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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytickej chémie

Kandidat: Matej Tichon
SkoliteP: doc. PharmDr. Ludmila Matysové, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Vyvoj a validicia metéody pre stanovenie

cyklosporinu A v biorelevantnych médiach

Pre stanovenie cyklosporinu A v biorelevantnych médiach bola vytvorena
novd analytickda metdéda za pouzitia ultra-vysokoucinnej kvapalinove;j

chromatografie.

Analyza bola uskuto¢nena na koloéne Kinetex™ 1,7 pm C18, 50 x 2,1 mm
(Phenomenex, USA). Mobilnd fadza bola tvorend ultracistou vodou okyslenou
kyselinou fosforecnou na pH = 2,40 a zmesou metanol : acetonitril (90 : 10)
v celkovom pomere vodnej a organickej fazy 30 : 70. Analyza prebiechala 5 minut
pri teplote 60 °C s konStantnym prietokom 0,5 ml/min. Pri analyze bola pouzita
gradientova elucia, ktord v ¢ase 0 minut zacinala koncentraciou 70 % organicke;j
fazy a stupala do casu 5 minat na koncentraciu 100 %. Cyklosporin A bol

detegovany pri 210 nm. Retencny cas latky bol 3,08 min.

Po najdeni optiméalnych podmienok bola metéda plne validovana.

KrPucové slova: cyklosporin A, UHPLC, biorelevantné média



ABSTRACT

Charles university
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Matej Tichon
Supervisor: assoc. prof. PharmDr. Ludmila Matysova, 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 um, C18 column,
50 x 2.1 mm (Phenomenex, USA). The mobile phase consisted of ultrapure water
acidified  with  phosphoric acid to pH=240 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



Z0ZNAM SKRATIEK

ACN acetonitril
CsA cyklosporin A
CNi inhibitory kalcineurinu (calcineurin inhibitors)

CYP3A4 cytochrom P450 - izoforma 3A4

FaSSCoF simulovana tekutina hrubého ¢éreva nalaéno
(Fasted State Simulated Colonic Fluid)

FaSSGF simulovana Zaludo¢na tekutina nalac¢no
(Fasted State Simulated Gastric Fluid)

FaSSIF simulovana tekutina tenkého ¢reva nala¢no
(Fasted State Simulated Intestinal Fluid)

FeSSIF simulovana tekutina tenkého ¢reva po jedle
(Fed State Simulated Intestinal Fluid)

FKBP rodina vzdjomne pribuznych proteinov (FK binding protein)
GIT gastrointestinalny trakt

HPLC vysokoucinna kvapalinova chromatografia

H.0 voda

H3PO4 kyselina fosforecna

IFN-y interferon gamma
IL-2 interleukin-2

IL-3 interleukin-3
LOD limit detekcie
LOQ limit kvantifikacie

MeOH metanol
MF mobilné faza
napr. napriklad

NF-AT transkripény faktor aktivovanych T-lymfocytov
(nuclear factor of activated T-cells)

RSD relativna smerodajna odchylka

SD smerodajnd odchylka



STD
TAC
TNF-a
TRIS
UHPLC
uv

VIS

Standard

takrolimus (FK506)

tumor nekrotizujuci faktor alfa (tumor necrosis factor alpha)
tris(hydroxymetyl)-2-aminometan

ultra-vysokoucinna kvapalinova chromatografia

ultrafialové spektrum (Ultra-Violet)

viditeI'né spektrum (Visible)
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1 UVOD

Cyklosporin A je cyklicky polypeptid so selektivnhym imunosupresivnym
G¢inkom, teda schopnostou potladit funkcie imunitného systému. Ucinky
cyklosporinu su vyuzivané po transplanticidch organov ¢i kostnej drene ako
prevencia rejekcie transplantatu. DalSou indikaciou je systémova lie¢ba
autoimunitnych ochoreni, napr. systémového lupus erythematodes, psoriazy ¢i

reumatoidnej artritidy.

Zlozitd hydroféobna Struktura cyklosporinu méd za ndasledok pomalu
absorpciu a tym aj nizSiu biologicku dostupnost’. Pri vytvarani a testovani novych
liekovych foriem je vyuzivana rozpustnost’ lieiva v biorelevantnych médiach,
ktoré¢ simuluju prostredia v jednotlivych castiach gastrointestindlneho
traktu (GIT). Prave rozpustnost’ lieCiva v danom médiu predurcuje moznost’ jeho
distribucie do vhodnej casti GIT, ¢im sa mdze zvysit absorpcia a tym aj uc¢inok

pre pacienta.

Pre stanovenie koncentracie cyklosporinu v biorelevantnych médidch je
vhodné pouzit ultra-vysokoucinnu kvapalinovii chromatografiu (UHPLC)
s ultrafialovou detekciou. UHPLC sa vyznacuje vysokou citlivostou, rychlou
analyzou ¢i nizkou ekonomickou naro¢nostou, ¢o poskytuje vel'mi presne

a spravne vysledky.
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2  CIEL PRACE

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo vytvorit analyticki metédu vhodnu pre
stanovenie obsahu cyklosporinu A v biorelevantnych médiach za pouzitia

ultra-vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie.

Metoda bola najprv optimalizovand pomocou roztoku Standardu a po
néajdeni vhodnych podmienok bola pouzitd na zistenie koncentracie cyklosporinu
vo vzorke. Validacia metody preukazala, Ze tdto metoda je kvalitna a vhodna pre

ucel, na ktory bola vytvorena.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 IMUNOSUPRESIVA

Imunosupresivne lieky st skupinou lie¢iv, ktoré potla¢aju imunitny systém
organizmu. Zmyslom imunosupresivnej lieCby po transplantacii tkaniva ¢i organu
je nastolit taky stav organizmu, ktory umoznuje akceptovat transplantat
a sucasne zachovat’ obranyschopnost’ pacienta proti infekciam. Imunosupresivna
liecba mdze byt namierend proti antigén-prezentujucim bunkam, T-lymfocytom,
cytokinom alebo $pecifickym bunkovym molekuldm. Konvenéné imunosupresiva
spOsobuji znizenie poctu imunitnych buniek, redukuju produkciu cytokinov

a aktivaciu T-lymfocytov, ¢im potlagaju autoimunitny proces [l

Uz pred vykonanim transplantacie je potrebné nasadit vhodnu
farmakoterapiu, ktort ur€uju imunosupresivne rezimy. Tie mdZeme rozdelit’ na
indukéné, udrziavacie a antirejekéné[!1l, Indukény rezim sa pouziva u pacientov
s vysokym imunologickym rizikom a je tvoreny kombindciou imunosupresiv
a monoklondlnych ¢i polyklonédlnych protilatok. Nasledujuci rezim je udrZiavaci
a pozostava z trojkombindacie lie€iv, zvyc€ajne takrolimu, mykofenolat-mofetilu

a prednizonu. Antirejekény rezim je uréeny k liecbe rejekénych epizod [,

Imunosupresiva si tieZ pouZivané pri poruchidch imunity sposobenych
patologickou reakciou na vnutorné antigény, teda na liecbu autoimunitnych

[2

ochoreni !?). Medzi najéastejsie liecené autoimunitné ochorenia patria psoridza,

lupus erythematodes, reumatoidna artritida ¢i Crohnova choroba.

TabuPka &. 1: Zakladné rozdelenie imunosupresiv podla mechanizmu u&inku 3

Skupina Priklady

hydrokortizon, prednizon, metylprednizolon,
triamcinolon, dexametazon

metotrexat, azatioprin, mykofenolat mofetil,
cyklofosfamid

kalcineurinové inhibitory | cyklosporin A, takrolimus

kortikosteroidy

antiprolifera¢né latky

mTOR inhibitory sirolimus (rapamycin), everolimus

anti-T lymfocytarne antithymocytarny globulin, monoklonalna
protilatky protilatka proti antigénom CD3, CD52
ant1-‘B, lymfocytirne monoklondalna protilatka proti antigénu CD20
protilatky

1.v. imunoglobuliny polyvalentné huménne imunoglobuliny
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3.1.1 Kalcineurinové inhibitory

Kalcineurinové inhibitory (CNi) patria medzi lie¢ivd pouzivané pri
udrziavacej imunosupresivnej lie¢be. Medzi CNi patria cyklosporin A (CsA)
a takrolimus (TAC), ktoré inhibuji syntézu niektorych cytokinov
prostrednictvom blokady kalcineurinu [*. Kalcineurin je serin-treonin proteinova
fosfatdza zavisld od vapnika a kalmodulinu, ktord aktivuje T-bunky imunitného
systému Bl TAC sa viaze na proteiny FKBP-12 a FKBP-52, CsA sa viaze na
protein cyklofilin A. Tieto komplexy inhibuji kalcineurin, ¢oho vysledkom je
inhibicia signdlu pre aktiviciu transkripéného faktora aktivovanych
T-lymfocytov NF-AT, ktory sa podiel'a na transkripcii najmé cytokinu IL-2, ale
aj dalsich, ako su IL-3, IFN-y a TNF-a . V désledku tychto mechanizmov je

inhibovand imunitnd odpoved organizmu.

