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1. Uvob

Vysokoucinna kapalinova chromatografie stidle patii mezi dominantni
separacni metody V oblasti analyzy 1é¢iv. VyznacCuje se znacnou flexibilitou,
neustalou modernizaci, je dostateCn¢ citliva, rychld a spolehliva. Je tedy casto
vyuzivana ke stanoveni 1é¢iv a jejich metabolitti v biologickém materialu.

Daunorubicin se fadi mezi antracyklinova cytostatika, kterd jsou vyznamna
Vv [écbé hematologickych malignit a nékterych solidnich nadorti. Jejich spole¢nym
nezadoucim G¢inkem je kardiotoxicita. Jednou z moznosti, jak zmirnit jejich toxické
pusobeni na myokard, je podani kardioprotektivniho lé¢iva dexrazoxanu. Déle je
mozné zménit formulaci 1ékové formy, tzn. navéazat cytostatikum na nosic, kterym
muze byt napt. lipozom.

Teoretickd ¢ast diplomové popisuje princip HPLC, historicky vyvoj
separac¢nich metod, zakladni HPLC instrumentaci a principy kvantitativni analyzy.
Dale je zaméfena na zakladni metody Upravy biologického materidlu pied HPLC
analyzou a validaci bioanalytickych metod. Na zavér jsou shrnuty informace
0 analyzovanych 1é¢ivech a z vybranych studii, které se zabyvaji analyzou
antracyklint v biologickém materialu.

V experimentalni ¢asti je popsan vyvoj metody ke stanoveni daunorubicinu
a jeho metabolitu daunorubicinolu v krali¢i plazmé za pouziti vnitiniho standardu
doxorubicinu. V navaznosti na to byla provedena pilotni validace metody zahrnujici

ovéfeni linearity, pfesnosti, Spravnosti a stability.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

V soucasnosti je vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography) jednou z nejvice progresivnich metod, ktera
nachazi stale Sirsi uplatnéni ve vSech oblastech analyzy 1éCiv.

Metoda umoziuje jak kvalitativni, tak kvantitativni hodnoceni separovanych
slozek smési. Analyza je rychld, velmi citliva (v zavislosti na pouzitém detektoru) a
je zapotiebi pouze malé mnozstvi vzorku. Pii vhodné zvolenych podminkach lze
zjistit totoZnost 1é¢iva, stanovit jeho obsah a odhalit pfitomnost moznych necistot. To
vSe z jednoho nastiiku. Pfi stabilitnich studiich 1ze HPLC wvyuzit ke sledovani
priabéhu rozkladného procesu a vyvodit z hodnoceni ubytku léciva a soucasné
vzniklych rozkladnych produkti chemismus rozkladné reakce. HPLC se vyuziva
také pti analyzach ptirodnich lé¢iv v rostlinném materialu. Dilezitou oblasti analyzy
1é¢iv v biologickém materidlu jsou farmakokinetické studie a terapeutické
monitorovani 1é¢iv v té€lnich tekutinach (nejcastéji se jedna o krevni plazmu, sérum,

moc). [1]

2.1.1. Struéna historie separa¢nich metod

Nékteré pochody, které tvoii zdklad chromatografickych metod, jsou znadmy
jiz velmi dlouho. Piikladem muze byt vyuzivani sorpénich vlastnosti nékterych
zemin k ¢isténi moiské vody v Aristotelovych dobach. [2]

Samotnou chromatografii objevil rusky chemik a botanik Mikhail Tsvet (syn.
Cvet, Tswett) na pocatku 20. stoleti pfi studiu pigmentti chloroplastl. Zjistil, Ze pfii
filtraci jejich petrolejového roztoku sklenénou kolonkou naplnénou uhli¢itanem
vapenatym se smés zacina délit na barevné prouzky podle miry adsorpce slozek na
absorbent. Vysledek procesu nazval chromatogram a metodu chromatografickou. Se

svymi objevy vSak v té dob¢& neuspél pted botanickou spole¢nosti a tato nova metoda



zustala 25 let nevyuzita. Az po publikovani prace autord Kuhn, Lederer a
Winterstein vroce 1931 se chromatografie dockala renesance a zacala se hojné
vyuzivat. [2]

Za pieménou kapalinové chromatografie v moderni a rychle se rozvijejici
metodu stoji profesor C. Horvath z univerzity v Yale, ktery se proslavil se tim, ze
jako prvni sestavil HPLC instrument a zavedl pojem vysokou¢inna kapalinova
chromatografie. Tuto separa¢ni metodu pak uvedl na konferenci v roce 1970. [3]

Vyvoj HPLC vyplynul z potieby najit metodu pro déleni v kapalné fazi, ktera
by byla komplementarni k plynové rozdélovaci chromatografii a soucasné davala
moznost kvantitativniho hodnoceni. HPLC je vyznamna tim, Ze umoziiuje dosdhnout
v n¢kolika minutach déleni, které by jinak trvalo hodiny nebo i dny, popt. by to

nebylo mozné viibec. [2]

2.1.2. Princip chromatografie

Obecné lze fict, Ze chromatografickd separace je zalozena na transportu
kapaliny (mobilni faze) skrze pordzni material (stacionarni faze). Mobilni faze nese
smés analytd, které rizné interaguji s povrchem stacionarni faze. Vysledkem celého
procesu jsou rizné ¢asy migrace jednotlivych slozek smési. [3]

Latka se po vpraveni do chromatografického systému rychle rozdéli mezi obé
faze ve snaze dosahnout sorp¢ni rovnovahy. Rovnovaha je vSak neustale poruSovana
tokem mobilni faze.

Podle mechanismu interakce analyzované latky s pevnym sorbentem lze
chromatografické metody rozélenit:

a) adsorp¢ni chromatografie

b) rozdélovaci chromatografie

c) iontové vyménna chromatografie (IEC)
d) gelova chromatografie

e) afinitni chromatografie

[1]



2.1.3. Instrumentace kapalinové chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie se neustale rozviji diky stalému
zlepSovani a inovaci instrumentace. Pokroky se tykaji nejen hardwaru piistroju, ale
také novych principt a jejich aplikaci v této oblasti.

Mezi hlavni sméry vyvoje instrumentace pro kapalinovou chromatografii
patii automatizace jednotlivych fazi analyzy a celé¢ techniky HPLC, miniaturizace
kolon a celého zafizeni, pouzivani kombinaci kolon, chromatografickych technik a
spojeni HPLC se spektralnimi technikami. [4]

Mezi z&kladni prvky instrumentace HPLC, které se pouZivaji v sou¢asnych

komercné dostupnych piistrojich, patii:

Zéasobniky mobilni faze
Je zde wulozeno potiebné mnozstvi rozpoustédla, které slouZzi
ke kontinudlnimu zasobovani HPLC systému mobilni fazi. Z&sobniky mohou byt

vybaveny filtry, které zabrani nasati pevnych necistot do systému. [3]

Cerpadlo

Zajistuje konstantni a kontinudlni pritok mobilni faze systémem.
zasobnikd. [3]

Cerpadla pracujici s konstantnim pritokem vyuZivaji mechanického pohonu
pistu v komote, kde zdrojem hnaci sily jsou elektromotory. RozliSujeme Cerpadla
pracujici na principu velkoobjemové injekéni stiikacky s pistni komorou o objemu
100 — 500 ml a pistova Cerpadla s malym objemem pistni komory (20 — 400 pl),
druhy typ se v soucasnosti pouzivd mnohem casté&ji. Vyhodou Eerpadel s malym
objemem pistni komory je moznost ¢erpat mobilni fazi bez pteruSeni toku, snadno a
rychle vyménit mobilni fazi a pracovat s gradientem. Je vSak velmi dilezité pred

vstupem do ¢erpadla mobilni fazi dokonale odplynit. [4]



Degasser

Uvolniovani molekul plynu v koloné nebo v cele detektoru muze vazné
narusit proces separace a znehodnotit tak chromatograficky zaznam. Proto je dilezité
odstranit plyny z mobilni fize pomoci degasseru. Lze pouzit prato¢ny odplynovac,
kde mobilni faze protéka porézni trubici umisténé v evakuovaném prostoru,

molekuly plynti tak prochazi sténou trubice do vnéjsiho prostiedi. [4]

Davkovac

Konstrukce zatizeni pro davkovani vzorku do chromatografické kolony mtize
vyznamné ovlivnit U¢innost separace.

Vyuzivani techniky nastiiku injekéni stiikaCkou pfes septum nebo pfi
zastaveni prutoku mobilni faze (stop-flow davkovace) je jiz nyni minulosti. Dnes se
pouzivaji bud’ manualni smyckové ddvkovace na principu prepinacich ventil, nebo
automatické davkovace (autosamplery) umoznujici nastiikovat vzorek do kolony bez
preruSeni toku mobilni fize. Autosamplery jsou spojeny se zasobnikem, ve kterém

jsou umistény malé sklenéné lahvicky (vialky) obsahujici roztok vzorku. [3] [4]

Kolona

Kolona je srdcem HPLC systému. Probihd zde separace analyti. Je mistem,
kde je mobilni faze v kontaktu se stacionarni fazi, formuje fazové rozhrani mezi
mobilni a stacionarni fazi. [3]

Kolony jsou pfevazné zhotoveny z trubic s hladkym vnitinim povrchem.
Musi odolavat vysokym tlakiim, chemickému pisobeni mobilnich fazi a
separovanych latek, zaroven vSak nesmi zpusobovat rozklad analyzovanych latek.
Rozméry kolon zavisi na ucelu pouZiti a na velikosti ¢astic napIné. Délka kolony se
vét§inou pohybuje v rozmezi 5 — 15 cm, vnitini praimér 3 — 5 mm, napIné obsahuji
casteCky o priméru 3 — 5 pm. S rostouci délkou kolony se umérné zvysuje ucinnost
separace, ale také doba analyzy a pracovni tlak. Uginnost separace a pracovni tlak
naopak klesaji s rostoucim ¢tvercem priaméru ¢astic naplné. [4]

Kolony jsou plnény vhodnymi sorbenty (staciondrni fazi). Pro analyzu lé¢iv
pomoci HPLC se nejéastéji pouzivaji tzv. chemicky vazané stacionarni faze.

