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Abstrakt

Diplomova prace se vénuje vyvoji metody stanoveni 5-fluorouracilu pomoci
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie, ktera by mohla byt pouzita ke
stanoveni u¢innosti jeho enkapsulace liposomy.

Nejprve byla vyzkousena separace 1 mM standardu S-fluorouracilu na
nckolika vybranych typech kolon. Mezi testované kolony patiila C18 kolona, C18
kolona s pozitivni Gpravou povrchu, fenyl-hexylové kolona a nékolik fluorovych
kolon spole¢né se dvéma HILIC kolonami. Jako mobilni fdze byla ze zacatku
pouzivana smés skladajici se z 10 mM CH3;COONH,4, pH =4,5 a MeOH v pom¢éru
98/2.

Vysledky ukazaly, ze 5-fluorouracil eluuje na vSech kolondch v pftiliSné
blizkosti mrtvého Casu, kde Casto eluuji také rizné necistoty. Aby se piredeslo
moznému zkresleni signalu 5-fluorouracilu ze strany necistot potenciondlné se
vyskytujicich v redlném vzorku, bylo vyzkouSeno né€kolik rtiznych obmén
chromatografickych podminek.

Jako definitivné nejucinngjsi se ukdzalo ptidani 5 mM iontové parového
Cinidla (Jmenovité hydratu chloridu tetrabutylamonného) do mobilni faze
spole¢né se zvySenim pH na 8,0 pro podporu ionizace analytu. V kombinaci
s takto upravenou mobilni fazi dosahovala nejlepSich vysledka fenyl-hexylova
kolona s reten¢nim Casem 4,36 minut, ktera byla vybrana 1 pro findlni stanoveni
5-fluorouracilu v redlnych vzorcich liposomi.

Zoptimalizovana metoda pro stanoveni 5-fluorouracilu vyuzivala kolonu
Poroshell 120 Phenyl-hexyl (100 x 2,1 mm; 2,7 um; 120 A) a mobilni fazi
skladajici se z 10 mM CH3COONHy4, pH = 8,0 +5 mM hydratu chloridu
tetrabutylamonného a MeOH v poméru 98/2. Mez detekce této upravené metody
byla stanovena na 4 pmol-1"" a mez kvantifikace na 14 pmol-1"'.

Na zavér byla tato zoptimalizovand metoda otestovana v praxi stanovenim

volného 5-fluorouracilu ve vzorcich ¢tyt druhii liposomi, u kterych byla na



zaklad¢ zjisténych koncentraci spocitdna ucinnost enkapsulace pro zminény

analyt.
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Abstract

This thesis is dedicated to the development of a method for the
determination of 5-fluorouracil by high-performance liquid chromatography,
which could be used for determination of its encapsulation efficiency by
liposomes.

First, separation of 1 mM standard of 5-fluorouracil was tested on several
types of columns. Among tested columns belonged a C18 column, a C18 column
with positive surface modification, a phenyl-hexyl column and several fluoride
columns together with two HILIC columns. A mixture containing 10 mM
CH3;COONH,4, pH = 4,5 and MeOH in the ratio of 98/2 was initially used as the
mobile phase.

The results showed, that 5-fluorouracil elutes on all columns too close to
the dead time, where different impurities often elute. To avoid possible distortion
of 5-fluorouracil signal by impurities potentially occurring in the real sample,
several adjustments of chromatographic conditions were tested.

The most effective solution was addition of 5 mM ion-pairing agent
(namely tetrabutylammonium chloride hydrate) to the mobile phase, together with
adjusting pH to 8,0 to support the ionization of the analyte. In the combination
with mobile phase modified in this way, a phenyl-hexyl column with retention
time 4,36 minutes reached the best result, therefore it was selected for the final
determination of 5-fluorouracil in real liposome samples.

The optimized method for the determination of 5-fluorouracil used
Poroshell 120 Phenyl-hexyl column (100 x 2,1 mm; 2,7 pm; 120 A) and a mobile
phase of 10 mM CH3;COONH,, pH = 8,0 + 5 mM tetrabutylammonium chloride
hydrate and MeOH in a ratio of 98/2. The limit of detection of this adjusted

method was 4 umol 1" and limit of quantification 14 pmol-1.



This optimized method was tested in practice by determining free 5-
fluoruracil in samples of four types of liposomes, by which encapsulation

efficiency for the analyte was calculated based on the observed concentration.

Key words

high-performance chromatography, ion-pair chromatography, liposomes, 5-

fluorouracil, UV-VIS detection
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

ACN — acetonitril

BEH — Bridged Ethylene Hybrid — hybridni ¢astice s etylenovym miistkem
CSH — Charged Surface Hybrid — hybridni Castice s nabitym povrchem

C18 — oktadecyl

C18 PS — oktadecylova kolona s pozitivni Upravou povrchu

DCP — dicetyl phosphate — dicetyl fosfat

DLPC — dilauryl phosphatidyl choline — dilauryl fosfatidyl cholin

DLPE — dilauryl phosphatidyl ethanolamine — dilauryl fosfatidyl etanolamin
DLPG — dilauryl phosphatidyl glycerol — dilauryl fosfatidyl glycerol
DMPE-2000 PEG — dimyristoyl glycerophosphoethanolamine
polyethylenglycolated — polyetylenglykolovany dimyristoyl
glycerolfosfoetanolamin

DPPC — dipalmitoylphosphatidylcholine — dipalmitoylfosfatidylcholin
DPPG — dipalmitoylphosphatidylglycerol — dipalmitoylfostfatidylgycerol
DOPS — dioleoyl phosphatidylserine — dioleoyl fosfatidylserin

DSPC — distearoylphosphatidylcholine — distearoylfosfatidylcholin

DSPG — distearoylphosphatidylglycerol — distearoylfosfatidylgycerol

EE — Encapsulation Efficiency — t¢innost enkapsulace

HILIC — Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography — hydrofilni interak¢ni
kapalinova chromatografie

HPLC — High Performance Liquid Chromatography — vysokou¢inna kapalinova
chromatografie

IPC — Ion Pair Chromatography — iontové parova chromatografie

LLOQ — Lower Limit of Quantification — dolni mez kvantifikace

LOD — Limit od Detection — mez detekce

LOQ — Limit of Quantification — mez kvantifikace

L, »— interval spolehlivosti



MeOH — metanol

MF — mobilni faze

NBD-PC — phosphatidylcholine labeled with 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-y —
fosfatidylcholin znageny 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-ylem

NMR — Nuclear Magnetic Resonance — nuklearni magneticka rezonance

USP — United States Pharmacopeia — 1ékopis Spojenych statii americkych

PDA — Photo Diode Array — pole fotodiod

PEG — polyethylene glycol — polyetylen glykol

RP-HPLC — Reverse Phase HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie s
obracenymi fazemi

RSD — Relative Standard Deviation — relativni smérodatna odchylka

SD — Standard Deviation — smérodatna odchylka

SF — stacionarni faze

TBAC — tetrabutylammonium chloride — chlorid tetrabutylamonny

UHPLC - Ultra-High Performance Liquid Chromatography — ultra U¢inna
kapalinova chromatografie

U/UH2 — pom¢ér uracil/dihydrouracil

UV-VIS — ultrafialova a viditelna oblast

5-BU — 5-bromouracil

5-CU — 5-chlorouracil

5FU — 5-fluorouracil



1 Cil prace

Cilem této diplomové prace je vyvinuti a optimalizace metody slouzici ke
stanoveni 5-fluorouracilu pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. A to

za ucelem pouziti metody ke stanoveni ucinnosti enkapsulace 5-fluorouracilu

liposomy.



2 Teoreticka Cast

2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie s reverznimi fazemi

Vysokotc€innd kapalinova chromatografie s reverznimi fazemi (RP-HPLC)
je ve zkratce zaloZena na interakci mezi molekulami analytu a alkylovymi fetézci
stacionarni faze. RP-HPLC vyuziva oproti HPLC s normalnimi fazemi polarni
mobilni fazi a nepolarni staciondrni fazi. Elu¢ni sila mobilni faze roste v opaéném
sméru oprott HPLC s normélnimi fazemi a to tak, Ze roste s klesajici polaritou
organického rozpoustédla. Acetonitril (ACN) bude mit tedy vétsi elu¢ni silu nez

samotna voda (Obr. 1).!

voda < methanol < acetonitril < propan-2-ol < dioxan < tetrahydrofuran

Obr. 1: Rozpoustédla pouzivand v RP-HPLC serazena podle elucni sily.

Jako polarni mobilni faze jsou pouzivany riizné kombinace vodné slozky
(pufr, voda, zfedéné roztoky kyselin a zasad) a polarniho organického
rozpoustédla misitelného s vodou (alkoholy, ACN). Nepoladrni staciondrni faze
pouzivané v RP-HPLC jsou nejcastéji dlouhé uhlikaté fetézce kovalentné vazané
na silikagelu. Asi nejzndméjsi nepolarni stacionarni fazi je oktadecyl (CI18).
Ptfi¢emz na retenci latek ma vliv délka a mnozZstvi alkylovych fetézcl na
stacionarni fazi (SF). Se zvySujicim se poctem alkyla a jejich narastajici délkou
se retenéni ¢as zadrzované latky prodluzuje.!

To, jak bude dand molekula v systému zadrzovana zdvisi na nékolika
faktorech, jako jsou pfitomné substituenty a celkova polarita zadrzované
molekuly. V systému RP-HPLC jsou obecné zadrzovéany 1épe latky nepoléarni.
K vys§i retenci dale ptispiva pfitomnost vyS§iho po¢tu aromatickych jader nebo
halogent ve struktufe dané latky. Velmi polarni a iontové slou€eniny jsou
zadrzovany velmi slabé a mohou eluovat 1 v mrtvém objemu kolony. Poptipadé

muize dochézet k deformaci a §té€pent jejich chromatografickych pik.!



Na zaklad¢ téchto skutec¢nosti by se mohlo zdat, ze RP-HPLC lze pouzit jen
u omezeného mnoZzstvi analytii, a to pouze u nedisociovanych nepolarnich latek.
Nastésti pro chemicky svét 1ze disociaci analytl ovlivnit spravnou volbou pH
mobilni faze. Pti kyselém pH budou slabé kyseliny nedisociovany a budou
vykazovat tedy vyss$i retencni ¢asy. Obdobné se budou pii vysokém pH zésadité
latky vyskytovat ve své nedisociované formé a jejich retence bude tudiz také
vy$si.!

Vyhodou RP-HPLC je jeji univerzalnost, kterd je schopnd uspokojit

vvvvvv

napiiklad rostlinnych extrakt.!
2.2 Hydrofilni interakéni chromatografie

Hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie se zkratkou HILIC (angl.
Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) je charakterizovdna polarni
stacionarni fazi a relativné nepolarni dvouslozkovou mobilni fazi (MF) slozenou
z organické slozky (ACN) a vodné slozky, ktera slouZzi jako silné elu¢ni Cinidlo.
Aby separace v HILIC systému mohla spolehlivé fungovat, nemél by podil vodné
slozky v MF klesnout pod hranici 2,5 % a podil organické slozky pod 60 %.'
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Obr. 2: Vrstva vody vytvoiend na staciondrni fizi v systému HILIC. Upraveno a pievzato z .



