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Nazev rigorézni prace: Stanoveni albendazolu a jeho metaboliti pro studium

rezistence helmintd viéi benzimidazolovym anthelmintikim

V této rigordzni praci je popsana HPLC metoda analyzy albendazolu a jeho
dvou metabolitl, albendazolsulfoxidu a albendazolsulfonu, v biologickych vzorcich.

Cilem préace bylo nalézt novou izokratickou metodu pro separaci a stanoveni
téchto latek na koloné Kinetex PFP, coz je kolona plnéna core-shell ¢asticemi s
pentafluorofenylovou stacionarni fazi. Na zaklad¢ pfedchozich experimenti byla
pouzita mobilni faze acetonitril+ fosfatovy pufr (pH = 7,0). Oxibendazol byl ovéten
vroli vnitiniho standardu. Detekce vSech analyti a vnitfniho standardu byla
fluorimetricka. V praci bylo optimalizovano sloZzeni mobilni faze a nasledné
provedena validace vyvinuté metody.

Vysledky validace dokumentuji pouzitelnost této metody pii analyzach
biologickych vzorkii béhem studia rezistence stfevnich paraziti vici albendazolu.

Metoda byla uspésné pouzita pii analyzach realnych vzorka.



Abstract
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Department of Biophysics and Physical Chemistry

Candidate: Monika BeleSova
Consultant: Ing. Vladimir Kubicek, CSc.

Title of Thesis: Determination of Albendazole and Its Metabolites for Study of
Anthelmintic Resistance

An HPLC method suited for analysis of albendazole and two metabolites, i. e.
albendazole sulfoxide and albendazole sulfone, in biological samples is described in
this rigorous thesis.

The aim of this work was to develop a new isocratic method for separation and
determination of these substances using a core shell Kinetex PFP column equipped
with pentafluorophenyl stationary phase. Based on preliminary experiments a mobile
phase of acetonitrile+phosphate buffer (pH = 7.0) was used. Oxibendazole was
exploited in the role of internal standard. The analytes and the internal standard were
detected by means of a fluorescence detector. In the frame of the work the
composition of the mobile phase was optimised and validation of the developed
method was carried out.

The validation results show the method to be applicable for the analyses of
biological samples during intestinal parasite resistance against albendazole. The
method was successfully applied to analyse real biological samples.
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Seznam zkratek pouzitych v této praci:

ABZ- Albendazol

ABZSO- Albendazol sulfoxid

ABZSO;- Albendazol sulfon

ACN - acetonitril

DAD- Diode Array Detector

DMSO - dimethylsulfoxid

ELISA- Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EU- Evropska Unie

FDA- Food and Drug Administration

GC- Gas Chromatography

HILIC- Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography
HPLC- High Performance Liquid Chromatography

LC- Liquid Chromatography

LLE- Liquid- liquid extraction
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1. UVOD



Ve skupiné anthelmintik nedoslo jiz velmi dlouhou dobu k zavedeni zcela
nového 1éciva. To znamend, ze jsou pouzivany stale tytéz latky, proti nimz se u
prislusnych paraziti vyviji rezistence. Studiem rezistence stfevnich paraziti proti
benzimidazolovym anthelmintikim se =zabyva 1 vyzkumnd skupina slozena
z pracovniku tifi kateder Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové. Nezbytnou
soucasti takového vyzkumu jsou vhodné analytické techniky pro stanoveni nizkych
koncentraci sledovanych latek v biologickém materialu.  HPLC je patrné
nejvyznamnéjsi technikou pouzivanou k tomuto tcelu.

Cilem této prace bylo vyvinout a validovat izokratickou HPLC metodu
stanoveni albendazolu a jeho dvou metabolitti. Jak vyplyva z literarni reserse, dosud
publikované metody nejsou zcela vyhovujici, proto bylo piikroc¢eno k vyvoji nové
metodiky.

V gerontofarmacii ma studium rezistence vyznam pro davkovani 1é¢iv a jejich
ucinnost. Je zadouci, aby ucinnost 1é¢iva poddvaného star§imu organismu nebyla

cvwr

tak k minimalni zatézi organismu.
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2. TEORETICKA CAST
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2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) je fyzikdlné- chemicka

analytickd separacni metoda, kterd umoznuje kvalitativni i kvantitativni hodnoceni
separovanych slozek smési.Y Pomoci této rozd&lovaci metody lze tudiz zjistit sloZeni
smési a zaroven stanovit koncentraci jednotlivych slozek. Vyznacuje se vysokou
selektivitou, rychlosti analyzy a citlivosti stanoveni, zavislou na pouzitém detektoru.
Pro analyzu postacuje velmi malé mnozstvi vzorku a celou metodu lze plné

automatizovat s vyuzitim automatického davkovage.?

2.1.1 Historie chromatografie
Nazev chromatografie pochédzi ze spojeni feckych slov ypopoa (barva),

ypagew (psat). Objev chromatografie se odbornou vetejnosti datuje roku 1903, kdy
poprvé usporadani kapalina- adsorbent pouzil botanik Michail Semjonovi¢ Cvét K
déleni a izolaci listovych barviv.® Cvét se zabyval studiem barviv chloroplasti a jeho
cilem byla izolace chlorofylu, ktery by si zachoval vlastnosti barviva v pfirodnim
stavu.”) K rozdéleni smési chemicky podobnych listovych pigmenti nejdiive pouzil
filtra¢ni papir. Xantofyly a karotenoidy extrahoval z listl nepolarnimi rozpoustédly,
chlorofyly pak polarnimi. Pro ovéfeni aplikoval rozpusténé pigmenty na filtracni
papir, rozpouStédlo nechal odpafit a ziskal tak jednotliva listova barviva. Tento
princip je ptedchiidcem papirové chromatografie. Cvét inovoval extrakei filtracnim
papirem na metodu kolonové separace. Na kolon¢ obsahujici uhli¢itan vapenaty
rozdélil rostlinné pigmenty extrahované do rozpoustédla. Jednotlivé pigmenty se
zachytily na ¢asticich uhli¢itanu vapenatého rtznou silou a vytvorily tak paletu
barev, kterou Cvét oznadil jako chromatogram. Zjistil, Ze efektivita déleni vzrusta s
jemné&jSim zrnénim néapln€ kolony, coz dovolilo pracovat pifi vétSim pritoku
rozpoustédla (mobilni faze). Tento pritok nebyl zprostfedkovan pouze gravitacni
silou, Cvét piekonaval odpor kolony zvySenim tlaku na vstupu nebo odsavanim na
konci kolony.? Jeho postup byl mnohem pozdgji vyuzit pfi vyvoji soudobé HPLC,

metod¢€ vysokotlaké i vysokorychlostni.
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2.1.2 Princip chromatografie
Chromatografie je zaloZena na separaci molekul na zakladé rozdilnosti v jejich

struktufe a slozeni. Cely chromatograficky systém je slozen z mobilni (pohyblivé)
faze, slozky vzorku a staciondrni (nepohyblivé) faze. Mobilni fazi je plyn ¢i kapalina,
stacionarni faze pak mize mit rozdilnou formu (pevné Castice, vrstva kapaliny na
pevnych c¢asticich apod.). Mobilni faze undsi slozky vzorku pies prostor se
staciondrni fazi. Béhem separace dochdzi k mnoha typim interakci. Jednotlivé
molekuly interaguji se stacionarni fazi, na které se zadrzuji, coz vede k rozd¢léni
podobnych molekul. Pevnéjsi interakce molekul se stacionarni fazi vede k
pomalej$imu pohybu molekul kolonou nez molekuly vyznacujici se slabsi vazbou.
Dle uspotadani stacionarni faze se rozd€luji chromatografické metody na kolonové
(sloupcové), a na plosné, tj. metody papirové chromatografie a na metody
chromatografie na tenké vrstvé (TLC). Dle mobilni faze 1ze metody rozdé¢lit na
chromatografii plynovou (GC), fluidni a kapalinovou (LC, HPLC). HPLC se dale
rozdé€luje dle povahy staciondrni faze na adsorpc¢ni, afinitni, iontovou, gelovou a
rozdélovaci chromatografii. Nej€astéji vyuZivand metoda je HPLC s kapalinou jako
mobilni f4zi a pevnou latkou jako stacionarni fazi. Teorie adsorpcni chromatografie
je zalozena na ruzné schopnosti latek adsorbovat se na povrchu pevné polarni
stacionarni faze. K rozdé¢leni dochéazi v disledku rozdilné afinity slozek k sorbentu,
ktera je dana polarnimi silami ptsobicimi mezi povrchem sorbentu a mobilni fazi.
Principem rozdélovaci chromatografie je déleni latek mezi dvé navzajem
nemisitelnd nebo omezen¢ misitelna rozpou§tédla.5) O separaci pak rozhoduje riizna
rozpustnost slozek vzorku v mobilni a stacionarni fazi. Stacionarni fazi byva
kapalina zakotvend na pevny inertni nosi¢. Dle afinity se vadZe vodna faze na
hydrofilni nosi¢, na hydrofoébni nosi¢ pak nevodna faze. Jako polarni sorbenty se
nejcastéji pouzivaji silikagel a oxid hlinity, jedna se o normdlni stacionarni fazi.
Daleko castéji se v HPLC vyuZivaji chemicky véazané staciondrni faze. MiZe se
jednat o dlouhy uhlovodikovy fetézec vazany vhodnou chemickou reakci na
hydroxylové skupiny na povrchu silikagelovych zrnek. Témto nepolarnim chemicky
vazanym fazim se fikd faze reverzni Cili obracené, nebot dle historie byvala v
zacatcich HPLC stacionarni faze polarn€js$i nez mobilni, dnes je tomu praveé naopak.
Chemicky vazané stacionarni faze se vyrab¢ji v Sirokém sortimentu, od nepolarnich

ke stfedné polarnim. K iontové vyménné chromatografii jsou potieba jako sorbenty
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vhodné ionexy, k analyze enantiomeri 1€¢iv jsou pak dostupné chiralni stacionarni
faze. K optimalizaci chromatografickych podminek patii i slozeni mobilni féaze.
Isokraticka eluce je pouzivana nejcastéji, probiha za konstantniho slozeni a polarity
mobilni faze. Realizuje-1i se prubéh analyzy s proménnym slozenim mobilni faze,
jedna se o gradientovou eluci.

Chromatografii 1ze dnes délit z mnoha hledisek, dle povahy mobilni faze,
zpusobu provedeni, principu separace apod. Tato dnes jiz intenzivné pouzivana
analytickd metoda umoznuje d¢leni, identifikaci a hodnoceni organickych i
struktur se muze jednat o kombinaci dvou a vice separacnich procest. Metoda je
charakterizovéana jednotlivymi parametry a veli¢inami, které 1ze odecist a vypocitat z

chromatogramu.

