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1 UVOD



Vysokoucinna kapalinovd chromatografie — HPLC je dnes nejpouzivanéjsi
analytickou metodou v medicinském a farmaceutickém vyzkumu. Jedna se hlavné o
sledovani 1€ékovych hladin v riznych biologickych tekutinach, nejcastéji v plazmé,
krevnim séru, plné krvi, moc¢i aj. Bez HPLC se neobejdeme ve farmakokinetickych,
metabolickych, toxikologickych studiich, pouziva se také pro sledovani biologické
dostupnosti 1éCiv, distribuce 1éCiv, toxikomanie a dalSich.

Je to metoda vysoce selektivni a citlivd, dovolujici pouzit Sirokou Skélu
detektorti pracujicich na riiznych principech. Umoziuje kvalitativni i kvantitativni
analyzu velmi malych mnozstvi latek 1 z pomérné slozitych biologickych materialt, a
také separaci smesi, 1éCiv a jejich metaboliti.

Nesteroidni antiflogistikum nabumeton je pro — drug, jehoz G¢innost je zavisla
na jeho metabolitu 6-methoxy-2-naftyloctové kyselin€. Pro simultanni sledovani

koncentraci obou latek v plné krvi je tedy s vyhodou vyuZito vlastnosti HPLC.



2 TEORETICKA CAST



2.1 NESTEROIDNI ANTIFLOGISTIKA (NSA)

Do této skupiny patii prevazné latky kyselé povahy obsahujici ve své molekule
volnou karboxylovou skupinu, pfipadné se jedna o latky enolického charakteru.Jejich
mechanismus u¢inku spociva predevsim v inhibici syntézy prostaglandini. Pro
schopnost tlumit bolest a snizovat horecku se n¢ktera bézné pouzivaji jako analgetika-
antipyretika ke kterym maji uzky vztah i po chemické a farmakologické strance.
zvysena teplota, zejména pohybového Ustroji. V revmatologii maji pak nejvetsi vyznam
latky, které¢ kromé vlivu na akutni fazi zdnétu maji schopnost brzdit prib¢h
degenerativnich zmén v pojivové tkani — tiaprofenova kyselina. Mezi nesteroidni
antiflogistika patfi:

e Aromatické karboxylové kyseliny  Salicylaty (kys. acetylosalicylova,
aloxiprin)
Fenamaty (mefenamova,
meklofenamova, tolfenamova a
niflumova kyselina)

e Heterocyklické enoly Pyrazolidindiony (fenylbutazon,
kebuzon, tribuzon)
Oxikamy (piroxikam, tenoxikam)

e Derivaty arylalkanovych kyselin Fenaky (diklofenak, indometacin...)
Profeny (ibuprofen, naproxen,

ketoprofen, tiaprofenova kyselina...)

Mechanismus G€inku NSA spociva v zasahu do metabolismu kyseliny
arachidonové. Metabolity kyseliny arachidonové vznikaji dvéma cestami a oznacuji se
podle enzymt, které je katalyzuji. Prvni cestou, plisobenim cyklooxygenasy (COX),
vznikaji cyklické endoperoxidy, ze kterych dale vznikaji prostacykliny, prostaglandiny
a tromboxany. RozliSujeme COX1 a COX2, pficemz medidtory zanétu jsou predevsim
latky vzniklé COX2. Naopak prostaglandiny vzniklé cestou COX1 maji
mukoprotektivni G¢inek. Neselektivni inhibice mé proto za nasledek cCasty vyskyt
nezadoucich ucinkd, projevujicich se zejména poruchami GIT (okultni krvaceni,
ulcerace, eroze endotelu). Druhou cestou, plisobenim lipooxygenasy, vznikaji

leukotrieny a hydroxyikosatetraenova kyselina. Jsou také medidtory zanétu, protoZe



zvySuji cévni permeabilitu a usnadiiuji migraci a aktivaci leukotriend. Dal§imi
vyznamnymi mediatory zanétu jsou bradikinin a lysozomalni enzymy, jejichz
uvoliiovani je inhibovano nékterymi bézné uzivanymi antiflogistiky. Néktera
antiflogistika zasahuji do procesu vzniku zanétu komplexné, jina maji selektivnéjsi

o ;1
pusobeni. )

2.2 SOUHRN VLASTNOSTI NABUMETONU A KYSELINY
6-METHOXY-2-NAFTYLOCTOVE

Qg T
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Obr.¢.1: Strukturni vzorec nabumetonu 2

Nabumeton 4-(6-methoxy-2-naftyl)-butan-2-on je nesteroidni antiflogistikum,
antirevmatikum, analgetikum, antipyretikum z velmi dobrou gastrointestinalni toleranci
a nizkym vyskytem nezadoucich G¢inkt, vyvinuté firmou Beecham Pharmaceuticals v
roce 1978. Na rozdil od ostatnich nesteroidnich antiflogistik neni kyselinou. Po podani
do organismu se Vv jatrech biotransformuje na G¢inny metabolit, kyselinu 6-methoxy-2-

naftyloctovou

0
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Obr.¢.2: Strukturni vzorec 6-methoxy-2-naftyloctové kyseliny 2

kterd vykazuje mnohem vyssi protizdnétlivé i€inky neZ nabumeton samotny. 2



Fyzikalné-chemické vlastnosti
Nabumeton (NAB) chemicky 4-(6-methoxy-2-naftyl)-butan-2-on
sumarni vzorec Cq5H150,
molekulova hmotnost 228,29 2)
Vlastnosti: bily nebo témér bily krystalicky prasek, prakticky nerozpustny ve
vodg, mirné rozpustny v ethanolu (96%) a v methanolu, snadno rozpustny v acetonu *
s teplotou tani 80 — 81°C. ?
Kyselina 6-methoxy-2-naftyloctova (6MNA)
Sumarni vzorec C13H1203
Molekulova hmotnost 216,24
Vlastnosti: bily nebo téméf bily krystalicky praSek, prakticky nerozpustny ve

vodg, rozpustny v methanolu.

Mechanismus ucinku

6MNA snizuje prostfednictvim inhibice cyklooxygenazy (COX) tvorbu
endoperoxidi, prostacyklinli a prostaglandinu E2, které jsou nepfimo odpovédné za
zanétlivé zmény a bolest. Samotny nabumeton je jen slabym inhibitorem COX. Pro
terapii je dulezité, ze je prednostné inhibovana COX-2 a ne COX-1. COX-1 je ve
tkanich ptfitomna fyziologicky a odpovida za tvorbu protektivnich prostanoidi. COX-2
se indukuje teprve po poskozeni tkan¢ a odpovidd za tvorbu vySe jmenovanych
mediatori zanétu. To je divod vyborné tolerance a nizkého vyskytu nezadoucich

ti¢inkd nabumetonu.> ¥

Farmakologicky ucinek

Nabumeton je po perordlnim podani dobie absorbovan. Podléhd vyraznému
efektu prvni pasaze jatry. Ptiblizné 35% podané davky se rychle preménuje na aktivni
metabolit 6MNA, 50% je konvertovano na inaktivni metabolity vyluCované¢ moci. Po
jednorazové davce je u zdravych dobrovolnikii dosaZeno vrcholovych plazmatickych
koncentraci 6MNA za 3-6 hodin, rovnovazného stavu je dosazeno po 3-5 dnech obvyklé
1é€by. Podéni nabumetonu soucasné se stravou nebo mlékem zvySuje biologickou
dostupnost aktivniho metabolitu bez ovlivnéni €asu nutného k dosaZeni vrcholovych
plazmatickych koncentraci. 6MNA je t vice nez 99% vézana na plazmatické bilkoviny.
Elimina¢ni polo¢as 6MNA je 24 hodin; je mirn¢ prodlouZen u pacientli vyssiho veku,

prodluzuje se téZ pti zdvazném stupni renalni insuficience.? ®
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Indikace

Nabumeton je indikovan ke kratkodobé i1 dlouhodobé 1écb¢ osteoartrozy,
revmatoidni artritidy, ankylozujici spondylitidy, extraartikularnich revmatickych
onemocnéni a k ovlivnéni bolesti a zanétu u sportovnich poranéni. Aplikuje se v davce
500 — 1000 mg jednorazové€, nejlépe na noc. V zavaznych ptipadech Ize podat na

zacatku terapie az 2000 mg denn¢ ve dvou dil¢ich davkach.?

Kontraindikace
Nabumeton je kontraindikovan u déti do 14 let, v gravidit¢ a laktaci, pii
ptecitlivélosti na nabumeton, pii téz§i poruse funkce ledvin nebo jater a pii

gastroduodenalni viedové chorobg.®)

NeZadouci ucinky

Nabumeton se vyznaCuje nizkou incidenci nezadoucich ucinkti v porovnani
S ostatnimi nestroidnimi antiflogistiky. Jednd se o gastrointestindlni dyskomfort
(prijem, dyspepsie, nevolnost, zacpa meteorismus), dale se mohou vyskytnout poruchy

CNS jako zévraté, Gtlum a tinava.?

Registrované lécivé pripravky

V Ceské republice je registrovan 1é¢ivy piipravek Relifex“tbl.s obsaham 500mg
NAB v jedné tableté.
Drzitel registracniho rozhodnuti: SmithKline Beecham Pharmaceuticals, Brentford,
vB.Y
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2.3 CHROMAROGRAFIE

Principem chromatografickych metod je postupné, mnohokrat opakované
vytvoreni rovnovaznych stavi délenych smési mezi dvéma nebo i vice fazemi.
e Stacionarni faze je umisténa v kolon¢ nebo na vrstve.

e  Mobilni faze unasi analyzovanou smés zakotvenou stacionarni fazi.

Pii kontaktu staciondrni a mobilni faze s délenou smési dochédzi k vzajemnym
interakcim, které jsou zékladnim pfedpokladem pro jejich separaci. Tyto interakce jsou

jak z hlediska povahy, tak z hlediska velikosti ptisobicich sil nestejné. & ®

2.3.1 KLASIFIKACE JEDNOTLIVYCH METOD

Prvnim kritériem pro klasifikaci je separaéni mechanismus. Mechanismus déleni
smési je dan charakterem interakci mezi stacionarni fazi, délenou smési a mobilni
fazi.Témito mechanismy jsou: adsorpce, rozdélovani, iontovd vyména, sitovy efekt,

afinita.

e Adsorpcni chromatografie. Podstatou je rtiznd adsorbovatelnos délenych
slozek smési na aktivnim povrchu stacionarni faze. Rizna adsorpce je dana
zejmeéna interakcemi mezi polarnimi skupinami separovanych latek a stacionarni
faze. Dochazi tedy k interakci ion —ion, dipél —dipdl, dipdl — ion, K interakcim
indukovanych dipdll, vodikovych vazeb, u hydrofobnich povrchil i na zakladé
hydrofobniho efektu atd. Tato metoda je vhodna zejména pro déleni latek
liSicich se typem nebo poctem polarnich skupin. Mobilni fazi mize byt kapalina
1 plyn. NejcastéjSimi adsorbenty jsou silikagel, oxid zirkonicity, oxid hlinity,
kiemelina aj." 9

e Rozdélovaci chromatografie. K rozdélovani smési dochazi na zékladé¢ riizného
rozdélovaciho koeficientu separovanych latek délicich se mezi dvé vzijemné
nemisitelné kapaliny (staciondrni faze je ukotvena na inertnim nosi¢i) nebo mezi
kapalinu a plyn,

V kapalinové rozdélovaci chromatografii, je podstatou separace ruzna

rozpustnost délenych latek ve vzéjemné nemisitelnych kapalinach,
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V plynové rozdélovaci chromatografii je principem riiznd rozpustnost délenych
latek nesenych plynem v kapalné stacionarni fazi.” %