Charakteristickym rysem HILIC je vytvoireni uzké vrstvy vody na povrchu
stacionarni faze (Obr. 2). K tomuto jevu dochazi vlivem polarity SF, na niz se
adsorbuji polarni molekuly vody obsazené ve dvouslozkové MF.!

Kwvli pomérné slozitosti d&ji, které se uplatnuji pii separaci v HILIC, je o
jejim pfesném mechanismu stale debatovano. A to i1 navzdory faktu, Ze je mira
vyuziti HILIC od konce 20. stoleti stile na vzestupu. Mezi diskutované
mechanismy separace patii rozdélovani analytu mezi hydrofobni ¢asti MF a
vrstvou vody vytvoienou na povrchu SF. Dal§im diskutovanym mechanismem,
ktery se uplatiuje v systému HILIC, je prispévek vodikovych mustki a
elektrostatickych interakci k celkovému mechanismu separace (Obr. 3).!'3
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Obr. 3: Mechanismy uplatiujici se v systému HILIC. Prevzato z ',

Polarni stacionarni faze vystupujici v HILIC je mozZné zatadit do tti skupin.
Neutralni SF, mezi které patii naptiklad ty, které jsou modifikovany diolovymi,
amidovymi nebo cyklodextrinovymi skupinami. Tento typ SF pii separaci
neuplatiiuje vliv elektrostatickych interakci. Dal$i skupinou jsou nabité SF, ke
kterym patii silikagel, popiipad¢ silikagel modifikovany aminopropylonovymi
skupinami. U téchto SF se do separacniho procesu zapojuji silné elektrostatické
interakce, a proto jsou vhodné zejména pfi analyze kyselych analytli. Posledni

skupinou HILIC stacionarnich fazi jsou zwitterionty, jako jsou naptiklad SF



modifikované sulfobetainovymi skupinami. SF se zwitteriontovymi funk¢nimi
skupinami uplatiiuji pii separatnim mechanismu jen slabé elektrostatické
interakce a jsou proto, spolen¢ s neutralnimi SF, vhodnéjsi pii analyze zasaditych
analytf. !

Retence analytu zavisi tedy na pouzité¢ SF, dale pak na sloZeni a pH MF, a
nakonec i na polarité samotného analytu. Cim je analyt polarngjsiho charakteru,
tim je v systému HILIC vice zadrZovéan. TotéZ plati pro jeho stupeni disociace.
Cim je analyt vice disociovan, tim roste jeho retence v systému. Disociaci analytu
Ize ovlivnit Gpravou pH mobilni faze.'

HILIC vynik4 ptfedevS§im v analyze polarnich analytl. Navic umozZiuje
pouziti vysSich prutokit MF a eventualni spojeni s ionizaci elektrosprejem
v hmotnostni spektrometrii diky vysokému obsahu ACN v MF. Tato souhra
moznosti analyzovat polarni analyty s pomoci vysoce citlivé detekéni metody

nachazi hojné uplatnéni v bioanalytickém odvétvi.!
2.3 Iontové parova chromatografie

Zékladem iontové parové chromatografie (IPC) je pfidani iontoveé parového
¢inidla do systému zaloZen¢ho plivodné na separaci na reverzni fazi za ucelem
zlepSeni separace iontovych analytil, protoze analyty iontového charakteru jsou
z podstaty principu fungovani RP-HPLC zadrzovany jen velmi mélo.*

Klicovou vlastnosti iontové paroveho €inidla je, Ze nese opacny naboj, nez
jaky ma analyt. Navic se jednd o latku s pomérné velkou nepoldrni ¢asti. Jeji
piidani do RP-HPLC systému ma za nésledek vytvofeni iontového paru s
analytem, ktery je jako celek neutralni a oproti samotnému analytu také vice
nepolarni. Tato zména analytu na vice nepolarni neutrdlni komplex ma za cil
zlepSent jeho retence v RP-HPLC systému.*

Iontov€é parovd chromatografie nachdzi uplatnéni nejen pii zlepSeni

separace permanentn¢ nabitych silnych elektrolytli, ale také polarnich slabych



elektrolytli. Pomoci vhodné upravy pH mobilni faze se docili disociace analytu,
ktery tak pak miiZe tvofit iontovy par s iontové parovym ¢inidlem.*

K separaci latek kationtového charakteru jsou pouzivany sodné soli
alkylsulfonovych kyselin a pro separaci latek aniontového charakteru jsou
pouzivany N-alkyl kvartérni amoniové soli jako bromidy, sirany a chloridy.*

Retenci v iontoveé parové chromatografii 1ze ovlivnit mnozstvim ptidaného
iontové paroveého Cinidla. S rostouci koncentraci iontové parového cCinidla se
zadrzovani analytu v systému zlepsuje. Dalsi faktor, ktery ovliviiuje miru retence
v IPC je Gprava pH mobilni faze. Zvoleni optimalniho pH, pfi kterém analyt
nejvice disociuje logicky podporuje 1 vznik iontovych partd. Poslednim
parametrem, kterym lze ovlivnit separaci v systému ICP, je vhodna velikost
vybraného iontové parového ¢inidla vzhledem k molekule analytu. Obecné plati,

Ze se zvétSujici se velikosti ¢inidla, roste i retence analytu. '



2.4 5-fluorouracil
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Obr. 4: Uracil a fluorouracil. Prevzato z°.

S-fluorouracil (SFU) je heterocyklickd aromatickd slou€enina, kterd je
analogem pyrimidinové baze uracilu (Obr. 4), liSici se zaménou vodiku na uhliku
C5 za atom fluoru. V pevném skupenstvi se jedna o bily krystalicky prasek bez
znamek zapachu. Z hlediska polarity se jedna o vysoce polarni latku s pK, 8,02.
Poprvé byl syntetizovan v roce 1957.%7-8

Jedna se o vyznamné 1€¢ivo pouzivané pii lécbé nadorovych onemocnéni.
Utinkem patii mezi antimetabolickd chemoterapeutika. Tedy 1é&iva, ktera
zabrafiuji rakovinotvornym bufikdm v jejich nadmémém déleni.’

Pfi intraven6znim a intraperitonealnim podani se pouziva k 1é¢bé rakoviny
mocoveého méchyte, prostaty, vajecnikili, pankreatu a prsu. Topické podani slouzi
pti lécbé nékterych koznich onemocnéni jako naptiklad aktinové keratozy. Oralni
podéni nebyva piili§ Casté a bylo zatim testovano jen pii lokalni 1é¢bé rakoviny

gastrointestinalni traktu.’
2.5 Stanoveni S5-fluorouracilu

Ke stanoveni SFU se nejcastéji pouzivd RP-HPLC. V kombinaci s ni se
bézn¢ vyuzivd nukledrni magnetickd rezonance (NMR) a fluorescencni,

hmotnostni a UV-VIS detektory. Mezi limity, na které zvetejnénd HPLC stanoveni
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pouziti vétStho mnozstvi vzorku. Z pohledu mediciny se k témto problémim
analytického chemika pfidavd 1 nerovnomérné zastoupeni matrici. Nejvice
zvetejnénych studii se totiz vénuje méteni hladin SFU pouze v krevni plazmé a
matrice jako mo¢ nebo mozkomisni mok jsou bohuzel upozadény. '
liposomy) se objevuje navic uskali eluce SFU v pfiliSné blizkosti mrtvého Casu
kolony. To je zptisobeno jizZ zminénou vysokou polaritou SFU a tim padem slabou
retenci na RP-HPLC. V blizkosti mrtvého Casu lze o¢ekavat eluci necistot, jejichz
zaznamenané signaly by tak mohly interferovat se signalem stanovované¢ho SFU.
V nasledujici tabulce (7ab. 1) jsou uvedena néktera publikovana stanoveni

SFU, kterd jsou nize detailnéji predstavena.



Tab. 1: Prehled publikovanych stanoveni SFU pomoci HPLC. Vsechny kolony mely délku 250 mm a velikost castic 5 um.

Vnitini Teplota Nastfik  Pritok  vnitini Absorban Retenéni
Nazev kolony primér E Mobilni faze a4 . . LOD LOQ/LLOQ  Citace
[°C] [l [ml-min~] standard ce [nm] ¢as[min]
[mm]
MeOH/0,5 % H3PO,, B .
Venusil RP-C18 4,6 30 / TR 50 1 - 266 43  06ngmlt  2ngml? 11
gradient
50 mM KH,PO,, pH 5,0 + B B
RP-18 X-Terra 4,6 lab. - 0,4 5-BU* 254 12 mlt ml™? 12
0,1% TEA 2 ng:ml 5 ng:ml
C-18RPProdigy ¢ 30 50 mMKH,PO,, pH 5,0 1,2 254 6,0 13
ODS3V /) 2 4y p ’ ’ )
LiChrospher 100 2% MeOH + 98 % 0,02 mM
4,0 - 100 0,8 5-CU* 265 49 15ng;1pg 30ng; 3 g 14
RP18 CH3COONH,, pH 4,7
. . MeOH/20 mM HCOONH,, 1
Diamonsil C18 4,6 40 20 0,8 5-BU* 265 6,2 - 5 ng-ml 15

gradient

*5-BU — 5-bromouracil; *5-CU — 5-chlorouracil



2.5.1 Soubézné stanoveni SFU a paclitaxelu

Ve své metodé se Chen a kol.!' snazili stanovit pomoci gradientové HPLC
s PDA detektorem zaroven jak SFU, tak i1 1é¢ivo paclitaxel. V obou piipadech se
totiz jedna o latky vyuzivané Casto soub&zné¢ pii 1écbé rakoviny, které casto
figuruji v klinickych studiich. Jejich metoda spliiuje pozadavky validace
kategorie I USP (Iékopis Spojenych stath americkych; angl. United States
Pharmacopeia)."!

Ke stanoveni byla pouZita (Venusil RP-C18; 250 x 4,6 mm; 5 um) C18
kolona udrZzovand béhem analyzy na teploté 30 °C. Mobilni faze se skladala
z methanolu a 0,5 % roztoku HsPO,4. Vzorek byl aplikovan nastfikem o objemu
50 pl a pii pratoku 1 ml-min.!

Kalibra¢ni kifivka 5FU vykazovala linearni koncentraci, a to v rozmezi
0,2 — 40 pg-ml! s korela¢nim koeficientem vy$§im nez 0,99990. Pro 5FU byla
stanovena mez detekce (LOD; angl. Limit of Detection) 0,6 ng'ml! a mez
kvantifikace (LOQ); angl. Limit of Quantification) 2 ng-ml!. Retenéni ¢as 5FU
byl 4,3 min.!!

