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Streszczenie

Wstep. Hipercholesterolemia jest zaburzeniem metabolicznym prowadzacym do powaznych powiktan
sercowo-naczyniowych. Do lekéw hipolipemicznych zaliczamy inhibitory reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglu-
tarylo-CoA. Jednym z nich jest atorwastatyna. Do jej oznaczania we krwi wykorzystuje si¢ metode HPLC. Cel
pracy. Celem powyzszej pracy byla walidacja metody oznaczania atorwastatyny w osoczu. Material i metody.
Izolacje atorwastatyny z surowicy uzyskano za pomocg ekstrakeji ciecz-ciecz do octanu etylu. Zastosowanym
wzorcem wewnetrznym byt 2,2-dinitrobifenyl. Rozdziat przeprowadzono w odwréconym ukladzie faz. Wyniki.
Atorwastatyna, wzorzec wewnetrzny i inne substancje endogenne rozdzielone zostaly na kolumnie z zastosowa-
niem fazy ruchomej acetonitryl-bufor fosforanowy (57:43 v/v). Detekcja byta prowadzona przy dlugosci fali 240
nm. Walidacja metody uwzgledniala liniowos¢, dokladno$¢ oraz powtarzalnos$¢ (oznaczenia inter- i intraday).
Oméwienie. Opracowana metoda spetnia wymogi walidacyjne dla metod analitycznych przeznaczonych do
oznaczania poziomu lekéw w matrycach biologicznych. Wnioski. Opracowana metoda moze by¢ wykorzystana
do podstawowych parametréw farmakokinetycznych atorwastatyny takie jak stata eliminacji, objetos¢ dystrybucji
oraz biologiczny okres pottrwania. (Farm Wspét 2017; 10: 131-135)
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Summary

Introduction. Hypercholesterolemia may lead to cardiovascular diseases. The inhibitors of 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA reductase (including atorvastatin) are one of hypolipidemic agents. To determine atorvastatin
concentration in plasma, HPLC methods are used. Aim. The aim of the study was to develop and validate a new
method for the determination of atorvastatin in plasma. Material and methods. The drug was extracted by
liquid-liquid extraction with ethyl acetate. The internal standard was 2,2’-dinitrobiphenyl. The separation was
performed in reversed-phase system. Results. Atorvastatin, internal standard and other endogenous substances
were separated on the column with the use of acetonitrile: phosphate bufter (57:43, v/v) mobile phase. Then, the
separation was performed with HPLC-UV method at the wavelength 240 nm. The validation included assessment
of linearity, specificity and repeatability (inter- and intraday). Discussion. The developed method meets the
validation recommendations for bioanalytical methods. Conclusion. This method might be useful in determining
atorvastatin concentration and calculation of pharmacokinetic parameters such as elimination rate constant, half-
life and volume of distribution. (Farm Wspét 2017; 10: 131-135)
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Wstep

Cholesterol jest sktadnikiem bton komérkowych
organizmu. Jego zbyt wysoki poziom we krwi stanowi
zaburzenie metaboliczne znane jako hipercholestero-
lemia. Jest ona znaczacym czynnikiem ryzyka powo-
dujacym miazdzyce oraz choroby sercowo-naczyniowe
(1,2]. Podwyzszony poziom cholesterolu prowadzi do
rozwoju blaszki miazdzycowej, w skiad ktérej wcho-
dzg jeszcze inne frakcje lipidowe oraz komoérki krwi.
W efekcie moze to spowodowaé zamkniecie $wiatla
naczynia, co moze doprowadzi¢ do udaru lub zawatu.
Schorzenia te sg znaczacg przyczynag $miertelnosci
w dzisiejszym spoleczenstwie. Z tego tez powodu
opracowana zostala tabela SCORE, ktéra na podstawie
warto$ci stezenia cholesterolu, ci$nienia krwi, wieku,
plcioraz palenia tytoniu okresla 10-letnie ryzyko zgonu
w wyniku incydentu sercowo-naczyniowego. Schemat
ten jest jednym z najczesciej uzywanych przez lekarzy,
w celu uswiadomienia pacjentom, jak duzy wplyw
maja poszczegdlne czynniki na wzrost zagrozenia
chorobami sercowo-naczyniowymi [1,3].

