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1.UVOD



,ProhlaSuji, ze tato prace je mym puvodnim autorskym dilem, které jsem
b 2
vypracovala samostatn¢. VeSkera literatura a dalsi zdroje, z nichz jsem pfi zpracovani

Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a v praci fadné citovany.*



Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie — High Performace Liquid
Chromatography (HPLC) je v soucCasné dobé jedna z nejprogresivnéjSich,
nejmodernéjsich a nejvice pouzivanych analytickych metod. Jednd se o separacni
metodu umoznujici kvalitativni 1 kvantitativni hodnoceni analyzovanych latek. Hlavni
pirednosti  HPLC spocivaji v citlivosti stanoveni, rychlosti analyzy, pouziti
minimalniho mnozstvi vzorku. Jednou z dalSich velkych ptednosti je moznost
automatizace. Soucasné nejmodernéjsi HPLC chromatografy jsou vybavené
automatickymi davkovaci, které mohou po nastaveni ptislusnych parametrii provadeét
analyzu bez obsluhy operatora. HPLC umoznuje analyzovat Sirokou skalu sloucenin
od anorganickych iontli az po polymerni slouCeniny, dale také termolabilni a netékavé
slouceniny. Z téchto divodu je vyuzivani HPLC velmi Siroké. Je srovnatelnd s GC,
avSak ma vétsi vyuziti, protoze fada 1é¢iv je netékava.

Fumagillin je antibiotické¢ 1é¢ivo pouzivané pro 1é¢bu nosemové nakazy vcel,
jejimz pivodcem je Nosema apis. Je téZ G€inny u infekei zpiisobenych prvoky napf.
infekce vyvolané vytrusovci (Apicomplexa) tfidy hromadilek. U ¢lov€ka neni pro
systémové pouziti schvalen, avSak je jednou z latek s nejvySSim ucinkem na
mikrosporidiové infekce HIV-pozitivnich pacienti. Z tohoto divodu jsou
ptipravovany analoga a derivaty s nizs§i toxicitou pro ¢lovéka, ale se zachovanou
vysokou antisporicidni aktivitou. Téz piisobi jako inhibitor angiogeneze. V CR byla
ukoncena registarce 29.11.1999, avSak uvazuje se o celoevropské registraci za nove

stanovenych podminek.



2.TEORETICKA CAST



2.1. Definice chromatografickych metod a jejich
rozdéleni

Chromatografické metody jsou jednou z nejrozsifenéjSich analytickych metod
umoznujici u¢innou separaci latek nutnou pro spolehlivou identifikaci a kvantifikaci
slozek sledovaného vzorku. Jejich pfednosti vyniknou piedevs§im pii analyzach smési
latek, kdy ostatni analytické metody, jako napf. spektrofotometrické, nelze
principialné pouzit. Jelikoz veSkeré technické produkty a velka vétSina ptirodnich

latek jsou slozité smési, maji chromatografické metody analyzy prvotrady Vyznarn.(l)

K rozdéleni latek dochazi na zaklad¢ jejich rizné pohyblivosti v systému dvou fazi
— staciondrni (zakotvené) a mobilni (pohyblivé). Rizné latky se 1iSi ve svych
adsorp¢nich vlastnostech, v hodnotach rozdélovacich koeficientd, ve svych rozmérech
¢i ve svych nabojich, coz lze vSe vyuzit v chromatografii k jejich rozdéleni na
vhodném chromatografickém zafizeni. Stacionarni fazi mize byt pevna latka (papir,
Si0O,, Al;O3), ale i kapalna faze zakotvena na pevném nosiéi, mobilni fazi pak byva
kapalina ¢i plyn. )

V soucasné dob¢ se pouziva mnoho typti chromatografickych metod, které se 1isi z
hlediska povahy
e Separacniho d¢je
e Pouzité techniky
e Zpusobu vyvijeni
e Skupenstvi pohyblivé a nepohyblivé faze®



DELENI DLE POVAHY SEPARACNIHO PROCESU

Nazev Povaha hlavniho
chromatografické (urcujiciho)

metody procesu

adsorp¢ni adsorpce

rozdélovaci extrakce, rozpousténi
iontov¢é vyménna elektrolyticka

interakce a difuze

gelova difuze
afinitni specificka interakce s
afinantem

e ADSORPCNI

Je zaloZzena na rGzné schopnosti latek v roztoku adsorbovat se na povrchu pevné
faze - adsorbentu (fikame, ze latky maji riznou afinitu k adsorbentu). Je to tedy
chromatografie ve fazi pevna latka - kapalina. Chromatografie probiha ve dvou
stupnich - v prvnim stupni dojde k adsorpci latek na adsorbent podle jejich afinity k
adsorbentu (latky s vétsi afinitou se zachyti dfive), ve druhém stupni je tieba latky z
vazby na sorbent uvolnit, desorbovat, coz se provadi bud’ prostou eluci (vymytim)
nebo vytésnénim roztokem latky, kterda ma k adsorbentu vétsi afinitu neZ navazana
latka. Zptsob a sila adsorpce zavisi na povaze adsorbentu, na chemickém sloZeni
adsorbované latky a také na sloZeni mobilni faze. Podle fyzikaln¢ chemické povahy
miizeme adsorbenty dé€lit na polarni a nepolarni. Mezi polarni patii: oxidy a soli. Mezi
nepolarni: aktivni uhli, silikagel s chemicky vazanou nepolarni fazi.®

Zavislost mezi mnozZstvim neadsorbované latky a jeji koncentraci v roztoku
vyjadiuje adsorpéni izoterma. K rozdéleni latek ze smési dojde, jestlize jsou rtzné
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siln¢ adsorbovany, tj. jejich adsorp¢ni izotermy maji riizné smérnice.®



e ROZDELOVACI

Smés slozek, ktera je rozpusténd v soustavé dvou nemisitelnych nebo omezené
misitelnych kapalnych fazi, se mezi né dé€li podle rozpustnosti jednotlivych slozek v
jednotlivych fazich. Distribuce slozek je urCovana pomoci rozdélovaci konstanty.
Utinnost dé&leni slozek je imérna velikosti rozdilu v jejich rozdélovacich konstantach.
Jedna faze je stacionarni (zakotvena), druha faze se po jejim povrchu zvolna pohybuje
- jednéa se tedy o fazi mobilni neboli pohyblivou. Tyto dvé faze musi byt vzajemné
nasyceny, tj. musi byt v rovnovaze, aby bé¢hem chromatografického procesu
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nedochazelo ke koncentraénim zménam pouzitého rozpoustédlového systemu.( )

Pfi rozd€lovaci chromatografii se zpravidla uziva dvoufazovy systém, piicemz
jedna faze byva bohatsi na organickéd rozpoustédla a druha na vodu. Pfi normalnim
usporadani je stacionarni faze vodna (nebo faze s vodou misitelnd), fazi mobilni pak
faze nepolarni. Nosi¢i stacionarni faze mohou byt latky, které jsou schopny
adsorbovat zna¢né procento vody, aniz by se zménilo jejich skupenstvi (zlstavaji
stale v pevném stavu). Takovych latek je celd fada, napt. neklizeny papir, silikagel,
dextrany, kfemelina, S$krob, praskova celuloza nebo filtra¢ni papir apod. Toto
uspofadani umoziuje separovat smeési latek ve vodé rozpustnych. V nékterych
pripadech je vSak vyhodnégjsi nasytit hydrofobné impregnovany nosi¢ organickou fazi
a fazi vodnou volit jako mobilni. Jedna se o tzv. systém obracenych fazi (RP-reversed
phase), pfi niZ se stacionarni faze stavd fazi nepolarni. Tento systém se pouziva v

kapalinové chromatografii nejcastéji a je vhodny k déleni méné polarnich latek.®

e IONTOVE VYMENNA

Iontové vyménnd chromatografie probiha na iontoménicich. Ion iontoménice je
vyménén za ion obsaZzeny v mobilni fazi nebo ve vzorku. Separace probihd na
principu soutézeni ionexu o tyto ionty.

Jedna se 0 separaci ionti, a proto je vzdy pouzivana vodna mobilni faze.
Stacionarni faze - (iontoménic, ionex) je zpravidla makromolekularni matrice, ktera
obsahuje kyselou nebo bazickou funkéni skupinu. Katexy jsou iontoménice s Kyselou
funkéni skupinou (sulfokyselina, karboxylova kyselina), které nesou zaporny néaboj,
anex obsahuje bazickou funkéni skupinu (aminoskupinu) a je nositelem kladného
naboje. lon, ktery je obsazeny v ionexu byva vymeénén za ion obsazeny v mobilni fazi

nebo ve vzorku a na principu soutéZeni ionexu o tyto ionty dochdzi k separaci.
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Podobné probiha také ligandova vyména, kdy na iontoménici, obvykle katexu, je
zachycen iontovou vyménou vhodny kov, a na takto upravenou kolonu se piivadi
mobilni faze obsahujici latku schopnou vytvaret s vazanym kovem komplex (ligand).
lontoménicova technika se vyuziva jak pti pfipravé vzorkd pro chromatografické
analyzy (SPE), tak v HPLC, zfidka v ploSném uspotfadani kapalinové

chromatografie.”

e GELOVA
Gelovou chromatografii se déli latky podle velikosti molekul. Stacionarni faze je gel a
staciondrni 1 mobilni fazi je voda, tedy systém voda - voda. Stacionarni faze je vSak
uzaviena v gelu, ¢imz je zajiSt€éna nemisitelnost s fazi mobilni. Diky tomuto
specidlnimu uspofaddani se zcela méni charakter separace, nebot’ separaci podle
rozdélovaciho koeficientu podléhaji pouze latky, které proniknou pory gelu k
staciondrni fazi. Separace tedy probiha na zékladé tvaru a velikosti molekul latek ve
smési. Protoze latky, které proniknou dovnit gelu musi opét difundovat ven a ve
svém postupu kolonou se zdrzi, postupuji kolonou nejrychleji latky s velikou

molekulou, které nejsou schopny pory gelu projit. ®)

e AFINITNI

Afinitni chromatografie vyuziva biologickych schopnosti latek specificky a vratné
vazat jiné latky. Hlavni specificky pisobici sloZzkou je afinitni ligand kovalentné
vazany na pevny nosic¢. Pti proliti kolony roztokem, ktery obsahuje biologicky aktivni
latku urcenou k izolaci, se zachyti pouze tato biologicky aktivni slozka. Specificky
sorbovand latka je eluovana pomoci rozpustného afinantu nebo zménou slozeni
mobilni faze. Jako afinanty se nejcastéji pouzivaji rizné peptidy, aminokyseliny,

enzymy, antigeny, protilétky.(S)
DELENI DLE POUZITE TECHNIKY

e FRONTALNI

Tento zptisob chromatografie spoc¢iva ve stalém ptivadeéni roztoku deélené smesi na
kolonu az do konce chromatografického procesu. Napiiklad u tiislozkové smési z
kolony zprvu vychazi jen ¢ista mobilni faze. Poté se objevi a trvale vytéka slozka A,

kterd ma nejmensi afinitu ke stacionarni fazi, a je proto nejméné brzdéna. Pozdéji
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zatne vytékat smés A+B, jestlize slozka B mé stfedné velkou afinitu, a nakonec po
nasyceni staciondrni faze slozkou C, ktera ma nejvétsi afinitu, vytéka roztok
obsahujici slozky A+B+C ve stejném slozeni, v jakém byl pfivadén na kolonu. Tato

metoda byla vyvinuta k u&elim analytickym.®

e ELUCNI

Na kolonu se vnese jen malé ¢ast roztoku smési (napi. A,B,C) a kolona se eluuje
mobilni fazi (rozpoustédlem) E, ktera ma ke stacionarni fazi mensi afinitu nez
kteradkoliv ze slozek. Kazda slozka se mize vymyvat nezavisle na druhych, nemusi
jedna druhou vytésnovat. Slozky vytékaji také v potadi podle afinit. Jejich zony jsou
proto pii postupu kolonou velmi ¢asto odd€leny zénou Cisté mobilni faze, nedotykaji

se. Slozky opoustéji kolonu ve formé zcela oddélenych pikﬁ.(G)