1. T-cell Receptor (TCR) Activation

|

s e PPV ARR AN ARt SR S AR S e
R o behs b X O R A N N N S N A A e oy

E © 2. Phospholipase C (PLC) Activation —=* Ca?* Release

e LI 3. Ca?+Calcineurin
‘ ; " Tacrolimus
; .

° : e I'I P FK Binrllni!r‘ct;in
\

4. Ca?Calcineurin+ Immunophillin

NFAT ----° 5. De-phosphorylation of Nuclear
factor of activated T-cells (NFAT)

6. NFAT Translocation

7. Upregulation of Cytokine Genes
— &>

Obr. 1: Mechanizmus G¢inku kalcineurinovych inhibitorov TAC a CsA 8]
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3.1.2 Cyklosporin A

Cyklosporin A (CsA) je cyklicky polypeptid prirodného pdvodu so
selektivnym imunosupresivnym uc¢inkom. Hlavnym producentom cyklosporinov
je mikroorganizmus Beauveria nivea (Tolypocladium inflatum GAMS) spolu
s d’alSimi kmenimi podnych hub alebo sa ziskava inymi spdsobmi. Spociatku bol
CsA pouzivany len ako imunosupresivum. V roku 1974 bol preukazany jeho
protizapalovy ucinok, ¢o viedlo k pouzivaniu CsA pri lieCbe autoimunitnych

ochoreni MNEI71,
Definicia
Chemicky nazov 8l

cyvklo{[(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}

Molekulova hmotnost’: 1202,6
Sumarny vzorec: CsoHi11N11012

Struktirny vzorec:

Obr. 2: Strukturny vzorec cyklosporinu A [*]
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FarmakoKkinetické vlastnosti

Cyklosporin A je neutralny cyklicky peptid pozostavajuci
z 11 aminokyselin. Tato vyrazne lipofilnad Struktura méa za nasledok pomalt
absorpciu a tym aj nizku biologicku dostupnost’, ktord sa po peroralnom podani

v priemere odhaduje na 30 %2,

Najvyssie koncentracie sa vyskytuju v peceni, kde je CsA intenzivne
metabolizovany mikrozomalnym enzymatickym systémom cytochromu P-450,
konkrétne izoformou 3A4. Je mnoho latok, ktoré kompetitivnou inhibiciou alebo
indukciou tohto systému zasahuju do metabolizmu a exkrécie CsA. Tato
skuto¢nost’ spolu s rozdielnou interindividudlnou biologickou dostupnostou je

doévodom k pravidelnému meraniu hladiny CsA v krvi 2171

V plazme je CsA viazany prevazne na lipoproteiny. Biologicky polc¢as
sa pohybuje medzi 6 - 20 hodinami, v priemere 9 hodin. Primarna exkrécia je

najmd zl¢ou, malé mnozstvo je vyluCované oblickami v nezmenenej

podobe 1217101,

Interakcie cyklosporinu A

CsA je substratom metabolizmu CYP 3A4, ¢o mé za nasledok mozné

interakcie lie€iva s inhibitormi alebo induktormi tohto systému.

Tabulka &. 2: Prehl'ad vyraznych inhibitorov a induktorov CYP 3A4 [

Inhibitory CYP 3A4 Induktory CYP 3A4
ketokonazol, flukonazol, vorikonazol fenytoin
erytromycin - makrolidy fenobarbital
verapamil, diltiazem karbamazepin
metoklopramid rifampicin
metylprednizolén orlistat
sirolimus (iba u CsA) I'ubovnik bodkovany (trezalka)
grapefruitova §tava

VysSie zmienené inhibitory CYP 3A4 inhibuji enzymaticky systém
cytochromu P450, atym moézu zvySovat hladinu CsA. Naopak, induktory
CYP 3A4 urychluju metabolizmus, a tym zvySuja clearence, ateda znizuju

koncentraciu CsA v krvi.
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Terapeutické indikacie [

Prvou indikéaciou cyklosporinu su transplantdcie. Je pouZzivany na
prevenciu odmietnutia transplantatu alebo na liecbu rejekcie transplantatu
u pacientov lieCenych inymi imunosupresivami. Medzi dalSie patria
transplantacie kostnej drene a kmenovych buniek alebo lie¢ba choroby z reakcie

medzi transplantatom a prijemcom.

Cyklosporin sa tiez pouziva na navodenie a udrzanie remisie
autoimunitnych ochoreni, popripadne na udrZanie remisie po liecbe steroidmi.
NajcastejSie liecené su autoimunitné ochorenia ako reumatoidnd artritida, tazkeé

formy psoridzy a atopicka dermatitida.

Medzi iné ochorenia liecené cyklosporinom patria endogenna uveitida
neinfek¢nej etiologie a steroid-dependentny ¢i steroid-rezistentny nefroticky

syndrom vzniknuty v dosledku poskodenia glomerulov.

Liecivé pripravky s obsahom cyklosporinu A

TabulPka ¢&. 3: Liedivé pripravky s obsahom CsA dostupné na Slovensku 'l a v CR 2]

Aplika¢na Drzitel
Nazov Sila P rozhodnutia o
forma e s s
registracii
CICLOSPORIN 25/50/100 Mylan Ireland
PS MOL
MYLAN Mool [mg] CPS MO Limited
EQUORAL 1015, 25/50/100 CPS MOL Teva} Czech
[mg] Industries, s. r. 0.
EQUORAL 11530 >0 SOL POR Teva Czech
[ml] Industries, s. r. 0.
i< Slovaki
SANDIMMUN oo 50 CON INF Novartis Slovakia,
[mg/ml] S. I. 0.
SANDIMMUN 25/50/100 CPS MOL Novartis Slovakia,
NEORAL fenisol [mg] S. I. 0.
SANDIMMUN 100 Novartis Slovakia
L POR ’
NEORAL 1o1i30] [mg/ml] SOL PO S. I. 0.
CICLOSPORIN 25/50/100
PS MOL . T. 0.
SANDOZ 1301 [me] CPS MO Sandoz, s. r. o
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3.2 BIORELEVANTNE MEDIA

Bezné disolu¢né testy, ktoré sa vyuzivaji na kontrolu kvality tabliet, Casto
nepredikuju zlozité in vivo spravanie sa slabo rozpustnych lieciv. S cielom ziskat
vedomosti o spravani sa tychto lieCiv pri prechode gastrointestinalnym traktom
je vhodné pouzit’ biorelevantné média, ktoré simuluju skuto¢nu situaciu in vivo.
Prave biorelevantné média dokazu simulovat tekutiny v zaludku, tenkom
a hrubom c¢reve, a to nala¢no, aj po jedle. VSetky biorelevantné média maju
znizené povrchové napétie, upravené pH ¢i osmolaritu, ¢o zvysuje solubiliza¢nu

kapacitu zle rozpustnych lie¢iv [13],

3.2.1 Prostredia gastrointestinalneho traktu

Po perordlnom podani lieciva nalacno je zalidocnd tekutina prvym
prostredim, s ktorym sa liekova forma stretava. U zdravych 'udi ma zaludo¢na
tekutina nalacno vyrazne nizSie pH v porovnani sinymi castami
gastrointestindlneho traktu. Prave toto nizke pH poskytuje ochranu pred
neziaducimi mikrébmi vstupujucimi do GIT. Zalidoéna $tava nalaéno tiez
obsahuje nizke hladiny povrchovo aktivnych latok. Zaludok funguje ako

