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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku
APO apolipoprotein

AT atorvastatin

ATC skupina anatomicko-terapeuticko-chemicka skupina
CoASH redukovand forma koenzymu A

CYP450 cytochromoxidazovy mikrosomalni systém
CYP7Al enzym cholesterol 7a-hydroxylaza

ESI elektrosprayova ionizace

FV fluvastatin

GC plynova chromatografie

HLB hydrofilné-lipofilni rovnovaha

HMG-CoA 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A
ICs minimalni inhibi¢ni koncentrace

IDL lipoproteiny o stfedni hustot¢

IS vnitini standard

LC kapalinova chromatografie

LDL lipoproteiny o nizké hustoté

LLCE liquid-liquid cartridge extraction

LLE extrakce z kapaliny do kapaliny

LOD limit detekce

LOQ limit stanoveni

LSE liquid-solid extraction

LV lovastatin

LVA lovastatin hydroxykyselina

MRM multiple reaction monitoring

Mrp multidrug resistance associated protein

MS hmotnostni spektrometrie

MTBE methyl-terc-butylether

NICI chem. ionizace za vzniku negativnich iontl
0-AT ortho-hydroxyatorvastatin

OAT3 prenaSec organickych aniontl 3

OATP polypeptid transportujici organické anionty
p-AT para-hydroxyatorvastatin

PFBBr pentafluorobenzylbromid

P-gp P-glykoprotein

PV pravastatin

QC kontrolni vzorek

SIM single ion monitoring

SPE extrakce na pevnou fazi

SRM selected reaction monitoring

SV simvastatin

SVA simvastatin hydroxykyselina

TBAF fluorid tetrabutylamonny

TBAHSO, hydrogensiran tetrabutylamonny

W.I.S. pracovni roztok vnitiniho standardu
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1 Cil prace

Cilem této prace bylo podat kompletni ptehled analytickych moznosti stanoveni
jednotlivych statini v biologickém materidlu a podrobné popsat jednotlivé metody stanoveni.
Zvlasté nékteré postupy bylo nutné vylozit velmi podrobné vzhledem Kk problematickym a
vzajemné navazujicim kroklim v analyze. Soucésti reSerSe bylo také zaclenéni dilezitych
ilustra¢nich obrazk dokumentujicich postup ¢i vysledky stanoveni (analytické systémy,
chromatogramy, ioniza¢ni postupy MS, fragmentace molekul v MS atd.).

Zpracovany byly publikace tykajici se 1éCiv ze skupiny inhibitort HMG-CoA reduktazy

registrovanych v CR s ohledem na frekvenci jejich pouzivani v klinické praxi. Jmenovité se
jedna o atorvastatin a simvastatin, v mens$i mife jsou pouzivany fluvastatin a lovastatin.
V ramci komplexniho pojeti byly zahrnuty informace o farmakologickych vlastnostech a
zejména farmakokinetickych parametrech statinti, jejichz znalost ma zasadni vyznam pro
odbér vzorkd i volbu analytickych podminek. Byly zohlednény také specifické aspekty
provazejici stanoveni téchto 1é¢iv, zejména chemickd nestabilita v biologickém materidlu a
Vv analytickém systému.

Celkovym cilem prace tedy bylo poskytnout co nejSirSi informace o problematice
statini, zejména v analytické casti, tak, aby bylo mozné popsané postupy uspésné
reprodukovat.
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2.1 Uvod

Inhibitory 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) reduktazy (statiny) inhibuji
syntézu mevalonatu, ktera je klicovym krokem v biosyntéze cholesterolu, a nasledné snizuji
plasmatické hladiny lipoproteinti o nizké hustoté transportujici cholesterol (LDL-cholesterol).
Vysoké hladiny LDL-cholesterolu jsou rizikovym faktorem atherosklerosy (1).
a mortality snimi spojené. Podle statistik je 38 az 42% vsech timrti v zapadnich a jinych
vyspélych zemich spojenych se srdecné cévnim onemocnénim. SniZzeni hladiny cholesterolu
muze zastavit ¢i zvratit proces atherosklerosy v cévnich loziscich a vyznamné snizit morbiditu
a mortalitu. Kazdé snizeni hladiny cholesterolu o 10% je spojeno s 20-30% sniZzenim
incidence srde¢n¢ cévnich chorob. Hlavnimi zasadami 1é¢by hyperlipidémie je zména
zivotniho stylu a stravovani, se soucasnym podavanim antihyperlipidemik. Hlavni skupiny
téchto 1éCiv predstavuji pryskyfice vazajici zluCové kyseliny, fibraty, inhibitory HMG-CoA
reduktdzy (statiny), kyselina nikotinova, probukol a omega-3-nenasycené mastné kyseliny.
Nejucinngj$imi 1é¢ivy jsou statiny. Prokazatelné snizuji riziko koronarnich ptihod a maji
méné vedlejsich G¢inkd nez ostatni 1é¢iva piislusné ATC skupiny (2). Nékteré statiny se vSak
vyznacuji zdvaznymi nezadoucimi U¢inky jako myopathie a rhabdomyolyza. Konkomitantni
terapie jinymi 1éCivy toto riziko zvySuje. Na nasledky myotoxicity zemielo v USA 31
pacientdi uzivajicich cerivastatin, z nichz polovina byla soucasné 1é¢ena gemfibrozilem. Pfi
kombinované terapii statiny a fibraty se zvySuje plasmaticka hladina cerivastainu v dusledku
1ékové interakce. Pro tyto zavazné nezadouci G¢inky byl cerivastatin v roce 2001 stazen z trhu

).

Prvni objevenou slouc¢eninou z této skupiny 1é¢iv byl mevastatin, sekundarni produkt
mikroskopické houby Penicillium citrinum, ktery se terapeuticky nevyuziva (1). Lovastatin je
piirodni latka produkovana jako sekundarni metabolit houby Aspergillus terreus (2). Endo a
Monacolin poprvé izolovali lovastatin (také zvany mevinolin) z druhu Monascus ruber.
Alberts et al. izolovali lovastatin z druhu Aspergillus terreus. Od té doby bylo izolovano a
syntetizovano mnoho druhi statinti. Endo et al. a Alberts také naznacili, Ze mnoho druht rodu
Monascus stejné jako jiné vlaknité houby napt. Doratomyces, Eupenicillium, Gymnoascus,
Hypomyces, Penicillium, Phoma a Trichoderma mohou produkovat lovastatin (3).

Simvastatin a pravastatin jsou vyrabény polosynteticky z lovastatinu a mevastatinu
(2). Lovastatin a simvastatin obsahuji ve své struktufe laktonovy kruh, ktery je v organismu
St€épen na aktivni kyselou formu. Pravastatin je podavan v biologicky aktivni formé
s otevienym laktonovym kruhem. Na druhé strané, fluvastatin je zcela syntetického ptivodu a
ma odliSnou strukturu od pfirodnich derivatl. Fluvastatin je derivat mevalonolaktonu
s indolovym jadrem substituovanym fluorofenylem. Ostatni syntetizované statiny mayji
podobnou strukturu obsahujici fluorofenylovou skupinu. VSechny syntetické statiny jsou
podavany ve formé¢ kyselych aktivnich sloucenin. V zavislosti na jejich chemické struktute
maji riznou afinitu K HMG-CoA reduktaze, ktera urcuje jejich farmakologické Gcinky a riizné
farmakokinetické vlastnosti (distribuci do tkdni, metabolickou stabilitu, enzymy a ptfenaSece
ucastnici se metabolismu). Znalost jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti ma tedy vyznam
pro pochopeni farmakokinetickych vlastnosti. Typ Iékové interakce se odviji od
farmakokinetickych vlastnosti kazdého ze statin. Ve farmakokinetice statini mohou
existovat interindividudlni rozdily spojené s genetickym polymorfismem metabolickych
enzymd a transporterd (1).
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Obr.1. Prirodni statiny.

Simvastatin, lovastatin a pravastatin jsou strukturdlné ptibuzné derivaty ptirodnich produkti
S hydronaftalenovym jadrem. Simvastatin a lovastatin jsou podévané v inaktivni formé
proléciva, zatimco pravastatin je podavan ve formé aktivni kyselé slouc¢eniny (1).

fluvastatin cerivastatin

pitavastatin

atorvastatin rosuvastatin

Obr. 2. Syntetické statiny.

Statiny syntetického piivodu maji odlisnou strukturu, ale soucasti jejich molekuly je rovnéz
¢ast podobna HMG-CoA, ktera se nachazi mezi skupinami 4-fluorfenylovou a isopropylovou
(cyklopropylovou). Rozdilné struktury zpuisobuji rozdilnou rozpustnost ve vodé (1).

2.2 Mechanismy farmakologickych acinku statinu

Primy ucinek na HMG-CoA reduktdzu.

Statiny specificky a kompetitivné inhibuji HMG-CoA reduktdzu, nebot’ obsahuji ve své
molekule ¢ast podobnou HMG (3-hydroxy-3-methylglutaratu). Maji ptiblizné tfikrat vEtsi
afinitu k enzymu HMG-CoA reduktaze nez ptirozena latka HMG-COA; simvastatin a
lovastatin maji misto této C¢asti laktonovy kruh a jsou v organismu transformovany na
biologicky aktivni formy s otevienym kruhem. Nové¢jsi statiny maji HMG-Cast a vykazuji
vy$$i inhibi¢ni potencidl. Tato 1é¢iva velmi G€inné sniZzuji hladiny celkového cholesterolu a
LDL (lipoproteint o nizké hustot¢)

u nékolika druhti hypercholesterolemie (2).

Na obr. 3 je schematicky zndzornéna biosyntéza cholesterolu. Pokud je HMG-CoA
reduktdza inhibovana, klesne produkce mevalonatu. V disledku sniZeni produkce mevalonatu
klesnou hladiny plasmatického cholesterolu. Néasledné se zvysi pocet LDL- receptort
v membranach bunék (up-regulace) zvysSenim transkripce jejich gent, aby byl zajistén
dostatek intraceluldrniho cholesterolu. CYP7A1 (cholesterol 7a-hydroxyldza) v jatrech
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transformuje intracelularni cholesterol na zluCové kyseliny. Biodegradace cholesterolu
Vv jatrech vede k celkovému snizeni hladin cholesterolu v organismu. Kromé zvySeného
vychytavani a degradace LDL-cholesterolu je snizena jeho oxidace. DalsSim mechanismen je
snizeni produkce lipoproteind jatry. Cilovym organem statind jsou tedy jatra (1).

Acetyl-CoA

Acetoacetyl-CoA

HMG-Coa
| HMG-CoA reductase
Mevalonate
Tyrosine (or Phenylalanine) Mevalonate-P
40H-Phenylpyruvate Mevalonate-PP
1
40H-Phenyllactate -
Y Isopentenyl-PP Protein isoprenylation
: frans-
40H Cinnamate T
1 Prenyitransferase Geranyl-PP Geranylgeranyl-PP

N cis-Prenylfransferase
40H-Benzoate Decaprenyl-PP  «  Farnecyl-PP Polypfenyl-PP

Decapranyl- 1

40H—benzoare>‘\l/ Squalens _ /\_

transferase 1 Dolichol Dolichyl-PP
Decaprenyl-40H-benzoate Cholesterol

Squalene synthase
Ubiguinone (CoQ, .}

Obr. 3. Biosyntéza cholesterolu.

Cholesterol je syntetizovan z acetyl-CoA. Syntéza mevalonatu katalyzovana HMG-CoA
reduktazou je klicovym krokem biosyntézy. Farnesyl-pyrofosfat je rovnéz vychozi
slouc¢eninou pro biosyntézu izoprenoida dolicholu a ubichinonu (1).

Mechanismy vedlejsich ucinki.

Podrobny mechanismus nezddoucich ucinkli neni stidle zndm, ale podle néckterych
hypotéz samotna inhibice HMG-CoA reduktazy mtize pfimo zptisobit myotoxicitu.
Cholesterol je syntetizovan kromé jater také v extrahepatalnich tkanich. Expozice tkani
statiny potlacuje normalni funkci bun€k a biosyntézu steroidnich hormond. Snizeni syntézy
cholesterolu ve svalovych buiikkdch plsobenim statini zplisobi pokles jeho obsahu
V plasmatické membran¢ s naslednym poSkozenim bunék. Proti této hypotéze vSak stoji fakt,
Ze inhibice skvalen -syntdzy nevyvolava myotoxicitu (viz obr. 3).

Inhibice HMG-CoA reduktazy také snizuje syntézu farnesyl-pyrofosfatu,
intermediatniho produktu pii tvorbé ubichinonu/koenzymu Qi (CoQio ). CoQup je steroidni
isoprenoid hrajici vyznamnou roli v pienosu intracelularni energie v mitochondrialnim
transportnim systému a chranici bunécnou integritu stabilizaci membran. Jeho nizka hladina
muze byt jednim z faktort zvySujicich myotoxicitu. Nékteré studie potvrzuji, ale jiné
vyvraceji vztah mezi statiny navozenou myotoxicitou a CoQjg ; nicméné hypotézu, ze statiny
indukovana myotoxicita je spojena se snizenim hladin CoQ1o, nelze vyvratit, nebot’ nejsou
dostupné data o hladinach CoQ1oV kosternim svalstvu pacientii pravidelné uZivajicich statiny.

Bylo také prokdzéno, Ze snizeni produkce farnesyl-pyrofosfatu a geranylgeranyl-
pyrofosfatu, které aktivuji urcité regulacni proteiny (Ras, Rac a Rho), je spojeno s apoptozou
svalovych bunék (1).
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Antiatherosklerotické ucinky.

Kromé piimé inhibice syntézy cholesterolu spojen¢ s HMG-CoA reduktazou snizuji
statiny riziko kardiovaskularnich onemocnéni i jinymi mechanismy. Mevalonova kyselina je
prekurzorem nejen pro cholesterol, ale i pro isopentyl-adenosin (obsazen v t-RNA) a dolichol
(syntéza glykoproteini a CoQip ). Kromé toho metabolity mevalonové kyseliny farnesyl-
pyrofosfat a geranylgeranyl-pyrofosfat zprostiedkovavaji prenylaci proteini zahrnutych
Vv procesech bunééné signalizace, diferenciace, proliferace a myelinizace. Inhibici prenylace
nékterych proteint statiny brani vzniku atherosklerotickych zmén ovlivnénim arterialnich
myocytl, makrofagii a metaloproteaz (1).

Farmakologicky ucinek statinu a geneticky polymorfismus.

Bylo provedeno mnoho farmakogenetickych studii zkoumajicich interindividualni
rozdily v plasmatickych hladindch cholesterolu a v odpovédich na terapii statiny.
V souvislosti s reakci na terapii statiny bylo zkoumano vice nez 30 genl. Nékteré mély
pfimou souvislost s biosyntézou cholesterolu nebo hypercholesterolémii, jiné ovlivitovaly
farmakokinetiku statindi. Polymorfismus genti pro LDL receptory, HMG-CoA reduktazu,
CYP7A1, apolipoprotein A1 (APOA1), APOB,APOE muze ovlivnit farmakologicky t¢inek
statinl a zapfiCinit rozdily v jejich farmakologickych ¢i toxickych ucincich (1).

2.3 Farmakokinetika statinu

Statiny se 1i8i svymi farmakokinetickymi vlastnostmi v zavislosti na fyzikalné
chemickych vlastnostech. Simvastatin a lovastatin, které jsou podavané ve formé proléciv
S uzavienym laktonovym kruhem, jsou vice lipofilni nez ostatni statiny(1). Relativné lipofilni
je rovnét atorvastatin (2). Obecné, lipofilni statiny mohou snadno pronikat lipidovou
dvojvrstvou membran pasivni diftizi a jejich distribuce do tkani je nespecificka. Jejich ICsp
hodnota je (testovdno na membranovych systémech obsahujicich substrat) v porovnani
S hydrofilnimi statiny nizk4, pfestoze ob€ skupiny maji srovnatelnou inhibi¢ni aktivitu.
Hydrofilni statiny (pravastatin, rosuvastatin) obtizn€¢ prostupuji membranami bunék (s
vyjimkou hepatocytll), ale inhibuji HMG-CoA reduktizu stejné¢ uCinn€, nebot jsou
V hepatocytech vychytavany aktivnim transportnim systémem. Specificky transportni systém
jaterniho vychytavani byl popsan pro mnoho lé¢iv véetné statinli. Pfedev§im u statini muiize
lékova interakce na Urovni transportniho systému ovlivnit jejich farmakologicky ucinek,
nebot’ jatra jsou jejich cilovym organem pilisobeni. Bylo zjisténo, ze membranovymi pienaseci
statini v hepatocytech jsou polypeptidy transportujici organické anionty (OATPs) a pfenaseé
organickych aniont 3 (OAT3). Vychytavani zprostiedkované specifickymi pfenaseci prispiva
k selektivni distribuci do jater. ICsp hodnoty pravastatinu stanovené pro extrahepatalni tkan
jsou mnohem vyssi nez u simvastatinu, zatimco hodnoty naméfené v jaternich bunkach jsou
srovnatelné. Tato skutecnost je pfiCitdna praveé specifickému vychytavani v jatrech. Podobné
charakteristiky jako pravastatin maji atorvastatin a rosuvastatin. Vychytdvani statind v
hepatocytech miiZze souviset s jejich farmakologickym téinkem in vivo. Na obr. 4 je graficky
popsana zavislost sniZzeni hladin cholesterolu na volnych plasmatickych hladinach statint.
Z obrazku vyplyva, ze atorvastatin a cerivastatin maji vyssi G¢inek pii nizSich plasmatickych
koncentracich neZ pravastatin a fluvastatin. Tento fakt nelze kvantitativné vysvétlit rozdilnou
afinitou kK HMG-CoA reduktiaze, a je casteCné zpusoben zvySenou mirou jaterniho
vychytavani (1).

13



rmaximum unbound plasma Sy
(ﬂ) concentration [uM] (b) AUC, [nmol - L]

0.01 0.1 1 10 100 0.01 0.1 1 10 100
[:] 1 L 1 1 1 1

10 A 4
o0 4 _
-30 4 » . .
A0 _

50 - * *

% decrease in LOL-cholesterol

-60

Obr. 4. Vztah mezi ucinkem na snizeni hladiny cholesterolu a maximalnimi plasmatickymi
koncentracemi (a) ¢i plochami pod krivkou (AUC,) (D).

Utinek na sniZeni hladin cholesterolu je vyjadfen jako procentudlni snizeni LDL-cholesterolu
vV séru. ¢, A e piedstavuji atorvastatin, pravastatin, fluvastatin a cerivastatin (1).

Pravastatin, cerivastatin, pitavastatin, rosuvastatin a atorvastatin jsou substraty
prenaseCe OATP1BL1. Simvastatin a lovastatin jako lipofilni slou¢eniny jsou transportovany
do hepatocytt a jinych tkani pirevazné pasivni difuzi.

Statiny jsou vylucovany bilidrni sekreci pomoci pfenaSeci a poté eliminovany. Hlavnim
prenasecem je Mrp 2 (multidrug resistance associated protein 2). Mrp 2 transporter spole¢né
s transportery zodpovédnymi za up-take do jater pfispivaji ke specifické distribuci do jater. Za
biliarni exkreci statint je v§ak zodpovédnych vice transportert (1).

2.3.1 Metabolismus statint

Cytochrom P450.

Statiny jsou metabolizovany jaternim mikrosomalnim systémem cytochromu
P450.Lipofilni  statiny jsou vice nachylné k oxidativnimu metabolismu na
cytochromoxidazovém systému (2). V zavislosti na isoformé¢ CYP450 metabolizujici dany
statin mohou nastat farmakokinetické interakce s mnoha 1éCivy. Simvastatin, lovastatin a
atorvastatin jsou pfevazné metabolizovany cytochromem P450 3A4 (CYP3A4). Fluvastatin
jako jediny mezi statiny je metabolizovan CYP2C9. Pravastatin a rosuvastatin téméf nejsou
metabolizovdny, a proto na této urovni nevykazuji 1lékové interakce. Cerivastatin je
metabolizovan CYP2C8 a caste¢né CYP3A4 (1). Vsechny statiny kromé& PV maji aktivni
metabolity, které vyznamnou mérou pfispivaji k Uc€inku. Existuje nepiimy diikaz téchto
aktivnich metabolitd LV, SV a AT s del$im polo¢asem eliminace neZ parentni latka, ale Zadny
zZ nich nebyl podrobnéji charakterizovan (2).
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UDP-glukuronyltransferaza.

Statiny mohou byt metabolizovany na laktony UDP-glukuronyltransferazou (UGT).
Cast kyselé formy statinti podobna HMG je glukuronidovana pomoci UGT s naslednou
laktonizaci acyl-glukuronidové ¢asti molekuly. Tento mechanismus laktonizace je spole¢ny
pro oteviené kyselé formy statinti. Dale mohou byt statiny metabolizovany nékolika zptsoby
(obr. 5): laktonizované formy mohou byt konvertovany zpét na kyselé formy
karboxyesterazou a nasledn¢€ metabolizovany ¢i sekretovany do zluc¢e nebo moci, nebo ptimo
metabolizovany CYP450 v laktonové forme. Laktonové formy jsou rychleji metabolizovany

CYP450 nez oteviené kyselé formy (1).
H
Q\GOO-glucumnida

0eam|

Statin lactone Statin open acids

H 0 Hydrolysis {chemically or enzymatically H
OU by esterase/paraoxonase) O\CCCOH
OH

H CoASH
R R
Oxidation (P450s) Oxidation (P450s)
B-Oxidation
Metabalite lactones Metabaolite open acids

™~ =

Metabolite glucuronide

Obr. 5. Laktonizace statinit zprostredkovand UDP-glukuronyltransferdzou.

Statiny se vyznacuji interkonverzi kyselych a laktonovych forem a jsou metabolizovany
komplexnim mechanismem. Laktony jsou hydrolyzovany chemicky ¢i enzymaticky (esterazy
a paraoxondzy). Kyselé formy jsou konvertovany na laktony ptes meziprodukt acylglukuronid
a Co0ASH-dependentni cestou. Derivaty acylglukuronidu a acyl-COA mohou byt zpét
hydrolyzovany na kyselé formy (1).

Biliarni sekrece.

Tato 1éCiva jsou vyluCovana predevsim zluci, z malé ¢asti moci. Lovastatin, simvastatin
a jejich metabolity B-hydroxy kyseliny jsou vazané na plasmatické proteiny z 95%.
Metabolity podléhaji first-pass metabolismu a jsou vylucovany zluci. Okolo 85% podané
davky bylo objeveno ve stolici a 10-15% v moci, pfevazné v neaktivni formé (2).

Urinarni sekrece.

Vylu€ovani statini do moci probiha ve velmi malém mnoZstvi. AvSak pravastatin je
vylucovan touto cestou ze 40-47% po intravendéznim podani. Urinarni sekrece se ucastni
transportni systém, predevsim protein OAT3 (1).
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2.3.2 Intestinalni absorpce

Vsechny statiny se po podani rychle absorbuji a dosahuji maximalni plasmatické
koncentrace béhem 4 h. Soucasny pfijem potravy zvysuje biodostupnost lovastatinu, zatimco
u pravastatinu a atorvastatinu ji sniZzuje. Biodostupnost Simvastatinu a rosuvastatinu neni
potravou ovlivnéna (2). Mechanismus intestinalni absorpce se lisi podle druhu statinu.
Simvastatin a lovastatin snadno prostupuji plasmatickou membranou pasivni difuzi, zatimco
ostatni statiny maji specificky transportni systém. Mohou byt pfenaSeny systémem pro
monokarboxylové kyseliny (MCT), ale o tomto zplsobu pfenosu neexistuji dikazy. Bylo
prokazano, ze pravastatin je piendSen OATP2BI1 proteinem. S existenci transportniho
mechanismu je spojena moznost 1ékové interakce.

Simvastatin, lovastatin, pravastatin, cerivastatin a atorvastatin jsou substraty P-
glykoproteinu (P-gp). Farmakokinetika statind, které jsou substraty P-gp, muze byt ovlivnéna
inhibitory P-gp, které zvySuji jejich biodostupnost. Nicméné biodostupnost statinti neni
vyrazné ovlivnéna vzhledem k jejich vysokym plasmatickym koncentracim. Vazna interakce
s inhibitory P-gp tedy neni pravdépodobna (1).

2.3.3 Enterohepatalni cirkulace

Inhibitory HMG-CoA reduktazy maji farmakologicky stejné u¢inky, nicméné rozdily
Vv ucinnosti in vivo souvisi S distribuci a ¢asem potifebnym k dosazeni jater aktivni latkou a
metabolity. Studie na zvitatech ukazaly, ze inhibitory HMG-CoA reduktizy jsou obvykle
vylucovany stolici. Neni to obvykle zplsobeno nedostate¢nou absorpci, prevaznd vétSina
absorbovaného 1é¢iva a metabolitli je vyluCovdna pfednostné Zlu¢i. Kazdy ze soucasné se
vyskytujicich statini na trhu se lisSi mnozstvim aktivnich metaboliti a parentni latky
vylucovanych do Zluci. First-pass metabolismus a bilidrni exkrece mohou zvysit G¢innost
lé¢iva. Zachovani aktivnich slozek v jatrech a vraceni do enterohepatalni cirkulace prodluzuji
ucinkovani 1éciva. Ve studiich bylo vice nez 50% aktivity ve Zlu¢i spojeno s parentni latkou a
aktivnimi metabolity.

Po perordlnim podani lovastatinu nebo simvastatinu je metabolismus téchto latek
zaloZen na dynamické a vratné konverzi laktonové formy na aktivni kyselou hydroxy formu.
Biliarni produkty obsahuji malé mnoZstvi aktivni kyselé formy a metabolity, které jsou z 20
az 50% stejn¢ ucinné jako kysela forma.

Vétsina biologické aktivity pravastatinu je zplsobena nezménénou latkou a zcEasti
metabolity s malou aktivitou. Pfispéni metabolitl k inhibi¢ni aktivité nebylo zkoumano.

Atorvastatin je jako ostatni inhibitory HMG-CoA reduktazy pomérné dobie absorbovan
S minimalni systémovou expozici. Je primarn¢ vylu¢ovan travicim traktem u potkant i psd,
pficemz biliarni sekrece pfispiva velkou mérou k celkovému mnozstvi. V metabolismu
atorvastatinu hraje nejvétsi roli oxidativni metabolismus. Studie se psy prokazuji,ze existuje
biliarni recirkulace. Atorvastatin je velmi G¢inny inhibitor HMG-CoA a jeho vyhodou jsou
metabolity ptfitomné ve Zluci, které jsou stejné¢ G¢inné jako samotny atorvastatin. Nebot’
atorvastatin podléhd rozsahlému first-pass metabolismu, jehoz vysledkem jsou aktivni
metabolity, které se zpét vraceji do jater, u€innost je zvySena a ucinek prodlouzen. Studie po
jednorazovém podani [**C] atorvastatinu u lidi prokazaly, Ze biliarni sekrece je hlavni cestou
eliminace. Atorvastatin byl rozsahle metabolizovan na ortho- a para- hydroxylované
glukuronidy se stopovym mnozstvim atorvastatinu pfitomného ve zluci, a tyto metabolity
velmi pravdépodobné podléhaji enterohepatalni cirkulaci jako aktivni soucasti.
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Inhibitory HMG-CoA reduktazy tedy mohou poskytnout dlouhodoby a intenzivni
ucinek diky jejich pfeméné na aktivni metabolity, ktery je umocnén moznosti bilidrni
recirkulace (9).

2.3.4 Distribuce

Distribuce do centradlniho nervového systéemu.

Jednim z vedlejsich G¢inka statind jsou poruchy spanku. Tento u¢inek miize vznikat na
zéklad¢ distribuce do centralniho nervového systému (CNS). Na druhé strané, stale vice dat
potvrzuje, Ze statiny maji potencialné neuroprotektivni vlastnosti (ochrana endotelialnich
bunék ovlivnénim NO-synthasy, antioxidacni, protizanétlivé a protisrazlivé uc¢inky). Proto
mohou byt statiny pouzivany i v 1é¢bé chorob CNS. ZvySenim biodostupnosti statinit v mozku
mohou byt zvyseny jejich terapeutické ucinky, ale zaroven i jejich vedlejsi ucinky na CNS.
Simvastatin a lovastatin zptisobuji poruchy spanku (na rozdil od pravastatinu), nebot’ snadno
pronikaji hematoencefalickou bariérou (1).

Distribuce do kosterniho svalstva.

Jednim ze zavaznych nezadoucich ucinki statinil je myotoxicita zahrnujici myopathii a
rhabdomyolyzu. Podle nékterych studii existuje pienaSe¢ rozpozndvajici statiny exprimovany
Vv membranach svalovych bunék. Za myotoxicitu mize byt zodpovédny OAT3 protein, jehoz
substratem jsou statiny, zvlast¢ méné lipofilni statiny. Nicméné nebylo prokézano, ze
vychytavani statinti svalovymi buiikami je zprosttedkovano ptenaseci (1).

2.3.5 Eliminaéni mechanismy a potencialni Iékové interakce

Simvastatin a lovastatin.

Simvastatin a lovastatin jsou lipofilni statiny ve formé laktont, které lehce prostupuji
plasmatickou membranou a jsou tedy snadno absorbovany ze stfevni stény. Po absorpci jsou
hydrolyzovany na aktivni formu B-hydroxykyseliny v jatrech (2). Obé formy jsou z 95%
vazany na krevni bilkoviny. Podléhaji v jatrech first-pass metabolismu a jsou vylucovany
hlavné zluc¢i v neaktivni formé (asi 85% davky) (6). Jsou substraty CYP3A4 a P-gp. CYP3A4
a P-gp se nachazi v jatrech a stfevni sténé. Tento koordinovany systém zodpovida za
detoxikaci exogennich latek pifedevsim ve stfevni sténé, a proto jsou 1éCiva, ktera jsou jejich
soucasnymi substraty, metabolizovana jiz ve stifeveé. Z¢asti v disledku tohoto mechanismu je
biodostupnost téchto statini nizka ( < 5% pro simvastatin a 5% pro lovastatin). Inhibice
CYP3A4 a/nebo P-gp mize mit za nasledek zvySenou absorpci 1éCiva a zapficinit 1ékové
interakce. Kromé toho muze vznikat 1€kova interakce na Urovni elimina¢niho procesu, nebot’
statiny jsou eliminovany jatry (CYP3A4) (1).

Pravastatin, atorvastatin, fluvastatin, rosuvastatin.

Pravastatin, atorvastatin a fluvastatin jsou podavany v aktivni formé. Jsou absorbovany
z gastrointestinalniho traktu a podléhaji v jatrech first-pass metabolismu. Fluvastatin a
atorvastatin jsou z vice nez 98%, pravastatin asi z 50% vazany na plazmatické proteiny.
Léciva jsou vyluCovana pirevazné zluéi, v mensim mnozstvi moci (6). Pravastatin (a
rosuvastatin) nejsou metabolizovany CYP450. Tyto statiny jsou ztéla eliminovany
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pienaseCem zprostiedkovanym exkrecnim mechanismem v jatrech. Nebot' jsou substraty
OATP1B1 proteinu, jsou z velké casti vychytavany jatry. U pravastatinu byl podrobné
studovan transportni mechanismus (obr. 6). Enterohepatalni cirkulace pravastatinu pfispiva
ke specifické distribuci do jater. U téchto statinli se nevyskytuji 1ékové interakce na trovni
CYP450, ale mohou vznikat interakce na tirovni transportniho systému (1).

Fluvastatin.

Fluvastatin je metabolizovan CYP2C9 jako jediny ze statinti. Neni ovliviiovan
inhibitory CYP3A4, ale muze podléhat interakcim s 1éCivy metabolizovanymi CYP2C9.
Nebot’ fluvastatin ma nizkou lipofilitu, je v jatrech pravdépodobné vychytavan transportnim
systémem (1).

Cerivastatin.