Elué¢ni chromatografie mtize byt ve 3 variantach
1. prosta (izokratickd) - k eluci se pouzivé stdle stejnd mobilni fize. Tato
metoda je vhodna tehdy, kdyz se délené latky od sebe pfilis nelisi v afinité ke
staciondrni fazi, takZe jejich zony se eluuji v nepiili dlouhych intervalech.®
2. vicestupniova - pii eluci méné polarnim rozpoustédlem se eluuji dobie
nékteré slozky, jiné jsou prili$ sorbovany a pro jejich eluci se zvoli polarnéjsi
rozpoustédlo.
3. gradientova - pii eluci se postupné plynule méni koncentrace polarnéjsi
slozky v mobilni fazi nebo pH mobilni faze. Tento zpisob se pouziva hlavné
pii déleni komplikovangjSich smési a jeho cilem je zkraceni doby analyzy a
ziskani osttejSiho rozdéleni latek.®)
e VYTESNOVACI
Principem této metody je to, ze se na chromatografickou kolonu jednorazové
vnese jen Cast chromatografické smési (napf. obsahujici v roztoku slozky A,B,C),
potom se az do konce chromatografovani kontinudln€ ptivadi roztok latky D, ktera
ma ke staciondrni fazi vétsi afinitu. Proto tato latka (vytésnovadlo) uvoliuje ze
stacionarni faze vSechny pfedem zadrZené slozky. Slozka A, kterd méa nejmensi

afinitu, opousti kolonu prvni. Jako posledni vytéka vytésiovadlo D.©®
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DELENI DLE ZPUSOBU VYVIJENI

e Chromatografie sloupcova
e Chromatografie v ploSném uspoiadani — tenkovrstva — stacionarni faze je
kapalina zachycena na tenké vrstvé a mobilni faze je také kapalina
- na papife — stacionarni faze je

kapalina zachycen4 v papife a mobilni faze je té7 kapalina®
DELENI DLE SKUPENSTViI POHYBLIVE FAZE

e Chromatografie kapalinovd — mobilni fazi je kapalina a stacionarni fazi je
nemisitelnd kapalina nebo pevna latka
e Chromatografie plynova— mobilni fazi je plyn a staciondrni fazi je kapalina

nebo pevna latka @)

DELENI DLE UCELU

e Chromatografie analyticka
e Chromatografie preparativni
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2.2. Zakladni charakteristiky chromatografického

procesu

Charakteristickou veli¢inou pro kazdou chromatografickou latku v daném
chromatografickém systému je retencni ¢as tg nebo retencni objem V. Retencni Cas je
doba, ktera uplyne od nastiiku vzorku po dosazeni maxima eluéni kiivky a retenéni
objem je protekly objem mobilni faze za tuto dobu. Tyto dvé veli¢iny spolu souviseji
vztahem :

Viy =t o F,
kde Fp je objem mobilni faze proteklé kolonou za jednotku ¢asu (objemova rychlost
toku).
Reten¢ni objem Vg je dan souctem dvou objemovych velicin

Vi =V 4V,
kde V& je redukovany reten¢ni objem (nékdy byva oznacovan jako skute¢ny reten¢ni
objem) a Vi, - mrtvy objem piedstavujici celkovy objem, ktery zaujima mobilni faze
od mista nastfiku pfes kolonu az po detektor. Vg mizeme také nazyvat zdanlivym
eluénim objemem. Mrtvy objem se zjisti experimentalné jako retencni objem
nesorbujici se latky.

Analogicky plati tento vztah i pro retencni ¢as:

t, =t +t,
kde ¢'r je skute¢ny retencni Cas a ty je mrtvy Cas kolony, tj. ¢as latky, ktera se v
kolon€ nezadrzuje.

V literatufe se Casto uvadeji tzv. eluni (retencni) pomery. Je to v podstaté pomér
redukovaného elu¢niho objemu latky 2 k redukovatelnému retenénimu objemu latky

1_(7)

_V R2

rlZ ,
\ R1

K charakterizaci retence se pouZiva bezrozmérna veli¢ina K oznafovanad jako
kapacitni pomér, pro niZ plati nasledujici vztahy:
Vi -V :V'R T YR

V,, v, t

K =

Kapacitni pomér je veli¢ina, ktera vyjadifuje pomér celkového mnozstvi

chromatografované latky ve stacionarni fazi k celkovému mnozstvi latky ve fazi
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mobilni a je pfimo imérna konstant¢ Kp, kterd je vyjadienim poméru koncentraci
chromatografované latky v obou fazich. Pro kapacitni pomér plati :
K=K, oV—S =K eS
VM

Vs je objem staciondrni faze, Vi je objem mobilni faze v kolon¢ a S je oznaceni pro
fazovy pomér v kolong.®

K popisu ucinnosti separace latek se pouziva veli¢ina rozliSeni Rs:
— 1’18(tR2 _tRl)

RS
w,, +wh,

(tr2 > tr1)

tr1 @ try — retencni Casy nebo vzdalenosti podél zékladni linie od bodu nastiiku ke
kolmicim spusténym z vrcholi dvou sousednich pikil, wp; & wp, — Sitka piku v
polovicni vySce. RozliSeni vétsi nez 1,5 odpovida rozdéleni pikd na zékladni linii.

K hodnoceni u¢innosti kolony se pouziva zdanlivy pocet teoretickych pater N. Pti
vypoctu mnozstvi teoretickych pater se vychazi z reten¢niho Casu tg testované latky a

ze §itky piku wy, pti jeho bazi.

2
N = 5,54(&%}
W

Ke srovnani u¢innosti riiznych kolon se uZzivd parametru vyskovy ekvivalent
teoretického patra H, ktery se vypocita z délky kolony L vyjadiené¢ v metrech a z
poctu teoretickych pater N:

Ho b
N

Vyskovy ekvivalent teoretického patra je ur€ovan fadou parametrl jako je napf.
teplota, viskozita mobilni faze, vlastnosti chromatografované latky, pri¢emz

wevr

rychlost U je charakterizovana znamou Van DEEMTEROVOU rovnici :
H=A+ B +CU
U

kde A je ptispévek turbulentni difuze, B je ptispévek molekularni diftze, C je
piispévek odporu vici pfevodu hmoty k vyskovému ekvivalentu teoretického patra.
Aby separace byla uc¢inna, hodnoty H by mély byt v rozmezi 0,01-1,00 mm. Dal$imi
faktory ovliviiujicimi tuto veli¢inu je mimokolonovy mrtvy objem a objem

analyzovaného vzorku.
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Dosazenim vySe uvedenych rovnic do vztahu pro parametr rozliSeni dvou piku je

mozné odvodit a popsat tfi faktory, na kterych je rozliSeni zavislé. Je to ucinnost,

- s

Dalsim dilezitym faktorem je selektivita kolony , kterd je vyjadfena relativni

selektivita a kapacita:

retenci r. Je mirou relativni separace 2 slozek smési.

r :tRZ _tM :t,RZ

tRl _tM t'Rl

trz retencni Cas sledovaného piku, tr; retencni Cas referencniho piku (obvykle pik
odpovidajici zkouSené latce), ty mrtvy Cas nebo vzdalenost podél zakladni linie od
bodu nastfiku ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho nezadrzované
slozce.
Faktor symetrie piku As se vypocita ze vzorce:
WO,05
"~ 2d

Wpos je Sitka piku v jedné dvacetiné jeho vysky, d je vzdalenost mezi kolmici

spusténou z vrcholu piku a vzestupnou c¢asti piku v jedné dvacetiné jeho vysky.
Hodnota faktoru symetrie 1,0 zna&i aplnou (idelni) symetrii piku. %1
Pomér signalu k Sumu (S/N), ktery ovliviiuje piesnost stanoveni obsahu slozek, se

vypocita ze vzorce:

N h

S _2H

H je vyska piku odpovidajiciho dané latce na chromatogramu piedepsaného
porovnavaciho roztoku meéfenou od vrcholu piku k extrapolované zakladni linii
signalu, ktery se sleduje na vzdéalenosti rovné dvacetinasobku $itky piku v poloviné
jeho vysky, h je rozpéti Sumu pozadi na chromatogramu ziskaného pfi slepé zkousce a
zaznamenavaného na vzdélenosti rovné dvacetindsobku $itky piku v poloviné jeho
vysky na chromatogramu piedepsaného porovnavaciho roztoku, a to pokud moZzno
rovnomérné na obé€ strany od mista, kde by se mél nachdzet sledovany pik.(ll)

Opakovatelnost odezvy se vyjadiuje jako odhad relativni smérodatné odchylky

(RSD%) v procentech pro fadu naslednych méfeni porovnavaciho roztoku a vypocita

Se ze vzorce:
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RsD% =120, >y, - y)

y n-1

yi jsou jednotlivé hodnoty vyjadiené jako plocha piku, vyska piku nebo pomér ploch u
metody vnitfniho standardu; y - prumér jednotlivych hodnot; n - pocet jednotlivych
hodnot.

Test zptsobilosti systému piedstavuje nedilnou soucast metody a slouzi k zajisténi
pfiméfené Gcinnosti chromatografického systému. Pro hodnoceni u¢innosti kolony se
pouzivaji nasledujici parametry: zdéanlivd ucinnost, kapacitni faktor, rozliSeni,
relativni retence a faktor symetrie. Faktory, které mohou ovlivnit chromatografické
chovani, zahrnuji slozeni mobilni faze, jeji iontovou silu, teplotu a zdanlivé pH,
pratokovou rychlost, délku kolony, teplotu a tlak, charakteristiku stacionarni faze,
vcetné porozity, velikosti a typu castic, specifického povrchu a u nosi¢ti pouzivanych
v chromatografii s obracenymi fidzemi rozsah chemické modifikace (odstranéni

povrchovych silanolovych skupin, obsah vazaného uhliku atd.)_(lovll)
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2.3. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie - High Performace Liquid
Chromatography (HPLC) se fadi mezi nejcastéji pouzivané separacni metody. Vynika
vysokou ucinnosti, dobrou opakovatelnosti a robustnosti. HPLC je Siroce vyuzivana
ve vSech modernich 1ékopisnych monografiich. Tato metoda je vhodna pro dé€leni
net€ékavych a polarnich latek, jejichz analyza pfibuznou plynovou chromatografii
byva obtizna. ¥

Chromatografie vyuziva déleni analyzovanych latek mezi dvéma fazemi, z nichz
jedna je stacionarni - nepohyblivd a druhd je mobilni - pohyblivd. V pribéhu
chromatografického procesu dochazi k postupnému, mnohokrat opakovanému
vytvareni rovnovaznych stavl délenych latek mezi stacionarni fazi, ktera je v koloné
nebo plos$né vrstvé, a mobilni fazi, kterd unasi separované latky. Pfi styku stacionarni
i mobilni faze s délenymi latkami dochazi k vzajemnym interakcim, které jsou
zakladnim predpokladem separace. Uplatnuji se interakce analytd s mobilni fazi,

interakce mobilni fAze se stacionarni a sorpce analytl na staciondrni fazi.™?)

