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ABSTRAKT 

Univerzita Karlova 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra analytickej chémie 

 

Kandidát: Matej Tichoň 

Školiteľ: doc. PharmDr. Ludmila Matysová, Ph.D.  

Názov diplomovej práce: Vývoj a validácia metódy pre stanovenie  

cyklosporínu A v biorelevantných médiách 

 

 Pre  stanovenie cyklosporínu A v biorelevantných médiách bola vytvorená 

nová analytická metóda za použitia ultra-vysokoúčinnej kvapalinovej 

chromatografie. 

 Analýza bola uskutočnená na kolóne KinetexTM 1,7 µm C18, 50 x 2,1 mm 

(Phenomenex, USA). Mobilná fáza bola tvorená ultračistou vodou okyslenou 

kyselinou fosforečnou na pH = 2,40 a zmesou metanol : acetonitril (90 : 10) 

v celkovom pomere vodnej a organickej fázy 30 : 70. Analýza prebiehala 5 minút 

pri teplote 60 °C s konštantným prietokom 0,5 ml/min. Pri analýze bola použitá 

gradientová elúcia, ktorá v čase 0 minút začínala koncentráciou 70 % organickej 

fázy a stúpala do času 5 minút na koncentráciu 100 %. Cyklosporín A bol 

detegovaný pri 210 nm. Retenčný čas látky bol 3,08 min. 

 Po nájdení optimálnych podmienok bola metóda plne validovaná.  

 

 

Kľúčové slová: cyklosporín A, UHPLC, biorelevantné média  

  



ABSTRACT 

Charles university 

Faculty of Pharmacy in Hradec Králové 

Department of Analytical Chemistry 

 

Candidate: Matej Tichoň 

Supervisor: assoc. prof. PharmDr. Ludmila Matysová, Ph.D.  

Title of diploma thesis: Development and validation of method for 

determination of cyclosporine A in biorelevant mediums 

 

For the determination of cyclosporine A in biorelevant mediums, a new 

analytical method was developed by using of ultra-high performance liquid 

chromatography. 

The analysis was performed on a Kinetex™ 1.7  µm, C18 column, 

50 x 2.1 mm (Phenomenex, USA). The mobile phase consisted of ultrapure water 

acidified with phosphoric acid to pH = 2.40 and mixture of 

methanol : acetonitrile (90 : 10) in a total ratio of 30 : 70 aqueous to organic 

phases. The analysis was carried out at 60 °C for 5 minutes with a constant flow 

rate of 0.5 ml/min.   Gradient elution was used in the analysis, starting at 70 % 

organic phase at 0 minutes and increasing to 100 % at 5 minutes. Cyclosporine 

A was detected at 210 nm. The retention time of the substance was 3.08 min. 

Having the optimized conditions in hands, the method was fully validated. 

 

 

Keywords: cyclosporine A, UHPLC, biorelevant mediums 
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1 ÚVOD 

 

 Cyklosporín A je cyklický polypeptid so selektívnym imunosupresívnym 

účinkom, teda schopnosťou potlačiť funkcie imunitného systému. Účinky 

cyklosporínu sú využívané po transplantáciách orgánov či kostnej drene ako 

prevencia rejekcie transplantátu. Ďalšou indikáciou je systémová liečba 

autoimunitných ochorení, napr. systémového lupus erythematodes, psoriázy či 

reumatoidnej artritídy. 

 Zložitá hydrofóbna štruktúra cyklosporínu má za následok pomalú 

absorpciu a tým aj nižšiu biologickú dostupnosť. Pri vytváraní a testovaní nových 

liekových foriem je využívaná rozpustnosť liečiva v biorelevantných médiách, 

ktoré simulujú prostredia v jednotlivých častiach gastrointestinálneho  

traktu (GIT). Práve rozpustnosť liečiva v danom médiu predurčuje možnosť jeho 

distribúcie do vhodnej časti GIT, čím sa môže zvýšiť absorpcia a tým aj účinok 

pre pacienta. 

 Pre stanovenie koncentrácie cyklosporínu v biorelevantných médiách je 

vhodné použiť ultra-vysokoúčinnú kvapalinovú chromatografiu (UHPLC) 

s ultrafialovou detekciou. UHPLC sa vyznačuje vysokou citlivosťou, rýchlou 

analýzou či nízkou ekonomickou náročnosťou, čo poskytuje veľmi presne 

a správne výsledky. 
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2 CIEĽ PRÁCE 

 

 Cieľom tejto diplomovej práce bolo vytvoriť analytickú metódu  vhodnú pre 

stanovenie obsahu cyklosporínu A v biorelevantných médiách za použitia      

ultra-vysokoúčinnej kvapalinovej chromatografie.  

Metóda bola najprv optimalizovaná pomocou roztoku štandardu a po 

nájdení vhodných podmienok bola použitá na zistenie koncentrácie cyklosporínu  

vo vzorke. Validácia metódy preukázala, že táto metóda je kvalitná a vhodná pre 

účel, na ktorý bola vytvorená. 
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3 TEORETICKÁ ČASŤ 

3.1 IMUNOSUPRESÍVA 

 Imunosupresívne lieky sú skupinou liečiv, ktoré potláčajú imunitný systém 

organizmu. Zmyslom imunosupresívnej liečby po transplantácii tkaniva či orgánu 

je nastoliť taký stav organizmu, ktorý umožňuje akceptovať transplantát 

a súčasne zachovať obranyschopnosť pacienta proti infekciám. Imunosupresívna 

liečba môže byť namierená proti antigén-prezentujúcim bunkám, T-lymfocytom, 

cytokínom alebo špecifickým bunkovým molekulám. Konvenčné imunosupresíva 

spôsobujú zníženie počtu imunitných buniek, redukujú produkciu cytokínov 

a aktiváciu T-lymfocytov, čím potláčajú autoimunitný proces  [1]. 

Už pred vykonaním transplantácie je potrebné nasadiť vhodnú 

farmakoterapiu, ktorú určujú imunosupresívne režimy. Tie môžeme rozdeliť na 

indukčné, udržiavacie a antirejekčné[1][2]. Indukčný režim sa používa u pacientov 

s vysokým imunologickým rizikom a je tvorený kombináciou imunosupresív 

a monoklonálnych či polyklonálnych protilátok. Nasledujúci režim je udržiavací 

a pozostáva z trojkombinácie liečiv, zvyčajne takrolimu, mykofenolát -mofetilu 

a prednizónu. Antirejekčný režim je určený k  liečbe rejekčných epizód [1].  

Imunosupresíva sú tiež používané pri poruchách imunity spôsobených 

patologickou reakciou na vnútorné antigény, teda na liečbu autoimunitných 

ochorení [2]. Medzi najčastejšie liečené autoimunitné ochorenia patria psoriáza, 

lupus erythematodes, reumatoidná artritída či Crohnova choroba. 

 

Tabuľka č. 1: Základné rozdelenie imunosupresív podľa mechanizmu účinku [3] 

Skupina Príklady 

kortikosteroidy 
hydrokortizón, prednizón, metylprednizolón, 

triamcinolon, dexametazón  

antiproliferačné látky 
metotrexát, azatioprín, mykofenolát mofetil, 

cyklofosfamid 

kalcineurínové inhibítory  cyklosporín A, takrolimus 

mTOR inhibítory sirolimus (rapamycin), everolimus 

anti-T lymfocytárne 

protilátky 

antithymocytárny globulín, monoklonálna 

protílátka proti antigénom CD3, CD52  

anti-B lymfocytárne 

protilátky 
monoklonálna protílátka proti antigénu CD20  

i.v. imunoglobulíny polyvalentné humánne imunoglobulíny  
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3.1.1 Kalcineurínové inhibítory 

  Kalcineurínové inhibítory (CNi) patria medzi liečivá používané pri 

udržiavacej imunosupresívnej liečbe. Medzi CNi patria cyklosporín A (CsA) 

a takrolimus (TAC), ktoré inhibujú syntézu niektorých cytokínov  

prostredníctvom blokády kalcineurínu  [4]. Kalcineurín je serín-treonín proteínová 

fosfatáza závislá od vápnika a kalmodulínu, ktorá aktivuje T-bunky imunitného 

systému [5]. TAC sa viaže na proteíny FKBP-12 a FKBP-52, CsA sa viaže na 

proteín cyklofilín A. Tieto komplexy inhibujú kalcineurín, čoho výsledkom je 

inhibícia signálu pre aktiváciu transkripčného faktora aktivovaných                        

T-lymfocytov NF-AT, ktorý sa podieľa na transkripcii najmä cytokínu IL-2, ale 

aj ďalších, ako sú IL-3, IFN-γ a TNF-α [4]. V dôsledku týchto mechanizmov je 

inhibovaná imunitná odpoveď organizmu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1: Mechanizmus účinku kalcineurínových inhibítorov  TAC a CsA [6] 
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3.1.2 Cyklosporín A 

  Cyklosporín A (CsA) je cyklický polypeptid prírodného pôvodu so 

selektívnym imunosupresívnym účinkom. Hlavným producentom cyklosporínov 

je mikroorganizmus Beauveria nivea (Tolypocladium inflatum GAMS) spolu 

s ďalšími kmeňmi pôdnych húb alebo sa získava inými spôsobmi. Spočiatku bol 

CsA používaný len ako imunosupresívum. V roku 1974 bol preukázaný jeho 

protizápalový účinok, čo viedlo k používaniu CsA pri liečbe autoimunitných 

ochorení [1][2][7]. 