2.1.3 Hlavni charakteristiky chromatografického déje
Béhem chromatografického déleni se slozky smési opakované rovnovazné

distribuuji mezi dvé faze, do stacionarni faze a zpét do faze mobilni.
Chromatograficky systém se miZe natolik pfibliZit rovnovaze, Ze rozdéleni slozky A

Ize popsat distribuéni (rozdélovaci) konstantou Kp:

g, - s _ s

[Aln ()

Vin
Vs

kde je:
[A]s rovnovazna koncentrace analytu ve stacionarni fazi
[A]lm rovnovazna koncentrace analytu v mobilni fazi
(na)s latkové mnozstvi slozky A ve stacionarni fazi
(Na)m latkové mnozstvi slozky A v mobilni fazi
Vs objem stacionarni faze

Vm objem mobilni faze

Distribuéni konstanta je rozdilnd pro jednotlivé slozky smési a 1isi se u

jednotlivych systémt rozpousStédel. Volbou slozeni téchto systéml lze ovlivnit
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cinnost rozd&leni slozek smési.” Cim je hodnota distribuéni konstanty vy3si, tim
déle setrvaji jeji molekuly ve stacionarni fazi a tim vétsi je jeji retence.” Podle
interakce jednotlivych slozek smési se stacionarni fazi ma kazda slozka jiny retencni
Cas, coz je doba, ktera uplyne od nastfiku vzorku do dosazeni elu¢ni kiivky.

Kazdému retencnimu ¢asu piislusi retencni (elu¢ni) objem. Retencni objem Vg Se

vyjadiuje jako soucin retencniho Casu tg a objemového pritoku mobilni faze F,.
Pokud nema latka ke stacionarni fazi zadnou afinitu a po celou dobu je rozpusténa
jen v mobilni fazi, pfislusi ji mrtvy retencni ¢as a mrtvy retenéni objem totozny s
objemem mobilni faze v kolon& Vi  DileZitym pozadavkem je minimalni mrtvy

objem méticiho systému. Retencni ¢as je pak vyjadiovan vztahem:
tR = tM(l + k)

kde je:
tr retencni Cas slozky smési
tv mrtvy retencni Cas

k kapacitni faktor (bezrozmérné ¢islo)

Odecteme-li od reten¢niho parametru piisluSny mrtvy parametr, ziskame

redukovany reten¢ni parametr. Redukovany retenéni cas je doba stravena

interakcemi mezi analytem a stacionarni fazi. Redukovany reten¢ni objem je pak
skutecny elucni objem. Tyto redukované charakteristiky jsou potfebné k vypoctu

kapacitniho faktoru, ktery je rozhodujici pro rychlost postupu latky kolonou.

Kapacitni faktor k je definovan jako mira zpozdéni latek (mira retence)
zadrZzovanych stacionarni fazi. Lze o ném hovofit jako o kapacitnim poméru, nebot’
udava pomér latkového mnozZstvi solutu ve stacionarni fazi k jejimu latkovému
mnozstvi v mobilni fazi. Cim vétsi je hodnota k, tim vice je solut v kolon& zadrzovan
a je eluovan pozdéji.s) Znamena tedy pomér doby, kterou molekula stravi ve
stacionarni fazi k dobé¢ stravené v mobilni fazi. Hodnotu kapacitniho poméru lze
ovlivnit vybérem mobilni faze, méla by vSak byt konstantni pro danou kolonu a pro

danou sloZku. Pfi zméné experimentalnich podminek, coz mize byt pravé zména
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mobilni faze, slouzi k porovnavani chromatogrami. Kapacitni faktor lze vypocitat

jednoduse ze zndmych hodnot retencniho ¢asu tg @ mrtvého casu ty :

tR — tm
[ —
tm

Hlavnim tkolem chromatografie je dosazeni co nejlepsiho rozdéleni slozek
analyzovaného vzorku v pfijatelném dase.” Stupen rozdéleni je vhodné kvantitativné
vyjadrit. Parametry popisujici separaci na chromatografické koloné jsou predevsim
ucinnost, rozliseni a separacni (diskriminac¢ni) faktor.

Stupenn rozdéleni dvou sousedicich pikd lze kvantitativné vyjadiit pomoci
parametru rozliSeni R. Je to bezrozmérna velic¢ina a vétsi hodnota R vyjadiuje lepsi

separaci.

Obr. 1: Grafické vyjadieni rozliseni

Injection

RozliSeni jednotlivych slozek analyzované smési Ry » 1ze obecné vyjadrit vztahem:

0,5(; +Y;) 0,5(1; +Y;)

R1,2

kde je:
trir2 retencni Casy slozek 1,2

Y12 Sitky pikli na tirovni nulové linie (pii zékladng)
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Ve vztahu k parametrim kolony je vSak rozliSeni vyjadieno tiemi faktory.
Kinetickym faktorem (G¢innost) se vyjadfuje, ze rozliSeni je pfimo imérné druhé
odmocniné z poétu pater kolony. Cim vét§i je pocet pater, tim je kolona G&inn&jsi.
Vzajemnou retenci dvou analyti charakterizuje druhy ¢len, aneb faktor
termodynamicky (selektivita) udéavajici, ze rozliSeni je pfimo umeérné kapacitnimu
poméru a blizi se k nule, kdyz se kapacitni pomér blizi k jedné. A tieti kapacitni
faktor (retence) udava, ze rozliSeni roste s rostouci hodnotou kapacitniho poméru a
blizi se k nule, kdyz se kapacitni pomér blizi k nule.® Rozliseni Ize piesnéji

definovat vztahem:

kde je:
n ucinnost kolony (pocet teoretickych pater kolony)
a1 separacni faktor (vyjadien pomérem ky/ kj)

ky kapacitni faktor slozky 1

Pfi nizkych hodnotach rozliSeni R;, dvou latek 1 a 2dochazi k caste¢nému
prekryvani pikd. Pokud rozliSeni Ri» je rovné jedné, pak separace latek je
dostate¢nych 95%. Pro dosazeni 99,7% separaci latek musi byt rozliSeni na zékladni
linii a nabyvat hodnoty 1,5. Parametr rozliSeni vSak neni zavisly na vySce piku.
Selektivitu a retenci lze ovlivnit volbou mobilni a stacionatni faze, ¢i teplotou.
Délkou kolony, velikosti ¢astic a pritokem je pak moZno ovlivnit i¢innost separace.

Obecné lepSim parametrem kvality separace dvou pikti je separa¢ni faktor

(diskriminaéni faktor) a, ktery 1ze odecist z kazdého chromatogramu. Tento faktor je
vyjadfovan pomérem distribucnich konstant jednotlivych slozek analytu, popf.
pomérem kapacitnich pomért piislusnych slozek (a= k»/ ki). Lze ho také odecist z

chromatogramu z vySky piku a udoli, viz. obr.2.
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Obr. 2: Chromatogram s vyzna¢enou vyskou piku a vySkou udoli

Mira separace pomoci tohoto koeficientu je dana jako (h,- hy ) / hy, €ili jako
pomér vysky piku mens$iho z dvojice sousednich pikl ponizeny o vysku udoli k
celkové vyice piku.” Blizi- li se separacni koeficient jedné, dochdzi k separaci na
zakladni linii.

Zéakladni kvalitativni charakteristiky v chromatografii jsou elué¢ni parametry,
retencni Cas a retencéni objem. Nejcastéjsim dikazem totoznosti je shoda retencnich
¢asti chromatografického piku 1é¢iva v analyzovaném vzorku s reten¢nim ¢asem piku
standardu za stejnych podminek.l) Kvantitativni charakteristikou je pak plocha
chromatografického piku. Plocha vymezend pikem nad zdkladni linii je imérna

koncentraci ptisluSné analyzované latky.
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2.2 Kapalinovy chromatograf s fluorimetrickym detektorem
Chromatograf pro HPLC analyzu je slozitym a cenové ndkladnym zatizenim

skladajicim se z nékolika Céasti. Prvni vyznamnou Casti pfistroje je vysokotlaké
Cerpadlo, které Cerpa mobilni fazi nastavené¢ho slozeni ze zasobniku mobilni faze a
pohani ji pfes kolonu k detektoru konstantni pratokovou rychlosti. V soucasnosti
jsou moderni HPLC ¢erpadla schopnd vyvinout tlaky az 120 MPa. Pouzity tlak je
ovSem limitovan rovnéz hodnotou, kterou snese napli chromatografické kolony.
Vysokotlaka cerpadla jsou vybavena programovaci jednotkou, mohou mit i vice
zasobnikli mobilni faze, diky cemuz Ize uskutecnit gradientovou eluci. Moderni
ptistroje mohou mit dvé pulzni pistovd Cerpadla, diky jejichz fazové posunuté
¢innosti se minimalizuje pulzace toku mobilni faze.

Pii piipravé mobilni faze je dilezité jeji odplynéni. Diky odplynéni lze
reprodukovat retencni Casy a objem nastfiku, stabilizuje se pritok mobilni féze,
zajisti se nizky Sum zakladni linie a vysoka citlivost detektorti. K odplynéni se
pouzivaji metody jako vakuova filtrace a sonifikace, probubldvani mobilni faze
heliem, nebo vakuovy degasér.

Dalsi ¢asti pfistroje je davkovaci zafizeni, které umoziiuje nadavkovat roztok
vzorku na kolonu. V ptipadé nizkotlaké verze kapalinové chromatografie 1ze pouzit
pfimy nastfik vzorku na kolonu pies elastickou membranu. Vysokotlaké varianty
vyzaduji davkovaci ventily umoziujici davkovani pii vysokych tlacich. Specialni
ventil nadavkuje roztok z vnitiniho prostoru ventilu, pfipadné lze vyuzit ventil s
davkovaci smyckou s riznym objemem od 0,2 ul do 2000 ul. K dispozici jsou i
vicecestné ventily umoziujici nastfik vzorku do smycky a soucasné€ jinou cestou
pritok mobilni faze ze zasobniku do kolony. Po pfepnuti ventilu se roztok vzorku
vytlaéi mobilni fazi ze smycky na kolonu. Modernéjsi pfistroje jsou vybaveny
automatickymi déavkovaci neboli autosamplery. Davkovafe opatfené injekénim
zafizenim jsou spojeny se zasobnikem vzorku, ve kterém jsou umistény
mikronadobky uzaviené zatkou. Prostor pro vzorky je vétSinou temperovan a
chranén pred svétlem.” Autosamplery dovoluji rychlé, automatické davkovani
nekolika riznych vzorki ulozenych v zasobniku a zajiSt'uji tak vice analyz za sebou

