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Uvod 6

1 UvoD

Veskeré procesy v prirodé, tedy i v lidském organismu, jsou ovliviiovany
podminkami a prostfedim, ve kterém probihaji. Clovék své Zivotni podminky ovliviiuje
velmi vyrazné a to jak pozitivné, tak bohuzel i negativné. Zivotni prostiedi je
vystavovano nes¢etnym zasahlim at’ uz jde o spoleenské vlivy, puasobeni fyzikanich
faktor( a puisobeni chemickych latek.

Dnedni zivot si nedovedeme predstavit bez mnoha vydobytkit moderni
civilizace, mezi néz patfi i chemické produkty. Ty vSak mohou v mnoha pfipadech
zpusobit vice Skody nez uzitku. Problém spoc¢iva hlavné v obtizném ziskavani poznatkl
o novych chemickych latkach, které jsou organismim cizi (xenobiotikach), a jejich
pusobeni na Zivé organismy. Nezadoucimi U¢inky téchto latek se zabyva toxikologie,
naopak jejich prospésné vyuziti zkouma farmakologie.

Obou téchto oborl jsem se dotkl ve své disertacni praci. Z toxikologického
hlediska jsem se zabyval moZnosti alternativniho testovani akutni toxicity binarnich
smési a jeji predikce pomoci fyzikalné-chemickych vlastnosti téchto smési. V ¢asti
vztahujici se k farmakologii jsem pak pracoval na vyvoji a validaci analytickych metod

pro stanoveni lé¢iv a jejich metabolitl v biologickém materialu.
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2 AKUTNI TOXICITA BINARNICH SMESI -
ALTERNATIVNI TESTY A PREDIKCE

2.1 Uvod

Clovék pripravuje neustale nové a nové chemické latky, jejichz pasobeni je pak
vystavovan nejen on sam, ale celé Zivotni prostiedi. Obvykle se podati ziskat alespon
zakladni udaje o toxicité, karcinogenité, teratogenité ¢i mutagenité jednotlivych latek.
Jen ve vyjimec¢nych pripadech vSak jsme vystaveni vlivu jediného xenobiotika, téméf
vzdy se jedna o plsobeni smési chemikalii a zde je velmi naro¢né ¢asové, materialove i
finan¢né ziskavat potiecbné udaje. Vychodiskem tedy ¢aste¢né mohou byt alternativni
metody testovdni a moznost odhadu u¢inku smési na organismus rozborem jiz
ziskanych udajii o struktufe a fyzikalné chemickych vlastnostech.

Jednou z technik, ktera se zabyva vztahem mezi G¢inkem a strukturou je
analyza QSAR (Quantitative Structure - Activity Relationships), jejiz metody vychazeji
z chemickych, fyzikdlnich a fyzikdln¢ chemickych vlastnosti xenobiotik [1,2].
V Sedesatych letech minulého stoleti vzniklo nékolik praci zabyvajicich se touto
tématikou [3-5]. S rozvojem pocitatové techniky, ktera umoziovala narocné analyzy, se
objevilo mnozstvi publikaci [shrnuto v 1, 6-9] a byla formulovana analyza
kvantitativnich vztahti mezi chemickou konstituci latek a jejich biologickou u€innosti.

V casti své disertaéni prace jsem se v navaznosti na svou diplomovou praci
zabyval pravé moznosti odhadu G¢ink® binarnich smési pomoci fyzikalné chemickych
vlastnosti a porovnanim takto ziskanych udajii s daji o akutni toxicit¢ ziskanymi
alternativni metodou stanoveni EC50 (koncentrace latky (latek ve smési) zphsobujici
zastavu pohybu 50% zkoumané populace nitének) pro zastavu pohybu oligochaeta
Tubifex tubifex (niténka vétsi) [10,11]. Cilem bylo navrhnout matematické vyjadreni
akutni toxicity binarnich smési chemickych slou¢enin jako funkce jejich slozeni a dale

najit vhodnou fyzikalné chemickou vlastnost, kterd by se ménila spolu se slozenim
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smési podobné jako akutni toxicita. Ta by se pak dala pouzit pro predikci toxického

ucinku binarnich smési.

2.2 Alternativni metoda testovani akutni toxicity zastavou

pohybu oligochaeta Tubifex tubifex

Jak jsem jiz naznacil v Uvodu, stanoveni akutni toxicity tradi¢nimi metodami je
velmi ndro¢né na Cas, penize i laboratorni zvifata. Proto se hledaji alternativni metody,
které¢ by nutnost pouziti tradi¢nich metod omezily, ptfipadné nahradily. Tyto nové
metody musi poskytovat informace adekvatni pokusim na obratlovcich. Jednou
z takovych metod je alternativni test na oligochaeta Tubifex tubifex. Jeho hlavnimi
piednostmi jsou jednoduchost, rychlost, reprodukovatelnost a finan¢ni nendro¢nost.
Niténky byly pouzivany pro testovani toxicity odpadnich vod [12] a pro stanoveni
akutni toxicity jiz v 50. letech [13] a na pielomu 50. a 60. let byly pouzity pro zasadni
prace, které vedly k predikénim metodam typu analyzy QSAR [3,14,15].

Porovnanim vysledk testovani akutni toxicity mezi riznymi zivo€iSnymi druhy
se zabyva publikace [16]. Data o LC50 (koncentrace latky zplsobujici uhyn 50%
zkoumané populace ryb) méfenych na kaprovité rybé Pimephales promelas a 1L.D50
(davka latky zpisobujici Gthyn 50% zkoumané populace mys$i) mefenych na bilych
mysich byla ziskana od dalsich autord [14,17]. Byl pouzit soubor 17 alifatickych
alkoholli, jejichz vodné roztoky byly pfipraveny v riznych koncentracnich tadach.
Sledovany byly soubory ¢&itajici Sest nitének a zaznamenavany pocty nehybnych jedinch
po tfech minutach od ponofeni do roztoku alkoholu. Pokusy byly provadény ve tfech
riznych dnech vzdy v triplikatech, jejich reprodukovatelnost a spravnost byla sledovana
paralelnim stanovenim ECS0 vodného roztoku MnCl,.2H,0. Byly ur€eny kfivky
zavislosti u¢inku na koncentraci a vypocteny EC50 [18]. Pomoci analyzy QSAR byly
popsany vztahy mezi akutni toxicitou testovanou na rybach, mysich a niténkach. Bez
ohledu na odlisnosti jednotlivych zivo€ichti a rizné podminky experimentii byla
nalezena velmi silna korelace vysledki. Pouziti nitének pro testovani akutni toxicity
tedy pFinasi srovnatelné vysledky jako testy na mySich a rybach za nesrovnatelné kratsi

dobu a s mendimi naklady a naroky (test na niténkach trvad 3 minuty, na mySich 24
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hodin a na rybach 48 hodin). Dalsi zajimavy vysledek pfineslo srovnani akutni toxicity
(EC50 pro niténky, LC50 pro ryby a LDS0 pro mysi) s rozdélovacim koeficientem
olej/vzduch zméfenym pro jednotlivé alkoholy. Také zde byla pomoci analyzy QSAR
nalezena vyrazna korelace. Jiz dfive byla pro soubor alkoholl prokazana tésna korelace
mezi EC50 stanovenou zastavou pohybu oligochaeta Tubifex tubifex a IGC50
(Inhibition Growth Concentration = koncentrace inhibujici rist kolonie) stanovenou na

prvocich Tetrahymena pyriformis {19].

2.3 Akutni toxicita binarnich smési

Dnes zname toxicitu a mechanismus plGsobeni mnoha jednotlivych latek avSak
v zivotnim i pracovnim prosttedi se pfevazné setkdvame s pusobenim riznych
chemickych smési, o nichz toho vsak vime z toxikologického hlediska zatim jen velmi

malo.

2.3.1 Modely odhadu akutni toxicity

Informace tykajici se toxicity chemickych slou¢enin pro organismy jsou
ziskavany testovanim jednotlivych latek za laboratornich podminek. Lze pouzit i
odhadi pomoci predikénich modell (typu QSAR, kinetické simulace a pod.). Dnes jiz
existuji kritické piehledy o pusobeni smési latek [20-22]. Kvantitativni modely pro
odhad smésné toxicity jsou pouzivany jak v toxikologii [23-32], tak ve farmakologii
[33].

Zasadni piispévek ke klasifikaci spole¢nych ucinkii smési pfinesli Hewlett a
Placket [24-31], ktefi vytvofili a diskutovali matematické modely popisujici vyslednou
zavislost u¢inku na davce. Mnoho autorti pokracuje touto cestou dodnes [22,32,34]. Pfi
odhadu rizika chemickych smési jsou vétSinou pouzivany modely zalozené na znalosti
vlastnosti jejich jednotlivych slozek. Vychazeji z pfedpokladu, ze latky se z hlediska
toxikologického vzajemné neovliviiuji a jejich u¢inky se tudiz s¢itaji [35]. Tyto modely

lze pouzit pii exposici nizkym koncentracim jako hruby odhad, ¢asto vSak ani zde
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neodpovidaji redlnému stavu. V mnoha ptipadech mizeme nalézt vzajemné ovliviiovani
riznych chemickych latek vedouci ke zvy3eni nebo sniZeni jejich u¢inki. Tento jev jiz
dlouhou dobu zkoumaji farmakologové. Jiz vroce 1926 byly pro popis spojeného
G¢inku smési lé¢iv pouzity isobologramy [33]. Tato metoda byla dale diskutovana
[36,37] a ukéazala se uzite¢nou pro klasifikaci spole¢ného u¢inku chemickych latek.
Vynaseni koncentraci (davek) obou komponent proti sobé do grafu vsak nemuze byt
pouzito pro zobecnéni a odhad zménéné velikosti u¢inku.

