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1 UVOD

Vysoko&inna kapalinovd chromatografie piatv sokasnosti mezi progresivni,
neiastji pouzivanou analytickou techniku v oblasti angly&civ. Jednéa se o sepé&rd
metodu, kterd umdikije provadt kvalitativni i kvantitativni hodnoceni latek olisaych
ve slozitych smésich, v gitomnosti pomocnych latek, &stot nebo rozkladnych produkt

Je vyuZivana iip stanoveni l&v a jejich metabolii v biologickych materialech.

Bylo prokazano, Ze oxidai stres je rizikovym faktorem n#glad pro degenerativni
onemocgni jako je Alzheimerova choroba, Parkinsonova nemaiem podmiina
makularni degenerace, kardiovaskularni oner&rnica dalSi. Oxidéni stres je zfisoben
reaktivnimi kyslikovymi radikaly. Ty vznikaji mim@gné Fentonovou reakci vidledku
nadbytku Zeleza v organismu kitpmnosti peroxidu vodiku. Jednou z mozZnosti, jak
omezit vznik reaktivnich kyslikovych radikéje chelatace volnych ioitZeleza. Vedle
lécby onemociini, na jejichz vzniku se podili oxi¢lai stres, by nové chelatory zeleza
mohly najit své uplatmi iu infekcnich onemoceni typu malarie nebo tuberkulozy,

v |&cbé tumort nebo u antracyklinem indukované kardiomyopatie.

Mezi v sowasnosti intenzivé studované chelatory Zeleza ipatalicylaldehyd
isonikotinoyl hydrazon (SIH). Byla prokazana jehanéost i inhibici Fentonovy reakce,
snadny prostup biologickymi membranami a velmi A&izkoxicita. Jeho velkym
nedostatkem je velmi kratky biologicky pols, coz je fic¢itano hydrolyze hydrazonoveé
vazby v plazm. Ztohoto divodu byly syntetizovany jeho analogy, meziZnpati
i prochelator [2-(4,4,5,5-tetramethyl-[1,3,2]dioxablan-2-yl)-benzyliden]-hydrazid
kyseliny isonikotinové (BSIH), u kterych seeplpoklada vyssi stabilita v plazna tim
i delSi biologicky poloas.

Teoreticka ¢ast diplomové prace popisuje princip vysokiofé kapalinové
chromatografie a n&astjSi separdni mechanismy, stimy prehled HPLC instrumentace
a metod kvantitativni analyzy. Dal&ast je ¥novana Upra¥ biologickych vzork pied
HPLC analyzou avalidaci bioanalytickych metod. &aveoretické casti se zabyva

obecnou charakteristikou aroylhydrazonovych chelateleza.



Experimentalni ¢ast se w¥nuje optimalizaci chromatografickych podminek pro
souwrasné stanoveni chelatoru SIH a prochelatoru BSEaNCI plazne, oweienim linearity

metody a jejim naslednym vyuZzitim k hodnoceni fegtability v plazmi in vitro.



2 TEORETICKA CAST



2.1 Vysokou €inné kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysoko&inna kapalinovd chromatografie — High Performanceiquid
Chromatography (HPLC) je v stasné dob jedna z nejprogresi¥jsich analytickych
metodik, kterd nachazi staleit§i uplaténi ve vSech oblastech analyzyilé Svou
podstatou se jedna o separia metodu, ktera umaibje kvalitativni i kvantitativni

hodnoceni separovanych sloZzekésin{l).

Mezi hlavni gednosti HPLC pat, v porovnani se starSimi chromatografickymi
metodami (hlavé s tenkovrstvou chromatografii), rychlost analyeiglivost stanoveni (v
zavislosti na pouzitém detektoru), moznost autaraag a skutsost, Zze pro analyzu
post&uje minimalni mnoZstvi vzorku. Prakticky ve viedf$&@ uvedenych ukazatelich je
HPLC srovnatelna s plynovou chromatografii (GC)$aw vzhledem k tomu, Zet€ina
léciv neni €kava nebo se zvySenou teplotou rozkladaji, je préanalyze léiv HPLC

mnohem pouzitek)si technikou nez GC (1).

e

NejdalezitejSimi oblastmi vyuziti HPLC v analyzed® jsou stanoveni stability ¢év,
analyza pirodnich I€iv v rostlinném materialu, kontrotranalytickd problematika
identifikace I€iv, stanoveni obsahu @stoty. HPLC se s oblibou vyuzZivdquevsim f
analyze slozenych lékovychripravki. DalSi dilezitou oblasti je monitorovani d& a
jejich metabolit v biologickém materialu, n&hseji v krevni plazng, séru a mé. Na
rozdil od metod imunochemickych je velkoiegnosti HPLC skut@ost, Ze se jedna o
selektivni metodu, umahijici kvantifikovat jak @vodni I&€ivo, tak i jeho metabolity.
Stanoveni l&v v biologickém materidlu Ize vyuZit fip farmakokinetickych
a metabolickych studiichiizené terapii, v toxikologii a lékové toxikomanstudiich
biologické dostupnosti a bioekvivakarich studiich. Analyza &&v v biologickém

materialu je v satasné dobjeden z nejprogresi¥jsich snéri v analyze l&iv. (1)

2.1.1 Princip chromatografie a nej €astéjSi separa €ni mechanismy

Chromatografie vyuziva &kni analyzovanych latek mezi &aa fazemi, z nichz
jedna je stacionarni — nepohybliva a druha je mébkilpohybliva. Pevna stacionarni faze

se nazyva sorbent. Vib&éhu chromatografického procesu dochazi k postupnému,



mnohokrat opakovanému vytei rovnovaznych stavdélenych latek mezi stacionarni
fazi, ktera je v kolot (HPLC, GC) nebo na hlinikové deste pokryté sorbentem (TLC),
a mobilni fazi, ktera unasi separované latkys®ku stacionarni i mobilni faze gldnymi
latkami dochazi k vzajemnym interakcim, které jgakladnim pedpokladem pro jejich
separaci. K separaci tedy dochazi na zaktadné afinity ¢lenych latek ke stacionarni a
mobilni fazi.(1)

Podle hlavni podstaty sepamného procesu lze chromatografické metodyckezit do
nekolika skupin.

2.1.1.1 Adsorpéni chromatografie

Podstatou separace je rozdilna mira adsorgdenyth latek na aktivni povrch
adsorbentu. Jako sorbenty secasfji pouZzivaji silikagel a oxid hlinity. V kapalinove
chromatografii se jedna o separaci pevna faze -alkap (LSC - Liquid-Solid
Chromatography).(1)

2.1.1.2 Rozdélovaci chromatografie

V kapalinové roz#8lovaci chromatografii je podstatou separace roadflsepustnost
délenych latek ve dvou vzajemannemisitelnych kapalinach (LLC - Liquid-Liquid
Chromatography), ifemz kapalina pouZzita jako stacionarni faze je e na

vhodném nosi.(1)

2.1.1.3 lontové vyménna chromatografie (IEC)

U této chromatografie jsou stacionarni fazi ioninite (katexy nebo anexy).
Podstatou separace je rozdilna afinitkenych latek, které jsou zpravidla v iontové férm
k iontovymEnnym skupinam iontosmice. Rozdilnost afinity separovanych latek je dana
rozdilnymi hodnotami disoataich konstant ionogennich skupiniznou velikosti
ionta a liznym mocenstvim ioft NegasgjSimi skupinami chemicky vazanymi na
povrchu anek jsou aminy a kvarterni amoniové béze, na povrcaexX jsou skupiny

kyselé, karboxylova skupina, fosfatova skupina naldtatova skupina.(1)
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2.1.1.4 Gelova chromatografie

Jedné se o kapalinovou chromatogratfti,rpZ jsou analyzované latky separovany na
zaklad rozdilné velikosti molekul. Molekuly jsou nesenyfgkajici mobilni fazi kolonou
naplrenou poréznim materialem (gelemyjgemz pronikaji (permeaci) do rozpotdiem
naplrenych pofi gelu. Malé molekuly pronikaji do pirvSech velikosti, rozemngjsi
molekuly jen do ¥tSich péa a molekuly, které i@sahuji pimér péni, vychazeji z kolony
bez jakéhokoliv zadrZzeni. Separace molekul je Fwia rozmezi velikosti parzvoleného
gelu.(1) Ve ¥tSirg pripadi se jedna o systém polysacharidovych sked&dcionarni faze a

vodnych roztolt jako faze mobilni.