béhem kratké doby bez zdsahu lidské ruky.
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Z davkovaciho zatizeni se vzorek pfesune na chromatografickou kolonu, kde
dojde k rozd&leni smési na jednotlivé slozky.” Kolony jsou specialné konstruované
trubice rovnomérné naplnéné ¢i pokryté stacionarni fazi. Plast’ kolony musi byt
chemicky inertni, musi odolavat vysokym tlaktim, a vnitini povrch plasté musi byt
dostate¢né hladky.e) Pozadavky na konstrukéni material jsou tedy vysoké, splnit je
dokaze nerezova ocel, organicky polymerni termoplast (PEEK) nebo sklo. Plast
kolony je uzavien porézni kovovou fritou zabraiujici uniku stacionarni faze a
zéaroven umoziujici plynuly pritok mobilni faze.” V koncové hlavici je pak navrtan
vstup pro kapilaru a upevnéni celé kapilary pomoci Sroubu v ramci ptistoje. Kolony
1ze ve specidlnim termostatu provozovat pii urcité teploté. Rychlost pohybu mobilni
faze kolonou se vyjadiuje jako objemové rychlost toku Fr (cm®/s), nebo linearni
rychlost toku u (cm/s) nezavisla na prutezu kolony. Kolonu lze hypoteticky rozdélit
na mnozstvi tzv. pater, na kterych dochazi k okamzitému ustaveni rovnovahy. Podle
poctu teoretickych pater se vyjadiuje u¢innost kolony, ktera je obrovska a dosahuje
nckolika set tisic teoretickych pater. Pocet teoretickych pater n je bezrozmérna
veli¢ina a vypocita se z Sitky piku v chromatogramu. Elu¢ni kiivky mohou mit rizné
tvary, avSak pro vysoky pocet pater ho lze nahradit Gaussovou kiivkou. Délka
kolony pfipadajici na jedno patro se vyjadiuje jako vyskovy ekvivalent teoretického
patra H. Zavislost vySkového ekvivalentu teoretického patra H na linearni rychlosti
mobilni faze U vyjadfuje Van Deemterova rovnice. Podle ni k celkovému vyskovému
ekvivalentu teoretického patra pfispiva vifiva (turbulentni) difuze v mobilni fazi H,
axialni difize v mobilni fazi Hi, odpor proti pfevodu hmoty v mobilni fazi Hy, a
odpor proti ptevodu hmoty ve stacionarni fazi Hs. Jako vifiva difize se oznacuje
efekt, kdy disledkem nepravidelnosti ve stacionarni fazi proudi nékterymi jejimi
kanalky mobilni faze s analytem rychleji nez ostatnimi. Podélné neboli axialni difuze
nastane, pokud molekuly analytu putuji z mista o vyssi koncentraci do mista o nizsi
koncentraci v dusledku koncentra¢nich gradient po stranach zoény. Odporem proti
pfenosu hmoty ve stacionarni fazi je nazyvan efekt, kdy rizné molekuly analytu
difunduji rdzné hluboko do stacionarni fdze. A odpor proti pfenosu hmoty v mobilni
fazi nastane pii prichodu mobilni faze kandlkem stacionarni faze, kde ¢astice analytu
uprostied maji mnohem vétsi rychlost nez u stény. Zivotnost chromatografické

kolony se odviji od vice faktori. Zavisi na typu a druhu vzorku separovaném na
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koloné, zda jsou ve vzorku kontaminanty, mechanické a koloidni ¢astice. Je nutné se
soustfedit na samotnou piipravu vzorku, na extrakci, filtraci, odstiedéni, pouziti
predkolony apod. K odstranéni siln€¢ adsorbujicich necistot se pouzivaji razné
promyvaci programy.G) K Zivotnosti kolony piispiva i mechanickéd odolnost sorbentu,
kterd mize byt porusena béhem vyroby, transportu ¢i Spatnym zachdzenim v
laboratofi. Kolonu mtize porusit i prace pfi extrémnich hodnotach pH. K mobilnim
fazim se Casto ptidavaji aditiva v podob¢ pufrt, které slouzi k upraveé pH. U béznych
typt kolon se rozmezi piipustnych hodnot pH pohybuje od 2 do 8. Pii pouziti napf.
fostatovych pufri pH 8 v kombinaci s vyssi teplotou dochdzi k rozpousténi
silikagelu, a vlivem zvyseni mrtvého objemu kolony dochazi ke sniZeni G¢innosti.
Naopak pii extrémné nizkych pH hodnotach dochézi k hydrolyze silikagelu, snizeni
retenniho Casu a zivotnosti kolony. Rozpustnost silikagelu pti vy$$im pH mobilni
faze vedlo k vyvoji alternativnich kolon na bazi oxida kovi, oxidu titani¢itého, oxidu
hlinitého a oxidu zirkoni&itého nebo specialnich pryskyfic.?

Na vystupu z kolony je pfipojen detektor, na ktery jednotlivé slozky vzorku
dospéji v riznych retencnich Casech. Na pouzitém detektoru zavisi citlivost a
selektivita ~ chromatografické analyzy. Pouzivany mohou byt detektory
spektrofotometrické, fluorimetrické, elektrochemické, refraktometrické ¢i detektor
hmotnostné spektrometricky. Pro potieby této prace byl vyuzit fluorimetricky
detektor. Tento detektor je zalozen na principu fluorescence a méteni sekundarniho
zafeni emitovaného latkou po predchozi absorpci primdrniho zareni (svétla).
Molekuly analyzované latky se po vystaveni elektromagnetickému zafeni dostanou
ze zakladniho singletového elektronového stavu do excitovaného stavu a nasledné pfi
pfechodu na stabilngj$i hladinu o niZ8i energii uvoliiuji energii ve formé emise
zateni. Emitované zafeni ma v disledku vibracni relaxace energii mensi nebo rovnou
energii excitacniho zafeni a tedy vlnovou délku vétSi nebo rovnou neZz ma vlnova
délka primarniho zéfeni. Toto pravidlo vyjadiuje Stokestiv zakon (Aem > Aex). Latka
emituje svétlo, jehoZ intenzita je pfimo imérna koncentraci fluoreskujici slouceniny.
Kiivka zavislosti fluorescence na koncentraci latky je vSak linearni pouze v nizkych
oblastech koncentrace fluoreskujici latky. Fluorescence je pozorovatelnd jen v
prabéhu piasobeni primarniho zéafeni na latku, poté velmi rychle zanikd. Doba

dohasinani je u fluorescence obvykle v rozmezi 10° az 10° s. Fluorimetrické
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detektory jsou s vyhodou pouzitelné v ptipadech, kdy analyzovana latka vykazuje
fluorescenci.?) Pokud latka nevykazuje nativni fluorescenci, je mozno ji Vv Fadd
piipadii pomoci derivatizacniho ¢inidla pievést na fluoreskujici latku. Prvni Casti
fluorimetrického detektoru je zdroj polychromatického svétla (xenonova nebo
rtutova vybojka), ktery poskytne excitacni foton, a excitani monochroméator
upravujici svétlo na monochromatické zareni. Moderni detektory umoziuji nastavit
délku excitacniho i emitovaného zafeni pouzitim monochromatoru, soucasn¢ lze
vlnové délky programovat i béhem eluce pro dosazeni maximdlni citlivosti
jednotlivych separovanych latek. Pifi méfeni emisniho spektra je excitacni
monochromator nastaven na konstantni vinovou délku, obvykle odpovidajici maximu
absorp¢niho spektra. Naopak pro méfeni excitacniho spektra se monochromaétor
nastavi na vlnovou délku emisnitho maxima, a emisni monochrométor projede
zvolenou oblast vlnovych délek. Intenzitu excitacniho zafeni lze regulovat
prostiednictvim Sifky S$térbiny excitaéniho monochromatoru. Monochromatické
zateni tedy prochazi stérbinou pies prutokovou celu se vzorkem a dale je vedeno pod
uhlem 90° ke zpracovani na emisni monochromator, aby pomoci fotondsobice
(detekéniho zafizeni) byla zjiSténa intenzita emitovaného svétla. Detektor prenasi
signal do fidiciho pocitace, ktery ho zpracuje. Konstrukce detektoru umoziiuje
zachyceni maximélniho mnozstvi fluorescencniho zafeni vznikajictho v cele
detektoru nasobiCem, pficemz toto c¢idlo musi byt chranéno pied dopadem
excitaéniho zafeni.® Fluorimetrické detektory jsou sice méné univerzalni neZ napf.
UV detektory, ale jsou mnohem citlivéjsi a selektivnéj$i. Fluorimetrické detektory
jsou stale vice rozSifené a pouzivané, osvédCuji se pii analyze v biofyzikéalnim,
biochemickém, 1ékatském vyzkumu, v klinické chemii a dalSich oborech pfi separaci

a stanoveni nizkych koncentraci fluoreskujicich latek v roztocich.
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2.3 Core- shell kolony

Chromatografické kolony jsou velice dilezité soucésti chromatografického
systému, nebot’ na nich probiha vlastni separace latek, a proto jsou na né¢ kladeny
urcité pozadavky. Kolony jsou trubice o délce 10 az 25 cm s vnitinim primérem 3 az
4,6 mm. Vnitfek kolony rovnomérné vypliiuji ¢astice stacionarni faze. Struktura a
velikost ¢astic ma vliv na celkovou vykonnost kolony. Velice mala velikost ¢astic
sorbentu do 5 um umoziuje podstatné t€inné;jsi déleni. PIn€ porovita struktura castic
omezuje rychlost toku mobilni faze kolonou, proto kvili pozadavkiim na vys$si
chromatografickou ucinnost a vy$$i produktivitu dochazi k inovaci naplné a
vyuzivaji se tzv. core- shell kolony.

Na rozdil od tradicnich pln¢ poréznich ¢astic stacionarni faze tyto kolony
obsahuji ¢astice s povrchové poérovitou mikropartikularni naplni. B€hem vyrobniho
nanotechnologického procesu dochdzi ke zpracovani koloidniho roztoku, pficemz se
vytvaii odolny homogenni pérovity plast na pevném jadie silikagelu. Jednotliva
¢astice sorbentu o velikosti 2,6 um ma pevné jadro o primeéru 1,9 um, kolem néhoz
je porézni obal o tloustce 0,35 um.14) Takto upravené malé Céstice maji vysoky
specificky povrch. Vysledkem rovnomérné distribuovanych castic je kolona s
extrémné vysokym poctem teoretickych pater.

