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Kapitola 1

Úvod

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie - High Performance Liquid Chromatogra-

phy (HPLC) patř́ı v současné době k nejpouž́ıvaněǰśım analytickým separačńım

metodám. Mezi jej́ı největš́ı výhody patř́ı selektivita, citlivost, rychlost a malá spo-

třeba analyzovaného vzorku.

HPLC se uplatňuje při kvalitativńı i kvantitativńı analýze látek. Daľśı využit́ı

HPLC je při zkoumáńı čistoty a stability látek a při analýze léčiv a metabolit̊u

z biologického materiálu.

Isoniazid je lékem prvńı volby při léčbě tuberkulózy. Použ́ıvá se jak k léčbě,

tak i k prevenci tuberkulózy. Předávkováńı isoniazidem zp̊usobuje neurotoxicitu,

v jej́ımž klinickém obraze, kromě specifických př́ıznak̊u, dominuj́ı tonicko-klonické

křeče. Jako antidotum při předávkováńı isoniazidem se v klinické praxi použ́ıvá vi-

tamı́n B6 (pyridoxin). Pyridoxin se vyskytuje ve třech formách, jimiž jsou pyridoxol,

pyridoxal a pyridoxamin. Za biologicky účinnou formu je pokládán pyridoxal-5-fosfát.

V organismu se vyskytuj́ı uvedené formy včetně jejich oxidačńıch produkt̊u.

Bylo nashromážděno značné množstv́ı informaćı týkaj́ıćıch se osudu isoniazidu

v organismu (farmakokinetiky), jakož i profilu nežádoućıch a toxických účink̊u této

látky. Poměrně uspokojivé vysvětleńı se podařilo nalézt pro hepatotoxické účinky

léčiva, za které patrně zodpov́ıdá hydrazinový metabolit isoniazidu. Na druhou stra-
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nu je zaj́ımavé, že v př́ıpadě neurotoxicity neńı v řadě otázek stále jasno. Přestože

je zřejmé, že je tento druh toxicity spojen s deficitem vitamı́nu B6 (respektive jeho

aktivńı formy pyridoxal-5-fosfátu - PLP), konkrétńı d̊ukazy o mechanismech a děj́ıch,

které jsou za tento jev zodpovědné, stále chyb́ı. I když je v literatuře v souvislosti

s léčbou akutńı intoxikace isoniazidem opakovaně zmiňována tvorba kondenzačńıch

hydrazonových produkt̊u, o jejich existenci dosud nebyl podán žádný jednoznačný

analytický d̊ukaz. Analytická metoda umožňuj́ıćı současnou analýzu isoniazidu, jeho

metabolitu, vitamı́n̊u skupiny B6, jejich aktivńı formy, ale také př́ıslušných hydra-

zon̊u (pyridoxal isonikotinoyl hydrazon, popř́ıpadě pyridoxal isonikotinoyl hydrazon-

5-fosfát), by mohla přinést mnoho nových informaćı d̊uležitých pro vysvětleńı a popř.

monitorováńı léčby intoxikace isoniazidem.
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Kapitola 2

Teoretická část

2.1 Definice a rozděleńı chromatografických me-

tod

Chromatografické metody jsou separačńı metody slouž́ıćı k odděleńı analyzovaných

složek ze směsi a zároveň k jejich kvalitativńı a kvantitativńı analýze. Při všech chro-

matografických metodách se mnohonásobně ustavuje rovnováha složek analyzované

směsi mezi dvěma vzájemně nemı́sitelnými fázemi. Jedna nepohyblivá (stacionárńı)

fáze má schopnost r̊uznou měrou zadržovat jednotlivé analyty, druhá pohyblivá (mo-

bilńı) fáze je pak vymývá (eluuje) z nepohyblivé fáze a odnáš́ı je ve směru toku r̊uznou

rychlost́ı [1].

V pr̊uběhu chromatografického procesu docháźı k postupnému, mnohokrát opako-

vanému vytvářeńı rovnovážných stav̊u dělených látek mezi stacionárńı fáźı, která je

v koloně nebo plošné vrstvě, a mobilńı fáźı, která unáš́ı separované látky. Při styku

stacionárńı i mobilńı fáze s dělenými látkami docháźı k vzájemným interakćım, které

jsou základńım předpokladem pro jejich separaci. K separaci tedy docháźı na základě

r̊uzné afinity dělených látek ke stacionárńı a mobilńı fázi [2].

Chromatografických metod je velké množstv́ı. Vzhledem ke značné r̊uznorodosti

se děĺı podle několika hledisek:
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� Podle skupenstv́ı mobilńı fáze se chromatografie děĺı na kapalinovou chro-

matografii, kde mobilńı fáźı je kapalina, a plynovou chromatografii, kde mobilńı

fáźı je plyn.

� Podle uspořádáńı stacionárńı fáze se rozděluje na kolonovou chromatografii,

kde stacionárńı fáze je umı́stěna v trubici, a plošné techniky, mezi které patř́ı

např́ıklad tenkovrstá chromatografie (TLC) [3].

� Podle povahy děje, který převládá při separaci, rozlǐsujeme následuj́ıćı metody:

– Adsorpčńı chromatografie. Podstatou separace je rozd́ılná adsorbo-

vatelnost dělených látek na aktivńı povrch sorbentu. Jako sorbenty se

nejčastěji použ́ıvaj́ı silikagel a oxid hlinitý. V kapalinové chromatografii

se jedná o separaci pevná fáze - kapalina (LLC), v plynové chromatografii

pevná fáze - plyn (GSC).

– Rozdělovaćı chromatografie. Podstatou separačńıho procesu je rozd́ıl-

ná rozpustnost dělených látek ve stacionárńı fázi (kapalina) a mobilńı fázi

(kapalina nebo plyn).

– Iontově výměnná chromatografie (IEC). Lze ji realizovat jen jako ka-

palinovou chromatografii. Stacionárńı fáźı jsou iontoměniče (katexy nebo

anexy). Podstatou separace je rozd́ılná afinita dělených látek (zpravidla

ionty) k iontovýměnným skupinám iontoměniče. Rozd́ılnost afinity sepa-

rovaných látek je dána rozd́ılnými hodnotami disociačńıch konstant iono-

genńıch skupin, r̊uznou velikost́ı iont̊u a r̊uzným mocenstv́ım iont̊u.

– Gelová chromatografie. Jedná se o kapalinovou chromatografii, při kte-

ré jsou analyzované látky separovány na základě velikosti molekul. Mole-

kuly látky jsou neseny protékaj́ıćı mobilńı fáźı kolonou naplněnou poréz-

ńım materiálem (gelem), přičemž pronikaj́ı (permeaćı) do rozpouštědlem

naplněných pór̊u. Velké molekuly, které přesahuj́ı pr̊uměr pór̊u, vycházej́ı
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z kolony bez jakéhokoliv zadržeńı. Separace molekul je tedy závislá na

rozmeźı velikosti pór̊u zvoleného gelu [2].

– Afinitńı chromatografie. Je založena na specifických interakćıch cha-

rakteristických pro některé biologické a biochemické procesy. Interakce

prob́ıhaj́ı mezi dvojicemi látek s vysokou selektivitou. Jako př́ıklad lze

uvést specifickou vazbu mezi protilátkou a antigenem, př́ıpadně reakci en-

zymu pouze se svým substrátem nebo inhibitorem, přičemž ostatńı látky

z̊ustanou nedotčeny. Jestliže se jedna z dvojic látek váže kovalentńı vazbou

na vhodný nosič, aniž je t́ım porušena jej́ı funkce (insolubilizuje-li se), je

možno takto vázanou látku (tzv. afinant) použ́ıt k selektivńımu zachy-

cováńı druhé látky př́ıslušné dvojice z roztoku [4].

2.2 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie

2.2.1 Historie

Klasická kolonová chromatografie použ́ıvala kolon plněných náplněmi s velkými části-

cemi o pr̊uměru 100 až 200 µm nebo i v́ıce. Mobilńı fáze protékala kolonou p̊usobeńım

gravitačńı śıly a eluát bylo třeba odeb́ırat po frakćıch, v nichž byla koncentrace

dělených látek stanovována klasickými, př́ıpadně kolorimetrickými metodami. Tato

technika byla velice pracná a zdlouhavá, nav́ıc účinnost děleńı byla velice ńızká. Re-

nesance kapalinové chromatografie jako moderńı, vysoce účinné analytické metody

s automatickou detekćı chromatografovaných látek byla umožněna aplikaćı řady teo-

retických poznatk̊u z plynové chromatografie. Jej́ı bouřlivý rozvoj však byl umožněn

až poté, co př́ıstrojová laboratorńı technika dosáhla vysokého technologického stu-

pně. Byly zkonstruovány vysoce citlivé detektory, d̊umyslné dávkovaćı systémy a vy-

sokotlaká čerpadla, byla připravena celá řada vysoceúčinných universálńıch i selek-

tivńıch sorbent̊u tvoř́ıćıch náplně chromatografické kolony [5].
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2.2.2 Podstata a obecná charakteristika metody

Při analytickém hodnoceńı léčiv je vysokoúčinná kapalinová chromatografie (High-

performance liquid chromatography, HPLC) použ́ıvána velmi často. Je to předevš́ım

z toho d̊uvodu, že jde o separačńı metodu, která umožňuje současně jak kvalitativńı,

tak i kvantitativńı hodnoceńı separovaných složek směsi, a to s vysokou selektivitou,

citlivost́ı a v relativně krátkém čase. Pro analýzu postačuje velmi malé množstv́ı

vzorku a pro rutinńı použit́ı (velké série vzork̊u) je možno s využit́ım automatického

dávkovače celou metodu plně automatizovat [2].

2.2.3 Kvalitativńı analýza

Pro vlastńı kvantitativńı hodnoceńı léčiv je základem plocha (event. výška) chro-

matografického ṕıku. Pro stanoveńı jednotlivých složek ve směsi se nejčastěji použ́ı-

vaj́ı následuj́ıćı metody:

� Metoda vněǰśıho standardu. Spoč́ıvá ve dvou kroćıch (dvoj́ım dávková-

ńı). V prvńım kroku se na kolonu nastř́ıkne roztok analyzovaného vzorku a po

registraci jeho chromatografického záznamu se v druhém kroku nastř́ıkne roz-

tok vněǰśıho standardu a opět se zaznamená jeho chromatogram. Jako vněǰśı

standard se zpravidla použ́ıvá u substanćı standard stanovované látky, např́ı-

klad CRL (chemická referenčńı látka) u lékopisných analýz, nebo u složených

lékových př́ıpravk̊u jedna z analyzovaných složek směsi [2].

� Metoda vnitřńıho standardu. Ke známému objemu roztoku vzorku se přidá

definovaný objem roztoku vhodného vnitřńıho standardu a po promı́cháńı

se nastřikuje na kolonu. Koncentrace stanovovaných látek se opět vypoč́ıtá

z poměru ploch (výšek) ṕık̊u jednotlivých separovaných složek a plochy ṕıku

vnitřńıho standardu. Metoda vnitřńıho standardu je méně časově náročná

a hlavně přesněǰśı, protože neńı zat́ıžena chybou dvoj́ıho nástřiku. Vnitřńı stan-

dard muśı být eluován v bĺızkosti ṕık̊u, které budou vyhodnocovány, muśı mı́t

12



podobnou koncentraci jako látky, jejichž obsah je zjǐst’ován a muśı být chemicky

inertńı. Jeho struktura muśı být podobná stanovované látce [2].