2.1.1.5 Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie ma v analyze ¢lé pouze malé uplatmi. Separace je
zaloZzena na interakcich nevazebné povahy mezi donove vzorku a ligandem
navazanym na vhodny nésiSorbenty s odpovidajicimi imobilizovanymi ligance
syntetizuji specificky pro analyzu konkrétnich amal Metoda se vyuZziva hlagn
v biochemickych a klinickych aplikacich, rapro purifikaci antigef (antigen-protilatka),
enzymi (enzym-substrat), protdin(imunoglobuliny—protein) nebo hormén(receptor-
hormon).(2)

2.1.2 HPLC instrumentace

Nejjednodussi HPLC systém je slozen z vysokotlakékgoadla, davkovaciho
zarizeni, chromatografické kolony, detektoru &sluSného péitacového programu pro

Zpracovani dat.

Pripravena pefiltrovana mobilni faze je ze zasobniku nasavamqei vysokotlakého
cerpadla, které konstantnitpokovou rychlosti tl&i mobilni fazi nastaveného slozertep
kolonu do detektoru. Roztok vzorku je davkovacintizznim nagtknut na pdatek
chromatografické kolony a je unasen mobilni fazizavislosti na interakcich vzorek —
sorbent jsou jednotlivé komponenty analytu rdedy. Na konci kolony jsou latky
v mobilni fazi zaznamenavany pomoci detektoru ao jeddezva je vyhodnocena

pocitatovym programem. Rita¢ takéridi chod celého chromatografu.(3)
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2.1.2.1 Z&sobniky mobilni faze

Zasobniky mobilni faze zajigji dostaténé mnozstvi mobilni faze pro kontinualni
analyzy. Mobilni faze je nasavanaep filtry zamezujici gimiku pevnych né&stot do
systému. Moderni chromatografy provadi odphinrmobilni faze automaticky pomaoci tzv.
.degasseru”, ve kterém je mobilni faze vedena poréubici v evakuovaném prostoru a
molekuly plyri péry pronikaji do v#Siho prostoru. Odplymi mobilni faze zésadn
prispiva k zajitni kontinualniho toku mobilni faze, jez je nezbytpyo dosazeni

vhodnych podminek pro separaci i detekci signalud)3

2.1.2.2 Vysokotlaké ¢erpadlo

Vysokotlaké ¢erpadlo zartuje konstantni a kontinualni tok mobilni faze celym

systémem.(3)

HPLC analyzu lze realizovat za konstantniho slozenbilni faze v pib¢hu celé
analyzy, tzv. isokraticka eluce. Je-li vip¢hu analyzy minéno sloZeni mobilni faze, jedna
se 0 tzv. gradientovou eluci.fiPzméné sloZzeni mobilni faze jsou dana rozpeds
dopravovana jednotlivymicerpadly k misici komi@ (mixer). Pordr rozpou&idel
v mobilni fazi je kontrolovan tokovymi rychlostmi jednotlivych pump.(4)

2.1.2.3 Davkovaci zarizeni

Davkovaci z&izeni umo#uje vpravit dané mnozstvi roztoku vzorku do proudu
mobilni faze ped z&atek kolony. Dnes se vyuZivaji téimvyhradré automatické
davkovae, diky kterym lIze cely proces zautomatizovat alyaozat velké mnozstvi

vzorka bez vrgjSiho zasahu operatora.(3)

2.1.2.4 Chromatograficka kolona

Pro analytické €ely jsou nejastji dlouhé 3 — 25 cm o vrthim piiméru 3 — 5 mm,
velikost¢astic v ptiméru se pohybuje od 1,5 —Bn. Zpravidla jsou zhotoveny z nerezoveé
oceli nebo vyjimeéne ze skla. Délka, vnihi primér kolony a velikostastic sorbentu jsou

dulezitymi charakteristikami, kter&jmo ovliviiuji rychlost i &innost separace.(3)
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Se snizujici se velikostéastic sorbentu dochazi ke zvySeniindosti separace

(rozliSeni).(5)

Kolony jsou naplény vhodnymi sorbenty. Bfl se jako nosi pouziva anorganicky
noskt — silikagel, nebo organicky — polymer nebo uh8krbenty tvéené silikagelem jsou
mechanicky porrné odolné, vykazuji vysokou ¢innost a moznosti po&mné presnée
predikce retence solut Jejich nevyhodou je vSak limitovany rozsah pH imbkfaze,
chemicka nestabilita a chvostovani bazickych atdk}

Sorbenty zaloZzené na polymerni fazi (methylakrykirylamid) mohou pracovat
v Siroké oblasti pH, jsou chemicky stabilni a nddix na nich k iontovym interakcim.
Jejich nevyhodou je jejich nizSi mechanicka oddinoigsi &innost a Spathpredvidatelna

retence analyt(5)

V HPLC se nejastji pouzivaji tzv. chemicky vazané stacionarni fazda
hydroxylové skupiny na povrchu silikagelu jsou vhod chemickou reakci navazany
raizné radikaly. Nejastji se jednd o uhlovodikovéettzce obsahujici zpravidla 18
(pripadre 8) uhlikovych atori. Jde o nepolarni chemicky vazané faze (tzv. rendéze).
DalSi typ radikalu obsahujéinhlikaty fettzec zakoteny skupinami — Nk -CN, aj. Jde
o stedrg polarni faze.(3)

Komern¢ se vyralsji chemicky vazané stacionarni fazézmych typi v Sirokém
sortimentu. Jako nasina kterém jsou navazany radikaly, se pouZivajmkrsilikagelu
i oxid hlinity nebo zirkondity, ktery je na rozdil od silikagelu stabijgi pri vySSim pH
mobilni faze. Pro poeby ionto¥ vyménné chromatografie se jako sorbenty pouzivaji
vhodné ionexy. Komeéné¢ dostupné jsou itzné typy chiralnich stacionarnich fazi,

umoziujici separaci enantiomeléciv.(3)

2.1.2.5 Detektor

Detektory v HPLC kontinuath monitoruji mobilni fazi a v ni rozpugté analyty
opousgjici kolonu. Na zaklagl raznych princigi poskytuji signal, ktery odpovida

vlastnosti detekované latky.(3)
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Citlivost a selektivita chromatografické analyzyiza velkou nérou na pouzitém typu
detektoru. Nejasgji pouzivanymi detektory ve farmaceutické analyzeuj UV - VIS —
detektory, detektory hmotnostni nebo fluorimetric&étatni se vyuZzivaji ve specifickych

piipadech.
Spektrofotometrické detektory

Spektrometrie v ultrafialové (event. viditelné) adti ma Siroké vyuZziti jak ip

identifikacich I€iv, tak i v kvantitativni analyze. Je zaloZena rarbert-Beero¥ zakonu:

A=¢€-c-l
kde: A absorbance ¢eného roztoku
€ molarni absorni koeficient (absorbance roztoku latky 1mol/l,

meiena v 10 mm vrstvpri urcéité vinove délce)
C koncentrace absorbuijici latky v mol/I
I sila ne&fené vrstvy v cm. (1)

Spektrofotometrické detektory préhuji absorbanci elektromagnetického read
urcité vinové délky slozkami eluatu protékajiciho celaletektoru. Absorbance je
pievedena na elektricky signal, ktery je¢ftacem zpracovan k vytweni chromatogramu.
K detekci I€iv se vyuziva pedevsim UV oblast spektra, mnohem #éblast viditelna a
minimalré infratervena oblast spektra. Mezi uzivané UV detektorifi gdV detektor
s fixni vinovou délkou, UV-VIS detektor s prénmou vinovou délkou, scanning UV
detektor (snimajici dhem rékolika sekund absoipi spektrum v maximu piku
hodnoceného téva) a diode array detektor (trojroZma projekce, snima absom
spektrum, umaiuje hodnoceni analytpii nékolika vinovych délkach saasré, dovoluje

porovnavat porry absorbanciipjednotlivych vinovych délkach).(1)

Spektrofotometrické detektory se vyzod pomsrné vysokou citlivosti (10 az 10"

g/ml) a Ize je pouzivatipgradientové eluci.(1)
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Fluorimetrické detektory