Na hydroxylové skupiny na povrchu silikagelovych zrnek jsou navazany rGzné
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radikaly, nejCastéji uhlikové ftetézce s 18, pfip. 8 uhlikovymi atomy (jednad se
o nepolarni chemicky vazane faze, tzv.reverzni faze). Jako sorbenty se také

pouzivaji silikagel a oxid hlinity (polarni sorbenty), ¢i vhodné ionexy. [1]

Detektor

V podstaté vSechny typy pouzivanych detektort v HPLC jsou koncentra¢niho
typu, tj. poskytuji signal (odezvu) tmérny koncentraci detekovanych latek v eluentu.
Lze je rozdélit do dvou skupin. Selektivni detektor poskytuje signal, ktery je umérny
koncentraci detekované komponenty v eludtu (napf. spektrofotometricky a
fluorimetricky detektor). Naproti tomu signal univerzalnich (nespecifickych)
detektor je umérny celkové vlastnosti eludtu jako celku, tj. mobilni fazi
a detekovanym slozkam (napt. refraktometricky detektor). [4]

Odezva detektoru by méla byt okamzitd a linearni v co nejSirSim
koncentracnim rozmezi. Je kladen dliraz na vysokou citlivost a nizkou troven Sumu.
Odezva detektoru by méla byt nezavisla na zménach tlaku, pritoku mobilni faze
a teploty a umozinovat provedeni gradientové eluce. [5]

V oblasti analyzy 1é¢iv jsou nejCastéji uzivanymi detektory fotometrické
pracujici v ultrafialové, piip. i viditelné oblasti; nasleduji detektory hmotnostni
a fluorimetrické. Elektrochemické detektory se pouzivaji jen pro specifické aplikace
a od uzivani refraktometrickych detektori se dnes upousti. [4] Podrobnéji viz

kap. 2.1.4.

Zarizeni pro zpracovani dat

Pocitacovy systém (PC) umoznuje kontrolu veskerych parametrd nastaveni
HPLC pfistroje (napf. poméry organické a anorganické ¢asti v mobilni fazi, teplotu,
nastiiky), také sbird data z detektoru a monitoruje systémovou uc¢innost, coz zahrnuje
nepretrzité sledovani slozeni mobilni faze, teploty, zpétného tlaku atd. Kromé toho

dovoluje kompletni zpracovani naméfenych dat (integrovani, vyhodnocovani atd.).

[1] [3]
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2.1.4. Detekce
Vybér detektori je velmi dulezity, ovlivni citlivost a selektivitu

chromatografické analyzy. Zde je uveden piehled nejvice pouzivanych detektord. [1]

Spektrofotometrické detektory

Jsou nejcastéji pouzivany pii HPLC analyze 1é¢iv zejména pro svoji citlivost
(10° az 1071% g/ml) a také proto, Ze je lze pouzivat pfi gradientové eluci. Prométuji
absorbanci elektromagnetického zafeni ur¢ité vinové délky slozkami eluatu, ktery
protékd celou detektoru. Vyuziva se predev§im UV oblast spektra, mnohem méné
oblast viditelnd a nejméné infracervena oblast spektra. V praxi se tedy uplatiuji
predevs§im UV detektory, piip. UV-VIS detektory. [1]

Kvantitativni vyhodnoceni je zaloZeno na Lambert-Beerové zakoné, ktery
vyjadiuje vzajemny vztah mezi tlouStkou absorbujici vrstvy (I), koncentraci
absorbujici slozky (c) a vlastni velikosti absorpce, vyjadienou jako absorbance (A):

A=€-c-1

Mezi nejuzivanéjsi UV detektory patii:

a) UV detektor s fixni vinovou délkou — nejcastéji 254 nm nebo 280 nm,
pfi nichz absorbuje vétSina 1é¢iv; jednoducha konstrukce, dnes jiz
omezené pouziti

b) UV-VIS detektor s proménnou vinovou délkou — ménitelna podle
potieb konkrétni analyzy

c) scanning UV detektor — snima béhem nékolika sekund absorpéni
spektrum v maximu piku hodnoceného 1é¢iva

d) detektor diodového pole (diode array detector) — soucasna detekce a
integrace signaltl pfi nékolika vinovych délkach; trojrozmérna projekce;
snimani celého spektra v redlném case bez pieruseni chromatografické
separace; porovnani spektra s knihovnou spekter; vypoditani Cistoty
piku (identifikace latky)

[1] [4] [5]
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Fluorimetrické detektory

Jsou zaloZeny na principu fluorescence a meéfeni sekundarniho zateni
(emisniho), které latka vydd po absorpci primarniho elektromagnetického zareni
(excita¢niho). [5] Tyto detektory se pouzivaji u 1éCiv (piip. u jejich rozkladného
produktu nebo metabolitu), ktera vykazuji pfirozenou fluorescenci. Latky, které
nevykazuji fluorescenci, Ize v nékterych piipadech reakci s derivatizaénimi ¢inidly
prevést na fluoreskujici derivaty.

Fluorescencni detektory jsou sice méné univerzalni nez UV detektory, avSak
jsou citlivéjsi (10 az 10712 g/ml) a selektivnéjsi. Lze je také pouzit pro gradientovou
eluci. [1]

Konstrukce detektoru umoznuje zachyceni maximalniho mnozstvi
fluorescenéniho zafeni vznikajiciho v cele detektoru nasobi¢em, piicemz toto ¢idlo
musi byt chranéno pied dopadem excita¢niho zafeni. Tohoto se dosahuje kombinaci
interferencnich filtrti, nasobi¢ je umistén kolmo na zdroj excitatniho zafeni.
Detektory jednoduché konstrukce pouzivaji rtutové vybojky a interferenéni filtr jako
zdroj monochromatického excitacniho zéafeni a detekuji fluorescencni zareni
souCasné pii vSech vinovych délkach po oddéleni zbytku rozptyleného excitacniho
zafeni. Fluorimetrické detektory moderni konstrukce umozniuji nastavit délku
excitatniho 1 emitovaného zafeni pouzitim monochromatoru, soucasn¢ Ize
programovat tyto vinové délky v priabéhu eluce k dosazeni maximalni citlivosti pro
kazdou separovanou latku.

Nekteré  fluorimetrické detektory umoziuji méfit v prutokové kyveté
detektoru excita¢ni fluorescencni spektra pii konstantni vinové délce emitovaného
fluorescencniho zafeni nebo emisni fluorescenéni spektra pii nastavené vinové délce
excita¢niho zafeni. Méfeni spekter se uskutec¢niuje bud’ v systému "stop-flow" nebo
u nékterych detektorti i bez zastaveni toku mobilni faze, jsou potom obdobou

detektorti diodového pole spektrofotometrickych detektort. [5]
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Elektrochemické detektory

Slouzi k detekci latek schopnych elektrochemické reakce, kterd probihd na
rozhrani elektroda — eluent. Hodnota elektrochemické veli¢iny je zavisla na
koncentraci analyzovaného IéCiva.

Voltametricky, amperometricky a polarograficky detektor vyuziva schopnosti
léciva se redukovat a oxidovat. Elektrochemické detektory jsou znacné citlivé

(10 az 1022 g/ml), aviak nelze je pouzit pti gradientové eluci. [1]

Refraktometrické detektory

Meéfi rozdilny index lomu mezi €istou mobilni fazi a eludtem vytékajicim
z kolony. Avsak pro své nevyhody je minimalné vyuzivan pro analytické hodnoceni
1éciv. M4 vyrazné mensi citlivost (10 g/ml), znagnou teplotni zavislost odezvy a

neni mozné je pouzit k detekci pii gradientové eluci. [1] [4]

Hmotnostni spektrometrie

V posledni dobé je hojné vyuzivano spojeni HPLC s hmotnostni
spektrometrii (MS), které je velmi uzite¢né pro identifikaci a strukturni analyzu.

Molekuly 1é¢iva v plynném stavu jsou v hmotnostnim spektrometru
ionizovany, nabité castice jsou poté v magnetickém ¢i vysokofrekvenénim poli
separovany podle hmotnosti a ndboje a je zaznamenano hmotnostni spektrum, tzn.
¢etnost iontll ve vztahu k poméru — hmotnost/pocet naboji.

Spojeni HPLC-MS je vysoce selektivni a citlivé, avSak finan¢né velmi

naro¢né. [1] [4]

2.1.5. Kvantitativni analyza

Cilem kvantitativniho stanoveni je nalézt vztah mezi plochou nebo vyskou
piku a mnozstvim eluované latky. Plochy pikt 1ze nejpfesnéji vyhodnotit pomoci
chromatografického softwaru. Mezi nejvétsi chyby ve vyhodnocovani piku patii

neptesné uréeni zakladni linie na chromatogramu. [5]
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Metoda vnéjsiho standardu
Koncentrace stanovované slozky se urci porovnanim odezvy piku slozky

ve zkouseném roztoku a odpovidajici odezvy namétené pro porovnavaci roztok. [6]

Metoda vnitiniho standardu

Ke zkouSenému a porovnavacimu roztoku se pridaji stejnd mnozstvi latky,
kterou lze rozlisit od zkousené latky (vnitini standard, IS). Na vnitini standard jsou
kladeny nasledujici pozadavky. Jednak by to méla byt strukturné blizka latka pridana
v podobné koncentraci, musi byt stabilni a mit odlisny retenéni ¢as vzhledem
ke stanovované latce, avsak mél by se eluovat v blizkosti stanovované latky. Vnitini
standard nesmi reagovat se zkousenou latkou a nesmi obsahovat neéistoty
s reten¢nim ¢asem podobnym retenénimu ¢asu zkousené latky. [1] [6]

Koncentrace zkousené latky se ur¢i porovnanim poméru ploch pikt a nebo
vysek pikt stanovované latky a wvnitiniho standardu pro zkouSeny roztok a

odpovidajiciho poméru pro roztok porovnavaci. [6]

Metoda normalizace

Obsah jednotlivych slozek zkouSené latky se vypodita z plochy piislusnych
pikt jako procento celkové plochy vSech pikd na chromatogramu. Vyjimkou jsou
piky rozpoustédel, piky jakychkoliv ptidanych ¢inidel a piky, jejichz plocha je pod

limitem zanedbatelnosti, tyto piky se zanedbavaji. [6]

Kalibraéni postup

Stanovi se vztah mezi méfenym nebo vyhodnocovanym signilem (y) a
mnozstvim (koncentrace, hmotnost atd.) stanovované latky (x) a vypocita
se kalibraéni funkce. Vysledky analyzy se vypocitaji ze zméfeného nebo

vyhodnoceného signalu stanovované latky pomoci inverzni funkce. [6]

15



2.2. Uprava biologického materialu

Ziskany biologicky material piedstavuje z analytického hlediska velmi
komplikovanou smeés. LéCiva a jejich metabolity jsou zde obvykle pfitomny
v nizkych koncentracich a naopak vzorek obsahuje velké mnozstvi endogennich
latek, které ptisobi rusivé na pribéh analyzy a nasledné vyhodnocovani. Neupravené
vzorky jsou vétSinou nevhodné pro chromatografickou analyzu, a proto je tieba
vzorky nejprve predcistit a ptipadné zakoncentrovat.