Iontovyménna chromatografie. Lze ji realizovat jen jako kapalinovou
chromatografii Jednéd se o chemickou reakci (vyménu iontll) mezi stacionarni
fazi a analytem. Staciondrni faze je tvofena katexy nebo anexy. Rizna afinita je
pak déna rozdilnym poctem, velikosti, mocenstvim nebo disocia¢ni konstantou
iontl, pripadng iontovych skupin.®” ¥

gelova chromatografie - v systému tuha latka-kapalina. Principem je rizna
pfistupnost porit gelu, které maji definovanou velikost, pro latky s rozdilnou
velikosti  molekul. V systétmu tuha latka-plyn, hovofime o plynové
chromatografii na molekulovych sitech. K separaci slozek smési dochazi na
zaklade riznych efektivnich rozmért molekul. %

Afinitni chromatografie. Jedna se o specidlni metodu izolace biologicky
aktivnich latek. Je zalozena na specifickych interakcich charakteristickych pro
nékteré biologické a biochemické procesy. Interakce probihaji mezi dvojicemi
latek s vysokou selektivitou, napf. protilatka — antigen, hormon — receptor,
enzym — inhibitor. Jako nosi¢ se vétSinou pouzivd agarosa, na kterou je
kovalentni vazbou vazéana jedna latka z uvedenych dvojic. Takto vazany afinant
selektivné zachycuje pouze zadanou slozku — svého partnera z dvojice a ostatni
latky se z kolony vymyji. Zachycena latka se nasledné selektivné eluuje po

zméné sloZeni mobilni faze. Jde tedy vlastné o selektivni sorpci.lo)

Z ptedchazejiciho textu plyne, Ze mobilni faze miize byt kapalina, nebo plyn. Podle

skupenstvi mobilni faze mizeme tedy d¢lit chromatografii na plynovou a kapalinovou.

Plynova chromatografie (GC). Mobilni fazi tvofi inertni plyn, stacionarni je
pak tvofena kapalinou (rozdé&lovaci princip separace) nebo pevnou latkou
(adsorpcni princip separace).

Kapalinova chromatografie (LC). Mobilni faze je kapalina, stacionarni je bud’
pevna latka (adsorpcni princip separace) nebo kapalina (rozdélovaci princip

separace), ktera se s mobilni fazi nemisi.
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Technika chromatografie je zavisla na zpisobu transportu analyzované smési

stacionarni fazi. Podle pouzité techniky rozeznavame elucni, frontalni a vytésiovaci

chromatografii.

Frontalni metoda spociva v kontinualnim pfivodu analyzované smési na
kolonu po celou dobu chromatografického procesu bez pouziti jiné, dalsi
mobilni faze. Touto metodou se da separovat pouze slozka kterd se nejméné
sorbuje

Pti vytésiiovaci metod¢ je vzorek jednorazoveé nadavkovan do proudu mobilni

wvr

faze, ktera ma vys$$i afinitu ke stacionarni fazi nez kterakoliv slozka separované

smési. Prvni je vytésnéna nejméné sorbovand latka a posledni vychazi mobilni

3

faze. Vysledkem je pak ,,obraceny “ chromatogram, kde vyska piku udava
kvalitativni a §itka kvantitativni charakteristiku latky.

elu¢ni chromatografie ma nejvyssi separa¢ni ucinnost a vyuziva se k preparacim
s pozadavkem vysoce u¢inného d€leni smési. Na kolonu se nanasi jednordzové
malé mnozstvi vzorku. Mobilni fize, ma ke stacionarni niZsi afinitu nez
kterakoliv z analyzovanych latek. Latky jsou z kolony eluovany dle svych
sorpcnich vlastnosti a jsou od sebe vziajemné rozdéleny. Tuto metodu lze
realizovat za konstantnich podminek (isokratické eluce) ale také miizeme ménit
sloZzeni mobilni faze (gradientova eluce) Gradientova eluce se vyuziva zejména

pii iontovyménné chromatografii s cilem 1épe oddélit a urychlit proces. 8

Dle usporadani aparatury rozliujeme:

sloupcovou chromatografii (plynova i kapalinova)

4

chromatografii v plo$ném usporadani -papir, tenka vrstva (pouze kapalinova)

Podle acelu kterému slouzi rozlisujeme:

~r o7

Analytickou chromatografii, slouzici ke kvantitativni a kvalitativni analyze
Preparativni chromatografii, pouzivanou k ¢isténi latek dale pouZivanych
Vv laboratornim métitku

Chromatografii k vyrobnim t&eliim

14



2.3.2 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

HPLC (High performance liquid chromatography) je separacni metoda, pii které
dochazi k odd€leni slozek analyzované smési na koloné naplnéné sorbentem v disledku
jejich nestejné rychlého putovani ve sméru toku mobilni faze. Dle druhu naplné kolony
zde mohou probihat vSechny chromatografické déje (adsorpce, rozdélovani, iontova
vymeéna, sitovy efekt). Umoznuje jak kvalitativni tak kvantitativni hodnoceni vzorku.
Jejimi prednostmi jsou rychlost, selektivita, citlivost, malé mnozstvi nanaSené¢ho
vzorku, moznost analyzy termolabilnich latek, netékavych latek a v neposledni tadé
také moznost automatizace.To je také divod Sirokého vyuzivani HPLC v oblasti

monitorovani lékovych hladin.

2.3.2.1 INSTRUMENTACE

Dnesni kapalinové chromatografy tvofi kompaktni celek integrujici jednotlivé
soucasti a cely proces je fizen programové pocitacem. Zakladni komponenty ze kterych

/4 /4 row e 4 . I . r r b4 6
sestava vysokoucinny kapalinovy chromaograf zobrazuje schéma na obrazku ¢.3. )

Obr.¢.3: Schéma vysokoucinného kapalinového chromatografu.

1) Zasobniky mobilni faze, 2) Cerpadlo, 3) SméSovaci zatizeni, 4) Davkovaci zafizeni,

5) Kolona, 6) Detektor, 7) Pocitac,
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Zdsobniky mobilni faze.

Nejcastéji kovové, sklenéné nebo plastové nadoby. Byvaji az Ctyti a kazdad maze
obsahovat jinou slozku MF. Pfistroj jednotlivé slozky smicha ve sméSovaci v predem
zadaném poméru. Kapalina tvotici MF obsahuje rozpusténé plyny, které se uvoliuji ve
form¢ bublin. Protoze je plyn lehce stlacitelny dochazi ke kolisani tlaku v systému, tim
ke zménam v pritoku MF, coz vede ke snizeni citlivosti a ovlivituje reprodukovatelnost.
Proto je nutné pouzivat pouze odplynénou mobilni fazi. Odplynéni provadime pomoci
vakua, probublavani heliem, piisobenim ultrazvuku nebo vzajemnou kombinaci téchto
metod. Mobilni faze se ze zasobnikli odvadi pomoci hadi¢ek opatienymi filtry
(nejcastéji z nerezavejici oceli). Filtry chrani ¢erpadla pfed mechanickym poskozenim
¢asticemi vE€t§imi nez 5 pm. Soucasti modernich pfistroji je degaser, ktery provadi

odplynovani mobilni faze on-line.19*?

Cerpadla.

Zakladnim pozadavkem na vysokotlakd Cerpadla je zajiSténi linearity pratoku
bez tlakovych pulsi.V soucasnosti se pouZzivaji reciprocni Cerpadla. V podstaté se jedna
o dva az tii spojené pisty koordinované pomoci elektroniky a pracujici v tlakovém

rozmezi 1 — 60 MPa.*?

Davkovaci zaiizeni.

Pted vstupem do kolony se nachézi davkova¢ vzorku. Vzorek nanaSime pomoci
Hamiltonovy mikrostfikacky do davkovaci smycky. Jeji objem je pevné dén a zarucuje
presné nadavkovani. Davkova¢ je opatfen Sesticestnym ventilem, ktery umoziuje
nanaSet bez pferuseni pritoku mobilni faze.?

K nejmodernéjsim davkovacim zatizenim patii autosamplery, které mohou nejen

I sy r ¥ v Lo 1
nanaset vzorek na kolonu, ale 1 pfedem provadét se vzorkem pozadované tGpravy. 0

Kolony.

V kolon¢ dochéazi k samotnému chromatografickému procesu a volba kolony ma
proto pro HPLC zasadni vyznam. Obecnym pozadavkem kladenym na kolonu je

rozdelit co nejvétsi pocet latek s co nejvetsi t€innosti v co nejkratsim case. Ucinnost

16



kolon zavisi na kvalit€¢ pouzitého sorbentu, jeji délce, vnitini geometrii, materidlu
z n¢hoz je zhotovena a na riznych dal$ich faktorech jako je zptisob plnéni atd.?

Na vyrobu kolon se nej¢astéji pouziva sklo, nebo nerezavéjici ocel. Na materialu
zéavisi hlavn¢ velikost pracovniho tlaku. Sklenéné kolony se hodi pro pracovni tlak do
30 MPa. Vnitini pramér analytickych kolon se pohybuje v rozmezi 2,1-4,6 mm a délka
od 5 do 25 cm. Népln& kolon miizeme rozdglit na dvé hlavni skupiny.*?

1. Polymerizované sorbenty

2. Nepolymerizované sorbenty

Sorbenty polymerizovanych naplni jsou zaloZzené na principu prostorové sité slozené
z styren-divinyl-benzenu, nebo to jsou makromolekularni matrice obsahujici kyselou
nebo zasaditou funk¢ni skupinu -katexové (anion - sulfoskupiny)
-anexové ( kation - tetraalkylamoniové skupiny)
Tyto naplné jsou vyuzivany v iontové vyménné chromatografii.*?
Sorbenty nepolarizovanych naplni jsou tvofeny nejcastéji SiOp, Al,O3; nebo
ZrO,. Zirkoniové néplné maji oproti silikagelu daleko vySsi tepelnou a chemickou
stabilitu. Dnes se z vyhodou pouziva chemicky vazanych stacionarnich fazi. Prevazné
se jednd o silikagel na jehoz hydroxilové skupiny je chemicky navazan alifaticky
fetézec rizné délky (C8, C18) tzv. reverse phase, piipadné nesouci rizné skupiny viz.

Tab.¢.1: Priklady chemicky vazanych fazi

volny silikagel SiO, -
ethylhydroxy -(CH,)»-OH
propylkyano -(CH,)s-CN
propylamino -(CH,)3-NH,
oktasilan C8
oktadecilsilan C18

Vzhledem Kk tomu, Ze vétSina 1é¢iv ma nizkou polaritu, nebo jsou nepolarni,

vyuziva se k jejich analyze kolon C18 s reverzné vazanou naplni. V tomto ptipadé je
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stacionarni faze nepolarni a MF polarni. Mechanismus interakci vzorku a staciondrni
faze je zde zalozen na tvorb¢ vodikovych mistk nebo Van der Waalsovych sil.

Pro opticky aktivni latky se pouzivaji chirdlni stacionarni faze. 813)

Detektory

Detektor sleduje signal eluovanych latek po jejich separaci na kolong.
Zaznamenava nékterou z vlastnosti analytu, liSici se od vlastnosti MF. Signdl je zesilen
a kvalitativné 1 kvantitativné vyhodnocovan pocitatovym systémem.lz)
Na detektory pro HPLC jsou kladeny mimotadné pozadavky:

e Vysoka citlivost
e Reprodukovatelnost a linearita odezvy

e Nezavislost odezvy na zméné€ slozeni mobilni faze pti gradientové eluci

e Univerzalnost-detekce vSech odd€lenych slozek vzorku

Nékteré vlastnosti nejuzivanéjSich detektor uvadi tab.¢.2 N

Tab.¢.2: HPLC detektory, selektivita a citlivost

Detektor Selektivita Citlivost [g/ml]
ultrafialovy ano 10™°
infraterveny ano 10°
konduktometricky ano 10°®
amperometricky ano 10™°
fluorimetricky ano 10"
hmotnostni spekir. ano 1078
refraktometricky ne 10”7

Spektrofotometrické detektory UV, VIS.