Fluorimetrické detektory jsou pouzitelné kigmdech, kdy analyt vykazujgimpzenou
fluorescenci. Latky, které nefluoreskuji, 1ze mngphderivatizaci s vhodnymginidly
pievest na fluoreskujici derivaty. Fluorimetrickéeadebry jsou tedy me&nuniverzalni nez
UV detektory, avsak jsou citisi (10° az 10" g/ml), selektivijsi a jsou roviz

pouzitelné pi gradientové eluci.(1)
Elektrochemické detektory

Elektrochemické detektory nachazi uptatihpti hodnoceni I&v, u nichz lze vyuzit
déju, souvisejicich s elektrochemickou reakci probéiaja rozhrani elektroda — eluent.
Promeéiuji  elektrochemickou velinu, jejiz hodnota je zavisla na koncentraci
analyzovaneho t#va. Schopnost elektrochemické redukovatelnostidavatelnosti l€iv
vyuzZiva voltametricky, ampérometricky a polarogrkfi detektor. Elektrochemické
detektory jsou znmé citlivé (10° az 10" g/ml), ale ¥tSinu z nich nelze pouZitiip

gradientové eluci.(1)
Refraktometrické detektory

Refraktometrické detektory &fi rozdilny index lomu mezgistou mobilni fazi a
eluatem vytékajicim z kolony, obsahujicim analyzmalatku. Citlivost je tim &Si, ¢im
je vyssi rozdil v indexu lomu analytu a mobilnidat kdyz jsou prakticky univerzalni, pro
analytické hodnoceni ¢& se pouzivaji pouze ojedile. K hlavnim nevyhodam pat
mensi citlivost (18 g/ml), nutnost termostatovani (odezva detektormnigné zavisla na

teplo€) a nelze je pouzitipgradientové eluci.(6)
Hmotnostni detektory

Spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii (MS) jeoglpdni dob velmi vyuZivano
pro fadu vyhod — vysokou selektivitu, vysokou citlivgs0™* g/ml) a zarovi poskytuje
hmotnostni spektra vyuziteln&ipdentifikaci neznamych latek. Jedinou nevyhodeu |

jejich finareni nar@&nost.(4)

Hmotnosti — spektrometricky detektor se sklada z iontovétimje, analyzatoru a

detektoru. Detektor zaznamenava ionty v plynné, faroto je nutno mobilni fazi po
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vystupu z HPLC kolony z eluentu odstranit. Molekldyky je poteba gevést na ionty
iontovym zdrojem. Nabitéastice (molekularni a fragmentarni ionty) jsou \algmatoru

v magnetickém nebo vysokofrekvgrm poli separovany podle hmotnosti a naboje a je
zaznamenavano hmotnostni spektrum @gtnost iont ve vztahu kpomru -
hmotnost/péet nabaj).(1)(3)

Mezi dva nejvice pouZzivané iontové zdrojefpealektrosprej (Electrospray lonization
(ESI)) a chemick& ionizace za atmosférického tl@ktmospheric Pressure Chemical
lonization (APCI)).

Princip elektrospraje: Eluat prochézi kapilarou, ma je vloZzeno vysoké nap.
Intenzivni pole na konci kapilary tiiokonicky meniskus (Tayléw kuzel), ze kterého se
uvoliuje sprej vysoce nabitych kapk. Naslednym postupnym odpaim rozpousgtla
vznikaji ionty. Pokud je vice ioniZaich mist v molekule, mohou vznikat vicendsbbn

nabité ionty.(6)

Elektrosprej je neépstji pouzivany iontovy zdroj v LC/MS. Jeho vyhodarai§iroka
oblast pouziti, diky tvorb vicenasob# nabitych ionh umo#iuje analyzovat také velmi
velké molekuly. Nevyhodou je omezena pouzitelnostiepolarni analyty. Elektrosprej je
vhodny pro polarni a iontové latky, peptidy, protei sacharidy, nukleové kyseliny,

organometalické i anorganické komplexy.(6)

Pti chemické ionizaci za atmosférického tlaku je el@dive rozpraSovan pomoci
zmlzovaciho plynu (B do vyhrivané kontirky (priblizné 400 — 500 °C). Poté koronovy
vyboj ionizuje analyt v plynné fazi. Tato technifa vyuzivana u slaienin, které se

nedostatén¢ ionizuji pomoci elektrospreje.(4)

2.1.3 Kvantitativni analyza HPLC

Zatimco zakladni kvalitativni charakteristikou v IHP je retegni (elwni) ¢as &, coz
je ¢as od nasiku vzorku na kolonu k maximu chromatografickéhdupi kvalitativni

charakteristikou v HPLC je plocha, event. vySkaoomatografického piku.

VySka piku je nejjednodussi igob néfeni odezvy detektoru a je vyuzZivané p

stopovych analyzéach.
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Plocha piku je Siroce pouZivanou metodou pro ktaivni analyzu v HPLC.
Spravnost aigsnost zavisi nag¢kolika faktorech, jako je ustaveni zakladni lirspravné
uréeni z&atku a konce piku, dost&te® mnozstvi datovych bédezbytnych pro stanoveni

spravné plochy piku.(1)(7)

2.1.3.1 Metody kvantitativni analyzy

Odezva detektoru je vztazena ke koncentraci nelm¥stvi zkoumane latky.
Metoda normalizace

Obsah stanovované latky v procentech se &aa plochy piku jako procento plochy
vSech pik na chromatogramu, s vyjimkou fiknenSich nez je limit zanedbatelnosti. Tato
metoda je vhodna pro shodné nebo velmi podobnévgddetektoru slozek vzorku

vzhledem k jejich koncentraci (odezvovy faktor).(8)
Metoda vn &jSiho standardu

Metoda vrjSiho standardu spiva ve dvou davkovanich. V prvnim kroku se na
kolonu nastikne roztok analyzovaného vzorku a po registracioriatografického
zadznamu se ve druhém kroku hikgte roztok vijSiho standardu a épse registruje jeho
chromatogram. Koncentrace stanovovanych sloZelsisse pak vypéta z pondru ploch
(vySek) piki jednotlivych stanovovanych latek a plochy pikgjgiho standardu.(8)

Avz _ Ast

Cvz Cst

kde A, je plocha piku vzorku
Ast  je plocha piku standardu

Cz je koncentrace vzorku

Cst je koncentrace standardu.
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Metoda vnit ¥niho standardu

Metoda vnitniho standardu je provéaa tak, Ze se ke zndAmému objemu zkouSeného a
porovnavaciho roztokuriga definovany objem roztoku vhodného yniho standardu a po
promichani se roztoky naiiuji na kolonu. Koncentrace stanovovanych lateknginiho
standardu se @pvypcaita z pongru ploch (vysek) pik jednotlivych separovanych slozek

a plochy piku vniniho standardu.

Vyhodou metody je vySSitpsnost, protoZze neni zatizena chybou dvojihorikast
Nevyhodou je narmost vybrani vhodného vhitiho standardu, ktery musi byt eluovan
samostaté v blizkosti piki, které budou vyhodnocovany, musi mit podobnou &otraci
jako latky, jejichz obsah je zfievan, musi byt chemicky inertni, staly a struk&urn

podobny stanovovaneé latce.(8)

Avz

(A15)y,
Cyz = % * Cst
(AIS)St
kde (Ais)yz je plocha vniniho standardu u zkouSeného roztoku
(A19) st je plocha vniniho standardu u porovnavaciho roztoku.

Metoda kalibra €ni k¥ivky

Na zaklad analyzy standardnich roztibko znamé koncentraci analytu se sestavi
kalibratni kiivka a uti se vztah mezi signadlem (osay) a koncentraciokoztvzorku

(osa x). Z rovnice ifimky
y=kx+gq

se vypaita hodnota koncentrace

Kalibratni zavislost mize byt utena na z&klad metody vijSiho i vnitniho
standardu a tha by byt owifena dostatanym paitem standardnich roztdK7)
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2.2 Uprava vzork G pfed HPLC analyzou

Uprava vzork je ve tding piipadi samo#ejmou sodasti HPLC analyzy. Jejim
cilem je odstragni neistot, které by mohly zjsobit znéeni kolony nebo ovlikovat
detekci signalu. Dale je nutné zajistit kompattbilnastikovaného vzorku s pouzivanou
HPLC metodou (ndp nerozpustnost v mobilni fazi). Uprava vzibrknize vyznama

ovlivnit také gesnost, spravnost, selektivitu i citlivost metogh).