Vyvoj

Zaklady chromatografie polozil rusky botanik, fyziolog a biochemik M.S. Cvet v
roce 1906, ktery jako prvni rozdélil na sloupci sorbentu chlorofyl na jeho slozky:
chlorofyl a, chlorofyl b a karotenoidy. Na jeho pracich jsou zaloZeny vSechny
pozdéjsi chromatografické techniky.

Teprve zaCatkem CcCtyficatych let, po objeveni rozdélovaci chromatografie, se
kolonova kapalinova chromatografie rozvinula ve své klasické podob¢. V roce 1952
dokonce Martin a Synge dostali za své prace v oboru chromatografie Nobelovu cenu
za chemii. Pouzivaly se kolony s néplni tvofenou hrubymi ¢asticemi (o priaméru 100
az 200 um 1 vice), mobilni faze kolonou protékala jen pilisobenim gravitacni sily a
eludt se musel odebirat po frakcich. Zacatkem padesatych let byly prvnimi
kapalinovymi chromatografy analyzovany aminokyseliny. V poloviné Sedesatych let
se objevily prvni gelové chromatografy. Koncem Sedesatych let, zacatkem
sedmdesatych let doSlo k prudkému rozvoji teorie a instrumentace kapalinové
chromatografie a na trh byly uvedeny komer¢ni pfiistroje, které umoznily préci pii
zvySenych tlacich. Rozvoj mikroelektroniky umoznil detekci na podkladé

kontinudlniho méfeni absorpce zateni v UV, ¢ VIS oblasti. Mohutné zvySeni
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separacni UCinnosti analytickych kolon bylo uskute¢néno v prvni poloviné
sedmdesatych let za pouziti techniky plnéni kolon tfidénymi mikropartikularnimi

sorbenty o velikosti astedek 5-10 pm.©"9

2.3.1. Pristroje a vybaveni v HPLC

Kapalinovy chromatograf se sklada z téchto ¢asti: 1- Cast zabezpecujici transport
mobilni faze (zésobniky mobilni faze, vysokotlaké cerpadlo s Cidlem pro méieni
tlaku), 2- ¢ast zajiStujici davkovani vzorku (manudlni ¢i automatické), 3- Cast
zajiStujici separaci latek (chromatograficka kolona), detekci, registraci signalu a
vyhodnocovani chromatografického zaznamu (prutokovy detektor, integrator,

piipadné pocitac a tiskérnu).(13)
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2.3.1.1. Zasobniky mobilni faze

Pii izokratické eluci je mobilni fize vedena z jednoho ze zdsobnikli do
vysokotlakého cerpadla. Pii gradientové eluci se pfivadéna mobilni fdze z obou (nebo
1 vétSiho poctu) zasobnikil misi podle programu ve sméSovaci zatazeném bud’ pred a
nebo za vysokotlakym éerpadlem.(7)

Mobilni faze (zpravidla smési organickych rozpoustédel nebo vodné roztoky
pufrl) se pred pouzitim filtruji (odstranéni necistot) a odplyfuji (napi. s pouzitim
ultrazvukové 14zné€). Do systému HPLC jsou Cerpany nejcastéji ze sklenénych lahvi,
ale také z plastu (polyethylen, polypropylen) nebo nerezové oceli. Do lahve zasahuje

Cerpaci hadicka opatfena Casto sklenénou fritou, zarovenl mobilni fazi z diavodu

dokonalého a soustavného odplynovani trvale probublavd hélium (jinou alternativou
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odplynovani je pouziti membranového degasseru). Zasobnik mobilnich fazi ma

maximaln¢ Ctyii pozice pro soucasné Cerpani a sméSovani mobilnich fazi. Y

2.3.1.2. Cerpadla mobilni faze

Obecnym pozadavkem na funkci Cerpadel je, aby davkovani bylo plynulé, tj. bez
pulsi, které by mohly zpusobit vykyvy v detektoru. Dale musi cerpadlo zajistit
konstantni prutok, ktery umoznuje kvalitativni i kvantitativni analyzu. Zaroven je
potfeba, aby konstrukéni material byl chemicky odolny proti korozivnim uGc¢inkim.
(7,10,15)

Moderni instrumentace umoznuje pracovat s tlaky az 60 MPa. Dilezita je vysoka
presnost a reprodukovatelnost pritokt v celé $kéle pracovnich tlakti. Cerpadla byvaji
délena na pulzni a bezpulzni, pouzivaji se pistovd, membranova nebo pistove
membranova. Konstrukéni feSeni v kombinaci s automatickym ovladanim zpravidla
uspokojivé fe§i minimalizaci pulzli, materidlem pro vyrobu cerpadel v HPLC je
nejcastéji nerezova ocel, safir, titan, keramika. (14

V kapalinové chromatografii se vyuziva dvou modut Cerpani mobilnich fazi:

a) isokraticky, kdy je za stalého pritoku Cerpana jedna mobilni faze (jednoslozkova
nebo viceslozkova ptedem smichana). Alternativné lze erpat zaroven ze dvou az Ctyf
rezervoaru pii konstantnim pomeéru slozek a konstantnim pritoku.

b) gradientovy, kdy v prubéhu jedné analyzy lze programované ménit slozeni i prutok
mobilni faze. Kvalitni chromatografické zafizeni synchronizuje c¢innost ventili a

cerpadel tak, aby gradientovy profil byl reprodukovatelny.m)

2.3.1.3. Davkovaci zarizeni

Kvalita separace latek na chromatografické kolon¢ zavisi od kvality davkovani
vzorku. Kratké a rychlé davkovani zvysSuje predpoklad dosahnuti tzkych, ostrych
eluénich vin. Nastfikova zafizeni se musi vyrovnat s vysokymi tlaky na kolong.
Pouzivaji se pfedev§im davkovaci vysokotlaké ventily se smyckou, kterd je soucasti
dvoupolohového ventilu umozitujiciho zménu toku mobilni faze do kolony. Dobte
vybavena chromatografickd zafizeni maji k dispozici autosamplery se zdsobnikem
vzorkil (nejlépe s temperaci) a s programovatelnou derivatizaci vzorku pted analyzou.

Automatické davkovaci zatfizeni vyrazné zvysuje produktivitu prace. Jeho soucasti
je zasobnik, ktery byva casto na nékolik desitek vzorkd, a davkovani je fizeno

programem. 4
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2.3.1.4. Chromatografické kolony a jejich naplné
Kolony pro HPLC jsou z materidlu, ktery musi odolavat relativné vysokym

pracovnim tlaktim a zaroven chemickému pusobeni mobilnich fazi a separovanych
slozek. Materidlem chromatografickych kolon je vétSinou antikorozni ocel nebo
specidlné tvrzené borosilikatové sklo, lze pouzit i kombinaci obou materidlti. Pro
analytické aplikace se prevazné pouzivaji kolony plnéné porovitymi naplnémi o
praméru 3-10 pm o délce 5-30 cm a vnitinim pramérem 3-4 mm. U¢innost separace,
doba analyzy a pracovni tlak se zvysuji s rostouci délkou kolony a naopak klesaji s
rostoucim primeérem ¢astic néplné. Pti préaci s kolonami o priméru menSim nez 2 mm
se jedna o tzv. mikrokolonovou kapalinovou chromatografii, jejiz vyhodou je hlavné
snizeni spotfeby mobilni faze 1 vzorku a zvySeni citlivosti detekce. Materialy pro
plnéni kolon jsou vétSinou zaloZeny na anorganické matrici (silikagel, oxid hlinity,
porovité sklo), na niz mohou byt chemicky vazany nebo zakotveny rizné staciondrni
faze, mén¢ Casto se pouziva organickych geli rizné struktury, které mohou byt
rovnéZ chemicky modifikovdny. Charakter stacionarni faze zavisi na
chromatografickém syst¢ému. V HPLC se vyskytuje "normdlni faze" a "obracena
faze". U normalnich fazi je staciondrni faze polarni, mobilni fazi byva nepolarni
rozpoustédlo (pentan, hexan). U obracenych fazi je stacionarni faze nepolarni a
mobilni faze polarnéjsi. Jedna se o RP-reversed-phase (systém s obracenymi fazemi).
V HPLC je vyuzivéan asi v 80 %.(116.17.18)

Kolony obsahujici chemicky vazané stacionarni faze. Na hydroxylové skupiny
na povrchu silikagelovych castic jsou vhodnou chemickou reakci navazany rtzné
radikdly. Zpravidla se jednd o uhlovodikové fetézce obsahujici 18, popiipadé 8
uhlikovych atomii - nepolarni chemicky véazané faze, nebo radikal obsahuje
tijuhlikaty fetézec zakonéeny skupinami —NH; , -CN aj. - stfedné polarni faze. Tyto
kolony jsou stabilni jen v rozmezi pH 3-7,5, u modernich kolon po dalSich upravach
nosic¢e v rozmezi pH 2-10. Pfi nizkém pH dochazi k hydrolyze chemicky vézaného
organického ligandu, pii vy$§im pH dochazi k rozpousténi silikagelové matrice, coz
vede ke ztrat€ separacnich vlastnosti kolony. Také tepelnd stabilita silikagelovych
¢astic je omezena, teplotni hranice je do 60 °C. Tyto nedosatky odstranuji zirkoniové
kolony. Jedné se o kolony s nosi¢em ZrO,. Castice sorbentu jsou mechanicky velmi
stabilni, nezavislé na iontové sile mobilni faze, nebobtnaji ani nedochdzi k jejich
kompresi. Na rozdil od silikagelovych nosic¢t jsou stabilni v celém rozsahu hodnot pH
(0-14). Kolony jsou tepelné stabilni az do 100 °C a pfi specialni upravé dokonce az do

150 °C popt. 200 °C.*®
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Monolitické kolony tvofi jediny kus porovitého materialu, ktery vznika zesiténim
polymerni smési. Monolit vznikd jednokrokovou radikalovou polymeraci smési
monomeru v pfitomnosti porogeniho roztoku. Nejvétsi vyhodou monolitickych kolon
jsou jejich hydrodynamické vlastnosti. Podle chemické podstaty a zplisobu piipravy
se mohou monolitické stacionarni faze rozd¢€lit na taze s modifikovanym silikagelem
a na faze na bazi organickych polymert (polyakrylamidu, akrylamidu nebo
polystyrenu). Vyhodou je, Ze se mohou pouzivat vyssi pratoky mobilni faze.

