Czes¢ praktyczna
Aparatura i materiaty

Zestaw HPLC Agilent Technologies 1220, faza stacjonarna: kolumna Eclipse Plus C;g(4,6x100
mm; 3,5 um), faza ruchoma: mieszanina 0,04M buforu KH,PO,4 o pH 3,8 i acetonitrylu (51 :
49; v/v), probowki do ultrafiltracji AMICON ULTRA 500 pl; 10 kDa, probowki Easy CAP; 1,5
ml, wytrzasarka typu Minishaker MS1, wiréwka EBA 12R, roztwory wzorcowe gliklazydu

1pg/ml - 50pg/ml, 0,9% roztwdér NaCl, zestaw pipet automatycznych .

Wykonanie
Celem ¢wiczenia jest wyznaczenie stopnia wigzania gliklazydu z biatkami osocza.

Probke osocza pobrano od pacjenta diabetologicznego ze zdiagnozowang cukrzyca typ 2,
przyjmujacego doustnie Diaprel MR w dawce 90 mg na dobe. Prébke zebrano w 2h od
podania leku i oznaczono stezenie catkowite gliklazydu.
1. Ustawienie parametrow analizy HPLC
Przed przystgpieniem do analizy ustawi¢ w aparacie HPLC nastepujace parametry

v Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1ml/min

v' Ustawienie pracy detektora UV: 226 nm

v" Objetosé nastrzyku: 50ul

v' Temperatura kolumny: temperatura pokojowa

2. Przygotowanie prébek do wyznaczenia stezenia leku wolnego metoda ultrafiltracji
v" Do 2 probdwek ultrafiltracyjnych pobraé po 0.5 ml osocza pacjenta leczonego gliklazydem,
i umiesci¢ w gornej czesci naczynka Millipora, szczelnie zamkngac.

v' W celu oddzielenia leku wolnego od zwigzanego probdéwki ultrafiltracyjne umiesci¢ w
wiréwce, wirowac zgodnie z nastepujgcymi warunkami: temperatura wirowania: 25°C, czas
wirowania: 15 min, szybkos$¢ wirowania: 9000g.

v' Z kazdej probdwki pobrac 50 pl uzyskanego filtratu i nastrzyknaé na kolumne
chromatograficzng w celu wyznaczenia stezenia leku wolnego.



3. Przygotowanie probek do krzywej wzorcowej

Do probéwek Easy CAP o pojemnosci 1,5 ml pobrac¢ za pomocg pipet automatycznych odpowiednie
objetos¢ roztwordow wzorcowych gliklazydu i roztworu 0,9% NaCl, wedtug danych podanych ponizej:

1 2 3 4 5 6
Objetos¢ 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
roztworu (1ug/ml) | (25pug/ml) | (5pg/ml) | (10pg/ml) | (20 pg/ml) | (50 pg/ml)
wzorcowego
gliklazydu
Objetos¢ 450 pl 450 pl 450 pl 450 pl 450 pl 450 pl
roztworu 0,9%
NaCl

Probdéwki staranie zamkngé, wymieszac¢ przez 30 sec przy uzyciu wytrzgsarki.

4. Analiza HPLC
v' Przygotowane prébki nastrzykiwaé kolejno w objetosci 50 pl na kolumne chromatograficzna.
v" Po kazdym nastrzyku starannie przeptukac strzykawke roztworem metanolu.
v" Analize chromatograficzng prowadzié¢ kazdorazowo 5 minut.
v" Po zakoriczeniu analizy odczytaé pole powierzchni uzyskanego piku.

5. Obliczenia
Wyznaczenie rownania krzywej wzorcowej

v' Wyznaczy¢ stezenie gliklazydu w analizowanych prébkach.

v’ Za pomoca programu Microsoft Excel wykresli¢ krzywa wzorcowa jako zaleznosci pola
powierzchni piku gliklazydu od stezenia leku w prébce.

v/ Za pomoca programu Microsoft Excel wyznaczy¢ parametry prostej, sprawdzajgc istotnosé
wyrazu wolnego.

v" Na podstawie wyznaczonego réwnania obliczy¢ stezenia oznaczone, ocenié¢ doktadno$¢
metody

Obliczenie stezenia leku wolnego oraz stopnia wigzania leku z biatkami osocza

v" Na podstawie réwnania krzywej wzorcowej, obliczy¢ stezenie leku wolnego w prébkach
poddanych ultrafiltracji. Uzyskang wartos¢ z dwdch badanych prébek usrednic.

v Znajac catkowite stezenie leku oznaczone u pacjenta oraz stezenie leku wolnego wyznaczona
za pomocg metody ultrafiltracji obliczy¢ z réznicy stezenie leku zwigzanego z biatkiem a
nastepnie wyznaczy¢ utamek oraz stopien leku zwigzanego z biatkami osocza.