Cerivastatin jiz neni na trhu, a proto nejsou informace o jeho klinickém uzivani (1).
Atorvastatin.

Atorvastatin je rovnéz metabolizovan CYP3A4. Nicméné tento hydrofilni statin je
substratem OATP1BI1 a je aktivné vychytavan do jater. Tento transportni systém je saturabilni
a je inhibovan probenecidem. Clearance atorvastatinu je ovlivnéna nejen mirou metabolismu,

ale i mirou vychytavani v jatrech. Lékové interakce mohou tedy vznikat na tirovni CYP3A4 a
OATP1B1 (1).
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Obr. 6. Specificka distribuce pravastatinu do jater pomoci prenaseci v jatrech a ve strevé.
Pravastatin je vychytdvan v jatrech pfenaSeCem OATPIBI a je vylucovan do Zluci
Vv nezménéné forme prenase¢i MRP2, BCRP, MDR1 a BSEP s nejvétsim podilem MRP2.
Pravastatin se dostava do stieva, odkud je absorbovan sténou do krve pomoci pienasect. Za
intestinalni absorpci je pravdépodobné zodpovédny OATP2BI1 a dalsi proteiny OATP
skupiny. VétSina statindi v oteviené kyselé formé€ je rovnéz substraitem OATPs. Tyto
pienasece jsou ziejmé zahrnuty v selektivni distribuci statinti do jater (1).

2.4 Bezpecnostni aspekty

Statiny jako skupina 1é¢iv jsou dobfe snasené, nejcastéjsi vedlejsi ucinky jsou
gastrointestinalni potiZe (prijjem, zacpa, bolesti bficha, nadymani), vyraZzka, zavrate, pruritus
a bolest hlavy. U statini se predpoklada dlouhodobé podavani v kombinované terapii, pii
které se mohou castéji vyskytnout lékové interakce. Je zndmo, ze statiny metabolizované
CYP450 systémem castéji zpisobuji svalovou toxicitu z divodu 1ékovych interakci s mnoha
1éCivy, kterd inhibuji CYP450, predevsim CYP3A4 isoformu. Lékové interakce mohou mit za
nasledek zvySeni plasmatickych hladin statinti s naslednym zvySenim rizika toxickych tc¢inku.
Vedle béznych vedlejSich Gcinki je u vSech statini riziko myopathie a fatalni rhabdomyolyzy.
Stazeni cerivastatinu z klinického pouzivani v roce 2001 upoutalo pozornost na tuto skupinu
1é¢iv, 1 prestoze dostupna data naznacuji, Ze zvySend incidence rhabdomyolyzy je specificka
jen pro cerivastatin. Obvykle je pocet pfipadi myopathie nizky, ale incidence stoupa, pokud
jsou statiny pouzivany s léCivy metabolizovanymi stejnym enzymem. Nebot™ statiny se nelisi
ve farmakodynamickych vlastnostech, jejich rozdilné farmakokinetické profily by mély tvofit
racionalni zaklad pro vybér nejvhodnéjsiho z nich pro kombinovanou terapii (2).
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2.5 Analytické metody stanoveni statint

Ptestoze se statiny jevi jako strukturdln€ podobné, metody pro jejich stanoveni v plasmé
byly vyvinuty individualné pro kazdy z nich, vzhledem K jejich rozdilné rozpustnosti, stabilité
a optickym vlastnostem. Ze vSech publikovanych studii pouze jedna (4) zahrnovala souc¢asné
stanoveni simvastatinu, lovastatinu a pravastatinu (M.J. Morris, J.D. Gilbert, J.Y.-K. Hsieh,
B.K. Matuszewski, H.G. Ramjit and W.F. Bayne. Biol. Mass Spectrom. 22, p. 1). Pacienti
jsou obvykle IéCeni kombinaci vice latek a néktefi znich wuzivaji vice druhd
antihyperlipidemik soucasn¢. Statiny vSak nejsou soucasné pouzivané s jinymi statiny béhem
1é¢by, proto nevznikl pozadavek na vyvoj spolecné metody stanoveni (6).

Vétsina metod separace statinli je zaloZena na vysokoucinné kapalinové chromatografii
(HPLC) a na plynové chromatografii (GC). HPLC je nejuzivangjs$i metoda. VSechny HPLC
metody stanoveni statinti jsou zaloZeny na separaci na obracenych fazich. NejCastéji je
pouzivana UV detekce, vzacnéji fluorimetricka a hmotnostné spektrometricka detekce. Pro
stanoveni atorvastatinu jsou dostupné ptevazné metody HPLC/MS/MS, které jsou vsak
finanéné zna¢né naroc¢né. Pti piipravé vzorku je pouzivana LLE (extrakce do kapaliny), SPE
(extrakce na pevnou fazi) ¢i derivatizace, ktera potencialné zvysuje citlivost metody. V
nékterych ptipadech nejsou pouzity vnitini standardy. Ve vétsing studii byl v§ak vybran jeden
ze statinli jako vnitini standard vzhledem k jejich podobné struktufe. Pouze jedna nalezena
metoda (5) je zalozena na tenkovrstevné radiochromatografii ( S.M. Singhvi, H.Y. Pan, R.A.
Morrison and D.A. Willard. Br. J. Clin. Pharmacol. 29, p. 239) (6).

Zakladni informace o metodach stanoveni jednotlivych statini shrnuji nasledujici tabulky.
Podrobnéjsi udaje o literarnich zdrojich lze nalézt v publikaci (6), viz seznam pouzité
literatury.
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Table 1

Assay procedures for lovastatin and metabolites

d

Drug, Medium® Extraction” Separation” Detection Reoovery Range LOG/LOD IS Ref’
metaholites [valume m ml) stationary phases %) g /ml) {ng/ml})
SWA, SV-LC, P SPE Yes GC MS 824 SV-LC 0.2-20 0.2 LOQ SWA, SV-LC [51]
LW, LV-LC Ultra 2 8989 SVA SV, SVA SVA, SV-LC LVA, LV-LC
PV Methyl, 5% phenyl, 837 LV-LC 1-50 PV LVA, LV-LC
LY P LLE Na Ge MS =42 36048000 100 LOD SV [55]
LY, LVA Mouse, SPE Nao HPLC MS (API) 34 mouse 0.5-10 0.5 LOG SV [56]
Rat P Kromasil C,q 35 rat (LV), LY, LvA LV, LVA SVA
(5 pmj 100 mouse
67 rat (LV-OH)
LY, LVA P SPE Na HPLC Uv 79-105 100-5000 100 LOG Bay W [57]
Supeloo Discovery LV, LVA LV, LvA LV, LVA 62 230
Cpy (5 pm)
LY P LLE Nao HPLC v T34-829 SU0-10 (WW) 0.5 LOG SV [58]
U Novapak C g
LV P SPE No HPLC Uy 92.43 5-500 5 LOD - [59]
Novapak C g
LY P LLE No HPLC v 101.70 2.5-80 I LOD - [60]
Hypersil BDS
Cis
LV, LVA P SPE No HLPC Uy 85 LV 25-1000 - S [61]
Sepralyte C 1 95 LVA LV, LVA
(3 )

LV=Lovastatin, LNA=Lovastatin acid, LN-LC=Lovastatin lactone,

“P=Plasma. U=Urine.

? LLE=Liquid-liquid extraction, SPE=Solid-phase extraction.

® HPLC=High-performance liquid chromatography, GC=Gas chromatography.

fUV=Ultraviolet, MS=Mass spectrometric, API=Atmospheric pressure ionization, LOQ=Limit of quantitation. LOD=Limit of detection, I.5.=Internal standard.

SV=8imvastatin, SVA=Simvastatin acid, SV-LC=S8imvastatin lactone, PV=Pravastatin.
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Table 2
Assay procedures for simvastatin and metabolites

Drug, Medium® Extraction” Derivatization Separation® Detection” Recovery Range LOGQ/LOD IS Ref.
metabolites (volume in ml) Stationary phases (%) (ng/ml) (ng/ml)
SVA, SV-LC P SPE Yes GC 824 SV-LC 0.2-20 0.2 L0 SVA, SV-LC [51]
LV, LV-LC Ultra 2 89.9 SVA SV, SVA SVA, SV-LC LVA, LV-LC
PY methyl, 5% phenyl, 837 LV-LC 1-50 PV, LVA, LV-LC
(01T pm) T8.9 LVA
SV P LLE No GC 96-103 0.27-54 - LV [62]
SV SVA P SPE Yes GC 54+5 8V 0.1-10 0.1 L0 LV [63]
DB-1 fused-silica column 7562 SVA SV, SVA SV, SVA
SV P LLE No HPLC UV =933 0.25-50 - LV
LiChrospher C 4
(5 pm)
SW, SVA P LLE No HPLC Uy 93.9-97.18V 20-1000 8V 15 8V LOD - [65]
0DS Hypersil 91.4-96.2 25-1000 20 SVA
(5 pm) SVA SVA
SV OSVA* P SPE Yes HPLC FLUO WI-117 0.1-10 0.1 LOR - [66]
Capeell pak C g SV, SVA SV, SVA SV, SWA
(5 pm)
SW SVA P SPE No HPLC MS-MS =75 SV 0.5-200 0.5 LOQ LV [67]
Symmetry C (AP =18 SVA SV, SVA SV, SVA
(5 pm)
SW, SVA P LLCE No HPLC TMS 78 SV 0.05-50 0.05 LOQ Isotope-lzbeled [68]
Kromasil C 1 47 SVA SV, §VA SV, §VA SV and SVA
(5 pm)
SV P LLE No HPLC 96.3-107.7 0.1-20 0.05 LOD LV [69]
0DS Shimpack (ESI)
(5 pm)

SV==8imvastatin, SVA=8imvastatin acid, SV-LC=8imvastatin lactone, LV=Lovastatin, LVA=Lovastatin acid, LV-LC=Lovastatin lactone, PV=Pravastatin.

* P=Plasma.

® LLE=Liquid-liquid extraction, SPE=Solid-phase extraction, LLCE=Liquid-liquid cartridge extraction.
“ HPLC=High-performance liquid chromatography, GC=Gas chromatography.
* UV=Ultraviolet, FLUO=Fluorescence, MS=Mass spectrometric, API=Atmospheric pressure ionization, TMS =Tandem mass spectrometric, ESI=Electrospray ionization,
LOQ=Limit of quantitation, LOD=Limit of detection, [.5.=Internal standard. * Automated method with column-switching.
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Table 3

Assay procedures for pravastatin and metabolites

Drug, Medium® Extraction” Derivatization Separation Detection” Recovery Range LOG/LOD IS Ref.
metabolites (volume in ml) stationary phases (%) {ng/ml) (ng/ml}
PV P, U LLE No TLRC - 88 - 43 PLOD Non-radioactive [54]
LSS for U 300U LOD PVNa for TLRC
Automatic
external standard
for LSS
SVA, SV-LC, P SPE Yes GC MS 82.4 SV-LC 02-20 0.2 LOG SVA, SV-LC [51]
LV, LV-LC Ultra 2 89.9 SvA SV, SvA SVA, SV-LC LVA, LV-LC
PV methyl, 5% phenyl 83.7 LV-LC 1-50 PV LVA, LV-LC
(0LTT pum) 78.9 LVA
Py, S SPE Yes GC MS =493 PV 0-80 0.3 LOD for Tetrahidra-PY, [70]
3-0OH and P Fused-silica (NICI) PV, 3-0H metzholite three
triol metsbolite Chrompak, CP SIL 0-40 compounds
19 CB column triol metaholite
(012 pm)
PV P LLE Yes GC MS 90 1-60 0.015 LOD - [71]
(ELL)
PV Rat liver SPE No HPLC Uy 80.8 = 13 LOD = [72]
Cis
PV Rat muscle SPE No HPLC uv 52-60 S-10ng/g Sng/g LOD - [73]
Cig riat muscle Rat muscle
Py, S SPE No HPLC Uy 836121 - 2 LoD Carbamazepine [74]
J-at-iso PV Supeloosil LCy Py PV
(5 pm)
PV P SPE No HPLC 69.2 2-200 2L0Q Triameinolong [75]
Purospher acetonide
(5 pm)
PV P SPE No HPLC Uy 75 5-200 2 LoD Methonilic SV (78]
LC g (3 pm) B-hydroxy scid
PV-Na, ] SPE No HPLC Uy - <1500 0.1 LOD G-fluora-113 [77]
isomeric metabolite Alkylphenyl column for two for two hydroxy-16a,
(3 pm) compounds compounds 17at-{ 1-methy!

ethyldenedioxy)
oxoandrosta-1, 4-diene-

17-carboxylic acid
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Table 3. Continued

Drug, Medium® Extraction” Derivatization Separation® Detection” Recovery Range LOG/LOD IS Ref.
metabolites (volume in ml) stationary phases (%) (ng/ml} (ng/ml)
PV P IMAE Yes HPLC LIFLUO 63 0.5-100 0.1 LOD R-416 [78]
Column switching
300-C, column
Cosmosi] column
A5 C,-AR
PV, PV-d S SPE No HPLC MS-MS =90 05100 0.5 LOQ PV-dy for [79]
PV-LC Keystone Betasil (API) for 5 analyte for 5 malyte for five PVPV-dg
SQ-31906 (3-0-is0 PV) ops analytes SQ-31906,
SQ-31506-d, (3 pum) SQ-31906-d,,
PV-LC-d, for
PV-LC
PV, P SPE No HPLC MS - 0.625-80 0.625 LOQ R-1437 [80]
main metabolite Inertsil ODS-2 (APCI) PV, R-416 PV, R-416
R-416 column,
(3-at-is0 PV) (5 pm)
Py Rat P Method B Na HPLC MS-MS Method A Method A Method A PV-d,
SQ-314906 Human § SEC Method A (APT) 80 1- 1Ky 1 LOQ
(3-at-is0 PV) Mouse S Method B Method B Method B
Rat § Method B 50 PV 0.5-100 0.5 LOQ
Monkey S (30 pm) 90 8Q-31906
Mouse liver Method B
Waters Symmetry
Cpg (5 pm)
Py P SPE No HPLC MS 90.5 0.25-300 0.25 LOO B-OH-LV [82]
Zothax XDB Cy (NITMS)
(5 pm)

SV=S8imvastatin, SVA=Simvastatin acid, SV-LC=8Simvastatin lactone, LV=Lovastatin, LVA=Lovastatin acid, LV-LC=Lovastatin lactone, PV=Pravastatin., PV-LC=

Pravastatin lactone.

“P=Plasma, U=Urine, S=8erum.

? LLE=Liquid-liquid extraction, SPE=Solid-phase exiraction, SEC=Sample extraction, IMAE=Immobilized antibody extraction.
“HPLC=High-performance liquid chromatography, GC=Gas chromatography, TLRC=Thin-laver radio chromatography, LSS=Liquid scintillation spectrometry.

* UV=Ultraviolet, FLUO=Fluorescence, LIFLUO=Laser induced fluoresence, MS =Mass spectrometric, API=Atmospheric pressure ionization, APCI=Atmospheric pressure
chemical ionization, NICI=Negative ion chemical ionization, EIT=Electron impact ionization, NITMS =Negative ion tandem mass spectrometric, LOQ=Limit of quantitation,
LOD=Limit of detection, I.S8.=Internal standard.
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Table 4

Assay procedures for fluvastatin and metabolites

Drug, Medium® Extraction” Derivatization Separation” Detection” Recovery Range LOD/LOG IS Ref.
metabol ites {volume in ml) stationary %) {ng/ml) {ng/ml}
phases
FV-Na P LLE No HPLC FLUO - 1- TN} 1 LoD Sandoz compounds*® [83]
Supercosil 63-267
LC-18 (35 pum)
FV-Na, racemate P LLE No HPLC FLUO 95 racemates 10- 5000 nmol /1 0.5 nmol /L (LOG) Sandoz compounds® [84]
enantiomers Zorhax Rx-Cy 86 racemates racemgtes racemates
(5 pm) 5—12(0 nmol/1 5 nmol /1 (LOGQ)
Chiraleel OD-R engntiomers engntiomers
(10 )
FV isomers P SPE No HPLC FLUO =80 0.75-625 075 {LOGQ) [85]
[(=H3835R), Chiraleel OD-H all compounds all compounds
(+ 3R, 58]
FV, metabolites P SPE (system 1) No HPLC Uy 92.7-102.5 M-2 10-1000 10 LOO Benzophenone [86]
(M-2, M-3, M-4, LLE {system2) 0Ds 94.4-142.3 M-3 all compounds all compounds (system 1)
M-T) (5 pm) 94.2-10.5 M-5 Ggyanoanthracene

67.8-102.8 M-4
67.8-102.8 M-7
89.4-973 FV

(system 2)

FV=Fluvastatin, * Sandoz compound 63-267=[R*.5% -(£ }-]( *)-7-[ 3-4-fluorophenyl }-1-( [-methylethyl )- IH-indol-2y1]-3.5-dihydroxy-6-methyl-6-heptenoic acid, monosodium

salt.
* Plasma.

" LLE=Ligquid-liquid extraction, SPE=Solid-phase extraction.

" HPLC=High-performance liquid chromatography.
* UV=Ultraviolet, FLUD=Fluorescence, LOQ=Limit of quantitation, LOD=Limit of detection, [.5.=Internal standard.
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Table 5

Assay procedures for atorvastatin and metabolites

Dirug, Medium® Extraction” Derivatization Separation” Detestion” Recovery Range LOD/LOG IS Ref.
metzbolites (volume in ml) stationary %) (ng/ml} (ng/ml)

phases
AVA, 5 LLE Mo HPLC MS-MS 60-100 0.5-200 0.5 LOQ A deuterium [52]
2-0H-AV, YMC Basic, (API) for all compounds for all compounds for all compounds lzbeled analogs
4-OH-AV Chs
AVLC (3 pum)
AV Human, dog, LLE No HPLC ThS 100-102 AV 0.25-25 0.25 LOQ [dg]-AV [53]
a-0H-AY, rat P YMC JFSphere T0.6-104 a-OH-AY for all compounds for all compounds [dg]-0-OH-AY
p-OH-AV HE0, C g 47.6-83.6 p-OH-AV

(4 pm)

AV=Atorvastatin, AVA =Atorvastatin acid, AV-LC= Atorvastatin lactone.

*§=8erum, P=Plasma.

" LLE=Liquid-liquid exiraction.
“HPLC=High-performance liquid chromatography.
I MS=Mass spectrometric, APT=Atmospheric pressure ionization, TMS=Tandem mass spectrometric, LOQ=Limit of guantitation, LOD=Limit of detection, 1.S.=Internal

standard.
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2.5.1 Podminky validace bioanalytické metody sou¢asného stanoveni
analytu podléhajicich interkonverzi ex vivo (7)

V praxi se Casto analytik setkdva se vzorky s obsahem latek, které mohou vzajemné
konvertovat béhem stanoveni. Interkonverze muze nastat béhem pfipravy vzorku pied
odebranim alikvotnich podilt, béhem extrakce, odpafovani dosucha ¢i v rekonstitu¢nim
roztoku. Mezi takové latky patii inhibitory HMG-Cod reduktdzy, jako lovastatin a
simvastatin. Tato 1éCiva jsou poddvana ve formé laktond, ale biologické vzorky obsahuji
laktonové i oteviené formy hydroxykyselin. Atorvastatin je naopak poddavan ve formé
hydroxykyseliny, avSak biologické vzorky obsahuji otevienou i laktonizovanou formu.
Udrzovanim pH vzorkit na 4-5 lze interkonverzi minimalizovat. Pfi zvySeni pH nad 6 je
usnadnéna konverze laktonizovanych forem na kyseliny (v ionizované forme¢); pfi snizeném
pH je zvySena konverze kyselin na laktony ¢i laktonii na kyseliny (v neionizované forme¢).

Dalsi kategorii jsou vzorky obsahujici léciva ve formeé karboxylovych kyselin a odvozené
acylglukuronidy. Acylglukuronid muze byt hydrolyzovan zpét na 1é¢ivo. Hydrolyzu lze opét
omezit upravou pH vzorku na 3-4. Rovnéz thioly a disulfidy mohou podléhat konverzi
v zavislosti na pH vzorku; thioly jsou stabilni pfi niz§im pH. Ctvrtou kategorii podléhajici ex-
vivo konverzi jsou léciva majici isomerni produkt biotransformace (napt. E-a Z-isomer
methyloximt). Patfi sem také vSechna proléciva. Podminky pro sniZzeni stupné konverze
proléciva budou zaviset na funkéni skupiné pouzité pro tvorbu tohoto proléciva.

Pfi vyvoji metody pro stanoveni téchto 1é¢iv musi byt zvoleny podminky zajistujici
minimalni stupen konverze. Konverzi vsak nelze zcela zabranit ani za optimalnich podminek.
Proto je tfeba navrhnout vhodnou koncentraci 1é¢iv (pomér koncentrace jednoho analytu
ke druhému) v kontrolnich a standardnich vzorcich tak, aby vysledky méfeni kontrolnich
vzorkll byly koherentni s vysledky méfeni testovanych vzorkl. V idedlnim piipad¢ by melo
byt sloZeni kontrolnich vzorkli shodné se sloZzenim méfenych vzorkl. V raném stadiu vyvoje
1é¢iva vSak neni jeho koncentrace v biologickych vzorcich zndma, a navic se mize v riznych
vzorcich liSit v zavislosti na ¢ase odbéru vzorku. Za téchto okolnosti je sloZeni kalibra¢nich a
kontrolnich vzorkli zdsadnim faktorem.

U mnoha metod neni pfekvapive tato skutecnost diskutovana, a pii ptipravé kontrolnich
vzorkd neni zohlediiovana. Na modelu slou¢enin hydroxykyseliny a jeji laktonizované formy
byl zkouman vliv sloZeni kontrolnich vzorkli a podminek analyzy na stupen konverze 1é€iva
ve vzorcich plasmy. Jako modelové slouCeniny byly pouzity pravastatin a pravastatin lakton,
a isotopové€ znacené analogy jako vnitini standardy.

Pristrojové vybaveni.

Pro stanoveni byl pouzit hmotnostni spektrometr Finnigan (San Jose, CA) TSQ-7000 a
dvé separacni Cyg kolony s velikosti ¢astic 5 um (Waters, Milford, MA) 3.9 x 50 a 4.6 x 150
mm. Jako extrak¢ni pfedkolona byla pouzita Waters Oasis HLB kolona (30 um, 1 X 50 mm).

Standardni a kontrolni vzorky.

Zasobni roztoky pravastatinu a vnitfniho standardu byly pfipraveny zvlast ve smési
voda:acetonitril (10:90, v/v). Zasobni roztoky pravastatin laktonu a vnitiniho standardu byly
pfipraveny také zvIast' v acetonitrilu. Roztok vnitiniho standardu I obsahoval oba vnitini
standardy v 0.1 M roztoku octanu amonného (pH 3.8). Roztok wvnitiniho standardu II
obsahoval oba vnitini standardy v 0.2 M roztoku octanu amonného (pH 6.8).
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Kalibra¢ni ktivka byla sestrojena v koncentraénim rozmezi 5-500 ng/ml pro oba analyty.
Kontrolni vzorky obsahovaly pravastatin, pravastatin lakton nebo oba analyty v rizném
vzajemném zastoupeni.

Podminky interkonverze a priprava vzorku.

Standardni a kontrolni vzorky byly analyzovany po pifimém néstiiku do systému po
upravé za riznych podminek.

V prvnim piipadé (1) byly vzorky pfipravovany v ledové lazni a analyzovany ihned po
ptidavku roztoku vnitfniho standardu I, kterym bylo snizeno pH na 4.2, a tim minimalizovan
stupen konverze. Ve druhém piipadé (2) byly vzorky ponechany 4 h pii pokojové teploté bez
upravy pH (pH vzorku bez upravy 7.3) za ucelem zvysSeni hydrolyzy. Pfed analyzou byl
pridan roztok vnitiniho standardu I, kterym bylo snizeno pH vzorku na 4.2. Ve tietim ptipadé
(3) bylo pH vzorkti upraveno na pH 1.8 smési kyseliny chlorovodikové a roztoku chloridu
sodného. Poté byly vzorky homogenizovany 2 h pii pokojové teploté za tcelem zvysSeni
konverze. Pied analyzou byl pfidan roztok vnitiniho standardu II, kterym bylo pH zvySeno na
4.2.

Chromatografické a spektrometrické podminky.

Byl pouzit on-line purifikaéni systém bez piedchozi extrakce vzorku (obr.7). Vzorky
plasmy upravené zptsoby (1) a (2) byly davkovany na kolonu Oasis HLB, ktera byla promyta
10 mM vodnym roztokem mravencanu amonného (pH 4.5); odtok mobilni faze byl smétovan
do odpadu. Poté byl tok nasmérovan na Cig analytickou kolonu (3.9 X 50 mm, 5 pm) a
mobilni faze zménéna na roztok mraven¢anu amonného (pH 4.5)-acetonitrilu (60:40, v/v); tok
mobilni faze byl sméfovan do hmotnostniho spektrometru. Po nasmérovani odtoku zpét do
odpadu byl systém postupné promyt acetonitrilem a 10 mM vodnym roztokem mravencanu
amonného (pH 4.5) (ustdleni toku mobilni faze). Celkovy c¢as analyzy byl 6.0 min
(gradientova eluce). Vzorky plasmy upravené zpusobem (3) byly analyzovany za stejnych
podminek na analytické kolon€ (4.6 x 150 mm, 5 pum). Hmotnostni spektrometr byl pfepnut
z negativniho na pozitivni rezim v 3.8 min v ptipadech (1) a (2) a v 5.5 min v ptipad¢ (3).
Byly detekovany [M-H] prekurzorové ionty pravastatinu a [M+NH4]" prekurzorové ionty
pravastatin laktonu.
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From Pump 1 Waste From Pump 1 Waste

Filter Filter

(144 split)

Mass Spectrometer Mass Spectrometer

Purification and Equilibration Elution

Pozn. Cerpadlo 1 zajistuje gradientovou eluci. Cerpadlem 2 protéka isokraticka mobilni faze
rychlosti 0.8 ml/min o sloZzeni 10 mM vodny roztok mravencanu amonné¢ho (pH 4.5)-
acetonitril (60:40, v/v) pro (1) a (2); (50:50, v/v) pro (3).

Steps of on-line purification Time range Divert valve position

Purification step 0-1 min Divert valve switched to waste

Elution step 1-4.9 (1-7.0) min  Divert valve switched to MS

Equilibration step >4.9 (=7.0) min Divert valve switched back to
waste

Total run time 6 (8) min

Udaje v zavorce plati pro (3).
Obr. 7. Schematické zndazorneéni on-line purifikacniho systému (7).

Hlavnim cilem bylo demonstrovat vliv stupné konverze analytli na spravnost a presnost
stanoveni. Jako modelové slou€eniny byly pouZity pravastatin (karboxylova kyselina s 6-
hydroxylovou skupinou) a pravastatin lakton ( 6-lakton odvozeny od kyseliny). Pro vzorky
upravené zpisobem (3) byla pouzita delsi separa¢ni kolona (4.6 x 150 mm, 5 pm), za ucelem
oddéleni pravastatinu a pravastatin laktonu od jejich isomerd vzniklych v kyselém prostiedi
(obr.8).
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Obr. 8. Chemické vzorce pravastatinu, pravastatin laktonu, isomerii SQ-31906 a SQ-31906
laktonu, D3-pravastatinu a D3-pravastatin laktonu (7).

Analyza kontrolnich vzorkit obsahujicich pouze jeden z analyti.

Za podminek (1) nebyla pozorovana konverze pravastatinu na pravastatin lakton ani
naopak, nebot’ pH plasmy bylo udrzovano na 4.2. Za podminek (2) byl pravastatin lakton
hydrolyzovan na pravastatin. V kyselém prostiedi (3) vzniklo ne€kolik produkti nezadoucich
reakci. Pravastatin poskytl v disledku intramolekularni esterifikace pravastatin lakton a
zéaroven vznikl jeho polohovy isomer (SQ-31906), obr. 8. Pravastatin lakton byl hydrolyzovan
na pravastatin a zaroven vznikly isomery SQ-31906 a SQ-31906 lakton. Pfitom stejné
produkty byly ziskany pii pouziti kontrolnich vzorkli obsahujicich pouze pravastatin nebo
pravastatin lakton.

U vzorkl upravenych zptisobem (2) byla pozorovana hydrolyza laktont. Tyto podminky
mély napodobit redlnou situaci, kdy béhem tupravy vzorku je jeden analyt konvertovan na
druhy. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno se vzorky, u nichz byl pomér koncentraci analyta
shodny s pomérem koncentraci u kalibrac¢nich standardi (pomér 1:1). U vzorkd majicich
pomér koncentraci analyti odlisny nebylo mozné spolehlivé stanovit pravastatin. Kontrolni
vzorky obsahujici pouze laktonizované formy a vzorky majici pomé&r koncentraci analyti 1:10
vykazovaly pozitivni odchylky, zatimco vzorky obsahujici pouze pravastatin a vzorky majici
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pomér koncentraci analyti 10:1 vykazovaly negativni odchylky. Na druhé stran¢ bylo mozné
spolehlivé stanovit pravastatin lakton ve vSech kontrolnich vzorcich s pomérem koncentraci
odliSnym od 1:1. Z toho vyplyva, zZe pri jednostranné konverzi, kdy je substrat (pravastatin
lakton) premeénovan na produkt (pravastatin), lze tento produkt spolehlivé stanovit pouze
V pripade, Ze pomer koncentraci analytii v kontrolnich vzorcich je shodny s pomérem jejich
koncentraci ve standardnich vzorcich. Na druhé strané, substrat lze spolehlivé stanovit pouze
pokud jsou poméry koncentraci analyti v kontrolnich a standardnich vzorcich rtzné.
Nejlepsich vysledkt v piipadé (3) bylo dosazeno se vzorky, u nichz byl pomér koncentraci
analyti  shodny s pomérem koncentraci analyti u kalibracnich standardt (pomér 1:1).
Pravastatin bylo mozné spolehlivé stanovit v kontrolnich vzorcich obsahujicich pouze
pravastatin a ve vzorcich s pomérem analyti 10:1. V tomto ptipad¢ byl konecnym dasledkem
konverze Ubytek pravastatinu; to znamen4, Ze pravastatin ma roli substratu a Ize ho spolehlivé
stanovit za vySe uvedenych podminek na zdkladé¢ uvahy uvedené v ptipadé (2). Naopak
pravastatin nebylo mozné spolehlivé stanovit v kontrolnich vzorcich obsahujicich pouze
laktonizované formy a ve vzorcich spomérem analytd 1:10. Naméfené koncentrace
vykazovaly pozitivni odchylky. V tomto ptipad¢ byl kone¢nym disledkem vzrist koncentrace
pravastatinu; to znamend, Ze pravastatin je produktem a jeho stanoveni je ovlivnéno vyse
uvedenymi podminkami.

Naopak, pravastatin lakton bylo mozné spolehlivé stanovit za opaénych podminek; tedy
Vv kontrolnich vzorcich obsahujicich pouze pravastatin lakton a ve vzorcich s pomérem
analytl 1:10. Pravastatin lakton nebylo mozné spolehlivé stanovit v kontrolnich vzorcich
obsahujicich pouze pravastatin a ve vzorcich s pomérem analytti 10:1. Naméfené koncentrace
vykazovaly pozitivni odchylky.

