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1. UVOD

Podofylotoxin je sekundarni rostlinny metabolit ze skupiny lignanti, vyskytujici se prevazné
v rostlinach rodu Podophyllum, ale ziskat se da také zrostlin rodu Juniperus. Pasobi jako
mitoticky vieténkovy jed inhibujici bunééné dé€leni. Pouzivd se jako antivirotikum proti
genitalnim bradavicim zpisobenych lidskym papilomavirem (HPV). Terapeuticky vice
vyznamné jsou jeho polosyntetické derivaty etoposid, teniposid a etopofos, které se pouzivaji

k 1écb¢ malignich nadort.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performace liquid chromatography, HPLC) je
jednou z nejcastéji pouzivanych metod ve farmaceutické analyze. M4 Siroké vyuziti, napt. pro
stanoveni obsahu, identifikaci latek a stanoveni Cistoty 1é¢iv. K jejim vyhodam patii citlivost
stanoveni, moznost analyzovat smési latek, moznost automatizace, kvalitativni 1 kvantitativni

hodnoceni.

V soucasné dobé¢ je nezbytné vyvinuté analytické metody validovat. To nam zajisti spolehlivost
metody pro zamyslené uziti. K zédkladnim validaénim parametriim posuzovanym v prubéhu

validace patfi pesnost, preciznost, linearita, selektivita, limit detekce a limit kvantifikace.



2. TEORETICKA CAST
2.1 Podofylotoxin

2.1.1 Vzorec a fyzikalné-chemické vlastnosti

OH

S H

H,CO OCH,
OCH,4

Obrazek 1: Vzorec podofylotoxinu. [1]

Systematicky  nazev: (5R,5aR,8aR,9R)-5-hydroxy-9-(3,4,5-trimethoxyfenyl)-5a,6,8a,9-
tetrahydro-5H-[2]benzofuro[5,6-f][1,3]benzodioxol-8-on

Sumarni vzorec: C22H220s

Molekulova hmotnost: 414,41 g/mol

Teplota tani: 184 °C

Vzhled: bily nebo téméf bily krystalicky prasek

Rozpustnost: prakticky nerozpustny ve vod¢, velmi snadno rozpustny v acetonu, dobie

rozpustny v methanolu [1]

2.1.2 Farmakologické vlastnosti

Farmakodynamické vlastnosti: Podofylotoxin je mitoticky vieténkovy jed inhibujici

polymerizaci tubulinu, a tim padem zastavujici bunécné déleni na zac¢atku metafaze. [2]

Indikace: Pouziva se jako antivirotikum v 1é€bé genitalnich bradavic (condyloma acuminata)
zptisobenych lidskym papilomavirem (human papilloma virus, HPV). U¢inny je i v 1é¢bé

psoriazy (psoriasis vulgaris) a molusek (molluscum contagiosum), benigniho kozniho
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onemocnéni vyskytujiciho se pievazné u deti.
Pryskyfice podofylin se diive pouzivala jako projimadlo a cholagogum, vzhledem k jeji toxicité

se ovSem od jejiho pouzivani uz opustilo. [3, 4]

Nezadouci ucinky: Podofylotoxin vykazuje gastrointestindlni toxicitu, dale je toxicky na
hematopoeticky a lymfaticky systém. Inhibuje nukleosidovy transport a také elektronovy
transport v mitochondriich. Hlavnimi pfiznaky jeho toxicity je nauzea a zvraceni, alopecie,
iritace o¢i, kiize a dychaciho tustroji. Mezi projevy chronické intoxikace se fadi poskozeni

gastrointestinalniho traktu, ledvin, jater a neuropatie. [2]

2.1.3 Zdroje podofylotoxinu

Podofylotoxin patfi mezi sekundarni metabolity ze skupiny lignant. Je tradi¢né izolovan
z podofylinu, pryskyfice ziskavané z oddenki rostlin rodu Podophyllum (Podophylli rhizoma),
a to predevs§im Podophyllum emodi (syn. hexandrum) a Podophyllum peltatum (Berberidaceae).
Vys$i obsah podofylotoxinu se vyskytuje v himaldjském Podophyllum emodi, ktery je ale
ohrozenym druhem. Alternativnimi zdroji podofylotoxinu jsou rostliny: Juniperus (zejména
druhy Juniperus virginiana a bermudiana) a Thuja (vSechno Cupressaceae), Linum (Linaceace),
Hyptis (Verbenaceae), Dysosma, Jeffersonia (Berberidaceae), Teucrium, Nepeta, Thymus
(Lamiaceae). [3, 2, 4, 5]

2.1.4 Derivaty podofylotoxinu

Semisyntetické glykosylované derivaty podofylotoxinu etoposid, teniposid a etopofos (etoposid
fosfat) se vyuzivaji jako cytostatika v 1é¢bé fady malignich onemocnéni jako jsou nadory varlat,
malobuné&ény nador plic, lymfomy, leukémie, ¢i Kaposiho sarkom. Jsou méné hydrofobni, a
tim padem 1 méné toxické na gastrointestinalni trakt. Nezasahuji do vystavby mikrotubuld,
nybrz svou vazbou na DNA topoizomerazu I, enzym §tépici ob¢ vlakna DNA béhem replikace,
zastavuji bunécné déleni v pozdni S fazi nebo Casné Gz fazi bunééného cyklu vyvolanim
premitotického bloku. Jejich plisobeni je zalozeno na tvorbé komplexu nukleova kyselina —
1é¢ivo — enzym, ktery tvoii zlomy v jedno- i dvouvlaknové DNA, coZ nésledné vede k bunécné

smrti. [4, 6]



Obrazek 2: Vzorec etoposidu.[7] Obrazek 3: Vzorec teniposidu.[8]
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2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance liquid chromatography, HPLC)
v soucasnosti patii k nejvice vyuzivanym analytickym metodam. Jeji nejvétsi prednosti je
moznost soucasné kvalitativni a kvantitativni analyzy vzorku. Mezi dalsi vyhody patii citlivost
stanoveni, univerzalnost, rychlost analyzy, moznost automatizace a nizka spotieba vzorku.
Vyuziva se ve vSech oblastech farmaceutické analyzy pfi stanoveni Cistoty, obsahu a pii
stanoveni totoznosti. Dal$imi oblastmi vyuziti je napiiklad analyza pfirodnich latek
v rostlinném materialu, analyza l1é¢iv v biologickém materidlu, kontrola a jiSténi kvality 1éciv,

¢i bioekvivalencni studie. [9, 10, 11]

2.2.1 Princip HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je fyzikalné-chemicka metoda vyuzivand k rozdéleni
smési latek. Princip separace je zalozen na rozdilné afinité analytu k pohyblivé (mobilni) a
nepohyblivé (stacionarni) fazi. Vzorek je nastfikovan do proudu mobilni fdze a undSen na
kolonu naplnénou stacionarni fazi pomoci vysokotlakého ¢erpadla. Analyt pak se stacionarni
fazi interaguje. Cim silngjsi je interakce, tim déle se analyt zadrzuje na koloné a tim pozdé&ji je
z kolony vymyt. K separaci slozek smési dochazi tehdy, kdyz se interakce jednotlivych slozek
se stacionarni fazi li§i, a tim padem jsou eluovany v riiznych casech. Po prichodu kolonou je

analyt detekovan a na chromatogramu se tento signal projevi v podobé tzv. piku. Plocha a vyska

tohoto piku je zavisla na koncentraci analytu. [10, 11]
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2.2.2 Zakladni komponenty HPLC

| ‘ isampie [
| ‘_LIJ—
HPLC
purmp Injector :Il—b Detector 4
HPLC column I

HPLC Data aquisition
solvent v

waste

Obrazek 4: Zakladni schéma HPLC. [12]

K zakladnim komponentim HPLC soustavy patii zasobniky mobilni faze, vysokotlaké
cerpadlo, odplynovac (degasser), davkovac, kolona a detektor. Mobilni faze je ¢erpadlem pod
vysokym tlakem ptivadéna ptes filtr do celého systému. V odplynovaci dochdzi k jejimu
odplynéni a nasledné v davkovaci je do jejiho proudu vpraven vzorek. Zpravidla je vzorek
v termostatovaném autosampleru, ktery davkuje predem nastaveny objem roztoku umisténého
ve vialkach, popt. inzertech. Na chromatografické koloné¢ upevnéné v termostatovaném
kolonovém prostoru dochazi k vlastni separaci analytl. K detekei jednotlivych analyti dochazi
v detektoru, ktery je spojeny s pocitatovym softwarem ovladajicim cely systém a zaroven

zaznamenavajicim celou analyzu. [13, 14, 15]

2.2.3 Charakteristiky analyzy
Vystupem analyzy je chromatograficky zdznam, tzv. chromatogram. Na ném se nachazi piky
reprezentujici analyzované latky. K identifikaci jednotlivych analytt slouzi kvalitativni

analyza, k zjiS§téni obsahu vyuZivdme analyzu kvantitativni.

2.2.3.1 Kvalitativni analyza

Retenéni Cas (tr) je zdkladni kvalitativni charakteristikou analytu. Udava vzdalenost od bodu
nasttiku vzorku az po dosazeni maximalni vysky piku a vyjadiuje se v jednotkach Casu. Jeho
vyhodou je, Ze je snadno méfitelny a univerzalni, nevyhodou je jeho zavislost na pratoku
mobilni faze. Reten¢ni Cas analytu, ktery neinteraguje se staciondrni fazi, neni na ni tudiz

zadrzovan a je pouze unasen mobilni fazi, se oznacuje jako mrtvy retencni ¢as (to). Skute¢nou
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dobu interakce analytu vyjadiuje redukovany reten¢ni Cas (t’r), ktery vypocitame odectenim

mrtvého retenéniho ¢asu od reten¢niho ¢asu analytu. [9, 16, 14]

1004
801 Retenéni £as (tg)
=
[
% ﬁﬂ“IMrwfr retenéni €as (to)
3
n Redukovany retenéni &as {t'p)
nodod |
@
y=)
o
20 '
U‘=t T T T T T T 1
1] 1 2 3 4 5 G T

Retenéni €as (min)

Obrazek 5: Retencni casy. [16]

2.2.3.2 Kvantitativni analyza
Pti kvantitativni analyze dochazi k porovnani odezvy referen¢niho standardu a analyzované
latky. Oba musi byt ve stejné matrici a musi byt pfipraveny stejnym zptisobem. Zakladnim

porovnadvacim parametrem je plocha piku, resp. jeho vyska.
Metoda vnéjsiho standardu

Nejjednodussi metoda k vyhodnoceni koncentrace analytu je metoda vnéjSiho standardu.
Vypocet vychazi z ptedpokladu, Ze plocha piku je pfimo iimérna koncentraci analytu jak u

referen¢niho standardu, tak i u analyzované latky.

