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Streszczenie

Wistep. Olaparyb nalezacy do grupy silnych inhibitoréw polimeraz poli-ADP-rybozy (PARP-1, PARP-2) jest
wykorzystywany w monoterapii lub w skojarzeniu z innymi chemioterapeutykami w celu hamowania wzrostu
nowotworéw. Opracowano wiec metode analityczna oznaczania stezenia olaparybu w osoczu ludzkim z wyko-
rzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej w nadfiolecie HPLC UV, dzigki ktorej mozna monitorowac
poziom terapeutyczny leku. Material i metody. Wykorzystano ekstrakcje w fazie ciektej do oczyszczenia probek.
Rozdziat chromatograficzny metoda gradientowq przeprowadzono na kolumnie Symmetry C8, 5 pm; 4,6 x 250 mm
przy uzyciu 0,2% roztworu kwasu octowego, wody i metanolu. Detekcja UV przy A, = 254 nm. Objeto$¢ nastrzyku
20 uL. Wyniki. Walidacja zostala opracowana w oparciu o wytyczne EMA dotyczace metod bioanalitycznych
ICH M10. Whioski. Metoda okazala sie¢ selektywna, dokltadna, precyzyjna i liniowa w zakresie 100-5000 ng/ml ze
wspolczynnikiem korelacji wigkszym niz 0,999. (Farm Wspot 2021; 14: 294-298) doi: 10.53139/FW.20211438
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Abstract

Introduction. Olaparib, one of the strong inhibitors of poly-ADP-ribose polymerase (PARP-1, PARP-2), is
used alone or in combination with other chemotherapeutic drugs to inhibit tumor growth. Therefore, an analy-
tical method was developed to determine the concentration of olaparib in human plasma using HPLC UV high
performance liquid chromatography, which allows the therapeutic level of the drug to be monitored. Material
and methods. Concentration of olaparib in human plasma was determined by the high performance liquid
chromatography in ultraviolet HPLC UV. Liquid phase extraction was used to purify the samples. The gradient
chromatographic separation was performed on Symmetry C8, 5 um; 4.6 x 250 mm column using 0.2% acetic acid
solution, water and methanol. UV detection at A, = 254 nm. Injection volume was 20 uL. Results. The validation
was based on the EMA guidelines for bioanalytical methods ICH M10. Conclusions. The method proved to be
selective, accurate, precise and linear over the range 100-5000 ng/ml with a correlation coeflicient greater than
0.999. (Farm Wspot 2021; 14: 294-298) doi: 10.53139/FW.20211438
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Wstep jajnika oraz piersi [1-3]. Przedstawicielem tej grupy
Nowg grupe lekow onkologicznych stanowia jest olaparyb (rycina 1).

inhibitory polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP) Olaparyb jako pierwszy uzyskatl aprobate Komisji

stosowane m.in. w leczeniu platynowrazliwego raka Europejskiej (2014) i amerykanskiej Agencji ds.

Zywnosci i Lekow (2015) do stosowania u pacjentow
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Rycina 1. Wzdr strukturalny czasteczki olaparybu
Figure 1. Structural formula of the olaparib molecule

z rakiem jajnika z mutacja BRCA [4,5]. Do oznaczen
stezen inhibitoréw PARP wykorzystuje sie rozne tech-
niki wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC
np. sprzezonej z tandemowa spektrometrig mas HPLC
MS/MS [6,7] oraz z detekcja UV-Vis [8,9]. Z uwagi na
koszty analiz celowym wydaje sie wykorzystanie réw-
nie dokladnej i powtarzalnej metody, jaka jest HPLC
UV-Vis. Ze wzgledu na duzy potencjal terapeutyczny
inhibitorow PARP metody analityczne, ktore zapew-
niajg precyzyjne pomiary stezen w probkach biologicz-
nych moga mie¢ wptyw na optymalizacje dawkowania
leku i poprawe przewidywania odpowiedzi na lek.
Dlatego celem niniejszego badania jest opracowanie
zwalidowanej metody do ilo$ciowego oznaczania
stezen olaparybu w osoczu ludzkim zgodnie z wytycz-
nymi EMA dla metod bioanalitycznych ICH M10 [10].