rezervoar a pri absorpcii liekov a Zivin nehrd vyznamnu tlohu 1311141,

Obsah Zaludka prechadza do tenkého ¢reva, kde sa zmieSava
s tekutinami tenkého creva. Tato tekutina ma vysledné pH vysSSie, pretozZe je
takmer uplne neutralizovand S$tavami vylucovanymi zo zl¢nika. Vysledna
tekutina obsahuje malé mnozstvo fyziologickych povrchovo aktivnych latok
(soli zl¢ovych kyselin, lipidy) a soli kyselin. Tieto latky hraji vyznamnu ulohu

pri absorpcii lie¢iv z tenkého &reva nalagno 3114,

S pritomnostou jedla v zaludku sa menia aj vlastnosti zalido¢nych
tekutin. Potrava ovplyvnuje pH Zaludoc¢nej tekutiny, ktoré je vyssie v porovnani
so stavom nalacno. S postupnym vyluCovanim potravy do vratnika (pylorus)
a d’alej do tenkého creva sa znizuje pH zalidka na hodnotu 4,5, ku koncu
vyprdazdiiovania az na hodnotu pH = 3. Obsah povrchovo aktivnych latok je

nizky, vel'mi zdleZi aj od prijimanej potravy 311141,
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Tekutina tenkého ¢reva obsahujuca potravu ma klacovu ulohu pri
vstrebavani liekov a zivin. U zdravych 'udi ma tato tekutina ovel'a vyssiu hladinu
fyziologickych povrchovo aktivnych latok kvoli vidcSiemu objemu Stiav
vyluCovanych zl¢nikom pocas jedla, ¢o hra vyznamnu ulohu pri absorpcii lieciv.
Tato tekutina mé schopnost’ rozpustat aj zle rozpustné lieciva a tym zvySovat

ich vstrebavanie [131114],

3.2.2 ZlozZenie biorelevantnych médii

Biorelevantné média obsahuju prirodné povrchovo aktivne latky (soli
zIcovych kyselin a fosfolipidy) a iné soli pritomné v ¢reve, aby simulovali
gastrointestindlne tekutiny omnoho presnejSie nez konvenéné disoluc¢né média.
Lie¢ivd podané nalacno sa tiez vstrebavaji inak ako lie¢ivd podané s jedlom.
Z tohto dovodu pouzitie biorelevantnych médii poméha predpovedat, ako bude

liek pravdepodobne pdsobit in vivo (141,

Tabulka €. 4: Zlozenie média FaSSGF a FaSSIF [14

FaSSGF FaSSIF
Komponent ¢ [mM] Komponent ¢ [mM]
taurocholat 0,08 taurocholat 3

fosfolipidy 0,02 fosfolipidy 0,75

sodik 34 sodik 148

chloridy 59 chloridy 106

pH 1,6 fosfat 29

pH 6,5

Tabulka €. 5: Zlozenie média FeSSIF a FaSSCoF 14

FeSSIF FaSSCoF
Komponent ¢ [mM] Komponent ¢ [mM]
taurocholat 15 cholat sodny 0,15
fosfolipidy 3,75 fosfolipidy 0,3
sodik 319 oleat 0,1
chloridy 203 hydroxid sodny 120
kyselina octova 144 TRIS 45
pH 5,0 maleat 76
pH 7,8
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3.3 ULTRA-VYSOKOUCINNA KVAPALINOVA
CHROMATOGRAFIA

Ultra-vysokouc¢innd kvapalinova chromatografia (Ultra-high performance
liquid chromatography, UHPLC) je separa¢na metoda, ktora pracuje na principe
rozdielnej distribucie zloziek zmesi medzi dve vziajomne nemieSatelné fazy.
Mobilnu fazu (pohyblivu) tvori kvapalina, stacionarnu fazu (nepohybliva) tvori
pevna latka. Stacionarna faza sa nachadza v kolone vo forme sorbentu, cez ktory
preteka mobilnd fadza. Mobilnd faza je zvyCajne zmieSavand v zmieSavaci
a nasledne ¢erpana pomocou vysokotlakového ¢erpadla do kolony. Analyzovana
zmes sa separuje na jednotlivé zlozky na zdklade neustdleho ustalovania
rovnovahy medzi stacionarnou a mobilnou fazou. Eldcia analytov moze
prebiehat za pouzitia izokratickej elucie (zloZenie mobilnej fazy sa nementi)
alebo gradientovej elucie (v priebehu analyzy sa meni zlozenie mobilnej fazy ¢i
prietokova rychlost’). Jednotlivé zlozky analyzovanej zmesi sa rozdelia v koldne
a pri vystupe z nej st rozpoznavané detektorom. Signél detektoru je pomocou

softvéru v pocitaci prevedeny do formy chromatogramu.

Zéikladnymi komponentami UHPLC su:

» zasobnik mobilnej fazy - uchovava sa v iom mobilné faza

= degaser - odplyiiuje mobilnt fazu

= zmieSava¢ mobilnej fazy - umoznuje zmieSavanie mobilnej fazy

= vysokotlakova pumpa - zaistuje prietok mobilnej fazy systémom
* autosampler s termostatom - davkuje analyzovanu vzorku

» predkolona - zadrziava vicSie necistoty pred vstupom do kolony

= analyticka koldna s termostatom koldny - prebieha v nej separacia
= detektor - deteguje jednotlivé zlozky zmesi

» pocitac - prevadza data z detektoru do podoby chromatogramu

= zéasobnik na odpad
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Obr. 3: Schéma UHPLC. (1) zasobnik mobilnych faz, (2) zmieSavac, (3) vysokotlakova

pumpa, (4) autosampler, (5) predkoléna, (6) analyticka kolona, (7) detektor, (8) pocitac,
(9) zéasobnik na odpad '3

3.3.1 Rozdiely medzi UHPLC a HPLC

V snahe ziskat' €o najrychlejSiu chromatografickil separaciu, Coraz
viac dominuje systém UHPLC, ktory sa vyznacuje vysokou u¢innost'ou v analyze
a zaroven vysokou citlivostou sprostredkovanou vhodnym detektorom.
V UHPLC sa pre zvySenie ucinnosti separacie vyuzivaju stacionarne fazy
s Casticami menSimi ako 2 pm v porovnani s HPLC, kde sa velkost castic
pohybuje v rozmedzi 3 - 5 pm. Dizka kolény sa rovnako ako velkost &astic
v UHPLC zmensuje. Typicka HPLC koldéna ma vnttorny priemer 4,6 mm a dizku
az do 250 mm, zatial ¢o UHPLC koléna ma priemer 2,1 mm a menej a dizku
50 - 100 mm. UHPLC sa tiez vyznacuje niz§ou prietokovou rychlostou, spravidla
0,2 - 0,7 ml/min. MenSie Castice a menSi priemer kolény maji za ndasledok
zvySovanie spatného tlaku v pristroji. Kym HPLC pracuju pri tlaku 40 - 60 MPa,
UHPLC je schopné odolavat’ tlaku az 130 MPa. Na detekciu analytov je potrebny

detektor s vysokou frekvenciou zberu dat, ato viac ako 20 Hz, casto az
80 Hz [161117118][19]

Okrem rychlej separacie a vysokej uc€innosti méa vyuzitie UHPLC
systému na analyzu aj iné¢ vyhody, medzi ktoré patri vysSie rozliSenie ¢i nizSia
ekonomickd ndro¢nost. Vybrané rozdiely medzi HPLC a UHPLC st zhrnuté

v tabulke ¢. 6.
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Tabul’ka €. 6: Rozdiely medzi HPLC a UHPLC

HPLC UHPLC
Doba analyzy dlhSia kratSia
Velkost’ Castic 3-5um <2 um
Dizka kolony 100 - 250 50 - 150
Tlak ¢erpadla 40 - 60 MPa az 130 MPa
Prietokova rychlost 1,0 - 2,0 ml/min 0,2 - 0,7 ml/min
Spotreba mobilnej fazy vysSia nizsia

3.3.2 Stacionarne fazy pouzivané v UHPLC

Kvalita s stabilita stacionarnej fazy je zakladnym predpokladom pre
realizaciu rychlej a u¢innej separacie. Nové UHPLC stacionarne fazy by mali
spinat tri hlavné poziadavky - vysoku chemicku stabilitu (3iroké rozmedzie pH),
vysokll mechanickil odolnost’ (odolnost voc¢i vysokym tlakom) a zavedenie

novych modifikacii pre ziskanie rozdielnej selektivity separacie [2°1.