2.2.1 Extrakce do organického rozpoust édla

Extrakce do organického rozpotdia (LLE — Liquid — Liquid Extraction) separuje
analyty na zakla#l jejich relativni rozpustnosti ve dvou rozdilnyctennisitelnych
rozpoustdlech, ¥tSinou se jedna o vodu a organicka rozpsmiat Nefastji pouzivana
organicka rozpoustlla jsou hexan, methylen chlorid, ethyl ester kysebctové nebo

jejich kombinace.(9)

Upravou pH vodné faze lze dosahnout vy3si selektiai predevsim vydznosti
extrakce. Obeahlze fici, Ze @ pH nizSim nez 4 se mémisociuji a Iépe extrahuji latky
kyselého charakteru, naopak pH vySSim nez 7 snazeégehazeji do extrakiho ¢inidla
latky bazické.(10)

Vzorek biologického materialu je smichan s orgaynickozpoustdlem, protepan a
centrifugovan pro odidleni organické a vodné faze. Vodna slozka je odpiy@ma nebo
zamrazena (zkumavka je vloZzena na 1 minutu do $ucleglu, organicka faze nezmrzne a
odlije se do jiné zkumavky). Néasletlije organicka faze zahdsta plynem, neépstji
dusikem. Zahu8hy vzorek se rekonstituuje v malém mnoZzstvi mobifzie a nize byt

nastiknut na kolonu.(9)

Vyhodou této izolace je univerzalnost a dobraéimost, nevyhodou je vysoka

spoteba rozpoustlel a zdlouhavost prace.(11)
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2.2.2 Deproteinace

Deproteinace (PPE — Protein Precipitation Extragtige jednou z népstji

pouzivanych metod. (9)

Pfi deproteinaci by ®lo byt odstratino co nej¥tSi mnozstvi protein Zvolené
deproteinani ¢inidlo nesmi ovliviovat sledované &&vo ani dalSi pracovni postupy. Dale

je pokeba, aby samotny precipitat neadsorboval tigswrch sledované &vo.(10)

Biologicky material je smichan s precigitam cinidlem (napgiklad metanolem,
acetonitrilem, kyselinou trichloroctovou, hydroxidebarnatym, kationtyéZkych kowa),
které zmisobi denaturaci a precipitaci protiirPoté je vzorek vlozen do centrifugy, kde

dojde k oddleni precipitatu od supernatantu, ktery je fikstt na kolonu.(9)

Vyhodou deproteinace je jeji jednoduchost a rydhlpovedeni, nevyhodou je
moznost vazby k@v na precipitat, n@dni vzorku a vysoka iftomnost balastnich
latek.(9)

Deproteinaci Ize provést také enzymatickgg@benim proteolytickych enzymcoz je
hodre ¢aso¥ narané. Proteiny je moZzné odstranit také ultrafiltrday se vzorek i
centrifugaci pefiltruje pres mikrofiltr. Deproteinaci ultrafiltraci ziskamericentraci 1&iv

nevazanou na bilkoviny plazmy.(10)

2.2.3 Extrakce na pevné fazi

techniky v gipraw vzorki pro HPLC analyzu. VyuZiva extréki kolonky, které jsou
naplrené iiznymi sorbenty. Separace je zaloZzena na rozdilinécatnalytu a ostatnich
balastnich latek k pevné stacionarni fazi. Podlérnzpolarity a pH mobilni faze, analyty

nebo néistoty prochazi extraki kolonkou.(9)

Kolonka je ped vlastnim pouzitim aktivovana dle pokywyrobce promytim danym
rozpoustdlem (po promyti organickych rozpo&dlem se je&t promyva ¥tSinou vodou).
Pro pitok rozpoustdla sorbentem se vyuziva podtlak neletlak. Poté se na kolonku
aplikuje @islusny biologicky material. i pritoku kolonkou se analyzovanécivéo v

biologickém materidlu sorbuje na kolonce. Néslegnyr slouzi k promyti kolonky a
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odstragni balastnich latek. Poté je eluovan analyt poroaganického rozpouitla. Eluat
Ize primo nastiknout na kolonu nebo zahustit dusikem a nasledmpustit ve vhod¥Sim
rozpoustdle a analyzovat.(9)

Vyhodou je moznost propojeni on-line s HPL&5tota produktu a moznost snadné

automatizace. Nevyhodou je vysSi cena kolonek.(9)
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2.3 Validace bioanalytickych metod

Smyslem validace je prokazat, Ze vypracovana mgegeo zamyslenydel vhodna.
Cilem validace bioanalytické metody je stanovit die® podminky metody a zajistit
stejnou spolehlivost ip opakovaném pouziti v jedné nebo ixzmnych laborattich.
Zamyslenym Gelem je stanoveni analytu v biologickém materighijatelnou gesnosti a

spravnosti.(12)

Utad pro kontrolu potravin a l1ék(FDA) vydal dokument ,Guidance for Industry,
Bioanalytical Metod Validation* shrnujici poZadavkw validaci bioanalytickych metod.
Tyto poZadavky nejsou zavazné, slouzi pouze jakpowdeni. Informace obsazené
vtomto dokumentu plati zejména pro metody poufvah studiu bioekvivalence,
biologické dostupnosti a farmakokinetickych parainet farmakologickych i
toxikologickych studiich a preklinickych studiicBabyva se bioanalytickymi postupy jako
je plynova chromatografie, vysok&iana kapalinova chromatografie, jejich kombinace
s hmotnostni spektrometrii, které jsou vyuzivankkantitativnimu hodnoceni d& nebo
metabolifi v biologickych matricich.(12)

Smernice FDA definovalait typy validaci — Uplnatast&na a kizova validace.(12)

Zjistéené hodnoty validénich parametr se zpracovavaji do valitiaiho protokolu,

ktery musi obsahovat téZ pighou dokumentaci (ndpchromatogramy).(1)

Mezi zakladni parametry validace bioanalytickychtadeje podle doporieni FDA
zahrnovana spravnost (accuracylegmost (precision), selektivita (selectivity), séniza
(senzitivity), reprodukovatelnost (reproducibilit@) stabilita (stability). Mreni kazdého
analytu v biologickém materialu by &o byt validovano. Navic by #&a byt ugena
stabilita analytu v naknutém vzorku. B vyvoji bioanalytické metody je idezité
stanoveni selektivity, spravnosti,fgsnosti, vyznosti, kalibréni kiivky a stability
analytu.(12)
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2.3.1 Selektivita

Selektivita (selectivity) je schopnost analytickéetody rozliSit a zré¥it mnozstvi
analytu v pitomnosti jinych slozek ve vzorku. Pro analyzu wfomatrice (blank samples)
by meél byt ziskan pislusny biologicky material alespaze Sesti zdrdj Kazdy vzorek
matrice by mdl byt testovan pro zjighi pripadné interference s testovanou latkou.
Selektivita by ndla byt zajiS¢na v dolnim limitu kvantifikace (LLOQ — Lower LimiDf
Quantification).(12)

Potencialni ruSivé latky v biologickém materidluhmauji metabolity, rozkladné
produkty, dalSi xenobiotika. Pokud je metoda zaemnél k néteni vice nez jednoho
analytu, kazdy analyt by &byt testovan k zajighi skut€nosti, ze k interferenci mezi

sebou nedochazi.(12)

2.3.2 Spravnost, p fesnost, vyt éznost

Spravnost (accuracy) vyjage shodu mezi ziskanym vysledkem a skobel
hodnotou (koncentraci) analytu ve vzorku. Spravesesbbvykle uti analyzou minimalé
péti samostatdé pripravenych vzorik pro kazdou testovanou koncegtra hladinu. Je
doporweno owiit spravnost na minimatntrech koncentracich v rozsahu koncentrace
vzorku. Stedni hodnota spravnosti by se rianliSit o vice nez 15% od skut@ hodnoty,
krom¢ LLOQ), kde by se ne#ha odchylit o vice nez 20%. Odchylka ziskané odiesike
hodnoty slouZi k reni spravnosti.(12)

Presnost (precision) je mira shody mezi jednotlivyngsledky neieni opakova®
ziskanymi s jednim homogennim vzorkemiedhost se obvykle stanovi analyzou
minimalné péti samostaté pripravenych vzork pro kazdou koncentraci vzorku. Je
doporieno stanovit minimaktii koncentrace v rozsahwekavané koncentrace vzorku.
Presnost zji&n& pro kazdou koncentraci by n&m presdhnout 15% vadaiho
koeficientu (CV - coefficient of variation) krofrLLOQ, kde by nerfla presahnout 20%
CV.(12)

Variatni koeficient, nebo také relativni 8mdatna odchylka (RSD), je
charakteristikou variability rozdeni pravépodobnosti ndhodné veéiny. Je definovany

jako podil sndrodatné odchylky a absolutni hodnoty zZedhi hodnoty.
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100 -SD
RSD(%) = —

kde x je pamér naneienych hodnot a SD je smodatna odchylka. SD pro et

jednotlivych néfenin a jejich jednotlivé vysledky; je definovana jako

n—1

Podle podminek opakovani se rozlistijiirovré presnosti:

Opakovatelnost (repeatability) — metoda se opakiggym zfisobem jednim
pracovnikem se stejnymiinidly na tomtéz fistroji.