V jedné z pfilozenych publikaci [38] byla na pfikladu smési benzen-ethanol
prokdzadna nevhodnost pouziti modelu s¢itajiciho prispévky jednotlivych latek pro
predikci akutni toxicity smési. Byl porovnan index ECS0 stanoveny na niténkéach s
hodnotami EC50 vypoc¢tenymi pomoci adi¢niho modelu koncentrace a adi¢niho modelu
ac¢inku. Prvni z téchto modeld vychazi z pfedpokladu, Ze pomér koncentraci latek A a B
ve smési AB je konstantni, ale neni stejny jako pomér prispévki latek A a B k celkové
EC50(AB). Druhy z modelil je zaloZen na pfedpokladu, ze pomér koncentraci latek A a
B ve smési je konstantni a stejny jako pomér piispévkd latek A a B k celkové
ECS0(AB). Data ziskana obéma modely vykazovala odklon od naméfenych hodnot.
Hodnoty vypoétené pomoci adiéniho model u€inku vsak vykazovaly tak vysoké
odchylky (dosahovaly az -1734% od experimentdlnich hodnot), Ze se potvrdila
nepouzitelnost modelu pro predikci akutni toxicity smési, jejichz slozky se navzajem
ovliviiuji. Druhy model je blizky normalizaci vlastnosti toxickych jednotek [39], ktera
je pozivana pro urCovani neaditivity vlastnosti latek ve smési [11]. Ukazal podstatné
vétsi shodu s EC50 stanovenou na niténkach. Odchylky od experimentalnich dat se
pohybovaly v rozmezi +30%. Moznost jeho pouziti zavisi na pozadované pfesnosti

odhadu rizika.

2.3.2 Analyza QSAR a jeji aplikace na smési chemickych

sloucenin

Jednou z metod, ktera by mohla pomoci pfi vytvafeni modelt pro predikei
velikosti toxickych G¢inkt smési latek je analyza QSAR, pfipadné QCAR (Quantitative

Concentration — Activity Relationships). Ta pouziva k popisu vztahl mezi velikosti
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ucinku, slozenim smési a fyzikalné¢ chemickymi parametry chemikalii matematickou
funkci. K jejimu odvozeni je vyuzivano matematické statistiky.

Koneman [40] popsal vyuziti modeld QSAR pfi prikazu podobnych
mechanismil G¢ink v sérii pfibuznych latek. Poukazal na to, ze spojeny U¢inek smési
chemikych latek stanoveny jako akutni toxicita je aditivni pro vSechny koncentrace
jestlize jde o latky vyhovujici spole¢né rovnici QSAR. Ukazal to na homologické fadé
latek, kde toxicita dobfe koreluje s fyzikaln¢ chemickymi vlastnostmi jako je
rozdélovaci koeficient mezi oktanol a vodu [1]. Tato domnénka byla GspéSné vyuzita
jinymi autory k planovani experimentd a k vybéru chemikalii pro testovani mechanismu
acinkl téchto latek ve smési [41,42]. Nicméné tato cesta opét nedovoluje vypocitat
obecné odhad velikosti akutni toxicity smési chemickych latek.

Abychom mohli pouzit matematickou funkci k popisu zavislosti akutni toxicity
na slozeni smési, musime jeji slozeni vyjadfit pomoci vhodné¢ho deskriptoru. V naSem
pfipadé byl zvolen molarni zlomek R jedné z latek ve smési jehoz pouziti pro tyto ucely
je podrobn¢ posano [11]. Studovany byly smési benzen-ethanol, benzen-anilin, anilin-
ethanol a benzen-nitrobenzen. Kazda smés representovala jeden typ interakce: inhibici,
potenciaci, smiSenou interakci (smés vykazuje jak potenciaci, tak inhibici) a aditivitu
(latky se vzajemné neovliviiuji a jejich Gc¢inky se s¢itaji). Pro kazdou binarni smés bylo
pfipraveno 12-15 vodnych roztokl s riznym pomérem chemikalii, od Cisté jedné az po
Cistou druhou latku. Do zkoumaného roztoku se vlozilo 6 nitének, které byly
exponovany po dobu 3 minut. Po uplynuti této doby byl spo¢itan poCet pohybujicich se
jedincu. Z téchto udaji byly ziskany hodnoty ECS50 pro zastavu pohybu. Poté byly
niténky vlozeny na 1 minutu do vody a opét se spocitaly pohybujici se jedinci. Tato data
slouzila k ziskani hodnot LC50.

EC50 byla vypoctena ze sigmoidalni kiivky koncentrace-odezva metodou
Weilové [18]. Pro tento ucel jsem vyvinul pocitatovy program, spojeny S moznosti
zapisu experimentalnich i vypoctenych dat do databaze. Kazdy bod kfivky koncentrace-
odezva byl méfen tiikrat, nezavisle tfemi osobami ve tfech rliznych dnech. Velké
mnozstvi nezavislych méfeni a paralelni stanoveni ECS50 standardniho roztoku
MnCl,.2H,0 zajistovalo reprodukovatelnost a spravnost pouzité metody.

Vysledky stanoveni akutni toxicity byly graficky vyjadfeny v normalizované
formé. Normalizovana EC50 slouzi jako méritko aditivity v pfipad€, Zze pouzivame tzv.

koncentraéni definici aditivity. Pro tu plati, Ze u¢inek dvou latek je aditivni v pfipadé, Ze
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nahradime ur¢ité mnozstvi jedné latky ve smési ekviefektivnim mnozstvim latky druhé
a celkovy uc¢inek smési zlistane nezménény. Normalizovanad EC50 je vztazena na EC50
¢istych latek. Slozeni smési je popsano normalizovanym molarnim zlomkem (Rpomm).
Tato normalizace opét vyplyva z definice koncentra¢ni aditivity a Rpom je vztaZen
k ECS50 cistych latek. Vysledna data jsou pak dale analyzovéana, zkouma se aditivita a
v pfipadé negativniho vysledku testu aditivity je hledan optimalni polynom, popisujici

zavislost normalizované EC50 na R,om.

2.4 Fyzikalné chemické vlastnosti binarnich smési, jejich

stanoveni a vyuziti v predikcnich modelech

Pro smési benzen-ethanol, benzen-anilin, benzen-nitrobenzen a ethanol-anilin
byla stanovena EC50 pro zastavu pohybu oligochaeta Tubifex tubifex. Pii hledani udaji
o chovani fyzikalné chemickych vlastnosti latek v téchto binarnich smésich jsem musel
zajit hluboko do historie. Nalezl jsem data popisujici zejména rovnovazné stavy, napf.
parcialni tlaky nasycenych par jednotlivych slozek, body varu a dal$i udaje ziskané za
ruznych experimentalnich podminek pro smési benzen-ethanol [43-46], benzen-anilin
[47,48] a benzen-nitrobenzen [47,49,50]. Publikované udaje vSak nevyhovovaly
pozadavkim pro vyuziti k odhadu akutni toxicity smési latek. Pro smés ethanol-anilin
v3ak nebyla pfes velmi rozsahlé patrani nalezena zadna experimentalni data. Bylo tedy
nutné hledat fyzikalné chemickou vlastnost, ktera by vhodnym zptisobem chovani smési

popisovala a stanovit ji.

2.4.1 Rozdéleni latek v binarni smési mezi kapalnou a plynnou

fazi

Jako prvni fyzikalné chemicky deskriptor chovani bindrni smési bylo
studovano rovnovazné rozdéleni latek mezi plynnou a kapalnou fazi binarnich smési

dvou ¢istych organickych latek v zavislosti na slozeni smési. Bylo nutné stanovit
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absolutni koncentrace latek v plynné fazi binarnich smési, aby bylo mozné vysledky
vyjadrit normované v R-grafu a ty porovnavat s R-grafy akutni toxicity.

Pro vlastni méfeni bylo pfipraveno 15 roztoki rizného slozeni pro kazdou
binarni smés chemickych latek, tak aby byla rovnomérné pokryta celd skala hodnot
molarniho zlomku od 0 do 1. Doba nutnd pro ustanoveni rovnovahy byla
experimentalné stanovena na 30 minut. Nasledné se plynovou chromatografii analyzuje
plynna faze. Kazdé méfeni bylo opakovano nejméné Sx. Byl zméfen téZ pomér mezi
mnozstvim vzorku jdoucim na kolonu a do splitru. Poté, co byla zjiSténa minimalni a
maximalni plocha pikli pro jednotlivé latky, bylo ptipraveno 5 kalibra¢nich roztoki,
které zahrnovaly vzdy oba extrémy. Ze zavislosti plochy piku na znamé koncentraci
latky v davkované kapaliné pak byl ziskan molarni odezvovy faktor, pomoci n¢hoz byly
vypo¢teny molarni koncentraci latky v plynné fazi. Soucet téchto molarnich koncentraci
byl opét normalizovan vztazenim k molarnim koncentracim plynné faze Cistych latek
[S1].

Naméfené vysledky jsou prezentovany v R-grafu jako zavislosti souctu
normalizovanych koncentraci latek v plynné fazi (c,orm) na moldrnim zlomku jedné
z latek v kapalné fazi a porovnavany se stejné presentovanymi vysledky stanoveni
ECS50 [51-53]. Pro vSechny smési byly vztahy mezi normalizovanym molarnim
zlomkem a celkovou normalizovanou molarni koncentraci latek smési v plynné fazi nad
kapalinou popsany polynomickou funkci. Ve smési benzen-ethanol byla nalezena,
podobna odchylka od aditivity jako u vysledkl akutni toxicity, kde tomu odpovidal
inhibi¢ni efekt. Aditivni chovani (bez vzajemného ovlivitovani latek) bylo zjisténo u
smési benzen-nitrobenzen. U akutni toxicity platila aditivita v celém rozsahu molarniho
zlomku, pro rovnovazné rozdéleni mezi plynnou a kapalnou fazi pak pro hodnoty
molarniho zlomku pohybujici se v intervalu 0.15-0,80. U smési ethanol-anilin byly
nalezeny jak kladné, tak zaporné odchylky od aditivity. Ty odpovidaly potenciatni a
inhibi¢ni interakci mezi latkami, které nalezneme pfi stanoveni EC50. U smési benzen-
anilin byl zjistén potenciacni efekt akutni toxicity, rovnovazné slozeni plynné faze nad

kapalnou smési viak vykazovalo opa¢ny trend.
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2.4.2 Rovnovazné slozeni plynné faze nad vodnym roztokem

smeési dvou organickych latek

V dalsi fazi hledani vhodného deskriptoru chovani smési bylo méfeno
rovnovazné slozeni plynné faze nad vodnym roztokem smési dvou organickych latek v
zavislosti na slozeni kapalné faze. Podminky stanoveni analytt v plynné fazi plynovou
chromatografii zajitovaly co nejvétsi priblizeni podminkam testovani akutni toxicity,
tj. nizké koncentrace latek ve vodném prostiedi. Pravé velmi nizké koncentrace latek v
plynné fazi vedli k vyuziti moderni metody SPME (Solid Phase Micro Extraction -
mikroextrakce na pevné fazi) pro odbér vzorka.

