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1. UVOD



Vysokou¢inna  kvapalinova  chromatografia — High performance liquid
chromatography ( HPLC ) patri v dnesnej dobe k najmodernej§im a najprogresivnej$im
analytickym separaénym metédam. Medzi jej najvicsie prednosti patri citlivost, selektivita,
rychlost’” a mala spotreba analyzovaného vzorku. U vic¢sine modernych chromatografov je
samozrejmost’ou uplna automatizacia. HPLC ma v sucasnosti uplatnenie jak pri kvalitativnej
a kvantitativnej analyze, tak pri skimani stability a Cistoty lie¢iv. Metdda je bezne pouzivana
pri analyze lie¢iv a metabolitov v biologickom materiale.

Vyuzitie chelatorov zeleza je U pacientov presytenych Zelezom, no v poslednej dobe
sa vyskum zameral na pouzitie pri stavoch spojenych s oxidacnym stresom (ischemicko-
reperfuzné poskodenia, neurodegenerativne ochorenia, toxické poskodenia inych lieciv), ako
aj pri liecbe malarie.

Predmetom tejto Stadie je salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH, derivat
aroylhydrazonu), selektivny biokompatibilny chelator zeleza, ktory je v poslednej dobe
predmetom aktivneho vyskumu ako potencidlne lie¢ivo. Vykazuje zaujimavé antioxidacné
a kardioprotektivne ucinky proti  antracyklinovej kardiomyopatii. V preklinickych
experimentoch bol dokézany G¢inok na modeloch in vitro a in vivo, a zaroven nizka aktitna

a chronicka toxicita.



2. TEORETICKA CAST



2.1 Definicia arozdelenie chromatografickych metéd

Chromatografické metody st viacstupnové separacné metddy, kde zlozky vzorky su
rozdelované medzi dve fazy, zktorych jedna je staciondrna adruhd je mobilna®.
Umoziuji oddelenie  analyzovanych zloziek zo zmesi a zarovenich kvalitativnu
a kvantitativnu analyzu. Ich prednosti vyniknt predovsetkym pri analyzach zmesi latok, kde
sa ostatné neseparacné metody, ako napr. spektrofotometrické, nedaju principidlne pouzit’.
Pretoze vSetky technické produkty a velka vacSina prirodnych latok st zlozité zmesi, maja
chromatografické metddy analyzy prvorady vyznam. V zdravotnictve zaujimaju vyznamné
postavenie pri analyze lieCiv, tzv. monitorovanie liekovych hladin (TDM: Therapeutic drug
monitoring)?.

Pri vSetkych chromatografickych metdodach sa mnohonasobne ustanovuje rovnovaha
suCasti analyzovanej zmesi medzi dvoma vzajomne nemieSatelnymi fdzami. Jedna
nepohyblivd, staciondrna fiza ma schopnost réznou mierou zadrziavat’ jednotlivé sucasti
analyzovanej zmesi, druha pohybliva, mobilna fiaza na druhej strane vymyva (eluuje)
jednotlivé sucasti zmesi z nepohyblivej fazy a odnasa ju v smere toku réznou rychlostou,
&im déjde k ich oddeleniu?.

V sucasnej dobe sa pouziva mnoho typov chromatografickych metdod, ktoré je mozno
rozdelit’ podl'a niekol’kych kritérii:

e separacného procesu

e pouzitej techniky

e spdsobu vyvijania

e skupenstva pohyblivej a nepohyblivej faze?

Podl’a podstaty separa¢ného procesu

ADSORPCNA CHROMATOGRAFIA

K deleniu latok dochadza nasledkom roznej adsorpcie z pohyblivej faze na povrch
adsorbentu. Delené latky moézu byt v plynnom stave, alebo v roztoku. NajstarSou
a najpouzivanejSou je adsorpna chromatografia, zaloZena na schopnosti pevnej stacionarnej
fazy sorbovat’ latky z kvapalného roztoku. Adsorbentom (stacionarnou fazou) je najCastejSie
oxid hlinity, oxid horecnaty, silikagel, aktivne uhlie, praSkovana celuléza, polyamidy.
Pohybliva fazu tvoria bud’ Cisté rozpustadla zostavené podla elucnej schopnosti do tzv.

eluotropnej rady alebo zmesi rozpﬁét’adielz‘ 3,



ROZDELOVACIA CHROMATOGRAFIA

K deleniu latok dochadza na zaklade ich réznych rozdelovacich koeficientov.
Stacionarnou fazou je kvapalna zlozka, ktora je zakotvena na povrchu inertného nosic¢a. Tym
moze byt silikagel, kremelina, silikaty, Skrob, hydrofobne gély, celuldéza alebo chemicky
viazana faza na povrchu pevného nosica. Po vneseni roztoku delenej zmesi dochadza pocas
priechodu mobilnej fazy (organické rozpustadlo, nemiesitelné so stacionarnou fazou)
k opakovanému rozdeleniu (extrakcii) sucasti zmesi medzi obidve kvapalné fazy, pri
plynovej chromatografii medzi kvapalnu a plynna fazu. Pri rozdel'ovacej chromatografii sa
spravidla pouziva dvojfazovy systém, priCom jedna faza byva bohatSia na organické
rozpustadla a druhd na vodu. Zakotvend byva spravidla fiza vodnd a organicka byva
spravidla mobilna. V niektorych pripadoch je vSak vyhodnejSie nasytit hydrofobne
impregnovany nosi¢ organickou fazou a fazu vodnu volit’ ako mobilnt. Pouziva sa vel'mi
Casto v kvapalinovej chromatografii. Jedna sa o systém obratenych faz (RP — reversed

phase)? *.

IONTOVO VYMENNA CHROMATOGRAFIA

Na povrchu stacionarnej fazy dochadza k interakcii medzi iénmi delenych latok
sionogennymi skupinami tychto fazy. Iony viazané na povrchu staciondrnej fazy sa
vymienaju na zéklade ndboja, velkosti i6nov a disociacnej konStanty za i6ny pritomné
v mobilnej faze. Podl'a typu viazeného iénu potom rozliSujeme anexy (aniony) a katexy

(kationy)> >,

GELOVA CHROMATOGRAFIA

Jedna sa o kvapalinova chromatografiu, pricom k deleniu latok dochadza na zaklade
rozdielnej vel'kosti a tvaru molekul. Stacionarna faza je tvorena nabobtnanym gélom, ktorého
péry st naplnené rovnakym rozpustadlom, ktoré je pouzité ako fdza mobilna. Zmes latok je
eluovana v poradi podla klesajucej molekulove; hmotnosti. Najprv st eluované latky
s va¢Sou molekulovou hmotnost'ou. Tie totiz nemézu difundovat’ do porov gélu, a preto su

undSane mobilnou fazou rychlejSie nez mensie molekuly2 o7

AFINITNA CHROMATOGRAFIA
Tento druh chromatografie je zaloZeny na vysoko selektivnych interakciach. Jedna sa
0 $pecialnu metodu izolacie biologicky aktivnych latok (napr. enzym — jeho inhibitor, alebo

antigen a jeho protilatky)®.



PodPa spésobu vyvijania

FRONTALNA CHROMATOGRAFIA

Tato metdda spociva v kontinudlnom privadzani roztoku delenej zmesi na kolonu az
do konca chromatografického procesu. Vzorka je takto rozptistand v mobilnej faze. Najprv
vychadza z kolony zlozka s najmenSou afinitou, ktora je tymto padom najmenej brzdena.
Frontalna technika nie je vhodna k preparativnym t¢elom, lebo v Cistej forme sa da izolovat’

len Cast’ zlozky vychadzajucej ako prvé4.

VYTESNOVACIA CHROMATOGRAFIA

Princip tohto druhu chromatografickej analyzy spociva v diskontinudlnom
(jednorazovom) privadzani vzorku na kolonu. Potom sa az do konca chromatografického
procesu privadza roztok d’alSej latky, ktora mé ku stacionarnej faze vyssiu afinitu a vytesnuje
delené¢ zlozky zmesi V poradi podla vzrastajucej afinity k tejto faze. Zlozka, ktord ma
najnizsiu afinitu K stacionarnej faze, opusta kolonu ako prva, ako posledné vyteka
vytesiiovadlo. Tato metoda nedovol'uje uplné rozdelenie zloziek zmesi. Ak ma nasledujuca

zlozka uvoliovat predchadzajucu z interakcie so staciondrnou fazou, musia vyt vSetky

zlozky v kontakte a dochadza k ¢iasto&nému mieSaniu latok”.

ELUCNA CHROMATOGRAFIA

Na chromatografickti kolonu sa vnesie mala ¢ast’ zmesi latok a kolona sa premyva
mobilnou fazou, ktorda ma ku stacionarnej faze mensiu afinitu nez ktorakol'vek zo zloziek
zmesi. Pritom dochédza k vyvoji a k migracii eluénych zén jednotlivych zloziek zmesi.
Latky st z kolony vymyvane v poradi podl'a velkosti sorpcie na stacionarnej faze a Casto od
seba rozdelenej mobilnej fazy. Pri izokratickej elucii sa pouziva stale rovnaka mobilna faza.
Tato metoda je vhodna v pripadoch, ked’ sa delené latky od seba neliSia v afinite ku
stacionarnej faze, takZe sa eluuju skoro pri sebe. Gradientova elucia, pri ktorej postupne
rastie elu¢na schopnost’ mobilnej fazy, nachddza svoje hlavné uplatnenie u analyz, kde sa
zony delenych latok vymyvaja v prili§ dlhych intervaloch, alebo sa vytvéaraji prili§ Siroké
piky — tzv. chvostovanie. Princip spoéiva v tom, Ze menej zadrziavané latky sa eluuju
mobilnou fazou s nizSou elucnou silou, zatial’ ¢o elucia latok so silnou afinitou k stacionarnej

faze sa urychli zvySenim elucnej sily mobilnej fazy v zavere elucie” *°

10



PodPa pouzitej techniky

KOLONOVE USPORIADANIE
PLOSNE USPORIADANIE - papierova

,2,6
- tenkovrstevna

PodPa skupenstva faz

KVAPALINOVA — mobilnou fizou je kvapalina a staciondrnou fazou nemiesatel'na
kvapalina, alebo pevna latka.

PLYNOVA — mobilnou fazou je plyn a stacionarnou fazou kvapalina alebo pevna latka®®

11



2.2 Definicie pojmov chromatografického procesu

2.2.1 Retenéné udaje

Retencny c¢as a retenény objem

Retencia v prietokovej chromatografii sa uruje retenénym c¢asom (tr), ktory je
definovany priamo polohou maxima piku na chromatograme. Z hodnoty retencného ¢asu sa
vypocita reten¢ny objem (Vg),

VR =trv,

kde tgr = retendny Cas alebo reten¢éna vzdialenost merana pozdiz zakladnej linie medzi
bodom nanesenia analytu a kolmicou spustenou z maxima piku zodpovedajiiceho
danej zlozke,

v = prietokova rychlost’ mobilnej fazy.

Hmotnostne distribuény pomer (D,) (znamy aj ako kapacitny faktor k” alebo retenény

faktor k) je definovany takto:

mnozstvorozpustnejlatky vstacionarnej faze _

Dm =
mnozstvorozpustnejlatky vmobilnej faze

Ko Vs |
VM

kde K¢ =rovnovazny rozdel'ovaci koeficient (znamy aj ako distribu¢na konstanta),
Vs = objem stacionarnej fazy,

Vm = objem mobilnej fazy.
Rozdel'ovaci pomer latky sa moZe ur€it’ z chromatogramu podl'a vzorca

Dy = g — Ly
ty

kde tr = retenCny Cas alebo retenc¢na vzdialenost’ merana pozdrz zakladnej linie medzi
bodom nanesenia analytu a kolmicou spustenou z maxima piku zodpovedajuceho

danej zlozke,

12



ty = mitvy ¢as (alebo objem), ¢as (alebo objem) alebo vzdialenost merana pozdiz
zakladnej linie medzi bodom nanesenia analytu a kolmicou spustenou z maxima piku

zodpovedajiiceho nezadrzanej zlozke® *°.

