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SOUHRN

Cilem této bakalarské prace bylo vyvinout a validovat novou metodu umoziujici
stanoveni etoposidu v plazmé a ve sklivci.

Etoposid patfi mezi cytostatika, kterd se uzivaji k 1écb€ retinoblastomu a jinych
nadort. Etoposid je mozno stanovit pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie,
enzymoimunoanalyticky nebo radioimunoanalyzou. Etoposid se v plazmé az z 95% vaze na
plazmatické bilkoviny, zejména na albumin a volna koncentrace 1é€ebné davky je proto nizka.

Etoposid byl stanovovan vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s UV detekei pfi
229 nm. V pribéhu vyvoje metody byla zjistovana jeji pfesnost, robustnost, linearita a rozsah
a mez detekce. Metoda byla vyzkouSena na pfiblizné 200 vzorcich plazmy a sklivce kralika.
Kalibra¢ni kfivka je linedrni do 80 pg/ml a to jak v plazmé, tak i ve sklivei. Variacni
koeficient u opakovatelnosti, reprodukovatelnosti i robustnosti byl niz§i nez 10%. Bylo
zjisténo, ze opakované rozmrazovani vzorku nema na stanoveni etoposidu zadny vliv.

Tato metoda je vhodna pro stanoveni etoposidu ve sklivei a v plazmé.

Klic¢ova slova: etoposid, retinoblastom, vysokoucinna kapalinova chromatografie, UV detekce



SUMMARY

The goal of this bachelor’s thesis was to develop and validate a new method enabling
detection of etoposide in plasma and the vitreous humour.

Etoposide belongs to the group of cytostatics used for retinoblastoma and other
tumours treatment. It is possible to determine etoposide by high performance liquid
chromatography, enzimoimmunoanalyticly, or by radioimmunoanalysis. Etoposide is tied in
plasma up to 95% to plasmatic proteins, namely albumin, and that is why the drug dosage is
low.

Monitoring of the etoposide level enables more effective and safer possibilities of treatment.

Etoposide is determined by high performance liquid chromatography with UV
detection at 229 nm. During the evaluation of the method its accuracy, robustness, linearity
and range and limit of detection was checked. The method was checked on 200 plasma and
vitreous humour of rabbits. Calibrating curve is linear up to 80 pg/ml in plasma as well as in
the vitreous humour. Variation coefficient regarding the repeatability, reproducibility and
robustness was lower than 10%. It was found out that repeated de-freezing of the sample does
not effect the etoposide determination.

This method is suitable for determination of etoposide in vitreous humour and plasma.

Keywords: etoposide, retinoblastoma, high performance liquid chromatography, UV detection
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1. UVOD

Retinoblastom je nejcastéjsi intraokuldrni maligni nddor u déti. Pfiblizné 60-70%
nadorti vznika nedédicné na podkladé sekundarnich mutaci a dochazi k jednostrannému
postizeni. Oboustranny nador vznika ve 30-40% a je zpiisoben dédicné pritomnosti Rb1 genu.
Néador je charakteristicky rychlym rlstem a naslednym vytvarenim metastdz v CNS, plicich,
kostech a mozku. V¢asné diagndza je nezbytnd pro celkovou zachranu zivota pacienta. Lécba
retinoblastomu proSla v poslednich letech vyraznou zménou ve vyvoji a léCebnych
moznostech. Cilem 1é¢by je v prvni fadé zachranit zivot pacienta a sekundarné oko. V dnesni
dobé mame nékolik moznosti 1é€by spocivajici v laserové terapii, radioterapii, chirurgické
1é¢bé a chemoterapii. Hlavni slozkou 1ééebného protokolu je chemoterapie a radioterapie.
Chemoterapie se povazuje za nejucinnéjsi lééebnou metodu. Nejcastéji pouzivanymi
cytostatiky jsou karboplatina, cysplatina a etoposid' ">,

Etoposid je derivat podofylotoxinu s glykosidicky navazanymi substituenty. Patii do
skupiny cytostatik poSkozujici DNA inhibici topoizomerazy. Etoposid se v plazmé az z 95%
vaze na plazmatické bilkoviny, zejména na albumin a volna koncentrace 1é¢ebné davky je
proto nizka. Detekovan byl ve slinach, jatrech, slezing, ledvinach, myometriu, zdravé
mozkové tkani a mozkovych tumorech. Ptiblizn€ 30-50% etoposidu se vylucuje v nezménéné
formé moci. Zbytek se metabolizuje primarné na hydroxykyselinu etoposidu a glukuronidové
a sulfatové konjugaty. Etoposid je indikovan k monoterapii nebo ke kombinované terapii s

dal3imi cytostatickymi latkami (vincistrin, karboplatina a jiné)”**'%!".

wevr

kapalinova chromatografie ptedstavuje hlavni metodické zajisténi kvantitativni analyzy 1é¢iv

a jejich metaboliti v biologickych tekutinach '*'*,



2. TEORETICKA CAST

2.1 Retinoblastom

Retinoblastom je primdrni zhoubny nador sitnice, ktery vychdzi z embryondlnich
nediferencovanych i diferencovanych retinoblasti®. Je nejast&j§im primarnim intraokularnim
malignim nadorem u d&ti*. Jeho frekvence je zhruba 1:20 000 poroda'~. Retinoblastomy jsou
v 70% jednostranné (unilateralni), vétSinou na podkladé nedédi€né somatické mutace. Dalsi
moznosti vzniku nadoru jsou dédicné (mutace jednoho ze zdravych rodi¢i a pienos
chromozomalni poruchy, coz je delece intermedidrni ¢asti dlouhého raménka 13.
chromozomu 13 q), tyka se to hlavné oboustrannych (bilateralnich) retinoblastoma " > ',
Z toho plyne i1 nutnost kontroly zdravych sourozencii, nebot se jednd o onemocnéni
autosomaln€ dominantné dédi¢né se 70 azZ 90% penetraci. Pro genetické poradentstvi plati, Ze
vlastni dité pacienta s odlé€enym oboustrannym nadorem bez zavislosti na pohlavi ma 50%
pravdépodobnost vzniku nadoru. DéEti pacientl s vylééenym jednostrannym retinoblastomem
maji pravdépodobnost vzniku nadoru relativné mensi, nebot geneticky podklad

jednostranného nadoru neni pravidlem. Asi 70% onemocnéni se projevi v prvnich tfech letech

v Mowe W r .7 v v IR TP % v o 1,3
zivota, povétsingé do druhého roku. Jen zcela vyjimecné onemocni dité starsi 6 rokt.

2.1.1 Histologie

Mistem vzniku retinoblastomu jsou jadrové vrstvy sitnice. Histologicky se jedna o
nador neuroepitelového plvodu, tvofeny malymi nediferencovanymi bunkami s velkymi
hypochromnimi jadry a malym mnozstvim cytoplazmy. V nadoru jsou casto pritomny
kalcifikace, n€kdy je mozno zastihnout tzv. Flexnerovi-Wintersteinerovy rozety, které jsou
znamkou vyzravani.

Retinoblastom je charakterizovan rychlym riistem, zahy vypliuje sklivcovou dutinu,
po uplném postizeni bulbu prorustd do orbity, optického nervu a do CNS. Metastazuje

prevaznd hematogenné do kostni dieng, kosti i do jinych organi'”.

2.1.2 Klinicky obraz
Pocinajici maly bily az Sedavy retinoblastom je nahodnym nalezem pfi vySetieni ditéte
s pozitivni rodinnou anamnézou nebo je odhalen na méné postizeném oku pfi oboustranném

vyskytu. Nadorové loziska mohou byt mnohocetna. LoZisko nddoru na zadnim pdlu oka se



miiZe projevit strabismem'. Proto kazdé malé $ilhajici dit& je nutno vySetfit v mydriaze. Tyto
pocinajici nalezy jsou oznacovany jako oftalmoskopické stddium retinoblastomu.

U vétSiny déti je retinoblastom diagnostikovan az ve pokrocilém stadiu
amaurotického koci¢iho oka (Beertiv priznak, Leukokorie)'. Zornice je svétla, Sedobila &i
nazloutld. To je zplsobeno tim, ze sklivcovy prostor je vyplnén tumordéznimi masami
(endofyticky rust), nebo za ¢oCkou je sitnice tlacena kupfedu tumorem rostoucim za sitnici
(exofyticky rist)’. Siroka zornice je amauroticky ztuhla, ¢asto jsou nachazeny nadorové
uzlicky na duhovce ¢i nadorové buiiky sedimentuji na dn¢ ptedni komory (pseudohypopyon).
Leukokorie a strabismus jsou nejcastéji se vyskytujicimi znaky retinoblastomu. Pokrocily
retinoblastom muze vyvolat bolestivy sekundarni glaukom — glaukomat6ézni stadium. Ve
stadiu generalizace neléSeny retinoblastom proriistd, metastazuje a zptsobuje smrt ditéte’.
Metastazy se zpravidla objevi béhem 12 mésicii. Nejbéznéj$i metastazy nastanou piimou
invazi - cestou optického nervu do centralniho nervového systému. Nador se také mize $ifit
pies subarachnoidealni prostor do kontralaterdlniho optického nervu, cerebrospinalni

tekutinou do CNS nebo hematogenni cestou do plic, kosti a mozku'.

Obr.1: Prominujici bélavé hmoty retinoblastomu viditelné
v zornici — charakteristicka leukokorie'
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2.1.3 Diagnoza

Diagnoézu stanovi peclivé ocni vySetieni, které se vétSinou u malych déti provadi v
celkové anestezii'®. Oéni vy3etieni mize byt jesté doplnéno ultrazvukovym a CT vySetienim
bulbu a orbity'’. Nador je svou lokalizaci tak typicky, e neni vyZzadovana ani histologicka
diagnostika. V ramci stanoveni rozsahu nadoru je nutné vysetfeni obou o¢i, NMR mozku a
michy, vySetfeni mozkomi$niho moku'®. Pozdni diagnéza zvysuje riziko rozvinuti choroby a
sniZzuje Sance na vyléceni.

Pokrok v diagnéze retinoblastomu byl ué¢inén ve Svycarsku. Cilem studie bylo
stanoveni co nejkrat$i doby v diagnoze retinoblastomu béhem 40 let. Retrospektivni studie
byla provedena porovnanim tfi obdobi. Znateln¢ byl snizeny diagnosticky interval u
jednostranného retinoblastomu. Celkové byl diagnosticky interval sniZeny o 6,97 mésict

v prvnim obdobi, o 3,58 mésicii ve druhém obdobi a 0 2,25 mésici v obdobi tretim?.

2.1.4 Lécba

Lécba retinoblastomu je komplexni a nutné individualni podle rozsahu onemocnéni.
Odlisny piistup vyZaduje lokalizované intraokularni postizeni malého rozsahu, zcela jiny je
1é¢ebny postup u pokrocilych forem nitroo¢niho postizeni, naptiklad s extraokularnim Sifenim
¢1 postizenim metastatickym.