Jsou nejcastéji pouzivanymi detektory, méti v UV nebo VIS oblasti spektra.
V obou ptipadech se vyuziva skutecnosti, Ze fada 1éCiv obsahuje dvojné vazby nebo
aktivni skupiny, které¢ v UV, nebo VIS absorbuji a zaroven existuje fada rozpoustédel

pouzivanych jako mobilni faze, které¢ v této Casti spektra neabsorbuji. Pokud
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analyzované latky neabsorbuji nebo je jejich molarni absorp¢ni koeficient nedostatecny
pro citlivé stanoveni, pfevadi se na vhodny derivat.? 910

Spektrofotometrické detektory s proménlivou vinovou délkou se vyuzivaji ve
vice nez 80% méfeni. Jsou vysoce citlivé,i kdyZ o néco méné nez detektory s pevnou
vlnovou délkou, nebo filtrové s n¢kolika vinovymi délkami, oproti nim vSak disponuji
Sirokou Skéalou pouzitelnosti. Maji velkou oblast linearity odezvy, jsou selektivni a
umoziuji jako mobilni fazi volit pomérné mnoho rozpoustédel.

Diode-array detector. (DAD) Je vybaveny diodovym polem (az nékolik set diod)
fizenym mikropocita¢em, které umoziuje snimat celé absorpcni spektrum eludtu, v
rozmezi 1nm nékolikrat za vtetinu. Vysledky se ukladaji do paméti pfistroje. Vystupem
je tfirozmérny chromatogram, jako zavislost absorbce na vinové délce a na case, ze

kterého Ize rychle identifikovat eluované latky a posoudit jejich gistotu.® 910

Infracervené detektory.

Infracervena spektrometrie je dnes v praxi bézné pouzivanou metodou pro
identifikaci sloucenin a fesSeni strukturalniho uspotadani v molekule. Je rovnéz zaloZzena
na absorbci &asti zafeni jednotlivymi molekulami analytu. IC zafeni ma ale ve srovnani
s UV malou energii a neméni tak elektronovy stav molekuly. Dochazi ke zménam ve
vibrac¢nich a rotacnich pohybech molekuly. Absorbovana kvanta energie zvySuji vnitini

energii pfipadajici na vibrace atomt v molekule a rotaci jednotlivych casti molekuly.lo)

Fluorimetrické (fluorescencni) detektory.

Principem je schopnost analyzované latky absorbovat UV excitacni zafeni
z intenzivniho zdroje a pfitom vydavat emisni (fluorescencni) zéafeni o vétsi vlnové
délce a tedy nizSi energii nez jakou ma zéfeni excitacni. Pouzitelnost lze rozsifit
vhodnou derivatizaci, zavedenim fluoroforu do molekuly stanovované latky. Jedna se o
vysoce selektivni detektor, jehoz odezva nezéavisi na kolisani teploty a vyznacuje se
dobrou linearitou. Emitované zatreni dopada na fotoelektricky nasobi¢ a pfeméni se na

elektricky signal, jehoZ velikost je imérna toku fluorescen¢niho zafeni.? 910

Elektrochemické detektory.
Principem méfteni je elektrochemicka reakce na fdzovém rozhrani elektroda-
roztok (nejCastéji oxidacné-redukéni). Sleduje se zména chovani elektrochemického

¢lanku pfi ménicim se slozeni eluatu. Podstatou jsou vztahy mezi elektrickymi
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veli¢inami a koncentraci (C) sledované slozky. Vliv ostatnich zavislych veli¢in se
eliminuje napt. udrZzovanim na konstantni nebo nulové hodnoté. Méfeni probiha tak, ze
se meti prislusna veli¢ina bud’ za konstantniho potencidlu pracovni elektrody, nebo za
konstantniho proudu. Mezi elektrochemické detektory fadime napft.: polarografické,

. i 14 8),9
voltampérometrické, coulometrické aj.2" ¥

Hmotnostni detektor (MS).

MS detektory pracuji s ionizovanymi molekulami, které rozdéluji dle poméru
jejich hmotnosti a ndboje. MS sestavaji z iontového zdroje (ioniza¢ni komora),
hmotnostniho analyzatoru a samotného detektoru. Nejcastéjsi typy ionizace ve spojeni
LC/MS:

e Elektrosprejova ionizace (ESI)
e Chemicka ionizace za normalniho tlaku (APCI)

e Fotoionizace za normalniho tlaku (APPI)

Vsechny maji spole¢né, to Ze pracuji za atmosférického tlaku. Mobilni faze je do
komory vstfikovdna (nebulizovdna) ve formé aerosolu, ktery je tepelné pfevadén do
plynného skupenstvi a zarovenn vysousen pifivadénym plynem, ¢imz dochazi
k zkoncentrovani. Nasledné¢ dochazi kionizaci molekuly a ptipadné ke vzniku
molekularnich fragmentti. Vzniklé ionty pak odchézeji kapilarni davkovaci tryskou do
hmotnostniho analyzatoru. Typy hmotnostnich analyzatori:

e Quadrupol

e Trojity quadrupol

e Sféricka iontova past
e Linearni iontova past
e Analyzator doby letu

¢ lontova cyklotronova rezonance

Analyzator slouzi k vybéru iontii podle poméru hmotnost a naboje, které pak
pokracuji na detektor. Miizeme skenovat cely obsah eluatu, nebo z(zit vybér jenom na
ionty které nas zajimaji.

Vystupem z LC/MS je zaznam Casové zavislosti na hmotnostnim spektru, které

vypovida o molekularni hmotnosti, identité kvantité a Cistoté sledované létky.14)
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Graf.¢.1: Aplikace techniky ionizace v zavislosti na polarité (osa x)

a molekulové hmotnosti (osa y)

Ostatni typy detektorii.

Vodivostni detektor, mikroadsorp¢ni detektor, kapacitni detektor.?®
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2.3.2.2 CHROMATOGRAFICKE PARAMETRY

Elu¢ni parametry: Pfi chromatografii protékd mobilni faze stalou rychlosti. Od
naneseni na kolonu do okamziku kdy latka kolonu opusti a projevi se signdlem
detektoru, uplyne urCity cas, ktery zavisi na sorbovatelnosti latky v daném
chromatografickém systému a tedy na jejim druhu. Protoze tento Cas charakterizuje
retenci, zadrzovani latky v koloné, oznacuje se jako reten¢ni, nebo elu¢ni cas tg. K eluci
latky je zapotiebi aby kolonou protekl ur¢ity objem mobilni faze. Také ten muze latku
charakterizovat jako tzv. reten¢ni nebo elu¢ni objem Vgr. Oba udaje jsou si pii stalé
rychlosti mobilni faze tmérné a lze je vyjadfit vztahem

Ve =txFy,
kde Fyu je mnoZstvi mobilni faze prote¢ené kolonou za jednotku ¢asu. Elu¢ni objem je
dan souctem dvou objemovych veli¢in

Ve=Vy+V,
kde V'r je skuteny reten¢ni objem a Vi mrtvy objem piedstavujici celkovy objem,
ktery zaujima mobilni fadze od mista nésttiku, pfes kolonu az po detektor. Mrtvy objem
Vu se zjisti experimentalné jako retencni objem nesorbujici se latky.

Analogicky se reten¢ni ¢as nesorbované latky vyjadii jako mrtvy retenéni cas ty.

Pomér mrtvého retenéniho Casu a retencniho Casu latky A se oznacuje jako retencni

faktor Rf

Rf =
tR
ktery mize mit hodnotu 0 az 1. Reten¢ni as pak miZeme vyjadfit vztahem

tp =ty +1t,
Pro chromatografickou analyzou je ucelné, aby Rf nevybocovalo z rozsahu asi 0,2 az
0,8.
V HPLC se dale pracuje s redukovanym reten¢nim ¢asem ¢'r, coZ je absolutni Cas latky

naméfeny za béZznych podminek zmenSeny o mrtvy reten¢ni Cas.

K charakterizaci miry sorpce solutu na koloné slouzi kapacitni faktor KcozZ je

bezrozmérna velié¢ina
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Kapacitni faktor vyjadiuje pomér celkového mnozstvi chromatografované latky ve
stacionarni fazi k celkovému mnozstvi této latky v mobilni fazi. K je pfimo tmérny
distribu¢ni konstanté Kp
K=K, Vs
Vi
kde Vs je objem stacionarni faze.
Pro kvalitativni vyjadieni rozdéleni latek obsazenych ve vzorku nam slouzi
veli¢ina zvana rozliSeni Rs
2(t R2 tRl)
kde w; a w; jsou $ifky piku v jejich zakladné a tr; a try jsou pfislusné retenéni Casy.
V ptipadé, ze retencni Casy vztahujeme na $itku piku v poloviné vysky piku, musime
pouzit vzorec:
R — 1’18(tR2 _tRl)

S
W10’5 + W20,5

Pro hodnoceni uc¢innosti kolony byly zavedeny pojmy vyskovy ekvivalent teoretického
patra H a pocet teoretickych pater n.

Pro vypocet poctu teoretickych pater plati vztah

¢ 2
n= 16(—Rj
w

kde w je Sitka piku pfi jeho bazi. V ptipad¢€, ze méfime Sitku piku v poloviné vysky,

plati pro vypoc€et mnozstvi teoretickych pater vztah

t 2
n= 5,54[—RJ
Wo,5

Cim v&tsi je n, tim v&tsi je udinnost kolony.
V ptipadé€, ze zndme pocet teoretickych pater n a celkovou délku kolony L, miZeme
vypocitat vyskovy ekvivalent teoretického patra H.

H=%
n

Pokud dosadime vySe jmenované rovnice do vztahu pro parametr rozliSeni, je mozné

odvodit a popsat tfi faktory, na kterych je rozliSeni zavislé:
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e el

kde ﬂ je ucinnost, e je selektivita a K je kapacita.
4 a K+1

Selektivitu kolony mizeme vyjadfit pomoci relativni retence, kde plati vztah ¥ 121910

_tty Ky

(24

Lpy — Ty K 1
Dosazeni optimalnich separac¢nich hodnot pfedstavuje kompromis mezi tfemi faktory
ato mezi rozliSenim, kapacitou a rychlosti. Vzijemny vztah je mozné schematicky
znazornit pomoci chromatografického trojuhelniku (Obr.¢.4): Vzajemny vztah téchto tii

e T < " g 12
veli¢in je mozné ovlivitovat zménou sorbentu, slozenim mobilni faze, pH a teplotou )

rozliSeni

rychlost kapacita

Obr.¢.4: Vztah separac¢nich hodnot

24



2.3.2.3 HODNOCENIV HPLC

Signal z detektoru je po piislusném zesileni registrovan integratorem nebo
pocitacem, ¢imz ziskame chromatograficky zaznam, chromatogram ve formé piki pro
kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni anal}'lzy.7)

Kvalitativni analyza.

Pro identifikaci slozek smési rozd€lené vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii jsou vyznamna retenni data (retencni cas). Nejvyhodnéjsi postup
identifikace slozky je porovnani retencnich charakteristik daného piku s udaji
standardnich latek. Nejspolehlivéjsi je pfitom metoda standardniho piidavku do délené
smési a provedeni druhého méfeni.”