� Kalibračńı metoda se vyhodnocuje pomoćı kalibračńı křivky, sestrojené jako

závislost odezvy detektoru (plocha ṕıku, nebo poměry ploch ṕıku analytu

a vnitřńıho standardu) na r̊uzných koncentraćıch analytu ve vzorku. Tento

zp̊usob kvantifikace se často využ́ıvá při analýze léčiv a metabolit̊u z biolo-

gického materiálu. Připrav́ı se série kalibračńıch vzork̊u, které obsahuj́ı r̊uzné

množstv́ı analytu avšak stále stejnou koncentraci vnitřńıho standardu. Na osu x

se vynáš́ı koncentrace analytu a na osu y poměr ploch ṕık̊u analytu a vnitřńıho

standardu. Přidáńım vnitřńıho standardu ke vzorku před jeho úpravou se za-

meźı k chybné kvantifikaci analytu, ke které by mohlo doj́ıt vlivem experi-

mentálńıho postupu. Vnitřńı standard muśı vykazovat stejné vlastnosti při

předúpravě vzorku jako analyzovaná látka [6].

� Metoda standardńıho př́ıdavku se převážně použ́ıvá v analýze se stopový-

mi koncentracemi analyt̊u. Známé množstv́ı analytu je přidáváno do vzorku,

který již obsahuje neznámou koncentraci analytu. Zvětšeńı plochy ṕıku je př́ımo

úměrné přidanému množstv́ı analytu [6].

2.2.4 Stacionárńı fáze

Podle relativńı polarity stacionárńı a mobilńı fáze rozlǐsujeme chromatografii v sys-

témech s normálńımi fázemi (stacionárńı fáze je polárněǰśı než fáze mobilńı) a chro-

matografii v systémech s obrácenými fázemi (mobilńı fáze má větš́ı polaritu než fáze

stacionárńı).

Jako prvńı sorbent byl v kapalinové chromatografii použ́ıván silikagel (oxid kře-

mičitý). Postupem času se začal silikagel modifikovat pomoćı uhĺıkových řetězc̊u, t́ım

vznikly sorbenty s obrácenými (reverzńımi) fázemi.

Při kolonové kapalinové chromatografii v systému s obrácenými fázemi se jako

tuhých stacionárńıch fáźı (sorbent̊u) použ́ıvá předevš́ım nepolárńıch uhlovod́ıkových
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fáźı imobilizovaných na anorganických nosič́ıch (např. C8, C18). Nicméně je možno

použ́ıt i čistého uhĺıku, organických polymer̊u či náplńı s chemicky vázanými arylo-

vými či středně polárńımi (např. etherovými, nitrilovými či diolovými) fázemi [7].

2.2.5 Mobilńı fáze

Jako mobilńıch fáźı se nejčastěji použ́ıvá vodných roztok̊u jednoho či v́ıce organic-

kých rozpouštědel, nejčastěji methanolu, acetonitrilu a tetrahydrofuranu. Pro sepa-

raci iontových látek či látek kyselé a bazické povahy je třeba k mobilńı fáźım přidávat

pufry, neutrálńı soli, slabé kyseliny či látky vytvářej́ıćı s ionizovanými soluty iontové

asociáty [7].

2.2.6 Gradientová eluce

Gradientová eluce se použ́ıvá k děleńı směśı, jejichž složky se značně lǐśı retenćı při

eluci s konstantńım složeńım mobilńı fáze. Eluce silněji zadržovaných látek se urychĺı

použit́ım mobilńıch fáźı, jejichž elučńı śıla se zvyšuje časem. Kontinuálńı změny

složeńı mobilńı fáze se dociluje mı́cháńım několika složek mobilńı fáze (většinou dvou

až tř́ı) v poměru, který se ř́ıd́ı předem zvoleným časovým programem. Př́ıstroje

pro gradientovou eluci lze dělit do dvou skupin podle toho, zda se složky gradientu

mı́chaj́ı ve vysokotlaké, nebo ńızkotlaké části [7].

2.2.7 Základńı chromatografická data

Při chromatografii jsou dělené složky zadržovány v koloně r̊uznou dobu. Charakteri-

stickou veličinou pro každou látku v daném chromatografickém systému je retenčńı

(elučńı) čas nebo retenčńı (elučńı) objem označený tR resp. VR. Retenčńı čas předsta-

vuje dobu od nástřiku vzorku na kolonu až po objeveńı se maxima ṕıku dané složky.

Retenčńı objem představuje objem mobilńı fáze proteklý kolonou za výše uvedenou

dobu.
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Obrázek 2.1: Elučńı křivka

Elučńı křivka neboli chromatogram (záznam chromatografického děleńı) Obrázek

2.1 je závislost signálu (odezvy) detektoru na objemu proteklé mobilńı fáze se slož-

kami analytu (Obrázek 2.1).

Mezi retenčńım časem a retenčńım objemem plat́ı vztah:

VR = tRFm,

kde Fm je objemový pr̊utok mobilńı fáze (objem proteklý za jednotku času).

Retenčńı čas je ve skutečnosti vyjádřen součtem redukovaného retenčńıho času

t′
R a mrtvého retenčńıho času tM :

tR = tM + t′
R.

Mrtvý retenčńı čas představuje časový interval od nástřiku vzorku do okamžiku

detekce složky, která neńı stacionárńı fáźı zadržována [3, 4].
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Obrázek 2.2: Kapalinový chromatograf

2.2.8 Schéma kapalinového chromatografu

Kapalinový chromatograf se skládá z část́ı, které zabezpečuj́ı transport mobilńı fáze,

separaci látek a jejich detekci. Těmito částmi jsou zásobńık mobilńı fáze, vysokotlaké

čerpadlo, směšovaćı zař́ızeńı, dávkovaćı zař́ızeńı, degaser, chromatografická kolona,

detektor a poč́ıtač (Obrázek 2.2).

� Vysokotlaká čerpadla zajǐst’uj́ı stabilńı proud mobilńı fáze, který je pro analýzu

velmi d̊uležitý. Výstupńı tlaky na čerpadlech se pohybuj́ı v rozmeźı 1 - 30 MPa,

t́ım je možno dosáhnout pr̊utoku mobilńı fáze od 0,01 do 5 ml/min [8].

� Dávkovaćı zař́ızeńı. Vzorek, který se má chromatograficky rozdělit se nejprve

dokonale rozpust́ı ve vhodném rozpouštědle, nejlépe v mobilńı fázi a dávkuje se

do kolony injekčńımi stř́ıkačkami malých objemů, nejlépe konstruovaných jako

vysokotlaké, nebo dávkovaćımi kohouty, dávkovaćımi smyčkami a podobně.

V dnešńı době se použ́ıvaj́ı převážně automatické šesticestné dávkovaćı kohouty

(autosampler). Daľśı možnost dávkováńı je ručńı dávkováńı, kdy se vzorek

aplikuje stř́ıkačkou na smyčku a otoč́ı se ventilem [8].
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� Degaser je zař́ızeńı odstraňuj́ıćı plyny z mobilńı fáze. Nerozpuštěný vzduch

zp̊usobuje výkyvy v plynulosti pr̊utoku mobilńı fáze. Odplyněńı mobilńı fáze

může využ́ıvat několika princip̊u: probubláváńı heliem, zavedeńı vacua do mo-

bilńı fáze, ultrazvuk a zahř́ıváńı [9].

� Chromatografické kolony. V HPLC má volba a výběr kolon samých a jejich

př́ıslušenstv́ı rozhoduj́ıćı význam. O účinnosti kolon rozhoduje nejen kvalita

použitého sorbentu, ale i jejich délka, tvar, materiál, z něhož jsou zhotoveny,

spojovaćı součásti, jejich vnitřńı povrch a daľśı faktory, jako je zp̊usob plněńı

kolon, velikost mrtvých objemů v systému apod.

Nejčastěǰśım materiálem použ́ıvaným k výrobě kolon je nerezová ocel. Kolony

se vyráběj́ı v r̊uzných velikostech, většina kolon má poloměr (I.D.) rovný 3,

4 nebo 4,6 mm. Délka kolony je většinou 10 až 25 cm, nicméně moderńım

trendem je zkracováńı kolon a jejich poloměr̊u [4, 9].

V dnešńı době se pro analytické aplikace použ́ıvá převážně kolon plněných

pórovitými náplněmi s částečkama o pr̊uměru 3 až 5 µm. Pro analýzu z biolo-

gického materiálu se použ́ıvaj́ı předkolony, které chráńı kolonu před poškozeńım

[10].

� Detektory slouž́ı k indentifikaci látek vycházej́ıćıch z chromatografické kolony.

Zpravidla se od nich žádá, aby sledovaly koncentrace separovaných složek

v eluátu. Detektor sleduje pomoćı vhodného sńımače některou z vlastnost́ı

eluátu. Ve speciálńıch př́ıpadech může detektor poskytnout i některé konkrétńı

údaje o charakteru separované složky (celé UV spektrum, molekulovou hmot-

nost a i daľśı).

K detekci separovaných látek se zpravidla využ́ıvá určitých jejich vlastnost́ı,

jimiž se tyto látky lǐśı od složek mobilńı fáze. V podstatě rozlǐsujeme dva typy

detektor̊u - univerzálńı a selektivńı. Z požadavk̊u kladených na dobrý detektor

je možno uvést:
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– linearitu odezvy v co neǰsirš́ım rozmeźı koncentraćı

– dostatečně velký poměr mezi šumem a měřenou hodnotou

– vysokou citlivost

– ńızkou hodnotu mimokolonového př́ıspěvku

– malou citlivost na změny tlaku a pr̊utoku

– možnost využit́ı gradientové eluce.

Detektor pracuj́ıćı v UV oblasti zářeńı je v současné době nejpouž́ıvaněǰśım

detektorem. Použ́ıvá se bud’ detektor s nastavitelnou vlnovou délkou, nebo

DAD (diode-array detektor), který během jednoho nástřiku proměř́ı všechny

vlnové délky v požadované oblasti. Ostatńı detektory se použ́ıvaj́ı v př́ıpadech,

kdy analyt téměř v̊ubec neabsorbuje v UV oblasti, nebo když je koncentrace

analytu pro UV detekci př́ılǐs ńızká. Pro měřeńı v oblasti od 190 do 400 nm se

použ́ıvá deuteriová lampa. Pokud je požadováno měřeńı při viditelné oblasti

(400 až 700 nm), pak je použ́ıvána vysoce energetická wolfram-halogenová

lampa. Výhodou obou detektor̊u je, že jako mobilńı fáze jsou použ́ıvána rozpou-

štědla, která ve viditelné i v ultrafialové oblasti spektra neabsorbuj́ı. Daľśımi

typy použ́ıvaných detektor̊u jsou fluorimetrický, elektrochemické, refraktome-

trický a hmotnostńı spektometr, jehož význam v dnešńı době roste [4, 6].