Chirurgickd lécba spocivajici v enukleaci bulbu byla dfive zdkladnim lécebnym
pristupem. Pocatkem 80.let bylo enukleovano téméf 95% pacientd'”. V soucasné dobé je
vétSinou enukleace oka indikovdna u jednostrannych retinoblastomi. Nador je vétSinou
v pokro¢ilém stadiu, oko je slepé, jde o zivot zachrafjici vykon’. Pro oboustranny
retinoblastom plati, Ze bulbus s pokrocilejSim tumorem se enukleuje a druhé oko se léci
s cilem tumor zni¢it a zachranit co nejlepsi vidéni’. Velmi malé nadory zadniho pélu lze
destruovat laserovou fotokoagulaci, mala nddorova loziska pii ora serrata kryokoagulaci. Pfed
destrukci se nejprve nadorové lozisko obkrouzi koagulacnimi body a blokuji se odvodné
cévy4.

Hlavni slozkou lécebného protokolu ziistavd chemoterapie a aktinoterapie, kterou
zajistuji specializovana onkologické centra’,

Radioterapie je vzhledem k vysoké radiosenzitivité¢ rovnéz ucinnou metodou. Pouziva
se jak zevni ozéfeni (aktinoterapie), tak brachyradioterapie radioaktivni plombou. Rizikem je

vznik sekundarni malignity v ozafované oblasti i mimo ni (Castéji u zevni radiace nez pfi
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brachyradioterapii). Aktinoterapie se aplikuje v podobé y- zéafeni z megavoltaznich zdroja
nebo v podobé B- zafeni z diski obsahujicich radioaktivni ruthenium ¢i rubidium. Zafice se
ptisivaji na skléru v misté nadoru’.

Chemoterapie se v soucasné dobé povazuje za nejucinngjsi lécebnou metodu, a to
nejenom u pokrocilého onemocnéni, ale i u forem lokalizovanych. Redukce nadorovych mas
zvysuje Sance na zachovani zraku postizeného oka pifi omezeni rizik 1é¢ebnych nasledkad.
Neoadjuvantni chemoterapie je tedy zpravidla uvodni 1é¢ebnou metodou. Pouziva nejcastéji
kombinace etoposidu a cisplatiny. V posledni dobé& se popisuji téz piiznivé Ucinky lokalni
chemoterapie subkonjunktivalni aplikaci karboplatiny. Tato modalita ma vyznam predevsim u
sklivcovych metastdz, nebot’ prinik cytostatik do sklivce je pii systétmové chemoterapii
omezeny'”. Adjuvantni chemoterapie se uzivé i po enukleaci jednostrannych intraokularnich
nadort. Podéva se vincristin a cyklofosfamid. Pfi prokdzaném extrabulbarnim Sifeni ¢i u
neenukleovaného druhého bulbu zasazeného nadorem se léCebné schéma rozSifuje o
adriamycin a methotrexat a oblast nadoru, orbita ¢i bulbus se ozafuje magalovoltaznim
zdrojem®. K 1é¢b¢ bilateralniho retinoblastomu se v soutasné dob& podava samotna

karboplatina, nebo v kombinaci s etoposidem a vincristinem® '®.

2.1.5 Prognoza

Prognéza pacientii s retinoblastomem se diky casnéjs$i detekci a vyuziti modernich
terapeutickych postupi mimoiadné zlepsila v pribehu poslednich 40 let. U intraokularnich,
lokalizovanych forem jsou 1é¢ebné vysledky vynikajici. P&t let preziva 95 — 100% pacientd.
Dalsi usili bude smétovat k zachovani vizu a minimalizaci pozdnich 1écebnych nasledki.
Extrabulbarni priinik nadoru, postizeni orbity nebo vzdalené metastazy i nadale vyznamné
negativné ovliviluji prognézu pacientli, kterd je u extraokularné se Sificich forem vysoce

nep¥izniva (vylé&i se jen 10 % déti) a vyzaduje maximalng intenzivni pristup'”.
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2.2 Etoposid
2.2.1 Cytostatika
Cytostatika jsou chemické slouceniny, jejichz ucinku se vyuziva k 1é€bé nadorovych

onemocnéni”. Cytostatika tlumi zejména riist tkani s vysokou prolifera¢ni rychlosti. Protoze
se nadorova tkan vétSinou déli obzvlaste rychle, cytostatika ji také nejvice postihuji. Spolecné
sni vSak je postizena i zdrava tkan s vysokou frekvenci bunécného déleni a vznikaji
nezadouci ucinky, jako utlum kostni dfen€, posSkozeni sliznic traviciho ustroji, vypadavani
vlast; to limituje davkovani. Béhem terapie se miize vyvinout rezistence nadorti viici
pouzitému cytostatiku’.
Podle mechanismu ucinku lze cytostatika rozd¢lit do nékolika skupin:

» Léciva poskozujici DNA
- kovalentni vazbou na DNA
- uvolnénim reaktivni platiny
- interkalaci
- inhibici topoizomerazy
Latky ovliviiyjici syntézu DNA
Latky ptisobici interakci s mikrotubuly (s mitotickym vieténkem)

Latky ovliviiujici regulaéni pochody organizmu

YV V V V

Latky ptisobici dalsimi mechanizmy’

2.2.2 Charakteristika

Etoposid je derivat podofylotoxinu s glykosidicky navézanymi substituenty” ®.
Podofylotoxin pochédzi z mandragory (Podophyllum peltatum) a je inhibitorem mitotického
déleni’. Mechanizmus u&inku je zalozeny na indukci fraktur jednoduchého a dvojitého vlakna
DNA, intracelularni tvorb& volnych radikald a interakci s enzymem topoizomerazou II'* '
Utinnost je specificka pro bunéény cyklus, konkrétné bylo maximum uéinku pozorovano v S
a G2 fazi'’. Cytotoxicky u¢inek na normalni zdravé buiiky byl pozorovan pouze po velmi
vysokych davkach.

Na buiikach savct byl prokdzdn mutagenni a genotoxicky ucinek etoposidu. Etoposid
vyvolava aberace poctu a struktury chromozomili v embryondalnich bunikdch hlodavct a v

lidskych buiikdch hematopoetického systému. Dale byly popsany mutace v ovaridlnich

bunkach ¢inskych kiecki a rozruseni vldken spolu s tvorbou vazeb mezi DNA a proteiny
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v my$ich leukemickych buiikach, které vedou k destrukci DNA. Latka je u lidi povazovana za

potencialng karcinogenni®.

H
HaC/Ti 0,;\ 0
! L
s WY
OH |
409
0
& I i\
= 0]
HsC 5 /Q\ e CHs

etoposid, epipodofylotoxin
modfre; glykosidicka ¢ast
cerné: slozka blizka podofylotoxinu

Obr.2: Chemicka struktura etoposidu’

2.2.3 Farmakokinetika
2.2.3.1 Absorpce a distribuce

Etoposid po i.v. podani vykazuje bifazickou aktivitu s distribu¢nim polocasem kolem
1,5 hodiny a terminalnim elimina¢nim polocasem 4 az 11 hodin. Celkovéa clearance latky se
pohybuje mezi 33-48 ml/min nebo 16-36 ml/min a stejn¢ jako terminalni elimina¢ni polocas
je v davkovacim rozmezi 100-600 mg/m’ na davce nezavisla®.

Biologicky ucinek 1éku je dan jeho reverzibilni vazbou na tkanové receptory. Intenzita
a trvani biologického Uc¢inku jsou zavislé na koncentraci 1é¢iva v oblasti receptoru, pficemz
presny popis interakce 1éku s receptory neni znam. K tomu, aby byl vyvolan pozadovany
biologicky ucinek musi 1éky reagovat sreceptory, které fidi procesy pozadovaného
biologického uc€inku. Pro vétSinu 1€kt je intenzita farmakologického ucinku Umérna
koncentraci 1é¢iva v extracelularni tekutin€, kterd urcuje dostupnost 1éCiva pro interakci se
specifickymi tkanovymi receptory. In vivo existuje rovnovaha mezi koncentraci volného
1é¢iva v plazmé a koncentraci 1éCiva v extracelularni tekutiné. Metoda, kterd umoznuje méfeni
koncentraci volného 16¢iva, dava informaci o koncentracich 1é&iva v oblasti receptorii’>.

Etoposid se v plazmé az z 95% vaze na plazmatické bilkoviny, zejména na albumin a
volna koncentrace 1é¢ebné davky je proto nizka®. Existuje rovnovaha mezi volnou a vazanou
formou léCiva. Volna forma léciva je schopna piestupu pies lipoproteinové komplexy

membran a tim je schopna dostoupit k prislunym specifickym receptorim'. Vézana
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etoposidu v plazmé béhem 1éCby. V nadorové tkani je koncentrace etoposidu nizsi, nez
v plazm&***'. &j$i
farmakokineticky parametr pro farmakodynamické studie a eventudlné pro terapeutické
monitorovani léku. Robieux et al. potvrzuje klinickou proveditelnost HPLC metody pro
sledovani volné koncentrace etoposidu u onkologickych pacienti®’. Vazba na plazmatické
bilkoviny miize byt klinicky vyznamna pii hypoalbuminémii, kdy se zvySuje aktivni nevazana
frakce v plazmé, kterd je dostupna pro distribuci do tkéni. Popsana je také jeho schopnost
soutézit o vazbu na plazmatické bilkoviny, napf. s bilirubinem'.

Etoposid se sice Siroce distribuuje do tkéni, jeho penetrace pies hematoencefalickou
bariéru je viak nizka'. Minimalng& pronika do pleurdlni dutiny, detekovan byl ve slinach,
jatrech, slezing, ledvinach, myometriu, zdravé mozkové tkani a v mozkovych tumorech'®.
Néktera pozorovani svédci pro minimalni prinik etoposidu do Zlu€e. Neni jasné, zda etoposid
pronikd do matefského mléka. Latka u experimentdlnich zvifat pronikd placentou.
Etoposid malo pronikd do CNS (koncentrace v mozkomiSnim moku se pohybuji od
nedetekovatelnych do 5% plasmatickych koncentraci béhem prvnich 24 hodin po i.v. podani

latky, a to i po podani vysokych davek)®.

2.2.3.2.Metabolismus a vylu¢ovani

Jaterni enzymy, které se prevazné podileji na metabolismu 1ék1l, jsou charakterizovany
substratovou nespecificnosti, tudiz jsou schopny metabolizace Siroké palety chemickych
struktur. Metabolismus etoposidu nebyl dosud zcela objasnén. Latka je nejspise
metabolizovdna pfedevsim na hydroxykyselinu, kterd je farmakologicky inaktivni. Dal$imi
metabolity jsou glukurondt a sulfatové konjugaty. Tyto derivaty maji in vitro minimalni
cytotoxickou aktivitu. Latka je vylu€ovana renalné i extrarendlng, tzn. metabolisaci a biliarni
exkreci®. Vliv snizené funkce ledvin na exkreci etoposidu neni znam. Vylu€ovani Zlu&i je
pravdépodobné nevyznamné, po intravenoznim podani lze ve Zluci detekovat maximalné 6%
podané latky ve formé etoposidu a metabolismus je pravdépodobné hlavnim mechanismem
extrarenalni exkrece'’. Hlavnim metabolitem piitomnym v mo&i je hydroxykyselina.
Glukuronid a sulfatové konjugaty vylu¢ované do moci piedstavuji 5-22% podané davky. U
dospélych koreluje celkova clearance etoposidu s kreatininovou clearanci, sérovou

koncentraci albuminu a nonrenalni clearanci.
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U déti se béhem 24 hodin vylucuje do moci piiblizné 55% latky ve formé etoposidu.
Primérna renalni clearance je 7-10 ml/min/m” nebo asi 35% celkové clearance pii davce

80-600 mg/m*(23).