Je ztejmé, Ze kontrolni vzorky obsahujici dva analyty ve stejném poméru koncentraci
jako standardni vzorky, poskytuji spolehlivé vysledky stanoveni pro oba analyty za vSech
podminek, vcéetné¢ podminek usnadiujicich jejich vzijemnou konverzi. Na druhé strané,
kontrolni vzorky, u nichz je pomér koncentraci analyti odliSny od jejich koncentraci ve
standardnich vzorcich, poskytuji spolehlivé vysledky pouze za podminek ,Ze nenastdva
interkonverze. Za podminek umoziujicich interkonverzi budou ziskdny nespravné vysledky
nejméné pro jeden z analytl. Z toho vyplyva, ze metoda validovana pro stanoveni dvou
analyti pouzivajici standardni vzorky obsahujici analyty v pomérnych koncentracich 1:1 a
kontrolni vzorky se stejnym pomeérem koncentraci analytii 1:1, by méla byt aplikovana pfi
stanoveni téchto analytli v biologickém materidlu jen pokud se zde nachazeji ve stejném
poméru koncentraci. Aby byla ovéfena uc¢innost metody u vSech vzorkl, je nutné, aby
kontrolni vzorky pokryly celé koncentracni rozmezi vyskytujici se v biologickych vzorcich.

Pti vyvoji metody stanoveni analytl podléhajicich vzajemné konverzi je prvnim krokem
vybér takovych podminek, které eliminuji nebo minimalizuji interkonverzi. Pii volbé
takovych podminek, které eliminuji ¢i minimalizuji pfeménu jednoho analytu na druhy,
budou podminky pfiznivéj§i pro ten z analytd, ktery se nachéazi v biologickém materialu
Vv pfevazujicim mnozstvi. Druhym krokem je raciondlni vybér sloZeni kontrolnich vzorkl
vzhledem ke slozeni standardnich vzorkti. Pro validaci metody je doporucena nasledujici
sestava standardnich a kontrolnich vzorkl: 1:1 standardni vzorky v celém kalibraénim
rozmezi; 1:1 kontrolni vzorky snizkou koncentraci; 1:1 kontrolni vzorky se stfedni
koncentraci; 1:1 kontrolni vzorky s vysokou koncentraci; kontrolni vzorky obsahujici pouze
analyt 1; 10:1 kontrolni vzorky; kontrolni vzorky obsahujici pouze analyt 2; a 1:10 kontrolni
vzorky. M¢ly by byt zahrnuty poméry koncentraci analyt odlisné od 1:10 a 10:1 v zavislosti
na ocekavanych pomeérech koncentraci v biologickych vzorcich.
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Zaver publikované prace.

Vysledky prokazaly, ze metodou nelze ziskat pfesné a spravné vysledky, pokud se
pomér koncentraci analytti (8-hydroxykyseliny/ &-laktonu) v kontrolnich vzorcich 1isi od
poméru koncentraci ve standardnich vzorcich a zaroven podminky analyzy usnadiuji
interkonverzi. Pokud je pomér koncentraci analyti v kontrolnich vzorcich shodny s pomérem
koncentraci ve standardnich vzorcich, jsou ziskdny piijatelné vysledky i za podminek
zvySeného stupné interkonverze. Je to proto, ze stupen konverze je stejny v kontrolnich i
standardnich vzorcich.

Podminky stanoveni 1éCiv podl€hajicich interkonverzi by mély zajistit eliminaci ¢i
snizeni jejiho stupné. Navic, sloZeni kontrolnich vzorkti by mélo byt peclivé zvéazeno
vzhledem ke slozeni standardnich vzorkl. Protoze kontrolni vzorky slouzi k ovéfeni u¢innosti
metody, mély by svym slozenim pokryvat celé spektrum piedpokladanych koncentraci
Vv biologickém materialu. Dal$i podrobné tidaje jsou uvedeny v publikaci (7).

2.5.2 Stabilita statint (laktonu a hydroxykyselin) v roztocich (3)

Ve studii na stabilitu tfi pfirozenych statind lovastatinu, simvastatinu a pravastatinu byla
jako nejvhodnéjsi mobilni faze pro HPLC separaci urCena smés acetonitril/voda/octova
kyselina (70/30/0.5, v/v). V této smési statiny zachovavaji svou pivodni strukturu nejdéle i za
bézné teploty. Stabilita standardnich latek statind byla zkoumdna v methanolu, ethylacetatu,
70% acetonitrilu (s nebo bez ptidavku 0.5% octové kyseliny) a ve 100 °C vod¢ po riiznou
dobu. Laktony byly stabilni v ¢istém methanolu a ethylacetatu po dobu 48 h pii pokojové
teploté. Pfi skladovani v methanolu vzriistd s ¢asem riziko methanolyzy spojené se vznikem
methylestert. V 70% acetonitrilu a 100 °C vod¢ jsou laktony konvertovany na ptislusné
hydroxykyseliny ve stoupajicim mnozstvi V zavislosti na ¢ase. Hydroxykyseliny jsou na
rozdil od laktond stabilni a nepodléhaji zadnym reakcim. Ye et al. zkoumali pfeménu
lovastatinu na lovastatin-hydroxykyselinu v plasmé pii 37 °C, pokojové teploté, —20 °C a
—70 °C. Kompletni pfeména nastala za 21.5 h pf1 37 °C a za 121.5 h pi1 pokojové teploté; pii
—20 °C a —70 °C nebyl lovastatin vyznamné&ji rozkladan po 4 mésice (3).

2.5.3 Konverze statini zforem Ilaktonu na odpovidajici formy
hydroxykyselin v alkalickych podminkach (3)

Konverze laktonti na pfislusné hydroxykyseliny lze naptiklad vyuzit pfi ptiprave
standardnich latek hydroxykyselin. Brown et al.a Shen et al. pfipravili statiny ve formé
hydroxykyselin z jejich laktoni pfidavkem 0.1N vodného roztoku NaOH a 0.05N KOH ve
vodném methanolu. Deng-Jye Yang et al. zjistili, ze lovastatin a simvastatin (laktony) mohou
byt kompletné konvertovany na hydroxykyseliny v 0.1N NaOH a 0.05N KOH ( ve 25-90%
vodném methanolu), nicméné pozd&ji mohou byt pfeménény na methylestery ve zvysujicim
se mnozstvi se stoupajicim podilem methanolu. V 0.IN NaOH nebo 0.05N KOH roztoku ve
25% methanolu bylo pfitomno pouze 5% esterové formy lovastatinu (Lov-M) vzniklé
z lovastatinu. Pii pouziti 90% methanolu jiz bylo nalezeno 15% Lov-M. Simvastatin
vykazoval podobné vysledky. Shen et al. a Maio a Metcalfe potvrdili, Ze¢ mize nastat
methanolyza laktonové formy statinl ¢i esterifikace hydroxykyselin v prostiedi methanolu.
Ve vodném prostiedi dosahla konverze laktonti na hydroxykyseliny pouze hodnoty 90-93%.
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Je to pravdépodobné zplisobeno nerozpustnosti lovastatinu a simvastatinu ve vod¢. Proto byly
alkalické roztoky pripraveny ve 25, 50, 75 a 90% vodném acetonitrilu. Stupen konverze byl
podobny v 0.IN NaOH a 0.05N KOH, pii¢emz téméf kompletné byly laktony pfeménény
pouze V alkalickych roztocich s 25 nebo 50% vodnym acetonitrilem. 7Zda se, ze alkalické
roztoky obsahujici niz8i koncentraci acetonitrilu usnadiiuji konverzi. Ziejme je dilezity jak
dostatek vody, tak dostatecnd rozpustnost pro kompletni pfeménu laktonu na
hydroxykyselinu.

Formy laktont tedy mohou byt kompletné konvertovany na hydroxykyseliny pouze v
roztocich 0.1N NaOH nebo 0.05N KOH pripravenych ve 25 nebo 50% vodném acetonitrilu.
Ve vSech methanolickych zésaditych roztocich laktony rovnéz kompletné hydrolyzuji, pozdéji
jsou ale preménény na methylestery hydroxykyselin, jejichZ procento stoupa se zvysujicim se
podilem methanolu (3).

2.5.3 Chromatografické a spektrometrické podminky LC/MS/MS metod
stanoveni laktonu a hydroxykyselin v biologickych vzorcich (8)

Je znamo, Ze bioanalytické LC/MS/MS metody stanoveni 1é¢iv, které obsahuji urcité
funkéni skupiny, v sobé musi zahrnovat takové chromatografické postupy, které zajisti, aby
metabolity ¢i proléciva pfitomné v biologickém vzorku nepfispivaly k odpovédi v SRM
kanalech
pouzivanych ke stanoveni vlastniho 1é¢iva. Do této kategorie patii 1éCiva:

a) obsahujici karboxylovou skupinu, ze které mize in vivo vznikat acylglukuronid jako
metabolit,

b)obsahujici laktonovy kruh, ktery se in vivo metabolizuje na karboxylovou kyselinu,

¢) hydroxy karboxylové kyseliny, ze kterych mohou in vivo vznikat laktony,

d) obsahujici amino-skupinu, ze které mize in vivo vznikat N-oxid.

Tyto metabolity podléhaji v analytickém systému konverzi na prekurzorovy ion v SRM
pouzivany ke stanoveni 1éCiva. V dusledku toho miize byt stanovena koncentrace 1é¢iva vyssi
neZ skutecnd, pokud nebyly zajistény vhodné separa¢ni podminky pro lé¢ivo a metabolit. Jsou
ale zvlastni pfipady analyzy 1é¢iva ve formé laktonu a jeho metabolitu (hydroxykyseliny) ¢i
naopak, kdy je nutnd chromatografickd separace nebo hmotnostni rozliSeni mezi 1é¢ivem a
jeho metabolitem 1 pfes absenci vzajemné konverze. Jednozna¢nou vlastnosti laktonu a
odpovidajici hydroxykyseliny je rozdil 18-ti hmotnostnich jednotek mezi nimi, ktery je jen o
jednotku vyssi nez rozdil mezi [M+H]" a [M+ NH,4]" ionty obou analytii (17 hmotnostnich
jednotek). Tento fakt méa zavazné duasledky pro pfesné stanoveni laktonu jako IéCiva
Vv pfitomnosti jeho metabolitu ¢i naopak. V této studii byl pouzit simvastatin jako lakton a
simvastatin kyselina.

Priprava vzorkii.
Zasobni roztok simvastatinu byl pfipraven z acetonitrilu, vzorky byly pfipraveny

fedénim zasobniho roztoku acetonitrilem. Zasobni roztok simvastatin kyseliny byl pfipraven
ve smési acetonitrilu a vody (1:9), vzorky fedénim zasobniho roztoku acetonitrilem.
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Chromatografie.

Byla provedena isokratickd eluce kombinaci 25% mobilni faze A (roztok 10 mM
ammonium acetatu ve vod¢ o pH 4,0 upravenym kyselinou mravenci) a 75% mobilni faze B
(1 mM roztok mravenci kyseliny v acetonitrilu (zdanlivé pH 3,7).

Spektrometricke podminky.

Hmotnostni spektrometr pracoval v pozitivnim rezimu. SRM spektra byla ziskana
V podminkéch LC (25% mobilni faze A a 75% mobilni faze B), pii kterych probéhlo zékladni
rozdéleni mezi simvastatin kyselinou a simvastatinem s retenénimi ¢asy 1,3 a 1,9 min.
[M+H]" a [M+ NH4]" prekurzorové ionty byly pouzity pro oba analyty. Byly sledovany &tyfi
SRM kanaly, dva pro lakton a dva pro kyselinu. Kanaly pro lakton tvotily [M+H]" kanal (m/z
419 — 285) a [M+ NHg4]" kanal (m/z 436 — 285). Kanaly pro kyselinu tvotily [M+H]" kanal
(m/z 437 — 303) a [M+ NH,]" kanal (m/z 454 — 303).

Je znamo, 7e [M+ NHy]" ionty mohou vznikat i pfi pouziti mobilni fize
voda/acetonitril, kterd obsahuje neznamé zdroje amoniovych iontl. V této studii byl zamérné
do mobilni faze ptfidan amonium acetat, vzhledem ke zjisténi, Ze SRM spektra zahrnuji i tento
ion jako prekurzor. Simvastatin a simvastatin kyselina vykazovaly stejné rozsahlé odpovédi
pro oba ionty [M+H]" a [M+ NH,4]".

4 SRM chromatogramy ptedstavujici dva kanaly pro lakton a dva pro kyselinu ziskané u
vzorku simvastatinu a simvastatin kyseliny jsou na nasledujicich obrazcich.

AT 031-221 SM &G

MNL: 1,054
TCF +¢c SRV ms2
100 (A) 419 > 285 [M+H]* Laconz 419.00[ 284.68 -
285.30
5% l
0
NL: 4.55F4
L]
TIC F: + ¢ SAM ms2
5 100 (B) 436 >285 [MsNHi* Lactone mrwflczuﬁsr_m
=
2 5-:% 285.30)
R
ﬁ NL: 1.99E3
TCF +c SRMms2
100 (C) 437 =303 [M+H]* Acid 437.00] 302.69 -
31
50% 308.31]
0 ~* N 890
TICF: +¢ SAVms2

100

454.00[ 302.69 -

(D) 454 > 303 [M+NHs]* Acid
303.31)

50

Time {min)

Obr. 9. SRM chromatogramy vzorku simvastatinu (8).
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Obr. 10. SRM chromatogramy vzorku simvastatin-hydroxykyseliny (8).
Kandl A, prvni kandl pro lakton ¢i [M+H]" kandl pro lakton (m/z 419 — 285).

Vzorek simvastatinu poskytl Siroky pik v retenénim c¢ase simvastatinu (1,89 min) a
neposkytl zadny pik v retencnim case kyseliny (1,31 min) (obr. 9). Vzorek simvastatin
kyseliny poskytl maly pik v reten¢nim case simvastatinu (obr. 10). Tento pik, ktery tvofi
ptiblizné¢ 2% piku laktonu vzorku simvastatinu (obr. 9), je zpisoben malym mnoZzstvim
simvastatinu pfitomném ve vzorku simvastatin kyseliny. Vzorek simvastatin kyseliny
neposkytl témét Zadny pik v retennim case kyseliny, to znamend Ze laktonizace kyseliny
témer neprobihd. Zkombinovanim vysledkl analyzy obou vzorkd ukazuje, ze kanal A je
selektivni pro lakton a neodpovida kyselin€. Proto tento kanal mize byt pouZzit pro piesné
stanoveni laktonu v pfitomnosti kyseliny 1 bez chromatografické separace. Separace by byla
pozadovana, jestliZze by byla zjiSténa laktonizace kyseliny.

Kandal B, druhy kandal pro lakton ¢i [M+ NH4]" kandl pro lakton (m/z 436 — 285).
p

Vysledky byly shodné s kanidlem A. Tento kandl opét slouzi k pfesnému stanoveni
laktonu bez chromatografické separace, pokud neprobihé laktonizace.

Kandl C, prvni kandl pro kyselinu ¢i [M+H]" kanal pro kyselinu (m/z 437 — 303).
Vzorek simvastatin kyseliny poskytl pik v reten¢nim Case kyseliny, a neposkytl Zadny
pik v retencnim Case laktonu. Vzorek simvastatinu neposkytl Zadny pik v reten¢nim cCase

kyseliny, to znamenda nepfitomnost kyseliny ve vzorku. AvSak vzorek poskytl méfitelny pik
Vv retencnim Case simvastatinu (obr. 9C). Tento pik ptfedstavuje ptiblizné 82% plochy piku
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vzorku simvastatin kyseliny (obr. 10C). Pik je zptisoben A+ 1 isotopem [M+ NH4]" iontu
simvastatinu, ktery vznika jako produkt m/z 303. Také hydrolyza laktonu by mohla zptisobit
pik v tomto retencnim case laktonu. Nicméné vysledky z kanalu D ukazuji, Ze hydrolyza
neprobiha. Kombinace vysledkti obou vzorkt ukazuje, ze kanél C neni selektivni pro kyselinu
pokud neprobéhne chromatografické rozdéleni. Proto muze byt kanal pouzit pro piesné
stanoveni kyseliny v pfitomnosti laktonu jen po ptedchozi separaci.

Kanal D, druhy kanal pro kyselinu ¢i [M+ NH,]" kandl pro kyselinu.(m/z 454 — 303).

Vzorek simvastatin kyseliny poskytl pik v retencnim ¢ase kyseliny, a neposkytl zadny
pik v reten¢nim Case simvastatinu (obr. 10D). Vzorek simvastatinu neposkytl pik v reten¢nim
Case kyseliny (obr. 9D) ani Vretenénim Case simvastatinu, to znamena, ze hydrolyza
neprobihd. Kombinované vysledky obou vzorkli naznacuji, ze kandl D je selektivni pro
stanoveni kyseliny v pfitomnosti laktonu i bez ptfedchozi separace sloucenin. Separace by byla
vyzadovana v ptipad¢ hydrolyzy laktonu.

Mezi dvéma kanaly, které lze pouzit pro stanoveni laktonu, je vice specificky [M+H]"

kanal pro lakton. Chromatograficka separace laktonu od kyseliny je potfebna, jestlize probiha
laktonizace, nezavisle na stupni rozliseni. Na druhé strang, [M+ NH4]" kanal pro lakton
vyzaduje chromatografickou separaci pii malém rozliSeni i v ptfipadé, Ze laktonizace
neprobihd. Je to disledek toho, ze [M+ NHy4]" laktonu je jen o jednotku niz§i nez [M+H]"
kyseliny.
Mezi dvéma kandly, které Ize pouzit pro stanoveni kyseliny, je mnohem vice specificky [M+
NH,]" kanal pro kyselinu. Chromatografick4 separace kyseliny od laktonu je potiebn4, jestlize
probiha hydrolyza, nez4visle na stupni rozliseni. Na druhé strang, [M+H]" kanal pro kyselinu
vyzaduje chromatografickou separaci nezavisle na stupni rozliSeni a hydrolyze. Je to disledek
toho, ze [M+H]" kyseliny je jen o jednotku vy$§i nez [M+ NH,4]" laktonu.

Pii préci s léCivy obsahujicimi laktonovy kruh ¢i hydroxykyselinu, by mél analytik
pamatovat na to, ze mohou vznikat [M+ NH4]" ionty vedle [M+H]" iontt, i kdyz mobilni faze
neobsahuje znamy zdroj amonnych iontéi. Pomér [M+ NH,]" iontd k [M+H]" iontéim nezavisi
jen na mobilni fazi, ale také na volbé MS parametrt. Pfi vyvoji metody stanoveni laktonu, je
tteba pocitat stim, ze biologické vzorky obsahuji odpovidajici metabolit ve formé
hydroxykyseliny. Opak plati pfi praci s hydroxykyselinami.

Zaver prace.

Q1 spektra laktonu a odpovidajici hydroxykyseliny mohou obsahovat [M+ NHy4]" ionty
vedle [M+H]" iontl i v piipadé, Ze nejsou pfitomny znamé zdroje ammonia. Potieba
chromatografické separace za ucelem pifesného stanoveni mnozstvi laktonu nebo
hydroxykyseliny v pfitomnosti jejich metabolitd zavisi na tom, zda probiha laktonizace ¢i
hydrolyza, a dale na zvolenych SRM kanalech a stupni rozliseni (8).
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2.6 Jednotlivé metody stanoveni statinu

V nasledujici ¢asti jsou shrnuty metody stanoveni statinii v biologickych tekutinach
slouzicich ke zhodnoceni jejich klinické ucinnosti. Témét vSechny metody stanoveni statinii
jsou publikovany zvlast' a jsou obvykle zaloZzené na technikaich HPLC a GC. Byla také
publikovana metoda (4) umoznujici soucasné stanoveni tii statinl. Pfed nasttikem vzorku na
kolonu jsou provedeny piecist'ujici kroky (LLE, SPE, a dalsi), nékdy také derivatizace statind.
Léciva jsou detekovana riznymi zptsoby (UV, fluorimetrie, MS) (6).

Z prehledu je patrné, ze vétSina metod umoziuje stanoveni statini v plasmé ¢i séru
radoveé V koncentracich ng/ml, a tudiz jsou tyto postupy vhodné pro ucely terapeutického
monitorovani 1éciv. Stale vSak existuje objektivni potieba vyvijet nové, jednoduché a levné
analytické metody stanoveni statint (6).

2.6.1 Atorvastatin

Kyselina (3R,5R)-7-[3-fenyl-4-(fenylkarbamoyl)-2-(4-fluorfenyl)-5-isopropylpyrrol-1-
yl]-3,5-dihydroxyheptanova, vapenata sul.

2.6.1.1 Klinicka farmakokinetika

Atorvastatin je inhibitor HMG-CoA redutazy, ktery ucinn¢é a v zavislosti na davce
snizuje hladiny cholesterolu a triglyceridii. Také snizuje hladiny LDL a IDL. FDA schvalila
uzivani atorvastatinu ke snizeni rizika mozkové a srde¢ni ptihody u pacientd s DM Il bez
priznaki srde¢niho onemocnéni (10). Atorvastatin se podava ve formé vapenaté soli
v davkach 10-80 mg/den. Je velmi dobfe rozpustny a kompletné se vstiebava po peroralnim
podani. Nicméné podléha ve velké mife first-pass metabolismu ve stfevni stén€ a v jatrech, a
biodostupnost je 14%. Distribu¢ni objem je 381 | a vazba na plasmatické proteiny piesahuje
98%. Atorvastatin je rozsahle metabolizovan ve stfevé 1 v jatrech oxidaci, laktonizaci a
glukuronidaci, metabolity jsou vylu€ovany biliarni sekreci a pfimou sekreci z krve do stfeva.
In vitro je atorvastatin substraitem p-glykoproteinu, organické anionty transportujiciho
polypeptidu (OATP) C a H'-kotransporteru monokarboxylovych kyselin. Plasmaticka
clearance atorvastatinu je 625ml/min a eliminacni polocas okolo 7 h. Renalni cesta eliminace
ma minoritni vyznam (< 1%). Za tvorbu dvou aktivnich metaboliti kysel¢ formy 1 laktonu
atorvastatinu je zodpovédny CYP3A4. Atorvastatin a jeho metabolity jsou glukuronidovany
uridindifosfoglukuronyltransferazami 1A1 a 1A3 (11).
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Atorvastatin muze byt podavan rano ¢i vecer. Jidlo mirn€ snizuje absorpci atorvastatinu po
peroralnim podani, ale neovlivituje vyznamné ucinek. Atorvastatin je metabolizovan CYP3A4
a transportovan bunéénou membranou OAT proteinem typu C a p-glykoproteinem ze stfeva.
Vyskyt 1ékovych interakei je ovlivnén inhibitory téchto systému, piedevs§im itrakonazolem
(obecné azolovymi antimykotiky), nelfinavirem, ritonavirem, cyklosporinem, fibraty,
erythromycinem, clarithromycinem a grapefruitovou stavou. Interakce s gemfibrozilem je
ziejme zpiisobena inhibici glukuronidace a je nezavisla na CYP450 systému. Néekteré studie
prokazaly rhabdomyolyzu v ptipadé farmakokinetickych interakei atorvastatinu s jinymi
1é¢ivy (k. fusidova, k. nikotinova). Atorvastatin zvysuje biodostupnost digoxinu,
pravdépodobné inhibici p-glykoproteinu, ale neovlivituje farmakokinetiku ritonaviru,
nelfinaviru ¢i terfenadinu (11).

2.6.1.2 Prehled analytickych metod

Atorvastatin podléha rozsahlému first-pass metabolismu, proto se v plasmé nachazi ve
velmi nizkych koncentracich (ng/ml). Metabolismem v jatrech vznikaji dva aktivni
hydroxymetabolity, o- a p-hydroxyatorvastatin a tfi odpovidajici laktonové neaktivni formy.
Okolo 70% celkové inhibi¢ni aktivity v plasmé je pficitano aktivhim metabolitim.
Plasmatické koncentrace aktivnich metabolitt jsou velmi nizké (pg/ml). Stanoveni
atorvastatinu a metabolitl tedy vyzaduje velmi citlivou metodu. Plasmatické koncentrace
parentni latky a metabolit jsou predmétem zdjmu farmakokinetickych studii. Bioanalyticka
¢ast farmakokinetické studie musi umoznit stanoveni léCiva jednoduchym zpisobem,
s vysokou citlivosti, selektivitou, v malém objemu vzorku a v kratkém case. Bylo jiz
zvetejnéno nékolik metod stanoveni atorvastatinu v plasmé, a to enzymovou inhibici: Cilla et
al. (30); Gibson et al.(31); Shumm et al. (32); Siedlik et al. (33), radioimunoanalyzou: Posvar
et al. (35); Radulovic et al. (34) a kapalinovou chromatografii s UV detekci: Zarghi et al. (36).
Imunoanalytické metody jsou atraktivni pro rutinni klinickou praxi diky snadnému provedeni
a citlivosti, nicméné postradaji specifi¢nost a mohou poskytovat falesné vysledky v disledku
zktizenych reakci. Chromatografické metody jsou upifednostnény pro svou citlivost a
specificnost. Stanoveni 1éCiv v biologickém materidlu kapalinovou chromatografii-
tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) je stale béznéjsi diky vyssi citlivosti a
selektivité této metody. Nejcitlivéjsi je LC-MS/MS metoda (Ramakrishna et al., Nirogi et al.)
(10) s limitem stanoveni 100 pg/ml vyuzivajici komer¢né dostupny vnitini standard. Bullen et
al. (12) zvetejnili a validovali LC-MS/MS metodu stanoveni atorvastatinu a jeho aktivnich
metabolitl v lidské, psi a mySi plasmé s pouzitim deuterovanych vnitinich standardi, které
jsou vsak ziidka komeréné dostupné. LOQ vsech analyti byl 250 pg/ml a celkovy ¢as analyzy
vzorku 6 min. Metoda zahrnuje zpétnou extrakci, ktera je zdlouhava. Jemal et al. (13)
zvetejnili LC-MS/MS metodu soucasného stanoveni obou forem, kyselé a laktonové,
atorvastatinu, orto- a para-hydroxyatorvastatinu v lidském séru rovnéz s pouzitim
deuterovanych vnitinich standardd. LOQ Sesti analyti byl 500 pg/ml a celkovy ¢as analyzy
3.5 min. Dale byla publikovana LC-MS/MS metoda stanoveni atorvastatinu a jeho metabolit
v lidské plasmé zaloZena na extrakci na pevnou fazi (Hermann et al.) (14). LOQ byl 200
pg/ml pro atorvastatin a p-hydroxyatorvastatin a 500 pg/ml pro o-hydroxyatorvastatin.
Celkovy cas analyzy byl delsi (21 min). V pfedchozich dvou zminénych metodach byla
pouzita gradientova eluce. Koytchev et al.(37) zméfili plasmatické koncentrace atorvastatinu
LC-MS/MS metodou s LOQ 400 pg/ml. Tti ptfedchozi metody kromé Hermannovy metody
byly pouzity v klinickych studiich podavani atorvastatinu Vv davkach 40 az 80 mg.

v

registrované davce 10 mg (10).
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2.6.1.3 Metoda kapalinové chromatografie/ tandemové hmotnostni
spektrometrie ke stanoveni atorvastatinu (AT) a jeho aktivnich metabolith
ortho-hydroxy (0-AT) a para- hydroxy (p-AT) atorvastatinu v lidské, psi a
mySi plasmé.

William W. Bullen et al. (12)

Metoda spociva v promyti vzorkli plasmy diethyletherem pii vysokém pH a nésledné
extrakci analytti a 2 vnitfnich standarda [d5]-atorvastatinu ([d5]-AT) a [d5]-ortho-hydroxy
atorvastatinu ([d5]-0-AT) diethyletherem z okyselené plasmy. Etherova vrstva byla odpafena
do sucha, odparek rekonstituovan octanem amonnym (20mM, pH 4,0)-acetonitrilem-
isopropanolem (60:40:1, v/v/v). Chromatograficka separace byla provedena na koloné¢ YMC
J"Sphere H80 (C-18) 150%2 mm s ¢asticemi o velikosti 4 pm, mobilni fazi tvofil acetonitril-
0,1% octova kyselina (70:30, v/v). Analyty byly detekovany MS/MS. Metoda se prokazala
jako vhodna pro rutinni stanoveni AT, o-AT a p-AT v koncentracich 0,25-25 ng/ml. Ptiblizné
retenéni Casy p-AT, 0-AT, [d5]-0-AT, AT a [d5]-AT byly 2.27 + 0.21, 3.36 + 0.23, 3.54 +
0.46, 4.12 £ 0.61, a 4.65 £ 0.65 min. Béhem validace nebyly pozorovany zadné interferujici
piky. Stfedni vytézky AT, o-AT a p-AT se pohybovaly v rozmezi 100%—-107%, 70.6%-104%
a 47.6%—-85.6%. Stiedni vytézky vnitinich standardt [d5]-AT a [d5]-0-AT byly 98,0%-99,9%
a 97,3%-97,9%. Nejnizsi limit stanoveni pro v§echny analyty byl 0,25 ng/ml

Strukturni vzorce AT, 0-AT a p-AT jsou na obr. 11, 12 a 13. Deuterium u [d5]-AT a
[d5]-0-AT analogt je lokalizovano na benzenovém jadru oznaceném hvézdi¢kou na obr. 11 a
12.

CH
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Obr. 11. Strukturni vzorec atorvastatinu (12).
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Obr. 12. Strukturni vzorec ortho-hydroxyatorvastatin (12).
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46 440

Obr. 13. Strukturni vzorec para-hydroxyatorvastatinu (12).

Kapalinova chromatografie-tandemova hmotnostni spektrometrie.

Chromatograficky systém tvofila Series 200 LC pumpa a autosampler Perkin-Elmer.
Detektor byl hmotnostni spektrometr Micromass Quattro II. Kolona YMC J"Sphere H 80 (C-
18). Mobilni fazi tvoftil acetonitril : 0,1% octova kyselina (70:30, v/v), byla nastavena mala
rychlost toku 0,2 ml/min. Hmotnostni spektrometr pracoval v reZimu MRM (multiple reaction
monitoring). Vzorek byl ionizovan elektrosprayem V pozitivnim rezimu. lonty byly
aktivovany kolizi (energie srazky 35 eV) pii daném tlaku v atmosféfe argonu (2,0 x 1073 torr).
K detekci vSech analytd byl spektrometr nastaven na jedinou hmotnost a k vybéru iontl
[M+H]" pti m/z 559,3 pro AT, 575,3 pro 0-AT a p-AT, 564,3 pro [d5]-AT a 580,3 pro [d5]-o-
AT (prvni quadrupol). Signaly produkovanych iontl pti m/z 440,2 a 445,2 analytd a vnitinich
standardii byly monitorovany pies tfeti quadrupol (hmotnostni filtr). MRM data byla ziskdna
a integrovana pomoci MassLynx softwaru.

Extrakce vzorku.

Vzorky byly vytemperovany pii 37 °C, promichany a centrifugovany. Do zkumavek byl
vlozen 1ml plasmy, 0,2 ml vnitiniho standardu a 0,5 ml IN NaOH a obsah zhomogenizovan
v mixeru 60 s. Po pfidani 5 ml diethyletheru byly zkumavky protfepavany v horizontalni
polozel5 min. Roztoky byly vycefeny centrifugaci. Spodni vodna vrstva byla zmrazena
Vv lazni isopropanolu a suchého ledu, svrchni organicka vrstva byla odstranéna. Vodna vrstva
byla zahtata na 37°C. Byly ptidany 2,0 ml 1,0 N H3POg a vzorky znovu zhomogenizovany. Po
ptidani 10 ml diethyletheru byl obsah promichan a centrifugovan. Vodna vrstva byla
zmrazena a etherovd vrstva dekantovana do konické baiky. Ether byl odpafen dusikem pfi
40°C a odparek rekonstituovan 0,2 ml octanu amonného (20mM, pH 4,0), acetonitrilu a
isopropanolu (60:40:1), zhomogenizovan a centrifugovan.

Ziskani vysledkil.

Metoda byla validovana pro koncentracni rozmezi 0,250 az 25,0 ng/ml. U vSech vzorki
plasmy byl pouzit [d5]-AT jako vnitini standard pro AT. U vzorku lidské a mysi plasmy byl
pouzit [d5]-0-AT jako vnitini standard pro oba hydroxy-metabolity. U psi plasmy byl pouzit
[d5]-AT jako vnitini standard pro oba hydroxy-metabolity kvili nedostupnosti [d5]-0-AT
Vv Case analyzy.