Ast  Ayz
Cst Cvz
Ast, Avz — plocha piku referencniho standardu, resp. stanovovaného vzorku

cst, cvz — koncentrace referencniho standardu, resp. stanovovaného vzorku

Koncentraci vzorku pak 1ze z vySe uvedeného vztahu vyjadfit nasledovné: [9, 16]

AVZ

Cyz = 5— GCst
A
ST
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Metoda vnitiniho standardu

Princip této metody spociva v ptidani standardni latky, tzv. vnitiniho standardu (internal
standard, IS) ve stejném mnozstvi ke vzorku i k referen¢nimu standardu. Pozadavky na vnitini

standard zahrnuji:

e Strukturni podobnost se stanovovanou latkou

e Eluce v blizkosti hodnocenych pikt

e Dostatecna separace od stanovovaného analytu
e Dostatecna stabilita a Cistota

e Podobné koncentrace jako stanovované latky

e Nesmi byt slozkou vzorku

Pouziti této metody je vhodné obzvlasté v pfipadech, kdy je pfed samotnou HPLC analyzou
provadéna slozitéjsi tiprava vzorku. Tento krok je nejnachylné€jsi k chybé, coz by mohlo vést
k neptesnosti stanoveni. Pokud ovSem ke vzorku i standardu pridame stejné mnozstvi IS, bude
pomér ploch stanovovaného analytu a vnitiniho standardu vzdy zachovan. Vypocet koncentrace
se provadi obdobné jako v ptipadé¢ metody vnéjSiho standardu s dosazenim pomeéru ploch
vzorku a vnitfniho standardu:

()

Cvz = Cst
)

Ajs — plocha vnitrniho standardu [9, 14, 16, 17]
Metoda normalizace

V tomto ptipadé se obsah stanovované latky vyjadii jako procentualni podil z ploch vSech pika
v chromatogramu. Zanedbavaji se piky rozpoustédel a jinych ptidanych ¢inidel a piky pod
limitem zanedbatelnosti. Koncentraci v % lze poté vypocitat timto zpisobem:

Ay

%] = .100
CVZ[/O] AVZ+ Ax1+Ax2+"'+Axi

Axy atd. — plochy ostatnich pikit na chromatogramu [16, 17]

14



Kalibra¢ni metoda

Kalibra¢ni metoda vychazi ze zavislosti odezvy na koncentraci analytu, ze které se vypocita
kalibra¢ni funkce. Nejprve se piipravi série vzorki v daném koncentraCnim rozmezi a na
zaklad¢ vysledkl analyzy se sestroji graf zavislosti odezvy detektoru na koncentraci latky.
Tomuto grafu se tika kalibracni kiivka. Z jeji rovnice se pak vypocitd koncentrace analytu.
Timto zplsobem lze hodnotit analyzu provedenou jak metodou vnéjSiho, tak i vnitiniho

standardu. [16, 17]

2.2.4 Stacionarni faze

Chromatograficka kolona, zdkladni souc¢ast HPLC sestavy, byva tvofena kovovou ¢i plastovou
trubici o délce 50 az 300 mm a priméru 2 az 5 mm, v niz je ukotvena népln. Naplni
chromatografické¢ kolony je staciondrni faze. Je to nepohybliva ¢ast chromatografického
systému, na niz dochazi k vlastnimu separaénimu procesu. Castice staciondrni fize jsou

zpravidla veliké 3—10 pm.

Stacionarni faze by mély spliiovat obecné pozadavky, ke kterym patii naptiklad chemicka a
tepelna stabilita. Dale nesmi reagovat s mobilni fazi ani se v ni rozpoustét. Nesmi ani dochazet
k jejimu vymyvani z kolony, k ¢emuz by mohlo dojit v dsledku pouziti nespravné mobilni
faze ¢i plisobenim vysoké teploty. Vymyvani by mohlo vést ke sniZeni citlivosti detekce ¢i

zmeéneé vlastnosti stacionarni faze.

Kolony mlizeme délit dle jejich polarity na polarni, nepolarni a amfoterni. Dale se daji délit

podle chemického slozeni na:

e Chemicky vazané faze na bazi silikagelu

e Anorganické oxidy (silikagel, oxid hlinity, oxid zirkonicity, oxid titanicity)
e Polymerni

e Stacionarni faze na bazi grafitového uhliku

e Hybridni [18, 14, 15]

2.2.4.1 Silikagel

Silikagel je nejcastéji pouZivany polarni anorganicky sorbent. K jeho vyhodnym vlastnostem
patii pfedevsim jeho dobra mechanickd odolnost pii vysokych tlacich pouzivanych v HPLC.
S organickymi rozpoustédly se nesrazi, ani nebobtnd, 1ze ho tedy v jejich pfitomnosti bez
problému pouzit. Nevyhodou bézného silikagelu je nizka stabilita pii pH vysSich nez 8.
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V soucasnosti jsou vSak dostupné hybridni silikagelové kolony, které jsou stabilni 1 pti vyssich

pH mobilni faze.

Pro pouziti pii HPLC se vyuziva silikagel s vysokym specifickym povrchem (5-500 m?*/g),
velkym objemem po6rt (0,7 ml/g) se stfednim primérem 8—15 nm. S rostoucim primérem port

klesa specificky povrch adsorbentu a tim padem kles4 i retence analyta.

Jeho povrch je pokryty silanolovymi skupinami Si-OH, které se daji snadno modifikovat. Diky
jejich ptitomnosti je silikagel mirné kysely. Z tohoto diivodu vice zadrzuje bazické latky a mize
tim zptsobovat jejich chvostovani. Tomu Ize zabranit pitidavkem slabé organické baze (napf.
triethylaminu) do mobilni fize, musime ovSem dbat na to, aby pH mobilni fdze nepiesahlo
hodnotu 8, protoze poté se silikagel zacne rozpoustét. Diky své kyselosti mize silikagel

vystupovat také jako iontoménic.

CIJH (I:}H ('i)H ?H (l.)H

Obrazek 6: Silanolové skupiny na povrchu silikagelu. [18]

Je vhodny k vyuziti pii chromatografii na normalnich fazich a HILIC, po navézani ligandi se

vyuziva pfi chromatografickych separacich na reverznich fazich.

Vyroba silikagelu mize probihat dvéma postupy. Prvnim z nich je Sil-gel, kdy je silikagel
piipravovan gelaci roztoki kiemicitand. Sil-gel je vic porovity a poéry maji nepravidelny tvar.
Sol-gel, druhy zptisob vyroby, je pfipravovan shlukovanim ¢astic solu oxidu kiemicitého pfi
pyrolyze organokfemicitych latek. Ma mensi porovitost a péry jsou pravidelnéji usporadané.
Sol-gel je zpravidla vice mechanicky stabilni nez sil-gel, a v alkalickém prostfedi se rozpousti
pomaleji. Proto je vhodnéjsi k ptipravé kolon stabilnéjSich pii vysSich hodnotach pH. V tomto
pfipadé hovoiime o silikagelu typu A. Silikagel typu B se pfipravuje z organického solu a
tvaru piku, rozliSeni a separacni u€innosti. Silikagel typu C, tzv. hydrosilovany silikagel, ma

z povrchu odstranéno 90— 95 % silanolovych skupin, které jsou nahrazeny skupinami Si-H.
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Polarita jeho povrchu je nizsi, teplotni stabilita je vyssi a je stabilnéjsi v Sirokém rozsahu pH.

[14, 15, 18, 19]

2.2.4.2 Chemické modifikace silikagelu
V soucasnosti nejrozsifenéjSim typem sorbentu je reverzni fdze na bazi silikagelu. V tomto
pfipadé jsou silanolové skupiny silikagelu modifikovany vhodnou chemickou reakcei

s organickymi ¢inidly. V dnesni dobé¢ se k modifikaci pouzivaji alkylchlorsilany.

A N A

.
HS}DH + = 51\:“112 O /51—0—51 —R2

R, “,

Obrazek 7: Modifikace silanolové skupiny. [15]

Ptikladem velmi casto uzivanych nepolarnich fazi miZzeme uvést faze s navazanymi
alkylovymi fetézci rizné délky (C2 — Cso). Diky kovalentné vazanému uhlikatému fetézci je
vznikla staciondrni fdze hydrofobni. Nejrozsifenéjsi staciondrni fazi je chemicky vazany alkyl
Cis (oktadecylsilikagel, ODS), déle se hojné vyuziva Cs a fenylové a alkylfenylové faze. Tyto
stacionarni faze jsou univerzalné€ pouZitelné jak pro polarni, tak pro nepolarni analyty. Stfedni
polaritu vykazuji nitrilové a aminové faze (napt. propylkyanova ¢i propylaminova), které se

daji pouzit pro separaci na normélnich fazich, reverznich fazich i v médu HILIC. [14, 15, 18]

R-] =
i T T
RQ_EI;i_RQ Ro— ?I_RQ RQ_?I_Rz —(CH3);—CH3
0 OH @] OH 0]
| | p | [ —(CH3)17—CHjs

— 8i—0—Si—0—8$i—0—Si—0—Si—

—(CH,);—CN
—(CHy)3—NH;

Obrazek 8: Priklady vyuzivanych substituentii. [18]
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2.2.4.3 Kolony s pevnym jadrem

Technologii s pevnym jadrem a poréznim povrchem predstavuji naptiklad kolony Kinetex™.
Pti vyrobé dochazi pomoci koloidnich roztokti a uspotadani nanocastic k tvorbé homogenniho
porézniho obalu na pevném jadie silikagelu. K separaci dochazi v porézni vrstvé. Vyhodou
oproti klasickym silikagelovym kolonam je nizsi protitlak, vyssi rozliSeni, rychlost analyzy,
citlivost a zivotnost. Diky nizkému protitlaku se daji kolony o velikosti ¢astic 2,6 um nebo 1,7

um vyuzit i pti UHPLC. [20]

2.2.4.4 Oxidy kovu

Stacionarni faze na bazi oxidi kovl se zacaly pouZivat z diivodu nedostatecné chemické
odolnosti silikagelu pfi vyssich hodnotach pH. V HPLC se vyuziva zejména oxid zirkonidity,
oxid hlinity a oxid titani¢ity. Tyto oxidy vykazuji vysokou stabilitu i v silné alkalickém
prostiedi a vysokych teplotach. Jejich ucinnost je srovnatelna s ucinnosti silikagelovych kolon.
Jejich povrch se d4 také modifikovat, a to naptiklad tenkou vrstvou polybutadienu nebo

polystyrenu. [18, 15]

2.2.4.5 Polymery

Oproti silikagelu jsou polymerni stacionarni faze stabilnéjsi v Sir§im rozmezi pH. PouZiva se
zesitovany polystyren, substituované polyvinylalkoholy a methakrylaty. Nevyhodou je nizsi
ucinnost separace a riziko objemové zmény polymeru pfi pouziti nékterych organickych

rozpoustédel. [18]

2.2.5 Detektory

V detektoru dochazi k vlastni detekci analyzovanych latek. Volba detektoru v HPLC analyze

je velmi dulezita. K vlastnostem idedlniho detektoru patii:

e Schopnost poskytnout informace o kvalité analytu

e Schopnost poskytnout citlivou a reprodukovatelnou odezvu, na kterou nema vliv
teplota, prutok ani slozeni mobilni faze

e Siroky rozsah koncentraci, pfi kterém je odezva umérna koncentraci analytu

e Nizky pfispévek k mimokolonovému objemu systému

Detektory mohou byt univerzalni ¢i selektivni. Univerzalni detektory lze pouZit k analyze
takika vSech latek. Selektivni detektory jsou uzptisobeny tak, aby detekovaly pouze pozadované

analyty s ohledem na jejich vlastnosti. [14, 15, 21]
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2.2.5.1 Spektrofotometrické detektory

Spektrofotometricka detekce je zaloZzena na schopnosti latek absorbovat zaieni v UV (200400
nm) ¢i viditelné (400-800 nm) oblasti spektra. Tyto detektory vykazuji pomérné vysokou
citlivost a robustnost odezvy pro vSechny molekuly obsahujici ve své molekule chromofor. Pti
vyhodnocovani v kvantitativni analyze se vyuzivda Lambert BeerGv zakon, kdy je odezva

detektoru pfimo umeérné koncentraci analytu ve vzorku.
A= ec.l

A — absorbance, ¢ — molarni absorpcni koeficient, ¢ = koncentrace analytu, | — tloustka

absorbujici vrstvy

Pro UV oblast byva zdrojem zafeni zpravidla deuteriova lampa, pro oblast viditelnou se vyuziva
lampa wolframova. Monochromator pak zajistuje monochromatické zareni vybrané vinové

délky. Spektrofotometrické detektory rozdélujeme dle jejich konstrukéniho uspotfadani na Ctyti

typy:

e Detektory sfixni vinovou délkou —  nejstarS$i a nejjednodussi  typ
spektrofotometrického detektoru, zdrojem zarfeni je rtutovd vybojka a detekuje pfi
vlnové délce 254 nm. V soucasné dobé¢ se jiz pi1t HPLC téméf nevyuzivaji.

e Detektory s proménnou vinovou délkou — nejcastéji vyuzivany typ, umoziuje
nastavit vhodnou vinovou délku tak, aby byla dosazena co nejlepsi selektivita a citlivost

e Detektory s programovatelnou vilnovou délkou — umoziuji ménit vinovou délku
i v priibéhu analyzy, jednotlivé piky tak mohou byt detekovany pii rozdilnych vinovych
délkach

¢ Detektory s diodovym polem (diode array detector, DAD) — je tvofen polem fotodiod,
v pribéhu analyzy snimd celé spektrum v nastaveném rozmezi. UmoZiuji vybrat
nejvhodnéjsi vinovou délku pro detekci kazdého z analytl, poptipad€ i ziskat jejich UV

spektrum.

