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Kapitola 1
Uvod

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie - High Performance Liquid Chromatogra-
phy (HPLC) patii v soucasné dobé k nejpouzivanéjsim analytickym separacnim
metodam. Mezi jeji nejvétsi vyhody patii selektivita, citlivost, rychlost a maléd spo-
treba analyzovaného vzorku.

HPLC se uplatiuje pii kvalitativni i kvantitativni analyze latek. Dalsi vyuziti
HPLC je pri zkouméni cistoty a stability latek a pii analyze 1é¢iv a metabolitu
z biologického materialu.

[soniazid je lékem prvni volby pii lécbé tuberkuldzy. Pouziva se jak k lécbe,
tak i k prevenci tuberkuldzy. Preddavkovani isoniazidem zpusobuje neurotoxicitu,
v jejimz klinickém obraze, kromé specifickych ptiznakt, dominuji tonicko-klonické
krece. Jako antidotum pii predavkovani isoniazidem se v klinické praxi pouziva vi-
tamin B6 (pyridoxin). Pyridoxin se vyskytuje ve tfech formach, jimiz jsou pyridoxol,
pyridoxal a pyridoxamin. Za biologicky ti¢innou formu je pokladan pyridoxal-5-fosfat.
V organismu se vyskytuji uvedené formy véetné jejich oxidacnich produkti.

Bylo nashroméazdéno znacné mnozstvi informaci tykajicich se osudu isoniazidu
v organismu (farmakokinetiky), jakoz i profilu nezadoucich a toxickych uéinku této
latky. Pomérné uspokojivé vysvétleni se podarilo nalézt pro hepatotoxické tucinky

léciva, za které patrné zodpovidd hydrazinovy metabolit isoniazidu. Na druhou stra-



nu je zajimavé, ze v piripadé neurotoxicity neni v fadé otazek stéle jasno. Prestoze
je zfejmé, ze je tento druh toxicity spojen s deficitem vitaminu B6 (respektive jeho
aktivni formy pyridoxal-5-fosfatu - PLP), konkrétni dukazy o mechanismech a déjich,
které jsou za tento jev zodpovédné, stale chybi. I kdyz je v literatufe v souvislosti
s lécbou akutni intoxikace isoniazidem opakované zminovana tvorba kondenzacnich
hydrazonovych produktu, o jejich existenci dosud nebyl podan zadny jednoznacny
analyticky dukaz. Analytickd metoda umoznujici souc¢asnou analyzu isoniazidu, jeho
metabolitu, vitaminu skupiny B6, jejich aktivni formy, ale také prislusnych hydra-
zonu (pyridoxal isonikotinoyl hydrazon, popiipadé pyridoxal isonikotinoyl hydrazon-
5-fosfat), by mohla pfinést mnoho novych informaci dulezitych pro vysvétleni a popf.

monitorovani 1écby intoxikace isoniazidem.



Kapitola 2

Teoreticka cast

2.1 Definice a rozdéleni chromatografickych me-

tod

Chromatografické metody jsou separac¢ni metody slouzici k oddéleni analyzovanych
slozek ze smési a zaroven k jejich kvalitativni a kvantitativni analyze. Pti vSech chro-
matografickych metoddch se mnohonasobné ustavuje rovnovaha slozek analyzované
smési mezi dvéma vzdjemné nemisitelnymi fazemi. Jedna nepohybliva (stacionarni)
faze m4 schopnost ruznou mérou zadrzovat jednotlivé analyty, druhé pohybliva (mo-
biln{) faze je pak vymyva (eluuje) z nepohyblivé féze a odnasi je ve sméru toku ruznou
rychlost{ [1].

V prubéhu chromatografického procesu dochazi k postupnému, mnohokrat opako-
vanému vytvareni rovnovaznych stavu délenych latek mezi stacionarni fazi, kterd je
v koloné nebo plosné vrstvé, a mobilni fazi, kterd unasi separované latky. Pti styku
stacionarni i mobilni faze s délenymi latkami dochazi k vzajemnym interakcim, které
jsou zakladnim predpokladem pro jejich separaci. K separaci tedy dochazi na zakladé
ruzné afinity délenych latek ke staciondrni a mobilni fazi [2].

Chromatografickych metod je velké mnozstvi. Vzhledem ke zna¢né ruznorodosti

se déli podle nékolika hledisek:



e Podle skupenstvi mobilni faze se chromatografie déli na kapalinovou chro-
matografii, kde mobilni fazi je kapalina, a plynovou chromatografii, kde mobilni

fazi je plyn.

e Podle usporadani stacionarni faze se rozdéluje na kolonovou chromatografii,
kde stacionarni faze je umisténa v trubici, a plosné techniky, mezi které patii

napiiklad tenkovrsta chromatografie (TLC) [3].
e Podle povahy déje, ktery prevlada pii separaci, rozliSujeme nasledujici metody:

— Adsorpc¢ni chromatografie. Podstatou separace je rozdilnd adsorbo-
vatelnost délenych latek na aktivni povrch sorbentu. Jako sorbenty se
nejcastéji pouzivaji silikagel a oxid hlinity. V kapalinové chromatografii
se jednd o separaci pevna faze - kapalina (LLC), v plynové chromatografii

pevnd faze - plyn (GSC).

— Rozdélovaci chromatografie. Podstatou separacniho procesu je rozdil-
nd rozpustnost délenych latek ve stacionarni fézi (kapalina) a mobilni fazi

(kapalina nebo plyn).

— Iontové vymeénna chromatografie (IEC). Lze ji realizovat jen jako ka-
palinovou chromatografii. Stacionarni fazi jsou iontomeénice (katexy nebo
anexy). Podstatou separace je rozdilna afinita délenych latek (zpravidla
ionty) k iontovyménnym skupindm iontomeénice. Rozdilnost afinity sepa-
rovanych latek je dana rozdilnymi hodnotami disocia¢nich konstant iono-

gennich skupin, riznou velikosti iontu a ruznym mocenstvim iontu.

— Gelova chromatografie. Jedna se o kapalinovou chromatografii, pii kte-
ré jsou analyzované latky separovany na zakladé velikosti molekul. Mole-
kuly latky jsou neseny protékajici mobilni fazi kolonou naplnénou poréz-
nim materidlem (gelem), pficemz pronikaji (permeaci) do rozpoustédlem

naplnénych poéru. Velké molekuly, které presahuji prumér péru, vychazeji

10



z kolony bez jakéhokoliv zadrzeni. Separace molekul je tedy zavisla na

rozmezi velikosti poru zvoleného gelu [2].

— Afinitni chromatografie. Je zalozena na specifickych interakcich cha-
rakteristickych pro nékteré biologické a biochemické procesy. Interakce
probihaji mezi dvojicemi latek s vysokou selektivitou. Jako priklad lze
uvést specifickou vazbu mezi protilatkou a antigenem, ptipadné reakci en-
zymu pouze se svym substratem nebo inhibitorem, ptricemz ostatni latky
zustanou nedotceny. Jestlize se jedna z dvojic latek vaze kovalentni vazbou
na vhodny nosi¢, aniz je tim porusena jeji funkce (insolubilizuje-li se), je
mozno takto vdzanou latku (tzv. afinant) pouzit k selektivnimu zachy-

covani druhé latky prislusné dvojice z roztoku [4].

2.2 Vysokotucinna kapalinova chromatografie

2.2.1 Historie

Klasicka kolonova chromatografie pouzivala kolon plnénych néaplnémi s velkymi ¢asti-
cemi o pruméru 100 az 200 pm nebo i vice. Mobilni faze protékala kolonou ptisobenim
gravitacni sily a eluat bylo tfeba odebirat po frakcich, v nichz byla koncentrace
délenych latek stanovovana klasickymi, pripadné kolorimetrickymi metodami. Tato
technika byla velice pracna a zdlouhava, navic tc¢innost déleni byla velice nizka. Re-
nesance kapalinové chromatografie jako moderni, vysoce u¢inné analytické metody
s automatickou detekei chromatografovanych latek byla umoznéna aplikaci fady teo-
retickych poznatku z plynové chromatografie. Jeji bouflivy rozvoj vsak byl umoznén
az poté, co pristrojova laboratorni technika dosdhla vysokého technologického stu-
pné. Byly zkonstruovany vysoce citlivé detektory, dumyslné davkovaci systémy a vy-
sokotlaka cerpadla, byla pripravena celd fada vysoceuc¢innych universalnich i selek-

tivnich sorbentu tvoricich naplné chromatografické kolony [5].
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2.2.2 Podstata a obecna charakteristika metody

Pii analytickém hodnoceni 16¢iv je vysokoucinnd kapalinové chromatografie (High-
performance liquid chromatography, HPLC) pouzivana velmi ¢asto. Je to predevsim
z toho duvodu, ze jde o separa¢ni metodu, ktera umoznuje soucasné jak kvalitativni,
tak i kvantitativni hodnoceni separovanych slozek smési, a to s vysokou selektivitou,
citlivosti a v relativné kratkém case. Pro analyzu postacuje velmi malé mnozstvi
vzorku a pro rutinni pouziti (velké série vzorki) je mozno s vyuzitim automatického

dévkovace celou metodu plné automatizovat [2].

2.2.3 Kyvalitativni analyza

Pro vlastni kvantitativni hodnoceni 1é¢iv je zdkladem plocha (event. vyska) chro-
matografického piku. Pro stanoveni jednotlivych slozek ve smési se nejcastéji pouzi-

vaji nasledujici metody:

e Metoda vnéjsiho standardu. Spoc¢ivd ve dvou krocich (dvojim dévkova-
ni). V prvnim kroku se na kolonu nastiikne roztok analyzovaného vzorku a po
registraci jeho chromatografického zaznamu se v druhém kroku nastiikne roz-
tok vnéjsiho standardu a opét se zaznamena jeho chromatogram. Jako vnéjsi
standard se zpravidla pouziva u substanci standard stanovované latky, napii-
klad CRL (chemickd referen¢ni ldatka) u lékopisnych analyz, nebo u slozenych

lékovych piipravku jedna z analyzovanych slozek smési [2].

e Metoda vnitiniho standardu. Ke znamému objemu roztoku vzorku se prida
definovany objem roztoku vhodného vnitintho standardu a po promichani
se nastiikuje na kolonu. Koncentrace stanovovanych latek se opét vypocita
z poméru ploch (vysek) piku jednotlivych separovanych slozek a plochy piku
vnitfniho standardu. Metoda vnitiniho standardu je méné casové narocna
a hlavné presnéjsi, protoze neni zatizena chybou dvojiho nasttiku. Vnitini stan-

dard musi byt eluovan v blizkosti piku, které budou vyhodnocovany, musi mit
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podobnou koncentraci jako latky, jejichZ obsah je zjistovan a musi byt chemicky

inertni. Jeho struktura musi byt podobnd stanovované létce [2].