K optimalizaci analyzy je potieba dosahnout co nejlepsiho rozdéleni latek na
koloné, tj. co nejmensiho rozSifovani zon separovanych latek. K rozSifovani zén
pfispivaji d€je popsané Van Deemterovou rovnici. Diky omezené poréznim ¢asticim
se sniZuje pfenos hmoty staciondrni fazi. Analyty stravi méné Casu difuzi do pora
Castic a zpét, a diky pevnému jadru neproniknou hluboko do castice. Kratka
vzdalenost difuze umoziuje rychlej$i pfenos hmoty kolonou a vysledkem je nizsi
rozmyvani pikt. Redukovany vliv vitivé diftize je dosazen jednotnou velikosti ¢astic,
které jsou témé&F monodisperzni a vzdalenosti mezi jednotlivymi ¢asticemi jsou
konstantni. Tato extrémné uzka distribuce castic vede k vysoké ucinnosti a
reprodukovatelnosti kolon. Vysledkem snizeni vifivé difuze a rychlejsiho transportu
hmoty dochazi k tvorbé nizsiho protitlaku pod 400 bar, coz dovoluje tyto kolony
pouzit u vétsiny b&znych HPLC systémi. ™
Core-shell kolona vykazuje nizsi vySkovy ekvivalent teoretického patra pfi

rozSifeném rozsahu linearnich rychlosti, ¢imz zajistuje vysokou citlivost a vyssi
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rozliseni. Core-shell kolona proto byva kratsi, s délkou 150 mm, zkrati dobu analyzy
aZ 0 40% a zachova separaci viech analytii na zakladni linii."¥ Kolona diky vysoké
ucinnosti dovoluje zvySeni kapacity vzorkl,, coz se projevi vyraznym zkracenim
retencnich Cast pii zachovani rozliSeni nejblizsich pikti. Vyssi ucinnost vede k uzsim
a vys$im piktim, ¢imz se zvySuje citlivost a Ize detekovat i minimalni koncentrace a
nizké trovné necistot. Vzhledem k vysokému vykonu této chromatografické kolony
se vyrazn¢ snizuje spotieba rozpoustédel, kterou Ize dale snizit zmenSenim priméru
kolony. Takto Ize dosahnout vyznamnou tsporu rozpoustédel v laboratofi.
vyznamngj$i €len v rovnici rozliSeni nez je ucinnost. Vyznamnym Se proto stava
vybér kolony se spravnou stacionarni fazi k analyzovani sloucenin od polarnich po
hydrofobni, aromatické a izomery. Na trhu je k dispozici Siroka nabidka core-shell
kolon, napiiklad s fazemi C18 pro hydrofobni interakce, PFP pro interakce dipol-
dipol, aromatické pi- pi, hydroféobni a vodikové vazby a HILIC pro hydrofilni
interakce, coz zajistuje moznost analyzy ruznych druhti vzorki a $iroké pouziti v
mnoha aplikacich.14)

Pouzitim core-shell kolony lze zménit vykon bézného HPLC systému na
pristroj poskytujici UHPLC vysledky, lze proto vyvijet metody s vysokym
rozliSenim na jakémkoliv pfistroji. Tyto kolony kromé rozliseni zlepsi kapacitu,
citlivost a rychlost analyzy pfi snizené spotiebé rozpoustédel. Maji prodlouZenou
zivotnost, jejich vykonnost nekolisd a méfeni jsou reprodukovatelnd. Z téchto

divodu byla pouzita spolehliva core-shell kolona i v této praci.
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2.4  Farmaceutické vyuziti benzimidazolu
Léciva odvozena od chemické struktury benzimidazolt maji velice Siroké

spektrum ucinku. Vyuzivany jsou nejcastéji ve veterinarnim Iékatstvi k terapii
endoparazitéz. Benzimidazoly patii do skupiny anthelmitik, ucinky maji
antinematodni, ¢astecn¢ antitrematodni, ve vysSich davkach anticestodni, a vykazuji
téz antimykotickou aktivitu. Pouzivaji se latky s G¢inky mistnimi i systémovymi,
které ni¢i rizna vyvojova stadia ervl ve tkanich. Latky pisobi helmintocidné nebo
helmintostaticky. Jde o velmi dulezité latky IéCici infekce piedev§im v méné
vyspélych zemich, ale 1 u nas diky rozvoji cestovani. Nékteré benzimidazolové
slouceniny (benomyl jako prekurzor carbendazimu) se pouzivaji také jako fungicidni
ochrana plodin pouzivanych ke krmeni uzitkovych zvitat. Jiné latky (thiabendazol)
jsou vyuzivany pievazné jako antimykotika k oSetfeni nepotravinovych zvitat. 8
Benzimidazoly se déli na latky vlastni (napt. albendazol, fenbendazol,
flubendazol, mebendazol, thiabendazol) a na probenzimidazoly, které jsou v
organismu metabolizovany na anthelminticky G¢inné benzimidazoly (napi. febantel,
netobimin). Tato proléCiva se vyznacuji vy$si rozpustnosti ve vodé, lepsi absorpci a
zvySenou biodostupnosti. Chemoterapie parazitdrnich nemoci benzimidazoly vyuziva
biochemické pochody pfitomné u parazita i u hostitele, odliSujici se vSak
farmakologickymi vlastnostmi.? Dlouhym odlisnym evolugnim vyvojem se vyvinuly
u hostitele 1 parazita enzymy, receptory ¢i bunécné slozky, které jsou nepostradatelné
pouze u parazita, coz umoznilo vyvoj 1é¢iv zaméfenych na tyto cile.
Benzimidazolové derivaty pusobi na mikrotubularni systém parazitl, pficemz
mikrotubuly bunék hostitele ovlivnény nejsou. Mikrotubuly jsou spjaty s mnoha
bunéénymi funkcemi; tvorba mitotického vieténka pii bunééném déléni, udrzovani
bunécného tvaru, motility a sekrece, absorpce nutrientd a vnitrobuné¢ného
transportu.lo) Mechanismus U¢inku téchto latek je zaloZen na inhibici B-tubulinovych
subjednotek cytoplazmatickych mikrotubuld, nasledkem ¢ehoz tyto vymizi ze stievni
stény parazita. Zminény efekt zplsobi blokadu transportu sekre¢nich molekul,
utilizaci gluko6zy, pohyb bunéénych organel. Vysledkem je naruseni latkové vymény
a pfijmu zivin helminta, jejich energetické vyCerpani, ztrata motility, postupné
odumieni a odstranéni z gastrointestinalniho traktu hostitele. Benzimidazoly se

plsobenim na mikrotubuly velmi podobaji latkdm s antimitotickou aktivitou (napf.
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kolchicin). Vazba 1éCiv na tubuliny parazitd je 250-400krat siln&jS$i nez jejich
kompetitivni vazba na mozkové tubuliny hostitele (savce).”? Vzhledem k témto
rozdilim v afinité a velké toleranci se nepfedpoklada predavkovani 1é¢ivem. Dalsi
ucinek téchto 1éCiv spociva v inhibici specifického enzymu fumarat- reduktazy ve
fazi pfemény fumaratu na koncovy sukcinat. Jedna se o cyklus dikarboxylovych
kyselin, ktery probihd u anaerobnich paraziti a to v opa¢ném sméru nez Krebsiv
cyklus u aerobnich organismt. Tato enzymova blokada na urovni fumaratu nedovoli
parazitim metabolizovat glykogen, zbavi je tak zdroje energie a vede Kk
energetickému kolapsu a odumirani vycerpanim.

K 1é¢iviim celé skupiny benzimidazoli muze vzniknout i anthelminticka
rezistence. Ta muze byt zprosttedkovana farmakodynamicky zménami
receptorovych molekul. Z vétsi ¢asti pak farmakokineticky snizenym piijmem léciva,
zvysSenou inaktivaci 1é¢iva ¢i zvySenym efluxem léciva bunikami helminta. Néasledné
se 1é¢ivo minimalné véaze na cilové receptory, mnohem mén¢ se tak kumuluje v
bunikach parazita a neni tak zajiSténa stoprocentni u¢innost. Vznikne-li rezistence
parazita na benzimidazoly, vznika i na jejich proléciva. Jsou proto vhodné
kombinace téchto 1é¢iv s ostatnimi anthelmintiky.

Utinnost benzimidazoli kolisi v zavislosti na priichodu gastrointestindlnim
traktem, na jejich absorpci a pretrvavani terapeutickych koncentraci v télnich
tekutinach, na intenzit¢ infekce, ale také na lékové formé. U monogastrickych zvitat
je tfeba opakovaného podani lé¢iva k dosaZzeni pozadované uCinnosti, u
polygastrickych zvitat Ize benzimidazoly podavat 1 jednorézové.s)

Jednotlivé benzimidazoly se od sebe liSi piedev§im farmakokinetikou. Maji
systémovy ucinek, museji se tudiz nejdiive rozpustit ve stievnich tekutinidch k
usnadnéni vstiebavani molekul sliznici gastrointestinalniho traktu.’® Dosahuji
maximalnich plazmatickych koncentraci v zavislosti na rychlosti absorpce a vazi se
na albumin. Cim rychleji latky dosahnou maximalnich plazmatickych koncentraci,
tim rychleji se budou metabolizovat a nasledné¢ vyluCovat z téla. Latky s delsi
biologickou aktivitou vykazuji tedy vétsi anthelminticky potencial. Zalezi proto na
rozpustnosti jednotlivych latek ve vod€. Z benzimidazoli se nejlépe rozpousti ve
vodé thiabendazol a cambendazol, jsou tedy rychle absorbovany a dosahuji

maximalnich plazmatickych koncentraci jiz za 4 hodiny po podédni. Novéjsi
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slouceniny vykazuji horsi rozpustnost ve vod¢ (napt. sulfidy), je proto vhodné je
podat spolu s tuénym jidlem. Vhodngjsim feSenim je proto proléfivo netobimin,
které mé vyssi biodostupnost a v organismu je nasledné transformovan na Ucinny
albendazol (ABZ). Podobné je na tom prolééivo fenbendazolu febantel s vyssi
rozpustnosti a absorpci. Samotny metabolit fenbendazol poté dosahuje maximalnich
plazmatickych koncentraci az za 24 hodin, ptisobi dlouho ve tkénich a zazivacim
traktu, a v moc¢i se objevuje mnohem pozd¢ji nez srovnavany thiabendazol, u kterého
je diky vyssi rozpustnosti 1 vyS$i eliminace z organismu. Coz poukazuje na vyssi
anthelminticky potencial fenbendazolu. Podobné nizka absorpce je pozorovana i u
mebendazolu, kdy jsou rezidua patrnd v organismu jesté 15 az 30 dni po podani
1é¢iva.r? Distribuce 1é¢iva zavisi na lipofilité, molekulové hmotnosti, a také na vazbé
na plazmatické bilkoviny, na které se ovSem vize méné neZ polovina
benzimidazolovych sloucenin. Triclabendazol se naopak siln€¢ vaze na albumin a tim
zvySuje sviij biologicky polocas.’® Tyto efekty hraji vyznamnou roli v davkovéni
jednotlivych 1é¢iv. Farmakokinetika latek je dale zavisld na bakteridlni stfevni
mikroflote, druhu zvifete a zménach pH pifi riznych modifikacich stravy.
Biotransformace benzimidazold je znac¢na. Potvrzen byva jeden i vice hlavnich
metabolitii ze zvitecich tkani ¢i z mléka a z vajec. Je proto nutné dbat na dodrzeni
ochranné lhtity u chovnych zvitat 1é¢enych témito latkami.