2.2.4 Indikace

Etoposid je indikovan k monoterapii nebo ke kombinované terapii s dalSimi
cytostatickymi latkami nasledujicich malignich neoplastickych onemocnéni: testikularni
tumory (v kombinaci s dal§imi chemoterapeutiky u pacientl, ktefi jiz absolvovali patfi¢nou
chirurgickou, cytostatickou a radia¢ni terapii), choriokarcinom, karcinom ovarii,
malobunécny a nemalobunécny bronchogenni karcinom (jako 1ék prvni volby v kombinaci s
dalS$imi chemoterapeutiky), Hodgkinliv a NonHodgkinovy lymfomy, akutni myeloblasticka
leukémie, karcinom Zaludku''.

Etoposid byl indikovan v rezimu mini ICE (ifosfamid, karboplatina, etoposid)
pacientim s metastazujicim karcinomem prsu po selhani atracyklinti nebo antracyklini a
taxanil. Vysledky studie prokazali efektivnost a ucinnost této 1éCby. VéEtsi efektivita byla

pozorovéna ve skuping pacientek mladsich 50 let™.

2.2.5 Nezadouci ucinky

VétSina nezadoucich G€inkl etoposidu je pii v€asném zachytu reversibilni. Pti tézkych
reakcich je nutné upravit davkovani nebo 1écbu prerusit a zaméfit se na 1écbu komplikaci.
Utlum kostni dfené zavisi na velikosti podané davky a je tedy faktorem limitujicim velikost
davky. K nejvétsimu poklesu v poctu granulocytii dochazi mezi sedmym a Ctrnactym dnem a
v poétu trombocytll mezi devatym a Sestnactym dnem. Uprava se obvykle dostavuje do
dvacéatého dne po podani. Dosud nebyla popsana kumulativni toxicita. Frekvence toxickych
projevt postihujicich krvetvorbu je 60-91% pii leukopenii pod 4x10° /1 a 3-17% pod 1x10° /1,
22-41% pii trombocytopenii pod 100x10° /1 a 1-20% pod 50x10° /1 nebo 33% pii anemii. U
pacientii lécenych etoposidem v kombinaci s dalSimi protinddorovymi léky je vzacné
popisovan vyskyt akutni leukémie.

Gastrointestinalnimi pfiznaky jsou zvraceni a nauzea. Stupen zavaznosti téchto
projevil je obvykle mirny az stfedni. Dobfe reaguji na bézna antiemetika, k pieruseni 1€cby

vedou u 1% pacientl. Frekvence gastrointestindlnich neZadoucich projevli je nasledujici:
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nauzea/zvraceni (31-43%), anorexie (10-13%), prijem (1-13%), bolesti bficha (< 2%),
stomatitis (1-6%), hepatotoxicita (< 3%)>.

U 1-2% pacientli byla popsana prechodna hypotense po rychlém intraven6znim
podani. Nebyla prokazana souvislost tohoto symptomu s kardiotoxicitou nebo zménami EKG.
Jako prevence této vzacné komplikace je podavani etoposidu v pomalé intravenézni 30-60
minutové infuzi. Pfi zjisténi vyznamnéjsiho poklesu krevniho tlaku obvykle sta¢i prerusit
infuzi a podat ndhradni roztoky, eventuelné i dal§i vhodnou terapii.

Anafylaktické reakce spojené se zimnici, horeckou, tachykardii, bronchospasmem,
dyspnoi a hypotensi byly popsany u 0,7-2% pacientd. Tyto komplikace obvykle rychle
ustupuji po preruseni infuze a po podani presorickych latek, kortikosteroidl, antihistaminik
nebo volumoexpandért. Byla popsana jedna fatalni anafylakticka reakce s bronchospasmem.
Rovnéz byla pozorovana hypertense a zCervenani kiize. Krevni tlak se obvykle normalizuje
béhem nékolika hodin po preruseni infuze.

Az u 66% pacientl byla pozorovéna reversibilni alopecie, kterd mize progredovat az
do tpIné ztraty vlasa'® .

Vzacné byly popsany chutové abnormality, vyrazka, horecka, abnormalni pigmentace,
pruritus, bolesti bficha, zacpa, dysfagie a prechodnad korova slepota. U pacientii 1écenych

vysokymi ddvkami etoposidu je uvadéna hepatotoxicita a metabolickd acidosa®.

2.2.6 Davkovani
Etoposid se podavd v kombinaci s dal$imi chemoterapeutiky po dobu péti dni.
Chemoterapeutické kury se mohou opakovat v 3-4 tydennich intervalech po upravé toxickych

projev.

2.2.6.1 Zpasob podavani

Etoposid se podava pouze v pomalé intraven6zni infuzi (obvykle béhem 30-60 minut).
Pfi podavéani v kombinaci s dal§imi myelotoxickymi latkami nebo s radioterapii musi byt
davka ptizptisobena.

Etoposid se tedi 0,9% chloridem sodnym nebo 5% glukosou na kone¢nou koncentraci
roztoku 0,2 mg/ml nebo 0,4 mg/ml. Infuze etoposidu se nema michat s jinymi farmaky.

Roztok obsahujici srazeniny je tieba znehodnotit™.
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2.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie — HPLC
2.3.1 Zakladni definice a rozdéleni chromatografickych metod
Chromatografie je separani metoda, pfi které se oddéluji slozky obsazené ve vzorku.

Svym urcenim je to metoda kvalitativni a kvantitativni analyzy vzorku. V chromatografii se
vzorek vnasi mezi dvé vzajemné nemisitelné faze. Staciondrni faze je nepohyblivd, mobilni
faze je pohybliva. Vzorek se umisti na zacatek stacionarni faze. Pohybem mobilni faze ptes
stacionarni fazi je vzorek touto soustavou unasen. Slozky vzorku mohou byt stacionarni fazi
zachycovany, a proto se pii pohybu zdrzuji. Vice se zdrzi slozky, které jsou stacionarni fazi
poutany silngji. Tim se postupné sloZzky od sebe separuji a na konec stacionarni faze se
dostavaji diive slozky méné zadrzované™.
chromatografie :

a) plynova (GC) - (adsorp¢ni a rozdélovaci)

b) superkritické fluidni (SFC)

¢) kapalinové (LC) - kolonova (HPLC) - (adsorp¢ni, rozd€lovaci, gelova a iontove
vyménna)

- planarni (plogna) - (papirova (PC) a tenkovrstva (TLC)) *°

2.3.2 Kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. O separaci slozek rozhoduji
nejen interakce se stacionarni fazi, ale rovnéz pouzitad mobilni faze. Jsou vyuzitelné vSechny
mozné mechanismy separace — adsorpce, rozdélovani na zéklad¢ riizné rozpustnosti, iontova
vymeéna, molekulové sitovy efekt, nebo specifické interakce v afinitni chromatografii.

V klasické kapalinové chromatografii plnime sklenénou trubici na konci zakoncenou
fritou a kohoutem, zrnitym sorbentem s velkym primérem ¢astecek. Na horni vrstvu naplné
davkujeme malé mnozstvi vzorku a pak pridavame mobilni kapalnou fazi (eluent). Pisobenim
gravitacni sily mobilni faze postupuje kolonou, slozky vzorku se od sebe separuji a v riznych
casech opoustéji spodni ¢ast kolony.

Klasické kolonové provedeni nema potiebnou ucinnost, ale stalo se zakladem vysoce

ucinné kapalinové chromatografie — HPLC.
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2.3.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC pracuje na principu klasické kolonové chromatografie. K t¢inné separaci je
nutno pouzit dostatecné malych zrnic¢ek sorbetu, kterd kladou prostupujici kapaliné znacny
odpor. Proto je nutno pracovat pii vysokém tlaku az 35 MPa. Dal§imi limitujicimi parametry
jsou prutok mobilni faze a citlivé detektory s vnitinim objemem pritokové cely menSim nez
10 nebo 15 ul**%.

Ptistroj, na kterém se provadi HPLC analyzy se nazyva kapalinovy chromatograf.

CHECRLA T OGRS I
B 1
B
-
pumpa E“ pikyr
N R g nd
mobﬂm[ﬁ B TN
fare [ Nt Eap [rmin]
i =
dévkovac pocitac
kohout se C—
smyckou separacni B

kolona detelctor H

Obr.3 Schéma kapalinového chromatografu™

Kapalinovy chromatograf tvofi tyto hlavni ¢asti: zasobniky s mobilni fazi, vysokotlaka

pumpa, davkovac (néstfikovy ventil, autosampler), kolona a detektor.
Mobilni fazi mize byt napt. voda, methanol, acetonitril a jejich smési v riznych vzajemnych
pomeérech, pufry a dalsi. Zasobniky jsou sklenéné lahve, kterych muaze byt nékolik s navzajem
riznymi mobilnimi fazemi, které je mozné spolu automaticky misit v pfedem zvoleném
pomeéru.

Stacionarni faze je tvorfena mikrocasticemi silikagelu (3-10 pum), na kterych je
navazana vlastni staciondrni faze. Vlastni stacionarni faze mulze byt tvofena napiiklad
nepolarnimi uhlovodiky (C8 — oktan, C18 — oktadekan), nebo polarnéjsimi uhlovodiky
s funk&ni skupinou ( napf. -CN ) apod.'%.

Ugelem pumpy vysokouéinného kapalinového chromatogramu je dopravovat mobilni
fazi konstantnim pritokem od 0,6 do 2 ml za minutu a s minimem tlakovych pulsi, popf.
zajistit miseni mobilni fize pro gradientovou eluci. Cerpadla byvaji rozdélena na pulsni a
nepulsni. Pulsni ¢erpadla maji objem pracovni komory pomérné maly a potfebného pratoku

se dosahuje mnohokrat opakovanym stlacenim a vypuzenim mobilni faze z pracovni komory
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Cerpadla. Nepulzni ¢erpadla pracuji s objemem daleko vétSim, 100 az 500 ml, coz umoziluje
provést bez opétného plnéni Cerpadla fadu analyz. Bezpulsni Cerpadla zpravidla poskytuji
hladsi pratok mobilni fdze a nevyzaduji specialni ptfidavné zatizeni pro tlumeni tlakovych
pulst, ale presnost tvorby gradientu mobilni faze je podstatné horsi. K formovani gradientu
nebo k vytvoreni izokratického systému se pouziva bud miSeni komponent pred Cerpadlem,
na nizkotlaké strané, nebo za Cerpadlem (vysokotlakd strana). Urcujicim parametrem je
minimdlni koliséni tlaku, které je mozné zajistit pouze v dokonale odplynéném systému
mobilni faze. Rozpustény plyn je pfi¢innou kolisani tlaku v chromatografickém systému
provazeném snizenim elektrické stability a detekéni citlivosti detektorti. Odstranéni tlakové
pulsace pomoci dokonale odplynénych rozpoustédel je zakladnim piedpokladem pro
reprodukovatelné stanoveni koncentraci 1é&iv v biologickych tekutinach'® 2.