2.2.2 Chromatografické udaje

Chromatograficky pik sa urcuje plochou (A) alebo vyskou (h) a Sirkou v polovi¢nej
vyske (wp), alebo vySkou (h) a Sirkou piku medzi inflexnymi bodmi (w;). Na krivke opisane;j

Gaussovou funkciou plati zavislost’:
wh = 1,18w;
Faktor symetrie

Faktor symetrie (As) piku (znamy aj ako faktor chvostovania) sa moze vypocitat

podrla vzorca

kde  wy s = Sirka piku v jednej dvadsatine jeho vysky,
d = vzdialenost’ medzi kolmicou spustenou z maxima piku v prislusnom bode a ¢elom
piku v jednej dvadsatine jeho vysky.

Hodnota 1,0 tejto veli¢iny zodpoveda tplnej (idedlnej) symetrii.

Utinnost’ kolény a zdanlivy poéet teoretickych priehradiek

Utinnost’ kolony (zdanliva tué¢innost) sa moze vypoéitat zudajov ziskanych
Vv izotermickych, izokratickych alebo izodenzickych podmienkach v zavislosti od pouZitej
techniky ako zdanlivy pocet teoretickych priehradiek (etazi) (N) zo vztahu, kde sa veliCiny tg

a Wy vyjadruji v rovnakych jednotkach (€as, objem alebo vzdialenost’):

2
N = 5,54[t_Rj |
Wi,

13



kde tgr=retenény &as (alebo) objem alebo retenéna vzdialenost merana pozdiz zakladnej
linie medzi bodom nanesenia analytu a kolmicou spustenou z maxima piku
zodpovedajuceho danej zlozke,
W, = Sirka piku v polovici jeho vysky.
Zdanlivy pocet teoretickych priehradiek zavisi od zlozky, ako aj od kolony a retenéného
casu.
Pre zrovnavanie ucinnosti rdéznych kolon sa pouziva parameter vysSkového
ekvivalentu priehradiek H, ktory sa moze vypocitat’ podl'a vzorca:

.
N
kde L =dizka kolony v metroch,

N = pocet teoretickych priehradiek™ 10,

2.2.3 Separacné udaje

RozliSenie
Rozlisenie (Rs) pikov dvoch zloziek, ktoré maju porovnatelnti vySku, moze sa
vypocitat’ podl'a vzorca
Re = 1’18(tR2 _tRl)
S— ’
Whl + Wh2

tr2> tr1

kde tr1 a try = retenéné Casy alebo retenc¢né vzdialenosti merané pozdrz zakladnej linie
medzi bodom nanesenia analytu a polohami kolmic spustenych z maxim dvoch
susednych pikov,
Wh1 & W2 = Sirky pikov Vv ich polovi¢nej vyske.

Ak sa dosiahne lepsie rozliSenie ako 1,5; hovorime o separacii na zakladnej linii.

Pomer vysky piku k sedlu
Ak nie je dosiahnutd separacia dvoch pikov na zékladnu liniu, mdze sa ako kritérium

sposobilosti systému pri skuske na pribuzné latky pouzit’ pomer vysky piku k sedlu (p/v).

plv=—1,
\Y
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kde  H,=vyska piku necistoty nad extrapolovanou zakladnou liniou signalu,
H, = vyska piku necistoty nad extrapolovanou zékladnou liniou signalu v najnizSom

bode krivky medzi pikom analytu a neéistoty™ *°.

2.2.4 Presnost’ kvantitativnej analyzy

Pomer signalu k Sumu
Presnost’ kvantitativneho stanovenia ovplyviiuje veli¢ina vyjadrena ako pomer hodnot
signdlu a Sumu (S/N) a vypocita sa podl'a vzorca:

S _2H

N h

kde H = vyska piku sktsanej zlozky na chromatograme ziskanom s predpisanym

referenénym roztokom merand od maxima piku po extrapolovanii zékladna liniu
signalu vo vzdialenosti, ktora zodpoveda 20-naskobku $irky v polovi¢nej vyske piku,

h = amplitida Sumu na oboch stranach piku na chromatograme slepého roztoku vo
vzdialenosti, ktora zodpoveda 20-nasobku Sirky v polovi¢nej vyske piku na
chromatograme ziskanom s predpisanym referenénym roztokom, na mieste, kde by sa

nachadzal pik.

Opakovatel’'nost’
Opakovatel'nost’ odozvy sa vyjadruje ako odhad relativnej smerodajnej odchylky

(RSDy, ) Vv percentach pre radu naslednych merani porovnavacieho roztoku a vypocita sa zo

RSDy; = 190,/2(Yi v ,
y n-1

kde yi=jednotlivé hodnoty vyjadrené ako plocha piku, vyska piku alebo relativne

vzorca.

hodnoty ploch pri pouziti metdody vnitorného Standardu,
§ = priemer vypocitany z jednotlivych hodnot,

n = pocet jednotlivych hodnoth 2.

15



2.2.5 Sposobilost’ systému

Test sposobilosti systému predstavuje neoddelitelni sucast’ metody a slazi pre
zaistenie primeranej uc¢innosti chromatografického systému. Pre hodnotenie G¢innosti kolony
sa pouzivaju nasledujice parametre: zdanliva u¢innost’, kapacitny faktor, rozliSenie, relativna
retencia a faktor symetrie. Faktory, ktoré moézu ovplyvnit' chromatografické chovanie,
zahrnuju zloZenie mobilnej fazy, jej i6novu silu, teplotu a zdanlivé pH, prietokovt rychlost’,
dizku kolény, teplotu atlak, charakteristiku stacionarnej fizy, vratane porozity, velkosti
a typu Ccastic, Specifického povrchu a U nosi¢ov pouzivanych v chromatografii s obratenymi
fazami rozsah chemickej modifikacie (odstranenie povrchovych silanolovych skupin, obsah
viazaného uhliku atd’.).

Jednotlivé casti pouzitého zariadenia musia byt kvalifikované a musia byt schopné

dosiahnut’ presnost’ pozadovanu pre prevedenie skusky alebo stanovenie obsahu® *°.

16



2.3 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

2.3.1 Vyznam a postavenie HPLC v modernej farmaceutickej analyze

Vysokoucinna kvapalinovd chromatografia (HPLC) zaujima pre mnohé vyhody
dominantné miesto vo farmaceutickej analyze. HPLC metody zalozené na tzv. reverznom
mode (RP-HPLC) su najéastejSie pouzivanymi separacnymi metédami v celej oblasti
zaoberajlicej sa analyzou lieiv'!. Na rozdiel od inych (neseparatnych) technik umoZituje
HPLC najprv efektivne rozdelenie jednotlivych zloziek analyzovanej zmesi do tzv. elu¢nych
zOn, a nasledne ich selektivnu detekciu. Vyhoda v porovnani s plynovou chromatografiou
spociva v detekcii SirSieho spektra latok, pretoze nevyzaduje prevedenie analytu na prchavy
derivat. StarSie chromatografické techniky (papierova, tenkovrstevna, gélovd) na druhej
strane neumoznuju dosiahnut’ tak efektivnu separaciu a citlivost™®. Prednostou HPLC je
relativne jednoduché kvalitativne a kvantitativne hodnotenie ipomerne zlozitych zmesi
chemickych latok. V priebehu jednej analyzy je mozné presné a spravne stanovenie
aktivnych, pomocnych i pribuznych latok (necistot, degrada¢nych produktov). V bioanalyze
na druhej strane tato metéda umoznuje hodnotit’ lieCiva aich metabolity v biologickom
materiali bez interferencie s nizko molekularnymi endogénnymi latkami® 2, V poslednej
dobe sa pozornost’ sustredila na vyvoj automatickych systémov pre analyzu lieciv
v biologickom materiali spojujucich on-line upravu vzorku (napr. extrakciu alebo

mikroextrakciu na pevnej faze — SPE, SPME) s naslednou chromatografickou analyzou**.

2.3.2 Historia

Pred rokom 1970 bolo pre vedeckych pracovnikov komeréne dostupnych vel'mi mélo
chromatografickych metdd. V sedemdesiatych rokoch bola vicSina separacii vykonavana
pouzitim mnozstva technik, vratane otvorenej kolonovej chromatografie, papierovej
chromatografie achromatografie na tenkej wvrstve. No napriek tomu boli tieto
chromatografické techniky nedostatoné pre kvantifikciu a rozliSenie podobnych zlucenin.
V tomto Case sa zacala pouzivat tlakova kvapalinova chromatografia, aby sa znizil
prietokovy cas azaroven doba, za ktori sa oddelia zloZky izolované v kolonovej
chromatografii. No prietokova rychlost’ bola nestdla a zacalo sa diskutovat’, ¢i je lepSie mat’

konstantny prietok, alebo konstantny tlak.
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Vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia bola vyvinuta v polovici 70-tych rokov
minulého storocia a bola rychlo vylepsena vyvojom kolénovych naplni a vymozenost'ou on-
line detektorov. Na konci 70-tych rokov novo vynajdena metoda reverznych faz umoznila
separaciu vel'mi podobnych zlucenin.

Od 80-tych rokov bola HPLC beZne pouzivana na separaciu chemickych zlaéenin.
Nové techniky umoznovali lepSiu separaciu, identifikaciu, purifikaciu a kvantifikaciu ako

techniky pouZivané predtym™.

2.3.3 Zakladna schéma HPLC
CHFEOBIL TGRS B
E 14
] iy
| - | pumpa | 1% ., piky
. I o
mc:-bﬂni[E) B e
faze mmErsHl Sap [mmin)] _
T o =
déwlzow aci pocitac
leohout se = ] [ B_ﬁ
sy Cloon separadni
lzolona detelctor =

Zasobniky mobilnej fazy

Konstrukénym materidlom zéasobnikov byva najcastejSie sklo, plasty (polyethylen,
polypropylen, polytetrafluorethylen) alebo nerezova ocel’. Na prepojenie chromatografickych
systémov sa Casto pouzivaju kapilary z plastu. Tiez sa pouZzivaji kapilary z nehrdzavejucej

ocele'”8,

Mobilna faza

Ulohou mobilnej fizy v HPLC je kontinualne vnasat’ vzorku do koldny, ¢ize na
stacionarnu fazu. V chromatografii s normalnymi fazami sa ako mobilné fazy pouzivaju
menej polarne rozpustadla. V chromatografii s obratenymi fazami sa pouzivaju vodné

mobilné fazy S organickym rozpustadlom.
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Vzorka je do mobilnej fazy nastrekovana cez injektor. Pocas toho ako je unaSana cez
kolonu, jej zlozky migrujii podl'a nekovalentnych interakcii zluceniny a kolény. Chemické
interakcie mobilnej fazy a analytu skoloénou urcuji stupen migracie a separacie zloziek
obsiahnutych vo vzorku. Napriklad, tie vzorky, ktoré maju silnejSiu afinitu k mobilnej faze
ako k stacionarnej, sa budu eluovat’ rychlejSie a budi mat’ kratSi reten¢ny Cas a naopak.
Zlozky mobilnej fazy sa obvykle filtruji, aby z nich boli odstranené Castice vécsie ako 0,45
um. Zlozenie mobilnej fazy méze byt Vv priebehu analyzy menené za ucelom ovplyvnenia
interakcii medzi vzorkou a mobilnou fazou. Podla toho rozoznidvame dve zakladné typy
analyz (médy analyz): isokraticku a gradientovu.

V izokratickej sa zlozky vymyvaju pouzitim mobilnej fazy, ktora ma stale zlozenie
pocas celej doby separacie. Vyhoda tohto typu analyzy spociva v rychlejSom ustaleni
rovnovahy v koléne (ekvilibracia kolony). Problémom je vSak rozliSenie podobnych latok
a dlhsi ¢as analyzy vzoriek obsahujtcich jak lipofilng, tak hydrofilné zlozky.