Vybéru metody k Gipravé vzorku je potieba vénovat odpovidajici pozornost.
Zalezi nejen na chemické struktuie, polarit€, rozpustnosti, ionizaci analytu, ale i na
druhu biologického materidlu. Nejcastéji se analyza provadi v plazmé, séru, moci,

ptipadné v pIné krvi. [7] [8]

2.2.1. Primy nastiik

V ojedinélych ptipadech Ize vzorek pfimo nastfiknout na chromatografickou
kolonu. Pfimého nasttiku bez ptedchozi Gpravy se vyuziva u stanoveni latek, které
fluoreskuji nebo absorbuji v ultrafialové oblasti, pfi pouziti vhodné vinové délky
totiz pfitomné necistoty neinterferuji. Tuto metodu vSak nelze pouzit v ptipad¢, ze
biologicky material obsahuje vysoké koncentrace proteinti. Naopak koncentrace
analyzovane latky musi byt relativné vysoka, protoze je mozné nastiiknout malé
mnozstvi vzorku (10 — 50 pl).

Opakované piimé nastiikovani biologickych tekutin se nedoporucuje,
analytickd kolona mutze byt rychle znehodnocena neeluovatelnymi komponentami
ze vzorku, coz se projevi vzestupem tlaku a zménou separacnich vlastnosti. Tento
nepfiznivy jev muze zpomalit pouziti predkolony, jeji Castd vyména prodlouzi

pouzitelnost kolony. [7] [9]
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2.2.2. Deproteinace

Deproteinaci odstranime bilkoviny pfitomné v biologickém materialu. Tato
metoda je pouzivana pro svoji jednoduchost a rychlost, ale ma i sva omezeni.
Nevyhodou deproteinace je vysoky obsah endogennich latek ve vzorku a jeho
ziedéni. [7]

Odstranéni proteini mtize byt provedeno fadou postupl, napi. precipitaci
chemickymi ¢inidly, ultrafiltraci, ¢i denaturaci pomoci enzymi. Pii volbé
deproteinacni techniky je tfeba zohlednit chemické sloZeni analyzované latky, jeji

stabilita, vazba na proteiny a precipitacni vytéznost. [7] [10]

Precipitace

Precipitace proteini vhodnymi deproteinacnimi Cinidly patii mezi
nejjednodussi metody upravy vzorku. Zabrani se tim vysrdzeni bilkovin na
chromatografické koloné pii styku vzorku s mobilni fazi, ktera obsahuje organicka
rozpoustédla nebo koncentrovanéjsi pufry. Po centrifugaci je ¢ast cCirého
supernatantu nastfiknuta na kolonu. Pokud je vSak analyzovana latka ve vzorku
pritomna v nizkych koncentracich, je vhodné supernatant odparit a odparek rozpustit
vV minimalnim mnozstvi mobilni faze a az poté nastiiknout na chromatografickou
kolonu. [7]

Jako  deproteinacni  Cinidlo lze pouzit organickd rozpoustédla,
napf. acetonitril, methanol, ethanol nebo aceton. Velmi G¢inné jsou silné kyseliny,
napf. kyselina trichloroctova, trifluoroctova, chlorista, chlorovodikova.
K deproteinaci se také vyuzivaji soli téZkych kovil, napf. siran zine¢naty a hydroxid

litny, wolframan sodny a chlorid rtut'naty. [7] [10]

Ultrafiltrace

Touto technikou jsou proteiny z biologického materidlu separovany
piechodem pies semipermeabilni membranu. Moderni ultrafiltraéni membrany jsou
schopny zachytit vice nez 99 % sérovych proteini. Vyhodou metody je ziskéani
bezproteinového ultrafiltratu bez nafedéni a bez jinych iontd z deproteina¢nich

¢inidel. Tento zpusob deproteinace je vSak vhodny pouze pro stanoveni latek, které
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nejsou vyznamné vazany na proteiny a nevykazuji specifickou vazbu na pouzité

membrany. [7]

2.2.3. Extrakce organickymi rozpoustédly
Proces extrakce je zavisly na ftad¢ faktori, predevSim na fyzikalné
chemickych vlastnostech rozpoustédla, pH vodné faze, vzajemném poméru fazi,

zpusobu a dobé trvani extrakce a také na zpisobu pfedchoziho zpracovani vzorku.

[10]

Volba rozpoustédla

Rozpoustédlo je zvoleno podle charakteru extrahované latky. Hydrofobni
latky se 1épe rozpoustéji v nepolarnich roztocich (s nizkou dielektrickou konstantou),
naopak pro hydrofilni latky jsou vhodné roztoky polarnich latek (s vysokou
dielektrickou konstantou). Cilem je zvolit rozpoustédlo, pfip. jejich smés, ve kterém
se bude extrahovana latka nejlépe misit. Je tedy dulezité, aby se rozpoustédlo co
nejméné misilo s vodou a nereagovalo s extrahovanou latkou. Vyhodou jsou tékavé
latky, které je snadné v piipadé nutnosti odpatit. Cistota pouzivanych extrakénich

¢inidel je zajisténa redestilaci, ¢i komeréné dostupnymi rozpoustédly. [10]

Rozpoustédia (ﬁf;f‘;gﬁ;ﬁzrgﬁg;ﬁg) Bod varu (°C)
n-Hexan 1,88 68,7
Benzen 2,24 80
Toluen 2,30 111
Diethyleter 4,33 35
Chloroform 4,80 61
Ethylacetat 6,11 77
Acetonitril 37,5 82
Ethanol 25,8 78
Methanol 33,6 65
Voda 80,4 100

Tab. 1. Mixotropni rada vybranych rozpoustédel [7]
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Vliv pH vodné faze

Vyssi selektivity a pfedevSim vytéznosti extrakce je mozné dosahnout
pomoci upravy pH biologického materidlu. Pti niz§im pH (> 5) se méné disociuji a
tudiz lépe extrahuji latky kyselé povahy. Naopak pii pH vyssim (< 7) 1épe piechazeji
do rozpoustédla latky bazické.

Teoreticky Ize vypocitat vhodné pH vodné faze z disociacni konstanty pKa

podle Henderson-Hasselbachovy rovnice. Obecné je konstanta definovana:

) _ [A7]-[HY]
pro kyseliny Ka = TIAH
_ [BI-[H*]
pro baze Ka = BH]
piicemz [AH]  koncentrace nedisociované kyseliny

[AT] koncentrace disociované kyseliny
[B] koncentrace nedisociované baze
[BH'] koncentrace disociované baze
[H*]  koncentrace vodikovych ionti
pKa zaporny logaritmus konstanty Ka
[10]
Vzijemny pomér fazi
Vhodné zvolenym pomérem vodna : organickda faze Ize zlepsit
extrahovatelnost latky. Vyssiho vytézku extrakce lze obvykle dosahnout vétSim
mnozstvim rozpoustédla. Zaroven vSak vétsi objem rozpoustédla s sebou nese urcité
nevyhody, napt. zfedéni vzorku nebo obtizn€jSi odbér organické faze ze smési.

Nejvhodnégjsi pomér vodné a organické faze je 1:5 az 1:10. [10]

Zpusob a doba trvani extrakce

Intenzita extrakce a doba tfepani musi byt adekvatni, aby latka co
nejdokonaleji piesla do rozpoustédla. Doba extrakce by neméla byt ptili§ dlouhd, aby
nevznikly téZko odstranitelné emulze. Podminky extrakce a jeji vytéZznost se zjist'uje
predevsim empiricky. Aby byla zajiSténa reprodukovatelnost procesu, musi probihat

za konstantnich podminek. [10]
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2.2.4. Extrakce na pevnych fazich

Extrakce na pevnou fazi (SPE, Solid phase extraction) je metoda, ktera
V posledni dobé nabyva na vyznamu. Svou podstatou je velmi podobna extrakci
kapalina-kapalina (LLE), jedna se také o rozdéleni rozpusténych latek mezi dvé faze,
avSak zde je druhou fazi pevny nosic. [8]

Pouzitim SPE se mizeme vyhnout fad¢é problému spojovanych s LLE, napf.
SPE mé& minimalni spotiebu organickych rozpoustédel, ktera jsou Casto fazena mezi
jedovaté latky, nicici ozonovou vrstvu, atd. Je to metoda piesnd, Casov€é nendrocna,
jednoduchd, s dobrou vytéznosti a reprodukovatelnosti srovnatelnou s extrakci
provedenou organickymi rozpoustédly. Je mozné ji automatizovat pouzitim
vakuového systému, ktery umoznuje soubézné stanovit 8 — 12 vzorkii. SPE se Casto
pouziva pro zpracovani kapalnych vzorki, pfedevsim pro extrakei stiedné t€kavych a
netékavych latek. [7] [8]

Principem SPE je sorpce analytu na tuhou fazi z faze kapalné, pricemz
interakce mezi analytem a tuhou fazi musi byt silngjsi nez s kapalnou fazi, ve které je
rozpuStény analyt. Sorbent je ulozen v trubickach z polypropylenu nebo ze skla, ¢i
slisovan se sklenénymi vlakny do diskd. Pfi vybéru sorbentu je jednim z hlavnich
kritérii polarita analyzovaného lé¢iva. Komeréné je dostupna cela fada sorbentt,
napt. chemicky obracené vazané faze na bazi silikagelu, normalni faze a iontové
vyménné faze. Vysledkem SPE je analyt vroztoku, ktery obsahuje minimum
interferujicich latek a je v dostate¢né koncentraci. [8]

Proces extrakce zahrnuje n¢kolik krokt. Nejprve je potieba sorbent aktivovat
(tzv. kondicionace), nejcasteji methanolem, poté je nutné extrakéni kolonku promyt
vodou. Tim je vytvoieno vhodné prostiedi pro navazani analytu na sorbent. Nyni se
aplikuje vzorek, ktery prochdzi ptes pevnou fazi. Nasleduje promyvani pevné faze
vodou, ¢imz se odstrani zbytky matrice z pevné faze. Findlnim krokem je eluce
analyzovanych latek organickym rozpoustédlem, pfi které dochazi k desorpci latky
z pevné faze. [11]

V celé fadé¢ ptipadt se ukazalo, Ze metoda extrakce na pevnou fazi je vhodna

a spolehliva alternativa k extrakci kapalina-kapalina. [8]
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2.3. Validace bioanalytickych metod

Validace je proces, kterym se ovefuje vhodnost analytické metody pro dany
ucel. Behem valida¢niho procesu se zjist'uji kliCové charakteristiky metody. Cilem je
tedy stanovit podminky, za kterych je vypracovana metoda pouzitelnd, a garantovat
spolehlivost pfi opakovaném pouziti v jedné nebo vice laboratofich. [1]

Dokument FDA ,,Guidance for industry — Bioanalytical Method Validation*
poskytuje informace Kk validaci bioanalytickych metod, které nachazi uplatnéni
v klinické farmakologii, ve studiich biologické dostupnosti, bioekvivalence a
farmakokinetiky. Metodiku 1ze také pouzit pro nehuméanni farmakologicko-
toxikologické studie a preklinické zkousky 1é¢iv.

