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Abstrakt

HPLC STANOVENi FLUBENDAZOLU A JEHO METABOLITU
V BIOLOGICKYCH VZORCICH

Flubendazol a jeho metabolity desethylkarboxyflubendazol a flubendazol
redukovany v biologickém materialu parazita Haemonchus contortus a v ovCi
plazmé byl stanovovan vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na
reverznich fazich (HPLC-RP) po extrakci kapalina-kapalina analytd
z biologického materialu octanem ethylnatym. Extrakty byly analyzovany
s pouzitim chromatografické kolony LiChroCART (250 mm x 3 mm, 5 uym) a
mobilni faze acetonitril:fosfatovy pufr (pH 3,07; 0,025 M) 3:7 (v/v), pritokovou
rychlosti 0,7 ml.min™. Byla provadéna analyza flubendazolu a jeho metabolit(i
desethylkarboxyflubendazolu a flubendazolu redukovaného se
spektrofotometrickou detekci pfi 246 a 300 nm a analyza flubendazolu
redukovaného se spektrofluorimetrickou detekci pfi excitaéni vinové délce 290
nm a emisni vinové délce 320 nm. Jako vnitini standard byl zvolen albendazol.

Za uvedenych podminek se analyty separuji do 25 min.



Abstract

HPLC DETERMINATION OF FLUBENDAZOLE AND ITS METABOLITES IN
BIOLOGICAL SAMPLES

A bioanalytical RP HPLC-PDA and new RP HPLC-RF method involving
pH- dependent liquid-liquid extraction of flubendazole and its metabolites
desethylcarboxy flubendazole and reduced flubendazole into ethyl acetate was
performed for the analysis of the parasite material (Haemonchus contortus) and
for the analysis of sheep plasma. The extracts were analyzed on a reversed-
phase LiChroCART (250 mm x 3 mm, 5 pym) column with acetonitrile-phosphate
buffer (pH 3,07; 0,025 M) as a mobile phase. Ultraviolet detection of
flubendazole and its metabolites was carried out at 246 and 300 nm,
fluorescence detection of reduced flubendazole was carried out at A excitation
290 nm and A emission 320 nm. Albendazole was chosen as an internal

standard. At a flow rate 0,7 ml.min"* the whole analysis lasted 25 min.
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Uvod

Rigordzni prace byla vénovana stanoveni anthelmintika flubendazolu a
jeho metabolitd (desethylkarboxyflubendazolu a flubendazolu redukovaného)
v biologickych vzorcich vysokouc€innou kapalinovou chromatografii (High
Performance Liquid Chromatography — HPLC). Prace byla soucasti grantového
projektu GACR 524/06/1345, v némz byla sledovana biotransformace
anthelmintika a testovana aktivita biotransformacnich enzymu modelového
parazita vlasovky slézové (Haemonchus contortus), ktera je obzvlasté
patogennim plavodcem helmintéz pfezvykavcl zpusobujici hostitelim tézkou
anémii a hypoalbuminémii, v fadé pfipadu vedouci az k uhynuti hostitele.

Helmintézy hospodarskych, domacich i volné zZijicich zvifat jsou
v soucasnosti celosvétovym problémem a zpUsobuji znacné ekonomické ztraty
chovatelim, utrpeni zvifatim. Kontrola parazitoz v chovech se dnes
soustfeduje prfedevSim na podavani anthelmintik, nejCastéji benzimidazolového
typu, ke kterym patfi sledovany flubendazol. Bohuzel, neuvazené pouzivani
téchto latek vedlo v mnoha zemich k rozSifeni rezistence u cilovych druhu
paraziti na podavana léciva. Studium mechanismi navozeni rezistence
paraziti muze prispét k zlepSeni stavajici situace modifikaci pouzivanych
anthelmintik, pfehodnoceni IéEebnych schémat.

Soucasti studii mechanism( rezistence parazitd jsou dnes predevsim
nejriznéjSi biochemické experimenty, kdy Ffada znich pfimo zavisi na
hodnoceni pomoci vysoce ucinnych separacnich analytickych metod. Takovou
metodou je mj. i HPLC, ktera byla vyuzita kieSeni zminéného
interdisciplinarniho projektu.

PfredloZena rigorézni prace se soustfedila na nalezeni vhodné metody
extrakce flubendazolu a jeho hlavnich metabolitd z biologického materialu
(homogenizatu vlasovek slézovych, modi, plazmy, Zzlu¢i experimentalné
infilkovanych ovci domacich) a na optimalizaci HPLC analyzy latek se
spektrofotometrickou detekci. Bé&hem FeSeni rigorézni prace byla nové
vypracovana a vyzkouSena spektrofluorimetricka detekce pro HPLC stanoveni

metabolitu flubendazolu redukovaného.



Teoreticka cast

|. DEFINICE A ROZDELENi CHROMATOGRAFICKYCH METOD

Chromatografické metody jsou vysoce ucinné separacni metody, slouZzici
k oddéleni analyzovanych slozek ze smési a zaroven Kk jejich kvalitativni i
kvantitativni analyze. Jejich pfednosti vyniknou predevSim pfi analyzach smési
latek, kdy ostatni analytické metody, jako napf. spektrofotometrické, nelze
principialné pouzit. Chromatografické metody maji dnes prvofady vyznam pfi
analyzach mnohych technickych produktl a biologického materialu, které

predstavuji velmi slozité smesi.

Princip chromatografického déleni

Pfi v8ech chromatografickych metodach se mnohonasobné ustavuje
rovnhovaha soucasti analyzované smeési mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi
fazemi. Nepohybliva, stacionarni faze ma schopnost riznou mérou zadrZovat
jednotlivé soucasti analyzované smési, pohybliva, mobilni faze pak vymyva (eluuje)
jednotlivé soucasti smési z nepohyblivé faze a odnasi je ve sméru toku rdznou

rychlosti, pfi€emz dochazi k jejich oddéleni.

V sou€asné dobé se pouziva mnoho typt chromatografickych metod, které

se lisi z hlediska povahy

" separacniho déje

. pouzité techniky

. zpUsobu vyvijeni

" skupenstvi pohyblivé a nepohyblivé féze[l].
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Podstata separa€niho déje

Tabulka 1: Rozdéleni chromatografickych metod [2].

Chromatograficka

Povaha

Veli€iny urcujici

afinitu délenych latek

metoda separacniho procesu o
k fazi
adsorpéni adsorpce adsorpcni izoterma
. i L rozdélovaci
rozdélovaci extrakce, rozpousténi
konstanta

iontové vyménna

elektrostaticka

interakce a difuze

naboj, disociacni
konstanta a efektivni

prumér iontu

gelova

difuze

efektivni molekularni

objem

afinitni

specificka interakce s

afiantem

obecna velicina zatim
chybi

rozpoustéde

ADSORPCNi CHROMATOGRAFIE

Déleni latek nastava disledkem rlizné adsorpce z pohyblivé faze na povrch

=)

silikagel, praskovana celuléza nebo aktivni uhli. Mobilni fazi tvofi

ROZDELOVACiIi CHROMATOGRAFIE

adsorbentu. Adsorbentem (stacionarni fazi) byva nejCastéji oxid hlinity, hofecnaty,

budto &ista

rozpoustédla sestavena podle eluéni schopnosti do tzv. eluotropni fady nebo smési

K déleni latek dochazi na zakladé jejich riznych rozdélovacich koeficientu.

11

Zpravidla se pouziva dvoufazovy systém, pfiemz jedna faze byva bohatSi na

organicka rozpoustédla a druha na vodu. Chromatograficky sloupec je napinén




inertnim nosiCem (silikagel, kfemelina, silikaty, celuléza), na jehoz povrchu je
zakotvena ucinna stacionarni kapalna faze (na celuléze nejCastéji voda). Po
vneseni roztoku délené smési dochazi pfi pratoku mobilni faze (organické
rozpoustédlo, nemisitelné se stacionarni fazi) k opakovanému rozdélovani

(extrakci) souc€asti smési mezi obé kapalné faze, pfi plynové chromatografii mezi

kapalnou a plynnou fézi[l’ 2].

IONTOVE-VYMENNA CHROMATOGRAFIE

Na povrchu stacionarni faze dochéazi kinterakci iontd délenych Ilatek
s ionogennimi skupinami téchto fazi. lonty vazané na povrchu stacionarni faze se
vyménuji na zakladé naboje, velikosti iontl a disociaéni konstanty za ionty

pfitomné v mobilni fazi. Podle typu vazaného iontu se stacionarni faze rozlisuji na

anexy (aniony) a na katexy (kationy)[l’g].

GELOVA CHROMATOGRAFIE

Pfi tomto druhu chromatografie jsou latky déleny podle velikosti a tvaru
molekuly. Stacionarni faze je tvofena gelem, jimz je inertni zesiténa nerozpustna
polymerni matrice nasycena kapalinou, nej¢astéji vodou. Stejna kapalina je pouzita
jako mobilni faze. Inertni matrice polymeru vytvafi v gelu péry rizné velikosti, podle
druhu pouzitého materialu. Latky délené smési jsou z kolony eluovany v poradi

podle své klesajici molekulové hmotnosti[4].

AFINITNi CHROMATOGRAFIE

Podminky afinitni chromatografie se r0zni podle druhu izolovanych
biologicky aktivnich latek, nebot jsou dany vyjimecnou specifickou biologickou
povahou jejich selektivni interakce s danym afinantem. Afinantem pro izolaci
protilatek je antigen, pro izolaci antigenu protilatka. Pomoci vhodnych afinantd Ize

izolovat nukleové kyseliny, transportni a represorové bilkoviny, hormony i jejich

receptory a fadu dalSich Iétek[5].
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Pouzivané techniky

KOLONOVE USPORADANI
PLOSNE USPORADANI — papirova chromatografie

- tenkovrstva chromatografie [1.6]

FRONTALNi CHROMATOGRAFIE

Technika spociva ve stalém pfivadéni roztoku délené smési na kolonu az do
konce chromatografického procesu. Vzorek je tedy rozpustén v mobilni fazi.
Nejdfive vychazi z kolony sloZka s nejmensi afinitou ke stacionarni fazi, nejméné
brzdéna. Frontalni technika neni vhodna k preparativhim uc¢elim, nebot v Cisté

12

formé lze izolovat jen Cast sloZzky vychazejici jako prvni
VYTESNOVACi CHROMATOGRAFIE

Princip této metody spocCiva v jednorazovém vneseni pouze Ccasti
chromatografované smési na chromatografickou kolonu. Poté se az do konce
chromatografovani kontinualné pfivadi roztok latky, ktera ma ke stacionarni fazi
nejvétsi afinitu. Toto — tzv. ,vytésfovadlo“ — uvoliuje ze stacionarni faze vSechny
pfedem zadrzené slozky. Slozka, kterd ma nejmensi afinitu ke stacionarni fazi,
opousti kolonu jako prvni, jako posledni vytéka vytésnovadlo. Tato metoda bohuzel
vétSinou nevede k uplnému rozdéleni slozek. Jestlize totiz nasledujici slozka ma
uvolnovat predeSlou z interakce se stacionarni fazi, jsou vSechny slozky ve

. . e s x , 12
vzajemném kontaktu a dochazi k jejich ¢asteCnému mlsenl[ ].

ELUCNiIi CHROMATOGRAFIE

Na kolonu se vnasi jen mala ¢ast roztoku smési analytl a tato se nasledné

eluuje mobilni fazi, které ma ke stacionarni fazi mensi afinitu nez jakakoliv ze
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slozek. Slozky se pohybuji pomérné pomalu a kjejich postupu je také potieba
pomérné velkého mnozstvi rozpoustédla. Latky jsou vymyvany v pofadi podle
velikosti sorpce na stacionarni fazi a videalnim pfipadé od sebe dostate¢né
rozdéleny mobilni fazi. Pfi jednoduché (izokratické ) eluci se kolona promyva stale
stejnou mobilni fazi tak dlouho, az dojde k oddéleni jednotlivych sloZek a oddélené
latky postupné opusti kolonu v roztoku eluatu. Stupriovita (gradientova) eluce se
provadi postupnym promyvanim kolony nékolika eluenty (proménlivé sloZeni
mobilni faze), z nichz kazdy nasledujici ma vzdy vysSi elu¢ni schopnost. Mobilni
faze postupné uvolnuje jednotlivé slozky smési z vazby na stacionarni fazi a
vymyva je. Pfi gradientové eluci se zpravidla postupné méni pH mobilni faze nebo
koncentrace polarnéjsi slozky v mobilni fazi. Gradientovy zpusob vyvijeni se
pouziva zejména pfi déleni komplikovanéjSich smési, cilem je zkraceni Casu

. _— e 1,2
analyzy a ostfejSi rozdéleni Iatek[ ].

Skupenstvi fazi

KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE — mobilni faze je kapalina a stacionarni

fazi je nemisitelna kapalina nebo pevna latka.

PLYNOVA CHROMATOGRAFIE — mobilni fazi je plyn a stacionarni fazi

kapalina nebo pevna Iétka[l].
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Il. TEORETICKE ZAKLADY CHROMATOGRAFICKEHO PROCESU

Charakteristickou veli€inou pro kazdou latku v daném chromatografickém
procesu je jeji retenéni (elu€ni) ¢as tr nebo retencni objem Vg. Retenéni Cas tr je
doba, ktera uplyne od nastfiku vzorku do dosazeni maxima piku na
chromatogramu a retencni objem Vg je objem mobilni faze, ktera prote€e kolonou
od nastfiku po eluci koncentracniho maxima piku. Tyto dvé veliiny spolu souvisi

vztahem:
VR=tr.V
kde v je objemovy pratok mobilni faze.
Retenc¢ni objem je dan souctem velicin:
Vr=V'r+Vnm

kde V'r je skutecny retenéni objem a Vy (mrtvy objem) odpovida celkovému
objemu mobilni faze od nastfiku az po detektor. U vétSiny dobfe sestrojenych
pfistroju je tento objem minimalni a proto jej Ize zanedbat.

Analogicky plati tento vztah i pro retencni €as:

tr=tr+tm

kde t'r je skuteCny retenCni Cas a ty je mrtvy Cas kolony, tj. retenCni Cas

latky, ktera se v koloné nezadrzuje.

Dale se k charakteristice retence pouziva hmotnostni distribuéni pomér Dy,

(znamy jako kapacitni faktor k” nebo retencni faktor k), pro ktery plati vztahy:
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Hmotnostni distribuéni pomér D, vyjadifuje pomér mezi celkovym
mnozstvim chromatografované latky ve stacionarni fazi k celkovému mnozstvi této
latky ve fazi mobilni. Je pfimo umérny rovnovaznému distribuénimu koeficientu K¢
(znamy téz jako distribu¢ni konstanta), ktery je vyjadienim poméru koncentraci

chromatografované latky v obou fazich.

Dmn = Kc —

M

kde Vs je objem stacionarni faze a Vy objem mobilni faze. Hmotnostni
distribu¢ni pomér dovoluje odhadnout eluci latek z kolony v pfijatelném Case a

retencnim objemu. Pokud je D, malé (1 az 10), je trvani analyzy kratké.

K popisu ucCinnosti separace latek se pouziva veliCina rozliSeni Rs .
Rozlisenim se rozumi rozdil vzdalenosti dvou pikl separovanych latek a plati pro

né vztah:

_118(t2-t1)
Wi+ W2

Rs

kdet ;at, jsou retenCni Casy pikl a w ; a w, jsou Sifky pikd v poloviné
jejich vySky. Za dokonalé (piky rozdélené az na zakladni linii) se povazuje hodnota
Rs = 1,5. RozliSeni souvisi s kapacitnim pomérem, distribu¢ni konstantou a

udinnosti.

Separacni u€innost kolony se vyjadfuje pomoci parametru ucinnosti kolony,

ktery je vyjadien pocCtem teoretickych pater N, pro ktera plati:

N = 5,54 - (t—Rjz
Wh

Pfi vypoCtu mnozstvi teoretickych pater se pouziva retentni Cas tr

testované latky a Sifka piku v poloviné jeho vysky wy, . Zdanlivy pocet teoretickych

pater se méni se stanovovanou slozkou, kolonou a reten¢nim ¢asem.
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Pro srovnani uc€innosti raznych kolon se pouziva parametru vysSkového
ekvivalentu teoretického patra H, ktery je pomérem délky kolony L vyjadfené

v metrech a poctu teoretickych pater N dle vztahu:
H= L
N

VySkovy ekvivalent teoretického patra zavisi na fadé parametrl, dalezitym je

prutokova rychlost U. Zavislost popisuje Van Deemterova rovnice:

_ A+B
U+CuU

kde A je pfispévek turbulentni difuze, B je pfispévek molekularni difuze, C
charakterizuje prispévek odporu vac&i pfevodu hmoty k vySkovému ekvivalentu
teoretického patra. Pro dosazeni ucCinné separace je nutné, aby hodnota
ekvivalentu teoretického patra Cinila 0.01 — 1.00 mm. DalSimi faktory ovliviiujicimi

tuto veliCinu je mimokolonovy mrtvy objem a objem analyzovaného vzorku.

Dulezitym parametrem je také selektivita kolony. To je mira relativni

separace dvou slozek smési:

Dm2
Dmt

t'r2
a= — =
TRt

Selektivitu v kapalinové chromatografii je mozné ovlivnit slozenim mobilni

faze, zménou pH mobilni faze, teplotou a také naplini kolony[7’8’g].
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DalSi parametr hodnoceny v chromatografii je pomér signalu k Sumu (S/N),

ktery ovliviiuje pfesnost stanoveni obsahu slozek. Vypocita se:

S/N:E
h

H je wvySka piku odpovidajiciho dané latce na chromatogramu
pfedepsaného porovnavaciho roztoku.

Pismeno h znacCi absolutni hodnotu nejvétsi vychylky signalu Sumu od
zakladni linie na chromatogramu kontrolniho roztoku ziskaného pfi slepé zkouSce a
sledovaného v rozsahu umérném 20-ti nasobku Sifky piku v poloviné jeho vySky na

chromatogramu pFfedepsaného porovnavaciho roztoku pozorovaného v misté

v . , , . 10,11
rovnomeérné situovaného okolo mista, kde by se tento pik nachazel[ ].
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l1l. VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Vysokoucinna kapalinova chromatografie — High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) je vsouCasné dobé jedna z nejprogresivnéjSich
analytickych metodik, ktera nachazi stale vétSi uplatnéni ve vSech oblastech
analyzy léCiv a je Siroce vyuzivana ve vSech modernich |ékopisnych
monografil'ch[e].

Déleni latek nastava mezi stacionarni fazi naplnénou v koloné a mobilni fazi
prochazejici kolonou za vysokého tlaku. A protoze k déleni latek Ize pfitom vyuzit
vSech vratnych dvoufazovych separa¢nich mechanismu (adsorpce, rozdélovani,
iontova vyména, sitovy efekt gelu), Ize fici, Ze je mozné nalézt selektivni a uc€inny
chromatograficky systém k déleni smési prakticky vSech organickych latek

rozpustnych ve vodé, ve zfedénych kyselinach nebo organickych

rozpouétédlech[l].

INSTRUMENTACE V HPLC

Kapalinovy chromatograf se sklada z Cerpaciho systému, davkovaciho
zafizeni, chromatografické kolony (muze byt pouzit i regulator teploty kolony),
detektoru a zafizeni na zpracovani dat (integratoru Ci pocitace). Mobilni faze je do
systému pfivadéna z jednoho nebo vice zasobnikd a protéka obvykle konstantni

rychlosti kolonou a poté detektorem[ll].

Obrazek 1: Schéma kapalinového chromatografu
1-zasobnik(y) mobilni faze; 2-vysokotlaké &erpadlo; 3-davkovaci zafizeni; 4-kolona; 5-

detektor: 6.7-zafizeni na zpracovani dat
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Zasobniky mobilni faze

Konstrukénim materidlem zasobniki byva nejCastéji sklo, plasty
(polyethylen, polypropylen, polytetrafluorethylen) nebo nerezova ocel. Casto je
treba zbavit mobilni fazi pohlcenych plynd, a proto jsou nékteré typy zasobnikl
uzaviené vickem se dvéma vyvody. Jeden vyvod je urCen pro pfivod helia nebo
jiného inertniho plynu, druhy je pro pfipojeni na vakuovou linku. K propojeni
chromatografickych systémld se vétSinou pouziva kapilar z plasti. Mnohem
pevnéjSi spojeni je voleno u systému pracujicich s vysokymi tlaky, kde se uZzivaji

kapilary z nerezové ocelim. U modernich chromatografickych systému je mezi

zasobniky mobilni faze a Cerpadlo mobilni faze zafazen vakouvy degasér. Toto

zarizeni predstavuje nejpohodinéjSi zplsob odplynéni mobilni faze.
Cerpadla mobilni faze

Cerpaci systémy jsou potfebné pro pfivadéni mobilni faze konstantni
prutokovou rychlosti na kolonu. Cilem je co nejmensi kolisani tlakt, ¢ehoz se
dosahuje napf. pruchodem tlakovaného rozpoustédla zafizenim na tlumeni pulzu.
Zaroven je tfeba, aby konstrukéni material Cerpaciho systému byl chemicky odolny
proti korozivnim ucinkiim dopravovanych kapalin.

Vystupni tlak na ¢erpadlech se pohybuje od 1 do 60 MPa, pritokova rychlost
od 0,1 do 10 ml/min, dllezita je dobra reprodukovatelnost nastaveni pritoku a
vysoka prfesnost. V dnesni dobé se nejCastéji pouZivaji dvou az tfi pistova Cerpadla
s registraci okamzitého tlaku a naslednou regulaci frekvence impulzl, které fidi
chod elektromotoru pumpy. Pro zajisténi minimalniho kolisani tlaku je nutné
dokonalé odplyn&ni mobilni faze. Cerpadla pracujici s konstantnim pritokem

vyuZzivaji mechanického pohonu pistu v komofe, kde zdrojem hnaci sily jsou

7,11,12
elektromotory[ T ].

Davkovaci zafizeni

Vzorek urCeny k chromatografickému déleni se nejprve rozpousti ve

vhodném rozpoustédle, nejlépe v mobilni fazi, a nasledné se davkuje do kolony.
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Uginnost celého chromatografického systému je do znaéné miry zavisla i na
dokonalém davkovani vzorku. Davkovaci zafizeni pouzivajici techniky nastfiku
injekéni stfikackou prfes septum nebo pfi zastaveném priatoku mobilni faze se jiz
prakticky nepouZzivaji. U modernich pfistroju se pouzivaji bud smyckové davkovace
na principu prepinacich ventill nebo davkovace automatické. Principem je systém
pevného pouzdra s otoCnym jadrem a teflonovymi krouzky. Injekéni stfikackou se
naplni davkovaci kapilara bez pferusSeni pratoku mobilni faze a otoenim jadra se
zaradi do prutoku. Vzorek je vytlaCen proudici mobilni fazi na chromatografickou

kolonu. Davkovaci zafizeni umoznuje vpraveni konstantniho objemu do kolony, a

[7,9,13]

tak neni nutné presné odméfovat mnozstvi vzorku Pro postupné

nastfikovani vétSiho pocCtu vzorkl (sériové analyzy) se dnes pouzivaji

programovatelné autosamplery.
Chromatografické kolony (geometrie kolon, napiné)

Chromatografické kolony jsou tvofeny trubici z rizného materialu, naplnéné
sorbentem. V dneSni dobé se trubice zhotovuji pfevazné z antikorozni oceli
s lesténym vnitfnim povrchem. Do tlaki cca 20 MPa lze pouzit i kolony ze
specialniho tvrzeného skla, které se z bezpec€nostnich ddvodd umistuji do

kovového pouzdra[14].

Pro analytickd méfeni se pouzivaji analytické kolony v délce 5 — 30 cm
s vnitfnim prdmérem 3 — 5 mm. Velikost ¢astic naplni se pohybuje v rozmezi 3 — 10
pm. Diky uvedené zrnitosti dosahuji tyto kolony az 5 000 nebo 10 000 teoretickych
pater na 10 cm délky. U vétSiny separaci se vyuziva chemicky modifikovany oxid
kfemiCity (silikagel), ktery se upravuje reakci s riznymi silanizacnimi Cinidly za
vzniku kovalentné vazanych silylovych derivatd (chemicky vazané stacionarni
faze), které pokryvaji proménlivé mnozstvi aktivnich mist na povrchu, a tak urcuji
jeho vlastnosti. Sorbenty lze rozdélit podle polarity. Nepolarnim sorbentem je
silikagel modifikovany na svych hydroxylovych skupinach alifatickym fetézcem s 8
nebo s 18 uhliky (=Si-(CH,)7-CH3z , =Si-(CH)17-CH3). Nepolarni sorbenty byvaiji
rovnéz oznacovany ,reversed phase“ — RP. Jsou tak nazyvany vzhledem Kk jejich
opacnym fyzikalné chemickym vlastnostem v porovnani s klasickymi polarnimi

sorbenty (tzv. ,normalni faze®), které byly do chromatografie zavedeny dfive.
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Stfedné polarni fazi byva tfiuhlikaty fetézec obsahujici skupinu —CN, -NH,, -OH
(neboli Si-(CH2)3-CN , Si(CH2)3-NH2, Si-(CH, )3-OH). Jako polarni sorbent se
pouziva silikagel. Je vhodny pro vétSinu latek mimo silné bazickych, které interaguji
s jeho slabé kyselymi hydroxylovymi funkcemi. Dale se pouziva oxid hlinity vhodny

pro déleni nepfiliS polarnich latek, které se od sebe stericky liSi. Mezi polarni

. vy . v« ..[7,9,11,15,16,17
sorbenty se fadi rovnéz oxid horecnaty[ ].