Materiaty i metody

Odczynniki

W badaniu stosowano olaparyb (Sigma-Aldrich),
DMSO (Sigma-Aldrich), 4-acetaminofenol (IS)
(LRAB37/1, Sigma-Aldrich), metanol (Sigma-Aldrich),
wodoroweglan sodu (LRAB37/1, POCH S.A.), weglan
sodu (91K0095, Sigma Aldrich), eter ¢-butylowo-
metylowy (11060145948, SULPECO), kwas octowy
cz.d.a. 80% (1098/08/12, POCH S.A.). Wode ultra-
czysta uzyskano za pomoca systemu oczyszczania
wody Direct-Q 3UV (MerckMillipore, Darmstadt,
Niemcy). Wykorzystano osocze standaryzowane
pochodzace z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa
i Krwiolecznictwa w Poznaniu.
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Aparatura i warunki rozdzialu

Analize prébek przeprowadzano na aparacie
Alliance 2695 wyposazonym w detektor UV-Vis oraz
software Empower Pro 1154 (Waters). Rozdzial zacho-
dzit w odwréconym uktadzie faz na kolumnie Symmetry
(C8, 5 um; 4,6 mm x 250 mm, Waters) w warunkach
gradientowych fazy ruchomej sktadajacej sie z 0,2%
wodnego roztworu kwasu octowego, wody ultraczystej
oraz metanolu. Szybkos¢ przeptywu 1 mL/min. Objetos¢
nastrzyku wynosita 20 uL. Temperatura kolumny 25°C,
detekcja UV-Vis przy dtugosci fali A, = 254 nm. Czas
rozdzialu wynosil 28 minut.

max

Przygotowanie krzywej kalibracyjnej i probek
kontrolnych

Roztwdr podstawowy olaparybu (1 mg/mL)
i 4-acetaminofenolu (IS) (1 mg/mL) przygotowano
w metanolu. Seri¢ roztworéw wzorcowych olaparybu
oraz IS o stezeniu 40 pg/mL przygotowano przez
odpowiednie rozcienczenie roztworéw wzorcowych
metanolem. Probki do krzywej kalibracyjnej zostaty
przygotowane poprzez dodanie do 425 uL osocza
25 pL roztworu IS oraz odpowiedniej objetosci roz-
tworu wzorcowego olaparybu do uzyskania stezenia
odpowiadajacego punktom krzywej kalibracyjnej: 100,
200, 500, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000 ng/mL. Probki
kontrolne (QC) olaparybu przygotowano dla 4 stezen:
LLOQ (100 ng/mL), 3x LLOQ (300 ng/mL), $rednie
(2000 ng/mL) i wysokie (3800 ng/mL).

Ekstrakcja probki

Do 425 uL osocza dodano 25 pL roztworu wzorca
wewnetrznego o stezeniu 40 pg/mL oraz odpowiednig
objetos¢ roztworéw wzorcowych olaparybu tak, aby
catkowita objetos¢ probki wynosila 500 pL. Do tak
przygotowanej probki dodano 100 L roztworu buforu
wodoroweglanowego o pH~9 oraz 2 mL eteru ¢-butylo-
wometylowego. Roztwory mieszano za pomocg shakera
przez 20 sekund, nastepnie wytrzgsano 5 minut, po
czym wirowano 5 minut. Pobrano 1,6 mL warstwy
organicznej, odparowywano do sucha rozpuszczalnik
w temperaturze 60°C. Suchg pozostalo$¢ rozpuszczono
w 100 pL fazy ruchomej. Nastrzykiwano 20 L w auto-
samplerze.