Podle ucelu pouziti metody se rozliSuje validace uplna, Caste€nd nebo
zkiizena validace. UplIna validace se vztahuje pro nové bioanalytické metody nebo
nové struktury légiv. Casteéna validace se provadi pro jiz validované metody, v jejiz
metodice byly provedeny zmény. Zkiizena validace porovnava valida¢ni parametry

dvou a vice bioanalytickych metod, ze kterych byla ziskana data.

Chemicka analyza biologickych materiali musi spliovat urcité pozadavky.
Mezi zakladni parametry, které je tieba ovéfit, patii spravnost, presnost, selektivita,
citlivost, reprodukovatelnost a stabilita. Validace vyvijené metody obvykle zahrnuje
stanoveni selektivity, spravnosti, pfesnosti a vytéznosti, kalibracni kiivky a stability.

[12]

Selektivita (selectivity)

Selektivita je schopnost jednoznacné zhodnotit analyt v pfitomnosti jinych
komponent, jejichz ptitomnost lze oc¢ekavat. Tento parametr se doklada vysledky
z analyzy standardu a pak vzorki matrice bez analyzované latky, tzn. blankovych
vzorkd.

Potencionadlnimi interferujicimi  latkami mohou byt endogenni latky,

metabolity, produkty degradace, neéistoty z vyroby, exogenni xenobiotika atd. [12]
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Spréavnost (accuracy)

Spravnost analytického postupu vyjadiuje shodu mezi ziskanymi hodnotami a
hodnotou spravnou, referenéni.

Zjisti se opakovanymi analyzami vzorkt, které obsahuji znamé mnozstvi
analytu. Je potfeba provést nejméné pét mefeni na koncentraci a doporucuji se
nejméné tfi koncentrace v ofekavaném rozsahu. Primérna hodnota by méla byt
v rozmezi 15 % spravné hodnoty, vyjimkou je limit kvantifikace (LLOQ), u né¢hoz

by se naméfena hodnota neméla lisit o vice nez 20 %. [12]

Piesnost (precision)

Ptfesnost vyjadiuje miru shody mezi vysledky série méfeni, které jsou
ziskavany opakované z jednoho homogenniho vzorku. Obvykle je vzorek minimalné
petkrat analyzovan kompletnim postupem, ktery zahrnuje i ptipravu vzorku, ve tfech
koncentra¢nich trovnich. Piesnost je vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka
(RSD), neboli varia¢ni koeficient (CV) téchto péti stanoveni. Koeficient variace by
nem¢l piesahnout 15 % kromé limitu kvantifikace, kde je tolerovano 20 %. [12]

Relativni smérodatna odchylka je vyjadiena nasledujicim vzorcem, kde (SD)
predstavuje smérodatnou odchylku a (X) pramér naméfenych hodnot:

100 - SD
RSD (%) = ————

Smérodatna odchylka je definovana nasledujicim vzorcem, (n) piedstavuje

pocet méfeni a (X;) jednotlivé vysledky méfeni:

[13] [14]
Podle podminek opakovani lze ptesnost rozlisit na ti'i urovné: opakovatelnost,

mezilehla piesnost a reprodukovatelnost.

22



O opakovatelnost (repeatability) se jedna v piipadé, kdy je metoda
provadéna za naprosto stejnych podminek (stejny zptsob, pouzitd ¢inidla, pfistroj i
pracovnik).

Naopak mezilehla piesnost (intermediate precision) piedstavuje metodu,
kterd umoziuje variabilitu v ramci laboratofe, tzn. analyza probiha s riznymi ¢inidly,
ruzné dny, s jinymi pracovniky 1 pfistroji, avSak v jedné laboratofi se stejnym
homogenizovanym vzorkem.

Reprodukovatelnost (reproducibility) spo¢iva v metod€, kterou lze pouzit

Vv riznych laboratotich, provedeni je shodné jako u mezilehlé presnosti. [1] [12]

Vytéznost (recovery)

Vytéznost popisuje efektivitu extrakce analytické metody. Odezva detektoru
na mnozstvi analytu extrahovaného z biologické matrice se porovnava s odezvou
standardt, které predstavuji 100% vytéznost. Vysledky jsou ziskavany z analyz
extrahovanych vzorkil na tfech koncentrac¢nich urovnich (nizka, stiedni a vysoka).

Vytéznost extrakéni procedury nemusi dosahovat 100 %, je vsak podstatné,
aby byla stala, piesna a reprodukovatelna jak pro analyty, tak pro vnitini standard.
[12]

100 - nalezena hodnota

yt€znost (recovery) =
Wi ( ) spravné hodnota

[1]

Kalibraéni krivka (calibration/standard curve)

Kalibra¢ni kiivka vyjadfuje zdvislost odezvy detektoru na koncentraci
analytu. M¢la by byt sestrojena pro kazdy analyt ve vzorku. Pocet a koncentrace
standardi pouzivanych k sestrojeni kiivky by mélo odpovidat charakteru zavislosti
odezva/koncentrace a také predpokladdanému rozsahu koncentrace ve studii.

Kalibra¢ni kiivka by méla zahrnovat vzorek matrice (blank sample), vzorek
matrice s vnitinim standardem (zero sample) a Sest az osm nenulovych standardd

pokryvaji oCekavané koncentracni rozpéti, véetné limitu kvantifikace. [12]
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Limit kvantifikace (lower limit of quantification, LLOQ) ptedstavuje
spravnosti (v rozsahu 80 — 120 %), pik analytu by mél byt identifikovatelny,
odd€leny a reprodukovatelny. Signal analytu by mél byt alespont pétinasobny
v porovnani k signalu blankového vzorku.

Pti sestrojovani kalibracni kiivky je potfeba zohlednit, aby Ctyfi ze Sesti
nenulovych standardi (véetné LLOQ a standardu nejvysSi koncentrace) spliovaly
pozadavek na maximalné¢ 20% odchylku u LLOQ a 15% odchylku u koncentrace
standardu. [12]

Stabilita (stability)

Stabilita 1é¢iv v biologickych tekutinach je ovlivnéna skladovacimi
podminkami, chemickymi vlastnostmi 1é¢iva, jeho 1ékovou formou a matrici.

Stabilitni studie by meély zhodnotit stabilitu analyzovanych latek béhem
urcitého asového useku. Rozlisujeme dlouhodobé studie, ve kterych jsou vzorky po
stanovenou dobu zamrazeny, a kratkodobé, ve kterych jsou analyty uchovany za
laboratorni teploty.

Hodnocenym parametrem je tedy pokles koncentrace analyzované latky
Vv Case. [12]

Test zpusobilosti (system suitability test)

Test zpusobilosti analytického systému je soucésti validace analytické
metody. Jeho podstatou je definovani urCitych kritérii, kterd musi byt splnéna. Neni
totiZ mozné presné definovat vSechny podminky, za kterych ma byt metoda pouzita,
aby vysledky byly spolehlivé. Proto pfi kazdém novém pouziti metody neni nutné
opakovat celou validaci. Pfi splnéni poZzadovanych kritérii se predpoklada, ze diive

provedena validace plati. [1]
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2.4. Analyzovana léCiva

Cytostatikum daunorubicin patii spole¢né s doxorubicinem do skupiny
antracyklint. Cilem jejich piisobeni je zasahnout DNA v jadfe buniky. Mechanismus
ucinku antracyklini spoc¢iva v jejich schopnosti interkalace, tedy ve schopnosti se
vmezefit mezi pary bazi DNA a zablokovat tim funkci zejména topoizomerazy II.
Tak je uskute¢néna inhibice replikace a transkripce DNA a RNA.

Bohuzel vSak v pfitomnosti antracyklinli vznikaji reaktivni slouceniny
kysliku, které vedou k peroxidaci lipida a naslednému poskozeni myokardu. Typickeé
pro toto poSkozeni jsou zmény v subcelularni struktufe myokardu, tj. pomala ztrata
myofibril a vakuolizace bun¢k. V tomto d&ji se vyznamné uplatiiuji ionty zeleza
dostupné z myoglobinu a hemoglobinu. [15] Klinicky se antracyklinova
kardiotoxicita projevi bud’ akutné (arytmie, komorové dysfunkce v prubéhu nebo
ihned po podani) nebo jako ¢asna toxicita v zAvislosti na davce cytostatika
(kardiomyopatie), ¢i jako pozdni toxicita (méstnavé srdeéni selhani za 4 — 20 let po
posledni davce). Antracykliny patii mezi nejCastéj$i chemoterapeutika, ktera
zpusobuji kardiovaskularni komplikace, moznost rozvoje kardiomyopatie je tedy
limitujicim faktorem jejich pouziti. [15] [16].

V klinické praxi je dostupné jediné 1é¢ivo — dexrazoxan, které je schopno
chranit myokard pfed toxickym pusobeni antracyklini. Diky své struktuie je
prolé¢ivem, které je metabolizovano na chelataéné aktivni metabolit. Tim se omezi
tvorba komplexti zeleza s antracykliny, které jsou zodpoveédné za vznik kyslikovych
radikald. [17] Dalsi z moznosti, jak omezit kardiotoxicitu téchto cytostatik, je jejich
navazani na nosice, které vhodnym zpisobem méni farmakokinetiku 1é¢iva,
prodluzuji terapeuticky ucinek a omezuji nezddouci ucinky. Nejcastéji se pouziva
enkapsulace cytostatik v lipozomech, ¢i pegylace cytostatik, ptip. lipozomu. Jako
ptiklad klinického pouziti jsou lipozomalni daunorubicin, lipozomalni doxorubicin a
pegylovany lipozomalni doxorubicin. Lipozomy prodluzuji dobu cirkulace
cytostatika a chrani jej pred chemickou a enzymatickou degradaci v cirkulaci.