Kalibraéni metoda se vyhodnocuje pomoci kalibracni kiivky, sestrojené jako
zévislost odezvy detektoru (plocha piku, nebo pomeéry ploch piku analytu
a vnitintho standardu) na ruznych koncentracich analytu ve vzorku. Tento
zpusob kvantifikace se ¢asto vyuziva pii analyze 1é¢iv a metabolitu z biolo-
gického materialu. Ptipravi se série kalibracnich vzorku, které obsahuji ruzné
mnozstvi analytu avsak stale stejnou koncentraci vnitiniho standardu. Na osu x
se vynasi koncentrace analytu a na osu y pomér ploch piku analytu a vnitiniho
standardu. Pfidanim vnitiniho standardu ke vzorku pted jeho upravou se za-
mezi k chybné kvantifikaci analytu, ke které by mohlo dojit vlivem experi-
mentalnitho postupu. Vnitini standard musi vykazovat stejné vlastnosti pfti

predipravé vzorku jako analyzovana latka [6].

Metoda standardniho piidavku se pfevazné pouziva v analyze se stopovy-
mi koncentracemi analyti. Znamé mnozstvi analytu je pridavano do vzorku,
ktery jiz obsahuje neznamou koncentraci analytu. Zvétseni plochy piku je pfimo

umeérné pridanému mnozstvi analytu [6].

2.2.4 Stacionarni faze

Podle relativni polarity stacionarni a mobilni faze rozliSujeme chromatografii v sys-

témech s normdlnimi fazemi (staciondrni faze je polarnéjsi nez faze mobilni) a chro-

matografii v systémech s obrdcenymi fdzemi (mobilni faze ma vétsi polaritu nez faze

stacionarni).

Jako prvni sorbent byl v kapalinové chromatografii pouzivén silikagel (oxid kte-

micity). Postupem ¢asu se zacal silikagel modifikovat pomoci uhlikovych fetézet, tim

vznikly sorbenty s obracenymi (reverznimi) fazemi.

Pii kolonové kapalinové chromatografii v systému s obracenymi fazemi se jako

tuhych staciondrnich fazi (sorbentt) pouzivéa predevsim nepolarnich uhlovodikovych

13



fazi imobilizovanych na anorganickych nosic¢ich (napt. C8, C18). Nicméné je mozno
pouzit i ¢istého uhliku, organickych polymeru ¢i naplni s chemicky vazanymi arylo-

vymi ¢i stfedné polarnimi (napi. etherovymi, nitrilovymi ¢i diolovymi) fazemi [7].

2.2.5 Mobilni faze

Jako mobilnich fazi se nejcastéji pouziva vodnych roztoku jednoho ¢i vice organic-
kych rozpoustédel, nejcastéji methanolu, acetonitrilu a tetrahydrofuranu. Pro sepa-
raci iontovych latek ¢i latek kyselé a bazické povahy je tfeba k mobilni fazim pridavat
pufry, neutralni soli, slabé kyseliny ¢i latky vytvarejici s ionizovanymi soluty iontové

asociaty [7].

2.2.6 Gradientova eluce

Gradientova eluce se pouziva k déleni smési, jejichz slozky se znacné lisi retenci pfi
eluci s konstantnim slozenim mobilni faze. Eluce silnéji zadrzovanych latek se urychli
pouzitim mobilnich fazi, jejichz eluéni sila se zvysSuje ¢asem. Kontinualni zmény
slozeni mobilni faze se dociluje michanim nékolika slozek mobiln{ fize (vétsinou dvou
az ti) v pomeéru, ktery se ¥idi pfedem zvolenym ¢asovym programem. Piistroje
pro gradientovou eluci lze délit do dvou skupin podle toho, zda se slozky gradientu

michaji ve vysokotlaké, nebo nizkotlaké casti [7].

2.2.7 Zakladni chromatograficka data

Pti chromatografii jsou délené slozky zadrzovany v koloné riuznou dobu. Charakteri-
stickou veli¢inou pro kazdou latku v daném chromatografickém systému je retenc¢ni
(eluéni) cas nebo retenéni (eluéni) objem oznaceny tg resp. Vz. Retencni ¢as predsta-
vuje dobu od nastiiku vzorku na kolonu az po objeveni se maxima piku dané slozky.
Retenéni objem predstavuje objem mobilni faze protekly kolonou za vyse uvedenou

dobu.

14



VR,
Vedltg, ) :
/ atka 2
VR{ latka
A v e
_ '™ latka 1
o
ol |y )|
ﬁ i
[i}] -+
8l |8
°l I'e
X
v >

Obrazek 2.1: Elucni kiivka

Eluéni kiivka neboli chromatogram (zdznam chromatografického déleni) Obréazek
2.1 je zavislost signdlu (odezvy) detektoru na objemu proteklé mobilni féze se sloz-
kami analytu (Obrézek 2.1).

Mezi reten¢nim casem a reten¢nim objemem plati vztah:
Vi = tplbm,

kde F,, je objemovy prutok mobilni faze (objem protekly za jednotku casu).
Retencni ¢as je ve skutecnosti vyjadien souc¢tem redukovaného retencniho casu

'» a mrtvého retencéniho ¢asu ty;:
/
tp =1tm + tR'

Mrtvy retencni cas predstavuje ¢asovy interval od nastfiku vzorku do okamziku

detekce slozky, kterd neni staciondrni fazi zadrzovéana [3, 4].
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Obréazek 2.2: Kapalinovy chromatograf

2.2.8 Schéma kapalinového chromatografu

Kapalinovy chromatograf se sklada z césti, které zabezpecuji transport mobilni faze,
separaci latek a jejich detekci. Témito ¢astmi jsou zasobnik mobilni faze, vysokotlaké
cerpadlo, smésovaci zafizeni, davkovaci zatizeni, degaser, chromatograficka kolona,

detektor a pocita¢ (Obrazek 2.2).

o Vysokotlakd ¢erpadla zajistuji stabilni proud mobilni fize, ktery je pro analyzu
velmi dulezity. Vystupni tlaky na cerpadlech se pohybuji v rozmezi 1 - 30 MPa,

tim je mozno dosdahnout prutoku mobilni faze od 0,01 do 5 ml/min [8].

e Ddvkovaci zarizeni. Vzorek, ktery se ma chromatograficky rozdélit se nejprve
dokonale rozpusti ve vhodném rozpoustédle, nejlépe v mobilni fazi a davkuje se
do kolony injekénimi stitkackami malych objemu, nejlépe konstruovanych jako
vysokotlaké, nebo davkovacimi kohouty, davkovacimi smyckami a podobné.
V dnesni dobé se pouzivaji prevazné automatické Sesticestné davkovaci kohouty
(autosampler). Dalsi moznost davkovani je ruéni davkovéani, kdy se vzorek

aplikuje stifkackou na smycku a otoéi se ventilem [8].
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e Degaser je zalizeni odstranujici plyny z mobilni faze. Nerozpustény vzduch
zpusobuje vykyvy v plynulosti prutoku mobilni fize. Odplynéni mobilni faze
muze vyuzivat nékolika principt: probublavani heliem, zavedeni vacua do mo-

bilni faze, ultrazvuk a zahfivani [9].

e Chromatografické kolony. V. HPLC mé volba a vybér kolon samych a jejich
prislusenstvi rozhodujici vyznam. O tuc¢innosti kolon rozhoduje nejen kvalita
pouzitého sorbentu, ale i jejich délka, tvar, materidl, z néhoz jsou zhotoveny,
spojovaci soucasti, jejich vnitini povrch a dalsi faktory, jako je zpusob plnéni

kolon, velikost mrtvych objemu v systému apod.

Nejcastéjsim materialem pouzivanym k vyrobé kolon je nerezové ocel. Kolony
se vyrabéji v ruznych velikostech, vétsina kolon ma polomér (I.D.) rovny 3,
4 nebo 4,6 mm. Délka kolony je vétSinou 10 az 25 cm, nicméné modernim

trendem je zkracovani kolon a jejich poloméru [4, 9].

V dnesni dobé se pro analytické aplikace pouziva prevazné kolon plnénych
porovitymi naplnémi s ¢asteckama o prumeéru 3 az 5 pm. Pro analyzu z biolo-
gického materialu se pouzivaji predkolony, které chrani kolonu pred poskozenim

[10].

e Detektory slouzi k indentifikaci latek vychézejicich z chromatografické kolony.
Zpravidla se od nich zada, aby sledovaly koncentrace separovanych slozek
v eluatu. Detektor sleduje pomoci vhodného snimace nékterou z vlastnosti
eludtu. Ve specialnich pripadech muze detektor poskytnout i nékteré konkrétni
udaje o charakteru separované slozky (celé UV spektrum, molekulovou hmot-

nost a i dalsi).

K detekci separovanych latek se zpravidla vyuziva urcitych jejich vlastnosti,
jimiz se tyto latky lisi od slozek mobilni faze. V podstaté rozliSujeme dva typy
detektoru - univerzalni a selektivni. Z pozadavku kladenych na dobry detektor

je mozno uvést:
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— dostatecné velky pomeér mezi Sumem a méfenou hodnotou
— vysokou citlivost

— nizkou hodnotu mimokolonového piispévku

— malou citlivost na zmény tlaku a prutoku

— moznost vyuziti gradientové eluce.