Prikaznou identifikaci jednotlivych slozek smési je mozné provést v zafizenich

spojujicich HPLC a hmotnostni spektrometr (HPLC-MS)tzv. on-line analyza, ptipadné

porovnani kompletnich UV-VIS spekter ziskanych pouZitim diode array detektoru.”

Kvantitativni analyza.

Kvantitativni zastoupeni slozky ve smési je dano plochou pod pikem. U
symetrickych pikl lze ke zjiSténi koncentrace stanovované slozky (Cx) vyuzit zptsob
ptimého srovnani vysek piki standardu (hs) a stanovované slozky (hy):

cx=(hy.cs)/ hs
Obsah latky ve vzorku se zjiStuje vzdy relativné s pouZitim standard(. Pfi metodé
vnéjSiho standardu se porovnavd plocha piku stanovované slozky s plochou piku
standardu stanovované slozky, analyzovaného za stejnych podminek. Pfi metodé
vnitiniho standardu (IS) se ptfida piesné¢ zndmé mnozstvi standardni latky piimo do
analyzované smési pfed chromatografii. ProtoZe standard i vzorek jsou pii tomto
zpusobu provedeni vystaveny stejnym vlivim, dochazi tim k jejich eliminaci.

Podminkou je tplné oddéleni IS od ostatnich slozek smési.l

25



2.4 PRIPRAVA VZORKU

Jedna se o velmi dilezitou ¢ast HPLC analyzy a jejim tukolem je ziskat

homogenni, reprodukovatelny roztok vhodny k nastiiku na kolonu. Cilem je zbaveni se

moznych interferujicich latek, ochrana chromatografick¢ kolony ziskani vzorku

rozpustného v mobilni fizi a jeho zkoncentrovani. Dal§im ukolem pfipravy vzorku

muze byt derivatizace pro zlepSeni detekce nebo separace.

Material ze kterého ziskdvame vzorky miize byt anorganického nebo organického

puvodu plynného, kapalného nebo pevného skupenstvi. Latka navic byva rozpusténa ,

nebo dispergovana v jinych materidlech, jako jsou biologické matrice, 1é¢ivé pripravky

Vv riznych 1ékovych forméach aj.lo)

Tab.¢.3: Procesy pfi ptipraveé vzorku:

Ziskavani vzorku

statisticky validovanym procesem

Skladovani a uchovavani vzorku

pouzivani adekvatnich kontejnerti a procesti s
ohledem na povahu materialu

Prediprava vzorku

suSeni, drceni rozemilani, prosévani

NavazZovani a Fedéni

s obezretnosti na reaktivni, nestabilni nebo
biologické materialy, za pouziti kalibrovaného
laboratorniho vybaveni

Alternativni prediprava

odsolovani, odpatfovani, vymrazovani...

r wr

Odstranovani ¢astic

filtrace, centrifugace

Extrakce sledovanych latek

LLE, SPE

Derivatizace

zlepSeni detekce pfipadné separace
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2.4.1 UPRAVA BILOLOGICKEHO MATERIALU

V nékterych ojedinélych ptipadech se da vzorek biologické materialu aplikovat
metodou pfimého nastiiku. Nejcastéji se takto aplikuje vzorek moci, ktera obsahuje
relativné malo endogennich latek. Aby bylo mozno pouzit tuto metodu, musi byt mimo
jiné, ve vzorku vysokd koncentrace stanovované latky a minimalni interference
endogennich latek s pouzitou detekéni metodou. Aplikace biologickych tekutin na
kolonu vede Kjejimu rychlému ucpani, proto se pii této metodé pouzivaji tzv.
predkolony, které¢ castecné hlavni analytickou kolonu chréni. ZvlaStnim piipadem
pfimého nastfiku je technika pfepinani kolon ,,column switching HPLC “. Vzorek
biologického materialu se nastiikne, rozpoustédlem z jednoho cerpadla je vnesen na
kolonku, kde je zadrzena analyzovana latka(endogenni latky prochazi do odpadu).
Piepnuti ventilu umozni, ze mobilni faze z druhého cerpadla vymyje z kolonky

y , : . : 12
zadrzenou latku a ta je undSena na analytickou kolonu. )

Nejcastéjsi zplisoby upravy vzorku biologického materidlu. 217
e deproteinace (vysrazeni proteinil)
e extrakce do organickych rozpoustédel (LLE)

e extrakce na pevnych fazich (SPE)

2.4.1.1 DEPROTEINACE.

Deproteinaci se zabrani vysrazeni proteinti na kolon€. Po deproteinaci se vzorek
centrifuguje a alikvot ¢irého supernatantu se nand$i na kolonu, nebo pii nizké
koncentraci léCiva se supernatant odpafi do sucha a odparek je pak rozpustén

V minimalnim mnoZstvi mobilni faze.*?

Deproteinace biologického materialu musi spliiovat tyto podminky: 1)

e kompletni odstranéni proteinti
e precipitat nesmi adsorbovat na sviij povrch sledované 1é¢ivo)
e deproteinacni ¢inidlo nesmi ptsobit na sledované 1€¢ivo ani interferovat

pii detekei
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Proteiny miizeme odstranovat né€kolika Zpﬁsoby:”)

e precipitaci srazecimi ¢inidly
e enzymovou deproteinaci

e ultrafiltraci

Precipitace.
Pracujeme s ¢inidly, které jsou s vodou misitelna. Pouzivaji se: 12).17)
e organickd rozpoustédla (methanol, ethanol, acetonitril, aceton)
e silné kyseliny (trichloroctova, trifluoroctova, chlorista, fosforecna,
chlorovodikova)
e soli tézkych kovi (ZnSO4 a NaOH, ZnSO,4 a Ba(OH),, CuSO,4 a Na,WO,
a H,SOy)

e kombinace (methanol a kyselina chlorista, acetonitril a ultrazvuk)

Enzymova deproteinace.

Jedna se o proteolyzu enzymem (trypsin, papain, sobtilisin, ketodas aj.) Jeji

vyhodou je Setrnost k analyzované latce.r”)

Ultrafiltrace.

Timto zptsobem se oddéli volné (nizkomolekularni) 1é¢ivo od 1é¢iva vazaného

(makromolekula) pfechodem pies semipermeabilni membréanu.*”

2.4.1.2 SPE - EXTRAKCE NA PEVNYCH FAZICH.

Elegantni, jednoduchéd a rychld metoda k ¢isténi a izolaci slou€enin z roztokl
S pouzitim pevného sorbentu, vykazujici dobrou vytéznost a reprodukovatelnost.lz)
Sorbenty miizeme rozdélit na dvé skupiny.
e polarni sorbenty (silikagel, oxid hlinity, oxid hote¢naty, kiemelina,

chemicky vézany kyanopropyl, aminopropyl, propylkarboxylové
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kyseliny, nebo ionexové kvartérni aminy, benzensulfonova
a propylsulfonova kyselina)
e nepolarni (aktivni uhli, celuléza, polystyrénové sorbenty, chemicky

vazané faze C8 a C18)

Kolonky jsou jednorazové, sériové vyrabéné. Extrakci lze provést pretlakem
nebo podtlakem, pomoci extrakéniho vakuového zafizeni. Kolonka se ptfed extrakci
aktivuje pomoci methanolu a vody, poté se nanese zkoumany vzorek, nasleduje promyti
vodou (odstranéni endogennich latek) anakonec eluce vhodnym extrakénim

ginidlem.*”
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Obr.¢.5: Schéma postupu pii SPE. Priklady sorbentii, pouzitelnych fazi a elu¢nich rozpoustédel. Kde n-BPC je kolonka s navazanou polarni
fazi, LSC je normalni faze, RPC je reverzné vazana faze, IPA je isopropylalkohol.




2.4.1.3 LLE - EXTRAKCE DO ORGANICKYCH ROZPOUSTEDEL.

Latky se rozdé€luji podle Nernstova zdkona mezi dvé vzajemné nemisitelné
kapaliny v rozdélovacim poméru K. Ten je dan pomérem celkové koncentrace latky

v organické fazi k celkové koncentraci téze latky ve vodné fazi. Rozpoustédla volime

tak, aby K byl co nejvétsi. Nejdilezit&jsi faktory pti LLE. 1912
e fyzikaln¢ chemické vlastnosti 1éCiva
e pH vodni faze
e vzajemny pomer fazi
e zplsob a doba trvani extrakce
Polarita rozpoustédla se voli podle fyzikdlné chemickych vlastnosti

extrahovanych latek. Nepolarni rozpoustédla maji nizkou dielektrickou konstantu,
polarni rozpoustédla vysokou dielektrickou konstantu. Cilem je zvolit rozpoustédlo

(ptip. smés rozpoustédel), kde bude extrahovana latka nejlépe rozpustna. Piehled

rozpoustédel uvadi tabulka ¢.4. Podminky kladené na rozpouétédla:lo)

e nemisitelnost s H,O

e nesmi reagovat s extrahovanou latkou

e snadna tékavost (extrakt se zpravidla zahust'uje)

e (istota rozpoustédla (zpravidla destilace na kolong¢)

Tab.¢.4: ¢. Ptehled rozpoustédel

Vodna rozpoustédla

Organicka rozpoustédla
nemisitelna s vodou

organicka rozpoustédla
misitelna s vodou
(nepouzitelna pro LLE)

voda

alifatické uhlovodiky

alkoholy (do Cg)

kysela rozpoustédla

diethylether a jiné ethery

ketony (do Cg)

zasadita rozpoustédla

methylen chlorid, chloroform

nizkomolekularni aldehydy

solné roztoky

ethylacetat a jiné estery

nizkomolekularni karboxylové
kyseliny

komplexotvorna, iontparova,
chelatotvorna c&inidla

alifatické ketony (Cg a vic)

acetonitril

kombinace predeslych

alifatické alkoholy (Cg a vic)

dimethylsulphoxid, dioxan

toluen, xyleny (UV absorbce!)
kombinace predeslych
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Do organického rozpoustédla prechazi pouze neionizovand forma 1é¢iva, proto je
dalezité¢ nastavit vhodné pH vodni faze. VétSina 1é¢iv mé charakter slabych kyselin
nebo bazi (vyjadieno hodnotou pKa). Vztah mezi pKa a pH tedy pomér ionizované

a neionizované formy popisuje Henderson-Hasselbalchova rovnice

pro kyseliny  pKa = pH +log LCw kysel!ny]
o kyseliny |
pro baze pKa = pH + |Og _:CD baze]
v baze]

Hodnotu pH upravujeme nejéastéji pomoci riznych pufrt, eventuelné pomoci
kyselin nebo zasad, pokud tyto nemaji vliv na zménu struktury extrahované latky tak,
aby pomér mezi nedisociovanou a disociovanou slozkou byl 100 : 1 tj. aby
nedisociovany podil tvofil nejméné 99%.

Zména poméru fazi. Nejcastéji se pomér vodné a organické faze pohybuje mezi
1 : 5 az 1 : 10. Vétsim mnozstvim organického rozpoustédla se zvySuje

extrahovatelnost sledované latky.
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LLE provadime s pomoci tfepacky kde je dileZzita intenzita tfepani, doba tfepani,

poloha extrakéni zkumavky atd. Nasleduje Centrifugace pficemz sledujeme

otacky/minutu a dobu centrifugace). Nakonec oddélime organickou fazi a zahustime

proudem Ny, (p¥ip. za zvysené teploty).'”)

