na povrchu sorbentu, závisí na interakci mezi složkou a sorbentem 2, 3. 

2.1.1 Eluční módy 

Rozeznáváme dva eluční módy: isokratický a gradientový. Pokud je složení mobilní 

fáze po celou dobu separace konstantní, jedná se o isokratickou separaci, která je vhodná 

hlavně pro látky s podobnými fyzikálně-chemickými vlastnostmi. Při gradientové eluci 

se složení mobilní fáze mění s časem v průběhu separace podle předem zvoleného 
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programu. Složky mobilní fáze se míchají ve směšovači ve prospěch silnější eluční 

složky. To má za následek rychlejší eluci složek, které jsou silněji zadržené v koloně. 

Gradientovou eluci používáme při detekci směsí, které obsahují více složek s různými 

fyzikálně-chemickými vlastnostmi a analýza isokratickou separací by byla časově 

náročná 2. 

 

2.1.2 Instrumentace chromatografického systému 

Obecně se kapalinový chromatograf skládá ze zásobníků mobilní fáze, ze kterých 

je tato fáze vedena přes odplyňovač ke směšovacímu zařízení. Dále je hnána do systému 

vysokotlakým čerpadlem, jehož vnitřní objem je co nejmenší z důvodu rychlé výměny 

mobilní fáze. Vzorky jsou v dnešní době dávkovány do mobilní fáze pomocí 

automatických dávkovačů, takzvaných autosamplerů. Nejdůležitější část přístroje tvoří 

kolona. Nejčastěji se jedná o 5-30 cm dlouhou trubici s vnitřním průměrem okolo 2-5 mm 

plněnou stacionární fází, kde dochází k separaci. Další důležitou částí je detektor 3. 

Schéma chromatografu znázorněn na obrázku 1. 

 

Obrázek 1: Schéma HPLC chromatogramu 

Pozn. Převzato a upraveno z publikace 4 
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2.1.2.1 Detekční systémy 

Chromatografický detektor je převodník, který převádí chemické vlastnosti 

eluovaného analytu na elektrický signál. Zaznamenává separované látky vycházející 

z kolony pomocí rozdílu v signálu mezi průchodem čisté mobilní fáze a mobilní fáze 

obsahující analyt. Výsledný pík by měl mít minimální rozptyl a svým tvarem by měl 

připomínat Gaussovu křivku.  

Na ideální detektor jsou kladeny tyto požadavky: 

• vysoká citlivost a okamžitá odezva  

• univerzálnost 

• rezistence vůči změnám teploty a průtoku 

• nepřispívá k rozmývání elučních zón 

• nedestruktivnost 

V praxi žádný detektor nemůže mít všechny tyto vlastnosti. Mezi nejčastěji používané 

detektory se řadí detektory spektrofotometrické, fluorescenční, refraktometrické a dnes 

se dostávají do popředí hlavně detektory hmotnostní 5, 6. 

 Spektrofotometrické detektory (UV-VIS detektory) 

Patří mezi nejpoužívanější detektory v HPLC.  Detektory jsou založeny 

na absorpci ultrafialového záření a viditelného světla při určité vlnové délce. Koncentrace 

vzorku je vyhodnocena na základě Lambert-Beerova zákona: 

A = log (
𝐼𝑜

𝐼
) = 𝜀. 𝑐. 𝑙 

kde Io je intenzita dopadajícího světla, I je intenzita vycházejícího světla. ɛ je absorpční 

konstanta, která je charakteristická pro každou látku. c znázorňuje koncentraci vzorku 

v mol/l a l je tloušťka kyvety v cm. Detektory poskytují absorbanci, která je lineárně 

úměrná koncentraci vzorku. 

Podle uspořádání existují tři typy detektoru: 

1. Detektory s fixní vlnovou  

2. Detektory s proměnnou vlnovou délkou  

3. Detektory s diodovým polem (DAD, nebo s fotodiodovým polem PDA) – 

(obrázek 2) detektory snímají celé absorpční spektrum. Světlo ze zdroje prochází 

průtokovou celou detektoru a až poté narazí na mřížku. Na holografické mřížce 
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je světlo spektrálně rozkládáno, a poté je dopadá na fotodiodu. Spektra 

jsou generována současně bez přerušení chromatografické separace. Takto lze 

charakterizovat i více analytů najednou pomocí porovnávání čistoty píků 

získaných při různých vlnových délkách. Shromážděná spektra můžeme 

porovnávat s knihovnou spekter 5.  

 

Obrázek 2: Schéma UV detektoru s diodovým polem. 

Pozn. Převzato a upraveno z publikace 7 

 

UV detektory disponují řadou výhod, jako je snadná obsluha, spolehlivost, citlivost 

detektoru, která závisí na délce optické dráhy. Dále mezi velké výhody některých UV 

detektorů patří možnost výběru vlnové délky stejně tak jako možnost velkého rozsahu 

odezvy pro různé látky 5.  

Fluorescenční detektory 

Fluorescenční detektory využívají principu fluorescence. Látka po absorpci 

primárního (exitačního) záření vydává sekundární (emisní) záření, které se měří. 

Sekundární záření vzniká při přechodu molekuly z exitovaného stavu zpět do základního. 

Detektory jsou selektivní a citlivé, ale méně univerzální. Detektorem měříme látky, které 

samy fluoreskují, nebo fluoreskují po derivatizaci vhodným činidlem 8.  

Refraktometrický detektor 

Dnes již méně používaný univerzální detektor pro svou nízkou citlivost. Princip 

jeho měření je založený na porovnávání rozdílu indexu lomu eluátu a indexu lomu čisté 

mobilní fáze v měrné cele. Čím větší je rozdíl v indexech lomu, tím více je stanovení 



19 

 

citlivější. Je spíše vhodný pro látky, které neabsorbují a nefluoreskují (cukry, lipidy, 

polymery) 1, 2, 3. 

Hmotnostní spektrometrické detektory 

Specifické a vysoce selektivní, citlivé detektory. Umožňují přesnou kvalitativní 

i kvantitativní analýzu. Pomocí hmotnostních spekter dokážeme látku identifikovat, určit 

její molekulovou hmotnost a zjistit informace o struktuře analyzované látky. 

Před samotnou detekcí musí dojít k ionizaci vzorků a na základě rozdělení iontů podle 

poměru hmotnosti/náboje dochází k jejich separaci v analyzátoru. 

Hmotnostní detektor se tedy skládá ze tří částí: iontového zdroje, analyzátoru 

a detektoru. Hmotnostní spektrometrie využívá různé ionizační techniky a různé 

analyzátory. Přehled nejpoužívanější ionizační techniky a analyzátorů je znázorněný 

v tabulce 1.  Důležitou součástí je i vakuový systém, ve kterém je uložený analyzátor 

a detektor 2, 8, 9, 10.  

Tabulka 1: Přehled ionizačních technik, analyzátorů a detektorů v hmotnostní spektrometrií. 

Ionizační techniky Analyzátory Detektory 

ESI 

APCI 

APPI 

 

EI 

CI 

Kvadrupól 

Trojitý kvadrupól 

Iontová past 

Orbitální past 

Analyzátor doby letu 

Magnetický analyzátor 

Iontová cyklotronová 

rezonace 

 

 

Elektronový násobič 

Fotonásobič 

Mikrokanálová destička 

Pozn. Převzato a upraveno z publikace 2 

 

Mezi další používané typy HPLC detektorů patří elektrochemické, vodivostní, 

chemiluminiscenční detektory a univerzální detektory na bázi aerosolu 2. 

 



20 

 

2.2 Rychlé speciální techniky v kapalinové chromatografii 

V posledních letech je vývoj v kapalinové chromatografii podmiňován 

vzrůstajícími nároky na rychlejší chromatografické separace a na zvyšující se množství 

vzorků. Stále dochází k neustálému rozvoji technologií, které zajišťují maximální 

množství vzorků v co nejkratším čase a s nejvyšším možným rozlišením, účinností 

a citlivostí. Ještě v minulém století byla rychlejší separace získávána zkrácením kolon, 

což mělo negativní vliv na účinnost separace. Dnes získáváme rychlejší separace 

zmenšováním částic chromatografického sorbentu. Další možností, jak zrychlit 

chromatografickou separaci, je zvýšením teploty anebo aplikace vysokého průtoku 

mobilní fáze bez vzniku vysokého zpětného tlaku. Některým technikám tzv. fast LC 

se budu věnovat v následujících kapitolách podrobněji 11.  

 

2.2.1 Ultra-vysokoúčinná kapalinová chromatografie (UHPLC) 

UHPLC je separační metoda, která rozděluje látky pomocí stejného principu jako 

HPLC, pracuje však za vyšších tlaků v rozmezí 120 MPa až 140 MPa. Jedná se o další 

stupeň vývoje v kapalinové chromatografii. Oproti klasické HPLC disponuje tato metoda 

výrazně vyšší účinností a rychlostí separace, vyšší citlivostí a nižší mezí detekce.  Toho je 

docílena pomocí kolon s malými částicemi, které ovšem kladou značný odpor 

procházející kapalině. Negativním důsledkem toho vzniká vysoký zpětný tlak, proto musí 

systém disponovat značnou odolností. V UHPLC kolonách se velikost částic pohybuje 

pod hranicí 2 µm. Malé částice mají větší povrch, a mají tak vliv na vyšší absorpci.  

UHPLC přináší i další výhody oproti HPLC. Jednou z nich je doba analýzy, 

která je až o 80 % kratší, což má za následek zvýšení počtu analyzovaných vzorků. Další 

výhodou je možnost použití kratší kolony a tím i snížení spotřeby organických 

rozpouštědel a spotřeby mobilní fáze. Mezi nevýhody UHPLC vůči HPLC patří vyšší 

náklady na provoz a vyšší zpětný tlak, s kterým souvisí odolná konstrukce systému 2, 11, 

12.  

2.2.1.1 Účinnost UHPLC separace 

Účinnost je ovlivněna mnoha faktory, jako je délka kolony, teplota, rychlost 

průtoku mobilní fáze a velikost částic sorbentu v koloně. Pro porovnání se používá 

zobrazení pomocí Van Deemterovy křivky (obrázek 3). Křivka popisuje závislost 
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mezi výškovým ekvivalentem teoretického patra (H, HETP) a rychlostí lineárního 

průtoku (u). Z grafu vyplývá, že vyšší účinnost kolony je dosažena co nejmenší hodnotou 

HETP. Zmenšení částic nemá vliv pouze na vyšší účinnost, ale i na zvýšení citlivosti 

a rozlišení.  