Definícia  

Chemický názov [8]: 

cyklo{[(2S,3R,4R,6E)-3-hydroxy-4-methyl-2-(methylamino)okt-6-enoyl]-L-2-

aminobutanoyl-N-methylglycyl-N-methyl-L-leucyl-L-valyl-N-methyl-L-leucyl-

L-alanyl-D-alanyl-N-methyl-L-leucyl-N-methyl-L-leucyl-N-methyl-L-valyl}  

Molekulová hmotnosť: 1202,6 

Sumárny vzorec: C62H111N11O12 

Štruktúrny vzorec: 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Obr. 2: Štruktúrny vzorec cyklosporínu A  [9]  
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Farmakokinetické vlastnosti  

Cyklosporín A je neutrálny cyklický peptid  pozostávajúci  

z 11 aminokyselín. Táto výrazne lipofilná štruktúra má za následok pomalú 

absorpciu a tým aj nízku biologickú dostupnosť, ktorá sa po perorálnom podaní 

v priemere odhaduje na 30 %[2].   

Najvyššie koncentrácie sa vyskytujú v  pečeni, kde je CsA intenzívne 

metabolizovaný mikrozomalným enzymatickým systémom cytochrómu P-450, 

konkrétne izoformou 3A4. Je mnoho látok, ktoré kompetitívnou inhibíciou alebo 

indukciou tohto systému zasahujú do metabolizmu a exkrécie CsA. Táto 

skutočnosť spolu s rozdielnou interindividuálnou biologickou dostupnosťou je 

dôvodom k pravidelnému meraniu hladiny CsA v krvi [1][2][7]. 

V plazme je CsA viazaný prevažne na lipoproteíny. Biologický polčas 

sa pohybuje medzi 6 - 20 hodinami, v priemere 9 hodín. Primárna exkrécia je 

najmä žlčou, malé množstvo je vylučované obličkami v nezmenenej             

podobe [1][2][7][9]. 

 

Interakcie cyklosporínu A 

  CsA je substrátom metabolizmu  CYP 3A4, čo má za následok možné 

interakcie liečiva s inhibítormi alebo induktormi tohto systému.  

 

Tabuľka č. 2: Prehľad výrazných inhibítorov a  induktorov CYP 3A4 [1] 

Inhibítory CYP 3A4 Induktory CYP 3A4 

ketokonazol, flukonazol, vorikonazol fenytoín 

erytromycín - makrolidy fenobarbital 

verapamil, diltiazem karbamazepín 

metoklopramid rifampicín 

metylprednizolón orlistat 

sirolimus (iba u CsA) ľubovník bodkovaný (trezalka)  

grapefruitová šťava  
 

 

  Vyššie zmienené inhibítory CYP 3A4 inhibujú enzymatický systém 

cytochrómu P450, a tým môžu zvyšovať hladinu CsA. Naopak, induktory         

CYP 3A4 urýchľujú metabolizmus, a tým zvyšujú clearence, a teda znižujú 

koncentráciu CsA v krvi. 
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Terapeutické indikácie [10] 

  Prvou indikáciou cyklosporínu sú transplantácie. Je používaný na 

prevenciu odmietnutia transplantátu alebo na liečbu rejekcie transplantátu 

u pacientov liečených inými imunosupresívami. Medzi ďalšie patria 

transplantácie kostnej drene a kmeňových buniek alebo liečba choroby z reakcie 

medzi transplantátom a príjemcom. 

  Cyklosporín sa tiež používa na navodenie a udržanie remisie 

autoimunitných ochorení, poprípadne na udržanie remisie po liečbe steroidmi. 

Najčastejšie liečené sú autoimunitné ochorenia ako reumatoidná artritída, ťažké 

formy psoriázy a atopická dermatitída.  

  Medzi iné ochorenia liečené cyklosporínom patria endogenná uveitída 

neinfekčnej etiológie a steroid-dependentný či steroid-rezistentný nefrotický 

syndróm vzniknutý v dôsledku poškodenia glomerulov. 

 

Liečivé prípravky s obsahom cyklosporínu A  

Tabuľka č. 3: Liečivé prípravky s obsahom CsA dostupné na Slovensku [11] a v ČR [12] 

Názov Síla 
Aplikačná 

forma 

Držiteľ 

rozhodnutia o 

registrácií 

CICLOSPORIN 

MYLAN [10][30] 

25/50/100 

[mg] 
CPS MOL 

Mylan Ireland 

Limited 

EQUORAL [10][30] 
25/50/100 

[mg] 
CPS MOL 

Teva Czech 

Industries, s. r. o. 

EQUORAL [10][30] 
50 

[ml] 
SOL POR 

Teva Czech 

Industries, s. r. o. 

SANDIMMUN [10][30] 
50 

[mg/ml] 
CON INF 

Novartis Slovakia, 

s. r. o. 

SANDIMMUN 

NEORAL [10][30] 

25/50/100 

[mg] 
CPS MOL 

Novartis Slovakia, 

s. r. o. 

SANDIMMUN 

NEORAL [10][30] 

100 

[mg/ml] 
SOL POR 

Novartis Slovakia, 

s. r. o. 

CICLOSPORIN 

SANDOZ [30] 

25/50/100 

[mg] 
CPS MOL Sandoz, s. r. o. 
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3.2 BIORELEVANTNÉ MÉDIÁ 

 Bežné disolučné testy, ktoré sa využívajú na kontrolu kvality tabliet, často 

nepredikujú zložité in vivo správanie sa slabo rozpustných liečiv. S cieľom získať 

vedomosti o správaní sa týchto liečiv pri prechode gastrointestinálnym traktom  

je vhodné použiť biorelevantné médiá, ktoré simulujú skutočnú situáciu in vivo. 

Práve biorelevantné médiá dokážu simulovať tekutiny v žalúdku, tenkom 

a hrubom čreve, a to nalačno, aj po jedle. Všetky biorelevantné média majú 

znížené povrchové napätie, upravené pH či osmolaritu, čo zvyšuje solubilizačnú 

kapacitu zle rozpustných liečiv [13]. 

 

3.2.1 Prostredia gastrointestinálneho traktu 

  Po perorálnom podaní liečiva nalačno je žalúdočná tekutina prvým 

prostredím, s ktorým sa lieková forma stretáva. U zdravých ľudí má žalúdočná 

tekutina nalačno výrazne nižšie pH v porovnaní s inými časťami 

gastrointestinálneho traktu. Práve toto nízke pH poskytuje ochranu pred 

nežiadúcimi mikróbmi vstupujúcimi do GIT. Žalúdočná šťava nalačno tiež  

obsahuje nízke hladiny povrchovo aktívnych látok. Žalúdok funguje ako 

rezervoár a pri absorpcii  liekov a živín nehrá významnú úlohu [13][14]. 

  Obsah žalúdka prechádza do tenkého čreva, kde sa zmiešava 

s tekutinami tenkého čreva. Táto tekutina má výsledné pH vyššie, pretože je 

takmer úplne neutralizovaná šťavami vylučovanými zo žlčníka. Výsledná 

tekutina obsahuje malé množstvo fyziologických povrchovo  aktívnych látok  

(soli žlčových kyselín, lipidy) a soli kyselín. Tieto látky hrajú významnú úlohu 

pri absorpcii liečiv z tenkého čreva nalačno [13][14].  