Moderni pfistroje umoznuji pouzit pfi déleni latek nékolik kolon najednou,
jedna se o techniku pfepinani spfazenych kolon (column switching). Kolony byvaji
napojeny za sebou a mohou se lisit délkou, naplni atd. Technika se pouziva ke

. . . . [9]
zlepSeni separace latek a zkraceni Casu analyzy .

Detektory

Detektory slouzi k indikaci latek vychazejicich z chromatografické kolony.
Zpravidla se pozaduje, aby sledovaly koncentraci separovanych slozek v eluatu.
Klasicky detektor sleduje pomoci vhodného snimace nékterou z vlastnosti eluatu a
signal detektoru je pak zpracovavan integratorem nebo pocitacem.

K detekci separovanych latek se zpravidla vyuziva urcitych jejich vlastnosti,
jimiz se tyto latky liSi od slozek mobilni faze. V podstaté jsou rozliSovany dva typy
detektord — univerzalni a selektivni. Na detektor jsou kladeny zejména tyto

pozZadavky:
sdostate¢né velky pomér mezi Sumem a méfenou hodnotou
mvysoka citlivost
=*maly mimokolonovy pfispévek k rozSifovani elu¢nich zon
=mala citlivost ke zménam prutoku a tlaku

[9]

®"moznost uzit gradientovou eluci
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Tabulka 2: Prehled veli¢in mérenych detektory[g].

Mérena velicina Detektor

o spektrofotometricky v ultrafialovée,
absorpce zareni o o . ) )
viditeIné a infraCervené oblasti

index lomu refraktometricky
intenzita fluorescence spektrofluorimetricky
elektrolyticky proud polarograficky
elektricka vodivost vodivostni
permitivita kapacitni, permitivitni
elektrodovy potencial potenciometricky

L transportni s plamenoionizacni
ionizacni proud

detekci
sorpcni teplo (teplota) mikroadsorpéni
radioaktivita radiometricky

V HPLC jsou nejpouzivanéjSi fotometrické metody pracujici v ultrafialove
oblasti nebo viditelné oblasti svételného zafeni, nasleduji detektory
spektrofluorimetrické, elektrochemické a refraktometrické. V dnesni dobé jsou také

[14]

stale Castéji pouzivany detektory hmotnostni Nedavno byl svétu pfedstaven

detektor vyuzivajici rozptylu svétla latkami (ELSD — Evaporative Light Scattering

Detektor), u néhoz vyrobce deklaruje univerzalni pouziti pro libovolny analyt.
Spektrofotometrické detektory
Proméruji absorpci elektromagnetického zareni urcité vinové délky slozkami
eluatu protékajiciho celou detektoru. K detekci 1é€Civ se vyuziva predevSim UV

oblast spektra (naprosta vétSina IéCiv jsou bilé krystalické latky). V praxi se

uplatriuji predevsim UV detektory, event. UV-VIS detektory.
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Nejuzivanéjsi UV detektory:

=UV detektor s fixni vinovou délkou (nejCastéji 254 nm a nebo 280 nm, pfi
nichz absorbuje vétSina léCiv). Jsou pomérné jednoduché konstrukce a cenové
nejdostupnéjsi.

sUV-VIS detektor s proménlivou vinovou délkou (libovolné ménitelna dle
potfeb)

sscanning UV detektor (snimajici béhem nékolika sekund absorpéni
spektrum v maximu piku hodnoceného léciva)

sdiode array detektor (fizeny pocCitacem, trojrozmérna projekce, snima
absorpCni spektrum, hodnoti IéCivo pfi nékolika vinovych délkach soucasné,

porovnava pomeéry absorbanci)

Spektrofotometrické detektory se vyznaduji znaénou citlivosti (10° az 10™°

g/ml) a Ize je pouZzit pfi gradientové eluci[G].

Spektrofluorimetrické detektory

Vyuzivaji se v pfipadech, kdy analyzované I|éCivo (rozkladny produkt)
vykazuje fluorescenci. Latky, které nefluoreskuji, Ize mnohdy derivatizaci
s vhodnymi Cinidly pfevést na fluoreskujici derivaty. Fluorimetrické detektory jsou

tedy méné univerzaini nez UV detektory, zato véak citlivgjsi (10° az 10™? g/ml),

e . e . . [6]
selektivnéjsi a jsou rovnéz pouzitelné pfi gradientove eluci’ .

Elektrochemické detektory

Slouzi k detekci latek schopnych elektrochemické reakce, tj. oxidacné-
redukénich zmén, jez probihaji na fazovém rozhrani roztok — elektroda.
Ampérometrické detektory méfi proud vyvolany prichodem redukovatelné nebo
oxidovatelné latky pratokovou celou, v niz jsou umistény elektrody s vlozenym
pracovnim napétim. Pouziva se dvouelektrodovych nebo Castéji tfielektrodovych

systému (skladajicich se z mérné, srovnavaci a pomocné elektrody).
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Ampérometrické detektory vyuzivaji tuhé mérné elektrody zhotovované
nejCastéji ze skelného uhliku, grafitovych viaken, grafitové pasty nebo kovd.
Nevyhodou téchto materialu je zanasSeni a postupna deaktivace jejich povrchu
produkty oxidace a redukce a necistotami z mobilni faze, coz vyzaduje Castou
rekalibraci detektoru pfi kvantitativni analyze.

Polarografické detektory pracuji se rtutovou kapkovou elektrodou, u niz se
pravidelné obnovuje povrch.

Coulometrické detektory méfi naboj potiebny k oxidaci &i redukci celkového

mnozstvi latky pfi pratoku mérnou celou. Umoznuji dosahnout veétsi citlivosti

detekce nez ampérometrické detektory[9’14].

Elektrochemické detektory umoznuji dosahnout velmi vysoké citlivosti
(detekéni limit 10° az 10! g/ml). DuleZité pfi jejich pouzivani je dlikladné
odplynéni mobilni faze, tak aby bylo dosazeno stabilni nulové linie a dobré
reprodukovatelnosti vysledkl(. Zakladnim predpokladem je vodiva mobilni faze,
takze tyto detektory nelze pouzit pfi chromatografii v systémech s normalnimi

fazemi.
Refraktometrické detektory

MéFi rozdilny index lomu mezi Cistou mobilni fazi a eluatem vytékajicim
z kolony s obsahem analytu. Jsou prakticky univerzalni (vyhodnoti jakoukoliv
latku), pfi analytickém hodnoceni I€Civ se vSak pouzivaji ojedinéle pro pomérné
velké nevyhody — predev&im vyrazn& mensi citlivost (10° g/ml), nutnost

termostatovani (odezva detektoru je znané zavisla na teploté) a nelze je pouZit pfi

gradientové eluci[6].

Hmotnostni detektory

Pro detekci I€Civ je v posledni dobé stale Castéji vyuzivano téz spojeni
HPLC s hmotnostni spektrometrii (MS). U hmotnostni detekce je nutné po vystupu
z HPLC kolony z eluatu odstranit mobilni fazi. Molekuly léCiva v plynném stavu jsou
v hmotnostnim spektrometru dale ionizovany narazy elektroni ¢i termoionizaci a

vzniklé nabité Castice (molekularni a fragmentarni ionty) jsou nasledné separovany
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v magnetickém nebo vysokofrekvenénim poli podle hmotnosti a naboje, je
zaznamenano hmotnostni spektrum (tj. Cetnost iontd ve vztahu k poméru -
hmotnost/pocet naboji). Spojeni HPLC-MS je vysoce selektivni, vysoce citlivé a

poskytuje fadu udaju potfebnych pro identifikaci I&éCiv. Hmotnostni detektory jsou
.[6]

finanéné velmi naroéné" .

Zarizeni pro zpracovani dat

K vyhodnoceni a dalSimu zpracovani chromatografickych dat se dfive
pouzivaly jedno i vicekanaloveé integratory vybavené mikroprocesorem. Dnes se
pouzivaji hlavné pocitae vybavené specialnim softwarem pro zpracovani
chromatografickych dat. Pocitat navic pfimo ovlada pracovni parametry

chromatografu (sloZzeni mobilni faze, prutok mobilni faze, teplota, citlivost

14] . . N : ] v
detektoru)[ ] a je tak zaroven fidici jednotkou i vyhodnocovacim zafizenim.
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KVALITATIVNi A KVANTITATIVNI ANALYZA HPLC CHROMATOGRAMU

Zakladni kvalitativni charakteristikou v HPLC je retenéni (elu¢ni) €as tg, coz
je C€as od nastfiku vzorku na kolonu k maximu chromatografického piku.
Nejc¢astéjSim dukazem totoznosti je shoda retenCnich ¢asl chromatografického
piku léCiva v analyzovaném vzorku s retencnim Casem piku standardu. Nékteré
moderni UV detektory umoziuji v maximu chromatografického piku sejmout UV
spektrum; shoda UV spekter vzorku a standardu je dalSi identifikaCni
charakteristikou.

Kvantitativni  charakteristkou v HPLC je plocha (event. vyska)
chromatografického piku. Pro stanoveni jednotlivych slozek ve smési se nejCastéji

pouzivaji dvé metody:

A) Metoda vnéjsSiho standardu, ktera spociva ve dvou krocich (dvojim
davkovani). V prvnim kroku se na kolonu nastfikne roztok analyzovaného vzorku a
po registraci chromatografického zaznamu se v druhém kroku nastfikne roztok
vnéjSiho standardu a opét se registruje jeho chromatogram. Jako vnéjsi standard
se zpravidla pouziva u substanci standard stanovované latky nebo u slozenych
Iékovych pfipravkl jedna z analyzovanych slozek smési. Koncentrace
stanovovanych slozek smési se pak vypocita z poméru ploch (vySek) pika

jednotlivych stanovovanych latek a plochy piku vnéjsiho standardu.

B) Metoda vnitrniho standardu — ke znamému roztoku vzorku se pfida
definovany objem roztoku vhodného vnitfniho standardu a po promichani se
nastfikuje na kolonu. Koncentrace stanovovanych latek se opét vypocita z poméru
ploch (vysek) pikd jednotlivych separovanych slozek a plochy piku vnitfniho
standardu. Metoda vnitfniho standardu je méné cCasové narocna a hlavné
presnéjsi, protoze neni zatizena chybou dvojiho nastfiku. Vnitfni standard musi byt
eluovan v blizkosti pik, které budou vyhodnocovany, musi mit podobnou
koncentraci jako latky, jejichz obsah je zjiStovan a musi byt chemicky inertni vici

[6,15]

ostatnim analytd ve smési
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IV. VALIDACE ANALYTICKYCH METOD

Validace analytické metody je proces, kterym se zjiStuji nejdulezitéjsi
charakteristiky metody. Smyslem validace je demonstrovat, Ze vypracovana
metoda je pro dany ucel vhodna. Cilem validace je urCit podminky, za kterych je
zkuSebni postup pouzitelny, a zajistit stejnou spolehlivost pfi opakovaném pouziti
Vv jedné i riznych laboratofich.

Validace se provadi pfi vyvoji nové metody, jestlize byla metoda zménéna,
ma-li byt pfenesena do jiné laboratofe, nebo pfi prikazu rovnocennosti dvou
metod.

Analytické metody pouzivané pro monitorovani kvality |éCiv musi spliovat
urcCité pozadavky, které vyplyvaji ze zamysleného pouziti. Podle toho, k jakému
ucelu ma analyticka metoda slouZit, ovéfuji se nasledujici parametry:

sspravnost

spiesnost

sselektivita

sdetekeni limit

skvantitativni limit

slinearita

srozsah

=robustnost

Spravnost (Accuracy)

Vyjadfuje shodu mezi ziskanym vysledkem a spravnou hodnotou. Zjistit
spravnou hodnotu mulze byt problém. Spravnou hodnotu Ize zjistit bud jinou
nezavislou metodou s ovéfenou spravnosti, nebo se pfipravi modelovy vzorek ze
vSech slozek pfipravku a pfesné pfidaného standardu. Nejsou-li k dispozici
vSechny slozky pfipravku, analyzuje se pfipravek se znamym pridavkem
standardu. Spravnost se obvykle zjisti analyzou nejméné Sesti vzorku a vyjadfi se

jako rozdil spravné a ziskané hodnoty nebo jako vytéinost:[IS]

vytéZnost = 100. nalezena hodnota / spravna hodnota.
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Presnost (Precision)

Pfesnost analytické metody je mira shody mezi jednotlivymi vysledky
metody opakované provadéné s homogennim vzorkem. Podle podminek
opakovani metody se rozliSuje opakovatelnost a reprodukovatelnost. Pfi stanoveni
opakovatelnosti se metoda provadi jednim analytikem na tomtéz pfistroji, se
stejnymi Cinidly, na jednom zhomogenizovaném vzorku. Jde tedy o pfesnost uvnitf
laboratofe. Pfi stanoveni reprodukovatelnosti se metoda provadi na jednom
zhomogenizovaném vzorku, ale v rlznych laboratofich, rdznymi analytiky,
s riznymi Cinidly i pfistroji. V tomto pfipadé jde o pFesnost pfi pfenosu metody
z jedné laboratorfe do druhé.

Prfesnost se vyjadfi jako relativni smérodatna odchylka a stanovi se
minimalné ze Sesti nezavislych analyz zhomogenizovaného vzorku, provedenych
kompletnim postupem, pocCinaje pfipravou vzorku. Jedna se tedy o chybu celého
analytického postupu, jak instrumentalni ¢asti, tak postupu pfipravy vzorku. Nestaci
proto napf. Sestkrat nastfiknout jeden vzorek, ale je nutné pfipravit kompletnim

postupem Sest roztoku vzorku[16].

Selektivita (Selectivity)

Selektivita analytické metody je definovana jako schopnost pfesného a
spravného uréeni analytu i v pfitomnosti interferujicich latek (matrix'). Selektivni
metoda je tedy takova metoda, ktera za urcitych podminek umoziuje presné a
spravné stanoveni obsahu sloZky ve vymezené smési jinych sloZek. Selektivita
analytické metody je testovana porovnanim vysledkl vzorkd standardi s vysledky
vzorkl s matrici. Interference matrice se projevuje tim, Ze analyticky signal
neodpovida stanovovanému analytu, ale tento signal je superponovan signalem
ruSivé slozky (Cistota signalu). Prokazovani selektivity metody je do jisté miry
zavislé na pouzité instrumentalni technice, a proto je nutné pro kazdy pouZity

systém vypracovat individualni program prokazovani selektivity metody[l7].

! matrix“ — pro celou praci se pouziva anglického vyrazu v jediném
gramatickém tvaru.
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Detekéni limit (LOD - Limit Of Detection)
ktera neni stanovovana kvantitativné. U neinstrumentalnich metod se detekéni limit
hleda experimentalné. U instrumentalnich metod se muize urdit jako koncentrace
analyzované latky s pomérem signalu k Sumu s hodnotou 3. Nalezeny detekCni
[15]

limit se ovéfi analyzou prislusné koncentrace vzorku

Kvantitativni limit (LOQ - Limit Of Quantification)
stanovitelna s pfijatelnou pfesnosti a spravnosti. Za limitujici relativni smérodatnou
odchylku se povazuje 10%, proto je mozné kvantitativni limit vyjadfit jako
koncentraci, pfi jejiz analyze se dosahne této relativni smérodatné odchylky.

Obvykle to byva trojnasobek detekéniho limitu. Casto se vyjadfuje jako

, . “ 1
koncentrace s pomérem signalu k Sumu s hodnotou 10[ 5].

Linearita (Linearity)

Je to schopnost davat vysledky pfimo umérné koncentraci stanovovaneé
latky. Obvykle se stanovuje minimalné pét riznych koncentraci v rozmezi 50 —
150% deklarovaného obsahu. MiZe se pracovat s roztoky standardu, nebot rusivé
vlivy u realnych vzorkd jsou hodnoceny jinymi parametry validace. Pokud je
metoda linearni, Ize s vyhodou urcit smérnice z jednoho kalibracniho bodu. Pokud

neni, je tfeba vysledky vyhodnocovat z celé kalibracni kFivky[lS].

Rozsah (Range)

Tento parametr se obvykle odvozuje z linearity metody a rozumi se jim
koncentracni hranice, v kterych muze byt metoda pouzivana. Dolnim limitem muze
byt napfiklad detekéni limit a horni mize byt uréen maximalni odezvou, pfi jejimz
[15]

prekroCeni uz pfistroj nepracuje pfesné
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Robustnost (Robustness)

Robustnost je mira reprodukovatelnosti vysledkl ziskanych analyzou
jednoho homogenniho vzorku v riznych laboratofich, rdznymi analytiky, na
raznych pfistrojich a s riznymi Cinidly. Je to mira schopnosti metody davat spravné
a pfesné vysledky i pfi menSich zménach pracovnich podminek, ke kterym nutné
dochazi pfi provadéni metody v jiné laboratofi, i kdyZz popsany postup zlstava
zachovan. Hodnoti miru vlivu proménnych podminek pfi provedeni metody na jeji

vysledky!®.
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V. EXTRAKCE Z KAPALINY DO KAPALINY

Extrakce z kapaliny do kapaliny (Liquid-liquid extraction — LLE) se pouziva
jako technika predupravy vzorku (nejenom biologickych materiala) jiZ po mnoho let.
V analyzach |éCiv se ji bézné rozumi pfima extrakce biologického materialu
rozpoustédlem nemisitelnym s vodou. BEhem LLE dochazi k rozdélovani analytu

mezi organickou a vodnou fazi az do ustaveni rovnovahy popisované Nernstovym

[18, 19, 20]

distribuénim zakonem . Distribuce latky mezi dvéma fazemi je pfitom

ovliviiovana mnoha faktory, které je nutné uvazovat pfi vybéru extrakéniho cinidla.

Mg wivs

=fyzikalné chemické vlastnosti rozpoustédla
=pH vodné faze

mvzajemny pomer fazi

=zpUsob a doba trvani extrakce

stoxicita rozpouétédel[21]

Zakladnim pozadavkem LLE pfitom je, aby se analyt pfednostné distribuoval
do organické faze.

Pokud jsou vytéZzky extrakce nizké, je mozné provadét extrakce
nékolikanasobné, pfipadné nasledné (rozpoustédly z eluotropni fady), i kdyz
v praxi se €asto extrahuje pouze jednou velkou davkou rozpoustédla s cilem usetfit

laboratorni €as pfi dosazeni stejné dobrych vysledka.
Vybér extrakéniho €inidla

Relativni lipofilita ¢i hydrofobicita analytu uréuje vybér extrakéniho dinidla.
Rozpoustédlo vhodné pro extrakci by mélo mit nizky bod varu, aby se dalo na
konci extrakce ucinné odstranit a nizkou viskozitu, aby se dobfe misilo s matrix
vzorku. Rozpoustédla pouzivana pro LLE se rozliSuji a vybiraji podle polarity
(eluotropicka fada). Faktorem, ktery se rovnéz bere do rozvahy pfi provadéni LLE,
je mnozstvi vody, které se rozpousti v daném extrakénim Cinidle, nebot obsah vody

v rozpoustédle vyznamné ovliviluje mnozZstvi ko-extrahovanych interferujicich
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soucasti matrix ve finalnim extraktu. Obecné Ize fici, Ze pfi extrakcich biologickych
vzorkl plati: ¢im méné polarni je rozpoustédlo, tim vétsi byva selektivita extrakce.
Rozpoustédlem volby je tedy obvykle to nejméné polarni, ve kterém je analyt jesté

rozpustny. (Problematiku vybéru extrakéniho Cinidla velmi pékné zpracoval R. D.

]

Mc:DowaII[18 , podrobnosti viz. s.18).

LLE v praxi

Uspésnost extrakce do znaéné miry zavisi na pH extrahovaného
materialu, ve kterém by analyt mél byt v neionizované formé&, aby se podpofil jeho
pfechod do organické faze. Doporucuje se proto takova uprava pH vodné faze, pfi
které existuje jistota, Ze extrahovana molekula nenese ionty. Navic vhodna uprava
pH vzorku umoznuje frakcionaci extraktl na kyselou, neutralni a bazickou frakci,
kteréZto |ze dale jednotlivé zpracovavat .

Miseni a tvorba emulzi. Miseni je vyhodné pro rychlé dosazeni extrakéni
rovnovahy, kdy dochazi Kk ucinngjSimu styku fazi, nadbytek organického
rozpoustédla zvétSuje povrch mezi fazemi. K miseni se pouziva nejruznéjSich
mechanickych michacek (zprostfedkuji valeni, obraceni, kutaleni, otaCeni nebo
vifeni extrahované smési), pfipadné se misi ruéné. A ackoliv je michani fazi pro
LLE velmi vyhodné, pfinasi s sebou i nékteré problémy.

NejvyznamnéjSim z nich je, bez ohledu na zplUsob miseni, tvorba emulzi,
které Ize jen velmi obtiZn& rozdélit na plvodni faze. Casto nelze emulzni soustavy
zvratit ani centrifugaci &i ultrasonifikaci. Tvorba emulzi zplUsobuje ztraty analytu
jejich okluzi do zpravidla vnitfni faze emulze, snizuje se extrakéni ucinnost.
Prevenci emulgace extrahované smeési je méné energické michani a pouZiti
mensich objemu extrakéniho Cinidla.

Odstranéni rozpoustédla (napf. odpafovanim, vymrazovanim v tekutém
dusiku, odpipetovanim atd.) je ¢asto limitujicim krokem v ramci LLE, rovnéz pfinasi
problémy:

=snebezpecna je prace se samotnym rozpoustédlem, nebot az na vyjimky se

v LLE pouzivaji toxické a hoflavé latky (vznikajici pary je nutné ucinné ventilovat)
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»zpUsoby odpafovani rovnéz pfinaseji rizika, ktera vedou k nizsim vytézkum
extrakci zplsobenym degradaci analytl teplem, jejich vytékanim nebo adsorpci na
stény laboratorniho skla

sodstrafiovani vétSich nadbytk( extrakéniho Cinidla je Casové narocné,

prodrazuje predseparaci vzorkul
Shrnuti

LLE je vsouCasnosti stale jeSté jedna z nejvyuzivangjSich technik
pfedupravy biologickych vzorkl, velmi pfizpUsobiva, dobfe zdokumentovana,

jednoducha (nevyzaduje slozité zafizeni), umozfiuje extrakce jak stopovych

]

koncentraci, tak velkého mnoZstvi Iétek[21. Pfes své prednosti vzhledem

ke zminénym nevyhodam je tato technika stale vice nahrazovana solid phase
extraction (SPE) a preparativni HPLC, zvlasté u rutinnich aplikaci. LLE Ize rovnéz
pouzit k efektivnimu zpracovani velkého mnozstvi vzorkl, muze byt provadéna
v Sarzich, nicméné, Casté prenaseni solutd béhem LLE ¢ini tento proces naro¢ny

na laboratorni praci i Cas.
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VI. FARMAKOLOGICKA CHARAKTERISTIKA BENZIMIDAZOLU
VI.1. Helmintézy prezvykavcu

Helmintézy, nemoci zplUsobené parazitujicimi Cervy, pfedstavuji jednu
z nejrozSifenéjSich pfiCin ohrozeni zdravotniho stavu hospodarskych, domacich i
volné Zijicich zvifat. Chovatelim hospodarskych zvifat pasobi tyto nemoci znacné

ekonomické ztraty, samotnym zvifatim pak velké zdravotni problémy a

pfedCasnou smrt[zz].

Jedinym zatim vSeobecné dostupnym prostfedkem v boji s parazitujicimi
Cervy je farmakoterapie a profylaxe s vyuzitim vhodnych anthelmintik. Situaci vSak
komplikuje skutecCnost, Ze pocCet dostupnych I€Civ je relativné velmi maly a béhem
uplynulych desetileti se znacné sniZzila jejich u€innost. Parazité postupné vytvorili
mechanismy, kterymi se Uspé&Sné brani toxickému pusobeni anthelmintik a tak
v poslednich desetiletich se lékova rezistence mnohych druhl c&ervl stala
[23]

celosvétovym problémem

MechanizmU navozeni rezistence helmintl je fada typd. Napf. u nékterych
kmend Haemonchus contortus rezistentnich na néktera benzimidazolova
anthelmintika byla prokadzana mutace genu pro B-tubulin, ktera chrani mikrotubuly
parazita pred atakem benzimidazoly. Jinou Uc¢innou obrannou strategii helmintu je
modulace aktivity membranovych transportérli, ¢imz se bud snizi prostup
anthelmintik do organismu parazita nebo naopak zvysi aktivni odstranéni |&Civa
z parazita. Posledné zminéna strategie byla popsana i u kmene Haemonchus
contortus rezistentniho na ivermektin. Pfes intenzivni studium mnoho mechanismu
navozeni rezistence zlstava neobjasnéno. V posledni dobé se ukazuje, ze v fadé
pfipadd navozené lékové rezistence helmintl mohou hrat vyznamnou roli

: . : . . : 24
biotransformaéni enzymy, a to jak parazita, tak i hostltele[ ].