Mezi hlavni vyhody spektrofotometrickych detektorti patii snadna obsluha, Siroky dynamicky
linearni rozsah, dostate¢né vysoka citlivost pro analyty obsahujici ve své molekule chromofor,

robustnost a nizka citlivost odezvy na zmény mobilni faze nebo teploty. [14, 15, 21]
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2.2.5.2 Fluorescencni detektory

Fluorescen¢ni nebo také fluorimetrické detektory jsou zalozeny na principu fluorescence
analytu a nésledném zméteni sekundéarniho zateni. Vykazuji vyssi citlivost i selektivitu nez
spektrofotometrické detektory. Latka nejprve absorbuje primarni (excitacni) zaieni, ¢imz jeji
molekuly ptfejdou ze zdkladniho vibra¢niho stavu do excitované¢ho elektronového stavu.
Absorbovanou energii molekula vyzari zpét jako fluorescenci. Po ztraté energie piechézi
molekula zpét do zakladniho vibra¢niho stavu a vyzatfuje sekundarni (emisni) zatfeni. Toto
emisni zafeni ma vyssi vinovou délku neZ zafeni excitaéni. Doba trvani fluorescence byva 107
az 10 sekundy. Zdrojem excita¢niho zafeni obvykle byva xenonova vybojka. Pro excitaéni
zateni je zpravidla pouzivana vlnova délka maxima absorbance analyzované latky v UV oblasti.
Podobné¢ jako u UV/VIS detektori se pro vybér nastaveni vlnové délky vyuziva
monochromator, ktery propousti zafeni jen urcité vinové délky. U modernich fluorescencnich
detektorti 1ze vinové délky ménit i v pribehu analyzy, aby bylo dosazeno maximalni citlivosti
pro vSechny analyzované latky. Po prichodu vzorkem je fluorescence rozptylena druhym
monochromatorem a detekovéana fotonasobicem. Emisni zatfeni je méteno pod uhlem 90°, ¢imz

se eliminuje efekt matrice.

Sample in

Excitation filter or l
monochromator Flow cell

- 4

Light — M- ——— -]
source == === . == Out

-
- - il.,
- P [
=3 / \

’ - - = -
f.f : ': ' Emission filter or
*f;hf monochromator

Photodetector

Obrazek 9: Schéma fluorescencniho detektoru. [22]

Mezi vyhody fluorescencniho detektoru patii vysoka citlivost a selektivita, robustnost i snadna
obsluha. Hlavni nevyhodou je omezené mnozstvi analyti, které vykazuji fluorescenci a mohou
byt takto detekovany. Fluorescenci lze ocfekavat u aromatickych a heteroaromatickych

sloucenin, podminkou je systém konjugovanych vazeb. Tento problém vSak mtize byt u fady
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molekul vyfeSen derivatizaci molekuly, ke které mtze dojit bud’ pfed vstupem na kolonu, nebo

po vystupu z ni. [14, 21]

2.2.5.3 Hmotnostné spektrometrické detektory (MS detektory)

Tato detekce je zaloZena na pfevedeni molekul na ionty a jejich nasledném rozdéleni podle
poméru naboje a hmotnosti (m/z). Vystupem je hmotnostni spektrum, jenz vyjadiuje zavislost
relativni intenzity jednotlivych ionti na jejich m/z. Je to vysoce citlivd metoda, kterd navic
poskytuje 1 spektralni udaje o identité¢ analyzované latky. Spojeni LC-MS je nejcastéji

vyuzivanou metodou v bioanalyze 1éCiv.

Atmosféricky

Vakuum
Analyzator :p‘ Detektor - PC
[—

!

Rotaécni Pumpa

Obrazek 10: Zakladni schéma hmotnostniho spektrometru. [23]
Hmotnostni spektrometr se sklada ze tii hlavnich Casti:

e lontovy zdroj — slouzi k ionizaci analyzované latky
e Analyzator — rozdéluje latky dle jejich m/z za vysokého vakua

e Detektor — detekuje ionty a zesiluje signal za vysokého vakua
Ionizacni techniky

Ionizac¢ni technika je obvykle vybirana podle molekulové hmotnosti analytu a jeho polarity.
V soucasnosti je vyuZivana piredevSim ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za

atmosférického tlaku (APCI), méné¢ Casto fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI).
Analyzatory

K separaci iontl vytvofenych v iontovém zdroji dochézi v analyzatoru, a to podle jejich poméru
hmotnosti a naboje (m/z). Zakladnimi analyzatory jsou kvadrupol (Q), iontova past (IT) a

analyzator doby letu (TOF).
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Detekce ionta

Jako detektory iontll jsou nejcastéji vyuzivany elektronovy nasobi¢, fotonasobi¢ nebo

Faradayova klec.

Vyhodou MS detektort je jejich vysoka citlivost a selektivita a moznost ziskat informace i1 o

struktuie latky, nevyhodou je vysokd cena a naro¢nost na obsluhu. [14, 23, 24]

2.2.5.4 Elektrochemické detektory

Elektrochemické detektory se daji vyuzit v analyze latek obsahujicich ve své molekule skupinu
schopnou oxidace nebo redukce. V pritokové cele detektoru jsou umistény elektrody métici
elektrické velic¢iny (elektrodovy potencidl, proud, kapacita), jejichz zmény jsou vyvolany
priachodem analytu. Naméteny elektricky signal je umérny latkovému mnozstvi analyzované
latky. Podle sledovanych veli¢in rozliSujeme detektory ampérometrické (méfi proud) a
coulometrické (méfi naboj potfebny k celkové oxidaci/redukei analytu). K vyuzivanym
elektroddm patii uhlikovd, stfibrna, zlatd, nebo platinovd. Vyhodou elektrochemickych
detektorti jsou pomérné vysoka citlivost i selektivita, nevyhodou je Spatna robustnost, protoze

jsou velmi citlivé na pfitomnost i malého mnozstvi necistot v mobilni fazi. [21, 14, 15]

2.2.5.5 Vodivostni detektory
ME¢éii vodivost analyzované latky v prutokové cele mezi dvéma elektrodami, na néz je vkladano
sttidaveé napéti. Predpokladem pro vodivostni detekcei je nevodivost mobilni faze. Uplatnéni

nachdazi v iontové chromatografii. [14, 15]

2.2.5.6 Refraktometrické detektory
Tyto univerzalni detektory pracuji na principu méfeni rozdilu indexu lomu ¢isté mobilni faze a
mobilni faze s analyzovanou latkou. Nevyhodou je nizka citlivost, zavislost odezvy na teploté

a slozeni mobilni fdze a nemoZnost vyuziti pti gradientové eluci. [21, 14]

2.2.5.7 Evaporative light scattering detector (ELSD)

Je zaloZen na méfeni rozptylu svétla. Mobilni faze je odpatena proudem dusiku a méti se rozptyl
svétla na ¢asteckach netékavych analyt. Odezva je imérna mnozstvi analytu. Vyhodou ELSD
je univerzalnost, odolnost vii¢i kolisani teploty a moznost vyuZziti pii gradientoveé eluci. Vyuziva

se naptiklad pro detekci fosfolipidi. [21, 15]

2.2.5.8 Corona discharge detector (CAD)
Corona discharge detektor nebo také aerosolovy detektor nabitych ¢astic detekuje kladn€ nabité

Castice. Mobilni faze je v odpafovaci komirce odpafena a analyt v plynné fazi je smisen
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s dusikem, ktery se na hrotu elektrody kladné nabiji a ndboj nasledné¢ pienese na analyt. Kladné
nabité ¢astice pak putuji do kolektoru, kde odevzdéavaji sviij naboj za vzniku proudu. Vyhodou

je vysoka citlivost a Siroky linearn€ dynamicky rozsah. [21, 15, 10]

2.2.6 Separacni mody

V HPLC se vyuziva n¢€kolik separa¢nich modi, navzajem se odliSujicich charakterem mobilni
a stacionarni faze. K zdkladnim separacnim moédim v HPLC se fadi chromatografie na
normalnich fazich (NP-HPLC), chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC), hydrofilni
interakéni chromatografie (HILIC), iontové vyménna chromatografie (IEC), size-exclusion

chromatografie (SEC) a chiralni chromatografie. [18]

2.2.6.1 Chromatografie na normalnich fazich

V tomto ptipadé se pro separaci pouziva polarni stacionarni faze a méné polarni mobilni faze.
funk¢énimi skupinami (napt. kyano, amino, diol), popi. oxid hlinity. Mobilni faze je tvotena
nevodnou smeési organickych nepolarnich rozpoustédel, jako je hexan, dichlormetan, nebo
chloroform. Mechanismem retence na normalnich fazich jsou polarni interakce. Cim polarngjsi
je analyt, tim vice bude zadrzovan na kolon€. Se zvySujici se polaritou mobilni faze bude
dochazet k rychlejSimu vymyvani analyt z kolony. Chromatografie na normélnich fazich se
uplatiiuje v analyze poldrnich latek, vysoce hydrofobnich latek, tukd, sacharidi a izomert.