Monitorovani benzimidazolovych derivatl v tkanich, té€lnich tekutinach, mléce
a potravinach je slozité v existenci znacného mnozstvi téchto rezidui, jejichz
sledovani nelze pokryt jednou analytickou metodou. Vhodnou alternativou je proto
identifikace rezidua nejvice zastoupeného v tkanich. Nasleduje extrakce metabolitu z
tkan¢ ¢i télni tekutiny, a vyvinuti analytické metodiky pro jeho stanoveni.
Problémem muze byt i existence nevyhovujicich ¢i nepfedpokladanych metabolith v
tkani, pokud bylo 1é¢ivo podano ve vétsi davce nez je doporuend, jinému druhu
zvitete, nez pro jakeé je uréeno, nebo po konzumaci kontaminované potravy zvitretem.
Metodou méfeni benzimidazoli muze byt biologicka zkouska ke zhodnoceni
anthelmintického potencidlu, spektrofotometricka detekce zvlast vysokych hladin
rezidui v potravinach, imunochemické metody pro stanoveni z biologickych tekutin a
tkani, radioimunologické zkousky (ELISA), ¢i cenové dostupna TLC. Vhodnou

metodou se vSak ukazaly chromatografické metody. Jedna se o metody vysoce citlivé
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s moznosti kvalitativniho 1 kvantitativniho hodnoceni rezidui benzimidazoll jiz
V minimalnim mnoZzstvi. V poslednich letech se farmakokinetika metaboliti
benzimidazolii ¢asto zkoumd metodou LC-MS/MS.X” Tato metoda, kterd spojuje
vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii, spliiuje
pozadavky rychlé separace a citlivé detekce metabolitli benzimidazol v tkénich a
zivoc¢iSnych produktech chovnych zvitat.

Ze vsech analytickych postupt jsou chromatografické metody v soucasné dobé
upfednostinovany pro svou automatizaci a vysokou piesnost stanoveni benzimidazoli

a jejich metabolit v analyzované smési.
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2.5 Albendazol

Z benzimidazolovych derivati je ABZ hojné vyuzivana sloucenina piedevs§im
pro své anthelmintické ucinky. Ve veterinarni medicin€ a antiparazitarni terapii ma
vyznamné postaveni jako Sirokospektré 1é¢ivo u¢inné na vSechna vyvojova stadia
helminta. ABZ ma nej¢astéji uplatnéni v 1é€bé enterobidzy, askaridzy, trichuridzy,
trichineldzy, strongyloidézy a pfi terapii neurocysticerkozy, kterou zptsobuje larva
Taenia solium.’? Dalsi potencialni indikace u¢inné latky jsou experimentalng
zkoumany, at’ uz ABZ jako samotného 1é¢iva proti jinym zavaznym parazitim nebo
v kombinaci s jinymi 1éCivy.

ABZ je chemicky  5-thiopropyl-benzimidazol-2-methylkarbamat s
molekulovou hmotnosti 265,34. Je to bily az bezbarvy prasek, rozpustny v
dimethylsulfoxidu, silnych kyselinadch a zdsadach. Mirn¢€ rozpustny je v methanolu,
chloroformu a acetonitrilu. Ve vode¢ je prakticky nerozpustny.

ABZ se jako léCivo nejcastéji podava peroralné. Jeho absorpci z traviciho
ustroji zvysuje soucasné podani tuéné potravy a ptipadné zvyseni zlucovych soli.
Vstiebavani 1éciva je ovlivnéno i1 druhem pftijemce, u lidi se pfijaty ABZ vstiebd z
1%, u mysi ¢i krysy z 20-30% a u dobytka z 50%. LécCivo prochéazi v jatrech
rapidnim first-pass efektem, proto jsou plazmatické hladiny nezménéného ABZ
velice malo patrné. Prvotni metabolickou reakci je oxidace sulfidové ¢asti molekuly
na sulfoxid a sulfon, nasledovana deacetylaci karbamatové ¢asti molekuly za tvorby
aminu. Za hlavni plazmaticka rezidua jsou tedy povazovana sulfoxid, sulfon a 2-
aminosulfon albendazolu.

Anthelminticky aktivni metabolit ABZSO je ze 70% vazan na plazmatické
bilkoviny. M4 velice variabilni elimina¢ni polo€as, v plazmé pfetrvava 4-15 hodin. V
organismu se dobte distribuuje do riznych tkani napadenych parazitem, dostava se
do likvoru a do nitra cyst. Sulfoxid tvofi enantiomery, z €ehoz (+) enantiomer
dosahuje u lidi mnohonasobné vyssich plazmatickych koncentraci a tudiZ je pomaleji
vyluCovan nez (-) enantiomer. Ve formaci (+) enantiomeru hraje vétsi roli jaterni
flavoprotein monooxygenaza, u (-) enantiomeru pak cytochrom P450. Oba derivaty
jsou dale oxidovany na farmakologicky inaktivni sulfon, ktery jiZ neni chirdlni. 13)
VyluCovani metabolitii probihd pfevazné zluci, pouze maléd Cast se vyluuje moci.

Interakce s ostatnimi 1éCivy vyplyvaji predev§im z Castecné metabolizace ABZ na
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cytochromu P450, nutno proto brat zietel na inhibitory a induktory tohoto enzymu a
pfizpusobit tomu davkovani 1éCiv.

Mechanismus ucinku ABZ je stejny jako u celé skupiny benzimidazold. Vaze
se na tubulin primarné¢ v absorp¢nich bunkéch parazitli, neptisobi vSak toxicky na
bunky hostitele. Vysledkem inhibice polymerace tubulinu je neschopnost absorpce
zivin, redukce glykogenu a vyhladovéni parazita.

Z nezadoucich ucinkt se mohou vyskytnout stejné¢ jako pti 1écb¢ ostatnimi
benzimidazoly ptedevsim zaZzivaci potize, Casto bolest zaludku, bficha, nevolnost,
zvraceni, prijem. Pii piecitlivélosti na 1é¢ivo se vyskytuje vyrazka, koptivka a pocit
svédéni. Ojedinéle se pak objevuje bolest hlavy, zavraté, zanétliva kozni onemocnéni
a docasné vypadavani vlast, zvySeni jaternich enzymi. U zvifat nejsou nezadouci
ucinky znamy.

Pokusy na potkanech a kralicich prokazaly teratogenni a embryotoxicky ucinek
ABZ. Mutagenni uc¢inek prokazan nebyl. Pfed zapocetim uzivani u fertilnich zen se
musi vyloucit gravidita, v ¢asnych stadiich t€¢hotenstvi pak nesmi dochdzet k uzivani
1é¢iva. To samé plati u zvitat, ABZ nesmi byt pouzivan béhem pfipousténi a 1 mésic
po pripousténi. Dale nesmi byt pouzit u zvitat (napt. u ovci), jejichz mléko je urc¢eno
pro lidsky konzum.

Ochranna lhiuta u potravinovych zvifat je podle zakona o veterinarni péci
¢asové obdobi od ukonéeni podavani 1éc¢ivé latky, po kterou muze byt nepfiznive
ovlivnéna nezavadnost Zivocisnych produktli (maso, vejce, mléko). Dale existuje
nafizeni komise (EU) ¢. 37/ 2010 o farmakologicky ucinnych latkdch a jejich
klasifikaci podle maximalnich limitd rezidui v potravinach zivocisného ptivodu. Dle
tohoto nafizeni je ABZ uréen pro pouziti u vSech piezvykavci jako vnitini
antiparazitikum. Jeho MRL jsou ve svaloving, tuku a mléce 100 pg / kg, v jatrech
1000 pg / kg, v ledvinach pak 500 pg / kg. S ohledem na tyto limity je mnoho
divodt ochrany ¢loveka pied rezidui 1é¢iv v surovinach zivocisného ptivodu. Proto
je nezbytné se zaméfit na efektivni monitorovani téchto rezidui obecné v
biologickych materidlech, aby bylo toto stanoveni co mozna nejrychlejsi, selektivni,
zautomatizované a vysoce citlivé. Témto pozadavkiim odpovidd HPLC metoda, na

kterou jsem se v této praci zaméfila.
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2.6  Prace publikované v posledni dobé o HPL C albendazolu a

jeho metaboliti
Doposud byla publikovana fada HPLC metod k separaci a kvantifikaci ABZ a

jeho metabolitu. Kitzmann®® publikoval stanoveni HPLC metodou s UV detekci
vyuzivajici kolonu plnénou fenylovou stacionérni fazi. Wu et al.'® stanovili uvedené
analyty v plazmé ovci. Pouzili stacionarni fazi C18 a UV detekci s oxfendazolem
jako vnitfnim standardem. S téZkostmi optimalizovali tfislozkovou mobilni fazi
obsahujici acetonitril, methanol a fosfatovy pufr, kterou pouzili k eluci. Tuto
optimalizaci popsali jako unavnou praci. Mirfazaelian et al.'” oddélili ABZ a jeho
metabolity na koloné se stacionarni fazi C8 a analyty kvantifikovali kombinaci UV a
fluorimetrické detekce za pouziti MBZ jako vnitiniho standardu. To je zajimavé

vzhledem k tomu, Z¢ MBZ neni fluoreskujici benzimidazol. Sarin et al.'®

provedli
separaci ABZ a jeho metabolitli na koloné¢ Discovery RP Amide s fazi C16 a UV
detekci za vyuziti mebendazolu jako vnitiniho standardu. Autofi lanku®® délili
analyty na kolon¢ s fazi C18 s fluorimetrickou detekci a aplikovali metodu vnéjsiho
standardu.