Chiralni stacionarni faze se pouZivaji pfi hodnoceni opticky aktivnich 16&iv.®?

2.3.1.5. Typy detektorii
Detektory slouzi k indikaci latek vychazejicich z chromatografické kolony. Sleduji

pomoci vhodného snimace nékterou z vlastnosti eluatu a signél se po zesileni ptivadi
do zapisovace, ktery poskytuje zdznam zavislosti intenzity dané¢ho signalu na Case.
K detekci separovanych latek se zpravidla vyuziva urcitych jejich vlastnosti, jimiz se
tyto latky li$i od slozek mobilni faze.

Na detektor se kladou zejména tyto pozadavky:

¢ linearita odezvy v co nejSirSim rozmezi koncentraci

e dostatecné velky pomér mezi Sumem a méfenou hodnotou

e vysoka citlivost

e reprodukovatelnost odezvy na zméné slozeni mobilni faze pfi gradientové
eluci

e mala citlivost ke zménam pritoku a tlaku

univerzalnost - detekce vSech oddélenych slozek vzorku®?

Detektory mizeme rozdélit do dvou zékladnich skupin :
a) selektivni detektory, jejichz signal je umérny koncentraci samotné detegované latky
v eluatu
b) univerzalni (nespecifické) detektory, jejichz odezva je umérna urcité celkové
vlastnosti fluatu, tj. jak solutu, tak i sloZzek mobilni faze.
popt. viditelné) oblasti, nasleduji detektory fluorimetrick¢é a elektrochemické
(vSechny selektivni) a refraktometrické (univerzalni). V dnesni dob¢ je relativné Casté

spojeni HPLC/MS. Toto spojeni je vSak finan¢né nakladné.
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Spektrofotometrické detektory

Prométuji absorbei elektromagnetického zéafeni urcité vinové délky slozkami
fluatu protékajici celou detektoru. K detekci 1é¢iv se vyuziva pfedev§im UV oblast
spektra, mnohem méné oblast viditelnd a minimaln¢ infracervena oblast spektra —
V praxi se uplatiuji pftedev§im UV detektory, even. UV-VIS detektory.

Lze je délit do Ctyt zékladnich typu:

1. UV detektor s fixni vinovou délkou (nejcastéji 254 nm a nebo 280 nm, pii nichz

absorbuje vétSina 1éCiv). Uspotadani je zpravidla dvoupaprskové a méfi rozdil
absorbance mezi mérnou a srovnavaci celou, v niz mize byt bud’ vzduch, nebo
mobilni faze. Tyto detektory jsou nejlevnéjsi a dosahuji pomérné vysokeé citlivosti.

2. UV detektor s proménou vinovou délkou - libovolné ménitelna dle potieb

3. Scanning UV detektor - snimaji béhem n¢kolika sekund absorpéni spektrum v
maximu piku hodnoceného 1é¢iva. Umoznuji volit libovolnou vinovou délku zafeni
pro detekci, vétSinou v rozmezi 190 nm do 400 nm az 600 nm.

4. Photodiode-array detektor - umoziiuji rychly zaznam spektra bez pteruSeni

chromatografické separace. Jsou zalozeny na soucasném méieni signdlu velkého
poctu miniaturnich plosnych fotodiod. Hodnoti 1é¢ivo soucasné pii nékolika vinovych
délkach.

Spektrofotometrické detektory jsou v analyze 1é€iv pouZzivany nejcastéji, vyznacuji

se zna¢nou citlivosti (10°az 107'°g/ml) a Ize je pouzit pfi gradientové eluci.(B3%

Fluorimetrické detektory

Fluorimetrické detektory jsou zaloZzeny na principu fluorescence a meéfeni
sekundarniho zafeni (emisniho), které¢ latka vydd po absorpci primarniho
elektromagnetického zareni (excitacniho). Latky, které nefluoreskuji, 1ze mnohdy

derivatizaci s vhodnymi Cinidly ptevést na fluoreskujici derivaty. Tyto detektory jsou

méné univerzalni nez UV detektory, ale citlivéjsi (min. detek. mnoz. az 10™*° g/ml),

e <~ YT . . . (20,21
selektivnéjsi a jsou rovnéz pouzitelné pii gradientoveé eluci.®®?)

Elektrochemické detektory
Jsou tfetim nejcastéji pouzivanym typem selektivnich detektort a slouzi k detekci
latek schopnych elektrochemické reakce tj. oxidaéné - redukénich zmén, jeZ probihaji

na fazovém rozhrani roztok — elektroda.
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Ampérometrické detektory méti proud vyvolany prichodem redukovatelné nebo
oxidovatelné latky pritokovou celou, v niZ jsou umistény elektrody s vloZenym
pracovnim napétim. Pouzivad se dvouelektrodovych nebo castéji tiielektrodovych
systému (skladajicich se z mérné, srovnavaci a pomocné elektrody). Proméiuji
elektrochemickou veli¢inu, jejichZ hodnota je zavisla na koncentraci analyzované¢ho
1é¢iva. Jsou znaéné citlivé (10°az 10™** g/ml), ale vétSina z nich nelze pouzit pii
gradientové eluci. Ampérometrické detektory pouzivaji tuhych, mérnych elektrod,
zhotovenych nejCastéji ze skelného uhliku, grafitovych vldken, grafitové pasty,
platiny, zlata. Jejich nevyhodou je zanaSeni, postupna dezaktivace jejich povrchu
produkty oxidace a redukce a necistotami z mobilni faze, coz vyzaduje castou
rekalibraci detektoru.

Polarograficke detektory pracuji s rtutovou kapkovou elektrodou, u niz se na
rozdil od tuhych elektrod pravideln¢€ obnovuje povrch.

Elektrochemické detektory umoziuji dosdhnout velmi vysoké citlivosti pfi nizké
cené. Kladou vsSak vysoké ndroky na Cistotu a dokonalé odplynéni mobilni faze.
Mobilni faze musi byt vodiva, proto je nelze pouzit v systémech s normalnimi fazemi.

Coulometrické detektory méti naboj potiebny k oxidaci ¢i redukei celkového
mnozstvi latky pii jejim priatoku mérnou celou, coz umoznuje dosahnout vyssi

citlivosti detekce nez u ampérometrickych detektori. ™2

Refraktometrické detektory

Tyto detektory jsou stile nejcastéji uzivanymi nespecifickymi (univerzalnimi)
detektory. Poskytuji odezvu umérnou rozdilu indexti lomu eluatu v mérmé cele a
srovnavaci kapaliny (mobilni faze) v referen¢ni cele. Pii analytickém hodnoceni 1é¢iv
se pouzivaji ojedinéle pro pomérné velké nevyhody — pfedev§im vyrazné¢ mensi
citlivost (10° g/ml ), nutnost termostatovani a nelze je pouZit pii gradientové

eluci.®®?9

Spojeni HPLC a MS predstavuje atraktivni a velmi G¢innou analytickou techniku,
ktera uspokojuje pozadavky kladené na analyzu sloZitych organickych latek. Vyhody
hmotnostniho spektrometru oproti ostatnim detektorim jsou dény jednak jeho
citlivosti, selektivitou a univerzalnosti, a jednak mnoZzstvim informaci o struktuie
analyzované latky. UmoZiiuje analyzovat latky s relativni molekulovou hmotnosti nad

20 tisic.™¥
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2.3.1.6. Zarizeni pro zpracovani dat
Vyhodnocovaci zatizeni slouzi k vyhodnocovani vysledkti ziskanych z odezvy

detektoru. Jsou vybavené mikroprocesorem, stale béznéjsi je pouzivani pocitacl s
obrazovkou, tiskdrnou. Hlavni vyhodou pocitacii je, ze automaticky kontroluji, zda
ptistroj dodrzuje nastavené parametry a jsou schopné zasahovat do jeho rezimu a vést

analyzu v optimalnich, pfedem ur¢enych podminkéch.(7’13)

2.3.2. Kvalitativni a kvantitativni analyza v HPLC chromatogramu

Ke kvalitativni a kvantitativni analyze slouzi chromatograficka kfivka. Stanoveni
1é¢iv metodou HPLC je v fad¢ 1€kopisnych ¢lankid spojeno se zkouskami na Cistotu.
Kvalitativni hodnoceni = identifikace slozek ve vzorku - stejné latky maji za
stejnych podminek déleni shodné retencni Casy tr (€as od nastiiku vzorku na kolonu k
maximu chromatografického piku). Porovnanim s reten¢nimi Casy standardnich
roztokl 1ze urcit kvalitativni slozeni vzorku - podminkou je dokonalé oddéleni elu¢ni
viny latky (piku) od ostatnich pikti nalezenych v chromatogramu. Pro dosaZeni
vhodného odd¢leni stanovované latky (slozky vzorku) 1ze upravit podminky analyzy:
vybérem vhodné kolony (velikost, napli), vybérem vhodné mobilni faze nebo
nastavenim optimalni rychlosti toku mobilni faze kolonou. Nékteré UV detektory
umoznuji v maximu chromatografického piku sejmout UV spektrum, shoda UV
spekter vzorku a standardu je dalsi identifika¢ni charakteristikou.

Kvantitativni hodnoceni = mnozstvi slozky ve vzorku - sestrojeni kalibra¢ni kiivky
ze znamych koncentraci standarda téze latky jako zavislost vy$ky nebo plochy piku
na koncentraci. Na zakladé zjisténych ploch piki se obsah latky ve vzorku uréuje
pomoci standardu se zndmou koncentraci. Nej€astéji se pouziva bud’ metoda vnéjsiho

nebo vnitiniho standardu.®*

Metoda vnéjsiho standardu

Pii této metodé se porovnava plocha piku stanovované slozky s plochou piku
standardu chromatografovaného za stejnych podminek. Jako vné&jsi standard se
pouziva u substanci tzv. chemicka referencni latka, nebo u sloZenych lékovych
pfipravkll jedna z analyzovanych sloZzek smési. Koncentrace stanovovanych slozek
smési se pak vypocitd z poméru ploch (vysek) pika jednotlivych stanovovanych latek

a plochy piku vng&jsiho standardu.®*??
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Metoda vnitiniho standardu

Pfi této metod¢ se piidava presné znamé mnozstvi standardni latky (jina latka s
podobnou chemickou strukturou a podobnymi fyz.-chem. vlastnostmi) do
analyzované smeési pred vlastni analyzou. Po dikladném promichani se vzorek
nastfikuje na kolonu. Koncentrace stanovovanych slozek se vypocitd z poméru ploch
(vysek) piku jednotlivych separovanych slozek a plochy piku vnitiniho standardu.
Protoze standard a vzorek jsou pii sou¢asném chromatografovani vystaveny stejnym
vlivlim, dochazi tim k jejich eliminaci. Metoda vnitiniho standardu je méné Casovée
narocnd a hlavné presnéjsi, protoZe neni zatizena chybou dvojiho néstfiku. Vnitini
standard vSak musi byt eluovan v blizkosti piki, které budou vyhodnocovany, musi
mit podobnou koncentraci jako hodnocené latky a musi byt chemicky inertni. Po
vyhodnoceni ploch pikll vypocitame pomér ploch a sestrojime kalibra¢ni kfivku jako

. , . (2,20,22
zavislost poméru ploch na koncentraci.®2%%?)
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2.4. Validace analytickych metod

Analytické metody pouzivané pro monitorovani kvality 1é¢iv musi byt vhodné,
piesné a spolehlivé. Vhodnost, piesnost a spolehlivost musi byt experimentalné
ovéfena, doloZena a tento proces se nazyva validace analytické metody. Jedna se o
ze dava reprodukovatelné a spolehlivé vysledky. Cilem validace je dat praktické
hranice, ve kterych je zkuSebni postup pouzitelny , a zajistit, aby pfi opakovaném
postupu daval stejné vysledky. Validace je odd€leny akt. Obecné se nejprve definuji
pozadavky na zkuSebni metodu. Vyvine se metoda, najdou se optimalni podminky a
tretim bodem je validace, tj. pomoci experimentalnich dat se prokaze, Ze je metoda
vhodna pro dany ucel, Ze spliluje na zacatku definované pozadavky.