2.5.2 Stanoveni SFU v lidské plazmé spole¢né s U/UH2

Metoda vyvinuta Ciccolini a kol.'? si dala za cil stanovit pomoci isokratické
HPLC koncentraci SFU a pomé&r uracil/dihydrouracil (U/UH2). Pomér U/UH2
v plazmé slouzi jako index stavu dihydropyrimidin dehydrogenasy. Eventudlni
vznik genového polymorfismu u tohoto enzymu miize vést k prehnané citlivosti
vici SFU."2

Ke stanoveni byla pouzita kolona RP-18 X-Terra (250 x 4,6 mm; 5 pum)
s pfidanou C18 piedkolonou. Analyza probihala pfi laboratorni teploté. Mobilni
faze byla slozena z 50 mM KH,PO4, pH = 5,0 a 0,1% triethylaminu. Vzorek byl
aplikovan pfi pratoku 0,4 ml-min! a 5-bromouracil byl pouzit jako vnitini

standard.'?



Metoda byla citlivda a specifickd pro 5FU vrozmezi 5-500 ng-ml.
Primérny koeficient determinace byl 0,99955. Hodnota LOD byla stanovena na
2 ng'ml! a hodnota LOQ na 5 ng-ml". Reten¢ni ¢as pro 5FU byl stanoven na

12 minut.'?
2.5.3 Stanoveni SFU v pritomnosti jeho degradac¢nich produkti

Vramci studie zabyvajici se stanovenim SFU v pfitomnosti jeho
degradac¢nich produkti nebo jinych farmaceutickych pomocnych latek vyvinuli
Sinha a kol.'® isokratickou HPLC metodu k jeho stanoveni.!?

Autof1 metody pouZili kolonu C-18 RP Prodigy ODS3V (250 x 4,6 mm,;
5 um) udrzovanou pii méfeni na teplot¢ 30 °C. Mobilni fiaze byla sloZzena
z 50 mM KH,POs, pH = 5,0. Vzorek byl aplikovan pfi pritoku 1,2 ml-min™.

Kalibraéni kiivka 5FU se pohybovala v rozmezi 10-100 pg-ml™. Koeficient
determinace této kalibracni kiivky byl 0,999. Reten¢ni ¢as SFU byl stanoven na

6 minut.
2.5.4 Stanoveni SFU v pracovnim prostredi

Hlavnim cilem Micoli a kol.'* bylo vyvinout jednoduchou a dostupnou
analytickou metodu stanoveni 5FU v prostiedi, ve kterém jsou pfipravovana
chemoterapeutickd 1é¢iva. Jednalo se tak o stanoveni SFU v enviromentéalnich
matricich, jakymi jsou naptiklad rukavice, filtry a utérky. '

Byla pouzita kolona LiChrospher 100 RP18 (250 x 4,0 mm; 5 um) s C18
piedkolonou. Autofi zvolili isokratickou eluci pomoci mobilni faze skladajici se
z 2% MeOH a 98% 0,02 mM CH3;COONH,4 o pH 4,7. Vzorek o objemu 100 ul
byl aplikovan do systému s pritokem 0,8 ml-min’!. Jako vnitini standard byl
pouzit 5-chloruracil.'*

Kalibra¢ni kiivka u vzorkdi obsahujicich zachyceny 5SFU ze vzduchu se
pohybovala v rozmezi 15480 pg a u stérkovych vzorkii v rozmezi 1-32 pg.

7ji8ténd LOD pro vzorky s SFU zachycenym ze vzduchu byla stanovena na 15 ng



a pro stérkové vzorky na 1 pg. LLOQ (dolni mez detekce; angl. Lower Limit of
Quantification) vzorkil obsahujicich ze vzduchu zachyceny SFU byla 30 ng a
stérkovych vzorkd 3 pg. Retenéni ¢as S5FU byl 4,86 minut.'*

2.5.5 Stanoveni SFU v lidské plazmé

Gu a kol."® vyvinuli gradientovou HPLC metodu s cilem uréeni hladiny SFU
v lidské krevni plazmé.

Byla zvolena C18 kolona (Diamonsil C18; 250 x 4,6 mm; 5 um), ktera byla
po Cas experimentu udrzovana pii teploté 40 °C. Mobilni faze byla slozena
z MeOH a 20 mM HCOONH.. Vzorek o objemu 20 pl byl aplikovan do systému
pii pritoku 0,8 ml-min!. Jako vnitini standard byl pouzit 5-bromouracil.'®

Hladina koncentraci v kalibra¢ni zavislosti byla v rozmezi 5-500 ng-ml! a
jeji koeficient determinace nebyl mensi nez 0,992. LLOQ 5FU byla stanovena na

5 ng-ml! a reten¢ni ¢as na 6,2 minuty."



2.6 Liposomy

Liposomy jsou nanocastice kulovitého tvaru s dutym jadrem slozené
z jedné, poptipadé né€kolika dvojvrstev fosfolipidi. Jednd se v podstaté o analog
bunécné membrany, kdy hydrofilni ¢asti fosfolipidl tvotici dvojvrstvu smétuji

ven a dovnitf vytvoreného télesa (Obr: 5).'°

(el

k0>
s

Obr. 5: Struktura liposomu. Prevzato z V.

Diky skutecnosti, Ze se uprostied liposomua nachazi duty prostor je mozné
je vyuzit jako nosice riznych hydrofilnich latek uvnitt organismu. I hydrofobni
latky mohou byt liposomy transportovany a to tak, Ze budou zahnizdény uvnitt
jejich membrany (Obr. 6). Oproti nanocasticim zalozenym na polymerech maji
liposomy vétsi fyziologickou biokompatibilitu, protoze se ve své podstaté znacné
podobaji bunéénym membranam. O liposomech jako nosi¢ich 1éCiv se poprve
zacalo uvazovat v devadesatych letech dvacatého stoleti. Bohuzel je uvedeni do

klinické praxe brzdéno nedostatky liposomtl na poli jejich stability.'®

OO

Obr. 6: Liposom jako nosic¢ hydrofobni (vlevo) a hydrofilni (vpravo) latky. Prevzato a upraveno

z 18.



Liposomy v roli pfenaSecl jsou uzite¢né pro pienos nestabilnich latek, u
kterych hrozi jejich degradace, a tim padem ztrata ¢i sniZeni jejich poZzadovanych
vlastnosti. Dale jsou napiiklad vyuZzivany pro transport chemoterapeutickych
1é¢iv, u kterych zlepsuji jejich farmakokinetické vlastnosti a snizuji nezddouci
ucinky. Své misto si liposomy nasly 1 na poli kontrastnich latek pouzivanych pti
ultrazvuku (Definity®, SonoVue®) nebo ve vakcinach (Epaxal®, Inflexal V®).!617

Prvnim 1é¢ivem vyuzivajicim technologii liposomi, které bylo oficialné
schvaleno autoritami, byl Doxil® zndmy téZ pod nazvem Caelyx™ v roce 1995.
Enkapsulovanou u¢innou latkou byl vtomto ptipadé doxorubicin, ktery se
pouziva pii 1é¢bé rakoviny prsu, moc¢ového méchyie, vajecnikd, plic a také pii
16¢bé leukémie a lymfomd.'*2

Mezi nejbéznéji pouzivané fosfolipidy vyuzivané k tvorbé liposomt patii
naptiklad dilauryl fosfatidyl cholin (DLPC), dilauryl fosfatidyl etanolamin
(DLPE), dilauryl fosfatidyl glycerol (DLPG), dioleoyl fosfatidylserin (DOPS) a
dicetyl fostat (DCP). Pro zlepSeni stability liposomi a zabranéni jejich agregaci
je do jejich struktury pfidavan cholesterol. Stabilita miize byt navic jesté zlepSena

Upravou povrchu pomoci polyetylen glykolu (PEG).!%!?
2.6.1 U¢innost enkapsulace liposomi

Jednim z parametri popisujicich vlastnosti liposomli je uc¢innost
enkapsulace (EE,; angl. Encapsulation Efficiency). Tento parametr vyjadiuje
v procentech mnoZstvi latky, které jsou liposomy schopny enkapsulovat a
nasledné dopravit na misto uréeni. U¢innost enkapsulace miiZe byt stanovena bud’

piimou nebo nepfimou metodou.?!

FE = Elétky

Tlétky

100 [%]

Vzorec 1: Vypocet pro primé stanoveni ucinnosti enkapsulace. Upraveno a prevzato z .



Ptima metoda (Vzorec 1) vyuziva pro vypocet enkapsulace dva parametry.
Prvnim je mnoZstvi latky enkapsulované liposomy (Eiky) @ druhym mnoZzstvi
latky pfidané pti piipraveé liposomil (Tiswy).

celkové mnozstvi latky — mnoZstvi volné latky

E = 100 10
celkové mnoistvi laky 00 [%]

Vzorec 2: Vypocet pro neprimé stanoveni ucinnosti enkapsulace. Prevzato a upraveno z *%.

Pro vypocet tcinnosti enkapsulace nepiimou metodou (Vzorec 2) je nutné
znat celkové mnozZstvi latky, které bylo pouzité pii pfiprave liposomill a mnozstvi
volné¢ latky, které nebylo liposomy enkapsulovano. Pravé touto nepfimou metodu

byla stanovena uc¢innost enkapsulace SFU liposomy v ramci této prace.



3 Prakticka cast

3.1 Chromatografické podminky

Vramci procesu optimalizace metody byly testovany r0zné

chromatografické podminky, které jsou blize popsany v ptislusnych kapitolach v

casti Vysledky a diskuse. Nize jsou uvedeny podminky optimalizované metody.

Vlnova délka detekce: 265 nm

Pratok: 0,3 ml-min’!

Nastiik: 1 pl

Teplota kolony: 25°C

MF: 10 mM CH3COONH,4, pH = 8,0 s pfimé&si 5 mM hydratu chloridu
tetrabutylamonného/MeOH v poméru 98/2

3.2 Chemikalie

Amoniak — vodny roztok, Lach:ner, Ceska republika

Kyselina octova, 99% P.A, Lach:ner, Ceska republika

Kyselina mravenéi, pro LC-MS, Fluka, Svycarsko

Methanol; 99%, Thermo Fisher Scientific, USA

Acetonitril; >99,9%, VWR Chemicals, USA

Hydrat chloridu tetrabutylamonného, 98%, Sigma-Aldrich, USA
S-fluorouracil, >99%, Sigma-Aldrich, USA

Deionizovana voda piipravena systémem Milli-Q, Millipore, USA

3.3 Liposomy

Jiz ptipravené vzorky liposomi byly darovany skupinou prof. FrantiSka

Stépanka z Ustavu chemického inZenyrstvi VSCHT Praha. Liposomy byly

pfipraveny rozpusténim lipidi ve smési chloroform:methanol v poméru 2:1. Po



rozpusténi lipidd nésledovalo odpatfeni smési rozpoustédel v rota¢ni vakuové
odparce. Vznikly lipidovy film byl rehydratovan 5 mM fosfatovym pufrem (pH
7,10) a 21krat protlaten v extrudéru pfes membranu o velikosti péra 100 nebo

400 nm. Pouzité vzorky liposomli mély nasledujici slozeni:

e DPPC:DPPG: DMPE-2000 PEG 100 nm (80:18:2)
e DPPC:DPPG: DMPE-2000 PEG 400 nm (80:18:2)
e DSPC:DSPG: DMPE-2000 PEG 400 nm:NBD-PC (75:22:3:0,5)
e DSPC:DSPG: DMPE-2000 PEG 120 nm:NBD-PC (75:22:3:0,5)