Vysoka ucinnost chromatografickej separdcie modzZe byt zaistena
pouzivanim kolon naplnenych povrchovo poréznymi Casticami (porous shell
particles). Tie st pripravované nanaSanim vrstvy silikagélu alebo oxidu hlinitého
na neporovité sklenené jadro. Prikladom moZe byt neporézne sklenené jadro
s priemerom 1,7 pm je pokryté vrstvou porézneho silikagélu Sirokého 0,5 pm, ¢o
vytvara celkovy priemer Castice 2,7 um. Pory obsiahnuté na povrchovej porézne;j

vrstve mézu mat’ rozmer 9 nm 291,

(A) (B)

Obr. 4: Porovnanie povrchovo poréznej Gastice (A) a celkovo poréznej astice (B) 2%
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Pre tto analyzu bola pouzitd kolona znacky KINETEX™
(Phenomenex, USA) s povrchovo poréznymi casticami (zndmymi pod nazvom
core-shell). Tato morfoldgia Castic ma za nasledok menSie rozSirenie pikov
v porovnani s plne poréznymi cCasticami, ateda poskytuje extrémne vysoku

G¢innost separacie 2!,

neporézne jadro

L

vstup / plne porézny material __ vystup  povrchovo porérma éastica

ki A _L-\__l./. \‘,\

’_

o

plne porézna castica

Obr. 5: Rozdiel v G¢innosti medzi povrchovo poréznymi a plne poréznymi ¢asticami [23]

Ddélezité faktory, ktoré zarucuju vyssiu ucinnost povrchovo poréznych
Castic, su teda relativne maly priemer castic, pritomnost poréznej vrstvy

a pravidelna distribucia a hustota naplnenia kolény 291,

3.3.3  Vyuzitie UHPLC

Velké mnozstvo vzoriek, ktoré je potrebné analyzovat, ma za
nasledok coraz castejSie vyuZzivanie moderného syst¢ému UHPLC v porovnani

s konvenénym HPLC. Tato metdda je vyuzivana v réznych analyzach.

UHPLC je vyuzZivané pri testovani pritomnosti urcitej zliceniny vo
vzorke. Je tiez schopnd separovat’ niekolko zloziek zmesi a kvalitativne aj
kvantitativne ich stanovit. Vo farmaceutickom priemysle sa vyuZiva na
zistovanie stability lieCiv analyzovanim rozkladnych produktov uc¢innej latky, ¢i
stanovovanim inych necistot. Je Siroko vyuzivany vo vyskume a vyvoji novych
latok, kedy vieme zistit’ totoznost’, ¢istotu a koncentraciu latky. UHPLC sa tiez
vyuziva na analyzu vzoriek biologického materidlu (napr. krvi, tkaniv, mocu),
¢o je vyuzivané v biochemickych laboratériach. Systém nachadza uplatnenie aj
v potravindrskom priemysle pri merani kvality ndpojov, ¢i zistovani pritomnosti

konzervaénych latok [22124],
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3.4 METODY POPISUJUCE STANOVENIE CYKLOSPORINU

V experimentdlnej Casti sa vychddzalo z existujucich metdd na stanovenie
cyklosporinu A, popripadne inych imunosupresiv. Pre porovnanie boli vybrané
HPLC aj UHPLC metody, v ktorych autori vyuzivali UV detekciu pri vinovej

dizke 205 - 220 nm alebo detekciu hmotnostnym spektrometrom.

NajcastejSie vyuzivanou bola koléna RP-C18, existuje vSak aj metdoda
s RP-C8 ¢&i Phenyl-Hexyl stacionarnou fazou. Dizka kolén sa pri HPLC
pohybovala v rozmedzi 100 - 150 mm, pri UHPLC 50 - 100 mm. Mobilna faza
bola najcastejSie tvorena acetonitrilom alebo metanolom v kombindacii s vodou ¢i
pufrom v réznych pomeroch za vyuzitia izokratickej elicie alebo gradientovej
elucie. Prave gradientova ellicia bola pouZita vo vSetkych UHPLC metddach.
Prietokovd rychlost v UHPLC syst¢éme sa pohybovala v rozmedzi
0,35 - 0,60 ml/min, =zatial ¢o v HPLC metédach bola 1,0 ml/min a viac.
Objem vzorky, ktora bola nastrekovand na kolénu v HPLC systéme, bol az
100 pl, €o je velké mnozZstvo v porovnani s objemami (4 - 10 ul) v UHPLC
systéme. Pri vSetkych analyzach bola vyuzita vysSia teplota v kolénovom

priestore a to 50 - 70 °C.

Tieto metddy boli vytvorené na stanovenie koncentracie cyklosporinu A
v biologickom materiali (napr. v plnej krvi pacienta & v tkanivach). Ziadna

metdda sa nezaoberala stanovenim koncentracie CsA v biorelevantnych meédiéach.
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Tabulka ¢. 7: Priklady metdd stanovujucich cyklosporin A

Stacionarna faza

Chromatografické podmienky

Metoda (rozmer lz(;ls(;;lc);, velkost Mobilna faza (rezim, prietok, nastrek, detekcia, teplota)
XB-C18, 50 x 2,1 mm H,0 : MeOH . , . UV
[25] 9 ) 9 o
UHPLC 1.7 mm (30 : 70) gradientovy | 0,5 ml/min 10 pl 290 nm 60 °C
S _ DAD
aeLc sl | C18 1205" ﬁf mm,  f ACN: fOSf%;OOVY lpou)fer PH=3,50 1 . okraticky | 1,0 mlmin | 100 w1 | 270- |60 °C
s ' 400 nm
C18 - sklenena ; :
HPLC 1271 mikroborova kolona, ACN : MCOH - Ha0 izokraticky | 0,11 ml/min - UV 70 °C
L 150 mo (200 : 80 : 140) 205 nm
HPLC 1 | C8, 150 x 4,6 mm, 3 pm A 0 as0 izokraticky | 1.0 mmin | 2051 | YV f60°c
H,0 (0,1% HCOOH) : MeOH
unpLc 2o | BEH Cl?’f 0 ;2,1 i, (0,1% HCOOH) gradientovy | 0,6 ml/min | 4 ul | MS/MS | 60 °C
o 1 (80 : 20)
BEH C18 H.0 (0,1% HCOOH) : ACN
UHPLC RO | R S (0,1% HCOOH) gradientovy | 0,35 ml/min | 5ul | MS/MS | 50 °C
’ S (80 : 20)
2 mM CH3;COONH;4
unprc p3u | BEH CI8, 50 x 2,1 mm, 0,1% HCOOH) : McOH gradientovy | 0,6 ml/min | 5ul | MS/MS | 50 °C
1,7 pm
o 1 (20 : 80)
H,0 (20 mmol/l HCOONH4 + 0,1%
HPLC 132 Phenyl-Hexyl, HCOOH) : MeOH (20 mmol/l | o 4i oy | 1,0 mi/min | 10 ul | MS/MS | 50 °C

50 x 2,1 mm, 2,6 pum

HCOONH, + 0,1% HCOOH)
(80 : 20)
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4.1

EXPERIMENTALNA CAST

POUZITE CHEMIKALIE

O

o

Acetonitril (LC-MS Grade, >99,9 %), Fisher Chemical, USA
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, Sigma Aldrich,

Ceska republika

Cyklosporin A, Teva Czech Industries, Ceska republika

Etanol (Analytical reagent grade), Fisher Chemical, USA
Hydroxid sodny (p. a.), Penta, Ceské republika

Chlorid sodny, Lach-Ner, Ceska republika

Kyselina fosfore¢na 85 %, Merck KGaA, Nemecko

Kyselina chlorovodikova 37 %, Sigma Aldrich, Ceské republika
Kyselina maleinova, Sigma Aldrich, Ceska republika

Metanol (HPLC Gradient grade, >99,9 %), Fisher Chemical, USA
Tris(hydroxymethyl)-2-aminometan, Sigma Aldrich, Ceska republika