Clénkyls)'lg) popisuji isokratické achirdlni HPLC separace. Chirdlni separace
ABZSO je popsana Zongdem et al.?® na chirélni stacionarni fazi zaloZené na tris-
(3,5-dimethylfenylkarbamat)-amyloze. Msagati a Nindi uvefejnili  metodu
gradientové eluce na koloné¢ Cyano-Grom-Sil ke stanoveni benzimidazolovych
rezidui v mléce.?? Vzorky byly pfipraveny extrakci SLM a analyty byly detekovany
pomoci DAD a MS-ESI. UPLC gradientové metody pro analyzu benzimidazolovych
anthelmintik byly publikovany nedavno.???®) V UPLC metodach byly aplikovany

stacionarni faze C18 a detekce byla uskute€néna pomoci MS.
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3. PRAKTICKA CAST
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3.1 Chemikalie

3.1.1 Sledovand léciva a vnitini standard

Obr. 3: Vzorec ABZ
(Sigma)
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Obr. 5: Vzorec ABZSO,
(Toronto Research Chemicals)
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Obr. 6: Vzorec OXI (vnitini standard)
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3.1.2 Dalsi chemikdlie

Acetonitril gradient grade pro HPLC — Aldrich
Hydrogenfosfore¢nan sodny dekahydrat p. a. — LachNer
Dimethylsulfoxid p. a. — Fluka

Kyselina fosfore¢na 85 % p. a. — Lachema Brno
Amoniak 25 % p. a. - Lachema Brno

Ethylacetat p. a. — Aldrich

Deionizovana voda — pripravovana na FalF

3.1.3 Piiprava roztoki

Zakladni roztoky ABZ, obou metabolitli a OXI byly pfipravovany navazenim
ptislusného mnozstvi latky, jeho rozpusténim v malém mnozstvi DMSO (cca 1 ml) a
doplnénim v odmérné banice mobilni fazi na pfislusSny objem. Takto byly ziskany
zakladni roztoky, jejichz piesné koncentrace se pohybovaly kolem 1 mmol/l.
Roztoky nizSich koncentraci byly pfipravovany patficnym fedénim zdkladnich

roztok mobilni fazi.
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3.2 Pouzité pristroje
K analyzam byl pouzit chromatograf Agilent Techologies 1200 SL sestavajici z:

o vakuového mikrodegaséru

o bindrniho ¢erpadla 1200 SL

o autosampleru 1200 SL plus

. kolonového termostatu TCC Infinity 1290
o diode- array detektoru 1200 SL

. fluorescenéniho detektoru 1200

Tento chromatograf byl ovladan chromatografickym software Agilent ChemStation,

verze B.04.02, zahrnujicim spektralni modul.

Latky byly navaZzovany na laboratornich analytickych vahach Sartorius.

pH pufri bylo nastavovano pomoci pH-metru inoLab 720 (WTW) s pH elektrodou
Sentix 61 (WTW). Ke kalibraci tohoto pH-metru byly pouzivany TEP pufry pH =

7.00 a pH = 10.01 (WTW).

LLE byla provadéna pomoci Minishakeru MS2 (IKA), centrifugy 5415D (Eppendorf)
a koncentratoru 5301 AG (Eppendorf).

Sonifikace byla provadéna ultrazvukovou lazni Sonopuls (Bandelin, Germany).
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3.3 Podminky chromatografické analyzy

Byla pouzivana kolona Kinetex PFP 100 x 4,6 mm; 2,6 um (Phenomenex).
Isokratickd mobilni faze (acetonitril+fosfatovy pufr (pH = 7,0; 0,015 mol/l)
Vv poméru 3:7) méla pratok 1,0 ml/min. Teplota kolony byla 25 °C, nastfikovano bylo
20 pl vzorku. Detekce byla provadéna fluorescenénim detektorem pii Aex = 292 nm a
Aem = 322 nm nebo Aem = 349 nm. Druha z téchto vinovych délek byla pouzivana pro

detekci ABZ nebo tehdy, pokud bylo téeba niZsi citlivosti detekce ABZSO,.

3.4 Priprava fosfatového pufru

Fosfatovy pufr (0,015 mol/l, pH = 7,0) byl pfipravovan rozpusténim 5,37 g
dekahydratu hydrogenfosforeénanu sodného p. a. v 995 ml neionizované vody. pH
takto vzniklého roztoku bylo nastaveno na 7,0 kyselinou fosfore¢nou 85 % p. a. na
kalibrovaném pH-metru. Roztok byl v odmémé bance doplnén na 1000 ml a
zfiltrovan ptes nylonovy filtr (Nylon 66 0.45 um; Supelco) na filtranim zatizeni

Supelco. Pufr byl pfipravovan denné Cerstvy.
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3.5 Priprava vzorku metodou LLE

Homogenizace biologického materialu (Haemonchus contortus) byla
provedena sonifikaci po dobu cca 20 s pomoci ultrazvukové lazné. Homogenat byl
extrahovan ethylacetaitem metodou LLE. 1 ml homogenatu byl smichan s 10 pl
zasobniho roztoku vnitiniho standardu (OXI 10 umol/1), se 100 pl roztoku amoniaku
(25%) a s 2 ml ethylacetatu ve vhodné zkumavce (Eppendorf). Smés byla 2 minuty
protiepavana, odstfedéna centrifugou pii 5 rpm a organicka vrstva byla pfenesena do
2 ml zkumavky (Eppendorf). Rozpoustédlo (ethylacetat) bylo odpateno pti 45°C (30-

60 minut) a vzorek byl rekonstituovan ve 300 pl mobilni faze v ultrazvukové lazni.

3.6  Priprava kalibracnich vzorku

K1 ml homogenatu ve 2 ml zkumavce (Eppendorf), ktery byl prosty
stanovovanych latek, bylo pfidano takové mnozstvi zakladnich roztoktit ABZ a jeho
metabolitli, aby bylo dosazeno pozadované kalibra¢ni koncentrace. Tato smes byla
protiepana na minishakeru (cca 1 min) a sonifikovana (cca 20 s). Takto pfipravené

kalibra¢ni vzorky byly dale zpracovany postupem podle odstavce 3.5.
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4. VYSLEDKY
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4.1 Volba stacionarni faze

Z publikovanych praci, které se zabyvaji HPLC ABZ a jeho metabolita plyne,
ze separace téchto latek a vyhledani vhodného vnitiniho standardu na klasickych C18
stacionarnich fazich je problematické. To je zplisobeno velkym rozdilem v lipofilité
ABZ na jedné stran¢ a jeho metabolitl a latek ptichazejicich v ivahu jako vnitini
standard na stran¢ druhé. Porovnani lipofilit OXI, ABZ a jeho metabolitli bylo
provedeno pomoci hodnot logKey, které byly vypocitany piispévkovou metodou na

webovém kalkulatoru®®. Vypogitané hodnoty jsou shrnuty v Tab. 1.

Tab. 1: Hodnoty logKew ABZSO, ABZSO,, ABZ a OXI vypocitané

ptispévkovou metodou

latka logKow
ABZSO 1,15
ABZSO2 1,18

ABZ 2,75

OXI 2,37

Z Tab. 1 je ziejmé, ze lipofilita obou metabolitii je v porovnani s lipofilitou
ABZ extrémné nizkd. Proto byla hledana staciondrni faze, ktera by tuto diskrepanci
Vv lipofilitach zohlediovala 1épe nez C18. K tomu bylo pouzito dat a vypocetniho
postupu podle Snydera®”. Tento postup, oznacovany jako hydophobic-subtraction
model, umoziiuje porovnavat rizné napln¢ kolon na zakladé¢ parametrt, které
charakterizuji rizné typy interakci mezi analytem a stacionarni fazi. Zakladni

rovnice, z niz tento model vychazi, ma tvar:
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loga = log (k(rLef)) =nH—- oS+ A+aB+k'C
kde je:
o. separacni faktor
k kapacitni faktor analytu
Keery hodnota k pro nepolarni referencni analyt
n’,o’, B, o', k* symboly charakterizujici vlastnosti analytu, které
jsou na eluci a teploté zavislé
H,S", A, B, C symboly kvantifikujici vlastnosti napln& kolony, které

jsou na eluci a teploté nezavislé

Symboly H, S*, A, B, C vyjadiuji nasledujici ptispévky kolony k retenci:
hydrofobicitu H, stericky odpor proti vniknuti objemné molekuly analytu do
stacionarni faze S*, silanolovou aktivitu A, kolonovou bazicitu B a iontové
vyménnou kapacitu C. Pomoci téchto parametrii pro jednotlivé naplné kolon lze

vzdjemné porovnavat jejich selektivitu. K tomu Snyder navrhl kriterium Fg 2:

F, = {[12,5(H, — H,)]* + [100(S3 — SD]* + [30(4; — 4]

1 [143(B, — B + [83(C, — €2

Dolnimi indexy jsou v posledni rovnici zna¢eny parametry pro porovnavané
naplné kolon 1 a 2. Je-li hodnota Fs < 3, maji ob& napln¢ kolon pfiblizné stejnou
selektivitu. Cim je hodnota Fs vétsi nez 3, tim jsou selektivity obou naplni od sebe
vzdalengjs$i. Timto zplUsobem lze vyhleddvat kolony se srovnatelnou selektivitou
nebo naopak kolony se selektivitou rozdilnou (ortogonalni).

Popsanym postupem byly porovnany tfi stacionarni faze téhoz vyrobce
(Supelco), aby byl eliminovan vliv eventualnich rozdilnych vlastnosti nosice

staciondrni faze (silikagelu). Stacionarni faze firmy Supelco byly vybrany proto, ze
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pro jejich porovnani byla v literatufe 2" dostupna dostatetna $kala vychozich dat.

Vysledky jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2: Vypoctené hodnoty kriteria Fs pro tfi rizné stacionarni faze

Kolona Fs (pH =2,8) Fs (pH=7,0)
Discovery C18 0 0
Discovery RP Amide C16 38,9 36,0
Discovery HS F5 48,9 68,5

Z tabulky je patrné, ze porovnani bylo provedeno vzhledem ke stacionarni
fazi C18. Déle je ziejmé, ze volba napln¢ RP Amide C16, u niz je povrch
silikagelového nosi¢e chranén amidovou skupinou, nebo ndplné¢ F5, coz je
pentafluorofenylovd skupina vazand na povrch silikagelu prostfednictvim
propylovych miustkli, v roli staciondrnich fazi by mély pfinést zasadni zvrat
Vv separaci studovanych analytt. Pii pH = 7,0 je rozdil v selektivit¢ napln¢ C18 a F5
zvlasté markantni. Zde je vhodné poznamenat, Ze hodnotou pH je pfi vypoctu Fs
ovlivnén pouze parametr C.

Proto je v této praci pouzita kolona Kinetex PPF, produkt firmy Phenomenex,

se staciondrni fazi, ktera byla v pfedchozim odstavci oznacovana jako F5.
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4.2 Volba mobilni faze

Zakladnim porovnanim ¢tyf mobilnich fazi pro separaci ABZSO, ABZSO,,
ABZ a OXI se ve své diplomové praci zabyva Hrdy.zg) Ten testoval u zvolenych
mobilnich fazi, kterymi byly ACN+kyselina octova 0,01 mol/l, MeOH+ kyselina
octova 0,01 mol/l, ACN+fosfatovy pufr (0,015mol/l; pH = 7,0), MeOH+ fosfatovy
pufr (0,015mol/l; pH = 7,0), reten¢ni ¢asy analyt v zavislosti na raznych pomérech
obou slozek ptislusné mobilni faze.

V této praci byly pii vychozich experimentech testovany retencni Casy vyse
uvedenych Ctyt latek, jestlize byly pouzity smési vody a ACN, resp. MeOH v roli
mobilni faze. Jako prvni byla testovana smés voda/ACN ve tfech objemovych

pomérech a zvolen pritok 0,8 ml/min. Zjisténé retencni ¢asy uvadi tab. 3.