Mezilehla gesnost (intermediate precision) — metoda se prosatiinymi
¢inidly, analytiky i pistroji, vrizny den, ale vjedné laborétoa se stejnym

zhomogenizovanym vzorkem.

Reprodukovatelnost (reproducibility) — provedeaistejné jako u mezilehlé

piesnosti s tim rozdilem, Ze probihaizmych laborattich.(1)(7)

Vytéznost (recovery) stanovuje efektivitu metody exteakanalytu z biologického
materialu. Ziska se porovnanim odezev detektomalkeavanych vzornk na tech arovnich
koncentrace analytu a standardteré byly pipraveny pidanim dostai&ného mnozZstvi
analytu do extrahovaného vzorku prdzdné matrice fedspavuji 100% vg#nost.
Vytéznost analytu nemusi dosahovat hodnot 100%, alsahoxyéznosti analytu a

vnitiniho standardu by ghbyt staly, fesny a reprodukovatelny.(12)

100-nalezena hodnota

vytéznost (recovery) = spréons hodnota
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2.3.3 Kalibra éni kfivka

Kalibraéni kiivka popisuje vztah mezi odezvou detektoru a znarkomcentraci
analytu ve vzorku. Kalibkmi kiivka je sestrojena pro kazdy analyt ve vzorku. ltatini
vzorky jsou pipraveny vtom samém biologickém materialu, ve éterbudou réreny

vzorky v zamyslené studii.(12)

Pro vhodnou definici vztahmezi koncentraci a odezvou je faita mit dostatmé
mnoZstvi kalibrénich bodi.. Je teba dokazat, Ze vztah mezi odezvou a koncentraci je
plynuly a opakovatelny. Ret kalibr&nich bodi i koncentr&ni rozmezi zavisi na

piedpokladaném koncentram rozsahu analitv realnych vzorcich.(12)

Kalibracni kiivka je sestavena ze vzorku matrice (biologickyemat bez vnitniho
standardu), nulového vzorku (biologicky materidnginim standardem) a Sesti az osmi
nenulovych vzork zahrnujicich éekdvany rozsah koncentracéetns LLOQ. VySSi paet
koncentraci standaide doporden @i nelinearnim vztahu.(12)

Pri sestrojovani kalibri kiivky je dalezité, aby alespodétyii ze Sesti nenulovych
kalibratnich standaril sphovaly parametry spravnosti, tj. 15% odchylky od tskuneé
koncentrace analytu ve vzorku a odchylku 20% proOQ. Zarové by vynechani
standard, které &mto kritériim nevyhovuji, nesto zmenit model zavislosti odezva-
koncentrace. Vysledky nulového vzorku a vzorku matrse do kalibrni kiivky

nezahrnuiji, slouzi pouze k vizualnimuweni. (12)

e

vzorku, které je mozno kvantitatigrstanovit s vhodnouipsnosti a spravnosti. Dolni limit
kvantifikace je stanoven alesp@cti vzorky nezavislych standairda u€enim varigniho
koeficientu. Limit kvantifikace rize byt zvolen jako spodni hodnota na kaltbfeiivce,
pokud jsou dodrZzeny nasledujici podminky:

e Odezva analytu ip LLOQ by nx¥la byt alespd pétindsobna i odez
prazdného (blankového) vzorku.

* Pik (odezva) analytu by ¢h byt rozpoznatelny, oddeny a opakovatelny
s presnosti 20% a spravnosti 80-120%.
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Doporituje se pouzit nejjednodussi model, ktery odpouitajizpisobem popise
vztah koncentrace — odezva. (12)

MozZnostiedit vzorky analyit, které maji koncentracitpsahujici horni mez kalibfai
kiivky, je poteba Khem validace prokazat valit@mi parametry spravnosti a
piesnosti.(12)

2.3.4 Stabilita

Stabilita I&€iva v biologickém prosedi je funkci skladovacich podminek, chemickych
vlastnosti léiva, biologického progedi a obalového materidlu. Stabilita analytiZen byt
ovlivnéna kEhem gipravy a zachazeni se vzorkemyj plouhodobém skladovani (ve
zmrzlém stavu id konkrétni skladovaci tepldt a @i kratkodobém skladovani (doba, po
kterou se fedpoklada uchovavani vzorkuii ppokojové teplof nebo v obalovém
materialu), Bhem zmrazovacich a rozmrazovacich @yl @i procesech analyzy.
Podminky stabilitnich te&t by meély odrazet skuttné podminky, kterym je &&vo
vystaveno v realném vzorku. Tyto testy mohou zabehtaké hodnoceni stability analytu

v zasobnim roztoku.(12)
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2.4 Aroylhydrazonové chelatory Zeleza

Zelezo je nejvice zastoupenyrephodny kov v lidskéméle a je potebnym
kofaktorem pro esencialni Zivotni procesy jako jansport kysliku, DNA syntéza
a burg¢né dychani. Zelezo ovdem hraje vyznamnou roli vetdr®w reakci, ve které
Zeleznaty ion reaguje s peroxidem vodiku a produkwyysoce reaktivni hydroxylovy
radikal. Téndt veskeré Zelezo je za fyziologickych podminek véazaa proteiny, které ho
bud’ vyuziji, transportuji nebo ulozi do zasobyi Rekterych patologickych stavech, jez
jsou spojeny siftomnosti vysokych koncentraci superoxidu a pemxicbuice, nebo
nizkym pH (nap. béhem ischemie), fiZe dojit k uvoldni Zeleza z jeho skladovacich
proteini. Tento jev pak napomaha cyklické produkci reaktitirkyslikovych radikdl, jez
vedou k oxidanimu stresu.(13)(14)

Lécba u systémovych onemaen zpisobenych nadimnym mnoZstvim Zeleza
zahrnuje dietu bez Zeleza a &kterych pipadech terapii chelatory Zeleza. Bakterialni
siderofor desferrioxamin (DFO) je klinicky pouziv&ad roku 1970 k l&be pretizeni
organismu Zelezem, které bylo navozeno transfuzginiécbé g - thalasemie. Jeho
nevyhodou je kratky biologicky patas, a diky vysoké hydrofilittaké Spatna absorbce
z GIT, coz vyzaduje dlouhodobé subkutanni infuzepebralnich fipravki jsou
k dispozici hydroxypyridinon deferipron (L1, CP2®)riazol deferasirox (ICL670A). (15)
Deferipron ma kratSi biologicky palas nez deferasirox, ktery se podava pouze jednou
denrg. Prvotnim cilemdchto €Ki je Zelezo v plaz které neni navazano na transferin,
nasledg intracelularni zasoby Zeleza v jatrech, srdcido&rinnich tkanich.(14)(1&ejich
zna&nou nevyhodou je jejich nizk4 selektivita k tzv.o8kvému Zelezu a kompetice
chelatofi s enzymy, které pro svoji funkci vyZadujiitomnost Zeleza nebo jinych kiov
(14) (17)

Mnoho in vitro i in vivo studii odhalily Siroké moznosti vyuZziti cheldiozeleza
v terapii dalSich patologickych stgv které nejsou Zjsobeny petizenim organismu
Zelezem. Chelétory mohou vazbou Zeleza blokovatren®astnici se syntézy DNA a tak
branit proliferaci nddorovych bgk (nag. di-2pyridylketon isonikotinoyl hydrazon).
Analogicky inhibuji nedostatkem Zelezast plasmodii,¢éehoz by mohlo byt vyuZitoip

terapii malarie. Analogy odvozené od isonikotindwdrazidi byly patentovany jako
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antituberkulotika. Je prokadzana také jejiciindost u onemoaimi spojenych s oxidaim
stresem nebo neurodegenerativnich onerragi8)(19)