Ultracista voda (Cistend systémom Milli-Q RG, Millipore, USA)
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4.2 PRISTROJOVE VYBAVENIE A POMOCKY

o  UHPLC systém Liquid Chromatograph - Nexera X2, Shimadzu,

Japonsko

- Vysokotlakové pumpy LC - 30AD

- Autosampler SIL - 30AC

- Degasser DGU - 20A 5R

- Detektor — DAD SPD - M30A

- Komunika¢né jednotka s poc¢itacom CMB - 20A

- Kolénovy termostat CTO - 20AC

o  Chromatografické kolona
- Kinetex™ 1,7 um, C18, 50 x 2,1 mm, Phenomenex, USA

o) Predkolona
- Security guard ULTRA Cartidges, UHPLC C18, 2,1 mm,
Phenomenex, USA

o  Analytické vahy - Sartorius ME5, Nemecko

o  Automatické pipety - Transferpette S, Nemecko
o Magnetické miesadlo - Fisher Scientific

o) pH meter, SCHOTT, Ceska republika

o) Membranové filtre 13 mm, 0,22 uym, nylonovd membréna,

Chromservis, Ceska republika
o Striekacky na roztok

o Bezné laboratérne sklo a pomdcky
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4.3 PRIPRAVA ROZTOKOV

4.3.1 Mobilné fazy

Mobilna faza A bola tvorena ultracistou vodou okyslenou kyselinou
fosforecnou na hodnotu pH = 2,40. Téato hodnota bola pred kazdym meranim
skontrolovana pomocou pH metra. Mobilnd faza B bola zmesou metanolu
a acetonitrilu v celkovom pomere 90 : 10 (v/v). Obsah acetonitrilu v druhej

mobilnej faze vylepsil vlastnosti piku, ako je napriklad jeho symetria.

Obe mobilné fazy boli pomocou zmieSavaca v pristroji mieSané
v celkovom pomere 30 : 70 (v/v). Z dovodu vyuzitia gradientove] elucie sa

zlozenie mobilnej fazy pocas analyzy konsStantne menilo.

4.3.2 Roztok Standardu

Bol pripraveny zasobny roztok S$tandardu. Na jeho pripravu bola
pouzita navdzka 12,54 mg cyklosporinu A, ktord bola prevedend do 25ml
odmernej banky arozpustend v zmesi acetonitril a etanol v pomere 1 : 1.
Nasledne bola odmerna banka doplnend touto zmesou na 25,0 ml. Vysledny
roztok o koncentracii 0,5 mg/ml bol uchovavany v chladnicke bez pristupu svetla

pri teplote 4 - 8 °C.

4.3.3 Roztoky biorelevantnych médii

Boli pripravené 3 roztoky biorelevantnych médii. Na zistenie pH

roztokov bol pouzity pH meter.

Médium ¢€.1 bolo pripravené postupnym navazenim 42,0 mg
hydroxidu sodného, 447,0 mg dihydrogenfosfore¢nanu sodného dihydratu
a 618,6 mg chloridu sodného. Tieto latky boli rozpustené v 90 ml ultraciste;j
vody. Nésledne bolo upravené pH roztoku na hodnotu 6,50 pomocou potrebného
mnoZzstva kyseliny chlorovodikovej. Do roztoku bolo navazenych 224,0 mg
FaSSIF/FeSSIF/FaSSGF biorelevantného média a doplnené v odmernej banke
na 100,0 ml ultracistou vodou. Po 2 hodinach vznikla v médiu opalescencia

a bolo pripravené na pouzitie.
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Médium ¢. 2 bolo pripravené rozpustenim 199,9 mg chloridu sodného
v 90 ml ultracistej vody. Kyselinou chlorovodikovou bolo pH upravené
na hodnotu 1,60 anasledné bolo do roztoku pridanych 5,97 mg
FaSSIF/FeSSIF/FaSSGF biorelevantného média. Ciry roztok bol doplneny
ultracistou vodou v 100ml odmernej banke po rysku a bol ihned pripraveny

k pouzitiu.

Médium ¢. 3 vzniklo rozpustenim 480,0 mg hydroxidu sodného,
550,0 mg tris(hydroxymethyl)-2-aminometanu (7ris-base) a 880,0 mg kyseliny
maleinovej v 90 ml ultradistej vody. pH roztoku bolo upravené kyselinou
chlorovodikovou na hodnotu 7,80. Do roztoku bola pridand navéazka 34,0 mg
FaSSCoF biorelevantného média a bol doplneny ultracistou vodou na 100,0 ml.

Po 1 hodine bol roztok pripraveny k pouzitiu.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 OPTIMALIZACIA CHROMATOGRAFICKEJ METODY

Cielom optimalizécie tejto metddy bolo ndjst vhodné chromatografické
podmienky pre stanovenie cyklosporinu A. Pri optimalizacii chromatografickych
podmienok sa vychadzalo z informacii uvedenych v Ceskom liekopise 2017 [#]
a z najdenych c¢lankov internetovych databaz zaoberajucich sa touto

[26][29

problematikou (2% 1. Jednotlivé kroky, ktoré viedli k optimalizacii, budu

popisané nizsie.

5.1.1  Vlnova diZka detekcie

Pri hladani vhodnej vlnovej dizky (L) sa vychadzalo z odborného
¢lanku, v ktorom autori vyuzivali vinova dizku 220 nm [2°7 a z Ceského liekopisu
2017, kde bola uvedena hodnota 210 nm ! Pri tychto vlnovych dizkach
absorbuju niektoré organické latky, ako napriklad ACN obsiahnuty v mobilnej
faze. To vSak neovplyvnilo analyzu, a preto bola ako najvhodnejSia vybrana

hodnota 210 nm, ktord bola pouzita na detekciu cyklosporinu.

5.1.2 ZloZenie mobilnej fazy, gradient, hodnota pH, teplota

Dalsim krokom v optimalizacii tejto metédy bolo najst vhodnu
mobilnu fazu. Na zaciatku sa testovala MF zloZena z ultracistej vody (H20)
a metanolu (MeOH) v pomere 50 : 50, ktorej zloZenie sa pocas analyzy nemenilo.
Pri konStantnom prietoku 0,5 ml/min bol Cas analyzy nastaveny na 15 min.
Hodnota pH = 6,9 sa neupravovala, rovnhako sa nemenila pracovna teplota 25 °C.
Toto zlozenie MF neposkytovalo optimélne vysledky, avSak bola viditel'na

odozva cyklosporinu s vyraznou intenzitou.

V snahe vylepSit retencny ¢as stanovovanej latky a celkové vlastnosti
piku bolo zmeneny pomer mobilnej fazy na 30 : 70 H2O : MeOH. Izokraticka
elicia neprinasala potrebné vysledky, a preto bola vyuzitd gradientova eltcia.

Gradient bol postupne nastavovany tak, aby sa skratil reten¢ny ¢as cyklosporinu.
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Vysledny gradient, ktory zabezpecil vyrazne lepSie vysledky je zhrnuty
v tabul'ke ¢. 8. Dolezitym faktorom v analyze bola teplota. Zistilo sa, ze vyrazné
skratenie doby analyzy prinieslo zvySenie teploty v koléone najprv na 45 °C,
neskor az na 60 °C. Celkovy Cas analyzy bol skrateny na 5 minut. Pre dosiahnutie
hodnotu pH.

optimdlnych podmienok separacie bolo potrebné upravit

S postupnym znizovanim pH pomocou kyseliny fosforecnej sa zlepSovali
podmienky separacie, intenzita piku sa zvySovala. Pri pH = 2,40 sa reten¢ny cas

CsA pohyboval okolo hodnoty 3 min.