V soucasnosti se ovSem vyuziva velmi omezené. [14, 18]

2.2.6.2 Chromatografie na reverznich fazich

U systémU s reverznimi fazemi se vyuziva polarni mobilni fdze a malo polarni aZ nepoléarni
stacionarni faze. Stacionarni faze je ve vétSin¢ pfipada tvofena modifikovanym silikagelem
s navazanymi nepolarnimi funkénimi skupinami (napt. Cs, Cig, fenyl) a polarni mobilni fazi
piedstavuje obvykle smés vodné slozky se sloZzkou organickou. Pouzivana organicka
rozpoustédla jsou naptiklad acetonitril, methanol, ethanol nebo tetrahydrofuran. Vodna slozka
je obvykle tvofena roztokem pufru (napf. fosforecnanového) modifikujici pH mobilni faze,
anebo vodnym roztokem kyseliny €1 zasady. DlleZitou podminkou pfipravy mobilni faze je
misitelnost jednotlivych slozek. Mechanismem retence jsou hydrofobni interakce (zejména van
der Waalsovy sily) a potadi retence analytl je opacné, neZ u systému s normalnimi fdzemi —
mén¢ polarni analyty budou na stacionarni fazi zadrZzovany vice. Zménou pH mobilni faze I1ze

dosahnout potlaceni ionizace funk¢ni skupiny analytu, tim padem se snizi jeho polarita a zvysi
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se jeho retence. V souCasné¢ dobé je chromatografie na reverznich fazich nejpouzivanéjsi

technikou. [14, 18]

2.2.6.3 Hydprofilni interakcéni chromatografie

Hydrofilni interakéni chromatografie (hydrophilic interaction chromatography, HILIC)
ptredstavuje jakousi alternativu k systému na normalnich fazich. Jako stacionarni faze se miize
pouzit Cisty silikagel, silikagel modifikovany aminopropylovou skupinou ¢i zwitteriontem
(napf. sulfobetain). Mobilni fazi tvofi acetonitril a 5-40% vodny roztok pufru. Za téchto
podminek se pii povrchu staciondrni faze vytvoii tenka vrstva vody, se kterou analyty
interaguji. Mechanismus retence je komplexni, kromé rozdélovani analytu mezi vrstvu vody a
mobilni fazi se uplatiuji i iontové a hydrofobni interakce. Retence stoupd se zvysujici se
polaritou stacionarni faze ¢i analytu. HILIC se vyuziva pfi analyze polarnich latek, sacharida,

aminokyselin ¢i peptidi. [15, 14, 25]

2.2.6.4 Iontové vyménnda chromatografie

Iontové vyménna chromatografie nebo také chromatografie na iontoménicich je zaloZena na
silnych elektrostatickych silach mezi ionizovanymi funkénimi skupinami iontoménice (ionex,
ktery predstavuje stacionarni fazi) a opacné nabitymi ionty v okolnim roztoku (mobilni fazi).
Stacionarni faze s kyselou funkéni skupinou (napf. sulfo, karboxyl) se nazyva katex, ma
zaporny naboj a zadrZzuji se na ni kladné nabité kationty analytu. Anex oznacuje stacionarni fazi
obsahujici bazickou funkéni skupinu (napf. amino), vykazuje kladny ndboj a zadrzuji se na ni
zaporn¢ nabité anionty analytu. V mobilni fazi jsou pfitomny tzv. protiionty, jez soutézi s ionty
analytu o opacné nabité funkéni skupiny ionexti. Tonty s vétSim nabojem jsou zadrZzovany
siln&ji. Retence a selektivita analytu zavisi na pH a iontové sile mobilni faze. lontové vyménna
chromatografie se uplatiiuje predevS§im pii analyze malych anorganickych iontd, slabych
organickych kyselin a zasad, nukleotidl a nukleovych kyselin, aminokyselin, peptidi a

proteint. [14, 18, 26]

2.2.6.5 Size-exclusion chromatografie

Size-exclusion chromatografie (SEC) nebo také gelovd permeacni chromatografie (GPC) je
zalozena na principu rozdélovani latek podle jejich molekulové hmotnosti. Stacionarni fazi
tvofi pfirodni nebo synteticky gel (napf. dextranovy Sephadex, kopolymery styren-
divinylbenzenového typu, methakrylatovy kopolymer s ethylenglykolem) umistény ve svislé
kolon¢. Uvnitf gelu se nachazi pory. Mobilni faze protékd konstantni rychlosti kolonou a
molekuly analyt riznou mérou pronikaji do porti. Molekuly vétsi nez pory do nich nepronikaji
a nejsou nijak zadrzovany, proto prochazeji kolonou stejnou rychlosti jako mobilni faze a
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kolonu opousti jako prvni. Dochdzi tak k stérickému vylouceni (exclusion) velkych molekul.
Mensi molekuly pronikaji do port (tomuto jevu se fikd permeace). Tim padem jsou na koloné
zadrzovéany a jejich retencni Casy jsou vyssi. Piky v chromatogramu jsou tak setazeny od
nejveétSich molekul po ty nejmensi. Rozd€élovani molekul vyjadiuje rozdélovaci koeficient Kp.

Velké molekuly maji Kp blizké 0, malé maji naopak Kp blizké 1.

=W
Kp — rozdélovaci koeficient, V. — elucni objem, Vo — objem mobilni faze, Vs — objem kapaliny

uvniti pori

Své uplatnéni mé gelova permeacni chromatografie hlavné v biochemii. Vyuziva se pfedev§im
pro separaci polymert, jako jsou proteiny. Ptikladem je odsolovani bilkovin ¢i polysacharida

nebo oddélovani enzymu a koenzymu. [26, 27]

2.2.6.6 Chiralni chromatografie

Stereoizomery jsou molekuly se stejnym sumarnim vzorcem, liSici se svou konfiguraci
(prostorovym uspotfadanim), a tim padem chovanim v chirdlnim prostiedi, jako je tfeba lidské
télo. Vyrazné se mohou lisit svymi ucinky, jeden z izomerti miize byt tfeba net¢inny, mit vice
nezadoucich uc¢inkd, nebo byt dokonce toxicky. Z tohoto diivodu vznikla potieba vSechny
izomerni formy separovat a nasledné¢ samostatné kvalitativné 1 kvantitativné hodnotit. Tyto
latky nelze separovat za klasickych podminek, nybrz za podminek chirdlni chromatografie. Pro

separaci dvou optickych izomerti se v sou¢asnosti vyuzivaji dva zpisoby:

e Nepiimé separace — enantiomery jsou derivatizovany opticky aktivnim ¢inidlem, coz
vede ke vzniku diastereoizomerd, které se lisi svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi,
a proto uz je lze separovat klasickym zptisobem (zpravidla RP-HPLC).

e Piima separace — podstatou je vznik chiralniho prostfedi v chromatografickém systému,
a to bud’ pfidavkem opticky aktivniho ¢inidla (tzv. chiralniho selektoru) do mobilni faze,

anebo pouZitim chiralni stacionarni faze (CSP).

I pfes svou vyssi cenu se nejvice vyuziva chiralnich stacionarnich fazi. V tomto piipad¢ je
vlastné chiralni selektor kovalentn€ navdzan na achirdlnim nosici (nej¢. silikagel). Enantiomer
pak s CSP interaguje a na kratkou chvili vznikaji diastereomerni komplexy. K pouzivanym

chiralnim staciondrnim fazim patii:
e Makrocyklickd antibiotika — napf. teikoplanin, vankomycin
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Cyklodextriny — cyklické oligosacharidy obsahujici 6, 7, nebo 8 gluk6zovych jednotek,
vznikaji hydrolyzou Skrobu

Polysacharidy — derivaty amylozy ¢i celulozy

Glykoproteiny/proteiny — napt. albumin, a;-kysely glykoprotein

Pirklovy faze (donor-akceptorové CSP) — principem je vznik koordinacnich komplext

Crown-ethery — makrocyklické polyethery obsahujici ethylenoxidovy mustek. [18, 15,
28]
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2.3 Validace metody v HPLC

Vyvijena analytickd metoda musi byt v ramci QC validovana. Smyslem validace je prokazat,
ze dand metoda je vhodna pro zamyslené pouziti, a tudiz povede k ziskavani relevantnich dat.
Validace se provadi pifi vyvoji nové metody, v pfipadé¢ zmény jiz validované metody, pii
pienosu metody do jiné laboratoie, nebo pii prokazovani rovnocennosti dvou metod. Pro
spravné provedeni validace je dulezity vybér validacnich parametrii, které musi dand metoda

splilovat. Parametry vychazi z pozadavka riiznych autorit, zdkaznika, ¢i zadavatele. [9, 17, 29]

2.3.1 Parametry

Nejrozsitenéjsi smernici ve farmaceutické analyze je smérnice Mezinarodni konference pro
harmonizaci ICH (The International Conference on Harmonisation of Technical Requirements
for Registration of Pharmaceuticals for Human Use). Dal$imi jsou ,,Guideline on Bioanalytical
Method Validation* od Evropské 1ékové agentury (European Medicines Agency, EMA) a
,(Guidance for Industry, Bioanalytical Method Validation* od amerického Ukadu pro kontrolu
potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration, FDA). Ty jsou piisnéjsi, rozsahlejsi, vice
casov€ narocné a maji vice pozadavkl. Pouzivaji se pfedev§im pro validaci bioanalytickych

metod. Doporuc¢ované limity jednotlivych parametra jsou uvedeny v Tab. 1. [17, 29, 30]
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Tabulka 1: Validacni parametry poZadované jednotlivymi autoritami. [30]

Parametr ICH FDA FDA: limity EMA EMA_: limity
Selektivita N 6 Bez interference | 6 Bez
interference
Prenosy analytu X X i N <20 % LLOQ
LOQ LOQ LLOQ, | +20% LLOQ, | £20%,<20%
ULOQ ULOQ

LOD LOD X X X X

Linearita 5 6-8 + 15 %, LLOQ 20 | 6* + 15 %, LLOQ
% 20 %

Rozmezi N x x N LLOQ/ULOQ

Presnost [%] 3x3 3x5 +15 %, LLOQ 20 | 4x 5 + 15 %, LLOQ
% 20 %

Preciznost [% RSD] 3x3 3x5 <15 %, LLOQ <|4x5 <15 %, LLOQ
20 % <20 %

Vyteznost [%0] X 3 - X X

Matricové efekty [%o] x X X 6 <15%

Robustnost \ X X X X

Stabilita x N ko v k%

SST v x x x x

N = pozadovany parametr, x = nepozadovany parametr
LLOQ = spodni mez stanovitelnosti, ULOQ = horni mez stanovitelnosti

* analyza je provedena v nckolika opakovanich, ** presnost je dale rozdélena na
opakovatelnost, mezilehlou piesnost a reprodukovatelnost, *** je poZzadovana velmi rozsahla

stabilitni studie
3 x 3 —méfeni 3 vzorku na tfech koncentra¢nich hladinach

3 x 5 — méfeni 5 vzorkd na tfech koncentra¢nich hladinach (obdobné 4 x 5 na ctyfech

koncentrac¢nich hladinach)
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Tabulka 2: Validaéni parametry podle ICH. [31]

Parametr Identifikace Analyza necistot Obsah
(kvalitativni kvantitativni limitni | (kvantitativni
analyza) test | analyza)

Presnost - + -+

Preciznost

Opakovatelnost - + - |+
Mezilehla pfesnost | - + * - |+

Selektivita ** + + + |+

Mez detekce - - Kk + |-

Mez stanovitelnosti - + - -

Linearita - + - |+

Rozsah - + - |+

* provadi-li se reprodukovatelnost, neni pozadovano ** mize byt prokdzéana jinou vhodnou

metodou *** pouze v nékterych ptipadech

2.3.1.1 Piesnost metody

Ptesnost (accuracy, mizeme se setkat i se starym Ceskym piekladem spravnost) analytické
metody je definovana jako tésnost shody mezi naméfenou koncentraci analytu (result of
measurement) a jeho realnou koncentraci ve vzorku (accepted reference value). Rozdil mezi
témito hodnotami se nazyva chyba vysledku (error of result). Prakticky se ptfesnost zjistuje
pomoci 9 vzorkl (s piidavkem stanovované latky) na tfech koncentracnich rovnich, pficemz
kazda troven je analyzovana tiikrat. Piesnost je obvykle testovana v rozmezi 80-120 %

deklarovaného obsahu ucinné latky. [17]

2.3.1.2 Preciznost metody

Preciznost (precision, star§i oznaceni piesnost) analytické metody vyjadiuje té€snost shody mezi
jednotlivymi vysledky analytické metody ziskané opakované s jednim homogennim vzorkem.
Podobné jako ptesnost se hodnoti na tfech koncentra¢nich trovnich, kdy kazda z nich obsahuje
alespon tfi vzorky. Mira preciznosti se pak vyjadiuje jako relativni smérodatnd odchylka.
Preciznost mize byt vyjadiena tfemi zplisoby — a sice jako opakovatelnost, mezilehld pfesnost
a reprodukovatelnost.
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Opakovatelnost metody (repeatability) je ziskdvana za podminek opakovatelnosti, coz
obvykle znamend jednim pracovnikem na jednom pfistroji za pouZziti stejného postupu

v kratkém Casovém useku.