40



Tato metoda je robustni, citliva a selektivni a lze pouzit pro souCasnou extrakci a
stanoveni AT, o-AT a p-AT pfi sledovani farmakokinetiky téchto latek v klinickych a
preklinickych studiich. Extrakce na pevnou fazi (SPE) vyuzivajici cyklohexan neposkytla
reprodukovatelné¢ vytézky. LLE (liquid/liquid extraction) zahrnujici zpétnou extrakci byla
prokazana jako nejrobustnéj$i metoda poskytujici nejistsi vzorky. Zpétnad extrakce miize byt
vyhodna, nebot snizuje riziko odstranéni iontli a navic poskytuje Cistsi vzorky. Vnitini
standardy rozpusténé v plasmé misto ve vodé jsou vyhodnéjsi z hlediska reprodukovatelnosti
plochy piku vnitinitho standardu. Vytéznost byla v poslednim kroku optimalizovana
ptidavkem octanového pufru (pH 4,0). Obsah 1% isopropanolu Vv rekonstituéni smési snizil
miru adsorpce na sklo. Autofi analyzovali 150 vzorkt v sérii bez zjevného ovlivnéni citlivosti
¢1 pfesnosti.

Selektivita metody.

Pouzitim rozkladnych spekter byla zvySena selektivita hmotnostni spektrometrie.
Analyty maji karboxylovou skupinu, proto byly nejdifive detekovany negativni ionty jako
prekurzory, detekce pomoci pozitivnich iontl vsak zvySuje citlivost metody. Rovnéz byla
provedena chemickd ionizace (APCI), ale neposkytla zaddné vyhody. Fragmentacni schéma
analytli je naznaceno na obr. 11, 12 a 13.

Selektivita chromatografické metody byla dokazana absenci interferujicich pika
Vv reten¢nich Casech pro AT, o-AT, p-AT a [d5]-AT a [d5]-0-AT u blank plasmy nejméné
zosmi zdroji pro kazdy druh. Interference endogenniho materidlu byla minimalizovana
zpusobem piipravy vzorku a podminkami HPLC a MS/MS. MRM iontové chromatogramy
lidské blank plasmy jsou na obr.14.

Na obrazku 15 je chromatogram lidské plasmy obsahujici standardni roztoky 1éciva a
metabolitd 0 koncentraci 0.25 ng/ml.
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Obr. 14. MRM iontové chromatogramy lidské blank plasmy.

(A) [d5]-ortho-hydroxy atorvastatin, (B) para-hydroxy atorvastatin, (C) ortho-hydroxy
atorvastatin, (D) [d5]-atorvastatin a (E) atorvastatin (12).

41



datad Sm (Mn, 2x11) MRM of 4 Channels ES+

10 368 580,30 > 44520
1.19e3
b A
= I : - - T
dataB Sm (Mn, 2x11) MRM of 4 Channals ES+
222 575,30 = 440,20
100 370 916
% B c
ﬂ,m..,.,.,.,,.. T
datall Sm (Mn, 2x11) MRM of 4 Channels ES+
100+ 4.24 55430 > 44520
277e3
%] D
0= T T T L | T 1
datad Sm (Mn, 2x11) MREM of 4 Channels ES+
100 4 28 559 30 = 440 20
183
] E
D_ LI 1 | v ML | T“TE
0.00 2.00 4.00 6.00

Obr. 15. MRM iontové chromatogramy lidské plasmy obsahujici standardni roztoky o
koncentraci 0.25 ng/ml.
(A) [d5]-ortho-hydroxy atorvastatin, (B) para-hydroxy atorvastatin, (C) ortho-hydroxy
atorvastatin, (D) [d5]-atorvastatin a (E) atorvastatin (12).

Validace, stejn¢ jako analyza vzorki, byla provedena na stejné YMC kolon¢, pro vice
nez 1000 nasttika plasmy.

Aplikovatelnost metody.

Metoda byla pouzita ke stanoveni plasmatickych koncentraci AT, o-AT a p-AT pro
farmakokinetickou analyzu pfi studiich biliarni sekrece 1é¢iva u lidi po jednordzovém
peroralnim podéani 40 mg [**C]-AT (obr. 16). Metoda byla rovn&z usp&né aplikovana
v toxikokinetickych studiich u zvitat.

Metoda je citliva a selektivni, vhodna ke sledovani farmakokinetiky statinii v klinickych
a preklinickych stidiich. Limit stanoveni u vsech analytii je 0,250 ng/ml pri davkovani 1,0 ml
vzorku. Metoda je vhodna pro rutinni stanoveni AT, 0-AT a p-AT, V koncentracich 0,250-25,0
ng/ml (12).
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Obr. 16. Zavislost plasmatickych koncentract atorvastatinu a metabolitii na case (12).
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2.6.14 Stanoveni Kkyselé formy atorvastatinu, jeho laktonu a
biotransformacnich produkta v lidském séru vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii/ tandemovou hmotnostni spektrometrii

Mohammed Jemal et al. (13)

Metoda slouzi pro souc¢asné stanoveni obou forem atorvastatinu, kyselé formy a laktonu,
a rovnéz obou forem jeho biotransformaénich produkti, 2-hydroxyatorvastatinu a 4-
hydroxyatorvastatinu v lidském séru (celkem 6 analyti). Jako vnitini standard pro vSechny
analyty jsou pouzité deuteriem znacCené analogy. Kalibra¢ni kfivka byla zhotovena pro
rozmezi koncentraci 0,5-200 ng/ml. Byly pouzity tii skupiny kontrolnich vzorku (QC). Prvni
skupina obsahovala vSech Sest analytl ve stejné koncentraci, druhd pouze kyselé formy latky
ve stejnych koncentracich (tedy tfi analyty) a tfeti skupina pouze laktonové formy ve stejnych
koncentracich (tfi analyty). Po pfidani vnitfniho standardu k 0,5 ml kazdého ze standardnich i
kontrolnich vzorkli uchovavanych pii 4°C, byly vzorky okyseleny octanovym pufrem (pH
5,0) a extrahovany methyl-terc-butyletherem. Detekce byla provedena iontové pozitivni
tandemovou hmotnostni spektrometrii vyuZzivajici osm vybranych reakénich kanali. Kyselé
formy byly stabilni v lidském séru pii pokojové teploté, ale laktonové formy rychle
hydrolyzovaly na jejich kyselé formy. Pfeména laktonovych forem v obou QC skupinach a
vzorcich lidského séra po podani davky byla témér kompletni po 24 h pti pokojové teploté.
Stabilita laktonl v lidském séru byla zvySena sniZzenim pracovni teploty na 4°C a snizenim pH
séra na 6,0. Druha a tieti kontrolni skupina obsahujici pouze kyselé nebo laktonové formy
potvrdila, Ze za téchto podminek je stupent hydrolyzy laktonové formy ¢i laktonizace kyselé
formy minimalni (< 5%). Pozadovany nejnizsi limit stanoveni (LOQ) 0,5 ng/ml byl dosazen u
vSech analyti.

Oproti pfedchozi metodé lze touto metodou stanovit atorvastatin, odvozeny lakton a
jejich metabolity.

Extrakce vzorku.

Do vsech zkumavek byl pfidan pracovni roztok vnitiniho standardu. Zkumavky byly
zhomogenizovany. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 0,5 ml octanového pufru (0,1 M, pH
5,0) o teploté 4 °C. Vzorky byly znovu zhomogenizovany. Do kazdé zkumavky byl pfidan
methyl-terc-butylether, obsah byl intenzivné michan 10 min a centrifugovan. Zkumavky byly
umistény do ledové lazn€ za ucelem zmrazeni vodné vrstvy. Organickd vrstva byla
dekantovana a odpatfena, poté znovu rozpusSténa v rekonstitu¢niho roztoku. Rekonstitucni

roztok byl pfipraven rozpus$ténim 15,5 mg octanu amonného v 200 ml acetonitrilu a vody
(40:60).

Chromatografické a spektrometrické podminky.

Byla pouzita gradientova eluce kombinaci mobilni faze A (mobilni faze A byla
pfipravena smichanim 950 ml vody a 50 ml methanolu a 43 ul mravencni kyseliny 88%) a B
(mobilni faze B byla pfipravena smichanim 950 ml acetonitrilu s 50 ml methanolu a 43 pl
mravencni kyseliny 88%) nasledujicim zptisobem: 70% A a 30% B ptechéazi na 45% A a 55%
B mezi 0.a 1.minutou, tato faze protéka 0,5 min. Poté se zméni na ptivodni slozeni mezi 1,5 a
1,6 min a protéka 1,9 min. Celkovy cas je tedy 3,5 min. Teplota kolony byla udrzovana na 40
°C. Rychlost toku mobilni faze 0,3 ml/min.
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Hmotnostni spektrometr pracoval v pozitivnim rezimu. Vzorky byly analyzovany
monitorovanim vybranych produktd reakci (SRM) vyuzivajicich pfechodu [M+H]" iontu
prekurzoru na iont produktu pro kazdy analyt a vnitini standard.

Vysledky.

U kazdé slouceniny byl pouzit predominantni [M+H]" ion jako prekurzor pro ziskani
spekter produktu. U vSech sloucenin byl hlavni produkt ziskan ztratou fenylamino- nebo
fenylaminokarbonyl- skupiny. Zda se, ze jeden zptisob je ¢astéj$i u forem laktonu, zatimco
druhy u forem s kyselou skupinou. V porovnani s ostatnimi inhibitory HMG-CoA reduktazy,
jako lovastatinem, simvastatinem a pravastatinem, se piedpokladd snadnéjsi vznik iontu
[M+H]" (za stejnych eluénich a MS podminek) vzhledem k obsahu dvou dusikovych atomi.
Proto neni nutné pouzit negativni rezim vyuzivajici [M+H] jako prekurzor pro AT a jeho dva
kyselé metabolity. Pfi pouziti negativniho rezZimu pro stanoveni kyselych sloucenin je nutné
zmeénit polaritu v pribéhu analyzy, aby bylo mozné detekovat i laktonové formy. Zména
polarity béhem analyzy vyzaduje sjednoceni elu¢nich ¢ast kyselych forem a jejich oddé€leni
od elucnich ¢asii laktonovych forem. To nemusi byt snadno dosazitelné vzhledem k tomu, ze
laktonova forma jedné slouceniny se miize eluovat blizko kyselé formy jiné slou¢eniny. Proto
byl pouZit pozitivni rezim pro ob¢ formy sloucenin.

Utinnost extrakce analytil ze séra byla hodnocena ve tfech koncentracich a pohybovala
se v rozmezi 60 az 100%. Extrakce 4-hydroxy AT byla méné ucinna nez 2-hydroxy AT, coz
lze ocekavat vzhledem k vétsi polarité 4-hydroxy AT. Polarita 2-hydroxy AT je snizena
v disledku intramolekularnich vodikovych mustkt s \NH- skupinou v ortho pozici, coz neni
mozné u 4-hydroxy slouceniny. Reten¢ni ¢as 4-hydroxy slouceniny je ve shodé s rozdilem
polarity. Je zajimavé, Ze u vSech kyselych sloucenin byla ziskana pomérné vysoka extrakéni
ucinnost, prestoze se predpoklada, ze karboxylova skupina kazdé slouceniny je ionizovana
z vice nez 50% pii pH séra 6,0 u vzorki pouzitych k analyze. pK, atorvastatinu je 4,5.
Hodnoty koeficientl variability a spravnosti byly u vSech analytti a QC vzorkd v rozmezi
15%.

Specificnost metody byla prokazana absenci endogennich latek v lidském séru
interferujicich se stanovenim analytd v nejniz§im limitu kvantifikace (LOQ). Pro ovéfeni
LOQ bylo do Sesti vzorkd blank séra (rizni darci) pridano limitni mnozstvi analytu (0,5
ng/ml) a po pfidani vnitiniho standardu byly vzorky analyzovany oproti kalibracni kfivce.
RovnéZ bylo analyzovano Sest vzorka séra bez analytu pouze s vnitinim standardem (QCO),
za ucelem zjisténi, jestli nékteré endogenni soucdsti plasmy jsou koeluovany spole¢né
s analyty. Pfesnost a spravnost u LOQ koncentraci byla < 20%. Srovndnim chromatogrami
QCO0 a LOQ vzorkt byla prokazana specifi¢nost metody, detekované odpovédi a retenéni casy
byly vyznamné nizsi u QCO.

Byly také zkoumany stabilitni profily vSech analyti v séru pii pokojové teploté.
Laktonové formy ve vSech QC vzorcich podléhaly hydrolyze. U vzorkd byla hydrolyza
kompletni do 24 h. Naproti tomu, kyselé formy byly zcela stabilni. Zkouska byla opakovéana
pti 4 °C a podatilo se snizit stupenn hydrolyzy laktonovych forem na méné nez 40% za 24 h.
Dale byla studovana stabilita v pufrovaném séru. Hydrolyza tak byla snizena na méné nez
12% pii pokojové teploté a méné€ nez 3% pii 4 °C za 24 h. Stabilizace laktonti snizenim pH na
6,0 byla v souladu s publikovanou praci o vlivu pH na vzajemnou konverzi mezi Kyselou a
laktonovou formou atorvastatinu (Kearney, Crawford et al., Pharm. Res. 10, p.1461, 1993).
Nebyl nalezen vyznamny rozdil ve stupni hydrolyzy pii upravé pH na 4-6. Ze stejn¢ho
divodu snizeni stupné hydrolyzy bylo upraveno pH rekonstituéniho roztoku na pH 5,0.
Rovnéz byla sledovana stabilita vzorkti plasmy obsahujici AT pii pokojové teplote a pii 4 °C.
Stabilitni chovani bylo podobné jako u QC vzorkt. Je tfeba zminit, Ze nestabilita laktonii ve
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vodném mediu bez pufru neni zpusobena jen hydrolyzou, ale také tvorbou esterd v reakci
s alkoholy, napt. methanolem. Proto nebyl methanol pfi ptipraveé zasobnich roztoki pouzit.

Metoda je citliva, specifickd, pfesnd a reprodukovatelnd a lze pouzit pro soucasné
stanoveni kyselych a laktonovych forem AT a jeho 2 biotransformacnich produktii v lidském
séru. Podminky pro zachazeni se vzorkem a extrakci byly zvoleny tak, aby minimalizovaly
vzajemnou preménu kyselé a laktonové formy analyti. Metoda s limitem detekce 0,5 ng/ml
byla uspésné pouzita K analyze vzork lidského séra (13).
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2.6.1.5 Soucasné stanoveni atorvastatinu a jeho aktivnich metaboliti
v lidské plasmé Kkapalinovou chromatografii-tandemovou hmotnostni
spektrometrii s pouzitim rosuvastatinu jako vnitiniho standardu

Ramakrishna V.S. Nirogi et al. (10)

Tato jednoducha, citliva, selektivni a rychld metoda LC-MS/MS byla validovana pro
stanoveni atorvastatinu a jeho aktivnich metaboliti o- a p-hydroxyatorvastatinu v lidské
plasmé. Po jednoduché LLE extrakci byly analyty rozdéleny pomoci isokratické eluce na
obracenych fazich Cig kolony a detekovany hmotnostné spektrometricky v MRM (multiple
reaction monitoring) nastaveni s pouzitim [M-+H]+ iont; hodnoty byly m/z 559/440 pro
atorvastatin, m/z 575/466 pro o-hydroxyatrovastatin a m/z 575/440 pro p-hydroxyatorvastatin,
m/z 482/258 pro vnitini standard (IS). Tato metoda pouziva komeréné dostupny vnitini
standard, rosuvastatin. Umoziiuje stanovit atorvastatin a jeho metabolity v koncentraci do 100
pg/ml. Nejnizsi limit kvantifikace 100 pg/ml byl stanoven s relativni odchylkou mensi nez
8%. Primérna vytéznost atorvastatinu, o-hydroxyatorvastatinu, p-hydroxyatorvastatinu a IS
dosahovala hodnot 54.2 + 3.2, 50.1 + 3.8, 65.2 £ 3.6 a 71.7 £+ 2.7%. Doba analyzy jednoho
vzorku 2.5 min umoznila analyzovat vice nez 300 vzorki plasmy denné. Validovana metoda
byla aplikovana v analyze vzorkl plasmy ve studiich farmakokinetickych, bioekvivalencnich
a studiich biodostupnosti.

LC-MS/MS vybaveni a podminky.

Agilent 1100 Series HPLC (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) zafizeni je
vybaveno G1312A binarni pumpou, G1379A degasserem, G1367A autosamplerem s G1330B
thermostatem, G1316A thermostatovanou kolonou a G1323B kontrolnim modulem.
Chromatograficka separace byla provedena na Waters symmetry® C18 koloné (5.0 um, 100 x
4.6 mm i.d.) pti 30°C. Isokraticka mobini faze obsahujici 0.03% kyselinu mravenci v
acetonitrilu (30:70, v/v), méla pratokovou rychlost 1.0 ml/min. Spektrometricka detekce byla
provedena na APl 4000 spektrometru s trojitym kvadrupolem (ABI-SCIEX, Toronto,
Kanada).

Priprava vzorku.

Vzorek plasmy byl pfenesen do sklenéné zkumavky, byl pfidan pracovni roztok IS (1
ug/ml) a 10% ortho-fosfore¢na kyselina. Po homogenizaci vzorku byla piidana extrak¢éni
smés diethyletheru-dichlormethanu (7:3, v/v), a vzorek byl znovu zhomogenizovan.
Organickd vrstva byla prenesena do zkumavky a odpafena pii 40°C v atmosfére dusiku.
Odparek byl rekonstituovan v 250 pl mobilni faze a 10 pl alikvotni podily byly nastfikovany
na kolonu.

Za ucelem ziskani pozadovaného LOQ (100 pg/ml) bylo nutné pouzit MS/MS detekci,
kterou je dosazen niz§i limit detekce pii analyze smési stopovych latek. Rovnéz
predpokladand selektivita MS/MS detekce piispiva k vyvoji selektivni a citlivé metody.
[M+H]" byl ptevladajicim iontem Q1 spektra a byl pouzit jako prekurzor. Pfestoze analyty
maji v molekule karboxylovou cast, detekce negativnich iontd byla méné citlivd nez
pozitivnich iontd. Ve srovnani s jinymi statiny jako lovastatin, simvastatin a pravastatin,
o¢ekdvana tvorba [M+H]" iontfi je snazsi u atorvastatinu, nebot’ obsahuje dva dusikové atomy
(Jemal et al.,1999). Nejcitlivéjsi hmotnostni ptechody byly od m/z 559 do 440 pro
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atorvastatin, od m/z 575 do 466 pro ortho-hydroxyatorvastatin, od m/z 575 do 440 pro para-
hydroxyatorvastatin a od m/z 482 do 258 pro IS. Ptevladajici produkt atorvastatinu a para-
hydroxyatorvastatinu (m/z 440) je tvofen ztratou neutralni fenylaminokarbonylové skupiny
zatimco u ortho-hydroxyatorvastatinu hlavni produkt (m/z 466) vznika ztratou neutralni
fenylaminové skupiny. To mtze byt zpusobeno intramolekularnimi vodikovymi mustky s NH
skupinou v ortho pozici. Tento produkt (m/z 466) byl specificky pro ortho-
hydroxyatorvastatin a byl povazovan za nejvhodnéjsi pro detekci z hlediska specifi¢nosti a
citlivosti metody.

Vyber mobilni faze.

Chromatografick¢é podminky, zvlast€¢ slozeni mobilni faze, byly optimalizovany za
ucelem zajisténi dobrého rozliSeni a symetrického tvaru pikit vSech analytii a IS, stejné jako
pro dosazeni kratké doby analyzy vzorku. Bylo zji§téno, ze smés 0.03% kyseliny mravenci a
acetonitrilu (30:70, v/v) spliuje tyto poZzadavky, a proto byla pouzita jako mobilni faze.
Kyselina mravenci snizuje pH za soucasné protonace analyti, a tim je ziskan vhodny tvar
piku. Procento kyseliny bylo zvoleno tak, aby byl udrzen tvar piku a zaroven bylo dosazeno
optimalni ionizace a fragmentace v MS. Pii vysokém podilu organické faze byly analyty
eluovany v pofadi p-, 0-hydroxyatorvastatin a atorvastatin (1.1, 1.6 a 1.8 min), a vnitini
standard v 1.3 min. Retenc¢ni Cas p-hydroxyatorvastatinu byl kratky v disledku nejvyssi
polarity. Polarita o0-hydroxyatorvastatinu je sniZzovana intramolekularnimi vodikovymi
mustky, které nejsou pifitomny u p- hydroxyatorvastatinu (Jemal et al., 1999). Pratokova
rychlost 1 ml/min zajistila dobry tvar pikti a umoznila dosahnout celkovy ¢as analyzy 2.5 min.

Vnitini standard.

V LC-MS/MS analyze je pouZiti deuterovanych analogti 1é¢iva jako vnitinich standardt
prokazatelné uzite¢né, jestlize se vyskytuje ve vyznamné mife matrix efekt. Nicméné
isotopem znacené latky nejsou komercné dostupné a naklady na jejich syntézu zabraiiuji
jejich pouzivani. Proto byl vtéto studii vybran rosuvastatin. Byly ziskany zietelné
chromatogramy a nebyly pozorovany zadné piimé interference v MRM kandlech
Vv relevantnich retenc¢nich ¢asech. Nicméné pti ESI se mlize vyskytnout potlaceni ¢i zvySeni
signalu nasledkem pfitomnosti soucasné eluovanych endogennich slozek matrix vzorku.
Tento mozny matrix efekt byl hodnocen pii nastiiku plasmy (po LLE extrakci) obsahujici
nizkou a vysokou koncentraci analytu. Vysledky byly porovnany s hodnotami ziskanymi po
nastfiku standardnich roztokl bez plasmy obsahujicich stejnou koncentraci analytti. Vysledky
nepotvrdily vyznamné rozdily mezi vzorky plasmy a Cistymi standardnimi roztoky. To
pravdépodobné odrazi ucinnost procesu LLE extrakce. V kazdém ptipad¢é pouZiti kalibracni
kiivky minimalizuje tyto efekty.

Selektivita.

Nebyly pozorovany zadné piimé interference v retencnich Casech analyti. Podobné
nebyly pfitomné Zzadné interference pochazejici z vnitiniho standardu v MRM kandlech
analyti. MRM chromatogramy ziskané z extrahovanych vzorki plasmy subjektu ucastniciho
se bioekvivalen¢ni studie vedené se 24 zdravymi dobrovolniky jsou znazornény na obrazku
17.
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Extrakcni ucinnost.

Pti pfipravé vzorku byla pouzita LLE extrakce. LLE je ucinna pii produkci
spektroskopicky Cistych vzorkl a zamezi ptivedeni netékavych latek na kolonu a MS systém.
Cisté vzorky jsou nezbytné pro sniZeni suprese iontl a matrix efektu v LC-MS/MS analyze.
Za optimalni byla povazovana smés diethyletheru a dichlormethanu (7:3, v/v). Vzorky plasmy
byly smichany s orthofosfore¢nou kyselinou (10%), aby byly analyty pifed extrakci
V neionizované form¢. Primérna vytéznost atorvastatinu, o- a p-hydroxyatorvastatinu
Z plasmy méla hodnoty 54.2 + 3.2, 50.1 + 3.8 a 65.2 £3.6%, vytéznost IS byla 71.7+ 2.7%
pro koncentraci pouzitou pfi analyze (1 pug/ml).

Aplikace metody.

Validovana metoda byla pouzita ke stanoveni atorvastatinu, o- a p-hydroxyatorvastatinu
ve vzorcich lidské plasmy po perordlnim podani jednotlivé davky 10 mg atorvastatinu.

Reprezentativni plasmatické profily u subjektu po podani jednotlivé davky jsou na obrazku
18.
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Obr. 17. MRM chromatogramy plasmy dobrovolnika po podani 10 mg atorvastatinu.
Koncentrace atorvastatinu, o- a p-hydroxyatorvastatinu byly stanoveny na 6.6, 1.1 a 0.2 ng/ml
(10).
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Obr. 18. Plasmaticky profil zdravého dobrovolnika po podani 10 mg atorvastatinu (10).

Tato metoda pfinadsi vyznamné vyhody oproti diive publikovanym metoddm co se tyce
citlivosti, selektivity, krat$i doby analyzy (2.5 min) a rychlé extrakce. Po desetindsobném
ziedéni bylo zjisténo, ze horni limit kvantifikace lze zvysit na 80 ng/ml. Proto je metoda
vhodna pro studie po jednordzovém i opakovaném podani se zvySenymi hladinami 1é¢iva.
Soucasnd metoda je dostatecné piesnd a citliva pro stanoveni atorvastatinu, o- a p-
hydroxyatorvastatinu v lidské plasmé ve farmakokinetickych, bioekvivalen¢nich studiich a
studiich  biodostupnosti. Pozadovana citlivost stanoveni atorvastatinu, o- a p-
hydroxyatorvastatinu byla dosazena hodnotou LOQ 100 pg/ml. Jednoduchost metody
pouzivajici extrakci do kapaliny s komeréné dostupnym IS a rychlosti 2.5 min/1 vzorek ji ¢ini
atraktivni pro rutinni analyzu. Validovana metoda umoziuje stanoveni atorvastatinu, o- a p-
hydroxyatorvastatinu v koncentraénim rozmezi 0.1-20 ng/ml (10).
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2.6.1.6 Stanoveni atorvastatinu a jeho metaboliti v lidské plasmé po
extrakci na pevnou fazi metodou LC—MS

M. Hermann, H. Christensen, J. L. E. Reubsaet (14)

Cilem této studie bylo vyvinout chromatografickou metodu stanoveni atorvastatinu, o- a
p-hydroxyatorvastatinu (kyselé a laktonové formy) v lidské plasmé po podani atorvastatinu
separovany mobilni fazi s linearnim gradientem o sloZeni acetonitril, voda a mravenci
kyselina. Detekce byla uskutecnéna tandemovou hmotnostni spektrometrii pozitivnich iontd.
Validace metody s dostupnymi referenénimi slou¢eninami (kyselé formy atorvastatinu, o- a p-
hydroxyatorvastatinu) prokazala linearitu v koncentra¢nim rozmezi 0.2-30 ng/ml pro
atorvastatin  kyselinu a p-hydroxyatorvastatin  kyselinu, a 0.5-30 ng/ml pro o-
hydroxyatorvastatin kyselinu ( r* > 0.99, n=5 pro viechny analyty). Hodnoty spravnosti a
ptesnosti (hodnocena pro koncentrace atorvastatinu a p-hydroxyatorvastatinu 0.5, 3 a 30
ng/ml a o-hydroxyatorvastatinu 1, 3 a 30 ng/ml) byly uspokojivé. Detekéni limit atorvastatinu
a p-hydroxyatorvastatinu byl 0.06 ng/ml a o-hydroxyatorvastatinu 0.15 ng/ml. Metoda byla
pouzita v klinické studii, kde atorvastatin, o- a p-hydroxyatorvastatin (kyselé¢ i laktonové
formy) byly detekovatelné ve 24 h davkovacim intervalu pfi podavani davky 10 mg
atorvastatinu po dobu 1 tydne.

Atorvastatin je podévan jako vapenatd siil aktivni kyselé formy a podstupuje konverzi na
neaktivni formu laktonu in vivo. Je metabolizovan CYP3A4 na dva hydroxylované metabolity
o-hydroxyatorvastatin a p-hydroxyatorvastatin, které se v organismu nachazeji také v obou
formach (kyselé a laktonové). Asi 70% celkové inhibi¢ni aktivity v plasmé je pricitano
aktivnim metabolitim.

Ptestoze jsou laktonové formy neaktivni z hlediska snizovani hladiny lipidi, neni jasné,
zda pfispivaji k vedlejSim ucinklim statini. Proto jsou nutné specifické chromatografické
metody stanoveni parentni latky, laktonu, aktivnich i neaktivnich metabolitd. Cilem této
studie tedy bylo vyvinout chromatografickou metodu stanoveni kyselych forem atorvastatinu,
0- a p-hydroxyatorvastatinu a jejich laktont v lidské plasmé€ po podani nizké davky
atrovastatinu (10mg), s ptipravou vzorku extrakci na pevnou fazi.
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Obr. 19. Chemicka struktura atorvastatinu ( v podavané formé), jeho hydroxylovanych
metabolitii o- a p-hydroxyatorvastatinu a produktii konverze atorvastatin laktonu, o- a p-
hydroxyatorvastatin laktonit (14).

Instrumentace.

HPLC vybaveni zahrnovalo Spectra System P4000 kvarterni pumpu. K detekci byl
pouzit Finnigan LCQDUO ion trap MS detektor v pozitivnim rezimu.

Priprava vzorku.

Ptiprava vzorkli od zdravych dobrovolniki a vzorkli plasmy obsahujicich alikvotni
podily analytii byla provedena extrakci na pevnou fazi, za uchovani vzorkl v ledové lazni
béhem piipravy. K 1 ml plasmy bylo ptidano 10 ng vnitiniho standardu (metachalon) a po
homogenizaci a centrifugaci 1 ml mraven¢anu sodného (pH 3; 1 M). Supernatant byl pfenesen
na 3 ml C,5 (100 mg) SPE cartridge (Varian, Harbor City, CA, USA) promyt 1 ml acetonitrilu
a 2 ml vody. Cartridge byl promyta 1 ml vody a 1 ml smési methanolu-vody (30:70, v/v),
analyty byly eluovany 750 pul acetonitrilu-octanu amonného (0.1 M; 95:5, v/v). Vzorek byl
odparen do sucha v atmosfétfe dusiku a odparek rekonstituovan ve 120 pl mobilni faze A (viz
déle) a pfed nastfikem na kolonu centrifugovan.
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Chromatografické podminky.

Pro chromatografickou sepraci slozek byla pouzita analyticka kolona Omnisphere C1g (3
um, 30x2 mm) s ptedkolonou Chromguard (5 um, 10x2 mm), ob¢ (Varian, Harbor City, CA,
USA). Analyty byly eluovany gradientovou eluci mobilni fazi A (acetonitril-mravenci
kyselina 1mM, 30:70, v/v) a mobilni fazi B (acetonitril-mravenci kyselina 1mM, 60:40, v/v).
Béhem prvnich 5 min bylo slozeni mobilni faze linedrn€ ménéno ze 100% mobilni faze A na
60% A a 40% B, toto sloZeni bylo udrzovano 11 min a vraceno zpét na 100% A béhem 1 min
pied ustalenim toku mobilni faze A po 4 min. Pratokova rychlost béhem prvnich 17 min byla
0.2 ml/min a 0.4 ml/min béhem ustalovani po 4 min. Teplota autosampleru byla nastavena na
4°C.

Spektrometricke podminky.

Hmotnostni  spektrometr byl nastaven v pozitivnim reZimu a  spojen
s chromatografickym systémem s pouzitim API electrospray interface. Nastaveni detektoru
pro optimalni operacni podminky a zdroven a optimdlni energii disociace bylo dosazeno
dodavanim atorvastatinu, o- a p-hydroxyatorvastatinu a laktond ptfes T-konektor. Za ucelem
ziskani maximalni citlivosti bylo pouZito 7 segmenti. MS detektor pracoval v SRM rezimu
(single reaction monitoring) v kazdém ze sedmi segmentd.

Vysledky. Priprava vzorku, chromatografie a MS detekce.

