Vysoko u“cinn’a kapalinov’a chromatografie je v oblasti stanoven’1 1’e"civ z biologick eho
materi’alu jednou z nejpou”z’1van’ej”s ich separacn’ich metod. Je vhodn’a ke kvantitativn i
i kvalitativn1 anal "yze 1"e"Civ.

Isoniazid se pou“z‘1v’a jak k 1'e“cbe, tak i k prevenci tuberkul ozy. P*redavkov'an’1
isoniazidem zp°usobuje neurotoxicitu. Akutn’1 intoxikace isoniazidem se projevuje
tonicko-klonick "'ymi k*re“cemi centr aln"tho p°uvodu. Jako antidotum se v klinick e praxi
pod’av’a vitam'in B6 (pyridoxin). P resto’ze je z'rejm’e, “ze je tento druh toxicity spojen

s deficitem vitaminu B6 (respektive jeho aktivn’t formy pyridoxal-5-fosf atu - PLP),
konkr’etn "1 d°ukazy o mechanismech a d“ej ich, kter’e jsou za tento jev zodpov edn’e, st'ale
chyb’1.

C’1lem pilotn’1 studie bylo vypracovat chromatografick e podminky, vhodn’e pro
monitorov’an’1 intoxikace isoniazidem a detekci p*r'ipadn“ych hydrazonov’ych metabolit®
u. Tyto podm inky by m“ely umo~znit separaci sedmi analyt®u (isoniazid, acetylisoniazid,
pyridoxal, pyridoxol, pyridoxal-5-fosf”at, PIH a 0-108 - vnit*rn’1 standard). D ale

pak bylo c¢’1lem studovat mo“znosti izolace v'sech uveden“ych 1atek z krali"c’1 plazmy.
Nejlep“s’t chromatografick ‘a separace byla dos ahnuta pou“zit'im kolony LiChroCART
250 x 4 nm 1.D., s n"apIn’1 Lichrospher 100 RP-18 (5 pum).

Mobiln’1 f"aze byla ve slo“zen’1 pufr - slo“zka A (NaH2PO4 0,01 mol/l, s p'r'idavkem
EDTA 0,001 mol/l a kyseliny hexansulfonov’e 0,005 mol/l; pH 3,0 - upraven’e 30%
HsPOa4) a methanol, za vyuzit'1 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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p’ri 260 a 294 nm.

Pro extrakei byly testov any metody SPE a precipitace. Jako vhodnej“s"1 metoda se

v tomto p'r'ipad’e jev'1 precipitace. Precipitace methanolem se ukazala jako vhodn’a pro
izolaci isoniazidu, acetylisoniazidu, pyridoxolu, PIH a 0-108, v p*r’1pad”e pyridoxalu

a pyridoxal 5-fosf’atu bylo pot reba p“red methanolem p-ridat je“ste kyselinu chloristou.
V’ysledky t'eto pr'ace budou d’ale vyuzity p’ri dal*s’1 optimalizaci metody extrakce. Tato
pr’ace predstavuje pilotn’1 studii zam e renou na v'yvoj HPLC metodiky vhodn e pro
monitorov'an’t pr°ub“ehu intoxikace isoniazidem a detekci nov ych dosud nepopsan’ych
hydrazonov ych metabolit®u tohoto antituberkulotika.
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