Materskou latkou aroylhydrazonovych cheldtozeleza je pyridoxal isonikotinoyl
hydrazon (PIH) (Obr. 1). \in vitro, i v preklinickychin vivo studiich PIH vykazoval
schopnost tvist komplexy se Zelezem a relativymizkou toxicitu. Nicmeéé v prvni fazi
klinického zkouSeni byla pozorovana vyrazizSi schopnost této latky mobilizovat Zelezo
z organismu, nez byla na zakdapreklinickych dat dekavana. Obgmou jeho struktury
byla ziskdn&ada analog rozdilnych fyzikalg-chemickych vlastnosti a farmakologického
acinku. (18)

e
e, MH
N| OH
8] “‘x CHy
HO | M

Obr. 1 Strukturni vzorec PIH

Mezi intenzivré zkoumané péit salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH). (OR)
SIH je krystalicka latka s¥#lé az nazloutlé barvy, ktera je snadno syntetinavpomoci
Schiffovy reakce z koméné dostupnych prekurzér isoniazidu a salicylaldehydu. SIH je
Spatr rozpustny ve vodnych roztocich o neutralnim pHa&vjeho 8l (SIH . HCI) je ve
vodé |épe rozpustna. SIH tvio komplexy gednosti s volnym nebo slab vazanym
Zelezem (F¥) ve stechiometrickém pafru 2:1 vazbou fes karbonylovy kyslik, iminovy

dusik a deprotonovany fenolatovy kyslik.(19)(20b£CB)
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Obr. 2 Strukturni vzorec SIH Obr. 3 3D zobrazeni komplexu Fe(SIH)

Diky nizké molekularni hmotnosti a optimalni ligini, mize byt SIH podavan
perorélié. Snadno pronika membranou do Bkinpevré chelatuje intracelularni Zelezo,
a proto je schopny velmi efektiwrblokovat Fentonovu reakci. SIH bytiany v protekci
kiec¢ich a krysich kardiomyocfta H9c2 buik pred poSkozenim Zigobenym peroxidem
vodikuin vitro. Také @inn¢ chranil H9c2 biiky pred oxid&nim stresem vyvolanyrerc-
butyl hydroperoxidem. Navic SIH vykazoval kardiogktivni pisobeni na modelu
antracyklinové kardiotoxicity jakn vitro (u neonatalnich potkanich kardiomyagyttakin
vivo NejnowjSi studie také prokazuji zér@ou &innost SIH proti bu&nému poskozeni
zpusobeného gama nim. Nizkain vivo toxicita a dobra tolerance SIH byla dokazana

desetitydennim opakovanym podavanim kiatik(13)(14)(19)

Navzdory slibnym farmakologickym cinkam, pilotni farmakokineticka studie
odhalila relativé kratky biologicky poléas po intravenoznim podani SIH kralikovi (cca
17 min pro SIH), coz i¥e byt limitujicim faktorem pro jeho dalSi vyvojodbbné
vysledky byly ziskany také wm vivo studii s dalSim aroylhydrazonovym chelatorem

pyridoxal-2-chlorbenzoyl hydrazoneno-108. Kratky biologicky poléas by mohl byt

prokazano, Ze rychly rozklad v plagzmmeni typicky pouze pro SIH, ale objevuje se
i u aroylhydrazofi vytvorenych spojenim isoniazidu s aromatickym aldehyd8milem
zvySeni plazmatické stability a tim i zlepSeni néim terapeutického potencialu této

skupiny latek byla provedena cilend modifikace diekénstruktury.(13)(18)
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pyridin-4- karhnhydrazld 2-hydroxybenzaldehyd

Obr. 4 Hydrolyza SIH

Cilenou obmnou struktury aroylhydrazd@inbyly pripraveny také prochelatory, které
obsahuji chemicky maskované Fe-vazajici skupinyakévni chelator je tvien jen
v pritomnosti produkce reaktivnich kyslikovych radikdlNa rozdil od typickych
chelatofi, které reaguji se vSemi kovovymi ionty nebo infjilmoetaloenzymy neselektivni
vazbou, tyto prochelatory jsou navrZzeny tak, ably laktivovany jen v mist oxidatniho
stresu.(14)(20)

Prvni generaci prochelatorje [2-(4,4,5,5-tetramethyl-[1,3,2]dioxaborolan-B-y
benzyliden]-hydrazid kyseliny isonikotinové (BSIHDbr. 5) jenZ obsahuje ester kyseliny

borité namisto fenoloveho kysliku, ktery jeckiym donorem u chelatoru SIH.(14)(20)

BSIH Ize snadno ffpravit kondenzaci hydrazidu kyseliny isonikotinogéginakol
esterem (2-formylfenyl)borité kyseliny. Reakci sqpedem vodiku se BSIH aktivuje na
chelat&né cinny SIH. (Obr. 5)

Bylo prokazano, Ze je BSIH v b&¢ném médiu mnohem stabi#jsi nez SIH a také
lépe chrani bitky proti oxida&nimu stresu i &hem dlouhotrvajicich experiméntkKromeé
toho byl BSIH (10QuM) prokazateld mére toxicky v porovnani se SIH (100M) a
desferrioxaminem (1mM). Diky nizké toxigitvyznamnému antioxidaimu pisobeni a
selektivni bioaktivaci v migticinku se teda BSIH jevi jako slibny kandidat pro rectu
burék a tkani ped oxid&nim stresem.(14)
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Obr. 5 Mechanismus &inku prochelatoru BSIH

2.4.1 Analytické hodnoceni aromatickych hydrazon Q.

Navzdory skuténosti, Ze byly nasyntetizovany desitky chelatocharakteru
aromatickych hydrazdan dlouhou dobu nebylaémovana pozornost jejich analytickému
hodnoceni. Ve &sSir¢ pripadi byla hodnocena pouze jejichtidnost, gipadreé byly
v odborné literatte publikovany analytické metody zaloZzené na UV/8@ktrofotometrii
a tenkovrstvé chromatografii (TLC).(20)(14) Az v upgkhu poslednich let byly
publikovany HPLC metody pro hodnoceimtoty a stability vybranych chelatogeleza ze
skupiny aromatickych hydrazén S vyuzitim HPLC bylo dale mozno stanovit také
zakladni farmakokinetické parametry vybranych doelététo skupiny.(13)(18)(19)

Pozornost bylagnovana zejména analyze Slkv-d08 Pro izolaci SIH z plazmy byly
testovany @izné metody Upravy vzorku. SPE (Solid-phase extraptbyla diky svym
vyhodam (jednoduchost provedeni, reprodukovatelnsshopnost dat relatigncisty
vzorek) zvolena jako prvni moznost. NejvysSi, ausadtostaujici extrakni vyteznost SIH
o koncentraci 10g/ml byla dosazena pomoci C4 kolonky (69%).(19)i\pact 0-108
byla plazma upravena pomoci SPE pouzitim kolonky @Q8jvysSi vyEZznost byla
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dosaZena s fosfatovym pufrem a malym mnozstvim EDZAM), kon€ny analyt byl
eluovan nejlépe methanolem.(21)

Precipitace protein plazmy byla provéatha jako druhd v gadi. Precipitéanimi
¢inidly prvni volby se staly metanol, acetonitril bae jejich kombinace. Optimalni
vytéZnost analytu by #ta dosahnout 95 — 100%.(19) NejvySSi extrakvyteznost SIH
byla dosazena pouZzitim acetonitrilu (80%), wikrét wtSim objemu neZz byl objem
precipitované plazmy.ilanim 10ul HCIO, do vzorku ped smisenim s 9Q0acetonitrilu
dosahla extralni vyttZnost hodnot 85% a objem precigitého cinidla tak klesl na

poloviéni mnozstvi oproti fedchozimu fipadu.(18)(19)

V porovnani s precipitani technikou a SPE byla L-L extrakce (liquid-liquid
extraction) je&t mére (cinna, protoZze umoznila dosdhnout maximalni¢igosti mensi
nez 60%.(19)

Pro analyzu SIH a-108 v krdlici plazrme byly publikovany validované analytické
metody, které byly poté 0s&gne uplatrené vin vivo farmakokinetickych studiich.
Vhodnych separmich podminek § analyze SIH ao-108 bylo dosazeno pouZzitim
chromatografické kolony (250 x 4,6 mm) s LiChrogphBP — 18,5um s gredkolonou
Purosphét RP - 18,5um (Merck, Nsmecko). Jako mobilni faze pro analyzu SIH byla
pouzita smis methanolu a fosfatového pufru (0,01 M dihydrogsfdré&nan sodny;
pH 6,0 upraveno 1 M hydroxidem sodnym) v gom47:53 (v/v). Roztok EDTA (2mM)
byl piidan do vodné faze, aby sgedeslo pipadné tvord komplexa chelatoru se Zelezem
v chromatografickém systému.(18) Mobilni faze mrd08 byla sloZzena z fosfatového
pufru (0,01M dihydrogenfosfoéean sodny sisluSnym mnoZzstvim EDTA k vyt¥eni
koncentrace 2mM), methanolu a acetonitrilu v pam42:24:14 (viviv).(21) Ritok byl
nastaven na 0,9 ml/min, nebo 1,0 ml/min, detektbo288 a 254 nm.(18)(19)iFanalyze
SIH byl 0-108 pouzit jako vnihi standard a naopak. Retahc¢as SIH byl 11,6 ming-108
14,3min (18)(21)

