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Nazev dizertacni prace: Kvantitativni analyza 1éCiv v biologickych materidlech separacnimi

metodami

Diserta¢ni prace uvadi instrumentédlni analytické metody urcené k analyze 1éCiv a jejich
metabolitil v biologickych vzorcich za vyuziti kapalinové a plynové chromatografie.

Ve fazi optimalizace analytickych podminek byly testovany rtzné postupy piipravy
vzorkli. Od bézné precipitace bilkovin acetonitrilem (tento pfistup byl aplikovan napt. pfi
kvantitativni analyze cefuroximu), pfes extrakci kapalina-kapalina (osvédc¢il se u metody
analyzy topiramatu, 8-methoxypsoralenu) a kone¢n¢ extrakty vhodné k separaci byly ziskany
1 extrakci na pevné fazi s vyuzitim sorbentl ve smésném moédu (na principu reverzni faze
v kombinaci s iontovou vyménou) pfi analyze galantaminu a jeho metaboliti. Ultrafiltrace
vzorkll plazmy na na filtrech Microcon YM 10 umoznila oddéleni volného a vazaného podilu
lé¢iva a urceni vazebnosti (u metody na stanoveni cefuroximu).

Vlastni chromatografické podminky tj. volba plynové nebo kapalinové chromatografie,
zavisela na fyzikalné chemickych vlastostech stanovovaného 1é¢iva. A pokud tyto vlastnosti
nebyly pro dany systém vhodné, bylo mozno derivatizaci, napt. methylaci v ptipadé¢
topiramatu, molekulu 1é¢iva modifikovat k zajiSténi tepelné stability béhem GC.

V ptipadé metod vyuzivajicich kapalinovou chromatografii byly optimdlni separaéni
podminky studovany na Sirokém spektru kolon nejcastéji na bazi silikagelu s navazanymi
riznymi funkénimi skupinami, které urCovaly jejich selektivitu a polaritu. Pro analyzu
cefuroximu se tak osvédcila kolona Ascentis (Supelco) s amidovymi skupinami vhodna pro
analyzu polarnich latek. Separace galantaminu a jeho metabolitl epigalantaminu, O-des-
methylgalantaminu a N-desmethylgalantaminu byla z hlediska rozliSeni a tvaru pikd nejlepsi
na kolon¢ Discovery HS F5 obsahujici pentafluorofenylpropylovou skupinu navazanou na
silikagel. Zvlast'pozoruhodné bylo na uvedené separaci rozliSeni galantaminu a jeho
stereoizomeru epigalantaminu za podminek reverzni faze. Samostatnou kapitolou bylo pak
testovani chiralni separace (R)-warfarinu a (S)-warfarinu. Polarné-organicky mod a chiralni
kolony na bazi cyklodextrinu byly nahrazeny principem reverzni faze a kolonou s vysoce
Cistym sférickym silikagelem s navazanym amfoternim glykopeptidem vankomycinem.

Detekce analyt pti HPLC zahrnovala pouziti UV detektoru s diodovym polem a tam, kde
k tomu byly pfedpoklady z hlediska struktury dané pfitomnosti fluoroforni skupiny, se
uplatnil citlivéjsi a selektivnéj$i fluorescenéni detektor (napf. pfi analyze galantaminu a

metabolitli nebo u enantiomerti warfarinu). Galantamin a jeho metabolity byly v extraktech



z jaterni tkané potkanii identifikovany pomoci ESI hmotnostnich spekter na hmotnostnim
detektoru typu iontové pasti.

Pievedeni metody z HPLC na kapilarni plynovou chromatografii s hmotnostni detekci
znamenalo v pfipad€ kvantitativni analyzy 8-methoxypsoralenu (8-MOP) podstatné zlepSeni
analytickych parametrti pfedevsim citlivosti a selektivity. Kapilarni kolona na bazi 95 %
dimethyl- a 5 % difenyl polysilarenu byla pouzita k separaci 8-MOP nebo methylované¢ho
topiramatu na GC/MS analyzatoru. Zména detekce z alkalického dusikového ioniza¢niho
detektoru na hmotnostni detektor typu kvadrupodlu pii kvantitativni analyze antiepileptika
topiramatu o fad zvysila citlivost metody GC.

Po fazi optimalizace analytickych podminek byly experimentdlné ovéfeny validacni
parametry kvantitativnich metod. Metody spliiovaly pozadované limity na citlivost, parametry
preciznosti, pfesnosti a selektivity a byly proto aplikovany pii méfeni vzorkll ziskanych
z experimentalnich studii nebo zavedeny do rutinni praxe pii analyze vzorkli v ramci
terapeutického monitorovani u pacientd.

HPLC metoda s fluorescen¢ni detekci pro stanoveni galantaminu byla napiiklad pouzita ve
studii, zabyvajici se absorpci cholinesterdzového inhibitoru galantaminu a jejim ovlivnéni
L-karnitinem na modelu perfuze stfeva in situ u potkana.

HPLC metoda s UV detekci vyuzivajici diodové pole umoznila méfeni koncentraci
volného a vazaného podilu v plazmé u profylakticky podavaného antibiotika cefuroximu a
koncentraci cefuroximu v dialyzatech z intersticidlni mikrodialyzy svalu v pribehu operace
srdce. Farmakokinetika cefuroximu vcetné plazmatické vazebnosti byla ovlivnéna
fyziologickymi zménami pfi kardiopulmonélnim bypassu. Koncentrace cefuroximu v plazmé
a dialyzatech (resp. ve svalu) byly vys§i nez minimalni inhibi¢ni koncentrace potencialnich
patogenl. Lze usuzovat, Ze testované davkové schema cefuroximu poskytovalo u¢inné
antibakterialni hladiny v periferni tkani pfi operacnim zdkroku na srdci pfi
kardiopulmonalnim bypasu.

Chiralni separace (R)-warfarinu a (S)-warfarinu na stacionarni fazi s navazanym
glykopeptidem vankomycinem a fluorescen¢ni detekce se uplatnily pfi potvrzeni stejnomérné
akumulace obou izomerQ v bunikach hepatomu linie HepG2.

Metodou kapilarni plynové chromatografie shmotnostni detekci bylo stanoveno
antiepileptikum topiramat ve vzorcich od pacientl s epilepsii a 1é¢ivo 8-methoxypsoralen pfi
hledani optimalni davky pfi imunomodulacni technice fotoferezy u pacientti po transplantaci

kostni dfené.