Wyniki i wnioski
Selektywnos¢

Selektywno$¢ oceniano przy uzyciu prob slepych
uzyskanych z 6 roéznych zrédet. Ocena selektywnosci



FARMACJA WSPOLCZESNA 2021; 14: 294-298

0016

0.014-

0012

IS
0010+
Olaparyb
0008
2

0,006

0004

= \_N_/\,\_q

m “’_/\]J

900 200 400 600 800 1000 1200 1400 16500 1800 2000 2200 2400 2600 2800
Ml

Rycina 2. Chromatogram préby kontrolnej QC olaparybu o stezeniu 4000 ng/mL i IS
Figure 2. Chromatogram of spiked human plasma containing 4000 ng/mL olaparib (QC) and IS

wykazata brak interferencji w czasach retencji olapa-
rybu i IS. W warunkach analitycznych czasy retencji
olaparybu i standardu wewnetrznego wynosity odpo-
wiednio 16 minut i 9 minut (rycina 2).

Efekt tla (ang. matrix efect)

Efekt tla oceniano, analizujac po 3 powtdrzenia
dla niskiego i wysokiego stezenia olaparybu w prébce
kontrolnej odpowiednio QCL 200 ng/mL i QCH 3800
ng/mL przy uzyciu matrycy pochodzacej z 6 réznych
zrodel. Dokladno$¢ miescita sie w granicach + 15%
stezenia nominalnego analitu, a wspdtczynnik zmien-
noéci byt mniejszy od 15%.

Liniowos¢, dokladnos¢

Metoda analityczna wykazata dobra liniowo$¢
w zakresie stezen 100 - 5000 ng/mL. Réwnanie $redniej
krzywej kalibracyjnej ma posta¢ y=2,0910*x-1,2510"
ze wspoltczynnikiem korelacji r wiekszym niz 0,999 dla
4 réznych dni. Wyniki doktadnosci dla 3 serii przed-
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stawia tabela I, natomiast wyniki dokladnosci miedzy
seriami wraz z akceptowalnymi kryteriami zawarte
sa w tabeli II. Wykonano analize 4 przygotowanych
stezen, kazde z nich powtdrzono 5-cio krotnie. Badanie
powtoérzono w 3 seriach w ciggu 3 nastepujacych po
sobie dniach.

Odzysk

Odzysk olaparybu z osocza ludzkiego wyznaczono
poprzez poréwnanie pdl powierzchni pikéw analitu
pochodzacych z ekstrahowanych prébek z polami
powierzchni pikéw analitu z nieekstrahowanych
roztworéw wzorcowych w trzech poziomach stezen
probek kontrolnych olaparybu: niskie QCL 100, srednie
QCM 2000, wysokie QCH 5000 ng/mL. Sredni odzysk
olaparybu wynosit odpowiednio 18,94, 21,63 i 17,13%,
natomiast dla wzorca wewnetrznego 28%. Otrzymane
rezultaty wskazuja, Ze wydajnos¢ ekstrakcji metody
analitycznej byla spojna i powtarzalna.
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Tabela I. Doktadno$¢ oznaczen stezen olaparybu dla trzech serii
TableI.  Within-run accurancy for olaparib for 3 series

Cicor Cobi S +*SD Acc
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [%]

1 seria 111,63 119,14 118,67 119,38 115,78 116,92 + 3,29 116,9

100 2 seria 116,19 117,94 118,97 119,43 117,53 118,01 + 1,27 118,0

3 seria 107,10 113,64 119,61 106,40 105,33 110,42 + 6,08 110,4

1 seria 271,25 263,81 268,13 263,58 266,48 266,65 + 3,20 88,9

300 2 seria 332,91 333,65 321,50 331,13 290,32 321,90 + 18,32 107,3

3 seria 335,53 321,14 325,14 339,89 399,97 324,33 + 15,59 108,1
1 seria 1877,54 1958,66 2016,69 | 2053,69 1723,77 1927,0 £131,19 96,3
2000 2 seria 1718,01 1791,05 1755,65 1724,48 1852,10 1768,26 + 55,11 88,4
3 seria 1718,09 1757,88 2279,38 1706,64 1762,10 1844,82 £244,13 | 92,2
1 seria 3923,70 3428,66 | 3568,84 | 3334,63 3775,61 3606,29 +242,99 | 94,9
3800 2 seria 3467,32 3339,65 3671,55 | 4305,00 | 3998,28 | 3756,36 +394,94 | 98,9
3 seria 3260,96 | 3406,81 3731,19 3810,63 3519,65 | 3545,83 +224,74 | 93,3