V této studii byla vyvinuta extrakce na pevnou fazi pii ptipravé vzorku lidské plasmy
pfed LC-MS stanovenim. Vzorky plasmy byly smichany s pufrem (mraven¢an sodny, pH 3; 1
M) za Gcelem ziskani neionizované formy pied vlozenim do SPE cartridge. Promyvani
roztoky obsahujicimi vice nez 20% acetonitrilu nebo 30% methanolu ve vodé zplsobilo
dramaticky pokles ve vytéznosti metaboliti. Promyvani 30% methanolem ve vod¢ poskytlo
Cist$i vzorky a mens$i variabilitu hodnot vytéznosti neZ promyvani 20% roztokem acetonitrilu,
bylo tedy preferovano. Pro eluci analytli byl pouzit acetonitril-octan amonny (0.1 M; 95:5,
v/v). Objem 750 pl byl potiebny k dosaZzeni maximalni vytéznosti. Dobrd separace slozek
byla nutnd k umoZnéni pouziti SRM, s naslednym snizenim limitu detekce. Celkovy cas
analyzy v chromatografickém systému byl tedy 21 min se zahrnutim casu potiebného
Kk ustaleni toku mobilni faze. Reten¢ni ¢asy atorvastatinu a metabolitd byly mezi 6.2 a 15.6
min a retencni ¢as pro vnitini standard byl 3.9 min. Identifikace atorvastatinu a metabolit
V obou formach byla uskutecnéna nastfikem referencnich latek a naslednym srovnanim.

Interkonverze.

Atorvastatin a metabolity podléhaji vzdjemné pifeméné mezi kyselou formou a laktonem
nejen in vivo, ale také po odbéru vzorku (béhem skladovani, ptipravy vzorku, analyzy a
detekce (in-source interkonverze) ex vivo. Pied validaci analytickych metod tykajicich se
sloucenin nachylnych ke konverzi, které se vyskytuji v obou formach in vivo, lze jejich
relativni koncentrace napodobit v kontrolnich vzorcich podle ocekavanych koncentraci
Vv biologickém materidlu. Ale jak upozornili Jemal a Xia tyto koncentrace mohou byt neznamé
a mohou se lisit Vkazdém vzorku. To bylo jasné¢ demonstrovano v uskutecnéné studii
s podavanim 10 mg atorvastatinu 18 zdravym dobrovolnikiim, kde se pomér atorvastatinu a
jeho laktonu li8il az 175 krat mezi pacienty 24 h po podani. Pomér se lisil az 7krat u jednoho
pacienta béhem 24 h intervalu pro atorvastatin a asi 20 krat pro o- a p-hydroxyatorvastatin.
Nedostupnost referencnich latek se znamou koncentraci laktonli zamezilo ptfidavek obou
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forem (kyselé a laktonové) sloucenin, ktery by napodobil koncentrace in vivo. Vzhledem
K variabilité jejich pomért mezi pacienty i v ¢ase méla rozhodujici roli minimalizace jejich
vzajemné premény pii piipravé vzorku a stanoveni. Tato studie prokazala, Ze uchovavani
vzorkll v ledové lazni ¢i maximaln€ pii 4°C po celou dobu zachédzeni se vzorkem je u¢innym
zpusobem, pokud nejsou k dispozici referencni latky pro konvertujici slouceniny. Tento zavér
je v souladu s ptedchozi metodou stanoveni pravastatinu (Jemal M., Xia YQ).

Prestoze jsou vzorky uchovavany pii nizké teploté, in-source konverze zistava
problémem vyzadujicim chromatografickou separaci konvertujicich latek, aby byl definovan
stupen konverze vyskytujici se pfed nebo béhem MS detekce. In-source konverze byla
testovana metodou MS a nebyla detekovana zadnd preména kyselé formy na laktonovou.
Malé, ale stalé mnozstvi laktonu bylo in-source konvertovano na kyselou formu.

Aplikace metody.

Metoda byla vyvinuta pro farmakokinetické studie atorvastatinu a metaboliti v lidské
studii zkoumajici farmakokinetické¢ interakce mezi atorvastatinem a cyklosporinem u
pacientdi po transplantaci ledvin. Po podani 10 mg atorvastatinu byly monitorovany hladiny
atorvastatinu, o- a p-hydroxy atorvastatinu v obou formach u 18 zdravych dobrovolnikd.
Kromé kyselych forem byly ur€ovany i laktonové formy u vSech pacientd. Jejich ptfitomnost
byla potvrzena srovnanim retenc¢nich ¢asi MS/MS spekter se syntetizovanymi laktony.
Vzhledem k absenci referen¢nich latek byly kfivky plasmatické koncentrace versus ¢as pro
vSechny laktony ziskany na zaklad¢ arbitrarnich jednotek (jinymi slovy MS/MS signal
laktonu ve vztahu k MS/MS signalu vnitiniho standardu na mililitr plasmy). Toto arbitrarni
stanoveni umoznuje ziskat parametry jako polocas, ¢as dosazeni maximdalni plasmatické
koncentrace a poskytuje pseudo-hodnoty maximalni a minimalni plasmatické koncentrace
stejn€ jako plochu pod kiivkou plasmatické koncentrace vs. ¢as. Tyto tdaje jsou uzite¢né pro
relativni srovnavani, ale je nutné si uvédomit, ze farmakokinetické parametry odvozené
z téchto arbitrarnich jednotek jsou nejisté, nebot’ linearita odpovédi, spravnost a piesnost
nebyly hodnoceny. Tento piistup byl jiz dfive usp&$né aplikovan u jinych sloucenin, pro které
nebyly referen¢ni latky k dispozici.

Zaver.

V této praci byla provedena SPE extrakce vzorku oproti pfedchozim studiim
pouzivajicim LLE extrakci, s ndslednou HPLC analyzou a MS detekci. Validované vysledky
pro atorvastatin, o- a p-hydroxyatorvastatin v kysel¢ formé& byly uspokojivé. Vzhledem
Kk nedostupnosti referen¢nich latek nebyla umoznéna validace vysledkd laktonovych forem
téchto latek. Metoda byla aplikovdna v klinické studii, kde atorvastatin, o- a p-
hydroxyatorvastatin (obé formy) byly detekovatelné ve 24 h davkovacim intervalu
V ustaleném stavu pii podavani 10 mg atorvastatinu zdravym dobrovolniktim (14).
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2.6.1.7 Stanoveni  atorvastatinu v lidském séru  kapalinovou
chromatografii na obracenych fazich s UV detekci

Gholamreza Bahrami et al. (15)

Tato HPLC metoda stanoveni atorvastatinu v lidském séru je rychla a zaroven
dostate¢né citliva. Po LLE extrakei 1éCiva a vnitiniho standardu (diklofenak sodna stil) byla
uskutecnéna chromatograficka separace na Cig analytické kolon€ mobilni fazi tvofenou
fosfore¢nanovym pufrem (0.05 M, pH 4.0) a methanolem (33:67, v/v). Atorvastatin a vnitini
standard byly detekovany pti vinové délce 247 nm. Primérné vytézky 1éCiva a vnitiniho
standardu byly 95% a 80%. Limit detekce byl 1 ng/ml a limit kvantifikace 4 ng/ml; kalibra¢ni
kiivka byla linearni v rozmezi koncentraci 4-256 ng/ml atorvastatinu v séru. Metoda byla
aplikovana v randomizované bioekvivalen¢ni studii dvou piipravkii obsahujicich atorvastatin
u 12 zdravych dobrovolniki.

Priprava standardnich roztokui.

Zasobni roztoky atorvastatinu (AT) a vnitiniho standardu (IS) byly pfipraveny
rozpus$ténim sloucenin v methanolu. Pracovni roztoky AT byly pfipraveny fedénim
methanolem. Fosfatovy pufr (0.1 M) byl upraven na pH 7.0 s 0.1 M o-fosforecnou kyselinou.
Roztoky byly uchovavany pii 4°C a byly stabilni nejméné po 4 tydny.

Chromatografické podminky.

HPLC systém obsahoval dvé ¢erpadla (LC-10AD), thermostat (CTO-10A), UV-VIS
spektrofotometricky detektor (SPD-10AD) pracujici pii vinové délce 247 nm, degasser
(DGU-3A) a data procesor (C-R4A) vse od Shimadzu, Kyoto, Japonsko. Chromatograficka
separace byla provedena s pouzitim Shim- pack CLC-ODS analytické kolony
(150 mm x 4.6 mm 1.D.), 5 um, a Shim- pack G-ODS ptedkolony (1 cm x 4.0 mm I.D., 5 um)
s pouzitim mobilni faze slozené z 0.05 M fosfatového pufru-methanolu (33/67, v/v) upravené
na pH 4.0 kyselinou o-fosfore¢nou.

Priprava vzorku.

Vzorky séra byly do analyzy uchovavany piti —80 °C. Do zkumavky byl pfenesen 1ml
plasmy, 100 ul roztoku vnitiniho standardu a 1 ml fosfatového pufru (0.1 M, pH 7), obsah
zhomogenizovan a extrahovan ethylacetditem. Po homogenizaci a centrifugaci, byla organicka
faze odpatena do sucha pfi 50°C v atmosféfe dusiku. Odparek byl rekonstituovan v methanolu
a 20 pl vzorku bylo nastfikovano na kolonu.

Specificnost a selektivita.

AT a IS byly eluovéany v retenénich ¢asech 3.4 a 4.1 min. Zadné endogenni latky ze séra
neinterferovaly s eluci 1€¢iva nebo IS. Na obr. 20 jsou typické chromatogramy blank séra,
blank séra obsahujiciho LOQ atorvastatinu a vzorku séra dobrovolnika. Stejnym zptsobem
byla zkousSena selektivita metody s nékolika potencialné soucasné podavanymi lécivy
zahrnujicimi diltiazem, furosemid, propranolol, amiodaron, verapamil, cinnarizin, tiklopidin,
glibenklamid, methyldopu, prazosin, theofyllin, hydrokortison, omeprazol, cimetidin,
naproxen, indometacin, celekoxib, ibuprofen, acetaminofen, diazepam, chlordiazepoxid,
oxazepam, karbamazepin, lamotrigin, aspirin a salicylovou kyselinu. VSechna léciva byla
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zkousena v koncentracich 10-100 pg/ml. Podle vysledkt se stanovenim interferuji pouze
ibuprofen (4.2min), diazepam (3.3min) a celekoxib (3.7 min).

Jako u jinych statini jsou plasmatické hladiny po jednordzovém podéani AT velmi nizké,
a proto je pi1 volbé HPLC/UV metody nutné vyvinout velmi u¢innou extrak¢ni techniku,
pfiCemz se stanovenim lé¢iva nesmi interferovat jiné latky. Byly vyzkouseny rizné extrakéni
techniky vcetn¢ precipitace proteinti a LLE. Piima precipitace proteinti poskytuje maly
vytézek s pritomnosti endogennich necistot na chromatogramu. AT je malo rozpustny ve
vetsing organickych rozpoustédel, proto byla testovana extrakéni G¢innost v riiznych
rozpoustédlech jako ethylacetat, hexan, diethylether, dichlormethan a chloroform, zvIast’ ¢i
v kombinaci s riznym mnozZstvim 2-propanolu nebo isoamylalkoholu. Lé¢ivo a IS byly
extrahovatelné pomoci ethylacetatu a diethyletheru, G¢inngji ale do ethylacetatu. Cisténi
vzorku zpétnou extrakci do kyseliny ¢i baze velmi snizilo podil interferujicich latek, ale také
ucinnost extrakce.Déle byla provedena fedéni vzorku séra riiznym mnozstvim riznych
roztokli pufri (riizné pH a iontova sila); pridavek stejného objemu fosfatového pufru (pH 7.4,
0.1 M) zvysil vytezky a vyznamné snizil interferencni potencial endogennich latek. Na rozdil
od casové€ naro¢né a n¢kolikastupiiové extrakce vzorku (Bullen, W.) vyuziva tato metoda
jednoduchou extrakci do ethylacetatu.
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Obr. 20. Typické chromatogramy (A) lidské blank plasmy (B) lidské plasmy s obsahem AT a
IS Vv koncentracich 4 ng/ml (C) séra dobrovolnika odebraného 4 h po podani 40 mg
atorvastatinu s obsahem 50 ng/ml atorvastatinu. Lécivo bylo eluovano ve 3.4 min a vnitini
standard ve 4.1 min (15).
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Pti ur€ovani optimalniho sloZeni mobilni faze bylo zjiSténo, Ze iontova sila pufru hraje
vyznamnou Ulohu v rozliSeni chromatogramt. V podstaté, zvySeni molarity fosfatového pufru
z 0.005 na 0.05 M dramaticky zvysilo rozliSeni piktit AT a IS od piki endogennich latek. Pti
hledani optimalni vlnové délky byla zjisténa maximalni absorpce pii dvou vinovych délkach,
206 a 247 nm. Vyssi citlivost stanoveni byla zjisténa pii vinové délce 206 nm, ale stanoveni
rusilo vice interferujicich pikt. Bylo vyzkouseno mnoho 1é¢iv pti vybéru IS a diklofenak byl
vybran na zaklad¢ posouzeni UV spektra, retencniho Casu, vytéznosti a rozliSeni od 1éCiva a
endogennich pikt.

Aplikace metody.

Metoda byla aplikovana v randomizované bioekvivalencni studii dvou piipravki s AT u
12 zdravych dobrovolnikt. Byla podana peroralni jednotliva davka 40 mg AT Vv ptipravku fy
Arya (Teheran, Iran) nebo Pfizer (Australie). Vzorky byly odebirany ve vhodnych intervalech
po dobu 48 h. Ziskané farmakokinetické parametry jsou v nasledujici tabulce.

Tab. 1

Parameter/prep. | Arya Pfizer P-value?
Trmax () 3.2(1.3) 2.30 (0.69) NS
Crax (ng/ml) 50.1 (30.7) 47.0 (27.5) NS

AUC, 45 (ng h/ml) | 787.7 (548.5) | 753.3(533.2) | NS
AUC, ., (ng h/ml) | 1349.2 (694.5) | 1291.1 (550.3) | NS
Tue () 35.7 (15.1) 39.9 (20.3) NS

*NS, zadny vyznamny rozdil (P < 0.05).

Popsand HPLC/UV metoda je jednoducha, piesnd, rychlé a specifickd pro stanoveni AT
v séru. Je vhodna pro farmakokinetické studie i pfes nizsi citlivost ve srovnani s dfive
publikovanymi metodami LC/MS. Vysledny limit stanoveni je dostaCujici pro ucely
farmakokinetickych studii (15).
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2.6.2 Simvastatin

(1S,3R,7S,8S,8aR)-8-{2-[(2R,4R)-4-hydroxy-6-oxotetrahydro-2H-pyran-2-yl]ethyl }-
3,7-dimethyl-1,2,3,7,8,8a-hexahydronaftalen-1-yl-2,2-dimethylbutanoat.

2.6.2.1 Klinicka farmakokinetika

Simvastatin  (SV) je reverzibilni inhibitor mikrozomalniho enzymu HMG-CoA
reduktazy, Siroce pouzivany v lécbé rtiznych typl hypercholesterolémie. SV-methylovany
analog lovastatinu-je syntetizovan z fermenta¢niho produktu houby Aspergillus terreus.
Parentni latka je farmakologicky neaktivni lakton (prolécivo), ktery je snadno absorbovan
v zalude¢ni sténé, vychytavan jatry a zvelké Casti pfeméiovan na nékolik aktivnich
metabolitt. Nejdulezitéj$i je simvastatin hydroxykyselina (SVA). Aktivni metabolity maji
tendenci hromadit se v jatrech, hlavnim misté endogenni syntézy cholesterolu. Simvastatin
ma podobné jako atorvastatin vysoky interakéni potencidl s riznymi lécivy. V piipadé
zavaznych interakci s inhibitory CYP450 se simvastatin nepodava ¢i se jeho denni davka
snizuje na 10 mg a mén¢.

Linearni narast inhibi¢ni aktivity SV po podani u lidi je v ddvkovém rozmezi od 5 do
120 mg/den (16).

2.6.2.2 Prehled analytickych metod

SV a SVA jsou vplasmé piitomné v nizkych koncentracich v dusledku rozsahlého
jaterniho metabolismu, ktery je pfi¢inou nizké dostupnosti SV po peroralnim podani (~ 5%)
(17). Podle literarnich zdroja jsou predpokladané koncentrace v lidské plasmé po podani 80
mg SV mezi 0.2 a 15.0 ng/ml. Spolehlivé monitorovani téchto plazmatickych hladin vyzaduje
limit kvantifikace 0.10 ng/ml (16). Pro terapeutické monitorovani hladin 1éCiva jsou tedy
vyzadovany citlivé a selektivni metody (17).

Metody plynové chromatografie-hmotnostni spektrometrie (GC—-MS) jsou velmi citlivé
a selektivni, vhodné pro stanoveni terapeutickych plasmatickych hladin SV a SVA (T. Takano
(38); M.J. Morris (4) ), ale priprava vzorku pfed analyzou je znacné slozita. Dale existuji
HPLC metody stanoveni SV a SVA. Metody kapalinové chromatografie s UV detekei (LC-
UV) jsou jednodussi nez GC-MS, ale nejsou dostate¢né citlivé pro stanoveni hladin 1é¢iva
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Vv terapeutickych davkach (L. Wang (27); G. Carlucci (39) ). Metoda HPLC s fluorimetrickou
detekci autortt H. Ochiai et al.(20) je znacné citliva, hlavni nevyhodou vsak je, Ze je tieba
provést kompletni derivatizaci (16). Navic, pro stanoveni proléciva a aktivni latky je zapotiebi
provést dvé paralelni analyzy (19).

Pro stanoveni 1é¢iv a metaboliti v biologickych tekutindch jsou zddouci rychlé a ucinné
metody. Vhodnou metodou je HPLC-MS/MS. V posledni dobé jiz bylo publikovano nékolik
HPLC-MS/MS metod stanoveni SV. X.S. Miao (40) popisuje HPLC metodu s MS/MS
detekci stanoveni SV ve vodném prostiedi s limitem stanoveni 1 ng/ml, ktery je pfilis vysoky
pro ucely farmakokinetické studie (FK studie). Dalsi autor H. Yang (18) piedstavuje HPLC—
MS metodu stanoveni SV Vplasm¢ s dostateCnou citlivosti, ale zadna ztéchto metod
nezahrnuje stanoveni metabolitd SV. SV soucasné s jeho metabolitem byl stanoven Jemalem
et al.(19). Autofi spojili on-line SPE s LC-MS/MS a prezentovali velmi citlivou metodu
s limitem kvantifikace 0.5 ng/ml. Barrett et al. (16) vyvinuli HPLC-MS/MS metodu
stanoveni SV a SVA v lidské plasmé s limitem kvantifikace 0.1 ng/ml pouzitelnou v rutinni
analyze vzorki ve FK studii a pro uréeni FK parametrti zkoumaného 1é¢iva (16). Zhao et al.
(17) dosahli limitu kvantifikace SV a SVA 0.05 ng/ml metodou LLCE-HPLC-MS/MS (17).
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2.6.2.3 Validovana HPLC-MS/MS metoda soucasného stanoveni
simvastatinu a simvastatin hydroxykyseliny v lidské plasmé

B. Barrett et al. (16)

Metoda slouzi ke stanoveni nejvyznamnéj$iho 1é¢iva mezi statiny, simvastatinu (SV) a
jeho metabolitu simvastatin hydroxykyseliny (SVA). Je velmi citliva a selektivni. Detekce
byla uskutecnéna na ESI (electrospray ionization) hmotnostnim spektrometru s trojitym
kvadrupolem pracujicim v rezimu pozitivni 1 negativni ionizace. Pfi MS/MS detekci byl
pouzit MRM (multiple reaction-monitoring) rezim. Kalibra¢ni kiivky byly linearni v rozmezi
koncentraci SV 0.10-16.00 ng/ml a SVA 0.10-16.00 ng/ml. Spravnost a piesnost byly
charakterizovany pomoci R.S.D. a procentudlni odchylkou s obéma hodnotami niz§imi nez
7% pro vSechny analyty. Limit detekce SV byl 0.03 ng/ml a SVA 0.02 ng/ml. Metoda byla
pouzita ve farmakokinetické studii SV.

Hmotnostni spektrometrie.

Hmotnostni spektrometrie byla provedena v hmotnostnim spektrometru Quattro micro™
s trojnasobnym kvadrupolem (Micromass, UK) vybaveném ESI zdrojem. Pro stanoveni SV a
SVA byl pouzit MRM vzhledem k vysoké selektivité. K detekci SV a vnitiniho standardu
lovastatinu (LV) byly pouzity pozitivni ionty jako prekurzory, k detekci SVA a vnitiniho
standardu lovastatin hydrxykyseliny (LVA) negativni ionty.

Kapalinovad chromatografie.

Pro separaci byl pouzit Waters 2695 kapalinovy chromatograf (Waters, USA) s
Discovery Cig kolonou (50 mm x4.6 mm, 5pum). Mobilni fazi tvofila smés
acetonitril:methanol:0.1 M octan amonny (62:10:28, v/v/v), pH nebylo upraveno. Pratokova
rychlost byla 0.8 ml/min a nastfikovany objem 70 uL.

Priprava standardnich a kontrolnich vzorkii.

Zasobni roztoky SV a SVA byly pfipraveny rozpusténim piislusného mnozstvi latky
Vv acetonitrilu:vodé (75:25, v/v) a zfedény stejnym rozpouStédlem na pracovni roztoky.
Kontrolni vzorky byly pfipraveny stejnym zptsobem. Bylo potvrzeno, ze vzorky plasmy jsou
stabilni pii =75 + 5 °C po 3 mésice.

Zasobni roztok vnitiniho standardu lovastatinu (LV) a lovastatin hydroxykyseliny
(LVA) byl pfipraven rozpusténim latek v acetonitrilu:vodé (75:25, v/v). Pracovni roztok
vnitiniho standardu (W.LS.) obsahujici LV i LVA byl pfipraven fedénim stejnym
rozpoustédlem na kone¢nou koncentraci obou latek 1 pg/ml. Zasobni roztok byl stabilni pti
4°C 5 dni. K 1ml plasmy byl ptidan objem 50 pl W.L.S.

Priprava vzorku.

Pti ptiprave vzorku byla pouZita extrakce na pevnou fazi (SPE).
W.LS. byl pfidan k1 ml plasmy obsahujici analyty. Vzorek byl zfedén 1 ml vody a
zhomogenizovan. Smés byla pfenesena na Oasis HLB cartridge (30 mg, 1 ml) aktivovanou
methanolem a promytou vodou. SPE cartridge s vlozenym vzorkem byla promyta vodou a
nasledné byl analyt eluovan smési acetonitrilu:0.1 M octanu amonného (75:25), pH bylo
upraveno na 4.5 kyselinou octovou. Po centrifugaci byl eluat nasttikovan na kolonu.
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Provedeni MS/MS.

Byla pouzita ESI za ucelem dosazeni dostatecné citivosti, fragmentace a linearity
odpovédi. Byla také hodnocena APCI (atmospheric pressure ionization) bez vyrazné lepSich
vysledkl. Prvnim krokem pii vyvoji metody detekce je vybrat prekurzorovy ion pro dalsi
Stépeni. Pozitivni ionty jsou vhodné u sloucenin ve form¢ laktont, zatimco negativni ionty
jsou bé€zné monitorovany pfi detekci kyselych sloucenin, tudiz SV a LV byly monitorovany
V pozitivnim iontovém rezimu a SVA a LVA vnegativnim iontovém rezimu. Technika
ptepinani kolon umoznila stanovit statiny souc¢asné v obou formach.

SVA aLVA.
[M—H] ionty SVA (m/z 435.3) a LVA (m/z 421.6) byly zvoleny jako prekurzorové
ionty pro stanoveni metaboliti. Zakladni piky produkt byly pozorovany v m/z 114.0 a 100.2

vvvvvv

fragmentarnimi ionty vzniklymi rozs§tépenim blizko kruhu.

SValLV.

Byly hodnoceny rizné mobilni faze (rozpoustédla), rizné hodnoty ioniza¢ni energie a
ménéna rychlost prittoku plynu za uéelem zachyceni parentnich iontd [M + H]" slougenin
laktond, ale oproti publikovanym vysledkiim (M. Jemal, 2000) tyto snahy nevedly k ziskani
oc¢ekavané intenzity signalu. Jediny signal, ktery byl v pozadované intenzité byl poskytovan
adukénimi ionty [M + CH3CN + Na]* (SV m/z 481.2, LV m/z 467.1).

Produkty SV a LV s nejintenzivnéj§im signalem vznikly ztratou neutralniho acetonitrilu
za vzniku [M + Na]" iontd (SV m/z 440.9, LV m/z 426.7). Signély ziskané §tépenim blizko
kruhu podobné jako v pfipadé¢ hydroxykyselin byly také pozorovany u LV za urcité
optimalizace podminek, ale intenzita odpovédi byla pfili§ nizkd pro zamyslené ucely.
Fragmentace aduktli parentnich iontl se ukdzala byt reprodukovatelnd a uzitecnd pro
stanoveni SV aLV.

Provedeni LC.

Byly pouzity rizné analytické kolony (Discovery Cg, C1g Supelco a RP Amide Cig) za

ucelem ziskani nejlepSich vysledkl v pfiméfeném cCase. Pfi pouZiti Cg stacionarni faze bylo
obtizné ziskat symetricky tvar pikt, zatimco u RP Amide C,¢ zakotvené faze byly retencni
Casy nepiijatelné dlouhé. Kolona Discovery Cig Supelco (50 mm x 4.6 mm, 5 um) byla
vybréna proto, Ze byl ziskan idedlni tvar pikli a nejlepsi vysledky v pfijatelném case.
Dalsim kritickym faktorem byl vybér slozek mobilni faze. Nebot’ pti MS nemuize byt pouzit
fosfore¢nanovy pufr, k zabezpeceni iontové sily mobilni faze byl pfidan octan amonny.
ZvySovani procentualniho zastoupeni tlumivého roztoku v mobilni fazi zvysilo symetrii pika
a stupen rozliSeni, ale zaroven prodlouzilo reten¢ni ¢asy SVA a LVA. Nakonec tedy byla
pouzita tiislozkova mobilni faze obsahujici methanol, acetonitril a pufr sdosazenim
uspokojivych vysledki.

Specificnost a selektivita.

Byly srovnany chromatogramy blank plasmy a plasmy obsahujici SV a SVA (0.10 ng/ml) a
LV a LVA (1 pg/ml). Retenéni ¢asy SV a SVA byly 3.5 a 1.7 min, zatimco LV a LVA 3.0 a
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1.6 min. Zadné endogenni slozky interferujici se stanovenim analytli a jejich vnitinich
standardii nebyly nalezeny.

Limit detekce a kvantifikace.

Limit detekce byl vypocitan na 0.03 ng/ml pro SV a 0.02 ng/ml pro SVA.

stanovena s pfijatelnou ptesnosti a spravnosti (20%), zde 0.10 ng/ml pro oba analyty, coz je
dostacujici pro ucely FK studie.

Tato metoda je citlivéjsi nez diive publikovana metoda s on-line extrakci na pevnou fazi
(M. Jemal, (19)). Citlivost této metody by byla pravdépodobné zvySena zvySenim
nastfikovaného objemu. Tato moznost v§ak musi byt zhodnocena s ohledem na existenci SPE
kolony.

Zaver.

Validovana metoda soucasného stanoveni simvastatinu a jeho metabolitu simvastatin
hydroxykyseliny v lidské plasmé s obsahem Na;EDTA pokryva koncentra¢ni rozmezi 0.10—
16.00 ng/ml s pouzitim 1 ml plasmy. Ve vzorcich plasmy nebyly nalezeny zadné interferujici
endogenni latky ani nebyl pozorovan “cross-talk” efekt. Jednoduché ptiprava vzorku a kratky
retenéni ¢as umoziuji analyzu vice nez 250 vzorkl denné. (16).
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2.6.2.4 Soucasné stanoveni simvastatinu a prislusné p-hydroxykyseliny
v lidské plasmé kapalinovou chromatografii/ tandemovou hmotnostni
spektrometrii po LLC extrakci

Jamie J. Zhao, Iris H. Xie, Amy Y. Yang, Brad A. Roadcap and J. D. Rogers (17)

Byla validovana citlivda a spolehliva metoda soucasného stanoveni simvastatinu (SV) a
Jjeho aktivniho metabolitu ve formé p-hydroxykyseliny (SVA) v lidské plasmé. Analyty byly
Z plasmy extrahovany soucasné do methyl-terc-butyletheru (MTBE) V extrakcni cartridge
Chem Elut (tzv. liquid-solid extraction (LSE) ci liquid-liquid cartridge extraction (LLCE)),
separovany na koloné Kromasil Cig (50 x2 mm i.d., 5 um) a detekoviny tandemovou
hmotnostni spektrometrii. Jako vnitini standardy byly pouzity analogy znacené stabilnimi
isotopy 13CD;-SV a *CD3-SVA. Simvastatin byl detekovan v pozitivnim a SVA V negativnim
iontovém rezimu; zména polarity byla uskutecnéna béhem analyzy. Pfi pouziti Chem Elut
cartridge byla dosazena dobra vytéznost a souc¢asné byl redukovan stupen vzajemné konverze
mezi SV a SVA na nedetekovatelnou (laktonizace SVA) ¢i zanedbatelnou (<0.07% hydrolyza
SV) hladinu. Vytéznost SV a SVA byla v priméru 78% a 87%. Analyty byly stabilni
Vv rekonstitu¢nim roztoku pii 4 °C nejméné 24 h.  Limit stanoveni (LOQ) byl 50 pg/ml pro
oba analyty, kalibra¢ni kiivka byla linearni v rozmezi koncentraci 0.05-50 ng/ml. Metoda je
vhodna pro analyzu v klinické praxi.

Soucasné stanoveni SV a SVA v biologickych vzorcich, zahrnujici redukovanou dobu

pfipravy 1 analyzy vzorku, bylo zpocatku povazovano za neredlné¢ vzhledem k rozdilnym
polaritim analytli. Tato metoda byla pozdéji vyvinuta pro lovastatin a odpovidajici B-
hydroxykyselinu v plasmé zvitat a pro SV a SVA v lidské plasmé s pouzitim SPE a
LC/MS/MS se zménou polarity z pozitivniho rezimu (laktony) na negativni (kyseliny).
Detekovany byly iontové adukty [M+Na ]* LV a SV. Nebot' pH pouzité pii extrakci bylo
nizké, predstavovala interkonverze laktont a kyselych forem potencidlni problém.
Zhao et al. vyvinuli LC/MS/MS metodu s extrakci do kapaliny (LLE), kterou lze soucasné
stanovit SV a SVA v lidské plasmé v mnozstvi 0.05 ng/ml (LOQ). Podobna metoda stanoveni
atorvastatinu dosahuje LOQ 0.5 ng/ml. U tohoto stanoveni jsou obé formy atorvastatinu
detekovany v pozitivnim iontovém rezimu. Metoda LLE LC/MS/MS stanoveni SV a SVA
pfinesla zjednoduSeni pfipravy vzorku a zvySeni extrakéni uc€innosti.V pribéhu extrakce
vzorku se vyskytla v malé mife(< 0.5%) pfeména mezi SV a SVA, a proto byla navrZzena
alternativni LC/MS/MS metoda vyuzivajici Chem Elut extrakcni cartridge (tzv. liquid-liquid
cartridge extrakci; LLCE nebo liquid-solid extrakci; LSE) umoziujici piesnéjsi stanoveni
analytd v plasmé.

LC/MS/MS zarizeni a analytické podminky.

Chromatograficky systém byl vyroben v Shimadzu Scientific Instruments (Columbia,
MD, USA). Separace probéhla na koloné¢ Kromasil Cig (50 x2 mm i.d., 5 um) (Keystone
Scientific, Bellefonte, PA, USA) za béZzné teploty. Mobilni faze byla pfipravena smisenim
750 ml acetonitrilu s250 ml 1 mM octanu amonného s pH upravenym na 4.5 kyselinou
mravenci. Teplota vzorku v autosampleru byla udrzovéna na 4 °C.