Vyzkum biotransformacnich enzyma hostitele a parazita (jako modelovy ¢erv
byl vybran Haemonchus contortus, vliasovka slézova, Celed Trichostrongylidae,
Nematoda, Casty a relativné velmi patogenni parazit domacich i volné Zzijicich
prezvykavcl pusobici nematodézy traviciho traktu) a jejich vyznam pro terapii
helmintéz a helmintorezistenci u pfezvykavcu jsou soucasti projektu, vramci

kterého vznikala tato rigorézni prace.
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VI.2. Farmakoterapie benzimidazoly ve veterinarni mediciné

Skupina benzimidazolovych anthelmintik je velmi rozsahlou skupinou
prfedev§im antinematod odvozenou od jediné chemické struktury. Cast légiv
skupiny benzimidazolovych anthelmintik ma kromé antinematodnich, pfFip.
anticestodnich i antitrematodni G€inky. K témto tzv. Sirokospektrym anthelmintikim
patfi albendazol, fenbendazol, triklabendazol, netobimin, febantel a thiofanat.
Zminéné benzimidazoly jsou indikovany proti fasciliozam a dikroceliéze pfedevsim
domacich, ale i volné Zijicich pfezvykavcu.

Mechanismus ucinku benzimidazoll je zaloZzen na inhibici energetického
metabolismu parazitujicich Cervl. VétSina |éCiv skupiny pusobi proti vyvojovym i
dospélym stadiim helmintl, nékteré latky rovnéz ovicidné. Jejich anthelminticka
aktivita je zavisla na délce pretrvavani terapeutickych koncentraci v télnich
tekutinach a tkanich. U monogastrickych zvifat (napf. pes, koCka, prase) je
vétSinou tfeba opakovaného podani IéCiva, u polygastrickych zvifat i dalSich
bylozravcl (skot, ovce, kin ad.) Ize benzimidazoly podavat i jednorazové. Léciva
netobimin, febantel a thiofanat jsou proléCivy u€innych metabolitd. K léCivim celé
skupiny benzimidazol( se mlze vyvinout rezistence.

K zakladnim indikacim  benzimidazol patfi  nematoddzy  plic,
gastrointestinalniho traktu, pfip. dalSich organd a tkani. Pouzivaji se u druh(: bos
taurus, ovis ammon, sus scrofa, canis lupus, felis silvestris, equus caballus, capra
aegagrus, dale u driibeze, lovné zvére, holub.

LéCiva nemaji zavazné nezadouci UuCinky, u nékterych druhl zvifat
vyvolavaji nauzeu, vomitus, prujem.

U Casti 1éCiv skupiny je kontraindikovano podani laktujicim prezvykavcum
s produkci uréenou pro lidsky konzum, podani konim chovanym k jate¢nim uceldm,
podani zvifatim s poruchami jater a ledvin. Cast benzimidazol(i negativné ovliviiuje
vyvoj rannych stadii plodu.

Terapeutické davky jsou zavislé na konkrétnich latkach a jejich zplasobu
podani zvifatm, obecné se pohybuji vjednotkach az desitkach mg/kg zivé
hmotnosti. Pfi nedostate€ném ucinku se benzimidazolova anthelmintika mohou

kombinovat.
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Benzimidazoly jsou zvifatim podavany individualné i hromadné peroralné,
parenteralné i.m., s.c., lokalné zevné. LécCivé pfipravky nalezi do kategorii

veterinarnich pfipravku, jsou zatizeny ochrannymi lhatami (OL)[25].

VI.2.1. Albendazol

Albendazol {methyl [5-(propylthio)-1H-benzimidazol-2-yl] karbamat} je
jednim ze skupiny benzimidazolovych anthelmintik pouzivanych v souCasné
veterinarni praxi.

Mechanismus ucCinku tohoto IéCiva spocCiva v inhibici polymerizace
mikrotubull parazita. OdliSnou afinitou k tubulinu parazitickych €erva a savéimu
tubulinu se vysvétluje selektivni toxicita latky vici helmintiim. Albendazol pusobi
rovnéz interferenci s energetickym metabolismem c&ervl, kdy inhibuje fumarat
reduktasu. Inhibice enzymu fumarat reduktasy vede k depleci adenosin trifosfatu
(ATP) a vyhladovéni Cerva.

Absorpce albendazolu je pomérné rozsahla oproti jinym pouzivanym
benzimidazolim. Po peroralni aplikaci 20 mg/kg zivé hmotnosti latky telatim se
dosahuje maximalnich hladin v plazmé odpovidajicich 5,5 mg albendazolu zhruba
za 15 hodin po podani. Z podané davky se asi 28% exkretuje do modi v prabéhu
24 hodin, 47% v prubéhu dalSich 9 dnl. Albendazol se v téle metabolizuje
pfedevS§im na albendazol-sulfoxid a albendazol-sulfon, které jsou vylouceny
zejména moci. Residua léCiva jsou nachazena v jatrech a ledvinach (mnozstvi 0,4

a 0,3 mg/g 30 dnu po ukonceni léCby), ze svall a tuku mizi béhem tydne (0,1 mg/g

5 den od ukon&eni 6&by)' 2%,

Spektrum terapeutického pusobeni albendazolu zahrnuje Cervy:
Bunostomum, Haemnochus, Cooperia, Nematodirus, Oesophagostomum,
Ostertagia, Strongyloides, Trichostrongylus, Dictyocaulus, Monezia, Fasciola

hepatica a Dicrocoelium dendriticum suZzujici skot a ovce. LéCivo pusobi na

dospélce i larvy helmintﬂ[%] [27].

, vV pfipadé oblych Cervli plasobi rovnéz ovicidné
Zvirata lé€ena albendazolem nesméji byt porazena béhem terapie a dalSich 21 dni
po ukoncCeni IéCby. LéCivo je kontraindikovano u skotu, ktery produkuje miéko

ur¢ené pro lidsky konzum(OL)[26].
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VI.2.2. Flubendazol a jeho metabolity

Flubendazol {methyl [5-(4-fluorobenzoyl)-1H-benzimidazol-2-yl] karbamat} je
Sirokospektrym benzimidazolovym anthelmintikem podobné jako albendazol, od
néhoz se neliSi ani mechanismem ucinku (mechanismus uCinku, spektrum
pusobeni ad. viz. VI.2.1.). Flubendazol je pouzivan nejenom v terapii helmint6z
skotu a ovci, ale rovnéz u drubeze a vepru.

Parentni flubendazol byva nachazen v krevni plazmé po i.v. podani zvifatim
zhruba za 36 hodin, kdy dosahuje svych nejvysSich plazmatickych koncentraci.
Jeho metabolity: desethylkarboxyflubendazol (hydrolyzovany, FLU-H) a
redukovany flubendazol (FLU-R) se objevuji v plazmé uz za 5 minut po i.v. aplikaci
(hodnoceno u ovci). Redukovany metabolit flubendazolu vznika €innosti jaternich
mikrosomalnich enzymu. Oba metabolity si zachovavaji ucinnost proti

helmintL"Jm[27].
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Experimentalni ¢ast
1. POUZITY MATERIAL
1.1. Experimentalni zvirata a biologicky material

K optimalizaci extrakce a separace flubendazolu a jeho metabolitl bylo
vyuzito nékolik typu biologickych vzorkd.

Z homogenatu jater potkanich samcu kmene Wistar (o vaze 250-300 Q)
byly diferenéni centrifugaci pfipraveny subcelularni frakce (mikrosomy a
cytosol). Dale bylo pouzito dospélci Haemonchus contortus (vlasovky slézové),
Celed Trichostrongylidae, Nematoda, ziskanych z experimentalné infikovanych
ovci domacich. Dospélci byli homogenizovani a zpracovani na subcelularni

frakce (frakce A obsahujici pfevazné mitochondrie, frakce B obsahujici
pfevazné cytosol a frakce C obsahujici zejména mikrosomy)[zg]. Takto ziskany

biologicky material byl uchovavan v hlubokomrazicim boxu pfi -80°C.

K experimentim byli dale pouzivani mladi samci a samice ovce domaci
(Ovis ammon f. aries) stafi 2-3 mésice, plemeno merinolandshaf, dodané ZEM
a.s. Novy BydZov, chované za standardnich podminek. Zvifata byla rozdélena
do skupin: A) zdrava, neléCena B) infikovana Haemonchus contortus, nelécena
C) zdrava, oSetfovana flubendazolem D) infikovana Haemonchus contortus a
|éCena flubendazolem.

V ramci rigorozni prace byly hodnoceny vzorky zvifat ze skupiny A a C.
Experimentalni skupina A — tj. zdrava zvifata bez medikace - byla utracena
24.4.06 a vzorkovana — Cislo 17598 (beranek, nar. 1.12.05), 17599 (beranek,
nar. 1.12.05), 17604 (beranek, nar. 10.12.05), 22184 (jehni¢ka, nar. 2.12.05),
22186 (jehnicka, nar. 12.2.05). Zvifata ze skupiny C — tj. Ié€ena flubendazolem
bez infekce vlasovkou slézovou — byla vzorkovana nasledovné: Cislo 17605
(beranek, nar. 10.12.05), 17606 (beranek, nar. 10.12.05), 19073 (beranek, nar.
13.12.05), 19076 (beranek, nar. 24.12.05), 22196 (jehni¢ka, nar. 25.12.05),
22197 (jehniCka, nar. 25.12.05), 22198 (jehnicka, nar. 25.12.05), 22199
(jehnicka, nar. 26.12.05). Zvifatim skupiny C byl podavan flubendazol formou

oralni suspenze v davce 15 mg/kg z.hm., 3 dny po sobé. K pfipravé suspenze
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byl pouZzit Flubenol 50% premix, suspenze byla podavana v objemu 20ml/25 kg
z.hm. Zvifatim byly v pribéhu aplikace anthelmintika flubendazolu odebirany
vzorky krve (plazmy) a po usmrceni byla odebrana jatra, tenké stfevo, Zlu¢nik a
mocovy méchyf. V plasmé byl pomoci HPLC kvantifikovan metabolit
flubendazol redukovany.

VSechny experimenty probihaly v souladu se zakonem na ochranu zvifat
proti tyrani a byly schvaleny etickou komisi pro laboratorni zvifata pfi FaF UK
HK.

1.2. Chemikalie

Flubendazol (Janssen Pharma), zkratka FLU

Desethylkarboxyflubendazol (Janssen Pharma), zkratka FLU-H (FLU
hydrolyzovany)

Flubendazol redukovany (Janssen Pharma), zkratka FLU-R

Albendazol (Sigma-Aldrich), vnitfni standard (IS) pro HPLC, zkratka ALB
Methanol Chromasolv (Riedel-de Haen)

Acetonitril pro HPLC (Sigma-Aldrich), zkratka ACN

Dimethylsulfoxid (Fluka), zkratka DMSO

Isopropylalkohol (Merck)

Terc-butyl-methylether (Sigma-Aldrich), zkratka tBME

Octan ethylnaty pro HPLC (Sigma-Aldrich), zkratka OE

Amoniak 25% (Lachema Neratovice)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH,PO, (Lachema Neratovice)

Kyselina orthofosfore¢na 85%, H3sPO, (Lachema Neratovice)
HydrogenfosforeCnan sodny dodekahydrat, Na,HPO,4.12H,0, (Penta Chrudim)
Dihydrogenfosfore€¢nan sodny dihydrat, NaH,P0O,4.2H,0, (Penta Chrudim)
NADPH 10 mM roztok (Katedra biochemie FaF UK HK)

UltraCista voda Cisténa reverzni osmézou (FaF UK HK)

1.3. Pomlcky a pfristroje

sklenéné zabrusové zkumavky, lahvicky, kadinky, odmérné banky,

mikrozkumavky
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vialky 2 ml, ¢istota 100/PK (Agilent Technologies)

automatické pipety 0,1-2,5 ul (Eppendorf), 2-20ul (Labsystems), 5-40 ul, 40-
200ul, 100-1000ul, 1-5ml (Biohit Proline), plastové S$pic¢ky pro jednorazové
pouziti (Sarstedt)

nastroje na navazovani — lodicka, kovové 1ziCky a kopistky

sklenéna aparatura na filtrovani MF (filtr 0,45 ym x 47mm), Supelco
ultrazvukovy generator, Velp Scientifice

analytické vahy Sartorius, Gottingen

pH-metr Jenway 3020, Dunmow, Essen, UK

laboratorni michacka Variomag Electronicriher MONO

trepacka MS2 Minishaker, IKA

centrifuga 5415D , Eppendorf, Hamburg

termoblok s nastavcem Thermomixer Eppendorf

koncentrator 5301 AG, Eppendorf, Hamburg

fluorimetr Aminco Bowman Series 2,Thermo Spectronic, USA

kyvety pro fluorescenci

kapalinovy chromatograf Shimadzu LC, (analyticky software — CLASS-VP),
Shimadzu Corp., Kyoto, Japan

predkolona Thermo-Hypersil,10x4 mm, naplh BDS-Hypersil-C8 (5um), Thermo-
Hypersil

pfedkolona LiChrospher 60, 4x4 mm, napli RP-select B (5um), Hewlett
Packard

kolona LiChroCART, 250x3 mm, LiChrospher 60, RP-select B (5 um), Hewlett
Packard
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2. PRIPRAVA ZASOBNICH ROZTOKU

2.1. Priprava fosfore€énanového pufru 0,025M, pH = 3,07

FosforeCnanovy  pufr byl  pfipraven rozpusténim 1,70 g
dihydrogenfosforeCnanu draselného v 500 ml odmérné bance, doplnénim
ultraistou vodou po znacku. Obsah banky byl intenzivné protfepan, pH

upraveno pfidavkem kyseliny orthofosforeéné 85% na hodnotu 3,07.

2.2. Priprava fosfatového pufru 0,1M, pH = 7,40

Fosfatovy pufr byl pfipraven slévanim 4 dild 0,1M hydrogenfosorecnanu
sodného (navazka 35,80 g Na,HPO,.12H,0/1000 ml H,O) a A1dilu
dihydrogenfosfore€nanu sodného (navazka 3,90 g NaH,P0O4.2H,0/250 ml H,0)
v kadince za stalého michani (na michacce) a kontroly pH (na pH metru) do

dosazeni pozadované hodnoty pH 7,40.

2.3. Priprava zakladnich roztoku lIé€iv a metaboliti flubendazolu v DMSO

2.3.1. Priprava zakladniho roztoku albendazolu

Mnozstvi 0,01326 g albendazolu navazené na analytickych vahach bylo
kvantitativné preneseno do 10 ml odmérné bariky, doplnéno DMSO do 10 ml.
Rozpousténi substance bylo urychleno 1,5 min tfepanim na laboratorni

tfepacce 1800 otacek/min. Byl tak ziskan roztok o koncentraci 10 mmol/I.

2.3.2. Priprava zakladniho roztoku flubendazolu

K mnozstvi 0,00156 g flubendazolu navazenému do vialky na
analytickych vahach bylo automatickou pipetou pfidano 500 yl DMSO, vialka
uzaviena. Rozpousténi substance bylo podpofeno ponechanim 3 min na
ultrazvukovém generatoru pfi 25 kHz. Byl tak ziskan roztok o pfiblizné
koncentraci 10 mmol/l, pfesna koncentrace €inila 9,958 mmol/l.
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2.3.3. Priprava zakladniho roztoku desethylkarboxyflubendazolu

K mnozstvi 0,00134 g desethylkarboxyflubendazolu navazenému do
vialky na analytickych vahach bylo automatickou pipetou pfidano 500 yl DMSO,
vialka uzaviena. Rozpousténi substance bylo podpofeno ponechanim 3 min na
ultrazvukovém generatoru pfi 25 kHz. Byl tak ziskan roztok o pfiblizné

koncentraci 10 mmol/l, pfesna koncentrace Cinila 10,497 mmol/l.

2.3.4. Priprava zakladniho roztoku redukovaného flubendazolu

K mnozstvi 0,00156 g redukovaného flubendazolu navazenému do vialky
na analytickych vahach bylo automatickou pipetou pfidano 500 pl DMSO, vialka
uzaviena. Rozpousténi substance bylo podpofeno ponechanim 3 min na
ultrazvukovém generatoru pfi 25 kHz. Byl tak ziskan roztok o pfiblizné

koncentraci 10 mmol/l, pfesna koncentrace Cinila 10,086 mmol/l.

2.3.5. Priprava zakladniho roztoku mebendazolu

K mnozstvi 0,01475 g mebendazolu navazenému do lahvicky na
analytickych vahach bylo automatickou pipetou pfidano 5,0 ml DMSO, lahvi¢ka
byla uzaviena parafimem M. Rozpousténi substance bylo podpofeno
ponechanim 3 min na laboratorni tfepaCce pfi 2200 otackach/min. Byl tak

ziskan roztok o koncentraci 10 mmol/I.

2.4. Priprava a prehled standardnich roztoku lé¢iv a metaboliti pro

kalibraci chromatogramu

Pfiprava standardnich roztokd pro kalibraci chromatogramd se shoduje
s pfipravou  roztokl  k hodnoceni opakovatelnosti chromatografie se
spektrofotometrickou (roztok FLU-H, FLU-R, FLU 5,0 mmol/l, roztok ALB 10,0
mmol/l) a spektrofluorimetrickou detekci (roztok FLU-R 0,075 mmol/l, ALB
0,100 mmol/l). K hodnoceni opakovatelnosti bylo pouZito pouze nékterych
z dale uvedenych roztokl a jejich pfiprav. Roztoky byly dale zpracovavany LLE

(viz. nasleduijici 3.2.)
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2.4.1. Priprava standardnich roztoki léciv a metaboliti pro kalibraci

spektrofotometricky detekovanych chromatogramti

Standardy byly ziskany zifedovanim zakladnich roztoku (viz. 2.3.) DMSO
ve vialkach. Pfislusné objemy zakladnich roztokd a DMSO byly do vialek
pfenaseny mikropipetou, po smiseni ponechany 1 min na ultrazvukovém
generatoru pfi 25 kHz pro dokonalé promiseni substanci. Byla provedena LLE
(viz. 3.1.) a extrakty byly odpafeny do sucha v koncentratoru pfi 45°C po dobu

60 minut.

2.4.2. Prehled standardnich roztoku léciv a metabolitd pro kalibraci

spektrofotometricky detekovanych chromatogrami

2.4.2.1. Standardni roztoky flubendazolu pro kalibraci spektrofotometricky

detekovanych chromatogramu

Standardni roztok 7,5 mmol/l FLU byl ziskan smisenim 300 pyl FLU 10
mmol/l a 100 pl DMSO, standardni roztok 6,5 mmol/l smisenim 260 pyl FLU 10
mmol/l a 140 yl DMSO, standardni roztok FLU 5 mmol/l smisenim 200 ul FLU
10 mmol/l a 200 yl DMSO, standardni roztok 3,3 mmol/l smisenim 132 ul FLU
10 mmol/l a 268 yl DMSO, standardni roztok 2,5 mmol/l smisenim 100 ul FLU
10 mmol/l a 300 pyl DMSO, standardni roztok 1,2 mmol/l smisenim 48 pl 10
mmol/l FLU a 352 yl DMSO. Jako standard FLU 10 mmol/l poslouzil zakladni
roztok 2.3.2.

2.4.2.1l. Standardni roztoky desethylkarboxyflubendazolu pro kalibraci

spektrofotometricky detekovanych chromatogrami

Pfiprava standardnich roztokd 7,5 mmol/l, 6,5 mmol/l, 5,0 mmol/l, 3,3
mmol/l, 2,5 mmol/l a 1,2 mmol/l FLU-H se déla obdobnym zpusobem uvedenym
ve 2.4.2.1. miSenim zakladniho roztoku FLU-H 10 mmol/l a DMSO. Jako
standard FLU-H 10 mmol/l poslouzil zakladni roztok 2.3.3.
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2.4.21ll. Standardni roztoky redukovaného flubendazolu pro kalibraci

spektrofotometricky detekovanych chromatogramti

Pfiprava standardnich roztokd 7,5 mmol/l, 6,5 mmol/l, 5,0 mmol/l, 3,3
mmol/l, 2,5 mmol/l a 1,2 mmol/l FLU-R se déla obdobnym zpusobem uvedenym
ve 2.4.2.]. miSenim zakladniho roztoku FLU-R 10 mmol/l a DMSO. Jako
standard FLU-R 10 mmol/l poslouZil zakladni roztok 2.3.4.

2.4.2.1V. Standardni roztok albendazolu (IS) pro kalibraci

spektrofotometricky detekovanych chromatogramdi

Jako vnitfni standard ALB 10 mmol/l poslouzil zakladni roztok 2.3.1.

2.4.3. Priprava standardnich roztokii redukovaného flubendazolu a

albendazolu pro kalibraci fluorescené¢né detekovanych chromatogrami

2.4.3.l. Priprava standardnich roztoki redukovaného flubendazolu pro

kalibraci fluorescenéné detekovanych chromatogramu

Standardni roztok 0,1 mmol/l FLU-R byl ziskan smisenim 10 ul
zakladniho roztoku FLU-R (2.3.4.) a 990 yl DMSO, standardni roztok 0,075
mmol/l smisenim 10 pl standardniho roztoku 7,5 mmol/l FLU-R (viz. 2.4.2.11l.) a
990 ul DMSO, standardni roztok 0,050 mmol/l smisenim 10 pl standardniho
roztoku 5 mmol/l FLU-R (viz. 2.4.2.111.) a 990 yl DMSO, standardni roztok 0,025
mmol/l FLU-R smisenim 10 pl standardniho roztoku 2,5 mmol/l FLU-R (viz.
2.4.2.111.) a 990 pyl DMSO, standardni roztok 0,012 mmol/l FLU-R smisenim 10
gl standardniho roztoku 1,2 mmol/l (viz. 2.4.2.11l.) a 990 pyl DMSO. Standardni
roztok 0,035 mmol/l FLU-R a standardni roztok 0,060 mmol/l FLU-R byly
ziskany zfedovanim standardniho roztoku 0,1 mmol/l FLU-R nasledovné:
standardni roztok 0,035 mmol/l byl ziskdan smiSenim 350 ul standardniho
roztoku 0,1 mmol/l FLU-R a 650 yl DMSO, standardni roztok 0,060 mmol/l
smiSenim 600 pl standardniho roztoku 0,1 mmol/l FLU-R a 400 yl DMSO.
Prislusné objemy standardnich roztok a DMSO byly do vialek pfenaseny

mikropipetou, po smiseni ponechany 1 min na ultrazvukovém generatoru pfi 25
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kHz pro dokonalé promiseni substanci. Nasledné byla provedena LLE (viz. 3.1.)

a extrakty byly odpafeny do sucha v koncentratoru pfi 45°C po dobu 60 minut.

2.4.3.1Il. Priprava standardniho roztoku albendazolu (IS) pro Kkalibraci

fluorescencéné detekovanych chromatogramu

Standardni roztok 0,1 mmol/l ALB byl ziskan smisenim 10 ul zakladniho
roztoku 10 mmol/l ALB (viz. 2.3.1.) a 990 pyl DMSO ve vialce. Pfislusné objemy
zakladniho roztoku a DMSO byly do vialek pfenaseny mikropipetou, po smiseni
ponechany 1 min na ultrazvukovém generatoru pfi 25 kHz pro dokonalé
promiseni substanci. Nasledné byla provedena LLE (viz. 3.1.) a extrakt byl

odpafen do sucha v koncentratoru pfi 45°C po dobu 60 minut.

2.5. Priprava a prehled roztokl lé€iv a metabolitd pro predbézna

spektrofluorimetricka méreni

25.1. Priprava roztokli Ié¢iv a metaboliti pro predbézna

spektrofluorimetricka méreni

Roztoky byly pfipraveny zifedénim zakladnich roztokl Iéc€iv a metabolitl
v DMSO (viz. 2.3.) mobilni fazi pouzZivanou pfi chromatografi. Do 10 ml
odmérné barnky bylo mikropipetou pfeneseno 100 uyl zakladniho roztoku
prislusného analytu, 2970 ul ACN a protfepano na laboratorni tfepacce 0,5 min
pfi 1800 otackach/min, dale bylo pfidano 6930 ul fosforeCnanového pufru
0,025M o pH = 3,07 a smés byla opét protfepana na laboratorni tfepacce 0,5

min pfi 1800 otaCkach/min. Takto byly ziskany €iré roztoky.

25.2. Prehled roztoki IéCiv a metaboliti pro predbézna

spektrofluorimetricka méreni

2.5.2.1. Roztok flubendazolu pro predbézna spektrofluorimetricka méreni

Roztok byl ziskan fedénim zakladniho roztoku FLU 10 mmol/l v DMSO

(viz. 2.3.2.) mobilni fazi pro chromatografii, kterda se skldada z ACN a
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fosforecnanového pufru (pH = 3,07, viz. 2.1.) smiSenych v poméru 3:7 (v/v)

postupem popsanym 2.5.1.