- stezenie teoretyczne, C,, - stezenie obliczone, S - §rednia arytmetyczna, SD - odchylenie standardowe, Acc - doktadnosé¢

C

‘teor

Tabela II. Doktadno$¢ oznaczen stezen olaparybu miedzy seriami
Table II.  Between-run accurancy for olaparib

Cicor Cobi S *SD Acc
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [%]
100 116,92 118,01 110,42 115,12 £ 4,10 1151
300 266,65 321,90 324,33 304,29 + 32,62 101,4
2000 1927,07 1768,26 1844,82 1846,72 + 79,42 9273
3800 3606,29 3756,36 3545,83 3636,16 + 108,40 95,7

Cyor — stezenie teoretyczne, C, — stezenie obliczone, S - $rednia arytmetyczna, SD - odchylenie standardowe, Acc - doktadnos¢

Tabela III. Wyniki badan stabilnosci krétkoterminowej olaparybu
Table ITI.  Short-term olaparib stability

Ceor Cobi S *SD cv
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [%]
300 274,62 318,26 329,66 307,52 +£ 29,05 9,4
3800 3813,96 3261,12 3150,45 3408,51 + 355,47 10,4

Cieor — Stezenie teoretycne, C,, — stezenie obliczone, S - $rednia arytmetyczna, SD - odchylenie standardowe, CV — wspotczynnik zmiennosci

Tabela IV. Wyniki badan stabilnosci dlugoterminowej olaparybu
Table IV. Long-term olaparib stability

300 329,90 300,49 324,39 318,26 + 15,63 4,9
3800 3763,20 3864,16 3424,16 3683,84 + 230,48 6,3

Cieor — Stezenie teoretycne, C,, - stezenie obliczone, S - $rednia arytmetyczna, SD - odchylenie standardowe, CV - wspotczynnik zmiennosci

Efekt przeniesienia proby (ang. carry-over) Stabilnos¢
Badanie przeniesienia analitu do préoby $lepej Stabilno$¢ olaparybu badano dla 2 stezen prébek
dla metody oznaczania stezenia olaparybu w osoczu kontrolnych: niskiego QCL 300 ng/mL i wysokiego

ludzkim nie przekracza 20% LLOQ i 5% IS. QCH 3800 ng/mL, po 3 powtorzenia dla kazdego.
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Prébki zamrozono, przeprowadzono 3 cykle naprze-
miennego rozmrazania i zamrazania w temperatu-
rze -20°C. Probki rozmrazano co 24 godziny przez
3 kolejne dni. Za pelne rozmrozenie uznano godzine po
catkowitym rozmrozeniu osocza. W przypadku badan
stabilnosci krotkoterminowej analize przeprowadzono
od razu po 3 dniach rozmrazania - zamrozenia. Wyniki
badan stabilnosci dlugoterminowej uzyskano po uply-
nieciu 3 miesiecy od ostatniego zamrozenia. Przez ten
czas probki byty umieszczone w zamrazalniku w tem-
peraturze — 20°C. Wyniki zawarto w tabelach ITTi I'V.

Srednie stezenie na kazdym poziomie w prob-
kach kontrolnych QC miescifo si¢ w granicach +15%
nominalnego.

Whnioski

Metoda analityczna z wykorzystaniem wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej HPLC z detek-
cja UV-Vis przeznaczona do oznaczenia st¢zenia
olaparybu w osoczu ludzkim zostala opracowana
i zwalidowana z najnizszym poziomem oznaczalno-

Pismiennictwo/References

$ci LOQ = 100 ng/mL. Nie zaobserwowano zadnych
interferencji w obszarze analitu i IS. Jest selektywna,
doktadna, precyzyjna i liniowa w zakresie stezen
100-5000 ng/mL. Metoda ta z uwagi na swojg czutos¢
i odtwarzalno$¢ moze znalez¢ zastosowanie w bada-
niach farmakokinetycznych i bioré6wnowaznosci
umozliwiajac tym samym zindywidualizowanie far-
makoterapii pacjenta.
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