Mezilehld presnost (intermediate precision) je presnost méfeni ziskdvand za podminek
mezilehlé pfesnosti méfeni, které zahrnuji stejny postup, stejné misto, stejny nebo podobny

objekt méteni, ale v SirSim ¢asovém useku.

Reprodukovatelnost metody (reproducibility) se ziskdva za podminek reprodukovatelnosti,

pii kterych je méfen stejny analyt totoznou metodou, avsak v jiné laboratofi. [9, 17, 31]

Spravny, presny Spravny, nepiesny
L
[
@
Nespravny, piesny Nespravny, nepiesny

Obrazek 11: Spravnost a presnost (nyni presnost a preciznost). [29]

2.3.1.3 Linearita a rozsah metody

Linearita (linearity) je schopnost metody poskytnout dostateCnou linearni korelaci mezi
odezvou detektoru a koncentraci analytu ve vzorku. Té&snost vzajemné zavislosti dvou
nahodnych proménnych je charakterizovana jako korela¢ni koeficient (R). Cim vice se blizi
jedné, tim té€snéjsi je zavislost. VétSinou plati podminka R > 0,9900. Prakticky se linearita
urcuje pomoci 5 kalibra¢nich roztokl na rtiznych koncentracnich urovnich pokryvajicich cely

rozsah metody (obvykle 80—120 %, popt. 50-150 % pro necistoty) a naslednym sestrojenim
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kalibra¢ni kiivky. Rozsah metody je interval mezi nejnizsi a nejvyssi koncentraci analytu, ve

kterém ma analytickd metoda prokazanou pfijatelnou ptesnost, preciznost a linearitu. [17, 31]

2.3.1.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (limit detekce, LOD) odpovidéa koncentraci, pti které je signal vyznamné odlisSny

vwr

v

muizeme kvantitativné vyhodnotit s patficnou ptesnosti a spravnosti. LOQ musi byt soucasti
linedrniho rozsahu metody, vétSinou byva prvnim bodem kalibracni kiivky. Spodni mez
stanovitelnosti (LLOQ) pfedstavuje koncentraci, pfi které je signal vyznamné odliSny od Sumu.
Horni mez stanovitelnosti (ULOQ) je nejvyssi koncentrace analytu, kterou lze dostate¢né

presné a spravné vyhodnotit. Byva poslednim bodem kalibracni kiivky.

K obéma hodnotam je tfeba uvést zptisob vypoctu, protoze na ném silné zavisi. Nejéastéjsimi
zpusoby vypoctu LOD a LOQ jsou: pomér signalu a Sumu, RSD odezvy a ze smérnice

kalibra¢ni pfimky, z RSD odezvy blanku nebo z RSD posunuti (isek na ose y). [17, 31]

2.3.1.5 Selektivita metody

Jako selektivita metody (method selectivity) se oznacuje jeji schopnost poskytnout informace
o kvalitativnim 1 kvantitativnim sloZeni vzorku i v pfitomnosti jinych, interferujicich latek
(matrice, necistoty, degrada¢ni produkty). Selektivitu Ize prokézat pomoci analyzy blanku nebo

Cisté matrice. [17, 31]

2.3.1.6 Robustnost metody

Robustnost (robustness) je mira schopnosti metody poskytovat shodné vysledky pfi nepatrné
zménénych podminkach — napftiklad jina laboratof, analytik, pfistroj, teplota, koncentrace, ¢i
doba extrakce. Zadouci je co nejrobustnéj$i metoda sco nejmensimi vykyvy pfi zméné

podminek. [17, 24, 31]
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2.4 Chromatografické podminky pro separaci podofylotoxinu pomoci

kapalinové chromatografie uvedené v literarnich zdrojich

Tabulka 3: Chromatografické podminky pro analyzu podofylotoxinu pomoci kapalinové

chromatografie uvedené v literatuie.

Metoda ¢. 1

SF LiChroCARTPurospher Star ® RP18-¢ (50 mm % 4 mm i.d.) (3um)

MF A = MeOH:H,0O:CH3COOH 14:85:1, B=ACN

Druh analyzy Gradientova eluce: 0—4 min 20 % B, 8 min 22 % B, 12-16 min
30% B, 18 min45 % B

Naéstiik 10 pl

Detekce UV, 290 nm

Doba detekce 22 min

Prutok 0,8 ml/min

Zdroj 32

Metoda ¢. 2

SF Grom-Sil 120 ODS-5ST, 5 pm C18 (250 mm x 4.6 mm i.d.)

MF A = acetonitril, B = 0,01% H3POs; A:B 40:60 (t=0; 18; 24); A:B
67:33 (t=17)

Druh analyzy Gradientova eluce

Nastrik 20 pl

Detekce UV, 290 nm

Teplota 25°C

Pritok 0,8 ml/min (t =0, 24 min), 1,0 ml/min (t=17, 18 min)

Zdroj 33

Metoda ¢. 3

SF Diamonsil Cis (250 mm % 4.6 mm, 1.d., 5 pm)

MF 0,1% kyselina fosfore¢na:methanol (40:60, v/v, pH = 3,2)

Druh analyzy Isokratickd eluce

Nastiik 10 pl

Teplota 20 °C

Detekce UV, 254 nm
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Doba detekce 24 min

Pratok 1,0 ml/min

Zdroj 34

Metoda ¢. 4

SF ODS-A Cis column, 150 x 4.6 mm, 5 um

MF Acetonitril:voda 50:50

Druh analyzy Isokraticka eluce

Nastiik 50 ul

Detekce Fluorimetricka, Aex =290 nm, Aem = 395 nm (t = 0—4 min); Aex = 336
nm, Aem = 453 nm (4—14 min)

Teplota 30 °C

Prutok 1,0 ml/min

Zdroj 35

Metoda ¢. 5

SF ODS-Hypersil, 250 x 5 mm, 5 um

MF Methanol:voda 40:60
Methanol: 0,5M octan amonny 40:60
Acetonitril:voda 25:75
Acetonitril:octan amonny 25:75

Druh analyzy Isokraticka eluce

Detekce UV, 280 nm

Doba detekce 24 min

Pratok 1,5 ml/min

Zdroj 36

Metoda ¢. 6

SF Purospher RP-18, 250 mm x 4.0 mm i.d., 5 pum

MF A =0,2% CH3COOH, B = MeOH

Druh analyzy Gradientova eluce: A:B 90:10 — 30:70 (t = 040 min), A:B 30:70
— 0:100 (t = 40-50 min), A:B 0:100 (t = 50—60 min)

Teplota 35°C

Detekce UV, 280 nm

Pratok 0,8 ml/min

Zdroj 37
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3. Cil prace

Cilem préce bylo vyvinout a validovat vhodnou metodu pro analyzu podofylotoxinu pomoci
HPLC s fluorescencni detekci ve vzorku extraktu z drogy z jalovce virginského (Juniperus
virginiana L., var. Blue Arrow) a ve vzorku extraktu z explantatové kultury jalovce
virginského. Bylo tfeba vybrat vhodnou stacionarni fazi, mobilni fazi, dobu extrakce na
ultrazvuku, teplotu analyzy, detekci. Nasledné byly metody pro oba extrakty validovany,
sledovanymi parametry byla pfesnost, preciznost, linearita, selektivita, limit detekce a limit
kvantifikace. Metoda pro stanoveni podofylotoxinu v extraktu z drogy byla vyuzita pro méteni
vzorkl pro diplomovou préci Jitiho OlSara a zaroven pro méfeni obsahu dalSich dvou druht —

Juniperus chinensis Hetzii a Juniperus sabina Tamariscifolia.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikdalie a pomiicky

4.1.1 Chemikalie
e Podofylotoxin, Sigma Aldrich, Némecko
e Methanol for HPLC, gradient grade, Sigma Aldrich, Némecko
e Acetonitril for HPLC, gradient grade, Sigma Aldrich, Némecko
e Kyselina octova 99 %, Penta, Ceska republika
e Kyselina fosfore¢na 85 %, Sigma Aldrich, Némecko
e (Octan amonny, Penta, Ceska republika
e Voda ¢isténa
e Jehli¢i z jalovce virginského (Juniperus virginiana L., var. Blue Arrow), Botanicka
zahrada FaF UK

e Explantatova kultura jalovce virginského, katedra farmakognozie, FaF UK

4.1.2 Chromatograficka sestava

e Pumpa: LC-30AD Shimadzu

e Degasser: DGU-20A5R Shimadzu

e Kolonovy prostor: CTO-20AC Shimadzu

e Autosampler: SIL-30AC Shimadzu

e Ridici jednotka: CBM-20A Shimadzu

e UV/VIS detektor: SPD-20A Shimadzu

e Fluorescencni detektor: RF-10AXL Shimadzu

e PC program: LabSolutions

e Chromatograficka kolona
o LiChrospher 100 RP-18 endcapped, 250-4, 5 um, Merck, Némecko
o Hypersil Phenyl, 4,6 x 150 mm, 3 pum, Thermo Fisher Scientific, USA
o Ascentis Express F5, 3,0 x 150 mm, 2,7 um, Sigma Aldrich, Némecko
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4.1.3 Pristroje
e Analytické vahy: Sartorius AG A200S, Némecko
e pH metr: Schott CG 843, Schott Instruments GmBH, Némecko

e Ultrazvukova Cisti¢ka: K10, Kraintek, Slovensko

4.1.4 Pomiicky
e [Kadinky, zkumavky, laboratorni 1zi¢ky, navazovaci lodi¢ky, odmérné baiky, odmérné
valce, automatické mikropipety a Spicky, stficky, eppendorfské zkumavky, stojan na

zkumavky, vialky, inserty, membranovy filtr 0,45 a 0,22 um

4.2 Obecné postupy

4.2.1 Piiprava standardu

Bylo navéazeno 0,506 mg podofylotoxinu a navazka byla rozpusténa v odmérné bance v 10,0 ml
methanolu. Tento roztok byl ndsledné¢ natfedén na pouzivané standardni roztoky o koncentraci
10,120 pg/ml, 1,012 pg/ml, 0,506 pg/ml a 0,250 pg/ml. VSechny standardni roztoky byly

uchovavany v lednici.