Fluorimetrický detektor je vysoce selektivńı a citlivý avšak poskytuje odezvu

pouze pro látky vykazuj́ıćı fluorescenci. Jen velmi málo analyt̊u vykazuje při-

rozenou fluorescenci, proto je třeba některé vzorky derivatizovat. Na analyt se

naváže určitá chemická skupina, která vykazuje fluorescenci. Detegovaná látka

v cele absorbuje ultrafialové bud́ıćı (excitačńı) zářeńı, jehož pohlcená energie

se z části vyzář́ı (emituje) ve formě fluorescenčńıho zářeńı o nižš́ı energii (vyšš́ı

vlnové délce), než má zářeńı excitačńı [6, 10].

Elektrochemické detektory lze použ́ıt pro detekci analyt̊u, které jsou elektro-

chemicky aktivńı. Jsou běžně děleny na ampérometrické a vodivostńı. Vo-
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divostńı detektor je převážně použ́ıván pro iontově-výměnou chromatografii.

Je nespecifický, měř́ı elektrickou vodivost eluátu. Amperometrický detektor je

citlivý a selektivńı [6, 10].

Refraktometrický detektor je univerzálńı, má však nižš́ı citlivost. Jeho odezva

záviśı na teplotě. Nelze jej použ́ıt při gradientové eluci. Tento detektor posky-

tuje odezvu úměrnou rozd́ılu index̊u lomu eluátu v měrné cele a srovnávaćı

kapaliny (měla by být vždy čistá mobilńı fáze) v cele srovnávaćı. Citlivost de-

tektoru je tedy t́ım větš́ı, č́ım větš́ı je rozd́ıl indexu lomu látky a indexu lomu

mobilńı fáze [10].

Hmotnostńı spektrometr. Navzdory jeho vysoké ceně a náročnému ovládáńı se

v dnešńı době zač́ıná stále v́ıce prosazovat hmotnostńı spektometr (MS) a to

předevš́ım v bioanalýze léčiv. Po výstupu z HPLC kolony docháźı k odstraněńı

mobilńı fáze a ionizaci analytu. Nejčastěji už́ıvané ionizačńı techniky pro

spojeńı HPLC - MS jsou ionizace elektrosprejem (ESI), chemická ionizace za

atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI).

Nabité částice (molekulárńı a fragmentárńı ionty) jsou poté v magnetickém

nebo vysokofrekvenčńım poli separovány podle hmotnosti a náboje. Výsledné

hmotnostńı spektrum (hmotnost částic/počet náboj̊u) je zaznamenáno. Spo-

jeńı HPLC-MS je vysoce selektivńı, vysoce citlivé a poskytuje řadu údaj̊u

potřebných pro identifikaci látek [2].

2.3 Úprava vzorku biologického materiálu před a-

nalýzou pomoćı HPLC

Biologický materiál je zpravidla tvořen velmi komplikovanou směśı navzájem se

ovlivňuj́ıćıch složek, které mohou p̊usobit kladně nebo záporně na chováńı analytu.

Účelem úpravy je tedy odděleńı analytu od nežádoućıch interferuj́ıćıch látek z ma-

trice (protein̊u, lipid̊u a jiných endogenńıch látek), zakoncentrováńı vzorku, sńıžeńı
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obsahu nečistot a zvýšeńı selektivity.

Výběr vhodné metody úpravy zálež́ı na volbě biologického materiálu a na vlast-

nostech stanovované látky. Nejčastěji použ́ıvanými biologickými materiály jsou plaz-

ma, sérum, krev a moč. Dále se pak mohou použ́ıvat sliny, likvor, mateřské mléko,

slzy, žluč, pot a stolice.

Nejvyuž́ıvaněǰśımi metodami úpravy vzorku jsou extrakce kapalina - kapalina,

precipitace, SPE (solid phase extraction) extrakce, ultrafiltrace. Mezi moderńı me-

tody se pak řad́ı superkritická fluidńı extrakce a mikroextrakce pevnou fáźı [11].

2.3.1 Př́ımý nástřik biologického vzorku na chromatografi-

ckou kolonu

Jen v některých př́ıpadech lze biologický vzorek nastřikovat na kolonu bez předchoźı

úpravy. Metoda je použitelná pouze u biologických vzork̊u s minimálńım obsahem

protein̊u jako jsou likvor, sliny a moč. Nevýhodou př́ımé aplikace biologických tekutin

na analytickou kolonu je zvýšené riziko znečǐstěńı a znehodnoceńı kolony v d̊usledku

vysokého obsahu balast̊u, dále pak sńıžeńı separačńı účinnosti a možnosti zakoncen-

trováńı vzorku [12].

2.3.2 Precipitace

Nejjednodušš́ı úprava vzorku při analýze látek obsažených v séru, plazmě, krvi je

precipitace protein̊u vhodnými deproteinačńımi činidly. T́ımto zp̊usobem se zabráńı

vysrážeńı protein̊u na chromatografické koloně při styku vzorku s mobilńı fáźı ob-

sahuj́ıćı organická rozpouštědla nebo koncentrovaněǰśı pufry. Po centrifugaci je ali-

kvot čirého supernatantu bud’ nastř́ıknut na kolonu př́ımo, nebo při ńızké kon-

centraci sledované látky je supernatant odpařen do sucha a odparek je rozpuštěn

v minimálńım objemu mobilńı fáze.

Deproteinace bývá prováděna:
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� přidáńım organických rozpouštědel mı́sitelných s vodou např. methanolem,

ethanolem, acetonitrilem, acetonem;

� silnými kyselinami: trifluoroctovou, trichloroctovou, chloristou, mravenč́ı;

� solemi těžkých kov̊u:

Na2WO4 . 2H2O, ZnSO4 . 7H2O, CuSO4 . 5H2O, Ba(OH)2;

� nebo kombinaćı několika deproteinačńıch činidel.

Výhodou této metody je, že je jednoduchá, rychlá a snadno proveditelná. Ze

vzorku jsou odstraněny proteiny, ostatńı endogenńı látky jsou v supernatantu za-

chovány. To může být i v některých př́ıpadech nevýhoda. Tato metoda je nevhodná

pro látky, které se vážou na precipitát a na vzorky se stopovým množstv́ım analytu,

docháźı totiž ke značnému naředěńı vzorku [12].

2.3.3 Extrakce kapalina - kapalina

Extrakce složky v systému dvou omezeně mı́sitelných kapalných fáźı zauj́ımá vý-

znamné mı́sto mezi separačńımi technikami.

Podmı́nkou je ustanoveńı rovnováhy mezi dvěma nemı́sitelnými kapalinami - vý-

choźım vzorkem s analytem a rozpouštědlem, do kterého máme zájem analyt v co

největš́ı mı́̌re převést.

Obvyklým úkolem je extrahovat složku z biologického materiálu do organického

rozpouštědla, které je s vodou nemı́sitelné. Po čase se mezi množstv́ım analytu v obou

fáźıch ustanov́ı rovnováha, kterou popisuje Nernst̊uv rozdělovaćı zákon:

KD =
corg

caq

KD . . . rozdělovaćı konstanta (Nernst̊uv rozdělovaćı koeficient)

corg . . . rovnovážná látková koncentrace složky v organickém rozpouštědle

caq . . . rovnovážná látková koncentrace složky ve vodě
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Rozdělovaćı konstanta charakterizuje danou látku v systému voda - organické

rozpouštědlo při určité teplotě a tlaku. Větš́ı hodnota KD znamená vyšš́ı pod́ıl složky

v organickém rozpouštědle. Jej́ı hodnota pro extrahovanou látku by měla být výrazně

vyšš́ı než jedna.

Extrakčńı proces záviśı na řadě faktor̊u:

� Vliv fyzikálně chemických vlastnost́ı rozpouštědla. Rozpouštědlo jako extrakčńı

fázi voĺıme podle charakteru extrahované látky. Látky hydrofobńı se snáze

rozpouštěj́ı v rozpouštědlech nepolárńıch, rozpouštědla polárńı jsou vhodná

pro hydrofilńı látky.

Volba extrakčńıho rozpouštědla (činidla) vycháźı z následuj́ıćıch požadavk̊u:

– omezená mı́sitelnost s extrahovanou směśı (tvorba 2 fáźı)

– velmi dobrá rozpustnost extrahované složky (výhodný rozdělovaćı koefi-

cient)

– rozd́ılná hustota rozpouštědla a směsi (nutné rozděleńı obou fáźı)

– dostatečná těkavost (s ohledem na destilačńı zahuštěńı vzniklého extraktu

a regeneraci rozpouštědla) [13].

� Vliv pH vodné fáze. Úpravou pH vodné fáze dosahujeme vyšš́ı selektivity a e-

fektivity extrakce. Obecně lze ř́ıci, že při pH nižš́ım (< 5) se méně disociuj́ı

a tud́ıž lépe extrahuj́ı látky kyselého charakteru. Naopak při pH vyšš́ım (> 7)

snáze přecházej́ı do extrakčńıho činidla látky bazické. Ćılem je upravit pH

vzorku tak, aby byla potlačena ionizace analytu.

Vztah mezi pH a poměrem nedisociované a disociované formy analytu vyjadřuje

Henderson - Hasselbalchova rovnice:

pKa = pH + log
[nedisoc. kys]
[disoc. kys]

. . . pro kyseliny

pKa = pH + log
[disoc. baze]

[nedisoc. baze]
. . . pro baze
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Obecně je vhodné nastavit takové pH, aby poměr nedisociované formy k diso-

ciované formě byl nejméně 100 : 1, tj. aby nedisociovaný pod́ıl tvořil nejméně

99%.

� Vliv vzájemného poměru nemı́sitelných fáźı. Vhodně zvoleným poměrem vod-

ná : organická fáze zlepšujeme extrahovatelnost látky. Na druhé straně větš́ı

objem rozpouštědla zp̊usobuje nižš́ı koncentrace extrahované látky v extraktu

nebo obt́ıžněǰśı odběr organické fáze ze směsi.

� Zp̊usob a doba trváńı extrakce. Intenzita extrakce a doba třepáńı muśı být

natolik účinná, aby přechod látky do rozpouštědla byl co nejúplněǰśı. Doba

extrakce nemá být z praktických d̊uvod̊u neúměrně dlouhá, ani při ńı nesmı́

docházet ke vzniku těžko odstranitelných emulźı.

� Zp̊usob předchoźıho zpracováńı vzorku. Předchoźı zpracováńı vzorku může vý-

razným zp̊usobem ovlivnit výtěžek extrakce, např. při deproteinaci může p̊uso-

bit nepř́ıznivě změna pH vodné fáze vlivem př́ıdavku deproteinačńıho činidla,

nebo absorbce analytu na precipitované proteiny [11].