Tabulka ¢. 8: Zlozenie mobilnej fazy a gradient

Pomer MF A : B 30:70

Mobilna faza A ultradéista voda

Mobilna faza B metanol

Cas [min] Koncentracia MF-B [%)]
Zmena zlozenia MF 0.00 70
(Gradient) 5,00 100
5,01 STOP
mAU
200

A
b
S 150
(1]
r
b 100
a
i [
¢ 50 —
i —
CI o~~~

0‘0(‘)”“”‘0‘.‘5(‘)”‘ ‘I‘OO ‘ 1‘50 I 2‘00\,‘ “2‘.‘5‘0‘ I 3‘00 ‘ 3‘50 ‘ 4‘00 ‘ 4‘50 ‘ min

Cas

Obr. 6: Chromatogram CsA pred uplnou optimalizaciou chromatografickych podmienok

Poslednym problémom v optimalizadcii zloZenia mobilnej fazy bolo
mierne chvostovanie piku. Pridanim acetonitrilu (ACN) do organickej ¢asti MF
sa vylepsila symetria piku a chvostovanie uz nebolo pozorované. Mobilna faza
bola teda zloZenad z 30 % H>O upravenej kyselinou fosforecnou na hodnotu
pH=2,40 azo 70 % zmesi MeOH : ACN v pomere 90 : 10. Celda analyza

prebiehala pri teplote 60 °C za pouzitia gradientovej elucie.
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5.1.3 Analyticka kolona

Pri hl'adani optimélnej stacionarnej fazy s vlastnostami vhodnymi na
tato analyzu sa vychadzalo z odborného ¢lanku, kde autori oznacili kolonu C18
za beZne pouzivanu na stanovenie cyklosporinu [**]. Prave kolona Kinetex™ C18,
50 x 2,1 mm, 1,7 um (Phenomenex, USA) bola pouzitd na analyzu cyklosporinu.
Celkova doba analyzy bola 5 minit, CsA bol detegovany v ¢ase 3,08 min,
intenzita piku pri zvolenej vinovej dizke bola dostatoé¢ni. Koléna C18 bola
zaroven vhodna na pouzitie za vyssieho tlaku v systéme UHPLC. Vyhodou tejto
kolony so stacionarnou fazou C18 je aj jej ¢asté pouzivanie v inych laboratoriach,

a teda moznost’ reprodukovat’ tito metddu.
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5.2 OPTIMALNE CHROMATOGRAFICKE PODMIENKY

Tabul’ka €. 9: Suhrn optimalnych chromatografickych podmienok

Analyticka kolona Kinetex™ C18, 50 x 2,1 mm, 1,7 pm
Mobilna faza (A : B) 30:70
Mobilna faza A ultracistd voda + H3PO4 (pH = 2,40)
Mobilna faza B metanol : acetonitril (90 : 10)
Cas [min] Koncentracia MF-B [%)]
Zmena zloZenia MF 0,00 70
(Gradient) 5,00 100
5,01 STOP
Prietokova rychlost’ 0,5 ml/min
pH 2,40
Vinova dizka 210 nm
Nastrekovany objem 1 pl
Retenény ¢as CsA 3,08 min
Tlak 27,8 MPa
Teplota 60 °C
Celkovy ¢as analyzy 5 min
Chromatogram cyklosporinu A pri  optimalnych chromatografickych
podmienkach s UV detekciou pri 210 nm.
mAU
A 3507 '
b aoof
f, 250" | g
:; 2001 [ CsA
a 1502
: 1oof g
i 50{
o i
0.0 0I‘5 1‘.0 1I.5 2.0 é.5 3I‘O 3‘.5 4.0 4.5 min
Cas

Obr. 7: Chromatogram CsA: MF: [30 % H,O : 70 % (MeOH : ACN)(90 : 10)], pH = 2,40,
nastrek = 1 pl, prietok = 0,5 ml/min, koléna: Kinetex™ C18 (50 x 2,1 mm, 1,7 um),

gradientova elucia.
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5.3 VALIDACIA ANALYTICKEJ METODY

Validacia je experimentalny proces, ktorého cielom je dokazat,
ze vytvorend metdda je kvalitna a vhodna pre ucel, na ktory bola vytvorena.
Zaroven pri opakovanych meraniach musi poskytovat spravne a presné vysledky.
Sucastou validécie je aj vypracovanie protokolu, v ktorom st obsiahnuté vSetky

vysledky z merani, ktoré su potrebné urobit’, aby bola metdda plne validovana.

Validacia analytickych postupov je zamerana na 4 najbeznejSie pouzivané
analytické procedury: skusky totoznosti, limitné skuSky pre kontrolu necistot,
kvantitativne skusky na stanovenie obsahu necistét a skiSky na stanovenie

obsahu ucinnej latky vo vzorke.

Pri validacii tejto metody bol vykonany test spdsobilosti systému a boli
merané parametre ako presnost, spravnost, linearita, selektivita, robustnost’,

LOD, LOQ a stabilita §tandardu B#I35136],

5.3.1 Test sposobilosti systému

Test spdsobilosti systému predstavuje neoddelitelnu sucast’ vacSiny
analytickych metod. Urcuje podmienky, ktoré musia byt splnené pred kazdym
pouzitim danej metody, aby boli vysledky merania bezchybné. Pre validaciu tejto
metddy boli vybrané parametre: kapacita separacie, faktor symetrie, rozliSenie

a opakovatelnost 34113310361,

5.3.1.1 Kapacita separacie

V pripade vyuzitia gradientovej elucie sa namiesto parametru zdanlivy
pocet teoretickych poschodi vyuZiva parameter kapacita separacie (np), ktory
hodnoti uc¢innost’” koldény. Vyjadruje pocet pikov, ktoré moézu byt rozliSené
v ur¢itom casovou Useku tak, aby boli vSetky latky rozdelené na zékladnej linii.
Pri analyze sa vychadzalo z 3 néstrekov. Kapacita separacie bola vypocitana
z priemernej hodnoty Sirky piku v polovici jeho vySky (wo,5) a Casu gradientu

podl'a vzorca [2%;
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¢ np ... kapacita separdcie
G

4.WO’5

tG ... trvanie gradientu (5 min)

wo,s ... Sirka piku v polovici vysky piku

Tabulka €. 10: Kapacita separacie cyklosporinu

Nastrek 1 2 3 Priemer np

Hodnota wo,s

Cyklosporin 0,111 0,111 0,111 0,111 12,26

Hodnota kapacity separdcie by sa mala pohybovat nad 10.
Cyklosporin tejto poziadavke vyhovuje s hodnotou np, = 12,26.

5.3.1.2  Faktor symetrie

Faktor symetrie piku (As) urcuje, do akej miery je pik symetricky,
popripadne ako velmi sa prejavuje chvostovanie &i frontovanie piku. Uplnu
symetriu piku predstavuje hodnota 1,0. Pri vypocte symetrie piku sa vychadzalo

z 3 nastrekov, hodnoty boli vypocitané z rovnice [/

W As ... faktor symetrie
0,05 , , ,
AS = —-— Wo,05 ... Sirka piku v jednej dvadsatine vysky (min)

2d

.. vzdialenost medzi kolmicou spustenou z vrcholu

piku a vzostupnou castou piku v 1/20 jeho vysky

Tabulka €. 11: Faktor symetrie cyklosporinu

Nastrek 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 ma byt v rozmedzi 0,8 - 1,5. Hodnota As=1,08

cyklosporinu vyhovuje poziadavkam.
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5.3.1.3 RozliSenie

Hodnota rozlisenia (Rs) udadva mieru rozdelenia dvoch zloziek, ktoré
eluuju po sebe. Hodnoty vyssie nez 1,5 znamenaj rozdelenie na zdkladnej linii.
Pri vypoclte sa vychddzalo z 3 hodnét, ktoré boli namerané pomocou

pocitadového softvéru a spriemerované. Pre vypocet sa pouziva rovnica [®:

_ trR1, tr2 ... retencné casy pikov
— 191 8(tR2 tRl)

Whi, Wh2 ... Sirka piku v polovici vysky piku

R.

ij
Wy W,

Tabul’ka ¢. 12: RozliSenie piku cyklosporinu

Nastrek 1 2 3 Priemer

Rs 18,58 18,54 18,46 18,53

Hodnoty rozliSenia by mali byt vys$Sie nez 1,5. Priemerna hodnota

rozliSenia Ry = 18,53 vyhovuje tejto poziadavke.

5.3.1.4 Opakovatel’nost’

Opakovatel'nost’ vyjadruje zhodu medzi niekol’kymi po sebe idicimi
meraniami za vyuZitia rovnakych podmienok (napr. v jednom laboratoriu,
rovnaky analytik, na rovnakom pristroji ¢i s rovnakou vzorkou). Meria velkost’
ndhodnej chyby, ktora je Ciselne vyjadrend v percentdch pomocou relativnej

smerodajnej odchylky (RSD) #1341 RSD je moZné vypocitat pomocou rovnice:

n ... pocet jednotlivych hodnot

— )2
RSD (%) —_ 190 Z(ii_ f}) V ... priemer jednotlivych hodnot

Vi ... jednotlivé namerané hodnoty

Z roztoku Standardu bolo urobenych 6 nastrekov. Sledované parametre
boli retenény cCas a plocha pod pikom, z ktorych bol vypoclitany priemer

a nasledne RSD. Vysledky st zaznamenané v nizSie uvedenej tabulke ¢. 13.