Atorwastatyna jest syntetycznym, wybidrczym
inhibitorem reduktazy 3-hydroksy-3-metylogluta-
rylo-CoA (HMG-CoA). Jest ona odpowiedzialna za
zatrzymanie przemiany HMG-CoA do mewalonianiu,
prekursora steroli. Powoduje to zahamowanie syntezy
cholesterolu w watrobie. Ponadto blokuje to synteze
innych produktéw przemiany mewalonianu, takich
jak pirofosforan geranylu, dolichol i ubichinon [4].
Przyczynia si¢ to do wzrostu ekspresji receptorow dla
LDL oraz zwigkszonego wychwytu LDL. Z takiego dzia-
tania wynika znaczne obnizenie stezenia cholesterolu
catkowitego oraz frakcji LDL. Zmniejsza sie tez stezenie
VLDL, apolipoproteiny B i tréjglicerydéw [4-8].

Zdolno$¢ atorwastatyny do hamowania dziata-
nia reduktazy HMG-CoA wynika z jej specyficznej
budowy. Lek ten, podobnie jak inne statyny, zawiera
w swej strukturze kwas 3,5-dihydroksyheptanowy,
ktéry wykazuje podobienstwo do HMG-CoA.
Umozliwia to wigzanie sie czasteczek z centrum aktyw-
nym enzymu, przez co dochodzi do jego zablokowania
dla wlasciwego substratu, a w efekcie zatrzymania
syntezy cholesterolu [5, 9].

Cel pracy

Celem niniejszej pracy jest walidacja oznaczania
atorwastatyny w osoczu metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC). W toku przepro-
wadzonych badan dokonano walidacji oraz optyma-
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lizacji sktadu fazy ruchomej, co zapewnito catkowity
rozdzial analitu i wzorca wewnetrznego od substancji
endogennych.

Material i metody
Odczynniki

W toku przeprowadzonych badan zostaly uzyte
nastepujace odczynniki: metanol (Merck), aceto-
nitryl (Merck), atorwastatynian wapnia (Biofarm),
NaH,PO, (Sigma-Aldrich), 2,2’-dinitrobifenyl (Sigma-
Aldrich), octan etylu (Sigma-Aldrich), wodorotlenek
sodu (POCH), osocze ludzkie (Wojewoddzka Stacja
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Poznaniu),
kolumna chromatograficzna SUPELCOSIL LC-18-DB
(wielkos¢ ziaren 5 pm, dtugo$¢ 250 mm).

Przygotowanie roztworéow

Przygotowano roztwor podstawowy atorwastatyny
o stezeniu 2 mg/ml poprzez rozpuszczenie odpowied-
niej ilo$ci leku w metanolu. Z powyzszego roztworu
przygotowane roztwory podstawowe z zakresu stezen
0,5-100,0 pug/ml.

Roztwor 2,2-dinitrobifenylu (wzorca wewnetrz-
nego) o stezeniu 2 mg/ml przygotowano poprzez
rozpuszczenie odpowiedniej ilosci substancji w ace-
tonitrylu a nastepnie pobrano 100 pl i uzupetniono
octanem etylu do 100 ml.

0,1 M roztwdr NaH,PO, otrzymano poprzez roz-
puszczenie odpowiedniej ilo$ci substancji w wodzie.
Roztwoér doprowadzono do pH 7,0 za pomocg roztworu
NaOH.

Przygotowanie prob do oznaczen

Oznaczanie atorwastatyny wykonano za pomocg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Do
500 pl osocza dodano 50 ul mianowanego roztworu
atorwastatyny. Otrzymano roztwory o nastepujacych
stezeniach 0,05 ug/ml; 0,1 pg/ml; 0,2 ug/ml; 0,5 pug/ml;
1 pg/ml; 5 pg/ml; 10 pg/ml. Nastepnie dodano 500 pl
buforu fosforanowego. Ekstrakcje przeprowadzono
przy uzyciu 3000 pl octanu etylu z dodatkiem 2,2’-dini-
trobifenylu. Otrzymane roztwory wytrzasano przez
10 min, po czym poddano je 10-minutowemu wiro-
waniu przy predkosci 2000 g. Nastepnie pobrano faze
organiczng. Rozpuszczalnik odparowano przy uzyciu
azotuw temp. 40°C, a suchg pozostaloéé rozpuszczono
w 100 pl metanolu.