2.3.4 Ultrafiltrace

Při ultrafiltraci z̊ustává vázaná složka léčiva společně s proteiny na stejné straně

membrány a membránou prošlý ultrafilrát obsahuje jen volnou složku. Na velikosti

pór̊u semipermeabilńı membrány záviśı, jak velké molekuly budou membránou ještě

zadržovány. V principu lze ultrafiltraćı zachytit na membránách sloučeniny o ve-

likosti 1 až 10 nm, tj. sloučeniny o molekulové hmotnosti 500 až 1 000 000. Jedná se

předevš́ım o viry, pyrogeny, proteiny a peptidy.

Separace na membráně je urychlena tlakem, který může být doćılen dvěma zp̊u-

soby: pomoćı ṕıstu (přetlak) nebo pomoćı centrifugy (podtlak).

Výhodou metody je, že nedocháźı k naředěńı vzorku, ultrafiltrát je bez protein̊u

a rezidúı činidel [11].
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2.3.5 Extrakce na pevné fázi - SPE

SPE (solid phase extraction) je metoda, kdy se analyt selektivně zadrž́ı na pevném

sorbentu, t́ım se zakoncentruje a přečist́ı. V podstatě jde o r̊uzné modifikace sloup-

cové nebo tenkovrstevné chromatografie. Mechanismus retence v SPE je stejný jako

v kapalinové chromatografii, a proto i použ́ıvané sorbenty jsou vlastně velice podobné.

Obdobně jako u HPLC se nejčastěji využ́ıvaj́ı nepolárńı nebo polárńı sorbenty. Jako

polárńı sorbent se použ́ıvá např́ıklad silikagel, oxid hlinitý nebo sorbenty s modi-

fikovanými fázemi CN, NH2. Z nepolárńıch sorbent̊u to jsou C18 nebo C8. Dále se

mohou použ́ıt ionto-výměnné fáze.Rozd́ıl mezi HPLC a SPE je v tom, že u HPLC

jsou látky separovány kontinuálńım proudem mobilńı fáze a u SPE jednorázovým

prolit́ım roztokem.

Sorbenty pro SPE existuj́ı v několika provedeńı. Sorbent je uložen v trubičkách

z polypropylenu nebo ze skla (SPE kolonka) nebo slisován se skleněnými vlákny

do disk̊u (SPE disk). Disky jsou k dispozici v r̊uzných velikostech od 4 do 90 mm.

Standardńı velikost disku je 47 mm. Kolonky mı́vaj́ı od 1 do 25 ml a hmotnost

výplně se pohybuje mezi 0,1 až 2 g. SPE extrakce je snadná, časově nenáročná

a vysoce účinná. Oproti LLE se značně snižuje objem použitého rozpouštědla. Analyt

se zakoncentrovává. Selektivita extrakce se zvyšuje t́ım, že se vybere pevná fáze

s vyšš́ı afinitou k analytu než k daľśım komponent̊um vzorku [14].

Postup SPE:

� Aktivace kolonky. Kolonka je nejprve promývána roztokem, kterým je vět-

šinou methanol, acetonitril nebo jiné organické rozpouštědlo, aby došlo k sol-

vataci sorbentu. Nav́ıc vzduch, který je v kolonce, je vytěsněn a prázdná mı́sta

jsou zaplněna roztokem.

Po solvataci se provede nasyceńı kolonky čistým rozpouštědlem analytu. Ustav́ı

se rovnováha mezi sorbentem v kolonce a t́ımto rozpouštědlem. Např., je-li

vzorkem pufrovaná fyziologická tekutina, je vhodné promýt kolonu odpov́ıda-

j́ıćım pufrem; je-li extrahován vzorek v organickém rozpouštědle, kolona by se
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měla upravit týmž organickým rozpouštědlem. Tento stupeň vytvář́ı podmı́nky

podporuj́ıćı retenci analytu [14].

� Aplikace vzorku. Vzorek je aplikován na kolonku a nechá se dostatečný čas

protékat. Zvláště při iontově-výměnné extrakci by př́ılǐs rychlé provedeńı mohlo

zp̊usobit, že se analyt nezadrž́ı úplně.

� Promýváńı kolonky. Účelem jednoho nebo v́ıce promývaćıch krok̊u je se-

lektivně eluovat nežádoućı sloučeniny z vázaných fáźı, aniž by byly eluovány

analyty. Často jsou velmi vhodnou volbou rozpouštědla, ve kterých jsou analy-

ty nerozpustné. Použ́ıváme-li iontově-výměnné nebo nepolárńı sorbenty, je pro

eluci nežádoućıch př́ıměśı d̊uležité dodržováńı pH. Pr̊utok pro eluci př́ıměśı by

měl být ř́ızen. Při velkém pr̊utoku by se nemusely př́ıměsi dostatečně vymýt.

� Eluce analytu z kolony. Závěrečným stupněm v SPE extrakci je znovuźıskáńı

analyt̊u z extrakčńı kolonky. To je provedeno promyt́ım kolonky rozpouštědlem,

které eluuje analyty z vázaných fáźı do vhodné j́ımaćı nádobky. Opět je ne-

zbytná kontrola rychlosti pr̊utoku, protože při rychlém pr̊utoku se nemuśı

vymýt všechen analyt [14].

2.4 Analyzovaná léčiva

Jedńım ze závažných toxických účink̊u isoniazidu, který se projevuje předevš́ım při

akutńım předávkováńı, je neurotoxicita. Je známo, že je spojena se sńıžeńım kon-

centrace aktivńı formy vitamı́nu B6 (pyridoxal-5-fosfátu-PLP) v buňkách. Zvláště

závažné je sńıžeńı koncentraćı PLP v centrálńı nervové soustavě, v jehož d̊usledku

v klinickém obraze předávkováńı dominuj́ı, vedle specifických př́ıznak̊u, také závažné

tonicko-klonické křeče. Jako antidotum při předávkováńı se v klinické praxi použ́ıvá

vitamı́n B6 (pyridoxin). Pyridoxin se vyskytuje ve třech formách: pyridoxol, pyri-

doxal a pyridoxamin. Za biologicky účinnou formu je považován pyridoxal-5-fosfát.

Jedńım z možných a dosud nepopsaných metabolit̊u při intoxici isoniazidem by mohl
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být pyridoxal isonikotinyol hydrazon (PIH), popř́ıpadě jeho fosfátovaná forma pyri-

doxal isonikotinyol hydrazon-5-fosfát.

2.4.1 Isoniazid (INH) a Acetylisoniazid

� Indikace: Isoniazid je antimykobakteriálńı látka, která p̊usob́ı baktericidně proti

extracelulárńım i intracelulárńım organismům. Je to lék prvńı volby použ́ıvaný

pro léčbu tuberkulózy. Většinou se podává v kombinaci s rifampicinem, etham-

butolem a pyrazinamidem.

Obrázek 2.3: Strukturńı vzorec isoniazidu

� Sumárńı vzorec isoniazidu: C6H7N3O

� Molárńı hmotnost isoniazidu: MR = 137, 1

Obrázek 2.4: Strukturńı vzorec acetylisoniazidu

� Sumárńı vzorec acetylisoniazidu: C7H9N3O2
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� Molárńı hmotnost acetylisoniazidu: MR = 169, 2

� HPLC analýza isoniazidu:

Protože je isoniazid v klinické praxi již dlouho už́ıvaným léčivem, pro jeho

stanoveńı v biologickém materiálu byla popsána řada metod.

� Vybrané studie zabývaj́ıćı se analýzou isoniazidu a acetylisoniazidu v biologi-

ckém materiálu:

– Autoři Eugene B. et al. vyvinuli metodu stanoveńı 2 antituberkulotických

lék̊u isoniazidu a aconiazidu z potkańı plazmy. Isoniazid byl z plazmy

źıskán pomoćı precipitace, která prob́ıhala ve dvou kroćıch: 250 µl plazmy

se smı́chalo s 10 µl 10% roztoku śıranu zinečnatého (w/v). Zkumavka

byla centrifugována 1000 g po dobu 1 minuty. 250 µl supernatantu bylo

převedeno do nové tuby a přidáno 100 µl methanolu. Po promı́cháńı a cen-

trifugaci vzorku bylo 5 µl čistého supernatantu nastř́ıknuto na HPLC.

Vzorek byl separován na CN koloně 250 mm × 4,6 mm I.D., 5 µm.

Jako mobilńı fáze byl použit 5% isopropanol obsahuj́ıćı 5 g/l fosforečnanu

amonného. Pr̊utok byl 1 ml/min. Pro detekci byl použit elektrochemický

detektor [15].

– Studie autor̊u Ng K. et al. se zabývá stanoveńım isoniazidu a acetyl-

isoniazidu z plazmy za pomoci LC/MS systému přeṕınáńı kolon. Jako

vnǐrńı standard byl použit iproniazid. Nejprve byla plazma deproteinovaná

400 µl acetonitrilu a centrifugována při 10 000 rpm (otáčky za minutu)

po dobu 10 minut při 4 °C. Supernatant byl převeden do nové konické

zkumavky a vysušen proudem duśıku. Zbytek byl rozpuštěn v 1 ml vody

obsahuj́ıćı 0, 1% kyseliny mravenč́ı a centrifugován při 10 000 rpm při

4 °C po dobu 30 min. před př́ımým nastř́ıknut́ım na extrakčńı systém.

Jako extrakčńı kolona byla použita Eclipse XDB-C8 s parametry 4,6 mm

× 12,5 mm, s částicemi o velikosti 5 µm. Jako mobilńı fáze byla použita
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0, 1% kyselina mravenč́ı s pr̊utokem 0,1 ml/min. Po uplynut́ı 0,14 min

byl přepnut ventil a analyt byl vnesen na analytickou kolonu Aquasil

C18, 3 mm × 300 mm, s velikost́ı částic 3 µm. Mobilńı fáze se skládala

z methanolu a 0, 1% kyseliny mravenč́ı ve vodě. Byla použita následná

gradientová eluce: 0-6 min, 8% methanol; 6 - 9 min, 8 − 98% methanol;

9 - 16 min, 98% methanol; 16 - 18 min, 98 − 8% methanol, pr̊utok byl

0,2 ml/min [16].

– P. J. Smith et al. stanovovali kromě isoniazidu také rifampicin a pyra-

zinamid z plazmy pomoćı HPLC s kolonou C8, 150 mm × 4,6 mm I.D.,

s velikost́ı částic 5 µm a mobilńı fáźı 3% acetonitril v 0, 06% triflouroctové

kyselině. Detekce byla při 254 nm. Extrakce z plazmy byla prováděna na

kolonkách C18, které byly promyty 2 × 2 ml methanolu, 2 × 2 ml vody

a 2 ml 0,05M fosfátovým pufrem (pH 4,5) před aplikaćı vzorku. 0,5 ml

plazmy bylo pomalu aplikováno na kolonu a na ńı ponecháno po dobu

5 min. Poté byly nevázané složky vymyty. Kolona byla promyta 1 ml

pufru a analyt eluován 0,5 ml acetonitrilu a 0,5 ml methanolu. 0,5 ml ze

spojeného eluátu bylo vysušeno ve vakuuové centrifuze a přidáno k 0,5 ml

3% acetonitrilu v 0, 06% triflouroctové kyselině [17].