V gradientovej elucii st rozdielne zluCeniny vymyvané vzrastajucou silou
organického rozptstadla. Vzorka je zvdcSa nastricknutd prave vtedy, ked je v systéme
mobilna faza so slabSou elu¢nou silou. Ta je neskdr zvySend vzrastajucim percentom
organickej fazy, o nasledne vedie k vymyvaniu zloziek, ktoré st sorbované silnejsie. To je
obyc¢ajne vykondvane skokovite, alebo linearne. Vyhody gradientovej elucie Vv porovnani
S isokratickou su:

e rychlejsia elucia silne zadrziavanych analytov

e ostrejSie piky

e menSie chvostovanie pikov

e urychlenie analyzy

Beznym problémom pri HPLC analyze je obsah plynov v mobilnej faze. Pri vy$som
tlaku v kolone je vzduch rozpusteny v mobilnej faze. Pri vystupe z kolony alebo v detektore
sa mdze z mobilnej fazy uvolnovat, a tym padom menit’ tvar pikov. Odplynenie méze byt
prevedené manualne alebo pomocou degassera. Jedna sa o zariadenie zabudované priamo
v chromatografe, takZze proces je automaticky. Vzduch je mozné odstranit’ pomocou vékua,

ultrazvuku alebo prebublanim s héliom®® %,

Pumpy (Cerpadla mobilnej fazy)
HPLC pumpa je povazovana za jednu z najdolezitejsich komponent v kvapalinovej
chromatografii. Jej tlohou je zaistenie kontinualneho a konStantného toku eluentu cez HPLC

injektor, kolonu a detektor. PoZiadavky na Standardnt HPLC pumpu st:
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e prietokové rozmedzie od 0,01 do 10 ml/min

e tlakové rozmedzie od 1 do 5,000 psi (68,95 mbar — 344,74 bar).

e pulzacie tlaku menej ako 1% pri normalnom a reverznom mode a menej ako 0,2%

pri gélovej chromatografii.

Pumpy sa delia do dvoch zakladnych kategorii, a to na pumpy s konstantnym tlakom
a konstantnym prietokom.

Vyhodou pump s kon$tantnym tlakom je absencia pulzécii, vysledkom c¢oho je
pravidelnd zakladna linia. Nevyhodou je moznost’ kolisania prietoku, ¢o sa prejavi zmenou
reten¢ného Casu a objemu anasledne ovplyvnenim kvalitativnej a kvantitativnej analyzy.
Preto je kladeny doraz na jeho monitorovanie.

Pumpy s konsStantnym prietokom maju schopnost opakovane dosahovat rovnaky
eluény objem bez ohladu na zmeny viskozity mobilnej fazy alebo zablokovanie kolony.
Problémom st vSak pulzacie, ktoré v§ak moézu byt’ absorbované timi¢mi.

MieSanie mobilnej fazy sa rozdeluje na nizkotlakové a vysokotlakové. Pri
nizkotlakovom dochddza k mieSani zloziek mobilnej fazy pred cerpadlom, ktoré nasledne
pumpuje mobilnu fazu v pozadovanom zlozeni. Pri vysokotlakovom mieSani mé kazda

zlozka vlastné erpadlo a k zmie$aniu dochadza za pumpou®.

Davkovacie zariadenia (injektory)

Ulohou injektorov v kvapalinovej chromatografii je moznost” injikovania kvapalnych
vzoriek v rozmedzi od 0,1 do 100 ml s vysokou reprodukovate'nostou a pod vysokym
tlakom (4000 psi). Poziadavky st taktiez kladené na minimalne ovplyviiovanie prietoku.

Najcastejsie pracuju na principe Sest'cestného ventilu (obr. 1). Vzorka je striekackou
vpravena do davkovacej smycky, pooto¢enim jadra ventilu je smycka napojena na prud
mobilnej f4zy a tym nastrieknutd na kolonu. Objem néstreku sa méZe pohybovat’ od 60 nl.

Davkovanie sa deli na manudlne a automatické. Pri manualnom je potrebné
davkovaciu smycku rucne naplnit striekackou a otoc€it’ ventil. Nevyhodou je potreba vymeny
davkovace] smycky pri zmene objemu ndstreku. Automatické davkovanie vicSinou
umoziuje nastrek variabilného mnozstva vzorky bez potreby vymeny davkovacej smycky.

Vyuziva sa hlavne pri spracovani va¢siecho mnozstva vzoriek bez zdsahu operatérazo.
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Obrazok 1: Schéma Sest’cestného ventilu

Kolony

Kolony pre HPLC analyzu st adsorbentom naplnené ocel'ové alebo sklenené trubice
2 Dizka kolén sa zvicsa pohybuje v rozmedzi 5 — 25 cm, priemer je najcastejSie 3 mm; 4 mm
alebo 4,6 mm. Existuju vSak aj kratSie kolony (2 — 3 cm) a s menSim priemerom. Velkost
Gastic adsorbentu je najcastejiie 3 — 10 um, ale v niektorych pripadoch méze byt i mengia®.

HPLC sorbent (staciondrna faza) je materidl, ktorym je naplnend kolona a ktory
umoznuje adsorpciu analytu, Cize separaciu. Dominantnym typom HPLC adsorbentu je
silikagel ( oxid kremicity, SiO, x H,0). Ten mdze byt nemodifikovany (polarny), v tomto
pripade sa jedna 0 separaciu V systéme normalnych faz. Druhym typom je modifikovany
(nepolarny) silikagel, v ktorom byvaju hydroxylové skupiny upravované naviazanim réznych
radikalov. lde o chemicky viazané stacionarne fazy (tzv. reverzné fazy alebo RP fazy).
Z 80% su to uhlikové ret'azce obsahujice 18 (pripadne 8) uhlikovych atobmov. Radikal moze
tiez obsahovat’ trojuhlikaty retazec zakon¢eny skupinami —NH,, -CN, a iné. V tomto pripade

sa jedna o stredne polarne fazy® %.

TaktieZ sa pouZivaji polymérne kolony, kolony na baze oxidu zirkonicitého a ine®.

Detektory

Detektory su zariadenia, ktoré slizia na identifikdciu analytu vychadzajiceho
Z kolony. Princip spociva v detekcii eludtu pomocou vhodného snimaca. Signdl je po
zosilneni d’alej spracovany a vyhodnoteny. Poziadavky na detektor pre HPLC su:

e nizka hodnota Sumu
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vysoka citlivost’

rychla odozva

reprodukovatel'nost’

Siroké linedrne rozmedzie

nezavislost’ odozvy na zmene mobilnej fazy pri gradientovej elucii
nizka citlivost’ pri pulzacidch a rychlosti prietoku mobilnej fazy
univerzalnost’

I'ahké obsluha a spol’ahlivost®

Detektory sa delia na selektivne a univerzalne. U selektivnych je signal tmerny

koncentracii samotnej detegovanej latky a u univerzalnych je odozva imerna urcitej celkovej

vlastnosti eluatu, jak analytu tak i zloziek mobilnej fazy®".

SPEKTROFOTOMETRICKE DETEKTORY (UV/VIS DETEKTORY)

UV detektory vyuzivaju elektromagnetické Ziarenie o vinovej dizke 190 — 400 nm,

VIS 400 —

800 nm. IR spektrum mé v HPLC minimalne vyuzitie. Kazda chemicka zlucenina

ma schopnost’ interakcie S elektromagnetickym vlnenim, pricom sa zmenia jeho vlastnosti,

¢o je principom optickych HPLC detektorov. Tato zmenaje podla Lambert-Beerovho

zékona zavisld na koncentricii analytu. Cast’” molekuly, ktord je schopnd menit’ vlastnosti

. . . ’ 2
elektromagnetického vinenia sa nazyva chromofor®.

UV/VIS detektory je mozné rozdelit’ na:

UV detektory s fixnou vlnovou diZzkou (najéastejsie 254 nm alebo 280 nm). Maja
dvojpaprskové usporiadanie ameraji rozdiel absorbancie medzi mernou
a porovnavacou celou. Ako zdroj Ziarenia sa pouziva nizkotlakova ortutova
vybojka s fixnou vlnovou dizkou. Patri medzi starsie typy detektorov.

UV-VIS detektory s premenlivou vinovou dizkou. Poskytujii moznost’ nastavenia
roznych hodndt vlnovych dizok. Zdrojom polychromatického Ziarenia je
deutériova lampa, pozadovand vlnovd di’ka sa nastavuje pomocou
monochromatora.

Scanning UV detektory. Umoznuje v priebehu niekol’kych sektind snimat’ celé
absorpcné spektrum v maxime piku hodnoteného lieciva.

Diode array detektory umoznuje v priebehu analyzy merat’ celé spektrum, vznika
trojrozmerna projekcia. Princip spociva v merani signidlu velkého poctu
miniatirnych plos$nych fotodiod. Citlivost’ je vSak 0 nieco niz$ia ako u obycajného

detektoru®.
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Citlivost spektrofotometrickych detektorov je 107 az 10™° g/ml. Mobilnou fazou
mozu byt rozpustadla, ktoré neabsorbuju pri danej vinovej dizke, mozna je aj gradientova

eltcia®,

FLUORESCENCNE DETEKTORY

Fluorescenéné detektory patria medzi najcitlivejSie detektory v modernej HPLC
analyze. Umoziuji detegovat’ pritomnost jedinej molekuly analytu. Typicky je citlivost
fluorescencnych detektorov asi 10 az 1000 krat vyssia ako pri UV detektoroch (10‘9 az 1072
g/ml)> 2,

Principom je absorpcia kratkovinného ziarenia Specifickymi funkénymi skupinami
analytu anasledne emitovanie Ziarenia o vy$Sej vinovej dizke. Tento jav sa nazyva
fluorescencia.

Normalne vsak vykazuje prirodzenu fluorescenciu iba 15% vsetkych latok. Pri jej
absencii je v niektorych pripadoch mozné previest' derivatizaciu, pri ktorej sa na analyt
naviaze funk¢éna skupina vykazujica fluorescenciu, ktord nasledne umozni detekciu.

Citlivost detekcie akejkol'vek latky zavisi na vybranej vinovej dizke. Vicsina
modernych detektorov umoziuje rychle prepinanie medzi excitanymi a emita¢nymi

vlnovymi dizkami, &o je vyhodné pri detekeii roznych zloziek zmesi®.

ELEKTROCHEMICKE DETEKTORY

Princip detekcie spo¢iva v merani pradu produkovaného oxidac¢no-redukénymi
reakciami analytu na vhodnej elektrode. Podmienkou je elektricka vodivost’ mobilnej fazy,
takZe sa nedaju pouzit’ v systémoch s normalnymi fazami. Taktiez je dolezité odplynenie
mobilnej fazy, aby nedochadzalo k poruseniu zakladnej linie.

Oblast’ vyuzitia elektrochemickych detektorov v HPLC nie je Siroka, zato sa vSak pre
svoju citlivost’ a selektivitu preferuji pri analyze niektorych lie¢iv, necistot a prirodnych
produktov (napr. organické kyseliny, katecholaminy, fenol). Ich Specifita a citlivost
umoziuje pouZzitie pri monitorovani zlucenin v komplexnych matriciach, ako st napr. telové
tekutiny®®. Va&sinou viak nie je mozna gradientova elticia®.

Princip  elektrochemicke;  oxidovatelnosti  a redukovatelnosti sa  vyuziva

u voltametrickych, ampérometrickych a polarografickych detektoroch. Citlivost’ sa pohybuje

v rozmedzi 10”° az 102 g/ml°.
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REFRAKTOMETRICKE DETEKTORY

St to univerzalne detektory. Princip detekcie spoc¢iva v merani rozdielu indexu lomu
eluatu a Gistej mobilnej fazy. Cim vyssi je rozdiel, tym vicsia je citlivost. Kazda zmena
Vv zloZeni mobilnej fazy vyzaduje kalibraciu, ¢ize st nepouzitelné pri gradientovej elucii.
Taktiez je vyrazna zavislost medzi teplotou aindexom lomu, ¢o vyzaduje nutnost
termostatovania. Tieto vlastnosti a nizka citlivost’ detektorov (10° g/ml) vyrazne obmedzuji

ich uplatnenie v praxi® %.

HMOTNOSTNE DETEKTORY

Pre detekcii lieciv je v poslednej dobe vyuzivané tiez spojenic HPLC s hmotnostnou
spektrometriou (MS). Po vystupe z kolény je potrebné z eludtu odstranit’ mobilni fazu
aionizovat molekuly lieciva v plynnom stave. Pre spojenie s HPLC sa najviac pouziva
ionizécia elektrosprejom, chemickd ionizdcia za atmosférického tlaku a fotoionizacia za
atmosférického tlaku. Nabité Castice (molekularne a fragmentové iony) su v magnetickom
alebo vysokofrekvenénom poli separované podl'a hmotnosti a naboja (hodnét m/z) aje
zaznamenané hmotnostné spektrum (tj. pocet idnov vo vzt'ahu k pomeru — hmotnost/pocet
nabojov). Spojeniec HPLC-MS je vysoko selektivne, vysoko citlivé a naviac poskytuje celu
radu udajov potrebnych pre identifikdciu nezndmych latok. No =zatial st hmotnostné
detektory pomerne finanéne velmi naroéné’.
Zariadenie pre spracovanie dat

Sluzia na vyhodnotenia, spracovanie a ulozenie dat z chromatografu. V dnesnej dobe
sa pouzivaju hlavne bezné pocitace vybavené softwarom Specialne vyvinutym vyrobcom.
Pomocou pocitata moZe operator pohodlne ovladat cely analyticky postup (zloZenie
mobilnej fazy, prietok, tlak ateplotu na kolone, gradient atd’.). Moderné chromatografy
umoziuju vopred naprogramovat’ a vykonavat’ celu sériu analyz bez pritomnosti operatora

(napr. cez noc)?!.