Obecné analytické parametry. ovéfované pfi validaci metod, jsou:

e presnost (opakovatelnost, reprodukovatelnost)
e linearita, rozsah

e spravnost

e detekéni a kvantitativni limit

o selektivita

e robustnost

PRESNOST

Je to mira shody mezi jednotlivymi vysledky metody opakované provadéné s
homogennim vzorkem. Podle podminek opakovani metody se rozliSuje
opakovatelnost a reprodukovatelnost. Pfi stanoveni opakovatelnosti se metoda
provadi jednim analytikem na tomtéZ pfistroji, se stejnymi Cinidly, na jednom
homogenizovaném vzorku. Reprodukovatelnost se provadi v riznych laboratofich na
jednom homogenizovaném vzorku. Pfesnost se vyjadii jako relativni smeérodatna

odchylka z minimalné 6 nezavislych analyz.

LINEARITA

Linearita je chapana jako piimkova zavislost mezi dvéma nahodnymi
proménnymi, tj. odezvou instrumentace (analytickym signalem) a koncentraci
analytu. Té€snost vzajemné zavislosti dvou nahodnych proménnych charakterizuje

korelaéni koeficient (r). Pfi linedrni zavislosti nabyva hodnoty +1 a ¢im vice se blizi
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jedné, tim je zéavislost obou proménnych tésnéjsi. ROZSAH je interval mezi dvéma

hladinami koncentrace stanovované latky.

SPRAVNOST
Je odchylka vysledku metody od spravné hodnoty. Spravna hodnota se zjisti
1. bud’ jinou, nezavislou metodou, jejiz spravnost je ovéiena
2. analyzou modelového vzorku tj. placeba
3. analyzou vzorku s pfidavkem standardni latky.

Vyjadiuje se jako rozdil hodnot nebo jako vytéznost (recovery):

= nalezena hodnota * 100 / skute¢na hodnota

DETEKCNI A KVANTITATIVNI LIMIT
Jedna se o citlivost metody. Jsou to parametry, které je nutné dolozit u metod pro

hodnoceni necistot. Detekéni limit je pouze pro limitni testy, tj. test zjist'ujici jen je-li

Cv v

vwr

SELEKTIVITA

Selektivita analytické metody je definovana jako schopnost pfesného a spravného
urceni analytu i v pfitomnosti interferujicich latek (matrice). Selektivni metoda je tedy
takovad metoda, kterd za ur¢itych podminek umozZiiuje pfesné a spravné stanoveni
obsahu slozky ve vymezené smési jinych slozek. Selektivita analytické metody je
testovana porovnanim vysledkli vzorkll standardi s vysledky vzorkd s matrici.
Interference matrice se projevuje tim, Ze analyticky signdl neodpovida
stanovovanému analytu, ale tento signal je superponovéan signalem ruSivé slozky
(Cistota signalu). Prokazovani selektivity metody je do jist€ miry zavislé na pouzité
instrumentalni technice, a proto je nutné pro kazdy pouzity systém vypracovat

individudlni program prokazovani selektivity metody.

ROBUSTNOST
Mira reprodukovatelnosti vysledki ziskanych analyzou jednoho homogenniho

vzorku v riznych laboratofich, riznymi analytiky, na riznych pfistrojich a s riznymi

28



¢inidly. Jedna se o miru schopnosti metody davat spravné a ptesné vysledky i pii
mensich zménach pracovnich podminek, ke kterym dochazi pii provadéni metody v

jiné laboratofi, i kdyz popsany postup zistava zachovan,#>?%
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2.5 Vlastnosti fumagillinu

Strukturni vzorec

Sumarni vzorec

C26 H 3407

Chemicky nazev
5-Methoxy-4-(1,5-dimethyl-1,2-epoxy-4-hexenyl)-1-oxaspiro [2.5] oct-6-yl
hydrogen(all-E-)-2,4,6,8-dekatetraendioat

M, 458,53
Nejcastéji se pouziva ve forme bicyklohexylamoniové soli, kterda ma:

-chemicky nazev: Fumagillin(1,1 -Bicyclohexyl)-4-amoniova sl

-sumarni vzorec: C,;H ., NO,

- M, 639,87
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2.5.1. Fyzikalné-chemické vlastnosti fumagillinu

Vzhled: bledézluty prasek

Rozpustnost: prakticky nerozpustny ve vodé (naopak stl je ve vodé rozpustnd),
ziedénych kyselinach, nasycenych uhlovodicich, rozpustny ve vét§in€é jinych
rozpoustédel, ve vodném roztoku Na,CO, a alkalického hydroxidu

Uskladnéni: pti teploté 15-25 °C, chrénit pied svétlem

UVmax: 335 nm, 351 nm 5%

2.5.2. Farmakologické vlastnosti fumagillinu

Fumagillin byl izolovan a charakterizovan v roce 1951 jako sekundarni produkt
plisné Aspergillus fumigatus. Tento mykotoxin nalezl uplatnéni jako antibiotikum,
predevsim pfi tlumeni prvoka Nosema apis, ktery zpisobuje zavaznou véeli chorobu
zvanou nosematdza. Nosemou je v Evrop€ nakaZena asi polovina vcelstev. Nakaza
byva Casto pfitomna v latentni formé, ktera mtze propuknout v epidemii. Ta pak
vcelstva velmi oslabi nebo zcela zni¢i. Jedinym uGCinnym léCivem nosematdzy je
fumagillin, ktery je vSak registrovan jen v né€kolika evropskych zemich. UvazZuje se
proto o jeho celoevropské registraci, zejména kdyz bylo prokazano, Ze je G¢inny i u
jinych infekci zplsobenych prvoky, mnapt. infekci vyvolanych vytrusovcei

(Apicomplexa) tiidy hromadinek (Gregarinia).

Ackoliv fumagillin neni schvalen pro systémové uziti u ¢lovéka, je jednou z latek s
nejvyssim G¢inkem u mikrosporidiovych infekci HIV-pozitivnich pacientd. To je
dalsi divod, pro¢ je fumagillin znovu intenzivné studovan a v laboratotfich jsou
pfipravovany jeho analoga a derivaty se zachovanou vysokou antisporicidni aktivitou,
ale niZ§i toxicitou pro ¢lovéka. Takovou latkou je 1 derivat s kodovym oznacenim
TNP-470, ktery je uc€innéjsi nez fumagillin, ale jeho toxicita je niz$i. DalSimi
nadéjnymi derivaty jsou latky oznacené jako CKD-731 a CKD-732. Jsou to vSechno
derivaty fumagillolu, ktery je zdkladnim farmakoforem této skupiny latek.
Charakteristicka pro tento farmakofor je pfitomnost dvou oxiranovych kruht, z nichz

jeden tvoii spiranovou strukturu s cyklohexanem.
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Dalsi vyznamnou aktivitou fumagillinu a nékterych jeho derivati je jejich vliv na
angiogenezi. Angiogeneze, ¢ili novotvorba cév, je proces, v némz se primitivni
vaskulatura rozristd a remodeluje, pficemz se vytvaii sit’ velkych a malych cév, které
se mohou vzajemn¢ propojovat a vétvit. Tento proces je regulovan souborem ruznych
pusobkil (cytokintl, integrinti, adheznich molekul, prote4dz apod.). Za fyziologickych
podminek jsou faktory podporujici angiogenezi v dynamické rovnovaze s faktory,
které ji potlacuji. Snizeni uCinnosti angiogenni aktivity ma za nasledek poruchu
hojeni ran nebo pomalé hojeni zlomenin. Naopak zvySena podpora novotvorby cév se
muze podilet na patogenezi revmatoidni artritidy, retinopatie nebo chronického
zanétu. Angiogeneze hraje i vyznamnou ulohu v ristu nddorového loziska a tvorbé
metastaz. Inhibice angiogeneze v nadoru se proto zda byt slibnou lé¢ebnou moznosti

nékterych forem rakoviny.

Fumagillin a nékteré jeho derivaty jsou u¢innymi inhibitory angiogeneze. Jejich
vysokd ucinnost a nizk4 toxicita z nich ¢ini vazné kandidaty na nova protirakovinna
lé¢iva, 1 kdyZ genotoxicky potencial fumagillinu byl prokdzan v experimentech in
vivo.  Mechanismus  O€inku  fumagillinu  zfejm& spo€ivda v  inhibici
methioninaminopetiddz, protedz, které odstranuji N-terminalni methionin z nové
syntetizovanych proteini. Opakované bylo prokazano, Ze tento proces je spojen s

tvorbou nédort, s idiopatickou plicni fibrézou a dalSimi patologickymi procesy.(27)

Pribalové informace

Charakteristika: Fumagillin je antibiotické 1éCivo, produkované houbou

Aspergillus fumigatus, které je specifickym lékem nosemové ndkazy vcel, jejimz
puvodcem je prvok Nosema apis. Poddva se na jafe vcelstviim, u nichz neprobiha

normalni vyvoj. Preventivné se pfidava do potravy na jafe, pfip. na konci léta.
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Indikace: nosemova nakaza vcel, ucinkuje také na rod Entamoeba u Simpanzi a
pst
Kontraindikace: Ptipravek se nesmi pouzivat v dobé sniisky medu, jmenovité od

15.dubna do 30.srpna.

Dévkovani: K pfipravé 1é¢ivého pokrmu se nejprve rozpusti obsah jedné lahvicky
v malém mnozstvi vody a poté se pfilije za stdlého michani k 25 1 ochlazené¢ho
cukrového roztoku. Takto pfipraveny sirup se zkrmuje po dikladném protiepani a
promiseni, béhem 2-3 tydnli, vzdy vecer. V pftipadech, kdy vcely zeslablé
nosematozou nepfijimaji 1é¢ivy sirup, nanasi se na véelami pokryty plat. Celkové
mnozstvi 5 1 1é¢ivého sirupu, potiebné k 1€c¢bé jednoho vceliho roje, se podava v
dennich davkach 0,25-0,5 1. V pfipad¢ silného napadeni je tieba cely postup
zopakovat po 48 hodinach. Jedno baleni postaci k 1écb¢ péti veelstev.