Obr.¢.6: Schéma LLE procedury

Vzorek
Ano f Ne Rozpust ve
Y Je kapalny’ vhodném
rozpoustédle
Proved' chemicke
tipravy
( H.)
¢
Ttrakin Pnd:al] illerakcm
nadohka y tmidoa Rozdél féze
protfepavej
: Emulze
I nnotsti | Ofeberfig | Awo [ U T2
myt | s analgtem oddélen ? hreak
N
Je extrakce €
kvantitativni? :
- Zkoncentry a Analyza,
piiprav vhodne neho daléi
nnozstvi ¥ dpravy
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Nékteré problémy spojené s LLE:

e Vytvoreni emulze

e Analyt se siln¢€ vaze na Castice

e Analyt se vaze na vysokomolekularni slozky — v biologickém materiadlu zejména
na proteiny

e Faze se Castecn¢ vzdjemné misi

Vytvoteni emulze je problém ktery se miize vyskytovat u nekterych vzorka (napf.
matrice obsahuje tuky) nebo je dan vlastnostmi rozpoustédel. Pokud nejsou jednotlivé
faze ostfe ohraniCeny a tedy rozdéleny na vodni a organickou slozku, je vyznamné

ovlivnéna vytéznost analytu. Emulzi mizeme rozd¢lit (break) :

Ptidanim soli do vodni faze

e Zahiivanim nebo chlazenim extrakéni banky
e Filtraci pres skelnou vatu

e Filtraci pfes fazové-separacni filtraéni papir

e Centrifugaci

Pokud jsou ve vzorku obsazeny castice, mize adsorbce analytu na né zpusobit
nizkou vytéznost. V takovych piipadech se po filtraci vzorku promyva filtrat siln¢j$Sim
rozpoustédlem. Silngjsi rozpoustédlo ziskame zménou pH, zvySenim iontové sily nebo
pouZzijeme polarnéjsi rozpoustédlo.

Nizkd vytéznost mize byt dana vazbou na proteiny. Toto je problém zejména

méfeni hladin 1éki a jejich metabolitl z fyziologickych tekutin.Resenim maze byt:

Ptidani detergentu

Ptidani organického rozpoustédla nebo silné kyseliny

Natfedénim vodou

Vytésnénim latkou, kterd se vaze silnéji.

I vzijemné nemisitelné roztoky maji malou, omezenou vzajemnou misitelnost.

Timto muzZe byt naruSen relativni objem obou f4zi. V praxi se to fesi vzéjemnou saturaci
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obou rozpoustédel v separacni baiice. Teprve takto saturovand rozpoustédla se pouziji

pro LLE.*?

2.5 VALIDACE METODY

Selektivni a sensitivni analytické metody pro kvantitativni hodnoceni 1éCiv a
jejich  metabolith  jsou zékladem pro uspésné provadéni preklinickych,
biofarmaceutickych a klinickych farmakologickych studii. Bioanalytické metody
validace zahrnuji vSechny procesy, které urcuji, ze dand metoda pouzitd pro kvantifikaci
analytu v biologickém vzorku, jako je krev, plazma, sérum, nebo moc¢, je spolehliva a

reprodukovatelna pro zamyslené pouiiti.lg)

Uplna validace je nutna vzdy
e kdyz provadime bioanalytickou metodu poprvé
e jedna-li se o analyzu nové latky

e kdyz zkoumame metodou novy metabolit

ptiklady kdy se vyzaduje ¢aste¢nd validace
e metodu provadime v jiné laboratofi, nebo jinym analytikem
e provadime zmény v detekénim zatizeni
e meénime zplsob extrakce z biologického materialu
e meénime biologickou matrix (plazma — moc)
e meénime ZivociSny druh ze kterého matrix pochézi

e provadime instrumentalni, nebo softvérové zmény
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)

linearita
spravnost (accuracy)

Zékladni parametry pro validaci:*®

piesnost (precision) — opakovatelnost
- reprodukovatelnost
selektivita
detek¢ni limit
kvantifika¢ni limit

robustnost (ruggedness)

2.5.1 LINEARITA

Linearita je schopnost metody davat vysledky pfimo umérné koncentraci
stanovované latky ve vzorku. Linearita analytické metody se dolozi bud’ graficky, nebo
matematicky pomoci vysledkl linearni regresni analyzy. Uvadi se korelacni faktor
(mira linearity), smérnice (mira citlivosti)

Test hodnoti kvalitu zavislosti plochy piku na koncentraci analyzované latky
vrozmezi 50 — 150 % deklarovaného obsahu a stanoveni minimaln¢ pét riznych

koncentraci standardni létky.zo)

2.5.2 SPRAVNOST

Spravnost je test charakterizujici tésnost shody mezi vysledkem analyzy a
ptijatou referen¢ni hodnotou. Referencni hodnotou muze byt skutecny znamy obsah
latky, nebo obsah zjistény jinou nezavislou metodou, které spravnost je zarucena.

Pokud se stanovovana latka nachazi v matrici jez miZze pii méfeni interferovat,
testuje se spravnost metody pomoci standardniho ptfidavku ucinné latky k samotné
matrici nebo k analyzovanému ptipravku.

Statisticky se spravnost hodnoti pomoci vytéznosti (R), kterd se vypocitd podle vzorce:
R(%) = 100.c;/co

kde c; je zjisténa koncentrace a cg skute¢na koncentrace.?"
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2.5.3 PRESNOST

Ptesnost analytické metody je mira shody mezi vysledky nezavislych méfeni

homogenniho vzorku.

Ma tii slozky:

opakovatelnost (repeability), kdy se opakované méfi stejny vzorek
jednim pracovnikem na stejném zaiizeni

intermediarni piesnost, ktera vyjadfuje variabilitu uvnitt laboratofe,
méni-li se analytici a zafizeni

reprodukovatelnost (reproducibility), kdy se stejny vzorek analyzuje riznymi

pracovniky na  ruznych  zafizenich

Vv rtiznych laboratofich. 21).22)

Pfesnost stanovujeme nejméné ze Sesti nezdvislych analyz provedenych
kompletnim postupem, pocinaje piipravou vzorku. Zjistuje se tak chyba celého
analytického postupu.zo) 22)

Vyjadiuje se jako relativni smérodatnd odchylka RSp.

100 [ (v, -¥)°
y n-1

RSD(%) ==

yi — naméfené hodnoty vyjadiené jako pomér ploch stanovované latky ku vnitinimu
standardu, Y — primér naméfenych hodnot, n — podet naméfenych hodnot.

Vyzaduje se pouze dolozeni opakovatelnosti. 2
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2.5.4 SELEKTIVITA

Selektivita je schopnost analytické metody kvantitativné stanovit analyt
Vv pritomnosti moznych vedlejSich latek (necistot, rozkladnych produktl piipadné
pomocnych latek u lé¢iv). Pfesnost stanoveni analyzované latky nesmi byt témito
latkami ovlivnéna. Selektivita se vyjadiuje jako rozdil mezi vysledky analyzy vzorku
bez a vzorku s pfidanymi vedlej$imi latkami. Selektivitu je také mozné dolozit jako
vytéznost standardniho pifidavku Cisté latky k materidlu, obsahujicimu stdlé mnoZzstvi
jinych latek, ptfipadné staci dolozit napt. chromatogramy blanku, zndmych vedlejsich a

rozkladnych produkti a podobng 292!

2.5.5 DETEKCNI A KVANTFIKACNI LIMIT

Detekéni limit (LOD) je nejnizsi deklarovatelna koncentrace latky,
nestanovovana kvantitativné, za definovanych experimentalnich podminek. Definuje se
jako trojnasobek smérodatné odchylky odezvy slepého pokusu — Sumu.

cvwr

piesnosti a spravnosti. Definuje se jako desetinasobek smérodatné odchylky Sumu (Sy).

Smérodatnou odchylku Sumu lze odhadnout pii méteni blanku, ze zdznamu Sumu
Vv okoli reten¢niho Casu stanovované latky. Stftedem Sumu se narysuje nulova linie a od

ni se zmé&ii nejvyssi kladna (r*) a zaporna (r')amplituda sumu.

Sn=(r"-r)5

LOD=35n—

1

Log=10snK
b

Kde K (plocha piku/vyska piku) je pomér charakteristicky pro stanovovanou
latku a b; (plocha piku/koncentrace analytu) je pomér dany smérnici regresni rovnice

z kapitoly linearita.?”
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2.5.6 ROBUSTNOST

Robustnost je mira schopnosti metody davat spravné a piesné vysledky i1 pfi
mensSich zménach pracovnich podminek ke kterym mize dochazet i kdyz pracovni
postup zistava zachovan. Znamena miru vlivu proménnych podminek pii provedeni
metody na jeji vysledky. Je vhodné upozornit na podminky, které mohou ovlivnit
vysledky, napft. priitokova rychlost, zména pH, zména poméru slozek mobilni faze.

Stanoveni robustnosti zvySuje divéryhodnost metody pii jejim dlouhodobém
rutinnim pouziti a potvrzuje moznost pieneseni metody do jinych laboratornich
podminek. Vysledkem testovani metody je tolerované rozmezi hodnot predepsané pro
kazdy parametr metody. K tomuto testu se pfipravi jeden vzorek standardu analyzované
latky. Pred jednotlivymi analyzami se zméni pracovni podminky podle parcidlniho

faktorového experimentu.?%?V
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2.6 HPLC METODY HODNOCENI NABUMETONU A 6MNA V ODBORNE LITERATURE

Tab.C.5: Analyza NAB v lidské plazmé pomoci HPLC.?

Extrakce Slelqované IS Kolona Mobilni faze Pr.;j:zll?s\{a Detekce LOQ Vytéznost Korglqéni
atka [viviv] . [ng/ml] [%6] koeficient
[ml/min]
acetonitril,
0,02%
LLE . . Nova-Pack C18 triethylamin Fluorescencni
(ethylacetat) NAB Cisapride (150x3,9) okyselena 1.4 Ex 230 nm 0,313 >80 0,999
predkolona 4x3 C18 | H3PO, (85%) Em 356 nm
napH 7
50:50
Tab.¢.6: Simultanni analyza naproxenu, NAB a 6MNA z léCiv a lidské mo&i.2¥
Sledovan Mobilni faze | Frutokova LOQ | Vytéznost | Korelagni
Extrakce y IS Kolona rychlost Detekce o S
atka [viviv] . [ng/ml] [%6] koeficient
[ml/min]
NAB 1,5 > 90 > 0,999
HSA
SPE (Bond- 0,59/1000m|
ElutCertity Il |- gy | MEWIP- 1ol 5C18 150xa,6 | 2CETONT 1 UV 270 nm 0,2 > 90 > 0,099
reversnif. s toluate voda
anexem) triethylamin
500:500:1
Naproxen 0,3 >90 > 0,999
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Tab.¢.7: Srovnavaci studie biotransfrmace a rozkladu NAB v ¢lovéku a ¢inském praseti pomoci HPLC.

25)

Pratokova

Sledovana Mobilni faze LOQ Vytéznost Korelacni
Extrakce latka IS Kolona [VIVIV] rychlost Detekce | 1 ol/ml] [%] koeficient
[ml/min]

SPE NAB 1 80 0,998
(Superclean 6MNA 0,2 78 0,999
LC18, eluce | 3 rozkladné

Me-OH) |produkty faze I. P od1do9 82-87 |0,995-0,998
NAB LiChroCARD 125x4 | acetonitril ! 81 0.999
LLE 6MNA . 0 voda 1 78 0,999
(Diethylether) | 3 rozkladne Naproxen [LiChrospher 100 RPC18 CH-COOH 1
LiChroCART 4-4 s B
prOdUkty faze |. 45'55'1 od1ldo9 81-85 0,999
NAB o o 0,01 80 0,999
LLE 6MNA uorescencni 0,01 79 0,999
(Diethylether) | 3 rozkladné Ex 230 nm
rozkiadne Em350nm [0,01-002| 81-84 |0,994-0,999
produkty faze I.