2.3.4 Kvalitativna a kvantitativna analyza HPLC chromatogramu

Na uréenie kvalitativnych a kvantitativnych parametrov v HPLC analyze sluzi

chromatograficka krivka.
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Kvalitativnou charakteristikou je retencny (eluc¢ny) Cas tg, ¢o je doba nastrieknutia
vzorku na koléonu k maximu chromatografického piku. Dal§ou metdédou je porovnanie
kompletnych UV/VIS spektier ziskanych DAD alebo vyuzitim techniky on-line analyzy piku
hmotnostnej spektrometrie (HPLC-MS)>.

Koncentraciu analytu (kvantitativnu charakteristiku) je mozno uréit’ z plochy piku,
pripadne vysky piku. Kvantitativna analyza za pouzitia davkovacieho ventilu s objemom
smycky 50-200 pl umoziuje stanovenie s relativnou presnostou 0,2 %; izokratickd elicia
pritom poskytuje reprodukovatel’nejsie vysledky nez gradientova. Pre vlastné kvantitativne
vyhodnocovanie na zaklade kalibra¢nej zavislosti alebo metddy Standardného pridavku je
vyhodnejsie pouzit® plochu pod pikom, iba u symetrickych pikov je mozné vyuzit
vyhodnotenie vysky piku. Pre stanovenie jednotlivych zloziek sa najCastejSie pouziva
metoda vonkaj$ieho, metoda vnitorného Standardu, postup kalibracie alebo postup

normalizacie® *°,

Metoda vonkajSieho Standardu

Spoc¢iva v dvoch krokoch, v dvojitom davkovani. V prvom kroku sa na kolonu
nastriekne roztok analyzované¢ho vzorku a po registracii chromatografického zdznamu sa
V druhom kroku nastriekne roztok vonkajSieho Standardu a opdt sa registruje jeho
chromatogram. Ako vonkajsi Standard sa spravidla pouziva u substancii chemicka referen¢na
latka (CRL), alebo u zlozenych liekovych pripravkoch jedna zo zloziek analyzovanej zmesi.
Koncentracia stanovovanych zloziek zmesi sa potom vypocita porovnanim ploch (vySok)

pikov jednotlivych stanovovanych latok a plochy piku vonkajSieho Standardu?.

Metéda vnutorného Standardu

Princip spoc¢iva v pridani znameho mnozstva Standardnej latky k analyzovanej zmesi.
Koncentracia analytu sa nésledne vypocita z pomeru ploch (vySok) pikov jednotlivych
separovanych zloziek a plochy piku vnatorného Standardu. Metdda je menej ¢asovo narocna
a hlavne presnejSia, pretoZe nie je zatazend chybou dvojitého nastreku. St vSak kladené
vysoké naroky na vyber vhodného Standardu. Musi mat’ podobné vlastnosti ako analyt, musi
byt eluovany v blizkosti piku analyzovanej latky, musi mat podobnu koncentraciu a byt
chemicky inertny. Z chromatografickych zdznamov sa vypocita obsah analytu vyhodnotenim

pomerov pldch piku Standardu a skiimane;j létky23.
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Postup kalibracie
Ur¢i sa vztah medzi meranym alebo hodnotenym signdlom (y) a mnozstvom
(koncentraciou, hmotnostou a pod.) latky (x), z ktorého sa vypocita kalibra¢na funkcia.

Obsah analytu vo vzorku sa vypocita pomocou inverznej kalibra¢nej funkcie. 10,

Postup normalizacie

Percentudlny obsah jednej alebo viacerych zloziek skuSanej latky sa vypocita urCenim
velkosti plochy piku alebo pikov ako percentualny podiel z celkovej plochy vSetkych pikov
okrem pikov, ktoré zodpovedaji rozpustadlam alebo pridanym c¢inidlam, a pikov, ktoré st

pod prahom citlivosti®.
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2.4 Uprava vzoriek pred HPLC analyzou

Uprava vzorku je dolezitou stiéastou prevaznej Gasti HPLC analyz, pretoze umoziiuje
ziskat homogénny roztok obsahujici analyzované latky, ktory modze byt nasledne
nastriecknuty na chromatograficka kolonu. Zatial' o samotna HPLC je v prevaznej miere
vykonavana automaticky, uprava vzorku je zvicSa ru¢ny proces, ktory vyzaduje viac Casu
ako samotna HPLC separacia a analyza dat. Vyznam tohto procesu je ziskat vzorku, ktora
je zbavena necistot, neposkodzuje kolonu, je kompatibilna s pouzivanou HPLC metddou
a Vv pripade potreby ju mozeme skoncentrovat' alebo derivatizovat, ¢o je vhodné pre

zlep3enie citlivosti detekcie a zlep3enie kvality separacie®®.

2.4.1 Uprava biologického vzorku

Biologické vzorky st pomerne zlozité matrice, ktoré vicsinou nie je mozné (S
vynimkou vzoriek moci alebo zI¢i) priamo nastriekavat’ na chromatograficku kolonu. Medzi
najviac pouzivané biologické materidly patria: plazma, sérum, krv, erytrocyty, moc¢ alebo
feces. Medzi menej bezné materialy patria sliny, pot, vlasy alebo koza. V experimentalnych
podmienkach mézu byt tieZ analyzované vzorky ZI&i alebo lyzatov roznych tkaniv>>?®,

K najCastejSie uzivanym technikdm pre tUpravu biologickych vzoriek patria:
deproteinacia, extrakcia kvapalina — kvapalina (LLE: liquid - liquid extraction) a extrakcia na
pevnych fazach (SPE: solid - phase extraction). V poslednej dobe sa zacina vyuzivat' tiez
mikroextrakcia na pevnych fazach (SPME: solid phase microextraction) alebo technika

prepinania kolon (column - switching)?"?%2.

2.4.1.1 Deproteinacia

Je to najjednoduchsia metoda upravy biologickych vzoriek pred HPLC analyzou. Je
zalozena na vyzrdzani proteinov vo vzorke pomocou chemickych €inidiel (malokedy
pomocou proteolytickych enzymov) a ziskany supernatant je nastrieknuty na HPLC kolonu.
Medzi deproteinaciu je niekedy zaradzovand aj metdda ultrafiltracie, ktord v§ak umozniuje

. . . . s v 2
iba stanovenie volnej frakcie lieciva %30,
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Precipitacna deproteinacia

Proteiny st zo vzorku vyzrdzané pomocou organickych rozpustadiel miesitenych
s vodou: silnych kyselin, soli tazkych kovov alebo kombinaciou niekol’kych tychto ¢inidiel.
Najviac su vyuzivané organické rozpustadla, napr. acetonitril, aceton, ethanol a methanol.
Z kyselin sa vyuziva kyselina trichloroctova a chlorista. Soli tazkych kovov st vzhl'adom na

; .y oo . o . 25,30
nizku uc¢innost’ vyuzivané len zriedka, pouZziva sa napr. siran zino¢naty .

Ultrafiltracia

Princip spociva v oddeleni nizko a vysokomolekularnej frakcie vzorku pouzitim
semipermeabilnej membrany (prepusti latky do molekulovej hmotnosti 30 000) a odstredivej
sily. Na rozdiel od precipitacnej deproteinacie, do ultrafiltratu prejde iba volna frakcia

o v . . I3 r 4 r o~ . r ’ r 25
lieCiva, tj. neviazand na proteiny. Membrana dokaZze zachytit’ 99,9 % sérovych proteinov.

Enzymova deproteinacia

Proteiny st odstranené pomocou proteolytickych enzymov (trypsin, papain atd’.)>.

2.4.1.2 Extrakcia z kvapaliny do kvapaliny (LLE: liquid-liquid extraction)

Zakladnym principom tohto druhu extrakcie je rozdelenie vzorku medzi dve
nemieSate'né kvapaliny alebo fazy. Prvou fazou je obycajne vodné, druhou organické
rozpustadlo. HydrofilnejSie zluceniny preferuju poldrnu (vodnu) fazu, zatiall co
hydrofobnejSie ndjdeme hlavne v organickom rozpustadle. Zluceniny extrahované do
organickej fdzy moZeme l'ahko ziskat’ spit’ odparenim rozpustadla.

Extrakciu moZeme popisat’ Nernstovym rozdelovacim zdkonom, ktory udéva, Ze
pomer koncentracii analytu medzi dvoma nemieSate'nymi rozpust'adlami je staly a nazyva sa

distribu¢na konstanta:

kde Kp = distribuéna konstanta,
Co = koncentracia latky v organickej faze,
cv = koncentrécia latky vo vodnej faze.
V praxi je uzitocnejSie vyjadrenie podielu frakcie latky extrahovanej do organického

rozpustadla:
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Co Vo _ KLV

E= = :
CoVo +C,V, 1+K,V

kde E = extrahovatel'na frakcia v organickej faze,

V) = objem organickej faze,

Vv = objem vodnej faze,

V = fazovy pomer Vy/V.

Typickymi rozpustadlami pre LLE extrakciu su alifatické uhlovodiky (hexan,
isooktan), ethery, dichlormethan, chloroform, ecthylacetat atd’. Pri extrakcii je okrem
nemiesitel'nosti S vodou ddlezita aj polarita rozpistadla. Maximalna vytaznost’ sa ziskava ak
je polarita rozpustadla blizka polarite analyzovanej latky. Taktiez upravou pH vzorku je

mozné podporit’ prechod lieciva do organickej faizy24.

2.4.1.3 Extrakcia na pevnych fazach (SPE: Solid-phase extraction)

Extrakcia na pevnych fazach patri medzi najviac pouzivané techniky pripravy vzorku
pred HPLC analyzou. Teoreticky by sa dala tiezZ pomenovat’ ako extrakcia kvapalina - pevna
latka. Princip metody je analogicky separacii na HPLC a spociva v sorpcii analytu na SPE
sorbent, ktory je nasledne eluovany selektivnym rozpuStadlom. Cielom je kvantitativne
vyizolovat" analyt zo vzorku akompletne ho precistit’ a skoncentrovat’ v malom objeme
rozpustala vhodnom pre dalSiu analyzu, napr. HPLC. Ako mechanizmy retencie sa
vyuzivaju reverzné fazy, normalne fazy alebo i6novo-vymenné félzy31.

Sorbenty pre SPE st vyrabané v roznych formach:

e naplnené v kolonkach (kartridzoch), (100 mg - 1 g sorbentu)

e naplnené v kolonkach v tvare ,,strickaciek®, (50 mg — 10 g sorbentu)

o disky

e obalené vlakna (SPME)* 3.,

Najviac vyuzivanou formou st kolonky v tvare striekaciek, ktoré st zvycajne
vyrobené z polypropylénu, alebo polyethylénu a si naplnené sorbentom o velkosti castic 40
um a viac (HPLC koléna je vyplnena casticami 0 vel’kosti 3-10 pm). Disky st na rozdiel od
koléniek tvorené sietou vlakien aliSia sa védcSou plochou sorbentu, atym aj vysSou
rychlost'ou extrakcie. Obalené vlakna sa vyuZzivaji u mikroextrekcii na pevnej faze (SPME:

Solid - phase microextraction).
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Hnacou silou elucie je pretlak alebo podtlak. Pretlak sa vyuziva u striekadiek,
u ktorych je analyt tlateny cez kolonku. Podtlak sa vyuziva u vakuovych zariadeni. Je to
najcastejsi sposob, ktory umoziuje eluovat’ viac koloniek naraz. Gravitacna sila je vzhl'adom
na pomalost’ prakticky nepouziteI'na.

SPE zvycajne zahriiuje 4 kroky:
1. aktivacia sorbentu
2. nanesenie vzorky
3. vymytie sorbentu (odstranenie interferencii)
4. izolacia analytu.