4.2.2 Piiprava mobilni faze

Jako organicka slozka mobilni faze byl vZdy pouzit acetonitril. Jako vodna slozka bylo
v priibéhu testovani zkouSeno né¢kolik rtznych sloufenin — ¢iSt€nd voda, 0,1% kyselina
fosforecna, 0,5M octan amonny a 0,1% kyselina octova. Ménily se také poméry organické a
vodné slozky v mobilni fazi. VSechny mobilni faze byly pfed analyzou pfrefiltrovany

mikrofiltrem 0,45 um za Ucelem odstranéni pevnych necistot.

e Piiprava 0,1% H3PO4: 141 pl 85% H3PO4 bylo smichano se 120 ml ¢iSténé vody za
vzniku 0,1% roztoku H3POas.

e Piiprava 0,5M octanu amonného: 3,854 g octanu amonného (M = 77,08 g/mol) bylo
rozpusténo ve 100,0 ml vody za vzniku 0,5M roztoku.

e Piiprava 0,1% CH3COOH: 202 ul 99% kyseliny octové bylo doplnéno do 200,0 ml

¢isténou vodou za vzniku 0,1% roztoku.
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4.2.3 Priprava vzorki

EXTRAKT Z DROGY: Pro analyzu bylo pouzito jehli¢i z jalovce virginského (Juniperus
virginiana L.), poskytnuté katedrou farmakognozie. 10,0 mg usuSen¢ a upraSkované drogy bylo
extrahovano v odmérné banice v 8,0 ml methanolu na ultrazvukové lazni. Byly testovany razné
doby na UZ — 15, 30, 45 a 60 minut. Po vychladnuti byl doplnén methanol do objemu 10,0 ml.
Nasledné bylo 100 pl extraktu filtrovaného pies mikrofiltr 0,22 um smiseno s 900 pl methanolu

a analyzovano.

EXTRAKT Z KULTURY: K analyze byla pouzivana explantatova kultura Juniperus
virginiana L. kultivovana v Schenk a Hildebrandt médiu s pfidavkem a-naftalenoctové
kyseliny, kinetinu a kyseliny askorbové, taktéz poskytnuta katedrou farmakognozie. Extrakt z
kultury byl dodan jiz ve vialkach pfipraven k analyze. Katedrou farmakognozie byl vzorek
pripraven nasledovné: 0,3000—0,5000 g upraskované kultury se smisilo v 10 ml odmérné bance
s 10,0 ml methanolu a extrahovalo se 1 hodinu na ultrazvuku pii laboratorni teploté. Po
pfevedeni do centrifuga¢ni zkumavky se vzorek po dobu 5 minut odsttedoval pii 4500

otackach, poté se prevedl do vialek.

4.2.4 Priprava roztoka na validaci

Byly pfipraveny vzorky metodou standardniho ptidavku na péti koncentracnich hladinach — 50
%, 80 %, 100 %, 120 % a 150 %. Zakladni piipraveny vzorek extraktu z drogy (viz 4.2.3) na
hladin€ 100 % odpovida pfidavku 0,625 pg podofylotoxinu, coZ pfepocteno na objem odpovida
63 ul roztoku o koncentraci 10 pg/ml. Tento objem byl pfidan k 1,0 ml zékladniho extraktu z
drogy na hladin¢ 100 %. Stejnym zpisobem byl vypocitan piidavek na ostatnich hladinach.
Objemy pridavkl na ostatnich koncentra¢nich hladinach a vysledné koncentrace viz Tab. 7

v kapitole Linearita (5.2.3).
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4.3 Optimalizace HPLC podminek

V pribéhu analyzy byly testovany rizné parametry tak, aby byla vyvinuta co nejvhodnéjsi
metoda pro analyzu extraktu z drogy i extraktu z kultury a nasledné mohla byt validovana. Mezi
rozhodovaci kritéria pattilo dostate¢né rozliSeni mezi pikem podofylotoxinu a balastti, symetrie

piku a pfimétena doba analyzy.

Nejprve byla vybiran zptisob detekce. Pti predchozich testovanich byla zvolena UV detekce a
jelikoz podofylotoxin vykazuje i fluorescenci, byl testovan fluorescencni detektor, ktery je
citlivgjsi a selektivnéjsi nez UV detektor. Excita¢ni a emisni vlnova délka byla vybrana na
zaklad¢ prométeni fluorescenéniho spektra podofylotoxinu fluorimetrem na Katedie

farmaceutické chemie.

Daéle byla testovana vhodna stacionarni faze, a to podle literatury a ptedchozi prace skolitelky.
Testovany byly tfi: LiChrospher 100 RP-18 endcapped, 250-4, 5 um, Hypersil Phenyl, 4,6 x
150 mm, 3 um a Ascentis Express F5, 3,0 x 150 mm, 2,7 pum.

Mobilni faze byly vybirany dle literatury. Testovany byly rizné vodné slozky a v rtiznych

pomeérech k organické sloZce, kterou byl acetonitril (viz Tab. 4).

Tabulka 4: SloZeni mobilnich fazi.

Vodna faze % vodné faze v MF % ACN v MF
H20 50 50
0,1% H3PO4 40 60
0,1% H3PO4 60 40
0,5M CH3COONH4 40 60
0,5M CH3COONH4 60 40
0,1% CH3COOH 40 60
0,1% CH3COOH 60 40
0,1% CH3:COOH 45 55

Nasledné¢ byly testovany tii teploty analyzy — 30 °C, 40 °C a 50 °C. Vyssi teploty uz zkouSeny

nebyly s ohledem na stabilitu stacionarni faze.

Extrakce vzorku na ultrazvuku byla provadéna 15, 30, 45 a 60 minut. Byl hodnocen vliv doby

na vytéznost extrakce.
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Zvolené podminky detekce a stacionarni faze pro extrakt z drogy byly aplikovany pro vzorek
extraktu z kultury. Vzhledem k pfitomnosti balastd z kultury bylo tieba provést gradientovou

eluci. Parametry byly vybirany podle literatury a podle pfedchozi prace skolitelky.
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5. Vysledky a diskuse
5.1 Optimalizace podminek HPLC

Optimalizace podminek byla provadéna za pouziti standardu podofylotoxinu o koncentraci

0,506 pg/ml a vzorku extraktu z drogy.

5.1.1 Vybér detekce

K detekci byl zvolen fluorimetricky detektor. Excita¢ni a emisni vinové délky byly vybrany dle
proméieného spektra podofylotoxinu (viz Obr. 12). VInova délka excitacni (Aex) byla nastavena

na 240 nm, vinova délka emisni (Aem) na 320 nm.

Podophylotoxin (30 pg/ml)

1,00E+06
9,00E+05
8,00E+05
7,00E+05
6,00E+05
5,00E+05
4,00E+05
3,00E+05
2,00E+05
1,00E+05
0,00E+00

fluorescence

200 250 300 350 400 450 A 500

Emisni

Excitacni

Obrazek 12: Excitacni a emisni fluorescencni spektrum podofylotoxinu.

5.1.2 Vybér stacionarni faze

Byly testovany tfi typy kolon: LiChrospher 100 RP-18 endcapped, 250-4 5 um, Hypersil
Phenyl, 4,6 x 150 mm, 3 um a Ascentis Express F5, 3,0 x 150 mm, 2,7 pm. Analyza byla
provadéna za nasledujicich podminek: mobilni faze 0,1% kys. octova:acetonitril 40:60, teplota

30 °C, pratok 0,8 ml/min, FD Aex 240 nm, Aem 320 nm. Srovnani chromatogrami kolon viz Obr.

13.

Na kolon¢ Ascentis se pik podofylotoxinu eluoval v kratkém retencnim case, pravdépodobné

by dochdzelo ke koeluci s piky balasti extraktu resp. kultury, proto nebyla zvolena. Kolony
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Hypersil i LiChrospher obé vyhovovaly naSim pozadavkiim, zvolena byla nakonec kolona
LiChrospher, kde se pik podofylotoxinu eluoval o minutu pozdé¢ji, aby byla co nejmensi
pravdépodobnost koeluce s piky balastl jak u extraktu z drogy, tak u extraktu z kultury. Dal§im
hlediskem byla prakticka stranka. Byly k dispozici dv¢ stejné kolony LiChrospher, takze byla
jedna zélozni vzhledem k planovanému méieni velkého mnozstvi vzorkd pro katedru

Farmakognosie, proto byla zvolena tato kolona.

A

Obrazek 13: Chromatogramy standardu podofylotoxinu pri pouZiti ruznych kolon —

LiChrospher (modrd), Hypersil (riizova) a Ascentis (Cerna).

5.1.3 Vybér mobilni faze

Jako prvni byla zkousena mobilni faze ACN:H20 v poméru 50:50. Pik podofylotoxinu nemél
symetricky tvar, chvostoval a ve vzorku extraktu byl blizko balastti. Podminky separace: kolona
LiChrospher 100 RP-18 250-4 mm, teplota 30 °C, priitok 0,8 ml/min, FD Aex 240 nm, Aem 320

nm.

Obdobné problémy byly i pti pouziti dalSich testovanych mobilnich f4zi, jako byly 0,SM octan
amonny:ACN 40:60 a i v obraceném poméru 60:40, dale 0,1% H3PO4:ACN, opét ve dvou
pomeérech 40:60 a 60:40.

Dale byla zkousena MF 0,1% CH3COOH:ACN v poméru 40:60. V tomto ptipadé¢ uz pik
odpovidajici podofylotoxinu (tr u standardu 3,889 a u vzorku 3,882) mél symetricky tvar, Cas
analyzy byl 7 minut. V obraceném poméru 60:40 se prodlouzil ¢as analyzy, proto nebyl tento
pomér zvolen. Dale byl testovan pomér 45:55, pii1 kterém se zlepSilo rozliSeni od balastl
eluujicich se pted pikem podofylotoxinu (1,6), a retencni ¢as se mirn¢ posunul na 4,506 a Cas

analyzy se prodlouzil na 10 minut. Pfi poméru 50:50 se rozliSeni jesté zlepsilo (2,1). Cas
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analyzy se prodlouzil az na 15 minut, protoze se eluovaly jesté dva vyrazné piky na konci
chromatogramu. Jako nejvhodnéj$i mobilni faze se tedy osvédcila 0,1% CH3COOH:ACN
v poméru 40:60 a 45:55. Posledni zminény pomér byl poté pouzit pro validaci z divodu vétsiho
rozliSeni. Chromatogramy standardu (¢ = 0,506 pg/ml) a extraktu z drogy pii pouziti téchto
dvou MF viz Obr. 14 a 15.
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Obrazek 14: Chromatogramy standardu podofylotoxinu (cerna) a extraktu z drogy (cervenda)

pri pouziti MF 0,1% CH3COOH:ACN v poméru 40:60.
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Obrazek 15: Chromatogramy standardu podofylotoxinu (cernad) a extraktu z drogy (cervend)

pri pouziti MF 0,1% CH3;COOH:ACN v poméru 45:55.

5.1.4 Vliv teploty

Byly testovany tii teploty: 30 °C, 40 °C a 50 °C. Podminky separace: kolona LiChrospher 100
RP-18 250-4, pritok 0,8 ml/min, FD Aex 240 nm, Aem 320 nm, MF 0,1% CH3COOH:ACN 45:55.
Zvyseni teploty se ukéazalo jako vyhodné, protoze se zkratila doba analyzy. Pro teploty 30 °C a
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40 °C zustavalo rozliseni piku podofylotoxinu a balasta pfiblizn¢ stejné, u teploty 50 °C uz se
snizilo na 1,2, proto byla vylouc¢ena. Dale byla pouzivana teplota 40 °C z diivodu kratsi doby

analyzy nez pti 30 °C.

\/
Wy

110400 40 °C
100G00 50 °C 30 °C

90000
800D0
70000
600D0
50000
40000
30000
20000
10000

Obrazek 16: Chromatogramy extraktu z drogy pri teplotach 30 °C (cervend), 40 °C (zelenda) a
50 °C (fialova).