[18] [19]
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2.4.1. Daunorubicin

Daunorubicin je produkovan uréitymi kmeny Streptomyces coeruleorubidus
nebo Streptomyces peuceticus. Je to oranzovoclerveny krystalicky hygroskopicky
prasek. Je snadno rozpustny ve vodé a v methanolu, té€Zce rozpustny v ethanolu 96%,
prakticky nerozpustny v acetonu. Byva skladovan ve vzduchotésnych obalech

chranény pied svétlem. [6]

CHs

CHj

OH
NH,
Obr. 1. Chemicky vzorec daunorubicinu
Sumarni vzorec daunorubicin-hydrochloridu: C27H30CINO1o
Molarni hmotnost daunorubicin-hydrochloridu: M, 563,99 [6]

Daunorubicin je metabolizovan ve velké mife v jatrech cytoplazmatickymi
aldo-keto reduktazami. Hlavnim aktivnim metabolitem je daunorubicinol, ktery ma

antineoplastické uc¢inky. [20]

o OH (o]

CHj3

NH, NH,

Obr. 2. Metabolicka preména daunorubicinu na daunorubicinol [21]
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2.4.2. Doxorubicin

Doxorubucin byl izolovan v roce 1969 ze Streptomyces peuceticus. Molekula
je slozena z chinonového aglykonu, ktery je odvozen od ¢aste¢né hydrogenovaného
tetracenu, a z bazického cukru daunosaminu, ktery je pfipojen glykosidickou vazbou
v poloze 10. Diky konjugovanému systému aglykonu je chromoforem pro viditelnou
oblast, to znamend, Ze se doxorubicin a latky jemu blizké vyznacuji typickym

¢ervenym zbarvenim. [17]

NH,

Obr. 3. Chemicky vzorec doxorubicinu
Sumarni vzorec doxorubicin-hydrochloridu: C27H30CINO11
Molarni hmotnost doxorubicin-hydrochloridu: M, 579,99 [6]

Protinadorovych u¢inka doxorubicinu se v klinicke praxi vyuziva pii
hematologickych malignitach. PouZiva se k lé€bé nehodgkinskych lymfomi,
Hodgkinovy choroby, mnohocetného myelomu, akutni lymfoblastové a myeloidni
leukémie. Mezi dal$i indikace doxorubicinu patii skupina solidnich nadort,
napi. karcinom prsu, ovaria, endometria, karcinom zaludku, osteosarkom, sarkom

mekkych tkani, malobunéény bronchogenni karcinom aj. [15] [17]
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2.4.3. Piehled vybranych studii zabyvajicich se analyzou antracyklini

v biologickém materialu

K. E. Maudens a kolektiv se zabyvali vyvojem a validaci HPLC metody pro
stanoveni Ctyf antracyklinti (doxorubicin, epirubicin, daunorubicin, idarubicin) a
jejich 13-S-dihydro metaboliti v plazmé¢ a slinach.

Uprava biologického materialu zahrnovala precipitaci proteinii ethanolem
s naslednou L-L extrakci dichlormethanem.

Na kolonu Purospher Star RP-18 (5 um, 150 x 4,6 mm; Merck, Némecko)
bylo nastiiknuto 50 pl vzorku. Mobilni fazi tvofil 0,1% vodny roztok kyseliny
mravenci (slozka A) a 0,1% roztok kyseliny mravenci v acetonitrilu (slozka B).
Analyza probéhla za podminek gradientové eluce: 0 — 7min (24 — 30% B),
7 — 14 min (30 — 58 % B), 14 — 15min (58 — 95% B), 15 — 20 min (95 % B),
20 — 24 min (95 — 24 % B), 25 min (24 % B). Prutok 1 ml/min byl vrozmezi
14. — 24. minuty zvySen na 1,5 ml/min. K detekci latek byl pouzit fluorescenéni

detektor a excita¢ni vinova délka byla nastavena na 480 nm, emisni na 555 nm. [22]

Dalsi studie, jejimz autorem je S. Fogli a kol., je zamé&fena na vyvoj metody
vhodné pro terapeutické monitorovani daunorubicinu, idarubicinu, doxorubicinu,
epirubicinu a jejich metabolitd v lidské plazmé.

Vzorky plazmy byly nejprve extrahovany smési chloroform/1-hepanol (9:1) a
nasledn¢ byla provedena reextrakce 0,1M kyselinou fosfore¢nou.

Byla zvolena kolona Supelcosil LC-CN (5 um, 250 x 4,6 mm; Supelco) a na
ni bylo analyzovdno 50 ul vzorku. Mobilni féazi tvotil roztok 50mM
dihydrogenfosfore¢nanu sodného a acetonitrilu (65:35, v/v), pH bylo upraveno na
hodnotu 4 pomoci kyseliny fosforecné. Chromatografickd analyza probihala za
izokratické eluce, prutok byl nastaven na 1 ml/min. Byl pouzit fluorescen¢ni detektor

s excitaéni vinovou délkou 480 nm a emisni 560 nm. [23]
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Autor Y. Yang vyvinul a validoval HPLC-MS metodu pro stanoveni
daunorubicinu v krysi plazmé.

Biologicky material bylo nutné pfedem upravit precipitaci proteinti. Nejprve
byl pfidan 70% roztok siranu zine¢natého, poté smés methanolu a acetonu (1:1, v/v).

K analyze byla pouzita kolona BetaBasic Phenyl (3 um, 50 x 2,1 mm;
ThermoFinnigan), bylo nastfiknuto 15 pl vzorku. Mobilni fazi tvofila slozka A
(25 % acetonitril : 75 % voda : 0,1% kyselina mravenci) a slozka B (90 % acetonitril
: 10% voda : 0,1% kyselina mravenc¢i). Gradientova eluce probihala za téchto
podminek: 0 — 0,5min (10 % B), 0,5 — 2,7 min (10 — 25% B), 2,7 — 2,9 min
(25 - 95% B), 2,9 — 3,0min (95 — 10 % B). Pritok mobilni faze kolonou byl
nastaven na 0,4 ml/min. Jako wvnitini standard byl pouzit doxorubicin a

doxorubicinol. [24]

Tym autort v ¢ele s S. R. Urva vyuzil HPLC pro hodnoceni farmakokinetiky
doxorubicinu v plazmé a tkanich po podani 1é¢iva mySim.

Vzorky plazmy i tkani byly upraveny precipitaci 35% kyselinou chloristou
(V/v).

Pro analyzu byla pouzita kolona Zorbax 300 SB C18 (5 um, 250 x 4,6 mm;
Agilent Technologies), na niz bylo nastiiknuto 10 pl vzorku. Mobilni faze se skladala
z acetonitrilu (25 %) a vody s pridavkem 0,1% triethylaminu (75 %), pH bylo
upraveno na hodnotu 3 kyselinou fosforecnou, pritok byl na konstantni hodnoté
1,2 ml/min. Fluorescen¢ni detektor mél nastavenou excitaéni a emisni vinovou délku

na 480 nm a 560 nm. Daunorubicin byl vybran jako vnitini standard. [25]

Spoleénym stanovenim cytarabinu, daunorubicinu a etoposidu v lidské
plazmé se zabyval M. Krogh-Madsen a kolektiv.

Analyzované latky byly separovany od interferujicich substanci z plazmy
extrakci na pevnych fazich za pouziti extrakénich kolonek, které byly promyty
methanolem a 0,05M kyselinou chlorovodikovou. Vzorky plazmy byly nasledné
ziedény 0,05M HCI (1:1).
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Na kolon¢ Acclaim Polar Advantage Il — C18 (3 um, 150 x 4,6 mm; Dionex,
Dansko) bylo analyzovano 50 pl vzorku. Mobilni faze byla tvofena slozkou A (3 g/l
dihydrogenfosforecnanu draselného, Uprava kyselinou fosforecnou na pH 2,0) a
slozkou B (acetonitril). Analyza probéhla za podminek gradientové eluce:
0-15min (0% B), 1,5 -3 min (0 — 57 % B), 3 — 6,5 min (57 % B), 6,5 — 7 min
(57 - 62% B), 7 — 11 min (62 % B), 11 — 11,5 min (62 — 0 % B). Pratok mobilni
faze byl 1 ml/min. Byl vyuzit jak UV (280 nm), tak i fluorescen¢ni detektor, u néjz
byla nastavena excitace a emise prvnich 10 minut na 230 nm a 328 nm (pro
etoposid), pro zbyvajici 5,5 min zménéna na 490 nm a 555 nm (pro daunorubicin).
[26]

K. Sakai-Kato a kolektiv publikovali rychlou a citlivou metodu UHPLC
k méteni plazmatickych koncentraci doxorubicinu a jeho metabolitt.

Vzorky plazmy byly upraveny 50% methanolem a siranem zine¢natym.

Analyza probéhla na koloné Capcell Pak C18 IF (2 um, 50 x 2,0 mm;
Shiseido Corp., Japonsko). Mobilni fazi tvoiil 50mM fosfatovy pufr (pH 2,0) a
acetonitril v poméru 65:27 (v/v), prutok mobilni faze systémem byl nastaven na
300 pl/min. Latky byly detekovany fluorescenénim detektorem s excita¢ni vinovou

délkou 470 nm a emisni 590 nm. [27]

A. Bogason a kolektiv se zabyvali souvislostmi mezi poSkozenim
leukemickych bunék a plazmatickymi koncentracemi daunorubicinu u pacient
s akutni myeloidni leukémii.

Biologicky material byl nejprve upraven precipitaci 60% acetonitrilem.

Pro HPLC analyzu byla pouzita kolona Phenyl-u-Bondapak (5 um,
150 x 3,9 mm; Waters Associates, USA). Mobilni faze byla slozena z 0,2%
mravenanu amonné¢ho opH 4 a acetonitrilu (50 : 50, v/v), jeji pritok byl
1,5 ml/min. Analyza prob&hla za podminek izokratické eluce. Latky byly detekovany
pomoci fluorescen¢niho detektoru s excitaéni vinovou délkou 485 nm a emisni

560 nm. [28]
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3. CILPRACE

Cilem meé prace bylo nalézt optimalni podminky pro HPLC analyzu
daunorubicinu a jeho metabolitu daunorubicinolu v plazmé. Vysledna metoda byla

nasledné pilotné validovana s ohledem na linearitu, pfesnost, spravnost a stabilitu.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzity material, pomicky a technické vybaveni

41.1.

41.2.

Chemikalie a biologicky material

Daunorubicin hydrochlorid — Bellon Rhone-Poulenc, Francie
— Cerubidine® — inj., obsahuje 16,5 % daunorubicinu [29]

Daunorubicinol — Sigma-Aldrich, Némecko

Doxorubicin — Sigma-Aldrich, Némecko

Acetonitril — Sigma-Aldrich, Némecko

Methanol — Sigma-Aldrich, Némecko

Kyselina fosfore¢na — Chemapol, Praha, Ceska republika

Kyselina chlorista — Sigma-Aldrich, Némecko

Triethylamin — Sigma-Aldrich, Némecko

Dihydrogenfosfore¢nan sodny — Sigma-Aldrich, Némecko

Cisténa voda — ziskana reverzni osmézou

Plazma krali¢i — ZOO servis, Dvir Kralové, Ceska republika

Pomiicky

Laboratorni sklo — Simax, Ceské republika

Pipety, mikropipety — Eppendorf AG, Némecko
Stikaéky — Medilab, Ceska republika

Jehly — Medoject, Chirana T-injecta, Slovensko

Filtry — Millex-HV, Japonsko

Zkumavky, mikrozkumavky — Eppendorf AG, Némecko
Vialky — Agilent Technologies, Evropa

Inserty — Agilent Technologies, Evropa
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4.1.3.