Wzorcem wewnetrznym stosowanym w badaniu
byl 2,2’-dinitrobifenyl. Czas trwania analizy wynosit 10
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min przy przeplywie 1 ml/min i w temperaturze 25°C.
Objeto$¢ nastrzyku wynosita 40 pl. Faze ruchoma sta-
nowita mieszanina acetonitrylu i buforu fosforanowego
w stosunku 57:43. Detekcje prowadzono przy dtugosci
fali 240 nm.

Oznaczenie odzysku

Do oznaczenia odzysku przygotowano 3 serie
probek dla 3 stezen roztwordw atorwastatyny: 0,1
pg/ml; 0,5 pg/ml; 5 pg/ml. W tym celu pobrano 500 ul
osocza, 500 ul buforu fosforanowego 50 ul metanolu
oraz 3000 pl octanu etylu wraz z 2,2’-dinitrobifenylem.
Nastepnie wytrzasano przez 10 min, po czym pod-
dano je 10-minutowemu wirowaniu przy predkosci
2000 g. Po odwirowaniu pobrano faze organiczng.
Rozpuszczalnik odparowano przy uzyciu azotu
w temp. 40°C, a suchg pozostalos¢ rozpuszczono w 50
pl metanolowego roztworu atorwastatyny o stezeniach
odpowiednio 1,0 pg/ml, 5,0 pg/ml oraz 50 pug/ml
z dodatkiem 50 ul metanolu.

LODiLOQ

W ramach walidacji metody wyznaczono takze
granice wykrywalnosci (LOD) oraz granice ozna-
czalnosci (LOQ) substancji. Pierwszy wspotczynnik
okresla najmniejsze stezenie lub tez najmniejsza ilo§¢
substancji, jaka mozliwa jest do wykrycia przy wyko-
rzystaniu danej metody.

Granica oznaczalno$ci natomiast wyraza naj-
mniejsze stezenie lub najmniejszg ilo§¢ substancji,
jaka mozliwa jest do ilo$ciowego oznaczenia z uzyciem
danej metody analitycznej przy zalozonej doktadnosci
i precyzji [10].

33 s
LOD = 5
LOQ=2-LOD
gdzie:
s — odchylenie standardowe wynikéw dla serii probek
$lepych

b - wspdtczynnik kierunkowy krzywej kalibracyjnej

Wyniki

Celem pracy bylo opracowanie i walidacja metody
oznaczania atorwastatyny — jednego z najszerzej sto-
sowanych lekéw w hipercholesterolemii. Badania takie
przeprowadzono przy wykorzystaniu wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) z detektorem UV
i przy zastosowaniu 2,2’-dinitrobifenylu jako wzorca
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wewnetrznego (IS). Sporzadzona zostata krzywa
wzorcowa, bedaca zaleznoécig stosunku powierzchni
piku atorwastatyny do powierzchni piku IS od ste-
zenia leku [P, /P;s = f(c)]. Obejmowala zakres stezen
0,05-10 pug/ml. Wspotczynnik korelacji przekroczyt
warto$¢ 0,999 co swiadczy o liniowosci metody.
Uzyskano chromatogram, na ktérym czas retencji
badanego leku wynidst 5,0 minut, a 2,2’-dinitrobife-
nylu 7,6 minut (rycina 1). W innych metodach jako
wzorzec wewnetrzny wykorzystywano diklofenak
lub ibuprofen. Jako rozpuszczalnik organiczny stoso-
wano acetonitryl lub metanol. Faze wodna stanowita
woda, badz bufory (fosforanowy, octanowy). Detekcje
prowadzono przy nastepujacych dlugosciach fali 237,
247 badz 254 nm [11]. W opracowanej metodzie do
izokratycznej elucji zastosowano mieszanine acetoni-
trylu i buforu fosforanowego w stosunku 57:43 (v/v),
a detekcje przeprowadzono przy dtugosci fali 240 nm.
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Rycina 1. Chromatogram analizy (Atorwastatyna
tr— 5,0 min, 2,2’-dinitrobifenyl t--7,6).
Figure 1. The chromatogram of analysis (Atorvastatin
tr— 5,0 min, 2,2’-dinitrobifenyl t--7,6)