  S prítomnosťou jedla v žalúdku sa menia aj vlastnosti žalúdočných 

tekutín. Potrava ovplyvňuje pH žalúdočnej tekutiny, ktoré je vyššie v  porovnaní 

so stavom nalačno. S postupným vylučovaním potravy do vrátnika (pylorus) 

a ďalej do tenkého čreva sa znižuje pH žalúdka na hodnotu 4,5, ku koncu 

vyprázdňovania až na hodnotu pH = 3. Obsah povrchovo aktívnych látok je 

nízky, veľmi záleží aj od prijímanej potravy  [13][14].  
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  Tekutina tenkého čreva obsahujúca potravu má kľúčovú úlohu pri 

vstrebávaní liekov a živín. U zdravých ľudí má táto tekutina oveľa vyššiu hladinu 

fyziologických povrchovo aktívnych látok kvôli väčšiemu objemu štiav 

vylučovaných žlčníkom počas jedla, čo hrá významnú úlohu pri absorpcii liečiv. 

Táto tekutina má schopnosť rozpúšťať aj zle rozpustné liečivá a tým zvyšovať 

ich vstrebávanie [13][14]. 

3.2.2 Zloženie biorelevantných médií  

  Biorelevantné médiá obsahujú prírodné povrchovo aktívne látky (soli 

žlčových kyselín a fosfolipidy) a iné soli prítomné v čreve, aby simulovali 

gastrointestinálne tekutiny omnoho presnejšie než konvenčné disolučné médiá. 

Liečivá podané nalačno sa tiež vstrebávajú inak ako liečivá podané s jedlom. 

Z tohto dôvodu použitie biorelevantných médií pomáha predpovedať, ako bude 

liek pravdepodobne pôsobiť in vivo [14]. 

 

Tabuľka č. 4: Zloženie média FaSSGF a  FaSSIF [14] 

FaSSGF FaSSIF 

Komponent c [mM] Komponent c [mM] 

taurocholát 0,08 taurocholát 3 

fosfolipidy 0,02 fosfolipidy 0,75 

sodík 34 sodík 148 

chloridy 59 chloridy 106 

pH 1,6 fosfát 29 

  pH 6,5 

 

 

Tabuľka č. 5: Zloženie média FeSSIF a  FaSSCoF [14] 

FeSSIF FaSSCoF 

Komponent c [mM] Komponent c [mM] 

taurocholát 15 cholát sodný 0,15 

fosfolipidy 3,75 fosfolipidy 0,3 

sodík 319 oleát 0,1 

chloridy 203 hydroxid sodný 120 

kyselina octová 144 TRIS 45 

pH 5,0 maleát 76 

  pH 7,8 
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3.3 ULTRA-VYSOKOÚČINNÁ KVAPALINOVÁ 

CHROMATOGRAFIA 

Ultra-vysokoúčinná kvapalinová chromatografia  (Ultra-high performance 

liquid chromatography, UHPLC) je separačná metóda, ktorá pracuje na princípe 

rozdielnej distribúcie zložiek zmesi medzi dve vzájomne nemiešateľné fázy. 

Mobilnú fázu (pohyblivú) tvorí kvapalina, stacionárnu fázu (nepohyblivú) tvorí 

pevná látka. Stacionárna fáza sa nachádza v kolóne vo forme sorbentu, cez ktorý 

preteká mobilná fáza. Mobilná fáza je zvyčajne zmiešavaná v zmiešavači 

a následne čerpaná pomocou vysokotlakového čerpadla do kolóny. Analyzovaná 

zmes sa separuje na jednotlivé zložky na základe neustáleho ustaľovania 

rovnováhy medzi stacionárnou a mobilnou fázou. Elúcia analytov môže 

prebiehať za použitia izokratickej elúcie (zloženie mobilnej fázy sa nemení) 

alebo gradientovej elúcie (v priebehu analýzy sa mení zloženie mobilnej fázy či 

prietoková rýchlosť). Jednotlivé zložky analyzovanej zmesi sa rozdelia v kolóne 

a pri výstupe z nej sú rozpoznávané detektorom. Signál detektoru je pomocou 

softvéru v počítači prevedený do formy chromatogramu.  

 

Základnými komponentami UHPLC sú:   

▪ zásobník mobilnej fázy - uchováva sa v ňom mobilná fáza 

▪ degaser - odplyňuje mobilnú fázu 

▪ zmiešavač mobilnej fázy - umožňuje zmiešavanie mobilnej fázy 

▪ vysokotlaková pumpa - zaisťuje prietok mobilnej fázy systémom 

▪ autosampler s termostatom - dávkuje analyzovanú vzorku 

▪ predkolóna - zadržiava väčšie nečistoty pred vstupom do kolóny  

▪ analytická kolóna s termostatom kolóny - prebieha v nej separácia 

▪ detektor - deteguje jednotlivé zložky zmesi  

▪ počítač - prevádza dáta z detektoru do podoby chromatogramu 

▪ zásobník na odpad 
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Obr. 3: Schéma UHPLC. (1) zásobník mobilných fáz, (2) zmiešavač, (3) vysokotlaková 

pumpa, (4) autosampler, (5) predkolóna, (6) analytická kolóna, (7) detektor, (8) počítač, 

(9) zásobník na odpad  [15] 

 

3.3.1 Rozdiely medzi UHPLC a HPLC 

  V snahe získať čo najrýchlejšiu chromatografickú separáciu , čoraz 

viac dominuje systém UHPLC, ktorý sa vyznačuje vysokou účinnosťou  v analýze 

a zároveň vysokou citlivosťou sprostredkovanou vhodným detektorom . 

V UHPLC sa pre zvýšenie účinnosti separácie využívajú stacionárne fázy 

s časticami menšími ako 2 µm v porovnaní s HPLC, kde sa veľkosť častíc 

pohybuje v rozmedzí 3 - 5 µm. Dĺžka kolóny sa rovnako ako veľkosť častíc 

v UHPLC zmenšuje. Typická HPLC kolóna má vnútorný priemer 4,6 mm a dĺžku 

až do 250 mm, zatiaľ čo UHPLC kolóna má priemer 2,1 mm a menej a dĺžku 

50 - 100 mm. UHPLC sa tiež vyznačuje nižšou prietokovou rýchlosťou, spravidla 

0,2 - 0,7 ml/min. Menšie častice a menší priemer kolóny majú za následok 

zvyšovanie spätného tlaku v prístroji. Kým HPLC pracujú pri tlaku 40 - 60 MPa, 

UHPLC je schopné odolávať tlaku až 130 MPa. Na detekciu analytov je potrebný 

detektor s vysokou frekvenciou zberu dát, a to viac ako 20 Hz, často až 

80 Hz [16][17][18][19]. 

  Okrem rýchlej separácie a vysokej účinnosti má využitie UHPLC 

systému na analýzu aj iné výhody, medzi ktoré patrí vyššie rozlíšenie  či nižšia 

ekonomická náročnosť. Vybrané rozdiely medzi HPLC a UHPLC sú zhrnuté 

v tabuľke č. 6.  
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Tabuľka č. 6: Rozdiely medzi HPLC a UHPLC 

 HPLC UHPLC 

Doba analýzy dlhšia kratšia 

Veľkosť častíc 3 - 5 µm <2 µm 

Dĺžka kolóny 100 - 250 50 - 150 

Tlak čerpadla 40 - 60 MPa až 130 MPa 

Prietoková rýchlosť 1,0 - 2,0 ml/min 0,2 - 0,7 ml/min 

Spotreba mobilnej fázy vyššia nižšia 

 

3.3.2 Stacionárne fázy používané v UHPLC 

  Kvalita s stabilita stacionárnej fázy je základným predpokladom pre 

realizáciu rýchlej a účinnej separácie. Nové UHPLC stacionárne fázy by mali 

spĺňať tri hlavné požiadavky - vysokú chemickú stabilitu (široké rozmedzie pH), 

vysokú mechanickú odolnosť (odolnosť voči vysokým tlakom)  a zavedenie 

nových modifikácií pre získanie rozdielnej selektivity separácie [20]. 