Tuto jednoduchou, rychlou a uc¢innou adsorpéni a desorp¢ni techniku
zakoncenttrovani analytu, kterd nepotiebuje rozpoustédla ani komplikované aparatury
vyvinul Janusz Pawliszin [54-57]. Podrobny piehled jejiho vyuziti ve spojeni s
plynovou chromatografii pak nalezneme v publikaci Eiserta a Levsena [58]. Metoda je
zalozena na principu extrakce analyzované latky malym mnozstvim tuhé faze
umisténym na povrchu kiemenného vlakna. Jedna se vétSinou o polymerni kapalinu
(napft. polydimethylsiloxan - PDMS, polyakrylat) nebo porézni sorbent (divinylbenzen,
carboxen). Vlakno miize byt bud’ ponofeno do kapalné faze, nebo se na jeho povrchu
zachytavaji latky plynné faze. Po ustaveni rovnovahy je vlakno se zachycenou latkou
pfimo zasunuto do vyhiatého injektoru plynového chromatografu, kde se zachycené
slou¢eniny vlivem teploty desorbuji. Metoda poskytuje linearni zavislost sorbovaného
mnozstvi latky na koncentraci v kaplné fazi v Sirokém koncentra¢nim rozsahu a volbou
vhodného typu vlakna lze dosahnout reprodukovatelnych vysledki i pro velmi nizké
koncentrace analytd.

Vzorky pro méfeni rovnovazného slozeni plynné faze nad vodnym roztokem
binarnich smési benzen-ethanol, benzen-nitrobenzen, benzen-anilin a ethanol-anilin
byly pFipraveny ve stejnych koncentracich a slozeni jako vysledné hodnoty EC50
(Tubifex tubifex). Zasobni roztoky byly pfipraveny do 100 mL odmérnych banék vzdy v
den méfeni, vyjimkou byla smés benzen-nitrobenzen, ktera byla kvali nizke
rozpustnosti ve vodé pfipravovana den pred méfenim. Z téchto zasobnich roztoki byly
vzorky pipetovany do 4 mL lahvicek uzavienych septem, vzdy 1 mL v serii po tfech pro
kazdou koncentraci. Po ustaveni rovnovahy (postacujici doba byla ur¢ena na 20 min)

mezi roztokem a plynnou fazi bylo mozné zahajit samotnou sorpci slozek smési v
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plynné fazi nad jejich vodnym roztokem. Doba nutna pro dosazeni sorpéni rovnovahy
byla urena na 3 min pro benzen a ethanol a na 5 minut pro anilin a nitrobenzen. Vlakno
bylo vlozeno pfiblizné 1 cm nad povrch kapaliny a upevnéno v drzaku, coz zarucovalo
stejné podminky pro vSechny analyzy. Po ustaveni sorpéni rovnovahy bylo vlakno
vsunuto do injektoru plynového chromatografu a ponechano do doby, nez byly obé
latky smési detekovany detektorem. Kalibraéni kfivky byly sestrojeny jako zavislosti
plochy piku na mnozstvi latky a smérnice kfivky byla pouzita k vypoétim celkové
koncentrace latek smési v plynné fazi jako molarni odezvovy faktor. Tyto vypoéty byly
podrobné popsany [57-59].

U smési benzen-ethanol a benzen-anilin se ukéazalo, ze zmény vybraného
fyzikdin¢ chemického deskriptoru smési se shoduji se zménami ECS0 nejen
kvalitativné, ale i kvantitativné. Tento jev se neprojevil tak siln¢ u smési anilin-ethanol,
piestoze kvalitativni shodu zde nalezneme. Aditivita ECS50 nebyla nasledovéana
fyzikalné chemickym deskriptorem ve smési benzen-nitrobenzen. Zajimavym faktem je,

ze ob¢ nalezené kiivky maji podobny tvar.

2.5 Zaveéer

Piestoze je tfeba provést jest¢ mnoho testli a srovnani hledat dalsi fyzikalné
chemické deskriptory smési vhodné pro predikci akutni toxicity, ze ziskanych vysledka
Ize divodné predpokladat, Zze analyza QSAR je vyuzitelnd i pro smési. Déle bylo
prokazano, ze indexy akutni toxicity se mohou ménit podobné jako rozdélovaci
koeficienty mezi dvé nemisitelné faze latek v binarni smési.

Prokazana byla také mozZnost extrapolace indext akutni toxicity mezi
jednotlivymi zivo¢isnymi druhy a tedy moznost nahrazeni testovani téchto indexd na

vyssich zivocisich alternativnimi metodami.
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3 VYVOJ A VALIDACE ANALYTICKE METODY

PRO UCELY FARMAKOKINETICKYCH
STUDII
3.1 Uvod

Analytické metody pro stanoveni bologicky aktivnich latek vychazeji ze
spole¢nych teoretickych zakladi a vyuzivaji stejné analytické instrumentace [60].
Rozdilné jsou vSak pfistupy k feSeni analytického problému podle pozadavkd védnich
disciplin, kterym maji vysledky analyz slouzit jako zaklad pro dal$i studium. Napfiklad
analytické metody v toxikologii obvykle umoziuji soucasnou identifikaci a stanoveni
celé fady latek casto velmi rozdilné povahy. Toxické koncentrace jsou vSak relativné
vysoké, a proto nejsou obvykle u téchto metod kladeny extrémni pozadavky na jejich
citlivost. Naopak metody pro klinickou farmakologii jsou vyvijeny nejcastéji pro jeden
1ék, ptipadné pro jeho metabolity nebo izomerni formy, tedy latky chemicky blizké. U
téchto metod jsou obvykle vyzadovany velmi nizké detek¢ni limity a Casto téZ vysoka
selektivita.

Farmakologii mizeme charakterizovat jako védu zkoumajici interakce latek a
organismu. Jejim cilem je uréit, zda a za jakych podminek je latku mozné pouzit jako
lé¢iva. Klinicka farmakologie se zabyva studiem G¢inku latek na lidsky organismus a
jejim cilem je optimalni vyuziti farmak pro terapii u ¢lovéka. Vyznamnym odvétvim
farmakologie, které je bezprostfedné spjato s vysledky analytickych stanoveni, je
farmakokinetika. Zabyva se kvantitativnim hodnocenim pohybu Ié¢iv v organismu,
ktery zavisi jak na daném léCivu a zplsobu jeho podani, tak na ptsobeni organismu na
Iécivé latky. Farmakokinetika sleduje stanovené léciva v télnich tekutindch a tkanich
pomoci exaktnich matematickych modell. Jejich vysledkem je urceni celé fady
zakladnich farmakokinetickych parametr(, které charakterizuji zkoumané latky. Jsou to

napf. biologicka dostupnost, rychlostni konstanta absorpce a eliminace, distribu¢ni
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objem a polocas absorpce a eliminace. Podrobné se touto tématikou zabyvaji ptislusné
monografiec [61-64].

Farmakokinetika se spole¢né s analytickymi metodami podili vyznamnou
mérou na objevovani novych lé¢ivych latek, na vyzkumu a vyvoji novych lékovych
forem a na studiu metabolismu a terapeutickych a toxikologickych ucinkl léCiv.
Vysledky farmakokinetickych studii poskytuji klinické¢ praxi cenné informace o
davkovani léku.

V dusledku velkého poctu novych preparatu objevujich se kazdoro¢né na trhu
dochézi k velkému nérustu pozadavka na farmakokinetické studie. Metody, které jsou v
soucasné dob¢ pouzivany pro stanoveni 1€kt v biologickém materidlu, je mozné podle

jejich principu rozdélit do nésledujich skupin:

- metody mikrobiologické
- metody imunochemické

- metody fyzikalné-chemické

V nasledujicich kapitolach budou stru¢né charakterizovany fyzikalné-chemické
metody vyuZzivajici vysokou¢innou kapalinovou chromatografii, zminény budou
zpisoby upravy biologického materialu pfed analyzou a kriteria pro pouziti analytické

metody pro farmakokinetické studie.

3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Metoda vysokou¢inné kapalinové chromatografie pokryva vétSinu aplikaci
stanoveni 1éki v biologickém materidlu chromatografickymi metodami. V poslednich
letech prosla rychlym vyvojem. Diky technologickému pokroku v pfipravé chemicky
vazanych stacionarnich fazi se téméf vyhradné uplatiiuje rozdélovaci chromatografie.
Pievazuji také aplikace pro systém s obracenymi (reversnimi) fazemi, ve kterém je na
rozdil od systému s normalnimi fazemi mobilni faze polarn&j$i nez stacionarni.
Rozdélovaci chromatografie ve vét§ing aplikaci pro farmakologické studie nahrazuje

adsorp¢ni chromatografii vyuzivajici nemodifikovany silikagel jako stacionarni fazi a
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také chromatografii na ménicich iontd. Siroka $kala typli chemicky vazanych fazi
poskytuje metodé HPLC vysokou selektivitu, separa¢ni G¢innost a téméf neomezené
aplikatni moznosti vzhledem k chemické povaze analyzovanych latek. Analyzy
probihaji obvykle za teplot blizkych teploté okoli, coz umoznuje stanoveni latek méné
tepelné stabilnich. Ve vétSiné piipadd neni také tieba pripravovat derivaty
analyzovanych latek pred vlastni separaci. To je také hlavni pfi¢inou nahrazeni plynové

chromatografie touto metodou v celé fad¢ aplikaci.

3.2.1 Rozdélovaci chromatografie

V rozdélovaci chromatografii jsou mobilni a stacionarni faze navzdjem
nemisitelné kapaliny. Stacionarni faze je zakotvena na vhodny nosi¢, ktery musi byt
chemicky inertni a mechanicky pevny. V praxi byl tento pozadavek vyfeSen chemickym
navazanim stacionarni faze prostfednictvim pevné vazby Si-C na povrch silikagelu.

Tabulka 1 [60] uvadi ptehled zakladnich typi staciondrnich fazi.