Na zaciatku extrakcie je kolonka aktivovand. Vyznam spociva v tom, ze sa odstrania
necCistoty a zaroven sa zvlh¢ia funkéné skupiny sorbentu. Navyse vzduch pritomny v sorbente
je nahradeny rozpustadlom. Typickym aktivaénym roztokom je methanol, po ktorom
nasleduje voda, alebo pufr. Takto je kolonka aktivovand asorpéné mechanizmy st
pripravené pre vzorky rozpustené vo vode alebo vodnych matriciach. Pocas tohto procesu
nesmie dojst’ k vyschnutiu kolonky (znizila by sa vytaznost’ extrakcie), inak je potrebné ho
zopakovat'.

Dalsim krokom je aplikécia roztoku analytu. Podl’a typu vzorku sa zvy&ajne aplikuje
1 ml az 1 1 roztoku. Uplatiiujii sa retenéné mechanizmy ako van der Waalsove interakcie,
vodikové vizby, vazby dipdl - dipol a interakcie anion - kation.

Nasledne je kolonka preplachnuta rozpustadlom o malej eluénej sile (zvyc¢ajne voda
alebo pufr). Tym sa odstrania naviazané interferencie.

Poslednym krokom je elicia analytu rozpuStadlom, ktoré je zvolené tak, aby
selektivne narusilo interakciu analyt — sorbent. Obvykle sa pouziva rozpustadlo o velkej
elu¢nej sile, aby sa minimalizovala jeho spotreba®.

Vyhody SPE:

e vysSia uCinnost’ extrakcie

e cfektivnejSia separécia analytu od interferencii

e nizSia spotreba organickych rozpustadiel

e Tlahsi odber celkovej analytickej frakcie

e moznost automatizacie®*,
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2.5 Chelatory zeleza

2.5.1 Zelezo v Fudskom tele

Zelezo je nenahraditelnym biogénnym prvkom. V organizme sa uplatiiuje prevazne
Vv procesoch bune¢ného dychania. Zavisi na nom vizba kysliku na hemoglobin i d’alSie
vyznamné biochemické reakcie.

Za normalnych okolnosti je jeho vstrebavanie regulované pomocou bariéry
epitelidlnych bunick GIT. Prevazna Cast’ Zeleza je V organizme viazana v hemoglobine
a Vv myoglobine, zasobné zelezo je uskladnené vo feritine a transportované pomocou
transferinu, maly podiel sa vyskytuje v neviazanej forme (tzv. volné zelezo, schopné
katalyzovat' vznik toxickych radikalov). V organizme sa vyskytuje v dvoch oxidaénych
stavoch: vo ferro (Fe**) aferri (Fe®") forme. Ferro forma je charakteristickd pre hemové
zelezo (viaze reverzibilne kyslik), kdezto skladovacie a transportné proteiny viazu zelezo
v trojmocnej forme. To je dolezité preto, lebo vo ferro forme je Zelezo nachylné k hydrolyze
a k tvorbe biologicky nevyuzitenych komplexov®.

Niektoré patologické stavy vSak mozu viest' K zvySeniu podielu volného Zeleza.
Dochadza k tomu napriklad pri pretazeni organizmu Zelezom (iron overload), alebo pri jeho
uvolneni z vdzby na feritin pri intracelularnej acidoze, ktora sprevadza napr. ischemicko -
reperfizny syndrom. Volné Zelezo méa schopnost T'ahko prechadzat medzi svojou
oxidovanou a redukovanou formou, a tak posobit’ ako katalyzator pri vzniku hydroxylovych
radikélov. Tie predstavuju najtoxickejSiu a najreaktivnejSiu zndmu formu kyslika. Okamzite
reaguju s akoukol'vek susednou molekulou a nasledkom je nevratné poSkodenie lipidov,

proteinov a nukleovych kyselin33.

2.5.2 Vyznam terapie chelatacnymi latkami

Chelatory st latky, ktoré vd’aka svojej Strukture vytvaraji komplexy s viacmocnymi
16nmi pomocou koordinaénych vézieb. Medzi zadkladné poziadavky na chelator pouZzitelny
Vv medicine patri jeho dostato¢nd lipofilita umoznujuca vstup latky do buniek, vysoka
selektivita k ionom Zeleza a naopak nizka afinita k ostatnym biogénnym prvkom (Ca®*, Mg?",
Zn?*, atd’) a v neposlednom rade nizka redoxn4 aktivita vzniknutych komplexov.

Chronické pretazenie zelezom je stav, ktory sa prakticky nachddza zvicsa

u pacientov s genetickou poruchou. Napr. u pacientov, ktori maji poruSené vstrebavanie
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zeleza z traviaceho traktu (hemochromato6za), alebo u tych, ktori trpia defektom syntézy
hemoglobinu a potrebuji pravidelnt transfuziu krvi, aby sa unich predislo anémii (j-
thalasémia). Nadbytok Zeleza sa uklada najmé v peceni, pankrease a v srdci a moze vyustit
az ku zlyhaniu tychto organov a nasledne k smrti. Vé¢Sina doterajSich vyskumov sa zamerala
na vychytavanie prebytku Zeleza pomocou chelatorov u pacientov s B-talasémiou, pretoze
ludské telo nema ziadne efektivne mechanizmy ako sa zbavit prebytku zeleza
nahromadeného pri transfazii krvi. Pacienti s B-thalasémiou st momentalne lieCeni pomocou
deferoxaminu a deferipronu. Obe latky vychytavajua Zelezo a vo forme chalatov ho vylu¢uju
mocom a stolicou. Deferoxamin sa vSak musi aplikovat’ subkutannou infuzoiu 4-7 dni
V tyzdni, ¢o vyraznou mierou znizuje compliance azvysuje cenu. Deferipron je mozno

%35 Dalsim potencialnym chelatorom Zeleza je ICL670 (deferasirox),

aplikovat’ aj oralne
ktory sa nachédza v pokrocilych fazach klinickych stadii*®.

V poslednej dobe sa vyskum zameral na moznosti vyuzitia chelatorov Zeleza pri
liecbe mnoho d’alSich onemocneni, ktoré priamo nevznikaji z pretazenia organov zelezom
(iron-overload). Utinnost' chelatorov Zeleza bola preukdzand u onemocneni sivisiacich
s oxida¢nym stresom (antracyklinové kardiomyopatie, ischemicko-reperfuzne poskodenie
srdca, neurodegenerativne choroby). Okrem toho bola t¢innost’ chelatorov Zeleza dokazana
pri liecbe nadorovych onemocneni. Klinicky uzivanym lie¢ivom pri metastazujicej rakovine
prsu je Triaprin (thiosemikarbazonovy analog aroylhydrazonu)®’. Navyse bol zisteny uginok

e Y L, . .y . . Ay e g . 4
pri lie¢be malérie, kde deplecia Zeleza v mikroorganizme méze inhibovat jeho rast™,

2.5.3 Chelatory zeleza odvodené od aroylhydrazonu

Tato skupina chelatorov Zeleza je odvodena od materskej latky ato od pyridoxal
isonikotinoyl hydrazonu (PIH). V klinickych stadiach bola potvrdena nizka toxicita PIH
a vyraznd schopnost’ exkrécie Zeleza z organizmu. Vdaka priaznivym farmakologickym
vlastnostiam PIH sa rozbehol d’al§i vyskum a boli pripravené jeho analégy. Rozdel'uji sa do

piatich podskupin®.

Analogy série 100
Do tejto podskupiny patri uz spominany PIH, ktory je per-os aktivny trojmocny
chelator Zeleza. Zelezo viaze pomocou karbonylového kysliku, iminového dusiku

a fenylového kysliku v pomere ligand/zelezo 2:1%.
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Analégy série 200

Tato skupina vznikla d’al§im Studiom zavislosti Struktury a aktivity analégov PIH a
nahradenim pyridoxalovej skupiny za hydrofobnejsiu isonikotinov. Hlavny retazec
a chelatacné skupiny ostali nezmenené, no zvysila sa afinita k Fe** i6nom. Zakladnou latkou

je salicylaldehyd isonicotinoyl hydrazon (SIH)®.
Analogy série 300
Nahrada pyridoxalu materskej latky skupinou 2-hydroxy-1-naftaldehydovou viedla

k dalsiemu zvyseniu lipofility®.

Poslednymi dvoma podskupinami su analégy 2-pyridylkarboxaldehyd isonicotinoyl

hydrazonu a analégy 2-pyridylketon isonicotynoyl hydrazonu®.
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2.6 Salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH), jeho vlastnosti
a vyznam.

Struktirny vzorec:

Sumarny vzorec: Ci3H11N30;
Mg: 241,24

Fyzikalne-chemické vlastnosti SIH

SIH je krystalicka latka Zltkastej farby. Ma tri hodnoty pKa (3,34; 8,29 a 9,8). Pri
hodnote pH 7,5 sa 86 % latky vyskytuje v neutralnej forme (H,L) a 14 % v ionizovanej
forme (HL")*. Rozdelovaci koeficient n-octanol : voda (log P) méa hodnotu -0,45%°. Hodnota
rozdel'ovacieho koeficientu, ¢ize lipofilita, ovplyviuje farmakologické ucinky napr. prienik
do buniek. Nedavne studie dokazali, ze schopnost’ analégov PIH (teda aj SIH) mobilizovat’
Zelezo z buniek je zavisla na effluxe komplexu Zelezo — chalator z buniek, hlavne pasivnou

s e A1
difaziou™.

Syntéza SIH
SIH sa pripravuje Schiffovou kondenzaciou salicylaldehydu a isoniazidu. Pre
zlepSenie rozpustnosti chelatoru vo vodnom prostredi bola na katedre anorganickej

a organickej chémie pripravend vo vode lepSie rozpustna sol’ s kyselinou chlorovodikovou
(SIH-HCI) (MRg: 277,7).

Farmakologické ucinky SIH
Farmakologické ucinky SIH su zavislé na fyzikalne - chemickych vlastnostiach.
Vyznam ma tiez lipofilita komplexu zelezo — (SIH),, ktora ovplyviuje jeho efflux z bunky a

exkréciu*. Zakladné farmakologické G&inky SIH su:
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e Mobilizacia Fe z buniek*" %,

e Antioxidacné posobenie — chelator bol vysoko u¢inny in vitro na modeloch
oxida¢ného stresu experimentalne vyvolaného H,0,. Taktiez bol preukdzany in
vivo protektivny ucinok proti kardiotoxicite antracyklinovych cytostatik* .

e Antiproliferativne pdsobenie — exparimentalne bolo dok4zané antiproliferativne
posobenie SIH a schopnost’ indukovat’ apopticky zanik nadorovych buniek (in
vivo)*®,

e Antimalarické posobenie — vo&i plasmodium falciparum (in vitro)*’.

e Antimikrobialne posobenic®’.

Toxicita SIH

Toxicita chelatorov zeleza zavisi od moznosti effluxu cez biologické membrany, Cize
od akumulécie v bunke a naslednej toxicite®. In vivo toxicita SIH bola skamana zatial iba
V jednej Studii. Boli pozorované potencidlne toxické efekty po opakovanom podévani SIH
(50 mg/kg/tyzden podas 10 tyzdiov). Stadia nepreukazala Ziadne viditelné znamky

toxicity*®.

Pilotna farmakokineticka $tidia

Popis plazmatickych koncentracii SIH in vivo bola doposial’ skimany iba v jednej
stadii. Po i. v. aplikacii 10 mg/kg SIH kralikom bola pozorovana pomerne rychla distribucia
a eliminécia. Pouzivana metéda umoznovala sledovat’ profil plazmatickej koncentracie iba do
60 minuty od aplikacia, no napriek tomu bol mozné zo ziskanych tidajov vypocitat’ zakladné

farmakokinetické parametre®.

2.7 Prehlad publikovanych praci zaoberajucich sa analyzou SIH

Vzhl'adom na to, ze SIH je relativne nova latka, sa v dostupnej literatire nachadza
malo odkazov na Stadie zaoberajuce sa analyzou SIH. V studidch boli pouzité¢ metody HPLC
s UV detekciou, RP-TLC chromatografia a UV spektroskopia®® ** L.

Autori Kovarikova P., Mokry M., Klime§ J. a Vavrova K. sa zaoberali separaciou
biokompatibilnych chelatorov v pritomnosti ich syntetickych prekurzorov. Chromatograficka
analyza SIH bola dosiahnutd na koldne s napliou Nucleosil 120-5 Cig so zrnitostou 5 pm.
Mobilna faza sa pozostavala z 0,01 M fosfatového pufru (pH 6,0) a methanolu (60:40, v/v).