35



Tabul’ka ¢. 13: Opakovatel'nost’ nastreku cyklosporinu

Reten¢ny ¢as [min] Plocha pod pikom

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 relativnej smerodajnej odchylky pre hodnoty retencného ¢asu
a plochy pod pikom by nemala presiahnut’ 1 %. Merand vzorka tomuto kritériu

vyhovuje.
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5.3.2 Validacia analytickej metody
5.3.2.1 Limit detekcie a kvantifikacie

Limit detekcie (LOD) vyjadruje najmens$iu koncentraciu analytu, ktora
este vyvola odozvu detekéného systému. Tato odozva systému je vicSia, nez je

3-nisobok irovne §umu pozadia 24137

Limit kvantifikacie (LOQ) vyjadruje najnizSiu koncentraciu latky,
ktoru je mozné kvantitativne stanovit s presnostou, pre ktoru bola metdda
validovand. Oznacuje sa tiez parametrom citlivosti systému. Predstavuje

koncentraciu, ktora je vic¢sia ako 10-nasobok urovne Sumu pozadia 241571,

Nasledujuce vysledky boli vypocitané pomocou vzorcov a su zhrnuté

v tabulke ¢. 14 nizSie.

(najvyssia kladna amplitida Sumu — zaporna amplitiida Sumu)

Sn 5

plocha piku b = plocha piku

vyska piku koncentracia analytu

Tabulka €. 14: LOD a LOQ cyklosporinu

Cyklosporin A

Maximalna amplitida Sumu 46,9
Minimalna amplitida Sumu 40,1
Sn 1,36

K 7,16

b 4,03

LOD [ng/ml] 7,24

LOQ [ng/ml] 24,15

cvve

Najnizsia koncentracia latky, ktora je mozné presne a spravne stanovit pomocou

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

Linearita analytického postupu udava schopnost metody poskytovat
vysledky, ktoré su priamo imerné koncentracii analytu vo vzorke. Na hodnotenie

linearity sa najéastejsie vyuziva korelaény koeficient. Cim je jeho hodnota blizsie

k 1, tym viac je dana zavislost linearna [241B341(36],
Tabulka €. 15: Linearita cyklosporinu
¢ [mg/100ml] Plocha pod pikom Priemer
1424721
35 1424141 1424466
1424536
1622476
40 1617699 1617177
1611356
1818506
45 1818873 1815770
1809932
2046346
50 2042512 2044496
2044631
2232585
55 2242316 2237244
2236831
2421481
60 2426057 2424474
2425883
CYKLOSPORIN A
g 2600000
22400000 e °
= R
= 2200000 -
: =
& 2000000 -
S e
< 1800000 -
= e
§ 1600000 | .
£ 1400000 S y = 40508x + 3123
2 R2=0,9993
A% 1200000
30 35 40 45 50 55 60 65

Koncentracia [mg/100ml]
Obr. 8: Graf kalibra¢nej zavislosti cyklosporinu
Hodnota korelaéného koeficientu (R?) by mala byt viésia ako 0,9990.
V tomto pripade je R? = 0,9993, ¢o spifia limit stanoveny pre validaciu.
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5.3.2.3 Presnost’ (preciznost’)

Presnost’ analytickej metdody vyjadruje miera zhodnosti

jednotlivymi vysledkami, ktoré boli ziskané pri opakovanom merani jedného

homogénneho vzorku. Vysledok merania je vyjadreny pomocou relativnej

smerodajnej odchylky 2411341361

Na meranie presnosti metédy bolo pripravenych 6 vzoriek
biorelevantného média €. 1, u ktorych bola sledovana presnost’ plochy pod pikom.
Kazda vzorka bola premerana trikrat, z tychto hodnot bola vypocitand priemerna

hodnota a ndsledne vypocitana relativna smerodajna odchylka.

Tabulka ¢. 16: Presnost plochy pod pikom cyklosporinu

Plocha pod pikom

Priemer

175282

1. 175100

173499

174627

175058

2. 175315

175276

175216

175760

3. 177181

176909

176617

175355

4. 176034

175613

175667

175499

S. 174254

176790

175514

175730

6. 176462

174525

175572

Priemer

175536

RSD

0,37 %

Hodnota relativnej smerodajnej odchylky by mala byt do 5 %. Merané

vzorky cyklosporinu s RSD = 0,37 % tejto poziadavke vyhovuju.
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5.3.2.4 Spravnost’ (presnost’)

Spravnost’ metody vyjadruje zhodu medzi skutoc¢nou referenc¢nou
hodnotou (co) a hodnotou ziskanou (ci). Vyjadruje sa ako vytaznost (Ri), o je
pomer medzi mnoZzstvom analytu ziskaného analytickou metdédou a jeho
referencnou hodnotou. Vytaznost sa vyjadruje v percentdch a mala by byt

v rozmedzi 100 + 5 %. Relativna smerodajna odchylka méa byt do 5 % [241341036],

Tabulka ¢. 17: Spravnost metddy u cyklosporinu

¢o [mg/100ml] | ¢i [mg/100ml] Priemer A; Ri [%]

1. 5,336 218210 98,81
2. 5,364 219365 99,33
3. 5,444 222586 100,81

5,40

4. 5,372 219586 99,48
5. 5,352 218812 99,11
6. 5,432 222189 100,59
Priemer R; 99,69
RSD 0,82 %

Priemernd hodnota vytaznosti cyklosporinu bola 99,69 %. Hodnota

RSD bola 0,82 %, ¢o vyhovuje limitom tejto skusky.

5.3.2.5 Robustnost’

Robustnost’ je definovana ako schopnost analytickej metddy
poskytovat’ spravne a presné vysledky aj v pripade malych zmien parametrov.
Hlavnou ulohou sledovania robustnosti je ziskat' informécie o spolahlivosti
postupu a upozornit’ na podmienky, ktoré by mohli zmenit vysledky merania. Pri
pouziti kvapalinovej chromatografie m6zu mat’ vplyv na robustnost parametre
ako zlozenie mobilnej fazy, pH mobilnej fazy, prietokova rychlost ¢i teplota

v systéme, ktorda mdZe ovplyviiovat’ aj stabilitu analytov [24B435136],

Pri vyvoji tejto metdody boli skimané 2 parametre robustnosti, a to

vplyv zloZenia mobilnej fazy a vplyv pH na retencny Cas a plochu pod pikom.
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Prvym sledovanym parametrom bolo zlozenie MF. Mobilna faza bola
zlozend z vodnej a organickej Casti. Vodnu cast MF tvorila ultracistd voda
okyslena kyselinou fosfore¢nou na hodnotu pH = 2,40, organicku ¢ast’ MF tvorila
zmes metanolu a acetonitrilu v pomere 90 : 10. Pri sledovani robustnosti bol
meneny pomer ACN : MeOH, teda organickd Cast’ mobilnej fazy. Pre meranie
bola pouzitd MF s pomerom 20 : 80 ACN : MeOH, ktora vyraznejSie ovplyvnila
reten¢ny cas cyklosporinu, hodnota tr = 3,42 min. Mobilnd faza obsahujica
100 % MeOH ovplyvnila retenény cas CsA minimalne, ato na hodnotu
tr = 2,94 min. Plocha pod pikom sa vyrazne nemenila. NizSie s zobrazené

chromatogramy, kde m6zeme sledovat’ najmé zmenu retenéného casu.

mAU
300] CsA

A o
p 250
S 2001
0o

r o
p 150
2 400]
n

¢ 504
1

a 01

.

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 min
Cas
Obr. 9: Chromatogram CsA: MF: [30 % H>O : 70 % (MeOH : ACN)(80 : 20)], pH = 2,40,
nastrek = 1 pl, prietok = 0,5 ml/min, koléna: Kinetex™ C18 (50 x 2,1 mm, 1,7 pm),

gradientova elucia.

mAU
A 20 CsA
b 2501
S
o 2001
r
b 1507
a
n 1001
[
i 50
a
o]
R R R R N N N R L R R

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 min
Cas

Obr. 10: Chromatogram CsA: MF: [30 % H,O : 70 % MeOH], pH = 2,40, nastrek = 1 pl,

prietok = 0,5 ml/min, kolona: Kinetex™ C18 (50 x 2,1 mm, 1,7 um), gradientova eltucia.
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Tymto meranim bolo zistené, Ze zlozenie organickej Casti mobilnej
fazy do istej miery ovplyviiuje retencny ¢as. So zvySujucou sa koncentraciou
acetonitrilu sa retencny cas cyklosporinu predlzuje. Plocha pod pikom sa liSila

minimalne.