Při použití kolon s malými částicemi je analýza rychlejší a průtoková rychlost 

větší. Jelikož průtoková rychlost je nepřímo úměrná velikosti částic, je zpětný tlak u kolon 

obsahují částice velikosti 1,7 µm vyšší než u kolon obsahující 5 µm velké částice. 

Proto jsou UHPLC kolony konstituovány tak, aby byly odolné vůči vysokému tlaku okolo 

100 MPa a více 2, 11. 

 

Obrázek 3: Typy van Deemterových křivek pro různě velké částice. 

Pozn. Převzato a upraveno z publikace 11 

 

2.2.1.2 Stacionární fáze v UHPLC 

Důležitým požadavkem stacionární fáze v UHPLC je stabilita a kvalita sorbentu. 

Stacionární fáze musí disponovat chemickou stabilitou a vysokou mechanickou 

stabilitou. V posledních letech bylo na trh uvedeno mnoho nových stacionárních fází 

pro UHPLC, které jsou stručně shrnuty v tabulce 2.  
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Tabulka 2: Přehled výrobců a příklady stacionárních fází sub-2 µm kolon. 

Výrobce Typy stacionární fáze Velikost částice (µm) 

 

 

Waters 

C8, C18, fenyl, BEH, 

Amid, Shield RP18 

1,7 

T3, C18, C18 SB 1,8 

C18, fluorofenyl, fenyl-

hexyl 

1,7 

Alltech HILIC 1,5 

C8, C18 1,5 

 

Sepax 

C8, C18, C4, PHE, CN, 

NH2, SAX, SCX 

1,8 

HILIC 1,0/1,7 

ThermolFisher Scientific C8, C18, Q, PFP 1,9 

Machery Nagel C8, C18, Sphinx RP 1,8 

Shimadzu AS, AP, PS, MR 1,5 

Restek C8, C18, CN, PFP-propyl  1,9 

Bischoff C8, C18, aminopropyl 1,8/1,5 

Tosoh C8, C18, PHE 2,0 

YMC C18, Hydro C18 2,0 

 

Agilent 

Eclipse plus C8, C18 

Eclipse XDB-C18, C8, 

PHE, CN 

1,8 

Pozn. Převzato a upraveno z publikace 2, 6 

 

Stacionární fáze lze rozdělit na dvě základní skupiny podle typu použitého nosiče. 

Buď se jako nosič používají anorganické oxidy (silikagel, oxid zirkoničitý, hlinitý 

a titaničitý) nebo organické nosiče (polymer, uhlík). Nejrozšířenějším sorbentem 

je polární silikagel – SiO2. Díky mechanické odolnosti se velmi často používá 

při separačních metodách za vysokých tlaků. Další výhodou je vysoká účinnost dělení 

oproti polymerním nosičům. Aktivní centra na povrchu silikagelu jsou hydroxylové 

skupiny – OH, díky kterým je silikagel mírně kyselý. Nevýhodou silikagelu jako nosiče 

stacionární fáze je jeho omezená pH stabilita, kdy při pH vyšším než pH 8 dochází k 

rozpouštění samotného silikagelu. Silikagel je pro své vlastnosti využíván jako nosič pro 
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modifikaci různými ligandy a je nejvýznamnější stacionární fáze při reverzních 

separacích.   

V době zavedení UHPLC vznikla další skupina stacionárních fází, tzv. hybridní 

stacionární fáze. Obecně hybridní stacionární fáze vznikají kombinací anorganického 

silikagelu SiO2 a organického polymeru. Vytvoří se tak mechanicky a teplotně pevné 

částice, které dosahují vysoké chemické stability v rozmezí pH 1–12.  

V posledních několika letech vznikla celá řada hybridních stacionárních fází 

od různých výrobců, což souvisí s výrazným rozšířením UHPLC. Jako první uvedla 

hybridní technologii na trh firma Waters. BEH (Ethylene Bridged Hybrid) je druhá 

generace hybridních sorbentů s velikostí částic 1,7 µm. Jedná se o modifikovaný silikagel 

zesíťovaný hybridními ethylenovými můstky, které chrání před vlivem volných 

hydroxylových skupin silikagelu. Konkrétně se jedná o reakci dvou monomerů, 

tetraethoxysilanu s bis(triethoxysilyl)ethanem, mezi kterými jsou ethylenové můstky 

(obrázek 4). Podobně jako BEH je možné použít i HPT (Hybrid Particle Technology) 2, 6, 

12. 

 

Obrázek 4: Struktura UHPLC sorbetu založena na BEH technologii. 

Pozn. Převzato a upraveno z publikace 13 
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ACQUITY BEH od firmy Waters jsou dostupné v mnoha chemických 

modifikacích. Příklady některých modifikací jsou uvedené na obrázku 5.  Nepolární 

stacionární fáze jsou označeny C 4 – C18. Toto označení vyjadřuje délku uhlovodíkových 

řetězců. 

 

Obrázek 5: Příklad kolon UHPLC v systému ACQUITY BEH. 

Pozn. Převzato a upraveno z publikace 14 

Stacionární fáze lze rozdělit také podle chromatografického módu 

jako je například normální, reverzní, HILIC, chirální, HIC a další. Nejvíce využívaným 

módem ve vysokoúčinné kapalinové chromatografii je separace s reverzními fázemi 

(RP-HPLC). Jedná se o typ rozdělovací chromatografie, kdy proti chromatografii 

s normálními fázemi je stacionární fáze nepolární a mobilní fáze je polární kapalina. Dnes 

používané nepolární stacionární fáze jsou nejčastěji uhlíkaté řetězce, které jsou chemicky 

navázané na povrch nosiče. Nosiče mohou být typu hybridního sorbentu, kovových 

oxidů, anebo nejčastěji používaným nosičem je pak silikagel, na jehož povrch se naváže 

vhodný ligand. Dnes nejrozšířenější fáze je alkyl C18, který se skládá z chemicky 

navázaného oktadecylsilikagelu. Jako polární mobilní fáze se většinou používá směs 

vody a organického činidla, jako je acetonitril a methanol. Molekuly vzorku interagují se 

stacionární fází podle své polarity. Větší afinitu k nepolární stacionární fázi mají látky 

s vyšším obsahem hydrofobních oblastí, tedy méně polární.  Ty se zachytí hydrofobní 

částí na kolonu a s rostoucím gradientem (s rostoucí koncentrací organického činidla) 

z kolony eluují.  
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 HILIC (hydrofilní interakční chromatografie) jedná se o druh kapalinové 

chromatografie s normální fází, tedy polární stacionární fází. Mobilní fáze je méně 

polární a obsahuje vysoké procento organického rozpouštědla, nejčastěji acetonitril. 

Látky se separují na základě polarity a to tak, že hydrofilní stacionární fáze poutá vodu 

a mobilní fáze je na vodu chudá. Analyty se tedy rozdělí mezi dvě fáze. Retence je opačná 

než v případě RP-HPLC. Hydrofilní stacionární fáze tedy poutá polární látky rozpuštěné 

ve vodě. Retence se zvyšuje polaritou stanovovaných látek a snižuje se zvýšením polarity 

mobilní fáze. Nejpoužívanější stacionární fáze jsou na bázi silikagelu 5, 9, 12, 13.  

Hydrofobní interakční chromatografie (HIC) je forma reverzní fáze. Separace 

je založena na hydrofobních interakcí se stacionární fází. Mobilní fáze je voda 

bez organických činidel. Analýza začíná vodnou mobilní fází s vysokou koncentrací solí 

a v průběhu separace dochází ke snižování koncentrace, aby docházelo k eluce látek. HIC 

je hlavně používá pro separaci proteinů 15. 

Mezi další chromatografické systémy, kromě již zmíněných, patří i například 

iontově výměnná chromatografie. U ní dochází k výměně iontů ze stacionární fáze 

za ionty analytu rozpuštěného v mobilní fázi.  

2.2.2 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie při zvýšené teplotě (HTLC) 

Až donedávna byla teplota při chromatografickém vývoji zanedbávána. Novou 

chromatografickou metodu, při které byla teplota vyšší jak 60 °C, navrhl v roce 2000 

Yang a kol.  Provedli separaci pěti fenolů při teplotě 150 °C, která trvala méně jak 

30 sekund. Navíc s použitím čisté vody jako mobilní fáze.  Tato analýza použitím HPLC 

trvala 20 minut. Důvodem rychlejší separace je snížení viskozity mobilní fáze zahřátím 

mobilní fáze nad 100 °C. Se snížením viskozity klesá i zpětný tlak a díky tomu můžeme 

použít i delší kolony, což výrazně zlepšuje rozlišení a účinnost kolony, aniž by byla 

prodloužena délka analýzy. Výhodou HTLC je hlavně ekonomická stránka, hlavně Green 

HTLC, při které se jako mobilní fáze používá čistá 100 % vodní fáze, nebo směs 

voda/ethanol. HTLC má i mnoho nevýhod jako je termická stabilita analytů 

a stacionárních fází, předehřátí mobilní fáze, aby nedošlo k rozmývání píků, ochlazení 

eluentu a další omezení týkající se vysoké teploty 16, 17. 
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2.2.3 Monolitické kolony 

Monolit je tvořený jedním kusem pevného porézního materiálu, který zcela 

zaplňuje vnitřek kolony a neobsahuje žádné mezičásticové prostory. Monolitické kolony 

obsahují dva typy pórů (obrázek 6): velké (makropóry) a středně velké (mesopóry). Díky 

dvojité struktuře pórů je možné analýzu provádět při vysokých průtokových rychlostech, 

aniž by se zvýšil zpětný tlak. Separace je tak mnohem rychlejší a má výbornou separační 

účinnost než při použití částicových kolon, které mají limitovanou maximální rychlost 

průtoku, způsobenou snižujícími se velikostmi částic, při kterých stoupá zpětný tlak. 

V současné době jsou komerčně dostupné monolitické stacionární fáze na bázi silikagelu. 

Existují však ještě polymerní monolity, které se uplatňují v proteomických aplikacích. 

Kvůli velikost jejich částic se monolit využívá pouze pro HPLC separace 18. 

 

           Obrázek 6: Makropóry a mesopóry. 

Pozn. Převzato a upraveno z publikace 19 

 

2.2.4 Povrchově porézní částice 

Kromě částic zcela porézních, můžeme použít pro účinnější a rychlejší separaci 

povrchově porézní částice, tzv. core-shell částice. Ty jsou tvořeny neporézním skleněným 

jádrem, na které je nanesena slabá vrstva porézního silikagelu. Pro představu: 1,7 µm 

velké neporézní jádro je obalené 0,5 µm tlustou vrstvou stacionární fáze. Tato porézní 

vrstva obsahuje 9 nm velké póry, velikost se může lišit různými typy stacionárních fází a 

umožňuje rychlejší přenos analytu a snižuje rozmývání píku oproti zcela porézním 
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částicím. Pevné jádro má za následek snížení odporu proti převodu hmoty, což má vliv 

na účinnost separace. Komerčně vyráběné povrchově porézní částice se označují jako 

HALO (obrázek 7). Částice jsou také dostupné v různých rozměrech. V UHPLC jsou 

používané spíše plně porézní částice 2, 13. 