Ochrannd lhiita: Med bez ochranné lhuty ( ptipravek je kontraindikovan v obdobi

snisky medu).

Zpusob skladovéni: Pti teploté 15-25 °C, chranit pied svétlem (26.28)

2.5.3. Prehled praci zabyvajici se analyzou fumagillinu

Pro analyzu fumagillinu byly vypracovany studie vyuzivajici nejrizngjsi
metodiky. Analytické hodnoceni bylo nejcastéji provadéno pomoci HPLC, event.
spektrofotometrie nebo tenkovrstvé chromatografie.

e Laboratory studies on the photostability of fumagillin, the active ingredient of

Fumidil B* )
stacionarni faze : Cig , mobilni faze: acetonitril : voda : kyselina octova
(500:500:1,5), A=350 nm

e Trace analysis of fumagillin in honey by liquid chromatography-diode array-

electrospray ionization mass spectrometry ¢

stacionarni faze: Cig, mobilni faze: vodny roztok octanu amonného (20 mM):

acetonitril v poméru 61:39, v/v
e Elisa and HPLC methods analysis of fumagillin its decomposition products in

honey @Y

stacionarni faze: Cyg, mobilni faze: acetonitril : voda : ledova kyselina octova

(500:500:1,5)
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e Monitoring of selected metabolites and biotransformation products from
fermentation broths by high-performance liquid chromatography ©2
stacionarni faze: Cjg , mobilni faze: acetonitril : vodny roztok kyseliny
fosforecné nebo acetonitril : kysely fosfatovy pufr

e Determination of fumagillin by high performance liquid chromatography®”
stacionarni faze: Cig, mobilni faze: acetonitril : voda: ledova kyselina octova
(500:500:1,5), v/viv, A=351 nm &

e Multiclass determination and confirmation of antibiotic residues in honey
using LC-MS/MS @4

e Enantioselective synthesis of a potential key intermediate for the total

synthesis of fumagillin ¢

2.5.4. Prehled praci zabyvajici se fumagillinem

e FGFR1/PI3K/AKT signaling pathway is a novel target for antiangiogenic
effects of the cancer drug fumagillin (TNP-470) ©®

e Design, synthesis, and antiangiogenic effects of a series of potent novel
fumagillin analogues ©”

e Fumagillin: an anti-infective as a parent molecule for novel angiogenesis
inhibitors ¢

e Evaluation of genotoxic effects of fumagillin by cytogenetic tests in vivo ¢

e Fumagillin suppresses HIV-1 infection of macrophages through the inhibition
of Vpr aktivity “0

e Antimicrosporidial activities of fumagillin, TNP-470, ovalicin, and ovalicin
derivatives in vitro and in vivo “V

e A stereoselective asymmetric synthesis of antibiotic (-)-fumagillol using
claisen rearrangement and intramolecular ester enolate alkylation as key
steps “?)

e MetAP-2 inhibitors based on the fumagillin structure. Side-chain modification
and ring-substituted analogues “*

e Early genetic mechanisms underlying the inhibitory effects of endostatin and

fumagillin on human endothelial cells “*
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http://pubs.acs.org/cgi-bin/abstract.cgi/jafcau/1988/36/i04/f-pdf/f_jf00082a022.pdf?sessid=6006l3

Effects of carboxymethylcellulose and carboxypolymethylene on morphology
of Aspergillus fumigatus NRRL 2346 and fumagillin production “*

Carbon and nitrogen source nutrition of fumagillin biosynthesis by
Aspergillus fumigatus “°

Fumagillin Treatment of Intestinal Microsporidiosis “”

Investigation of novel fumagillin analogues as angiogenesis inhibitors “®)
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2.6. Stabilita léciv

Definice:

Stabilita je vlastnost 1é¢iva zachovavat si, v ptfipustnych mezich v ur¢itém obdobi a

za urcitych podminek uchovani, stejné jakostni znaky, jaké ma 1éc¢ivo v Case vyroby.

2.6.1. Faktory ovliviiujici stabilitu léCiv a léki

Faktory ovliviiujici stabilitu 1é¢iv mizeme rozdélit na vnitini a vné;jsi.

Vnitini faktory souviseji s vlastnosti jednotlivych slozek 1€kové formy. Stabilitu
I¢ku mize ovliviiovat kazda jeji slozka bud’ terapeuticky G¢inna , nebo neucinna.
Dulezitou tilohu maji chemické vlastnosti a kvalita 1é¢iva, pomocnych latek a obalovy
material. Nezanedbatelny vliv maji i jiné faktory jako je velikost ¢astic, pH, vlastnosti
pouzitych rozpoustédel a v nemalé mife 1 pfitomnost chemickych rezidui a nebo
kontaminant z vyroby.

Vnéjsi faktory, kterymi jsou nejcastéji teplota, svétlo, radiace, vzduch a vlhkost,
dokazi wvyrazné ovlivnit stabilitu 1éku. Mizou zpisobit premény tykajici se jednak
vlastnosti 1ékové formy, jednak zmén v G¢innych a pomocnych latkach obsazenych v
I¢ku. Dale k témto faktorim patii i zpisoby zpracovani — technologické postupy-
vSech slozek 1€ku do konecné 1ékové formy, jako je zplisob baleni a uchovavani 1éku.
Vsechny tyto vlivy mzou mit odraz nejenom na stabilitu, ale i na biologickou
dostupnost 1éCiva, a teda i na G¢innost a bezpe€nost piipraveného léku.

Udinna latka — 1é¢ive — ma uréitou strukturu, kterd je typickou charakteristikou
plsobeni na receptory v organizmu a nebo podpora jeho metabolickych déja. Ve
slozitych smésich, kterymi 1éky jsou, mize dochazet k rozkladu 1é¢iv riznymi vlivy.
Nejcastéji se jedna o hydrolyzu, oxidaci, izomerizaci, polymerizaci a fotolyzu.

Pomocné latky — jsou zékladni slozky 1ékli. Svymi vlastnostmi umoznuji zpracovani
a standardni vyrobu léku a umoziuji spravné vyuzivani 1é€iva. V dnesni dob¢ je Skala
pouzivanych pomocnych latek velmi Siroka od latek z hlediska chemické struktury
jednoduchych, dale komplexni polymerni slouceniny, az po riznorodé¢ piirodni latky
a jejich smési. Pomocné latky vesmés tvoii podstatnou ¢ast hotového 1éku, mizou
vyvolat a nebo se podilet na chemickém nebo fyzikalnim ovlivnéni 1é¢iva. Nezadouci
interakce mizou vést k ohrozeni kvality a nebo znemoznuji podani 1é¢iv. Chemické

interakce muiZou zpusobit rozklad ucinné latky, a tim snizit obsah potfebny na
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terapeuticky ucinek. Fyzikalni interakce muzou snizit rozpustnost, obsahovou

rovnomeérnost u¢inné davky a nebo ohrozit podani 1€ku.

2.6.2. Testy stability

Muzeme je rozdelit do nékolika skupin:

1- testy zatéZové: pouzivaji se v predformulacnich studiich na ovéfeni stability 1éCiva
2- testy zrychlené: vyuzivaji se na kinetické studie rozkladu 1éc¢iva a 1ékové formy,
porovnavaci zrychlené testy pro vybér vhodného slozeni, obalu apod.

3- testy dlouhodobé: zakladaji se co nejdiive podle postupu vyvojovych praci, hlavné
Vv postexperimentalnich studiich stability, tj. pfi vyvoji lékové formy a na ucely
registrace, pii které se mizou doplnit i zrychlenymi testy

4- testy stability 1éku p¥i jeho pouZivani 49)
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3.CIL PRACE
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Cilem prace je analytické hodnoceni fumagillinu s vyuzitim HPLC a stanoveni
jeho obsahu v 1é¢ivém ptipravku. Prace navazuje na diplomovou praci, ve které jsem

se zabyvala fumagillinem z hlediska pouziti u vcel.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. Pouzity chromatograficky material, pristroje,
pomiicky a chemikalie

Chromatograficky material

Chromatograficka kolona 4x150 mm L.D. s naplni Separon SGX C18, 7 um, Tessek,
Praha, Ceska Republika

Chromatografickd kolona 4x150 mm I.D. s naplni Separon SGX C8, 7 um, Tessek,
Praha, Ceska Republika

Chromatograficka kolona 3x150 mm LD. s naplni Separon SGX NH;, 7 um, Tessek,
Praha, Ceska Republika

Chromatografickéd kolona 4x150 mm L.D. s naplni Separon SGX CN, 7 um, Tessek,
Praha, Ceska Republika

Chromatograficka kolona 250x4 mm L.D. s naplni Lichrosorb RP-18C, 5 um, Merck,
Némecko

Chromatograficka kolona 250 x 4 mm [.D. s naplni Lichrosorb DIOL, 10 um, Merck,
Némecko

Separac¢ni kolonka 9x20 mm s naplni Separon SGX C18, 60 pum, Tessek, Praha,
Ceska Republika

Pristroje

Kapalinovy chromatograf HP1000 (Hewlett-Packard)
Analytické vahy, Helago, Ceska Republika

Acidimetr 333, Druopta, Praha, Ceska Republika
Spektrofotometr Shimadzu, UV-2401 PC, Schimadzu, Japonsko
Ultrazvukova lazen K10, Kraintek, Slovensko

Nylonovy filtr 0,45 pm

Pomiicky

Laboratorni sklo

Chemikalie
Fumagillin, Chinoin Budapest’, Mad’arsko
Octan amonny p.a., Balex - Pardubice, Ceska republika

Fosfore¢nan draselny kysely p.a., Lachema-Brno, Cesk4 republika
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Methylalkohol p.a., Penta, Praha, Ceska republika

Acetonitril PhEur, Merck, Némecko

Tetrabutyl-ammonium bromid p.a., Lachema-Brno, Cesk4 republika
Siran sodny krystalicky p.a., Lachema-Brno, Ceska republika
Kyselina fosfore¢na 85% p.a., Lachema-Brno, Ceska republika
Hydroxid sodny p.a., Lachema-Brno, Ceské republika

Ledova kyselina octova p.a., Lachema-Brno, Ceska republika
Dichlormethan p.a., Balex-Pardubice, Ceska republika

Octan ethylnaty p.a., Lachema-Brno, Ceské republika
Chloramphenicolum, galenické laboratof — Ostrava, Ceska republika
Sulpirid, Sigma-Aldrich, Némecko

4-Chloroacetanilid 97%, Sigma-Aldrich , Némecko

Nimesulid , Sigma-Aldrich, Némecko

Voda ¢isténa reverzni osmédzou

Kyselina askorbova p.a., Sigma-Aldrich, Némecko
Dihydrogenfosfore¢nan sodny p.a., Lachema-Brno,Cesk4 republika
Hydrogenfosfore¢nan sodny p.a., Lachema-Brno, Ceské republika

Glucosum p.a., Lachema-Brno
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4.2. Vyvoj chromatografickych podminek pro

stanoveni fumagillinu

Pro stanoveni fumagillinu bylo nutné najit vhodné zakladni chromatografické
podminky, které zahrnuji volbu optimalni stacionarni faze, mobilni faze, pratokové

rychlosti a vhodné vinové délky pro UV detekci.