Detektor pracujici v UV oblasti zdreni je v soucasné dobé nejpouzivanéjsim
detektorem. Pouzivd se bud detektor s nastavitelnou vlnovou délkou, nebo
DAD (diode-array detektor), ktery béhem jednoho néstiiku proméii vsechny
vlnové délky v pozadované oblasti. Ostatni detektory se pouzivaji v piipadech,
kdy analyt témeér vibec neabsorbuje v UV oblasti, nebo kdyz je koncentrace
analytu pro UV detekci ptilis nizka. Pro méreni v oblasti od 190 do 400 nm se
pouziva deuteriova lampa. Pokud je pozadovano méreni pii viditelné oblasti
(400 az 700 nm), pak je pouzivana vysoce energetickd wolfram-halogenova
lampa. Vyhodou obou detektor je, ze jako mobilni faze jsou pouzivana rozpou-
stédla, ktera ve viditelné i v ultrafialové oblasti spektra neabsorbuji. Dalsimi
typy pouzivanych detektoru jsou fluorimetricky, elektrochemické, refraktome-

tricky a hmotnostni spektometr, jehoz vyznam v dnesni dobé roste [4, 6].

Fluorimetricky detektor je vysoce selektivni a citlivy avsak poskytuje odezvu
pouze pro latky vykazujici fluorescenci. Jen velmi mélo analytu vykazuje pri-
rozenou fluorescenci, proto je tfeba nékteré vzorky derivatizovat. Na analyt se
navaze urcita chemicka skupina, ktera vykazuje fluorescenci. Detegovana latka
v cele absorbuje ultrafialové budici (excita¢éni) zareni, jehoz pohlcend energie
se z ¢asti vyzaii (emituje) ve formeé fluorescencniho zéreni o nizsi energii (vyssi

vlnové délce), nez mé zafeni excitacni [6, 10].

Elektrochemické detektory lze pouzit pro detekci analytu, které jsou elektro-

chemicky aktivni. Jsou bézné déleny na ampérometrické a vodivostni. Vo-
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divostni detektor je prevazné pouzivan pro iontové-vymeénou chromatografii.
Je nespecificky, méii elektrickou vodivost eluatu. Amperometricky detektor je

citlivy a selektivni [6, 10].

Refraktometricky detektor je univerzalni, ma vsak nizsi citlivost. Jeho odezva
zavisi na teploté. Nelze jej pouzit pti gradientové eluci. Tento detektor posky-
tuje odezvu tmérnou rozdilu indexu lomu eludtu v mérné cele a srovnavaci
kapaliny (méla by byt vzdy ¢istd mobilni féze) v cele srovnavaci. Citlivost de-
tektoru je tedy tim veétsi, ¢im vétsi je rozdil indexu lomu latky a indexu lomu

mobilni faze [10].

Hmotnostni spektrometr. Navzdory jeho vysoké cené a narotnému ovladani se
v dnesni dobé zac¢ind stale vice prosazovat hmotnostni spektometr (MS) a to
predevsim v bioanalyze 1é¢iv. Po vystupu z HPLC kolony dochézi k odstranéni
mobilni faze a ionizaci analytu. Nejcastéji uzivané ionizacni techniky pro
spojeni HPLC - MS jsou ionizace elektrosprejem (ESI), chemickd ionizace za
atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI).
Nabité ¢astice (molekuldrni a fragmentdrni ionty) jsou poté v magnetickém
nebo vysokofrekvenénim poli separovany podle hmotnosti a naboje. Vysledné
hmotnostni spektrum (hmotnost ¢dstic/pocet naboju) je zaznamenano. Spo-
jeni HPLC-MS je vysoce selektivni, vysoce citlivé a poskytuje fadu udaju

potfebnych pro identifikaci latek [2].

2.3 ijrava vzorku biologického materialu pred a-

nalyzou pomoci HPLC

Biologicky material je zpravidla tvoren velmi komplikovanou smési navzajem se

ovliviujicich slozek, které mohou pusobit kladné nebo zaporné na chovani analytu.

Ucelem upravy je tedy oddéleni analytu od nezadoucich interferujicich latek z ma-

trice (proteint, lipidu a jinych endogennich latek), zakoncentrovani vzorku, snizeni
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obsahu necistot a zvySeni selektivity.

Vybér vhodné metody upravy zalezi na volbé biologického materidlu a na vlast-
nostech stanovované latky. Nejcastéji pouzivanymi biologickymi materialy jsou plaz-
ma, sérum, krev a moc. Dale se pak mohou pouzivat sliny, likvor, materské mléko,
slzy, zlu¢, pot a stolice.

Nejvyuzivanéjsimi metodami tpravy vzorku jsou extrakce kapalina - kapalina,
precipitace, SPE (solid phase extraction) extrakce, ultrafiltrace. Mezi moderni me-

tody se pak tadi superkritickd fluidni extrakce a mikroextrakce pevnou fazi [11].

2.3.1 Primy nastrik biologického vzorku na chromatografi-

ckou kolonu

Jen v nékterych pripadech lze biologicky vzorek nasttikovat na kolonu bez predchozi
upravy. Metoda je pouzitelna pouze u biologickych vzorku s minimélnim obsahem
proteinu jako jsou likvor, sliny a mo¢. Nevyhodou primé aplikace biologickych tekutin
na analytickou kolonu je zvysSené riziko znecisténi a znehodnoceni kolony v dusledku
vysokého obsahu balastu, dale pak snizeni separacni i¢innosti a moznosti zakoncen-

trovani vzorku [12].

2.3.2 Precipitace

Nejjednodussi uprava vzorku pri analyze latek obsazenych v séru, plazmeé, krvi je
precipitace proteini vhodnymi deproteina¢nimi ¢inidly. Timto zptusobem se zabrani
vysrazeni proteinu na chromatografické koloné pri styku vzorku s mobilni fazi ob-
sahujici organicka rozpoustédla nebo koncentrovanéjsi pufry. Po centrifugaci je ali-
kvot ¢irého supernatantu bud nastifknut na kolonu pifmo, nebo pii nizké kon-
centraci sledované latky je supernatant odpafen do sucha a odparek je rozpustén
v minimalnim objemu mobilni faze.

Deproteinace byva provadéna:
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e pridanim organickych rozpoustédel misitelnych s vodou napf. methanolem,

ethanolem, acetonitrilem, acetonem,;
e silnymi kyselinami: trifluoroctovou, trichloroctovou, chloristou, mravenc;

e solemi tézkych kovi:

NaQWO4 . 2HQO, ZHSO4 . 7HQO, CUSO4 . 5H20, Ba(OH)g,

e nebo kombinaci nékolika deproteinacnich cinidel.

Vyhodou této metody je, ze je jednoduchd, rychld a snadno proveditelna. Ze
vzorku jsou odstranény proteiny, ostatni endogenni latky jsou v supernatantu za-
chovany. To muze byt i v nékterych pripadech nevyhoda. Tato metoda je nevhodna
pro latky, které se vazou na precipitat a na vzorky se stopovym mnozstvim analytu,

dochézi totiz ke znaénému nafedéni vzorku [12].

2.3.3 Extrakce kapalina - kapalina

Extrakce slozky v systému dvou omezené misitelnych kapalnych fazi zaujima vy-
znamné misto mezi separa¢nimi technikami.

Podminkou je ustanoveni rovnovahy mezi dvéma nemisitelnymi kapalinami - vy-
chozim vzorkem s analytem a rozpoustédlem, do kterého méme zajem analyt v co
nejvetsi mite prevést.

Obvyklym tkolem je extrahovat slozku z biologického materidlu do organického
rozpoustédla, které je s vodou nemisitelné. Po case se mezi mnozstvim analytu v obou

fazich ustanovi rovnovaha, kterou popisuje Nernstuv rozdélovaci zakon:

KD — cOT‘g
Caq
Kp ... rozdélovaci konstanta (Nernstuv rozdélovaci koeficient)
Corg --- TOvnovazna latkova koncentrace slozky v organickém rozpoustédle
Caq --. TOvnovazna latkova koncentrace slozky ve vodeé
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Rozdélovaci konstanta charakterizuje danou latku v systému voda - organické
rozpoustédlo pii urcité teploté a tlaku. Vétsi hodnota Kp znamena vyssi podil slozky
v organickém rozpoustédle. Jeji hodnota pro extrahovanou latku by méla byt vyrazné
vyssi nez jedna.

Extrakéni proces zavisi na fadé faktoru:

o Viw fyzikalné chemickych vlastnosti rozpoustédla. Rozpoustédlo jako extrakéni
fazi volime podle charakteru extrahované latky. Latky hydrofobni se snaze
rozpoustéji v rozpoustédlech nepolarnich, rozpoustédla polarni jsou vhodna

pro hydrofilni latky.

Volba extrakéniho rozpoustédla (¢inidla) vychazi z nasledujicich pozadavku:

— omezend misitelnost s extrahovanou smési (tvorba 2 fézi)

— velmi dobra rozpustnost extrahované slozky (vyhodny rozdélovaci koefi-

cient)
— rozdilna hustota rozpoustédla a smési (nutné rozdéleni obou fézi)

— dostatecna tékavost (s ohledem na destilaéni zahusténi vzniklého extraktu

a regeneraci rozpoustédla) [13].

o Viiv pH vodné faze. Upravou pH vodné faze dosahujeme vyssi selektivity a e-
fektivity extrakce. Obecné lze tici, Ze pii pH nizsim (< 5) se méné disociuji
a tudiz lépe extrahuji latky kyselého charakteru. Naopak pii pH vyssim (> 7)
snaze prechézeji do extrakéniho cinidla latky bazické. Cilem je upravit pH

vzorku tak, aby byla potlacena ionizace analytu.

Vztah mezi pH a pomérem nedisociované a disociované formy analytu vyjadiuje

Henderson - Hasselbalchova rovnice:

[nedisoc. kys|

pKa=pH +log |disoc. kys|

... pro kyseliny

[disoc. baze]
nedisoc. baze|

pKa:pH—l—log[ ... pro baze
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Obecné je vhodné nastavit takové pH, aby pomeér nedisociované formy k diso-
ciované formé byl nejméné 100 : 1, tj. aby nedisociovany podil tvoril nejméné

99%.