Tab. 3: Reten¢ni ¢asy (min) ABZSO, ABZSO,, ABZ a OXI s mobilni fazi

voda/ACN
Pomér vodal ACN 60/40 50/50 40/60
ABZSO 1,7 1,6 1,4
ABZS0O2 1,9 1,6 1,4
ABZ 12,5 8,7 54
OXIl 25,2 18,2 11,5

Dale byly testovany mobilni faze, v nichz byl ACN nahrazen MeOH pii
zachovani pomért miseni uvedenych v tab. 3. U téchto mobilnich fazi vSak nebylo
dosazeno uspokojivych vysledkd. Bud byl reten¢ni ¢as OXI pftilis dlouhy (> 70 min)
nebo nedoslo k separaci ABZSO, a ABZSO. Prvni piipad nastal pii poméru
voda/MeOH = 60/40, druhy ptipad se objevil u zbylych dvou poméri. Proto byla
Vv nésledujicich experimentech nahrazena voda fosfatovym pufrem (0,015 mol/l; pH
=17,0).
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Uvodni pokus byl proveden se smési fosfatovy pufr (0,015 mol/l; pH =
7,0)/MeOH = 50/50. Byly zjistény tyto reten¢ni ¢asy ABZSO 3,14 min, ABZSO,
3,89 min, ABZ 19,23 min a OXI 9,53 min. Reten¢ni ¢asy ABZ a OXI jsou pomérné
dlouhé, proto byl v mobilni fazi opét pouzit ACN. Je vsak tieba poukazat na zménu
potadi eluce ABZ a OXI.

Pti pokusech s mobilni fazi slozenou z fosfatového pufru (0,015 mol/l; pH =
7,0) a ACN byl nejprve za jinak nezménénych podminek ménén pomeér obou slozek.

Naméfené retencni Casy jsou shrnuty v tab. 4.

Tab. 4: Reten¢ni ¢asy (min) ABZSO, ABZSO,, ABZ a OXI s mobilni fazi
fostatovy pufr (0,015 mol/l; pH = 7,0)/ACN

5 lﬁ‘;ﬁegN 30/70 50/50 60/40 65/35 70/30 75/25
ABZSO 1,13 1,24 1,37 1,47 1,68 2,37
ABZSO2 | 1,23 1,43 1,72 2,01 2,61 4,12
ABZ 1,43 2,16 3,60 5,40 9,44 21,63
OXI 1,53 1,79 2,54 3,38 5,08 9,66

Z tab. 4 je vidét, Ze pti poméru fosfatovy pufr (0,015 mol/l; pH = 7,0)/ACN =
30/70 jsou retencni Casy vSech latek pftili§ blizko sebe, tudiZ je tento pomér
nevhodny. Zajimavé takeé je, Ze pii tomto poméru se eluc¢ni pofadi ABZ a OXI opét
zménilo a je stejné jako pii pouZziti vody misto pufru. To ovSem o ostatnich
testovanych pomérech obou slozek mobilni faze neplati. Pfi poméru 50/50 se
separace vyznamné zlepSila, avSak v ptipadé€, kdy by bylo tfeba pouzit vyssi rychlost

pratoku mobilni faze kolonou, by separace mohla byt nedostateCnou. Pii poméru
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75/25 jsou naopak retenéni ¢asy ABZ a OXI natolik velké, Ze ani vyznamné zvySeni
pritoku by je uspokojivé nezkratilo. To dokumentuje provedeny pokus se zvySenim
pratoku na dvojnésobek, tj. 1,6 ml/min, kdy bylo dosazeno nasledujicich reten¢nich
¢ast: ABZSO 1,25 min, ABZSO, 2,19 min, ABZ 11,74 min a OXI 5,20 min. Pro
dalsi zkoumani se jevily jako nadé&jné zbylé téi poméry: 64/40, 65/35 a 70/30. Vyvoj
metody pokracoval s pomérem 70/30.

Byla pfipravena smés vSech Ctyir latek smichdnim stejnych objemi jejich
zékladnich roztokl. Takto vznikla smés byla 10x nafedéna a byl pofizen
chromatogram, ktery je uveden na obr. 7. Zaroven byl uéinén usp&$ny pokus o

zkréaceni retenénich ¢ast zvySenim pritoku.

Obr. 7: Chromatogram smési ABZSO, ABZSO,, ABZ a OXI s mobilni fazi
fosfatovy puftr (0,015 mol/l; pH = 7,0)/ACN = 70/30, pritok 1,0 ml/min,
fluorescenéni detekce Agx = 290 nm, Aem = 322 M. Z chromatogramu jsou patrny
retencni Casy (RT) vSech ¢tyft latek: RT (ABZSO) = 1,39 min; RT (ABZS02) = 2,07
min; RT (OXI) = 3,96 min; RT (ABZ) = 7,32 min.
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Z obr. 7 je vidét, Ze separace latek je vyborna i pii prutoku zvySeném na 1,0

ml/min.
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4.3 Optimalizace detekénich podminek

Vzhledem k pozadavku vysoké citlivosti stanoveni ABZ a jeho metaboliti
byla zvolena fluorescen¢ni detekce. Pti hledani vhodnych detekénich podminek byly
jako vychozi vilnové délky excitace a emise zvoleny hodnoty ptevzaté z diplomové
prace Lukesové.?® Lukesova pouzivala Brittontiv-Robinsontv pufr o pH = 7,64 a
méieni provadéla ve smési Brittoniiv-Robinsontiv pufr (pH = 7,64)/ACN = 50/50. Za
téchto podminek nalezla absorpéni maxima pro ABZSO, ABZSO,, ABZ a OXI
podle pofadi 292 nm, 291 nm, 296 nm a 296 nm a emisni maxima ve stejném potadi
321 nm, 319 nm, 343 nm a 327 nm. S ohledem na tato data a predchozi zkusenosti >
byly provedeny experimenty, z nichz vyplynula excita¢ni vlnova délka 292 nm. Pii
hledani vhodné emisni vinové délky byly nakonec nalezeny dvé hodnoty, 322 nm a

349 nm. Vhodnost jejich pouziti pro jednotlivé zkoumané latky je patrna z tab. 5.

Tab. 5: Porovnéni ploch pikit ABZSO, ABZSO;, ABZ a OXI pii excitaéni
vinové délce 292 nm a pii emisnich vinovych délkach 322 nm a 349 nm. Ostatni

chromatografické podminky jsou stejné jako u obr. 7.

Aem 322 nm 349 nm
ABZSO 839 492
ABZSO2 3417 4806
ABZ 467 1321
OXI 1913 1766

Ztab. 5 je vidét, ze emisni vlnova délka 322 nm je vhodna pro detekci
ABZSO a OXI pfi ni dosahuje rovnéz mirn¢ vétsi odezvy. U ABZ je 349 nm
jednoznacné lepsi volbou. V pifipadé ABZSO; jsou odezvy pii obou vInovych
délkach velmi vysoké. Pii vSech experimentech v této praci byla emisni vinova délka
322 nm pouzivana k detekci ABZSO a OXI. ABZ a ABZSO; byly vzdy detekovany
pfi 349 nm.
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4.4  Validace metody stanoveni ABZSO, ABZSO, a ABZ
v homogenatu Haemonchus contortus

Pii stanoveni vybranych valida¢nich parametri metody bylo postupovano
podle doporuceni FDA.*Y Byly stanoveny tyto valida¢ni parametry: selektivita,

pfesnost, spravnost, vytéznost, kalibracni kiivky, limit detekce a limit kvantifikace.

4.4.1 Selektivita

Selektivita je schopnost metody rozlisit a stanovit dany analyt v pfitomnosti
dalsich slozek vzorku. K tomuto ucelu bylo pfipraveno Sest slepych vzorkli postupem
popsanym v Kapitole 3.5 bez ptidani vnitiniho standardu. Vzorky byly analyzovany a
ziskané chromatogramy byly porovnany s chromatogramy redlnych vzorkii. Vzorovy
chromatogram slepého vzorku pii Aem = 322 nm je na obr. 8. Je ziejmé, ze
Vv reten¢nich Casech stanovovanych latek a vnitiniho standardu se nenachazeji zadné
interferujici piky. Chromatogramy pii pouziti Aem = 349 nm byly prakticky

analogické.

Obr. 8: Chromatogram slepého vzorku: fosfatovy pufr (0,015 mol/l; pH =
7,0)/ACN = 70/30, prutok 1,0 ml/min, fluorescen¢ni detekce Aex = 292 nm, Aem = 322

nm.

47



4.4.2 Presnost, spravnost, vytéznost

Ptesnost analytické metody udéava, jak blizko k sobé& pfiléhaji vysledky
opakovaného méfeni na téze koncentraéni hladiné. Piesnost je vypocitana jako

varia¢ni koeficient CV:

SDx100
CV=——

Cnam érena

kde je:
SD je smérodatné odchylka priméru

Chamerena ZNAC1 pramer namétenych hodnot.
SD byla vypocitana pomoci programu Excel.
Spravnost SP analytické metody ukazuje miru shody mezi nalezenou

pramérnou hodnotou koncentrace na dané koncentra¢ni hladiné a skute¢nou

hodnotou koncentrace. Udava se jako relativni odchylka:

100 % (c &ten 4—C nd)
SP — nam eren a Skute cna

Cskute ¢na

Vytéznost R vyjadiuje G€innost extrakce pii zpracovani vzorku a je pocitdna

nasledovné:

R = 100X Cpam sten 4

Cskute tna

Ptesnost, spravnost a vytéznost byla zjiSténa pro kazdou stanovovanou latku
na tfech koncentracnich hladinach v rozsahu kalibra¢ni kiivky vzdy ze Sesti

paralelnich biologickych vzorki, které byly pfipraveny podle odstavce 3.6.
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4.4.3 Kalibracni kitvka, detekcni limit, kvantitativni limit

Kalibra¢ni kiivka je rovnice, ktera udava vztah mezi odezvou pfistroje a
koncentraci stanovované latky. Pii pouziti vnitiniho standardu jde o zavislost poméru
koncentrace stanovované latky a koncentrace vnitiniho standardu na poméru ploch
pikti téchto dvou latek. Rozmezi koncentraci, v némz byla kalibracnimi vzorky
ovétena linearita odezvy, se nazyva kalibra¢ni rozsah. V této praci byla pro vSechny
tfi stanovované latky kalibracni kiivka stanovena na Sesti koncentracnich hladinéch,
pricemz na kazdé hladin€ byla provedena tii paralelni stanoveni. Kalibra¢ni vzorky
byly opét piipravovany postupem popsanym v odstavci 3.6.

Detek¢ni limit LOD je nejnizsi koncentrace, pro kterou lze na chromatogramu
urcit pik dané latky. LOD byl uréen jako dvojnésobek hodnoty Sumového signélu
V reten¢nim Case stanovované latky.