Tabulka 1.: Chemicky vazané stacionarni faze

oznaceni | funkéni skupina polarita
C-1 methyl slabé nepolarni
C-2 ethyl slabé nepolarni
C-3 propyl slabé nepolarni
C-4 butyl slab¢ nepolarni
C-6 hexyl sttedné nepolarni
C-8 oktyl sttedné nepolarni
C-18 oktadecyl nepolarni

Ph fenyl stiedné nepolarni

CN kyanopropyl slabé polarni
NH, aminopropyl stredné polarni
Diol glycerylpropyl polarni
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Separaéni mechanismus rozdélovaci chromatografie je zaloZen na distribuci
analyzované latky mezi obéma kapalnymi fazemi, obdobné, jako je tomu pfi extrakei z
kapaliny do kapaliny. Afinita analytu ke stacionarni fazi je charakterizovana distribu¢ni
konstantou K, pro dany chromatograficky systém. Je vysledkem piisobeni disperznich a
induk¢nich sil a vodikovych vazeb mezi molekulou analyzované latky a stacionarni fazi.

Rozdélovaci chromatografie je nejvice uzivana HPLC technika pro stanoveni
Iékd v biologickych materidlech. To je umoznéno velkym vybérem stacionarnich fazi o
rizné polarité a z toho vyplyvajici Sirokou $kalou pouzitelnych mobilnich fazi volenych
pro specifické pozadavky analyzy zkoumané latky. Dalsi vyhodou ve srovnani s
adsorpéni chromatografii je relativné kratka doba potfebna k ustaveni rovnovahy v
daném systému, coz urychluje | hledani optimalnich podminek a usnadfiuje pouZiti
gradientovych eluci.

Priklady  stanoveni  Iékd  rozdélovaci  vysokou¢innou  kapalinovou

chromatografii jsou uvedeny v souhrnné tabulce 2.

3.2.2 Chromatografie na chirdlnich fazich

Dalsi technika HPLC, ktera je vyuzivana pro analyzy Iéki v biologickych
materidlech je chromatografie na chiralnich fazich. Zahrnuje celou fadu chemicky
odlisnych stacionarnich fazi, které se lisi separanim mechanismem. Jejich spole¢nou
vlastnosti je vysoka selektivita umoziujici rozlidit navzajem optické isomery, tedy
dvojice molekul, které se k sobé maji jako predmét a obraz v zrcadle. Jejich fyzikalni a
chemické vlastnosti jsou shodné. Jedinym charakteristickym rozdilem je opaCna
orientace otageni roviny polarizovaného svétla. Opticka aktivita (chiralita) je zpisobena
ptitomnosti chiralniho centra, kterym je nej¢astéji atom uhliku substituovany Ctyfmi
rznymi funk&nimi skupinami. Takova molekula pak existuje ve dvou enantiomernich
formach. V jedné molekule maze byt obecné n asimetrickych center a tedy 2" optickych
isomerd.

V analytickych metodach pouzivanych pro farmakokinetické studie nalezneme
nejCastéji zastoupeny dva druhy chiralnich stacionarnich fazi a to bud’ faze na bazi

chiralniho polymeru, nebo faze vyuzivajici chirality cyklodextring.
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Zakladnim typem faze na bazi chirdlniho polymeru je mikrokrystalicka
silikagelu derivovanym polysacharidem, které obsahuji rizné funkéni skupiny jako
napf. acetyl, benzoyl, fenylkarbamoyl, dimethylfenylkarbamoyl a
chlorofenylkarbamoyl. Predpokladany separaéni mechanismus spociva v tvorbé
diastereoisomerniho komplexu prostiednictvim vodikové vazby, m-n a dipol-dipol
interakce. Jako mobilni fazi lze pouzit polarni i nepolarni organicka rozpoustédla,
nedoporucuje se pouziti chlorovanych rozpoustédel. Komeréné jsou dostupné napfiklad
kolony pod ozna¢enim Chiralpak, Chiralcel.

Cyklodextrinové stacionarni faze obsahuji obvykle molekuly tvofené 3esti,
sedmi nebo osmi glukosovymi jednotkami vazanymi do kruhu (a-, B-, y-cyklodextriny).
Toroidni tvar molekuly, hydrofobni charakter jeji dutiny, diskrétni konformace
hydroxylovyxh skupin po vné&j$im obvodu molekuly a pfitomnost 30-40 chirdlnich
center davaji cyklodextrinim vyjimecné selektivni vlastnosti pfi interakcich s jinymi
latkami za tvorby tzv. inkluzivnich komplexd. Chirdlni separa¢ni mechanismus je
vysledkem kombinaci inkluzniho procesu hydrofobni ¢asti separované molekuly do
dutiny cyklodextrinu a interakcemi polarnich skupin separované molekuly
s hydroxylovymi skupinami cyklodextrinu. Velky vliv na selektivitu maji také stérické
efekty. Vyuziti téchto vlastnosti pro separace v HPLC bylo realizoviano navazanim
molekuly cyklodextrinu na rGznymi zplsoby na povrch silikagelu. Dal$i vyznamné
ovlivnéni selektivity je umoznéno chemickou modifikaci hydroxylovych skupin na
povrchu molekuly cyklodextrinu. Komeréné dostupné kolony tohoto typu nalezneme
pod oznacenim Cyclobond, Chiral CD-Ph.

Poslednim zminénym typem chiralni stacionarni faze jsou fdze s navazanou
bilkovinou, jejichz bioafinitni separaéni mechanismus je zalozen na kombinaci
sterickych efektii, vodikovych vazeb a elektrostatickych a hydrofobnich interakcich.
Komeréni kolony nesou oznaceni napt. Chirobiotic.

Priklady stanoveni 1éki vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na

chiralnich fazich jsou uvedeny v souhrnné tabulce 2.
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3.2.3 Detekc¢ni zarizeni v HPLC

Stejné dulezitd soucast procesu chromatografického stanoveni jako vlastni
separace smési na analytické kolon¢ je detekéni zafizeni. Sleduje uréitou fyzikalni
vlastnost eluatu na vystupu zkolony a zaznamenava jeji zmény pfi pkitomnosti
analyzované latky v mobilni fazi. Signal detektoru je kontinualné zaznamenavam
v dnedni dobé predev§im osobnim pocitatem pfimo napojenym na chromatograficky
systém a dale zpracovavan a vyhodnocovan.

Zékladnim pozadavkem na detekéni zafizeni je dostate¢na citlivost, tedy
dostate¢né vysoky pomér signalu k Sumu pro nizké mnozstvi stanovované latky. M¢l by
mit také pomérné¢ velky linearni rozsah, tedy poskytovat odezvu imérnou koncentraci
analyzované latky v Sirokém koncentratnim rozmezi. Cely systém by mél mit
minimalni vnitfni objem, aby nedochézelo pfi detekci ke ztratdm separacni OCinnosti
dosazené na analytické kolon¢ vlivem difuse v detektoru. Podle pozadavkii na stanoveni
muze byt vhodna bud’ velka universalnost detektoru (moznost detekovat mnoho slozek
smési vychazejici z kolony), nebo naopak velka selektivita detektoru (zaznamenavan je
jen urCity typ latek).

Podle u¢inku detekéniho procesu na detekovanou latku mizeme detektory
rozdélit na destruktivni a nedestruktivni. Nedestruktivnimi detektory latka prochézi beze
zmény struktury a do této skupiny patfi refraktometricky, spektrofotometricky a
fluorescenéni. K destruktivnim detektorim pak fadime hmotnostné spektrometricky
detektor. Elektrochemické detektory spadaji do obou kategorii podle toho, jaky typ
reakce je vyuzit k detekci.

Refraktometricky detektor je vysoce universalni, vzhledem k nizké citlivosti
ale nenasel v oblasti analyz 1¢kli v biologickém materidlu uplatnéni.

Siroké uplatnéni v této oblasti naopak nalezl detektor spektrofotometricky. Je
zalozen na absorpci zafeni o vlnovych délkach 190-760 nm. Prochazi-li zafeni mobilni
fazi obsahujici zkoumanou latku, je Cast zafeni touto latkou pohlcena. Vztah mezi
koncentraci latky a mnozstvim absorbovaného zareni je popsan Lambertovym-
Beerovym zakonem. Pfi vysokych koncentracich dochéazi k odchylkdm od tohoto
zakona a prestava platit linearni zavislost. Nejjednodussi typy detektorl pouzivaji

vvvvvv

umoznuje plynulé nastaveni vinové délky. Moderni pfistroje mohou také zaznamenat
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absorpCni spektrum analyzované latky a to bud’ konstrukéné naro¢nou metodou ,,fast
scan™ spocivajici v sejmuti spektra latky protékajici méfici celou ve velmi kratkém Case,
nebo pomoci metody fungujici na principu rozkladu spojitého zafeni po prichodu
méfici celou a vyhodnocovani jeho intenzit oddélené¢ pro jednotlivé vinové délky
pomoci fotosensitivnich diod (diod-array detektory). Vyjimkou dnes nejsou ani pfistroje
umoznujici sledovani absorpce zafeni danou latkou pro dvé vinové délky.
Spektrofotometrické detektory jsou velmi universalni, maji Siroky linearni rozsah a
jednoduché pouziti. V dobé zvySovani u¢innosti 1€kl a snizovani jejich davek je vsak
v nékterych pfipadech nedostate¢na jeho citlivost.

Fluorescen¢ni detektory jsou zaloZeny na principu zdznamu fluorescen¢niho
zafeni. Elektrony vnéjSich orbitalt elektronového obalu jsou pti absorpci zafeni z UV
oblasti excitovany. Jejich navrat do zdkladniho stavu probiha nezafivym prechodem
(napt. uvolnénim energie) a také emisi zafeni o vy$si vinové délce, nez mélo zafeni
excita¢ni. Rozdil ve vinovych délkach je zpuisoben pravé podilem nezafivého prechodu
na snizeni energie emitovaného zareni. Fluorescen¢ni vlastnosti vykazuji zejména
polyaromatické slouceniny a planarni heterocyklické slou¢eniny s konjugovanymi
dvojnymi vazbami. Zvyseni fluorescence podporuje také pfitomnost chromofornich
skupin v molekule sledované latky, napf. karbonyl, amin, imin, nitryl nebo hydroxyl.
Vyhodou této techniky je wvyssi citlivost a selektivita ve srovnani se
spektrofotometrickym detektorem dobry linearni rozsah a jednoduché pouziti. PoCet
latek, které se daji stanovit touto technikou, je viak ve srovnani se spektrofotometrickou
detekci vyrazné nizsi. Tento problém muze byt ¢aste¢né vyfteSen vhodnou derivatizaci
sledované latky zavedenim funkéni skupiny s fluorescen¢nimi vlastnostmi, napf.
dansylaci nebo fenacylaci. Podrobné je problematika derivatizace pfi stanoveni latek
v biologickém materidlu metodou HPLC popsana Brinkmanem a spol. [65]. To ale

Elektrochemické detektory jsou zaloZeny na reakci analyzované latky spojené
s pfenosem elektron mezi latkou a elektrodou. Podle principu chemické reakce a
experimentalniho uspofadani rozdélujeme detektory na vodivostni, polarografické,
voltametrické, amperometrické a coulometrické. Principy jednotlivych metod jsou
podrobné popsany v odborné literatufe [66]. Tento typ detektord je velmi citlivy a
selektivni. Ur¢itou nevyhodou maze byt jeho tzky linearni rozsah. Zvlastni pozornost

musi byt vénovana vybéru mobilni faze, tak aby ptitomnost elektroaktivnich
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kontaminantli nezvySovala Sum. V praci Kissingera [67] nalezneme podrobny pichled a
perspektivy elektrochemické detekce v analytickych aplikacich pro analyzu latek v
biologickém materialu.