  Vysoká účinnosť chromatografickej separácie môže byť zaistená 

používaním kolón naplnených povrchovo poréznymi časticami (porous shell 

particles). Tie sú pripravované nanášaním vrstvy silikagélu alebo oxidu hlinitého 

na nepórovité sklenené jadro. Príkladom môže byť neporézne sklenené jadro 

s priemerom 1,7 µm je pokryté vrstvou porézneho silikagélu širokého 0,5 µm, čo 

vytvára celkový priemer častice 2,7 µm. Póry obsiahnuté na povrchovej poréznej 

vrstve môžu mať rozmer 9 nm [20]. 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4: Porovnanie povrchovo poréznej častice (A) a  celkovo poréznej častice (B) [20] 
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  Pre túto analýzu bola použitá kolóna značky KINETEXTM 

(Phenomenex, USA) s povrchovo poréznymi časticami (známymi pod názvom 

core-shell). Táto morfológia častíc má za následok menšie rozšírenie píkov 

v porovnaní s plne poréznymi časticami, a teda poskytuje extrémne vysokú 

účinnosť separácie [21]. 

 

 

 

 

 

Obr. 5: Rozdiel v účinnosti medzi povrchovo poréznymi a  plne poréznymi časticami [23] 

  Dôležité faktory, ktoré zaručujú vyššiu účinnosť povrchovo poréznych 

častíc, sú teda relatívne malý priemer častíc, prítomnosť poréznej vrstvy  

a pravidelná distribúcia a hustota naplnenia kolóny [20]. 

 

3.3.3 Využitie UHPLC 

  Veľké množstvo vzoriek, ktoré je potrebné analyzovať , má za 

následok čoraz častejšie využívanie moderného systému UHPLC  v porovnaní 

s konvenčným HPLC. Táto metóda je využívaná v rôznych analýzach.  

  UHPLC je využívané pri testovaní prítomnosti určitej zlúčeniny vo 

vzorke. Je tiež schopná separovať niekoľko zložiek zmesi a kvalitatívne aj 

kvantitatívne ich stanoviť. Vo farmaceutickom priemysle sa využíva  na 

zisťovanie stability liečiv analyzovaním rozkladných produktov účinnej látky , či 

stanovovaním iných nečistôt. Je široko využívaný vo výskume a  vývoji nových 

látok, kedy vieme zistiť totožnosť, čistotu a koncentráciu látky. UHPLC sa tiež 

využíva na analýzu vzoriek biologického materiálu (napr. krvi, tkanív, moču), 

čo je využívané v biochemických laboratóriách. Systém nachádza uplatnenie aj 

v potravinárskom priemysle pri meraní kvality nápojov, či zisťovaní prítomnosti 

konzervačných látok [22][24].   
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3.4 METÓDY POPISUJÚCE STANOVENIE CYKLOSPORÍNU 

 V experimentálnej časti sa vychádzalo z existujúcich metód na stanovenie 

cyklosporínu A, poprípadne iných imunosupresív. Pre porovnanie boli vybrané 

HPLC aj UHPLC metódy, v ktorých autori využívali UV detekciu  pri vlnovej 

dĺžke 205 - 220 nm alebo detekciu hmotnostným spektrometrom.  

 Najčastejšie využívanou bola kolóna RP-C18, existuje však aj metóda 

s  RP-C8 či Phenyl-Hexyl stacionárnou fázou. Dĺžka kolón sa pri HPLC 

pohybovala v rozmedzí 100 - 150 mm, pri UHPLC 50 - 100 mm. Mobilná fáza 

bola najčastejšie tvorená acetonitrilom alebo metanolom v kombinácii s vodou či 

pufrom v rôznych pomeroch za využitia izokratickej elúcie alebo gradientovej 

elúcie. Práve gradientová elúcia bola použitá vo všetkých UHPLC metódach. 

Prietoková rýchlosť v UHPLC systéme sa pohybovala v rozmedzí 

0,35 - 0,60 ml/min, zatiaľ čo v HPLC metódach bola 1,0 ml/min a viac. 

Objem vzorky, ktorá bola nastrekovaná na kolónu v  HPLC systéme, bol až 

100 µl, čo je veľké množstvo v porovnaní s objemami (4 - 10 µl) v UHPLC 

systéme. Pri všetkých analýzach bola využitá vyššia teplota v kolónovom 

priestore a to 50 - 70 °C.  

 Tieto metódy boli vytvorené na stanovenie koncentrácie cyklosporínu A 

v biologickom materiáli (napr. v plnej krvi pacienta či v tkanivách). Žiadna 

metóda sa nezaoberala stanovením koncentrácie CsA v  biorelevantných médiách.  
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 Tabuľka č. 7:  Príklady metód stanovujúcich cyklosporín A

Metóda 
Stacionárna fáza 

(rozmer kolóny, veľkosť 

častíc) 

Mobilná fáza 
Chromatografické podmienky  

(režim, prietok, nástrek, detekcia, teplota)  

UHPLC [25] XB-C18, 50 x 2,1 mm, 

1,7 µm 

H2O : MeOH 

(30 : 70) 
gradientový 0,5 ml/min 10 µl 

UV 

220 nm 
60 °C 

HPLC [26] 
C18, 100 x 4,6 mm, 

3,5 µm 

ACN : fosfátový pufer pH=3,50 

(90 : 10)  
izokratický 1,0 ml/min 100 µl 

DAD 

270 - 

400 nm 

60 °C 

HPLC [27] 

C18 - sklenená 

mikroborová kolóna, 

1 x 150 mm 

ACN : MeOH : H2O 

(200 : 80 : 140) 
izokratický 0,11 ml/min - 

UV 

205 nm 
70 °C 

HPLC [28] C8, 150 x 4,6 mm, 3 µm 
ACN : H2O : H3PO4 

(750 : 250 : 1) 
izokratický 1,0 ml/min 20 µl 

UV 

210 nm 
60 °C 

UHPLC [29] 
BEH C18, 50 x 2,1 mm, 

1,7 µm 

H2O (0,1% HCOOH) : MeOH 

(0,1% HCOOH) 

(80 : 20) 

gradientový 0,6 ml/min 4 µl MS/MS 60 °C 

UHPLC [30] 
BEH C18, 

100 x 2,1 mm, 1,7 µm 

H2O (0,1% HCOOH) : ACN 

(0,1% HCOOH) 

(80 : 20) 

gradientový 0,35 ml/min 5 µl MS/MS 50 °C 

UHPLC [31] 
BEH C18, 50 x 2,1 mm, 

1,7 µm 

2 mM CH3COONH4 

(0,1% HCOOH) : MeOH 

(20 : 80) 

gradientový 0,6 ml/min 5 µl MS/MS 50 °C 

HPLC [32] 
Phenyl-Hexyl, 

50 x 2,1 mm, 2,6 µm 

H2O (20 mmol/l HCOONH4 + 0,1% 

HCOOH) : MeOH (20 mmol/l 

HCOONH4 + 0,1% HCOOH) 

(80 : 20) 

gradientový 1,0 ml/min 10 µl   MS/MS 50 °C 
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4 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 

4.1 POUŽITÉ CHEMIKÁLIE  

o Acetonitril (LC-MS Grade, ≥99,9 %), Fisher Chemical, USA 

o Dihydrogenfosforečnan sodný dihydrát, Sigma Aldrich,                          

Česká republika 

o Cyklosporín A, Teva Czech Industries, Česká republika  

o Etanol (Analytical reagent grade), Fisher Chemical, USA 

o Hydroxid sodný (p. a.), Penta, Česká republika 

o Chlorid sodný, Lach-Ner, Česká republika 

o Kyselina fosforečná 85 %, Merck KGaA, Nemecko 

o Kyselina chlorovodíková 37 %, Sigma Aldrich, Česká republika 

o Kyselina maleinová, Sigma Aldrich, Česká republika  

o Metanol (HPLC Gradient grade, ≥99,9 %), Fisher Chemical, USA 

o Tris(hydroxymethyl)-2-aminometan, Sigma Aldrich, Česká republika 

o Ultračistá voda (čistená systémom Milli-Q RG, Millipore, USA) 
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4.2 PRÍSTROJOVÉ VYBAVENIE A POMÔCKY  

o UHPLC systém Liquid Chromatograph  - Nexera X2, Shimadzu, 

Japonsko  

- Vysokotlakové pumpy LC - 30AD  

- Autosampler SIL - 30AC  

- Degasser DGU - 20A 5R  

- Detektor – DAD SPD - M30A  

- Komunikačná jednotka s počítačom CMB - 20A  

- Kolónový termostat CTO - 20AC  

 

o Chromatografická kolóna 

- Kinetex™ 1,7 µm, C18, 50 x 2,1 mm, Phenomenex, USA 

o Predkolóna  

- Security guard ULTRA Cartidges, UHPLC C18, 2,1 mm, 

Phenomenex, USA 

 

o Analytické váhy - Sartorius ME5, Nemecko 

o Automatické pipety - Transferpette S, Nemecko 

o Magnetické miešadlo - Fisher Scientific 

o pH meter, SCHOTT, Česká republika  

o Membránové filtre 13 mm, 0,22 µm, nylonová membrána, 

Chromservis, Česká republika  

o Striekačky na roztok 

o Bežné laboratórne sklo a pomôcky 
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4.3 PRÍPRAVA ROZTOKOV 

4.3.1 Mobilné fázy 

  Mobilná fáza A bola tvorená ultračistou vodou okyslenou kyselinou 

fosforečnou na hodnotu pH = 2,40. Táto hodnota bola pred každým meraním 

skontrolovaná pomocou pH metra. Mobilná fáza B bola zmesou metanolu 

a acetonitrilu v celkovom pomere 90 : 10 (v/v). Obsah acetonitrilu v druhej 

mobilnej fáze vylepšil vlastnosti píku, ako je napríklad jeho symetria.  