Nedokonaly zptsob davkovani vzorku mize byt pfi¢innou sniZeni ucinnosti kolon.
Vzorek je davkovan do proudu mobilni faze pomoci davkovaci smycky, injekéni stiikacky,
nebo automatického davkovage'*** .

U HPLC ma vybér kolon a jejich piisludenstvi rozhodujici vyznam. Uéinnost kolony
zéavisi na kvalit¢ pouzitého sorbetu, na délce kolony, na jejim tvaru, na materidlu z né¢hoz je
zhotovena, na jejim vnitinim povrchu i na riiznych dalSich faktorech. Kolony pro potieby
terapeutického monitorovani 1¢kii jsou nejCastéji vyrobeny znerezové oceli o vnitinim
priméru 4,6 mm a délky 10 — 50 cm. Naplné kolon je mozné rozd€lit na sorbety
nepolymerizované (SiO,; Al,O3) a polymerizované (syntetizovany na principu prostorové sité
slozené ze styren-divinyl-benzenu)'> .

Detektory v HPLC by méli byt selektivni pro analyty a malo citlivé na mobilni fazi.
Pritocna cela detektoru musi snést tlak mobilni faze a udrzet tésnost. NejpouzivangjSimi
detektory jsou fotometricky, fluorescencni a elektrochemicky. Pii terapeutickém
monitorovani 1€k je vyuzito té skutecnosti, ze fada 1é¢iv obsahuje konjugované dvojné vazby
nebo aktivni skupiny v organické struktufe molekuly, které jsou schopny absorpce
v ultrafialové (UV) nebo viditelné (VIS) oblasti svételného zafeni. UV-VIS detektor se stal
tedy nejuzivanéjSim detektorem pii terapeutickém monitorovani 1ékti. UV detektor méfi
absorbanci fluatu protékajiciho mikrokyvetou®’. Detektor s kontinualnim zdrojem a malym
monochromatorem umoznuje sledovat latky absorbujici v rozmezi vinovych délek od 200 do

800 nm. Vyhodou detektoru s proménnou vlnovou délkou je moznost jeho nastaveni na
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vlnovou délku, pfi které je maximalni absorpce analyzovanych latek. Tim je dosaZeno
maximélni deteké&ni citlivosti i specifity'”.

Mobilni faze je (pii izokratické eluci) vedena bud’ zjednoho ze zéasobnikli do
vysokotlakého ¢erpadla, anebo (pti gradientové eluci) se privadéné proudy z obou zasobnikii
misi podle programu ve sméSovaci zafazeném bud’ pred nebo za vysokotlakym cCerpadlem.
Podle druhu cerpadla je zafazen do toku mobilni faze tlumic tlakovych razi, z n¢hoz je
mobilni faze vedena ptes zatizeni pro davkovani vzorku do chromatografické kolony. Kolona
je spojena piimo s detektorem, z néhoz muize byt vystup do sbérace frakci. Z detektoru jde
signal ptes zesilova¢ do zapisovace, event. i do integratoru. Mobilni faze je vyhodnocena
prislusnym pocitaovym softwarem. VIiv mrtvych prostor chromatografu musi byt omezen
na minimum, protoze jinak dochazi k rozSifovani elu¢nich kiivek nad tinosnou miru, ¢imz

zanikaji vyhody vysokouéinnych kolon®.

2.3.4 Zpusoby detekce etoposidu
2.3.4.1 Detekce pomoci HPLC

Rong Zhou et al. detekoval v lidské plazmé celkovou a volnou koncentraci etoposidu a
hladinu etoposidu v leukemickych bunkach pomoci HPLC s elektrochemickym detektorem.
Mobilni faze obsahovala vodu-methanol-acetonitril-kyselinu octovou (52:43:4:1), stacionarni
fazi byl Nucleosil 7 um (Phenomenex). Analyticka kolona byla vybavena s New Guard
Phenyl pfedkolonou, priitok mobilni fdze byl 1 ml/min. Detekce byla provedena s Coulochem
IT elektrochemickym detektorem s dvojitou elektrodou Model 5020. Piiprava vzorku zahrnuje

extrakci s chloroformem a ultrafiltraci®®.

Chen Ch.-L. a Uckun F.M. stanovovali hladinu etoposidu v lidském séru a v plazmé
pomoci HPLC — hmotnostni detekci — ionizace elektrosprayem. Etoposid byl separovan
kolonou Lichospher 100 RP-18 (250 mm x 4 mm), velikost Castic 5 um, s mobilni fazi
acetonitril-voda (45/55) obsahujici 0,1% kyselinu octovou. Pritok mobilni faze byl 0,5

ml/min, detekce byla provedena pii 206 nm*.
[.Robieux et al. popisuji HPLC metodu s fluorescencni detekci pro stanoveni volné

koncentrace etoposidu v plazmé&. Ptiprava vzorku zahrnuje ultrafiltraci plazmy, centrifugaci

2000 rpm./30 min. a extrakci chloroformem. Isokratickd separace byla provedena na
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analytické kolon¢ pBondapak phenyl (300 mm x 3,9 mm), o velikosti ¢astic 10 um. Mobilni
faze byla acetonitril-voda-kyselina octova (35:64:1), pratok mobilni faze 1,0 ml. Excita¢ni a

emisni vinova délka 288 nm a 328 nm®'.
2.3.4.2 Detekce pomoci imunochemickych metod

ELISA

Metoda je zalozena na reakci antigen-protilatka. Tato metoda vyuziva prvni faze
reakce — tvorbu imunokomplexii — jako vychodisko k vysoce senzitivnim reakcim s pouzitim
znacenych antigenl nebo protilatek.

EIA (enzymoimunoanalyza) je analytickd metoda, kterd pomoci imunochemické
reakce s enzymatickou detekci umoziiuje stanovit v nezndmém vzorku koncentraci antigenu
nebo protilatky, obecné analytu. Indikatorem imunoanalytické metody je enzymovy konjugat.
Podle povahy substratu je mozno reakce detekovat spektrofotometricky, nefelometricky,
fluorometricky a luminometricky.

ELISA (enzyme-liked immunosorbent assay) je specidlnim druhem EIA. ELISA je
bud’ heterogenni (vyZzadujici separaci volné a vazané frakce analytu) nekompetetivni — se
znacenou protilatkou (tzv. sandwich) nebo kompetetivni — bud’ se znacenou protilatkou nebo

N . 34
znafenym antigenem’ .

Pinkerton C. R. et al. stanovovali hladinu etoposidu v plazmé pomoci kompetitivni
imunochemické metody enzyme-linked immunosorbent assay ELISA. Vzorky byly

analyzovany ve dvou fedénich (1/250 a 1/1000) v dubletu na mikrotitraéni desticce™.

Saita T. et al. pouzili k detekci etoposidu velmi senzitivni imunochemickou metodu
ELISA, ktera umoznuje méfit 1 velmi malé koncentrace. Antiséra etoposidu byly ziskany
imunizaci kralika s konjugovanym etoposidem s mercaptosuccinyl bovinnim sérem albuminu,
pouzitim DPEM jako heterobifunkéni vazbu cinidla. Enzymové markery byly taktéz
pripraveny vazbou etoposidu s beta-D-galaktosidasou pomoci DPEM. Hodnoty pro
koncentrace etoposidu byly srovnatelné s detekci HPLC. ELISA byla nicméné citlivéjsi
v detekci nizSich koncentraci. ELISA by méla prokazat nové cenné prostiedky pro uziti

v klinickych farmakologickych studiich®.
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RIA (radioimunoanalyza)

Radioizotopové metody jsou zaloZzeny na stejné reakci jako ELISA. Ke stanoveni
antigenu pouzivaji protiladtku znaCenou radioaktivnim prvkem. Po vzniku precipitati se
promytim odstrani nadbytecné volné protilatky a v sedimentu zdstanou komplexy antigen-

protilatka-izotop, které je mozné detekovat m&fi&i ptisluiného zateni (gama nebo beta)*.

Kouwa Yamashita et al. stanovovali etoposid v lidské plazmé senzitivni RIA metodou™.

Dah Hsi Ho et.al pouzil ke stanoveni etoposidu RIA metodu s pouzitim tritiem
znacené¢ho ligandu a antiséra produkovaného z kraliki imunizovanych sukcinyl etoposidem

L, .33
bovinnim sérem albuminu™.

Enzymoimunoanalytické metody stanoveni 1é¢iv umoziuji vyuziti jednoduchych
spektrofotometri ¢i fluorimetrii az po uplné automatizované postupy. Tyto imunotechniky
vSak neumoziuji stanovit oddélené 1€k od metaboliti. Tato skutecnost je Casto pti¢inou
zkresleni vztahu mezi koncentraci 1é¢iva a jeho farmakodynamickym ucinkem a v klinicko-
farmakologické interpretaci vysledkt zptisobuje urcité obtize. Ekonomické naklady na jednu
analyzu jsou pfi pouziti imunometod vyS$i nez u chromatografickych metod.

Kvantitativni stanoveni 1éki pomoci radioimunoanalyzy z mikroobjemt séra umoznilo
stanovit koncentrace 1é¢iv u vétsSiho poctu 1ékovych skupin a relativni jednoduchost metod
dala moznost jejich pouziti pro rutinni terapeutické monitorovani. Pfednosti téchto metod je
jejich rychlost a jednoduchost. Nevyhodou je nemoznost separovaného stanoveni Iéku a jeho
metabolitl. Pro tfadu 1é¢iv, které je tfeba terapeuticky monitorovat, neni mozné vytvofit
dostate¢né citlivé specifické protilatky, které by umoznily jejich stanoveni'> >,

V modernich HPLC metodach je mnohdy dostacujici pro stanoveni 10 pl séra ¢i
plazmy. Pfednosti HPLC metod je moznost pouziti identického chromatografického systému
ke stanoveni dvou az tii 1€kl spolu s jejich metabolity. Tato metoda umoziiuje simultanni
kvantitativni stanoveni Siroké palety 1ékli a jejich aktivnich metabolitd. V soucasné dobé
HPLC predstavuje hlavni metodické zjisténi kvantitativni analyzy 1éCiv a jejich metabolitl

v biologickych tekutinach ve viech piednich svétovych laboratotich'.
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2.4 Validace metody

Vysledky analytickych méfeni maji mimotfadné silny dopad v praxi. V klinické
laboratofi mohou rozhodnym a n¢kdy i fatalnim zptisobem ovlivnit zdravi, kvalitu Zivota a
nékdy 1 samotny zivot pacienta. Provadét méfeni o dostateCné kvalité je profesiondlni
povinnosti analytika.

Hlavnim cilem validace je hodnoceni analytickych a vykonnostnich znakt metod a
prikaz, Zze bylo dosazeno pozadované¢ urovné téchto znakl. V laboratorni medicin¢ to
znamend, ze vysledky méfeni jsou efektivnim nastrojem diagnostiky, terapie a prevence.
Validace metod je v klinickych laboratofich vyZadovana normami fizeni kvality (ISO 17025,
ISO 15189).