3.4 Pristroje

e 1260 Infinity HPLC, Agilent Technologies, Némecko

e ACQUITY UPLC H-Class, Waters Corporatin, USA

e Ultrazvukova lazen Elma S15, Elmasonic, Némecko

e Analytické vahy 262 SMA-FR, Precisa, Svycarsko

e Stolni centrifuga Eppendorf MiniSpin, Eppendorf, Némecko

e 3540 pH & conductivity meter, Jenway, Velka Britanie

o Stiikackové filtry, 4 mm Single Use Filter Device, 0,2 ym PVDF
Membrane, Polypropylene Housing, Whatman, Velka Britanie

3.5 Chromatografické kolony

e Poroshell 120 SB-AQ (100 x 2,1 mm; 2,7 pm; 120 A) Agilent
Technologies, Némecko

¢ Kinetex® 2,6 um PS C18 (100 x 2,1 mm; 2,6 um; 100 A) Phenomenex,
USA

e Poroshell 120 Phenyl-hexyl (100 x 2,1 mm; 2,7 um; 120 A) Agilent
Technologies, Némecko

e Discovery® HS F5 (150 x 4,6 mm; 5,0 um; 120 A) Sigma-Aldrich, USA



ACQUITY UPLC CSH Fluoro-phenyl (100 x 2,1 mm; 1,7 um; 130 A)
Waters Corporation, USA

Kinetex® 1,7 um 5FS (100 x 2,1 mm; 1,7 pm; 100 A) Phenomenex, USA
ACQUITY UPLC BEH HILIC (100 x 2,1 mm; 1,7 pm; 130 A) Waters
Corporation, USA

ACQUITY UPLC BEH HILIC amide (100 x 2,1 mm; 1,7 pm; 130 A)
Waters Corporation, USA



4 Vysledky a diskuse

4.1 Zakladni méreni na vybranych kolonach
4.1.1 C18 kolona

Na zacatku optimalizacniho procesu stala otdzka volby vhodné kolony pro
SFU. VSech pét dfive zminénych publikovanych metod ke stanoveni 5FU
vyuzivalo C18 kolony. Proto také padla logicky prvni volba na C18 kolonu
Agilent Poroshell 120 SB-AQ (100 x 2,1 mm; 2,7 um; 120 A). Oproti kolonam,
které vyuzivali autofi publikaci, byla tato kolona vyrazné kratsi a obsahovala také
castice polovicni velikosti. Dalo se tedy ocekavat, Ze dojde k vyraznému zkraceni
retencniho Casu 5SFU, coz se také nakonec potvrdilo. Reten¢ni ¢as SFU na této

koloné¢ byl 1,56 minuty (Obr. 7).
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Obr. 7: Separace 1 mM SFU na CI8 koloné. Retencni ¢as 5SFU: 1,56 min. Podminky: pritok
0,3 ml-min; objem nastriku 1 ul. Slozeni MF: 98/2 10 mM CH3;COONH4, pH = 4,5/MeOH.
Kolona: Agilent Poroshell 120 SB-AQ (100 x 2,1 mm; 2,7 um; 120 4), teplota kolony 25 °C.

Takto kratky reten¢ni Cas sice na jednu stranu vyrazné zkracuje dobu
analyzy, coz je z praktického hlediska vyhodné, na stranu druhou je ale pfi takto
kratkém reten¢nim Case velmi pravdépodobné, Ze se analyt bude nachazet az
v piiliSné blizkosti mrtvého Casu. Aby se tento ptedpoklad bud’ potvrdil anebo

vyvratil, byl zméfen mrtvy Cas této kolony, ktery byl stanoven na 1 minutu.



Nasledné byl vypocitan retencni faktor C18 kolony, ktery byl 0,56. Jednalo se o

relativné nizkou hodnotu, kterd potvrdila nizkou afinitu SFU ke stacionarni fazi.
4.1.2 C18 kolona s pozitivné upravenym povrchem

Jako dalsi byla vybrdna C18 kolona s pozitivné upravenym povrchem
Kinetex® 2,6 pm PS C18 (100 x 2,1 mm; 2,6 um; 100 A). Pozitivni prava
povrchu této kolony ma podle vyrobce omezit sekunddrni interakce mezi
separovanymi latkami a silikagelem na povrchu nosice stacionarni faze. M¢la by

se navic omezit mira chvostovani chromatografickych piki.
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Obr. 8: Separace 1 mM 5FU na CI18 PS koloné. Retencni cas SFU. 1,13 min. Podminky: priitok
0,3 ml-min.;; objem nastriku 1 ul. Slozeni MF: 98/2 10 mM CH3;COONH4, pH = 4,5/MeOH.
Kolona: Kinetex® 2,6 um PS C18 (100 x 2,1 mm; 2,6 um; 100 A), teplota kolony 25 °C.

Reten¢ni Cas SFU na C18 koloné& s pozitivni Upravou povrchu (C18 PS) byl
1,13 minut (Obr: 8) a jeji mrtvy ¢as 0,9 min. Reten¢ni faktor SFU byl 0,26. Na
této koloné tedy SFU eluoval jesté¢ mnohem blize mrtvému ¢asu neZ u predchozi

standardni C18 kolony.



4.1.3 Fenyl-hexylova kolona

Tteti testovanou kolonou byla Poroshell 120 Phenyl-hexyl (100 x 2,1 mm;
2,7 um; 120 A). Jednalo se o fenyl-hexylovou kolonu, ktera by méla umozitovat

zvySenou retenci latek s aromaticky jadrem diky umoznéni n—n interakci.?
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Obr. 9: Separace 1 mM 5FU na fenyl-hexyl koloné. Retencni cas SFU: 1,19 min. Podminky:
pritok 0,3 ml-min’; objem nastriku 1 ul. Slozeni MF: 98/2 10 mM CH3COONH,, pH =
4,5/MeOH. Kolona: Poroshell 120 Phenyl-hexyl (100 x 2,1 mm; 2,7 um; 120 /f); teplota kolony
25 °C.

Reten¢ni ¢as SFU na této kolon€ byl 1,19 minuty (Obr. 9), mrtvy &as
0,9 minuty a reten¢ni faktor 0,32. SFU tedy opét eluoval v tésné blizkosti mrtvého

Casu kolony.
4.1.4 CSH fluoro-fenyl kolona

Nasledujici testované kolony (fluorové, HILIC) byly navrzeny pro systém
UHPLC, proto byl pfi jejich testovani pouzit Waters ACQUITY UPLC H-Class
namisto doposud pouzivaného Agilent 1260 Infinity.

Analyty substituované fluorem jsou podle nckteré literatury zadrZovany na
fluorovych kolonéch 1épe nez na kolonach alkylovych a fenylovych. Tento jev je
vysvétlovan velkym dipélovym momentem a malou polaritou fluorové funkéni

skupiny na SF kolony.”® Z tohoto diivodu bylo po vyzkouSeni n&kolika



ptedchozich alkylovych a jedné fenylové kolony piikroceno 1 k testovani nékolika
fluorovych kolon.

Prvni kolonou obsahujicich fluor ve své SF byla ACQUITY UPLC CSH
Fluoro-phenyl (100 x 2,1 mm; 1,7 um; 130 A). SF této kolony je tvofena
hybridnimi ¢asticemi s nabitym povrchem (CSH; angl. Charged Surface Hybrid),
které by mély umoziiovat lepsi retenci kyselych analyti. CSH technologie
vychazi z technologie hybridnich ¢astic s etylenovym mustkem (BEH, angl.
Bridged Ethylene Hybrid).?®

Reten¢ni ¢as SFU na této koloné byl v priméru 1,40 minut, mrtvy Cas
0,74 minut a vypocitany retencni faktor 0,89. Jak je vidét na nize uvedeném
chromatogramu (Obr. 10), doslo k deformaci piku SFU, pfi které se zacal pted
hlavnim pikem objevovat dal§i drobny pik. Tato deformace mohla vzniknout
v diisledku ptredavkovani kolony vinou vétsiho nastfiku vzorku. VEtSi objem
nastiiku vzorku byl u UHPLC kolon zaveden z divodi diive vzniklych
technickych obtizi.
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Obr. 10: Separace 1 mM 5FU na CSH fluoro-fenyl koloné. Retencni cas SFU: 1,48 min.
Podminky: priitok 0,3 ml-min’'; objem nastriku 10 ul. Slozeni MF: 93/7 10 mM CH;COONH,,
pH = 4,5/MeOH. Kolona: ACQUITY UPLC CSH Fluoro-phenyl (100 % 2,1 mm,; 1,7 um;
130 ), teplota kolony 25 °C.



4.1.5 Pentafluoro-fenyl kolona

Dalsi kolonou s fluorem byla pentafluoro-fenylova kolona Kinetex® 1,7 pm
5FS (100 x 2,1 mm; 1,7 um; 100 A). Retenéni ¢as SFU byl 1,11 minut, mrtvy &as
0,80 minut a retencni faktor 0,39. Jak ukazuje uvedeny chromatogram (Obr. 11),
1 u této fluorové kolony doslo k jemné deformaci piku SFU. Oproti predchozi

fluoro-fenylové koloné se ale jednalo o0 méné vyraznou deformaci.
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Obr. 11: Separace I mM 5FU na CSH pentafluoro-fenyl koloné. Retencni c¢as SFU: 1,11 min.
Podminky: priitok 0,3 ml-min’; objem nastriku 10 ul. Slozeni MF: 98/2 10 mM CH;COONH,,
pH =4,5/MeOH. Kolona: Kinetex® 1,7 um 5FS (100 x 2,1 mm; 1,7 um; 100 /f); teplota kolony
25 °C.



4.1.6 BEH HILIC kolona

Po vyzkouseni alkylovych, fluorovych a jedné fenyl-hexylové kolony bylo
pifikroeno k testovani HILIC kolon. Ty byly vybrany, protoZe vynikaji pfti
analyze velmi polarnich molekul a SFU je pravé polarni molekulou. Za zkratkou
BEH v nazvu obou HILIC kolon stoji pojem technologie hybridnich castic s
etylenovym mustkem (angl. Bridged Ethylene Hybrid).

U kolon typu HILIC bylo zaznamenano zvySeni signalu piku SFU pfi fedéni
jeho standardu pomoci ACN namisto doposud pouZivané deionizované vody
(Obr. 12). Vyska piku pii fedéni standardu deionizovanou vodou byla 722 mAU
a pii fedéni ACN se zvysila na 821 mAU. Doslo také k drobnému prodlouzZeni

reten¢niho ¢asu z 1,03 minut na 1,07 minut.
900

800 r

Ases [MAU]

700
600 r

400

500 r .

300 r

200 r
100
0

-100

0 1 2
t [min]

Obr. 12: Srovnani separace 1 mM 5FU pri jeho Fedéni deionizovanou vodou (cernd) a
acetonitrilem (Cervend). Podminky: priitok 0,3 ml-min™; objem nastiiku 1 ul. Slozeni MF: 5/95
voda/ACN. Kolona: ACQUITY UPLC BEH HILIC (100 x 2,1 mm; 1,7 um; 130 A); teplota
kolony 25 °C.