Zaroven bola vyvinutd RP-TLC chromatografia na separaciu jednotlivych chelatov (PIH,
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SIH, 0-108), ich komplexov so zelezom a prekurzorov. Ako mobilna faza bola pouzita zmes
fosfatového pufru [0,01 M (NH4);HPO4; pH 7,0] a acetonitrilu (60:40, v/v)™".

Vyvojom metdody HPLC stanovenia SIH v plazme kralika a nasledne jej uplatnenie
v §tadiach in vivo sa zaoberali Kovaiikova P., Klime§ J., Stérba M., Popelova O., Mokry M.,
Gersl V., Poiika P. Chromatograficka separacia bola prevadzana na kolone (250x4,6 mm)
s napliou LiChrospher RP-18 so zrnitostou 5 um (Merck, Nemecko) za pomoci predkolony
S napliou Purospher RP-18 so zrnitostou 5 pum (Merck, Nemecko). Mobilnou fazou bol
fosfatovy pufr (0,01 M NaH,PO, - 2H,0 s pridavkom EDTA, pH 6,0) a methanol (53:47;
vIv). Vzorka bola pred analyzou upravena proteinovou precipitaciou pomocou 0,1 M HCIO4

a acetonitrilu®.

2.8 Prehlad praci zaoberajucich sa analyzou isoniazidu a acetyl-
isoniazidu.

Vzhl'adom na to, ze jednym z predpokladanych metabolitov SIH v organizme je
isoniazid, ktory je nasledne acetylovany na acetylisoniazid, bolo nutné pri vyvoji metody
vychadzat' s dostupnych informacii o HPLC analyze tohto lieCiva a jeho metabolitu
Vv biologickom materiali.

Autori Moussa L. A., Khassouani C. E., Soulaymani R., Jana M., Cassanas G., Alric
R.. a Hue B vyvinuli metodu na stanovenie isoniazidu a acetylisoniazidu v l'udskej plazme.
Vzorky plazmy boli deproteinizované kyselinou trichloroctovou, analyty boli nésledne
separované na kolone microBondapack C18 (Waters). Ako vnutorny Standard bol pouzity
nikotinamid. Mobilna faza obsahovala 0,05 M octan amoénny (pH 6) a acetonitril (99:1, v/v).
Detekcia bola UV pri 275 nm®?,

Kvalitativnou a kvantitativnou analyzou isoniazidu a acetylisoniazidu z plazmy
a moci sa zaoberali Saxena S. J., Stewart J. T., Honigberg I. L., Washington J. G. a Keene G.
R. Bola pouzita kolona C18 a ako mobilna faza methanol:voda (60:40, v/v) pri pH 2,5;
obsahujuca dioktylsulfosukcinat sodny. Prietokova rychlost’ bola 2,0 ml/min®,

Stadia autora von Sassen W. sledovala stanovenie isoniazidu a acetylisoniazidu
v telovych tekutinach. Bola pouzita koldona s reverznou fazou NUCLEOSIL 100-10 C18, 300
x 4,5 mm ID. Mobilna faza obsahovala 10 mM fosfatovy pufr (pH 5,5) - methanol —
acetonitril — dichlormethan (73:17:9:1, v/v), prietokova rychlost’ 2 ml/min. Detekcia UV pri
220 nm**,
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Princip derivatizacie hydrazidovej vizby aldehydom pre stanovenie isoniazidu,
acetylisonizidu a hydrazinu pomocou HPLC vyuzili autori Seifart H. 1., Gent W. L., Parkins
D. P., van Jaarsveld P. P. a Donald P. R. K 200 ul deproteinizovanej plazmy pridali 40 pl 1%
methanolického roztoku aldehydu kyseliny skoricovej. Pouzitd bola UV detekcia pri 340
nm>.

Autor el-Sayed Y. M. alslam S. I. sa zaoberali analyzou isoniazidu a jeho hlavného
metabolického produktu N-acetylisoniazidu v moc¢i vyuzitim HPLC. Analyty boli
extrahované pomocou zmesi chloroform : isopropanol (70 : 30, v/v) a nasledne eluované na
koléne C18. Mobilna faza obsahovala octan sodny : methanol : acetonitril (40 : 40 : 20, v/v)
a 10 mM dioctylsulfosukcindtu sodného, pH upravené na hodnotu 2,9 kyselinou sirovou.
Prietokova rychlost’ bola 1 ml/min, detekcia UV pri 266 nm*®.

Dalsie najdené sposoby analyzy neboli pri vyvoji metédy pouzitelné. Velka cast
$tadii sa zaoberala analyzou pomocou derivatizacie a naslednou fluorimetrickou detekciou,
¢o je pomerne nevyhodne pre komplikovanost’ prevedenia. Iné boli zasa urcené iba na
stanovenie analytov pomocou hmotnostnej spektrometrie, ktorej negativom je ekonomické
hladisko.
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3. CIEL PRACE
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Ciel'om prace bolo vypracovanie optimalnych chromatografickych podmienok HPLC
separacie SIH a jeho potencialnych metabolitov (salicylaldehyd, isoniazid, acetylisoniazid)
a nasledne vyuzitia tejto separacie k Stidiu moznosti izolacie uvedenych latok z krali¢ej moci

pomocou SPE ako tpravy vzorku.
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4. EXPERIMENTALNA CAST

40



4.1 Pouzity chromatograficky material, pristroje, pomoécky a
chemikalie

Chromatograficky material

Chromatograficka koléna 250x4 mm 1. D. s napliou LiChrospher 100 RP-18 (5 um),
Merck, Nemecko.

Chromatograficka kolona 250x4,6 mm I. D. s naplnou Prodigy 5u ODS3 100A (5
um), Phenomenex, USA.

Pristroje

Analytické vahy, Helago, Ceska Republika, Slovenska Republika, Mad’arsko.

Acidimeter 333, Druopta, Praha, Ceska Republika.

Ultrazvukova kupel’ K10, Kraintek Slovenska Republika.

Vakuové zariadenie, SUPELCO VISIPREP, Nemecko.

Chromatograficka zostava HP 1100 series, poOzostavajica z pumpy, degassera,
autosamplera, UV detektora, Agilent Technologies, Japonsko.

PC schromatografickym programom Chemstation, Rev.A.08.03(847), Adgilent

Technologies, Japonsko.

Pomocky

Laboratorne sklo.

Mikrostriekacka — 25 pl, Hamilton, Svajéiarsko.

Kolonky na SPE extrakciu, Discovery® DSC 18, 1ml TUBES, 100 mg, SUPELCO,
Nemecko.

Mikropipeta.

Chemikalie

Salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon hydrochlorid, syntetizovany na katedre
anorganickej a organickej chémie FaFUK, Hradec Kralové — totoznost’ overena NMR.

Isoniazid, Sigma-Aldrich Nemecko.

Acetylisoniazid, pripraveny na katedre farmaceutickej chémie a kontroly 1é¢iv
FaFUK, Hradec Kralové - totoznost’ overena NMR.

Salicylaldehyd, Sigma-Aldrich Nemecko.

41



Pyridoxal  2-chlorbenzoyl hydrazon (0-108), syntetizovany na Kkatedre

anorganickej a organickej chémie FaFUK, Hradec Kralové — totoznost' overena
NMR.

Disodna sol’ kyseliny ethylendiamintetraoctovej p.a. (EDTA), Lachema Brno, Ceské
Republika.

Octan amoénny, Lachema, Ceska Republika.

Fosfore¢nan sodny, Penta, Ceska Republika.

Hydroxid sodny, Lachema Brno, Ceska Republika.

Methanol p.a., Penta, Ceska Republika.

Nitril kyseliny octovej p.a., Balex, Ceska Republika..

Cistena voda.

PBS, Sigma-Aldrich, Nemecko.

Biologicky material — prazdna kralic¢ia mo¢, Lekarska fakulta, Hradec Kralové, Ceska

Republika
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4.2 Vyvoj chromatografickych podmienok pre stanovenie SIH
pomocou HPLC s UV detekciou

Pre stanovenie SIH v pritomnosti jeho rozkladnych produktov bolo v prvom rade
potrebné najst’ vhodné chromatografické podmienky, ktoré zahriiuji optimalnu stacionarnu
fazu, mobiln{i fazu, prietokovi rychlost’ a vhodnu vinova dizku pri UV detekcii. Cielom bolo
dosiahnutie separacie vSetkych analytov (SIH, isoniazid, acetylisoniazid, salicylaldehyd
a vnutorny Standard 0-108) na zakladnt liniu a detekcia symetrickych pikov.

Pri kvantitativnej analyze bola vyuzitd metdoda vnatorného Standardu za pouzitia
pyridoxal 2-chlorbenzoyl hydrazonu (0-108). Jedna sa o analég PIH patriaci do série 100
(vid’ 2.5.3).

Vyber stacionarnej a mobilnej fazy
Ako prva stacionarna faza bola pouzitd chromatograficka kolona s napliou
LiChrosper RP-18 (5 um), 250x4 mm (Cislo 1). Potom bola pouzita koldéna s napliiou
Prodigy 5u ODS3 100A (5 pm), 250x 4,6 mm (¢islo 2).
Na jednotlivych kolénach boli sktiSané tieto chromatografické podmienky:
e nakolone ¢.1:
1. methanol : vodny roztok EDTA (0,002 mol/l) 50:50 (v/v), prietok 0,9 ml/min,
detekcia 288 nm
2. methanol : vodny roztok EDTA (0,002 mol/l) 40:60 (v/v), prietok 0,9 ml/min,
detekcia 288 nm
3. methanol : vodny roztok EDTA (0,002 mol/l) 30:70 (v/v), prietok 0,9 ml/min,
detekcia 288 nm
4. methanol : vodny roztok EDTA (0,002 mol/l) 20:80 (v/v), prietok 0,9 ml/min,
detekcia 288 nm
5. methanol : vodny roztok EDTA (0,002 mol/l), prietok 0,9 ml/min, detekcia 288
nm, gradientova ellcia:
min. 15:85, 5. min. 30:70, 10. min. 15:85 (v/v)
min. 30:70, 5. min. 15:85, 10. min. 30:70 (v/v)
min. 20:80, 5. min. 20:80, 10. min. 50:50 (v/v)
min. 20:80, 5. min. 20:80. 10. min. 40:60 (v/v)
min. 20:80, 5. min. 20:80, 8. min. 70:30 (v/v)
min. 20:80, 5. min. 20:80, 25. min 80:20 (v/v)

© 0 o o o o
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8.

e na koldne ¢. 2:

1.

methanol : fosfatovy pufr (Na,HPO,4 0,01 mol/l; pH 3,0 — upravené 10% H3PO,),

prietok 0,9 ml/min, detekcia 288 nm, gradientova eltcia:
0. min. 10:90, 50. min. 90:10 (v/v)
0. min. 10:90, 25. min. 85:15, 50. min. 60:40 (v/v)
0. min. 20:80, 5. min. 20:80, 7. min. 50:50 (v/v)

methanol : fosfatovy pufr (Na;HPO4 0,01 mol/l; pH 7,0 — upravené zriedenym

NaOH), prietok 0,9 ml/min, detekcia 288 nm, gradientova elucia:

0.

0.

© 0 0 o o o o o

min.
min.
min.
min.
min.
min.
min.
min.
min.

min.

acetonitril

20:80, 5.
20:80, 5.
20:80, 5.
15:85, 5.
15:85, 5.
15:85, 5.
15:85, 5.
15:85, 5.
15:85, 5.
15:85, 5.

min.
min.
min.
min.
min.
min.
min.
min.
min.

min.