4.1.4.

Pristrojové vybaveni
Chromatograficka sestava Prominence HPLC, Shimadzu, Japonsko
— slozena z moduli: DGU-20A3, LC-20AD, SIL-20AC, CBM-20A,
SPD-20A, CTO-20AC,
RF-10AXL (fluorescencni detektor)

Chromatograficky software: LC Solution Version 1.22 SP1

Kolony:
— LiChrospher RP — C18 (5 um, 250 x 3 mm; Merck, Némecko)
— Ascentis Express C18 (2,7 um, 150 x 3 mm, Supelco, USA)
— Ascentis Express RP — fenylhexyl (2,7 um, 150 x 3 mm,
Supelco, USA)
— Ascentis RP — C18 (3 um, 100 x 3 mm, Supelco, USA)
— Zorbax SB-Aq (3,5 um, 150 x 4,6 mm; Agilent Technologies, USA)

Piedkolona:

— Zorbax SB-Aq (5 pum, 21 x 12,5 mm; Agilent Technologies, USA)

Dalsi

Analytické vahy — Sartorius AG, Némecko
pH-metr — Eutech Instruments pH 510, Singapur
Vortex — Velp Scientifica, Evropa

Centrifuga — Thermo Electron Corporation, Francie

Vakuové zafizeni — Mevasc — Medist, Slovensko
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4.2. Chromatografické podminky

4.2.1. Vybér kolony a sloZeni mobilni faze

Béhem vyvoje metody bylo testovano celkem 5 kolon, na kterych bylo
vyzkousSeno riizné sloZeni a poméry mobilni faze.

HPLC analyza probihala za konstantniho slozeni mobilni fdze. Vodna slozka
obsahujici 0,1% triethylamin (TEA) se neosvéd¢ila. Byla proto nahrazena ¢isténou
vodou s fosfatovym pufrem a okyselena kyselinou fosforeénou, vysledné pH
bylo 2,4. Organickou slozku tvofil vzdy acetonitril.

Pro stanoveni daunorubicinu a jeho metabolitu byl zvolen optimalni pomér

anorganické a organické slozky mobilni faze 74:26 (V/v).

V nésledujici Tabulce 2. je uveden piehled pouzitych chromatografickych

kolon, slozeni a prutok mobilni faze v prubéhu vyvoje metody.

Mobilni faze

Kolona .
Pratok

Anorganicka slozka A (ml/min)

i 60 — 68 % H>0 + 0,1% TEA (pH = 3,0) 0,5
LiChrospher RP — C18

(5 um, 250 x 3 mm)
40 - 75 % H,0 + H3PO4s (pH=2,4-3,0) |05

Ascentis Express C18

_ 0, = _
(2,7 um, 150 x 3 mm) 50 — 72 % H20 + H3PO4 (pH = 2,5) 0,15-0,3
Ascentis Express 50 — 85 % H20 + H3PO4 (pH = 2,5) 0,3
RP — fenylhexyl
(2,7 pim, 150 x 3 mm) 60 % H0 +0,1% TEA (pH = 3,0) 0,3
Ascentis RP - C18 0 _
(3 um, 100 x 3 mm) 2% Ho0 + HsPO4 (pH = 2,7) 03
Zorbax SB-Ag 70— 75 % H;0 + HgPO4 (pH = 2,4) 05-11

(3,5 pum, 150 x 4,6 mm)

Tab. 2. Slozeni a pritok mobilni faze v priibéhu vyvoje metody
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4.2.2. Dalsi chromatografické podminky

Vlnova délka byla méfena fluorescenénim detektorem. Emisni a excita¢ni
vinova délka byla zvolena 480 nm a 560 nm. Kolona byla termostatovana na teplotu
25°C, autosampler byl chlazen na 15°C, aby se ptedchazelo degradaci vzorki. Pritok
mobilni faze byl nastaven na 1,1 ml/min, nastéik 40 pl vzorku. Béhem analyz byly

vzorky nastfikovany na kolonu dvakrat, vysledné hodnoty byly zprimérovany.

4.2.3. Priprava mobilni faze
Pro stanoveni daunorubicinu a jeho metabolitu byla pouZzita mobilni faze,
kterou tvorila ¢isténa voda s fosfatovym pufrem a acetonitril v poméru 74:26 (v/v).
Anorganickd ¢ast mobilni fize byla pfipravena ndsledujicim zplsobem.
Navazka 0,159 fosfatového pufru byla rozpusténa v ¢isténé vodé a doplnéna
do objemu 250 ml v odmérné bafice (= 5mmol pufr). Kyselinou fosfore¢nou
(3 — 5 kapek) bylo upraveno pH na hodnotu 2,4. Poté byl roztok zfiltrovan ptes

vakuum a natedén ¢iSténou vodou v poméru 1:1.

4.2.4. P¥iprava pracovnich roztoka

Pii vyvoji chromatografickych podminek byly pouzity zésobni roztoky
daunorubicinu (DAU) o koncentraci 16,5 ug/ml; daunorubicinolu (DAU-OL) a
doxorubicinu (DOXO) o koncentraci 100 ug/ml.

Pracovni roztoky analyzovanych latek byly pfipraveny nafedénim podle
uvedeného schématu v Tabulce 3. Pracovni roztok vnitiniho standardu byl piipraven

v koncentraci 50 pg/ml.
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Ronoentrace | Koncentrace Zpiisob piipravy pracovnich roztoki
5. [ 16,5 pg/ml | 100 pg/ml | 1000 pl zasobniho roztoku
4. | 11,5 pg/ml | 70 pg/ml 700 pl zasobniho roztoku + 300 ul MeOH 50%
3. | 8,2 pg/ml 50 pg/ml 500 pl zasobniho roztoku + 500 pl MeOH 50%
2. [33pg/ml |20 pg/ml | 200 pl zasobniho roztoku + 800 pl MeOH 50%
1. | 1,6 pg/ml 10 pg/ml 100 pl zasobniho roztoku + 900 ul MeOH 50%
0. 10,8 png/ml 5 pg/ml 500 pl pracovniho roztoku 1. + 500 pul MeOH 50%

Tab. 3. Zpiisob pripravy pracovnich roztokii

4.2.5. Priprava standardnich vzorki plazmy

Z pracovnich roztoku jednotlivych latek byl odebran 1 ul a ptidan ke 200 pl

krali¢i plazmy. Timto zpuisobem byly pfipraveny standardni vzorky plazmy

obsahujici 4 ng/ml, 8 ng/ml, 16 ng/ml, 41 ng/ml, 58 ng/ml, 83 ng/ml DAU a
25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 250 ng/ml, 350 ng/ml, 500 ng/ml DAU-OL. B&¢hem

analyz byl pouzivan vnitini standard DOXO v koncentraci 250 ng/ml ve standardnim

vzorku plazmy.

Vzorek plazmy byl dale upravovan podle nasledujiciho postupu:

200 pl plazmy + 1 pl pracovnich roztoku analyzovanych latek
(prislusné koncentrace) a vnitiniho standardu (o koncentraci
50 pg/ml), vortex

600 pl MeOH (Cisty), vortex

centrifuga (10 000 otacek, 10 min)

filtrace (stiikacka, jehla, filtr)

zahustit N2 do sucha

150 pl MeOH (50%)

centrifuga (10 000 otacek, 10 min)

140 pl supernatantu do insertu

nastiik na kolonu 40 pl
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4.3. Vyvoj metody pro upravu vzorki

Kupravé biologického materidlu byla zvolena metoda deproteinace
chemickym ¢inidlem. Findlnimu zvoleni deproteinaéniho ¢inidla ptredchézely
experimenty s ¢istym methanolem, ¢i kyselinou chloristou v rizném mnozstvi.
K vysrazeni proteinti bylo nakonec pouzito mnozstvi 600 pl methanolu.

ZlepSeni citlivosti metody bylo dosahnuto tim, Ze po precipitaci byl odebran
supernatant, zfiltrovdn a zahus$tén dusikem do sucha, nasledné byl rozpustén
ve zifedéném methanolu a po centrifugaci pfenesen do insertu a nastfiknut na kolonu.

Blankovy vzorek obsahoval 200 pl plazmy a 600 pl methanolu. Pro vypocet
extrakeni vytéZznosti byl ptipraven blank, ke kterému bylo po extrakci pfidano po 1 pl

pracovnich roztokl analyzovanych latek a vnitiniho standardu.

4.3.1. Vytéznost

Vytéznost precipitace byla vypocitana podle nasledujiciho vzorce:

100 - nalezena hodnota

ytéZnost =
vy spravna hodnota

[1]
Nalezenou hodnotu piedstavoval pramér ze dvou naméfenych hodnot. Byl
vztazen ke spravné hodnoté, kterou tvofil blank s pfidanymi analyty. Vysledek byl

vyjadien v procentech.

4.4. Validace metody

4.4.1. Linearita
Linearita byla hodnocena v koncentra¢nim rozmezi 4 — 83 ng/ml pro DAU;
25 — 500 ng/ml pro DAU-OL analyzou 6 kalibra¢nich vzorkua plazmy. Kazdy vzorek

byl zméten dvakrat.
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Vzorky byly ptipraveny nésledujicim zplsobem: ke 200 pl krali¢i plazmy
bylo pfidano 1 pl pracovniho roztoku DAU a 1 ul pracovniho roztoku DAU-OL
v pfislusné koncentraci a 1 ul pracovniho roztoku vnitiniho standardu DOXO

0 koncentraci 250 ng/ml. Podrobny popis ptipravy vzorki je popsan v kap. 4.2.5.

4.4.2. Presnost
Presnost byla ziskana ze série méfeni vzorka tii koncentraci (DAU: 83 ng/ml,
41 ng/ml, 4 ng/ml; DAU-OL.: 500 ng/ml, 250 ng/ml, 25 ng/ml), kazdou koncentra¢ni

hladinu tvorilo pét individualné pfipravenych vzork.

4.4.3. Spravnost

Spravnost byla stanovena na =zakladé analyzy péti vzorkid ve tiech
koncentracnich urovnich. Vzorky byly pfipraveny ve stejnych koncentracich jako pti
zjistovani presnosti, tzn. DAU: 83 ng/ml, 41 ng/ml, 4 ng/ml; DAU-OL: 500 ng/ml,
250 ng/ml, 25 ng/ml.

4.5. Hodnoceni stability v krali¢i plazmé

Stabilita analyzovanych latek v plazmé byla hodnocena za laboratornich
podminek a po zamrazeni, pouzité koncentrace byly 83 ng/ml (DAU) a 500 ng/ml
(DAU-OL).