I




Et?|

Tab.&.8: Identifikace a uréeni NAB metabolitt 11, Faze.®

, s Pritokova
Extrakce SIeI(;?IZ:na IS Kolona Mo;avl;c/lvf]aze rychlost Detekce
[ml/min]
acetonitril
NAB voda
CH3COOH
LLE LiChroCARD 125x4 A) - 45:55:1
(Diethylether) 6MNA Naproxen |LiChrospher 100 RPC18| (NAB, 6MNA) 1 DAD 195 - 380 s 1 nm posunem, nasledné MS
LiChroCART 4-4

B) - 10:90:1

rozkladné (metabolity

produkty faze Il. faze Il.)

Tab.¢.9: Stanoveni NAB a 6MNA v lidské plazmé HPLC metodou. Reserse z Chemical Abstracts.?”

. s Pratokova S C L
Extrakce Sleld’?lllana IS Kolona MOb';n/' faze rychlost Detekce Kalibracni krlv!(a byl7 I||nearn|
atka [Vviviv] [ml/min] Vv rozmezi ¢ [pg/ml]
NAB methanol
2-(6-methoxy-2- acetatovy pufr
_ naftyl)-propionova _ 0,05mol/I _ _ 1,0-40,0
kyselina pH 3
6MNA 65:35




Tab.&.10: Vyvoj HPLC metody pro vyzkum rozkladu nabumetonu a tiaprofenové kyseliny po expozici teplot& 40°C a UV zafeni.”®

)

. el Pritokova -
Extrakce Slec!ovana IS Kolona Mobilni faze rychlost Detekce LOQ tf‘ Korglapm
latka [viviv] : [ng/ml] [min] koeficient
[ml/min]
NAB acetonitril, 500 31,4
0,01 mol/l
- - KH,PO, 1,2 UV 254 nm -
. pH 3 2-25
rozkladné latky 46 - adl-a7
reversni chemicky
vazana C18
NAB 500 7,6
acetonitril,
- - voda 1 UV 332 nm -
6:4

rozkladné latky
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Tab.&.11: Studie bioekvivalence nabumetonu z tablet dvou riiznych vyrobet v lidském séru metodou HPLC.?

Pratokova

Sledovana Mobilni faze LOQ tr Korelac¢ni
Extrakce latka IS Kolona [VIVAV] [mmﬁi Detekce [ng/mi] [min] koeficient
acetonitril
reversni chemicky 1,5%
LLE (ether) NAB 2 - naftol vazana C18 CH,COOH 1 UV - 280 nm 1000 13 > 0,999
25:75
Tab.&.12: Stanoveni nabumetonu a BMNA v plazmé& metodou HPLC.*?
Sledovani Mobilni faze | Frutokova LOQ | Vytéznost | Korelaéni
Extrakce " IS Kolona rychlost Detekce o
latka [viviv] [ml/min] [ng/ml] [%6] koeficient
LLE NAB methanol 250 92 0,999
(n-hexan - 6-chloro-2- reversni chemick acetatovy pufr Fluorescencni
. naftyloct. . ; y 0,05mol/l 1 Ex 284 nm
ethylacetat K vazana C18 H 3 Em 320
50:50) ys. p m 320 nm
: 6MNA 70:30 100 93 0,999

F




Tab.&.13: Stanoveni nabumetonu a 6MNA v plazmé a v tabletach pomoci HPLC.*"

Pratokova

Sledovana Mobilni faze LOQ Vytéznost Korelacni
Extrakce latka IS Kolona [mi/mi/mi] | fychlost Detekce [ng/mi] [%] koeficient
[ml/min]
NAB acetonitril, 1500 | 93,3-952 0,999
LLE triethylamin,
, . CH3;COOH
(n-hexan - reversni chemicky .
. - . ; koncentrovana, 2 UV 270 nm
ethylacetat vazana C18 voda
50:50) 1 E-Q-
6MNA 500:1,5:8: 1100 94,1 - 96 0,999
ad 1000

oF




3 CIL PRACE
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Cilem této prace bylo urcit jednak vhodny zptsob izolace NAB a 6MNA z plné kralici
krve HPLC metodou za simultdnniho stanoveni obou slozek a jednak zvalidovat tuto
metodu. V praci jsou testovany zéakladni validaéni parametry: linearita, presnost,

spravnost, robustnost, selektivita a detek¢ni a kvantifikacni limit.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 PRISTROJOVE VYBAVENI, MATERIAL A POMUCKY

4.1.1 HPLC SESTAVA

Cerpadlo: LCP 4120, ECOM s.r.0., Praha, CR

Davkovaé: Rheodyne s 10 ul a 20ul smyckou, Rheodyne, Cotati,CA, USA

Analytick4 sklenéna kolona: Separon™ SGX-C-18, 150 x 3,3mm ID, (7,5 um),
Tessek, Praha, CR

UV detektor: LCD 2084, ECOM s.r.o., Praha, CR

PC s programem: CSW, DataApex s.r.0., Praha,CR

4.1.2 PRISTROJE

Elektricka tiepacka: Chirana, Stara Tura, SR

Centrifuga: T51, VEB, MLW Engesdorf, SRN
Ultrazvukova lazei: K10, Kraintek s.r.o. SR

Vakuové zarizeni: Visiprep, Supelco, USA

Extrakéni kolonka: SILICA-cart SGX-18 Tessek, Praha, CR
PH metr: MV 870, Pracitronic, SRN

Vodni vyvéva

4.1.3 PomMUCKY

kadinky, Erlenmayerovy banky, odmérné baiky, odmérné vélce, odsavaci baiiky,
zkumavky, centrifugacni zkumavky laboratorni 1zicka

svorky, drzaky

délené pipety, nedélené pipety, pipetik

mikrostrikacka, Hamilton, §V§/carsk0

4.1.4 BIOLOGICKY MATERIAL

plna krali¢i krev, Univerzita Karlova v Praze, Lékarska fakulta v Hradci Kralové,

katedra patologické fyziologie
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4.1.5 LECIVA A CHEMIKALIE

acetonitril p.a., Lachema, Neratovice, CR

dihydrogenfosfore¢nan draselny BP 73, ZZ, Praha, CR

dichlormethan, p.a., Lachema, Brno, CR, precistény destilaci

fosfore¢nan sodny, Lachema, Brno, CR

kyselina fosfore¢na 85%, p.a., Lachema, Neratovice, CR

kyselina 6-methoxy-2-naftyloctova, ICN Biomedicals, Aurora, Ohio, USA
methanol, p.a.,Lachema, Neratovice, CR,

nabumeton, Sigma, St. Louis, MO, USA

naproxen, Sigma, St. Louis, MO, USA

voda ¢i§téna

4.2 PRIPRAVA PUFRU A MOBILNIi FAZE

4.2.1 FOSFORECNANOVY PUFR

Fosfore¢nanovy pufr jsem piipravil dle CSL 4, smichanim 88,9 ml zakladniho
roztoku dihydrogenfosfore¢nanu draselného 0,066 mol/l a 11,1 ml zdkladniho roztoku

hydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho 0,066 mol/l. Na ptislusné pH jsem pufr upravil pomoci
5% HaPO,*

4.2.2 MOBILNI FAZE

Methanol-fosfore¢nanovy pufr pH 2,5 v poméru 60 : 40 Methanol jsem pted
smisenim s pufrem 20 min. odplyiioval vakuem, stejné¢ tak fosfore¢nanovy pufr. Po
smiseni v pfisluSném poméru jsem vakuem odplyinoval jesté 2 min. Déle byla mobilni

faze probublavéana heliem.
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4.3 CHROMATOGRAFICKE PODMINKY

e Kolona: C-18, 150 x 3,3mm ID, (7,5 um).

e Mobilni faze: methanol-fosfore¢nanovy pufr pH 2,5 v poméru 60 : 40.
e Pritokova rychlost: 0,4 ml/min, tlak 14,6 MPa.

e Detekce: UV pii vinové délce 231 nm.

e Vniti'ni standard: naproxen

e Davkovaci smycky: 10 a 20 pl

4.4 1ZOLACE NAB A 6MNA Z BIOLOGICKEHO MATERIALU

4.4.1 UPRAVA DEPROTEINACI

Vzorek jsem si piipravil z 0,2 ml plné krve, 50 pl methanolického roztoku NAB
0,1 mg/ml a 50 pl methanolického roztoku 6MNA 0,01 mg/ml. Vzorek jsem
hemolyzoval 0,2 ml destilované vody, 5 min. tfepal a na 5 min vystavil plisobeni
ultrazvuku.Deproteinaci jsem provedl pfidanim 0,5 ml methanolu a opét 5 min. tfepal.
Centrifugoval jsem 5 min. pii 3600 ot/min. Z vzorku jsem odebral supernatant a . timto

byl vzorek ptipraven k néstiiku na kolnu.

4.4.2 1ZOLACE NA PEVNYCH FAZiCH (SPE)

Sledované latky jsem izoloval z plné krali¢i krve. Vzorek jsem si pfipravil z 0,2
ml plné krve, 50 ul NAB 0,1 mg/ml a 50 pl 6MNA 0,01 mg/ml. VVzorek jsem podrobil
deproteinaci, kterou jsem provadél pomoci 0,5 ml methanolu a nasledné okyselil
fosfore¢nanovym pufrem pH 1,5. Vzorek jsem 5 min. tfepal, poté vystavil na 5 min.
pusobeni ultrazvuku a nasledné 5 min.centrifugoval pii 3600 ot/min. Na kolonku jsem
nanaSel 1,2 ml ¢irého supernatantu.

K provedeni SPE jsem vyuZzival extrakéni kolonky C18. Kolonku jsem musel
nejprve aktivovat 5 ml methanolu a poté 5 ml destilované vody. Na takto pfipravenou
kolonku jsem nanesl ¢iry supernatant (1,2 ml). Abych odstranil balastni latky, promyl
jsem kolonku 5 ml destilované vody. Jako extrakéni ¢inidlo jsem opét pouzil 3 ml
dichlormethanu. Eluat z kolonky jsem odpafil mirnym proudem dusiku do sucha a
odparek rozpustil v 200 pl mobilni faze. Timto byl vzorek pfipraven k nastfiku na

analytickou kolonu.
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Praci s extrakéni kolonkou jsem provadél na vakuovém zatizeni pro extrakci na

kolonach.