Nejucinngjsi zplsob detekce pouzivany pii analytickych stanovenich latek v
biologickém materidlu ve spojeni s HPLC pfedstavuje hmotnostni spektrometrie.
Umoznuje G¢innou separaci latek ve slozitych smésich, jejich kvantitativni vyhodnoceni
a navic udava cenné informace o struktufe analyzovanych latek na zakladé jejich
hmotnostnich spekter. Hmotnostnim spektrem se rozumi zapis zastoupeni jednotlivych
iontd, které jsou dany pomérem jejich hmotnosti a naboje. Je tedy ziejmé, ze pro Ucely
této metody je tieba stanovované latky pfevést na kladné nebo zaporné ionty. Ty jsou
pak separovany iontov¢ optickym zafizenim podle jejich efektivnich hmot. Hmotnostni
spektrometr tvofi tfi zakladni funkéni slozky: iontovy zdroj, analyzator a registracni
zafizeni ve spojeni se systémem zavadéni vzorki, vakuovym systémem a osobnim
poc¢itatem. lontovy zdroj vytvofi ionty, jeZ se v optickém systému fokusuji na uzky
svazek, urychluji a jsou pfivadény do analyzatoru. Zde jsou separovany bud’ pomoci
kombinace elektrickych a magnetickych poli, nebo na zédklad¢ méieni jejich rychlosti.
Registrace je bud’ opticka, ta je pouzivdna jen vyjimecn¢, nebo elektrickd, zaloZzena na
méfeni poctu nabojl. Princip metody je podrobné popsan v literatufe [68-71].

Z mnoha typu zdrojl ionizace jsou ve spojeni v HPLC pouzivany nejcastéji
elektrosprej (ESI) a chemicka ionizace za atmosferického tlaku (APCI). Pfi pouziti
elektrospreje je mobilni faze ptivedena do kapilary, na kterou je vlozeno napéti a odtud
je vystiikovana pti atmosferickém tlaku do proudu ohfatého dusiku za tvorby malych
nabitych kapicek. Ztéch se pak uvoliuji plynné ionty, které jsou vtahovany a
fokusovany iontovou optikou do analyzatoru. APCI ma jistou podobnost
s elektrosprejem, K ionizaci dochazi také za atmosférického tlaku, hlavni rozdil je ale
v tom, Zze u APCI je vstupni kapilara ptivadéjici mobilni fazi vyhtivana, aby se urychlilo
vypafovani rozpoustédla, a neni mezi ni a vstupni elektrodou iontového zdroje vlozeno
napéti. To je vlozeno az na jehlovou elektrodu. Mezi elektrodami vznika koronovy
vyboj, pfi¢emz se generuje chemicko-ioniza¢ni plazma. Kazd4 molekula, ktera prochazi
touto oblasti iontl rozpoustédla, mize byt ionizovana pfenosem protonu za vzniku ionti
[M+H]" nebo [M-HJ".

V komeréné dostupnych syst¢émech HPLC-MS pro kvantitativni analyzu jsou

nejCastéji pouzivanymi analyzatory kvadrupolovy hmotovy filtr a iontova past. Prvni
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zminény analyzator vyuziva k separaci iontd jejich prichodu mezi ¢tyfmi kovovymi
ty¢emi, na né€z je vlozeno stejnosmérné napéti vzdy stejného znaménka u dvou
protilehlych ty¢i a superponovano stfidavé radiofrekvenéni napéti. Aby ionty pronikly
vzniklym polem, musi se podrobit oscilaci, kterd je i se vSemi ostatnimi parametry
konstantni. Castice s jinou hodnotou poméru m/z nez ma sledovana latka a pro niz jsou
nastaveny parametry analyzatoru jsou z elektrického pole vyneseny ven a zadrzeny
elektrodami. Pomoci této technologie lze zméfit béhem nékolika milisekund celé
spektrum, coZz umoziuje i zménu zplsobu ionizace b&hem pruchodu jednoho
chromatografického piku a tedy kombinovani riznych technik (ESI+, ESI-, APCI+,
APCI-) béhem jedné analyzy. U iontové pasti probihd separace iontli v proménném
elektrickém poli. Sklada se zprstencové stiedni elektrody a dvou uzemnénych
kruhovych elektrod, které prstenec volné uzaviraji. Na stiedni elektrodu se pfi
konstantni frekvenci pfivede vysokofrekvenéni napéti nejprve s nizkou amplitudou,
ktera se postupné zvysuje. Tim jsou do elektronového ndsobiCe postupné vypuzovany
ionty se vzristajici hodnotou m/z. Vzhledem k tomu, Ze iontova past uchovava ionty, je
mozné po relativné dlouhou dobu akumulovat i slabé signaly.

Velké zvyseni selektivity a citlivosti umoziuji tzv. tandemové pfistroje (Tandem
mass spektrometry, MS/MS). Uspotadani jejich analyzatorli umoznuje vybér urCitého
prekursoru ze smési iontl a naslednou separaci dcefinych iontl vzniklych fragmentaci
toho prekursoru.

Rozvoj technologii v poslednich letech umoznil spojeni HPLC-MS. Zejména
vyvojem v oblasti zdrojui ionizace a snizovani objemu mobilni faze v HPLC byl vyfeSen
problém s pfivedenim vzorku z HPLC systému pfimo do hmotnostniho spektrometru.
To umoznilo velky narist vyvoje riznych typti komeréné¢ dostupnych analytickych
systémit vyuzivajicich spojeni HPLC-MS, popf. HPLC-MS/MS. Vzhledem k neustale
rostoucim narokim na citlivost a selektivitu v analyzach Ié¢iv v biologickych vzorcich
roste i ¢etnost vyuziti této analytické metody.

Piiklady vyuziti riznych typi detektori pfi stanoveni Iékli vysokouc¢innou

kapalinovou chromatografii jsou uvedeny v souhrnné tabulce 2.
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3.3 Uprava biologického materidlu pfed analyzou

Biologickym materidlem, ve kterém jsou v klinické farmakologii Iéky
stanovovany, je nejCastéji krev, plazma, sérum a mo¢. Mén¢ Casté je pak stanoveni Iék
v tkanovych homogenatech, slinach, potu, stolici, mozkomisnim moku apod.

Vétsinu biologickych materialli je tfeba pred analyzou upravit. Zakladnim
divodem této upravy byva odstranéni takovych slozek vzorku, které mohou
mechanicky poSkodit analyticky pfistroj ucpanim davkovaciho zatizeni, kapilar nebo
analytickych kolon. Pevné slozky vzorku jsou odstrariovany filtraci nebo centrifugaci.
Bilkoviny, kter¢ se snadno srazeji, byvaji odstranovany deproteinanimi postupy.
DalsSim divodem upravy vzorku pted analyzou je zvySeni selektivity a citlivosti
celkového stanoveni odstranénim endogennich slozek smési a zakoncentrovanim
analyzovanych latek. Tyto Gpravy vyzaduji jednoduché nebo vicestupriové extrakéni
postupy.

Volba zpasobu upravy biologického materidlu spolurozhoduje o celkové
pfesnosti, reprodukovatelnosti a vytéznosti analytické metody. Nejvice uzivané postupy
upravy biologického materialu - deproteinace, extrakce z kapaliny do kapaliny a

extrakce na pevné fazi - budou podrobngji posany v nasledujicich kapitolach.

3.3.1 Deproteinace biologického materialu

Deproteinace biologického materidlu slouzi k odstranéni bilkovin pfitomnych
ve vzorku, které mohou zpuUsobit jak interference, tak v disledku precipitace
znehodnoceni analytické kolony a poskozeni analytického pristroje. Pfi volbé
deproteinaéniho postupu je nutné brat v Givahu skutec¢nost, ze Cast léCiva je ve vzorku
vazana na piitomné bilkoviny. Podle G¢elu analyzy je tfeba volit takovy postup, ktery
bud’ odstrani bilkoviny spolu s navazanym podilem lé¢iva a umozni pak stanovit volny
podil daného Iéku ve vzorku, nebo naopak postup, ktery soucasné s deproteinaci uvolni
navazané lé¢ivo a analyzou je pak stanovena jeho celkova koncentrace ve vzorku.

Deproteinace, které zachovavaji vazby léki na bilkovinu, jsou zaloZeny na
membranovych procesech. K témto metodam fadime ultrafiltraci a dialyzu. Jejich

selektivita je dana velikosti pori pouzité semipermeabilni membrany. Dialyza byla
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pouzita pro automatickou upravu vzorku pfed chromatografickou analyzou pfimym
spojenim s vysokou€innym kapalinovym chromatografem. Pro ultrafiltraci byly
vyvinuty ultrafiltraéni kolonky, umoziujici jednoduchou deproteinaci malych objemu
biologického materialu.
Metodou precipitaéni deproteinace, zalozenou na vysrazeni bilkovin U¢inkem
precipitacniho ¢inidla, je dosazeno soucasné uvolnéni navazaného Ié¢iva na bilkovinu.
Velmi G¢innymi precipitacnimi ¢inidly, jejichz Gcinek je irreversibilni, jsou
roztoky  kyselin  trichloroctové,  chlorovodikové,  chloristé, = molybdenové,
sulfosalicylové, metafosfore¢né nebo pikrové. Dobré precipitatni G¢inky maji také
roztoky soli, napf. siranu zine€natého, wolframanu sodného a chloridi rtutnatého a
hlinitého. Velice rozsifena je precipitace proteinii u¢inkem organickych rozpoustédel
nebo jejich smési. Jejich u€innost klesa v fadé acetonitril > aceton > ethanol >
methanol.
Reversibilni precipitace, kterd vSak neni 100% uc¢innd, nastava v pripadé
pouziti nasyceného roztoku siranu amonného.
Supernatant ziskany nékterou z vySe uvedenych deproteinacnich metod
muze byt pfimo analyzovan nebo je podroben jednomu z naslednych extracnich

procesu.