5.1.5 Vliv doby extrakce na ultrazvuku

Nasledné byla testovana doba extrakce vzorku drogy na ultrazvukové lazni. Byly zkouSeny
Ctyfi Casy — 15, 30, 45 a 60 minut. Pro kazdy cas byly testovany vzdy 2 vzorky. Navazka
kazdého vzorku byla presné¢ 10,00 mg. Nejvyssi vytéznost byla po 30 minutach, poté uz se
nezvySovala, tato doba byla tedy vybrana pro dalsi praci. Behem zvySovani doby v UZ lazni se
zvySuje 1 teplota, kterd také extrakci mulZe ovlivnit, ale to nebylo zkoumdno. Teplota se

pohybovala v rozmezi 25-38 °C.

Obrazek 17: Chromatogramy analyzy extraktu z drogy po 15 min (cernad), 30 min (riizova), 45

min (modra) a 60 min (“/1:/0) na ultrazvuku.
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5.1.6 Gradientova eluce

Pti analyze extrakti z kultury nebyly pii isokratické eluci ziskany uspokojivé vysledky,
dochazelo ke koeluci piku podofylotoxinu s piky balastii. Proto bylo testovano pouziti
gradientové eluce, pii které se v pribéhu analyzy ménil pomér vodné a organické slozky
mobilni fAze. Podminky separace: kolona LiChrospher 100 RP-18 250-4, teplota 30 °C, priitok
0,8 ml/min, FD Acex 240 nm, Aem 320 nm.

Tabulka 5: PouZivané gradienty pro analyzu extraktu z kultury. Sudé sloupce popisuji zménu

koncentrace 0,1% CH3COOH v MF.

Gradient A Gradient B Gradient C Gradient D
0-8min 70 —|0-8,5 80— 10 | 0-9 min 70 — 10 | 0—8 min 70 —
10 % min % % 10 %
89min 10 — 5|8,59 10 > 5]19-10 min | 10 — 5| 8-9 min 10 %
% min % %
9-10 min | 5% 9-10 min | 5% 10-11,5 5 —>7019-10 min | 10 —
min % 70 %

10-11 5 — 70]10-11 5 — 80|11,5-13 70 % 10-12 min | 70 %
min % min % min

11-13 70 % 11-13 80 %

min min

Pti testovani gradienttl bylo cilem co nejlepsi oddéleni od balastd kultury, symetrie pikii a co
nejkrat$i doba analyzy. Po neuspokojivé symetrii pikd u gradientu B a horSimu oddéleni od
balastl u gradientii A a C byl vybran gradient D, ktery mél nejlepsi symetrii piki, uspokojivé
rozliSeni balastli a podofylotoxinu a nejkratsi dobu analyzy. Jeho chromatogram je na Obr. 18

a pribéh gradientové eluce na Obr. 19.
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Obrazek 18: Chromatogramy standardu podofylotoxinu (cernd) a analyzovaného extraktu z

kultury (tyrkysova) pri pouziti gradientu D.
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Obrazek 19: Priibéh gradientové eluce pri analyze extraktu z kultury (se 100% pridavkem).

45



5.2 Validace metody pro extrakt 7 drogy

Metoda validovana pro extrakt z drogy méla nasledujici parametry:

e Preanalytickd uprava: navazka 10,0 mg drogy byla extrahovéna v odmérné bance v 8,0
ml methanolu 30 minut na UZ 14zni, batika byla doplnéna na objem 10,0 ml a 100 pl
tohoto extraktu filtrovaného ptes filtr 0,22 um do vialky bylo doplnéno 900 pl
methanolu

e Kolona LiChrospher 100 RP-18 250-4

e Mobilni faze 0,1% CH3COOH:ACN 45:55

e Prutok 0,8 ml

e Teplota 40 °C

e Fluorimetricka detekce, Aex 240 nm, Aem 320 nm

e Doba extrakce vzorku na UZ 30 minut

e Doba analyzy 9 minut

e Nastiik 3 pl

Sledovanymi parametry byla preciznost, pfesnost, linearita, selektivita, limit detekce a limit

kvantifikace.

5.2.1 Preciznost
Preciznost byla méfena na 3 koncentracnich hladinach, pficemz na kazdé byly analyzovany 3
vzorky. PoZadavek na RSD je < 15 %. Namétené hodnoty a RSD jsou uvedeny v tabulce 6 a

odpovidaji pfedepsanému limitu.

5.2.2 Presnost

Pfesnost byla méfena na tfech koncentracnich hladinach (80, 100 a 120 %), na kazdé z nich
byly méfeny 3 vzorky. Pfidavek standardu na hladin€ 80 % byl 50 ul, u 100 % 63 pul au 120 %
to bylo 75 pl (viz také Tab. 7 v kapitole 5.2.3 Linearita). Po zméteni samotnych vzorki a vzorka
s piidavky byla vypoctena skutecna koncentrace pridavku. Pfesnost metody se ma pohybovat

mezi 85-115 %. Hodnoty spliiujici tento limit jsou uvedeny v tabulce 6.
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Tabulka 6: Presnost a preciznost pro vzorek extraktu 7 drogy.

Koncentra¢ni Koncentrace Plocha piku = Vypo¢étena VytéZnost Primér ¢ Primérna | SD RSD [%]
hladina pridavku skute¢na [%] [pg/ml] vytéZnost
koncentrace [%o]
pridavku
[pg/mi]
80 % 0,50 pg/ml 1429896 0,442 113,12 0,441 114,65 9226,96 0,649
1423990 0,461 108,46
1411802 0,421 118,76
100 % 0,63 pg/ml 1516948 0,532 118,42 0,571 110,35 83127,49 5,171
1680341 0,594 106,06
1625245 0,586 107,51
120 % 0,75 pg/ml 1816856 0,634 118,30 0,655 114,50 38239,09 2,155
1762111 0,635 118,11
1743235 0,697 107,60
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5.2.3 Linearita

Kalibracni kiivka byla méfena na 5 koncentracnich hladinach. Koncentrace
podofylotoxinu ve vzorku byla 0,610 pg/ml. Vypocitané koncentrace jsou s ptidavkem
standardniho roztoku podofylotoxinu o koncentraci 10 pg/ml. Po jejim sestrojeni byla
ziskdna rovnice pro vypodet piesnych koncentraci a determinacni koeficient RZ.

Korelacni koeficient R ma hodnotu 0,9950, coz odpovida pozadavku validace R > 0,99.

Tabulka 7: Hodnoty kalibracni kiivky.

Koncentracni Pridavky [pl] Koncentrace Plocha piku
hladina podofylotoxinu
50 % 0,313 0,914 pg/ml 1319158
80 % 0,5 1,086 pg/ml 1548269
100 % 0,625 1,203 pg/ml 1622297
120 % 0,75 1,308 pg/ml 1774016
150 % 0,94 1,469 pg/ml 1993702
Linearita
2100000
5000000 y = 1185463,0235x + 216047,1402 .
R? = 0,9900
1900000
) 1800000 o
= 1700000
S 1600000 ®
1500000
1400000
1300000 o
1200000
0,800 0,900 1,000 1,100 1,200 1,300 1,400 1,500 1,600

Koncentrace podofylotoxinu (ug/ml)

Obrazek 20: Graf zavislosti plochy piku na koncentraci podofylotoxinu v extraktu
z drogy.
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5.2.4 Selektivita

Pro zjisténi selektivity byl pouzit blank (pouze rozpoustédlo) a roztok standardu

podofylotoxinu o koncentraci 0,506 pg/ml.

Chromatogram na obr. 21 znazornuje neptitomnost interferujicich latek.
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Obrazek 21: Chromatogram blanku (cernd) a standardu podofylotoxinu o koncentraci

0,5 ug/ml ( ).

5.2.5 Limit detekce a limit kvantifikace

Limit detekce a limit kvantifikace pro extrakt z drogy jsou vyjadiené ke koncentraci

podofylotoxinu ve vzorku.

Hodnota LOD je 0,016 pg/ml a hodnota LOQ je 0,050 pg/ml.
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5.3 Validace metody pro extrakt 7 kultury

Metoda validovana pro analyzu extraktu z kultury méla nésledujici parametry:

e Kolona LiChrospher 100 RP-18 250-4
e Mobilni faze 0,1% CH3COOH:ACN
e Gradientova eluce, zména poméru vodné slozky: 0—8 min 70—10 %, 89 min 10
%, 9—10 min 10-70 %, 10—12 min 70 %
e Pritok 0,8 ml
e Teplota 40 °C
e Fluorimetricka detekce, Aex 240 nm, Aem 320 nm
e Doba analyzy 12 minut
e Nastiik 3 pl
Sledovanymi parametry byla preciznost, piesnost, linearita, limit detekce a limit

kvantifikace.

5.3.1 Preciznost
Preciznost byla métena na tfech koncentra¢nich hladinach (50, 100 a 150 %), na kazdé
z nich 3 vzorky. Hodnota RSD by méla byt do 15 %. Hodnoty jsou uvedeny v tabulce 8

a spliluji predepsany limit.

Tabulka 8: Preciznost metody pro extrakt 7 kultury.

Koncentrace Plocha piku | Primér SD RSD
podofylotoxinu [%]
1,107 pg/ml 1399546 1408908,13 10307,61 0,732
1407225
1419954
1,624 pg/ml 2063368 2045126,3 15861,12 0,776
2037422
2034589
2,087 pg/ml 2497360 2482723 27800,59 1,120
2450662
2500147
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5.3.2 Presnost

Ptesnost byla méfena na tfech koncentracnich hladinach (67, 100 a 133 %), na kazdé
z nich byly méteny tii vzorky. Koncentrace ptidavku na hladiné 67 % byla 0,2 ug/ml,
na 100 % to bylo 0,3 pg/ml a na 133 % to bylo 0,4 pg/ml. Samotna kultura bez ptidavku
méla koncentraci 0,3078 pg/ml a plochu piku 334451. Hodnota piesnosti by se méla

pohybovat mezi 85-115 % skutecné hodnoty, cemuz naméfené hodnoty vyhovuji.

Tabulka 9: Presnost metody pro extrakt 7 kultury.

Koncentra | Plocha | c¢|[pg/ml] Koncentrace Rozdil Vytézno @ Priam.

¢ni hladina = piku pridavku [pg/ml] | st [%] vytéZnost
67 % 551071 | 0,507 0,2 ng/ml 0,307 100,23 99,92 %
555201 0,511 0,311 99,00
550036 | 0,506 0,306 100,54
100 % 667372 0,614 0,3 pg/ml 0,314 97,99 97,27 %
672514 0,619 0,319 96,54
669852 0,616 0,316 97,29
133 % 771716 | 0,710 0,4 pg/ml 0,310 99,26 99,29 %
773055 0,711 0,311 98,87
770024 | 0,708 0,308 99,76
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5.3.3 Linearita

Stanoveni linearity bylo provedeno pomoci zméfeni péti koncentracnich hladin,
konkrétn¢ 50, 80, 100, 120 a 150 %. V tabulce 10 jsou uvedeny hodnoty koncentrace
podofylotoxinu tomu odpovidajici a jejich plochy pika. Z kalibracni kfivky potom byla
ziskana rovnice, ze které lze spo¢itat presné koncentrace, a determinaéni koeficient R

Korelacni koeficient R ma hodnotu 0,9973, coz odpovida pozadavku validace R > 0,99.