Vliv vzdjemného poméru nemisitelngch fazi. Vhodné zvolenym pomérem vod-
na : organickd faze zlepSujeme extrahovatelnost latky. Na druhé strané veétsi
objem rozpoustédla zpusobuje nizsi koncentrace extrahované latky v extraktu

nebo obtiznéjsi odbér organické faze ze smési.

Zpusob a doba trvani extrakce. Intenzita extrakce a doba tifepani musi byt
natolik uc¢innd, aby prechod latky do rozpoustédla byl co nejuplnéjsi. Doba
extrakce nemd byt z praktickych duvodu neiumeérné dlouha, ani pfi ni nesmi

dochézet ke vzniku tézko odstranitelnych emulzi.

Zpusob predchoziho zpracovani vzorku. Predchozi zpracovani vzorku muze vy-
raznym zpusobem ovlivnit vytézek extrakce, napt. pii deproteinaci muze puso-
bit neptiznivé zména pH vodné faze vlivem piidavku deproteinacniho ¢inidla,

nebo absorbee analytu na precipitované proteiny [11].

2.3.4 Ultrafiltrace

Pri ultrafiltraci zustdava vazand slozka léCiva spoleéné s proteiny na stejné strané

membrany a membranou prosly ultrafilrat obsahuje jen volnou slozku. Na velikosti

péru semipermeabilni membrany zavisi, jak velké molekuly budou membrénou jesté

zadrzovany. V principu lze ultrafiltraci zachytit na membranach slouceniny o ve-

likosti 1 az 10 nm, tj. slou¢eniny o molekulové hmotnosti 500 az 1 000 000. Jedna se

predevsim o viry, pyrogeny, proteiny a peptidy.

Separace na membrané je urychlena tlakem, ktery muze byt docilen dvéma zpu-

soby: pomoci pistu (ptetlak) nebo pomoci centrifugy (podtlak).

Vyhodou metody je, ze nedochazi k naredéni vzorku, ultrafiltrat je bez proteinu

a rezidui ¢inidel [11].
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2.3.5 Extrakce na pevné fazi - SPE

SPE (solid phase extraction) je metoda, kdy se analyt selektivné zadrzi na pevném
sorbentu, tim se zakoncentruje a precisti. V podstaté jde o ruzné modifikace sloup-
cové nebo tenkovrstevné chromatografie. Mechanismus retence v SPE je stejny jako
v kapalinové chromatografii, a proto i pouzivané sorbenty jsou vlastné velice podobné.
Obdobné jako u HPLC se nejcastéji vyuzivaji nepolarni nebo polérni sorbenty. Jako
polarni sorbent se pouziva napiiklad silikagel, oxid hlinity nebo sorbenty s modi-
fikovanymi fazemi CN, NHs. Z nepolarnich sorbentu to jsou C18 nebo C8. Déle se
mohou pouzit ionto-vyménné faze.Rozdil mezi HPLC a SPE je v tom, ze u HPLC
jsou latky separovany kontinudlnim proudem mobilni faze a u SPE jednorazovym
prolitim roztokem.

Sorbenty pro SPE existuji v nékolika provedeni. Sorbent je ulozen v trubickach
z polypropylenu nebo ze skla (SPE kolonka) nebo slisovéan se sklenénymi vldkny
do disku (SPE disk). Disky jsou k dispozici v ruznych velikostech od 4 do 90 mm.
Standardni velikost disku je 47 mm. Kolonky mivaji od 1 do 25 ml a hmotnost
vyplné se pohybuje mezi 0,1 az 2 g. SPE extrakce je snadnd, ¢asové nenarocna
a vysoce ucinna. Oproti LLE se zna¢né snizuje objem pouzitého rozpoustédla. Analyt
se zakoncentrovava. Selektivita extrakce se zvysSuje tim, Ze se vybere pevna faze

s vy$si afinitou k analytu nez k dalsim komponentum vzorku [14].

Postup SPE:

e Aktivace kolonky. Kolonka je nejprve promyvéana roztokem, kterym je vét-
sinou methanol, acetonitril nebo jiné organické rozpoustédlo, aby doslo k sol-
vataci sorbentu. Navic vzduch, ktery je v kolonce, je vytésnén a prazdna mista

jsou zaplnéna roztokem.

Po solvataci se provede nasyceni kolonky ¢istym rozpoustédlem analytu. Ustavi
se rovnovaha mezi sorbentem v kolonce a timto rozpoustédlem. Napi., je-li
vzorkem pufrovana fyziologickd tekutina, je vhodné promyt kolonu odpovida-

jicim pufrem; je-li extrahovan vzorek v organickém rozpoustédle, kolona by se
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mela upravit tymz organickym rozpoustédlem. Tento stupen vytvari podminky

podporujici retenci analytu [14].

Aplikace vzorku. Vzorek je aplikovan na kolonku a necha se dostatecny cas
protékat. Zvlasteé pti iontové-vyménné extrakei by prilis rychlé provedeni mohlo

zpusobit, ze se analyt nezadrzi uplné.

Promyvani kolonky. Uéelem jednoho nebo vice promyvacich kroki je se-
lektivné eluovat nezadouci slouc¢eniny z vazanych fazi, aniz by byly eluovany
analyty. Casto jsou velmi vhodnou volbou rozpoustédla, ve kterych jsou analy-
ty nerozpustné. Pouzivame-li iontové-vyménné nebo nepolarni sorbenty, je pro
eluci nezadoucich ptimeési dulezité dodrzovani pH. Prutok pro eluci primeési by

mél byt fizen. Pti velkém prutoku by se nemusely piimési dostatecné vymyt.

Eluce analytu z kolony. Zavérecnym stupném v SPE extrakci je znovuziskani
analytu z extrakéni kolonky. To je provedeno promytim kolonky rozpoustédlem,
které eluuje analyty z vazanych fazi do vhodné jimaci nadobky. Opét je ne-
zbytna kontrola rychlosti prutoku, protoze pii rychlém prutoku se nemusi

vymyt vSechen analyt [14].

2.4 Analyzovana léciva

Jednim ze zavaznych toxickych u¢inku isoniazidu, ktery se projevuje predevsim pti

akutnim pfredavkovani, je neurotoxicita. Je znamo, Ze je spojena se snizenim kon-

centrace aktivni formy vitaminu B6 (pyridoxal-5-fosfatu-PLP) v bunkach. Zvlasté

zavazné je snizeni koncentraci PLP v centralni nervové soustavé, v jehoz dusledku

v klinickém obraze predavkovani dominuji, vedle specifickych ptiznaku, také zavazné

tonicko-klonické krece. Jako antidotum pfi predavkovani se v klinické praxi pouziva

vitamin B6 (pyridoxin). Pyridoxin se vyskytuje ve tfech forméch: pyridoxol, pyri-

doxal a pyridoxamin. Za biologicky uc¢innou formu je povazovan pyridoxal-5-fosfat.

Jednim z moznych a dosud nepopsanych metabolitu pti intoxici isoniazidem by mohl
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byt pyridoxal isonikotinyol hydrazon (PIH), popiipadé jeho fosfatovana forma pyri-

doxal isonikotinyol hydrazon-5-fosfat.

2.4.1 Isoniazid (INH) a Acetylisoniazid

e [ndikace: Isoniazid je antimykobakterialni latka, ktera pusobi baktericidné proti
extracelularnim i intracelularnim organismum. Je to 1ék prvni volby pouzivany
pro lé¢bu tuberkuldzy. Vétsinou se podava v kombinaci s rifampicinem, etham-

butolem a pyrazinamidem.
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Obrazek 2.3: Strukturni vzorec isoniazidu

o Sumarni vzorec isoniazidu: CeH;N3;0

e Molarni hmotnost isoniazidu: Mr = 137, 1
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Obrazek 2.4: Strukturni vzorec acetylisoniazidu

e Sumdrni vzorec acetylisoniazidu: CzHgN3O4
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e Molarni hmotnost acetylisoniazidu: Mpr = 169, 2

e HPLC analyjza isoniazidu:

Protoze je isoniazid v klinické praxi jiz dlouho uzivanym lécivem, pro jeho

stanoveni v biologickém materialu byla popsana rada metod.

o Vybrané studie zabyvajici se analyzou isoniazidu a acetylisoniazidu v biologi-

ckém materidlu:

— Autori Eugene B. et al. vyvinuli metodu stanoveni 2 antituberkulotickych
léku isoniazidu a aconiazidu z potkani plazmy. Isoniazid byl z plazmy
ziskan pomoci precipitace, ktera probihala ve dvou krocich: 250 pl plazmy
se smichalo s 10 pl 10% roztoku siranu zine¢natého (w/v). Zkumavka
byla centrifugovana 1000 g po dobu 1 minuty. 250 pl supernatantu bylo
prevedeno do nové tuby a pridano 100 pl methanolu. Po promichani a cen-
trifugaci vzorku bylo 5 pl ¢istého supernatantu nastitknuto na HPLC.
Vzorek byl separovan na CN koloné 250 mm X 4,6 mm [.D., 5 pm.
Jako mobilni faze byl pouzit 5% isopropanol obsahujici 5 g/1 fosforecnanu
amonného. Prutok byl 1 ml/min. Pro detekci byl pouzit elektrochemicky
detektor [15].