– G. A. Ellard et al. ve své studii popsali extrakci isoniazidu a daľśıch jeho

pěti metabolit̊u (včetně acetylisoniazidu) ze séra a moči. 3 ml vzorku

séra nebo moči byly po dobu 10 sekund jemně ručně protřepávány s 1

ml 4M octanem sodným a 13 ml butan-1-olu. Hned poté byly přidány

4 g (NH4)2SO4 a zkumavka byla znovu protřepána. Oddělené fáze byly

separovány pomoćı centrifugy a horńı butan-1-ol odebrán Pasteurovou

pipetou. 10 ml tohoto extraktu bylo třepáno 10 s na vortexu s 1 ml 4M oc-

tanem sodným a 10 ml ethylacetat-n-heptanem (1:1, v/v). Po centrifugaci

byl isoniazid a acetylisoniazid extrahován z organické fáze třepáńım 18 ml

roztoku se 4 ml 0,1M HCl po dobu 10 s na vortexu. Určité množstv́ı ex-
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traktu kyseliny chlorovod́ıkové bylo pak analyzováno kolorimetricky nebo

fluorimetricky [18].

2.4.2 Vitamı́ny skupiny B6 - pyridoxin

� Indikace: Vitamı́n B6 existuje ve třech formách: pyridoxin (alkohol), pyridox-

amin (amin) a pyridoxal (aldehyd). Také může existovat ve fosforylované formě.

Pyridoxal-5-fosfát je hlavńı aktivńı koenzym v lidském těle, který se účastńı

dekarboxylace aminokyselin za vzniku biologicky aktivńıch amin̊u (např. adre-

nalin, histamin, serotonin, dopamin, tyramin). Dále se účastńı transaminace

aminokyselin v anabolických a katabolických procesech a štěpeńı a syntézy

aminokyselin.

Obrázek 2.5: Strukturńı vzorec pyridoxolu

� Sumárńı vzorec pyridoxolu: C8H11NO3

� Molárńı hmotnost pyridoxolu: MR = 169, 2

Obrázek 2.6: Strukturńı vzorec pyridoxalu

29



� Sumárńı vzorec pyridoxalu: C8H9NO3

� Molárńı hmotnost pyridoxalu: MR = 167, 2

Obrázek 2.7: Strukturńı vzorec pyridoxal-5-fosfátu

� Sumárńı vzorec pyridoxal-5-fosfátu: C8H10NO6P

� Molárńı hmotnost pyridoxal-5-fosfátu: MR = 247, 17

� HPLC analýza pyridoxinu:

O stanoveńı pyridoxinu a jeho všech biologických formách z biologického ma-

teriálu pojednává velký počet studíı. Byly použity mikrobiologické, enzyma-

tické, radioimunologické metody analýzy. Největš́ım problémem analýzy je, že

se koncentrace některých forem vitaminu B6 pohybuj́ı i v nanomolech na litr

plazmy a méně. Většina analýz vitamı́nu B6 je založena na HPLC analýze

s fluorescenčńı detekćı, která požaduje derivatizaci pyridoxal-5-fosfátu.

� Vybrané studie zabývaj́ıćı se stanoveńım vitamı́nu B6 v biologickém materiálu:

– Bisp M. R. et al. vyvinuli HPLC metodu pro detekci a kvantifikaci vita-

minu B6 (pyridoxal, pyridoxal-5-fosfát, pyridoxamin-5-fosfát, pyridoxin,

pyridoxamin a degradačńı produkt kyselina 4-pyridoxinová). Separace

byla prováděna za použit́ı analytické kolony C18 (ODS) a iontově-párové

chromatografie. Pro analýzu byla použita gradientová eluce acetonitrilem
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(0,5 - 15 %) ve fosorečnanovém pufru s kyselinou 1-octansulfonovou a tri-

ethylaminem, pH 2,16. Koncentrace vitamı́nu byla stanovena fluorescenčńı

detekćı (328 nm excitačńı zářeńı, 393 nm emisńı zářeńı) po předchoźı post-

kolonové derivatizaci pomoćı fosfátového pufru obsahuj́ıćıho 1 g/l hydro-

gensǐričitanu sodného.[19].

– Midttun Ø et al. stanovovali pomoćı HPLC/MS z plazmy současně vi-

tamin B6 a B2. Proteiny z plazmy byly precipitovány smı́cháńım 60 µl

plazmy se stejným množstv́ım kyseliny trichloroctové ve vodě (50 g/l) ob-

sahuj́ıćı vnitřńı standardy pyridoxal-5-fosfát, pyridoxal a riboflavin (100

nmol/l). Roztok byl mı́chán 30 s na robotu, poté nechán 60 min na

ledu a nakonec centrifugován při 6000 g po dobu 12 min. Supernatant

(65 µl) byl převeden do nové vialky, která byla umı́stěna do autosampleru

chlazeného na 4 °C. Vzorky byly chráněny před světlem. Jako kolona pro

HPLC byla použita s reverzńı fáźı C8 (150 mm × 4,6 mm I.D. s velikost́ı

částic 5 µm). Rychlost pr̊utoku mobilńı fáze byla 1 ml/min. Byla použita

gradientová eluce se složeńım mobilńı fáze ze 3 komponent: roztok A (650

mmol/l kyselina octová), roztok B (100 mmol/l kyselina heptafluorobu-

tanová - HFBA v roztoku A) a roztok C (900 ml/l acetonitrilu ve vodě).

Časové rozložeńı gradientové eluce bylo následovné: 0-0,2 min (97.5% A

a 2.5% B), 6 min (28% A, 2,5% B, a 69,5% C), 6,1-6,6 min (2,5% B

a 97,5% C), 6,7-8 min (97,5% A a 2,5% B) [20].

2.4.3 Pyridoxal isonikotinoyl hydrazon (PIH)

� Pyridoxal isonikotinoyl hydrazon (PIH) je kondenzačńı produkt isoniazidu a

pyridoxalu. Při akutńı intoxikaci isoniazidem a následné aplikaci antidota pyri-

doxinu by mohl být PIH jedńım z možných v literatuře dosud nepopsaných

metabolit̊u isoniazidu.

� Sumárńı vzorec PIH: C14H14N4O3
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Obrázek 2.8: Strukturńı vzorec pyridoxal isonikotinoyl hydrazonu

� Molárńı hmotnost PIH: MR = 286, 3

� Studie zabývaj́ıćı se stanoveńım PIH:

– Autoři Kovař́ıková P. et al. se zabývali stanoveńım PIH a jiných chelátor̊u

železa pomoćı HPLC. Účelem studie bylo vyvinout metodu vhodnou pro

hodnoceńı čistoty a stability PIH. Byla použita kolona se stacionárńı fáźı

C18 (250 mm × 4 mm I.D.) Mobilńı fáze se skládala z fosfátového pufru

(0,01M NaH2PO4, 5 mM sodné soli 1-heptansulfonové kyseliny, 2 mM

EDTA, pH 3,0) a methanolu (55:45, v/v). Pr̊utok byl 0,8 ml/min. Chro-

matogram byl detekován pomoćı UV při 254 nm a 297 nm [21].

– Daľśı studie se zaměřila na stabilitu 3 aromatických hydrazon̊u v r̊uzných

biologických materiálech. Autoři Kovař́ıková P. et al. popsali metodu ex-

trakce PIH z plazmy a následné stanoveńı pomoćı HPLC. 200 µl plazmy

bylo smı́cháno s 0,3 ml směsi methanol/acetonitril (1:1), poté třepáno

na vortexu 2 minuty a centrifugováno při 1000 g 4 minuty. 0,4 ml su-

pernatantu bylo smı́cháno s 0,2 ml PBS (Phosphate Buffered Saline)

a následně analyzováno na koloně C18, 250 mm× 4,6 mm I.D., s rozměrem

částic 5 µm, chráněné předkolonkou. Jako mobilńı fáze byl využit fosfátový

pufr a směs methanolu a acetonitrilu (1:1 v/v) v poměru 50:50. UV de-

tektor byl nastaven na absorpci při vlnových délkách 254 a 297 nm [22].
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Kapitola 3

Ćıl práce

1. Vypracovat vhodné chromatografické podmı́nky umožňuj́ıćı separaci 7 analyt̊u

(isoniazidu, acetylisoniazidu, pyridoxalu, pyridoxolu, pyridoxal-5-fosfátu, PIH

a vnitřńıho standardu o-108).

2. Studovat možnosti využit́ı precipitace a SPE jako metod úpravy vzorku pro

extrakci všech uvedených léčiv z plazmy.
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Kapitola 4

Experimentálńı část

4.1 Použitý chromatografický materiál, př́ıstroje,

pomůcky a chemikálie

Chromatografický materiál:

Chromatografická kolona: LiChroCART 250 × 4 mm I.D., s náplńı Lichrospher

100 RP-18 (5 µm), Merck, Německo

Př́ıstroje:

� Analytické váhy Helago, Česká republika

� Acidimetr, Eutech Instruments pH 510, Nizozemı́

� Centrifuga, Trigon Plus, Česká republika

� Ultrazvuková koupel K10, Kraintek Slovenská Republika

� Vákuové zař́ızeńı SUPELCO VISIPREP, Německo

� Chromatografická sestava Shimadzu LC 20 prominence, Japonsko

� PC s chromatografickým programem - LC Solution 1.22 SP1, Japonsko
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Pomůcky:

� Laboratorńı sklo

� Pipety

� Mikropipeta

� Kolonky na SPE extrakci - Supelco, Německo

1. Discovery DSC-18

2. Discovery DSC-Ph (s fenylovou skupinou)

3. Discovery DPA-6S (s polymerńım absorbentem)

� Mikrostř́ıkačka - 25 µl, Hamilton, Švýcarsko

Chemikálie:

� Pyridoxal isonikotinoyl hydrazon (PIH), syntetizovaný na katedře anorganické

a organické chemie FAF UK, Hradec Králové, totožnost ověřena NMR

� Isoniazid, Sigma-Aldrich, Německo

� Acetylisoniazid, syntetizovaný na katedře farmaceutické chemie a kontroly léčiv

FAF UK, Hradec Králové, totožnost ověřena NMR

� Pyridoxal hydrochlorid, Sigma-Aldrich, Něměcko

� Pyridoxol hydrochlorid, Sigma-Aldrich, Německo

� Pyridoxal-5-fosfát monohydrat, Sigma-Aldrich, Německo

� Pyridoxal 2-chlorbenzoyl hydrazon (o-108), syntetizovaný na katedře anorgan-

ické a organické chemie FAF UK, Hradec Králové, totožnost ověřena NMR
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� Disodná s̊ul kyseliny ethylendiamintetraoctové p.a. (EDTA), Lachema Brno,

Česká Republika

� Dihydrogenfosforečnan sodný p.a., Penta, Česká republika

� Kyselina hexansulfonová (sodná s̊ul) monohydrate, Fluka, Švýcarsko

� Methanol, Merck, Německo

� Acetonitril, Merck, Německo

� Dimethylsulfoxid, Sigma-Aldrich, Německo

� Čǐstěná voda

� Fosfátový pufr (phosphate buffered saline - PBS), Sigma-Aldrich, Německo

� Biologický materiál - prázdná králič́ı plazma, Zooservis Dv̊ur Králové nad

Labem

4.2 Vývoj chromatografických podmı́nek PIH

Nejprve bylo potřeba naj́ıt chromatografické podmı́nky, které umožňuj́ı dosáhnout

dostatečné separace poměrně značného množstv́ı analyt̊u (PIH, isoniazid, acetyliso-

niazid, pyridoxal-5-fosfát, pyridoxal, pyridoxol a vnitřńı standard o-108). Ćılem bylo

naj́ıt vhodnou stacionárńı fázi, mobilńı fázi a pr̊utokovou rychlost. Bylo potřeba

zvolit dvě vlnové délky, při kterých by mohlo být detekováno všech sedm analyt̊u.