Shah i wsp. [12] opisali metode oznaczania atorwa-
statyny wykorzystujaca metode HPLC w odwréconym
uktadzie faz. Jako wzorzec wewnetrzny wykorzystano
naproksen. Faze ruchomg stanowifa mieszanina meta-
nolu i wody w stosunku 68:32 o pH = 3 doprowadzong
za pomocg kwasu trifluorooctowego. Detekcja prowa-
dzona byta przy dtugosci fali 241 nm. Zakres krzywej
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TabelaI. Parametry walidacji

TableI.  The validation parameters
Stezenie Oznaczenie Inter-day Oznaczenie Intra-day
[ua/l] Precyzja [%] Doktadnosé [%] Precyzja [%] Doktadnosé [%]
0,1 14,76 108,69 11,33 106,64
0,5 3,58 104,29 2,08 94,74
5,0 1,27 97,13 3,94 92,16

wzorcowej wynosit 3,0-384,0 ng/ml, a wspdtczynnik
korelacji wyni6st 0,999.

Dokonano takze oznaczen inter- oraz intra-
day w celu potwierdzenia powtarzalno$ci metody
analitycznej. Oba oznaczenia wykonano dla stezen
0,1 pg/ml, 0,5 pug/ml, 5 ug/ml, a otrzymane wyniki
zebrano w tabeli I. Dla oznaczenia interday wspot-
czynnik precyzji nie przekroczyt 14,76%. W przypadku
analizy intraday wyniost mniej niz 11,33%. Wartosci
wspolczynnika doktadnosci dla oznaczenia interday
miescily sie w zakresie 97,13-108,69%. Ten sam para-
metr dla analizy intraday byl zawarty w przedziale
92,16-106,64%. Otrzymane wyniki §wiadczg o dobrej
powtarzalnosci opracowanej metody.

Przeprowadzono analize odzysku dla stezen
0,1 ug/ml, 0,5 ug/mloraz 5 ug/ml. Odzysk dla poszcze-
golnych stezen wynosil kolejno 89,28%; 93,69%;
96,38%, natomiast wspotczynnik precyzji nie przekra-
czal 8,43% (tabela II). Metoda opracowana przez Shah
iwsp. charakteryzuje sie odzyskiem réwnym 98% [12].

Tabela II. Odzysk atorwastatyny z matrycy

Table I1.

The recovery of atorvastatin from the matrix

Stezenie Odzysk Precyzja
[ng/1] [%] [%]
0,1 89,28 2,19
0,5 93,69 5,39
5,0 96,38 8,43

Ostatnimi wyznaczanymi parametrami w celu
walidacji metody byto oznaczenie LOD oraz LOQ. Sa
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to kolejno najnizsze stezenie wykrywalne oraz ozna-
czalne przy wykorzystaniu danej metody analitycznej
i $wiadcza o jej czulosci. W opracowanej metodzie
wynosity one kolejno 0,024 pug/ml oraz 0,048 pg/ml.
W celu zbadania selektywnosci metody przeprowa-
dzono analize potencjalnie najczesciej przyjmowanych
lekéw wraz z atorwastatyng takich jak perindopril,
bisoprolol, amlodypina, hydrochlortiazyd, piracetam,
kwas acetylosalicylowy, klopidogrel. Zadna z wymie-
nionych substancji nie interferowata z pikami analitow

Whnioski

Wszystkie parametry wyznaczone w trakcie badan
byly zblizone do ich wartosci literaturowych. Swiadczy
to o wystarczajaco dokltadnej walidacji metody, ktora
z powodzeniem moze zosta¢ wykorzystana do analizy
poziomu atorwastatyny w osoczu pacjentow.
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