
Vysoko´uˇcinn´a kapalinov´a chromatografie je v oblasti stanoven´ı l´eˇciv z biologick´eho 

materi´alu jednou z nejpouˇz´ıvanˇejˇs´ıch separaˇcn´ıch metod. Je vhodn´a ke kvantitativn´ı 

i kvalitativn´ı anal´yze l´eˇciv. 

Isoniazid se pouˇz´ıv´a jak k l´eˇcbˇe, tak i k prevenci tuberkul´ozy. Pˇred´avkov´an´ı 

isoniazidem zp°usobuje neurotoxicitu. Akutn´ı intoxikace isoniazidem se projevuje 

tonicko-klonick´ymi kˇreˇcemi centr´aln´ıho p°uvodu. Jako antidotum se v klinick´e praxi 

pod´av´a vitam´ın B6 (pyridoxin). Pˇrestoˇze je zˇrejm´e, ˇze je tento druh toxicity spojen 

s deficitem vitaminu B6 (respektive jeho aktivn´ı formy pyridoxal-5-fosf´atu - PLP), 

konkr´etn´ı d°ukazy o mechanismech a dˇej´ıch, kter´e jsou za tento jev zodpovˇedn´e, st´ale 

chyb´ı. 

C´ılem pilotn´ı studie bylo vypracovat chromatografick´e podm´ınky, vhodn´e pro 

monitorov´an´ı intoxikace isoniazidem a detekci pˇr´ıpadn´ych hydrazonov´ych metabolit° 

u. Tyto podm´ınky by mˇely umoˇznit separaci sedmi analyt°u (isoniazid, acetylisoniazid, 

pyridoxal, pyridoxol, pyridoxal-5-fosf´at, PIH a o-108 - vnitˇrn´ı standard). D´ale 

pak bylo c´ılem studovat moˇznosti izolace vˇsech uveden´ych l´atek z kr´aliˇc´ı plazmy. 

Nejlepˇs´ı chromatografick´a separace byla dos´ahnuta pouˇzit´ım kolony LiChroCART 

250 × 4 nm I.D., s n´apln´ı Lichrospher 100 RP-18 (5 µm). 

Mobiln´ı f´aze byla ve sloˇzen´ı pufr - sloˇzka A (NaH2PO4 0,01 mol/l, s pˇr´ıdavkem 

EDTA 0,001 mol/l a kyseliny hexansulfonov´e 0,005 mol/l; pH 3,0 - upraven´e 30% 

H3PO4) a methanol, za vyuˇzit´ı gradientu: 0 - 18 min. 15 - 55% B, 18 - 21 min. 55% B, 

21 - 22 min. 55 - 15% B, 22 - 29 min. 15% B (v/v). Pr°utok byl 0,1 ml/min a detekce 
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pˇri 260 a 294 nm. 

Pro extrakci byly testov´any metody SPE a precipitace. Jako vhodnˇejˇs´ı metoda se 

v tomto pˇr´ıpadˇe jev´ı precipitace. Precipitace methanolem se uk´azala jako vhodn´a pro 

izolaci isoniazidu, acetylisoniazidu, pyridoxolu, PIH a o-108, v pˇr´ıpadˇe pyridoxalu 

a pyridoxal 5-fosf´atu bylo potˇreba pˇred methanolem pˇridat jeˇstˇe kyselinu chloristou. 

V´ysledky t´eto pr´ace budou d´ale vyuˇzity pˇri dalˇs´ı optimalizaci metody extrakce. Tato 

pr´ace pˇredstavuje pilotn´ı studii zamˇeˇrenou na v´yvoj HPLC metodiky vhodn´e pro 

monitorov´an´ı pr°ubˇehu intoxikace isoniazidem a detekci nov´ych dosud nepopsan´ych 

hydrazonov´ych metabolit°u tohoto antituberkulotika. 
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