20:80, 7. min. 50:50 (v/v)
20:80, 7. min. 60:40 (v/v)
20:80, 25. min. 60:40 (v/v)
15:85, 7. min. 55:45 (v/v)
15:85, 7. min. 50:50 (v/v)
15:85, 7. min. 48:52 (v/v)
15:85, 25. min. 60:40 (v/v)
15:85, 20. min. 70:30 (v/v)
15:85, 7. min. 50:50 (v/v)
15:85, 7. min. 52:48 (v/v)

. fosfatovy pufr (Na;HPO,4 0,01 mol/l; pH 7,0 —upravené zriedenym

NaOH), prietok 0,9 ml/min, detekcia 288 nm, gradientova elucia:
0. min. 13:87, 5. min. 13:87, 7. min. 50:50 (v/v)
0. min. 11:89, 5. min. 11:89, 10. min. 45:55 (v/v)

methanol : fosfatovy pufr (Na,HPO, 0,01 mol/l; pH 7,0 —upravené zriedenym

NaOH), prietok 0,9 ml/min, detekcia 288 nm, gradientova elucia:
0. min. 15:85, 5. min. 15:85, 7. min. 52:48 (v/v)
0. min, 15:85, 10. min. 52:48 (v/v)
0. min, 10:90, 7. min. 10:90, 10. min. 52:48 (v/v)
0. min. 5:95, 7. min. 5:95, 10. min. 52:48 (v/v)

methanol : fosfatovy pufr (Na;HPO4 0,01 mol/l; pH 7,0 — upravené zriedenym
NaOH + EDTA 0.001 mol/l), prietok 1 ml/min, detekcia 288 nm, gradientova

elicia;

0. min. 5:95, 7. min. 5:95, 10. min. 52:48 (v/v)
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3. methanol : fosfatovy pufr (Na;HPO4 0,01 mol/l; pH 7,0 — upravené zriedenym
NaOH + EDTA 0.001 mol/l), prietok 0,9 ml/min, detekcia: 0 — 20 min.: 260 nm,
20 — 30 min.: 288 nm, gradientova elucia:

0. min. 5:95, 7. min. 5:95, 10. min. 52:48 (v/v)

4. methanol : acetatovy pufr (CH3COONH; 0,05 mol/l; pH 7,0 — upravené
zriedenym NaOH), prietok 0,9 ml/min, detekcia: 0 — 10 min.: 260 nm, 10 — 30
min.: 288 nm, gradientova elicia:

min. 15:85, 5. min. 15:85, 7. min. 52:48 (v/v)

min. 10:90, 7. min. 10:90, 10. min. 52:48 (v/v)

min. 8:92, 9. min. 8:92, 12. min. 52:48 (v/v)

min. 6:94, 11. min. 6:94, 14. min 52:48 (v/v)

min. 7:93, 9. min. 7:93, 12. min. 52:48 (v/v)

min. 7:93, 9. min. 7:93, 12. min. 55:45 (v/v)

min. 7:93, 9. min. 7:93, 11. min. 54:46 (v/v)

min. 6:94, 9. min. 6:94, 12. min. 52:48 (v/v)

min. 6:94, 9. min. 6:94, 12. min. 56:44 (v/v)

min. 6:94, 9. min. 6:94, 12. min. 58:42 (v/v)

min. 5:95, 10. min. 5:95, 13. min. 56:44 (v/v)

min. 5:95, 10. min. 5:95, 12. min. 58:42 (v/v)

0. min. 5:95, 10. min. 5:95, 13. min. 52:48 (v/v)
Mobilna faza methanol : acetatovy pufr (CH3COONH,4 0,05 mol/l; pH 7,0 — upravené

© 0 0 0 o0 0 0 o o0 o0 o o

zriedenym NaOH) v pomere 7 : 93 (v/v), prietok 0,9 ml/nim, bola najvhodnejsia pre
separaciu isoniazidu a acetylisoniazidu. Dalsi vyvoj metody spoéival v optimalizcii
podmienok pre vhodnu separaciu SIH, salicylaldehydu a 0-108, priCom pomer mobilnej fazy
methanol : acetatovy pufr 7:93 (v/v) od 0. do 8. mintty sa nemenil. Najprv bolo potrebné
najst’ vhodné zlozenie mobilnej fazy. Boli vyskusané mobilné fazy s podielom methanolu od
52 do 58 %. Dalej bolo potrebné uréit’ ¢asové rozmedzie nastupu gradientu. Pri rychlom
nastupe (8. az 10. min.) dochadzalo k vyraznému poruseniu zdkladnej linie. Pomals$i nastup
(8. az 15. min.) bol nevyhodny tym, Ze sa predizili elu¢né ¢asy analytov a taktiez dochadzalo
k chvostovaniu pikov. Najvhodnejsia gradientova elucia bola: 0.min. 7:93, 8. min. 7:93, 13.
min. 58:42, 30. min. 58:42, 31. min. 7:93, 50. min. 7:93 (V/v).

Pri vyvoji metody bola vyuzita gradientova ellcia, ¢ize sa menilo zlozenie mobilnej
fazy pocas analyzy, a tym sa porusovala zakladna linia. Po kazdej gradientovej elucii bolo

potrebné kolonu ekvilibrovat' na pociato¢né podmienky, a preto sa 20 minat premyvala
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mobilnou fazou, ktorej zlozenie bolo rovnaké, aké sa pouzilo na zacCiatku nasledujicej

separacie.

Priprava mobilnej fazy

Analyza bola dosiahnuta pouzitim mobilnej fazy o zlozeni methanol : acetatovy pufr
(CH3COONH, 0,05 mol/l; pH 7,0 — upravené NaOH zriedenym RS) a bol vyuzity
nasledujuci gradient:

0.min. 7:93, 8. min. 7:93, 13. min. 58:42, 30. min. 58:42, 31. min. 7:93, 50. min. 7:93
(VIv).

Najprv bol pripraveny vodny roztok CH3COONH, (0,05 mol/l), ktor¢ho pH bolo
nasledne upravené pomalym prikvapkavanim NaOH zriedené¢ho RS na hodnotu 7,00. Roztok
bol prefiltrovany a pripraveny pre pouzitie. Obe zlozky mobilnej fazy boli zmieSané

automaticky podl'a podmienok definovanych operatorom.

Priprava roztokov

Pri vyvoji chromatografickych podmienok boli vyuzivané zasobné roztoky
jednotlivych analytov o koncentracii 1 mg/ml. Sol’ SIH (SIH-HCI), salicylaldehyd a 0-108
boli rozpustené v methanole, isoniazid a acetylisoniazid vo vode. Jednotlivé latky boli
navazené kazda zvlast’ do odmernej banky a doplnené prislusnym rozpustadlom.

Pri vyvoji SPE extrakcie boli pouzivané pracovné roztoky analytov o koncentracii 0,2
mg/ml. Boli pripravené nariedenim prislusnych zasobnych roztokov methanolom (v pripade
SIH-HCI, salicylaldehydu a 0-108) alebo PBS pufrom (v pripade isoniazidu
a acetylisoniazidu).
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4.3 Vyvoj metddy izolacie analytov z moéi pomocou SPE

Pri vyvoji podmienok vhodnych pre extrakciu SIH i jeho potencidlnych metabolitov
z mo¢i boli pouzité extrakéné kolonky s reverznymi fazami C-18 od firmy Supelco. Ciel'om
bolo upravit podmienky extrakcie tak, aby bola dosiahnutd dobra vytaznost' vsetkych
analytov. Boli testované rozne sposoby premytia kolonky i elucie analytov.

Do moci kralika o objeme 0,5 ml bol pridany pracovny roztok v objeme 20 pl.
Extrak¢éné kolonky boli pripevnené na vakuové zariadenie (tzv. vacuum manifold). Kolonka
bola aktivovana methanolom o objeme 1 ml a premyta PBS pufrom (0,5 — 1 ml). Na kolonku
bola nasledne aplikovana vlastna vzorka. Necistoty boli vymyté PBS pufrom (0,5 ml — 1,5
ml). Nakoniec bola kolonka premyta methanolom (pripadne acetonitrilom) o objeme 0,5 —
1,5 ml a eluat bol zachytavany. Boli vysktsané nastreky od 20 do 50 pl.

Najlepsia extrak¢na vytaznost analytov bola dosiahnuta pri  nasledujicich
podmienkach:

e aktivacia kolonky 1 ml methanolu

e premytie kolonky PBS pufrom o objeme 1 ml

e aplikacia 0,5 ml samotného mocu kralika

e vymyvanie balastov PBS pufrom o objeme 0,5 ml

e vymyvanie analytov z kolonky methanolom o objeme 1ml

Pri analyze vzoriek bol taktieZ h'adany vhodny pomer organickej a vodnej zlozky,
aby aj pri nastreku vacsieho objemu vzorku (cca 50 pl) bola dosiahnuta separacia a tiez dobry
tvar pikov. NajlepSie vysledky sa dosahovali vtedy, ak bol vo findlnom roztoku
nastrekovanom na kolénu pomer organickej a vodnej fazy 1:2,33. K organickému extraktu
bola preto pridana vodna zlozka mobilnej fazy. Takto upravena vzorka bola nastrieknutd na

kolonu v objeme 50 pl.
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5. VYSLEDKY A DISKUSIA
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5.1 Vyvoj chromatografickych podmienok pre HPLC analyzu SIH

Stacionarna faza

Pri vyvoji chromatografickych podmienok separacie SIH ajeho potencidlnych
metabolitov bolo mozné vychadzat z chromatografickej metody pouzitej pri stanoveni
plazmatickych koncentracii SIH. Na zaklade tejto prace bola prvou kolona s napliou
LiChrospher, avSsak za pouzitia tejto stacionarnej fazy nebola dosiahnutd dostatocna
separacia isoniazidu a acetylisoniazidu.

Nasledne bola pouzitd kolona s naplnou Prodigy, na ktorej sa zlepSila separacia
isoniazidu a jeho metabolitov a tiez piky SIH boli ostrejSie. Ako najvhodnejsia stacionarna
faza pre d’al$i vyvoj metddy bola vybrana kolona s napliiou Prodigy Su ODS3 100A (5 um),
250x4,6 mm.

Mobilna faza

Vyber vhodnej mobilnej fizy bol zdihavy a velmi naroény. Vzhladom na to, e vo
vzorke bolo pritomnych pét” analytov (SIH, salicylaldehyd, isoniazid, acetylisoniazid, 0-108),
bolo tazké najst’ optimalne zloZenie mobilnej fazy. Ohl'ad musel byt kladeny aj na to, Ze
metdda bola vyvijana za i¢elom stanovenia SIH a jeho metabolitov z mocu, takze ziadny pik
Z matrice nesmel interferovat’ zo skimanymi analytmi.

Najprv boli vyskiiSané zmesi methanolu a vodného roztoku EDTA, ktory zabranoval
tvorbe komplexov chelatoru s volnymi ionmi. Preto bolo mozné predpokladat’, ze bude mat’
pozitivny vplyv na tvar jeho pikov. Pri isokratickych podmienkach nedochadzalo k separacii
isoniazidu a acetylisoniazidu, navySe sa SIH silne zadrziaval na kolone ajeho piky
chvostovali. Preto bola odskusana gradientova elucia, vdaka ktorej sa vyrazne skratil
retenény Cas SIH a piky boli ostrejSie. Pomerne znaénym problémom sa ukazala separacia
isoniazidu a acetylisoniazidu, atak bolo najviac pozornosti venované rozdeleniu tychto
dvoch latok. Boli vyskusané rozne zlozZenia mobilnej fazy jak organickej zlozky (methanol,
acetonitril), tak vodného podielu (pridavok EDTA, fosfatovy pufr, acetatovy pufr) a pH.

Po rozdeleni isoniazidu a acetylisoniazidu sa pozornost’ sustredila na separaciu
ostatnych analytov (SIH, salicylaldehydu a 0-108). Bolo potrebné najst’ vhodny gradientovy
profil, aby sa dosiahli prijate'né retencné ¢asy a nedochadzalo k porusovaniu zakladnej linie
a k neziaducemu Sumu. Nakoniec bola metdda vyskusana na extrakte Cist¢tho mocu. Ciel'om

bolo vyhnut' sa interakcii pikov analytu s balastmi v moci, aby bola metéda vhodna jak na
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kvalitativne, tak na kvantitativne stanovenie. Preto bol gradient upraveny a k interakcii
dochadzalo minimalne.

Ako najvhodnejSia mobilna faza bola vybrand zmes methanol : acetitovy pufr
(CH3COONH4, 0,05 mol/l; pH 7,0 — upravené zriedenym NaOH). Vyhovujuci gradient bol:
0. min. 7:93, 8. min. 7:93, 13. min. 58:42, 30. min. 58:42, 31. min. 7:93, 50. min. 7:93 (V/v).
Pri jej pouziti dochadzalo k dostatocnému rozdeleniu vsetkych pikov (SIH, jeho
potencialnych metabolitov i vnttorného $tandartu) (Obr. 2).

Prietokova rychlost bola stanovenda na 0,9 ml/min. VysSia rychlost’ prietoku

neposkytovala adekvatne rozdelenie pikov isoniazidu a acetylisoniazidu.