 

Obrázek 7: Příklad komerčně vyráběných kolon o různých velikostí. Konkrétně značka kolon 

Kinetex. 

Pozn. Převzato a upraveno z publikace 20 
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2.3  Antivirotika 

Antivirová léčiva neboli inhibitory proteáz jsou přímo působící antivirové činidla 

(DAA), která se zaměřují na virové proteiny. Tato práce se zabývá antivirotiky, které 

se používají při léčbě virových onemocnění jako je HIV, ale hlavně při onemocnění 

virovou hepatitidou C (HCV). Virová hepatitida typu C je vážné onemocnění jater, které 

může vést k cirhóze a rakovině jater. Chronickou hepatitidou C trpí po celém světě 170 

miliónů lidí. Z toho se u 10–20 % vyvine chronické onemocnění jater a u 1–5 % se 

rozvine rakovina jater. Předchozí standartní léčba HCV byla velmi náročná s mnoha 

nežádoucími účinky. V dnešní době už se virová hepatitida C dá léčit mnohem 

účinnějšími antivirotiky jako je sofosbuvir a ledipasvir, které se při léčbě vzájemně 

doplňují 21. 

 

2.3.1 Sofosbuvir 

Chemický název: (propan-2-yl(2S)-2-{[(S)-{[(3R,4R,5R)-5-(2,4-4-tetrahydro pyrimidin-

1-yl)-4-fluor-3-hydroxy-4-methyloxolan-2-yl]methoxyfenoxy)fosforyl]amino} 

propanoát) 

Sumární vzorec: C22H29FN3O9P 

Molekulová hmotnost: 529,458 g/l 

Rozpustnost: 0,824 mg/ml 

Sofosbuvir (obrázek 8), také znám jako GS-7977, je bílá krystalická látka. 

Sofosbuvir je dobře rozpustný ve vodě při 37 °C v rozmezí pH 1,2–7,7 23, 24.  

Poprvé byl Sofosbuvir (SOF), známý jako Sovaldi, představen v roce 2013 

na konferenci Americké asociace pro studium jaterních onemocnění ve Washingtonu DC, 

jako nový lék pro léčku hepatitidy typu C (HCV) 22.  
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Obrázek 8: Strukturní vzorec sofosbuviru. 

Pozn. Převzato a upraveno z publikace 25 

Sofosbuvir je prekurzor, který se až po podání intracelulárním metabolismem 

přemění na aktivní antivirové činidlo β-d-2-deoxy-2-α-fluor-2-β-c-methyluridin-5-

trifosfát (také známý jako GS-461203). Trifosfát slouží jako nukleotidový analogový 

inhibitor NS5B polymerázy viru hepatitidy C. NS5B je virový protein nacházející se 

u viru hepatitidy C. Jedná se o RNA polymerázu, která hraje klíčovou roli při replikaci 

virové RNA. Aktivní forma GS-461203 napodobuje přirozený buněčný uridinový 

nukleotid a je začleněna do HCV RNA řetězce 26, 27, 28. 

 

2.3.2 Ledipasvir 

Chemický název: methyl-N-[(2S)-1-[(6S)-6-[5- [9,9-difluor-7-[2-[(2S)-2-3-azabicyklo 

[2.2.1]heptan-2-yl]-3H-benzimidazol-5-azaspiro[2.4]heptan-5-yl]-3-methyl-l-oxobutan-

2yl] karbamát 

Sumární vzorec: C49H54F2N8O6 

Molekulová hmotnost: 889,018 g/mol  

Rozpustnost: 0,00182 mg/ml 

Ledipasvir (obrázek 9), znám jako GS-5885, je téměř bílá až nažloutlá pevná 

krystalická látka. Je téměř nerozpustný ve vodě (méně než 0,1 mg/ml) při pH 3,0–7,5. 

Pokud je pH pod 2,3, jeho rozpustnost stoupne (1,1 mg/ml) 23, 24. 

Ledipasvir je inhibitor NS5A viru hepatitidy C s potenciální aktivitou proti HCV. 

NS5A je hydrofilní fosfoprotein bohatý na zinek a na prolin, který hraje zásadní roli 

při replikaci RNA u hepatitidy C. Po orálním podání a intracelulární absorpci se 

ledipasvir váže a blokuje aktivitu fosfoproteinu NS5A. Výsledkem je narušení komplexu 

replikace virové RNA, zablokování produkce HCV RNA a inhibice virové replikace 28. 
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            Obrázek 9: Vzorec ledipasviru. 

Pozn. Převzato a upraveno z publikace 29 

Hepatitida typu C se léčí kombinací sofosbuviru a ledipasviru (sofosbuvir 400mg 

+ ledipasvis 90 mg). Tuto kombinaci nových antivirotik obsahuje například léčivý 

přípravek Sofolanork plus®, Heterosofir plus, Harvoni a další. Podávají se u pacientů 

trpící chronickou hepatitidou C genotypu 1 (1a a 1b). Sofosbuvir s ledipasvirem mají 

synergický účinek, který vede ke znemožnění replikace RNA HCV. Sofosbuvir inhibuje 

RNA polymerázu viru hepatitidy C a ledipasvir inhibuje virový fosfoprotein NS5A, který 

se podílí na replikaci 28, 30. 

 

2.3.3 Tenofovir disoproxil 

Chemický název: bis{[(isopropoxykarbonyl)oxy]methyl}-{[(2R)-1-(6-amino-9H-purin-

9-yl)-2-propanyl]oxy}methyl-fosfát 

Sumární vzorec: C19H30N5O10P 

Molekulová hmotnost: 519,443 g/mol 

 

Obrázek 10: Vzorec tenofoviru disoproxilu 

Pozn. Převzato a upraveno z publikace 31 
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Tenofovir disoproxil (obrázek 10) a jeho formy jsou prekurzory. Aktivní složkou 

je tenofovir, který se ovšem hůře vstřebává ve střevě, proto se léčivo podává v neaktivní 

formě. Tenofovir disoproxil se rychleji vstřebá a uvolní tenofovir, který je uvnitř buněk 

fosforylován na aktivní formu tenofovir difosfát. Aktivní účinná látka je krystalický bílý 

prášek, který je mírně hydroskopický a slabě rozpustný ve vodném médiu fyziologického 

pH. Tenofovir obsahuje chirální uhlík, čehož se využívá při stanovení. V dnešní době jsou 

na trh dodávány různé prekurzorové formy tenofoviru disoproxilu od různých 

farmaceutických společností. Některé léčivé formy jsou znázorněny níže 32, 33, 34. 

Tenofovir 

Chemický název: [(2R)-1-(6-aminopurin-9yl)propan -2-yl] oxymethylphosphonic acid 

Sumární vzorec: C9H16N5O5P 

Molekulová hmotnost: 305,231 g/mol 

 

Obrázek 11: Vzorec tenofoviru 

Pozn. Převzato a upraveno z publikace 35 

 

Tenofovir disoproxil fumarát 

Chemický název: 9-((R)-2-((bis(((isopropoxykarbonyl)oxy)methoxy)fosfinyl)methoxy) 

propyl)adeninfumarát 

Sumární vzorec: C23H34N5O14P 

Molekulová hmotnost: 635,52 g/mol 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C9H16N5O5P&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/substance/312298982
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/substance/312298982
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Obrázek 12 Vzorec tenofoviru disoproxilu fumarátu 

Pozn. Převzato z publikace 36 

 

Tenofovir disoproxil fosfát 

Chemický název: disoproxil-fosfátu je 9-((R)-2-bis(((isopropoxykarbonyl)oxy) 

methoxyfosfinyl)methoxy)propyl)adeninfosfát  

Sumární vzorec: C19H33N5O14P2 

Molekulová hmotnost: 617,44 g/mol 

 

Obrázek 13: Vzorec tenofoviru disoproxilu fosfátu 

Pozn. Převzato a upraveno z publikace 37 

 

Tenofovir je acyklický nukleotidový inhibitor reverzní transkriptázy (NRTI). 

Inhibitory reverzní transkriptázy patří do skupiny antiretrovirálních léků používaných 

k léčbě chronické hepatitidy B a k léčbě a prevenci HIV infekce. Byl patentován roku 

1996 a v říjnu roku 2001 byl Úřadem pro kontrolu potravin a léčiv schválen pro léčbu 

infekce HIV a roku 2008 byl schválený pro léčbu chronické hepatitidy B. Také 

je na seznamu základních léčivých přípravků Světové zdravotnické organizace a od roku 

2005 se řadí mezi léky první linie při onemocnění AIDS. Tenofovir je inhibitor 
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nukleosidové analogové reverzní transkriptázy viru lidské imunodeficience. Soutěží 

s přírodním deoxyadenosin trifosfátem o aktivní vazebné místo na HIV reverzní 

transkriptáze. Ovšem postrádá hydroxylovou skupinu na 3´uhlíku, což ukončí 

prodlužování virové DNA a brání tak virové replikaci. Také je inhibitor analogové 

reverzní transkriptázy viru hepatitidy B.   

Tenofovir se podává buď samostatně nebo společně s jinými antiretrovirotiky. Na trhu 

se v dnešní době vyskytují léčebné přípravky obsahující tenofovir. Například přípravek, 

který je znám pod obchodním názvem Viread, obsahuje prekurzor tenofovir disoproxil 

fumarát (TDF). Jedná se o acyklický nukleotidový analog adenosinu, který je snadno 

vstřebatelný díky zvýšené lipofilnosti molekuly a do značné míry převedený na tenofovir.  

Emtricitabin/Tenofovir je prodáván pod značkou Truvada. Používá se k léčbě 

a prevenci HIV. Byl schválený roku 2004 ve Spojených státech pro lékařské užití a podle 

Světové zdravotnické organizaci patří mezi nejúčinnější a nejbezpečnější léky.   

Tenofovir disoproxil fosfát je součástí léčebného přípravku 

Efavirenz/Emtricitabin/Tenofovir disoproxil Zentiva, který byl registrován a schválen 

roku 2017. Přípravky jsou podávány orální formou buď jako tablety anebo jako sypký 

prášek. Zatím žádný výzkum nepotvrdil, že tenofovir má významný vliv na poškození 

jater nebo ledvin. Avšak má mnoho nežádoucích účinků, které se individuálně liší. 