— Studie autoru Ng K. et al. se zabyvd stanovenim isoniazidu a acetyl-
isoniazidu z plazmy za pomoci LC/MS systému prepindni kolon. Jako
vnirni standard byl pouzit iproniazid. Nejprve byla plazma deproteinovana
400 pl acetonitrilu a centrifugovana pfi 10 000 rpm (otacky za minutu)
po dobu 10 minut pii 4 °C. Supernatant byl pfeveden do nové konické
zkumavky a vysuSen proudem dusiku. Zbytek byl rozpustén v 1 ml vody
obsahujici 0,1% kyseliny mravenci a centrifugovan pii 10 000 rpm pii
4 °C po dobu 30 min. pfed pfimym nastiiknutim na extrakéni systém.
Jako extrakeni kolona byla pouzita Eclipse XDB-C8 s parametry 4,6 mm

X 12,5 mm, s ¢asticemi o velikosti 5 pm. Jako mobilni faze byla pouzita
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0,1% kyselina mravenci s pratokem 0,1 ml/min. Po uplynuti 0,14 min
byl prepnut ventil a analyt byl vnesen na analytickou kolonu Aquasil
C18, 3 mm x 300 mm, s velikosti ¢astic 3 pm. Mobilni faze se skladala
z methanolu a 0,1% kyseliny mravenc¢i ve vodé. Byla pouzita néslednd
gradientova eluce: 0-6 min, 8% methanol; 6 - 9 min, 8 — 98% methanol;
9 - 16 min, 98% methanol; 16 - 18 min, 98 — 8% methanol, prutok byl
0,2 ml/min [16].

P. J. Smith et al. stanovovali kromé isoniazidu také rifampicin a pyra-
zinamid z plazmy pomoci HPLC s kolonou C8, 150 mm X 4,6 mm [.D.,
s velikosti ¢dstic 5 pm a mobiln{ fazi 3% acetonitril v 0,06% triflouroctové
kyseliné. Detekce byla pri 254 nm. Extrakce z plazmy byla provadéna na
kolonkéach C18, které byly promyty 2 x 2 ml methanolu, 2 x 2 ml vody
a 2 ml 0,05M fosfatovym pufrem (pH 4,5) pied aplikaci vzorku. 0,5 ml
plazmy bylo pomalu aplikovano na kolonu a na ni ponechano po dobu
5 min. Poté byly nevézané slozky vymyty. Kolona byla promyta 1 ml
pufru a analyt eluovan 0,5 ml acetonitrilu a 0,5 ml methanolu. 0,5 ml ze
spojeného eluatu bylo vysuseno ve vakuuové centrifuze a pridéano k 0,5 ml

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

G. A. Ellard et al. ve své studii popsali extrakci isoniazidu a dalsich jeho
péti metabolitu (véetné acetylisoniazidu) ze séra a moci. 3 ml vzorku
séra nebo moci byly po dobu 10 sekund jemné ru¢né protiepavény s 1
ml 4M octanem sodnym a 13 ml butan-1-olu. Hned poté byly pridany
4 g (NH4)2SO4 a zkumavka byla znovu protfepdana. Oddélené féze byly
separovany pomoci centrifugy a horni butan-1-ol odebran Pasteurovou
pipetou. 10 ml tohoto extraktu bylo tfepano 10 s na vortexu s 1 ml 4M oc-
tanem sodnym a 10 ml ethylacetat-n-heptanem (1:1, v/v). Po centrifugaci
byl isoniazid a acetylisoniazid extrahovan z organické faze tfepanim 18 ml

roztoku se 4 ml 0,1M HCI po dobu 10 s na vortexu. Urcité mnozstvi ex-
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traktu kyseliny chlorovodikové bylo pak analyzovano kolorimetricky nebo

fluorimetricky [18].

2.4.2 Vitaminy skupiny B6 - pyridoxin

e [Indikace: Vitamin B6 existuje ve tfech formach: pyridoxin (alkohol), pyridox-
amin (amin) a pyridoxal (aldehyd). Také muze existovat ve fosforylované forme.
Pyridoxal-5-fosfat je hlavni aktivni koenzym v lidském téle, ktery se tcastni
dekarboxylace aminokyselin za vzniku biologicky aktivnich aminu (napf. adre-
nalin, histamin, serotonin, dopamin, tyramin). Dédle se icastni transaminace
aminokyselin v anabolickych a katabolickych procesech a Stépeni a syntézy

aminokyselin.

OH

CH,OH

N CH,0H

Obréazek 2.5: Strukturni vzorec pyridoxolu

o Sumdrni vzorec pyridoxolu: CgH11NO3

e Moldarni hmotnost pyridoxolu: Mgr = 169, 2

OH

CHO
2

NS~ cH,oH

Obrazek 2.6: Strukturni vzorec pyridoxalu

29



e Sumdrni vzorec pyridoxalu: CgHgNO3

e Moldarni hmotnost pyridoxalu: Mgr = 167, 2

OH

N CHO
I

N
X CH,0—P—0H
OH

Obréazek 2.7: Strukturni vzorec pyridoxal-5-fosfatu

e Sumdrni vzorec pyridoxal-5-fosfatu: CsgH1gNOgP
e Moldrni hmotnost pyridoxal-5-fosfatu: Myp = 247,17

e HPLC analyza pyridozinu:

O stanoveni pyridoxinu a jeho vSech biologickych forméach z biologického ma-
teridlu pojednava velky pocet studii. Byly pouzity mikrobiologické, enzyma-
tické, radioimunologické metody analyzy. Nejvétsim problémem analyzy je, ze
se koncentrace nékterych forem vitaminu B6 pohybuji i v nanomolech na litr
plazmy a méné. Vétsina analyz vitaminu B6 je zalozena na HPLC analyze

s fluorescencni detekei, ktera pozaduje derivatizaci pyridoxal-5-fosfatu.

o Vybrané studie zabyvajici se stanovenim vitaminu B6 v biologickém materidlu:

— Bisp M. R. et al. vyvinuli HPLC metodu pro detekci a kvantifikaci vita-
minu B6 (pyridoxal, pyridoxal-5-fosfat, pyridoxamin-5-fosfat, pyridoxin,
pyridoxamin a degrada¢ni produkt kyselina 4-pyridoxinovd). Separace
byla provadéna za pouziti analytické kolony C18 (ODS) a iontové-parové

chromatografie. Pro analyzu byla pouzita gradientova eluce acetonitrilem
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(0,5 - 15 %) ve fosore¢nanovém pufru s kyselinou 1-octansulfonovou a tri-
ethylaminem, pH 2,16. Koncentrace vitaminu byla stanovena fluorescenc¢ni
detekel (328 nm excitaéni zafeni, 393 nm emisni zafeni) po predchozi post-

kolonové derivatizaci pomoci fosfatového pufru obsahujictho 1 g/1 hydro-

— Midttun O et al. stanovovali pomoci HPLC/MS z plazmy soucasné vi-
tamin B6 a B2. Proteiny z plazmy byly precipitovany smichanim 60 pl
plazmy se stejnym mnozstvim kyseliny trichloroctové ve vodé (50 g/1) ob-
sahujici vnitini standardy pyridoxal-5-fosfat, pyridoxal a riboflavin (100
nmol/l). Roztok byl michdn 30 s na robotu, poté nechdn 60 min na
ledu a nakonec centrifugovan pii 6000 g po dobu 12 min. Supernatant
(65 pl) byl preveden do nové vialky, ktera byla umisténa do autosampleru
chlazeného na 4 °C. Vzorky byly chranény pted svétlem. Jako kolona pro
HPLC byla pouzita s reverzni fazi C8 (150 mm x 4,6 mm L.D. s velikost{
¢astic 5 pym). Rychlost prutoku mobilni faze byla 1 ml/min. Byla pouzita
gradientova eluce se slozenim mobilni faze ze 3 komponent: roztok A (650
mmol/l kyselina octovd), roztok B (100 mmol/l kyselina heptafluorobu-
tanovd - HFBA v roztoku A) a roztok C (900 ml/1 acetonitrilu ve vodeé).
Casové rozlozen{ gradientové eluce bylo nésledovné: 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)

e Pyridoxal isonikotinoyl hydrazon (PIH) je kondenzaéni produkt isoniazidu a
pyridoxalu. Pti akutni intoxikaci isoniazidem a nasledné aplikaci antidota pyri-
doxinu by mohl byt PIH jednim z moznych v literature dosud nepopsanych

metabolitu isoniazidu.
e Sumdrni vzorec PIH: C14H14N,O3
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HO

Obrazek 2.8: Strukturni vzorec pyridoxal isonikotinoyl hydrazonu

e Moldrni hmotnost PIH: Mp = 286, 3

e Studie zabyvajici se stanovenim PIH:

— Autori Kovarikova P. et al. se zabyvali stanovenim PIH a jinych chelatoru
zeleza pomoci HPLC. Ucelem studie bylo vyvinout metodu vhodnou pro
hodnocenti ¢istoty a stability PIH. Byla pouzita kolona se stacionarni fazi
C18 (250 mm x 4 mm I.D.) Mobilni faze se sklddala z fosfatového pufru
(0,01M NaHyPOy4, 5 mM sodné soli 1-heptansulfonové kyseliny, 2 mM
EDTA, pH 3,0) a methanolu (55:45, v/v). Prutok byl 0,8 ml/min. Chro-
matogram byl detekovan pomoci UV pfi 254 nm a 297 nm [21].

— Dalsi studie se zameérila na stabilitu 3 aromatickych hydrazonu v ruznych
biologickych materidlech. Autori Kovaiikova P. et al. popsali metodu ex-
trakce PIH z plazmy a nésledné stanoveni pomoci HPLC. 200 pl plazmy
bylo smichdno s 0,3 ml smési methanol/acetonitril (1:1), poté tfepano
na vortexu 2 minuty a centrifugovano pri 1000 g 4 minuty. 0,4 ml su-
pernatantu bylo smichdno s 0,2 ml PBS (Phosphate Buffered Saline)
a nasledné analyzovano na koloné C18, 250 mm x 4,6 mm [.D., s rozmérem
¢astic 5 pm, chranéné predkolonkou. Jako mobilni faze byl vyuzit fostfatovy
pufr a smés methanolu a acetonitrilu (1:1 v/v) v poméru 50:50. UV de-

tektor byl nastaven na absorpci pii vlnovych délkdch 254 a 297 nm [22].

32



Kapitola 3
Cil prace

1. Vypracovat vhodné chromatografické podminky umoznujici separaci 7 analytu
(isoniazidu, acetylisoniazidu, pyridoxalu, pyridoxolu, pyridoxal-5-fosfatu, PTH

a vnitiniho standardu 0-108).