Druhym sledovanym parametrom robustnosti bol vplyv pH vodnej
zlozky mobilnej fazy na chromatogram cyklosporinu. Pri merani bolo pH
upravované pomocou kyseliny fosfore¢nej z povodnej hodnoty pH =2,40 na
hodnoty 2,30 a 2,60. Zmena pH mobilnej fazy vyrazne neovplyvnila retencny Cas
cyklosporinu. Zistilo sa, Zze pH ma vplyv na symetriu piku. Pri zmenach pH bolo
pozorované mierne chvostovanie piku, plocha pod pikom sa zmenSovala, rozdiel

vSak nebol vel'mi vyrazny.

Premeriavanim parametrov robustnosti sa potvrdilo, Ze aj napriek
minimalnym zmendm by mala analyza prebiehat za predom nastavenych

optimdlnych podmienok.

5.3.2.6  Stabilita

Sucastou validacie je aj sledovanie stability Standardu. Pre toto
meranie boli pripravené 2 roztoky Standardu o koncentracii 0,5 mg/ml.
Roztok A bol uchovavany pri teplote 4 °C v chladnicke za chranenia pred
svetlom. Roztok B bol skladovany pri teplote 25 °C bez chranenia pred slnecnym
ziarenim. Tieto roztoky boli nédsledné v casoch O h, 24 h, 48 h a 72 h trikrat
zmerané a vysledné hodnoty ploch pod pikom boli spriemerované. Bol
vypocitany faktor stability (T) podl'a dole uvedenej rovnice. VSetky parametre su

uvedené v tabulke ¢. 18.

St ... faktor stability
Ai—A
St =100 X (llA—Ol) Ao ... plocha pod pikom v ¢ase Oh

0

A;i ... plocha pod pikom v case 24 h, 48 h, 72 h
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Tabul’ka ¢. 18: Stabilita Standardu cyklosporinu

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 byt do 1. Testy stability ukézali, ze
Standard je stabilny 3 dni pri uchovavani v chladnicke aj pri uchovavani pri

beznej laboratornej teplote.

5.3.2.7 Selektivita

Schopnost’ jednoznacne analyzovat® stanovovant latku, ato za
pritomnosti d’alSich ofakdvanych latok v zmesi sa nazyva selektivita metddy.
Medzi tieto latky moézu patrit napr. pomocné latky, rozkladné produkty

a necistoty [24]1[34][35]

Nizsie uvedené chromatogramy zobrazuju nastrek roztoku Standardu,
roztok placeba a vzorky. Na chromatograme Standardu je vidiet dobre
detekovatel'ny pik cyklosporinu s dostato¢nou intenzitou v ¢ase 3,08 min.
Na chromatogramoch placeba a vzorky je vidiet, Ze metdda je dostatocne

selektivna a zlozky biorelevantného média analyzu cyklosporinu neovplyviiujt.

mAU
3507 F
A ] E
b 3007 :
s 1 F
o 2507 3
I 2009 CsA g
b ] :,
a 1507 E
n 1 3
¢ 1004 o
I 50] 3
a ] E
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 3.5 40 45 min

Obr. 11: Chromatogram Standardu cyklosporinu A

43



®» =6 DT o@D

& e D TR T

mAU

1007
757
507

257

0.0

Obr. 12:

mAU

Chromatogram placeba

min

1 O_MJ
o

CsA

Cas

Obr. 13: Chromatogram vzorky cyklosporinu A v biorelevantnom médiu
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5.4 VYUZITIE NOVEJ METODY NA ANALYZU CsA

Po tuspesnej optimalizacii a uplnej validacii bola tato metdda vyuzita na
analyzu roztokov biorelevantnych médii. Tieto disolu¢né média boli pripravené
podla postupu uvedeného v kapitole 4.3.3. V kazdom médiu bolo 24 hodin
rozpustanych 100,00 mg cyklosporinu A za nepretrzittho mieSania na
magnetickej mieSacke. Nasledne bolo kazdé médium prefiltrované pomocou
filtrov s nylonovou membranou a Sest’krat premerané. Zo ziskanych pléch pod
pikom bol vypocitany priemer. Priemerné hodnoty pléch pod pikom boli pouzité

na vypocet koncentracie CsA z rovnice podl'a metody vonkajSieho Standardu.

A.
G = L

— A CSTD Ci ... koncentracia CsA vo vzorke [mg/ml]
STD

Ai... plocha pod pikom CsA vo vzorke
Astp ... plocha pod pikom Standardu

¢stp ... koncentracia Standardu [mg/ml]

5.4.1 Vysledky merani koncentracie cyklosporinu

Na vypocet koncentracie cyklosporinu v biorelevantnych médiach
bola pouzitd koncentracia Standardu cstp = 0,5016 mg/ml vypocitana z navazky
12,54 mg CsA a plochy pod pikom Standardu Astp = 2044496. Vysledky su
zhrnuté v tabul'kéach €. 19 a 20.

Tabulka €. 19: Plochy pod pikom CsA v biorelevantnych médiach

Médium ¢. 1 Médium ¢&. 2 Médium ¢. 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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Tabulka €. 20: Stanovenie koncentracie cyklosporinu v biorelevantnych médiach

Médium ¢€. 1 Médium ¢&. 2 Médium ¢. 3
A 175536 162602 23594
AsTD 2044496 2044496 2044496
cstp [mg/ml] 0,5016 0,5016 0,5016
ci [mg/ml] 0,0431 0,0399 0,0058
¢ [mg/100ml] 4,31 3,99 0,58

Vypoctom bola zistend koncentracia cyklosporinu v biorelevantnych
médiach. V 100,0 ml média ¢. 1 sa rozpustilo 4,31 mg cyklosporinu. V rovnakom
objeme média ¢.2 sa rozpustilo 3,99 mg CsA. V 100,0 ml média ¢. 3 sa
rozpustilo 0,58 mg CsA. Tieto merania zaroven potvrdili nizku rozpustnost’ CsA
v biorelevantnych médiach, ateda aj nizku rozpustnost vo vode, ¢o sa

predpokladalo. Udava sa, Ze cyklosporin je mierne rozpustny 381,
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6 ZAVER

Pre stanovenie cyklosporinu A v biorelevantnych médiach bola pomocou
ultra-vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie vyvinuta nova analyticka
metdda. Tato metdda je modernd, rychla, zaroven poskytuje spravne a presné
vysledky. Suhrn optimalnych chromatografickych podmienok je zhrnuty
v tabulke €. 21.

Tabulka €. 21: Suhrn optimalnych chromatografickych podmienok

Analyticka kolona Kinetex™ C18, 50 x 2,1 mm, 1,7 pm
Mobilna faza (A : B) 30:70
Mobilna faza A ultracistd voda + H3PO4 (pH = 2,40)
Mobilna faza B metanol : acetonitril (90 : 10)
Cas [min] Koncentracia MF-B [%)]
Zmena zloZenia MF 0,00 70
(Gradient) 5,00 100
5,01 STOP
Prietokova rychlost’ 0,5 ml/min
pH 2,40
VInova dizka 210 nm
Nastrekovany objem 1 pl
Reten¢ény ¢as CsA 3,08 min
Teplota 60 °C
Celkovy ¢as analyzy 5 min

Po optimalizacii chromatografickych podmienok bol vykonany test
sposobilosti systému. Overené boli kapacita separacie, faktor symetrie, rozliSenie
a opakovatelnost. Dalej boli merané parametre LOD a LOQ, linearita, presnost’,
spravnost, robustnost’, stabilita Standardu a selektivita. VSetky namerané
hodnoty vyhovovali poZzadovanym limitom. Potom, ako bola metéda plne
validovand, bola pouzitd na stanovenie koncentracie cyklosporinu A

v biorelevantnych médiach.

Prave zistenie rozpustnosti CsA v danom médiu preduréilo moZnost
vytvorit’ nova liekovl formu na Katedre farmaceutickej technoldgie FaF UK,
ktord dokéaze distribuovat toto lieCivo do vhodnej Casti gastrointestindlneho
traktu, a tym zvysit' jeho Ucinky u pacientov, ktori maji dozivotne nastaveny

imunosupresivny rezim.
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