  Obe mobilné fázy boli pomocou zmiešavača v  prístroji miešané 

v celkovom pomere 30 : 70 (v/v). Z dôvodu využitia gradientovej elúcie sa 

zloženie mobilnej fázy počas analýzy konštantne menilo.  

 

4.3.2 Roztok štandardu 

  Bol pripravený zásobný roztok štandardu.  Na jeho prípravu bola 

použitá navážka 12,54 mg cyklosporínu A, ktorá bola prevedená do 25ml 

odmernej banky a rozpustená v zmesi acetonitril a etanol v pomere 1 : 1. 

Následne bola odmerná banka doplnená touto zmesou na 25,0 ml. Výsledný 

roztok o koncentrácii 0,5 mg/ml bol uchovávaný v chladničke bez prístupu svetla          

pri teplote 4 - 8 °C. 

 

4.3.3 Roztoky biorelevantných médií 

Boli pripravené 3 roztoky biorelevantných médií. Na zistenie pH 

roztokov bol použitý pH meter.  

Médium č. 1 bolo pripravené postupným navážením 42,0 mg 

hydroxidu sodného, 447,0 mg dihydrogenfosforečnanu sodného dihydrátu 

a 618,6 mg chloridu sodného. Tieto látky boli rozpustené v  90 ml ultračistej 

vody. Následne bolo upravené pH roztoku na hodnotu 6,50 pomocou potrebného 

množstva kyseliny chlorovodíkovej.  Do roztoku bolo navážených 224,0 mg 

FaSSIF/FeSSIF/FaSSGF biorelevantného média a doplnené v odmernej banke   

na 100,0 ml ultračistou vodou. Po 2 hodinách vznikla v médiu opalescencia           

a bolo pripravené na použitie. 
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Médium č. 2 bolo pripravené rozpustením 199,9 mg chloridu sodného 

v 90 ml ultračistej vody. Kyselinou chlorovodíkovou bolo pH upravené                 

na hodnotu 1,60 a následné bolo do roztoku pridaných 5,97  mg 

FaSSIF/FeSSIF/FaSSGF biorelevantného média. Číry roztok bol doplnený 

ultračistou vodou v 100ml odmernej banke po rysku a bol ihneď pripravený 

k použitiu. 

Médium č. 3 vzniklo rozpustením 480,0 mg hydroxidu sodného,   

550,0 mg tris(hydroxymethyl)-2-aminometanu (Tris-base) a 880,0 mg kyseliny 

maleinovej v 90 ml ultračistej vody. pH roztoku bolo upravené kyselinou 

chlorovodíkovou na hodnotu 7,80. Do roztoku bola pridaná navážka 34,0 mg 

FaSSCoF  biorelevantného média a bol doplnený ultračistou vodou na 100,0  ml. 

Po 1 hodine bol roztok pripravený k použitiu. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUSIA 

5.1 OPTIMALIZÁCIA CHROMATOGRAFICKEJ METÓDY 

 Cieľom optimalizácie tejto metódy bolo nájsť vhodné chromatografické 

podmienky pre stanovenie cyklosporínu A . Pri optimalizácii chromatografických 

podmienok sa vychádzalo z informácií uvedených v Českom liekopise 2017 [8] 

a z nájdených článkov internetových databáz zaoberajúcich sa touto 

problematikou [25][26][29]. Jednotlivé kroky, ktoré viedli k optimalizácii, budú 

popísané nižšie.  

 

5.1.1 Vlnová dĺžka detekcie 

  Pri hľadaní vhodnej vlnovej dĺžky (λ) sa vychádzalo z odborného 

článku, v ktorom autori využívali vlnovú dĺžku 220 nm [25] a z Českého liekopisu 

2017, kde bola uvedená hodnota 210 nm [8]. Pri týchto vlnových dĺžkach 

absorbujú niektoré organické látky, ako napríklad ACN obsiahnutý v mobilnej 

fáze. To však neovplyvnilo analýzu, a preto bola ako najvhodnejšia vybraná 

hodnota 210 nm, ktorá bola použitá na detekciu cyklosporínu. 

 

5.1.2 Zloženie mobilnej fázy, gradient, hodnota pH, teplota 

  Ďalším krokom v optimalizácii tejto metódy bolo nájsť vhodnú 

mobilnú fázu. Na začiatku sa testovala MF zložená z ultračistej vody (H2O) 

a metanolu (MeOH) v pomere 50 : 50, ktorej zloženie sa počas analýzy nemenilo . 

Pri konštantnom prietoku 0,5 ml/min bol čas analýzy nastavený na 15 min. 

Hodnota pH = 6,9 sa neupravovala, rovnako sa nemenila pracovná teplota 25  °C. 

Toto zloženie MF neposkytovalo optimálne výsledky, avšak bola viditeľná 

odozva cyklosporínu s výraznou intenzitou.  

  V snahe vylepšiť retenčný čas stanovovanej látky a celkové vlastnosti 

píku bolo zmenený pomer mobilnej fázy na 30 : 70 H2O : MeOH. Izokratická 

elúcia neprinášala potrebné výsledky, a preto bola využitá gradientová elúcia. 

Gradient bol postupne nastavovaný tak, aby sa skrátil retenčný čas cyklosporínu. 
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Výsledný gradient, ktorý zabezpečil výrazne lepšie výsledky je zhrnutý 

v tabuľke č. 8. Dôležitým faktorom v analýze bola teplota. Zistilo sa, že výrazné 

skrátenie doby analýzy prinieslo zvýšenie teploty v kolóne najprv na 45 °C, 

neskôr až na 60 °C. Celkový čas analýzy bol skrátený na 5 minút. Pre dosiahnutie 

optimálnych podmienok separácie bolo potrebné upraviť hodnotu pH. 

S postupným znižovaním pH pomocou kyseliny fosforečnej sa zlepšovali 

podmienky separácie, intenzita píku sa zvyšovala. Pri pH = 2,40 sa retenčný čas 

CsA pohyboval okolo hodnoty 3 min.  

 

Tabuľka č. 8: Zloženie mobilnej fázy a  gradient 

Pomer MF A : B 30 : 70 

Mobilná fáza A ultračistá voda  

Mobilná fáza B metanol 

Zmena zloženia MF 

(Gradient) 

Čas [min] Koncentrácia MF-B [%] 

0,00 70 

5,00 100 

5,01 STOP 

 

 

 

 

 

 

 

 Obr. 6: Chromatogram CsA pred úplnou optimalizáciou chromatografických podmienok  

 

  Posledným problémom v optimalizácií zloženia mobilnej fázy bolo 

mierne chvostovanie píku. Pridaním acetonitrilu (ACN) do organickej časti MF 

sa vylepšila symetria píku a  chvostovanie už nebolo pozorované. Mobilná fáza 

bola teda zložená z 30 % H2O upravenej kyselinou fosforečnou na hodnotu 

pH = 2,40 a zo 70 % zmesi MeOH : ACN v pomere 90 : 10. Celá analýza 

prebiehala pri teplote 60 °C za použitia gradientovej elúcie.   
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5.1.3 Analytická kolóna 

  Pri hľadaní optimálnej stacionárnej fázy s vlastnosťami vhodnými na 

túto analýzu sa vychádzalo z odborného článku, kde autori označili kolónu C18 

za bežne používanú na stanovenie cyklosporínu [33]. Práve kolóna KinetexTM C18, 

50 x 2,1 mm, 1,7 µm (Phenomenex, USA) bola použitá na analýzu cyklosporínu. 