Patří mezi ně bolest hlavy, břicha, úbytek na váze 32, 33, 34, 38, 39.  

 

2.3.4 Možnosti stanovení sofosbuviru, ledipasviru a tenofoviru 

V dnešní době je stanovování antivirotik stále zkoumanou oblastí. Cílem je 

vyvinout jednoduché, citlivé a selektivní, rychlé, přesné analytické postupy, které 

lze použít pro rutinní analýzu. V rámci výzkumu lze počítat s pěti analytickými 

metodami: HPLC, CZE, HPTLC, UV spektrofotometrie a derivační spektrofotometrie 21.  

Kapalinová chromatografie je nejčastější metodou analýzy sofosbuviru 

společně s ledipasvirem pro klinické účely. Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

se ukázala jako metoda specifická, opakovatelná a spolehlivá. Například výsledky studií 

ukázaly, že chomatografická metoda RP-HPLC může být používána pro pravidelné 

rutinní analýzy. HPLC s reverzními fázemi byla použita pro společnou analýzu 

ledipasviru a sofosbuviru v čisté tabletové formě a pro estery tenofoviru. 
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Metoda RP-HPLC se dá aplikovat i na lidskou krevní plazmu. Ultra-vysokoúčinná 

kapalinová chromatografie s hmotnostní detekcí byla použita na přímé stanovení 

antivirových činidel v potkaní i lidské plazmě. Podle studie z roku 2016 je                

UHPLC-MS/MS metoda přesná a dostačující pro rutinní bioanalytické testy. Vyvinutá 

metoda byla úspěšně aplikována na dobrovolnících, kterým se podávala antivirotika 

nalačno. Denně by měla být schopná zanalyzovat více než 400 vzorků lidské krevní 

plazmy 28, 30, 40, 41.  

Z předešlých studií vyplývá, že k detekci jsou velmi často používány detektory 

s diodovým polem. Sofosbuvir a ledipasvir dosahují optimální absorpce při 260 nm, 

tenofovir při 250 nm. Ke stanovení antivirotik lze použít i spojení kapalinové 

chromatografie s hmotnostní spektrometrií. Z velké části byly experimenty z předešlých 

studií chromatograficky separovány na koloně C18. Jako mobilní fáze byly v různém 

poměru použity acetonitril, metanol a kyselina mravenčí. Všechny metody studií mají 

dobrou selektivitu, metody jsou velmi spolehlivé a mají relativně krátký čas analýzy 21, 

28, 30, 42.   

Spektrofotometrická a derivační spektrometrie je ve srovnání s HPLC 

považována za rychlejší a úspornější techniku.  Ke spektrofotometrickému stanovení 

se používaly antivirotika v čistém prášku nebo v kombinované lékové formě. 

Nesledovaly se v lidské plazmě 23.  

Vysokoúčinná tenkovrstvá chromatografie disponuje s porovnáním 

s předešlými technikami snadnější údržbou, i náklady na provoz jsou nižší. Metoda musí 

být optimalizována na stanovení antivirotik.  

Kapalinová zónová elektroforéza (CZE) je oproti předešlým metodám 

náročnější. Zdlouhavé je stanovení správného pH a výběr vhodného pufru. 

V experimentu byly vyzkoušeny různé pufry s různým pH a sledoval se čas migrace. 

Při stanovení antivirotik vyšlo najelo, že pH pod 6 má za následek delší čas migrace, ale 

zřetelné píky. Fosfátový pufr s pH více jak 8 měl za následek kratší čas migrace. 

Na separační výkon má vliv i koncentrace pufru 21. 

Kompetitivní detekce antivirotik pomocí protilátky je nová možná metoda 

stanovení. Jednalo by se o rychlý, efektivní a jednoduchý test, při kterém by se pomocí 

specifické protilátky dokazovaly antivirotika v moči. Výzkumné studie z roku 2017 

se zabývaly stanovováním tenofoviru v moči králíka s citlivostní na 1 µg/ml 43. 
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2.4 Validace bioanalytických metod 

Cílem validace bioanalytického testu je prokázat, že je vhodný pro zamýšlený účel. 

Požadavky a konkrétní nároky na validaci bioanalytických metod vyplývají z požadavků 

Food and drug administarion (FDA) v USA a European medicines agency (EMA) 

v Evropské unii. Obě tyto agentury vydaly své návody tzv. guids. FDA vydala Guidance 

for industry – bioanalytical method validation a EMA vydala Guideline on bioanalytical 

method validation. Obě směrnice mají pouze charakter doporučení a nemají právní 

závaznost.  

 Tyto směrnice definují klíčové prvky nezbytné pro validaci bioanalytických metod. 

Hlavním úkolem vývoje bioanalytických metod je definovat provozní podmínky, 

omezení a vhodnost metody pro daný účel. Aby bylo možno metodu prohlásit za validní, 

je třeba projít a vyzkoušet několik základních parametrů. Směrnice stanovují následující 

parametry, které je třeba sledovat. Jsou to: 

Selektivita bioanalytické metody je definovaná jako schopnost bioanalytické metody 

odlišit a kvantifikovat analyt a interní standart (IS) od ostatních složek ve vzorku. Carry 

over neboli přenos hmoty z předchozího měření by měl být objeven a minimalizován 

v průběhu vývoje dané metody. LLOQ neboli spodní limit kvantifikace je nejnižší 

množství analytu, které můžeme spolehlivě kvantifikovat s přijatelnou přesností 

a správností. Kalibrační závislost je definovaná jako závislost vyjadřující vztah mezí 

odezvou detektoru na koncentraci analytu. Správnost bioanalytické metody 

je definovaná jako blízkost hodnot získaných pomocí metody určené k validaci 

a nominálních koncentrací analytu. Přesnost bioanalytické metody je popisována jako 

blízkost výsledků získaných z opakovaných měření analytu. Matricové efekty mohou 

být objeveny nejčastěji u metod, kde se využívá hmotnostní spektroskopie. Ředění 

vzorků nesmí ovlivňovat přesnost a správnost měření. Integrita během ředění musí 

pokrývat rozsah, v jakém se bude v dané metodě ředit a stabilita. 

2.4.1 Testování stability 

Hodnocení stability se dělá proto, abychom se zjistili, že veškeré operace 

provedené během přípravy vzorku od odběru vzorku, přes jeho manipulaci, vlastní 

analýzu a použité podmínky skladování, nemají vliv na koncentraci analytu. Každý krok 

analytické metody je zatížen testováním stability, jak krátkodobé, tak dlouhodobé.  

Stabilitou se rozumí chemická stálost analytu v dané matrici. Testování stability probíhá 
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za určitých podmínek, pokud by se tyto podmínky změnily, musí být provedena nová 

stabilita za nových podmínek. K testování stability se používají kontrolní vzorky 

se známými vlastnostmi, které jsou připravovány vždy z čerstvého zásobního roztoku 

analytu. Testování stability zahrnuje několik různých testů: 

1. dle EMA Guideline: 

➢ Testování stability zásobních a pracovních roztoků a interních standardů 

➢ Testování stability analytu v matrici zmražením a rozmražením – testuje se stálost 

analytu při opakujících cyklech zmrazení a rozmrazení vzorku. V každém cyklu 

by měl být vzorek zamražen minimálně po dobu 12 hodin, než bude rozmražen. 

Počet cyklů by měl odpovídat počtu cyklů, které budou opakovány při dané 

metodě měření.  

➢ Krátkodobé testování stability při laboratorní teplotě 

➢ Dlouhodobé testování stability při zmrazování – při testování malých molekul se 

testuje stabilita při zamrazení na – 20 °C a na – 70 °C. Velké molekuly by se měly 

testovat při všech teplotách, při kterých budou skladovány po dobu testování.  

 

2. dle FDA Guidance: 

➢ Stabilita v průběhu analýzy – kontrola stability při dávkování pomocí 

autosampleru  

➢ Stabilita za laboratorních podmínek – měla by se stanovit stabilita vzorku 

za laboratorních podmínek, které budou panovat v průběhu měření vzorku 

➢ Stabilita při zmrazení a rozmražení – posuzuje se stabilita analytu po minimálně 

třech cyklech zmrazení a rozmrazení vzorku. Vzorky analytu by měly být 

zamraženy po dobu minimálně 12 hodin mezi cykly.  

➢ Dlouhodobé testování stability analytu v matrici – skladování a stabilita vzorku 

by se měly rovnat nebo přesáhnout čas mezi datem prvního sběru vzorku a datem 

poslední analýzy tohoto vzorku.  

➢ Testování stability zásobních – testuje se po jak dlouhou dobu je analyt, 

v zásobním roztoků stálý, tedy po jak dlouhé době zásobní roztok udrží 

koncentrací analytu beze změny, 44, 45. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Použité chemikálie 

3.1.1 Standartní látky 

• Ledipasvir > 98 % (MedChem Express, USA) 

• Sofosbuvir 99,95 % (MedChemExpress, USA) 

• Tenofovir 99,8 % (MedCHemExpress, USA) 

• Tenofovir monoester 99,8 % (MedCHemExpress, USA) 

• Tenofovir diester 99,8 % (MedCHemExpress, USA) 

 

3.1.2 Rozpouštědla 

• Ultra čistá voda, vyrobena na Farmaceutické fakultě Hradci Králové zařízením 

MILLI-Q, Millipore 

• Acetonitril, LC-MS chromasolv® ≥ 99 % (Fluka Analytical, Česká republika) 

• Methanol, LC-MS chromasolv® ≥ 99 % (Fluka Analytical, Česká republika) 

• Kyselina mravenčí > 95 % (Sigma Aldrich, Česká republika) 

• Dihydrogen fosforečnan draselný 99,9 % (Penta, Česká republika) 

• Hydrogen fosforečnan sodný 99,9 % (Penta, Česká republika) 

 

3.2 Přístroje 

• Waters Acquity UPLC systém (Waters, USA) 

• Analytická kolona:  

o Acquity UPLC® BEH C18 (1,7 µm, 2,1 x 100 mm), (Waters, USA) 

• PDA detektor (Waters, USA) 

• Analytické váhy (Sartorius, Německo) 

• Automatické pipety (Biohit, Česká republika) 

• Ultrazvuková lázeň (Bandelin electconic, Německo) 
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3.3 Příprava roztoků 

3.3.1 Příprava roztoků mobilní fáze 

Jako mobilní fáze byla použita směs 0,1 % kyseliny mravenčí a 100 % acetonitril. 