2.5.2.1I. Roztok desethylkarboxyflubendazolu pro predbézna

spektrofluorimetricka méreni

Roztok byl ziskan fedénim zakladniho roztoku FLU-H 10 mmol/l v DMSO
(viz. 2.3.3.) mobilni fazi pro chromatografii, ktera se sklada z ACN a
fosforeCnanového pufru (pH = 3,07, viz. 2.1.) smiSenych v poméru 3:7 (v/v)

postupem popsanym 2.5.1.

2.5.2.11l. Roztok redukovaného flubendazolu pro predbézna

spektrofluorimetricka méreni

Roztok byl ziskan fedénim zakladniho roztoku FLU-R 10 mmol/l v DMSO
(viz. 2.3.4.) mobilni fazi pro chromatografii, ktera se sklada z ACN a
fosforeCnanového pufru (pH = 3,07, viz. 2.1.) smiSenych v poméru 3:7 (v/v)

postupem popsanym 2.5.1.

2.5.2.1V. Roztok albendazolu pro predbézna spektrofluorimetricka méreni

Roztok byl ziskan fedénim zakladniho roztoku ALB 10 mmol/l v DMSO
(viz. 2.3.1.) mobilni fazi pro chromatografii, ktera se sklada z ACN a
fosfore¢nanového pufru (pH = 3,07, viz. 2.1.) smiSenych v poméru 3:7 (v/v)

postupem popsanym 2.5.1.

2.5.2.V. Roztok mebendazolu pro predbézna spektrofluorimetricka méreni
Roztok byl ziskan fedénim zakladniho roztoku mebendazolu 10 mmol/l

v DMSO (viz. 2.3.5.) mobilni fazi pro chromatografii, kterd se sklada z ACN a

fosfore€nanového pufru (pH = 3,07, viz. 2.1.) smiSenych v poméru 3:7 (v/v)
postupem popsanym 2.5.1.
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2.6. Priprava a prehled roztoka léciv a metabolitd pro predbézné

chromatografické analyzy

2.6.1. Priprava testovaciho roztoku albendazolu

K mnozstvi 0,00133 g albendazolu navazenému na analytickych vahach
do kadinky bylo pfidano mikropipetou 5 ml DMSO. Rozpousténi substance bylo
urychleno 1,5 min tfepanim na laboratorni tfepacce 1800 otacek/min. Byl tak
ziskan ciry roztok o koncentraci 1 mmol/l. Dale bylo z roztoku 1 mmol/l ALB
odebrano 5ul, se kterymi byla provedena LLE postupem uvedenym pod 3.1.

Extrakt byl odpafen do sucha v koncentratoru pfi 45°C po dobu 60 minut.

2.6.2. Prehled roztoka FLU, FLU-H a FLU-R pouzivanych pro predbézné

chromatografické analyzy

2.6.2.1. Testovaci roztok FLU

K testovani vhodnych chromatografickych podminek byl pouzit 1 pl
zakladniho roztoku FLU 10 mmol/l (viz. 2.3.2.), se kterym byla provedena LLE
postupem uvedenym pod 3.1. Extrakt byl odpafen do sucha v koncentratoru pfi
45°C po dobu 60 minut.

2.6.2.1l. Testovaci roztok FLU-H

K testovani vhodnych chromatografickych podminek byl pouzit 1 pl
standardniho roztoku FLU-H 5 mmol/l (viz. 2.4.2.11.), se kterym byla provedena
LLE postupem uvedenym pod 3.1. Extrakt byl odpafen do sucha
v koncentratoru pfi 45°C po dobu 60 minut.

2.6.2.1lIl. Testovaci roztok FLU-R

K testovani vhodnych chromatografickych podminek byl pouzit 1 pl
zakladniho roztoku FLU-R 5 mmol/l (viz. 2.4.2.1Il.), se kterym byla provedena
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LLE postupem uvedenym pod 3.1. Extrakt byl odpafen do sucha

v koncentratoru pfi 45°C po dobu 60 minut.

2.7. Piehled roztoku pouzitych pro méreni limitd detekce (LOD) a limitt

kvantifikace (LOQ) pfi analyze lIéCiv v biologickych materialech

Pro méfeni limitd detekce a kvantifikace chromatografickych analyz byly
pouzity konkrétni limitni roztoky (viz. tabulka 3 a 4), s nimiz byla provedena LLE
v zavislosti na zpusobu detekce [(1pl roztoku FLU nebo FLU-H nebo FLU-R +
1ul ALB (1S) v pfipadé detekce spektrofotometrické a 1yl FLU-R + 1 pl ALB (1S)
v pripadé spektrofluorimetrické detekce]. Postupy uvedenymi pod 3.2. (pfidavek
cytosolové frakce homogenizatu jater potkanich samct kmene Wistar, ktery byl
pouzit jako biologicky material pro pfipravu limitnich vzorkd k ovéfeni LOD a
LOQ méfenych vzorki Haemonchus contortus, jez byly dodany k analyze
v podobé odparku — vzorky oznacené HC1-6 a HCI-Il v tabulce 3 a 4) a 3.3.1.
(vzorky v moci 17598 a 22186, oznacené M1-6 a MI-II; plazmé 17598, ozn. P1-
6 a PI-ll; Zlu€i 22184, ozn. Z1-6 a ZI-1l) a 3.3.2. (mocCi 17598, plazmé 17598).
Extrakty byly odpafeny do sucha v koncentratoru pfi 45°C po dobu 60 minut.
Rekonstituce odparkd pro méfeni limita probihala podle 3.5.1.11.

Vychozimi roztoky pro fedéni konkrétnich limitnich roztokd byly: roztok
flubendazolu 10 mmol/l vDMSO (navazka 0,00157g/500 pl), roztok
desethylkarboxyflubendazolu 10 mmol/l v DMSO (navazka 0,00158g/500ul) a
roztok flubendazolu redukovaného 10 mmol/l v DMSO (navazka
0,00128g/500ul). Dale byl pfipraven vychozi roztok FLU 100 mmol/l v DMSO
(navazka 0,00157g/50 pl), vychozi roztok 100 mmol/l FLU-H v DMSO (navazka
0,00158g/50ul) a vychozi roztok FLU-R 100 mmol/l v DMSO (navazka
0,00128g/50ul). Byl pouZit rovnéz standardni roztok FLU-R 0,100 mmol/l (viz.
2.4.3.1.).

Vnitfni standard albendazol: ALB 10 mmol/l pro spektrofotometrickou
detekci a ALB 0,1 mmol/l pro spektrofluorimetrickou detekci v DMSO byl
pripraven podle 2.4.2.1V. a 2.4.3.11.
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2.7.1. Tabulkovy prehled roztokdi pouzitych pro méreni LOD a LOQ

chromatografickych analyz se spektrofotometrickou detekci

Tabulka Limitni  roztoky =~ pro  chromatografické  analyzy  se
spektrofotometrickou detekci.
Pridavek
DMSO k Vysledna
10 ul 10 koncentrace
mmol/l o limitniho
Vzorek Analyt Limit
standardniho standardniho
roztoku roztoku
analytu (mmol/l)
(1)
HC1 115 o LOD 0,080
FLU-H °o 0
HC2 27 S = LOQ 0,269
~ 0O
HC3 73 = x| LOD 0,120
FLU-R N O
HC4 15,5 > ‘;' LOQ 0,390
c
HC5 104 2 S | LoD 0,880
FLU L N
HC6 24 ° LOQ 0,294
Pridavek
Vysledna
DMSO k 10 pl
koncentrace
100 mmol/l
o limitniho
Vzorek Analyt standardniho Limit
standardniho
roztoku
roztoku
analytu
(mmol/l)
(1)
M1 26 o LOD 2,790
FLU-H o
M2 1 S = LOQ 9,090
< O
M3 27 = x| LoD 2,700
FLU-R N O
M4 1 s ;‘ LOQ 9,090
c
M5 45,5 2 S5 [ LoD 1,800
FLU 2 N
M6 6,5 ° LOQ 6,060
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P1 926
FLU-H

P2 271 o)
(92)]
P3 490 =
FLU-R =
P4 140 S
—
P5 718 S
FLU €
P6 208 X
o
Z1 397 o
FLU-H <
z2 112 9
%
Z3 202 S
FLU-R >
Z4 53 =
D
Z5 536 2
FLU =

Z6 154

LOD 0,110
LOQ 0,360
LOD 0,200
LOQ 0,670
LOD 0,140
LOQ 0,460
LOD 0,250
LOQ 0,820
LOD 0,470
LOQ 1,590
LOD 0,180
LOQ 0,610

2.7.2. Tabulkovy prehled roztokl pouzitych pro méfeni LOD a LOQ

chromatografickych analyz se spektrofluorimetrickou detekci

Tabulka

Limitni

roztoky  pro

spektrofluorimetrickou detekci.

chromatografické

analyzy  se

roztoku FLU-R
(M)

standardniho

roztoku

Pridavek DMSO k Vysledna
100 pl 0,100 koncentrace
mmol/l o limitniho
Vzorek Analyt Limit
standardniho standardniho
roztoku analytu roztoku
(1)) (pmol/l)
HCI 5647 LOD 0,174
=
HCII 1601 f‘g LOQ 0,588
S Vysledna
Pfidavek DMSOk | ¢ 3
£ < koncentrace
FLU-R 10 10,0 mmol/l | & 7
= limitniho
P X .
Vzorek standardniho E o| Limit
—
'c
)
)
2

(mmol/l)
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MI 164 of LOD 57,470
Ml 42 2 2 1oq 192,310
PI 12212 £ X Lop 0,820
Pl 3657 g E LOQ 2,730
ZI 2434 2 5| LoD 4,090
ZIl 723 S TeTS 13,640

3. POPIS PRACOVNIHO POSTUPU

3.1. Priprava vzorkt uréenych k hodnoceni tfi zpisobt extrakce

K izolaci léCiv z biologického materialu a ke zpracovani standardnich
vzorkU byla pouzivana extrakce do organického rozpoustédla (LLE), zalozena
na rozdélovani rozpusténych latek mezi dvé vzajemné nemisitelné kapaliny.

Byl zkouSen a hodnocen vliv pouzitého organického rozpoustédla na
vysledky extrakce. Celkem byla testovana tfi organicka rozpoustédla (ACN, OE
a tBME).

Byly pfipraveny 3 sady vzorkd 1-9 dle tabulky 5 v mikrozkumavkach. Po
vneseni kapalnych souc€asti smési do zkumavek, byly vzorky inkubovany po
dobu 60 min pfi 37°C v termobloku. Ziskana mnozstvi 1 ml roztok po inkubaci
byla rozdélena po 300 ul do zabrusovych zkumavek. Ke vzorkum prvni sady (A)
bylo pfidano 180 ul ACN, ke vzorkim druhé sady (B) 30 ul 25% amoniaku a
600 ul OE, ke vzorkum tfeti sady (C) bylo pfidano 30 pl 25% amoniaku a 900 ul
tBME. Vzorky byly tfepany 3 minuty na laboratorni tfepacce 1 800 ot/min. Po
protfepani a nasledném oddéleni fazi bylo do vialky odebrano v pfipadé A) 430
pl vzorku a ponechano bez dalSi upravy k chromatografické analyze. V sadé B)
bylo ze vzorkl do vialek odebrano 500 pl a v pfipadé C) 800 ul. Urcena
mnozstvi byla odpafovana v koncentratoru 30 minut pfi 45°C. Odparky vzorku
sady B a C byly rekonstituovany zpusobem uvedenym v bodé 3.5.1.1l. Vzorky
ze sady A doplnény smési ACN: fosfatovy pufr (pH = 3,07) do 1,70 ml. Takto

ziskané vzorky byly podrobeny chromatografické analyze.
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Tabulka 5.: Schéma pripravy vzorku ktestovani viivu pouZitych organickych

rozpoustédel na vysledky extrakce.

Roztok Roztok Fosfatovy
Vzorek FLU DMSO | Mikrosomy | NADPH | Cytosol | pufr 0,1M,
(20mM) 10 mM pH=7,40
1,2,3
' 2 ul - 330 pl 100 pl - 568 pl
(mikrosomy)
4,5,6
2yl - - 100 pl 330 ul 568 ul
(cytosol)
7 (slepy) - 2 pl 330 pl 100 pl - 568 pl
8 (slepy) - 2 pl - 100 pl 330 ul 568 ul
9 2yl - - 100 pl - 898 ul

3.2. LLE standardnich vzorka léciv a metabolitd pro nasledné HPLC

analyzy

Kapalny extrakt analyti byl ziskan nasledovné: 1 pl roztoku FLU, 1 pl
roztoku FLU-H, 1 ul roztoku FLU-R, 1 pl roztoku ALB byly naneseny na dno
lahvicky. Nasledné bylo pfidano 330 ul cytosolu a662 ul fosfatového pufru 0,1M
(pH = 7,40, viz. 2.2.). Vzniklda smés byla v lahvi¢ce protfepana 0,5 min na
laboratorni tfepacce pfi 1800 otackach/min a mikropipetou prenesena do
zabrusové zkumavky. Urc€itd modifikace LLE nastala pouze v pfipadé
predbéznych chromatografickych analyz, mnozstvi roztok( pouzita pro tato
mérfeni jsou uvedena pod bodem 2.6.

Vlastni extrakce byla provedena po alkalizaci smési 100 pyl 25%
amoniaku pfidavkem 2,0 ml OE a protfepanim 2 min na laboratorni tfepacce pfi
2200 otackach/min. Po oddéleni fazi byla mikropipetou odebrana organicka
faze a kapalny extrakt byl pfenesen do vialky 2,0 ml a odpafen do sucha

v koncentratoru pfi 45°C 60 minut.
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Cely proces byl také provadén s polovicnim mnoZstvim vSech
pouzivanych analytu a Cinidel, kdy se ¢as odparovani 1 ml OE faze snizil na 30

minut pfi 45°C v koncentratoru.

3.3. LLE standardnich vzorkul biologického materialu (mo¢, plazma, zluc€)

pro naslednou HPLC analyzu

Extrakty byly pfipravovany zpusobem uvedenym v bodé 3.1. s modifikaci
ve fazi smiSeni analytl s biologickym materidlem a ve fazi oddélovani

nemisitelnych slozek.

3.3.1. LLE standardnich vzorku biologického materialu (mo¢, plazma, zluc€)

pro naslednou HPLC analyzu

K 1 ul roztoku FLU, 1 pl roztoku FLU-H, 1 pl roztoku FLU-R, 1 pl roztoku
ALB nanesenym na dno lahvicky byl v pfipadé testovani vlivu realného
biologického materialu na prabéh a vysledky chromatografickych analyz
namisto 330 pl cytosolu a 662 pl fosfatového pufru 0,1M (pH = 7,40, viz. 2.2.)
mikropipetou pfenesen - 1 ml moci nebo 1 ml plazmy, nebo 1 ml Zlu€i. Vznikla
smés byla v lahviCce protfepana 0,5 min na laboratorni tfepacce pfi 1800
otackach/min a mikropipetou pfenesena do zabrusové zkumavky.

Vlastni extrakce byla provedena po alkalizaci smési 100 pl amoniaku
25% pfFidavkem 2,0 ml octanu ethylnatého a protfepanim 2 min na laboratorni
tfepacce pfi 2200 otackach/min.

Po protfepani bylo mnozstvi 3 ml substanci ze zabrusové zkumavky
rozdéleno mikropipetou po 1,5 ml do mikrozkumavek a vzorky byly odstfedény
pfi 5.0 rpm po dobu 10 minut. Mikropipetou byla odebrana organicka faze a
kapalny extrakt byl prenesen do vialky 2,0 ml a odpafen do sucha

v koncentratoru pfi 45°C 60 minut.

3.3.2. LLE standardnich vzorku biologického materialu (mo¢, plazma)

s reextrakci interferujicich polarnich latek pro naslednou HPLC analyzu
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Extrakty byly pfipravovany zpusobem uvedenym v bodé 3.3.1.
s modifikaci ve fazi samotné extrakce, kdy po protfepani analytd s OE byla
provadéna reextrakce interferujicich polarnich latek z biologické matrix 1,0 ml
ultraCisté vody mikropipetou prfenesené do zabrusové zkumavky 2 minutovym
protfepanim na laboratorni tfepacce pfi 2200 otackach/min.

Po protfepani bylo vzniklé mnozstvi 4 ml substanci ze zabrusové
zkumavky rozdéleno mikropipetou po 2,0 ml do mikrozkumavek a k oddéleni
fazi byla pouzivana centrifuga 5.0 rpom po dobu 10 minut. Mikropipetou byla
odebrana organicka faze a kapalny extrakt byl pfenesen do vialky 2,0 ml a

odparen do sucha v koncentratoru pfi 45°C 60 minut.

3.3.3. LLE neznamych vzorkQ biologického materialu plazmy pro

naslednou HPLC analyzu

Z neznamych vzorkd plazmy byl odebran 1 ml a podroben extrakci:
alkalizaci 100 pl amoniaku 25%, nasledné extrakci 2,0 ml octanu ethylnatého
protfepanim 2 min na laboratorni tfepacce pfi 2200 otackach/min.

Po protfepani bylo mnoZstvi 3 ml ze zabrusové zkumavky rozdéleno
mikropipetou po 1,5 ml do mikrozkumavek a vzorky byly odstfedény pfi 5.0 rpm
po dobu 10 minut. Mikropipetou byla odebrana organicka faze a kapalny extrakt
byl pfenesen do vialky 2,0 ml a odpafen do sucha v koncentratoru pfi 45°C 60

minut.

3.4. Uprava odparkt biologickych vzorkGi po inkubaci Haemonchus

contortus s flubendazolem

Byly analyzovany biologické vzorky subcelularnich frakci homogenizatu
Haemonchus contortus. Odparky byly rekonstituovany zpusobem uvedenym
v experimentalni ¢asti 3.5.1.1l. V pfipadé potfeby (nalezena koncentrace mimo

kalibra¢ni rozsah) byly rekonstituované odparky patficné nafedény.
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3.5. Rekonstituce odparki vzorkii po provedeni kompletni LLE pro

naslednou chromatografickou analyzu

3.5.1 Rekonstituce odparkt extrakta IéCiv a metaboliti pro testovani vlivu

rozpoustédel na rekonstituci odparku po LLE

Byly testovany Ctyfi moznosti rekonstituce.

3.5.1.1. Rekonstituce pouze ACN

Odparek extraktu po provedeni LLE (postupem uvedenym v 3.1.) ve
vialce byl rozpustén v 1 ml Cistého acetonitrilu ponechanim na ultrazvukovém

generatoru 5 min pfi 25 kHz.

3.5.1.1l. Rekonstituce MF - ACN : fosfore¢nanovy pufr (pH = 3,07) 3:7 (v/v)

K odparku extraktu ziskanému po LLE (postupem uvedenym v 3.1. nebo
3.2.) ve vialce bylo nejprve mikropipetou pfeneseno 300 pl ACN a smés byla
ponechana na ultrazvukovém generatoru 5 min pfi 25 kHz. Poté bylo pfidano
700 pl fosforeCnanového pufru (pH = 3,07, viz. 2.1.) a smés byla opét

ponechana na ultrazvukovém generatoru 5 min pfi 25 kHz.
3.5.1.1ll. Rekonstituce s pridavkem 0,5 yl DMSO do MF

K odparku extraktu ziskanému po LLE (postupem uvedenym v 3.1.) ve
vialce bylo nejprve mikropipetou pfeneseno 0,5 pyl DMSO. Dale bylo
postupovano podle 3.5.1.II.
3.5.1.1IV. Rekonstituce s pridavkem 1,0 yl DMSO do MF

K odparku extraktu ziskanému po LLE (postupem uvedenym v 3.1.) ve

vialce byl nejprve mikropipetou pfenesen 1,0 ul DMSO. Daéle bylo postupovano
podle 3.5.1.11.
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3.5.2. Rekonstituce odparku extrakta léciv a metaboliti pouzivana pri

chromatografii standardnich a neznamych biologickych vzorku

Odparky byly rekonstituovany zpusobem uvedenym v bodé 3.5.1.11.

3.6. Chromatograficka analyza flubendazolu a jeho metabolitd

v extraktech po LLE

3.6.1. Chromatografické podminky

Vysokoucinna kapalinova chromatografie probihala na Shimadzu LC
chromatografu (degaser GT -154, gradientova pumpa LC-10ADvP, autosampler
SIL-10ADVP s variabilni nastfikovou smyckou 0,1-50 pl, UV/VIS photodiode
array detektor SPD-M10Avp, spektrofluorimetricky detektor RF-10AXL, System
controller SCL-10AvP, kolonovy termostat CTO-10ACvP, CLASS-VP analyticky
software) v isokratickém modu, nastfikovano bylo standardné 50 ul vzorku. Byla
pouzivana kolona LiChroCART 250x3 mm, naplfi LiChrospher 60 RP-select B
(5 pm). Kolona byla termostatovana na 25°C. Pfi prfedbézném testovani
chromatografickych podminek v pocatcich analyz byla pouzivana predkolona
Thermo-Hypersil 10x4 mm se stacionarni fazi BDS-Hypersil-C8 (5 pym). Pozdéji
pfed zapoCetim méfeni standardnich a biologickych vzork( byla pfedkolona
vyménéna za Guard Column 4x4 mm se stacionarni fazi pouzivanou u kolony.
Mobilni faze méla slozeni ACN : 0,025M fosfatovy pufr (pH = 3,07) 3:7 (v/v),
prutok MF ¢&inil 0,7 ml/min. Podminky spektrofotometrické detekce: deuteriova
lampa, scan 190 — 370 nm, vinova délka 246 nm a 300 nm. Podminky
spektrofluorimetrické detekce: postupné byly zkouSeny nasledujici excitacni a
emisni vinové délky Aex = 290 Nm a Aem = 334 Nm, Aex = 300 nm a Aery = 360 Nm,
Aex = 290 nm a Aemy = 320 nm. Pro vlastni méfeni bylo nakonec pouZzito vinovych
délek Aex = 290 nm a Aery = 320 nm. Za vySe uvedenych podminek se separuji
latky do 25 minut.
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3.7. Predbézné testovani fluorescence Iléc¢iv a metabolitd slouzici

k nalezeni jejich excitaénich a emisnich vinovych délek

3.7.1. Fluorimetricka méreni emisnich spekter Ié€iv a metabolit

Byla zméfena 2D emisni spektra analyzovanych latek (viz. 2.5.2) pfi Aex=
246 nm, Aex= 300 nm, Aex= 350 nm v rozmezi 250-500 nm emisnich vinovych
délek, Sife Stérbin monochromatoru Cinila 4 nm.
Dale byla zméfena 3D spektra flubendazolu 100 pM v MF a
desethylkarboxyflubendazolu 100 uM v MF. Sife §térbin monochromatord byla

nastavena na 2 nm.
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4. VYJAROVANI VYSLEDKU
4.1. Validace analytické metody
4.1.1. Limity detekce a kvantifikace

Koncentracni limity byly vypocCteny z hodnoty smérodatné odchylky Sumu

zakladni linie na blankovych chromatogramech biologickych material.
4.1.2. Opakovatelnost

Opakovatelnost byla vypocitavana jako relativni smérodatna odchylka
(RSD) koncentraci latek ve vzorku, standardné z osmi nastfik( téhoz vzorku.
Koncentrace byly ziskany po pfepoctu ploch pikd analytl a vnitfniho standardu

(ALB) na chromatogramech.
4.1.3. Rozliseni

Rozliseni bylo vypocitano ve specifickych pfipadech (viz. vysledkova
¢ast, kapitola 1) z primérnych hodnot reten¢nich ¢ast a primeéra Sifek piku

v poloviné jejich vySky stanovovanych latek.
4.1.4. Spravnost

Spravnost byla vyjadiena jako vytéznost R v procentech jako
100nasobek podilu zjisténého mnozZstvi IéCiva chromatografickou metodou a

pfidaného mnozstvi IéCiva pfed provedenim LLE.

Zjisténé mnozstvi lééiva 100

R (%)=

pfidané mnozstvilédiva
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Vysledkova ¢ast
1. Optimalizace rychlosti pratoku MF kolonou

V pfedbéznych experimentech byl posuzovan vliv rychlosti pritoku MF
na chromatografickou analyzu probihajici na koloné 250 x 3 mm. Cilem
proménovani rychlosti pritoku bylo pfiblizeni se retenénim asum analytd, jak

[

je ziskal Nobilis™>®, ktery se HPLC analyze FLU a jeho metabolita vénoval jako

prvni na koloné 250 x 4 mm se stejnou stacionarni fazi, jaka je pouzita v této
praci.

Byly sledovany reten¢ni ¢asy analytl, rozdéleni chromatografickych piku
az na zakladni linii pfi pratoku MF rychlosti 1,0, 0,85, 0,76 a 0,70 ml/min. Vliv
prutokové rychlosti na hodnoty reten¢nich €asu jednotlivych analytd znazorfiuje
obrazek 2.
Obrazek 3 pak predstavuje zavislost retenéniho ¢asu pouze analyzovaného

FLU-R na zvolené prutokové rychlosti.