Prvni testovanou HILIC kolonou byla kolona ACQUITY UPLC BEH
HILIC (100 x 2,1 mm; 1,7 um; 130 A). Na ni byl retenéni ¢as SFU 1,07 minut
(Obr. 13), mrtvy ¢as 0,75 minut a reten¢ni faktor 0,43.
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Obr. 13: Separace 1 mM 5FU na BEH HILIC koloné. Retencni ¢as SFU: 1,07 min. Podminky:
priitok 0,3 ml-min”; objem nastriku 1 ul. Slozeni MF: 5/95 voda/ACN. Kolona: ACQUITY
UPLC BEH HILIC (100 x 2,1 mm; 1,7 um; 130 A); teplota kolony 25 °C.

4.1.7 BEH HILIC amidova kolona

Druhou HILIC kolonou byla kolona ACQUITY UPLC BEH HILIC amide
(100 x 2,1 mm; 1,7 pm; 130 A). Ta méla oproti piedchozi HILIC koloné& na své
SF terciarné vazané amidové skupiny a byla navic pouzitelna v $irSim rozmezi

pH.27
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Obr. 14: Separace 1 mM SFU na BEH HILIC amidové koloné. Retencni cas SFU: 1,42 min.
Podminky: priitok 0,3 ml-min”; objem ndstriku 1 ul. Slozeni MF: 5/95 voda/ACN. Kolona:
ACQUITY UPLC BEH HILIC amide (100 x 2,1 mm; 1,7 um; 130 A); teplota kolony 25 °C.



SFU mél na této kolon¢ reten¢ni ¢as v priméru 1,55 minut. Mrtvy Cas byl
0,76 minut a retencni faktor 1,04. Ilustracni méfeni je zobrazeno na vySe
uvedeném chromatogramu (Obr. 14). Tato HILIC kolona tedy zadrzovala SFU
1épe nez ptedchozi HILIC kolona.

4.1.8 Zakladni srovnani retence SFU na pouzitych kolonach

V nize uvedené tabulce (7ab. 2) je ptehled ziskanych retencnich Casu a

vypocitanych reten¢nich faktorti otestovanych kolon.

Tab. 2: Prehled ziskanych retencnich parametri testovanych kolon.

Retencnic¢as  Mrtvy Reten¢ni

Systém Typ kolon

v vp y 5FU [min]  ¢as [min] faktor

C18 1,56 1,00 0,56

HPLC C18 PS 1,13 0,90 0,26

Fenyl-hexyl 1,19 0,90 0,32

CSH Fluoro-fenyl 1,40 0,74 0,89

UHPLC Pentafluoro-fenyl 1,11 0,80 0,39

HILIC BEH 1,07 0,75 0,43

HILIC BEH amide 1,55 0,76 1,04

Nejvyssi retencni €as byl naméfen na C18 koloné (1,56 minut) a na HILIC
BEH amidové koloné (1,55 minut). Cisté na zakladé reten¢nich asti by se mohlo
zdat, ze C18 kolona je tou vhodnéjsi. Tato kolona ma ale pomérné vysoky mrtvy
cas, coz vede ke sniZeni jejiho reten¢niho faktoru.

Pt1 zapocitani mrtvych ¢asl vychazi naopak nejlépe HILIC BEH amidova
kolona s reten¢nim faktorem 1,04 v zavésu s CSH Fluoro-fenylovou kolonou
s reten¢nim faktorem 0,89. Ani tento retencni faktor vSak neznamené uspokojivou
separaci analytu od moZznych necistot eluujicich v blizkosti mrtvého ¢asu. Proto
byly ucinény dalsi pokusy o zvySeni retence na kolonach C18 a HILIC BEH
amide, které poskytly nejlepsi vysledky.



4.2 ZvySeni retence zménou chromatografickych podminek
4.2.1 Kyselina mraven¢i v MF na C18 PS a HILIC BEH amidové koloné

Ve snaze zlepSit retenci SFU byla vyzkouSena na dvou kolondch MF
obsahujici 0,1 % roztok kyseliny mravenci. Ta byla zvolena proto, aby se
otestovala retence SFU pii kyselejsim pH. MF obsahujici kyselinu mravenci byla
vyzkousena na Kinetex® 2,6 um PS C18 (100 x 2,1 mm; 2,6 pm; 100 A) a
ACQUITY UPLC BEH HILIC amide (100 x 2,1 mm; 1,7 um; 130 A).

Na C18 PS koloné temperované na 25 °C byla provedena separace | mM
5FU pii pratoku 0,3 ml-min!, objemu nastiiku 1 pl a slozeni MF 0,1 % HCOOH
a MeOH v poméru 2/98. Vlivem zmény ve slozeni MF doslo k prodlouzeni
retencniho ¢asu z piivodnich 1,13 minut na 1,36 minut. Retence 5FU se tedy
zvysila, stale se ale jednalo o pomérné neuspokojiveé vysledky.

Pouziti kyseliny mraven¢i v MF bylo také vyzkouseno na BEH HILIC
amidové kolon& temperované na 25 °C pii pritoku 0,3 ml-min!, objemu nasttiku
vzorku 1 ul a sloZzeni MF 0,1 % HCOOH a ACN v poméru 5/95. Novy reten¢ni
c¢as SFU byl po zprimérovani hodnot dvou provedenych métfeni 1,80 minut.
Oproti pivodnim 1,55 minutam se tedy retencni Cas prodlouzil o 0,25 minut.
Zameéna vody za 0,1 % roztok kyseliny mravenci tedy v tomto ptipadé také lehce
pfispéla k prodlouzeni retence zkoumaného analytu. Opét se ale jednalo o

pomérné nevyrazné zlepseni.
4.2.2 Zména poméru slozeni MF na HILIC BEH amidové koloné

Jak je vidét v tabulce zobrazujici piehled retencnich ¢asii jiz vyzkouSenych
kolon (7ab. 2), HILIC BEH amidova kolona dosahla nejlepsiho vysledku, co se
reten¢niho faktoru tyce. Proto byla vybrana jako zastupkyné HILIC kolon pro
dalsi testovani.

Ve snaze zlepsit retenci SFU na této koloné byly vyzkouSeny dalsi dva

poméry slozeni MF: 3/97 a 2/98 voda/ACN (Obr. 15).
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Obr. 15: Srovnani separace 1 mM 5FU na BEH HILIC amidové koloné pri slozeni MF 5/95
voda/ACN (cerna), 3/97 voda/ACN (modra) a 2/98 voda/ACN (cervena). Podminky: pritok 0,3
ml-min'; objem nastiiku 1 ul. Kolona: ACQUITY UPLC BEH HILIC amide (100 x 2,1 mm;
1,7 um; 130 A); teplota kolony 25 °C.

Pt1 snizeni podilu vody v MF doslo sice k prodlouZeni reten¢niho €asu, ale
zaroven doslo k drastickému rozmyti piku. Pik pfipadajici SFU v MF skladajici
se z vody a ACN v pomé&ru 3/97 byl téméft ¢tytikrat mensi nez pik SFU ve vod¢ a
ACN v poméru 5/95. Signal SFU pfii pouziti MF slozené z vody a ACN v poméru

2/98 byl stézi zaznamenatelny (7ab. 3).

Tab. 3: Srovnani zpriumérovanych opakovanych méreni riznych pomeérii vody a ACN v MF na

BEH HILIC amidove koloné.

o Smérodatna Smérodatna . Smérodatna
. . Cas Plocha Vyska
SloZeni MF R odchylka odchylka odchylka
[min] ] [mAU-s] [mAU]
[min] [mAU-s] [mAU]

5 % voda + 95 % ACN 1,55 0,13 1365 23 649 98

3 % voda + 97 % ACN 2,35 0,12 1354 15 199 30

2 % voda + 98 % ACN 6,51 0,44 1001 19 15 1

4.3 Pouziti iontové parového Cinidla

Waters ACQUITY UPLC H-Class, na kterém byly testovany UHPLC
kolony byl kromé& UV detektoru vybaven také hmotnostnim detektorem, u kterého

hrozilo nebezpeci jeho potenciondlniho zaneseni iontové parovym cinidlem.



Z bezpectnostnich diavodi bylo tedy iontové parové Cinidlo testovano jen na
kolonach vhodnych pro Agilent 1260 Infinity.

Ob¢ doposud testované fluorové kolony byly bohuzel stavéné na UHPLC
systém, a tudiz byly testovany pravé na Waters ACQUITY UPLC H-Class. Aby
mohlo byt iontoveé parové Cinidlo vyzkouSeno i na typu kolon s fluorem, musel
byt vybran jejich novy zéstupce, ktery by byl pouzitelny na Agilent 1260 Infinity.
Misto dvou diive pouzitych fluorovych kolon byla vybrana kolona Discovery®

HS F5 (150 x 4,6 mm; 5,0 um; 120 A).
4.3.1 Optimalni koncentrace iontové parového ¢inidla

Jako iontové parové ¢inidlo byl zvolen hydrat chloridu tetrabutylamonného
(TBAC hydrat, angl. tetrabutylammonium chloride hydrate). Celkem byly
vyzkouSeny tfi koncentrace jeho roztoku: 2 mmol-1!, 5 mmol-1'a 10 mmol-1".
Me¢éfeni pro vSechny zminéné koncentrace bylo realizovano na kolon¢ Agilent
Poroshell 120 SB-AQ (100 x 2,1 mm; 2,7 um; 120 A) temperované na 25 °C, pfi
pratoku 0,3 ml-min"! a objemu ndstfiku vzorku 1 pl. Mobilni faze se skladala
z 10 mM CH;COONH,4, pH = 8,0 s TBAC hydratem pfislusné koncentrace a
MeOH v poméru 98/2. Jako vzorek byl pouzit 1 mM standard SFU.

Nejlepsiho vysledku, co se prodlouzeni retenéniho casu SFU tyce,
dosahoval 5 mM roztok (2,79 min) tésné ndsledovany 10 mM roztokem
(2,74 min). Koncentrace 2 mmol-1"! méla o néco krat$i retenéni ¢as (2,29 min) nez
zbylé dvé koncentrace, a praveé proto byla pro dal§i méfeni zamitnuta.

Vyse uvedené vysledky jsou smérodatné pouze v piipadé, Ze koncentrace
analytu ve vzorku neptfesahne koncentraci pouzitého iontové parového Cinidla.
Cim vys$si bude totiz predpokladana koncentrace analytu, tim vy$§i musi byt i
koncentrace pouzitého iontoveé parového ¢inidla. Na zaklad€ provedenych méteni
byla pro piedpokladanou koncentraci 5FU nepfesahujici hladinu 1 mmol-1"!

zvolena 5 mM koncentrace TBAC hydratu.