Pro stanoveni a detekci byl pouzit PE SCIEX API 365 hmotnostni spektrometr s trojitym
quadrupolem (Perkin-Elmer SCIEX Instruments, Concord, ON, Kanada). Pfi stanoveni byl
vyuZit selektivni reakéni monitoring (SRM) pro spektra iontovych piechodii prekurzor-
produkt m/z 439.2 [M-H] — 319.1 (pro *CDs-SVA), m/z 435.2 [M- H]'— 319.1 (pro SVA),
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m/z 423.1 [M+ H]*— 285.1 (pro “*CDs-SV) a m/z 419.1 [M+H]*— 285.1 (pro SV).
Hmotnostni spektrometr byl nastaven na negativni rezim v prvnich 2 minutach, poté na
pozitivni rezim.

Extrakce vzorku plasmy.

Po ptfidavku wvnitiniho standardu a octanového pufru (pH 4.5) byl obsah
zhomogenizovan a pienesen na Bond Elut extrakéni cartridge. Asi po 5 min (kompletni
prolnuti cartridge vzorkem a navazani soucésti plasmy na jeji obsah) byly analyty eluovany
titikrat MTBE. Eluat byl odpafen v atmosféte dusiku a odparek rozpustén ve smesi acetonitril-
octan amonny 1 mM o pH 4.5 (70:30) a pienesen do autosampleru.

Spektrometricka detekce.

Hlavnimi prekurzory SV a'*CDs-SV v detektoru byly jejich protonované molekuly [M+
H]" Rovnéz byly pozorovany adukty se sodnymi, draselnymi a amonnymi kationty. Amonné
kationty pochézeji z acetatového pufru pouzitého v mobilni fazi. Sodné a draselné kationty
ziejmé& pochézeji z biologické matrix ¢i ze sklenénych zkumavek pouzitych pii pfipravé a
stanovovani. Adukt SV se sodnymi kationty je citlivéji detekovan nez protonovany SV za
standardnich podminek, nebot’ v prvnim piipadé¢ vznikd jeden hlavni prekurzor a jeho
produkty, zatimco v druhém vznika nckolik hlavnich iontl i produktd. Proto byl adukt se
sodnymi kationty pouzit jako prekurzor u jinych LC/MS/MS metod. Nicméné obsah sodnych
kationtli nelze béhem pfipravy a stanoveni zcela kontrolovat, a proto se mnozstvi jejich
aduktd s analytem mutize ménit. Z tohoto diivodu byl vybran protonovany SV jako prekurzor.
Aby byl redukovan obsah sodnych kationtli a poskytnuty podminky pro vznik kationti [M+
H]", nemély by byt pouzivany sklenéné nadoby a rozpoustédla obsahujici methanol. Spektra
produkti SV a**CD;-SV poskytla nékolik fragmentarnich ionti: m/z 143, 173, 199, 225, 243,
267, 285 and 303 (obr.21) . Spektra produktd SVA a *CDs;-SVA poskytla pouze dva
fragmentérni ionty; m/z 319 a 115. Jako hlavni produkt byl vybran ion m/z 319 vznikly
ztratou butyrylové €asti. Fragmenty pochdzejici ze $tépeni SV nebyly pozorovany, vzhledem
ke stabilité oteviené kyselé formy.
pH mobilni faze bylo upraveno na 4.5 pomoci octanu amonného. Reten¢ni ¢as SVA V prvni
periodé byl 1.3 min a SV ve druhé period¢ 2.7 min. SRM iontové chromatogramy plasmy
subjektu 2 h po jednorazovém peroralnim podani 20 mg SV jsou na obr. 22.
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Obr. 21. Predpokladany zpiisob fragmentace SV a *CD3-SV (17).
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Obr. 22. SRM chromatogramy vzorkii plasmy subjektu 2 h po perordlnim poddani 20 mg SV
(17).

Vzajemnd konverze SNV a SVA behem pripravy vzorku.

Béhem pfipravy vzorku mohou analyty snadno podléhat laktonizaci (SVA — SV)
a/nebo hydrolyze (SV — SVA), a to za podminek vysokého nebo nizkého pH v kombinaci
s extrakci do organickho rozpoustédla. Tyto reakce maji za nasledek méné presné stanoveni
analytii. U metod vyuzivajicich SPE nebo LLE dochazi k ur¢itému stupni konverze. U SPE je
stupent konverze obvykle vyssi nez u LLE. Stupent konverze byl redukovan na 0.5% u LLE
metody. V tomto ptipad¢ je chyba ve stanoveni mala, pokud jsou plasmatické koncentrace SV
a SVA srovnatelné. V krajnim piipadé, kdy se koncentrace jednoho analytu pftiblizuje
stanovitelné mezi (LOQ), vliv na stanoveni analytu pfitomném v nizké koncetraci bude
vyznamny.

Redukce vzijemné konverze, nutné k vyvinuti pfesné a spolehlivé metody, byla dosazena
s pouzitim Varian Chem Elut extrakéni cartridge. Obsahuje hydrofilni matrix (ochranna
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znamka Hydromatrix) tvofenou tavenou kifemelinou vysokého stupné Cistoty. B€hem extrakce
je vodna slozka (plasma a latky v ni rozpusténé) adsorbovana na vypliiovy material, zatimco
organické rozpoustédlo eluuje analyzované slozky. Pii pouziti Chem Elut extrakéni cartridge
nebyla pozorovana laktonizace a hydrolyza byla snizena na zanedbatelnou uroven (<0.07%).
V Tab.2 jsou srovnany 3 rizné extrakéni metody.

Tab.2. Vyteznost SV a SVA a stupen vzdjemné konverze béhem extrakce vzorku.

Extraction recovery (%)? Interconversion | %P
Extraction procedure SV SWa SV — SWA  SVA SV
Solid-phase (previous
work') 75.4 68.3 0.60 3.00
Liquid-liquid (previous
work!") 80.6 95.6 0.2 0.49
Chem Elut cartridge
(this work) 78.1 87.2 0.06 0

Extrakcni ucinnost.

Pti zvySovani vytéznosti SV a SVA bylo zaroven usilovano o snizovani stupné jejich
vzajemné konverze. Optimalni pH pro extrakci je mezi 4 a 5. pH > 5 sniZuje vytéZnost SVA,
kterd se nachazi v ionizované formé, tudiz neptechazi do organického rozpoustédla. Pii pH <
4 je zvyseny stupen konverze. Ze tfi zkousenych hodnot pH mezi 4 a 5 bylo vybrano pH 4.5.
Nejlepsi extrakéni G¢innost vykazoval MTBE; jeji hodnoty byly 78.1% pro SV a 87.2% pro
SVA. Prestoze byla vytéznost S pouzitim Chem Elut cartridge mirn€ nizsi nez u LLE metody,
jeji vyhodou zustava nizky stupen konverze.

Zaver.

Metoda umoziuje soucasné stanoveni SV a SVA v lidské plasmé v koncentracich az 50
pg/ml (LOQ) s pouzitim 0.5 ml plasmy.
Zpusob tpravy vzorku a extrakce z plasmy umoziuji snizit stupenn konverze mezi SV a SVA
na nedetekovatelnou ¢i zanedbatelnou (<0.07%) mez. Extrakce na Chem Elut cartridge je
jednoduchd, ucinna a automatizovatelnd. Metoda byla pouzita pfi stanoveni plasmatickych
koncentraci 1é¢iva ve vzorcich lidské plasmy (17).
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2.6.2.5 Stanoveni  simvastatinu v lidské plasmé Kkapalinovou
chromatografii-hmotnostni spektrometrii

Haitao Yang, Yan Feng, Yiwen Luan (18)

Byla vyvinuta jednoducha, citliva a selektivni metoda kapalinové chromatografie
spojena s hmotnostni spektrometrii (LC/ESI/MS) pro stanoveni simvastatinu (SV). Po
extrakci do ethylacetatu s pouzitim lovastatinu (LV) jako vnitiniho standardu byly analyty
separovany na Cig koloné mobilni fazi tvofenou smési methanolu a vody (9:1). Detekce byla
provedena po ionizaci za atmosférického tlaku na hmotnostnim spektrometru s jednim
kvadrupolem vybavenym ESI (electrospray ionization) v pozitivnim nastaveni. Simvastatin
byl stanoven srovnanim poméru ploch pikid SV/LV extrakti analyzovanych v rezimu SIM, tj.
single ion monitoring, (m/z 441 a m/z 427 pro | a 1) s kalibra¢ni kiivkou ( r = 0.9997). Limit
detekce byl 0.05 ng/ml.

Podle literarnich zdroju lze ocekavat plasmatické koncentrace 1é¢iva mezi 0.1 a 15 ng/ml.
Nova metoda LC/ESI/MS slouzi k pfimému stanoveni simvastatinu v lidské plasmé
Vv koncentracich 0.1-20 ng/ml.

Technické vybaveni a chromatograficke podminky.

Analyzy byly provedeny s pouzitim LC-MS systému Agilent 1100 (Hewlett-Packard).
Pro chromatografickou separaci byla pouzita Shimadzu ODS kolona (5 pm, 4.6 X150 mm
[.D.). Mobilni fazi tvofil methanol-voda v poméru 9:1. Byla provedena isokraticka eluce pfi
35 °C. Nastfikovany objem 5 pl neptedstavoval vice neZz 10% disponibilniho objemu.
Nasttikem vétSiho mnozstvi extrahovaného vzorku l1ze zvysit intenzitu signalu.
Simvastatin a lovastatin byly detekovany v pozitivnim iontovém rezimu SIM (single ion
monitoring); simvastatin jako iont [M+Na'] m/z 441.3 a lovastatin jako iont [M+Na'] m/z
427.3.

Priprava standardnich roztokit a extrakce vzorku.

Zasobni roztoky simvastatinu a vnitfniho standardu byly pfipraveny v methanolu a
uchovavany v chladu. V cas potteby byly zfedénim pomoci Cist¢tho methanolu pfipraveny
standardni roztoky o Zadouci koncentraci.

Extrakce: Ke vzorku plasmy byl ptidan roztok vnitiniho standardu, po homogenizaci byl
vzorek extrahovan ethylacetatem. Po centrifugaci byla organicka vrstva pienesena do
zkumavky a odparena do sucha. Pfed nastfikem na kolonu byl extrakt rozpustén v methanolu.

Vyvoj metody.
K optimalizaci LC-MS parametrii byla pouzita metoda prutokové injekéni analyzy

pfenos iontl, ale také disociaci molekul na fragmenty. Za ucelem eliminace nezadoucich
Stépnych reakci a dosazeni maximalni odpovédi byly testovany rtizné hodnoty napéti od 30 do
140 V. Odpovéd MS detektoru je shrnuta v Tab. 3 (koncentrace simvastatinu byla 1.0 ng/ml).
Bylo zvoleno napéti 70 V.
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Tab. 3

Eeasponse of Simvastatin at different frapmentor voltage

Fragmentor voltage (V) Area of sinwvastatm [B+2a™]
30 93008
S0 227123
70 GRO10D
=l] 417797
110 224481
140 45750

Pti 70 V byly zjistovany odpovédi detektoru pii pouZiti protonované molekuly [M+H"] (m/z
419) a adukt se sodnym kationtem [M+Na'] (m/z 441). Stanoveni bylo ptesné&jsi pii pouziti
aduktu SV se sodnym kationtem. Chromatogramy dvou testovanych iontli jsou na obr. 23.
Ostatni spektrometrické parametry byly upraveny tak, aby byla ziskana maximalni intenzita
odezvy.
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Obr. 23. Vybér iontu pro stanoveni simvastatinu (18).
Separace a specificnost stanoveni.

Typické chromatogramy SV v lidské plasmé jsou na obr.24 (koncentrace simvastatinu
3.5 ng/ml). Podafilo se dosdhnout reten¢nich Casit mén€ nez 5 min pro analyt i vnitini
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standard; SV byl eluovany v 4.2 min a vnitini standard v 3.7 min.V plasm¢ nebyly nalezeny
zadné latky interferujici se stanovenim lé¢iva ani vnitfniho standardu.
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Obr. 24. Reprezentativai chromatogramy simvastatinu v lidské plasme.
(a) blank plasma; (b) plasma obsahujici simvastatin a lovastatin; (c) vzorek plasmy odebrany
3 h po peroralnim podani 40 mg simvastatinu (18).
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Vytéznost.

Pramérna vytéznost SV z lidské plasmy byla 101.4 + 8.9% (Tab. 4).

Tab.4

Extraction efficiency of simvastatin (n=6)

Added conc. (ng) Measured conc. (ng) ERecovery (%) RSD(%s)
0.503 0.34+85 107.7 152
5.03 484437 96.3 5.7

10.06 10.09+34 1003 6.7

Aplikace metody.

Metoda byla aplikovana v randomizované studii. Na obr. 25 je kiivka zavislosti
koncentrace simvastatinu (testované 1€¢ivo) a referencniho 1éCiva (piipravek Zocor) na Case.
Stanovitelné hladiny 1éCiva byly detekované az 12 h po perordlnim podani. Maximalni
primérné plasmatické koncentrace léCiva a referencni latky byly 4.9 az 13.4 ng/ml
Eliminacni polocas byl 3.6 az 3.5 h. Stanovené plasmatické koncentrace byly podobné
koncentracim stanovenym GC-MS metodou a LC metodou s fluorimetrickou detekci.

&0 subjeces mean concentration-time curve

——LesL
4 — - ol araice

ool jon (mpfall

/

Obr. 25. Plasmatické koncentrace simvastatinu po podani dvojité davky léciva (18).

Metoda LC-MS umoziuje spravné, piresné a spolehlivé stanoveni koncentrace
simvastatinu v lidské plasmé az 12 h po perordlnim podéani 40 mg 1éciva. Stanoventi je rychlé
a jednoduché, celkova doba analyzy jednoho vzorku je méné nez 5 min. Hlavni vyhodou této
metody je zplsob ptipravy vzorku (jednoducha extrakce) a rychlost separace (18).
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2.6.2.6 Soucasné stanoveni simvastatinu a odvozené kyseliny LC-MS-
MS metodou po pirimém nastiiku vzorku plasmy

Mohammed Jemal , Zheng Ouyang, Mark L. Powell (19)

Metoda umozituje soucasné stanoveni simvastatinu (SV) a metabolitu-simvastatin
kyseliny (SVA) po pfimém nastiiku plasmy metodou kapalinové chromatografie/tandemové
hmotnostni spektrometrie. Vzorky plasmy jsou pieneseny do LC-MS-MS systému po
ptidavku vnitiniho standardu ve vodném roztoku pufru a centrifugaci. Analyty jsou
V pufrované plasmé stabilni nejmén¢ 24 h pfi teploté 4 °C. Za podminek nizké teploty (4 °C) a
nizkého pH (4.9) je minimalizovana hydrolyza SV (a laktonizace SVA) na hodnoty < 1.0%.
Celkovy Cas analyzy zahrnujici pravu vzorku a samotné stanoveni je 2.5 min, pii sou¢asném
dosazeni separace piku SV od piku SVA na zakladni linii. Pfi néstfiku pouhych 8 pl bylo

cv w7

Prezentovand metoda byla vyvinuta pro soucasné stanoveni SV a SVA; nezahrnuje
proces pripravy vzorku kromé pridavku roztoku vnitiniho standardu (lovastatin a odvozend
kyselina) pred nastiikem do LC-MS-MS systéemu. Celkovy cas analyzy je pouze 2.5 min.

Analyticky systém.

Pro extrakci plasmy byla on-line zapojena Oasis® HLB kolona (1 x 50 mm, 30 pm) od
Waters (Milford, MA, USA). Jako analyticka kolona byla pouzita Symmetry C;g kolona (3.9
x 50 mm, 5 um), Waters. K detekci byl pouzit hmotnostni spektrometr Finnigan TSQ-7000
s trojitym kvadrupolem (San Jose, CA, USA).

Priprava vzorku.

Ke vzorku byl pfidan pracovni roztok vnitiniho standardu (v 0.1 M octanovém pufru,
pH 4.2). Vysledné pH vzorku bylo 4.9. Vzorky byly zhomogenizovany a centrifugovany.
Vysledna koncentrace vnitiniho standardu v lidské plasmé byla 50 ng/ml. Takto upravené
vzorky byly nastfikovany do LC-MS-MS systému.

Chromatografické podminky.

Na obr. 26 je schematicky znazornén pouzity analyticky systém. 26a) extrakéni faze:
vzorek je promyvan na extrakéni koloné¢ mobilni fazi slozenou z 10% acetonitrilu a 90%
vodného roztoku mravenci kyseliny 3.0 mM po dobu 0.3 min. 26b) eluéni faze: Poté je
pfepnutim ventilu tok nasmérovan na analytickou kolonu a mobilni faze zménéna na 75%
acetonitril a 25% vodny roztok mravenci kyseliny 3.0 mM. Tok vychazejici z analytické
kolony je zpomalen tak, aby prochdzelo do hmotnostniho spektrometru pouze 50% eluatu.
Elué¢ni faze na analytické koloné probiha soucasné s vyrovnavaci fazi na extrakéni koloné¢,
kterd je promyvéana gradientem mobilni faze (100% aZ 10% acetonitrilem) a ustalovana
mobilni fazi stejného sloZeni jako pfi extrakei.

Retenéni ¢asy SV, SVA, LV a LVA byly 2.06, 1.49, 1.68 a 1.30 min.
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Cerpadla A a C: 3.0 mM kyselina mravenéi ve vodé (mobilni faze A). Cerpadla B a D: 3.0
mM kyselina mravenci v acetonitrilu (mobilni faze B). Ventil byl pfepnut v 0.3 a 1.0 min.
Rychlost toku mobilni faze byla snizena v 0.40 a 2.01 min, aby bylo redukovdno mnoZstvi
odpadu.

Obr. 26. (19).
Hmotnostné spektrometrické podminky.
Hmotnostni spektrometr byl nastaven na pozitivni rezim. Detekovany byly piechody

prekurzorovych iontti [M+H]" na vybrané produkty. m/z 419 — m/z 285 (SV), m/z 437— m/z
303 (SVA), m/z 405 — m/z 199 (LV), m/z 423 — m/z 285 (LVA).

Predpokladané zptsoby disociace prekurzorovych iontd SV a SVA na hlavni produkty
jsou na obr. 27 a 28.
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Obr. 28. Srdzkou indukovand disociace [M+H] " iontu SVA (m/z 437) na hlavni produkty (19).

Srovnanim Q1 spektra SV se spektrem SV A lze nalézt ion m/z 419 protonizovaného SV
nejen ve spektru SV, ale také ve spektru SVA. Tento ion pochazi z postkolonové in-source
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laktonizace SVA. Ztoho vyplyva, ze SVA muze piispivat k m/z 419 — m/z 285 SRM
piechodu pro stanoveni SV, pokud nejsou obé¢ latky chromatograficky rozdéleny. Na obr. 29
jsou SRM chromatogramy SV a SVA lidské plasmy obsahujici 8 ng/ml SV a 72 ng/ml SVA.
Pik 1 na chromatogramu SV je zplsoben in-source laktonizaci SVA ve vzorku. Stejny
problém nastdva pfi stanoveni LV a LVA. Tato in-source spolecné tvorba iontii vyzadujici
chromatografickou separaci byla popsana pro rizné druhy sloucenin. Je tieba si uvédomit, ze
m/z 419 ion je pfitomen nejen v Q1 spektru SVA, ale také ve spektru jejich produkti.
Nicméné m/z 419 signal produktu nebude ovliviiovat SRM kandl pouzivany pro stanoveni SV
1 pfes absenci chromatografické separace téchto latek, nebot’ mezi SRM kanaly neexistuje
cross-talk.
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Obr. 29. (A) SRM chromatogram SV (m/z 419 — m/z 285 kandl) ziskany ze vzorku lidské
plasmy obsahujici SV a SVAV koncentracich 8 ng/ml a 72 ng/ml. Pik 1 je zpusoben in-source
laktonizaci SVA ve vzorku. Pik 2 pochézi ze SV.

(B) SRM chromatogram SVA (m/z 437— m/z 303 kandl) ziskany z lidské plasmy. Pik 3
pochazi ze SVA (19).

V Q1 spektrech analyti a vnitinich standarda byly piftomny také ionty [M+NH,]" a
[M+Na]" piestoze mobilni faze neobsahovala zndmé zdroje amonnych & sodnych ionti.
Odpovéd’ detektoru je ovlivnéna nejen sloZenim mobilni faze (napf. octan amonny), ale také
teplotou vyhiivané kapilary. Byly zvoleny takové podminky, aby byl preferovan vznik
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[M+H]" ionté. Je tieba zdiiraznit vliv piitomnosti [M+NH,4]" iontt vedle [M+H]" ionti v Q1
spektrech analytti SV a SVA, jejichz molekulové hmotnosti se li§i pouze o 18 Da (hmotnost
vody). [M+H]" ionty SV a SVA jsou detekovany v m/z 419 a m/z 437. [M+NH,]" ionty SV a
SVA jsou detekovany v m/z 436 a m/z 454. Tzn., ze [M+NH,4]" ionty SV m/z 436 pfispivaji (
a tudiz interferuji) se stanovenim SVA se SRM piechodem m/z 437 — m/z 303, nebot’ se lisi
jen o jednu jednotku. Na tuto mozZnost interference by m¢l byt bran zietel, pokud Q1 spektra
analytd ve formé laktonti a hydroxykyselin obsahuji [M+NH4]" i [M+H]" ionty a pokud jsou
[M+H]" ionty pouzity jako prekurzory pro stanoveni obou analyti.

Uprava vzorku zahrnuje jednoduché odebrani alikvotnich vzorkd plasmy do vialek
autosampleru, pfidani roztoku vnitiniho standardu, homogenizaci a centrifugaci. Poté jsou
vzorky pfimo nastfikovany do systému a on-line purifikovany. Podstata tohoto LC-MS-MS
systému byla popsana vyse.

Typické SRM chromatogramy LOQ vzorkl jsou na obr. 30. Metoda je velmi specificka,

odpovédi v retencnich ¢asech analytl byly vyrazn€ niz8i u blank vzorkl ve srovnani s LOQ
vzorky. Byl dosazen nejnizsi limit stanoveni (LOQ) 0.5 ng/ml pro kazdy analyt.
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Obr. 30. SRM chromatogramy lidské plasmy obsahujici SV a SVAV koncentracich 0.5 ng/ml a
vnitrni standardy LV a LVA v koncentracich 50 ng/ml. (A) kanal SV (m/z 419 — m/z 285).
(B) kanal SVA (m/z 437— m/z 303) (19).
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Zaver.

Metoda je piesna, spravna, citliva a specifickd. Byla validovana za pfisnych podminek
s pouzitim né¢kolika sad kontrolnich vzorkt obsahujicich rovnéz koncentrace SV a SVA
nezahrnuté do kalibracni kiivky. Zvolenim vhodnych podminek ( nizké teplota a kyselé pH

plasmy) byla sniZzena ex vivo hydrolyza SV na SVA na < 1.0%. Celkovy cas analyzy 2.5 min
byl dostacujici pro chromatografické rozdéleni SV od SVA a LV od LVA. (19).
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2.6.2.7 Stanoveni simvastatinu a jeho aktivniho metabolitu v lidské
plasmé metodou HPLC technikou prepinani kolon s fluorimetrickou
detekcei po derivatizaci 1-bromacetylpyrenem

Hisao Ochiai, Naotaka Uchiyama, Kazuhide Imagaki, Shunsuke Hata, Toshio Kamei (20)

Byla vyvinuta vysoce citliva a selektivni metoda stanoveni simvastatinu (I, B-hydroxy-
d-laktonova forma) a hydrolyzovaného metabolitu (II, B,5-dihydroxy-kysela forma molekuly
I) vlidské plasm¢ s pouzitim derivatizace a techniky piepinani kolon. Vzorky plasmy
S vnitinim standardem byly pfeneseny na Cg SPE kolonu. Slouceniny I a II byly z plasmy
extrahovany oddélen¢ do dvou frakci. Sloucenina | v jedné z frakci byla hydrolyzovana na II.
Sloucenina II vobou frakcich byla pievedena esterifikaci s 1-bromacetylpyrenem
Vv piitomnosti molekuly crownetheru na fluoreskujici derivat. Takto ziskany pyrenacylester
slouceniny II byl pfecistén na koloné s pevnou fazi tvofenou kyselinou fenylboritou (PBA) a
stanoven metodou HPLC s piepinanim kolon a fluorimetrickou detekci. Kalibra¢ni kiivky pro
ob¢ slouceniny byly linearni v koncentraénim rozmezi 0.1-10 ng/ml. Limit stanoveni (LOQ)
obou analytli byl 0.1 ng/ml. Tato zkuSebni metoda je dostatecné citliva a selektivni pro méteni
koncentraci sloucenin I a II v plasmé pfi klinickych studiich.

Absorpce UV zafeni slouceninami I a II neni dostate¢na pro jejich detekci v plasmé,
proto musi byt do jejich molekuly vélenén chromofor. Pomoci této derivatizace je HPLC
metoda dostate¢né citliva a selektivni pro stanoveni I a II. Fluorescen¢ni derivat vznikl reakci
karboxylové skupiny s 1-bromacetylpyrenem. Za tGcelem popsani farmakokinetiky I a II je
vyzadovan limit stanoveni (LOQ) 0.1 ng/ml. K dosazeni takového LOQ je nutnd ucinna
metoda CiSténi vzorku. Slouceniny I a II byly oddéleny na Cg SPE koloné a ob¢ frakce byly
prevedeny na sul karboxylové kyseliny. Pyrenacylester slouc¢eniny II (III, obr. 31) byl
pfipraven pomoci 1-bromacetylpyrenu v piitomnosti molekuly 18-crown-6-etheru. Aby byly
derivaty dikladné izolovany od interferujicich latek, byla provedena purifikace na SPE
koloné tvofené kyselinou fenylboritou (PBA) a stanoveni HPLC metodou s technikou
piepinani kolon.

o QOCH,CO-pyrene

1) KC04
21 |-bromoacetylpyrene

1} KHCOy
II%WIDYM
I (and V) —=mbet
R=CH3: ()
=CH2CH3: (V1)

Obr. 31. Derivatizace na fluorescenc¢ni produkt (20).
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Priprava vzorku.

Vzorky plasmy byly uchovavany pii -80 °C do analyzy. Po ptidavku vnitiniho standardu
k1 ml plasmy byl vzorek pfenesen na SPE Cg kolonu aktivovanou methanolem a vodou.
Kolona byla promyta smési acetonitrilu a vody (1:9, v/v) a poté smési methanolu a vody (3:7,
v/v). Slouceniny II a V byly eluovany smési methanol-voda (6:4, v/v; kyseld frakce).
Slouceniny I a IV byly poté eluovany acetonitrilem (laktonova frakce). K frakci obsahujici I a
IV byl pfidan uhli¢itan draselny (20 mM, 0.1 ml). Ke kyselé frakci obsahujici II a V byl
pfidan hydrogenuhli¢itan draselny (20 mM, 0.1 ml). Frakce byly odpafeny do sucha a
vysuSeny v atmosféfe vakua po 30 min. Laktonové formy byly hydrolyzovany na
odpovidajici draselné soli kyselin. Poté byly ob¢ frakce zvlast’ upraveny stejnym zptisobem:
byl ptidan roztok 1-bromacetylpyrenu v DMF (N,N-dimethylformamid) a roztok 18-crownu-6
v DMF. Po zreagovani slozek byl ptidan tricthylamin-acetonitril (1:9, v/v), aby byly derivaty
ucinné zachyceny na PBA SPE koloné. Roztok byl pfenesen na PBA SPE kolonu a po
promyti methanolem a acetonitrilem byly derivaty eluovany smeési propylenglykolu a
acetonitrilu (4:6, v/v). Eluat byl ziedén vodou a pienesen na Cig SPE kolonu aktivovanou
acetonitrilem a vodou. Po promyti kolony smési acetonitril-voda (7:3, v/v) byly derivaty
eluovany acetonitrilem. Eluat byl zakoncentrovan a odparek rozpustén ve smeési acetonitril-
voda (7:3, vIv).

HPLC systém.

Na obr. 32 je schematické znazornéni systému piepinani kolon. Separace se uskute¢nila
na dvou ruznych kolonach. Vzorek byl aplikovan na Varian Bondesil CH analytickou kolonu
(150 x 4.6 mm L.D.,velikost ¢astic 5 um) a promyt mobilni fazi obsahujici methanol a vodu
(80:20, v/v). Mezi 12.5 a 17.5 min byl tok mobilni faze nasmérovan na analytickou kolonu
Capcell Pak Cijg (UG120, 150 x 4.6 mm LD., velikost ¢astic 5 um, Shiseido, Tokyo,
Japonsko) prepnutim ventilu. Tim byla pfenesena hlavni frakce obsahujici analyt (Ill) a
vnitini standard (V1). Poté byl ventil pfepnut zpét do ptivodni polohy a separace derivatu byla
dokoncena na analytické koloné s pouZitim mobilni faze obsahujici acetonitril a vodu
vV poméru 80:20, v/v. Mezitim byla pfedkolona promyvéana methanolem po dobu 10 min, aby
byly odstranény pozd¢ se eluujici soucasti, a poté ustalovana za piivodnich podminek 6 min.
Teplota kolony byla udrzovana na 40°C. Fluorimetricky detektor byl nastaven na excitacni
vlnovou délku 360 nm a emisni vinovou délku 430 nm. Celkovy Cas analyzy byl 35 min.

waste

Obr. 32. Schematické zndzornéni HPLC systému s prepinanim kolon:
MP — mobilni faze, P1-3 — ¢erpadlo, AS — autosampler, V — ptepinaci ventil, C1 — Bondesil
CH kolona, C2 — Capcell pak C;5 kolona, D — fluorimetricky detektor (20).
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Derivatizace.

Byla pouzita derivatizace na fluorescenéni produkty , nebot’ intenzita absorpce molekul
I a Il je nizka. 1- bromacetylpyren je ¢asto pouzivan pii derivatizaci karboxylovych kyselin;
obsahuje pyrenovy chromofor majici vysokou intenzitu fluorescence. Reakci draselné soli 11
s 1-bromacetylpyrenem v pfitomnosti katalyzatoru 18-crown-6 vznikne produkt I1lI.
Fluorescen¢ni spektrum tohoto produktu ma maximalni excita¢ni vinovou délku pii 360 nm a
emisni vlnovou délku 430 nm. Pro dosazeni optimélnich podminek derivatizace byly
testovany rizné podminky. Reakce probihala dostate¢né rychle i pti pokojové teploté.
Maximalni koncentrace produktu bylo dosazeno za 30 min. Jako rozpoustédlo byl zvolen
DMF, nebot’ pfi pouziti jinych rozpoustédel (acetonitril, tetrahydrofuran, aceton) byl ziskan
nizs§i vytézek. Také byl hodnocen vliv koncentrace 1-bromacetylpyrenu a 18-crownu-6 na
vytézek reakce. Koncentrace téchto latek rovné a vyssi nez 10 mM poskytly dobré vysledky.
Derivat v kone¢né reak¢ni smési byl stabilni nejméné po 2 h pii pokojové teploté.

Cisteni vzorku na SPE koloné tvorené PBA pevnou ficzi.

Blizko piku latky III bylo eluovdno mnoho interferujicich slozek. Tyto slozky byly
povazovany za vysledné produkty reakce endogennich karboxylatt s 1-bromacetylpyrenem.
Pokusy odstranit tyto interference béznou extrakci na pevnou fazi pfed HPLC analyzou
nebyly uspésné. Kyselina fenylboritd (PBA) je schopna tvofit cyklické slou¢eniny typu 1,3-
dioll. Po pfeneseni reakéni smési na SPE kolonu tvofenou PBA byl piebytec¢ny 1-
bromacetylpyren a latky, které nemohou tvofit cyklické boritany, selektivné vymyty
methanolem a acetonitrilem. Pii promyvéani byly derivaty majici 1,3-diolovou cast
zachycovany na pevné fazi. Poté byly tyto derivaty eluovany smeési propylenglykolu a
acetonitrilu (40/60, v/v). Propylenglykol byl pouzit proto, aby nedochazelo k hydrolyze
esterové ¢asti molekul. Propylenglykol $tépi cyklické vazby mezi kyselinou fenylboritou
tvotici pevnou fazi v koloné a slouceninou III. Protoze eluat je obtizné¢ odpatitelny vzhledem
k vysoké teploté varu propylenglykolu (187 °C), byla pouzita SPE Cig kolona k jeho
odstranéni.