Obr. 2: Grafické znazornéni zavislosti reten¢nich ¢ast jednotlivych analytt na
zvolené pratokoveé rychlosti. Vy$Si pratok odpovida zkraceni retenénich ¢asd.
Pomalejsi pratoky zlepSuji rozdéleni pika aZ na zakladni linii, zaroveri vSak

prodluzuji ¢as analyzy.
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é ® o prutok 0,85 ml/min
2
é‘ 15 = pritok 0,76 ml/min
% pratok 0,70 ml/min
©
’2 10 pratok 1,00 ml/min
G
8 . -
e 5 X

0
FLU-H FLU-R ALB FLU
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Obr. 3: Grafické znazornéni zavislosti retenéniho ¢asu analyzovaného FLU-R
na zvolené pratokové rychlosti. Niz§i prdatok odpovida prodlouzenému

retenénimu éasu.
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2. Optimalizace slozeni rozpoustédla pouzivaného pri rekonstituci

odparkd

Soucasti vyvoje chromatografické metody pro stanoveni flubendazolu a
jeho metabolitd (desethylkarboxyflubendazolu a flubendazolu redukovaného)
byly pfedbézné experimenty, které slouzily k nalezeni optimalniho zpusobu
rekonstituce odparkl vzorkt. Chromatografie probihala se spektrofotometrickou
detekci.

Byly hodnoceny chromatogramy ziskané po rekonstituci odparkdl pouze
ACN a po rekonstituci ACN s pridavkem fosfore€nanového pufru (pH = 3,07).
Vysledky znazorfiuji vzorové chromatogramy na obrazcich 4 a 5. SouCasné
byly sledovany retenéni Casy analytl. Vysledky sledovani dokumentuje tabulka
6, vV niz je obsazena reprodukovatelnost retenénich ¢asl vyjadfena jako jejich
relativni smérodatna odchylka. Kone¢né byl hodnocen vliv DMSO

aplikovaného pfimo na odparky pfed vnesenim dalSich soucasti MF do vialky s
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odparkem na rozpustnost analytd. Vysledky shrnuje tabulka 7 a dokresluji
vzorové chromatogramy na obrazcich 6, 7 a 8.

Tabulka 8 zobrazuje reten¢ni Casy analytl nalezené béhem sledovani
vlivu DMSO aplikace k odparkum.

Soucasti hodnoceni chromatogramu z obr. 8 (vzorek 1, tabulka 6) a
chromatogram( vzorkl 2-5 uvedenych v tabulce 6 byl také vypocet rozliSeni
pro piky FLU-H a FLU-R a rozliSeni piku vnitfniho standardu ALB a analytu
FLU. Hodnota rozliSeni Rs; vypocitana z praimérnych hodnot retennich ¢asu a
prdmérnych hodnot Sifky pikd v poloviné jejich vysky péti vzorkd pro piky FLU-
H a FLU-R ¢&ini 1,94, hodnota rozliSeni Rs; pikd ALB a FLU vypocitana stejnym
zpusobem je rovna 1,60.

Podobné byla vypocitana rozliSeni Rs3 pikd FLU-H a FLU-R a Rs4 piku
ALB a FLU z tabulky 8, kdy hodnota Rs3 €ini 1,62 a hodnota Rsa je rovna 1,93.

Obr. 4. Ukazka chromatogramu po rekonstituci odparku pouze ACN. Piky

rozmyté a chvostujici. Vnitini standard albendazol neni hodnotitelny.

1 Area
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Obr.

5. Ukazka chromatogramu po rekonstituci odparku smési ACN :

fosfore¢nanovy pufr (pH=3,07) 3:7 (v/v). Vnitini standard albendazol neni

hodnotitelny.
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Tabulka 6: Retencni ¢asy analytu po rekonstituci odparkt MF ve sloZzeni ACN :

fosfore¢nanovy pufr (pH=3,07) 3:7 (v/v).

Vzorek tr FLU-H tr FLU-R tr ALB tr FLU
(min) (min) (min) (min)

1 5,68 6,88 19,05 21,39

2 5,68 6,85 19,02 21,37

3 5,68 6,85 19,02 21,34

4 5,69 6,88 19,02 21,34

5 5,69 6,85 19,05 21,38
pramér 5,68 6,86 19,03 21,36
SD; 0,003 0,007 0,007 0,010
RSD; [%] 0,05 0,10 0,04 0,05
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Obr. 6: Chromatogram po rekonstituci odparku s pfidavkem 1,0 ul DMSO do

MF pro zlepSeni rozpustnosti analyti v MF. Rekonstituce smési ACN

fosfore¢nanovy pufr (pH= 3,07) 3:7 (v/v). Vnitini standard albendazol neni

hodnotitelny.
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Obr. 7: Chromatogram po rekonstituci odparkt s pfidavkem 0,5 ul DMSO do

MF pro zlepSeni rozpustnosti analytt v MF. Rekonstituované odparky zredéné
2krat MF. Rekonstituce smési ACN : fosfore¢nanovy pufr (pH= 3,07) 3:7 (v/v).

Vnitfni standard albendazol neni hodnotitelny.
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Obr. 8: Vzorovy chromatogram po rekonstituci odparkii MF o sloZeni ACN :
fosfore¢nanovy pufr (pH=3,07) 3:7 (v/v). Nové pripraveny vnitini standard

albendazol.
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Tabulka 7: Hodnoceni vlivu DMSQO na rekonstituci odpark( vzorkt mobilni fazi

ACN

fosfore¢nanovy pufr

(pH=3,07).

Hodnoceni

porovnanim ploch

stanovovanych metabolitt flubendazolu - FLU-H a FLU-R. Vzorky 4-5 byly
zfedovany Z2krat MF, plochy piku FLU-H a FLU-R vnesené do tabulky

odpovidaji dvojnasobku ploch nalezenych na chromatogramech.

Pridavek DMSO

Plocha piku FLU-

Plocha piku FLU-

Vzorek k odparku
H R
(1)
1 172068 68751
2 165509 65976
3 148362 55833
prameér ! 161980 63520
SD; 7067 3926
RSD, [%] 4.4 6,2
4 128702 51066
5 125472 46824
6 81996 41210
prameér 03 112057 46367
SD3 15059 854
RSD; [%] 13,4 1,8
7 90984 66803
8 99041 70168
9 91347 69528
10 89113 65362
11 0 94528 67138
prameér 93003 67800
SDg4 1743 894
RSD, [%] 1,9 1,3
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Tabulka 8: Vysledky sledovani reten¢nich ¢ast analytt po rekonstituci odparkd

s pfidavkem 1,0 ul DMSO pred vnesenim MF o sloZzeni ACN : fosfore¢nanovy

pufr (pH=3,07) 3:7 (V/v).

Vzorek tr FLU-H tr FLU-R tr ALB tr FLU
(min) (min) (min) (min)

Al 6,00 7,00 19,11 21,77

A2 5,95 6,95 18,78 21,44

A3 5,98 6,85 18,35 21,00

Ad 5,75 6,72 18,11 20,64
prameér 5,92 6,88 18,59 21,21

SDs 0,058 0,062 0,223 0,248

RSDs [%0] 0,98 0,90 1,20 1,17
3. Optimalizace techniky rekonstituce odparkd

Byl sledovan vliv techniky rekonstituce odparkd na chromatografickou
analyzu. Postupné byly hodnoceny chromatogramy odpark( zpracovavanych
bez a s pouzitim ultrazvukového generatoru pfi rekonstituci. Byl rovnéz
posuzovan vliv poradi pfidavanych soucasti MF popf. DMSO (viz. tabulka 7
predchozi kapitoly) k odparkim béhem rekonstituce odparkdl s pouzitim
ultrazvukového generatoru na zakladé porovnani ploch piku analyzovaného
FLU-H.

K odparkiim A a B byl najednou pfidan 1,0 ml MF (ACN:fosforeCnanovy
pufr pH=3,07), k odparkim C a D bylo nejprve pfidano 300 ul ACN a (po
sonifikaci — vzorek D) 700 ul fosforeCnanového pufru (pH=3,07). Smés byla
nasledné ponechana v ultrazvukovém generatoru.

Vysledky sledovani jsou shrnuty v tabulce 9 na pfikladu velikosti plochy
FLU-H.
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Tabulka 9: Vysledky optimalizace techniky rekonstituce odparku.

o Pouziti
Pouziti
ultrazvuku (25
ultrazvuku Doba Doba
o kHz) . Ploch
Vzork (25 kHz) sonifikac o sonifikac ]
. k rekonstituci po a piku
y k rekonstituc e o e
] o _ pfidani 700 pl _ FLU-H
i po pridani (min) . . (min)
fosforeénanovéh
300 pl ACN
o pufru
ne 0 ne 0 48328
B ne 0 ano 1,5 57412
13466
C ne 0 ano 5
0
15724
D ano 5 ano 5 3
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4. Stanoveni kalibraénich primek pro spektrofotometrickou detekci

Linearni kalibracni pfimka byla ziskana se vzorky FLU-H, FLU-R, a FLU
koncentraci 1,2 pmol/l analytd ve vzorku, nejvy$Si koncentraci 7,5 pmol/l
v pfipadé metaboliti FLU-H a FLU-R, a o nejvy$si koncentraci 10,0 pmol/l
v pfipadé FLU. Ke vSem analyzovanym vzorkim byl pfidavan vnitfni standard
[IS] ALB ve fixni koncentraci 10 umol/l. Jednotlivé standardni vzorky analytd
v realném biologickém materialu (cytosol) byly podrobeny LLE nasledované
odpafovanim dle postupu uvedeného v experimentalni c&asti (viz. 3.1.).
Rekonstituce odparkll standardd probihala dle 3.5.1.1l. Chromatogramy
standardd po probéhlé chromatograficka analyze se spektrofotometrickou
detekci byly hodnoceny pfi vinové délce 246 nm, ziskana kalibraCni data byla
uloZzena do analytického software chromatografu a nasledné vyuZivana pro
kvantitativni hodnoceni chromatogram( neznamych vzorku.

Vysledky kalibraCnich méfeni zobrazuje tabulka 10 a obrazky 9,10, 11,

12.
Kalibra¢ni pfimky jsou charakterizovany regresnimi rovnicemi 1-3 (tabulka 10),
kde x znaci pomér koncentraci hodnoceného analytu (FLU-H, FLU-R nebo
FLU) a vnitfniho standardu (ALB), y poméry ploch hodnocenych analytd a
vnitfniho standardu. Tésnost, s niZz experimentalni data souhlasi s regresnimi
rovnicemi, vyjadruji hodnoty koeficient(i determinace R?.., které jsou rovnéz
soucasti tabulky 10.

Obrazek 9 predstavuje vzorovy chromatogram standardniho vzorku.

Obrazky 10-12 znazoriuji kalibracni pfimky méreni Sesti, pfipadné sedmi
koncentracnich urovni kalibrace FLU a jeho metabolitll FLU-H a FLU-R pfi Sesti
opakovani nastfikl kazdé koncentracni urovné. Jednotlivé body na kalibra¢nich

pfimkach predstavuji pramér ze 6ti nastriku.
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Tabulka 10: Vysledky kalibrace standard( pro spektrofotometrickou detekci,

rovnice kalibraCnich pfimek a prislusejici koeficienty determinace.

] . Koeficient Hodnoty
Regresni Tvar regresni )
. Analyt . determinace | koeficientt
rovnice rovnice 5 .
R determinace
1 FLU-H |y =0,1832x — 0,0031 R? 0,998
2 FLU-R | y=10,1128x + 0,0027 R?, 0,996
3 FLU |y=0,2356x + 0,0006 R 0,999
Obr. 9: Vzorovy chromatogram standardu druhé koncentracni urovné (2,5

umol/l analytd FLU-H, FLU-R a FLU, koncentrace ALB [IS] ve vzorku ¢ini 10

umol/l)). Prvni nastfik ze Sesti nastfiki druhé koncentracni trovné pouZitych ke

kalibraci chromatografické metody se spektrofotometrickou detekci (A = 246
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Obr. 10: Kalibracni pfimka Sesti koncentra¢nich urovni kalibrace: 1,2 umol/l, 2,5
umol/l, 3,3 umol/l, 5 umol/l, 6,5 umol/l, 7,5 umol/l FLU-H pfi Sesti opakovanich

nastrikl( kazdé koncentraéni tirovné.

Kalibrace FLU-H

0,16

0,14 1 y = 0,1832x - 0,0031
R? = 0,9976

0,12 -

Pomér ploch
o
o
[0}
1

O 1 1 1 1 1 1 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Pomér koncentraci

Obr. 11: Kalibracni pfimka Sesti koncentra¢nich trovni kalibrace: 1,2 umol/l, 2,5
umol/l, 3,3 umol/l, 5 umol/l, 6,5 umol/l, 7,5 umol/l FLU-R pfi Sesti opakovanich

nastriku kazdé koncentracni trovné.
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Kalibrace FLU-R
0,1

0,09 - y = 0,1128x + 0,0027
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Obr. 12: Kalibracni pfimka sedmi koncentracnich drovni kalibrace: 1,2 umol/,
2,6 umol/l, 3,3 umol/l, 5 umol/l, 6,5 umol/l, 7,5 umol/l a 10 umol/l FLU pfi Sesti
opakovanich nastfiki kazdé koncentracni trovné.
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5. Vysledky hodnoceni opakovatelnosti spektrofotometrické detekce

standardniho vzorku s pribliznym obsahem 5 pymol/l analytu
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Byla hodnocena opakovatelnost chromatografické metody se
spektrofotometrickou detekci. Vysledky stanoveni vyjadfuji shodu vysledkud
zjisténych pfi analyze série 8mi vzorkd pfipravenych za stejnych podminek
s pribliznym obsahem 5 pmol/l analytd FLU-H, FLU-R a FLU (vnitfni standard
ALB byl obsazen v koncentraci 9,996 umol/l). Pfesné koncentrace hodnocenych
latek ve vzorcich pfed provedenim LLE (viz. experimentalni ¢ast 2.3.1. az 2.3.4.
pfiprava zakladnich roztoku, kde jsou uvedeny konkrétni navazky FLU-H, FLU-
R a FLU/500 l; pfiprava standardnich roztokd k hodnoceni opakovatelnosti viz.
experimentalni ¢ast 2.4.2. ) Cinily 5,249 ymol/l FLU-H, 5,043 pmol/l FLU-R a
4,979 ymol/l FLU a jsou uvedeny v tabulce 11.

Opakovatelnost je vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka RSDg
nalezenych koncentraci jednotlivych analytl ve standardnim vzorku. Hodnoty
koncentraci byly vypocteny na zakladé znalosti velikosti ploch pika analytd a IS
albendazolu. Ziskané vysledky shrnuje tabulka 11.

Spravnost je v tabulce vyjadfena hodnotou vytéZnosti (recovery) Ry,
vypocitanou pomoci priamérd nalezenych koncentraci a znamych skutecnych

koncentraci analytu ve vzorcich.
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Tabulka 11: Opakovatelnost méreni standardniho vzorku s obsahem pfiblizné 5
umol/l analyta FLU-H, FLU-R, FLU ve vzorku vyjadfena jako relativni
smérodatna odchylka nalezenych koncentraci analyti po opakovani analyzy

8mi vzorku pfipravenych za stejnych podminek.

Opakovani | Plocha piku Plocha piku Plocha piku | Plocha piku
FLU-H FLU-R FLU ALB
(5, 25 ymol/l) | (5, 04 pmol/l) | (4,98 pmol/l) | (10,00 pmol/l)
1 184424 114304 211167 2027748
2 180983 111954 197124 1975263
3 185087 112361 200385 2004509
4 182612 111129 211478 2005391
5 181119 111011 206863 1981168
6 177655 109511 204404 1949172
7 175020 108243 202200 1916532
8 176398 108313 199938 1926945
Koncentrace Koncentrace
Opakovani FLU-H FLU-R Koncentrace FLU (umol/l)
(nmol/l) (nmol/l)
1 513 4,76 4,39
2 517 4,78 4,21
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3 5,21 4,73 4,22

4 5,14 4,67 4,45

5 5,16 4,73 4,41

6 5,14 4,74 4,42

7 5,07 4,77 4,45

8 5,16 4,74 4,38
pramer 5,15 4,74 4,37
RSDs (%) 0,10 0,25 0,27
R1 (%) 98,1 94,0 87,7

6. Vyvoj metodiky fluorescencni detekce sledovanych analytu

6.1. Nalezeni excitacni a emisni vinové délky lIé€iv a metabolitt

Byla zméfena 2D emisni spektra analyzovanych latek (viz. 2.5.2) pfi Aex=
246 nm, Aex= 300 nm, Aex= 350 nm v rozmezi 250-500 nm emisnich vinovych
délek.Dale byla zméfena 3D spektira flubendazolu 100 uyM v MF a
desethylkarboxyflubendazolu 100 uM v MF.

Zatimco 2D emisni spektra analytd méfena pfi Aex= 246 nm a Ag= 350
nm nebyla hodnotitelnda, pfi nastaveni Ae= 300 nm na spektrech emisni
maxima patrna byla. Nalezené hodnoty vinovych délek emisnich maxim léCiva
ALB a metabolitu FLU-R uvadi tabulka 12.

Ve 3D spektrech flubendazolu a desethylkarboxyflubendazolu s vyjimkou
velmi slabé fluorescence kolem hodnoty 334 nm emisni vinové délky nebyla
nalezena zadna dalSi maxima fluorescence. Fluorescence téchto latek nebyla

jiz dale zkoumana.

Tabulka 12: Vinové délky emisnich maxim ALB a FLU-R pii nastaveni Aex= 300

nm.
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Analyt Aem (M)

Albendazol 347

Flubendazol redukovany 317

6.2. Hodnoceni intenzity fluorescence lIéciv a metabolitt

Byla hodnocena intenzita fluorescence analytl pfi vinovych délkach
prislusejicich jejich emisnimu maximu a dale pfi Aem = 320 nm, ktera byla
vybrana jako optimum pro chromatografickou detekci. Hodnoty intenzity

fluorescence jednotlivych latek jsou zpracovany do tabulky 13.

Tabulka 13: Hodnoty intenzity fluorescence Iéciv a metabolita pfisluSejici

vinovym délkam jejich emisnich maxim (viz. tab. 11) a Aem = 320 nm.

Intenzita Intenzita

Analyt fluorescence pri A, | fluorescence pri A
maxima =320 nm
Albendazol 6,82831 0,36560
Flubendazol redukovany 0,07263 0,07141

6.3. Hodnoceni mebendazolu jako vnitiniho standardu

Mebendazol byl zkouSen jako vnitini standard pro chromatografické
analyzy za danych chromatografickych podminek. Jeho retenéni €as i odezva
UV-detektoru byly prakticky stejné jako u albendazolu. Nakonec byl zvolen jako
vnitFni  standard albendazol, nebot vykazuje dostateChou odezvu pfi
spektrofotometrické i spektrofluorimetrické detekci, zatimco mebendazol

nefluoreskuje.
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7. Stanoveni kalibraéni primky pro spektrofluorimetrickou detekci

Linearni kalibrac¢ni pfimka byla ziskana se standardnimi vzorky 0,075
pmol/l, 0,060 umol/l, 0,050 umol/l, 0,035 umol/l, 0,025 ymol/l a 0,012 pmol/l
redukovaného flubendazolu rozpusténého v MF, jako vnitfni standard byl pouZit
albendazol o koncentraci 0,100 pmol/l (viz. 2.4.3.). Jednotlivé standardni vzorky
analytll v realném biologickém materialu (cytosol) byly podrobeny LLE
nasledované odpafovanim dle postupu uvedeného v experimentalni ¢asti (viz.
3.1.). Rekonstituce odparkd standardd probihala dle 3.5.1.1l. U kazdé
koncentra¢ni hladiny |éCiva ve vzorku bylo provedeno Sest nastfiki a do
kalibra¢ni pfimky byl zahrnut pramér Sesti replikatl (jeden bod na kalibracni
pfimce). Byly hodnoceny plochy pikd stanovovanych latek (FLU-R a vnitiniho
standardu ALB na chromatogramu). Ziskana kalibraéni data byla uloZzena do
analytického software chromatografu a nasledné vyuzivana pro kvantitativni
hodnoceni chromatogram( neznamych vzorka.

O vysledcich kalibrace vypovida kalibraéni pfimka stanoveni. Kalibraéni
pfimka je charakterizovana regresni rovnici y = 0,9079x — 0,1085, kde y znaci
pomér koncentraci FLU-R a ALB [IS], hodnota x odpovida poméru ploch FLU-R
a ALB [IS], a koeficientem determinace R? = 0,995. Linearni kalibra&ni pfimka

FLU-R je vykreslena na obrazku 13.
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Obrazek 14 predstavuje vzorovy chromatogram standardniho vzorku
redukovaného flubendazolu o koncentraci 0,050 ymol/l. Na chromatografickém
zaznamu je dobfe rozliSitelny pik redukovaného flubendazolu s retenénim
Casem tg = 7,41 minut, poCatek chromatogramu zaujimaji malo separované

piky polarnich slou€enin z biologického materialu.

Obr. 13: Kalibracni pfimka Sesti koncentracnich drovni kalibrace: 0,012 umol/,
0,025 umol/l, 0,035 umol/l, 0,050 umol/l, 0,060 umol/l a 0,075 umol/l FLU-R pfi

Sesti opakovanich nastrik( kazdé koncentracni trovné.

Kalibraé¢ni pfimka FLU-R pro fluorescenc¢ni detekci
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Obr. 14: Vzorovy chromatogram standardniho vzorku redukovaného

flubendazolu, koncentracni hladina 0,050 umoll/l IéCiva ve vzorku.

o fl?jt::’l’;g;fﬂl[Ex:280nm‘EEm:320nm] E @
pazd oo ELfluf:Fepl oz IR g S IR S A L.« S O Lo
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8. Vysledky hodnoceni opakovatelnosti spektrofluorimetrické detekce

standardniho vzorku s pribliznym obsahem 0,075 pmol/l analytu

Opakovatelnost chromatografické analyzy se spektrofluorimetrickou
detekci vyjadfena jako relativni smérodatna odchylka RSD; koncentraci osmi
stejné pfipravenych standardnich vzorkl redukovaného flubendazolu o pfiblizné
koncentraci 0,075 umol/l (pfesné koncentraci 0,075642 umol/l) ve vzorcich pred
provedenim LLE (viz. experimentalni ¢ast 2.3.1. a 2.3.4. pfiprava zakladnich
roztok, kde jsou uvedeny konkrétni navazky ALB a FLU-R; pfiprava
standardnich roztokl k hodnoceni opakovatelnosti viz. experimentalni ¢ast
2.4.3.) €ini 1,519 %.

Hodnoty ploch pod piky FLU-R a ALB, ze kterych byly ziskany hodnoty
koncentraci, jsou zpracovany do tabulky 14.

Vysledky dokresluje obrazek 15 (vzorovy chromatogram).

Soucasti tabulky 14 je rovnéz hodnota recovery R, vypocCitana z priméru
nalezenych koncentraci FLU-R ve vzorcich a mnozstvi FLU-R plvodné

pritomného ve vzorcich 0,075642 pmol/l (viz. 4.1.4., experimentalni ¢ast).
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Tabulka 14: Vysledky hodnoceni opakovatelnosti spektrofluorimetrické detekce

Standardniho vzorku s pribliznym obsahem 0,075 umol/l analytu: hodnoty ploch

pod piky FLU-R a ALB (0,100 umol/l) osmi nastfiki 8mi totozné pfipravenych

standardnich vzorkt redukovaného flubendazolu 0,075 umol/l a vypoctena

odpovidajici koncentrace FLU-R ve vzorku, vypocltena relativni smérodatna

odchylka nalezenych koncentraci.

] Odpovidajici
. Plocha pod pikem Plocha pod
Opakovani ] koncentrace
FLU-R pikem ALB [IS]
(vzorek) FLU-R
(75,64 nmol/l) (99,62 nmoll/l)
(nmol/l)
1 2469111 2802418 68,879
2 2512232 2793566 70,528
3 2453273 2861429 66,735
4 2481466 2648557 73,930
5 2451027 2816625 67,897
6 2369074 2641581 70,306
7 2443756 2663214 72,185
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8 2397123 2485344 76,426

pramer 2447133 2714012 70,859
RSD; (%) 1,52
R2 (%) 93,9

Obr. 15: Vzorovy chromatogram z hodnoceni opakovatelnosti chromatografie
se spektrofluorimetrickou detekci. Na chromatografickém zaznamu je dobre
rozliSitelny pik redukovaného flubendazolu s retenénim ¢asem tg = 7,39 minut,
pocatek chromatogramu zaujimaji malo separované piky polarnich slouc¢enin z

biologického materialu.
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9. Vysledky chromatografického stanoveni Ilimitd detekce (LOD) a
kvantifikace (LOQ)

Ureni limitd vychazi z metodiky Statniho ustavu pro kontrolu IéCiv

(SUKL)[31], nékteré validaCni parametry byly stanoveny podrobnéji dle

doporuc€eni americké organizace Food and Drug Administration (FDA)[32].