Stabilita vybranych aroylhydraz6r{SIH, 0-108, PIH) v plazr a dalSim biologickém
materialu byla studovéania vitro za fyziologicky relevantni teploty. Bylo zj&to, Ze SIH
a0-108jsou relativig stabilni v PBS za fyziologického pH a teploty &, jejich pivodni

koncentrace (10QM) po trech hodinach poklesla o menez 5%. Naproti tomu podléhaly
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rozkladu v kraki plazmg, kde jejich koncentrace pammé rychle klesla. Vzorek SIH
obsahoval po 240 min inkubace miérez 10% z fivodniho mnoZstvi, vifipac 0-108mgl
vzorek pouze 47% zipodni hodnoty. Uvedené aroylhydrazonové chelatogyy b
v porovnani s plazmou stahijgi v ultrafiltratu kraléi plazmy (poléas SIH: 1,21hodo-
108: 4,99 hod. ultrafiltrat) a potas SIH: 0,52 hod.p-108: 3,83 hod. pro plazmu.
Nasledujici poldasy rozkladu byly zjighy pro roztok BSA a butné médium RPMI
(polotas 3,59 hod. pro SIH a 6,54 hod. @rd08 v BSA; poldas 7,24 hod. pro SIH a
12,19 hod. pr@-108 v RPMI). (18)

Béhem ngteni stability analyt v kralici plazne byl objeven zajimavy fenomén.
Rozklad SIH i0-108 pii koncentraci 1M byl znané¢ pomalejSi nez ip koncentraci
10QuM, piesny opak byl zaznamenén u PIH, coZz by mohlo b§sapeno vyssi lipofilitou
SIH a 0-108 oproti PIH. Také zna vazba na proteiny by mohla vést k rozdilnému

mnoZstvi degradovaného chelatoru.(18)

V piipact SIH byla studovana stabilita v plagzndalSich ZivéiSnych druli (prase,
krava) s cilem zjistit fdpadnou mezidruhovou variabilitu. cRoliv byl rozklad latky
v praséi plazmé pomalejSi, celkovy pokles koncentrace byl vyznamropou gipadech.
Polaias v prasé plazme byl 1,47 hod., v hoszi 1,30 hod.(18)
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3 CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo modifikovat chromatograé podminky éve vyvinuté
HPLC metody pro stanoveni BSIH a SIH v k¥alplazme. Hlavnim cilem byla snaha
o zlepSeni citlivosti metody, zkraceni doby analppg 20 minut fi zachovani dostateée
separace BSIH, SIH a vhiiho standardw-108 a zlepSeni symetrie gik Poté ovfit
linearitu metody a metodu vyuZzit pro hodnoceniitglBSIH a SIH v kralti plazne in

vitro.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Chemikalie a material

Boronyl salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (BSl|HDepartment of Chemistry,
Duke University, Durham, USA — totoznostésena NMR

Salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH), syrizewvany na Kateite anorganické a
organické chemie FaF UK, Hradec Kréalo@@ska republika — totoZznost &ena NMR

Pyridoxal 2-chlorbenzoyl hydrazon (0-108), synt@tany na Kateitt anorganicke a
organické chemie FaF UK, Hradec KraloG&ské republika — totoZnost&ena NMR

Dihydrogenfosfor&nan sodny dihydrat, Chemifarm s.r6eska republika
Acetonitril gradient grade HPLC, Merck ¢hecko

Methanol gradient grade HPLC, Merckémecko

Mravertan amonny, Sigma-Aldrich, Velka Britanie

Hydroxid sodny, Sigma-Aldrich, Velka Britanie

Kyselina chlorovodikova, Sigma-Aldrich, Velka Brié

Dimethyl sulfoxid pro HPLC, Sigma-Aldrich, Velka Banie

Cisténa voda, fipravena reverzni osmozou, FaF UK, Hradec KraloZéskéa
republika

Byly pouzity chemikalie analytick&istoty s vyjimkou methanolu, acetonitrilu a
DMSO.

Biologicky material

« Kréli¢i plasma, ZOO servis, Dy Kralové,Ceska republika
e Bunétné médium RPMI 1640, Sigma-Aldrich, Velka Britanie
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4.2 Pristroje

421

4.2.2

Chromatograficky systém

Chromatograficka sestava LC 20A Prominence, skiédaje ze dvou pump,
degasseru, autosampleru, termostatového prostayukpionu, komunik&niho
modulu a Diode Array detektor, ShimadzwniNecko

LC Solution Software, verze 1.21 SP1, Shimadzaimétko

Predkolona Zorbax Bonus-RP 20 mm x 3 mntastice 3,5 um, Agilent
Technologies, USA

Chromatograficka kolona Zorbax Bonus-RP, 150 mmr8m, ¢astice 3,5 pum,
Agilent Technologies, USA

Chromatograficka kolona Discovery HS F5, 150 mm,& 8im, ¢astice 5 um,
Sigma-Aldrich, Velka Britanie

Chromatografickd kolona Kinetex, 150 mm x 3,0 mggstice 2,6 um,
Phenomenex, USA

Chromatografickd kolona Kinetex, 100 mm x 2,1 mggstice 1,7 um,
Phenomenex, USA

Chromatograficka kolona Ascentis C18, 100 mm xr8r, ¢astice 3 um, Sigma-
Aldrich, Velka Britanie

DalSi pFistroje

Analytické vahy CPA225D-OCE, Sartorium AG¢mecko

Acidimetr CyberScan pH510, Eutech instruments, &g
Centrifuga IEC CL31R Multispeed, Thermo electronpowation, USA
Thermomixer comfort, Eppendorfsecko

Vortex mixer, VELP scientifica, Italie

Ultrazvukova laze K10, Kraintek, Slovenska republika
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4.2.3

Pom ticky

Laboratorni sklo
Mikropipety, Eppendorf, Bmecko
Nylonoveé filtry 0,45 um, Sigma-Aldrich, Velka Britée
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4.3 Vyvoj chromatografickych podminek

4.3.1 Stacionarni faze

Jako stacionarni faze byly pouzit§zné kolony, vSechny termostatované na teplotu
25°C. Pititok mobilni faze byl fizpasobovan jednotlivym kolonam od 0,1 ml/min po

0,3 ml/min.

Byly testovany nasledujici stacionarni faze: Zorlgonus-RP, Discovery HS F5,

Kinetex a Ascentis C18.

NejvhodrgjSi kolonou byla zvolena chromatograficka kolonat#x Bonus-RP (150
mm Xx 3,0 mm, ¢astice 3,5 um, Agilent) ge@dkolonou se stejnou naplni
a s ptitokem 0,3 ml/min. Na#ikovany objem vzorku byl nastaven na 20 ul, vindéika
297 nm.

Jako vnitni standard byl vybran chelatorl08(pyridoxal 2-chlorbenzoyl hydrazon).

4.3.2 Optimalizace sloZzeni mobilni faze
Pri optimalizaci slozeni mobilni faze byly pouzityshédujici pufry:

1. dihydrogen fosforénan sodny (10 mM, pH 6, upraveno hydroxidem sodnym
ziedknym RS)

2. dihydrogen fosforénan sodny (10 mM, pH 4,1, upraveno kyselinou
chlorovodikovou Fecénou RS)

3. dihydrogen fosforénan sodny (10 mM, pH 3,1, upraveno Kkyselinou
chlorovodikovou edénou RS)

4. dihydrogen fosforénan sodny (20 mM, pH 6, upraveno hydroxidem sodnym
ziedkknym RS)

5. mraveran amonny (10 mM, pH neupravovano)

6. mravertan amonny (5 mM, pH neupravovano),

jako zastupci vodné faze.
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VSechny pufry byly filtrovany fes 0,45 pm filtr.

Jako organicka sloZzka byl pouZzit methanol, acetibmiébo jejich smisi v pongrech
acetonitril/methanol (60:40, 40:60, 50:50, 45:5%4335:65) (v/v).

Separace a délka analyzy byla testovafaspkratické eluci viiznych vzgjemnych
pomérech vodné a organické sloZzky od 35 % do 60 % obyeino podilu organické faze.

Koneiné slozeni mobilni faze:

Vodna slozka: dihydrogen fosf@rean sodny (10 mM, pH 6,0, upraveno hydroxidem
sodnym ¥ednym RS) : organickd slozka: acetonitril : methai@®:40 (v/v)), podil vodné
a organické slozky 60:40 (v/v).