Celková doba analýzy bola 5 minút, CsA bol detegovaný v čase 3,08 min, 

intenzita píku pri zvolenej vlnovej dĺžke bola dostatočná. Kolóna C18 bola 

zároveň vhodná na použitie za vyššieho tlaku v systéme UHPLC. Výhodou tejto 

kolóny so stacionárnou fázou C18 je aj jej časté používanie v iných laboratóriách, 

a teda možnosť reprodukovať túto metódu.  

  



 

32 

 

5.2 OPTIMÁLNE CHROMATOGRAFICKÉ PODMIENKY 

Tabuľka č. 9: Súhrn optimálnych chromatografických podmienok 

Analytická kolóna KinetexTM C18, 50 x 2,1 mm, 1,7 µm 

Mobilná fáza (A : B) 30 : 70 

Mobilná fáza A ultračistá voda + H3PO4 (pH = 2,40) 

Mobilná fáza B metanol : acetonitril (90 : 10) 

Zmena zloženia MF 

(Gradient) 

Čas [min] Koncentrácia MF-B [%] 

0,00 70 

5,00 100 

5,01 STOP 

Prietoková rýchlosť 0,5 ml/min 

pH 2,40 

Vlnová dĺžka 210 nm 

Nastrekovaný objem 1 µl 

Retenčný čas CsA 3,08 min 

Tlak 27,8 MPa 

Teplota 60 °C 

Celkový čas analýzy 5 min 

 

 Chromatogram cyklosporínu A pri optimálnych chromatografických 

podmienkach s UV detekciou pri 210 nm. 

 

Obr. 7: Chromatogram CsA: MF: [30 % H2O : 70 % (MeOH : ACN)(90 : 10)], pH = 2,40, 

nástrek = 1 µl, prietok = 0,5 ml/min, kolóna: KinetexTM C18 (50 x 2,1 mm, 1,7 µm), 

gradientová elúcia. 

CsA 
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5.3 VALIDÁCIA ANALYTICKEJ METÓDY 

 Validácia je experimentálny proces, ktorého cieľom je dokázať,                     

že vytvorená metóda je kvalitná a vhodná pre účel, na ktorý bola vytvorená. 

Zároveň pri opakovaných meraniach musí poskytovať správne a presné výsledky. 

Súčasťou validácie je aj vypracovanie protokolu, v  ktorom sú obsiahnuté všetky 

výsledky z meraní, ktoré sú potrebné urobiť, aby bola metóda plne validovaná.  

 Validácia analytických postupov je zameraná na 4 najbežnejšie používané 

analytické procedúry: skúšky totožnosti, limitné skúšky pre kontrolu nečistôt, 

kvantitatívne skúšky na stanovenie obsahu nečistôt a skúšky na stanovenie 

obsahu účinnej látky vo vzorke. 

 Pri validácii tejto metódy bol vykonaný test spôsobilosti systému  a boli 

merané parametre ako presnosť, správnosť, linearita, selektivita, robustnosť, 

LOD, LOQ a stabilita štandardu [34][35][36]. 

 

5.3.1 Test spôsobilosti systému 

  Test spôsobilosti systému predstavuje neoddeliteľnú súčasť väčšiny 

analytických metód. Určuje podmienky, ktoré musia byť splnené  pred každým 

použitím danej metódy, aby boli výsledky merania bezchybné.  Pre validáciu tejto 

metódy boli vybrané parametre: kapacita separácie, faktor symetrie, rozlíšenie 

a opakovateľnosť [34][35][36]. 

 

5.3.1.1 Kapacita separácie  

  V prípade využitia gradientovej elúcie sa namiesto parametru zdanlivý 

počet teoretických poschodí využíva parameter kapacita separácie (np), ktorý 

hodnotí účinnosť kolóny. Vyjadruje počet píkov, ktoré môžu byť rozlíšené 

v určitom časovou úseku tak, aby boli všetky látky rozdelené na základnej línii.  

Pri analýze sa vychádzalo z 3 nástrekov. Kapacita separácie bola vypočítaná 

z priemernej hodnoty šírky píku v polovici jeho výšky (w0,5) a času gradientu 

podľa vzorca [20]: 
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np ... kapacita separácie 

tG ... trvanie gradientu (5 min) 

w0,5 ... šírka píku v polovici výšky píku 

 

Tabuľka č. 10: Kapacita separácie cyklosporínu  

Nástrek 1 2 3 Priemer np 

 Hodnota w0,5  

Cyklosporín 0,111 0,111 0,111 0,111 12,26 

 

  Hodnota kapacity separácie by sa mala pohybovať nad 10. 

Cyklosporín tejto požiadavke vyhovuje s hodnotou np = 12,26. 

 

5.3.1.2 Faktor symetrie 

  Faktor symetrie píku (As) určuje, do akej miery je pík symetrický, 

poprípadne ako veľmi sa prejavuje chvostovanie či frontovanie píku. Úplnú 

symetriu píku predstavuje hodnota 1,0.  Pri výpočte symetrie píku sa vychádzalo  

z 3 nástrekov, hodnoty boli vypočítané z rovnice [8]: 

 

 As ... faktor symetrie 

 w0,05 ... šírka píku v jednej dvadsatine výšky (min) 

d ... vzdialenosť medzi kolmicou spustenou z  vrcholu  

       píku a vzostupnou časťou píku v 1/20 jeho výšky 

 

Tabuľka č. 11: Faktor symetrie cyklosporínu  

Nástrek 1 2 3 Priemer As 

w0,01 0,237 0,238 0,239 0,238  

d 0,11 0,11 0,11 0,11 1,08 

 

  Faktor symetrie má byť v rozmedzí 0,8 - 1,5. Hodnota As = 1,08 

cyklosporínu vyhovuje požiadavkám.  

5,0.4
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5.3.1.3 Rozlíšenie 

  Hodnota rozlíšenia (Rs) udáva mieru rozdelenia dvoch zložiek, ktoré 

eluujú po sebe. Hodnoty vyššie než 1,5 znamenajú rozdelenie na základnej línii. 

Pri výpočte sa vychádzalo z 3 hodnôt, ktoré boli namerané pomocou 

počítačového softvéru a spriemerované. Pre výpočet sa používa rovnica [8]: 

 

 tR1, tR2 ... retenčné časy píkov 

 wh1, wh2 ... šírka píku v polovici výšky píku 

 

 Tabuľka č. 12: Rozlíšenie píku cyklosporínu 

 

  Hodnoty rozlíšenia by mali byť vyššie než 1,5. Priemerná hodnota 

rozlíšenia Rs = 18,53 vyhovuje tejto požiadavke. 

 

5.3.1.4 Opakovateľnosť 

  Opakovateľnosť vyjadruje zhodu medzi niekoľkými po sebe idúcimi 

meraniami za využitia rovnakých podmienok (napr. v jednom laboratóriu, 

rovnaký analytik, na rovnakom prístroji či s rovnakou vzorkou). Meria veľkosť 

náhodnej chyby, ktorá je číselne vyjadrená v  percentách pomocou relatívnej 

smerodajnej odchýlky (RSD) [8][34]. RSD je možné vypočítať pomocou rovnice:  

 

n ... počet jednotlivých hodnôt 

ȳ ... priemer jednotlivých hodnôt  

yi ... jednotlivé namerané hodnoty  

 

  Z roztoku štandardu bolo urobených 6 nástrekov. Sledované parametre 

boli retenčný čas a plocha pod píkom, z ktorých bol vypočítaný priemer 

a následne RSD. Výsledky sú zaznamenané v nižšie uvedenej tabuľke č. 13. 

Nástrek 1 2 3 Priemer 

Rs 18,58 18,54 18,46 18,53 
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Tabuľka č. 13: Opakovateľnosť nástreku cyklosporínu 

 Retenčný čas [min] Plocha pod píkom 

1. 3,078 2014092 

2. 3,080 2017536 

3. 3,078 2021012 

4. 3,079 2013546 

5. 3,082 2020359 

6. 3,080 2016936 

Priemer 3,080 2017247 

SD 0,0015 3088,41 

RSD 0,05 % 0,15 % 

 

  Hodnota relatívnej smerodajnej odchýlky pre hodnoty retenčného času 

a plochy pod píkom by nemala presiahnuť 1  %. Meraná vzorka tomuto kritériu 

vyhovuje. 
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5.3.2 Validácia analytickej metódy 

5.3.2.1 Limit detekcie a kvantifikácie 

  Limit detekcie (LOD) vyjadruje najmenšiu koncentráciu analytu, ktorá 

ešte vyvolá odozvu detekčného systému. Táto odozva systému je väčšia, než je 

3-násobok úrovne šumu pozadia [24][37]. 