Nalezené limity byly ovéfeny analyzou pfisluSnych koncentraci

hodnocenych latek ve vzorku.

9.1. Limity detekce a kvantifikace pro hodnoceni homogenizata

Haemonchus contortus

9.1.1. LOD a LOQ pro hodnoceni homogenizati Haemonchus contortus

analyzovanych chromatografii se spektrofluorimetrickou detekci

Oba limity byly pocitany dle doporu€eni Statniho ustavu pro kontrolu
lé¢iv. (SUKL) zhodnot Sumu vmist¢é piku FLU-R na blankovych
chromatogramech vzork( AS-GS. Byly vypocitany koncentraéni limity z rovnice:
y = 0,0022x, kde y znacCi odhad smérodatné odchylky Sumového signalu
v misté FLU-R na blankovém chromatogramu, x odpovidajici koncentraci latky.
Rovnice: y = 0,0022x byla ziskana vyhodnocenim vySek pikd analytu na
chromatogramech kalibracnich vzorkl. LOD je pak 3x a LOQ 10x. Limit
detekce pro spektrofluorimetrické analyzy biologickych vzorki Haemonchus

contortus odpovida koncentraci 0,17 nmol/l. Limit kvantifikace €ini 0,59 nmol/I.

9.1.2. LOD a LOQ pro hodnoceni homogenizatd Haemonchus contortus

analyzovanych chromatografii se spektrofotometrickou detekci
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Obdobné jako v kapitole 9.1.1. byly vypoc&teny z hodnot signald Sumu
(vySka piku odpovidajici signalu detektoru [mAU]) v misté pikd FLU-H, FLU-R a
FLU na blankovych chromatogramech vzorkl AS-GS pfislusné limity. Limitni

koncentrace pro chromatograficka stanoveni jsou zpracovany do tabulky 15.

Tabulka 15: Koncentracni limity jednotlivych analyti pro chromatograficka

hodnoceni se spektrofotometrickou detekci homogenizati Haemonchus

contortus.
Analyt LOD (pumol/l) LOQ (umol/l)
FLU-H 0,08 0,27
FLU-R 0,12 0,39
FLU 0,09 0,29

9.2.Vysledky chromatografického stanoveni limiti detekce a kvantifikace

biologickych vzorkt mogéi, plazmy, zluci

Oba limity byly ur€eny vypoc¢tem z hodnot signalu Sumu zakladni linie na
blankovém chromatogramu v mistech, kde jsou océekavany piky analytd.
Vypoctena hodnota LOD a LOQ byla ovéfena analyzou vzork(l o pfislusné

koncentraci.

9.21. Limity detekce a kvantifikace analytid pfFi chromatografickém
stanoveni v Dbiologickych vzorcich mo¢i, plazmy, 2zluéi se

spektrofotometrickou detekci

Vypoctené limitni koncentrace analytli ve vzorcich jsou zpracovany do
tabulky 16.

Obrazek 16 predstavuje vzorovy blankovy chromatogram slouzici pro
vypoCet LOD a LOQ biologickych vzorkd plazmy. Obrazek 17 je vzorovy
chromatogram z analyzy, kterou se ovéfovala hodnota LOQ FLU-R v plazmé

vypoctena na zakladé chromatogramu z obrazku 16.
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Tabulka 16:

Vypoctené

limitni  koncentrace analytd ve vzorcich pro

chromatografické analyzy biologického materialu se spektrofotometrickou

detekci.

Analyt LOD (pmoll/l) LOQ
(umol/l)
MOC
FLU-H 2,8 9,3
FLU-R 2,7 9,1
FLU 1,8 6,1
PLAZMA
FLU-H 0,11 0,36
FLU-R 0,20 0,67
FLU 0,14 0,46
ZLUC
FLU-H 0,25 0,82
FLU-R 0,47 1,58
FLU 0,18 0,61

84




Obr. 16: Vzorovy blankovy chromatogram slouZici pro vypoc¢et LOD a LOQ

biologickych vzorkt plazmy. Spektrofotometricka detekce.
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Obr. 17: Vzorovy chromatogram z analyzy, kterou se ovéfovala hodnota LOQ

pro chromatografickou analyzu se spektrofotometrickou detekci FLU-R v

plazmé vypoctena na zékladé chromatogramu z obrazku 16.
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9.2.2. Limity detekce a kvantifikace FLU-R pfi chromatografickém
stanoveni v Dbiologickych vzorcich mo¢i, plazmy, 2zluéi se

spektrofluorimetrickou detekci

Vypoctené limitni koncentrace FLU-R ve vzorcich uvadi tabulka 17.

Obrazek 18 predstavuje vzorovy blankovy chromatogram slouzici pro
vypocCet LOD a LOQ biologickych vzorkd plazmy. Obrazek 19 je chromatogram
z analyzy, kterou se ovéfovala hodnota LOQ vypoltena na zakladé

chromatogramu z obrazku 18.

Tabulka 17: Vypocltené limitni koncentrace FLU-R ve vzorcich pro
chromatografické analyzy biologického materialu se spektrofluorimetrickou
detekci.

LOD LOQ
Biologicky material
(nmol/l) (nmol/l)
MOC 57,4 191,4
PLAZMA 0,8 2,7
ZLUC 2,1 7,0

Obr. 18: Vzorovy blankovy chromatogram slouZici pro vypoc¢et LOD a LOQ

biologickych vzorku plazmy. Spektrofluorimetricka detekce.
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Obr. 19: Vzorovy chromatogram z analyzy, kterou se ovéfovala hodnota LOQ
analyzovaného FLU-R v plazmé vypocCtena na zakladé chromatogramu

z obrazku 18.
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10. Vysledky stanoveni flubendazolu a jeho metabolitu FLU-R ve vzorcich
uréenych k testovani vlivu pouzitych organickych rozpoustédel na pribéh

extrakce

Byly analyzovany biologické vzorky (mikrosomalni a cytosolova frakce
homogenizatlT Haemonchus contortus, roztoku NADPH; pfiprava viz.
experimentalni ¢ast 3.1.). Kanalyze byly dodany odparky bez pfidaného
vnitfniho standardu.

Odparky byly rekonstituovany zplsobem 3.5.1.1l. uvedenym
v experimentalni ¢asti. ALB byl pfidavan z duvodu ovéreni retenénich €asu. Byl
pfidavan 1yl 0,100 mmol/l pro chromatografické analyzy se
spektrofluorimetrickou detekci. V pfipadé chromatografickych stanoveni se
spektrofotometrickou detekci byl ALB [IS] (1 pl 10 mmol/l) pfidavan Kk jiz
rekonstituovanym odparkam s pfidanym 1ul 0,100 umol/l ALB. Kvantifikace byla
provadéna vyhodnocenim z kalibracni pfimky, ktera byla ziskana jako zavislost
primérné plochy pikd pFislusného analytu na chromatogramech kalibranich

vzorkl na koncentraci.

10.1. Vysledky chromatografického stanoveni se spektrofotometrickou
detekci biologickych vzorkii uréenych k testovani vlivu pouzitych

organickych rozpoustédel na prubéh extrakce

Byla stanovena koncentrace FLU. Vysledky doklada tabulka 18. Nula
uvedena v bunkach tabulky znamena, Ze analyt ve vzorku nebyl nalezen.

Vysledky dopliuje vzorovy chromatogram vzorku A1 na obrazku 20.

Tabulka 18: Vysledky spektrofotometrického stanoveni biologickych vzorku
uréenych k testovani vlivu pouzitych organickych rozpousStédel na prubéh

extrakce.

Koncentrace FLU ve
Vzorek Plocha FLU

vzorku (pmol/l)

88




Al

157433

3,40
A2 104094 211
A3 116620 241
A4 100844 203
A5 169844 3.70
A6 148757 3.19
A7 0 0
A8 0 0
A9 89405 175
Bl 148285 318
B2 165199 3.50
B3 135163 2 86
B4 129178 272
BS 172943 3.78
B6 256815 581
B7 0 0
B8 0 0
B9 67837 1.23
C1 139268 296
Cc2 166681 3.63
C3 161638 3.50
C4 166566 3.62
C5 191164 4,22
C6 159724 3.46
C7 0 0
C8 0 0
C9 94136 1.87

Obr. 20: Vzorovy chromatogram z chromatografického stanoveni

Se

spektrofotometrickou detekci biologickych vzorku uréenych k testovani viivu

pouzitych organickych rozpoustédel na pribéh extrakce. Vzorek Al.
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10.2. Vysledky chromatografického stanoveni se spektrofluorimetrickou
detekci biologickych vzorkii uréenych k testovani vlivu pouzitych

organickych rozpoustédel na priibéh extrakce

Byla stanovena koncentrace FLU-R. Nalezené koncentrace jsou soucasti

tabulky 19. Obrazek 21 pfedstavuje vzorovy chromatogram z tohoto stanoveni
(vzorek C2).

Vzorek C4 nebyl fluorescenéné hodnotitelny.

Tabulka 19: Vysledky chromatografického stanoveni se spektrofluorimetrickou
detekci biologickych vzorka urenych k testovani viivu pouZitych organickych
rozpoustédel na pribéh extrakce.

Koncentrace FLU-R ve
Vzorek Plocha FLU-R
vzorku (nmol/l)
Al 4985988 164.5
A2 5642077 189.3
A3 5888709 198.7
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A4

837184

7,4

A5 905278 10,0
A6 820347 6.8
A7 0 0
A8 0 0
A9 141927 0
Bl 3531320 109,4
B2 4502360 146,2
B3 3062864 91,6
B4 519503 0
B5 939902 11,3
B6 930506 109
B7 0 0
B8 0 0
B9 30614 0
C1 4427145 1433
Cc2 6845280 234.9
C3 8030254 279.7
C4 - 0
C5 1243319 22.8
C6 1015185 141
C7 0 0
C8 0 0
C9 63975 0

Obr. 21: Vzorovy chromatogram z chromatografického stanoveni se

spektrofluorimetrickou detekci biologickych vzorki uréenych k testovani viivu

pouZitych organickych rozpoustédel na pribéh extrakce Vzorek C2.
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11. Vysledky stanoveni flubendazolu a jeho metabolitii v biologickych

vzorcich Haemonchus contortus

Byly analyzovany biologické vzorky homogenizati Haemonchus
contortus. Odparky byly rekonstituovany zplsobem uvedenym v experimentalni
Casti 3.5.1.1l. V pfipadé potfeby (nalezena koncentrace mimo kalibraéni rozsah)
byly rekonstituované odparky patficné naredény.

V pfipadé chromatografickych stanoveni se spektrofotometrickou detekci
byly hodnoceny piky FLU a ALB. Metabolit FLU-H nebyl na chromatogramech
detekovatelny.

Metabolit FLU-R byl hodnocen chromatografii se spektrofluorimetrickou
detekci.

Ke vSem vzorkim byl pfed extrakci pfidan 1 pl roztoku vnitfniho

standardu o koncentraci 10 mmol/I.
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11.1. Chromatograficka analyza se spektrofotometrickou detekci

biologickych vzorkd po inkubaci Haemonchus contortus s flubendazolem

V pfipadé chromatografickych stanoveni se spektrofotometrickou detekci
byla stanovena koncentrace FLU. Vysledky doklada tabulka 20 a dokresluje

vzorovy chromatogram na obrazku 22.

Tabulka 20: Vysledky chromatografického stanoveni FLU v biologickych
vzorcich po inkubaci Haemonchus contortus s léCivem. Stanoveni se

spektrofotometrickou detekci pfi 246 nm.

Koncentrace FLU
Vzorek Plocha FLU
(umol/l)

1 234368 2,26
2 261285 2,30
3 518153 4,49
4 557864 4,68
5 0 0
6 0 0
7 96264 0,78
8 541937 4,79
9 183290 1,71
10 0 0
11 164317 1,43
12 103372 0,88
13 108184 0,90
14 113722 0,96
15 134193 1,01
16 108278 0,90
17 95152 0,70
18 436593 3,98
19 293260 2,38
20 285708 2,27
21 264748 2,20
22 299952 2,49
23 276268 2,33
24 389763 3,15
25 789004 7,13
26 536504 4,97
27 590160 5,16
28 563972 5,08
29 609458 5,34
30 599052 5,29

93




31 567693 4

o

39

40

41

42

43

44

45

46

O|0|0|0|0|0|0|0 |0
O|O0O|0o|0o|O|0|0|O|O|m

47

11.2. Chromatograficka analyza se spektrofluorimetrickou detekci

biologickych vzorku po inkubaci Haemonchus contortus s flubendazolem

V pfipadé spektrofluorimetrické detekce nastala komplikace, nebot' bylo
nutno stanovit koncentraci FLU-R ve vzorcich, které obsahovaly pfiliS vysoké
mnozstvi vnitfniho standardu. Kvantifikace musela byt proto provedena
z kalibra¢ni pfimky ziskané jako zavislost primérné plochy pikd pfislusného
analytu na chromatogramech kalibracnich vzorkd na koncentraci.

Vysledky jsou zobrazeny v tabulce 21 a doplnény obrazkem 23.

Tabulka 21: Vysledky chromatografického stanoveni FLU-R v biologickych
vzorcich po inkubaci Haemonchus contortus s flubendazolem. Stanoveni se

spektrofluorimetrickou detekci (Aex = 290 nm a Aem =320 nm).

Koncentrace FLU-R
Vzorek Plocha piku FLU-R
(nmol/l)
1 7878746 153,9
2 6971298 123,5
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 0
9 0 0
10 0 0
11 0 0
12 2642115 42,7
13 3058270 48,8
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14 2854677 45,9
15 3969262 58,0
16 3164521 50,4
17 3095630 43,3
18 0 0
19 7970358 130,3
20 5826044 91,8
21 5356609 88,1
22 8408980 140,8
23 7866144 133,8
24 12482387 205,4
25 0 0
26 10869728 205,3
27 12153699 216,6
28 13192056 2426
29 0 0
30 13190444 237,8
31 0 0
39 0 0
40 0 0
41 0 0
42 0 0
43 0 0
44 0 0
45 0 0
46 0 0
47 0 0

Obr. 22: Vzorovy chromatogram ze stanoveni koncentrace FLU

v homogenizatech Haemonchus contortus (spektrofotometricka detekce).
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12. Vysledky chromatografické analyzy biologickych vzorki mog¢i, plazmy,

zludi
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Pfed zapoCetim analyzy flubendazolu a jeho metabolitd v neznamych
biologickych vzorcich byl posuzovan vliv slou€enin obsazenych v biologickém
materialu na hodnoceni chromatogramd a to jak za podminek
spektrofotometrické detekce, tak analyzy se spektrofluorimetrickou detekci. Byl
rovnéz sledovan vliv reextrakce vodou béhem LLE na mnozstvi interferujicich
polarnich latek, které se objevovaly v chromatogramech.

K experimentim poslouzily standardni vzorky s obsahem 2,5 pmol/l
FLU-H, FLU-R, FLU a 10 wpupmol/l ALB [IS] v pfipadé analyz se
spektrofotometrickou detekci a obsahem 0,025 pmol/l FLU-H, FLU-R, FLU a
0,100 umol/l ALB [IS] v pfipadé analyz se spektrofluorimetrickou detekci v 1 ml
prislusného biologického materialu (moci, plazmy, zluc&i). Standardni vzorky byly
zpracovany LLE dle 3.3.1 a 3.3.2. (LLE sreextrakci vodou). Odparky po
extrakci byly rekonstituovany postupem 3.5.1.l1l. uvedenym v experimentalni

casti.

12.1. Vysledky chromatografické analyzy pfipravenych standardnich

vzorkld mogi

K analyzam bylo pouzito moci berankd ,A“ (zdravych, neléCenych)
17 599 a 17 604.

Kromé& ovlivnéni vlastni chromatografie byl rovnéz sledovan vliv
reextrakce vodou béhem LLE na mnoZstvi interferujicich latek, které se

objevovaly v chromatogramech.

12.1.1. Vysledky chromatografické analyzy se spektrofotometrickou

detekci pripravenych standardnich vzorki mogi

Vysledky chromatografické analyzy se spektrofotometrickou detekci
standardnich vzorku s pfidavkem moci demonstruje chromatogram na obrazku
24.

Obr. 24: Chromatogram analyzy se spektrofotometrickou detekci standardniho
vzorku moci s obsahem 2,5 umol/l analyti ve vzorku. ALB [IS] byl obsaZen

v koncentraci 10 umol/l.
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12.1.1l. Vysledky chromatografické analyzy se spektrofluorimetrickou

detekci pripravenych standardnich vzorki mogi

Vysledky chromatografické analyzy se spektrofluorimetrickou detekci
standardnich vzorkd moci demonstruji chromatogramy na obrazcich 25, 26, 27.
Chromatogram na obrazku 28 vypovida o mife reextrakce necistot ve vzorcich
do vody.

Po proméfeni prvniho chromatogramu, byl vzorek dale zfedovan: 10krat
(obrazek 26) a 100krat (obrazek 27). Davodem byla pfitomnost fluoreskujicich
sloucenin ve vzorku, jejichz fluorescencni aktivita dalece pfesahovala aktivitu
stanovovanych analytl sledovanych ve standardnich vzorcich s pfidavkem

biologického materialu cytosolu.

Obr. 25: Chromatogram analyzy se spektrofluorimetrickou detekci standardniho
vzorku moci sobsahem 0,025 FLU-R ve vzorku. ALB [IS] je obsaZen
v koncentraci 0,100 umol/l.
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Obr. 26: Chromatogram analyzy se spektrofluorimetrickou detekci standardniho

vzorku moci s obsahem 0,0025 umol/l FLU-R ve vzorku. ALB [IS] je obsaZen

v koncentraci 0,070 umol/l.
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Obr. 27: Chromatogram analyzy se spektrofluorimetrickou detekci standardniho

vzorku moci s obsahem 0,00025 umol/l FLU-R ve vzorku. ALB [IS] je obsaZen

v koncentraci 0,001 umol/l
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Obr. 28: Chromatogram analyzy se spektrofluorimetrickou detekci standardniho

vzorku moci s obsahem 0,025 umol/l FLU-R ve vzorku. ALB [IS] je obsaZen

v koncentraci 0,100 umol/l. Vzorek podrobeny reextrakci vodou.
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12.2. Vysledky chromatografické analyzy biologickych vzorka plazmy
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K analyzam bylo pouzito plazmy berankd ,A* (zdravych, neléCenych)
17 599 a 17 604.

Kromé ovlivnéni vlastni chromatografie byl rovnéz sledovan vliv
reextrakce vodou béhem LLE na mnozZstvi interferujicich latek, které se

objevovaly v chromatogramech.

12.2.1. Vysledky chromatografické analyzy se spektrofotometrickou

detekci pripravenych standardnich vzorka plazmy

Vysledky chromatografické analyzy se spektrofotometrickou detekci

standardnich vzork( plazmy demonstruje chromatogram na obrazku 29.

Obr. 29: Chromatogram analyzy se spektrofotometrickou detekci standardniho
vzorku plazmy s obsahem 2,5 umol/l analyti ve vzorku. ALB [IS] je obsaZen

v koncentraci 10 umol/l.
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12.2.1l. Vysledky chromatografické analyzy se spektrofluorimetrickou
detekci pripravenych standardnich vzorka plazmy
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Vysledky chromatografické analyzy se spektrofluorimetrickou detekci
standardnich vzorkd plazmy demonstruji chromatogramy na obrazcich 30 a 31.
Chromatogram na obrazku 31 vypovida o mife reextrakce polarnich soucasti

vzorku do vody.

Obr. 30: Chromatogram analyzy se spektrofluorimetrickou detekci standardniho
vzorku plazmy s obsahem 0,025 umol/l FLU-R ve vzorku. ALB [IS] je obsaZen
v koncentraci 0,100 umol/l.
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Obr. 31: Chromatogram analyzy se spektrofluorimetrickou detekci standardniho
vzorku plazmy s obsahem 0,025 umol/l FLU-R ve vzorku. ALB [IS] je obsaZen

v koncentraci 0,100 umol/l. Vzorek podrobeny reextrakci vodou.
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12.2.1ll. Vysledky chromatografické analyzy se spektrofluorimetrickou

detekci neznamych vzorki plazmy

Chromatograficka metoda se spektrofluorimetrickou detekci byla pouZita
ke stanoveni FLU-R v realnych vzorcich ovCi plazmy. Vzorky byly zpracovavany
postupem 3.3.3. uvedenym v experimentalni ¢asti. Odparky vzork
rekonstituovany dle 3.5.1.1l. Vzhledem k vysokym koncentracim, které lezi
mimo kalibraéni rozsah byly vzorky fedény 20x (prvnich 6) nebo 10x (posledni

dva). Nalezené koncentrace jsou zpracovany do tabulky 22.

Tabulka 22: Vysledky spektrofluorimetrického stanoveni koncentraci FLU-R

Vv neznamych vzorcich plazmy.

Vzorek plazmy Nalezena koncentrace
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FLU-R (nmol/l)

17605 176,2
17606 126,5
19073 127,0
19076 171,8
22196 151,6
22197 139,0
22198 74,4

22199 88,8

12.3. Vysledky chromatografické analyzy pfripravenych standardnich

vzorku zluci

K analyzam bylo pouzito zZlu¢i beranka ,A" (zdravy, neléCeny) 17 598.

12.3.1. Vysledky chromatografické analyzy se spektrofotometrickou

detekci pripravenych standardnich vzorku zluci

Vysledky chromatografické analyzy se spektrofotometrickou detekci

standardnich vzork( Zlu€i demonstruje chromatogram na obrazku 32.

Obr. 32: Chromatogram analyzy se spektrofotometrickou detekci standardniho
vzorku Zlu¢i s obsahem 2,5 umol/l analytii ve vzorku. ALB [IS] je obsazen

v koncentraci 10 umol/l.
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12.3.1l. Vysledky chromatografické analyzy se spektrofluorimetrickou

detekci pripravenych standardnich vzorku zluci

Vysledky chromatografické analyzy se spektrofluorimetrickou detekci

standardniho vzorku zlu¢i demonstruje chromatogram na obrazku 33.
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Obr. 33: Chromatogram analyzy se spektrofluorimetrickou detekci standardniho
vzorku Zlu¢i s obsahem 0,025 umol/l FLU-R ve vzorku. ALB [IS] je obsaZen
v koncentraci 0,100 umol/l.
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1. Optimalizace rychlosti pratoku MF kolonou
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Béhem predbé&znych experimentl byl posuzovan vliv rychlosti prutoku
MF kolonou 250 x 3 mm na chromatografickou analyzu. Vysledky optimalizace
dokumentuji obrazky 2 a 3 uvedené ve vysledkové Casti.

Vy8Si pratok MF 1,0 ml/min vedl sice k vyraznému zkraceni Casu
analyzy, zaroven vSak neposkytoval dobré rozdéleni pfedevsim pikd FLU-H a
FLU-R az na nulovou linii. Pratokové rychlosti 0,85 ml/min, 0,76 ml/min a 0,70
ml/min vedly k chromatogramim s jen malymi rozdily v retenénich ¢asech
analytl pfi dostate€ném rozdéleni chromatografovanych pikd az na nulovou
linii.

Za optimalni byla zvolena prutokova rychlost 0,70 ml/min MF kolonou, pfi

které se nalezené retentni Casy maxim piku jednotlivych analytd nejvice

[30], ktery se analyze FLU a jeho

pFibliZily retenénim €aslm, jak je ziskal Nobilis
metabolitd vénoval jako prvni na koloné 250 x 4 mm se stejnou stacionarni fazi,

které byla pouZita v této praci.

2. Optimalizace slozeni rozpoustédla pouzivaného pfFi rekonstituci

odparkd

Na pocatku vyvoje chromatografické metody pro stanoveni flubendazolu
a jeho metabolitl (FLU-H a FLU-R) bylo nutné zvolit optimalni postup pro
rekonstituci odparkl biologickych vzorkl zamyslenych k analyze. Predbézné
chromatografické experimenty probihaly se spektrofotometrickou detekci a
sledovaly dopad rozpoustédel pouZitych k rekonstituci na kvalitu a Citelnost
chromatogramd, na miru separace jednotlivych analytl (FLU, FLU-H, FLU-R a
ALB [IS]) v modelovych vzorcich.

Postupné byly hodnoceny chromatogramy po rekonstituci pouze
acetonitrilem, po rekonstituci vzorkd smési ACN : fosfore¢nanovy pufr (0,025 M,
pH = 3,07) a také vliv dimethylsulfoxidu aplikovaného pfimo na odparky pfed
rekonstituci vySe zminénymi rozpoustédly.