Detekcia

Detekcia bola na zaciatku vyvoja metddy prevadzana v oblasti absorpcie SIH (288
nm). Vzhladom na to, Ze isoniazid a acetylisoniazid absorbuju pri kratich vlnovych dizkach
(260 nm), bolo vyhodné pre dosiahnutie dostato¢nej citlivosti vyuzit' moznost’ prepnutia
vinovej dizky. Ako najvyhodnejsia sa ukéazala detekcia pri 260 nm od 0. do 10 min. a 288 nm
od 10. min.
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VWDT A, Wavelength=260 nm, TT (SH89.S\SH8%013D)
mAU ]
1400

- SIH

1200 4

800 4

- O-108

600 1

40

- Salicylaldehyd

. Acetylisoniazid
»Isoniazid

2004

Retenény Cas: acetylisoniazid — 6,99 min.
isoniazid - 7,62 min.
salicylaldehyd — 20,56 min.
SIH - 21,52 min.

0-108 — 22,67 min.

Obr. 2: Chromatograficky zaznam separacie SIH, jeho potencialnych metabolitov (isoniazid,
acetylisoniazid, salicylaldehyd) a vnatorného standardu (0-108).
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5.2 Vysledky SPE

Vytaznost” SPE bola testovana na prazdnej mo¢i kralika. K 0,5 ml ¢istej moci bolo
pridané 20 pl pracovného roztoku analytu o koncentracii 0,2 mg/ml, ¢ize 8 pg skaimaného
analytu. Moc¢ bol extrahovany, upraveny pridavkom acetatového pufru a analyzovany
pomocou HPLC. Standardné roztoky pouZité pre vypoéet vytaznosti boli pripravené
pridavkom 20 pl pracovného roztoku analytu do 1 ml methanolu a upravené pridavkom
acetatového pufru. Nastrek na kolonu bol v objeme 50 ul (obr. 3, 4).

Namerané vysledky:

1.SIH
. Plocha v 45 (0 Priemer
Analyt tr (Min) pod pikom Vytaznost’ (%) vytaznost (%)
SIH v mo¢i 21,602 214,38 77,19
SIH v mogi 21,695 194,47 70,02 73,51
SIH v mo¢i 21,669 203,62 73,32
SIH standard 21,930 277,72
2. isoniazid
. Plocha x5 (0 Priemer
Analyt tr (Min) pod pikom Vytaznost’ (%) v§taznost (%)
isoniazid v mo¢i 7,882 121,64 52,07
isoniazid v mo¢i 7,874 135,47 57,98 55,06
isoniazid v mo¢i 7,883 128,83 55,14
isoniazid
standard 7,886 233,63
3. acetylisoniazid
. Plocha ro s ‘o Priemer
Analyt tr (mMin) pod pikom Vytaznost’ (%) vjfamost (%)
acetylisoniazid 7,078 98,31 63,01
vV mocCi
acetylisoniazid 7,082 86,43 55,40 55,38
vV mocCi
acetylisoniazid v 7,054 74,47 47,73
moci
aceEyllson|a2|d 7124 156,02
Standard
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4. salicylaldehyd

. Plocha s o Priemer
Analyt tr (mMin) pod pikom Vytaznost’ (%) v§taznost (%)
salicylaldehyd v 20,773 49,78 96,29
moc1
salicylaldehyd v 20,775 50,89 98,43 97,03
moc1
salicylaldehyd v 20,779 48,79 94,37
moc1
sallvcylaldehyd 20762 51.70
Standard
5.0-108
. Plocha x4 0 Priemer
Analyt tr (mMin) pod pikom Vytaznost’ (%) vytarnost (%)
0-108 v moci 23,105 299,00 86,87
0-108 v moci 22,958 306,18 88,95 88,31
0-108 v moci 22,953 306,69 89,10
0-108 standard 23,254 344,20

Pocas vyvoja SPE boli za ucelom zvySenia vytaznosti vyskuSané rozne postupy
extrakcie. Doraz bol zamerany na ur¢enie optimalneho objemu PBS pufru potrebného na
odstranenie balastov z moc¢i naviazanych na kolonke atypu, resp. mnozstva rozpustadla
potrebného na eluciu analytu. Objem PBS pufru 1 ml a viac sa neosvedcil, pretoze doslo
k zvySenému vymyvaniu naviazaného isoniazidu a acetylisoniazidu anasledne k poklesu
vytaznosti. Pri elucii analytov z kolonky sa vzhl'adom na vyssie vytaznosti viac osved¢il
methanol nez acetonitril. Maly objem methanolu (0,5 ml) nebol dostato¢ny na kvantitativne
vyviazanie analytov z kolonky, pri velkom (1,5 ml) zasa vznikal objemny extrakt a navyse sa
nepreukdzalo zvysenie extrakcie.

Vytaznost SIH ziskand pomocou SPE extrakcie z prazdnej krali¢ej moci bola
73,51%. Isoniazid a acetylisoniazid dosahovali nizsie vytaznosti (55,06% resp. 55,38%)
vzhl'adom na to, ze sa jednad o hydrofilnejSie latky, takze mali slabu retenciu na koldnke
pocas vymyvania balastov z moc¢i pomocou PBS pufra. Na druhej strane, lipofilnejSie latky
(salicylaldehyd a 0-108) sa zadrziavali silnejSie, a preto bola ich vytaznost’ vyssia (97,03%
resp. 88,31%).
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VWD1 A, Wavelength=260 nm, TT (26.61S1H88001.0)
mAU ]

70
60
504

40

O-108

Salicylaldehyd
SIH

30

20

Acetylisoniazid
» Isoniazid

min

Reten¢ny Cas: acetylisoniazid — 6,17 min.
isoniazid — 7,93 min.
salicylaldehyd — 20, 83 min.
SIH — 21,91 min.

0-108 — 23,11 min.

Obrazok ¢. 3. Chromatograficky zdznam analyzy moci kralika obsahujuceho SIH, isoniazid,

acetylisoniazid, salicylaldehyd a 0-108.
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VWD1 A, Wavelength=260 nm, TT (SIH103.81S1H10301.)

25

min

Obrazok ¢. 4.: Chromatograficky zaznam analyzy cistej moci kralika.
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6. ZAVER
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V diplomovej praci boli vypracované chromatografick¢é podmienky pre stanovenie
SIH ajeho potencialnych metabolitov (isoniazid, salicylaldenyd a acetylisoniazid) v moci
kralika.

Meranie bolo prevadzané na kolone od firmy Phenomenex o rozmeroch 250x 4,6 mm
I. D. snapliiou Prodigy 5u ODS3 100A (5 um). Bola pouzitd mobilna faza v zlozeni
methanol : acetatovy pufr (CH3COONH,4 0,05 mol/l; pH 7,0 — upravené hydroxidom sodnym
zriedenym RS), za vyuzitia gradientu: 0. min. 7:93, 8. min. 7:93, 13. min. 58:42, 30. min.
58:42, 31. min. 7:93, 50. min. 7:93 (v/v). Prietokova rychlost’ bola 0,9 ml/min. Pouzita bola
UV detekcia, a to 260 nm od 0. do 10. min. a 288 nm od 10. min.

Ako metéda upravy vzorku pred HPLC analyzou bol vypracovany postup SPE
extrakcie. Extrak¢na kolonka bola aktivovana 1 ml methanolu, premyta 1ml PBS pufrom
a bola aplikovana vzorka moci v objeme 0,5 ml. Necistoty z matrice boli vymyté 0,5 ml PBS
pufru. Analyty boli vymyvane 1 ml methanolu. Organicky podiel bol pred nastrekom
zriedeny vodnou zloZkou mobilnej fazy v pomere 1 : 2,33.

Pri analyze v mo¢i kralika bola ziskana vytaznost SIH 73,51%; isoniazid 55,06%;
acetylisoniazid 55,38%; salicylaldehyd 97,03% a 0-108 (vnutorny Standard) 88,31%.

Vyvinutd metoda extrakcie poskytovala akceptovatelné vysledky vSetkych analytov
(SIH, isoniazid, acetylisoniazid, salicylaldehyd, 0-108). Uvedena metodika by mohla byt

Vv budtcnosti po adekvatnej validacii pouzita pre $tadium metabolizmu SIH.
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7. ABSTRAKT

Vysokouc¢innd kvapalinovd chromatografia (HPLC) je v oblasti lie¢iv jednou
Z najcastejsie pouzivanou analytickou technikou.

Zelezo je dolezitym biogénnym prvkom, no napriek tomu jeho zvy$ené mnoZstvo
v organizme pdsobi toxicky. Vyskum vysoko selektivnych a u¢innych biokompatibilnych
chelatorov Zeleza bol pdvodne inSpirovany potrebou mobilizovat’ Zelezo v tkanivach s
chronickym pretazenim zeleza. AvSak v poslednych rokoch je pozornost’ venovana vyuzitia
chelatorov zeleza tiez pri liecbe beznych onemocneni.

Salicylaldehyd isonicotinoyl hydrazon (SIH), biokompatibilny chelator zeleza
odvodeny od aroylhydrazonu, je v dneSnej dobe predmetom aktivneho vyskumu ako
potencialne lie¢ivo. Okrem schopnosti viazat Zelezo, vykazuje aj dalSie zaujimavé
farmakologické ucinky: antioxidacny, antiproliferativny, kardioprotektivny, antimalaricky
a antimikrobny.

Tato praca sa zaoberd vypracovanim optimalnych chromatografickych podmienok
HPLC separacie SIH ajeho potencialnych metabolitov (isoniazid, acetylisoniazid,
salicylaldehyd) a nasledne vyuzitia tejto separacie k $tidiu moznosti izolacie uvedenych
latok z moci kralika pomocou SPE ako upravy vzorku.

Najlepsia chromatograficka analyza bola dosiahnuta pouzitim kolony od firmy
Phenomenex (250x4,6 mm I. D.) s napliiou Prodigy 5u ODS3 100A (5 um). Mobilna faza
bola v zlozeni methanol : acetatovy pufr (CH3COONH, 0,05 mol/l; pH 7,0 — upravené
hydroxidom sodnym zriedenym RS), za vyuzitia gradientu: 0. min. 7:93, 8. min. 7:93, 13.
min. 58:42, 30. min. 58:42, 31. min. 7:93, 50. min. 7:93 (v/v). Prietokova rychlost’ bola 0,9
ml/min, detekcia pri 260 nm od 0. do 10. min. a 288 nm od 10. min.

Pri SPE extrakcii boli dosiahnuté nasledujuce vytaznosti: SIH 73,51%; isoniazid
55,06%; acetylisoniazid 55,38%; salicylaldehyd 97,03% a 0-108 (vnatorny Standard)
88,31%.
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8. ABSTRACT

High performance liquid chromatography (HPLC) is one of the most frequently used
analytical techniques for the analysis of drugs.

Although iron is a vital element, excessive amounts in the body are highly toxic. The
search for highly selective and effective iron chelating agents has been mainly inspired by the
need to mobilize iron from tissues that are chronically overloaded with iron. However, recent
investigations focused on the possibility to use iron chelators for the treatment of many other
pathologies.

Salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone (SIH), a biocompatible iron chelator derived
from aroylhydrazone, is under extensive investigation as a promising drug candidate. Besides
ability to bind iron, it shows interesting pharmacological effects: antioxidative,
antiproliferative, cardioprotective, antimalarical and antimicrobic.

The aim of this study was to develop optimal HPLC conditions for the separation of
SIH and its potential metabolites (isoniazide, acetylisoniazide, salicylaldehyde) and to apply
the method to the study focused on the isolation of analytes from rabbit urine using SPE.

The best chromatographic analysis was achieved on a HPLC column (Phenomenex
250%x4.6 mm 1. D.) packed with Prodigy 5u ODS3 100A (5 um) as a stationary phase. The
mobile phase was composed of methanol : acetate buffer (CH3COONH, 0.05 mol/L; pH 7.0
— adjusted with sodium hydroxide diluted RS). The following gradient was used: 0. min.
7:93, 8. min. 7:93, 13. min. 58:42, 30. min. 58:42, 31. min. 7:93, 50. min. 7:93 (v/v). A flow
rate was 0.9 ml/min. and the UV detector was set at 260 nm from 0. to 10. min. and at 288
nm from 10. min.

Employing SPE extraction, following recoveries of the analytes were achieved: SIH
73.51%; isoniazid 55.06%; acetylisoniazid 55.38%; salicylaldehyde 97.03% and 0-108
(internal standard) 88.31%.
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