3.3.2 Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakénimi postupy odstraiiujeme endogenni latky pfitomné ve vzorku obvykle v
nékolikanasobn¢ vyssich koncentracich nez stanovovana latka, které by mohly pfi
stanoveni interferovat. Odstranime téz negativni vlivy biologického materidlu na
analyticky pfristroj, popfipadé analytickou kolonu. V neposledni fadé mizeme vyuzit
extrakci k zakoncentrovani dan¢ latky v upraveném vzorku pred analyzou. Prestoze je
extrakce z kapaliny do kapaliny nejstar$i extrakéni metodou, je stale v praxi Siroce
pouzZivana. Je zaloZzena na rozdéleni latky mezi dvé nemisitelné kapalné faze. toto
rozdéleni je popsano Nernstovym zakonem, ktery plati za idealnich podminek. Ve
skute¢nosti dochazi k ur¢ité omezené misitelnosti obou fazi, k objemovym zménam fazi
pii jejich smiSeni a k interakcim extrahované latky, zvlasté k disociaci nebo asociaci. K

popsani tohoto realného stavu je pouzivan rozdélovaci pomér De-.
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Podminkou uaspé3né extrakce je nalezeni takového systému, ve kterém je
hodnota D¢ maximalni pro stanovovanou latku a naopak rozd&lovaci poméry pro
endogenni latky jsou co nejnizsi. Velikost distribuéniho poméru je vysledkem rozdilu
rozpustnosti latky v obou systémech. Rozpustnost a tedy i hodnotu D¢ je mozné ovlivnit
vybérem organického rozpoustédla, upravou pH vodné faze, zménou poméru obou fazi
a zplsobem a dobou trvani extrakce.

Vyhodou extrakce z kapaliny do kapaliny je jeji jednoduchost provedeni a
relativné dobrd ucinnost. Nevyhodou je vSak velké natedéni vzorku béhem extrakce,
ztraty spojené s oddélovanim a obvyklym odpafovanim organické faze, pouzivani

toxickych rozpoustédel a ¢asto dlouha doba extrakce.

3.3.3 Extrakce na pevné fazi

Pokrok v technologii silikagelu a pripravé chemicky vazanych fazi pro
vysokoti¢innou kapalinovou chromatografii pfinesl také novy zplsob upravy vzorkii
pied analyzou oznacovany jako extrakce na pevné fazi. Jeji princip spociva v selektivni
adsorpci stanovované latky na vhodné stacionarni fazi za soucasného oddéleni
nezadoucich endogennich latek Typy stacionarnich fazi, které jsou k dispozici pro
extrakce na pevné fazi jsou shodné s fazemi vyuzivanymi v HPLC (viz. Tab. 1) a také
separaéni mechanismus a postup pfi vybéru vhodné mobilni faze se tedy fidi stejnymi
pravidly.

Extrakéni postup lze rozdélit do ¢Etyf zakladnich kroku - aktivace kolonek,
aplikace vzorku, promyti a eluce. Aktivaci kolonek se rozumi promyti extrak¢nich
kolonek ¢istymi rozpoustédly v takovém pofadi, abychom uvedly kolonky do prostiedi,
které umozni maximalni adsorpci stanovované latky na stacionarni fazi. Aplikace
vzorku je faze, pfi které je dana latka pevné sorbovana na stacionarni fazi a endogenni
latky Caste¢n& prochazeji kolonkou bez zadrzeni a ¢aste¢né se na kolonce téz zachyti.
Promyti znamena aplikaci ur¢itého objemu jednoho nebo vice roztoki, kterymi jsou z
kolonky vymyvany slab& vazané endogenni latky, zatimco stanovovana latka zlistava
kvantitativné sorbovana na stacionarni fazi. Eluci je dosazeno kvantitativniho a

selektivniho uvolnéni stanovované latky do ¢istého roztoku. Vhodna volba elu¢niho
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¢inidla umoziuje kvantitativni eluci velmi malym objemem a tim dosazeni velkého
zakoncentrovani latky pfed analyzou.

Extrak¢éni kolonky jsou dnes k dispozici nejCastéji ve dvojim provedeni. Prvni
typ je tvofen sorbentem v polyethylenovém nebo polypropylenovém plasti, ktery lze
nasadit na injek¢ni stiikacku. Ta pak slouzi jako rezervoar pro vzorek a mobilni faze a
jako regulator rychlosti pritoku eluc¢nich roztokt Druhy typ kolonek je opét tvofen
polyethylenovym nebo polypropylenovym pouzdrem, které ma tvar plast¢ injekEni
stifkacky. Na je ho konci je uloZen sorbent. Kolonka mé tak vlastni rezervoar pro
vzorek a eluéni Cinidla. Pritok je zde regulovan podtlakem. Tento typ kolonek je
vétSinou uzivan ve spojeni s vakuovym zatizenim umoziujicim deset i vice soucasnych
extrakeci.

Hledani optimalnich podminek extrakce na pevné fazi je pomérné naro¢né,
vysledkem je v3ak velmi Cisty a zakoncentrovany roztok stanovované latky, ktery je
mozno pouzit k analyzam vysoce citlivymi separa¢nimi metodami. Zavedend metoda
extrakce na pevné fazi byva mnohonasobné rychlej$i nez extrakce z kapaliny do
kapaliny. Vyrazné vyssi byva také jeji vytéZnost a reprodukovatelnost. Metoda extrakce
na pevné fazi také omezuje styk s toxickymi i hoflavymi rozpostédly a jeji snadna

automatizace umoziuje soucasné zpracovani vétsiho poctu vzorka.

Piiklady pouziti riznych typd Upravy biologického materidlu pro stanoveni

1éCiv jsou uvedeny v souhrnné tabulce 2.

Tabulka 2: Priklady stanoveni lékui za pouziti HPLC.

Uprava
Nazev léku Detekce Kolona vzorku Reference
amodiaquin uv Ph LLE 97
arotinolol uv Chirobiotic LLE 91
artesunat MS C-12 SPE 112
baclofen uv Chirobiotic LLE 89
celiprolol UV/FL C-6/C-18 LLE 95
citalopram FL Ph PD, SPE 77
cromakalim uv Chiralpak/Chiralcel SPE 83
doxazosin FL C-18 PD 75
eupatilin MS/MS Ph-C-6 LLE 98
felodipin MS/MS C-18 LLE 110
fexofenadin FL C-18 SPE 82
fexofenadin MS CN SPE 104
fluoxetin FL C-8 LLE 76
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Tabulka 2: Priklady stanoveni léki za pouziti HPLC — pokracovani.

flurbiprofen uv Chirobiotic LLE 84
glimepirid MS/MS C-18 LLE 108
ibuprofen MS/MS Chiralpak LLE 90

lansoprazol uv Chiral CD-Ph SPE 86

levosulpirid FL C-18 LLE 81

linezolid MS/MS CN/C-18 SPE 105
lisinopril FL C-18 SPE 74

lometrexol UV/FL C-6 SPE 94
loratadin MS/MS Ph LLE 99
metformin MS/MS Katex SPE 113

methylprednisolon uv C-8 PD 96

metoprolol FL CN SPE 73
metoprolol FL C-6 SPE 93

moclobemid MS Ph SPE 100
omeprazol uv Chiralpak/CN SPE 92

procarbazin MS/MS C-18 PD 109
propofol MS/MS C-18 SPE 103
propofol MS/MS C-18 SPE 115
risperidon MS C-18 LLE 107

rosiglitazon FL PD 79

salbutamol EC/FL Katex/C-18 LLE 78
stobadin MS/MS C-18 SPE 114
sufentanil MS/MS C-18 SPE 117

sumatriptan FL C-18 LLE 80
ticlopidin MS/MS C-8 LLE 111
tramadol FL Chiralcel LLE 87
troglitazon EC Chiralcel LLE 88

tulobuterol MS CN LLE 101

valdecoxib MS/MS C-8 SPE 116

vancomycin uv NH, PD 106
vesamicol uv Chirobiotic SPE 85

zolmitriptan MS CN LLE 102

Vysvétlivky: MS - hmotnostné spektrometrickéa detekce
MS/MS - tandemova hmotnostné spektrometricka detekce
UV - spektrofotometricka detekce v ultrafialové oblasti
FL - fluorescen¢ni detekce
EC - elektrochemicka detekce
LLE - extrakce kapalina - kapalina
SPE - extrakce na pevné fazi
PD - precipita¢ni deproteinace
Ph-C-6 - fenyl hexyl

ostatni viz. tabulka 1.
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3.4 Kritéria prijatelnosti analytické metody pro pouZiti

v klinické farmakologii

Vzhledem k tomu, Ze vysledky chemickych analyz provadénych nejen ve
farmaceutickém, ale také v potravinaiském a chemickém primyslu, pfi vyvoji a
kontrole zemédélskych produktt ¢i pii kotrole zivotniho prostiedi maji pfimy vliv na
zdravi a bezpecnost Clovéka, zacaly se pocatkem 70. let minulého stoleti objevovat
snahy o zavedeni zavaznych norem, které by standardizovaly praci ve vsech
laboratofich, které provadéji vyse uvedené analyzy. Cilem téchto snah bylo zajisténi
zpétné kontroly a minimalizace moZznosti falSovani vysledki.

Prvni zakonnou normu souhrné formuloval v roce 1978 Ufad pro potraviny a
Iéky (FDA - Food and Drug Administration) a v roce 1980 se jeji plisobnost rozsitila i
na oblast zivotniho prostfedi a zeméd¢lstvi. Tato norma je zndma pod oznacenim
"Spravna laboratorni praxe" (GLP - "Good Laboratory Practice"). V roce 1982 byly
podobné zasady prijaty Organizaci pro ekonomickou spolupraci a rozvoj (OECD), od
niz je v roce 1986 v podstaté prevzaly zem¢ Evropské unie. Predpisy pro GLP se
zejména v Evropé dale vyvijely a zatim posledni tpravu pfijala OECD v roce 1997 a v
navaznosti na ni Evropska unie v roce 2004. V Ceské republice je v soucasnosti v
navrhu nova vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi a Ministerstva zemédélstvi, kterd
formuluje pravidla GLP v oblasti 1é¢iv a zapracovava ptislusné predpisy Evropské unie
do naSeho pravniho fadu.