Metoda HPLC s technikou prepinani kolon.

Bylo testovano ngkolik analytickych kolon jako Cig, PH, CH a CN v kombinaci
s mobilnimi fazemi methanol-voda nebo acetonitril-voda. Kombinace Cig kolony s mobilni
fazi acetonitril-voda poskytla ostry pik latky III, ale nebyla dosaZena kompletni separace od
interferujicich latek. Na druhé strang, pouziti CH kolony a mobilni faze methanol-voda
umoznilo slozky uc¢inné oddélit, ale pik III nebyl ostry. Aby byly vyuzity vyhody obou
separacnich systémi, byly zkombinovany pomoci techniky pfepinani kolon. Tok mobilni faze
obsahujici derivaty analyti a vnitinich standardi byl nasmérovan z CH kolony na Cig
kolonu.V disledku byla III kompletn€ oddélena od endogennich latek a poskytla ostry pik.

Aplikace metody.

Metoda byla aplikovana pii stanoveni hladin I a II v lidské plasm& po peroralnim
podani.
Primérné plasmatické koncentrace I a II po jednordzové perordlni davce 20 mg I u tfi
dobrovolnikti jsou znazornény na obr. 33. Primérné Cmax I a II dosahly hodnot 4.14 a 4.11
ng/ml.

80



10 « 1
[ [n]

i} 4 8 12 16 20 24
Time after dosing  (h)

Flasma concentration of [ and II  (ngfml)

Obr.33. Plasmatické koncentrace I (simvastatinu) a Il (simvastatin hydroxykyseliny) po
peroralnim podani 20 mg I u ti'i zdravych dobrovolnikii (20).

Zaver.

Metoda HPLC stanoveni I a Il v lidské plasmé je selektivni a vysoce citlivd. Vyuziva
techniky pfepinani kolon, derivatizaci 1-bromacetylpyrenem a fluorimetrickou detekci
produktu. Pouziti pevné faze tvofené PBA v procesu ¢isténi vzorku vyznamné eliminovalo
mnozstvi interferujicich latek endogenniho materidlu. Nasledna HPLC separace s technikou

pfepinani kolon umoznila detekci pyrenacetylesterti analytii. Byl dosazen limit stanoveni 0.1
ng/ml pro oba analyty (20).
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2.6.3 Fluvastatin
[R*,S*-(E)-]-(£)-7-[3-(4-fluorofenyl)-1-(methylethyl)-1H-indol-2yl]-3,5-dihydroxy-6-
heptenova kyselina, sodna siil.

F
/N OH OH
= ;\HM/‘[\/I\/CO‘E.‘JJ
.—#N\(C'ﬂ
CH3

2.6.3.1 Klinicka farmakokinetika

Fluvastatin je sodna sil [R*,S*,-(E)]- (£)-7-[3(4-fluorofenyl)-1-(methylethyl)-1H-indol-
2yl]-3,5-dihydroxy-6-methyl-6-heptanové kyseliny. Asymetrické uhliky v polohach 3 a 5
postranniho fetézce heptanové kyseliny poskytuji 2 mozné diastereoisomery, tj. erythro a
threo formu. Lékové formulace obsahuji erythro-formu sloZenou z racemické smési dvou
stereoisomert (+)-3R,5S a (—)-3S,5R, nicméné inhibicni aktivita je 30 krat vyssi u (+)-3R,5S
enantiomeru. Vysledky studii potvrdily, Ze vychytavani enantiomert fluvastatinu do cilovych
tkani (jatra) maze byt stereoselektivni. Okolo 90% peroralni davky fluvastatinu (FV) je ze
stieva absorbovano, ale biodostupnost je nizka (19% pfi podani 2 mg a 29% pfi podani 10
mg) vzhledem K presystémové eliminaci. Zavislost biodostupnosti na davce lze vysvétlit
satura¢ni kinetikou prvniho prichodu jatry (22) Na rozdil od ostatnich statinti je jeho absorpce

snizena s jidlem, zvlasté tu¢nym. Na farmakologicky t¢inek vSak nema tento fakt vyznamny
vliv (29).

Vazba enantiomeri FV na plasmatické proteiny je vyssi nez 99%, distribu¢ni objem FV
u zdravych jedinct je 0.42 1/kg a elimina¢ni polocas 0.7-1.0 h (22).

Eliminace FV je vyhradné zavisla na metabolismu, hlavnim degrada¢nim enzymem je
CYP2C9 (22).Diky této isoform& metabolizujiciho enzymu ma fluvastatin nizky interakcni
potencidl; nejvyznamnéjsi je 1ékova interakce s diklofenakem. Pro tyto vyhodné vlastnosti si
fluvastatin udrzuje své misto v terapii u dialyzovanych pacientt (29).

FV je hydroxylovan na indolovém kruhu v polohdch 5 a 6 a/nebo je odStépena
isopropylova  skupina (obr. 34). Pfevazujicim metabolitem v plasmé¢ je N-
desisopropylpropionat, ktery je inaktivni. 5-hydroxy a 6-hydroxy FV maji inhibi¢ni aktivitu,
ale jejich koncentrace v plasmé jsou extrémné nizké (22).
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Obr. 34. Metabolismus fluvastatinu u clovéka (22).

2.6.3.2 Prehled analytickych metod

Metody stanoveni fluvastatinu Vv biologickém materidlu spocivaji pfevazné na HPLC
separaci a fluorimetrické detekci: Kalafsky et al. (25); Toreson a Eriksson (24); Lanchote et
al.(22); Al-Rawithi et al.(26). Toreson a Eriksson provedli stereoselektivni analyzu
fluvastatinu v lidské plasmé po extrakci do kapaliny. Separace prob&hla na stacionarni
chiralni fazi kolony Chiralcel OD-R [tris(3,5-dimethylfenyl)karbamat celulosy na silikagelu].
Lanchote et al. vyvinuli analytickou metodu stanoveni enantiomerti fluvastatinu v lidské
plasmé aplikovatelnou na kinetické studie sledujici dostupnost 1éciva podavaného
v racemické formé (22). Pouze jedna metoda je zalozena na HPLC separaci s UV detekci:
Nakashima et al. (23). Leis et al. (21) stanovili fluvastatin metodou GC, ktera vyuziva vyhod
detekce hmotnostni spektrometrie v kombinaci s v¢lenénim stabilniho isotopu, a tudiz je
vysoce citliva a specificka (21). V 1ékovych formach je fluvastatin také stanovovan kapilarni
elektroforézou: Dokrukol-Ak D et al. (41).
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2.6.3.3 Kvantitativni stanoveni fluvastatinu v lidské plasmé metodou
GC/NICI-MS s pouzitim vnitiniho standardu [*°O,]-fluvastatinu

Hans Jorg Leis, Werner Windischhofer (21)

Pfedstavovand metoda stanoveni fluvastatinu v lidské plasmé je citlivd a specificka.
Lécivo bylo izolovano z plasmy extraktivni alkylaci pentafluorobenzylbromidem (PFBBr) a
poté derivatizovano na bis(trimethylsilyl)derivat. [1802]-F luvastatin byl pfipraven
z neznacené¢ho fluvastatinu a pouzit jako vnitini standard. Plynova chromatografie/
hmotnostni spektrometrie za podminek chemické ionizace a detekce negativnich ionti byla
pouzita pro méfeni iontovych spekter ( m/z 554.26 a 558.26 pro analyt a vnitini standard).
Kalibra¢ni kiivka byla linearni v rozmezi 2 - 512 ng/ml plasmy. Isotopem znaceny standard
vykazoval za analytickych podminek stabilitu.

Cilem této metody tedy bylo vyvinout citlivou metodu stanoveni fluvastatinu v lidské
plasmé zalozené na plynové chromatografii (GC)/MS a navic vypracovat strategii pro stabilni
znaceni fluvastatinu.

Extraktivni alkylace a silylace.

Acetonitrilovy roztok (50 ul) obsahujici 53 ng vnitiniho standardu byl odpipetovan do
zkumavky s 0.5 ml plasmy. Po kratkém protiepani bylo pfidano 50 ul NaOH 3 M a 250 pl
roztoku hydrogensiranu tetrabutylamonného (TBAHSO4; 0.1 M ve vod¢). Poté bylo pfidano
1.5 ml roztoku PFBBr (0.25% v toluenu/ethylacetatu, 1:1, v/v) a smés intenzivné michana 10
min. Po centrifugaci byla organickd vrstva premisténa do Cisté zkumavky a rozpoustédlo
odpateno. Odparek byl rozpustén v 70 ul MSTFA (N-methyl-N-/trimethylsilyl/
trifluoroacetamidu) v pyridinu (2:1, v/v, obsahujici 1% trimethylchlorosilanu), vzorek
homogenizovan a ptenesen do autosampleru. Vialky byly uzavieny a skladovany pii -20°C.

Plynova chromatografie/hmotnostni spektrometrie.

Byl pouzit plynovy chromatograf Finnigan TRACE 8000 spojeny s hmotnostnim
spektrometrem Finnigan TRACE (ThermoQuest, Viden). Chromatograf obsahoval kapilarni
kolonu BPX5 (15 m x 0.25 mm i.d., SGE). Injektor byl udrZzovan na teploté¢ 280°C. Jako
nosny plyn bylo pouzito helium s konstantni priatokovou rychlosti 1.5 ml/min. Teplota v prvni
minuté 180°C byla postupné zvySovana stalou rychlosti na 310°C a udrzovéna po 2 h. NICI
(negative ion chemical ionization) byla provedena pfi elektronové energii 70 eV a vystupnim
proudu 0.250 A.

Validace analytické metody.

Kalibra¢ni kfivka byla pfipravena zméfenim vzorkl blank plasmy obsahujici naleZzité
mnozstvi methanolického roztoku fluvastatinu s vyslednou koncentraci 2 - 512 ng/ml.
Extraktivni alkylace a silylace.

Extrakce amfoternich sloucenin nesoucich zasadité a kyselé funkéni skupiny z vodného

prostiedi miize byt slozita, nebot” karboxylové skupiny vyzaduji kyselé prostiedi, které neni
pfiznivé napt. pro aminoskupiny. Reakce s TBAHSO, umoznila extrakci do organické faze
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pii alkalickém pH. Fluvastatin dale reagoval s PFBBr po dobu 10 min. Derivatizace s PFBBr
neovlivnila intenzitu signdlu a nasledujici silylace neméla za nasledek vznik per-TMS
derivatu (kompletné trimethylsilylovaného derivatu), jak se ptfedpokladalo u metody EI-
GC/MS, kde byla naznaCena kompletni pfeména na ester PFB. Trimethylsilylace byla
kvantitativni, a prodlouzeny reakcni ¢as ani zvySena teplota nezptsobily zvySeni intenzity
signalu. Proto tento postup poskytuje ucinny zptsob soucasné extrakce a derivatizace analytu
Z lidské plasmy za mirnych podminek. Kromé toho je alkalické prosttedi ptiznivé co se tyce
mozné zpétné konverze °0-znateného vnitfniho standardu. Po derivatizaci na PFB ester je
isotopové znaceni zablokovano a mohou byt voleny dalsi podminky analyzy podle potieby.

Plynova chromatografie/hmotnostni spektrometrie.

PFB estery poskytuji specifické odpovédi za NICI-MS podminek. Tvorba resonan¢né
stabilizovaného karboxylatového aniontu po zachytu elektronu je upfednostnéna, pfi¢emz tyto
karboxylatové ionty vznikaji v mimofadné velkém poctu. PFB ester TMS etherovy derivat
fluvastatinu vykazuje podle ocekévani NICI hmotnostni spektrum s omezenou fragmentaci,
kde dominuje karboxylatovy ion m/z 554. Tato vlastnost je vyhodna pro kvantitativni
stanoveni diky vysoké citlivosti. Jediné fragmentarni ionty vyskytujici se s malou intenzitou
vznikly ztratou neutralniho trimethylsilanolu vedouci k m/z 464 a 374. Podle ocekavani byly
m/z hodnoty [*®0,]-fluvastatinu posunuty o 4 amu (obr. 35).

I pfes komplexni matrici, ve které se 1é¢ivo nachazelo, vykazoval vybrany derivat
fluvastatinu vynikajici chovani béhem GC analyzy, piky byly symetrické. Derivat fluvastatinu
byl eluovan v 5.57 min. Celkovy ¢as analyzy jednoho vzorku byl 10 min ( chlazeni,
ustalovani rovnovéahy). Pik v retenénim case fluvastatinu pfi nastfiku blank plasmy pochazel
Z nezna&enych soudasti vnitiniho standardu a odpovidal koncentraci 0.6 ng ml™.
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Obr. 35. NICI hmotnostni spektra nativniho (4) a [1802] znaceného (B) fluvastatinu po
derivatizaci na pentafluorobenzylester-bis(trimethylsilyl)ether (21).

Validace analytické metody.

Kalibraéni kiivky byly linearni v rozmezi koncentraci 2 az 512ngml™ plasmy
S pouzitim 53 ng vnitiniho standardu; korela¢ni koeficient mél hodnotu 0.9992-1.0000
(n =5). Detek¢ni limit hmotnostniho spektrometru byl 1 pg pfi poméru signalu k Sumu 4:1.
Pro rutinni méfeni byl LOQ nastaven na 2ngml™ plasmy vzhledem k potfebam
farmakokinetickych studii, ale limit detekce pod 1 ng ml™ je snadno dosazitelny.

Zaver.

Metoda poskytuje presné a spravné vysledky piedevsim diky omezené fragmentaci za
NICI podminek a charakteristickym vlastnostem PFB esteru (zachyt elektronu) v kombinaci
se stabiln€ znaCenym vnitinim standardem.

V porovnani s metodami s fluorimetrickou detekci, pouziti stabilné znac¢eného vnitiniho
standardu zvySuje specificnost a citlivost MS detekce, ¢imz jsou kompenzovany ztraty pti
zpracovani vzorku a derivatizaci. LOQ 2 ngml™ je srovnatelny s vysledky jinych metod
stanoveni fluvastatinu. Vzhledem k nizkému limitu detekce pouZité metody mize byt dosazen
LOQ niz&i nez 1 ng ml™ (21).
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2.6.3.4 Stereoselektivni analyza fluvastatinu v lidské plasmé pro ucely
farmakokinetické studie

Vera Lucia Lanchote , Adriana Rocha , Flavio Ulliana Vieira de Albuquerque , Eduardo
Barbosa Coelho , Pierina Sueli Bonato (22)

Fluvastatin je dostupny jako racemicka smés (+)-3R,5S a (—)-3S,5R stereoisomerd,
piestoze inhibi¢ni aktivita je pfevazné¢ dana (+)-3R,5S isomerem. Cilem této studie bylo
stanovit hladiny isomert fluvastatinu v lidské plasmé. Vzorky plasmy byly eluovany na
koloné¢ LCig Supelclean (Supelco). Kolona byla promyta vodou a acetonitrilem, poté byly
analyty eluovany methanolem obsahujicim 0.2% diethylamin. (+)-3R,5S a (—)-3S,5R isomery
byly oddéleny na kolon¢ Chiralcel OD-H s chirdlni fazi a detekovany fluorimetricky (A ex 305
nm; A gm 390 nm). Limit stanoveni byl 0.75 ng pro oba isomery/ml plasmy; odezva detektoru
byla linearni do koncentrace 625 ng/ml. Hodnota relativni standardni odchylky byla nizs§i nez
10% a vytéznost vyssi nez 80% pro oba enantiomery. Aplikace metody na stereoselektivni
studii farmakokinetiky fluvastatinu po jednordzovém perordlnim podani (Lescol, 20 mg)
potvrdila stereoselektivitu. V plasmé byly nalezeny vyssi hladiny (—)-3S,5R isomeru (Cpax
92.4 vs. 60.3 ng/ml, AUC % 133.3 vs. 97.4 ng h/ml, CI/f 150.2 vs. 205.2 I/h a V¢/f 4.4 vs.
6.0 I/kg) oproti (+)-3R,5S isomeru.

Pristrojové vybaveni.

Pro extrakci byly pouzity LCig Supelclean kolony (Supelco, Bellefonte, PA, USA) a
SPE extraktory Aspec XL (Gilson Medical Electronics, Villiers-le Bel, Francie).
Chromatograficky systém tvofil chromatograf Shimadzu (Kyoto, Japonsko) vybaveny LC-10
AS cerpadlem a FR 551 fluorimetrickym detektorem pracujicim pfi excitacni vlnové délce
305 nm a emisni vinové délce 390 nm.

Extrakce na pevnou fazi a chirdlni separace.

LC;g extrakeni kolona byla aktivovana methanolem a poté stejnym mnozstvim vody. Po
centrifugaci byly vzorky davkovany na kolonu a promyty postupné vodou a acetonitrilem.
Fluvastatin byl eluovan 0.2% roztokem diethylaminu v methanolu. Alikvotni podily byly
odpafeny do sucha a odparky rozpustény ve smési hexan-ethanol (9:1, v/v).

Separace enantiomer byla provedena na kolon¢ Chiralcel OD-H 150 x 4.6 mm (Chiral
Technologies, Exton, PA, USA). Mobilni faze byla tvofena smé&si hexan-ethanol (9:1, v/v)
obsahujici 0.2% kyselinu trifluoroctovou.

Ptiprava vzorku a separace byla provedena pod zdrojem Zlutého SVétla.

Vysledky.

Enantioselektivni  studie farmakokinetiky 1é¢iv  vyZaduje analytickou metodu
umoznujici rozliSit chirdlni formy a majici zaroven limity stanoveni kompatibilni s nizkymi
plasmatickymi koncentracemi téchto enantiomerd.

Enantiomery plasmatického fluvastatinu byly pfimo odd€leny na kolon& Chiralcel OD-
H (obr. 36). Potadi, ve kterém byly enantiomery eluovany, tedy(—)-(3S,5R) a (+)-(3R,5S),
bylo odvozeno ze studie autorid Toreson a Eriksson (24). Frakce eluované z Chiralcel OD-H
kolony byly oddélen¢ vlozeny na kolonu Chiralcel OD-R (mobilni faze obsahovala
acetonitril-0.1 M fosfatovy pufr o pH 3, 40:60, v/v). Na této koloné byly eluovany v poradi
(—)-(3S,5R) a (+)-(3R,5S) s reten¢nimi ¢asy 29.7 a 31.4 min. Na kolon¢ Chiralcel OD-H byly
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analyty stanoveny s reten¢nimi Casy 10 a 12 min. Pii analyze blank plasmy nebyly
detekovany latky interferujici se stanovenim fluvastatinu.

| 3 10 15 Ik -] 10 15 { 5 10 15

Obr. 36. Chromatogram (A) vzorku blank plasmy (B) vzorku plasmy obsahujici racemicky
fluvastatin v koncentraci 50 ng/ml (C) vzorku plasmy 1.5 h po podaini racemického
Sfluvastatinu, pik 1 (—)-(3S,5R) fluvastatin, pik 2 (+)-(3R,5S) fluvastatin (22).

Vytéznost po extrakci na Ci;g SPE cartridge a eluci methanolem s obsahem 0.2%
diethylaminu byla vy$si nez 80%. Podobnych vysledkti dosahli Toreson a Eriksson (24)
s pouzitim LLE do methyl-terc-butyletheru pti pH 6.5 po precipitaci proteinli acetonitrilem.
Toreson a Eriksson (24) popsali extrakci fluvastatinu na C, cartridge on-line spojenou
s analytickou kolonou s vytéznosti 90%.

Limit stanoveni 0.75 ng/ml pro oba enantiomery umoZziuje aplikaci metody na
farmakokinetické studie biodostupnosti po jednorazovém podéani. Metodu lze povazovat za
vysoce selektivni vzhledem k pouZiti techniky SPE a fluorimetrické detekce umoZiujici
stanoveni fluvastatinu v kombinaci sjinymi léCivy. Studie potvrzuje, Ze neexistuji
interference mezi fluvastatinem a jinymi souCasné¢ poddvanymi léCivy, jako analgetika-
antipyretika, NSAID, antihypertenziva, antiarytmika, antimikrobidlni latky, latky pasobici na
centralni nervovy systém, antiasthmatika (viz Tab. 5). Mezi dal$i vyhody patii automatizace
metody s naslednym zkracenim doby analyzy na 13 min.
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Tab. 5. (22).

Selectivity study: analysis of fluvastatin enantiomers in plasma

Concentration Retention time

(pg/ml) {min)
(—=)-(35.5R)-Fluvastatin 250 10.15
(+)-(3R.55)-Fluvastatin 250 12 38
Benzydamine 250 3093
Clomipramine 250 B7
Metoclopramide 250 2531
Propranolol 250 7.30 and 33 85
Quinidine 250 6.21

Not detected during the 0-60 min mterval: acetammnophen,
aminopyrine, amiodarone, atenolol, captopril, carbamazepine,
clobazam, chlorpromazine, dapsone, digoxin, etidocaine,
phenacetin, lidocaine, nitrazepam. propafenone, sotalol, theophyl-
line, tmipramine, verapamil.

Metoda byla pouzita v enantioselektivni studii biodostupnosti fluvastatinu podaném
dobrovolnikovi jednordzové p.o. vracemické form¢ v davce 20 mg. Farmakokinetické
parametry jsou shodné s udaji v literatufe. (—)-(3S,5R) enantiomer vykazoval vyssi hodnoty
Ciax @ AUC™™ a niz§i hodnoty celkové clearance (obr.37). Pomér plasmatickych koncentraci

AUC™™ (-)-(3S,5R)/AUC™

Vv
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(+)-(3R,5S) byl 1.4 ve prospéch (—)-(3S,5R), kterému je

Obr. 37. Plasmatické koncentrace enantiomeri fluvastatinu po p.o. podani 20 mg racemdtu

(22).

Zaver.

Metoda je jednoducha, rychla a reprodukovatelna. Limit stanoveni pro oba enantiomery

0.75 ng/ml umoznuje aplikaci metody v klinickych studiich (22).
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2.6.3.5 Stanoveni fluvastatinu a jeho péti metaboliti v lidské plasmé
s pouzitim gradientové RP-HPLC metody s UV detekci

Akinori Nakashima , Christoph Saxer , Miyuki Niina , Naoki Masuda , Kazuhide lwasaki ,
Kotaro Furukawa (23)

Byla validovana jednoduchda RP-HPLC metoda stanoveni fluvastatinu (FV) a péti
metaboliti (obr. 38), (M-2, M-3, M-4, M-5 a M-7) v lidské plasmé& dosahujici limitu
stanoveni 10 ng/ml. Ze stabilitnich studii vyplynulo, Ze FV a metabolity jsou stabilni v lidské
plasmé nejméné jeden mésic pti skladovaci teploté — 30 °C.
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Obr. 38. Chemické struktury fluvastatinu a metabolitii (23).

V lidské plasmé byly detekovany metabolity S-hydroxy FV (M-2), 6- hydroxy FV (M-3)
a des-isopropylpropionatovy derivat FV (M-4), derivaty M-2, M-3 a M-5 pievazovaly ve
stolici. Podle in vitro studii je FV metabolizovan mikrosomalnimi enzymy jater na M-2, M-3
a des-isopropyl FV (M-5).

FV a metabolity maji inhibi¢ni efekt na NADPH indukovanou peroxidaci lipidi.
Inhibi¢ni efekt M-2, M-3 a M-5 je silnéjsi neZ efekt samotného FV. M-4 a M-7 také inhibuji
peroxidaci lipidii, ale méné nez FV. FV a metabolity byly analyzovdny na dvou
chromatografickych systémech vzhledem k velkym rozdilim v hydrofilit¢ stanovovanych
molekul. Sest slou¢enin bylo rozdéleno do dvou skupin. M-2, M-3 a M-5, tedy vice hydrofilni
slouCeniny, byly analyzovany v syst¢tmu 1. M-4, M-7 a FV byly stanoveny v systému 2.
Metodu Ize aplikovat na in vivo a in vitro studie antioxidacnich G€inki FV a jeho metaboliti.
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Jako vnitini standardy byly pouzity benzofenon a 9-kyananthracen (obr.39).

O+0O 0

Benzophenone 9-Cyanoanthracene

Obr. 39. Chemické struktury vnitinich standardii (23).
Chromatograficky systém.
Systém 1 (stanoveni M-2,M-3 a M-5).

Systém 1 byl tvofen z Cerpadla, integratoru, UV detektoru nastaveného na vinovou
délku 305 nm, L-kolony ODS s reverzni fazi (150 x 4.6 mm L.D., 5 um, Chemicals Evaluation
and Research Institute, Fukuoka, Japonsko). Teplota kolony byla udrzovana na 40 °C Mobilni
faze A byla tvofena methanolem a mobilni fize B 0.2% vodnym roztokem kyseliny
fosfore¢né. Gradient: 0 min, 55% A; 6 min, 55% A; 14 min, 70% A (linearni gradient od 6 do
14 min); a 14.01 min, 55% A do 20 min (ustaleni ptivodnich podminek).

Systém 2 (stanoveni M-4, M-7 a FV).

Systém 2 byl tvofen z Cerpadla, integratoru, UV detektoru nastaveného na vinovou
délku 305 nm, L-kolony ODS s reverzni fazi (150 x 4.6 mm L.D., 5 um, Chemicals Evaluation
and Research Institute, Fukuoka, Japonsko). Teplota kolony byl udrzovana na 40 °C. Mobilni
faze A byla tvofena methanolem a mobilni faze B 0.2% vodnym roztokem Kkyseliny
fosfore¢né. Gradient: 0 min, 60% A; 15 min, 60% A; 20 min, 90% A (linearni gradient od 15
do 20 min); a 20.01 min, 60% A do 25 min (ustaleni plivodnich podminek).

Priprava vzorku.
Systém 1 (stanoveni M-2,M-3 a M-5).

K 0.5 ml lidské plasmy bylo pfiddno 0.5 ml fosfatového pufru (pH 7) a 0.44 ml
methanolu. Po homogenizaci byl vzorek aplikovan na Oasis HLB cartridge ativovanou
methanolem a vodou. Po vlozeni vzorku byla cartridge postupné promyta fosfatovym pufrem
(pH 7), smési fosfatového pufru a methanolu (95:5), smési fosfatového pufru a methanolu
(70:30) a nakonec vodou. Stanovované slozky byly eluované methanolem. Po piidavku 5%
propylenglykolu v methanolu byl eluat odpafen do sucha dusikem za pokojové teploty.
Odparek byl po ptidavku vnitfniho standardu (roztok benzofenonu v methanolu) rozpustén ve
smési methanol-voda (1:1). Poté byl nastfikovan do systému 1.
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Systém 2 (stanoveni M-4, M-7 a FV).

K 0.5 ml lidské plasmy bylo ptidano 0.5 ml fosfatového pufru (pH 7). Po piidavku 5 ml
diethyletheru byla smés homogenizovana a poté centrifugovana pii 4 °C. Organicka vrstva
byla pfenesena do zkumavky, vodna vrstva byla znovu extrahovana diethyletherem.
Organické vrstvy byly spojeny a smiseny s 5% roztokem propylenglykolu v methanolu. Eluat
byl odpafen do sucha proudem dusiku za pokojové teploty. Odparek byl po piidavku
vnitiniho standardu (roztok 9-kyanoanthracenu v methanolu) rozpustén v methanolu. Poté byl
nastfikovan do systému 2.

Vysledky.

Stanoveni FV a metabolitli v jednom chromatografickém systému piesahovalo Casovy
ramec (120-130 min) zkousky vzhledem k vyraznym rozdilim v hydrofilnich charakterech
sloucenin. Proto byly latky rozdéleny do dvou skupin podle hydrofility na systém 1 (M-2, M-
3 aM-5) asystém 2 (M-4, M-7 a FV) a stanoveny v kratsim Case.

Systém 1 (stanoveni M-2,M-3 a M-5).

Po ziskani UV spekter analytti byla vinova délka detektoru nastavena na 305 nm. S L-
kolonou ODS (150 x 4.6 mm L.D., 5 pm) obsahujici volné silanolové skupiny byly ziskany
ostfe definované piky (obr. 40 A, B). V reten¢nich ¢asech M-2, M-3, M-4 a LS., tedy v 4.7,
7.0, 14.3 a 13.6 min, nebyly nalezeny interferujici piky. Celkovy ¢as jednoho cyklu byl 20
min.

Systém 2 (stanoveni M-4, M-7 a FV).
Po ziskani UV spekter analytii byla vinova délka detektoru nastavena na 305 nm. S L-
kolonou ODS (150 x 4.6 mm 1.D., 5 um) byly ziskany ostré piky (obr. 40 C, D). V reten¢nich

casech M-4, M-7, FV a |.S., tedy v 11.3, 17.1, 12.9 a 14.9 min, nebyly nalezeny interferujici
piky. Celkovy ¢as jednoho cyklu byl 25 min.

92



=
—
e

Intensitiy (V)]
Intarsitiy (V)

0 ¥ T o a 16
Time (rminj Tima (min)

&
=
15
=}

ELUVASTATIN

Iritensity (uV)
s
Intansiliy ()

- . - t
1] -} 18 0 a {4

Tinne {min) Time (man}

Obr. 40. (A) Chromatogram blank plasmy zkousené v systému 1, (B) plasma obsahujici M-2,
M-3, I.S. a M-5 (400 ng/ml), (C) chromatogram blank plasmy zkousené v systemu 2, (D)
plasma obsahujici M-4, FV, 1.S. a M-7 (400 ng/ml) (23).

Stabilita.

Ze stabilitnich studii vyplynulo, Ze se vzorky lze zachazet obvyklym zplisobem bez
zvlastnich opatfeni, aniZ by dochazelo k vyznamnym ztratdm v obsahu analyti.

Zaver.

Metoda stanoveni fluvastatinu a analytl je dostate¢né selektivni, pfesnd, spravna a
linearni v rozmezi koncentraci 10-1000 ng/ml (23).
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2.6.3.6 Stanoveni enantiomeri a racematu fluvastatinu v lidské plasmé
kapalinovou chromatografii s fluorimetrickou detekci

Helena Toreson, Britt-Marie Eriksson (24)

Fluvastatin byl extrahovan z plasmy do methyl-terc-butyletheru pii pH 6.0. Organicka
faze byla odpafena a odparek rekonstituovan ve fosfatovém pufru o pH 6.0 s obsahem
tetrabutylammoniumfluoridu (TBAF) a methanolu (stanoveni racematu) nebo ve smési
acetonitrilu a vody (stanoveni enantiomerd). Vytéznost racematu byla 95%, enantiomera
86%. Limit kvantifikace pro racemat byl 0.5 nmol/l, pro enantiomery 5 nmol/I pfi pouZiti 0.5
ml plasmy. Vzorky byly chromatografovany na Cg koloné (racemat) ¢i na koloné Chiralcel
OD-R (enantiomery) a monitorovany fluorescencni detekci. V achirdlnim systému byla
zvySena citlivost 4-5 krat postkolonovou expozici UV zafeni oproti analyze vyuzivajici
nativni fluorescenci.

Fluvastatin mé v polohéch 3 a 5 fetézce karboxylové kyseliny dva asymetrické uhliky a
je racemickou smési 2 ze 4 moznych stereoisomert (3S, 5R a 3R, 5S). Metoda stanoveni
fluvastatinu ve formé racematu po extrakci do methyl-terc-butyletheru s pouzitim
tetrabutylammoniumfluoridu v mobilni fazi byla jiz diive popsana Kalafskym (25).

Fluvastatin H

Internal standard CHj

Obr. 41. Strukturni vzorce fluvastatinu a vnitiniho standardu (24).