Validace je potvrzeni ziskané prostfednictvim poskytnuti objektivnich dilkazii, ze
pozadavky na specifické zamyslené pouziti nebo specifickou aplikaci byly splnény. Validace
potvrzuje, ze méfici postup/métici systém/vyrobek IVD MD (In vitro diagnostic — medical
device) je schopen plnit pozadavky na n¢ kladené. Jinak feCeno, Ze Uroven méfeni je

dostate¢na, postupy méfeni korektni a s ¥adn& provedenou kalibraci > 3¢,

Obecny postup validace a verifikace:

o Formulovat pozadavky, kterych ma byt pro dany tcel pouziti dosaZzeno (U vyrobkl
IVD — MD jsou tyto pozadavky soucésti pracovni dokumentace dodané vyrobci a
laboratotf pouze verifikuje jejich platnost)

o UrcCit rozsah validace, vypracovat plan

e Provést prislusné experimenty

e Vyhodnotit vysledky

e Pokud je nutné, provést opatteni k tomu, aby byly specifikované pozadavky splnény

e Vytvofit dokumentaci validace *°

2.4.1 Linearita a rozsah

Linearita je chapana jako pfimkova zavislost mezi dvéma ndhodnymi proménnymi,
tj. odezvou instrumentace (analytickym signalem) a koncentraci analytu. Tésnost vzajemné
zavislosti dvou ndhodnych proménnych charakterizuje korela¢ni koeficient. Pfi linearni
zévislosti nabyva hodnoty +1 a ¢im vice se blizi jedné, tim je zavislost obou proménnych

tésngjsi. Cilem je ovéfit platnost rozsahu linearity/pracovniho rozsahu méfeni v podminkach
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konkrétni laboratoie. Tento rozsah vymezuje interval, v némz lze bezpecné ocekavat, ze plati
vyrobcem deklarované a validaCnimi experimenty ovéfené hodnoty presnosti a vychyleni

metody *°-¢,

2.4.2 Mez detekce
Mez detekce je definovana jako nejnizsi mnozstvi analytu ve vzorku, které muze byt
detekovdno a odpovidd koncentraci, pro kterou je analyticky signdl statisticky vyznamné

odlisny od Sumu. U separacnich metod se pouziva k vypoctu meze detekce velikost hodnoty

signalu slepého pokusu. Podminkou je, Ze jsou k dispozici chromatogram slepého pokusu a
smérnice kalibracni piimky, kde smérnice kalibracni pfimky b; musi byt ze koncentracni
zavislosti y = bix, kde y je vyska chromatografického piku a ne plocha. Vysledky nad mez

detekce je mozné vydat jako kvalitativni. ** 7.

2.4.3 Presnost

Ptesnost metody je definovéana jako mira shody mezi vysledky ziskanymi opakovanou
analyzou téhoz vzorku za pfedem stanovenych podminek. Pocet opakovani musi byt
dostate¢né¢ velky, aby umoznoval statistické vyhodnoceni. Ptesnost je statistickym
vyhodnocenim ndhodnych chyb, které neni mozné zcela eliminovat. Nahodné kolisani
¢innosti pfistrojii, pomiicek, teplot atd. vzdy zptsobuje, ze vysledky opakovanych analyz jsou
rovnomérné rozptyleny kolem primérné hodnoty, pfiCemz cetnost jednotlivych vysledka
vykazuje normalni rozlozeni. Mirou rozptylu vysledki je smérodatna odchylka, kterd zavisi
na méfené hodnoté, proto se obvykle pocita tzv. relativni smérodatna odchylka neboli varia¢ni
koeficient.
Podle podminek, za kterych stanoveni probiha rozliSujeme:
Opakovatelnost

Tato analyticka vlastnost charakterizuje metodu a preciznost jejiho provedeni
v laboratofi. PouZiva se proto oznaceni pfesnost v sérii. Opakovatelnost metody je definovana
jako tésnost shody mezi navzdjem nezavislymi vysledky zkousek ziskanymi za podminek
opakovatelnosti (podminky, kdy navzajem nezavislé vysledky zkousek se ziskaji opakovanym
pouzitim téze zkuSebni metody na identickém materialu, v téZe laboratofi, tymz pracovnikem

N v s ‘o v ’ v r r v r r 36
za pouziti tychz pfistrojii a zafizeni, béhem kratkého ¢asového rozmezi
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Reprodukovatelnost

Stanoveni se provadi postupné, napiiklad jednou denné, na témze zafizeni. Tim je
charakterizovéana stabilita metody a jejiho provadéni béhem celé¢ doby pouzivani. Podminkou
zkoumani pifesnosti v ¢ase, kterd je pro kvalitu laboratorni metody rozhodujici, je zajisSténi

stability analytu v kontrolnim vzorku po celou dobu méfeni.

2.4.4 Robustnost
Robustnost metody je definovana jako mira vlivu kolisani trovné jednotlivych

parametrii na vysledek analytického stanoveni’®.

2.4.5 Spravnost (pravdivost)

Pravdivost metody je definovéna jako tésnost souhlasu mezi primérnou hodnotou
ziskanou z velkého poctu vysledki méfeni a dohodnutou referenéni hodnotou. Mirou
pravdivosti je velikost odchylky — bias. Musi se brat primér vice stanoveni, protoze
jednotliva hodnota miize byt zatizena ndhodnou chybou. Dohodnutd referenéni hodnota
zastupuje skuteCnou hodnotu, kterd je ve skuteCnosti vzdy neznamad. Ziskava se pomoci
referencnich metod nejlépe ve velkém poctu riznych laboratofi. Pravdivost metody je dana
velikosti systematické chyby. kterd odchyluje vysledek vzdy jednim smérem. MiuzZeme se
setkat s konstantni slozkou systematické chyby (vysledek je u rtizné koncentrace odchylen
vzdy o stejnou hodnotu) a proporcionalni slozkou (vysledek se od skutecné hodnoty 1isi vzdy

o stejny nasobek)*®?’.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a metody
3.1.1 Pristroje
HPLC sestava :
- ¢erpadlo LCP 4020 (ECOM)
- UV detektor LCD 2083 (ECOM)
- nastiikovy ventil (Rheodyne 77251)
- nastfikova smycka 20 pl

- kolona Supelcosil LC — 18, 15 cm x 4,6 mm x 5 pum (Sigma — Aldrich)

Obr.4: Sestava HPLC

- analytické vahy AB 135-5 (METTLER — TOLEDO)
- ttepacka (KAVALIER)
- centrifuga Megafuge 1.012 (HERAEUS)
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- evaporator vzorkti (ECOM)
- ultrazvuk (TESLA)

Obr.5: Evaporator vzorkt

3.1.2 Ostatni material
- mikropipety, sklenéné pipety, odmérné banky, odmérmé valce, lodicka, sklenéné lahve
(tmavé a svétlé), sklenéné malé zkumavky se zabrusem, Hamiltonova pipeta, kadinky,

eppendorfky

3.1.3 Reagencie

Vsechna pouzita rozpoustédla byla HPLC kvality.
— 5,5 — Diphenylhydantoin approx. 99% (SIGMA - ALDRICH)
— Etoposide, minimum 98% TLC (SIGMA - ALDRICH)
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— Destilovana voda (MERCK)

— Methanol (MERCK)

— Dichlormethan p.a. (FLUKA)

— Acetonitril (SIGMA — ALDRICH)
— smeésna plazma

— smeésny sklivec

3.1.4 Priprava reagencii
Ptiprava roztoku methanol:voda
Roztok je ptipraven v poméru 1:1. Pfed kazdym meéfenim se musi roztok vlozit

do ultrazvukové lazné.

3.1.4.1 Ptiprava mobilni faze
Mobilni faze se sklada z methanolu, destilované vody a acetonitrilu v poméru 55:42:3.

Pted kazdym métfenim se musi mobilni faze vlozit do ultrazvukové lazné.

3.1.4.2 Ptiprava zasobniho roztoku etoposidu

Na analytickych vahach se navéazi 0,01177 g etoposidu, kvantitativné ptevede do
10 ml odmérné baniky a rozpusti v roztoku methanol:voda (1:1). Vyslednd koncentrace
etoposidu je 1177 pg/ml. Z piipraveného zasobniho roztoku etoposidu bylo ptipraveno dle
tabulky ¢.1 10 standardnich roztokti v dubletu o nasledujicich koncentracich: 0; 0,5; 1; 5; 10;
20; 40; 80; 100 a 120 pg/ml. Kazdy standardni roztok byl pfipraven do celkového objemu
200 pl plazmy nebo sklivce. Pouzit byl smésny vzorek sklivce od kralikid, ktefi nebyli
testovani na etoposid. Nasledny postup zpracovani kalibra¢nich roztokl pro analyzu je stejny

jako postup pfipravy jednotlivych vzorki.
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vysledna zasobni roztok smésna 10 x nafedény vnitini
koncentrace etoposidu plazma zas.roztok ETO standard

(ug/ml) (ul) (ul) (ul) (nl)
0 - 200 - 20

0,5 - 199 1 20

1 - 198 2 20

5 - 190 10 20

10 - 180 20 20

20 - 160 40 20

40 8 192 - 20

80 16 184 - 20
100 20 180 - 20
120 24 176 - 20

Tab.1: Priprava kalibracnich roztokii

3.1.4.3 Ptiprava zasobniho roztoku vnitiniho standardu

Jako vnitini standard je pouzit 5,5 — diphenylhydantoin. Na analytickych vahach se
navazi 0,01095 g diphenylhydantoinu, kvantitativné pfevede do 10 ml odmérné banky a
rozpusti v roztoku methanol:voda (1:1). Z ptipravené¢ho roztoku je odebran 1 ml do odmérné

batiky a doplnén do 10 ml roztokem methanol:voda (1:1).

3.1.5 Vzorky pro HPLC

Jako vzorky jsou pouzity krali¢i vzorky sklivce a periferni krve odebrané v ¢asech 0,
1, 2, 6, 24 a 48 hodin a 7 a 14 dni po aplikaci etoposidu. U kralika ¢.1 — 6 je etoposid
davkovan subkonjuktivaln€ a u kralikti €. 7 — 12 intravitrealn€. Vzorky plazmy byly doruceny
do laboratofe ve zkumavkéach jako plna krev. Zkumavky byly zcentrifugovany a plazma
znich byla odpipetovana do eppendorfek. Vzorky sklivce byly doruceny do laboratoie
v injek¢énich stfikackach. Sklivec byl ptepipetovan do eppendorfek. Nasledné byly vSechny

vzorky zamraZeny na -70°C.
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3.1.6 Priprava vzorku pro stanoveni HPLC

Do oznacenych zkumavek se zabrusem je napipetovano 200 ul plazmy ¢i sklivce a
20 ul vnitfniho standardu. Do kazdé zkumavky se pfidd 5 ml dichlormethanu sklenénou
pipetou. Zkumavky se daji na 10 minut tfepat. Poté se smés centrifuguje 5 min. pti 1500 rpm.
Ze zkumavek se odpipetuji 4 ml ¢irého roztoku do novych oznacenych sklenénych zkumavek.
Nakonec se daji zkumavky do evaporatoru vzork, kde jsou pii 37°C suSeny pod proudem

vzduchu. Po Uplném vysuSeni je zbytek vzorku rozpusStén ve 100 pl mobilni faze a pfipraven

k analyze.

oddélena organicka faze

faze nepolarniho rozpoustédla

Obr.6: Oddéleni supernatantu po extrakci dichlormethanem

3.1.7 Chromatograficka analyza vzorku
Vzorek se nastfikuje Hamiltonovou pipetou do nastfikového ventilu. Nastiikuje se
20 pul vzorku. Doba analyzy je ptiblizné 6 min. Analyza je vyhodnocena pomoci pocitacového

programu CSW (Chromatography Station for Windows), ktery zaznamenava signaly
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z detektoru v podob¢ chromatogramu (viz. obr.7). Priitok mobilni faze je 1,0 ml/min. Detekce

je provadéna pii 229 nm. Pouzitd metoda je modifikaci metody dle Yasuhiro Kato et a

18,

[m]

Yoltage

Time

[min.]