 

3.3.2 Příprava fosfátových pufrů o pH 6,5 a 7,4 

Fosfátové pufry byly připraveny navážením 0,067 g/mol KH2PO4 a 0,067 g/mol 

Na2HPO4. Na analytických vahách byli pevné soli naváženy s přesností na 4 desetinná 

místa. Na 10 ml destilované vody činila navážka KH2PO4 0,0975g a Na2HPO4 0,09142. 

Navážky byly poté rozpuštěny a promíchány.  Pufr o pH 6,5 vznikl smícháním 7 ml 

KH2PO4 a 3 ml Na2HPO4. Smícháním 2 ml KH2PO4 a 8 ml Na2HPO4 byl připraven pufr 

o pH 7,4. 

 

3.3.3 Příprava zásobních roztoků testovaných látek 

Zásobní roztoky testované látky byly připraveny navážením dané látky v rozmezí 

0,1–0,3 mg. Rozpuštěny byly podle potřeby v acetonitrilu, nebo metanolu (MeOH) 

připravených v určitém poměru s ultra čistou vodou (tabulka 3). Výjimku tvoří tenofovir, 

který byl rozpuštěn v ultra čisté vodě. Koncentrace zásobnách roztoků byla 1 mg/ml. 

Tabulka 3: Přehled testovaných látek a vhodný poměr jejich rozpouštědel pro přípravu 

zásobních roztoků. 

Název látky Acetonitril Metanol 

Ledipasvir 100 % 100 % 

Sofosbuvir 50 % 50 % 

Monoester tenofoviru 50 % 50 % 

Diester tenofoviru 50 % 50 % 

Tenofovir Ultra čistá voda 
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3.3.4 Příprava pracovních roztoků testovaných látek 

Pracovní roztoky byly připraveny ze zásobních roztoků testovaných látek. 

Pracovní roztoky pro měření krátkodobé stability – byly použity koncentrace roztoků 

pro tenofovir a monoester tenofoviru 10 µg/ml, diester tenofoviru 20 µg/ml, sofosbuvir 

a ledipasvir 50 µg/ml. Ze zásobního roztoku testovaných látek bylo tedy odpipetováno 

15; 30 a 75 µl, rozpouštědlem doplněno na 1,5 ml a promícháno na vortexu. 

Jako rozpouštědla byly připraveny roztoky 100 % ACN a MeOH, nebo 5 % ACN 

a MeOH. 

Příprava 20 µg/ml pracovních roztoků pro měření dlouhodobé stability – testované 

látky byly naředěny na výslednou koncentraci rozpuštěním v různých směsích ACN 

a vody (viz. tabulka 3). Bylo odebráno 200 µl vzorku a doplněno 100 % ACN na 10 ml 

v případě ledipasviru. Vzorek sofosbiviru, monoesteru a diesteru tenofoviru byl doplněný 

na 10 ml 50 % ACN a 200 µl tenofoviru bylo na 10 ml doplněno ultra čistou vodou. 

Vzorky byly rozpipetovány do ependorfek, 10 ml jednoho vzorku bylo rozpipetováno 

do 30 ependorfek. 

Příprava 100 µg/ml pracovních roztoků pro měření dlouhodobé stability v pufru – 

příprava je ze začátku stejná jako u roztoků pro měření dlouhodobé stability látek 

bez přítomnosti pufru. Testované látky byly do zásobního roztoku připravené navážením 

a poté rozpuštěním v různých směsích ACN a vody (viz. tabulka 3). Ze zásobního roztoku 

o koncentraci 10 µg/ml bylo odebráno 10 µl a pufrem doplněno na 1 ml, aby výsledná 

koncentrace byla 100 µg/ml. Takovým postupem byly připraveny všechny testované 

látky až na ledipasvir, který se při této koncentraci vysrážel. Proto jeho koncentrace byla 

upravená na 50 µg/ml. Do 1 ml bylo napipetováno 500 µl vzorku a doplněno pufrem. 

Příprava 50 µg/ml pracovní roztoky pro měření stability ledipasviru – 1 mg/ml 

zásobní roztoky pro stabilitu ledipasviru ve stejné a různé vialce byly připraveny 

obvyklou cestou navážením a rozpuštěním látky (viz. podkapitola 3.3.3).  Do 5 ml bylo 

napipetováno 250 µl zásobního roztoku a doplněno ultra čistou vodou. Koncentrace 

pracovního roztoku tak byla 50 µg/ml. Takto připravený roztok ledipasviru byl 

rozpipetován do 25 plastových ependorfek. 

- příprava pracovního roztoku pro stabilitu ledipasviru ve skle a plastu byla z jedné 

navážky. Bylo naváženo 0,15 mg standartní látky a rozpuštěno do zásobního roztoku 

rozpouštědlem podle tabulky 3. Byly připraveny tři roztoky ledipasviru ve třech 
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koncentracích acetonitrilu: 5, 50 a 100 % ACN (tabulka 4). Pracovní roztok byl 

připravován do 1 ml a koncentrace ledipasviru v každém pracovním roztoku byla 

50 µg/ml. Poté bylo 0,5 ml z každého roztoku napipetováno do plastové ependorfky 

a 0,5 ml do skleněné vialky. Při přípravě zásobního i pracovního roztoku nebyl používán 

plastový materiál. Roztoky byly pipetovány Hamiltonovou skleněnou mikrostříkačkou.  

Tabulka 4:  Příprava pracovních roztoků ledipasviru. 

 

 

 

 

 

3.4 Chromatografické podmínky testování stability 

UHPLC chromatografické podmínky daného experimentu byly podobné jako 

podmínky z dříve publikovaných studií zabývající se testováním stability antivirotik.  

 

3.4.1 Chromatografické podmínky krátkodobé stability a dlouhodobé 

stability antivirotik v roztocích 

Pro stanovení látek při krátkodobé stabilitě byla použita kolona Acquity UPLC® 

BEH C18 (1,7 µm, 2,1 x 100 mm). Teplota kolony byla 40 °C. Jako mobilní fáze byla 

použita 0,1 % kyselina mravenčí a ACN v poměru 98:2. Tento poměř mobilní fáze 

probíhal 5 minut, pak došlo ke změně poměru mobilní fáze na 5:95 po dobu 10 sekund, 

poté byl poměr fáze změněný na počáteční (98:2). Délka analýzy trvala 7 minut 

při průtoku mobilní fáze 0,3 ml/min. Objem nástřiku byl 2 µl a teplota v autosampleru 

byla nastavena na 4 °C nebo 22 °C, dle stanovení stabilit.  Detekce byla provedena PDA 

detektorem s vybranou vlnovou délkou 259 nm.  

 

 

 5 % ACN 50 % ACN 100 % ACN 

Zásobní roztok 

ledipasviru 
50 µl 50 µl 50 µl 

100 % ACN - 450 µl 950 µl 

H2O 950 µl 500 µl - 
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3.4.2 Chromatografické podmínky dlouhodobé stability antivirotik v pufru 

 Pro separaci látek dlouhodobé stability byla použita kolona Acquity UPLC® 

BEH C18 (1,7 µm, 2,1 x 100 mm). Teplota kolony byla 40 °C. Separace byla provedena 

v gradiendovém módu. Mobilní fáze byla 0,1 % kyselina mravenčí a ACN s počátečním 

složením mobilní fáze 90:10, který byl po třech minutách změněn na poměr mobilních 

fází 50:50. Separace trvala 10 minut a průtoková rychlost byla 0,6 ml/min. Teplota 

v autosampleru byla nastavena na 4 °C. Vlnová délka byla stejná jako při krátkodobé 

stabilitě, 259 nm.  

Tabulka 5: Retenční časy antivirotik při dlouhodobé stabilitě v rozpouštěcích roztocích a při 

dlouhodobé stabilitě v pufrech. 

Název antivirotika 

Retenční čas 

v isokratickém módu  

(min) 

Retenční čas 

v gradientovém módu 

(min) 

Ledipasvir 4,0 8,6 

Sofosbuvir 3,99 7,6 

Tenofovir 1,3 0,4 

Monoester tenofoviru 2,8 1,5 

Dister tenofoviru 3,7 7,0 

 

3.4.3 Podmínky chromatografie při stabilitě ledipasviru 

Chromatografické podmínky stability ledipasviru byly stejné jako v podkapitole 

3.4.1. Objem nástřiku byl 2 µl a nástřiky byly provedeny dva. Teplota v autosampleru 

byla pouze 4 °C. Detekce byla provedena PDA detektorem s vybranou vlnovou délkou 

259 nm.  
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3.5 VÝSLEDKY A DISKUZE 

Tato práce se zabývá testováním krátkodobé a dlouhodobé stability antivirotik. 

Látky byly testovány při různých teplotních podmínkách. Při sledování dlouhodobé 

stability byly vybrány tři teplotní prostředí. Antivirotika byla skladována v mrazáku, 

lednici a pokojové teplotě a poté byla měřena jejich stabilita.  

 

3.5.1 Krátkodobá stabilita 

Ledipasvir, sofosbuvir, tenofovir, monoester a diester tenofoviru byly měřeny 

ve dvou různých koncentracích rozpouštědel ACN a MeOH (100 % a 5 %). Stabilita byla 

testována při dvou teplotách 4 °C a 22 °C. Jednotlivá antivirotika byla měřena při různých 

koncentracích: tenofovir a monoester tenofoviru při 10 µg/ml, diester tenofoviru 

při 20 µg/ml, sofosbuvir a ledipasvir při 50 µg/ml. Látky byly dobře rozpustné a při dané 

koncentraci se v rozpouštědle nevysrážely, výjimku tvořil ledipasvir, který byl hůře 

rozpustný a jeho koncentrace byla často upravována. Testované látky byly měřeny 

24 hodin, a to každou hodinu.  V 5 % ACN byly látky, kromě ledipasviru, měřeny 

až po dobu 48 hodin. 

 

3.5.2 Dlouhodobá stabilita antivirotik v roztocích 

Dlouhodobá stabilita byla testována po dobu 28. dnů. Stabilita látek byla 

sledována v prvním týdnu každý den a poté po sedmi dnech. Látky byly uschovávány 

ve svých roztocích: ledipasvir byl naředěn a měřen ve 100 % ACN, sofosbuvir, monoester 

a diester tenofoviru byly separovány v 50 % ACN a tenofovir byl skladován v ultra čisté 

vodě. Látky byly uchovávány ve třech teplotně rozdílných prostředí; v mrazáku 

při –  20 °C, v ledničce při 4 °C a při pokojové teplotě 22 °C. Cílem bylo zjistit v jakém 

prostředí jsou látky nejstabilnější.   