4.4.3 EXTRAKCE ORGANICKYM ROZPOUSTEDLEM (LLE)

Biologickym materidlem ze kterého jsem extrahoval NAB a 6MNA byla plné
krali¢i krev. Vzorek jsem si ptipravil z 0,2 ml pIné krve, 50 pl methanolického roztoku
NAB 0,1 mg/ml a 50 pl methanolického roztoku 6MNA 0,01 mg/ml, a 50ul
methanolického roztoku IS 0,01mg/ml. Vzorek jsem hemolyzoval 0,2 ml destilované
vody, 5 min. tfepal a na 5 min vystavil plisobeni ultrazvuku. Okyselil pfidanim 0,5 ml
fosfore¢nanového pufru pH 1,5 a 5 min. tfepal. Nasledovalo pfidani 3 ml extrakcniho
¢inidla — dichlormethanu a opét 5 min. tfepani. Centrifugoval jsem 5 min. pfi 3600
ot/min. Z vzorku jsem odebral 2 ml organické faze a odfoukal mirnym proudem dusiku.
Odparek jsem rozpustil v 200ul mobilni faze. Timto byl vzorek pfipraven k nastiiku na

kolonu.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE
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5.1 STUDIE UPRAV VZORKU PLNE KRVE PRI ANALYZE NAB
A 6MNA

V ramci studia uprav vzorku plné krve ptfi analyze nabumetonu a kyseliny 6
methoxy-2-naftyloctové jsem zkousel 3 nejéastéji uzivané izolacni postupy. Cilem bylo
vybrat nejvhodnéjsi postup pro analyzu obou latek v plné krvi, kterym by byl mozno
nejlépe stanovit obé latky. Chromatografické podminky uvedené v kap 4.3 jsem prevzal

T o33
ze své diplomové prace.®

5.1.1 UPRAVA VZORKU DEPROTEINACI

Uprava vzorku pomoci deproteinace je rychla a jednoducha metoda. Vzorek
jsem si ptipravil z 0,2 ml plné krve, 50 pl methanolického roztoku NAB 0,1 mg/ml a 50
pl methanolického roztoku 6MNA 0,01 mg/ml. Vzorek jsem hemolyzoval 0,2 ml
destilované vody, 5 min. tiepal a na 5 min vystavil plisobeni ultrazvuku.Deproteinaci
jsem provedl pfidanim 0,5 ml methanolu a opét 5 min. tiepal. Centrifugoval jsem 5 min.

pii 3600 ot/min. Z vzorku jsem odebral supernatant a nanesl na kolonu (10 pl).
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Obr.¢c.7: HPLC chromatogram vzorku plné krve s NAB a 6MNA - supernatant
po deproteinaci methanolem.

Chromatograficka kolona:  reverzni chemicky vazana C18

Mobilni faze: methanol — fosfore¢nanovy pufr pH 2,5 (60 : 40)
Detekce: UV A231 nm

Z chromatogramu je ziejmé, Ze dochéazi k vyraznému poklesu vytéznosti. Je to

dano zejména nizkou koncentraci analytu — vzorek neni pfed nastfikem zahustén. Je
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také mozné, ze dochazi k vazbé sledovanych slozek na precipitdt. Pfi pouZiti
acetonitrilu jako deproteina¢niho Cinidla za stejnych podminek jako u methanolu byl
vysledek extrakce jesté horsi. Upravu vzorku pouhou deproteinaci proto nelze pro dané

podminky aplikovat.

5.1.2 1zoLACE NAB A 6MNA rpoMOCi SPE A DEPROTEINACI

Pti 1 SPE dochazelo po aplikaci hemolyzovaného vzorku na extrakéni kolonu
Kk postupnému ucpavani kolony, coZ se projevovalo naristem tlaku. Bylo proto nutné
odstranit vétsinu balastnich latek z analyzovaného vzorku. Vzorek pIné krve byl nejprve
upraven deproteinaci methanolem a na extrakéni kolonu byl nanesen supernatant. Se
supernatantem se extrakéni kolona neucpavala a SPE byla proveditelnd. Optimalni
postup SPE s ptedchozi deproteinaci vzorku plné krve je uveden v kapitol 4.4.2.

Po vypracovani izola¢niho postupu pro nabumeton a 6MNA byl postup
aplikovén i na modelovy vzorek obsahujici vnitini standard.

Vytéznost izolace jsem hodnotil pomoci porovnani pikl standardu, kterym byl
methanolicky roztok NAB 0,1 mg/ml 6MNA 0,01 mg/ml a IS 0,01mg/ml nafedény na
odpovidajici koncentraci. Na kolonu jsem nanasel 10 pl vzorku i standardu.

Nejlepsi vytéznosti jsem dosahoval pouzitim methanolu jako deproteina¢niho
¢inidla a fosfore¢nanového pufru pH 1,5 k okyseleni a to 90,41% u 6MNA a 71,03% u
NAB.

Extrakci na pevnych fazich jsem nakonec pro provedeni HPLC analyzy nezvolil,

protoZe se mi nedafilo reprodukovat vysledky vytéznosti.
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Obr.c.8: HPLC chromatogram plné krve bez NAB a 6MNA. SPE (viz.kap.
4.4.2)
Chromatografickd kolona:  reverzni chemicky vazana C18
Mobilni faze: methanol — fosfore¢nanovy pufr pH 2,5 (60 : 40)
Detekce: UV A231 nm
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Obr.¢.9: HPLC chromatogram vzorku plné krve obsahujiciho NAB, 6MNA a IS.
SPE (viz. kapitola 4.4.2.)

Chromatografické kolona:  reverzni chemicky vazana C18

Mobilni faze: methanol — fosfore¢nanovy pufr pH 2,5(60 : 40)
Detekce: UV A 231 nm
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5.1.3

provedeni viz. kapitola (4.4.3).

methanolicky roztok NAB 0,1 mg/ml a 6MNA 0,01 mg/ml, natedény na odpovidajici
koncentraci. Vytéznost 6MNA byla 88,76% u NAB pak 83,01%.

nanasel 10 pl vzorku i standardu

IzoLACE NAB A 6MNA romMoci LLE

LLE jsem se zabyval ve své diplomové praci a proto uvadim pouze konecné

Vytéznost izolace jsem hodnotil pomoci porovnani pika standardu, kterym byl

Na kolonu jsem
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Obr.¢.10: HPLC chromatogram plné krve bez NAB a 6MNA. LLE (viz.kapitola

4.4.3)

Chromatografické kolona:

Mobilni faze:
Detekce:

10

20 30

40

Time [min.]

reverzni chemicky vazana C18
methanol — fosfore¢nanovy pufr pH 2,5 (60 : 40)
UV A 231 nm
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Obr.¢.11: HPLC chromatogram vzorku plné krve obsahujictho NAB a 6MNA.
LLE (viz.kapitola 4.4.3.)

Chromatografické kolona:  reverzni chemicky vazana C18
Mobilni faze: methanol — fosfore¢nanovy pufr pH 2,5 (60 : 40)
Detekce: UV A 231 nm

Z ohledem na dobrou reprodukovatelnost a ptiblizné stejnou vytéznost jsem Se

rozhodl pouzit pro HPLC analyzu upravu vzorku LLE.

58



5.2 TESTOVANI VALIDACNICH PARAMETRU
5.2.1 LINEARITA

Linearita byla hodnocena proméfenim c¢tyt kalibracnich roztoki. Pro pfipravu
vzorkt jsem pouzil LLE. HPLC analyza probihala za podminek uvedenych v (4.4.3).

Vzorky pro kalibra¢ni kiivku byli tvofeny 0,2 ml plné krve 50 ul NAB a 50 pl
6MNA s odstupiiovanou koncentraci, a 50 ul IS vzdy 0,01 mg/ml. Jednotlivé

koncentrace uvadi tabulka ¢.14.

Tab.¢.14: Koncentrace NAB, 6MNA a IS [pg/ml]

plné krve ve vzorcich na linearitu

Vzorek €. NAB 6MNA IS
1. 25 2,5 25
2. 12,5 5 25
3. 5 12,5 2,5
4, 2,5 25 2,5

Postup pfipravy vzorku uvadim v kapitole (4.4.3) HPLC podminky byli
nasledujici: stacionarni faze reverzni chemicky vazanad C18, mobilni faze methanol
fosfore¢nanovy pufr pH 2,5 v poméru 60 : 40, pratokova rychlost 0,4 ml/min, tlak 14,6
MPa. UV detekce pii vinové délce 231 nm. Na kolonu jsem nanasel 20 pl.

S kazdym vzorkem jsem provedl pét méteni. Sledoval jsem pomér vySek piki

NAB a 6MNA s IS. Kalibra¢ni kiivku znazornuji grafy ¢.2. a 3
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Graf ¢.2: Zavislost poméru vysek piktt NAB/IS (osa y) na koncentraci [pug/ml] (osa x)

vzorek | x[pg/ml] | y (h NAB/hIS)
1 25 1,701082322
2 12,5 0,814083587
3 5 0,301802893
4 25 0,173222959
Regresni funkce: y = kx + g
pocet: bodd n = 4 pocet stupnid volnosti: v =2
Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek
smérnice k = 0,0686 +0,0015
absolutni ¢len q=-0,024 + 0,022
koeficient korelace R =0,9995

rezidualni odchylka Srez = 0,0268

hodnota F-statistiky F=2,01E+3

Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99,9%
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Graf ¢.3: Zavislost poméru vysSek piki 6MNA/IS (osa y) na koncentraci [pug/ml] (osa X)

vzorek X [Hg/ml] \Y

(h 6MNA/h IS)

1 2,5 0,420690884

2 5 0,830543948

3 125 2,261412485

4 25 4,248615666
Regresni funkce: y = kx + g

pocet: bodd n = 4

pocet stuprid volnosti:

v =2

Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek

smérnice k=0,171 + 0,005
absolutni ¢len q=0,016 + 0,072
koeficient korelace R =0,99913
rezidualni odchylka Srez = 0,0883
hodnota F-statistiky F=1,15E+3

Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti

99,9%
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5.2.2 SPRAVNOST

Ptipravil jsem 6 vzorki postupem uvedenym v kapitole (4.4.3), o nasledujicim
slozeni: 0,2 ml pIné krali¢i krve, 50 ul NAB o koncentraci 0,1 mg/ml, 50 ul 6MNA o
koncentraci 0,02 mg/ml a 50 pl IS (naproxen) o koncentraci 0,01mg/ml. Kazdy vzorek
jsem proméfil 5x a pro vypocet byl pouzit pomér vysek pikit NAB/IS a 6MNA/IS jako
pramér té€chto peti mefeni.

Koncentrace jednotlivych slozek ve vzorku piepoctené na pg/ml plné krve jsou

uvedeny v tabulce ¢.15.

Tab.¢.15: Koncentrace NAB, 6MNA a IS pfepoctené na pg/ml plné krve

NAB 6MNA IS

25 5 2,5

Postup upravy vzorki byl stejny jako v pfipadé vzorkll na linearitu, stejné byly i
podminky provedeni HPLC analyzy. Ziskané poméry vySek pikl analyzovanych latek a
vnitiniho standardu jsem dosadil do kalibraéni kiivky a odecetl koncentrace
nabumetonu a 6-methoxy-2-naftyloctové kyseliny.

Vysledky méfeni jsou shrnuty v tabulkach ¢.16 a €.17.

Tabulka ¢.16: Poméry vysek piki ke standardu a nalezené

a skute¢né koncentrace 6MNA.

¢ 6MNA h skuteéna
Vzorek nalezena BMNA/IS C REC%
[ng/ml] [ng/ml]
1. 4,5209 0,78953998 90,418
2. 47141 0,82258004 94,282
3. 4,7987 0,83704789 5 95,974
4, 4,5361 0,7921394 90,722
5. 4,5101 0,78769302 90,202
6. 4,6065 0,80417884 92,13
Primér 4,6144 0,80552986 92,288
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Tabulka ¢.17: Poméry vysek pikt ke standardu a nalezené

a skute¢né koncentrace NAB.

¢ NAB ] h skute¢na
Vzorek nalezena NAB/IS C REC%
[ng/ml] [ng/ml]
1. 24,3442 1,64567185 97,3768
2. 24,2692 1,64052764 97,0768
3. 24,2471 1,63901181 25 96,9884
4, 24,2828 1,64146046 97,1312
5. 24,5714 1,66125537 98,2856
6. 24,3423 1,64554153 97,3692
Pramér | 24,3428333 1,64557811 97,37133

5.2.2.1 PRESNOST

Roztok pro test ptesnosti byl ptipraven zpisobem popsanym v kapitole (4.4.3)

s nasledujicim sloZzenim: 0,2 ml pIné krali¢i krve, 50 ul NAB o koncentraci 0,02 mg/ml,

50 ul 6MNA o koncentraci 0,01 mg/ml a 50 pl IS (naproxen) o koncentraci 0,01mg/ml.