4.2.1 Př́ıprava zásobńıch roztok̊u

Pro vývoj chromatografických podmı́nek byly použ́ıvané zásobńı roztoky jednotli-

vých analyt̊u o koncentraci 1 mg/ml. Pyridoxal-5-fosfát byl použ́ıván o koncentraci

2 mg/ml.
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Isoniazid a acetylisoniazid byly rozpuštěny v methanolu, PIH v dimethylsulfoxidu

a pyridoxal-5-fosfát, pyridoxal a pyridoxol ve vodě.

Všechny vzorky byly naváženy jednotlivě do odměrných baněk a doplněny př́ı-

slušným rozpouštědlem. Pyridoxal-5-fosfát byl uchováván v tmavé odměrné baňce,

protože je nestabilńı na světle.

4.2.2 Př́ıprava standardńıch roztok̊u

Standardńı roztoky byly připraveny př́ıslušným naředěńım zásobńıch roztok̊u tak,

aby výsledný roztok měl stejnou koncentraci a složeńı jako extrahovaný vzorek. Stan-

dardńı roztoky byly použ́ıvány pro výpočet výtěžnosti SPE extrakce a precipitace.

4.2.3 Výběr stacionárńı a mobilńı fáze a detekce

Jako stacionárńı fáze byla použita kolona LiChroCART 250 × 4 mm, s náplńı Lichro-

spher 100 RP-18 (5 µm).

Na této koloně byly zkoušeny r̊uzné gradientové eluce pro dostatečné odděleńı

látek a pufry s r̊uznou koncentraćı kyseliny hexansulfonové:

� Složka A - fosfátový pufr (NaH2PO4 0,01 mol/l, s př́ıdavkem EDTA 0,001 mol/l

a kyseliny hexansulfonové 0,005 mol/l; pH 3,0 - upravené 30 % H3PO4) a složka

B - methanol, pr̊utok 1 ml/min gradientová eluce:

– 0 - 16 min. 15 - 55% B, 16 - 17 min. 55 - 15% B, 17 - 25 15% B (v/v)

– 0 - 10,50 min. 15 - 40% B, 10,50 - 17 min. 40 - 65% B, 17 - 20 min. 65% B,

20 - 22 min. 65 - 15% B, 22 - 30 min. 15% B (v/v)

– 0 - 10,50 min. 15 - 40% B, 10,50 - 13 min. 40 - 65% B, 13 - 20 min. 65% B,

20 - 22 min. 65 - 15% B, 22 - 30 min. 15% B (v/v)

– 0 - 10,50 min. 15 - 40% B, 10,50 - 17 min. 40 - 85% B, 17 - 20 min. 85% B,

20 - 22 min. 85 - 15% B, 22 - 30 min. 15% B (v/v)
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– 0 - 10,50 min. 15 - 40% B, 10,50 - 17 min. 40 - 75% B, 17 - 20 min. 75% B,

20 - 22 min. 75 - 15% B, 22 - 30 min. 15% B (v/v)

– 0 - 16 min. 15 - 55% B, 16 - 19 min. 55% B, 19 - 22 min. 15 - 55% B,

20 - 27 min. 15% B (v/v)

– 0 - 18 min. 15 - 55% B, 18 - 21 min. 55% B, 21 - 22 min. 55 - 15% B,

22 - 29 min. 15% B (v/v)

� Složka A - fosfátový pufr (NaH2PO4 0,01 mol/l, s př́ıdavek EDTA 0,001 mol/l

a kyseliny hexansulfonové 0,0025 mol/l; pH 3,0 - upravené 30 % H3PO4)

a složka B - methanol, pr̊utok 1 ml/min, gradientová eluce:

– 0 - 16 min. 15 - 55% B, 16 - 17 min. 55 - 15% B, 17 - 25 min. 15% B (v/v)

– 0 - 16 min. 15 - 55% B, 16 - 30 min. 55% B (v/v)

Stanoveńı pomoćı UV detekce při 260 a 297 nm.

4.3 Vývoj metod izolace analyt̊u z plazmy

Pro extrakci léčiv z plazmy byly vyzkoušeny SPE extrakce a precipitace.

4.3.1 SPE extrakce

Při vývoji metody extrakce bylo vyzkoušeno několik r̊uzných typ̊u SPE kolonek.

� Nejprve byly vyzkoušeny kolonky DSC-18. Do králič́ı plazmy o objemu 0,2 ml

bylo přidáno 10 µl zásobńıho roztoku. Kolonka byla aktivována 1 ml methanolu

a následně promyta 1 ml fosfátového pufru (pH 7). Dále byl na kolonku apli-

kován vlastńı vzorek v plazmě. Balast byl vymyt fosfátovým pufrem o objemu

0,5 ml. Nakonec byla kolonka promytá methanolem o objemu 0,5 ml. Celý

eluát byl převeden do vialky a k němu bylo přidáno 0,5 ml vody. Na kolonu

bylo nastřikováno 50 µl analytu.
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� Dále byly použity kolonky DSC-Ph. Do 0,2 ml plazmy bylo přidáno 10 µl

zásobńıho roztoku. Kolonka byla aktivována 1 ml methanolu a následně pro-

myta 1 ml fosfátového pufru (pH 7). Následně byl na kolonku aplikován vlastńı

vzorek. Nečistoty byly vymyté fosfátovým pufrem o objemu 0,5 ml a analyt

se z kolonky vymyl pomoćı 0,5 ml methanolu. Eluát o objemu 0,5 ml byl

převeden do vialky, do které bylo následně přidáno 0,5 ml vody. Na kolonu

bylo nastř́ıknuto 50 µl.

� Kolonky s DPA-6S byly aktivovány 1 ml methanolu a promyty 1 ml fosfátového

pufru (pH 7). Následně bylo na kolonku naneseno 0,2 ml plazmy, do které bylo

přidáno 10 µl zásobńıho roztoku. Nečistoty byly vymyty 0,5 ml fosfátového

pufru. Analyt byl eluován 0,5 ml methanolu. 0,5 ml eluátu bylo převedeno

do vialky a přidáno 0,5 ml vodné složky mobilńı fáze. Na kolonu bylo nastř́ı-

knuto 50 µl.

4.3.2 Precipitace

� Nejprve byl použit k precipitaci protein̊u z plazmy 0,5 ml acetonitrilu, který

byl přidán do 0,2 ml plazmy s př́ıdavkem 10 µl zásobńıho roztoku. Sraženina

byla 2 minuty třepána a 5 minut centrifugována. Do vialky bylo odebráno

0,4 ml supernatantu, ke kterému bylo přidáno 0,4 ml vody. Na kolonu bylo

nastř́ıknuto 20 µl.

� 0,5 ml methanolu bylo použito k precipitaci 0,2 ml plazmy, do které bylo a-

plikováno 10 µl zásobńıho roztoku. K plazmě bylo přidáno 0,5 ml methanolu

a sraženina byla třepána po dobu 5 minut a poté stočena po dobu 5 minut. Do

vialky bylo převedeno 0,5 ml supernatantu a bylo přidáno 0,2 ml vodné složky

mobilńı fáze. Na kolonu bylo nastř́ıknuto 20 µl.

� Dále byla tato izolace upravena přidáńım 5 µl kyseliny chloristé jako prvńıho

precipitačńıho činidla před přidáńım 0,5 ml methanolu. Vzorek byl třepán
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a stáčen po dobu 5 minut. Do vialky bylo odebráno 0,4 ml supernatantu

a k němu bylo přidáno 0,2 ml vodné složky mobilńı fáze. Na kolonu bylo

nastř́ıknuto 20 µl.

� Daľśı postup využil zakoncentrováńı vzorku odfoukáńım supernatantu duśıkem

do sucha. 10 µl zásobńıho roztoku bylo aplikováno do 0,2 ml plazmy. Bylo

přidáno 5 µl HClO4 a methanol (0,5 nebo 0,8 ml). Analyt byl 5 minut třepán

a 5 minut centrifugován. Bylo odebráno 0,5 ml supernatantu, který byl odfou-

kán do sucha a poté rozpuštěn v 200 µl směsi methanol : vodná složka mobilńı

fáze (2 : 8). Na kolonu bylo nastř́ıknuto 20 µl.

� K 0,2 ml plazmy s 10 µl zásobńıho roztoku bylo přidáno 0,8 ml methanolu.

Analyt byl třepán a centrifugován po dobu 5 minut. Supernatant byl odfoukán

do sucha a rozpuštěn v 0,2 ml směsi methanol : vodná složka mobilńı fáze (2 : 8)

a následně převeden do inzertu. Na kolonu bylo nastř́ıknuto 20 µl.

� Posledńım precipitačńı směśı byla zvolena směs methanolu a koncentrované ky-

seliny chloristé (jen pro pyridoxal-5-fosfát a pyridoxal). 10 µl zásobńıho roztoku

bylo přidáno do 0,2 ml plazmy. 0,8 ml směsi methanol (4 ml) a kyseliny chloristé

(12,5 µl nebo 50 µl) bylo přidáno k plazmě. Vzorek byl třepán a centrifugován

po dobu 5 min. Supernatant byl odfoukán do sucha a posléze rozpuštěn v 200 µl

směsi methanol : vodná složka mobilńı fáze (2 : 8). Analyt byl převeden do inz-

ertu. Na kolonu bylo nastř́ıknuto 20 µl.

4.3.3 Výpočet výtěžnosti

Výtěžnost byla vypočtena v procentech porovnáńım ploch ṕıku analytu po extrakci

a plochy ṕıku patřičně naředěného standardńıho vzorku.
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Kapitola 5

Výsledky a diskuse

5.1 Vývoj chromatografických podmı́nek

Při vývoji chromatografických podmı́nek se stala základem metoda vyvinutá školi-

telem. Tato metoda však neumožňovala dosáhnout separace všech 7 analyzovaných

léčiv, proto byl optimalizovaný gradientový profil. Hlavńım problémem se ukázalo

dosažeńı separace isoniazidu a acetylisoniazidu. Byly zkoušeny r̊uzné gradientové

eluce pro ideálńı rozdělěńı těchto dvou léčiv. Výsledná metoda se t́ım prodloužila o

několik minut. Jako nejvhodněǰśı se ukázala následuj́ıćı gradientová eluce: Složka A -

pufr (NaH2PO4 0,01 mol/l, s př́ıdavkem EDTA 0,001 mol/l a kyseliny hexansulfonové

0,005 mol/l; pH 3,0 - upravené 30% H3PO4), složka B - methanol:

0 - 18 min. 15 - 55% B, 18 - 21 min. 55% B, 21 - 22 min. 55 - 15% B, 22 - 29 min.