Vybér stacionarni a mobilni faze

Jako stacionarni faze byla nejprve pouzita chromatografickd kolona s naplni
Separon SGX CI18 (7 um), 4x150 mm (¢islo 1). Dale chromatografickd kolona s
naplni Separon SGX C8, (7 um), 4x150 mm (¢islo 2). Poté chromatograficka kolona s
naplni Lichrosorb DIOL,10 um, (¢islo 3). Dalsi chromatograficka kolona s naplni
Lichrosorb RP-18C (5 um), 250x4 mm (¢islo 4). Pata chromatograficka kolona byla s
naplni nitrilovou (7 pm) 4x150 mm. Sestd chromatograficka kolona byla aminova
kolona (7 pm), 3x150 mm. K ptipraveé vzorku byla pouzita separacni kolonka s naplni
Separon SGX C18 (60 um), 9x20 mm.
Na jednotlivych kolonach byly zkouSeny tyto mobilni faze:
na koloné ¢.1:
-methanol : voda 60:40 (v/v)
-methanol : okyselena voda na pH 3,20 upraveno 10% H3PQO, ; 60:40 (v/v)
-methanol : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 4,8) 60:40 (v/v)
-methanol : fofore¢nanovy pufr ( KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,08 - upraveno 10%
H3PO,) 60:40 (v/v)
-acetonitril : fosfore¢nan amonny (0,05 mol/l) 70:30 (v/v)
-methanol : octan amonny (0,05 mol/l) 60:40 (v/v)
-methanol : octan amonny (0,005 mol/l) 60:40 (v/v)

na koloné ¢€.2:

-methanol : voda (pH 3,1- upraveno 10% H3PO,) 60:40 (v/v)

-methanol : fosfore¢nan draselny (0,005 mol/l) 60:40 (v/v)

-acetonitril : voda : ledova kyselina octova 50:50:0,15 (v/v/v)

-methanol : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mo/l; pH 4,8) 60:40 (v/v)

-acetonitril : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 4,8) 60:40 (v/v)
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-methanol : siran sodny (0,02 mol) 60:40 (v/v)
-methanol : octan amonny (0,005 mol) 60:40 (v/v)

na kolon¢ ¢.3:

-methanol : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l) 60:40 (v/v)
-acetonitril : voda : ledova kyselina octova 50:50:1,5 (v/v/v)

-acetonitril : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,04 - upraveno
10% H3PO4) 60:40 (v/v)

na koloné ¢.4:

-methanol : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l) 60:40 (v/v)

na koloné €. 5:

-methanol : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l) 60:40 (v/v)

-acetonitril : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,08 - upraveno
10% H3PO,) 60:40 (v/v)

-methanol : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,08 - upraveno 10%
H3PO,) 60:40 (v/v)

-methanol : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 6,02 - upraveno 10%
NaOH + 10 mg tetrabutylammonium bromid) 60:40 (v/v)

-acetonitril : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,06 - upraveno
10% H3PO,) 40:60 (v/v)

-acetonitril : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,60 - upraveno
10% H3PO,) 50:50 (v/v)

-acetonitril : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,60 - upraveno
10% H3PO,) 55:45 (v/v)

-acetonitril : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,08 - upraveno
10% H3P0O,) 50:50 (v/v)

-acetonitril : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,08 - upraveno
10% H3PO,) 55:45 (v/v)

-aceton : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,64 - upraveno 10%
H3PO,) 60:40 (v/v)
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-methanol : octan amonny (0,005 mol) 60:40 (v/v)
-methanol : siran sodny (0,02 mol) 60:40 (v/v)

na koloné¢ §.6:

-methanol : octan amonny (0,005 mol/l) 60:40 (v/v)

VInova délka byla vybrana na zakladé zméfeni spektra fumagillinu. Ten
vykazoval 4 maxima vlnovych délek (202 nm, 241 nm, 335 nm a 349 nm). Pro
analyzu byla zvolena vinova délka s nejvyraznéjsi absorbanci, coz bylo 335 nm.

Analyza probihala pii pritokovych rychlostech od 0,4 — 1,0 ml/min.

Vybér vnitiniho standardu
Pro kvantitativni analyzu byla zvolena metoda vnitiniho standardu. Pfi vybéru
vhodného standardu byly zkouméany tyto latky.

chloramfenikol

sulpirid

4—chloracetanilid

nimesulid

tetracyklin
Z vytipovanych 1é¢iv - chloramfenikol, sulpirid a 4-chloracetanilid neabsorbovaly pii
vlnové délce 335 nm. Tetracyklin nevyhovoval z ditvodu kratkého reten¢niho ¢asu.

Nimesulid byl pii vybéru vnitiniho standardu nejvhodnéjsi, jeho pik byl symetricky a

oba piky se délily aZ na zakladni linii.

Piiprava mobilni fiaze

Ke stanoveni fumagillinu byla pouZita mobilni fdze methanol : octan amonny
(0,005 mol/l) v poméru 60:40. Nejdiive byl pfipraven vodny roztok octanu
amonné¢ho, ktery byl prefiltrovan pies nylonovy filtr- 0,45 pm. Takto pfipraveny

roztok se smiché s methanolem v uvedeném pomeéru.
Piiprava zasobniho roztoku fumagillinu

0,01 g gumagillinu bylo navazeno do 10 ml odmérné bailkky a doplnéno

methanolem po rysku (1 mg/ml).
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Priprava zasobniho roztoku vnitiniho standardu

0,01 g nimesulidu bylo rozpusténo v 10,0 ml methanolu. Z tohoto roztoku byl
odebran 1,0 ml, ktery byl dan do 10 ml odmérné banky a doplnén methanolem po
rysku. Poté ztoho roztoku byl odebran 1,0 ml a smichan s 1,0 ml methanolu
(50pg/ml).

Priprava vzorku pro valida¢ni parametry
Bylo smichdno 1,0 ml zésobniho roztoku fumagillinu s 1,0 ml zasobniho roztoku

nimesulidu ( cum=5*10"* g/ml, Chim=2,5*10" g/ml).

Priprava placeba

Placebo bylo ptipraveno z téchto slozek:

Dihydrogenfosfore¢nan sodny ¢isty 0,136 g
Hydrogenfosforec¢nan sodny- krystalicky 0,136 g
Kyselina askorbova 0,136 ¢
Glukéza 18,232 g

Jednotlivé slozky byly navazeny a dany do 100 ml odmérné baiiky a doplnény vodou

po rysku.

Priprava vzorku pro analyzu

Nejprve jsem piipravila roztok placeba s fumagillinem — 0,01 g fumagillinu se
rozpustilo v 10,0 ml placeba. Z takto ptipraveného roztoku se vezme 1,0 ml a smicha
se s 1,0 ml zasobniho roztoku vnitiniho standardu. Takto ptfipraveny vzorek byl

nastiikovan na kolonu ( crm=5*10" g/ml, cim=2,5*10" g/ml).

Piiprava vzorku pro stabilitu pri pokojové teploté a v lednici

Viz. vzorek pro valida¢ni parametry
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4.2.1. Validace metody

Z validaénich parametri byla ovéfena pfesnost, spravnost, linearita, selektivita a
detekeni limit.
Piesnost

Piesnost byla vyjadiena jako relativni smérodatnd odchylka z 6 nezévislych
analyz, kdy méteni bylo provadéno pétkrat u kazdého vzorku.
Spravnost

Spravnost  byla vyjadfena v procentech jako odchylka metody od spravné
hodnoty. Byly pfipraveny 3 vzorky o zndmé koncentraci fumagillinu, které byly
nastfikovany tfikrat na kolonu a poté byla vypocitana vytéznost.
Linearita

Linearita metody byla ovéfena na zakladé kalibracni kiivky. Kalibraéni kiivka
byla sestrojena jako zavislost poméru ploch fumagillinu /nimesulidu na pfislusnych
koncentracich. Pro jeji sestaveni byly pouzity roztoky o 4 riiznych koncentracich
fumagillinu (25 mg/ml; 37,5 mg/ml; 50 mg/ml; 62,5 mg/ml ), kdy kazdy vzorek
obsahuje 1,0 ml zasobniho roztoku nimesulidu . Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny
nafedénim pfisluSného mnozstvi zasobniho roztoku fumagillinu methanolem na
objem 10,0 ml a nastfikovany na kolonu. Méfeni bylo provedeno tiikrat u kazdé
koncentrace vzorku. Ziskané udaje byly vyhodnoceny, zpracovany do tabulky a na
jejich zakladé sestrojena kalibrani kiivka, kterd byla nasledné pouzita i pro
stanoveni fumagillinu.
Selektivita

Selektivita byla vyjadfena jako rozdil mezi vysledky analyzy vzorku se slozkami
placeba a placebem samotnym.
Detekéni limit
spravnosti.
Robustnost

Byly zkouSeny zmény pomérl jednotlivych slozek mobilni faze a zmény pH

mobilni faze + 5%.
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4.2.2. Stabilita

Stabilita fumagillinu byla zjiStovana pti
e pokojové teploté tj. 24 °C
e V lednici pii teploté 6-8 °C
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
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5.1.Vyvoj chromatografickych podminek pro HPLC

analyzu fumagillinu

STACIONARNI FAZE

Pfi vyvoji optimalnich chromatografickych podminek pro hodnoceni fumagillinu
byly vyzkousSeny rizné stacionarni faze. Jako nejvhodnéjsi stacionarni faze byla
vybrana chromatografickd kolona 3x150 mm I.D. s naplni Separon SGX NH;, 7 um,
od firmy Tessek.

MOBILNI FAZE

Byly vyzkouseny rtizné mobilni faze v riznych pomérech. Nejvhodnéj$i mobilni
faze byla smés methanol : octan amonny (vodny roztok 0,005 mol/l ) v poméru 60:40.
Tato faze poskytovala nejlepsi zdznamy. Pfi pouziti ostatnich mobilnich fazi
nedochazelo k uplnému rozdéleni pikl, nebo reten¢ni ¢asy zkoumanych latek byly
velmi blizké a tudiz se piky navzajem piekryvaly a nebyly rozdéleny na zakladni linii.

Priitokova rychlost byla zvolena 1,0 ml/min, tlak se pohyboval od 2,5 do 2,7 MPa.