Provedl jsem Sest nastiikt, vysky pika (h) NAB a 6MNA jsem dal do poméru

k vysce piku IS a vypocital primérnou hodnotu (hp) téchto pomért, smérodatnou

odchylku Sp, a relativni smérodatnou odchylku RSp podle vzorct:

Sp = (hp —h)?/(n-1)
RSD: 1OOSD/ hp

Kde hp je pramér naméfenych hodnot, h; jsou jednotlivé hodnoty vyjadiené jako pomér

vySek stanovované latky a IS, n je pocet jednotlivych hodnot.

Vysledky méfeni a vypocitané hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢.18.
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Tabulka ¢.18: Pfesnost RSp NAB a 6MNA

o h h
Nastiik¢. | \aB/IS BMNA/IS
1. 031634 | 01172918
2. 0298702 | 0,115647
3. 0307998 | 0,1162693
4 0311144 | 0,1161025
5. 0307621 | 0,1167624
6. 0306569 | 0,116128
pramér | 0,308062333 | 0,116366833
Sy 0,005797607 | 0,000577343
RSps | 1,881959055 | 0496140193

5.2.2.2 SELEKTIVITA

Selektivita byla testovdna srovnanim chromatogramu blanku obrazek ¢. 12 a

chromatogramu vzorku obrazek ¢.13. Z chromatogrami je ziejmé, ze retencni Casy

NAB, 6MNA, IS neinterferuji mezi sebou ani s piky a Sumem blanku.
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Obr.¢.12: HPLC chromatogram vzorku plné kréli¢i krve bez analyzovanych
latek, upraveny dle postupu (4.4.3).

Mobilni faze: methanol — fosfore¢nanovy pufr pH 2,5 (60 : 40)
Pratokova rychlost: 0,4 ml/min
Detekce: UV A 231 nm
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Obr.¢.13: HPLC chromatogram vzorku plné krali¢i krve s 6MNA (9,51), IS
(14,02), a NAB (26,22), upraveny dle postupu (4.4.3).

Mobilni faze: methanol — fosfore¢nanovy pufr pH 2,5 (60 : 40)
Pratokova rychlost: 0,4 ml/min
Detekce: UV A231 nm
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5.2.2.3 DETEKCNI A KVANTIFIKACNI LIMIT

Detekéni (LOD) a kvantifika¢ni (LOQ) limit jsem zjistoval vypoctem podle

vztahu

LOD =35n LS
bl

K
LOO=10Sn>
Q=105

kde Sn je smérodatna odchylka Sumu, K je pomér plochy a vysky piku charakteristicky
pro stanovovanou latku a b1 pomér plochy piku ke koncentraci analytu dany smérnici
regresni rovnice.Smeérodatnou odchylku lze odhadnout ze zméfeni Sumu v okoli tg
stanovovanych latek z chromatogramu plné krve bez ptidavku téchto latek. Vypocet Sn
je pak
S = (r -r
5
kde r" je nejvétsi a r’ nejmensi hodnota amplitudy Sumu.

Vysledky vypocti LOD a LOQ stanovovanych latek popisuje tabulka ¢.19.

Tab.¢.19: Vysledky

NAB 6MNA

LOD
0,41 0,06
[bg/mi]
LOQ
1,36 0,63
[ug/mi]
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5.2.2.4 ROBUSTNOST

Roztok pro test robustnosti byl pfipraven zptisobem popsanym v kapitole (4.4.3)
s nasledujicim slozenim: 0,2 ml plné kralici krve, 50 ul NAB o koncentraci 0,02 mg/ml,
50 ul 6MNA o koncentraci 0,01 mg/ml a 50 ul IS (naproxen) o koncentraci 0,01mg/ml.
Byl sledovan vliv zmény prutokové rychlosti, zména poméru slozeni mobilni faze a
zména pH vodni slozky mobilni faze, na retencni ¢as a zménu poctu teoretickych pater
(n). Pti kazdé zméné chromatografickych podminek jsem provedl tfi méfeni ze kterych
jsem stanovil primérnou hodnotu tg zaokrouhlenou na dvé desetinnd mista. Vztah pro

vypocet poctu teoretickych je uvedeny v kapitole (4.4.3).
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Obr.¢.14: HPLC chromatogram plné krve s NAB, 6MNA a IS provedeny za
standardnich podminek

Mobilni faze: methanol — fosfore¢nanovy pufr pH 2,5 (60 : 40)
Pratokova rychlost: 0,4 ml/min
Detekce: UV A231 nm
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Prutokova rychlost

Pti standardnich podminkach byla priitokova rychlost 0,4 ml/min. Pro test

robustnosti jsem vyzkousel jesté pritokovou rychlost 0,45 a 0,35 ml/min. Vysledky

uvadi tabulka ¢.20 a ¢.21 a obrazek ¢.15.
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Obr.¢.15: HPLC chromatogram plné krve s NAB, 6MNA a IS.

Cerven4-0,45 ml/min, modra-0,4 ml/min — normal, fialova-0,35 ml/min

Mobilni faze: methanol — fosfore¢nanovy pufr pH 2,5 (60 : 40)
Detekce: UV A 231 nm

Tab.¢.20: V1iv zmény pritoku MF na tg

Pritokova rychlost tr 6MNA tr IS tr NAB
[mI/min] [min] [min] [min]
normal 0,4 9,54 14,05 25,26
0,45 8,55 12,6 22,67
0,35 10,97 16,21 29,2

Tab.€.21: Vliv zmény priatoku MF na pocet teoretickych pater n

Pritokova rychlost

. n 6MNA nlISs n NAB
[mI/min]
normal 0,4 2497,84 3412,84 5616,52
0,45 2114,58 2963,99 5016,56
0,35 2205,32 3085,33 5464,26

Vztah pro vypocet poctu teoretickych pater je uvedeny v kapitole 2.3.2.2.
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Vliv pH pufru

Pii standardnich podminkach bylo pH fosfore¢nanového pufru v mobilni fazi
2,5. Testoval jsem jesté¢ mobilni fazi s pufrem o hodnoté¢ pH 3 a 2. Vysledky uvadi
tabulka ¢.22 a ¢.23.
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Obr.¢.16: HPLC chromatogram plné krve s NAB, 6MNA a IS.

Mobilni faze: methanol — fosfore¢nanovy pufr (60 : 40)
Cervena - pH 3, modra - pH 2

Pratokova rychlost: 0,4 ml/min

Detekce: UV A231 nm

Tab.¢.22: Vliv zmény pH pufru MF na tg

tx GMNA ta IS t NAB

PH pufru v MF [min] [min] [min]

normal pH 2,5 9,5365 14,05 25,2635
pH 3 9,01 13,3235 24,42
pH 2 9,8335 14,3635 25,2565

Tab.¢.23: Vliv zmény pH pufru MF na pocet teoretickych pater n

pH pufru v MF n 6MNA nls n NAB

normal pH 2,5 2497,84 3412,84 5616,52
pH 3 4386,09 5396,19 7509,05
pH 2 4920,35 5569,73 7565,05
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Pomeér sloZek mobilni faze

Pti standardnich podminkach bylo slozeni mobilni faze methanol —

fosfore¢nanovy pufr pH 2,5 v poméru 60 : 40 (v/v). Déle jsem vyzkousel pomér 50 : 50
a 70 : 30. Vysledky uvadi tabulka ¢.24 a ¢.25 a obrazek ¢.17 a ¢.18.
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Obr.¢.17: HPLC chromatogram plné krve s NAB, 6MNA a IS.
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Mobilni faze: methanol — fosfore¢nanovy pufr pH 2,5 (50 : 50)
Pratokova rychlost: 0,4 ml/min
Detekce: UV A 231 nm
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Obr.¢.18: HPLC chromatogram plné krve s NAB, 6MNA a IS.

Mobilni faze:
Pritokova rychlost:
Detekce:

methanol — fosfore¢nanovy pufr pH 2,5 (70 : 30)
0,4 ml/min
UV A 231 nm
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Tab.¢.24: Vliv zmény poméru slozek MF na tg

Pomér slozek MF tr GMNA tr IS trNAB
[min] [min] [min]

normal 60/40 9,54 14,05 25,26
50/50 16,05 31,04 67,39

70/30 5,2 6,62 10,57

Tab.¢.25: Vliv zmény poméru slozek MF na pocet teoretickych pater n

Pomér slozek MF n 6MNA nlis n NAB
normal 60/40 2497,84 3412,84 5616,52
50/50 2807,25 3833,44 6208,88
70/30 3802,88 4705,76 6580,131

Metoda je robustnéjsi ke zméné pritokovych rychlosti, nez ke zméné pH pufru
mobilni faze. K nejveétsim zménadm dochdzi pii zméne poméru slozek mobilni faze, kdy
nastdva velky posun tg a pro kvantitativni hodnoceni by bylo potieba sestrojit

kalibrac¢ni kfivku podle modifikovanych podminek.
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Cilem této prace bylo urcit vhodny zplsob izolace NAB a 6MNA z plné kralic¢i
krve HPLC metodou za simultanniho stanoveni obou slozek a ndsledné tuto metodu
zvalidovat.

ZkousSel jsem nastfik supernatantu po deproteinaci, SPE, SPE spojenou s
deproteinaci i LLE. Samotnd deproteinace neposkytovala prakticky zadnou vytéznost.
Pti pouziti SPE dochézelo k ucpavani extrakéni kolonky a ve spojeni SPE s deproteinaci
byla izolace proveditelna, ale nedochazelo k reprodukovatelnym vytéznostem. Jako
nejvhodnéjsi izolacni postup jsem tedy vybral LLE dichlormethanem. Vzorek jsem pted
extrakci podrobil hemolyze 0,2 ml destilované vody a okyseleni fosforecnanovym
pufrem pH 1,5 Odparek po odfoukani do sucha jsem rozpoustél v 200 ul mobilni faze.

K HPLC méfeni jsem pouzival analytickou sklenénou kolonu SGX-C-18.
Mobilni faze byla slozena z methanolu a fosfore¢nanového pufru pH 2,5 v poméru 60 :
40 , prutokova rychlost byla 0,4 ml/min. UV detekce probihala pti vinové délce 231 nm.
Jako vnitini standard jsem pouzil naproxen.

Déle jsem provedl validaci metody. Dokéazal jsem linearitu metody. Prokazal
jsem linearni zavislost pro 6MNA i NAB v koncentracich 2,5 — 25 pg/ml krali¢i krve.
Korela¢ni koeficient byl v obou piipadech > 0,999

Prozkoumal jsem spravnost metody, primérnd recovery odpovida hodnoté
92,28 % pro 6MNA a hodnoté 97,37 % pro NAB.

Ove¢iil jsem piesnost metody vyjadienou jako opakovatelnost. RSy pro NAB je
1,88 % a pro 6MNA 0,50 %.

Prokazal jsem selektivitu. Metoda je selektivni, nedochézi k Zadné interferenci
mezi piky analyzovanych slozek ani balastt z krve.

Prozkousel jsem robustnost metody. Metoda je relativné robustni pfi zméné
prutokové rychlosti mobilni fdze a zméné pH pufru, ktery je soucasti vodni slozky

mobilni faze. K vyraznym zméndm dochézi pii zmén€ poméru sloZzek mobilni faze.
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