Bylo ptipraveno 8 vzorku pro kazdy analyt. Vzorek obsahoval prazdnou
krali¢i plazmu (1,8 ml) s ptidavkem analyzovanych latek DAU nebo DAU-OL
(9 pl pracovniho roztoku 5. o koncentraci 16,5 pg/ml DAU, 100 pg/ml DAU-OL).
3 vzorky byly vlozeny na 24 hod do mrazdku (-20°C), 3 byly ponechany
pii laboratorni teplot¢ 30 min a 2 vzorky byly zpracovany a analyzovany hned.
Ke vzorkim byl pfidan 1 ul vnitfniho standardu a dale byly upraveny zplsobem
popsanym v kap. 4.2.5.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Vyvoj chromatografickych podminek

Pro stanoveni DAU a jeho metabolitu bylo potieba najit vhodné
chromatografické podminky. Vychazelo se zjiz dfive publikovanych metod
(viz kap. 2.4.3. Ptehled vybranych studii).

Na zacatku vyvoje byla zvolena emisni a excitacni vinova délka 480 nm a
560 nm na zaklad¢ ptedchozich studii, napt. [23] [25]; zustala v prib&hu analyz

nemeénna.

Cilem bylo nalézt optimalni sloZzeni mobilni faze tak, aby byla dosazena
separace analyzovanych latek, vysledné chromatografické piky byly symetrické,
ostré a zaroven aby analyza prob¢hla v kratkém ¢asovém intervalu.

Bylo provedeno né¢kolik experimentl s riznym slozenim mobilni faze na
jednotlivych kolonach, které vedly k vyslednému slozeni — anorganicka slozka A
(Cisténa voda, fosfatovy pufr, kyselina fosfore¢nd) a organicka slozka B (acetonitril)

V poméru 74:26.

Vychézelo se z publikované studie [25], ve které byla mobilni faze tvorena
¢isténou vodou s pridavkem 0,1% TEA (75 %), jejiz pH bylo upraveno na hodnotu
3,0 kyselinou fosfore¢nou, a acetonitrilem (25 %).

Na koloné¢ LiChrospher RP — C18, Merck probéhla analyza zasobnich
roztoki DAU a DAU-OL v methanolu. Na Obrazku 4. je zobrazen chromatograficky
zaznam analyzy, pomér vodné a organické slozky byl 60:40. Lze vidét, Ze pouziti

této mobilni faze nevedlo k rozd¢leni analyti, bylo tedy nutné jeji slozeni zménit.
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Obr. 4. Z&znam analyzy zdsobnich roztokit DAU a DAU-OL v methanolu

Byla pfipravena nova mobilni faze, jeji vodna slozka byla tvofena ¢iSténou
vodou okyselenou HzPOs. Bylo zjisténo, ze ¢im je pH vyssi, tim je déleni pikt horsi.
Na druhou stranu nebylo mozné jit pod pH 2 kvili stabilité stacionarni faze. B€hem
testovani byla pouzivana vodna ¢ast mobilni faze s pH v rozmezi 2,4 — 3,0. Aby byla
zajisténa stald hodnota pH v priibéhu analyzy, byl k vodné slozce ptfidan fosfatovy

pufr (5mmol).

Na zékladé strukturni podobnosti a publikovanych metod, [24] [25], byl
vybran doxorubicin (DOXO) jako vnitini standard.
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Na kolon¢ LiChrospher RP — C18, Merck byly postupné vyvinuty
podminky pro rozdéleni analytd v zdsobnich roztocich, které byly aplikovany pii
analyze vzorkd plazmy. Optimalni pomér vodné a organické slozky mobilni faze byl
70:30.

Uprava biologického materialu zahrnovala zkouseni riiznych deproteinaénich
¢inidel. K vysrazeni proteinti bylo testovano 200 — 600 ul MeOH a 25 — 50 ul
HCIOs, pro dalsi analyzy bylo zvoleno 600 ul MeOH.

Duvodem vymény kolony byl vysoky tlak (230 bar), ktery se nepodatilo
snizit, a vysoka teplota (35°C). Také pik DAU nebyl idealni, $patné se délil.

Na Obrazku 5. je zobrazen chromatograficky zaznam analyzy zasobnich
roztoki DAU, DAU-OL a DOXO, pomér vodné (¢isténa voda s fosfatovym pufrem)
a organickeé (acetonitril) slozky mobilni faze byl 70:30.

uv
8000

750(}?
7000, DOXO
65004
600(}?
550(}f
500(Ff
450(}f
40004
350(Ff
300(}f
250(}f
200(%5
15004 DAU-OL
100(}:

DAU
500

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 min

Obr. 5. Zaznam analyzy zasobnich roztokit DAU, DAU-OL a DOXO |I.
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Na kolon¢ Ascentis Express C18, Supelco probéhly analyzy jednotlivych
latek v zasobnich roztocich. Vodna ¢ast mobilni faze (¢iSt€éna voda s fosfatovym
pufrem) byla pozivana v rozsahu 50 — 72 %, optimalni déleni analytl probé&hlo pfi
72 % slozky A.

Obrazek 6. zobrazuje chromatogram analyzy zasobnich roztoki DAU, DAU-
OL a DOXO, pomér vodné a organické slozky byl 72:28. Vnitini standard a

DAU-OL se nepodarilo dostate¢né¢ separovat, proto byla tato kolona vyménéna.

16000%
150007 DOXO
140004
130007
120007
110004
100007
90007
80001
70007
60007
50007
40004

DAU-OL

30004

20004 DAU
10004

O T T T T T T
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0min

Obr. 6. Zdznam analyzy zdsobnich roztokit DAU, DAU-OL a DOXO II.

Ani dalsi z testovanych kolon Ascentis Express RP — fenylhexyl, Supelco
nebyla vhodna k separaci latek DOXO a DAU-OL. Pti 85 % vodné slozky piky
DOXO a DAU-OL koeluovaly a snizovani podilu vodné faze nevedlo Kk lepsimu
rozdéleni. Ani vyména anorganické slozky mobilni faze, kterou tvofila ¢iSténa voda
s fosfatovym pufrem, za ¢iSténou vodu s piidavkem 0,1% TEA nepfinesla zlepSeni.

Na Obrazcich7. a 8. jsou chromatografické zéznamy analyz zasobnich
roztokii DAU, DAU-OL a DOXO, pomér vodné a organické slozky mobilni faze byl
60:40.
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Pro porovnani jsou zde chromatogramy analyz s mobilni fazi, kterou tvorila
vodna slozka s piidavkem fosfatového pufru (Obr.7.) a nebo vodna slozka

s ptidavkem 0,1% TEA (Obr. 8.).
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175000%
] DOXO |
1500001 |
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100000%
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50000%
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Obr. 7. Zdznam analyzy zdsobnich roztokit DAU, DAU-OL a DOXO lllI.
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Obr. 8. Zaznam analyzy zasobnich roztokit DAU, DAU-OL a DOXO IV.
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Analyza na kolon¢ Ascentis RP — C18, Supelco nepiinesla lepsi vysledky
nez na kolon¢ Ascentis Express C18, Supelco. Byla provedena analyza jednotlivych
latek v zasobnich roztocich, pomér vodné a organické slozky byl 72:28, vysledny

chromatogram je na Obrazku 9.
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o ‘

I — 1
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 125 min

Obr. 9. Zaznam analyzy zdsobnich roztokit DAU, DAU-OL a DOXO V.

Na koloné Zorbax SB-Aq, Agilent Technologies nebyly nalezené podminky
pro analyzu zasobnich roztoku (70 % vodné slozky s fosfatovym pufrem) vhodné pro
analyzu analyti v plazmé, piky se dostate¢né nerozdélily. Nasledné bylo zjisténo, ze
optimalni podminky pro analyzu standardnich vzorkd plazmy jsou 74 % vodné
slozky (Cisténa voda s fosfatovym pufrem) a 26 % anorganické slozky (acetonitril).
Analyza probéhla za 15 min. Na této koloné byla uskute¢néna vysledna méfeni
linearity, pfesnosti, spravnosti a stability.

Na Obrazku 10. je zobrazen chromatograficky zaznam analyzy zésobnich
roztoki DAU, DAU-OL a DOXO v methanolu, pomér mobilni faze byl 74:26;
retencni Casy analytl jsou: DOXO: 5,8; DAU-OL: 7,6; DAU: 13,1.
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Obr. 10. Zdaznam analyzy zasobnich roztokit DAU, DAU-OL a DOXO VI.

Na Obrazku 11. 1ze vidét chromatograficky zaznam ze stanoveni linearity
standardnich vzorkd plazmy o koncentraci 41 ng/ml DAU, 250 ng/ml DAU-OL.
Retencni Casy analyti jsou: DOXO: 6,0; DAU-OL: 7,8; DAU: 13,4,
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Obr. 11. Zaznam analyzy standardnich vzorki plazmy
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5.2. Vyvoj metody Upravy vzorku

Pied samotnou HPLC analyzou bylo tfeba standardni vzorky plazmy upravit
tak, aby bylo mozné izolovat DAU, DAU-OL a DOXO. Byla pouzita deproteinace
chemickym cCinidlem (precipitace). Bylo také nutné vzorek zahustit do sucha pomoci
dusiku.

Aby bylo mozné vypocitat extrakéni vytéznost, bylo potieba pfipravit
porovnavaci roztok, béhem analyzy se vSak ukédzalo vyhodné&j$i pfipravit misto
porovnavaciho roztoku blank, do kterého se nasledné po extrakci ptidaly analyty

S vnitfnim standardem.

5.2.1. Vytéznost precipitace

K upravée standardnich vzorkll plazmy bylo zkouseno 200 — 600 pul methanolu
a 25 — 50 ul kyseliny chloristé. Pro dalsi analyzy bylo zvoleno 600 ul methanolu.
Tabulka 4. nabizi ptehled nékterych pouzitych deproteinacnich ¢inidel a jejich
extrakéni vytéznost. Koncentrace analyzovanych latek byla 16 ng/ml DAU a

100 ng/ml DAU-OL, vnitini standard byl pouzivan v koncentraci 250 ng/ml.

Kolona gi‘i’g;’geméni Latky Vytéinost (%)
DAU 14,92
25 ul HCIO, DAU-OL 20,61
DOXO 23,83
LiChrospher DAV 83,47
RP - C18, 400 pl MeOH DAU-OL 73,27
Merck DOXO 61,88
DAU 63,31
600 pl MeOH DAU-OL 75,53
DOXO 50,38
o SEA DAU 69,35
A‘;r“eaxm Techr?élogies 600 pl MeOH DAU-OL 75,83
DOXO 74,17

Tab. 4. Vyteznost precipitace pouzitych deproteinacnich cinidel
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5.3. Validace

Linearita

Linearita byla stanovena v koncentraénim rozmezi 4 — 83 ng/ml pro DAU;
25 — 500 ng/ml pro DAU-OL. Zavislost poméra ploch piki analytd a vnitiniho
standardu na koncentraci analytll v plazmé je zndzornéna na Obrézcich 12. a 13.
Pro DAU byla sestavena regresni piimka s rovnici y = 0,006x — 0,016 a koeficient
determinace (R?) 0,995, pro metabolit DAU-OL byla sestrojena regresni piimka
s rovnici y = 0,009x — 0,042 a R? = 0,995.