Testovani vlivu DMSO se opiralo o znamou Spatnou rozpustnost FLU (<
10 mg/l) ve vodé, ale i jeho nizkou rozpustnost v dalSich polarnich
rozpoustédlech (ethanol). Rozpustnost FLU v dimethylsulfoxidu, ktera Cini asi

15 gll, byla pro uvazované experimenty povazovana za dostate¢nou (dle CL
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2002 by byl FLU v DMSO hodnocen jako mirné rozpustny). Teoretickym
zakladem pro testovani vlivu aplikace DMSO pfimo na odparky vzorka byl
potom predpoklad, Ze pfijatelna rozpustnost FLU v DMSO pfiznivé ovliviuje
prubéh rekonstituce odparku s uvazovanym analytem. Zarovenn vSak byla
zvazovana druha strana mince pouziti DMSO - jeho negativni plisobeni na béh
chromatografickych analyz, kdy latky pfitomné v analyzované smeési
vyznacujici se vysSi elucni silou nezli pouzivana MF zpusobuji rozmyvani
chromatografickych zén, zhorSuji retenci analytd na koloné. Zminéné teoretické
predpoklady potvrdil mj. i chromatogram ziskany z analyzy po rekonstituci
odparku pouze ACN (obr. 4) a chromatografovani s pouzitim MF ACN:
fosfore¢nanovy pufr (0,025M, pH = 3,07) 3:7 (v/v) (obr. 5 a 8). ACN se pro
rekonstituci odparkl ukazal jako nepouzitelny, nebot chromatografické zény
jednotlivych analytl byly vzajemné jen stézi rozliSitelné. Naopak rekonstituce
odparkl pouzivanou MF znamenala zisk kvalitnich chromatogramd.

Vysledky hodnoceni vlivu DMSO na rekonstituci odparkd vzorkd MF a
jejich  naslednou chromatografickou analyzu byly vSak pfiznivé,
chromatografické piky jednotlivych analytl byly rozdélené az na zakladni linii a
pfijatelné ostré. Pavodni obavy z vyrazného elu¢niho plisobeni aplikovaného
DMSO se ukazaly jako pfehnané. Kladnou roli zde zfejmé hraje pouziti jen
minimalnich objemd DMSO pfi rekonstituci. Vysledky dokumentuji obr. 6, 7,
bohuzel bez patrného piku vnitfniho standardu ALB.

Vnitfni standard ALB nebyl v prvotnich experimentech hodnotitelny,
ackoli byl pfidavan do vzorkl pro predbéznou analyzu. Obtize byly zpisobeny
s nejvysSi pravdépodobnosti pouzitim starSi Sarze substance (oxidovana,
nachazen na chromatogramech bez problému v podobé piku s tg kolem 19 min
(viz. obr. 8 a dalSi ve vysledkové Casti).

Soucasné s posuzovanim tvaru a rozdéleni chromatografickych piku az
na nulovou linii byl hodnocen vliv pfidavaného DMSO na kvantifikaci analyt(
FLU-H a FLU-R pfitomnych ve vzorcich v ekvivalentnich mnoZstvich
hodnocenim ploch pod piky. Stanoveni koncentraci metabolitd FLU-H a FLU-R
ve vzorcich nebyla provadéna, ve fazi pfedbéznych experimentl se jevila jako
zbyte€na. V uvahach o vyhodach a nevyhodach riznych zplasobu rekonstituce

odparkl vzorkl plné postacovalo relativni posouzeni ploch piku.
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Jak vyplyva ztabulky 7 ve vysledkové casti, pfitomnost DMSO ve
vzorcich zvySila plochu pod piky FLU-H, vysledky s FLU-R vSak nebyly
homogenni a nelze proto zobechovat pfiznivy vliv pfidavku DMSO na
kvantifikaci (vétSi piky na chromatogramu jsou pfesnéji integrovany).

Rovnéz byl z tabulky 7 odhadovan dopad rekonstituce pouze sloZkami

MF (ACN a fosfore€nanovym pufrem) na kvantifikaci chromatograma.

relativnich smérodatnych odchylek pro FLU-H i FLU-R (RSD,) nakonec pfispély
k rozhodnuti rekonstituovat odparky uvazovanych biologickych vzorkl pouze
MF bez aplikace DMSO.

Vzorky 4 a 5 uvedené vtabulce 7 byly zfedovany 2krat MF a pro
srovnani se zbylymi vzorky v tabulce bylo pouZito dvojnasobku nalezenych
ploch. Davodem Kk jejich zfedovani MF byly pilotni pokusy zaméfené opét na
hodnoceni vlivu DMSO aplikovaného na odparky pred rekonstituci MF a na
posouzeni vlivu fedéni vzorkl MF na vysledky kvantifikace. V ramci tabulky 7 je
tak mozné vedle srovnani vlivu pfidaného 0,5 yl DMSO k odparku nasledné
zitedovanému MF zaroven pozorovat pozitivni dopad fedéni testovanych vzorku
na kvantifikaci. Velikosti ploch FLU-H fedénych vzorkl 4 a 5 po korelaci
(zdvojnasobeni pro srovnatelnost) vyznamné prevySuji plochy nalezené u
ekvivalentniho vzorku 6 s pfidanym 0,5 yl DMSO, jenz v8ak nebyl fedén.
Hodnoty ploch FLU-R ve vzorcich 4 a 5 (tab. 7) jsou rovnéz vy$Si nez nalezena
plocha vzorku 6, avSak rozdil neni tak vyrazny jako pro analyzovany FLU-H.
Vysoka hodnota RSD3; pro FLU-H v tabulce 7 (13,4 %) ovSem pozitiva fedéni
znacné oslabuje. Vzorky po rekonstituci byly proto pfi analyzach fedény pouze
tehdy, kdyZz byla jejich koncentrace nad horni hranici kalibracniho rozsahu.

Rekonstituci bez pouziti DMSO nahrava i hodnoceni retencnich Casl
jednotlivych analytll na chromatogramech po rekonstituci bez (tabulka 6 — nizké
hodnoty RSD; retenénich ¢asl vSech analytl s nejvy$Si hodnotou pro
analyzovany FLU-R rovnou 0,10 %) a s (tabulka 8 — hodnoty RSDs retencnich
Casu jednotlivych analytl s nejnizsi hodnotou pro FLU-R rovnou 0,90 % a
nejvyssi hodnotou pro analyzovany FLU 1,17 %) pouzitim DMSO aplikovaného
pfimo na odparky vzorku. Vysledky nehovofi pfimo pro jeho uplatnéni béhem

rekonstituce, proto bylo dale pracovano s rekonstituci pouze MF.
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K rozhodnuti pfispéla rovnéz uvaha o zvySeni pracnosti rekonstituce
s pouzitim DMSO aplikace pfimo na odparky vzork(, nebot pfidavek
organického rozpoustédla byt v tak nepatrném mnozstvi jako je 0,5 nebo 1,0 ul
predstavuje dalSi krok navic béhem upravy vzorkl pro jejich naslednou
chromatografickou analyzu. Prace bez pfidavku DMSO s pouhou rekonstituci
odparkl pouze MF, jejiz vyhody nakonec prevazily, nejen Setfi laboratorni ¢as,
ale mohla by v budoucnu déle pfispét k eventualni automatizaci celé techniky
rekonstituce.

Kone¢né pro zvoleny postup hovofi rovnéz hodnoty rozliSeni
chromatografickych pikd jednotlivych analytd vypocitané =z tabulky 6
(rekonstituce pouze pouzivanou MF). Rozliseni pro piky FLU-H a FLU-R Rs;
totiz €ini 1,94 a hodnota rozliSeni pro piky ALB a FLU Rs; je rovna 1,60,
pficemz za dokonalé je povazovano rozliSeni = 1,5, jak je uvedeno ve stati

vénované chromatografickym separacnim metodam v soucasné platném

6kopisel 10" 11,

3. Optimalizace techniky rekonstituce odparki

Soucasti optimalizace rekonstituce odparkl bylo také sledovani vlivu jeji
techniky na chromatografickou analyzu. Odparky byly rekonstituovany bez a
s pouzitim ultrazvukového generatoru (pusobeni 25 kHz po dobu 1,5 nebo 5
min). Byl rovnéZz posuzovan vliv pofadi pfidavanych soucéasti MF na vysledky
chromatografie. K hodnoceni slouzilo porovnani ploch pod piky analyzovaného
FLU-H. Vysledky dokumentuje tabulka 9 uvedena ve vysledkové ¢asti.

Jako nejlepSi se ukazala rekonstituce odparku, ktera probihala ve sledu:
aplikace 300 pl ACN k odparku a nasledna 5 min sonifikace, pfidani 700 pl
fosfore€nanového pufru (0,025 M, pH = 3,07) a opétovna 5 min sonifikace
roztoku. V takto rekonstituovaném odparku bylo chromatografii zjiSténo nejvétsi
mnozstvi analyzovaného FLU-H odpovidajici nejvétsi nalezené plosSe (vzorek
D, tabulka 9) ze C&tyf rGzné zpracovavanych vzork( s obsahem stejného

mnozstvi FLU-H v plvodnim odparku.
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Uvedeny sled rekonstituce odparkd byl proto pouzivan béhem vsech
pozdéjSich chromatografickych analyz standardnich i neznamych biologickych

vzorkU.

4. Stanoveni kalibra¢nich primek pro spektrofotometrickou detekci

Vysledky kalibracnich méfeni doklada tabulka 10 a obrazky 9, 10, 11, 12
uvedené ve vysledkové Casti.

Kalibraéni pfimky jsou charakterizovany regresnimi rovnicemi 1-3 (viz.
tabulka 10) a koeficienty determinace, které jsou rovnéz soucasti tabulky 10.
Hodnota koeficientu determinace kalibra¢ni pfimky FLU c¢ini 0,999, pficemz
srovnatelné hodnoty koeficienti determinace pro nasledné kvantifikace latek
jsou bézné pozadovany pro publikovani vysledkld analyz v sou€asné analytické
literatufe (napf. Journal of Chromatography A).

Hodnoty koeficienti determinace kalibracnich pfimek FLU-H (0,998) a
FLU-R (0,996) sice ukazuji na ponékud mensSi shodu kalibracnich dat a
prislusnych regresnich rovnic ale byly povaZzovany za dostacujici pro nasledné
kvantifikace analytd v biologickych vzorcich analyzovanych v ramci rigorézni
prace.

Mirné odchylky hodnot koeficientu determinace od hodnoty 1,000 mohou
byt zpusobeny pouzitym biologickym materialem pfitomnym ve standardnich
vzorcich méfenych béhem kalibrace metody, nebot tento material (cytosol
potkanich samci kmene Wistar) pochazel od vice laboratornich zvirat.
Interindividualni variabilita v ramci jednoho druhu zvifat, kmene i chované
skupiny (samozfejmosti je chov za standardnich podminek pro vSechna
laboratorni  zvifata) je vSak nedilnou soucasti experimentl v ramci

biomedicinskych aplikaci, kterou experimentator mize ovlivnit pouze z¢asti.

5. Hodnoceni opakovatelnosti chromatografickych analyz se
spektrofotometrickou detekci
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Opakovatelnost byla hodnocena stanovenim koncentraci analytd FLU,
FLU-H a FLU-R v sérii 8mi vzorku pfipravenych stejnym zpisobem a vyjadiena
jako relativni smérodatna odchylka téchto koncentraci pro jednotlivé analyty.
Hodnoty relativnich smérodatnych odchylek jsou soucasti tabulky 11 uvedené
ve vysledkové casti.

Z tabulky 11 je patrné, ze nejlepSi opakovatelnosti bylo dosazeno u
analyzovaného FLU-H (hodnota RSDg €ini 0,10 %), nejhorSi u analyzovaného
FLU (RSDg rovna 0,27 %). Zjisténa hodnota RSDg pro FLU-R pfedstavuje 0,25
%.

Ziskana data vypovidaji o mirném trendu zhorSovani opakovatelnosti
analyz pro analyty, které se b&éhem chromatografické analyzy eluuji pozdéji, a
jejichz piky se nachazeji relativné daleko od po¢atku chromatogramu. Celkové
byla vSak prokazana vyborna opakovatelnost analyz.

Obecné béhem chromatografovani Casto dochazi k vétSim vykyvim
retencnich Casl (sekundarné i kvantifikace) pozdéji eluovanych slozek, coz je
dano ziejmé vlivem analytd, které se na chromatogramu objevuji dfive. Prvni
eluované analyty totiz mohou ¢aste€¢né ovlivnit sorpCni kapacitu kolonového
sorbentu, pfi€emz v pribéhu analyzy neni mezi jednotlivymi eluovanymi latkami
dostateCny prostor (doba), po ktery by mohlo dochazet k ekvilibraci poméru na
kolonovém sorbentu jako je tomu mezi jednotlivymi analyzami. NedostateCna
reaktivace molekul sorbentu v béhu jednotlivé analyzy, kdy FLU-R vychazi
z kolony kratce po FLU-H a FLU vzavésu za ALB, tak mulze pfispivat
k zhorSeni opakovatelnosti uvazovanych FLU a FLU-R.

Tabulka 11 dale dokumentuje nalezeni nizSich koncentraci
analyzovanych FLU-H (pramér nalezenych koncentraci €inil 5,15 umol/l), FLU-R
(pramér 4,74 umol/l) a FLU (priimér 4,37 ymol/l) ve vzorcich nez pavodné (pred
extrakci LLE) pfitomna mnozstvi 5,25 pmol/l FLU-H, 5,04 ymol/l FLU-R a 4,98
pmol/l FLU. Odchylky mohou byt zpusobeny navazanim analytd na biologicky
material (cytosol potkanich samcl kmene Wistar), pficemz FLU-H, stejné jako
FLU-R a FLU mohou byt vazany na polarnéjSi soucasti matrice, proto
pfechazeji v menSim mnozstvi do extrakéniho Cinidla a jsou nalézany pfi
stanoveni v nizSich koncentracich. Mechanismy vazebnych interakci
benzimidazoll na slozky matrice pfitom nejsou zcela jasné a v pfipadé potreby

by byla tato problematika jesté dale studovana.
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Vysledky dosazené béhem hodnoceni opakovatelnosti metody se
spektrofotometrickou detekci Ize doplnit posouzenim spravnosti stanoveni, jez
vyjadfuje shodu experimentalné zjisténych vysledkd s nominalni hodnotou
pfidaného standardu latky. Spravnost se obvykle vyjadfuje jako vytéZnost R
v procentech (viz. 4.1.4., experimentalni Cast). Hodnoty spravnosti pro
uvazovaneé analyty R; jsou soucasti tabulky 11 uvedené ve vysledkové Casti.
Byly vypocitany jako stonasobek podilu chromatografii nalezené primérné
koncentrace latky a koncentrace puvodné pfitomné ve vzorku pfed provedenim
LLE.

Z hodnot spravnosti uvedenych v tabulce plyne, Ze nejlépe mize byt
pouzitou chromatografickou analyzou se spektrofotometrickou detekci
stanovovan metabolit FLU-H (R; rovno 98,1 %). Na nalezu mensi spravnosti u
analytd FLU-R (Ry rovno 94,0 %) a FLU (R1 rovno 87,7 %) se zfejmé opét podili
fakt, Zze zminéné Ilatky se objevuji na chromatogramech pozdé&ji nez
analyzovany FLU-H, a Zze FLU-H ovlivhuje retenci zminénych pozdéji
eluovanych benzimidazoll (viz. také pfedchozi kapitola diskuse).

Kromé vliva vlastni chromatografie pfipada v uvahu dopad provedeni
LLE na analyzu a mira interakce jednotlivych latek s biologickou matrix, pficemz
neni jasné proC pravé FLU, nejlipofilngjSi z analytd, podle diskutovanych
organického ethylacetatu. Mechanismy interakci s biologickou matrix
jednotlivych studovanych latek vSak zlstavaji otevienou otazkou, jak jiz bylo

zminéno.

6. Vyvoj metodiky fluorescencni detekce analytt

Jak je uvedeno v kapitole 6 vysledkové Casti, byla méfena a zkoumana
2D emisni spektra uvazovanych analytd (FLU a jeho metabolitd, ALB a
mebendazolu) a také 3D emisni spektra FLU a FLU-H pfi nékolika zvolenych
excitacnich vinovych délkach a v rozmezi 250-500 nm emisnich vinovych délek.

Zatimco analyty ALB a FLU-R vykazaly pfi nastaveni Aex = 300 nm
uspokojivou intenzitu fluorescence a byly nalezeny hodnoty jejich emisnich
maxim pfi uvedené excitaéni vinové délce (viz. tabulka 12 ve vysledkové &asti),

fluorescence FLU a FLU-H ani za podminek 3D projekce spekter s vyjimkou
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velmi slabé fluorescence kolem hodnoty 334 emisni vinové délky pozorovana
nebyla. Fluorescence FLU ani FLU-H proto nebyla dale zkoumana.

Zajimavé je, ze fluorescenci za uvedenych podminek vykazal metabolit
flubendazolu FLU-R, ktery se od parentni latky liSi relativné malo (pouze
hydrogenaci karbonylu). Fluorescenci FLU pfitom zfejmé zamezuje pfitomnost
karbonylové skupiny v molekule latky, ktera zpusobuje snadny pifechod
z excitovaného singletnino stavu do stavu tripletniho mezisystémovym

pfechodem, ktery je v daném pfipadé fadové rychlejSi nez quorescence[33].

Atom fluoru zfejmé nema na fluorescenci vliv. To lze usuzovat pravé diky
fluorescenci FLU-R.

ProtoZze spektrofluorimetricky detekované chromatografické analyzy
probihaji pfi nastaveni jediné excitaéni a emisni vinové délky na fluorescenénim
detektoru, bylo nutné nalézt kompromis pro pouzivané vinové delky a dvé
chromatografii se spektrofluorimetrickou detekci analyzované latky FLU-R a
ALB [IS].

PfedevSim s ohledem na jiz dfive publikovana data chromatografie
vnitiniho standardu ALB byla vybrana pro nastaveni na fluorescenénim
detektoru chromatografu excitaéni vinova délka 290 nm a emisni vinova délka
320 nm, kterou pouzivali pro detekci ALB a jeho metaboliti napf. Batsiaz a

Delis[34].

Pfi nastaveni uvedenych vinovych délek na fluorimetru vykazoval nejen
ALB, ale i FLU-R uspokojivou intenzitu fluorescence dostateCnou pro
chromatograficka stanoveni. Vysledky sledovani intenzity fluorescence analytl
ALB a FLU-R dokumentuje tabulka 13 uvedena ve vysledkové ¢asti.

Kapitola 6 vysledkové Casti zmifiuje rovnéz testovani mebendazolu coby
vnitfniho  standardu pro chromatografické analyzy za  danych
chromatografickych podminek. Mebendazol jako vnitfni standard pro

chromatografii se spektrofotometrickou detekci pouzival napf. Ramanathan et

[35]

al. pfi stanovovani benzimidazoli v plné krvi- . Protoze vSak mebendazol

nefluoreskoval, byl dale jako vnitfni standard pro chromatografické analyzy se

spektrofluorimetrickou detekci pouzivan ALB.
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Obr. 34: Chemicka struktura analyzovanych benzimidazold, struktura

vnitrniho standardu albendazolu.
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7. Stanoveni kalibracni primky pro spektrofluorimetrickou detekci

Kalibraéni pfimka pro chromatografické analyzy se
spektrofluorimetrickou detekci byla stanovena na Sesti koncentracnich urovnich
analyzované latky. Tato pfimka je charakterizovana regresni rovnici
y = 0,9079x — 0,1085 (kde hodnota y znaci pomér koncentraci FLU-R a ALB,
hodnota x odpovida poméru ploch FLU-R a ALB [IS]) a koeficientem
determinace R? = 0,995.

Hodnota koeficientu determinace podobné jako v pfipadé FLU-H a FLU-
R se drobné odchyluje od hodnoty idealni. Divodem odchylky v tomto pfipadé
je patrné skuteCnost, Ze jsou stanovovany velice nizké koncentrace, coz

zpUsobuje vétsi miru Sumu kalibra¢nich dat. Zde je mozné uvazovat o vySSim
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vlivu nepfesnosti pfi pfipravé kalibraénich vzorkd i o zvySeném vlivu pfimési
z biologického materialu, které v urcité mife vzorek obsahuje i po provedenych
predseparacich (LLE). Pfesnost chromatografické analyzy (separace a
kvantifikace hodnocenych latek) je v8ak ve velmiuzkém vztahu
k pfedseparacnimu kroku LLE, a proto pravé mirné variabilni pribéh LLE je
ziejmé& nejvice zodpovédny za uvedenou odchylku. V uvahu samoziejmé
pfipadaji dalSi nepfesnosti: chyby vnesené experimentatorem pfi manipulaci se
vzorky (i pfes veSkerou snahu provadét jednotlivé laboratorni ukony stale
stejnym zplUsobem), odchylky vSech soucasti chromatografu (byl pouzivan
relativné opotfebovany pfistroj s fadou sériovych aj. analyz za sebou), které
mohou negativné pfispivat k odchyleni hodnot korelaéniho (determinacniho)

koeficientu kalibra¢ni pfimky od idealni hodnoty.

8. Hodnoceni opakovatelnosti chromatografickych analyz se

spektrofluorimetrickou detekci

Opakovatelnost byla hodnocena stanovenim koncentraci analytu FLU-R
v sérii 8mi vzork( pfipravenych stejnym zplsobem a vyjadfena jako relativni
smérodatna odchylka téchto koncentraci (ozn. RSD;). Hodnota relativni
smérodatné odchylky nalezenych koncentraci FLU-R je soucasti tabulky 14
uvedené ve vysledkové Casti. RSD; FLU-R stanovovaného chromatografii se
spektrofluorimetrickou detekci ¢ini 1,52 %.

Pramér vSech nalezenych koncentraci FLU-R 8mi opakovani ¢ini 70,859
nmol/l analytu ve vzorku. Nalezeni nizSich koncentraci analytu ve vétsiné
z testovanych vzorkl je zfejmé& zpusobeno interferenci s biologickou matrix
vzorku jiz dfive diskutovanou ve spojitosti s opakovatelnosti chromatografickych
analyz se spektrofotometrickou detekci (viz. kapitola 5 diskuse).

Podobné jako v  hodnoceni  opakovatelnosti metody se
spektrofotometrickou detekci byla posuzovana spravnost chromatografie se
spektrofluorimetrickou detekci. Byla vyjadfena jako vytéZznost R, v procentech
(viz. 4.1.4., experimentalni ¢ast). Hodnota spravnosti pro uvazovany FLU-R R,
je soucasti tabulky 14 uvedené ve vysledkoveé cCasti. Byla vypocCitana jako
stonasobek podilu chromatografii nalezené primérné koncentrace latky (70,859

nmol/l) a koncentrace puvodné pfitomné ve vzorku (75,642 nmol/l) pred
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provedenim LLE. Spravnost za danych chromatografickych podminek odpovida
93,9 %. Zde je pozoruhodna shoda hodnot recovery pro FLU-R pfi obou

zpusobech detekce.

9. Limity detekce a kvantifikace chromatografickych metod

]

Limity, jejichz stanoveni vychazelo z metodiky SUKL[31 a doporuceni

americké FDA[?’Z], byly ovéfeny analyzou pfislusnych koncentraci analytd ve

vzorku.

Konkrétni stanovené hodnoty LOD a LOQ pro biologické materidly, se
kterymi bylo nakladano v ramci feSeni rigorozni prace, a ve kterych probihala
chromatograficka analyza se dvéma zplUsoby detekce, jsou uvedeny ve
vysledkové Casti 9.1. a 9.2.

Zjisténé limity je mozné porovnat s hodnotami, které byly stanoveny

[41]

jinymi autory. Pracovni skupina M. Issara stanovovala UMF-087, ale mj. i

FLU v lidské plazmé chromatografii se spektrofotometrickou detekci. Issar et. al
stanovili limit kvantifikace FLU v plazmé na 20 ng/ml, jez je po pfepocCtu (Mr
FLU = 313,3 g.mol-1) roven 63,8 nmol/l. Uvedena hodnota je asi 7krat nizSi nez

limit kvantifikace dosazeny v praci.

]

Nobilis et al.[30 stanovili limit kvantifikace chromatografie se

spektrofotometrickou detekci pro FLU na 0,50 nmol/ml a pro jeho metabolity
FLU-H a FLU-R na 0,25 nmol/ml, coz po pfepoctu odpovida limitnim
koncentracim 0,50 pymol/l, resp. 0,25 pymol/l analytt ve vzorcich. Uvedené limity
v8ak byly stanoveny v modelovych vzorcich, které neobsahovaly biologicky
material. Nelze je tedy dost dobfe porovnavat s vysledky dosazenymi
v rigorozni praci €i limity, jak je ziskali Issar et al.

Chromatografii se spektrofluorimetrickou detekci metabolitu FLU-R bylo
dosazeno limitu kvantifikace latky v ov€i plazmé 2,7 nmol/l, ktery je vyznamné
niz8i nez v8echny dfive uvedené. Stanoveny limit vypovida o vysoké citlivosti
Vv ramci rigorézni prace vyvinuté chromatografické metody, ktera je vhodna pro

zjistovani velmi nizkych koncentraci FLU-R v biologickych materialech.
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Zjisténé limitni koncentrace (viz. vysledkova cast, kap. 9) jsou
srovnatelné s limity dosaZzenymi pfi pouziti HPLC metod vyuzivajicich separaci

na kolonach 250 x 4 mm (5 um). Tyto limity byly pro dané ucely dostacuijici.