Tato metoda popisuje stanoveni enantiomerti a racematu fluvastatinu a byla aplikovana
na vzorky plasmy v klinickych farmakologickych studiich. Racemat byl doposud stanovovan
u vice nez tisice vzorku, zatimco enantiomery jen u 10% z nich. Optimalizaci podminek byla
ziskdna vytéZznost 95%. Postkolonovou expozici UV =zafeni byla  zvySena citlivost
V achirdlnim systému 4 az 5 krat v porovnani s nativni fluorescenci. Chirdlni systém
umoziuje jednoduchou separaci enantiomeru bez derivatizace.

Chromatograficky systém.

Chromatograficky systém byl slozen z &erpadla LKB Model 2248 (Bromma, Svédsko),
temperovaného autosampleru Perkin Elmer ISS-200 (Jberlingen, Némecko) a fluorescencniho
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detektoru Jasco FP-920 (Tokyo, Japonsko). Excita¢ni a emisni vinova délka byla nastavena na
305 a 390 nm.

Achiralni systém.

Achiralni chromatograficky systém tvofila analyticka kolona Zorbax Rx-C8 (150 x 4.6
mm 1.D., 5 um) od Rockland Technologies (Newport, DE, USA) a pfedkolona Brownlee CN,
(15 x 3.2 mm L.D., 7 um) od Brownlee (Santa Clara, CA, USA). Mobilni fazi tvotil 0.1 M
vodny roztok TBAF-fosfatovy pufr o pH 6.0 (iontova sila, I = 0,1)-methanol (15:25:60).
Teplota kolony byla udrzovana na 40°C. Mezi analytickou kolonu a detektor byla umisténa
fotochemicka reakéni jednotka od ICT (Frankfurt, Némecko) s UV lampou (vinova délka 254
nm).

Chiralni system.

Chiralni systém tvoftila kolona Chiralcel OD-R (250 x 4.6 mm [.D, 10 um) od Daicel
Chemical Industries (Japonsko) a ptedkolona Brownlee Si (15 x 3.2 mm 1.D., 7 um). Mobilni
faze obsahovala acetonitril-fosfatovy pufr o pH 2.5 (I = 0.04) (40:60). Rychlost pritoku
kolonou byla 0.5 ml/min a teplota kolony byla udrzovana na 15°C.

Priprava vzorku.

Fluvastatin i vnitini standard jsou hygroskopické latky citlivé na svétlo, proto byla pfi
zachazeni snimi minimalizovdna expozice vlhkosti a svétlu. Vzorky venozni krve
V heparinizovanych zkumavkach byly zcentrifugovany a plasma byla zmrazena na -20°C.
Vzorky plasmy byly rozmrazeny za pokojové teploty, zhomogenizovany a zcentrifugovany.
K alikvotnim podilim plasmy (500 pl) byl pfidan roztok vnitiniho standardu (100 pl ,500
nmol/l), acetonitril (500 pl) a 500 pl fosfatového pufru o pH 6.0 (I = 0.5). Vzorky byly
extrahovany vytfepanim do MTBE po 30 min. Vodna vrstva byla zmrazena a organicka
vrstva prenesena do zkumavky a odpatena. Odparek byl rozpustén ve 400 pl mobilni faze a
prenesen do autosampleru. Kontrolni vzorky byly pfipraveny smiSenim 100 pl standardniho
roztoku fluvastatinu ve vodé ( 500 nmol/l) s 500 pl blank plasmy a dale upraveny zpisobem
popsanym vyse. Stejn¢ byly upraveny vzorky pro stanoveni enantiomert, ale bez ptidavku
vnitiniho standardu. Rekonstituce vzorkl byla provedena ve smési acetonitrilu a vody (40:60)
misto mobilni faze.

Vysledky.
Extrakce.

Vytéznost fluvastatinu a vnitiniho standardu byla stanovena porovnanim extrahovanych
vzorkli obsahujicich zndmé mnozstvi latky s pfimymi nastfiky standardnich roztokt
obsahujicich stejné mnozstvi latky. Vytéznost byla ovlivnéna hodnotou pH vzorku.
Nejlepsich vysledki bylo dosazeno pii pH 6.0. Pii pH vys$Sim nez 6.5 vytéznost klesala,
nebot’ fluvastatin je pii vy$$im pH ionizovany a pii niz§im pH hrozi rozklad latky. Pii pouziti
MTBE (extrak¢ni ¢inidlo pouzité Kalafskym) byla dosazena vytéznost 95%, ale bez ptidavku
acetonitrilu pfed extrakci byla pouze 60%. Precipitace proteinli acetonitrilem tedy usnadnila
extrakci fluvastatinu. Pfi pouziti jinych rozpoustédel (dichlormethan, diethylether, smés
dichlormethanu ¢i hexanu s MTBE) byla vytéZnost niz$i. Pfi stanovovani enantiomert nebyl
pouzit vnitini standard, nebot’ druhy pik fluvastatinu (3R, 5S) interferoval s prvnim pikem
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enantiomeru vnitfniho standardu. Nicméné druhy pik (stereoselektivné izolovany) je moznou
alternativou vnitiniho standardu.

Chromatografické podminky.
Achiralni systém.

V achirdlnim systému byla G¢innost separace a retenc¢ni Casy ovlivnény koncentraci
TBAF v mobilni fazi. Pii zvySovani koncentrace TBAF od 0-0,1 mol/l byly reten¢ni Casy
fluvastatinu a vnitiniho standardu zvySeny 2.5 krat a ucinnost kolony vyjadiend jako pocet
teoretickych pater (N) stoupla 1.5 krat. ZvySovani teploty (20 az 50°C) a pH mobilni faze (3
az 8) neovlivnilo vysledek, ale retencni Casy klesaly. Nejlepsich vysledka bylo dosazeno pfti
pH 6.0 a teploté¢ 40°C. Mezi kolonu a detektor byla umisténa fotochemicka reakéni jednotka
(Beam Boost). Postkolonova expozice UV zéfeni snizila 4-5 krat mez detekce pfi pouziti
mobilni faze obsahujici 60% methanol ve fosfatovém pufru o pH 6.0 a TBAF. Pfitomnost
TBAF neovliviiovala mez detekce, zatimco snizeni pH mobilni faze ¢i pouziti acetonitrilu
misto methanolu mélo za nasledek pokles citlivosti metody. Bez expozice UV zafeni byly
detekovatelné pouze dva metabolity (obr. 42). Pouziti UV zéafeni je jednoduchy krok
zajistujici zvyseni citlivosti stanoveni racematu fluvastatinu. Na obr. 42 jsou chromatogramy
autentického vzorku plasmy obsahujici 58,8 nmol/l fluvastatinu a 149 nmol/l vnitiniho
standardu.

Chiralni systém.

V chirdlnim systému byla ovlivnéna selektivita metody a Ucinnost kolony teplotou
kolony a pH mobilni faze. Pokles teploty z 35°C na 10°C zptisobil zvySeni hodnoty
separa¢niho faktoru (a) z 1.06 na 1.11, zatimco ucinnost klesla z 9000 na 7000 teoretickych
pater. Reten¢ni Casy byly pouze mirné zvysSeny. Separace enantiomerd byla zlepSena pfi
poklesu pH mobilni faze a pfi zméné pH v rozmezi od 6.0 do 1.9 byla zvySena hodnota
separacniho faktoru z 1.00 na 1.10 (viz obr.43). Pro stanoveni byla vybrana teplota 15 °C a
pH 2.5. Chromatogram vzorku stanoveného enantioselektivni metodou je na obr. 44. Analyza
blank plasmy neprokézala ptitomnost interferujicich endogennich latek.
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Obr. 42. Chromatogramy vzorku lidské plasmy obsahujici 58.8 nM fluvastatinu a 149 nM
vnitrniho standardu;

(A) s pouzitim expozice UV, (B) bez pouziti expozice UV,

kolona Zorbax Rx-Cg (150 x 4.6 mm 1.D., 5 um), mobilni faze 0.1 M TBAF-fosfatovy pufr o
pH 6.0 (I = 0,1)-methanol (15:25:60). Teplota kolony 40 °C. Nastiikovany objem 50 pl. (24).

AL

Obr.43. Viiv slozeni mobilni faze na separaci enantiomeru; Kolona Chiralcel OD-R (250 x 4.6
mm L.D, 10 um); mobilni faze acetonitril-fosfatovy pufr o pH 2.5 (1= 0.04) (40:60).
Teplota kolony 15 °C. Nastiikovany objem 100 pl. (24).
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Obr. 44. Chromatogram vzorku lidské plasmy obsahujici 39.2 nM 3S,5R enantiomer a 24.9
nM 3R,5S enantiomer; kolona Chiralcel OD-R (250 x 4.6 mm L.D, 10 pm); mobilni faze
acetonitril-fosfatovy pufr o pH 2.5 (I = 0.04) (40:60). Teplota kolony 15 °C. Nastiikovany
objem 100 pl. (24).

Stabilita.

Fluvastatin a vnitini standard jsou latky citlivé na svétlo. Jejich vodné roztoky jsou
stabilni minimaln€ jeden den, pokud jsou skladovany ve tmé. V plasm¢ je fluvastatin staly
nejméné 2 h na pifimém svétle. Standardni roztoky byly chranény pfed svétlem obalenim
banék hlinikovou folii a skladovanim v chladni¢ce. Fluvastatin je stabilni 5 mésict pii — 20
°C a nejméné jeden den pii pokojové teplot¢ chranény pred svétlem. Stanovované vzorky
byly stabilni v temperovaném autosampleru (10°C) vice nez dva dny.

Zaver.
Tato metoda stanoveni enantiomerti a racematu fluvastatinu v krevni plasmé se vykazuje
vysokou piesnosti a vytéZnosti. Enantiomery byly jednoduSe a spolehlivé stanoveny bez

derivatizace a v achiralnim systému byla pétinasobné zvySena citlivost po expozici eluatu UV
zéteni (24).
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2.6.3.7 Stanoveni fluvastatinu v lidské plasmé metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie

Gaetana Kalafsky, Harold T. Smith (25)

Sodna sil fluvastatinu a vnitini standard byly extrahovany z okyselené plasmy do
methyl-terc-butyletheru (MTBE) a alikvotni podily organické faze byly odpafeny do sucha.
Po rekonstituci v malém mnozstvi mobilni faze tvofené smési methanol-13 mM fluorid
tetrabutylamonny (TBAF) v poméru 3:2 (v/v) byl vzorek davkovan na Cig kolonu
temperovanou na 50 °C. K monitorovani fluvastatinu (ve formé volné kyseliny) a vnitiniho
standardu byla pouzita fluorimetricka detekce (excitacni vinova délka 305 nm a emisni vinova
délka 380 nm). Metodou lze piesné stanovit az 1 ng/ml fluvastatinu s pouzitim 1.0 ml plasmy.
Léc¢ivo lze stanovit vrozmezi linearity metody s piesnosti 5.57% a reprodukovatelnosti
7.32%.

Fluvastatin (obr. 45) je syntetické 1é¢ivo ve form¢ racemické smési dvou enantiomert
(3S, 5R a 3R,5S). Jako wvnitini standard byla pouzita sloucenina 63-267 syntetizovana

v laboratofich Sandoz. Chemicky jde o sodnou sl [R*, S*-(E)-] (£)-7-[3-(4-fluorfenyl)-1-(1-
methylethyl)-1H-indol-2-yl]-3,5-dihydroxy-6-methyl-6-heptenové kyseliny.

o L
O Na

AN on o

Obr. 45. Chemické struktury fluvastatinu (4) a vnitiniho standardu (B). (25)
Chromatografické podminky.

Pro separaci na obracenych fazich byla pouzita Supelcosil LC-18, 150 mm X 4.6 mm
I.D., 5 um kolona (Supelco, Bellfonte, PA, USA) temperovana na 50 °C.
Priprava standardnich roztokui.

Fluvastatin a pouzity vnitini standard jsou hygroskopické latky citlivé na svétlo. Proto
musi byt pii zachdzeni s nimi zabranéno expozici vlhkosti a slune¢nim svétlem. Byly
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pfipraveny zasobni vodné roztoky obou sloucenin, které¢ byly po zfedéni na potiebnou
koncentraci pouzity k pfiprave standardnich roztoka.

Priprava vzorku.

Stejné dily plasmy a acetonitrilu byly zhomogenizovany, poté byl pridan roztok
vnitiniho standardu, fosfatovy pufr a MTBE. Obsah zkumavek byl protfepavan 15 min
Vv horizontalni poloze, poté zcentrifugovan a organicka faze byla odpafena do sucha. Pred
nastfikem na kolonu byl opdarek rozpustén v malém mnozstvi mobilni faze.

Limit stanoveni.
Bylo dosazeno limitu stanoveni 1 ng/ml.
Selektivita stanoveni.

Enantiomery fluvastatinu (3S, SR a 3R,5S) nelze pii pouZiti této metody rozdélit, ale
erythro a threo diastereoisomery ano (obr. 46). Lécivo bylo chromatograficky oddéleno od
vnitiniho standard a endogennich latek pozorovanych v lidské plazmé (obr.46). Separace
analytli od endogennich latek byla optimalizovéana pro kazdou sérii stanoveni zménou slozeni
(1-5%) mobilni faze. Pfidavek TBAF vedl ke zvySeni G¢innosti kolony, symetrie pikl a
selektivity, a tim byla umoznéna separace diastereomerii. Chromatogramy na obr. 46 vznikly
pfi riznych sériich stanoveni, a proto se 1i$i hodnoty retencnich ¢asti. Rozdilné retenéni Casy
na obr. 46 A a 46 C byly naméteny v disledku pouziti riznych kolon (nova a pouzitd) a mirné
odlisného slozeni mobilni faze. Metoda byla aplikovana ve studiich biodostupnosti a
farmakokinetiky 1é¢iva; nebyly detekovany interference endogennich latek z plasmy ci
metabolith 1éCiva.

Aplikace metody.

Metoda byl pouZita v n€kolika klinickych studiich. Pro kazdé stanoveni byla zvlast
vypracovana kalibra¢ni kiivka. Kontrolni a standardni vzorky byly smichany s nezndmymi
vzorky plasmy za ucelem zjisténi jakychkoliv docasnych zmén, které mohou nastat béhem
jedné série analyz. Primérné plasmatické koncentrace naméfené po jednorazovém peroralnim
podani 20 mg lé¢iva zdravym dobrovolnikiim jsou na obr. 47. Plasmatické koncentrace byly
méfitelné do 4 h po podani s maximalni namétenou koncentraci v ¢ase 0.75 h.

Zaver.
Touto metodou Ize oddélit 1é€ivo a vnitini standard od endogennich a fluorogennich

latek v lidské plasmé¢. Metoda je citliva a spolehliva, vhodna pro pro rutinni stanoveni
v klinickych studiich (25).

100



intwrnal Siamdard
LERFLY)

Blane Plasms [ ITITII]
1
F E.’ﬁ .

Bi-367

Fluvasuatin

MINUTES

B3-247

Fiovastatlm
(Eeythia)

T T T T T 1
ae 28 4 E@ N i2a iz @ 14 @ [L- ] o X

MIMUTES

Obr. 46. Chromatogramy vzorkii obsahujicich lécivo a vnitini standard.:

(A) standardni vzorky obsahujici 1é¢ivo v koncentracich 1 ng/ml a 2 ng/ml vs. vzorek blank
plasmy; (B) vzorek plasmy 1 h po podani 20 mg 1é¢iva (a); vs. vzorek plasmy pred podanim
1é¢iva (b); (C) erythro vs. threo diastereomery v plasmé (25).

101



209 m

1004

-
a

N
B

Fluvastatin Plasma Concentration (ng/mi)
2 2

204 ..\
L]
Ih__.
ol — — . .
i 2 & ] 3 10 12

Hours After Dosea

Obr. 47. Primeérné plasmatické koncentrace fluvastatinu po peroralnim podani 20 mg (25).
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2.6.3.8 Stanoveni fluvastatinu metodou HPLC s fluorimetrickou
detekei

Al-Rawithi, Sameer; Hussein, Rajaa F.; Alzahrani, Ali (26)

Autofi popsali rychlou, specifickou a velmi citlivou HPLC metodu stanoveni hladiny
fluvastatinu (FV) s pouzitim atorvastatinu jako vnitiniho standardu (IS). Po deproteinaci 1 ml
plasmy acetonitrilem bylo 1é¢ivo a vnitini standard extrahovany terc-butylmethyletherem
(TMBE). Separace byla provedena na cartridge 8 mm x 10 cm Nova Pak Cg S velikosti ¢astic
4 um. Mobilni faze byla sloZzena z vodného roztoku 20 mM dihydrogenfosfore¢nanu sodného
a 1 mM laurylsiranu sodného upravena na pH 7.0 kyselinou fosfore¢nou v acetonitrilu (70:30,
v/v). Slozky byly detekovany fluorimetricky pii excitaéni vlnové délce 305 nm a emisni
vinové délce 380 nm. Za téchto podminek byl retencni ¢as FV 8.8 min a IS 10.6 min.
Odpoveéd detektoru byla linearni (r > 0.999) v Sirokém rozmezi zkoumanych koncentraci (0.5-
1000 ng/ml). Metoda je beézné¢ pouzivana pii terapeutickém monitorovani a
farmakokinetickych studiich FV u pacientt s hypercholesterolemii (26).
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2.6.4 Lovastatin
[(1S,3R,7S,8S,8aR)-8-{2-[(2R,4R)-4-hydroxy-6-oxotetrahydro-2H-pyran-2-
yllethyl}3,7--dimethyl-1,2,3,7,8,8a-hexahydronaftalen-1-yl]-(2S)-2-methylbutanoat.

HO ©
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Lovastatin (mevinolin) je prvnim objevenym léCivem mezi statiny. Je produkovan
houbou Aspergillus terreus a jinymi vlaknitymi druhy hub jako sekundarni metabolit.

Lovastatin je obtizn¢ absorbovan z gastrointestinalniho traktu. Jeho vstfebavani zvysuje
pfitomnost potravy; plasmatické koncentrace aktivniho 1éku podaného nala¢no €ini zhruba 2/3
hladiny dosazené pii podavani spolu s jidlem. V jatrech je hydrolyzovan nespecifickou
karboxyesterazou na aktivni formu B-hydroxykyseliny. Léc¢ivo i aktivni metabolity jsou vice
nez z90% vazany na plasmatické bilkoviny. Lovastatin podléha rozsahlému first-pass
metabolismu v jatrech a méné€ nez 5% peroralni davky dosahne systémové cirkulace (27).
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2.64.1 Méreni hladin lovastatinu v plasmé pri automatickém
odebirani vzorki

Shau-Chun Wang et al. (27)

Preklinické farmakokinetické studie jsou casto provadény na malych zvifecich

modelech a bylo prokdzdno, ze podminky studie mohou zptlisobit u zvifat stres, ktery
ovlivituje farmakokinetiku 1é¢iva. Cilem této metody bylo vyvinout automaticky systém
odbéru vzorkli u volné se pohybujicich potkani a aplikovat jej ve farmakokinetickych
studiich.
Vzorky krve byly odebirdny pomoci automatizovaného systému DR-II a vzorky vykala
v metabolické kleci. Koncentrace lovastatinu byla stanovena pomoci chromatografického
systému s UV detekci. Mobilni faze obsahujici acetonitril a 10 mM NaH,PO,4 v poméru 60:40
(v/v) méla pratokovou rychlost 1 ml/min. Kalibra¢ni kiivka byla linedrni v rozmezi
koncentraci 0.05-100 a 0.1-100 pg/ml v plasmé a ve vykalech. Z farmakokinetickych studii
vyplynulo, Ze maximéalni dosazena koncentrace lovastatinu byla 1.18 + 0.08 pg/ml ve 120 min
a témer 78% podané davky (500 mg/kg, p.o.) bylo béhem 48 h vylouceno.

Standard lovastatinu vysoké dCistoty (98.5-101.0%) byl rozpustén v acetonitrilu
v koncentraci 1 mg/ml ve vialce z tmavého skla a skladovan pii 4°C. Vnitini standard
(chlorpromazin, 1 pg/ml) byl rozpustén v acetonitrilu.

Kapalinova chromatografie.

HPLC systém zahrnoval Cerpadlo (BAS PM-80, West Lafayette, IN, USA), injektor
Rheodyne Model 7125 s 20 pl davkovaci smyckou, UV detektor (Linear Model 340, San
Jose, CA, USA). Separace byla uskutecnéna na LiChrosorb RP18 kolon¢ (Merck, 250 x 4 mm
i.d.; velikost ¢astic 5 um) s acetonitrilem a 10 mM NaH,PO,4 v poméru 60:40 (v/v). Vinova
délka UV detekce byla 237 nm.

Odbeér a priprava vzorku.

Lovastatin byl podavan perordln¢ (500 mg/kg) ¢i do femordlni zily (10 mg/kg).
Automatizovany systém odbéru krve DR-II (Eicom Corp., Kyoto, Japonsko) byl pouzit u
voln¢ se pohybujicich potkand. 150 pl vzorku bylo odebirano zjugularni zily do
heparinizované vialky v danych ¢asovych intervalech. Kazdy vzorek byl zcentrifugovéan a
zaskand plasma byla zhomogenizovana s roztokem vnitiniho standardu. Denaturované
proteiny byly oddéleny centrifugaci. Supernatant byl pfimo nastfikovan na kolonu.

Vysledky.

Separace lovastatinu od endogennich latek a stanoveni s pouzitim chlorpromazinu jako
vnitiniho standardu za popsanych chromatografickych podminek byly provedeny
s dostatecnymi vysledky. Chromatogramy ziskané pii vinové délce 237 nm po nastiiku
vzorki plasmy mély stalou zdkladni linii a reprodukovatelné piky lovastatinu a
chlorpromazinu. Vlnova délka 237 nm je maximem absorpce lovastatinu ur¢end DAD
detektorem. Piky vnitiniho standardu a lovastatinu vykazovaly reten¢ni ¢asy v 7.8 a 8.6 min.
Tyto piky byly odéleny od endogenniho materidlu, ktery byl eluovan do 6.min.
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Obr. 48. Chromatogram blank plasmy se zdkladni linii a piky endogennich latek pred 6.min
(A), chromatogram standardniho vzorku lovastatinu (5 ug/ml) (B) a chromatogram vzorku
plasmy odebrané ve 120 min po podani lovastatinu (500 mg/kg, p.o.) (C). (27).

V rozmezi 0.1-100 ug/ml byly koncentrace lovastatinu v plasmé linearné proporcionalni
plose piku vztazenych k ploSe piku vnitiniho standardu. Limit detekce (LOD) byl stanoven na
20 ng/ml pti poméru signalu k Sumu 3. Limit kvantifikace (LOQ, pomér signalu k Sumu
ptiblizn¢ 10) byl 0.1 pg/ml.

Piesnost definovana hodnotou RSD se pohybovala v rozmezi 0.5 a 11.0 %. Analyticka
spravnost vyjadiena jako procentualni rozdil mezi primérem naméfenych hodnot a znamych
koncentraci byla v rozmezi od —8.1 do7.7 %. Vytéznost lovastatinu z plasmy byla 97.7 + 1.6
%.

Na obrazku 49 je graf zavislosti koncentrace lovastatinu na Case po jednorazové peroralni

davce. Plocha pod kiivkou méla hodnotu 462.64 min pg/ml pro peroralné podany lovastatin
(500 mg/kg).
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Obr. 49. Prumeérné plasmatické koncentrace lovastatinu v plasmé potkanii po perordlnim
podani 500 mg/kg. (27).
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2.6.4.2 Stanoveni lovastatinu a prisluSné hydroxykyseliny v plasmé
potkanii a mySi metodou kapalinové chromatografie/tandemové hmotnostni
spektrometrie

Yunhui Wu, Jamie Zhao, Jack Henion, Walter A. Korfmacher, Amelia P. Lapiguera a Chin-
Chung Lin (28)

Kisolaci lovastatinu (LV) a metabolitu hydroxykyseliny (LVA) z biologického
materidlu (0.1 ml plasmy potkana ¢i mysi) byla pouzita extrakce na pevnou fazi (SPE).
Rekonstituované vzorky byly analyzované LC/MS/MS s pouzitim vnitinich standard
simvastatinu (SV) a simvastatin hydroxykyseliny (SVA). Metodou byl dosazen limit
stanoveni (LOQ) 0.5 ng/ml LV ¢i LVA v plasmé potkanti a mys$i. Vytéznost LV byla 54%
z plasmy mysi a 55% z plasmy potkant, vytéZznost LVA byla 100% z plasmy mysi a 67%
zZ plasmy potkant.

Lovastatin je podavan ve form¢ laktonu, ktery je rychle konvertovan v jatrech na aktivni
metabolit hydroxykyselinu. Metoda LC/MS/MS umoziuje simultanni stanoveni LV a LVA
Vv pozadovanych koncentracich v plasmé mysi a potkani.

Pristrojové vybaveni.

Pro extrakci byla pouzita Bond Elut Cg SPE cartridge 1 ml/100 mg (Varian, Harbor
City, CA, USA).

Separace byla uskute¢néna na kolon¢ Kromasil C1g (50 x 2 mm i.d., 5 um) od Keystone
Scientific, Bellefonte, PA, USA, s pouzitim gradientové eluce | mM vodnym roztokem
octanu amonného (pH 4.0, upraveno ledovou kyselinou octovou) a acetonitrilem (ACN).
Gradient: t = 0 min, 60% ACN; t = 3 min, 80% ACN; t = 3.1 min 90% ACN; t = 4.1 min,
90% ACN; t =5 min, 60% ACN. K detekci byl pouzit PE-SCIEX (Tornhill, Ontario, Kanada)
API 11" hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupolem.

Priprava vzorku.

Zasobni roztoky LV a SV byly ptipraveny z acetonitrilu a roztoky LVA a SVA ze smési

acetonitril-voda (90:10). Koncentrace hydroxykyselin byla vypoctena pro formu volnych
kyselin. Zasobni roztoky byly po zfedéni pouZity pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky.
Ke vzorku plasmy byl pfidan roztok standardniho vzorku. Ke vzorku double blank plasmy
byla pfiddna smés acetonitril-voda (90:10) a ke vzorku blank plasmy byl pfidan roztok
vnitiniho standardu. Kazdy vzorek byl poté zfedén vodou. Vzhledem k malé stabilité LV
Vv biologickém materialu pii béZné teploté byla ptiprava vzorki provadéna v ledové lazni.

Extrakce.

Extrakéni cartridge byla aktivovdna methanolem a vodou, poté byl vloZen ziedény
vzorek. Cartridge byla postupné promyta vodou, 5% kyselinou mravenci, vodou a ususSena.
Analyty byly eluovany smési methanol-voda (70:30). Po aplikaci vakua byla cartridge znovu
vysuSena. Druhd frakce analytii byla eluovéna acetonitrilem a cartridge vysuSena. Smésny
eluat byl odpafen dosucha a odparek rekonstituovan ve smeési octan amonny (1 mM, pH 4.0)-
acetonitril (30:70). Po homogenizaci byly vzorky pfeneseny na kolonu.
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Vysledky.

Nejvyssi citlivost detekce byla dosazena, pokud byly analyty detekovany za opacnych
polaritnich podminek. LV byl stanovovan pomoci prekurzorového iontu [M + Na'] a LVA
pomoci iontu [M-H]. Pfi ionizaci za vzniku pozitivnich iontl pievazovaly produkty ve formé
sodnych aduktti, ackoli pfi upravé vzorku ani v mobilni fazi nebyl pouzit jejich zdroj.
Ptredpoklada se, ze pochazi z pouzitych sklenénych obalti a biologické matrix. Vyuzitim
automatické zmény polarity pfi ionizaci byly optimalizovany podminky separace LV/SV a
LVA/SVA tak, aby byla uskute¢néna v kratkém case. K ziskani potiebnych dat tedy staéilo
provést analyzu jednoho vzorku obsahujiciho v§echny ¢tyfi slouc¢eniny. Na obr. 50 je piiklad
SRM chromatogramti LV, LVA, SV a SVA ziskanych ze vzorkl standardnich roztok.

Vzorky plasmy.

Kisolaci LV, LVA a vnitinich standardii z biologické matrix byla vyvinuta metoda
extrakce na pevnou fazi. Spojené frakce byly odpafeny, znovu rozpustény a vlozeny do
LC/MS/MS systému. Pro LV a LVA byl dosaZen limit stanoveni 0.5 ng/ml pfi pouziti 0.1 ml
plasmy.

Specificnost stanoveni.

Specificnost byla potvrzena nepfitomnosti interferujicich latek v plasmé neobsahujici
1é¢ivo. Interference chemickych latek z plasmy byla minimalizovdna kombinaci metod
HPLC, MS/MS, vybérem rezimu ionizace a hmotnostnich spekter.

Linearita.

Kalibra¢ni kiivka byla linearni v rozmezi koncentraci LV a LVA 0.5 — 100 ng/ml
plasmy.

Limit stanoveni (LOQ) a vyteznost.

cvwr

s pfijatelnou hodnotou spravnosti a pfesnosti, v plasmé mysi a potkant byl 0.5 ng/ml.
Vytéznost LV a LVA v mysi plasmé byla 54% a 100%, SV a SVA 66% a 96%. V plasmé
potkanil byla vytéznost LV a LVA 55% a 67%, SV a SVA 69% a 74%. Vytéznost analyti
nebyla zavisla na koncentraci v testovaném rozmezi.

Stabilita.
LVA je v plasmé stabilni za obycejné teploty, zatimco LV musi byt uchovavan v ledové

lazni (4 °C). LV je rovnéZz nestabilni V pouzit¢ mobilni fazi za bézné teploty; nicméné
vykazoval stabilitu pfi teploté 4 °C po dobu 24 h.
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Obr. 50. SRM LC/MS zdznamy standardnich roztokii s obsahem lovastatin hydroxykyseliny
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Kazdy vzorek obsahoval 10 pg referencni latky (28).

Zaver.

Tato LC/MS/MS metoda poskytuje nékolik vyhod: ptiprava vzorku je relativné
jednoduché a nevyzaduje derivatizaci; objem plasmy pro analyzu je pouze 100 pl; je velmi
citliva a selektivni vzhledem k mozZnosti pfepinani polarity pfi MS/MS stanoveni v ramci
jedné analyzy. Maly objem pouZit¢é plasmy je aplikovatelny a zaroven pozadovany

v metodach smétujicich k miniaturizaci vzorku (28).
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3 Zaveér

Byla provedena kompletni reSerSe moznosti stanoveni statini analytickymi metodami
HPLC a GC. Jednotlivé prace jsou citovany i s obrazovymi piilohami a byly zminény i
konkrétni postupy s diirazem na kritické ¢asti analyzy. Byly diskutovany aspekty specifické
pro stanoveni statinl jako 1é¢iv obecné, zejména problematika konverze laktont, a poté byla
zaClenéna jednotliva stanoveni.

Zpracované metody jsou velmi citlivé a zpravidla vyzaduji financné naro¢né pristrojové
vybaveni pro MS detekci. Zahrnuty byly také metody méné citlivé, které vSak vynikaly
jednoduchosti provedeni a dostupnosti. U sloucenin s vhodnymi optickymi vlastnostmi
(fluvastatin) bylo mozné pouzit fluorimetrickou detekci, kterd je znacné citliva, financné
nenarocnd a jednoduchd na provedeni. V nékterych ptipadech byla sloucenina ptevedena
vhodnou derivatizacni reakci na derivat s poZadovanymi vlastnostmi, tim se vSak prodlouzila
doba analyzy.

Z uvedeného vyplyva, Ze moderni analytickd metoda musi spliiovat nasledujici kritéria:
rychlost provedeni, jednoduchost upravy vzorku, dostatecna citlivost pro stanoveni
terapeutickych hladin 1é¢iva, selektivita a specifi¢nost stanoveni. Vyzva spociva v nalézani
takovych metod, které spojuji vySe zminéné pozadavky s finanéni pfijatelnosti.
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