Kalibra¢ni kiivky pro DAU a DAU-OL byly sestrojeny jako zavislost poméru
ploch pikli analyzovanych latek a vnitfniho standardu na koncentraci analytt
v plazmé. Pomoci regresni piimky byla prokazana linearita, byla pouzita metoda

nejmensich Ctverci.

0.6 -
0.5 -

0.4 -

Pomér ploch pika 03 -

vzorku/IS y = 0,006x - 0,016

2 =
02 R2=0,995
0.1 -
O T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Koncentrace DAU (ng/ml)

Obr. 12. Kalibracni kifivka — stanoveni DAU
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Obr. 13. Kalibracni kifivka — stanoveni DAU-OL

Pi‘esnost a spravnost

Pfesnost byla vyjadiena relativni smérodatnou odchylkou vypoctenou pro
kazdou koncentraci a analyzovanou latku zvlast. Vysledky stanoveni spravnosti byly
vyjadieny vypocitanou vytéznosti v procentech.

Vysledky stanoveni piesnosti (opakovatelnosti) a spravnosti jsou shrnuty

v nasledujicich Tabulkach 5. a 6., odpovidaji pozadavkim smérnice FDA.
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Teoreticka
koncentrace
Vv plazmé

Pomér plochy piku
vzorek/IS (primér
ze 2 nastiiki)

Pramér poméru
plochy pika
vzorek/IS

Nalezena
koncentrace
(ng/ml)

SD

RSD

VytéZnost
(%)

83 ng/ml

0,3824

0,3925

0,4794

0,4318

0,4740

0,4320

74,67

0,04

10,38

89,96

41 ng/ml

0,2767

0,2264

0,2908

0,2453

0,2264

0,2531

44,85

0,03

11,62

109,40

4 ng/ml

0,0128

0,0147

0,0124

0,0155

0,0134

0,0137

4,96

0,001

9,53

120,23

Tab. 5. Presnost a spravnost metody pro stanoveni DAU v plazme
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Teoreticka
koncentrace
Vv plazmé

Pomér plochy piku
vzorek/IS (pramér
ze 2 nastiiki)

Pramér poméru
plochy pika
vzorek/IS

Nalezena
koncentrace
(ng/ml)

SD

RSD

VytéZnost
(%)

500 ng/ml

3,4768

3,8419

4,3424

4,0223

4,1401

3,9647

445,19

0,33

8,27

89,04

250 ng/ml

2,2167

1,8579

2,2942

1,9821

1,8609

2,0423

231,59

0,20

9,93

92,64

25 ng/ml

0,1579

0,1597

0,1577

0,1726

0,1628

0,1621

22,68

0,01

3,81

90,72

Tab. 6. Presnost a spravnost metody pro stanoveni DAU-OL v plazmé
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5.4. Stabilita

Stabilita latek byla hodnocena za laboratorni teploty po uplynuti 0,5 hodiny a

po zamrazeni vzorku po 24 hodinach. Stabilitni zkouska byla stanovena pro

koncentraci 83 ng/ml DAU, 500 ng/ml DAU-OL.

Vysledky jsou vyjadieny poklesem koncentrace v Case, jsou uvedeny

v Tabulkach 7. a 8.

5 Pomér plochy pikd | Primér poméru Pokles
Analyzovana latka | Cas (hod) [ vzorek/IS (primér | plochy pikd koncentrace
ze 2 nastiikl) vzorek/IS v ¢ase (%)
0,3976
0 0,3978 100
0,3980
DAU 0,3480
0,5 0,3639 0,3564 89,60
0,3573
4,0951
0 4,1049 100
4,1148
DAU-OL 3,9768
0,5 4,0018 4,0009 97,47
4,0241

Tab. 7. Pokles koncentrace DAU, DAU-OL za laboratorni teploty
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5 Pomér plochy pikd | Primér poméru Pokles
Analyzovana latka | Cas (hod) | vzorek/IS (primér | plochy pikd koncentrace
ze 2 nastiikl) vzorek/IS v ¢ase (%)
0,3976
0 0,3978 100
0,3980
DAU 0,3376
24 0,3513 0,3425 86,11
0,3387
4,0951
0 4,1049 100
4,1148
DAU-OL 3,0157
24 3,3921 3,3260 81,02
3,5703

Tab. 8. Pokles koncentrace DAU, DAU-OL v plazmé po zamrazeni

Z vysledkt stanoveni stability za laboratornich podminek je patrné, Ze ubytek

mnozstvi DAU a DAU-OL neni pfili§ vyrazny (po 30 minutach byla zmétena
koncentrace DAU 89,6 % a DAU-OL 97,5 %).

Limitu 15 % vSak nevyhovuje stabilita latek po zamrazeni (po 24 hodinach
byl naméfen pokles koncentrace na 86,1 % DAU a 81,0 % DAU-OL), proto pfi

dlouhodobém skladovéni je potfeba mit omezenou stabilitu.
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6. ZAVER

V ramci diplomove prace byl popsan vyvoj metody pro HPLC analyzu
daunorubicinu a jeho metabolitu daunorubicinolu v krali¢i plazmé. Jako vnitini
standard byl pouzit doxorubicin.

Latky byly separovany na kolon¢ Zorbax SB-Aq (3,5 um, 150 x 4,6 mm;
Agilent Technologies, USA). Mobilni fazi tvotila vodna slozka obsahujici ¢isténou
vodu s fosfatovym pufrem, okyselena kyselinou fosforeénou (vysledné pH = 2,4) a
organicka slozka tvofena acetonitrilem v poméru 74:26 (v/v). ViInova délka byla
méfena fluorescenénim detektorem v rozmezi 480 nm a 560 nm.

Vzorky plazmy byly upraveny deproteinaci za pouziti methanolu jako
deproteinacniho Cinidla. Metoda byla podrobena zakladnim zkouskam validace
s ohledem na linearitu, piesnost a spravnost. Parametry vyhovovaly pozadavkim
smérnice FDA pro validaci bioanalytickych metod. Pii testovani stability bylo
zjiSténo, Ze pii dlouhodobém skladovani bude ziejmé potieba mit omezenou
stabilitu.

Piinosem této prace je popsani podminek, za kterych je mozné analyzovat
pomoci HPLC daunorubicin a jeho metabolit, ¢ehoz lze vyuzit béhem vyzkumu

novych kardioprotektivnich latek.
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ABSTRAKT

V soucasné dobé¢ patii vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) stéle
mezi dominantni separa¢ni metody, je Siroce vyuzivana ve vSech oblastech analyzy
1éc¢iv. HPLC umoziuje kvalitativni i kvantitativni hodnoceni separovanych slozek
smesi.

V této praci je popsan vyvoj metody pro HPLC analyzu daunorubicinu
(DAU) a jeho metabolitu daunorubicinolu (DAU-OL) v krali¢i plazmé. Analyzované
latky byly nejprve oddéleny od interferujicich substanci v plazmé deproteinaci.
Z testovanych deproteinacnich ¢inidel byl vybran methanol (600 pl), jehoz extrakéni
vytéznost byla nejvyssi.

Separace DAU a jeho metabolitu byla dosazena na kolon¢ Zorbax SB-Aq
(3,5um, 150 x 4,6 mm; Agilent Technologies, USA), mobilni faze byla tvofena
vodnou slozkou, ktera obsahovala ¢isténou vodu s fosfatovym pufrem, okyselena
kyselinou fosfore¢nou (vysledné pH = 2,4), a organickou slozkou tvofenou
acetonitrilem v poméru 74:26 (v/v). Analyza probéhla za podminek izokratické eluce
béhem 15 minut, pritok mobilni faze byl 1,1 ml/min a nastiik 40 pl vzorku.
Fluorescen¢ni detektor mél nastavenou emisni a excita¢ni vinovou délku na 480 nm
a 560 nm. Jako vnitini standard byl pouzit doxorubicin.

Metoda byla pilotné validovana s ohledem na linearitu (4 — 83 ng/ml pro
DAU, 25 — 500 ng/ml pro DAU-OL), piesnost a spravnost. Byla stanovena stabilita
za laboratornich podminek v priabéhu 0,5 hodiny a po zamrazeni vzorku b&hem
24 hodin. Ukazalo se, Ze pii dlouhodobém skladovani je potfeba mit omezenou
stabilitu.

Limitujicim faktorem pouzivani antracyklinového cytostatika DAU je
kardiotoxické plisobeni. V klinické praxi je dostupné jediné 1é¢ivo dexrazoxan, které
je schopné myokard chranit. Vysledky této prace mohou byt uplatnény pii Vyvoji

novych kardioprotektivnich latek béhem testovani jejich Géinnosti.
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ABSTRACT

At present, the High Performance Liquid Chromatography (HPLC) is still
the dominant separation method, it is widely used in all areas of drug analysis. HPLC
provides qualitative and quantitative evaluation of the separated components.

This thesis describes the development of the method for HPLC analysis
of daunorubicin (DAU) and its metabolite daunorubicinol (DAU-OL) in a rabbit
plasma. The analyzed compounds were first separated from interfering substances
in plasma due the deproteinization. For a precipitation was chosen methanol (600 pul)
with the highest extraction efficiency.

The separation of DAU and its metabolite was reached by Zorbax SB-Aq
column (3,5 um, 150 x 4,6 mm; Agilent Technologies, USA), the mobile phase
consisted of a mixture of water with phosphate butter and phosphoric acid (pH 2,4)
and acetonitril (74:26, v/v). The analysis ran at isocratic mode during 15 minutes.
The mobile phase was delivered at a rate of 1,1 ml/min, an aliquot of 40 ul was
injected into the chromatographic system. The fluorescence detector was operated at
an excitation wavelength of 480 nm and an emission wavelength of 560 nm.
Doxorubicin was used as an internal standard.

The methodology was validated with respect to linearity (4 — 83 ng/mi
for DAU, 25 — 500 ng/ml for DAU-OL), precision and accuracy. The stability of this
method was set in the laboratory conditions during 0,5 hours and after freezing
the sample during 24 hours. It showed that for long-term storage is essential to keep
a limited stability.

The limiting factor in the use of anthracycline chemotherapy drug DAU is
cardiotoxic effects. In clinical practice is available only drug dexrazoxane, which is
able to protect the myocardium. The results of this study can be applied

to developing new cardioprotective agents during the effectiveness testing.
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