10. Testovani vlivu pouzitych organickych rozpoustédel na prabéh

extrakce

V ramci rigorozni prace byla feSena mj. také problematika pfedseparacni
upravy vzorkl biologického materialu uvazovaného pro nasledné HPLC
analyzy.

Béhem pfipravnych experimentu tak byla testovana tfi extrakéni media
s obsahem organickych rozpoustédel (acetonitrilu, terc-butylmethyletheru a
ethylacetatu) pro extrakci kapalina-kapalina (LLE) FLU a jeho metabolitd.

MySlenka pouZivat pro extrakci analyzovanych latek z biologického
materialu pravé LLE vychazela pfedevS§im ze zkuSenosti pfedchldcu, ktefi se
zabyvali pfedseparaci a chromatografickou analyzou FLU dfive. A ackoli se pro
Upravu vzorkl nabizela rovnéz izolacni metoda extrakce na pevnych fazich
(solid phase extraction — SPE) se svymi nespornymi vyhodami pfedevsSim ve
snadné automatizaci izolace, pro nedostatek zkuSenosti s SPE benzimidazolu
v dosud publikované analytické literatufe byla radéji optimalizovana technika

LLE.

SPE ve vztahu k benzimidazolim publikoval napf. Mottier[36]

a jeho
kolegové. Skupina vSak vyuzivala SPE na Cjs Supelclean kolonkach
k finalnimu ocisténi vzorkl od zbytk( biologické matrix po pFfedchozi LLE
ethylacetatem a methanolem, ne tedy k vlastni extrakci lipofilnich analytu. Vyvoj
izolaéni metody SPE FLU a jeho metabolitd by si vyzadal fadu rozsahlych
experimentl, které by zfejmé& samy o sobé& daly vzniknout samostatné
diplomové ¢i rigorézni praci, jako tomu bylo napf. pfi optimalizaci SPE

amlodipinu z biologickych vzork( pro HPLC[37] {

eSené svého ¢asu na pudé FaF
UK HK.

Vybér testovanych organickych rozpoustédel pro LLE FLU a jeho
metaboliti spole¢né s vnitinim standardem ALB se opiral zejména o

v soucasnosti nejfrekventnéji citované latky. Z nich byl nejCastéji k extrakcim
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kapalina-kapalina benzimidazoll pouzZivan ethylacetat (napf. jiz zmifovany

] [34] [40] ]

Mottier et al.[36, Batziasz a Delis 7, Balisz- ). Nobilis et al.[30 pouzival
k LLE vedle ethylacetatu také diethylether, nejlepSich vysledkd vSak dosahl po

LLE benzimidazol s terc-butylmethyletherem. Skupina kolem

[35]

Ramanathana extrahovala FLU, UMF-078 a jeho metabolit UMF-060

diethyletherem, ktery vSak nebyl do pfedbéznych testl v ramci rigorézni prace

]

zahrnut. Dusi et al.[?’8 stanovoval HPLC se spektrofotometrickou detekci

benzimidazoly v krmivech pro dribez a prasata po extrakci krmiv
dimethylformamidem. Ani dimethylformamid nebyl pro praci zkousen.

Kromé zminénych rozpoustédel: ethylacetatu (nejCastéji citovan) a terc-
butylmethyletheru (testovan s ohledem na pfiznivé vysledky Nobilise[30]) byl

testovan rovnéz acetonitrii a to predevSim sohledem na nasledné
chromatografické analyzy s pfedpokladanym pouzitim latky v MF.

Pokud by totiz po probéhnuti LLE byly zbytkové koncentrace ACN
pfipadné pfitomné v extraktech, nemusely by vzhledem ke slozeni MF
zpusobovat zvySeni Sumu na chromatogramech. Probéhlé experimenty vSak
pouziti ACN coby extrakéniho Cinidla vyloucily.

Konecné néktefi experimentatofi se obesli bez jakékoliv pfedseparace

vzorku biologického materialu. Pfikladem je prace kolektivu EI-Enanyho[39],

v niz byl stanovovan FLU v lidské plazmé a moci bez pfedchozi izolace analytu
ovSem polarograficky. Polarograficka stanoveni vS8ak na rozdil od HPLC
(pfedevsim riziko zanaseni chromatografickych kolon necistotami z biologické
matrice) nejsou tolik naro¢na na Cdistotu analyzovanych vzorkd. Toto je
samoziejmé jejich nesporna vyhoda oproti stanovenim HPLC, z€asti vSak
oslabena nizsi dosahovanou citlivosti stanoveni pfi pouziti polarografickych
metod.

Vysledky chromatografického stanoveni se spektrofotometrickou detekci
FLU a chromatografického stanoveni se spektrofluorimetrickou detekci
metabolitu FLU-R ve vzorcich ur€enych k testovani vlivu pouzitého extrakéniho
¢inidla a LLE techniky na chromatografickou analyzu dokumentuji tabulky 18 a
19 uvedené ve vysledkové C¢&asti. Kvantifikace vzorkd byla provadéna

vyhodnocenim z kalibrac¢ni pfimky, ktera byla ziskana jako zavislost priimérné
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plochy pfislusného analytu na chromatogramech kalibracnich vzorki na
koncentraci. ALB byl pfidavan k odparkim vzorkd z divodu ovéfeni jeho
retencniho Casu.

Vnitfni standard ALB byl opakované nachazen na chromatogramech
v misté svého predpokladaného retenéniho C€asu, jehoZ hodnota kolisala
v rozmezi 0,25 jednotek minuty kolem hodnoty 19,35 minut.

Z tabulky 18 uvedené ve vysledkové CcCasti je patrné, Ze vSechny
extrakéni technologie poskytuji pomérné nekonstantni vysledky analyz bez
ohledu na pouzitou frakci homogenizatu Haemonchus contortus (mikrosomalni
frakce — vzorky 1-3; cytosolova frakce — vzorky 4-6), ktera zastupovala
biologicky material ve vzorcich. Z vysledku tabulky 18 vSak zaroven vyplyva, ze
tfi extrakéni Cinidla jsou v podstaté srovnatelna (nalezené hodnoty koncentraci
FLU v neslepych vzorcich kolisaji kolem hodnoty 3,5 pmol/l).

Jako optimalni pro prabéh extrakce LLE pfed naslednou HPLC analyzou
FLU a jeho metabolitd tak byla nakonec vybrana extrakce s pouZzitim
organického rozpoustédla ethylacetatu, s nimz ma pracovisté nejvétsi
zkuSenosti. Technologie extrakce s octanem ethylnatym je detailné popsana
v experimentalni ¢asti (viz. kapitola 3.2.).

Ve vzorcich vSech tfi sad A-C oznacenych Cisly 7 a 8 nebyl analyzovany
FLU ani FLU-R (spektrofluorimetricka detekce) nalezen. Stanoveni nulové
koncentrace analytd v uvedenych vzorcich je tfeba vnimat pozitivné, nebot se
jednalo o vzorky slepé, potvrzujici duvéryhodnost analytické metody.

Tabulka 19 vysledkové Casti predstavuje nalezené koncentrace FLU-R
v jednotlivych vzorcich tfi sad (A-C) analyzovanych béhem testovani ffi
zpusobu extrakce. Kvanta FLU-R, jez tabulka 19 uvadi, se vzajemné velmi liSi a
do uvah o vyhodnosti jednotlivych extrakénich Cinidel pouzivanych v ramci LLE
pro nasledné HPLC analyzy nebyla zahrnuta.

OdlisSna mnozstvi metabolitu stanovena ve vzorcich chromatografii se
spektrofluorimetrickou detekci vypovidaji pouze svoji podstatou o existenci
redukce FLU v analyzovanych vzorcich. Pfiemz ve vzorcich oznacenych Cisly
1-6 (vzorky s obsahem mikrosom0 nebo cytosolu homogenizatu Haemonchus
contortus, Cerva disponujiciho enzymy metabolizujicimi benzimidazolova

anthelmintika) byla pravidelné, tj. ve vSech sadach, nachazena vysSi mnozstvi
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FLU-R nez ve vzorcich oznaCenych Cislem 9 (vzorky bez biologického materialu
S potencialem enzymoveé aktivity).

Kvanta FLU-R nalezena ve vSech vzorcich se nachazeji velmi vysoko
nad limitem kvantifikace stanovenym pro hodnoceny biologicky material, jehoz
hodnota je rovna 0,59 nmol/l.

Vzorek C4 nebyl fluorescencné hodnotitelny. Chyba nastala v ramci béhu
nocni sekvence analyz, kdy doslo k poruse na autosampleru. Vzorek C4 byl
znehodnocen a dale nebyl pouzitelny. Jeho analyza tudiz opakovana nebyla,
vysledky ziskané s ostatnimi vzorky sady C pfi chromatografii se
spektrofluorimetrickou detekci, byly povazovany za dostacCujici s ohledem na
vySe zminéné pouhé stvrzeni redukéni aktivity  biologického materialu

homogenizatu Haemonchus contortus.

11. Stanoveni flubendazolu a jeho metabolitu FLU-R v biologickych

vzorcich Haemonchus contortus

K analyze byly dodany biologické vzorky v podobé& odparkd
homogenizatl ¢erva Haemonchus contortus po LLE. Ke vzorkim byl pfed LLE
pridan vnitfni standard ALB v mnozstvi pfedepsaném pro HPLC analyzu se
spektrofotometrickou detekci. Vysledky stanoveni sumuji tabulky 20 (stanoveni
FLU vneznamych biologickych vzorcich 1-47  chromatografii se
spektrofotometrickou detekci) a 21 (stanoveni metabolitu FLU-R ve stejnych
vzorcich chromatografii se spektrofluorimetrickou detekci) uvedené ve
vysledkové Casti. Vzorové chromatogramy jsou uvedeny na obr. 22 a 23.

Z chromatogramU na obr. 22 a 23 je patrné, Ze nebyl detekovan
metabolit FLU-H a metabolit FLU-R byl pfitomen ve velmi nizké koncentraci.
Pfesto byl ucinén pokus o vypocCet koncentraci FLU-R pomoci ploch na
chromatogramu ziskaném spektrofotometrickou detekci. Ziskané koncentrace
ovéem nevykazovaly oCekavany trend a drzely se pfiblizné konstantni. To
mohlo byt zptisobeno interferenci s neznamou pfimési z biologického materialu,
coz potvrzovalo spektrum piku FLU-R a takto ziskané koncentrace byly
vyhodnoceny jako nespolehlivé. Proto byly koncentrace FLU-R vyhodnoceny
z chromatogramu detekovaného spektrofluorimetricky. Jak je vidét z obr. 22,

nebylo mozné pouzit k tomuto vyhodnoceni plochu vnitfniho standardu ALB.
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Jeho pik je pfrilis velky a pfi pouzité citlivosti pfesahuje moznosti detektoru. To
je zplUsobeno vySe zminénou skutecnosti, Ze ke vzorkim byl ALB pfidan v
v mnozstvi pfedepsaném pro HPLC analyzu se spektrofotometrickou detekci.
Proto bylo pouZito postupu popsaného ve vysledkové Casti a koncentrace FLU-
R vypocitany z kalibraéni pfimky ziskané jako zavislost pramérné plochy piku
pFislusného analytu na chromatogramech kalibracnich vzorkd na koncentraci.
Zde je tfeba poznamenat, Zze byly analyzovany jedineCné vzorky, proto nebylo
mozno zopakovat jejich LLE s pfidanim ALB v mnozstvi vhodném pro
spektrofluorimetrickou detekci. Pfi hodnoceni takto ziskanych vysledku je
nasledné nutné mit na paméti, Ze diky pouzitému postupu vyhodnoceni neni
eliminovan vliv moznych chyb béhem celého zpracovani vzorkl, zejména pfi
LLE a pfi rekonstituci.

Jinym moZnym postupem, ktery ovSem zatim nebyl patrné nikdy oficialné
pouzit, je vyhodnocovat koncentraci analytu detekovaného spektrofluorimetricky
s pouzitim plochy piku vnitfniho standardu detekovaného spektrofotometricky.
Zde je nutnosti paralelni snimani chromatogramui z obou detektorl pro

konkrétni nastfik vzorku a stejnym postupem zméfena kalibraéni pfimka.

Predbézné pokusy s takovymto vyhodnocenim byly nasledné provédény[43].

Vysledky stanoveni FLU-R chromatografii se spektrofluorimetrickou
detekci v biologickych vzorcich po inkubaci ¢erva s FLU dokresluje vzorovy
chromatogram (obr. 23, vysledkova ¢ast). Na chromatografickém zaznamu je
dobfe rozliSitelny pik FLU-R sretenénim €asem tg = 6,017 min. Poclatek
chromatogramu zaujimaji malo separované piky fluoreskujicich sloucenin
biologické matrix. Nejvétsi pik, ktery prekracuje rozsah detekce, patfi ALB.

Pfi porovnani riznych chromatogramu uvedenych ve vysledkové ¢asti, je
mozné pozorovat vétsi ¢ mensi posuny retencnich ¢asl sledovanych analytd.
Tyto posuny byly zplGsobeny s nejvysSi pravdépodobnosti zhorSenim
separacnich vlastnosti kolonového sorbentu po mnozZstvi probéhlych
chromatografickych analyz, i kdyz byl tento peclivé reaktivovan po kazdé sérii
analyz Citajici proméfeni maximalné 60ti vzorkd. Tato domnénka byla potvrzena
a separacni kolona musela byt vyménéna. Pouziti predkolony bylo

samozrejmosti béhem vSech analyz. Navic se pozdéji ukazalo, Zze k posunim
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retencnich Casl pfispéla rovnéz technicka zavada na smésSovaci mobilni faze

chromatografu.

12. Hodnoceni vlivu sloucéenin obsazenych v biologickych materialech
(moé€, plazma, zlu€) uvazovanych pro HPLC stanoveni FLU a jeho
metabolitdt na prubéh chromatografickych analyz a diskuse
chromatografického stanoveni se spektrofluorimetrickou detekci FLU-R

v neznamych vzorcich plazmy

Soucasti testovani pouzité HPLC metody flubendazolu a jeho metabolitd
v neznamych biologickych vzorcich ziskavanych ze zvifat (samci a samice ovce
domaci, Ovis ammon f. aries, plemeno merinolandshaf) bylo posuzovani vlivu
sloucenin obsazenych v rliznych druzich biologického materialu na hodnoceni
chromatogrami a to jak za podminek spektrofotometrické detekce, tak analyzy
se spektrofluorimetrickou detekci. V ur€itych pfipadech byl sledovan vliv
reextrakce vodou béhem LLE na mnozstvi interferujicich polarnich latek, které
se objevovaly v chromatogramech.

Obrazek 24 uvedeny ve vysledkové Casti predstavuje chromatogram
analyzy se spektrofotometrickou detekci standardniho vzorku modéi s
puvodnim obsahem 2,5 uymol/l sledovanych analytd ve vzorku (FLU, FLU-H a
FLU-R). Vnitfni standard ALB byl obsazen vkoncentraci 10 pmol/l.
Chromatogram neni téméf hodnotitelny. Chromatograficky software detekoval
urCité zmény nulové linie v misté ocekavanych pika jednotlivych analyti
s vyjimkou ALB, ktery na chromatogramu nebyl nalezen vibec. Pocatek
chromatogramu zaujimaji malo separované soucasti biologické matrix, které se
predchozi LLE nepodafilo oddélit.

Fakt, Ze na chromatogramu nejsou piky analytd témér patrné, maze byt
zpusoben interakci analytl s polarnimi slozkami obsazenymi v modi
(nizkomolekularni bilkoviny proslé po ultrafiltraci plazmy do modi, odlupujici se
epitelové buniky moCového méchyife a mocové trubice zvifat, bakterie osidlujici

urinarni trakt zvifat). Moznost vazby lipofilnich benzimidazold na polarni
substance popsali ve své praci napf. Coulet et al. [42]. Skupina pfitom feSila

problém vazby benzimidazolu na biologickou matrix pouzitim bazické hydrolyzy
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k uvolnéni residui thiabendazolu z tkanovych proteind zvifat. Vedle toho je
mozné, Ze i pfes provedenou LLE se do nastfiku dostaly interferujici latky
z biologického materialu v koncentraci, ktera enormné zvySuje pozadi na
chromatogramu.

Obrazky 25, 26, 27 a 28 (vzorek podrobeny reextrakci vodou) uvedené
ve vysledkové €asti demonstruji masivni interferenci biologické matrix moci s
HPLC stanovenim FLU-R se spektrofluorimetrickou detekci v uvazovaném
biologickém materialu. Zminéné obrazky chromatogramu umozhuji sledovat, Ze
ani dal$im fedénim vzorku, stejné jako reextrakci materialu vodou (teoreticky
predpoklad ocisténi analytu od polarnich aj. soucasti matrix), se nepodafilo
eliminovat pik interferujici slozky, ktery se na chromatogramech objevoval pfi tg
FLU-R uvazovaného pro nasledujici analyzy.

S ohledem na ziskané chromatogramy bylo HPLC stanoveni FLU a jeho
metabolitd v moc€i zvifat posouzeno za danych chromatografickych podminek,
stejné jako za podminek modifikovaného postupu LLE, jako nemozné. HPLC a
LLE metoda by vSak mohla byt pro uvazované analyzy v moci dale
optimalizovana.

Obrazek 29 vysledkové casti predstavuje chromatogram analyzy se
spektrofotometrickou detekci standardniho vzorku plazmy s obsahem 2,5 pmol/l
analytll ve vzorku, na némz jsou zfetelné piky vSech &tyf sledovanych latek.
Vnitfni standard ALB byl pfitomen v koncentraci 10,0 umol/l. Piky FLU-H a FLU-
R, stejné jako piky ALB A FLU nalezené na chromatogramu nejsou vSak
rozdélené az na zakladni linii, rozliSeni piki nemuze byt za danych podminek
separace diskutovano. Problematicka je rovnéz koeluce FLU-H s nékterou ze
soucasti plazmové matrix, o niz vypovida chvost piku chromatografovaného
FLU-H.

Spolu s nedostacujicimi  chromatografickymi charakteristikami  pika
z uvedené analyzy a pozadavkem na vysokou citlivost metody (oCekavané
koncentrace analyti v realném biologickém materialu se nachazely pod limitem
kvantifikace stanovenym pro chromatografii se spektrofotometrickou detekci
analyta v plazmé, viz. kapitola 9.2.1, tabulka 16 vysledkové ¢asti) bylo od HPLC
stanoveni se spektrofotometrickou detekci FLU a jeho metabolitd v plazmé za
danych chromatografickych podminek upusténo.
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Vysledky hodnoceni interference plazmy v HPLC stanovenich se
spektrofluorimetrickou detekci vSak byly v porovnani s pfedeSlymi relativné
uspokojivé. Na chromatogramech z obrazkd 30 a 31 uvedenych ve vysledkové
Casti je dobfe patrny pik FLU-R, jehoZ plocha odpovida 0,025 pmol/l analytu ve
vzorku. Pik vnitfniho standardu ALB vSak spektrofluorimetricky detekovan
nebyl.

Vzhledem ktomu, Z2Ze ALB bézné fluoreskoval za danych
chromatografickych podminek se spektrofluorimetrickou detekci v puvodné
analyzovanych standardnich vzorcich s obsahem cytosolové frakce
homogenizatu jater potkanich samcl, Ize jeho nepfitomnost na
chromatogramech pfisoudit pfedevsim biologické matrix plazmy.

ALB jako lipofilnéjsi z analyze podrobované dvojice (FLU-R a ALB)
ziejmé& ve VétSi mife interaguje s nékterymi lipofilnimi soucastmi plazmy (v
uvahu pfipadaji lipoproteiny plazmy, volné mastné kyseliny pfitomné v plazmé
savcu), pfiCemz interakce pravdépodobné negativné ovliviiuje schopnost ALB
fluoreskovat.

ALB mlze samoziejmé interagovat také s polarnimi slou¢eninami ve

, . P ox 42
vzorcich, viz. jiz zminény Coulet et al. ! ].

Vedle pfedchozich uvah se pro nenalezeni ALB na chromatogramech
analytickym software nabizi jesté jiné vysvétleni, totiz, ze latka na
chromatogramech je (obr. 30 a 31), ale v posunutém retenénim Case (tg = 19,51
min na obr. 30 a 20,32 min na obr. 31).

Pokud byl FLU-R vnaslednych HPLC  stanovenich  se
spektrofluorimetrickou detekci ve vzorcich plazmy kvantifikovan, délo se tak
s ohledem na zminéné obtiZze stanoveni ALB alternativni metodou z kalibraéni
pfimky ziskané jako zavislost pramérné plochy pikd FLU-R na
chromatogramech kalibra¢nich vzork na koncentraci.

Vysledky chromatografického stanoveni FLU-R v neznamych vzorcich
plazmy jsou zpracovany do tabulky 22 uvedené ve vysledkové Casti. VSechny
nalezené koncentrace se nachazeji nad limitem kvantifikace 2,7 nmolll
stanovenym pro chromatografické analyzy se spektrofluorimetrickou detekci

biologickych vzork(l plazmy. Naopak zadna z nalezenych koncentraci FLU-R
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nedosahuje limitu  detekce stanoveného pro chromatografii se
spektrofotometrickou detekci v plazmé, jehoz hodnota Cini 0,20 pmol/l.

Obrazky 32 a 33 uvedené ve vysledkové Ccasti demonstruji
chromatogramy z analyz FLU a jeho metaboliti ve Zlu€i - dva pouzivané
zpusoby detekce.

Na obou chromatogramech je patrna interference matrix ZluCi se
stanovovanymi latkami, piky analytd nedosahuji az na nulovou linii. Neni mozné
hodnotit rozliSeni piku.

S ohledem na vySe zminéné vysledky experimentd chromatografie ve
vzorcich Zlu¢i, HPLC stanoveni FLU a jeho metabolitd v biologickém materialu
Zlu€i nebylo provadéno.

Béhem analyz ve Zlu¢i byl mj. pozorovan posun retenénich Casu
jednotlivych analytd nachazenych na chromatogramech z obrazk( 32 a 33 (tyka
se v8ak Castetné rovnéz predchozich diskutovanych chromatograml) ve
srovnani s ¢asy nachazenymi v pocatcich chromatografickych analyz a béhem
kalibrace standardl pro dva zpUsoby detekce.

Posun retencnich €asu v uvazovaném obdobi byl zplsoben poruchou
smésovace MF chromatografu, ktera jiz byla zmifovana. V Case feSeni zadani
rigorézni prace vSak tento smésSovacC nebyl vyménén ani opraven, v analyzach

bylo pokraCovano s védomim o mozném posunu reten¢nich ¢asu latek.
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Zaveér

Cilem této rigordézni prace bylo stanovit flubendazol a jeho hlavni
metabolity desethylkarboxyflubendazol a flubendazol redukovany v biologickém
materialu parazita Haemonchus contortus a parazitem experimentalné
infikovanych ovci domacich.

Béhem prace byla na zakladé experimentld optimalizovana extrakce
kapalina-kapalina studovanych latek z biologického materialu, otestovano
nékolik organickych rozpoustédel pro jeji provedeni a optimalizovana technika
rekonstituce odparkl vzorkl ziskavanych po extrakci. Nejlepsich vysledkd bylo
dosazeno po extrakci ethylacetatem, odparky byly rekonstituovany s pouzitim
ultrazvukového generatoru.

Dale byla optimalizovana chromatograficka metoda se
spektrofotometrickou detekci analytl a zcela nové byla vyvinuta a vyzkou$ena
spektrofluorimetricka detekce flubendazolu redukovaného pfi
chromatografickych analyzach.

Flubendazol a jeho metabolity byly stanovovany vysokouc€innou
kapalinovou chromatografii na reverznich fazich (HPLC-RP) s pouzitim
chromatografické kolony LiChroCART (250 mm x 3 mm, 5 ym) a mobilni faze
acetonitril:fosfatovy pufr (pH 3,07;0,025 M) 3:7 (v/v). Optimalni prutokova
rychlost MF byla uréena na 0,7 ml.min™. Analyza se spektrofotometrickou
detekci se déla pfi 246 a 300 nm. Pro chromatografickou analyzu flubendazolu
redukovaného se spektrofluorimetrickou detekci byly nalezeny: excitaéni vinova
délka 290 nm a emisni vinova délka 320 nm. Jako vnitini standard byl zvolen
albendazol a pouzivan ke kvantifikaci latek ve vzorcich pfi obou zpUsobech
detekce.

Za vySe uvedenych podminek byl stanoven flubendazol a jeho metabolity
v biologickych vzorcich homogenizatl Haemonchus contortus a byl stanoven
flubendazol redukovany v plazmé ovci domacich, coz bylo pfedmétem zadani
rigorozni prace.

Do budoucna by mohla byt rozvijena predevS§im automatizace metod,
dale zlepSovan zpusob stanoveni flubendazolu a jeho metabolitd z modi a Zludi

OVCi.
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Véfim, Ze dosazené vysledky, zejména pak nalezeni nového vysoce
citivého HPLC stanoveni flubendazolu redukovaného, pfispéji k dalSimu rozvoji

poznani mechanismu rezistence parazitt k pouzivanym anthelmintikim.
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