4.3.2 pH mobilni faze pri pouziti iontové parového ¢inidla

SoubéZnym krokem s uréenim optimdlni koncentrace hydratu TBAC byla
volba adekvatniho pH MF, protoze na ném je také zavisla G€innost iontovée
parového cinidla, které se vaze na analyt, jen pokud je analyt ve form¢ iontu.
Z toho vyplyva, Ze ¢im vétsi mnoZstvi analytu bude v 1onizované podobé, tim vice
se ho bude vazat i na iontov¢ parové Cinidlo. Spravné nastaveni pH ma tedy
v tomto pripad¢é sméfovat k co nejvetsi ionizaci analytu.

SFU ma pK, 8,02 a tudiz by pH MF mélo byt sméfovano do zasadité oblasti.
Horni hranici testovaného rozsahu pH MF urcoval hlavné pracovni interval pH
samotnych kolon, jehoz horni hranice koncila v priiméru na pH 8,0. Celkem byly
s iontové parovym Cinidlem vyzkouSeny dvé hladiny pH: 7,0 ktera méla vyhodu
v podob¢ dostatecné rezervy do maximalniho pracovniho pH dané kolony a 8,0,
ktera ptedstavovala hladinu hrani¢ni.

M¢feni byla provedena na koloné Agilent Poroshell 120 SB-AQ (100 x 2,1
mm; 2,7 um; 120 A) temperované na 25 °C, pii pritoku 0,3 ml-min™' a objemu
nastiiku vzorku 1 pl. Mobilni faze byla slozena z 10 mM CH3;COONH4 o
ptislusném pH s 5 mM TBAC hydratem a MeOH v poméru 98/2. Jako vzorek byl
pouzit 1 mM standard 5FU.

Pti pH 7,0 byl reten¢ni ¢as SFU v praméru 1,90 minut a piti pouziti pH 8,0
v priméru 2,79 minut. MF o vys$§im pH vykazovala tedy téméf o jednu celou
minutu delsi retencni Cas. To odpovidalo diive zminéné teorii o mife ucinnosti
iontové parového CcCinidla pii vySSi disociaci analytu. Pro podminky

optimalizované metody na stanoveni SFU bylo tedy zvoleno pH MF §,0.



4.4 Prodlouzeni reten¢niho ¢asu SFU na testovanych kolonach po
pridani iontové parového ¢inidla do MF
Poté, co byla zvolena koncentrace iontové parového ¢inidla a hodnota pH

MF, mohlo dojit k vyzkouSeni nove nabitych poznatkii na v§ech ¢tyfech kolonach.
4.4.1 Retenc¢ni ¢as SFU na C18 koloné pfi pouziti iontové parového ¢inidla

Jak bylo jiz ¢aste€né zminéno v predchozi kapitole, na C18 koloné doslo
k posunu retencniho ¢asu SFU z ptivodnich 1,56 minut na 2,79 minut. Ptivodni
retenéni faktor stoupl z 0,56 na 1,79. IlustraCni méfeni je zobrazeno na nize

uvedeném chromatogramu (Obr. 16).
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Obr. 16: Separace 1 mM 5FU na C18 koloné. Retencni c¢as SFU: 2,78 min. Podminky: priitok
0,3 ml-min’’; objem nastiiku I ul. Slozeni MF: 98/2 10 mM CH;COONHy, pH = 8,0 s 5 mM
TBAC hydratem/MeOH. Kolona: Agilent Poroshell 120 SB-AQ (100 x 2,1 mm; 2,7 um, 120 /f);
teplota kolony 25 °C.



4.4.2 Reten¢ni ¢as SFU na C18 PS koloné pri pouZiti iontové parového ¢inidla

Na CI18 PS kolon¢ se reten¢ni €as v priméru posunul z 1,13 minut na
3,18 minut a reten¢ni faktor z 0,26 na 2,53. Jedno z méfeni je zobrazeno na
ptilozeném chromatogramu (Obr. 17). Oproti pikiim na C18 koloné se jednalo o

méné soumérné piky, které vice chvostovaly.
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Obr. 17: Separace 1 mM 5FU na CI18 PS koloné. Retencni cas SFU: 3,19 min. Podminky:

priitok 0,3 ml-min”'; objem ndstiiku 1 ul. Slozeni MF: 98/2 10 mM CH;COONH, pH 8,0 s 5SmM
TBAC hydrdtem/MeOH. Kolona: Kinetex® 2,6 um PS C18 (100 x 2,1 mm; 2,6 um; 100 A);
teplota kolony 25 °C.




4.4.3 Retenc¢ni ¢as SFU na fenyl-hexylové koloné p¥i pouZziti iontové parového

¢inidla

U fenyl-hexylové kolony v priméru doslo po ptidani iontové parového
¢inidla dokonce k prodlouzeni reten¢niho ¢asu z plivodnich 1,19 minut na
4,36 minut a nartstu retencniho faktoru z 0,32 na 3,84. Toto vyrazn&jsi zvySeni
retence oproti C18 koloné miize byt zpiisobeno zapojenim n-m interakci do
retenéniho mechanismu. Ilustrativni méfeni je zobrazeno na chromatogramu
(Obr. 18) uvedeném nize. Piky opét nebyly stoprocentné soumérné a byly lehce

zepiedu rozmyte.
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Obr. 18: Separace 1 mM 5FU na fenyl-hexyl koloné. Retencni cas SFU: 4,36 min. Podminky:
priitok 0,3 ml-min’!; objem nastriku 1 ul. Slozeni MF: 98/2 10 mM CH3;COONH,4, pH = 8,0
s 5 mM TBAC hydrdatem/MeOH. Kolona: Poroshell 120 Phenyl-hexyl (100 % 2,1 mm, 2,7 um;
120 A); teplota kolony 25 °C.




4.4.4 Reten¢ni ¢as SFU na HS F5 koloné pfi pouZiti iontové parového ¢inidla

HS F5 kolona, ktera byla vybrana coby nadhrada za fluorové kolony
koncipované na UHPLC, poskytovala v priméru pro SFU retencni ¢as 3,88 minut
bez pouziti iontove parového Cinidla. Jelikoz se jednalo oproti ostatnim kolonam
o 5 cm delSi kolonu, byl 1 jeji mrtvy €as vyssi (2,2 minut). Vypocitany retencni
faktor byl 0,76. Jedno z opakovanych méteni je pro lepsi pfedstavu zndzornéno
v nize uvedeném chromatogramu (Obr. 19). Ve srovnani s piedeslou C18 kolonou

doslo k nékolikandsobnému zmenseni signalu SFU.
400

350

Ases [MAU]

300
250
200 r
150
100 |

50

_100 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5
t [min]

Obr. 19: Separace 1 mM SFU na HS F35 koloné. Retencni c¢as SFU: 3,79 min. Podminky:
pritok 3 ml-min; objem nastiiku 1 ul. Slozeni MF: 98/2 10 mM CH3;COONH., pH =
8,0/MeOH. Kolona: Discovery® HS F5 (150 x 4,6 mm, 5,0 um; 120 A); teplota kolony 25 °C.

Pti srovnani reten¢niho faktoru SFU na HS F5 koloné s tabulkou zobrazujici
piehled reten¢nich faktorti kolon bez pouziti iontoveé parového ¢inidla (7ab. 2), je
vidét, ze HS F5 kolona dosahovala tfetiho nejvyssiho reten¢niho faktoru.
Ptitomnost fluorovych funkénich skupin ve stacionarni fazi tedy vedla k podpote
retence SFU.

Po ptidédni iontoveé parového ¢inidla do MF se reten¢ni ¢as SFU v praméru
zvedl z 3,88 minut na 10,43 minut a retencni faktor z 0,76 na 3,74. Jedno

z opakovanych métenti je pro ilustraci uvedeno na chromatogramu (Obr. 20).
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Obr. 20: Separace 1 mM 5FU na HS F5 koloné. Retencni cas S5FU: 10,65 min. Podminky:
priitok 3 ml-min’'; objem ndstriku 1 ul. Slozeni MF: 98/2 10 mM CH;COONH,, pH = 8,0
s 5 mM TBAC hydratem/MeOH. Kolona: Discovery® HS F5 (150 x 4,6 mm; 5,0 um; 120 A);
teplota kolony 25 °C.

Pti pouzivani iontové parového Cinidla se drasticky zvysila doba, kterou
kolona potiebovala ke svému ustaleni. Bylo nutné ¢ekat minimalné pual hodiny,
nez se retencni casy SFU pii opakovanych méfenich ustalily. Tento nedostatek byl
pravdépodobné zaptic¢inény vétSimi rozméry kolony.

V tabulce (7ab. 4) srovnavajici retenCni parametry SFU na cCtyfech
kolonach, které byly vybrany k testovani iontové parového Cinidla, je vidét, ze
nejvyssi retencni faktor patiil dvéma kolonam fenyl-hexylové a HS F5. U HS F5
kolony vSak doslo také k vyraznému sniZeni velikosti piku SFU. Oproti zbylym

ttem kolonam doslo v priiméru k jeho trojndsobnému zmenseni.

Tab. 4: Srovnani retencnich parametrii I mM 5FU na ctyrech vybranych kolonach pri aplikaci

iontoveé parového cinidla.

Retencni , v .
Typ kolony ¢as SFU Plocha Mrtvy Retencni
] [mAU-s] cas[min] faktor
[min]
Ci18 2,79 1165 1,0 1,79
C18 PS 3,18 1263 0,9 2,53
Fenyl-hexyl 4,36 1250 0,9 3,84

HS F5 10,43 400 2,2 3,74




4.5 Opakovatelnost a kalibra¢ni zavislost na dvou vybranych

kolonach

Pro co nejvice informované rozhodnuti, kterd ze dvou kolon bude nakonec
vhodnéjsi pro stanoveni SFU, byla u obou kolon zmétena kalibracni zavislost,

opakovatelnost, LOD a LOQ.

4.5.1 Opakovatelnost, kalibra¢ni zavislost, LOD a LOQ fenyl-hexylové
kolony

Pro vyjadieni miry opakovatelnosti bylo provedeno deset po sobé jdoucich

méfeni pro dv& koncentrace 5FU 0,5 mmol-I! a 0,05 mmol-1!. Mediany

chromatografickych parametrii se statistickymi ukazateli jsou uvedeny v (7ab. 5).

Tab. 5: Opakovatelnost metody pro koncentraci SFU 0,5 mmol-I"! a 0,05 mmol-I"!. Podminky:
pritok 0,3 ml-min; objem nastriku 1 ul. Slozeni MF: 98/2 10 mM CH3COONH,4, pH = 8,0
s 5 mM TBAC hydratem/MeOH. Kolona: Poroshell 120 Phenyl-hexyl (100 x 2,1 mm, 2,7 um,
120 ), teplota kolony 25 °C.