Tabulka 10: Hodnoty kalibracni kiivky pro extrakt 7 kultury.

Koncentracni hladina Koncentrace Plocha piku
podofylotoxinu

50 % 1,107 pg/ml 1408908

80 % 1,414 pg/ml 1788420

100 % 1,624 ng/ml 2045126

120 % 1,809 pg/ml 2196683

150 % 2,087 ng/ml 2482723

Kalibracni krivka
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Obrazek 22: Graf zavislosti plochy piku na koncentraci podofylotoxinu v extraktu

z kultury.
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5.3.4 Limit detekce, limit kvantifikace a selektivita

Vzhledem k tomu, Ze bylo k dispozici jen malé mnozstvi vzorkl po izolaci z kultury a ve
vSech byla v rizném mnozstvi pfitomna analyzovana latka, nebylo mozné tyto validacni

parametry provest.

cvwvr

kvantifikovatelnym obsahem podofylotoxinu o koncentraci 0,154 pg/ml. Vzorek byl

rozpipetovan do 6 insertt a byla vypocitana hodnota RSD.

Tabulka 11: LOQ pro extrakt 7 kultury.

Méreni Koncentrace pg/ml

0,154
0,130
0,132
0,141
0,187
0,164
Prumér 0,151

RSD (%) 144

A N A W N =

Vyslednd hodnota RSD je 14,4 %, vzhledem tomu, Ze se jedna o hodnotu blizkou 15 %,
ktera je limitni pro LOQ, koncentrace niz$i nez 0,154 pg/ml bude pravdépodobné pod

touto hranici.
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5.4 VyuZiti metody stanoveni podofylotoxinu v extraktech

Optimalizovana a validovand metoda byla béhem druhé validace metody pro extrakt
z kultury jiz pouzivana pro meéteni piiblizné¢ 200 vzorkd. Ty byly pfipravovany na
Katedie farmakognosie studentem Jifim OlSarem a jeho Skolitelem PharmDr. Tomasem

Siatkou, CSc. pro diplomovou praci s ndzvem Podofylotoxin v jalovci virginském.

Extrakty zupraSkované drogy byly ziskavany rGznymi technikami — ultrazvukem,

tfepanim, macerovanim za chladu za pouziti riiznych rozpoustédel, teplot a Casti.
Prace byla jiz obhajena v roce 2020.

Dale byla metoda pouzita pro zjisténi obsahu podofylotoxinu u riznych odrtd jalovece —
mimo jiz zminéného Juniperus virginana i u Juniperus chinensis Hetzii a Juniperus
sabina Tamariscifolia. Ususené jehli¢i bylo jemné namleto a od kazdé odrudy byly

testovany 3 navazky a pro kazdou spoc€itdna primérnd hodnota obsahu (viz Tab. 12).

Tabulka 12: Obsah podofylotoxinu v riiznych odriddch jalovce.

J. virginiana J. chinensis J. sabina
Obsah podofylotoxinu [mg/g] | 2,80 0,018 1,09

3,26 0,025 1,15

2,74 0,019 1,24
Prumér [mg/g] 2,93 0,021 1,16

Nameétené hodnoty odpovidaji hodnotdm uvadénych v literatuie napt. [37], v nékterych
pfipadech lze nalézt i1 jiné, vyssi 1 niz§i. Podstatné je, z jaké €asti rostliny byl extrakt
ptipraven. Napiiklad u J. chinensis je obsah podofylotoxinu v celé rostlin€ oproti kalusu

z listli polovicni. [38]
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6. Zavér

Tato diplomové prace se v teoretické Casti zabyva podofylotoxinem, jeho fyzikalné-
chemickymi a farmakologickymi vlastnostmi, pouzitim, polosyntetickymi derivaty a jeho
nejvyznamnéj$imi rostlinnymi zdroji. Také jsou zde popsany podminky separace
podofylotoxinu pomoci HPLC nalezené v odborné literatute. Nasledné se teoreticka ¢ast
vénuje vysokoucinné kapalinové chromatografii. Je zde vysvétlen princip, dale jsou
popsany charakteristiky analyzy, stacionarni faze, detektory a separacni mody. Poté se

teoreticka cast vénuje validaci metody, kde jsou popsany zakladni validac¢ni parametry.

Experimentalni ¢ast prace se tyka analyzy podofylotoxinu pomoci vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie. K analyze byly vyuziviany dva rostlinné zdroje
podofylotoxinu — extrakt zjalovce virginského (Juniperus virginiana L., var. Blue
Arrow) a explantatové kultury jalovce virginského. Byly vybirdny co nejvhodnéjsi
podminky analyzy. Byly zkouSeny tfi rizné stacionarni faze, ze kterych byla jako nejlepsi
vybréana kolona LiChrospher 100 RP-18 250-4. Poté byl sledovan vliv riznych mobilnich
fazi na eluci podofylotoxinu, ze kterych byla zvolena mobilni faze 0,1% CH;COOH:ACN
45:55. Dale byl sledovan vliv teploty, kde byla jako nejlepsi vyhodnocena teplota 40 °C.
Také byla zkouSena doba extrakce drogy na ultrazvuku, kde nejlepsi vytéZnost byla
dosaZzena pii dobé 30 minut. K detekci byl vybran fluorimetricky detektor s excitacni
vlnovou délkou nastavenou na 240 nm a emisni vlnovou délkou na 320 nm. Analyza
probihala 9 minut za pratoku 0,8 ml/min a néstfiku 3 pl. Pro explantatovou kulturu nebyla
vhodna analyza isokratickou eluci, proto bylo zkouSeno né€kolik gradientt, ze kterych byl
nasledné vybran nejvhodnéjsi — 0,1% CH3COOH:ACN, zména poméru vodné slozky: 0—
8 min 70-10 %, 89 min 10 %, 9—-10 min 10-70 %, 10—12 min 70 %. V tomto piipadé
analyza probihala 12 minut, s pritokem 0,8 ml/min a néstfikem 3 pl. Obé metody byly
nasledn¢ validovany. Z valida¢nich parametri byla hodnocena piesnost, preciznost,
linearita a u extraktu i selektivita, LOD a LOQ. Vybrané valida¢ni parametry spliiovaly

kritéria.

Praktické vyuziti validované metody naSly pfi vypracovani jiné diplomové prace na
Katedie farmakognozie. Dale byly analyzovany validovanou metodou i jiné odridy

jalovce.
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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra: Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Kandidat: Markéta Novakova

Skolitel: PharmDr. Pavla Pilafova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: HPLC analyza podofylotoxinu

Diplomova prace se zabyva optimalizaci podminek HPLC metody pro analyzu
podofylotoxinu. Metoda byla vyvijena pro analyzu extraktu z drogy z jalovce virginského
(Juniperus virginiana L., var. Blue Arrow). Byly testovany rlizné stacionarni faze,
mobilni faze, teplota, doba extrakce pomoci ultrazvuku. Jako optimalni byly vybrany tyto
podminky: doba extrakce drogy na ultrazvuku 30 minut, kolona LiChrospher 100 RP-
18 250-4, mobilni faze 0,1% CH3COOH:ACN v poméru 45:55, teplota 40 °C, prutok 0,8
ml/min, nastik 3 pl, fluorimetrickd detekce Aex 240 nm, Aem 320 nm, doba analyzy 9
minut. Metoda byla poté vyvijena i pro extrakt z explantitové kultury jalovce
virginského, pro ktery byla zvolena gradientova eluce. Tato metoda méla nasledujici
podminky: kolona LiChrospher 100 RP-18 250-4, mobilni faze 0,1% CH3COOH:ACN,
zména poméru vodné slozky: 0—8 min 70-10 %, 8—9 min 10 %, 9—10 min 10-70 %, 10—
12 min 70 %, teplota 40 °C, prutok 0,8 ml/min, nastfik 3 pl, fluorimetricka detekce Aex
240 nm, Aem 320 nm, doba analyzy 12 minut. Obé metody byly nasledné¢ validovany.
Hodnocenymi parametry byla pfesnost, preciznost, linearita, selektivita, limit detekce a

limit kvantifikace.
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ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis
Candidate: Markéta Novakova

Tutor: PharmDr. Pavla Pilafova, Ph.D.

Title of Thesis: HPLC Analysis of Podophyllotoxin

The diploma thesis is focused on optimalization of HPLC method for the analysis of
podophyllotoxin. The method was developed for the analysis of Juniperus virginiana
leaves extract. Various stationary phases, mobile phases, temperatures, ultrasonic
extraction times were tested. Following conditions were chosen as optimal: 30 minutes
ultrasonic  extraction time, LiChrospher 100 RP-18250-4 column, 0,1%
CH3COOH:ACN 45:55 mobile phase, temperature 40 °C, flow rate 0,8 ml/min, sample
volume 3 pl, fluorescence detection Aex 240 nm, Aem 320 nm, time of analysis 9 minutes.
The method was also developed for the analysis of plant tissue cultures of Juniperus
virginiana, for which gradient elution was chosen. This method had following conditions:
LiChrospher 100 RP-18 250-4 column, mobile phase 0,1% CH3COOH:ACN, change of
acetic acid ratio: 0—8 min 70—10 %, 89 min 10 %, 9—10 min 10-70 %, 10—12 min 70 %,
temperature 40 °C, flow rate 0,8 ml/min, sample volume 3 pl, fluorescence detection Aex
240 nm, Aem 320 nm, time of analysis 12 minutes. Subsequently, both methods were
validated. Evaluated parameters included precision, accuracy, linearity, selectivity, limit

of detection and limit of quantification.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN — acetonitril

APCI — atmospheric pressure chemical ionization, chemicka ionizace za atmosférického

tlaku

APPI — atmospheric pressure photoionization, fotoionizace za atmosférického tlaku
CAD - Corona-discharge detector, acrosolovy detektor nabitych Castic

DAD — diode array detector, detektor s diodovym polem

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EMA — European Medicines Agency, Evropska 1ékova agentura

ESI — electrospray ionization, ionizace elektrosprejem

FD — fluorescencni (fluorimetricky) detektor

FDA — Food and Drug Administration, Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv

GPC — gel permeation chromatography, gelova permeacni chromatografie

HILIC — hydrophilic interaction chromatography, chromatografie hydrofilnich interakci

HPLC — high-performance liquid chromatography, vysokou¢innd kapalinova

chromatografie
HPV — human papillomavirus, lidsky papilomavirus

ICH - International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use, Mezinarodni rada pro harmonizaci technickych

pozadavkl na humanni lé¢iva

LC-MS - liquid chromatography-mass spectrometry, kapalinovd chromatografie

s hmotnostni chromatografii

LOD - limit of detection, limit detekce

LOQ — limit of quantification, limit kvantifikace
MeOH — methanol

MF — mobilni faze
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MS — mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie

NP-HPLC — normal phase high performance liquid chromatography, vysokoucinna

kapalinova chromatografie na normalnich fazich
ODS - oktadecylsilikagel
RSD - relativni smérodatna odchylka

RP-HPLC - reversed phase high performance liquid chromatography, vysokoucinna

kapalinova chromatografie na reverznich fazich

SEC — size exclusion chromatography, molekulova vylu€ovaci chromatografie
SF — stacionarni faze

SST — system suitability test, test zpiisobilosti systému

tr — retencni Cas

UHPLC — ultra-high performance liquid chromatography, ultravysokot¢inna kapalinova

chromatografie
UV — ultraviolet, ultrafialové zareni
UV/VIS — ultraviolet/visible, ultrafialova a viditelna oblast svétla

UZ — ultrazvuk
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