  Limit kvantifikácie (LOQ) vyjadruje najnižšiu koncentráciu látky, 

ktorú je možné kvantitatívne stanoviť s  presnosťou, pre ktorú bola metóda 

validovaná. Označuje sa tiež parametrom citlivosti systému . Predstavuje 

koncentráciu, ktorá je väčšia ako 10-násobok  úrovne šumu pozadia [24][37].  

  Nasledujúce výsledky boli vypočítané pomocou vzorcov a  sú zhrnuté 

v tabuľke č. 14 nižšie. 

 

sn =  
(najvyššia kladná amplitúda šumu − záporná amplitúda šumu)

5
 

 

K =  
plocha píku

výška píku
     b =  

plocha píku

koncentrácia analytu
 

 

      Tabuľka č. 14: LOD a LOQ cyklosporínu  

 Cyklosporín A 

Maximálna amplitúda šumu 46,9 

Minimálna amplitúda šumu 40,1 

sn 1,36 

K 7,16 

b 4,03 

LOD [ng/ml] 7,24 

LOQ [ng/ml] 24,15 

 

 Najnižšia koncentrácia, ktorá vyvolá odozvu detektoru je 7,24  ng/ml. 

Najnižšia koncentrácia látky, ktorú je možné presne a  správne stanoviť pomocou 

tejto metódy je 24,15 ng/ml. 
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5.3.2.2 Linearita 

  Linearita analytického postupu udáva schopnosť metódy poskytovať 

výsledky, ktoré sú priamo úmerné koncentrácií analytu vo vzorke. Na hodnotenie 

linearity sa najčastejšie využíva korelačný koeficient. Čím je jeho hodnota bližšie 

k 1, tým viac je daná závislosť lineárna [24][34][36]. 

Tabuľka č. 15: Linearita cyklosporínu  

c [mg/100ml] Plocha pod píkom Priemer 

35 

1424721 

1424466 1424141 

1424536 

40 

1622476 

1617177 1617699 

1611356 

45 

1818506 

1815770 1818873 

1809932 

50 

2046346 

2044496 2042512 

2044631 

55 

2232585 

2237244 2242316 

2236831 

60 

2421481 

2424474 2426057 

2425883 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 8: Graf kalibračnej závislosti cyklosporínu  

  Hodnota korelačného koeficientu (R2) by mala byť väčšia ako 0,9990. 

V tomto prípade je R2 = 0,9993, čo spĺňa limit stanovený pre validáciu . 
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5.3.2.3 Presnosť (precíznosť) 

  Presnosť analytickej metódy vyjadruje miera zhodnosti medzi 

jednotlivými výsledkami, ktoré boli získané pri opakovanom meraní jedného 

homogénneho vzorku. Výsledok merania je vyjadrený pomocou relatívnej 

smerodajnej odchýlky [24][34][36]. 

  Na meranie presnosti metódy bolo pripravených 6 vzoriek 

biorelevantného média č. 1, u ktorých bola sledovaná presnosť plochy pod píkom.  

Každá vzorka bola premeraná trikrát, z  týchto hodnôt bola vypočítaná priemerná 

hodnota a následne vypočítaná relatívna smerodajná odchýlka.  

 

Tabuľka č. 16: Presnosť plochy pod píkom  cyklosporínu 

 Plocha pod píkom Priemer 

1. 

175282 

174627 175100 

173499 

2. 

175058 

175216 175315 

175276 

3. 

175760 

176617 177181 

176909 

4. 

175355 

175667 176034 

175613 

5. 

175499 

175514 174254 

176790 

6. 

175730 

175572 176462 

174525 

 Priemer 175536 

 RSD 0,37 % 

 

  Hodnota relatívnej smerodajnej odchýlky by mala byť do 5  %. Merané 

vzorky cyklosporínu s RSD = 0,37 % tejto požiadavke vyhovujú. 
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5.3.2.4 Správnosť (presnosť) 

  Správnosť metódy vyjadruje zhodu medzi skutočnou referenčnou 

hodnotou (c0) a hodnotou získanou (c i). Vyjadruje sa ako výťažnosť (R i), čo je 

pomer medzi množstvom analytu získaného analytickou  metódou a jeho 

referenčnou hodnotou. Výťažnosť sa vyjadruje v  percentách a mala by byť 

v rozmedzí 100 ± 5 %. Relatívna smerodajná odchýlka má byť do 5 % [24][34][36]. 

 

Tabuľka č. 17: Správnosť metódy u  cyklosporínu 

 c0 [mg/100ml] ci [mg/100ml] Priemer Ai Ri [%] 

1. 

5,40 

5,336 218210 98,81 

2. 5,364 219365 99,33 

3. 5,444 222586 100,81 

4. 5,372 219586 99,48 

5. 5,352 218812 99,11 

6. 5,432 222189 100,59 

   Priemer Ri  99,69 

   RSD 0,82 % 

  

  Priemerná hodnota výťažnosti cyklosporínu bola 99,69  %. Hodnota 

RSD bola 0,82 %, čo vyhovuje limitom tejto skúšky. 

 

5.3.2.5 Robustnosť 

Robustnosť je definovaná ako schopnosť analytickej metódy 

poskytovať správne a presné výsledky aj v prípade malých zmien parametrov. 

Hlavnou úlohou sledovania robustnosti je získať informácie o spoľahlivosti 

postupu a upozorniť na podmienky, ktoré by mohli zmeniť výsledky merania. Pri 

použití kvapalinovej chromatografie môžu mať  vplyv na robustnosť parametre 

ako zloženie mobilnej fázy, pH mobilnej fázy, prietoková rýchlosť či teplota 

v systéme, ktorá môže ovplyvňovať aj stabilitu analytov  [24][34][35][36]. 

Pri vývoji tejto metódy boli skúmané 2 parametre robustnosti, a to 

vplyv zloženia mobilnej fázy a vplyv pH na retenčný čas a plochu pod píkom.  
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Prvým sledovaným parametrom bolo zloženie MF. Mobilná fáza bola 

zložená z vodnej a organickej časti. Vodnú časť MF tvorila ultračistá voda 

okyslená kyselinou fosforečnou na hodnotu pH  = 2,40, organickú časť MF tvorila 

zmes metanolu a acetonitrilu v pomere 90 : 10. Pri sledovaní robustnosti bol 

menený pomer ACN : MeOH, teda organická časť mobilnej fázy. Pre meranie 

bola použitá MF s pomerom 20 : 80 ACN : MeOH, ktorá výraznejšie ovplyvnila 

retenčný čas cyklosporínu, hodnota tR = 3,42 min. Mobilná fáza obsahujúca 

100 % MeOH ovplyvnila retenčný čas CsA minimálne, a to na hodnotu 

tR = 2,94 min.  Plocha pod píkom sa výrazne nemenila. Nižšie sú zobrazené 

chromatogramy, kde môžeme sledovať najmä zmenu retenčného času.  

 

 

 

 

 

 

 

       Čas 

Obr. 9: Chromatogram CsA: MF: [30 % H2O : 70 % (MeOH : ACN)(80 : 20)], pH = 2,40, 

nástrek = 1 µl, prietok = 0,5 ml/min, kolóna: KinetexTM C18 (50 x 2,1 mm, 1,7 µm), 

gradientová elúcia. 

 

 

 

 

 

 

 

       Čas 

Obr. 10: Chromatogram CsA: MF: [30 % H2O : 70 % MeOH], pH = 2,40, nástrek =  1 µl, 

prietok = 0,5 ml/min, kolóna: KinetexTM C18 (50 x 2,1 mm, 1,7 µm), gradientová elúcia.  
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  Týmto meraním bolo zistené, že zloženie organickej časti mobilnej 

fázy do istej miery ovplyvňuje retenčný čas. So zvyšujúcou sa koncentráciou 

acetonitrilu sa retenčný čas cyklosporínu predlžuje. Plocha pod píkom sa líšila 

minimálne.  

Druhým sledovaným parametrom robustnosti bol vplyv pH vodnej 

zložky mobilnej fázy na chromatogram cyklosporínu. Pri meraní bolo pH 

upravované pomocou kyseliny fosforečnej z pôvodnej hodnoty pH = 2,40 na 

hodnoty 2,30 a 2,60. Zmena pH mobilnej fázy výrazne neovplyvnila retenčný čas 

cyklosporínu. Zistilo sa, že pH má vplyv na symetriu píku. Pri zmenách pH bolo 

pozorované mierne chvostovanie píku, plocha pod píkom sa zmenšovala, rozdiel 

však nebol veľmi výrazný.  