Retencni¢as Plocha Vyska
[min] [mAU-s] [mAU]

median 4418 589,7 8223
0.5mM o 0,002 32 0,23
SFU ’ ' ’
RSD % 0,05 0,5 03
0,05 mM median 4,367 58,6 9,10
orU SD 0,002 0,9 0,10
RSD % 0,05 15 11

Ze skute¢nosti, ze RSD reten¢niho ¢asu dosdhla v ptipadé obou koncentraci
hodnoty 0,05 %, vyplyva, Ze retencni ¢asy jsou velmi stabilni. RSD ploch pikl
vysla 0,5 % pro vyssi koncentraci a 1,5 % pro koncentraci niz$i. Pro vysky piku
vySla RSD 0,3 % u 0,5 mM koncentrace a 1,1 % u 0,05 mM koncentrace.
Opakovatelnost jak pro plochy pikt, tak pro vysky piki dosahovala dobrych
vysledkd, pfi¢emz vysS§i RSD u niz$i koncentrace je béZnym jevem, ktery je

zpusoben mensi relativni presnosti méfeni a integraci mensich piki.



Kalibra¢ni zavislost byla prométena v koncentraci 0,01; 0,02; 0,05; 0,1;
0,2;0,5; 1; 2; 5 mmol-1"!. Z nam&fenych hodnot byl sestrojen graf zavislosti ploch

pikl na vySe zminénych koncentracich (Obr. 21).
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Obr. 21: Kalibracni zavislost ploch pikii na koncentracich standardii SFU na fenyl-hexylové
koloné. Podminky: priitok 0,3 ml-min”; objem nastiiku 1 ul. SloZeni MF: 98/2 10 mM
CH3;COONHy, pH = 8,0 s 5 mM TBAC hydratem/MeOH. Kolona: Poroshell 120 Phenyl-hexyl
(100 x 2,1 mm; 2,7 um; 120 Af); teplota kolony 25 °C.

Sestrojeny graf byl nakonec proloZen regresni piimkou. Usek rovnice
vzniklé regresni piimky byl roven -2,42 mAU:'s, jeji smérnice byla rovna
1203,80 mAU-s‘mmol ‘1 a determinaéni koeficient 1,000. Jak dokazuje graf
kalibra¢ni zavislosti a ptedchozi uvedené udaje, namétfena zavislost byla
dostatecné linedrni.

Pro vypocet LOD a LOQ byl sestaven graf zavislosti vySek pikii na
totoznych koncentracich 5FU, které byly uvedeny vyse. Tento graf byl prolozen
regresni ptimkou. Smérnice této pifimky byla v kombinaci s odectenou hodnotou
Sumu pouzita k vypoctu LOD a LOQ jako koncentrace odpovidajici signalu
rovnému troj a desetindsobku Sumu zakladni linie.

Smérnice regresni pifimky grafu zavislosti vySek pikii na koncentracich

5FU byla rovna 69,581 mAU-s'-mmol 1. Ode¢teny Sum zakladni linie byl



0,1 mAU. Vypocitand hodnota LOD byla 0,004 mmol-1"!, tedy 4 pmol-l! a
hodnota LOQ byla rovna 0,014 mmol-1"!, neboli 14 pmol-1"'.

4.5.2 Opakovatelnost, kalibra¢ni zavislost, LOD a LOQ na HS F5 koloné

Podobné tak jako u fenyl-hexylové kolony bylo pro vyjadfeni miry
opakovatelnosti provedeno deset po sobé jdoucich méteni pro dvé koncentracni
hladiny 5FU a to 1 mmol-1"! a4 mmol-1"". Mediany chromatografickych parametrti

spolecné se statistickymi ukazateli jsou uvedeny v (7ab. 6).

Tab. 6: Opakovatelnost metody pro koncentraci SFU 4 mmol-I'! a 1 mmol-I''. Podminky: priitok
3 ml-min’!; objem ndstiiku 1 ul. Slozeni MF: 98/2 10 mM CH;COONHy4, pH = 8,0 s 5 mM
TBAC hydratem/MeOH. Kolona Discovery® HS F5 (150 x 4,6 mm; 5,0 um; 120 A); teplota
kolony 25 °C.

Retencnicas Plocha Vyska
[min] [mAU:s] [mAU]

median 10,79 1497,7 74,8

4mM SD 0,05 3,8 0,6
5FU ’ ’ ’

RSD % 0,47 0,3 0,7

median 10,55 376,3 21,0

1mM SD 0,08 14 0,2
5FU ’ ’ ’

RSD % 0,78 0,4 0,9

RSD retenc¢niho ¢asu dosahla u vyssi koncentrace 0,47 % a u koncentrace
nizsi 0,78 %. Retencni ¢asy SFU na této kolon¢ po jejim ustaleni tedy vykazuji
uspokojivou opakovatelnost. RSD ploch pik vysla 0,3 % pro 4 mM koncentraci
a 0,4 % pro 1 mM koncentraci. RSD vysek pikti byla u vyssi koncentrace 0,7 %
u nizsi koncentrace 0,9 %.

Kalibra¢ni zavislost byla proméfena v koncentracich 0,5; 1; 2; 3, 4,
5 mmol-1"". Z obdrzenych udaji byl sestrojen graf zavislosti ploch pika na vyse

zminénych koncentracich (Obr. 22).
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Obr. 22: Kalibracni zavislost ploch pikit na koncentracich standardi 5SFU na HS F5 koloné.
Podminky: priitok 3 ml-min’; objem nastiiiku 1 ul. Slozeni MF: 98/2 10 mM CH;COONH,, pH
= 8,0 s 5 mM TBAC hydratem/MeOH. Kolona Discovery® HS F5 (150 x 4,6 mm, 5,0 um,
120 ), teplota kolony 25 °C.

Sestrojeny graf byl nakonec proloZen regresni piimkou. Usek rovnice
vzniklé regresni piimky mél hodnotu 9,41 mAU:'s, jeji smérnice
375,12 mAU-s'mmol -1 a determinaéni koeficient 0,999. S piihlédnutim ke grafu
kalibra¢ni zavislosti a predchozim uvedenym Udajim lze zavislost povazovat za
linearni.

Pro vypocet LOD a LOQ byl sestaven graf zavislosti vySek pikd na
totoznych koncentracich 5FU, kter¢ byly pouzity diive. Tento graf byl poté
prolozen regresni piimkou, pficemz smérnice této piimky byla v kombinaci
s odectenou hodnotou Sumu pouzita k vypoctu LOD a LOQ jako koncentrace
odpovidajici signalu rovnému troj a desetindsobku Sumu zékladni linie.

Smérnice vzniklé regresni piimky grafu zavislosti vysSek pikdi na
koncentracich SFU méla hodnotu 17,636 mAU-s-mmol™ 1. Sum zakladni linie byl
roven 0,1 mAU. Vypogitana hodnota LOD byla 0,017 mmol-1"!, tedy 17 pmol-I!
a hodnota LOQ byla rovna 0,057 mmol-1"!, neboli 57 pmol-1-!.



4.5.3 Konecny vybér kolony pro stanoveni SFU v pritomnosti liposomii

Co se tyCe opakovatelnosti, obé kolony dosahly uspokojujicich vysledki.
Retencni Casy u obou kolon byly velmi stabilni, a to az do t¢ miry, Ze jejich
relativni smérodatné odchylky nepiekrocily jedno procento. Relativni smérodatna
odchylka u ploch pikli neptesahla u zZadné sady méteni dvé procenta. Nejvyssi
relativni smérodatnd odchylka se vyskytla na fenyl-hexylové koloné pii méteni
0,05 mM koncentrace, kde dosahovala hodnoty 1,5 %. Polehcujici okolnosti
budiz, Ze se stale jedna o pomérné nizkou koncentraci.

LOD 5FU na fenyl-hexylové kolony byla stanovena na 4 umol-I'' a LOQ na
14 umol-1"'. Na HS F5 koloné& byla LOD 5FU stanovena na 17 pmol-1"' a LOQ na
57 umol-I"!. Fenyl-hexylova kolona méla tak &tyfikrat niz§i LOD a LOQ.

Jako optimalni kolona pro stanoveni SFU v pfitomnosti liposomil byla
nakonec vybrana kolona fenyl-hexylova. Hlavnimi diivody byla za prvé dlouha
doba nutna k ustaleni HS F5 kolony a za druhé ¢tyifndsobné niz$i LOD a LOQ
5FU na fenyl-hexylové koloné¢.



4.6 Liposomy

Po dokonceni optimalizace podminek stanoveni SFU, se mohlo zalit se
stanovenim Uc¢innosti enkapsulace jednotlivych liposomti. To ve zkratce spoc¢ivalo
ve stanoveni mnozstvi volného neenkapsulovaného SFU a jeho dosazeni do diive
zminéného vzorce (Vzorec 2), ktery slouzi k vypoctu u¢innosti enkapsulace.

Uginnost enkapsulace byla stanovena ve étyfech typech liposomil (7ab. 7),
které se lisily v druhu pouzitych lipidd, jejich pomérech, pufru pouzitém pii jejich

piipravé a zpiisobu piidani SFU.

Tab. 7: Prehled ctyr testovanych liposomii s enkapsulovanym 5FU.

, . Pomér Koncentrace Koncentrace Pridani
Kod Lipidy e i Pufr
lipidt lipidt 5FU 5FU
DPPC 80
GN100 DPPG 18 5 mg-ml* 10 mM Na-fosfatovy pufr 7mgml*  nepfimo
DMPE-2000 PEG 100 nm 2
DPPC 80
GN400 DPPG 18 5 mg-ml'1 10 mM Na-fosfatovy pufr 7 mg-ml'l nepfimo
DMPE-2000 PEG 400 nm 2
DSPC 75
171 DSPG 22 s mg~ml'1 1 mM Ca-glukonat + 10 % . mg~ml‘1 ofimo
DMPE-2000 PEG 400 nm 3 sacharosa
NBD-PC 0,5
DSPC 75
120 DMPE-ZO(?SIZEG 120 nm 232 5 mg:ml* 10 mM Na-fosfatovy pufr 7 mg-m(* pfimo
NBD-PC 0,5

Mezi pouzité lipidy patifil dipalmitoylfosfatidylcholin  (DPPC),
dipalmitoylfosfatidylglycerol (DPPG), distearoylfosfatidylcholin (DSPC),
distearoylfosfatidylglycerol  (DSPG), polyetylenglykolovany  dimyristoyl
glycerofosfoethanolamin (DMPE-2000 PEG) a fosfatidylcholin znaceny 7-
nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-ylem (NBD-PC).

Pti ptimém ptidani byl pfipraven nejprve lipidovy film a k nému byl pfidan
5FU rozpustény v pufru. Pfi neptimé metod¢ byl SFU navazen jiz k lipidam, cela
smés se nechala rozpustit v organické fazi, kde doslo k vytvoteni lipidového

filmu, a nakonec byl pfidan pufr bez SFU.



4.7 Priprava vzorka k méreni

Ze zéasobniho roztoku obsahujiciho piislusny typ liposomii bylo odebrano
50 ul, které se nechaly centrifugovat po dobu 10 minut rychlosti 13 500 otacek za
minutu. Centrifugaci se mélo docilit oddéleni liposomti od zbytku roztoku idealné
tak, aby se ve vzniklém supernatantu nachazel jen volny SFU. Ze supernatantu
bylo odebrano 30 ul do vialky. Z téchto 30 ul bylo odebrano 10 ul, ke kterym
bylo ptiddno 90 pl deionizované vody, aby se dosdhlo desetindsobného zredéni
supernatantu. Tento nafedény roztok byl posléze zfiltrovan za icelem odstranéni
se zbytkovych liposomi a nakonec analyzovan.