15% B (v/v)

Jako vnitřńı standard byl použit pyridoxal 2-chlorbenzoyl hydrazon (o-108), který

je strukturně podobný PIH. Detekce byla měřena při dvou vlnových délkách: 260 nm

(vhodné pro detekci isoniazidu a acetylisoniazidu) a 297 nm (pro detekci pyridoxa-

lu, pyridoxolu, pyridoxal-5-fosfátu, PIH a vnitřńıho standardu). Na chromatogramu

znázorňuj́ıćım separaci směsi všech uvedených analyt̊u byl detekován daľśı neznámý
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ṕık, který pravděpodobně patř́ı kondenzačńımu produktu pyridoxal-5-fosfátu a iso-

niazidu. Výsledná separace léčiv je uvedena na Obrázku 5.1.
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Obrázek 5.1: Vývoj chromatografických podmı́nek

Legenda:

1 - pyridoxal-5-fosfát (3 min.)

2 - acetylisoniazid (3,5 min.)

3 - isoniazid (4 min.)

4 - pyridoxal (6 min.)

5 - pyridoxol (8 min.)

6 - pravděpodobně PIH-5-fosfát (vzniklý kondenzaćı isoniazidu

a pyridoxal-5-fosfátu)

7 - PIH (17 min.)

8 - vnitřńı standard o-108 (21 min.)

Růžově je znázorněna detekce při 297 nm a černě detekce při 260 nm.
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5.2 Výsledky metod izolace analyt̊u z plazmy

Jako extrakčńı metody byly vyzkoušeny SPE extrakce a precipitace

5.2.1 Výsledky SPE

Při izolaci analyt̊u pomoćı SPE extrakce bylo vždy 10 µl zásobńıho roztoku apli-

kováno do 0,2 ml plazmy. Bylo využito několika kolon. Výsledky SPC extrakce jsou

uvedeny v Tabulce 5.1.

Výtěžnost izolace analyt̊u z plazmy v %

Analyt DSC-18 DCS-Ph

Isoniazid 61,93 26,52

Acetylisoniazid 26,77 18,22

Pyridoxal 10,25 7,59

Pyridoxal-5-fosfát 3,49 2,39

Tabulka 5.1: Výsledky - SPE

Extrakčńı výtěžnosti PIH, vnitřńıho standardu a pyridoxolu na kolonkách DSC-18

i DSC-Ph byly zjǐstěny již dř́ıve, a tak byla v této části práce pozornost zaměřena

pouze na zbývaj́ıćı analyty. V př́ıpadě SPE na kolonce DSC-6S nebyly ṕıky ana-

lyt̊u v̊ubec detekovány zřejmě proto, že byly vymyty spolu s balasty. Jak je patrné

z výsledk̊u v Tabulce 5.1, ani jedna ze zkoušených kolonek nebyla vhodná k izolaci

uvedených analyt̊u. Výtěžnost izolace analyt̊u na koloně DSC-18 a na koloně DSC-Ph

nepřesahovaly 30%, jen výtěžnost izolace isoniazidu na koloně C18 se pohybovala

kolem 60%. Nejmenš́ı výtěžnost na kolonách DSC-18 a DSC-Ph měl pyridoxal-5-

fosfát, jehož ṕık byl stěž́ı detekovatelný. Ze všech sedmi analyt̊u jde o nejpolárněǰśı

látku, která nebyla na koloně dostatečně zadržována, došlo pravděpodobně k jej́ımu

vymyt́ı pufrem společně s nečistotami. Ani při použit́ı kolony DSC-Ph nedošlo ke zvý-

šeńı účinnosti extrakce.
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5.2.2 Výsledky precipitace

Jako daľśı extrakčńı metoda byla zvolena precipitace. Bylo vyzkoušeno několik pre-

cipitačńıch činidel o r̊uzných objemech. Při některých precipitaćıch bylo využito

odfoukáńı supernatantu proudem duśıku do sucha. Výsledky precipitace jsou uve-

deny v Tabulkách č. 5.2, 5.3, 5.4.

Výtěžnost izolace analyt̊u z plazmy v %

Analyt Prec. 0,5 ml ACN Prec. 0,5 ml MeOH

Isoniazid 55,22 73,51

Acetylisoniazid 86,51 83,84

Pyridoxal 21,66 29,90

Pyridoxol 70,13 68,44

Pyridoxal-5-fosfát 8,08 9,08

Tabulka 5.2: Výsledky precipitace acetonitrilem a methanolem

Nejprve byly vyzkoušeny jednoduché precipitace pomoćı acetonitrilu a methanolu

(opět nebyla analyzována všechna léčiva), viz Tabulka 5.2. Výtěžnost isoniazidu,

acetylisoniazid a pyridoxolu byla přes 50%. U precipitace acetonitrilem nebyl ṕık

pyridoxal-5-fosfátu symetrického tvaru. U precipitace methanolem se tvar jeho ṕıku

zlepšil, avšak výtěžnost pyridoxalu-5-fosfátu v obou př́ıpadech nebyla vyšš́ı než 10%.

Výtěžnost pyridoxalu nepřesáhla 30%. Kromě pyridoxalu a pyridoxal-5-fosfátu byly

výtěžnosti ostatńıch analyt̊u v akceptovatelných rozmeźıch, tj. > 70%. Bylo potřeba

upravit precipitaci tak, aby i pyridoxal a pyridaxl-5-fosfát měly vyšš́ı výtěžnost.

Výtěžnost PIH a o-108 pomoćı precipitace byly již dř́ıve stanoveny, proto jim v této

části práce nebyla věnována pozornost.

Vzhledem k výsledk̊um jednoduché precipitace s použit́ım organických rozpou-

štědel, kdy byly největš́ım problémem výtěžnosti pyridoxalu a pyridoxal-5-fosfátu,

byla v daľśı části práce věnována pozornost zvýšeńı výtěžnosti extrakce těchto dvou
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Výtěžnost izolace analyt̊u z plazmy v %

Precipitace s 5 µl kys. chloristé

Analyt + 0,5 MeOH + 0,5 MeOH (odf.) + 0,8 MeOH (odf.)

Isoniazid 85,07 34,39 54,72

Acetylisoniazid 53,55 58,41 79,83

Pyridoxal 98,32 32,42 41,24

Pyridoxol 73,03 57,92 93,71

Pyridoxal-5-fosfát 95,59 26,36 74,69

PIH 65,71 55,28 93,30

o-108 103,33 55,87 81,37

Tabulka 5.3: Výsledky precipitace s použit́ım koncentrované kyseliny chloristé jako

prvńıho precipitačńıho činidla

látek. Původńı postup byl modifikován přidáńım 5 µl kyseliny chloristé jako prvńıho

precipitačńıho činidla s následným př́ıdavkem methanolu jako činidla druhého (Ta-

bulka 5.3). Protože výtěžnosti precipitace kyselinou pro PIH a o-108 nebyly dosud

stanoveny, byla stanovena výtěžnost také těchto dvou analyt̊u. Použit́ı kyseliny chlo-

risté jako prvńıho precipitačńıho činidla se ukázalo jako vhodná metoda pro stanoveńı

pyridoxalu i pyridoxal-5-fosfátu. Tato metoda se však neukázala být vhodná pro

stanoveńı isoniazidu a acetylisoniazid. Jejich ṕıky koeluovaly. Tento problém byl

vyřešen t́ım, že supernatant byl odfoukán do sucha a následně rozpuštěn ve vodné

složce mobilńı fáze. Využit́ı odfoukáńı supernatantu duśıkem do sucha mělo za

následek sńıžeńı výtěžnost́ı některých analyt̊u.

Přidáńı kyseliny chloristé jako prvńıho precipitačńıho činidla, zvýšilo výtěžnosti

pyridoxalu a pyridoxal-5-fosfátu, avšak sńıžilo výtěžnosti ostatńıch látek. Proto byly

v posledńı části práce všechny látky kromě pyridoxalu a pyridoxal-5-fosfátu extra-

hovány čistým methanolem s následným odfoukáńım do sucha. Pyridoxal a py-

ridoxal-5-fosfát byly precipitovány stejným objemem methanolu, který byl okyse-
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Výtěžnost izolace analyt̊u z plazmy v %

Precipitace s

Analyt 0,8 MeOH 0,8 ml směsi: 4 ml MeOH

(vše v plazmě) + 50 µl HClO4 + 12,5 µl HClO4

Isoniazid 94,17

Acetylisoniazid 99,52

Pyridoxal 20,83 95,95

Pyridoxol 97,08

Pyridoxal-5-fosfát 66,03 35,67

PIH 78,54

o-108 88,06

Tabulka 5.4: Výsledky precipitace s použit́ım 0,8 ml methanolu s odfoukáńım duśı-

kem do sucha

len r̊uznými koncentracemi kyseliny chloristé (Tabulka 5.4). Výtěžnosti isoniazidu,

acetylisoniazidu, pyridoxalu, PIH a o-108 byly vyšš́ı než 80%. Pyridoxal dosáhl vyšš́ı

výtěžnosti při nižš́ı koncentraci kyseliny chloristé v methanolu, pyridoxal-5-fosfát

zase při vyšš́ı koncentraci kyseliny chloristé v methanolu.

Z výsledk̊u této pilotńı studie je tedy zřejmé, že extrakčńı postup bude muset být

dále modifikován tak, aby bylo možné jednou metodou dosáhnout akceptovatelných

výtěžnost́ı pro všechny uvedené analyty. Pozornost muśı být také věnována tvaru

ṕık̊u (předevš́ım dř́ıve eluovaných léčiv), které jsou výrazně zhoršovány použit́ım

rozpouštědla o vyšš́ı elučńı śıle než je mobilńı fáze. Tento problém by mohl být

vyřešen bud’ již zmiňovaným odfoukáńım vzorku a jeho následným rozpuštěńım ve

vodné složce mobilńı fáze, nebo jeho větš́ım naředěńım. Chromatogramy analýzy

vzork̊u po precipitaci společně s př́ıslušnými blanky zachycuj́ı Obrázky 5.2 - 5.5.