Sou¢asti GLP jsou také pozadavky na validaci bioanalytické metody a presny
popis pracovniho postupu pfi jejim provadéni (ten je zahrnut v souboru "Standardnich
operatnich postupu" - SOP, ktery si vytvafi kazda laboratof a jeji pracovnici jsou
povinni se jimi Fidit). Nejjasnéji pozadavky formulovala opét FDA [72], jejiz kriteria
jsou prijimana v podstaté po celém svété. V Evropé vzniklo do soucasné doby nékolik
dokumentd, které fesi tuto problematiku, kriteria se v3ak dodnes nepodafilo uplné
sjednotit.

V nasi bioanalytické laboratofi vychazime z pozadavkii FDA, které jsou v
kterych jsou ovéfovany vsechny pozadované parametry. Specificita metody vici

endogennim latkam je testovana nejméné na Sesti nezavislych zdrojich ¢isté matrice,
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stejné jako efekt matrice. U méné specifickych metod (napf. UV detekce) musi byt
prokazana tak¢ specificita vic¢i bézn€ pouzivanym Iékam, u vsech metod pak vici
vyznamnym metabolitim. Musi byt stanoven limit detekce (LOD — limit of detection) a
mnozstvi analytu, které je mozné stanovit s pozadovanou 20% piesnosti a sleduje se
linearita kalibra¢niho rozsahu. Dal$im testovanym kriteriem jsou pfesnost a spravnost a
to jak v ramci jedné serie vzork( tak i mezi jednotlivymi seriemi méfenymi v rizné dny.
Stanovuje se vytéznost analytu, ktera musi byt dostate¢né konsistentni pro vSechny
koncentrace. Daéle je sledovana dlouhodoba stabilita analytu, kterd musi pokryt celou
dobu od odbéru prvniho vzorku po analyzu posledniho vzorku dané studie, kratkodoba
stabilita pfi laboratorni teploté¢ pokryvajici minimaln¢ dobu zpracovani vzorku, stabilita
opakované rozmrazenych a zmrazenych vzork(, stabilita zasobniho roztoku analytu a
stabilita vzorki po zpracovani pokryvajici dobu trvani analyzy jedné serie vzorkl
farmakokinetické studie.

Viechny piedlozené publikace tykajici se vyvoje a validace analytickych

metod v sob& zahrnuji vysledky testovani viech vyse uvedenych parametra.

3.5 Vyvoj a validace analytické metody pro stanoveni

I€Civ v biologickém materialu

3.5.1 Stanoveni azithromycinu v lidské plazmé

Azithromycin (AZI) je makrolidové antibiotikum odvozené od erythromycinu,
na rozdil od tohoto Ié¢iva ma v laktonovém kruhu navic methylovany dusik. Tato
modifikace zplsobuje vyrazné vyssi antibakteralni potencial proti gramnegativnim
bakteriim v porovnani s erythromycinem [118].

Azithromycin plisobi navazanim na velkou (50S) ribosomalni podjednotku
bakterialni bunky a postupné inhibuje syntézu polypeptidii fizenou m-RNA. To
zpiisobuje bud’ zanik bakterii nebo zastaveni jejich riistu v zavislosti na organismu, jeho

citlivosti k azithromycinu a koncentraci azithromycinu v infikované tkani. Na rozdil od
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jinych makrolidovych antibiotik neni aktivita azithromycinu ovlivnéna pfitomnosti B-
laktamasy a neinteraguje s cytochromem P450 [119].

Pro potfeby vyhodnoceni bioekvivalenéni studie po perordlnim podani 250 mg
azithromycinu bylo tfeba vyvinout dostate¢né citlivou, selektivni, rychlou a robustni
metodu pro jeho stanoveni v lidské plasmé. Podle dostupné literatury se jeho hladiny
v plazmé po takovém podani pohybuji v rozmezi 0,3 — 500,0 ng/mL [130-132].

Publikovano bylo nékolik HPLC metod . Metoda s UV detekei [125] nebyla
vhodna pro nizkou citlivost. Metody s elektrochemickou detekci [120-124] vykazovaly
dostate¢nou citlivost, ale vyzadovaly pomérné dlouhou dobu analyzy vzhledem
k interferencim endogennich latek. Dostate¢né citliva byla téZ metoda s fluorescencni
detekci [126]. Ta byla v3ak nevhodna pro slozité zpracovani vzorku, véetné derivatizace
analytu. Velmi citliva byla metoda vyZivajici pritokovou injek¢ni analyzu (FIA) [127],
uspofadani mékici aparatury je vSak nepozitelné pro rutinni analyzu velkého mnozstvi
vzorkd. Analyticky syst¢tm HPLC-MS/MS je dostate¢né selektivni a umoziiuje tedy
vyrazné zjednoduSeni upravy vzorku a zkraceni samotného chromatografického

stanoveni. Dosud publikované metody vyuzivajici tuto techniku [128,129] v3ak byly

nedostatecné citlivé.

CH3

CHa

OH

O——CHs3

m/z.=591.6 m/z=679.6

Obr. 1: Chemicka struktura AZI a ROX a jejich pravdépodobnd fragmentace.



Vyvoj a validace analytické metody pro uéely farmakokinetickych studii 33

Pro stanoveni azithromycinu byl zvolen analyticky systém HPLC-MS/MS.
Zdrojem ionizace byl elektorprej (ESI). Roxithromycin (ROX) byl pouzit jako interni
standard. Podafilo se nalézt velmi jednoduchy a rychly zpiisob Gpravu vzorku pied
analyzou pomoci ultrafiltra¢ni deproteinace. Diky vysoké selektivité systému HPLC-
MS/MS byla doba analyzy zkracena na sedm minut. To umoznilo stanovit vice nez 180
vzorkl na jednom analytickém systému za den. Podafilo se také dosahnout vyrazné
vys$si citlivosti (LOD = 1,25 ng/mL, LLOQ = 2,55 ng/mL) oproti dosud publikovanym
metoddam pro systtm HPLC-MS/MS. Maly objem injektovaného vzorku vedl
k vyraznému zvySeni Zzivotnosti analytické kolony. V ramci validace metody byla
testovana jeji presnost, spravnost, linearita, citlivost, specificita, selektivita, robustnost,
vytéznost analytu, vliv efektu matrice a stabilita analytu, Metoda vyhovéla vsem
pfedepsanym valida¢nim testim a byla pouzita pro vyhodnoceni tii farmakokinetickych
studii, pfi nichZ bylo odebrano a nasledné analyzovéano vice nez Sest tisic vzorkl lidské
plasmy.

Publikovana metoda je vhodna pro zkoumani farmakokinetikych charakteristik

azithromycinu v lidské plazmé pii farmakokinetickych studiich.

3.5.2 Spolecné stanoveni simvastatinu a jeho hydroxykyseliny

v lidské plazmé

Simvastatin  (SIM) je reversibilni inhibitor mikrozomalniho enzymu
3-hydroxy-3-methylglutarylkoenzym  A-reduktasy (HMG-CoA-reduktasa) a je
pouzivan ke snizeni hladiny cholesterolu. Mateiska latka je farmakologicky neaktivni
lakton (prodrug, prolé€ivo), ktera je pfeménéna na nékolik aktivnich metaboliti.
Nejvyznaméjsim z nich je hydroxykyselina simvastatinu (SIMA) [133-137]. Aktivni
metabolity se koncentruji v jatrech, tedy hlavnim centru syntézy cholesterolu. Inhibice
HMG-CoA reduktasy zplisobuje pokles syntézy cholesterolu a zejména narGst poctu
receptorti pro lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL-receptory) umisténych v bunénych
membranach jater [138] a ostatnich tkanich. V literatufe [136,139] je popséno linearni
zvySeni inhibi¢ni aktivity simvastatinu po peroralnim podani davky v rozmezi 5 — 120

mg.
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Bioekvivalen¢ni studie pfedpokladala peroralni podani 80 mg simvastatinu.
V takovém pfipad¢ se podle dostupné literatury pohybuji hladiny simvastatinu a jeho
aktivniho metabolitu SIMA v rozmezi 0,2 — 15,0 ng/mL. Pro spolehlivé monitorovani
koncentrace obou latek bylo nutné dosdhnout LLOQ pro pouzitou metodu pfiblizné
0,1 ng/mL. Soucasn¢ musela metoda spliiovat pozadavky na specificitu, rychlost,
pfesnost, spravnost a robustnost.

Dostatecné citlivé byly publikované metody pro analyticky systém GC-MS
(plynova chromatografie s hmotnostni detekci) [140,141]. Tyto metody vSak vyzaduji
velmi slozitou proceduru upravy vzorku pfed analyzou. Metody HPLC-UV
(vysokou¢inna kapalinova chromatografie s UV detekci) [142,143] byly o poznani
Jednodussi, nebyly v3ak dostate¢né citlivé. HPLC s fluorescenéni detekci poskytovala
podobné jako GC-MS vysoce citlivou metodu [144], ktera ale vyzadovala zdlouhavou
derivatizaci analytii pred analyzou.

Nejvhodnéjsi se tedy zdal byt analyticky systtm HPLC-MS/MS. Prvni
zvefejnéna metoda vyuzivajici tento systém [145] popisovala metodu stanoveni
simvastatinu ve vodnych vzorcich s LLOQ = 1 ng/mL. Tato koncentrace byla pfili§
vysoka pro ucely farmakokinetické studie. DalSi prace [146] popisovala rychlé
stanoveni simvastatinu s dostate¢nou citlivosti, ale nezabyvala se stanovenim jeho
aktivniho metabolitu SIMA. Publikace [147] zabyvajici se spole¢nym stanovenim
simvastatinu a SIMA byla pomérné citliva (LLOQ = 0,5 ng/mL). Autofi vSak pouzili
pfimé spojeni extrakce na pevné fazi (SPE) se systémem HPLC-MS/MS (on-line SPE-
HPLC-MS/MS systém). Toto spojeni je pro nevelkou prostupnost nevhodné pro rutinni
analyzy, kde se stanovuji stovky vzorkd bezprostfedné za sebou.