 

3.5.3 Dlouhodobá stabilita antivirotik v pufru 

Stabilita antivirotik v pufru byla měřena po dobu 90. dnů. První týden byla 

sledována každý den, do 28 dnů byla měřena každých 7 dnů, poté byla stanovena 60. 

a 90. den. Antivirotika byla testována ve dvou fosfátových pufrech o pH 6,5 a 7,4. Pufr 
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simuloval matrici použitou při biologickém pokusu.  Kvůli nestálé stabilitě pufru byly 

vzorky skladovány a měřeny pouze při mrazákové teplotě − 20 °C, jinak by mohl pufr 

zkreslit hodnoty stability antivirotik. Testování stability antivirotik v pufru bylo možno 

provést pouze u sofosbuviru, tenofoviru, monoesteru a diesteru tenofoviru. Ledipasvir 

nebylo možné testovat, kvůli zkresleným hodnotám, způsobených vysrážením 

ledipasviru v pufru i po úpravě na nižší koncentraci 50 µg/ml. Stabilita látek byla 

testována při koncentraci 100 µg/ml.  

 

3.5.4 Stabilita sofosbuviru 

 

3.5.4.1 Krátkodobá stabilita v 5 % ACN a v 5 % MeOH 

Procentuální odchylka stability sofosbuviru v 5 % ACN není větší než 10 % 

(graf 1).  Látka je stabilní v obou testovaných teplotách po dobu 24 hodin. Při teplotě 4 °C 

dochází k postupnému klesání koncentrace, po 48 hodinách už koncentrace sofosbuvir 

v 5 % ACN klesla pod 90 %. 

Sofosbuvir v 5 % MeOH je stabilní po celou dobu měření (graf 2). Stabilita 

antivirotika byla měřena při koncentraci 50 µg/ml. 

 

Graf 1: Krátkodobá stabilita sofosbuviru v 5 % ACN při 4 °C a 22 °C. 
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Graf 2: Krátkodobá stabilita sofosbuviru v 5 % MeOH při teplotách 4 °C a 22 °C. 

 

3.5.4.2 Dlouhodobá stabilita 

Stabilita sofosbuviru byla od 3. dne v testovaných teplotách stálá (graf 3). 

Hodnoty koncentrace sofosbuviru nepřesáhly 10 %, pouze při skladování − 20 °C došlo 

k poklesu koncentrace o 14 %. První dny testování stability jsou zatíženy chybou, kdy 

došlo k vzestupu koncentrace. Nestabilnější byl sofosbuvir při skladování v lednici, 

kdy jeho koncentrace v roztoku neklesala a byla stabilní i 28. den. Stabilita byla měřena 

při koncentraci 20 µg/ml. 

 

Graf 3: Dlouhodobá stabilita sofosbuviru v 50 % ACN při teplotách -20 °C, 4 °C a 22 °C. 

 

3.5.4.3 Dlouhodobá stabilita látek v pufru 

Stabilita sofosbuviru při − 20 °C byla rozdílná podle pH pufru (graf 4). Při pH 
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v pufru o pH 6,5 se do 21. dne pohybovala do 10 %. Poté byl zaznamenán pokles hodnot, 

ale až do konce testování byla koncentrace sofosbuviru při nižším pH konstantní.  

 

Graf 4: Dlouhodobá stabilita sofosbuviru v pufrech o pH 6,5 a 7,4 při teplotě − 20 °C. 

 

3.5.4.4 Shrnutí stability sofosbuviru 

Krátkodobá stabilita sofosbuviru informuje o možnosti skladování antivirotika 

v 5 % ACN a 5 % MeOH. Po dobu 24 hodiny byla koncentrace v roztoku stabilní 

a nedocházelo k závažným poklesům hodnot. Po 48. hodinách antivirotikum v 5 % ACN 

stabilní není. 

 Sofosbuvir v 50 % ACN může být skladován po dobu tří týdnů 

při teplotě – 20 °C, aniž by došlo k výraznému poklesu koncentrace.  Při skladování 

v ledničkové teplotě a pokojové teplotě je sofosbuvir stabilní po čtyři týdny. 

Stabilita sofosbuviru v pufru byla ovlivněna pH prostředím. Skladování 

antivirotika v pufru o pH 7,4 je možné po dobu 90. dnů. V pufru o pH 6,5 je sofosbuvir 

stabilní po 21 dnů.  
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3.5.5 Stabilita tenofoviru 

 

3.5.5.1 Krátkodobá stabilita v 5 % ACN a v 5 % MeOH 

Tenofovir v 5 % ACN a v 5 % MeOH při 4 °C a 22 °C byl stabilní celou dobu 

měření (graf 5 a 6). Při teplotě 4 °C byl tenofovir stabilní i po 48 hodinách. Koncentrace, 

při které byla stabilita testována, byla 10 µg/ml. 

 

Graf 5: Krátkodobá stabilita tenofoviru v 5 % ACN při 4 °C a 22 °C. 

 

 

Graf 6: Krátkodobá stabilita tenofoviru v 5 % MeOH při teplotách 4 °C a 22 °C. 
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3.5.5.2 Dlouhodobá stabilita 

Roztok tenofoviru v ultra čisté vodě byl stabilní po 28 dnů testování ve všech třech 

teplotních prostředí (graf 7).  Stabilita byla měřena při koncentraci 20 µg/ml. 

 

Graf 7: Dlouhodobá stabilita tenfoviru v ultra čisté vodě při teplotách − 20 °C, 4 °C a 22 °C. 

 

3.5.5.3 Dlouhodobá stabilita v pufru 

Koncentrace tenofoviru v pufrech o různých pH byla stabilní po celou dobu 

měření. Hodnoty vykazovaly v průběhu měření výkyvy, ale koncentrace tenofoviru 

neklesla pod 10 % (graf 8). 

 

Graf 8: Dlouhodobá stabilita tenofoviru v pufrech o pH 6,5 a 7,4 při teplotě − 20 °C. 
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3.5.5.4 Shrnutí stability tenofoviru 

Tenofovir je možné skladovat po 24 hodin v 5 % MeOH a 48 hodiny v 5 % ACN. 

Roztok tenofoviru v ultračisté vodě je stabilní po 28 dní při skladování v – 20 °C, 4 °C 

a 22 °C. Po dobu 90 dnů je možné tenofovir skladovat v pufrech o pH 6,5 a pH 7,4.  

Tenofovir byl po celou dobu měření nejvíce stabilní léčivou látkou. Měření délky 

jeho stability může posloužit jako námět k dalším experimentům. 

 

3.5.6 Stabilita monoesteru tenofoviru 

 

3.5.6.1 Krátkodobá stabilita v 5 %ACN a 5 % MeOH 

Koncentrace monoester tenofoviru v 5 % ACN a 5 % MeOH byla stabilní 

po celých 24 hodin (graf 9 a 10). Stabilita antivirotika byla stálá i po 48 hodinách v 5 % 

ACN při 4 °C. Stabilita byla sledována při koncentraci monoester tenofoviru 10 µg/ml. 

 

Graf 9: Krátkodobá stabilita monoesteru tenofoviru 5 % ACN při teplotách 4 °C a 22 °C. 
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Graf 10: Krátkodobá stabilita monoester tenofoviru v 5 % MeOH při teplotách 4 °C a 22 °C. 

 

3.5.6.2 Dlouhodobá stabilita 

U testování stability monoesteru tenofoviru v 50 % ACN došlo ke zvýšení 

koncentrace první den měření. Při 22 °C se koncentrace zvyšovala i druhý a třetí den. 

Hodnoty nepřesáhly 10 %, proto můžeme monoester tenofoviru považovat za stabilní 

po celou dobu měření (graf 11).  Stabilita byla testována při koncentraci 20 µg/ml. 

 

Graf 11: Dlouhodobá stabilita monoester tenofovitu v 50 % ACN při teplotách − 20 °C, 4 °C a 

22 °C. 
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3.5.6.3 Dlouhodobá stabilita v pufru 

Stabilita monoesteru tenofoviru byla v obou pufrech velmi podobná (graf 12). 

Koncentrace v obou pufrech je stabilní po 90 dnů i přes nepatrné odchýlení hodnot kolem 

třetího týdne.  

 

Graf 12: Dlouhodobá stabilita monoester tenofoviru v pufrech o pH 6,5 a 7,4 při teplotě 

– 20 °C. 

 

3.5.6.4 Shrnutí stability monoester tenofoviru 

Monoester tenofoviru je možné skladovat v 5 % MeOH 24 hodin a v 5 % ACN 

při ledničkové teplotě až 48 hodin. V roztoku 50 % ACN je antivirotikum stabilní po dobu 

28 dnů při skladování v mrazáku, lednici a pokojové teplotě. Koncentrace léčivé látky 

je také stálá při skladování po dobu 90 dnů v pufrech o pH 6,5 a pH 7,4 při – 20 °C.  

Spolu s tenofovirem je monoester tenofovitu velmi stabilní látka.  
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3.5.7 Stabilita diesteru tenofoviru 

 

3.5.7.1 Krátkodobá stabilita v 5 % ACN a v 5 % MeOH 

Diester tenofoviru byl v 5 % ACN stabilní i po 48. hodinách při 4 °C. Koncentrace 

diesteru tenofoviru při 22 °C zanedbatelně klesá, avšak po 24 hodin je stabilní (graf 13). 

Koncentrace diesteru při 4 °C byla 50 µg/ml, při testování stability v 22 °C byla 

koncentrace upravena 20 µg/ml.  

Koncentrace diesteru tenofoviru v 5 % MeOH při pokojové teplotě byl stabilní 

po celých 24 hodin. Stabilita antivirotika při 4 °C za 24 hodin byla stálá. V průběhu 

měření došlo ke snížení odezvy v 9. hodině, kdy nastalo zmenšení velikosti plochy 

o 14 %. Podobný pokles koncentrace nastal také ve 21. hodině, kdy byl zaznamenán 

pokles koncentrace diesteru tenofoviru na 87 %. Příčiny opakujících se poklesů velikosti 

plochy nebyla zjištěna (graf 14). Diester tenofoviru měl koncentraci 20 µg/ml. 

Vliv koncentrace diesteru na stabilitu nebyla zjištěna. 

 

Graf 13: Krátkodobá stabilita diesteru tenofoviru 5 % ACN při teplotách 4 °C a 22 °C. 
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Graf 14 Krátkodobá stabilita diesteru tenofoviru v 5 % MeOH při teplotách 4 °C a 22 °C. 
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3.5.7.2 Dlouhodobá stabilita 

Diester tenofoviru byl v 50 % ACN ve všech třech teplotních prostředích po dobu 

28. dnů nestabilní (graf 15). Nejlepší stabilita byla naměřena při skladování – 20 °C, 

kdy už 1. den klesla koncentrace pod 90 %, ale hodnoty antivirotika byly stabilní 

bez větších výkyvů. Poslední den testování koncentrace nepřesáhla odchylku 20 %.  