Obr.7: Chromatogram — pik 1 — etoposid, pik 2 — vnitini standard
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Vysledky validace metody

4.1.1 Linearita a rozsah

Linearita byla ovétena 10 bodovou kalibraci v dubletu pro plazmu a stejné tak i pro
sklivec. Kalibracni kfivka udava zéavislost poméru plochy piku etoposidu k plose piku
vnitiniho standardu na koncentraci latky. Byla provedena kalibrace etoposidu v plazmé a ve
sklivci. Kalibra¢ni kiivka je sestavena z 10 hodnot od nulové koncentrace az do koncentrace
120 pg/ml. Z obrazku 8 a 10 je patrné, Ze od koncentrace 80 pg/ml dochdzi k ohybu kiivek,
podle toho usuzujeme, Ze kalibra¢ni kiivka pro plazmu i pro sklivec je linedrni do 80 pug/ml.
Na obrazku 9 a 11 je kalibra¢ni kiivka sestavena z 8 hodnot od nulové koncentrace do
koncentrace 80 pg/ml, mizeme tedy vidét linearni kalibra¢ni kiivku pro plazmu a pro sklivec.
Odezva standardnich roztoki o koncentracich 100 a 120 pg/ml byla tak velka, Ze jiz nebyly
zobrazeny celé plochy piki, ztoho je zfejmé, Ze vSechny vzorky s koncentraci vétsi nez
80 ng/ml se musi fedit. Pro vypocty koncentraci namétenych v plazmé byla tedy pouzita
rovnice regrese y = 6,3198x + 0,0555. Hodnota korelacniho koeficientu pro plazmu je 0,9994,
coz vyjadiuje miru rozptylu bodi kolem regresni pifimky. K vypoctim koncentraci
naméfenych ve sklivei byla pouZzita rovnice regrese y = 6,6888x - 0,2091. Hodnota

korela¢niho koeficientu je 0,9999.

kalibraéni krivka

160

koncentrace (pg/ml)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
pomér ETO/L.S.

Obr.8: Kalibrace etoposidu v plazmé¢ - celkovy rozsah
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kalibraéni krivka y = 6,3198x + 0,0555
R? = 0,9994
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Obr.9: Kalibrace etoposidu v plazmé¢ - linearni rozsah

kalibraéni kiivka

160
140
120
100
80
60
40
20

koncentrace (pg/ml)

(e
[\
N
(@)}
oo
—_
(e
—
N
—

S
[—y

(@)

—
oe]

20 22 24

pomér ETO/I.S.

Obr.10: Kalibrace etoposidu ve sklivci - celkovy rozsah
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kalibraéni krivka y = 6,6888x - 0,2091
R? = 0,9999

140
120

koncentrace (pug/ml)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
pomér ETO/L.S.

Obr.11: Kalibrace etoposidu ve sklivci - linedrni rozsah

4.1.2 Mez detekce
Mez detekce byla zjisténa analyzou slepého pokusu. Odecetla se tfikrat hodnota
(vyska) Sumu, z ni se vypocitala primérna hodnota Sumu. Mez detekce byla vypocitana podle

nasledujiciho vzorce z osmi bodové kalibracni kiivky, kterd byla sestavena podle vysek pikd.

Xd:Yd/bl
Y4 - 3*h,,.x — maximalni kolisani zakladni linie
b; - smérnice kalibra¢ni pfimky, b; musi byt z koncentracni zavislosti y = b;x, kde y je

vyska chromatografického piku
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plazma sklivec
vzorek vySka piku vzorek vySka piku
nulovy 1 0,033 nulovy 1 0,97
nulovy 2 0,032 nulovy 2 0,83
nulovy 3 0,021 nulovy 3 0,53
primér 0,029 prumér 0,777
Tab.2: Hodnoty vysek pikit u slepych vzorkui v plazmé Tab.3: Hodnoty vysek pikii u slepych vzorkii ve sklivci

Smérnice kalibracni piimky b; v plazmé je 7,9377 a ve sklivei 5,7559.

Mez detekce stanovend v plazmé je 0,011 pg/ml.

Mez detekce stanovena ve sklivei je 0,405 pg/ml.

Zvysena hodnota meze detekce stanovena ve sklivei je zptisobena vysokym Sumem, ktery se

vyskytoval u nulovych vzork.

4.1.3 Presnost

Presnost v sérii (opakovatelnost) byla zjisténa analyzou 10 vzorkd o koncentraci
6 pg/ml a 24 pg/ml. Kazdy vzorek byl ptipraven do celkového objemu 200 pl plazmy nebo
sklivce. Postup ptipravy pro analyzu je stejny jako postup ptipravy krali¢ich vzorkd. Vzorky
byly zméfeny v jeden den, na témze pfistroji, s toutéz obsluhou. Z vysledki uvedenych v
tabulce 4 pro hladinu 6 pg/ml a v tabulce 5 pro hladinu 24 pg/ml byl vypocitan aritmeticky
priamér ( x) smérodatna odchylka (SD) a variacni koeficient (CV). Smérodatnd odchylka
udava miru rozptylu vysledkti. Niz§i hodnota ukazuje na vys$si pfesnost metody a naopak.
U vSech ¢tyf méteni je hodnota smérodatné odchylky pomérné nizka, coz ukazuje na vysokou
presnost metody. Hodnota varia¢niho koeficientu by méla byt do 10%. U zadného z téchto

¢tyf méteni hodnota varia¢niho koeficientu nepiekracuje 10%.
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vzorek koncentrace
(pg/ml)

1 5,83

2 5,40

3 5,52

4 5,26

5 6,10

6 5,85

7 6,17

8 6,46

9 6,53

10 6,17
primér 5,93
SD 0,44
CvV 7,35%

Tab.4: Opakovatelnost pro hodnotu 6 ug/ml— plazma

Ptesnost v sérii pro sklivec byla zjisténa stejnym zpiisobem jako pro plazmu. Vysledky pro

vzorek

koncentrace
(pg/ml)

25,29

25,31

24,79

25,35

25,78

24,80

25,57

25,65

25,66

= N=3 [-C1 BN (o) (U.) BN (O8] | N o

26,40

prumér

25,46

SD

0,48

CV

1,87%

Tab.5: Opakovatelnost pro hodnotu 24 ug/ml — plazma

hladinu 6 png/ml jsou uvedeny v tabulce 6 a pro hladinu 24 pg/ml v tabulce 7.

vzorek koncentrace
(ug/ml)

1 6,04

2 6,13

3 7,22

4 6,04

5 6,42

6 6,89

7 6,13

8 6,70

9 6,19

10 6,27
priumér 6,4
SD 0,40
CV 6,29%

Tab.6: Opakovatelnost na hladiné 6 ug/ml - sklivec
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vzorek koncentrace
(ug/ml)

1 24,41

2 25,19

3 25,94

4 25,51

5 25,36

6 26,44

7 25,13

8 25,31

9 24,87

10 25,57
priumér 25,37
SD 0,56
CV 2,20%

Tab.7: Opakovatelnost na hladiné 24 ug/ml - sklivec




Reprodukovatelnost byla zjisténa analyzou 10 vzorki na hlading 6 pg/ml pro plazmu a
10 vzorkli na hladiné¢ 6 pg/ml pro sklivec. Byl pfipraven standardni roztok ve vétSim
mnozstvi. Standardni roztok byl rozpipetovan do 10 eppendorfek a zamrazen na -70°C. Kazdy
den byla provedena analyza jednoho rozmrazeného vzorku. Postup ptipravy byl stejny jako
postup piipravy krali¢ich vzorkli. Vzorky byly métené po dobu 10 dnli na témze pfistroji.
Z vysledki pro hladinu 6 pg/ml (tabulka 7) pro plazmu a (tabulka 8) pro sklivec byl vypocitan

aritmeticky primér, smérodatna odchylka a varia¢ni koeficient.

vzorek koncentrace I T
(ug/ml) (ng/ml)

1 6,19 1 7,73

2 5,92 P 9,51

3 5,93 3 2,37

4 5,86 4 4,19

5 5,81 5 5.87

6 5,85 6 5,45

7 5,75 7 5.38

8 5,66 8 5,16

9 5,67 9 5,55

10 5,75 10 5.65
priamér 5,84 primér 5,51
SD 0,16 SD 0.24
cv 2,66% CV 4,36%

Tab.7: Reprodukovatelnost na hladiné 6 ug/ml - plazma  Tab.8: Reprodukovatelnost na hladiné 6 ug/ml - sklivec

V tabulce 8 je pocitdno pouze se 6 hodnotami. Prvni ¢tyfi méfeni byla naprosto rozdilna.
Patrné doSlo ke Spatnému promichani zasobniho standardu pfed rozpipetovanim
do eppendorfek. Z tohoto divodu byl pfipraven novy roztok. Méfeni jiz byla v potadku a
variacni koeficient je 4,36%. Pfi porovnani méfeni opakovatelnosti a reprodukovatelnosti
v plazm¢ se vysledné hodnoty téméi neliSily, kdezto vysledné hodnoty ve sklivei byly

rozdilné.

4.1.4 Robustnost
Robustnost byla sledovana v pribé¢hu vyvoje metody. Zkoumal se vliv opakovaného
rozmrazovani vzorkil. Byl pfipraven standardni roztok plazmy i sklivce o koncentraci 6 pg/ml

ve veétSim mnozstvi a kazdy den z n¢j bylo odebrano 200 pl vzorku. Roztok byl tedy celkem
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rozmrazen 10x. V tabulce 9 je pocitano pouze s 8 hodnotami. U prvnich dvou méfeni doslo
nejspise k chybé ve Spatném pipetovani vzorkl. Z tabulek 9 a 10 mlizeme vidét, Ze 1 po
opakovaném rozmrazovani ziistavaji hodnoty koncentrace podobné. Porovnanim tabulky 7 a 9
(pro plazmu) a 8 a 10 (pro sklivec) mizeme vidét, ze hodnoty prvni skupiny vzorkd 1x
rozmrazenych a druhé skupiny vzorki 10x rozmrazenych, se témé&f neliSi. U opakovaného
rozmrazovani je variani koeficient dokonce niz§i nez u vzorkli rozmrazenych 1x. Z téchto

vysledkl vyplyva, ze opakované rozmrazovani nema na analyzu zadny vliv.

vzorek koncentrace I T
(ug/ml) (ng/ml)
! 7,08 1 5,84
2 7,05 2 5.56
3 5,26 3 5,64
4 5,16 4 5,44
5 5,70 5 5,56
6 5,58 6 5,40
7 5,58 7 572
8 5,59 8 5,49
9 5,32 9 5,64
10 5,77 10 572
primér 5,5 priamér 5,60
SD 0,22 SD 0.14
cv 4,04% CV 2.46%
Tab.9: Robustnost na hladiné 6 ug/ml - plazma Tab.10: Robustnost na hladiné 6 ug/ml — sklivec

4.1.5 Spravnost (pravdivost)
Z hlediska toho, Ze spravnost (pravdivost) je definovéna jako tésnost shody mezi
naméfenou a referencéni hodnotou, nebylo mozné provést jeji stanoveni. V dobé méteni nebyl

dostupny zadny referencni material.
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4.2 Vysledky stanoveni etoposidu

Stanoveni etoposidu v plazmé a ve sklivei u kraliki bylo provadéno za ucelem zjisténi
jakéd je distribuce 1éku pii subkonjuktivalni a intravitredlni aplikaci. Stanoveni hladiny
Mgéieni bylo provadéno na Ustavu klinické biochemie a patobiochemie na useku
chromatografickych metod. Vzorky byly ziskany z vyzkumného projektu feSeného na O¢ni

klinice déti a dospélych a na Ustavu klinické biochemie a patobiochemie FN Motol.