Analýza vzork̊u plazmy obsahuj́ıćı isoniazid, acetylisoniazid a pyridoxol (Obrázek

5.2), PIH a vnitřńı standard (Obrázek 5.3) za využit́ı precipitace methanolem. Chro-

47



matogramy na Obrázćıch 5.4 a 5.5 demonstruj́ı vliv př́ıdavku r̊uzného množstv́ı ky-

seliny chloristé na výtěžnost extrakce pyridoxal-5-fosfátu a pyridoxalu.
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Obrázek 5.2: HPLC analýza acetylisoniazidu, isoniazidu a pyridoxolu

Legenda:

1 - acetylisoniazid

2 - isoniazid

3 - pyridoxol

Černý (detekce 260 nm) a r̊užový (detekce 297 nm) chromatogram znázorňuj́ı

analýzu čisté plazmy bez vzork̊u. Modrý (detekce 260 nm) a hnědý (detekce

297 nm) chromatogram znázorňuj́ı analýzu acetylisoniazidu, isoniazidu a pyridoxolu

po předchoźı precipitaci 0,8 ml methanolu s odfoukáńım duśıkem do sucha.
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Obrázek 5.3: HPLC analýza PIH a o-108

Legenda:

1 - PIH

2 - o-108

Černý (detekce 260 nm) a r̊užový (detekce 297 nm) chromatogram znázorňuj́ı

analýzu čisté plazmy bez vzork̊u. Modrý (detekce 297 nm) chromatogram

znázorňuje analýzu PIH a vnitřńıho standardu o-108 po předchoźı precipitaci

0,8 ml methanolu s odfoukáńım duśıkem do sucha.
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Obrázek 5.4: HPLC analýza pyridoxal-5-fosfátu a pyridoxalu

Legenda:

1 - pyridoxal-5-fosfát

2 - pyridoxal

Černý (detekce 260 nm) a r̊užový (detekce 297 nm) chromatogram znázorňuj́ı

analýzu čisté plazmy bez vzork̊u. Modrý (detekce 297 nm) chromatogram

znázorňuje analýzu pyridoxal-5-fosfátu a pyridoxalu po předchoźı precipitaci 0,8 ml

směsi methanolu a kyseliny chloristé (4 ml + 50 µl) s odfoukáńım duśıkem

do sucha.

51



Obrázek 5.5: HPLC analýza pyridoxal-5-fosfátu a pyridoxalu

Legenda:

1 - pyridoxal-5-fosfát

2 - pyridoxal

Černý (detekce 260 nm) a r̊užový (detekce 297 nm) chromatogram znázorňuj́ı

analýzu čisté plazmy bez vzork̊u. Modrý (detekce 297 nm) chromatogram

znázorňuje analýzu pyridoxal-5-fosfátu a pyridoxalu po předchoźı precipitaci 0,8 ml

směsi methanolu a kyseliny chloristé (4 ml + 12,5 µl) s odfoukáńım duśıkem

do sucha.
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Kapitola 6

Závěr

Ćılem diplomové práce bylo vypracovat vhodné chromatografické podmı́nky umožňu-

j́ıćı separaci sedmi analyt̊u (isoniazid, acetylisoniazid, pyridoxal, pyridoxol, pyridoxal-

5-fosfát, PIH a o-108) a následně nalézt vhodnou metodu pro izolaci všech uvedených

látek z králič́ı plazmy.

Pro separaci uvedených léčiv byla použita kolona LiChroCART 250 × 4 nm I.D.,

s náplńı Lichrospher 100 RP-18 (5 µm).

Jako mobilńı fáze byla použita směs pufru - složka A (NaH2PO4 0,01 mol/l,

s př́ıdavkem EDTA 0,001 mol/l a kyseliny hexansulfonové 0,005 mol/l; pH 3,0 -

upravené 30% H3PO4) a methanolu - složka B. Jako nejvhodněǰśı se ukázalo použit́ı

této gradientové eluce: 0 - 18 min. 15 - 55% B, 18 - 21 min. 55% B, 21 - 22 min. 55

- 15% B, 22 - 29 min. 15% B (v/v), pr̊utok 1,0 ml/min, UV detekce 260 a 297 nm,

jako vnitřńı standard byl použit o-108.

Jako metody úpravy vzorku byly testovány metody SPE a precipitace. V rámci

této pilotńı studie se sice nepodařilo nalézt vhodnou metodu úpravy vzorku, která by

umožnila součastně extrahovat všechny analyty z plazmy s akceptovatelnou výtež-

nost́ı, avšak bylo źıskáno mnoho cenných informaćı pro daľśı optimalizaci metody.

Metoda SPE extrakce s využit́ım DSC-C18 nebo DSC-Ph kolonek se ukázala být

zcela nevhodná pro analýzu extrakce uvedených léčiv, protože neumožnila dosáhnout
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dostatečných výtěžnost́ı předevš́ım hydrofilńıch analyt̊u. Precipitace se jev́ı jako

vhodněǰśı metoda úpravy vzorku.

Jako vhodné precipitačńı činidlo pro pyridoxal a pyridoxal-5-fosfát se ukázala

směs methanolu s r̊uzným množstv́ım kyseliny chloristé. Pro extrakci ostatńıch ana-

lyt̊u se jev́ı jako vhodné extrakčńı činidlo čistý methanol. Po precipitaci je potřeba

supernatant odfoukat a rozpustit v mobilńı fázi.

Výtěžnosti analyt̊u výše popsanými extrakcemi jsou: isoniazid 94,17%, acetyliso-

niazid 99,52%, pyridoxal 95,95%, pyridoxol 97,07%, pyridoxal-5-fosfát 66,03%, PIH

78,53% a o-108 88,06%. Metodu je potřebné dále modifikovat tak, aby došlo k

ideálńı izolaci všech léčiv pomoćı jednoho precipitačńıho postupu. Jako daľśı postup

by mohla být použita precipitace acetonitrilem s př́ıdavkem malého množstv́ı silné

kyseliny jako prvńıho precipitačńıho činidla. Tato práce představuje pilotńı studii

zaměřenou na vývoj HPLC metodiky vhodné pro monitorováńı pr̊uběhu intoxikace

isoniazidem a detekci nových dosud nepopsaných hydrazonových metabolit̊u tohoto

antituberkulotika.
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Abstrakt

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie je v oblasti stanoveńı léčiv z biologického

materiálu jednou z nejpouž́ıvaněǰśıch separačńıch metod. Je vhodná ke kvantitativńı

i kvalitativńı analýze léčiv.

Isoniazid se použ́ıvá jak k léčbě, tak i k prevenci tuberkulózy. Předávkováńı

isoniazidem zp̊usobuje neurotoxicitu. Akutńı intoxikace isoniazidem se projevuje

tonicko-klonickými křečemi centrálńıho p̊uvodu. Jako antidotum se v klinické praxi

podává vitamı́n B6 (pyridoxin). Přestože je zřejmé, že je tento druh toxicity spojen

s deficitem vitaminu B6 (respektive jeho aktivńı formy pyridoxal-5-fosfátu - PLP),

konkrétńı d̊ukazy o mechanismech a děj́ıch, které jsou za tento jev zodpovědné, stále

chyb́ı.

Ćılem pilotńı studie bylo vypracovat chromatografické podmı́nky, vhodné pro

monitorováńı intoxikace isoniazidem a detekci př́ıpadných hydrazonových metaboli-

t̊u. Tyto podmı́nky by měly umožnit separaci sedmi analyt̊u (isoniazid, acetylisoni-

azid, pyridoxal, pyridoxol, pyridoxal-5-fosfát, PIH a o-108 - vnitřńı standard). Dále

pak bylo ćılem studovat možnosti izolace všech uvedených látek z králič́ı plazmy.

Nejlepš́ı chromatografická separace byla dosáhnuta použit́ım kolony LiChroCART

250 × 4 nm I.D., s náplńı Lichrospher 100 RP-18 (5 µm).

Mobilńı fáze byla ve složeńı pufr - složka A (NaH2PO4 0,01 mol/l, s př́ıdavkem

EDTA 0,001 mol/l a kyseliny hexansulfonové 0,005 mol/l; pH 3,0 - upravené 30%

H3PO4) a methanol, za využit́ı 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). Pr̊utok byl 0,1 ml/min a detekce
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při 260 a 294 nm.

Pro extrakci byly testovány metody SPE a precipitace. Jako vhodněǰśı metoda se

v tomto př́ıpadě jev́ı precipitace. Precipitace methanolem se ukázala jako vhodná pro

izolaci isoniazidu, acetylisoniazidu, pyridoxolu, PIH a o-108, v př́ıpadě pyridoxalu

a pyridoxal 5-fosfátu bylo potřeba před methanolem přidat ještě kyselinu chloristou.

Výsledky této práce budou dále využity při daľśı optimalizaci metody extrakce. Tato

práce představuje pilotńı studii zaměřenou na vývoj HPLC metodiky vhodné pro

monitorováńı pr̊uběhu intoxikace isoniazidem a detekci nových dosud nepopsaných

hydrazonových metabolit̊u tohoto antituberkulotika.
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Abstract

High-performance liquid chromatography is one of the most frequently used separa-

tion methods for an analysis of drugs in biological material. It is suitable both for

quantitative and qualitative drug analysis.

Isoniazid is used for the treatment and a prevention of tuberculosis. Acute iso-

niazid intoxication is manifested by tonic-clonic convulsions. Vitamine B6 (pyrido-

xine) is used in clinical practice as an antidotum. Although this type of toxicity is

considered to be associated with the deficiency of vitamine B6 (or its active form,

pyridoxal-5-phosphate - PLP), description of mechanisms and processes, which are

responsible for this effect, is still missing.

The aim of this study was to develop suitable chromatographic conditions for

monitoring intoxication by isoniazid and detection of potential hydrazone metabo-

lites. These conditions should allow a separation of seven analytes (isoniazid, ace-

tylisoniazid, pyridoxal, pyridoxol, pyridoxal-5-phosphate, and the o-108 - internal

standard). Furthermore, the aim was to study possibilities of isolating all those sub-

stances from rabbit plasma.

The best chromatographic separation was achieved using the HPLC column

LiChroCART 250 × 4 nm I.D., packed with Lichrospher 100 RP-18 (5 µm). The

mobile phase was composed of a buffer - component A (NaH2PO4 0.01 mol/l, with

the addition of 0.001 mol/l EDTA and 0.005 mol/l 1-hexansulfonic acid, pH 3.0 -

modified with 30% H3PO4) and methanol - component B, using a gradient: 0 - 18

min. 15 - 55% B, 18 - 21 min. 55% B, 21 - 22 min. 55 - 15% B, 22 - 29 min.
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15% B (v/v). The flow rate was 1 ml/min, the detection was performed at 260

and 294 nm. The SPE method and the precipitation procedure were tested as sam-

ple pretreatment techniques. In this case the precipitation procedure appears to be

more convenient. Precipitation using methanol was proved to be suitable isolation

of isoniazid, acetylisoniazid, pyridoxol, PIH and o-108. The precipitation employing

addition of perchloric acid prior to methanol provede the best results for pyridoxal

and pyridoxal-5-phosphate. The outcomes of this work will be used for further op-

timization of extraction methods. This work represents a pilot study aimed at the

development of HPLC analysis for monitoring of isoniazid intoxication and detection

of new hydrazone metabolites, which have not been described yet.
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Nakladatelstv́ı technické literatury, Praha 1986.

[6] Snyder L. R., Kirkland J. J., Glajch J. L.: Practical HPLC Method Development,

A Wiley-Interscience Publication, USA 1997.
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