Při skladování v lednici bylo množství testované látky v roztoku do 10 % první den. 

Pokles koncentrace následoval 2. den měření a postupně pokračoval až byla koncentrace 

poslední den měření 61 %.  Velmi podobné hodnoty, jako při 4 °C, byly naměřené i při 

22 °C, kdy v prvních dnech nedosahovaly velikosti ploch píků více jak 17 % odchylky 

od velikosti plochy naměřené nultý den. Ve 14. den se stabilita snížila až na 55 % plochy 

píku a postupně se snižovala. Stabilita byla testována při koncentraci 20 µg/ml. 

 

Graf 15: Dlouhodobá stabilita diester tenofovitu v 50 % ACN při teplotách − 20 °C, 4 °C a 

22 °C. 

 

3.5.7.3 Dlouhodobá stabilita v pufru 
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počáteční zvýšení hodnot, které neovlivňují trend jasně patrný z grafu 16. Diester 

tenofoviru už 2. den vykazuje pokles hodnot pod 10 % tolerované odchylky. V pufru 
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došlo 60. den ke zvýšení hodnoty, ale nelze k tomu přikládat větší význam. Poslední den 
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Graf 16: Dlouhodobá stabilita diesteru tenofoviru v pufrech o pH 6,5 a 7,4 při teplotě – 20 °C. 
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byl testovaný diester tenofoviru v pufrech byl nestabilní. Jak již i při krátkodobé stabilitě 

bylo dokázáno, stabilita diesteru klesá s časem a je více stabilní v acetonitrilu 

než při uchovávání v pufrech. 
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Ledipasvir byl v 5 % ACN stabilní po dobu 24 hodin. Stabilita při 22 °C byla 

narušena odchýlenými hodnotami, ale ty neměly zásadní význam při stabilitě ledipasviru 

za 24 hodin (graf 17). Koncentrace ledipasviru ve 100 % ACN byla po dobu měření 

stabilní. Při 4 °C došlo ke snížení odezvy na 90 % a na této hodnotě se koncentrace 

pohybovala až do 24. hodiny (graf 18).  

 

Graf 17: Krátkodobá stabilita ledipasviru v 5 % ACN při 4 °C a 22 °C. 

 

 

Graf 18: Krátkodobá stabilita ledipasviru ve 100 % ACN při 4 °C a 22 °C. 
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3.5.8.2 Krátkodobá stabilita v 5 % MeOH a 100 % MeOH 

Podle výsledků měření bylo prokázáno, že ledipasvir v 5 % MeOH nebyl stabilní 

(graf 19). Při 4 °C docházelo k lineárnímu snižování koncentrace s narůstajícím časem. 

Po 24 hodinách byla stabilita ledipasviru na 74 %. Při stabilitě v 22 °C dochází 

k výkyvům hodnot a celkovému poklesu koncentrace.  

 

Graf 19: Krátkodobá stabilita ledipasviru v 5 % MeOH při teplotách 4 °C a 22 °C. 

 

Ledipasvir ve 100 % MeOH byl stabilnější než v 5 % MeOH (graf 20). Při 4 °C 

byl podle výsledků měření nestabilnější do 14. hodiny, poté hodnoty mírně klesly 

až na 89 %. Koncentrace látky při 22 °C byla stabilní po celu dobu testování. 

 

Graf 20: Krátkodobá stabilita ledipasviru ve 100 % MeOH při teplotách 4 °C a 22 °C. 
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3.5.8.3 Dlouhodobá stabilita 

Ledipasvir byl ve všech třech teplotních podmínkách stabilní (graf 21). Z grafu 

je patrné, že došlo k nárustu koncentrace při 4 °C. Můžeme ovšem ledipasvir ve 100 % 

ACN považovat za stabilní látku po celých 28 dnů. Stabilita byla testována 

při koncentraci 20 µg/ml. 

 

Graf 21: Dlouhodobá stabilita ledipasviru ve 100 % ACN při teplotách – 20 °C, 4 °C a 22 °C. 
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Byly provedeny dva testy. V prvním testování byla stanovována koncentrace 

ledipasviru ve stejné/různé vialce každou hodinu po dobu 24 hodin ve 100 % ACN. 

Při druhém testu byly hodnoty získávány testováním stability ledipasviru při běžné 

přípravě vzorku v plastové ependorfce a ve skleněné vialce, kdy vzorek nepřišel do styku 

s plastovým materiálem. Koncentrace se sledovala v 50 % a 100 % acetonitrilu po dobu 

60 minut. 

 

3.5.9.1 Stabilita ledipasviru ve stejné a různých vialkách 

Stabilita byla měřena 24 hodin. Dohromady bylo použito 25 vialek. Měření probíhalo 

ve stejný den, každou hodinu byla testována koncentrace ledipasviru z jedné stejné vialky 

a z jedné pokaždé jiné vialky. Mezi nástřiky z vialek byl dávkován blank. Cílem bylo 

zjistit, do jaké míry se ledipasvir váže na plastový materiál a jak to ovliňuje jeho 

koncentraci v rozpouštědle.  

Stabilita ledipasviru byla stanovována ve 100 % acetonitrilu, kam byl naředěn 

ledipasvir na koncentraci 50 µg/ml. Jak je patrné z grafu 22, koncentrace ledipasviru 

ve stejné vialce je nepravidelná a klesá spolu s rostoucím časem. Určitá přilnavost 

ledipasviru byla dokázána. 

 

Graf 22: Stabilita ledipasviru ve stejné/různé vialce po dobu 24 hodin. 
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3.5.9.2 Stabilita ledipasviru ve skleněné vialce a plastové ependorfce  

Měření probíhalo 60 minut a byla testována stabilita ledipasvir u dvou prostředích 

acetonitrilu 50 % a 100 %. Testování probíhalo zároveň ve skleněné vialce a plastové 

ependorfce. Blank mezi jednotlivými nástřiky nebyl. Koncentrace ledipasviru byla 

ve všech testovaných roztocích 50 µg/ml. Hodnoty velikosti ploch píků byly upřesňovány 

velikostí plochy prvního měření ledipasviru ve skle. Tato velikost tedy odpovídá 100 % 

a ostatní hodnoty byly podle ní porovnávány.  

Na grafu 23 je znázorněna stabilita ledipasviru v 50 % a 100 % acetonitrilu ve skle 

a plastu. Velikosti ploch píků v 50 % ACN klesaly s rostoucím časem a po hodině měření 

měly stejnou hodnotu. Ve 100 % acetonitrilu byly hodnoty po hodině stejné, ale průběh 

stability se lišil. Stabilita ledipasviru ve skle rostla s následným poklesem, přičemž 

počáteční hodnota v plastu byla 108 % a následně klesala.  

Podle výsledků z grafů je patrné, že koncentrace rozpouštědla hraje významnou roli 

na přilnavost ledipasviru k plastovým materiálům. Čím vyšší byla koncentrace 

rozpouštědla, tím lepší stabilitu ledipasvir vykazoval, tedy tím méně byla stabilita 

ovlivněna jeho přilnavostí. 

 

Graf 23: Stabilita ledipasviru v 5 % ACN po dobu 60 minut. 
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ZÁVĚR 

 

Byla vypracována literární rešerše podávající informace o testovaných standardních 

látkách, jejich vlastnostech, účincích a možnostech stanovení. Rešerše obsahuje také 

stručný popis testování stability podle doporučení mezinárodních organizací. V práci 

je popsána použitá metoda stanovení a další typy rychlé HPLC analýzy.  

Pro experimentální část byla použita UHPLC metoda pro stanovení stability 

antivirotik. Podmínky chromatografie byly převzaty z dříve publikovaných studií 

a optimalizovány. Optimální podmínky jsou vypsány v kapitole 3.4. 

Výsledky testování informují o skladování standardních látek a jejich stabilitě 

v roztocích za různých teplotních podmínek. Lze říci, že mezi nejstabilnější testované 

antivirotika patřili tenofovir a monoester tenofoviru. V průběhu testování krátkodobé 

stability byli stabilní při 4 °C i 22 °C v 5 % ACN i MeOH. Léčivé látky mohou být 

skladovány i v pufrech o pH 6,5 a 7,4 po dobu 90 dnů při − 20 °C. Jejich koncentrace 

neklesala i při testování dlouhodobé stability při – 20 °C, 4 °C a 22 °C. Koncentrace 

sofosbuviru je stabilní po dobu 24 hodin při 4 °C a 22 °C.  Podle výsledků lze 

předpokládat, že je možné sofosbuvir skladovat po dobu 28 dnů v 5 % ACN při – 20 °C, 

4 °C a 22 °C.  Diester tenofoviru byl nejméně stabilní látkou. Je možné jej skladovat 

v 50 % ACN při 4 °C a 22 °C po dobu 24 hodin, při 4 °C až 48 hodin. Jeho dlouhodobé 

uchovávání v 50 % ACN a fosfátových pufrech o pH 6,5 a 7,4 není možné. 

Bylo prokázáno, že je více stabilní v ACN, než v roztoku MeOH a fosfátových pufrech. 

Krátkodobá stabilita ledipasviru byla testována i ve 100 % ACN, z důvodu srážení 

standardní látky v 5 % ACN při větších koncentracích. Po úpravě koncentrace bylo podle 

výsledků měření zjištěno, že byl ledpasvir stabilní po 24 hodin v 5 % a 100 % ACN. 

Menší stabilitu vykazoval v methanolu. Byl stabilní pouze ve 100 % MeOH při 4 °C 

a 22 °C po 24 hodin, v 5 % MeOH nebylo možné ledipasvir skladovat po více jak 

14 hodin. Důvodem nestability ledipasviru v methanolu je jeho horší rozpustnost. 

Při dlouhodobé stabilitě je možné ledipasvir skladovat ve 100 % ACN v mrazáku, lednici 

a pokojové teplotě. Dlouhodobá stabilita ve fosfátovém pufru nebyla provedena, 

ledipasvir byl v roztocích vysrážen. 

  



61 

 

1. KLOUDA, P.  Moderní analytické metody. 2. vyd. Ostrava: Pavle Klouda, 2003, 

s. 10-25. ISBN 80-86369-07-2. 

2. NOVÁKOVÁ, L., DOUŠA, M. et. al. Moderní HPLC separace v teorii a praxi. 1. 

vyd. Praha: Europrint, 2013, s. 11-222. ISBN 978-80-260-4243-3. 

3. CHURÁČEK, J. Analytická separace látek. Praha: SNTL, 1990, s. 44-304. ISBN 

80-03-00569-8. 