4.2.1 Vysledky stanoveni etoposidu v plazmé
Skupina kraliki ¢. 1 — 6

U kralikl €. 1 — 6 byl etoposid aplikovan subkonjuktivalné. Davka ¢inila 2,5 mg.
U této skupiny nebyly odebrany vzorky vcase 0 h. Kazdy vzorek byl proméien,
z chromatogramu byla ode¢tena hodnota plochy piku etoposidu a vnitiniho standardu.
Z poméru ploch byla podle rovnice regrese y = 6,3198x + 0,0555 vypocitdna koncentrace
etoposidu v plazmé. Vysledky koncentraci jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach a grafech
Vysledné koncentrace jsou u vSech kralikid celkové velmi nizké. Nejvyssi koncentraci

muzeme vidét v ¢asech 2 a 6 h po aplikaci etoposidu.

éas koncentrace o
() (pug/ml) kralik 1
1 2 ,
2 5,92 T o
6 2,54 ERS
24 1,14 g 4
g 3]
48 1,39 £
D 29
168 1,44 g N —_—
(=}
336 0,82 = ‘ | | | | | |
Tab]] K}"dll’k ] 0 50 100 150 200 250 300 350 400
c¢as (h)

Obr.12: Kralik 1
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U kralika ¢. 1 mGzeme videt nejvetsi koncentraci etoposidu v plazmé v Case 2 h. Zajimavé je,

ze koncentrace etoposidu kleséd a v ¢ase 168 h (7 dni) se zase mirné zvysi.

Cas |koncentrace .
(h) (ug/ml) kralik 2
1 2,23 .
2 1,55 ~ 1
6 2,00 gﬁ 201
24 1,45 |
48 1,18 g
168 1,82 £ 10
336 0,54 S
Tab.12: Kralik 2 EA
0,0 T
0 50 100 150 200 250 300 350 400
¢as (h)

Obr.13: Kralik 2

U krélika €. 2 jsou naméfeny velmi zajimavé koncentrace. V Case 1 h je vSak koncentrace
nejveétsi. Nasledné koncentrace klesd a v ¢ase 6 h a 168 h (7 dni) zase mirn¢ stoupd. Tyto

zmény v koncentracich mizeme pozorovat v grafu na obrazku ¢. 13.

éas koncentrace -
(h) (ug/ml) kralik 3
1 1,84 50
2 1,39 ,g e
6 2,60 3
24 1,19 ;% 2,01
48 0594 § 1,5 $
168 1,36 % rol
336 1,71 =
rqr S 054
Tab.13: Kralik 3 v
> 0 50 100 150 200 2!50 300 350 400
¢as (h)

Obr.14: Kralik 3
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U kralika ¢.3 je podobna situace jako u kralika ¢. 2. Nejvétsi az dvojnasobna koncentrace je
vSak namétena v Case 6 h. Od méfeni v ¢ase 24 h koncentrace mirné klesaji a v case 336 h (14

dni) se opét koncentrace mirn¢ zvysi.

W

éas koncentrace

(h) (ng/ml) kralik 4
I 2,29
2 7,69 54 8,00 4
6 2,29 £T o
24 1,35 2 332 4,00 L/\‘\
48 2,17 I 2,00 1
168 0,76 0,00 : : ‘ : : —
3 3 6 0 ,O 8 0 50 100 150 200 250 300 350 400
Tab.14: Kralik 4 ¢as (h)

Obr.15: Kralik 4

U kralika ¢. 4 dosahuje koncentrace nejvyssi hodnoty v ¢ase 2 h po aplikaci etoposidu. Je to
az 7,69 pg/ml, coz je nejvyssi koncentrace namétena u skupiny kralikt €.1 — 6. Naopak v Case

336 h (14 dni) se koncentrace blizi hranici meze detekce.

¢as koncentrace

(h) (ng/ml) kralik 5

1 2,44 30

2 2,52 3 2,5 1

6 2,62 £ 3 20

5 %n 15
24 0,58 8.,
48 0,75 < 05 |
168 0,69 0.0 ; ; ‘ ‘ ‘ , ‘
336 107 0 50 100 150 200 250 300 350 400
Tab.15: Krdlik 5 ¢as (h)

Obr.16: Kralik 5

U kralika ¢.5 se koncentrace etoposidu postupné zvysuji az do 6 h po aplikaci etoposidu, kdy
je koncentrace nejvyssi. Nasledné v ¢asech 24 h, 48 h a 168 h (7 dni) jsou koncentrace velmi

nizké. V poslednim méfeni koncentrace zase mirné stoupne.
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éas koncentrace

(h) (pg/ml) kralik 6
1 0,50 20
2 0,29 § s
6 1,88 £z

24 0’99 2 °:€ 1,0

48 0,35 E 051

168 0,14 00 ‘ ‘ ‘ | | | |

336 1.90 0 50 100 150 200 250 300 350 400

Tab.16: Kralik 6 ¢as (h)

Obr.17: Kralik 6

U kralika €.6 je velmi zajimavé, Ze v ¢ase 6 h a 336 h (14 dni) dosahuji koncentrace téméf
shodnych hodnot. Zatimco v ¢ase 168 h (7 dni) klesne koncentrace skoro az na hladinu meze
detekce, coz je 0,011 pg/ml. ZvySeni koncentraci etoposidu v ¢asech 168 h (7 dni) a 336 h (14
dni) by mohlo byt zpiisobeno postupnym uvoliovanim etoposidu z vazby na albumin.
Etoposid se v plazmé aZ z 95% vaZe na plazmatické bilkoviny, zejména na albumin a volna

koncentrace 1écebné davky je proto nizka. Na opakovani méfeni nebylo dostatek materialu.

Skupina kralika ¢. 7 — 12

U této skupiny byl etoposid aplikovan intravitredlné. Davka cinila 0,5 mg. Kazdy
vzorek byl proméien a z chromatogramu byla odectena hodnota plochy piku etoposidu a
vnitiniho standardu. Z poméru ploch byla podle rovnice regrese y = 6,3198x + 0,0555
vypocitana koncentrace etoposidu v plazmé. Vysledky koncentraci jsou uvedeny
v nasledujicich tabulkdch a grafech. Vysledné koncentrace jsou celkové jest¢ niz$i nez u
skupiny kralikti ¢. 1 - 6. Coz je zpusobeno 5 krat nizsi aplikacni davkou a také mistem
aplikace. Nejvyssi koncentrace se pohybuji opét v ¢asech 2 h a 6 h, potom koncentrace klesaji

az skoro na nulovou hodnotu.
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éas koncentrace

(h) (ug/ml) kralik 7
0 1,18 a5
1 1,76 g 3.0 4
& ~ 25
2 3,03 j:; E 20
6 1,87 g 15
; £ > 10t
24 0,74 S o >
48 1,12 0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ | | |
168 0,63 0 50 100 150 200 250 300 350 400
336 0,49 ¢as (h)

Tab.17: Kralik 7
Obr.18: Kralik 7

U kralika ¢.7 se jiz v case 0 h vyskytuje pomérné¢ vysoké mnozstvi etoposidu. Nejvyssi
koncentrace vSak dosahuje v ¢ase 2 h po aplikaci etoposidu. Poté koncentrace klesa a zvysuje
se uz v case 48 h, oproti méienim u kraliki 1 — 6, kde dochazi k vzristu koncentraci

etoposidu pfiblizné sedmy den po aplikaci.

¢as koncentrace

(h) (ug/ml) kralik 8

0 0,54 0

1 121 g 25

2 2,82 £ g 201

; S & 151

6 1,24 R

24 0,71 S 7 st

48 0,76 0,0 : ‘ ‘ ‘ ‘ | |

168 0.66 0 50 100 150 200 250 300 350 400
336 0785 ¢as (h)

Tab.18: Kralik 8
Obr.19: Kralik 8

U kralika ¢. 8 mizeme vidét jak koncentrace etoposidu zprvu stoupd, vrcholu dosahuje v Case

2 h a nasledné postupné klesa. Takovyto prubéh byl ocekavan u vSech ostatnich kraliki.
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éas koncentrace

() (ng/ml) kralik 9

0 0,38 20

1 0,50 § _ 5]

2 1,89 % % o

6 1,07 s 2
24 0565 § 0,5 2
48 0,61 0,0 : ‘ ‘ ‘ ‘ | |
168 0.50 0 50 100 150 200 250 300 350 400
336 0’27 ¢as (h)

Tab.19: Kralik 9
Obr.20:Kralik 9

U kralika ¢.9 mizeme vidét velice pekny pribéh, s vrcholem ve 2 h. Ktivka nejdiive rychle

predpoklada.

éas koncentrace

(h) (ug/ml) kralik 10

0 0,39 30

1 0,88 54 2,54

£ = 20

2 1,93 EE Y

6 2,46 2 én' 110 i
24 0,57 Z 054
48 0,62 00 : : : ‘ ‘ | |
168 0 75 0 50 100 150 200 250 300 350 400
336 0563 ¢as (h)

Tab.20: Kralik 10
Obr.21: Kralik 10

U kralika ¢. 10 dosahuje koncentrace nejvyssi hodnoty v ¢ase 6 h, na rozdil od ostatnich

kralika, ktefi maji nejvyssi koncentrace vétSinou v Case 2 h. Nasledné v ¢ase 24 h hodnota

prudce klesne.
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éas koncentrace

(h) (ug/ml) kralik 11

0 0,79 35

1 1,39 g - 22

2 1,59 EEL

6 3,16 2 S5

24 0,93 2 g -

48 0,54 R

168 ()’49 0 50 100 150 200 250 300 350 400
336 0,52 ¢as (h)

Tab.21: Kralik 11
Obr.22: Kralik 11

U kralika ¢.11 je nejvyssi koncentrace opét v ¢ase 6 h a dale koncentrace prudce klesne. Od

24 h klesa koncentrace pomaleji.

cas koncentrace L,
(h) (ug/ml) kralik 12
0 0,94 3,0
1 1,18 g _ >
| o g
6 2,07 § ! 10l
24 0,97 S o5
14688 8’22 o0 0 5‘0 160 l%O 2(;0 2‘50 Z;OO 3‘50 400
336 0.73 tas (h)

Tab.22: Kralik 12
Obr.23: Kralik 12

U kralika ¢.12 dosahuje etoposid nejvyssi koncentrace v Case 2 h, ale je zajimavé, ze v Case

6 h, je hladina také stale jeSt¢ pomérné vysoka a prudce klesne az v Case 24 h.