2. Studovat moznosti vyuziti precipitace a SPE jako metod tpravy vzorku pro

extrakci vSech uvedenych 1é¢iv z plazmy.
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Kapitola 4

Experimentalni cast

4.1 Pouzity chromatograficky material, pristroje,
pomituicky a chemikalie
Chromatograficky material:

Chromatograficka kolona: LiChroCART 250 x 4 mm [.D., s naplni Lichrospher
100 RP-18 (5 pm), Merck, Némecko

Pristroje:

Analytické vahy Helago, Ceské republika

Acidimetr, Eutech Instruments pH 510, Nizozemi

Centrifuga, Trigon Plus, Cesk4 republika

Ultrazvukova koupel K10, Kraintek Slovenska Republika

Vékuové zarizeni SUPELCO VISIPREP, Némecko

Chromatograficka sestava Shimadzu LC 20 prominence, Japonsko

PC s chromatografickym programem - LC Solution 1.22 SP1, Japonsko
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Pomiicky:

Laboratorni sklo

Pipety

Mikropipeta

Kolonky na SPE extrakci - Supelco, Némecko

1. Discovery DSC-18
2. Discovery DSC-Ph (s fenylovou skupinou)

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

Mikrostifkacka - 25 pl, Hamilton, Svycarsko

Chemikalie:

e Pyridoxal isonikotinoyl hydrazon (PIH), syntetizovany na katedfe anorganické

a organické chemie FAF UK, Hradec Krélové, totoznost ovérena NMR
e [soniazid, Sigma-Aldrich, Némecko

e Acetylisoniazid, syntetizovany na katedie farmaceutické chemie a kontroly 1éciv

FAF UK, Hradec Kréalové, totoznost ovérena NMR
e Pyridoxal hydrochlorid, Sigma-Aldrich, Némécko
e Pyridoxol hydrochlorid, Sigma-Aldrich, Némecko
e Pyridoxal-5-fosfat monohydrat, Sigma-Aldrich, Némecko

e Pyridoxal 2-chlorbenzoyl hydrazon (0-108), syntetizovany na katedire anorgan-

ické a organické chemie FAF UK, Hradec Kréalové, totoznost ovérena NMR
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e Disodnd sul kyseliny ethylendiamintetraoctové p.a. (EDTA), Lachema Brno,
Ceské Republika

e Dihydrogenfosforeénan sodny p.a., Penta, Ceskd republika

e Kyselina hexansulfonové (sodnd stil) monohydrate, Fluka, Svycarsko

e Methanol, Merck, Némecko

e Acetonitril, Merck, Némecko

e Dimethylsulfoxid, Sigma-Aldrich, Némecko

o Cisténd voda

e Fosfitovy pufr (phosphate buffered saline - PBS), Sigma-Aldrich, Némecko

e Biologicky material - prazdna kralici plazma, Zooservis Dvur Kralové nad

Labem

4.2 Vyvoj chromatografickych podminek PIH

Nejprve bylo potfeba najit chromatografické podminky, které umoznuji dosdhnout
dostatecné separace pomérné znacného mnozstvi analytu (PIH, isoniazid, acetyliso-
niazid, pyridoxal-5-fosfat, pyridoxal, pyridoxol a vnitini standard 0-108). Cilem bylo
najit vhodnou stacionarni fazi, mobilni fazi a prutokovou rychlost. Bylo potieba

zvolit dvé vinové délky, pri kterych by mohlo byt detekovano vsech sedm analytu.

4.2.1 Priprava zasobnich roztoku

Pro vyvoj chromatografickych podminek byly pouzivané zasobni roztoky jednotli-
vych analytu o koncentraci 1 mg/ml. Pyridoxal-5-fosfat byl pouzivan o koncentraci

2 mg/ml.
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[soniazid a acetylisoniazid byly rozpustény v methanolu, PIH v dimethylsulfoxidu
a pyridoxal-5-fosfat, pyridoxal a pyridoxol ve vodeé.

Vsechny vzorky byly navazeny jednotlivé do odmérnych banék a doplnény pii-
slusnym rozpoustédlem. Pyridoxal-5-fosfat byl uchovavan v tmavé odmérné barnce,

protoze je nestabilni na svétle.

4.2.2 Priprava standardnich roztoku

Standardni roztoky byly pfipraveny piislusnym nafedénim zasobnich roztoku tak,
aby vysledny roztok mél stejnou koncentraci a slozeni jako extrahovany vzorek. Stan-

dardni roztoky byly pouzivany pro vypocet vytéznosti SPE extrakce a precipitace.

4.2.3 Vybér stacionarni a mobilni faze a detekce

Jako stacionarni faze byla pouzita kolona LiChroCART 250 x 4 mm, s naplni Lichro-
spher 100 RP-18 (5 pm).
Na této koloné byly zkouSeny ruzné gradientové eluce pro dostatecné oddéleni

latek a pufry s ruznou koncentraci kyseliny hexansulfonové:

e Slozka A - fosfatovy pufr (NaHsPO,4 0,01 mol/l, s piidavkem EDTA 0,001 mol/1
a kyseliny hexansulfonové 0,005 mol/l; pH 3,0 - upravené 30 % H3PO,) a slozka
B - methanol, prutok 1 ml/min gradientové eluce:
— 0- 16 min. 15 - 55% B, 16 - 17 min. 55 - 15% B, 17 - 25 15% B (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)

e Slozka A - fosfatovy pufr (NaH,PO, 0,01 mol/l, s pfidavek EDTA 0,001 mol/1
a kyseliny hexansulfonové 0,0025 mol/l; pH 3,0 - upravené 30 % H3POy)

a slozka B - methanol, prutok 1 ml/min, gradientova 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)

Stanoveni pomoci UV detekce pri 260 a 297 nm.

4.3 Vyvoj metod izolace analytua z plazmy

Pro extrakci 1é¢iv z plazmy byly vyzkouseny SPE extrakce a precipitace.

4.3.1 SPE extrakce

Pfi vyvoji metody extrakce bylo vyzkouseno nékolik riznych typu SPE kolonek.

e Nejprve byly vyzkouseny kolonky DSC-18. Do krali¢i plazmy o objemu 0,2 ml
bylo pridano 10 pl zasobniho roztoku. Kolonka byla aktivovana 1 ml methanolu
a nasledné promyta 1 ml fosfitového pufru (pH 7). Déle byl na kolonku apli-
kovan vlastni vzorek v plazmé. Balast byl vymyt fosfatovym pufrem o objemu
0,5 ml. Nakonec byla kolonka promytda methanolem o objemu 0,5 ml. Cely
eluat byl preveden do vialky a k nému bylo pridano 0,5 ml vody. Na kolonu

bylo nastrikovano 50 nul analytu.
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e Dale byly pouzity kolonky DSC-Ph. Do 0,2 ml plazmy bylo pfiddno 10 ul
zasobniho roztoku. Kolonka byla aktivovana 1 ml methanolu a nasledné pro-
myta 1 ml fosfatového pufru (pH 7). Nésledné byl na kolonku aplikovan vlastni
vzorek. Necistoty byly vymyté fosfatovym pufrem o objemu 0,5 ml a analyt
se z kolonky vymyl pomoci 0,5 ml methanolu. Eluat o objemu 0,5 ml byl
preveden do vialky, do které bylo nasledné ptridéno 0,5 ml vody. Na kolonu
bylo nastiiknuto 50 pl.

e Kolonky s DPA-6S byly aktivovany 1 ml methanolu a promyty 1 ml fosfatového
pufru (pH 7). Nésledné bylo na kolonku naneseno 0,2 ml plazmy, do které bylo
pridano 10 pl zasobniho roztoku. Necistoty byly vymyty 0,5 ml fosfatového
pufru. Analyt byl eluovan 0,5 ml methanolu. 0,5 ml eludtu bylo prevedeno
do vialky a pfidano 0,5 ml vodné slozky mobilni faze. Na kolonu bylo nastii-

knuto 50 pl.

4.3.2 Precipitace

e Nejprve byl pouzit k precipitaci proteinu z plazmy 0,5 ml acetonitrilu, ktery
byl piidan do 0,2 ml plazmy s ptidavkem 10 pl zédsobniho roztoku. Srazenina
byla 2 minuty tfepana a 5 minut centrifugovana. Do vialky bylo odebrano
0,4 ml supernatantu, ke kterému bylo ptidano 0,4 ml vody. Na kolonu bylo
nastitknuto 20 pl.

e (0,5 ml methanolu bylo pouzito k precipitaci 0,2 ml plazmy, do které bylo a-
plikovédno 10 nl zasobniho roztoku. K plazmé bylo ptfidano 0,5 ml methanolu
a srazenina byla tfepana po dobu 5 minut a poté stocena po dobu 5 minut. Do
vialky bylo prevedeno 0,5 ml supernatantu a bylo pridano 0,2 ml vodné slozky

mobilni faze. Na kolonu bylo nastiiknuto 20 pl.

e Dale byla tato izolace upravena pridanim 5 pl kyseliny chloristé jako prvniho

precipitacniho ¢inidla ptred pfidanim 0,5 ml methanolu. Vzorek byl tiepan

39



a stacen po dobu 5 minut. Do vialky bylo odebrano 0,4 ml supernatantu
a k nému bylo ptridano 0,2 ml vodné slozky mobilni faze. Na kolonu bylo

nastitknuto 20 pl.

e Dalsi postup vyuzil zakoncentrovani vzorku odfoukanim supernatantu dusikem
do sucha. 10 nl zasobniho roztoku bylo aplikovdano do 0,2 ml plazmy. Bylo
pridéano 5 pl HCIO, a methanol (0,5 nebo 0,8 ml). Analyt byl 5 minut tFepan
a b minut centrifugovan. Bylo odebrano 0,5 ml supernatantu, ktery byl odfou-
kan do sucha a poté rozpustén v 200 ul smési methanol : vodna slozka mobilni

faze (2 : 8). Na kolonu bylo nastiiknuto 20 pl.

e K 0,2 ml plazmy s 10 nl zasobniho roztoku bylo priddano 0,8 ml methanolu.
Analyt byl tfepan a centrifugovan po dobu 5 minut. Supernatant byl odfoukan
do sucha a rozpustén v 0,2 ml smési methanol : vodné slozka mobilni fize (2 : 8)

a nasledné preveden do inzertu. Na kolonu bylo nastiiknuto 20 pul.

e Poslednim precipitac¢ni smeési byla zvolena smés methanolu a koncentrované ky-
seliny chloristé (jen pro pyridoxal-5-fosfat a pyridoxal). 10 pl zdsobniho roztoku
bylo pridédno do 0,2 ml plazmy. 0,8 ml smési methanol (4 ml) a kyseliny chloristé
(12,5 pl nebo 50 pl) bylo pfidédno k plazmé. Vzorek byl tFepdn a centrifugovan
po dobu 5 min. Supernatant byl odfoukan do sucha a posléze rozpustén v 200 nl
smési methanol : vodna slozka mobilni faze (2 : 8). Analyt byl pfeveden do inz-

ertu. Na kolonu bylo nastiiknuto 20 pl.