Nejzasadngjsi vliv na kvalitu stanoveni SFU ve vzorcich méla filtrace. Pti
opakovaném méteni vzorku, ktery nebyl zfiltrovan, dochézelo k postupnému
snizovani zachycen¢ho signalu. Nepomohlo ani navyseni ¢asovych intervali mezi
jednotlivymi méfenimi a ani promyti kolony MeOH. Jedinym feSenim pii absenci
filtrace vzorku bylo vymyt z kolony pufr s iontové parovy ¢inidlem smési vody a
methanolu a poté ji prevést do Cisttho methanolu. Nasledné promyt smési
methanolu a vody, pak smési methanolu a pufru s iontové parovym cCinidlem a az
poté pokracovat v méfeni vzorkli. Pfi¢inou bylo pravdépodobné to, Ze Cast
liposomll nebo jejich sloZzek zlstala po centrifugaci v supernatantu a zacala
zanaSet kolonu.

V ramci optimalizace metody byl vyzkouSen jesté krok, pti kterém byl
vzorek pted centrifugaci 30 minut ponechan v ultrazvukové lazni. Ukazalo se ale,
ze zapojeni ultrazvukove lazné nemélo na vysledky Zadny vétsi vliv, a proto bylo

od tohoto kroku upusténo.



4.8 Stanoveni volného SFU ve vzorcich

Roztoky vzorkt liposomil byly méteny pokazdé v triplikatech. Pro ilustraci

byl vybran chromatogram vzorku GN400 (Obr. 23), na kterém je vidét, Ze

nedochazelo k zadné interferenci signalu SFU a ani k deformaci jeho piku.
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Obr. 23: Vzorek GN400. Podminky: pritok 0,3 ml-min™!; objem ndstiiku I ul. SloZeni MF: 98/2
10 mM CH3COONH4 pH 8,0 s 5 mM TBAC hydrdatem/MeOH. Kolona: Poroshell 120 Phenyl-

hexyl (100 % 2,1 mm; 2,7 um; 120 /f); teplota kolony 25 °C.

Tab. 8: Statisticky zpracované chromatografické parametry ziskané opakovanym mérenim

vzorkii liposomii.

Cas Plocha Koncentrace
[min] [mAU-s]  [mmol-I']

median 3,957 607,2 0,506

GN100 SD 0,003 4,9 0,004
RSD % 0,1 0,8 0,8

median 3,953 594,1 0,496

GN400 SD 0,024 3,8 0,003
RSD % 0,6 0,6 0,6

median 3,930 508,3 0,424

120 SD 0,036 12,0 0,010
RSD % 0,9 2,4 2,4

median 3,947 500,0 0,417

17.1 SD 0,005 3,7 0,003
RSD % 0,1 0,7 0,7




Na zéklad¢ ziskanych ploch pika byly po dosazeni do rovnice kalibra¢ni
zavislosti vypocteny koncentrace volného SFU pro kazdy ze vzorkua. Z vysledki
uvedenych v tabulce (7ab. 8) vyplyva, ze dvojice liposomi GN100 a GN400 m¢la
velmi podobné hladiny volného 5FU okolo 0,5 mmol-1". U dvojice liposomt 120
a 17.1 byla zjiSténa také velmi podobné koncentrace volného 5FU a to okolo
0,4 mmol-1".

Co se tyCe konzistence naméienych ploch pikl, a tedy i1 stanovené
koncentrace SFU, tak k nejvyssim odchylkdm doslo pii méfeni vzorku 120, kdy
relativni smérodatnéa odchylka vypocitanych koncentraci dosahla hodnoty 2,4 %.
Relativni smérodatné odchylky vypocitanych koncentraci zbylych vzorkl se
pohybovaly v rozmezi 0,6 — 0,8 %, coZ jsou ve vSech ptipadech velmi ptiznive
hodnoty.

Ve vzorku liposomil ozna¢enych kodem GN100 byla zjisténa koncentrace
volného 5FU 0,506 + 0,005 mmol-1" (0,8 %). Zjisténa koncentrace volného 5FU
v liposomech GN400 byla 0,496 + 0,004 mmol-1"! (0,6 %). Koncentrace volného
5FU v liposomech typu 120 byla stanovena na 0,424 = 0,011 mmol-1"! (2,4 %) a
v liposomech typu 17.1 na 0,417 £+ 0,004 mmol-1" (0,7 %).



4.9 Ovéreni spravnosti fungovani metody v realném vzorku

Pro potvrzeni spravnosti fungovani metody pii méteni readln¢ho vzorku byl
k zpracovanému vzorku 120 pfidan 1 mM standard SFU. Pavodni zjiSténa
koncentrace SFU ve vzorku by se méla tedy navysit o noveé piidané mnozstvi.
Me¢éieni byla provedena v triplikatech a nize je uveden chromatogram jednoho

méfeni bez ptidavku a jednoho méteni s pfidavkem SFU jako reprezentativni

ptiklad (Obr. 24).
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Obr. 24: Vzorek 120 (cerna) a vzorek 120 _F s pridanym 1 mM roztokem standardu 5FU
(Cervend). Podminky: priitok 0,3 ml'min’; objem ndstiiku 1 ul. Slozeni MF: 98/2 10 mM
CH3;COONH4, pH = 8,0 s 5 mM TBAC hydratem/MeOH. Kolona: Poroshell 120 Phenyl-hexyl
(100 x 2,1 mm; 2,7 um; 120 A); teplota kolony 25 °C

Jak bylo jiz uvedeno v minulé kapitole, koncentrace SFU ve vzorku 120
byla 0,424 + 0,011 mmol-1" (2,4 %). Ve vzorku 120 F s pfidanym 1 mM
roztokem standardu 5FU, byla stanovena koncentrace SFU na 1,478 + 0,029
mmol-1" (1,7 %). Rozdil v koncentracich vzorku 120 a vzorku 120 F byl zhruba
1,054 mmol-1"" a odpovidal tedy pfidanému mnozstvi standardu. VytéZznost

stanoveni byla 105,4 %



4.10 U¢innost enkapsulace

Uginnost enkapsulace jednotlivych typti liposomti byla vypoditana
dosazenim celkové koncentrace ptfidan¢ho SFU a zjisténé koncentrace volného
SFU do pftislusného Vzorce 2. V tabulce (7ab. 9) jsou uvedeny vypocitané

ucinnosti enkapsulace uvedené v procentech.

Tab. 9: Ucinnost enkapsulace SFU ve ctyrech vzorcich liposomii.

Koncentrace volného Uéinnost
5FU [mmol-I"] enkapsulace [%]
GN100 0,506 90,6
GN400 0,496 90,8
120 0,424 92,1
17.1 0,417 92,2

Utinnost enkapsulace SFU ve vzorku obsahujicim liposomy GN100 byla
90,6 % a vzorku obsahujicim liposomy GN400 90,8 %. Vzorek s liposomy 120
dosahl uc¢innosti enkapsulace 92,1 % a vzorek s liposomy 17.1 dosahl Ui€innosti
92,2 %.

Utinnost enkapsulace tedy byla u viech &tyfech liposomi podobna. O néco
vys$i byla ale u dvojice liposomi GN100 a GN400. VSeobecné se jednalo ale o

pomérné vysoke hodnoty.
5 Zavér

Hlavnim cilem této diplomové prace byl vyvoj a zoptimalizovani metody
na stanoveni SFU s pouzitim dostupnych chromatografickych kolon a dostupného
technického vybaveni. Vyvinutou metodou méla byt pot¢ meéfena UCinnost
enkapsulace vzorkli Ctyf rlznych typd liposomt, kde byl 5FU stanovovan
v pfitomnosti zbytkl liposomtl.

Z celkem osmi testovanych kolon byla pro stanoveni SFU nejvhodnéjsi

fenyl-hexylova Poroshell 120 Phenyl-hexyl (100 x 2,1 mm; 2,7 um; 120 A)



temperovana na teplotu 25 °C. Mobilni faze byla slozena z 10 mM CH3;COONHL4,
pH =38,0 s pfim¢si 5 mM hydréatu chloridu tetrabutylamonného a MeOH v poméru
98/2.

VéEtsi Cast optimalizaniho procesu se skladala ze snah prodlouzit az pfilis
kratkeé reten¢ni Casy SFU na testovanych kolonach. Problém spocival v eluci SFU
blizko mrtvého Casu kolon, kde hrozi eluce necistot, které by mohly neptiznivé
ovlivnit vysledky. Hlavni zé&sluhu na prodlouzeni retencniho ¢asu 5FU meélo
pfidani iontové parového cinidla, v tomto pifipadé 5 mM hydratu chloridu
tetrabutylamonného.

Iontove parové Cinidlo sice umoznilo dostatecné posunuti reten¢niho Casu
5FU, znesnadnilo ale pouZziti metody na chromatografu napojeném na hmotnostni
detektor, kde hrozilo potenciondlni zaneseni zminéného detektoru iontové
parovym ¢inidlem. Z tohoto divodu je metoda vice uzpisobena chromatografu
s UV-VIS detektorem. V souvislosti s pouZzitim iontové parového Cinidla bylo
zvySeno pH mobilni faze tak, aby se dosdhlo ionizace SFU, a tak i zlepSeni
ucinnosti iontoveé paroveho Cinidla.

Opakovatelnost metody byla méfena pro dvé koncentrace 0,05 a
0,5 mmol-1"! 5FU. RSD retenénich ¢asti byla pro obé& koncentrace 5FU 0,05 %.
RSD ploch pikii pro koncentraci 0,05 mmol-1! byla 1,5 % a pro vy$§i koncentraci
0,5 mmol-1" 0,5 %. Pro vyvinutou metodu byly stanoveny také hodnoty LOD a
LOQ 5FU. LOD byla stanovena na 4 pmol-I"' a LOQ na 14 pmol-I"'.

Pti préci s redlnymi vzorky SFU v ptitomnosti liposomu se jako zasadni
Cast ptipravy ukazalo ptefiltrovani vzorkl pfed samotnym stanovenim mnozstvi
volného SFU. Bez kroku filtrace vzorki dochéazelo k postupnému sniZzovani
signalu pravdépodobné zplisobenému zachytem liposomil a jejich zbytkli na
koloné.

MnoZstvi volného SFU bylo stanoveno ve vzorcich celkem Ctyf typl
liposomt, které¢ se mezi sebou lisily napiiklad v pouzitych lipidech, jejich

pomérech anebo pufrem pouzitym pfii ptipravé. Na zéklade zjisténého mnozstvi



volného S5FU byly vypocitdny ucinnosti enkapsulace pro vSechny vzorky.
Liposomy oznafené¢ kdédem GNI100 meély ucinnost enkapsulace SFU 90,6 %.
Liposomy GN400 meély ucinnost enkapsulace rovnou 90,8 %. Liposomy
s oznacenim 120 m¢ély Uc¢innost enkapsulace SFU 92,1 % a liposomy oznafené

17.1 j1 mély rovnou 92,2 %.
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