4. Dostupné z: http://chem.uft.uni-bremen.de/Chromatography/chrom065.htm    

[cit. 2018-02-09] 

5. SNYDER, L.R., KILKRAND J.J. a DOLAN J.W. Introduction to modern liquid 

chromatography. 3. vyd. USA: John Wiley, 2010, s.87-191. ISBN 978-0-470-

16754-0. 

6. ROGE, A.B.; FIRKE, S.N. et.al. Novel Achievement of HPLC: 

UPLC. International Journal of PharmTech Research. 2011, 3(3), 1423-1429. 

7. Dostupné z: http://www.chromatographyonline.com/lcgc-blog-so-just-how-well-

set-your-uv-detector [cit. 2018-02-16] 

8. BRAITHWAITE, A. a SMITH F., J. Chromatographic methods. 5. vyd. USA: 

Kluwer Academic Publishher, 1999, s. 258-362. ISBN 0751401587. 

9. ZAIKIN, V., G. ChromatographyMass Spectrometry. Journal of Analytical 

ChemistrY. 2011, 66(11), 1090-1094. 

10. SCHWARZ, M. HPLC detectors: a brief review. Journal of Liquid 

Chromatography & Related Technologies. 2010, 33(1), 1130-1150. 

11. NGUYEN, D. T.-T.; GUILLARME, D.; RUDAZ, S.; VEUTHEY, J.-L. Fast 

analysis in liquid chromatography using small particle size and high pressure 

Journal of Separation Science. 2006, 29, 1836-1848. 

12. GRUMBACH, E. S.; WHEAT, T. E.; KELE, M.; MAZZEO, J. R. Developing 

columns for UPLC: Design considerations and recent developments. Separation 

science redefined, 2005, 40-45. Dostupné z: www.chromatographyonline.com  

[cit. 2018-03-10.]  

13. SCHWARZ, M.E. a B.J. MURPHY. Ultra performance liquid chromatography: 

tomorrows HPLC technology today. Lab Plus International. 2004, 18, 6-9. 

14. Dostupné z: http://www.waters.com/waters/home.htm [cit. 2018-03-18] 

15. WATSON, T., D., W. Hydrophobic Interaction Chromatography for 

Biopharmaceutical analysis. Solutions for separatoin scientists. 2017, 35(4), 278. 

http://chem.uft.uni-bremen.de/Chromatography/chrom065.htm
http://www.chromatographyonline.com/lcgc-blog-so-just-how-well-set-your-uv-detector
http://www.chromatographyonline.com/lcgc-blog-so-just-how-well-set-your-uv-detector
http://www.chromatographyonline.com/
http://www.waters.com/waters/home.htm


62 

 

16. YAN, B., ZAHAO B. a BROWN J., S. et. al. High-Temperature Ultrafast Liquid 

Chromatography. Anal. Chem. 2000, 72(6), 253–1262. 

17. YANG, Y. High-Temperature Liquid Chromatography. LCGC LC COLUMN 

TECHNOLOGY SUPPLEMENT. 2008, 26(4), 2-8. 

18. WANG, P.G. Monolithic Chromatography and Its Modern Applications. 1. vyd. 

UK: ILM Publication, 2010, s.5-48. ISBN 978-906799-03-8. 

19. Dostupné z: http://www.hplc.cz/Teorie/monolitic_columns.htm [cit. 2018-04-16] 

20. Dostupné z: http://www.selectscience.net/products/kinetex-core-shell-hplc+uhplc 

columns/?prodID=204703 [cit. 2018-04-22] 

21. EL-YAZBI, A., F. Comparative Validation of the Determination of Sofosbuvir in 

Pharmaceuticals by Several Inexpensive Ecofriendly Chromatographic, 

Electrophoretic, and Spectrophotometric Methods. Journal of AOAC 

International. 2017, 100(4), 1000-1007. 

22. GLOR, N.; AUSTIN, E. American Liver Foundation Hails Promise of Cure 

Signaled by FDA’s Approval of New Hepatitis C Treatments. Online.  

Dostupné z: http://hepc.liverfoundation.org/media/promise-of-cure-signaled-by-

fda/. [cit. 2018-03-15] 

23. EISSA, M., S., Simultaneous determination of the brand new two-drug 

combination for the treatment of hepatitis C: Sofosbuvir/ledipasvir using smart 

spectrophotometric methods manipulating ratio spectra. Spectrochimica Acta 

Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy. 2017, 183, 362–370. 

24. ZAMAN, B., SIDDIQUE F., a HASSAN W. RP-HPLC Method for 

Simultaneous Determination of Sofosbuvir and Ledipasvir in Tablet Dosage 

Form and Its Application to In Vitro Dissolution Studies. Chromatographia. 

2016, 79, 1605–1613. 

25. Dostupné z: 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/45375808#section=2D-Structure 

[cit. 2018-03-16] 

26. CHOLONGITAS, E. a PAPATHEODORIDIS, G.V. Sofosbuvir: a novel oral 

agent for chronic hepatitis C. Annals of Gastroenterology. 2014, 27, 331-337. 

27. ZAMAR, B., SIDDUQUE, F.; a HASSAN, W. RP-HPLC Method for 

Simultaneous Determination of Sofosbuvir and Ledipasvir in Tablet Dosage 

Form and Its Application to In Vitro Dissolution Studies. Spinger. 2016, 79, 

1605–1613. 

http://www.hplc.cz/Teorie/monolitic_columns.htm
http://www.selectscience.net/products/kinetex-core-shell-hplc+uhplc%20columns/?prodID=204703
http://www.selectscience.net/products/kinetex-core-shell-hplc+uhplc%20columns/?prodID=204703
http://hepc.liverfoundation.org/media/promise-of-cure-signaled-by-fda/
http://hepc.liverfoundation.org/media/promise-of-cure-signaled-by-fda/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/45375808#section=2D-Structure


63 

 

28. NAGARAJU, T. a VARDHAN S., V., M. et.al. A New RP-HPLC Method for 

the Simultaneous Assay of SOFOSBUVIR and LEDIPASVIR in Combined 

Dosage Form. International Journal of ChemTech Research. 2017, 10(7), 761-

768. 

29. Dosupné z: 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ledipasvir#section=2D-Structure 

[cit. 2018-03-20]  

30. FARID, N., F. a ABDELWAHAB N., S. Chromatographic analysis of ledipasvir 

and sofosbuvir: New treatment for chronic hepatitis C infection with application 

to human plasma. Journal of Liquid Chromatography & Related Technologies. 

2017, 40(7), 327-332. 

31. Dostupné z: 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Tenofovir_disoproxil#section=Top 

[cit. 2018-09-16]. 

32. OLIYAI, R. a FARDIS M. Viread. Comprehensive Medicinal Chemistry II. 

2007, 8, 53-58. 

33. HOUGHTON, S., R., MELTON J., FORTUNAK J. et. al. Rapid, mild method 

for phosphonate diester hydrolysis: development of a one-pot synthesis of 

tenofovir disoproxil fumarate from tenofovir diethyl ester. Tetrahedron. 

2010, 66, 8137-8144. 

34. Assessment report Efavirenz/Emtricitabine/Tenofovir disoproxil 

Zentiva. European Medicines Agency. EMA/454542/2017, 1-39 [cit. 2018-08-

07]. Dostupné z: https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-

report/efavirenz/emtricitabine/tenofovir-disoproxil-zentiva-epar-public-

assessment-report_en.pdf 

35. Dostupné z: 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/21146529#section=Top               

[cit. 2018-09-07]. 

36. Dostupné z: 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Tenofovir_Disoproxil_Fumarate#se

ction=Top [cit. 2018-09-20]. 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ledipasvir#section=2D-Structure
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Tenofovir_disoproxil#section=Top
https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/efavirenz/emtricitabine/tenofovir-disoproxil-zentiva-epar-public-assessment-report_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/efavirenz/emtricitabine/tenofovir-disoproxil-zentiva-epar-public-assessment-report_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/efavirenz/emtricitabine/tenofovir-disoproxil-zentiva-epar-public-assessment-report_en.pdf
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/21146529#section=Top
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Tenofovir_Disoproxil_Fumarate#section=Top
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Tenofovir_Disoproxil_Fumarate#section=Top


64 

 

37. Dostupné z: 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/71714119#section=Top       

[cit. 2018-09-25]. 

38. GALLANT, J., E. a DERESINSKI S. Tenofovir Disoproxil Fumarate. Clinical 

Infectious Diseases. 2003, 37(7), 944-950. 

39. KUMARASAMY, N., SUNDARAM S. a POONGULALI S., ET. AL. 

Prevalence and factors associated with renal dysfunction in patients on tenofovir 

disoproxil fumarate-based antiretroviral regimens for HIV infection in Southern 

India. Journal of Virus Eradication. 2018, 4(1), 37-40. 

40. REZK, M., R., BENDAS E., R., BASALIOUS E., B. a KARIM I., A. 

Quantification of sofosbuvir and ledipasvir in human plasma by UPLC–MS/MS 

method: Application to fasting and fed bioequivalencestudies. Journal of 

Chromatography B. 2016, 1028, 63-70. 

41. KHALILI, M., SOHRABI M., R., MIRZABEYGI V. a ZIARATGAHI N., T. 

Chemometric simultaneous determination of Sofosbuvir and Ledipasvir in 

pharmaceutical dosage form. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and 

Biomolecular Spectroscopy. 2018, 194, 141-151 

42. RUNJA, CH., KUMAR P. R a AVANAPU S., R. A Validated Stability 

Indicating RP-HPLC Method for the Determination of Emtricitabine, Tenofovir 

Disoproxil Fumarate, Elvitegravir and Cobicistat in Pharmaceutical Dosage 

Form. Journal of Chromatographic Science. 2016, 54(5), 759–764. 

43. PRATT, G., W., FAN A., MELAKEBERhAN B. a KLAPPERICH C., M. A 

competitive lateral flow assay for the detection of tenofovir. Analytica Chimica 

Acta. 2018, 1017, 34-40. 

44.  Bioanalytical Method Validation Guidance for Industry, 2018 

https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance 

documents/bioanalytical-method-validation-guidance-industry [cit. 2019-05-05]. 

45. Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP) Guideline on 

bioanalytical method validation, 2011. ema.europa.eu. 

http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/2

0 11/08/WC500109686.pdf [cit. 2019-05-05]. 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/71714119#section=Top
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance%20documents/bioanalytical-method-validation-guidance-industry
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance%20documents/bioanalytical-method-validation-guidance-industry
http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/20%2011/08/WC500109686.pdf
http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/20%2011/08/WC500109686.pdf