P vlastnim vyvoji metody se jako nejvhodnéjsi k upravé vzorku ukazalo
vyuziti jednoduché extrakce na pevné fazi. Ta poskytovala dostateCnou vytéznost
analyti. Lovastatin (LOV) a hydroxykyselina lovastatinu (LOVA) byly pouzity jako
interni standardy. Ke zvy3eni citlivosti zna¢nou mérou pfispélo stanoveni SIM a LOV
po kladné ionizci elektrosprayem (ESI+) a stanoveni SIMA a LOVA po zaporné
ionizaci elektorsprayem (ESI-). Diky mozZnostem pouzivaného pfistroje bylo mozno
tento efekt vyuzit béhem jedné analyzy po predchozi chromatografické separaci analytt.
Doba analyzy jednoho vzorku se tak zkratila na 4,5 min. Béhem jednoho dne tak bylo
mozné pfipravit a stanovit vice nez 250 vzorkl. V ramci validace metody byla testovana

jeji presnost, spravnost, linearita, citlivost, specificita, selektivita, robustnost, vytéznost
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analytu, vliv efektu matrice a stabilita analytu. Metoda vyhovéla vSem predepsanym
valida¢nim testim a byla pouzita pro vyhodnoceni farmakokinetické studie, jiz se
zucastnilo 72 dobrovolnikli a bylo odebrano a nasledné analyzovano vice nez tii tisice

vzorki lidské plasmy.

HsC
CHy
(b) H,C
HO o HO 0
OH OH
OH
OH
9 0
H30_>(U\
o)
Hie” H,C o)
3 CH, CH, CH,
(c) HsC (d) n,c

Obr. 2: Chemicka struktura SIM (a), LOV (b), SIMA (c), LOVA (d).

Publikovana metoda je vhodna pro zkoumani farmakokinetikych charakteristik
simvastatinu a jeho aktivniho metabolitu SIMA v lidské plazmé pfi farmakokinetickych

studiich.

3.5.3 Spole¢né stanoveni atorvastatinu a  2-hydroxy-

atorvastatinu v lidské plazmé

Atorvastatin, (ATV) podobné jako simvastatin patii do skupiny latek

snizujicim hladinu cholesterolu inhibici HMG-CoA-reduktasy. ZvySuje také pocet
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LDL-recptort, které zpisobuji zvySeny zachyt LDL a jeho odbouravani. Dale také
snizuje dosud nepopsanym mechanismem hladiny triglyceridi. Tyto u¢inky v zavislosti
na davce atorvastatinu byly popsany u pacient( trpicich vysokym obsahem cholesterolu.
a triglyceridti [ 148-150].

Atrovastatin je podavan ve form¢ vapenaté soli aktivni hydroxykyseliny, ktera
je substratem cytochromu P450 3A4. Ten jej metabolisuje na dva aktivni metabolity:
2-hydroxyatorvastatin a 4-hydroxyatorvastatin  [148-150,152,153]. Koncentrace
4-hydroxy-atorvastatinu v plazmé jsou vSak tak nizké, Ze nelze sledovat jeho
farmakokinetické charakteristiky [151].

Bioekvivalenéni studie ptedpokladala peroralni podani 80 mg atrovastatinu.
Nalezené hladiny atorvastatinu a 2-hydroxyatorvastatinu (HATV) pfi podani takového
mnozstvi se podle literatury pohybovaly v rozmezi 0,1-20,0 ng/mL. Pro spolehlivé
monitorovani koncentrace atorvastatinu a HATV bylo nutné dosahnout LLOQ pro
pouzitou metodu pfiblizné 0,1 ng/mL. Soucasné musela metoda spliovat pozadavky na

specificitu, rychlost, pfesnost, spravnost a robustnost.

HO 0 HO o]
OH OH

OH OH

OH

m/z. 440.3

Obr. 3: Chemicka struktura ATV a HATV a jejich pravdépodobna fragmentace.

Bylo publikovano nékolik metod pro stanoveni atorvastatinu a HATV. Spojeni

HPLC s UV detekci [153] bylo uspésné aplikovano na stanoveni atorvastatinu v
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Iékovych tabletach. Pulsni voltametrie [154] byla pouzita pro jeho stanoveni v lidské
plazmé, bohuzel tato metoda méla pfili§ nizkou citlivost. Nejvice nalezenych publikaci
vyuzivalo analytické systémy HPLC-MS/MS [155-157]. PfestoZze tyto metody
vyuzivaly bud’ pomérné slozité chromatografické usporadani [155], nebo vyzadovaly
slozitou upravu vzorku v¢etné dvojnasobné extrakce [157], nebylo mozno jimi stanovit
takové koncentrace atorvastatinu a HATV, jaké byly nalezeny v lidské plazmé po
podani terapeutické davky.

Pro Gpravu vzorku byly zkouSeny rtizné extrakéni postupy. Nejvy3si vytéznost
a zaroven nejvétsi moznost zakoncentrovani analytl pfed analyzou byla nalezena pfi
extrakci z kapliny do kapliny za pouziti extrakéni smési diethylether-dichlormethan v
poméru 60:40. Vzhledem k vysoké specificité pouzitého syst¢ému HPLS-MS/MS s ESI+
ionizaci mohla byt zjednodusena chromatografie a délka analyzy jednoho vzorku
nepfesahla 4 min. Béhem jednoho dne tak bylo mozné pfipravit a stanovit vice nez 250
vzorkl. Podafilo se i s dostate¢nou spravnosti a presnosti (do 20%) stanovit LLOQ na
0,1 ng/mL pro obé sledované latky, pi¢emz limit detekce byl 0,02 ng/mL pro
atorvastatin a 0,07 ng/mL pro HATV. V ramci validace metody byla testovana jeji
pfesnost, spravnost, linearita, citlivost, specificita, selektivita, robustnost, vyt€znost
analytu, vliv efektu matrice a stabilita analytu, Metoda vyhovéla vSem predepsanym
valida¢nim testim a byla pouzita pro vyhodnoceni farmakokinetické studie, pfi které
bylo odebrano a nasledné analyzovano vice nez dva tisice vzorkt lidské plasmy.

Publikovana metoda je vhodné pro zkoumani farmakokinetikych charakteristik
atorvastatinu a jeho aktivniho metabolitu HATV v lidské plazmé pfi farmako-

kinetickych studiich.

3.5.4 Stanoveni quetiapinu v lidské plasmé

Quetiapin (QUE) je antipsychoticka latka nalezici do nové skupiny léka
odvozenych od dibenzothiazepinu [158-161]. Je vyuzivan pii lé¢bé schizofrenie nebo
manickych stavi souvisejicich s rozdvojenim osobnosti. Tato skupina lékl se vynacuje
vyrazné niz$imi vedlej$imi G¢inky nez maji dosud pouzivané preparaty. Z tohoto
divodu zaznamenal quetiapin velky narast pouzivani v klinické praxi, ktery vyustil ve

vyvoj novych farmaceutickych ptipravkll obsahujicich tuto latku. Spole¢né s tim
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vznikla potfeba nové analytické metody pro stanoveni QUE v lidské plasmé, ktera by
byla vhodna pro vyuziti pii farmakologickych studiich.

Bioekvivalentni studie predpokladala peroralni podani 100 mg QUE.
V takovém pripad¢é se podle dostupné literatury [162.163] pohybuji hladiny lé¢iva v
lidské plazmé¢ v rozmezi 1,5 — 350,0 ng/mL. Pro spolehlivé monitorovani koncentrace
obou latek bylo nutné dosdhnout LLOQ pro pouzitou metodu pfiblizné 1,5 ng/mL.
Soucasné musela metoda spliovat pozadavky na specificitu, rychlost, pfesnost,
spravnost a robustnost.

Dosud bylo publikovano n¢kolik HPLC metod pro stanoveni QUE. VétSina z
nich vyuzivala UV detekci [164-166]. Zadna z nich vsak nebyla dostate¢né citliva pro
monitorovani hladin této latky po podani terapeutické davky dalsi pak vyZadovala velmi
slozitou upravu vzorku pied analyzou [167]. To byl ptipad publikovanych metod
vyuzivajich techniku GC-MS [168,169], kde musel byt analyt pfed analyzou
derivatizovén.

Dvé publikace popisovaly vyuziti analytické¢ho systému HPLC-MS [167,170].
Prvni z nich [167] porovnavala vyuziti UV detekce a MS/MS detekce. Ackoli vyuzivala
pIné automatizovanou Gpravu vzorku, doba analyzy byla 35 min. Za jeden den bylo tedy
mozno stanovit pouze 40 vzorkil a to nebylo pro potfeby farmakokinetické studie
vyhovujici. Druha metoda [170] popisovala spole¢né stanoveni clozapinu, olanzapinu,
risperidonu a quetiapinu v lidské plazmé¢. Zde vsak byla pouZita dvojnasobna extrakce a

metoda nebyla dostate¢né citliva.

H
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/ 270.3
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Obr. 4: Chemicka struktura QUE a CLO a jejich pravdépodobna fragmentace.
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Zadny z dosud publikovanych zptsobii upravy vzorku pred analyzou se
neukazal vhodny. Nejlepsi vytéznost a zaroven Cistotu vysledného roztoku ptinesla
extrakce na pevné fazi po alkalizaci ptivodniho vzorku lidské plazmy. Klozapin (CLO)
byl pouzit jako interni standard. Pro samotnou analyzu byl pozit syst¢m HPLC-MS/MS
s vyuzitim pozitivniho clektrospraye (ESI+) jako zdroje ionizace. Vzhledem k pouziti
této vysoce selektivni techniky nebyla nutna uplna separace analytu. To vedlo k
vyraznému zkraceni doby analyzy na 3 min. Béhem jednoho dne tak bylo mozné
stanovit vice nez 250 vzorkl. Citlivost metody pak byla dokonce vy$si, nez bylo
pivodné pozadovano, LLOQ bylo stanoveno na 1,0 ng/mL a LOD vypocteno na 0,4
ng/mL. V ramci validace metody byla testovana jeji pfesnost, spravnost, linearita,
citlivost, specificita, selektivita, robustnost, vytéznost analytu, vliv efektu matrice a
stabilita analytu, Metoda vyhovéla viem predepsanym validacnim testim a byla pouzita
pro vyhodnoceni farmakokinetické studie, jiz se zcastnilo 36 dobrovolnikii a bylo
odebrano a nasledné¢ analyzovano vice nez 1500 vzorkd lidské plasmy.

Publikovana metoda je vhodna pro zkoumani farmakokinetikych charakteristik

quetiapinu v lidské plazmé pfi farmakokinetickych studiich.
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