DETEKCE
Detekce byla provadéna v oblasti UV spektra, fumagillin mél ¢tyfi maxima, pti 202
nm, 241 nm, 335 nm a 349 nm. Nejvhodné&jsi vinova délka byla pii 335 nm, protoze

vykazovala nejvyraznéjsi absorbanci.
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Obr. €.1 : Absorpcni spektrum fumagillinu

Absorpéni maxima:
A=349,20nm A =0,9165
A=334,00nm A =1,0408
A=24140nm A=0,1738
A=201,80nm A=0,3259

VNITRNI STANDARD
Nimesulid byl pfi vybéru vnitinitho standardu nejvhodnéjsi, jeho pik byl

symetricky a oba piky se délily az na zékladni linii.
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Obr. ¢.2 : Absorp¢ni spektrum nimesulidu

Absorpéni maxima:
A=19460nm A=0,3166
A=201,60nm A =0,9557
A=298,20nm A =0,2548
A=323,40nm A =0,2426
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Obr.¢. 3: Chromatograficky zdznam fumagillinu (methanolicky roztok 1mg/ml)
Chromatografické podminky: kolona: 3x150 nm I.D. s naplni Separon SGX
NH;, 7 um; mobilni faze : methanol : octan amonny (vodny roztok 0,005
mol/l, v/v) v poméru 60 : 40, pritokova rychlost : 1 ml/min, A= 335 nm,

nastiik : 20 pl
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Obr.¢.4: Chromatograficky zdznam fumagillinu a vnitiniho standardu nimesulidu
(Cfum=5*10-4 g/ml y Cnim=2,5*10-5 g/ml),
Chromatografické podminky viz. obr.¢.3
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Z valida¢nich parametri byly ovéfeny

e presnost

Tabulka ¢.1: Hodnoty ploch pro vypocet smerodatné odchylky

Vzorek ¢.1

fumagillin | 682,6 682,9 677,7 6874  |6792
Plocha K esulid 5606 5747 5821|5871 |568.4
Smérodatna odchylka: 2,4254
Vzorek ¢.2

fumagillin |521,8 521 518,8 5192  |5182
Plocha Fesulid (5281 5275|5272 5269|5205
Smérodatna odchylka: 1,5297
Vzorek ¢.3

fumagillin | 639,1 639 640,3 640 641
Plocha o esulid [474.1 4736 4732 4729|4753
Smérodatna odchylka: 0,8408
Vzorek ¢.4

fumagillin | 634,1 630,3 629,9 630,3 6315
Plocha K resulia (5184|5164 |516,2 5157  |516.2
Smérodatna odchylka: 1,7181
Vzorek ¢.5

fumagillin | 712,9 712,3 708,2 7127 7124
Plocha Fmesulid [550,7 555,6 5455 5508 |556,3
Smérodatna odchylka: 2,5006
Vzorek ¢.6

fumagillin | 645,1 645 6454 640,9 641,6
Plocha Fesulid [5785 5786 |5761  |5747  |573.7

Smérodatna odchylka: 2,3040
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spravnost

Tabulka ¢€.2: Hodnoty pro zji§téni koncentrace

vzorek Plocha Pomér ploch prameér koncentrace
Fumagillin nimesulid | Fum/nim
527,51 673,1 0,7837
1 526,90 672,5 0,7835 0,7836 3.72*10™
g/ml
526,20 671,6 0,7835
721,17 737,4 0,978
2 731,85 743 0,985 0,981 4’95*10-4
g/ml
724,51 739,3 0,980
773,41 657,1 1,177
3 773,80 654,1 1,183 1,180 6, 19*10-4
g/ml
769,18 651,85 1,180
VytéZnost:

Vzorek ¢.1: 99,20 %
Vzorek ¢.2: 99,00 %
Vzorek ¢.3: 99,04 %
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e linearita
Byla pouzita metoda kalibracni kiivky. K jejimu sestrojeni byly pouzity Ctyfi

koncentrace fumagillinu (viz. Kapitola 4.2.1)

Tabulka ¢.3: Hodnoty pro koncentraci kalibracni kiivky

vzorek Plocha Pomér ploch prumér
Fumagillin nimesulid | fum/nim

295,7 505,6 0,585

1 299,2 509,2 0,586 0.587

298,5 504,8 0,591

398,78 508 0,785

5 397,78 504,8 0,788 0.786

397,24 505,4 0,786

494,61 497,6 0,994

3 496,10 496,6 0,999 0.997

494,91 496,4 0,997

556,3 467,6 1,190

4 554,1 467,1 1,186 1186

553 467,3 1,183
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KALIBRACNI KRIVKA
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Obr. ¢. 5: Kalibra¢ni kiivka

Pro vyhodnoceni chromatografickych zaznami byla sestrojena kalibra¢ni kiivka
(zavislost koncentrace fumagillinu na poméru ploch fumagillinu ku nimesulidu), ktera
vykazuje linearni pribéh v rozmezi danych koncentraci. Jeji parametry jsou:

Rovnice regresivni ptimky: y= 0,1606x + 0,1862
Korela¢ni koeficient: R*= 0,9996
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o selektivita
Selektivita je doloZena chromatografickym zaznamem placeba a  fumagillinu

s placebem
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Obr. &. 6: Chromatograficky zdznam placeba

Chromatografické podminky viz obr.¢3
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Obr.¢.7: Chromatograficky zaznam placeba s fumagillinem (Img/ml placeba)

Chromatografické podminky viz. obr.¢.3
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e detekéni limit
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Obr.¢. 8: Chromatograficky zdznam nejniz$i detekovatelné koncentrace (3,4 pg/ml)

Chromatografické podminky viz. obr.¢.3
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e robustnost
Pfi zmén€é poméru mobilni faze dochdzi ke zkracovani retencnich casti jak
fumagillinu, tak nimesulidu naopak zména pH mobilni fize ma vliv na reten¢ni Cas,

ale symetrie pikti zlistdva zachovana.
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Obr.¢.9: Chromatograficky zaznam pti zméné mobilni faze
Chromatografické podminky: kolona: 3x150 nm L.D. s naplni Separon SGX
NH;, 7 um; mobilni faze : methanol : octan amonny (vodny roztok 0,005
mol/l, v/v) v poméru 55 :45, pritokova rychlost : 1 ml/min, A= 335 nm,
nastrik : 20 pl
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Obr.¢.10: Chromatograficky zaznam pii zmén¢ mobilni faze
Chromatografické podminky:kolona: 3x150 nm 1.D. s naplni Separon SGX
NH,, 7 um; mobilni faze : methanol : octan amonny (vodny roztok 0,005
mol/l, v/v) v poméru 65 : 35, pritokova rychlost 1 ml/min, A=335 nm,
nastrik : 20 ul
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Obr.¢.11: Chromatograficky zdznam pti zméné pH mobilni faze = 3,01

Chromatografické podminky viz obr.¢€.3
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Obr.¢.12: Chromatograficky zaznam pti zméné pH mobilni faze = 7,05

Chromatografické podminky viz obr.¢. 3
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Obr.¢.13: Chromatograficky zaznam stability pii pokojové teploté po 72 hod.

Chromatografické podminky viz obr.¢€.3
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Obr.¢.14: Chromatograficky zaznam stability pfi teploté 2 az 8 °C
Chromatografické podminky viz obr.¢.3

Ponechani vzorki pii pokojové teploté a v lednici nemélo zadny vliv na retencni Cas a

nedoslo ani ke vzniku rozkladnych produktu.
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6. ZAVER
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V rigor6zni préci bylo vypracovano analytické hodnoceni fumagillinu s vyuzitim
HPLC a stanoven obsah fumagillinu v 1é¢ivém piipravku. Méfeni bylo provadéno na
chromatografické koloné¢ o rozmérech 3x150 mm LD. s naplni Separon SGX NHo,
7um. Byla pouzita mobilni faze ve slozeni methanol : octan amonny (vodny roztok
0,005 mol/l, v/v ) v poméru 60:40, pratokova rychlost 1 ml/min pii tlaku 2,5 az 2,6
MPa. Vzorky byly nastfikovany v objemu 20 /1.

Pro stanoveni fumagillinu z 1é¢ivého ptipravku byla vypracovana metoda vnitiniho
standardu. Pii zvolenych podminkach nejvice vyhovoval nimesulid. Z valida¢nich
parametrl byla ovéfena linearita na zékladé kalibracni kfivky, kde rovnice regresni
piimky je y= 0,1606x + 0,1862 a korela¢ni koeficient je R? = 0,9996. Dale piesnost,
spravnost, robustnost, selektivita a detek¢ni limit. Poté byla zkouSena stabilita pii
pokojové teploté a pfi teploté 2 az 8°C.

Bylo stanoveno 0,0238 g fumagillinu na 1 g IéCivého piipravku. V 1éCivém
ptipravku je deklarovand hodnota 0,025 g fumagillinu na 1g 1é¢ivého piipravku, coz

odpovida 95,2 %.
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SOUHRN

HPLC HODNOCENI FUMAGILLINU
V LECIVEM PRIPRAVKU

Rigorozni prace

Mgr. Kristyna Stryckova

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

V této rigordzni praci bylo vypracovano analytické hodnoceni fumagillinu s
vyuzitim HPLC a stanoven obsah fumagillinu v lé¢ivém piipravku. Méfeni bylo
provadéno na chromatografické kolon¢ o rozmérech 3x150 mm L.D. s n4plni Separon
SGX NHj, 7um. Byla pouzita mobilni faze ve slozeni methanol : octan amonny
(vodny roztok 0,005 mol/l, v/v ) v poméru 60:40, priitokova rychlost 1 ml/min pii
tlaku 2,5 aZz 2,6 MPa. Detekce byla provadéna pii 335 nm pomoci UV detektoru.
Vzorky byly nastiikovany v objemu 20 p/1.

Pro stanoveni fumagillinu v 1é€ivém pripravku byla vypracovana metoda vnitiniho
standardu. Pfi zvolenych podminkdch nejvice vyhovoval nimesulid. Z validaénich
parametri byla ovéfena linearita, pfesnost, spravnost, robustnost, selektivita a
detek¢ni limit. Dale byla zkouSena stabilita pfi pokojové teploté a pii teploté 2 az
8 °C.

Bylo stanoveno 0,0238 g fumagillinu na 1 g lé¢ivého ptipravku, coz odpovida

95.2 % deklarovaného mnozstvi
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ABSTRACT

HPLC EVALUATION OG FUMAGILLIN
IN THE MEDICINE

Rigorous thesis
Mgr. Kristyna Stryckova

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové,

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control

In this rigorous thesis is described analytic evaluation of fumagillin by using
HPCL and stated the amount of fumagillin in the medicine. The measurment was
implemented on chromatographic colony in size 3 x 150 mm I.D. with the Seladon
SGX NH; filling, 7um. There was used the mobile phase composed of methanol:
amonium acteate (aqueous solution 0,005 mol/l, v/v )in the ratio of 60:40, at the flow
rate of 1ml/min and pressure of 2,5-2,6 MPa. The detection was performed at 335 nm

using the UV detektor. The samples were spraeyd in cubage 20 /1.

The international standard method was drawn up for determination of fumagillin in
medicine. The most suitable sample from the selected conditions was nimesulid.
Concerning validation parameters were verified linearity, accuracy, robustness,
selection and detector limit. Further there was examined the stability in conditions of
room temperature and the temperature od 2-8°C.

It was determined 0,0238 g of fumagillin in 1 g of medicine that is stated as 95,2%

of neccessary amount.
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