4.3.3 Vypocet vytéznosti

Vytéznost byla vypoctena v procentech porovnanim ploch piku analytu po extrakci

a plochy piku pattiéné naredéného standardniho vzorku.
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Kapitola 5

Vysledky a diskuse

5.1 Vyvoj chromatografickych podminek

Pti vyvoji chromatografickych podminek se stala zakladem metoda vyvinuta skoli-
telem. Tato metoda vSak neumozinovala dosahnout separace vSech 7 analyzovanych
1é¢iv, proto byl optimalizovany gradientovy profil. Hlavnim problémem se ukazalo
dosazeni separace isoniazidu a acetylisoniazidu. Byly zkouSeny ruzné gradientové
eluce pro idealni rozdéléni téchto dvou 1éciv. Vysledna metoda se tim prodlouzila o
nékolik minut. Jako nejvhodnéjsi se ukazala nésledujici gradientova eluce: Slozka A -
pufr (NaH;PO,4 0,01 mol/1, s piidavkem EDTA 0,001 mol/1 a kyseliny hexansulfonové
0,005 mol/l; pH 3,0 - upravené 30% H3PO,), slozka 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 vnitini standard byl pouzit pyridoxal 2-chlorbenzoyl hydrazon (0-108), ktery
je strukturné podobny PIH. Detekce byla métena pii dvou vlnovych délkach: 260 nm
(vhodné pro detekei isoniazidu a acetylisoniazidu) a 297 nm (pro detekci pyridoxa-
lu, pyridoxolu, pyridoxal-5-fosfitu, PIH a vnitintho standardu). Na chromatogramu

znazornujicim separaci smési vSech uvedenych analytu byl detekovan dalsi neznamy
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pik, ktery pravdépodobné patii kondenzacnimu produktu pyridoxal-5-fosfatu a iso-

niazidu. Vysledna separace 1éciv je uvedena na Obrazku 5.1.
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Obrazek 5.1: Vyvoj chromatografickych podminek

h T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T | T T T T T T [ T T T T T I T T
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 175 20.0 225 250 27.5min

Legenda:

- pyridoxal-5-fosfat (3 min.)
- acetylisoniazid (3,5 min.)
- isoniazid (4 min.)
pyridoxal (6 min.)

- pyridoxol (8 min.)

D ot W~ w [\ —
|

- pravdépodobné PIH-5-fosfat (vznikly kondenzaci isoniazidu
a pyridoxal-5-fosfatu)
7 - PIH (17 min.)

oo
1

vnitini standard 0-108 (21 min.)

Ruzoveé je znazornéna detekce pri 297 nm a cerné detekce pii 260 nm.
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5.2 Vysledky metod izolace analytu z plazmy

Jako extrakéni metody byly vyzkouseny SPE extrakce a precipitace

5.2.1 Vysledky SPE

Pii izolaci analytu pomoci SPE extrakce bylo vzdy 10 ul zasobniho roztoku apli-
kovano do 0,2 ml plazmy. Bylo vyuzito nékolika kolon. Vysledky SPC extrakce jsou

uvedeny v Tabulce 5.1.

Vytéznost izolace analytu 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-fosfat 3,49 2,39

Tabulka 5.1: Vysledky - SPE

Extrakéni vytéznosti PIH, vnitiniho standardu a pyridoxolu na kolonkach DSC-18
i DSC-Ph byly zjistény jiz drive, a tak byla v této ¢asti prace pozornost zamétrena
pouze na zbyvajici analyty. V piipadé SPE na kolonce DSC-6S nebyly piky ana-
lytu vubec detekovany ziejmé proto, ze byly vymyty spolu s balasty. Jak je patrné
z vysledku v Tabulce 5.1, ani jedna ze zkouSenych kolonek nebyla vhodné k izolaci
uvedenych analytu. Vytéznost izolace analytu na koloné DSC-18 a na koloné DSC-Ph
nepiesahovaly 30%, jen vytéznost izolace isoniazidu na koloné C18 se pohybovala
kolem 60%. Nejmensi vytéznost na kolondch DSC-18 a DSC-Ph mél pyridoxal-5-
fosfat, jehoz pik byl stézi detekovatelny. Ze vSech sedmi analytu jde o nejpolarnéjsi
latku, ktera nebyla na koloné dostatecné zadrzovana, doslo pravdépodobneé k jejimu
vymyti pufrem spole¢né s necistotami. Ani pii pouziti kolony DSC-Ph nedoslo ke zvy-

Seni Uc¢innosti extrakce.
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5.2.2 Vysledky precipitace

Jako dalsi extrakéni metoda byla zvolena precipitace. Bylo vyzkouseno nékolik pre-
cipitacnich ¢inidel o ruznych objemech. Pii nékterych precipitacich bylo vyuzito
odfoukani supernatantu proudem dusiku do sucha. Vysledky precipitace jsou uve-

deny v Tabulkach ¢. 5.2, 5.3, 5.4.

Vytéznost izolace analytu 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-fosfat 8,08 9,08

Tabulka 5.2: Vysledky precipitace acetonitrilem a methanolem

Nejprve byly vyzkouseny jednoduché precipitace pomoci acetonitrilu a methanolu
(opét nebyla analyzovdna vsechna léciva), viz Tabulka 5.2. Vytéznost isoniazidu,
acetylisoniazid a pyridoxolu byla pres 50%. U precipitace acetonitrilem nebyl pik
pyridoxal-5-fosfatu symetrického tvaru. U precipitace methanolem se tvar jeho piku
zlepsil, avSak vytéznost pyridoxalu-5-fosfatu v obou pripadech nebyla vyssi nez 10%.
Vytéznost pyridoxalu neptresdhla 30%. Kromé pyridoxalu a pyridoxal-5-fosfatu byly
vytéznosti ostatnich analytu v akceptovatelnych rozmezich, tj. > 70%. Bylo potieba
upravit precipitaci tak, aby i pyridoxal a pyridaxl-5-fosfat mély vyssi vytéznost.
Vytéznost PIH a 0-108 pomoci precipitace byly jiz diive stanoveny, proto jim v této
casti prace nebyla vénovana pozornost.

Vzhledem k vysledkum jednoduché precipitace s pouzitim organickych rozpou-
stédel, kdy byly nejvétsim problémem vytéznosti pyridoxalu a pyridoxal-5-fosfatu,

byla v dalsi ¢asti prace vénovana pozornost zvyseni vytéznosti extrakce téchto dvou
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Vytéznost izolace analytu z plazmy v %

Precipitace s 5 pl 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-fosfat 95,59 26,36 74,69
PIH 65,71 55,28 93,30
0-108 103,33 55,87 81,37

Tabulka 5.3: Vysledky precipitace s pouzitim koncentrované kyseliny chloristé jako

prvniho precipitacniho ¢inidla

latek. Puvodni postup byl modifikovan pridanim 5 pl kyseliny chloristé jako prvniho
precipitacniho ¢inidla s néslednym pridavkem methanolu jako ¢inidla druhého (Ta-
bulka 5.3). Protoze vytéznosti precipitace kyselinou pro PIH a 0-108 nebyly dosud
stanoveny, byla stanovena vytéznost také téchto dvou analytu. Pouziti kyseliny chlo-
risté jako prvniho precipitac¢niho ¢inidla se ukazalo jako vhodna metoda pro stanoveni
pyridoxalu i pyridoxal-5-fosfatu. Tato metoda se vSak neukézala byt vhodna pro
stanoveni isoniazidu a acetylisoniazid. Jejich piky koeluovaly. Tento problém byl
vyfesen tim, ze supernatant byl odfoukan do sucha a nasledné rozpustén ve vodné
slozce mobilni faze. Vyuziti odfoukani supernatantu dusikem do sucha mélo za
nasledek snizeni vytéznosti nékterych analytu.

Pridani kyseliny chloristé jako prvniho precipitac¢niho ¢inidla, zvysilo vytéznosti
pyridoxalu a pyridoxal-5-fosfatu, avSak snizilo vytéznosti ostatnich latek. Proto byly
v posledni ¢asti prace vSechny latky kromé pyridoxalu a pyridoxal-5-fosfatu extra-
hovany cistym methanolem s néaslednym odfoukanim do sucha. Pyridoxal a py-

ridoxal-5-fosfat byly precipitovany stejnym objemem methanolu, ktery byl okyse-
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Vytéznost izolace analytu z plazmy v %

Precipitace s

Analyt 0,8 MeOH 0,8 ml smési: 4 ml MeOH
(ve v plazme) + 50 pl HC104 + 12,5 pul HC1O4
Isoniazid 94,17

Acetylisoniazid 99,52

Pyridoxal 20,83 95,95
Pyridoxol 97,08

Pyridoxal-5-fosfat 66,03 35,67

PIH 78,54

0-108 88,06

Tabulka 5.4: Vysledky precipitace s pouzitim 0,8 ml methanolu s odfoukanim dusi-

kem do sucha

len ruznymi koncentracemi kyseliny chloristé (Tabulka 5.4). Vytéznosti isoniazidu,
acetylisoniazidu, pyridoxalu, PIH a 0-108 byly vyssi nez 80%. Pyridoxal doséhl vyssi
vytéznosti pfi nizsi koncentraci kyseliny chloristé v methanolu, pyridoxal-5-fosfat
zase pri vyssi koncentraci kyseliny chloristé v methanolu.