Etoposid se v plazmé z 95% vaze na albumin, jeho postupné uvoliovani z této vazby
by mohlo vysvétlovat opétovné zvyseni koncentraci etoposidu nejcastéji v ¢asech 48 h, 168 h
(7 dni) a 336 h (14 dni). Distribu¢ni polocas etoposidu je 1,5 hodiny, coz by mohlo
vysvétlovat, pro¢ je nejvetsi koncentrace v 1 h ¢i ve 2 h po aplikaci etoposidu. Na opakovani

meéieni jiz nebylo dostatek materialu.
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4.2.2 Vysledky stanoveni etoposidu ve sklivci

Skupina kralikt €. 1 — 6

Kazdy vzorek byl proméfen a z chromatogramu byla odectena hodnota plochy piku etoposidu
a vnitiniho standardu. Z poméru ploch byla podle rovnice regrese y = 6,6888x - 0,2091
vypocitana koncentrace etoposidu ve sklivci. Vysledky koncentraci jsou uvedeny v tabulce 23

a 24. Pouze u kralikd 1 a 2 byly nalezeny stopové koncentrace etoposidu. U kralikti 3 — 6

nebyla nalezena zadna koncentrace etoposidu.

¢as. oko koncentrace
’ (ng/ml)
kralik 1 Oh, OL nenalezen
1h, OP 2,09
2h, OP 1,16
6h, OP 1,13
24h, OP nenalezen
24h, OL nenalezen
48h, OP nenalezen
7d, OP nenalezen
14d, OP nenalezen
14d, OL nenalezen
kralik 2 Oh, OL nenalezen
1h, OP nenalezen
2h, OP 0,85
6h, OP 0,58
24h, OP nenalezen
24h, OL nenalezen
48h, OP nenalezen
7d, OP nenalezen
14d, OL nenalezen
14d, OP nenalezen
kralik 3 Oh, OL nenalezen
1h, OP nenalezen
2h, OP nenalezen
6h, OP nenalezen
24h, OP nenalezen
24h, OL nenalezen
48h, OP nenalezen
7d, OP nenalezen
14d, OL nenalezen

Tab.23: Vysledné koncentrace u kralikii 1 — 3

- 40 -

¢as. oko koncentrace
’ (ng/ml)
kralik 4 Oh, OL nenalezen
1h, OP nenalezen
2h, OP nenalezen
6h, OP nenalezen
24h, OP nenalezen
24h, OL nenalezen
48h, OP nenalezen
7d, OP nenalezen
14d, OL nenalezen
kralik 5 Oh, OL nenalezen
1h, OP nenalezen
2h, OP nenalezen
6h, OP nenalezen
24h, OP nenalezen
24hOL nenalezen
48h, OP nenalezen
7d, OP nenalezen
14d, OL nenalezen
kralik 6 Oh, OL nenalezen
1h, OP nenalezen
2h, OP nenalezen
6h, OP nenalezen
24h, OP nenalezen
24h, OL nenalezen
48h, OP nenalezen
7d, OP nenalezen
14d, OL nenalezen

Tab. 24: Vysledné koncentrace u kralikit 4 - 6




Skupina kralika ¢. 7 — 12

Kazdy vzorek byl proméfen a z chromatogramu byla odectena hodnota plochy piku etoposidu
a vnitiniho standardu. Z poméru ploch byla podle rovnice regrese y = 6,6888x - 0,2091
vypocitana koncentrace etoposidu ve sklivci. Vysledky koncentraci jsou uvedeny
v nésledujicich tabulkach a grafech. Z vyslednych koncentraci mizeme vidét Ze nejvétsi
koncentrace etoposidu je v ¢ase 1 h a 2 h. Dale pak koncentrace klesa. Vzorky byly odebrany
zejména z oka pravého. Z oka levého jen v ¢asech 0 h a 24 h. V levém oku nebylo naméteno
zadné mnozstvi etoposidu.V tabulkach jsou uvedeny vysledky pouze pravého oka. Do grafii
nejsou zafazeny posledni dvé hodnoty v ¢asech 168 h (7 dni) a 336 h (14 dni), protoze byly
u vSech kralikt této skupiny naméteny nulové koncentrace. Na grafu bude tak 1épe zobrazen

prabéh kiivky a zmény v koncentracich.

W

éas koncentrace

(h) (ng/ml) kralik 7
1 223,88 250
2 63,51 2.
6 81,88 g E W
g 2100
24 1,58 = 2
S 50
48 0,45 i . |
168 0 0 10 20 30 40 50 60
336 0 ¢as (h)

Tab.25: Kralik 7
Obr.24: Kralik 7

U krélika ¢. 7 byla naméfena nejvyssi koncentrace v ¢ase 1 h. Nasledné koncentrace vyrazné

klesne, vic jak o polovinu. V Case 48 h po aplikaci etoposidu je koncentrace skoro nulova, az

na hranici meze detekce.
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éas koncentrace

(h) (ug/ml) kralik 8
1 251,14 300
2 19,94 -
6 44,39 E ?iﬁ 150 |
= = 100+
24 0,8 S 0 |
48 0 0 ‘ ‘ —
0 10 20 30 40 50 60
168 0 ¢as (h)
336 0

Tab.26: Kralik 8 Obr.25: Kralik 8

V case 1 h dosahuje kralik ¢.8 spolecné s kralikem ¢.11 nejvyssi koncentrace etoposidu
celkové z kralikd 7 — 12. V 2 h po aplikaci etoposidu uz ale hladina vyrazné klesne a v Case

6 h mirn¢ stoupne. Od 24 h je koncentrace skoro nulova.

éas koncentrace L,
1 86,49 120
2 113,24 -
= E
6 104,23 5 & 1
= 2 w0
24 3,67 E w0
48 0 0 ‘
0 10 20 30 40 50 60
168 0 ¢as (h)
336 0
Tab.27: Kralik 9 Obr.26: Kralik 9

U krélika ¢.9 dosahuje koncentrace etoposidu nejvyssi hodnoty azve 2 h. V 6 h je

koncentrace stale pomérné vysoka.
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c¢as |koncentrace
(h) (ug/ml)
1 159,85
2 123,82
6 36,53
24 0
48 0
168 0
336 0

koncentrace

(ug/ml)

180

160 -
140 -
120 A
100 +

60 -
40
20 -

kralik 10

10

20 30

¢as (h)

40

50 60

Tab.28: Kralik 10

Obr.27: Kralik 10

U kralika ¢.10 je nejvétsi koncentrace namétena v ¢ase 1 h. V ¢ase 2 h a 6 h koncentrace klesa

a v ¢ase 24 h dosahuje nulové koncentrace.

cas koncentrace
(h) (ug/ml)
1 251,03
2 18,76
6 28,45
24 0
48 0
168 0
336 0

Tab.29: Kralik 11

koncentrace

(pg/ml)

300

kralik 11

250 -
200 -
150 +
100 +
50 -

¢as (h)

40

50 60

Obr.28: Kralik 11

Kralik ¢.11 dosahuje v ¢ase 1 h spolu s kralikem ¢.8 nejvyssi koncentrace ztéto skupiny

kralikt. V Case 2 h koncentrace vyrazné¢ klesne a v Case 6 h se opét mirn¢ zvysi podobné¢ jako

u kralikd €. 7, 8 a 12. Od ¢tvrtého méfeni (24 h) je koncentrace nulova.
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éas koncentrace

(h) (ng/ml) kralik 12

1 238,46 300

2 20,1 3 250 1

6 83,2 g ’é‘ 200

> S 5 1501
24 0 2 3 10
48 0 2w
168 0 0 : ‘ .
336 0 0 10 20 30 40 50 60
Tab.30: Kralik 12 &as (h)

Obr.29: Kralik 12
Kralik 12 ma obdobny pribéh zmén v koncentracich etoposidu jako kralik ¢.11. Nejvyssi
koncentrace je 1 h po aplikaci etoposidu, nasledné koncentrace velmi poklesne a v ¢ase 6 h

opét stoupne. Od 24 h po aplikaci etoposidu je koncentrace etoposidu nulova.

Na opakovani méteni nebylo dostatek materialu.
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5. ZAVER

Byla vyvinuta metoda umoznujici stanoveni etoposidu v plazmé a ve sklivei kralikt.
Metoda byla testovana a validovdna =z hlediska pfesnosti. Variacni koeficient u
opakovatelnosti, reprodukovatelnosti i robustnosti byl nizs§i nez 10%. Bylo zjiSténo, Ze
opakované rozmrazovani vzorku nemaé na stanoveni etoposidu zadny vliv. Kalibra¢ni kfivka
byla linearni do 80 pg/ml a to jak v plazmé, tak i ve sklivei. Vypocitané parametry potvrdili
piesnost metody. Spravnost nebyla testovana z divodu nedostupnosti zddného referencniho
materidlu. Také nebyla objevena zadna laboratof v CR, kterd by provadéla stanoveni
etoposidu v plazmé.

Metoda byla vyzkousena pfiblizné na 200 vzorcich plazmy a sklivce kraliki. Vzorky
byly rozdéleny do dvou skupin. V prvni skupiné kralikd ¢. 1 — 6 byl etoposid davkovan
subkonjuktivalni aplikaci. U skupiny kralikd €. 7 — 12 byl etoposid davkovan intravitrealni
aplikaci. Bylo sledovéno, jaka je distribuce 1éku.

Bylo zjisténo, ze intravitredlni aplikaci etoposidu se dostane do oka vét§i mnozstvi
léCebné davky. Subkonjuktivalni aplikaci se 1écebnd davka nedostane do oka
k retinoblastomu. MiiZze se objevit pouze ojedinéle u individualniho jedince ve stopovém
mnozstvi. V plazmé se vyskytuje koncentrace etoposidu v malém mnozstvi u obou skupin
kraliku.

Tato metoda je vhodna pro stanoveni etoposidu v plazmé a ve sklivci.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CNS
DNA
CT
NMR
LV.

HPLC

centralni nervovy systém
deoxyribonukleova kyselina
computer tomograph

nuklearni magnetickd rezonance
do Zily (intravenosae)

high performance liquid chromatography (vysokotlaka kapalinova

hromatografie)

ICE
EKG
GC
SFC
LC

PC
TLC
Uv
VIS
EIA
ELISA
DPEM
RIA
IVD MD
ETO
LS.

SD
Ccv

CSwW

ifosfamid, karboplatina, etoposid

elektrokardiograf

gas chromatography (plynové chromatografie)
supercritical fluid chromatography (superkriticka fluidni chromatografie)
liquid chromatography (kapalinova chromatografie)
paper chromatography (papirova chromatografie)

thin liquid chromatography (tenkovrstva chromatografie)
ultra violet (ultrafialova oblast)

viditelnd oblast svételného zateni

enzymoimunoanalyza

enzyme-liked immunosorbent assay
N-[B-(4-diazophentyl)ethylJmaleimide
radioimunoanalyza

In vitro diagnostic — medical device

etoposid

vnitini standard

smérodatnd odchylka

varia¢ni koeficient

priamér

chromatography station for windows
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