Premeriavaním parametrov robustnosti sa potvrdilo, že aj napriek 

minimálnym zmenám by mala analýza prebiehať za predom nastavených 

optimálnych podmienok. 

 

5.3.2.6 Stabilita  

  Súčasťou validácie je aj sledovanie stability štandardu . Pre toto 

meranie boli pripravené 2 roztoky štandardu o  koncentrácii 0,5 mg/ml.  

Roztok A bol uchovávaný pri teplote 4 °C v chladničke za chránenia pred 

svetlom. Roztok B bol skladovaný pri teplote 25 °C bez chránenia pred slnečným 

žiarením. Tieto roztoky boli následné v časoch 0 h, 24 h, 48 h a 72 h trikrát 

zmerané a výsledné hodnoty plôch pod píkom boli spriemerované. Bol 

vypočítaný faktor stability (T) podľa dole uvedenej rovnice. Všetky parametre sú 

uvedené v tabuľke č. 18. 

 

      ST ... faktor stability 

𝑆𝑇 = 100 × (
|𝐴𝑖−𝐴0|

𝐴0
)  A0 ... plocha pod píkom v čase 0h  

      Ai ... plocha pod píkom v čase 24 h, 48 h, 72 h 
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Tabuľka č. 18: Stabilita štandardu cyklosporínu 

t [hod] Roztok A ST [%] Roztok B ST [%] 

0 2017525 - 100,00 2015916 - 100,00 

24 2016160 0,07 99,93 2011692 0,21 99,79 

48 2015348 0,11 99,89 2009344 0,33 99,67 

72 2014949 0,13 99,87 2004205 0,58 99,42 

   

  Hodnota faktoru stability by mala byť do 1. Testy stability ukázali, že 

štandard je stabilný 3 dni pri uchovávaní v chladničke aj pri uchovávaní pri 

bežnej laboratórnej teplote. 

 

5.3.2.7 Selektivita 

  Schopnosť jednoznačne analyzovať stanovovanú látku , a to za 

prítomnosti ďalších očakávaných látok v zmesi sa nazýva selektivita metódy. 

Medzi tieto látky môžu patriť napr. pomocné látky, rozkladné produkty 

a nečistoty [24][34][35]. 

  Nižšie uvedené chromatogramy zobrazujú nástrek roztoku štandardu, 

roztok placeba a vzorky. Na chromatograme štandardu je vidieť dobre 

detekovateľný pík cyklosporínu s dostatočnou intenzitou v čase 3,08 min.  

Na chromatogramoch placeba a vzorky je vidieť, že metóda je dostatočne 

selektívna a zložky biorelevantného média analýzu cyklosporínu neovplyvňujú. 
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 Obr. 11: Chromatogram štandardu cyklosporínu  A 
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 Obr. 12: Chromatogram placeba  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Obr. 13: Chromatogram vzorky cyklosporínu  A v biorelevantnom médiu  

  

A

b

s

o

r

b

a

n

c

i

a 

A

b

s

o

r

b

a

n

c

i

a 

Čas 

CsA 



 

45 

 

5.4 VYUŽITIE NOVEJ METÓDY NA ANALÝZU CsA 

 Po úspešnej optimalizácii a úplnej validácii bola táto metóda využitá na 

analýzu roztokov biorelevantných médií . Tieto disolučné média boli pripravené 

podľa postupu uvedeného v kapitole 4.3.3. V každom médiu bolo 24 hodín 

rozpúšťaných 100,00 mg cyklosporínu A za nepretržitého miešania na 

magnetickej miešačke. Následne bolo každé médium prefiltrované pomocou 

filtrov s nylonovou membránou a šesťkrát premerané. Zo získaných plôch pod 

píkom bol vypočítaný priemer. Priemerné hodnoty plôch pod píkom boli použité 

na výpočet koncentrácie CsA z rovnice podľa metódy vonkajšieho štandardu.  

ci =
Ai

ASTD
cSTD ci ... koncentrácia CsA vo vzorke [mg/ml] 

Ai ... plocha pod píkom CsA vo vzorke  

ASTD ... plocha pod píkom štandardu  

cSTD ... koncentrácia štandardu [mg/ml] 

 

5.4.1 Výsledky meraní koncentrácie cyklosporínu 

  Na výpočet koncentrácie cyklosporínu v  biorelevantných médiách 

bola použitá koncentrácia štandardu cSTD = 0,5016 mg/ml vypočítaná z návažky 

12,54 mg CsA a plochy pod píkom štandardu ASTD = 2044496. Výsledky sú 

zhrnuté v tabuľkách č. 19 a 20. 

 

Tabuľka č. 19: Plochy pod píkom CsA v biorelevantných médiách 

 Médium č. 1 Médium č. 2 Médium č. 3 

1 174627 162680 24083 

2 175216 162188 23680 

3 176617 161544 23763 

4 175667 163208 24123 

5 175514 162892 23409 

6 175572 163100 22503 

Priemer 175536 162602 23594 
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Tabuľka č. 20: Stanovenie koncentrácie cyklosporínu v  biorelevantných médiách  

 Médium č. 1 Médium č. 2 Médium č. 3 

Ai 175536 162602 23594 

ASTD 2044496 2044496 2044496 

cSTD [mg/ml] 0,5016 0,5016 0,5016 

ci [mg/ml] 0,0431 0,0399 0,0058 

c [mg/100ml] 4,31 3,99 0,58 

  

  Výpočtom bola zistená koncentrácia cyklosporínu v  biorelevantných 

médiách. V 100,0 ml média č. 1 sa rozpustilo 4,31 mg cyklosporínu. V rovnakom 

objeme média č. 2 sa rozpustilo 3,99 mg CsA. V 100,0 ml média č. 3 sa 

rozpustilo 0,58 mg CsA. Tieto merania zároveň potvrdili nízku rozpustnosť CsA 

v biorelevantných médiách, a teda aj nízku rozpustnosť vo vode, čo sa 

predpokladalo. Udáva sa, že cyklosporín je mierne rozpustný [38]. 
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6 ZÁVER 

 Pre stanovenie cyklosporínu A v biorelevantných médiách bola pomocou 

ultra-vysokoúčinnej kvapalinovej chromatografie vyvinutá nová analytická 

metóda. Táto metóda je moderná, rýchla, zároveň poskytuje správne a presné 

výsledky. Súhrn optimálnych chromatografických podmienok je zhrnutý 

v tabuľke č. 21.  

Tabuľka č. 21: Súhrn optimálnych chromatografických podmienok  

Analytická kolóna KinetexTM C18, 50 x 2,1 mm, 1,7 µm 

Mobilná fáza (A : B) 30 : 70 

Mobilná fáza A ultračistá voda + H3PO4 (pH = 2,40) 

Mobilná fáza B metanol : acetonitril (90 : 10) 

Zmena zloženia MF 

(Gradient) 

Čas [min] Koncentrácia MF-B [%] 

0,00 70 

5,00 100 

5,01 STOP 

Prietoková rýchlosť 0,5 ml/min 

pH 2,40 

Vlnová dĺžka 210 nm 

Nastrekovaný objem 1 µl 

Retenčný čas CsA 3,08 min 

Teplota 60 °C 

Celkový čas analýzy 5 min 
 

 Po optimalizácii chromatografických podmienok bol vykonaný  test 

spôsobilosti systému. Overené boli kapacita separácie, faktor symetrie, rozlíšenie 

a opakovateľnosť. Ďalej boli merané parametre LOD a LOQ, linearita, presnosť, 

správnosť, robustnosť, stabilita štandardu a selektivita. Všetky namerané 

hodnoty vyhovovali požadovaným limitom. Potom, ako bola metóda plne 

validovaná, bola použitá na stanovenie koncentrácie cyklosporínu  A 

v biorelevantných médiách.  

Práve zistenie rozpustnosti CsA v danom médiu predurčilo možnosť 

vytvoriť novú liekovú formu na Katedre farmaceutickej technológie FaF UK, 

ktorá dokáže distribuovať toto liečivo do vhodnej časti gastrointestinálneho 

traktu, a tým zvýšiť jeho účinky u pacientov, ktorí majú doživotne nastavený 

imunosupresívny režim. 
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