7 vysledku této pilotni studie je tedy zrejmé, ze extrakéni postup bude muset byt
dale modifikovan tak, aby bylo mozné jednou metodou dosahnout akceptovatelnych
vytéznosti pro vSechny uvedené analyty. Pozornost musi byt také vénovana tvaru
piki (predevsim diive eluovanych 1é¢iv), které jsou vyrazné zhorsovéany pouzitim
rozpoustédla o vyssi eluéni sile nez je mobilni faze. Tento problém by mohl byt
vyfesen bud jiz zminovanym odfoukdnim vzorku a jeho ndslednym rozpusténim ve
vodné slozce mobilni faze, nebo jeho vétsim nafedénim. Chromatogramy analyzy
vzorku po precipitaci spolecné s prislusnymi blanky zachycuji Obrazky 5.2 - 5.5.
Analyza vzorku plazmy obsahujici isoniazid, acetylisoniazid a pyridoxol (Obrézek

5.2), PIH a vnitini standard (Obréazek 5.3) za vyuziti precipitace methanolem. Chro-
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matogramy na Obrézcich 5.4 a 5.5 demonstruji vliv pridavku rizného mnozstvi ky-

seliny chloristé na vytéznost extrakce pyridoxal-5-fosfatu a pyridoxalu.
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Obrazek 5.2: HPLC analyza acetylisoniazidu, isoniazidu a pyridoxolu
uv
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Legenda:
1 - acetylisoniazid
2 - isoniazid

3 - pyridoxol

Cerny (detekce 260 nm) a riizovy (detekce 297 nm) chromatogram znazoriujf
analyzu ¢isté plazmy bez vzorku. Modry (detekce 260 nm) a hnédy (detekce
297 nm) chromatogram znazornuji analyzu acetylisoniazidu, isoniazidu a pyridoxolu

po predchozi precipitaci 0,8 ml methanolu s odfoukanim dusikem do sucha.
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Obrazek 5.3: HPLC analyza PIH a 0-108
uVv
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1 - PIH
2 - 0-108

Cerny (detekce 260 nm) a ruzovy (detekce 297 nm) chromatogram znazornuji
analyzu ¢isté plazmy bez vzorku. Modry (detekce 297 nm) chromatogram
znazornuje analyzu PIH a vnitiniho standardu 0-108 po ptredchozi precipitaci

0,8 ml methanolu s odfoukanim dusikem do sucha.
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Obrazek 5.4: HPLC analyza pyridoxal-5-fosfatu a pyridoxalu

uv
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Legenda:
1 - pyridoxal-5-fosfat
2 - pyridoxal

Cerny (detekce 260 nm) a riizovy (detekce 297 nm) chromatogram znazoriuji
analyzu ¢isté plazmy bez vzorku. Modry (detekce 297 nm) chromatogram
znazornuje analyzu pyridoxal-5-fosfatu a pyridoxalu po predchozi precipitaci 0,8 ml
smési methanolu a kyseliny chloristé (4 ml + 50 nl) s odfoukanim dusikem

do sucha.
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Obrazek 5.5: HPLC analyza pyridoxal-5-fosfatu a pyridoxalu
uv
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Legenda:
1 - pyridoxal-5-fosfat
2 - pyridoxal

Cerny (detekce 260 nm) a riizovy (detekce 297 nm) chromatogram znazoriuji
analyzu ¢isté plazmy bez vzorku. Modry (detekce 297 nm) chromatogram
znazornuje analyzu pyridoxal-5-fosfatu a pyridoxalu po predchozi precipitaci 0,8 ml
smési methanolu a kyseliny chloristé (4 ml + 12,5 pl) s odfoukdnim dusikem

do sucha.
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Kapitola 6
Zaveér

Cilem diplomové prace bylo vypracovat vhodné chromatografické podminky umoziu-
jici separaci sedmi analytu (isoniazid, acetylisoniazid, pyridoxal, pyridoxol, pyridoxal-
5-fosfat, PTH a 0-108) a ndsledné nalézt vhodnou metodu pro izolaci vsech uvedenych
latek z krali¢i plazmy.

Pro separaci uvedenych 1éciv byla pouzita kolona LiChroCART 250 x 4 nm 1.D.,
s naplni Lichrospher 100 RP-18 (5 pm).

Jako mobilni fize byla pouzita smés pufru - slozka A (NaH,PO4 0,01 mol/l,
s piidavkem EDTA 0,001 mol/l a kyseliny hexansulfonové 0,005 mol/l; pH 3,0 -
upravené 30% H3PO,4) a methanolu - slozka B. Jako nejvhodnéjsi se ukazalo pouziti
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), prutok 1,0 ml/min, UV detekce 260 a 297 nm,
jako vnitini standard byl pouzit 0-108.

Jako metody upravy vzorku byly testovany metody SPE a precipitace. V ramci
této pilotni studie se sice nepodarilo nalézt vhodnou metodu upravy vzorku, ktera by
umoznila soucastné extrahovat vsechny analyty z plazmy s akceptovatelnou vytez-
nosti, avsak bylo ziskdno mnoho cennych informaci pro dalsi optimalizaci metody.
Metoda SPE extrakce s vyuzitim DSC-C18 nebo DSC-Ph kolonek se ukézala byt

zcela nevhodnd pro analyzu extrakce uvedenych 1éciv, protoze neumoznila dosahnout
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dostateénych vytéznosti predevsim hydrofilnich analytu. Precipitace se jevi jako
vhodnéjsi metoda upravy vzorku.

Jako vhodné precipitacni ¢inidlo pro pyridoxal a pyridoxal-5-fosfat se ukézala
smés methanolu s ruznym mnozstvim kyseliny chloristé. Pro extrakeci ostatnich ana-
lytu se jevi jako vhodné extrakéni cinidlo ¢isty methanol. Po precipitaci je potieba
supernatant odfoukat a rozpustit v mobilni fazi.

Vytéznosti analytu vyse popsanymi extrakcemi jsou: isoniazid 94,17%, acetyliso-
niazid 99,52%, pyridoxal 95,95%, pyridoxol 97,07%, pyridoxal-5-fosfat 66,03%, PIH
78,53% a 0-108 88,06%. Metodu je potiebné ddle modifikovat tak, aby doslo k
idedlni izolaci vSech 1é¢iv pomoci jednoho precipitaéniho postupu. Jako dalsi postup
by mohla byt pouzita precipitace acetonitrilem s piidavkem malého mnozstvi silné
kyseliny jako prvniho precipitacniho ¢inidla. Tato prace predstavuje pilotni studii
zamétfenou na vyvoj HPLC metodiky vhodné pro monitorovani prubéhu intoxikace
isoniazidem a detekci novych dosud nepopsanych hydrazonovych metabolitu tohoto

antituberkulotika.
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Abstrakt

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie je v oblasti stanoveni 1é¢iv z biologického
materidlu jednou z nejpouzivanéjsich separacnich metod. Je vhodné ke kvantitativni
i kvalitativni analyze 1éc¢iv.

[soniazid se pouziva jak k lécbé, tak i k prevenci tuberkulézy. Predédvkovani
isoniazidem zpusobuje neurotoxicitu. Akutni intoxikace isoniazidem se projevuje
tonicko-klonickymi kfe¢emi centralniho puvodu. Jako antidotum se v klinické praxi
podava vitamin B6 (pyridoxin). Prestoze je zfejmé, Ze je tento druh toxicity spojen
s deficitem vitaminu B6 (respektive jeho aktivni formy pyridoxal-5-fosfatu - PLP),
konkrétni dukazy o mechanismech a dé&jich, které jsou za tento jev zodpovédné, stale
chybi.

Cilem pilotni studie bylo vypracovat chromatografické podminky, vhodné pro
monitorovani intoxikace isoniazidem a detekci pripadnych hydrazonovych metaboli-
tu. Tyto podminky by mély umoznit separaci sedmi analytu (isoniazid, acetylisoni-
azid, pyridoxal, pyridoxol, pyridoxal-5-fosfat, PIH a 0-108 - vnitini standard). Déle
pak bylo cilem studovat moznosti izolace vSech uvedenych latek z kralici plazmy.

Nejlepsi chromatograficka separace byla dosahnuta pouzitim kolony LiChroCART
250 x 4 nm 1.D., s néplni Lichrospher 100 RP-18 (5 pm).

Mobilni féze byla ve slozeni pufr - slozka A (NaHPO4 0,01 mol/l, s piidavkem
EDTA 0,001 mol/l a kyseliny hexansulfonové 0,005 mol/l; pH 3,0 - upravené 30%
H3PO,) a methanol, za vyuziti 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). Prutok byl 0,1 ml/min a detekce
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pri 260 a 294 nm.

Pro extrakci byly testovany metody SPE a precipitace. Jako vhodnéjsi metoda se
v tomto pripadé jevi precipitace. Precipitace methanolem se ukézala jako vhodnd pro
izolaci isoniazidu, acetylisoniazidu, pyridoxolu, PIH a 0-108, v pripadé pyridoxalu
a pyridoxal 5-fosfatu bylo potieba pred methanolem pridat jesté kyselinu chloristou.
Vysledky této prace budou dale vyuzity pri dalsi optimalizaci metody extrakce. Tato
prace predstavuje pilotni studii zamérenou na vyvoj HPLC metodiky vhodné pro
monitorovani prubéhu intoxikace isoniazidem a detekci novych dosud nepopsanych

hydrazonovych metaboliti 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 0-108 - 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 x 4 nm 1.D., packed with Lichrospher 100 RP-18 (5 pm). The
mobile phase was composed of a buffer - component A (NaH,PO,4 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% H3PO,) 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 0-108. 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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