Cv v

Kvantitativni limit LOQ je nejnizsi koncentrace stanovované latky, kterou je

mozno spolehlivé stanovit. Byl ur€en jako pétinasobek hodnoty Sumového signalu
V reten¢nim Case stanovované latky.
Dosazené hodnoty valida¢nich parametra jsou shrnuty v tab. 6 a 7. Kalibra¢ni

ktivka byla stanovena ve tvaru:

kde je:
cL je koncentrace stanovované latky
Coxi Je koncentrace vnitiniho standardu (OXI)
P je plocha piku stanovované latky

Poxi je plocha piku vnitiniho standardu (OXI).
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Tab. 6: Smérnice (k) a absolutni ¢len (q) kalibra¢ni kiivky, koeficient
determinace (r?), kalibra¢ni rozsah a detekéni limit ABZSO, ABZSO,a ABZ. Dolni

mez kalibra¢niho rozsahu je LOQ.

, 2 o, LOD
Latka k q r Kalibracni rozsah (nmol/l) (nmol/l)

ABZSO | 0,057 | 0,045 | 0,994 4,3-355 1,7

ABZSO, | 0.004 | -0,042 | 0,998 05-218 0,2
ABZ | 0,024 | 0,010 | 0,993 3,3-1357 1,3

Tab. 7: Vyhodnoceni piesnosti, spravnosti a vytéznosti stanoveni ABZSO,

ABZSO,a ABZ. Hodnoty ve tfetim sloupci jsou primérem ze Sesti méfent.

Litka Cohuteind Craméiend Piesnost (CV, | Spravnost (SP, | VytéZnost (R,
(nmol/l) (nmol/l) %) %) %)

ABZSO 58 5,6 0,9 -3,4 96,7
13,6 13,1 1,0 -3,7 96,3
25,7 26,3 11 2,3 102,3
ABZSO, 1,1 1,2 1,3 9,0 109,1
7,5 7,8 0,8 4,0 104,0
16,1 16,0 11 -0,6 99,4
ABZ 4,9 4,7 1,5 -4,1 95,9
20,7 20,1 2,5 -2,4 97,6
96,3 91,2 1,8 -5,3 94,7
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4.5 Praktické vyuziti vyvinuté metody

Popsana metoda byla pouzita ke stanoveni ABZSO, ABZSO, a ABZ ve
vzorcich homogenatu Haemonchus contortus pii vyzkumu rezistence tohoto parazita
vuci benzimidazolovym anthelmintikiim. Dale byla po revalidaci aplikovana na
stanoveni téchto latek ve vzorcich rakosu. Vzorovy chromatogram takového

stanoveni V realném vzorku je na obr. 9.

Obr. 9: Stanoveni smési ABZSO, ABZS0O,a ABZ ve vzorku rakosu bez

vnitfniho standardu.
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5. DISKUZE
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V této rigordzni praci je navrzena a otestovana nova HPLC metoda stanoveni
ABZ a jeho metabolitii. K odstranéni potizi, do kterych se dostali autofi vyse
zminénych praci, bylo mozné postupovat dvéma sméry. Bud’ pouzit stacionarni fazi
s odliSnym separacnim mechanismem v porovnani s fazi C18 a nalézt vhodné
izokratické podminky, nebo zkusit gradientovou eluci. Zvolena byla izokraticka
eluce, protoze jde o jednodussi feseni.

Ackoli z vypoctl podle Snydera27) plyne, Ze slibna by mohla byt kolona
snaplni RP-Amide, byla zvolena kolona snaplni PFP (F5), tedy
pentafluorofenylova, nebot skyta vétsi pravdépodobnost odlisného separacniho
mechanismu od C18. Vzhledem k udajim v tab. 2 a také vzhledem k vysledkiim
Hrdého?® bylo testovano pH = 7,0 vodné slozky mobilni faze ve smési s ACN.
Nejprve $lo o ¢istou deionizovanou vodu, kterd se ovSem neosvédcila (viz tab. 3).
Proto byl nésledn¢ pouzit fosfatovy pufr s pomérné nizkou koncentraci (0,015 mol/l)
o pH = 7,0. Zatimco tento fosfatovy pufr byl Hrd)'Ing) testovan, deionizovana voda
ne. Byly provedeny pokusy sriznymi poméry pufi/ACN. Jiz ptedem bylo
otestovano, ze pokud koncentrace pufru dosdhne ve smési s ACN 80 % (obj.),
dochazi k vysrdzeni fosfore¢nanu. Proto byl zkousen nejvyse pomér puft/ACN =
75/25. Nakonec bylo pro separaci studovanych ¢tyt latek vybrano optimalni slozeni
mobilni faze puftr/ACN = 70/30. Pfi tomto pomé&ru a pritoku mobilni faze 1,0 ml/min
dochazi k Gplné separaci vSech studovanych latek (ABZSO, ABZSO,, OXI a ABZ)
do 8 minut. Rozdil reten¢nich ¢asi ABZSO (1,39 min.) a ABZSO; (2,07 min) by se
mohl na prvni pohled zdat maly. Chromatogram na obr. 7 ov§em dokazuje separaci
obou pikl aZ na zakladni linii. To je zplsobeno tfemi faktory. Jednim faktorem jsou
vlastnosti core-shell kolon, tj. mala zrnitost naplné a Gizka velikostni distribuce ¢astic,
diky nimz je vyrazné¢ omezeno rozmyti pikd. Druhym faktorem je velmi nizky mrtvy
objem pouziteho chromatografu, ktery minimalizuje mimokolonové piispévky
K rozmyti pikd. Poslednim faktorem je zfejmé mechanismus separace na
pentafluorofenylové staciondrni fazi. U béZné pouzivanych tzv. alkylovych fazi,
znichz CI18 je nejbézngjsi, je dominantnim separaénim mechanismem hydrofobni
interakce mezi alkylovym fetézcem a stanovovanymi latkami. Pokud se stanovované

latky vyrazné lisi v lipofolité, je Casto izokratickd separace na alkylovych fazich
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neuskutecnitelnd, v lepSim piipad¢ obtizna. Naproti tomu pentafluorofenylova
stacionarni faze muize separovat na zaklad¢ iontové vyménné interakce, interakce
latky (funk¢ni skupiny) s elektronové deficitnim pentafluorofenylovym jadrem nebo
tvarovych odliSnosti molekul (tzv. shape selectivity). Pro separaci lipofilnich
parentnich latek a jejich polarngjSich metabolitd se proto jevi jako vyhodna.
V ptipadé studované separace ABZSO, ABZSO,, OXI a ABZ je tieba uvazovat
vSechny tyto mechanismy. Vyznamné polarni interakce zvySuji retenci metaboliti a
zaroven snizuji retenci ABZ. Schopnost pouzité stacionarni faze separovat na
zaklad¢ tvarovych odlisnosti molekul (shape selectivity) napomahd separaci
metaboliti a OXI, které je na C18 fazich problematick4®?.

Detekce je s ohledem na pozadavek vysoké citlivosti navrzena fluorimetricka.
Vsechny ctyfi latky (ABZSO, ABZSO;, OXI a ABZ) vykazuji pfirozenou
intenzitu fluorescence pozorujeme u ABZSO. Relativné horsi intenzitu fluorescence
u ABZSO lze vysvétlit kompetici dvou prechodovych momentli v molekule, které
vedou K emisnimu spektru se dvéma vyraznymi pasy. Pravdépodobné vSak bude
vyznamnou roli hrét i nezéfivéa deaktivace Casti excitovanych molekul ABZSO?.

Validace prokézala schopnost navrzené¢ metody stanovit ABZSO, ABZSO; a
ABZ v homogenatu Haemonchus contortus s OXI jako wvnitinim standardem.
Selektivita metody je prokazana chromatogramem slepého vzorku na obr. 8. Na
tomto chromatogramu jsou dva vyrazné piky, které ovSem do pikd stanovovanych
latek a vnitiniho standardu nezasahuji, nebot’ maji odliSné retencni Casy. Patrné se
jedna o piky endogennich latek, které nebyly pfi LLE zcela odstranény.

Bylo dosazeno velmi dobré piesnosti stanoveni vSech tii latek na vSech
testovanych koncentracnich hladinach. Je vzdy velmi hluboko pod vyzadovanym
limitem®Y CV = 15 %. Podobn& spravnost nedosahuje nikdy limitu SP = 15 %, ktery
by nem¢él byt u tohoto parametru pfekroéenSl). Nejvyssi hodnota SP = 9 %, ktera je
koncentrace samé a zvolenou pfesnosti na jedno desetinné misto. Neznamena tedy
zadnou extrémni chybu stanoveni. Pro vytéznost nejsou stanoveny zadné limity, ale

jeji hodnota by se méla pohybovat kolem 100 %. To je v tab. 7 splnéno.
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Kalibra¢ni pfimky byly stanoveny v rozsahu vzdy nejméné jednoho tadu a
ptislusné koeficienty determinace jsou vice nez uspokojivé. Validaci byly stanoveny
LOD a LOQ. Oba parametry jsou nejnizsi pro ABZSO», jeho stanoveni je navrzenou
metodou velmi citlivé. Dalsi dvé stanovované latky vykazuji tyto parametry pon¢kud
horsi, avSak citlivost jejich stanoveni je stale velmi dobra.

Navrzend metoda byla uspésné aplikovana v praxi. Jednak je bézn€ pouzivana
na katedie biochemickych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové pfi studiu
rezistence parazita Haemonchus contortus vaci ABZ, jednak byla vyuzita ke
stanoveni ABZ a jeho metaboliti v rakosu pro externi spolupracujici pracoviste.
Retenéni Casy na obr. 9 se trochu odchyluji od retencnich Casii na obr. 7. To je
zpusobeno pouzitim corte-shell kolony se stejnou staciondrni fazi, ale od jiného
vyrobce (Supelco). Také se zde projevila odliSna biologickd matrice, nebot
endogenni latky eluovaly ve velmi kratkém case jest¢ ptred ABZSO. Schopnost
metody déavat spolehlivé vysledky 1 po malych zménach se nékdy nazyva robustnost.
Tato vlastnost vyvinuté metody byla v praxi prokazana, nebot’ metoda je pouzitelna i

pro jinou biologickou matrici a kolonu se stejnou néplni od jiného vyrobce.
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6. ZAVER
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V této praci byla vyvinuta izokratickd HPLC metoda stanoveni ABZ a jeho
dvou metabolitit (ABZSO, ABZSO,) vV biologickém materidlu (homogenatu
Haemonchus contortus) s OXI vroli vnitiniho standardu na core-shell koloné
s pentafluorofenylovou stacionarni fazi. Tato staciondrni fadze je ortogonalni vuci
nejcastéji pouzivané fazi C18, na niz bylo toto stanoveni provdzeno znacnymi
problémy. Pouzitim pentafluorofenylové stacionarni faze byly tyto problémy

piekonany. Metoda byla uspésné validovana a je vyuzivana ve vyzkumné praxi.
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