4.3.3 Priprava mobilni faze

Mobilni faze pouzivané pro hodnoceni linearitywdsim stability:

Fosfatovy pufr 10 mM byl fpraven rozpughim navazky 0,30g
dihydrogenfosforénanu sodného &isténé vod, doplréen do celkového objemu 250 ml,
upraven na pH 6 postupnynfiggvanim hydroxidu sodnéhdezEného RS a naslednou

filtraci pres 0,45 pm filtr.
Mobilni faze pro Upravu chromatografickych podminek

Fosfatovy pufr byl modifikovan zvySenim jeho silg B0 mM tSi navazkou 0,60 g
dihydrogenfosforénanu sodného a 250 wriktené vody; dale pak upravou pH na 3,1 a 4,1
pomoci kyseliny chlorovodikovére®né RS nebo hydroxidu sodnéhtedného RS
a s naslednou filtracites 0,45 pum filtr.

Pufr mravetianu amonného o koncentraci 10 mM a 5 mM Hipnaven rozpugnim
navazky 0,063 g a 0,0315 g NEOOH v¢isttné vod a doplrn do objemu 100 ml,

nasledovala filtracetps 0,45 um filtr. Hodnota pH nebyla neupravovana.
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4.3.4 Priprava zasobnich roztok @ a vzork a

Zasobni roztoky SIH i vnihiho standardu bylyfjpraveny o koncentraci 1 mg/mi
rozpusénim prislusnych substanci v methanolu, zasobni roztolBSs$tejné koncentraci

byl pripraven rozpughim latky v DMSO.

Pro HPLC analyzu byly zasobni roztoky dale upramgvaasledujicim zisobem:
K 20 pl zasobniho roztoku SIH, BSIH nebo IS byl@ano 980 pl 50% methanolu, nebo
20 ul zasobniho roztoku jedné latky bysmEno 980 pl 35% methanolu.

Vzorky plazmy pouZivané ip optimalizaci chromatografickych podminek byly
piipraveny nasledujicim fgobem: Ke 200 pl prazdné kidlplazmy bylo pidano 10 pl
zasobnich roztak jednotlivych latek, vetre IS, a poté byly vzorky precipitovany za
pouziti 400 pl methanolu. Vzorky bylyukladné protepany na iepacim z#&zeni
a centrifugovany 10 minutip10 000 otékach za minutu. Po centrifugaci byl odebran
supernatant, ktery byl potéimo nastiknut na kolonu.

Vzorky burééného média (1:1) byly fjpraveny nasledovn Ke 235 ul budcného
média bylo pidano 10 ul zasobnich roztibkednotlivych latek, vetns IS, a poté byly
vzorky Zedny za pouziti 235 pl methanolu.

Vzorky burg¢ného média (1:9) bylyijpraveny nasledovn K 85 ul burcného média
bylo pridano 10 pl zasobnich roztibkednotlivych latek, vetré IS, a poté byly vzorky

zredény za pouziti 885 pl methanolu.

4.4 Ovéreni linearity metody

Validaéni parametr linearita byl hodnocen pomoci Seé#nd koncentrovanych
kalibratnich vzorki v rozmezi 10 az 100 uM BSIH a SIH. Na kaltbravzorky bylo
pouzito 50 plc¢isté kralti plazmy, 0,8 ul vnihiho standardu a odpovidajici mnozstvi
zasobnich roztakBSIH a SIH. Dale bylo fidano 100 pl methanolu, vSe byldkiadns
prottepano a centrifugovano 10 minuti A0 000 otdkach za minutu. Supernatant byl

piimo nastiknut na kolonu a byla provedena analyza.
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Kalibraéni kiivka byla sestrojena jako zavislost pamnploch piku analytu a vititiho
standardu na koncentraci analytu v plaznvysledek byl vypéten pomoci regresni

piimky metodou nejmenSicitverai.

4.5 Hodnoceni stability BSIH a SIH v krali  €i plasm & in vitro

Do 800 plcisté kralti plazmy bylo pidano 19 ul zasobniho roztoku SIH nebo 28 pl
zdsobniho roztoku BSIH. Vzorky plazmy byly inkubayav inkubatoru g 37°C za
mirného pratepavani. V pesré definovanychtasovych intervalech (0, 20, 40, 60, 90, 120,
180, 240, 300, 360, 420, 480, 540 a 600 min) lgebirano 50 pl plazmy. Poté bylo ke
vzorku g@idano 0,8 pl vniiniho standardu a 100 pl methanolu a vzorek byl dataven
stejnym zfisobem jako v fipadt hodnoceni linearity. Cely test by proveden preé kBitky
Ctyrikrat.

Stabilita BSIH a SIH v kréti plazme in vitro byla vyjadena grafem zavislosti

koncentrace néase.

42



5 VYSLEDKY A DISKUSE
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5.1 Uprava chromatografickych podminek pro HPLC an  alyzu
BSIH a SIH

Pti optimalizaci chromatografickych podminek pro HPBGalyzu BSIH a SIH, bylo
vychazeno z vyvinutych a validovanych analytickyeétod pro stanoveni chelalateleza
ze skupiny aroylhydrazdnv krevni plazmi a ze studii provashych na kateid (Katedra
farmaceutické chemie a kontrol¥ie, FaF v HK, UK v Praze) viedchozich letech.(22)

Cilem optimalizace bylo zvysit citlivost detekcdepsit symetrii piki, pfi zachovani

dostaténé separace vSech andélgt délky analyzy do 20 minut.

Na zaklad této metody (22) jsme ndjde vyzkouSeli pvodni podminky
(chromatograficka kolona Zorbax Bonus-RP (150 mnB,Q mm, ¢astice 3,5 um)
s predkolonou Zorax Bonus-RP (20 mm x 3 mi@stice 3,5 um); [@tok 0,3 ml/min —
fosfatovy pufr (10 mM, pH 6) : acetonitril s metiwdem (60:40) (v/v) v pokru 60:40
(v/v)), ze kterych bylo nasledrnvychazeno. Analyty byly ddb separovany i v plazm
s hodnotami reteémich¢asi v minutach pro BSIH 5,9, IS 11,3 a SIH 12,8. (@)r.

mAU - MPa
. 3 -23.0
200+ i
22,5
150 }
] L22.0
J 2 i
100; 21 5
] [21.0
50 r
i 1 [
] -20.5
OM-
] -20.0
o 10  min

Obr. 6 Chromatogram BSIH a SIH na kolorg Zorbax Bonus-RP.
BSIH-1,8=5,9 min; IS-2,4=11,3 min; SIH — 3g= 12,8 min
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Prvni volbou nové kolony byla chromatograficka kwdiscovery HS F5 (150 mm x
3,0 mm, ¢astice 5 um) s jtokem 0,3 ml/min. V mobilni fazi bylo oproti vychiva
podminkdm pozinéno pH vodné slozky z pH 6 na pH 4,1. Cilemémgn byla snaha
zlepsit tvar piku BSIH. Tato z¢na vSak vedla ke koeluci fikSIH a vnitniho standardu.
DalSi snizovani pH na 3,1 nevedlo ke zlepSekiizPéné organické slozky za samotny
methanol nedoSlotbec k rozdleni jednotlivych analyt a byl prodlouZergas analyzy na
16,2 min. Pouzitim fosfatového pufru (20 mM, pH 6)kombinaci methanolu
s acetonitrilem (60:40) (v/v) v pairu 40:60 (v/v) se rozdily vSechny analyty
(s retegnimi ¢asy v minutdch BSIH : IS : SIH — 3,4 : 5,1 : 54 kvili nesymetrickému
piku BSIH byla zvolena jina kolona. (Obr. 7)

mAU - MPa
| 2 -23.0

3 |
300 [ 22.5
-22.0

200 [
1 -21.5
100 -21.0
I [ 20.5

o- I L f
1 -20.0

I

0] 10 min
Obr. 7 Chromatogram BSIH a SIH na kolorg Discovery HS F5.

BSIH -1, 8=3,4 min; IS-2,4&=5,1 min; SIH - 3,&=5,7 min

Mobilni faze: 20mM NakPO, (pH6) : ACN/MeOH (60:40) (v/v) v potmu 40:60

(V/v)

DalSi volbou byla kolona Kinetex (150 mm x 3,0 muaastice 2,6 um); [tok
0,15 ml/min. Jako mobilni faze byla zvolena kombméosfatového pufru (10 mM, pH 6)
se samotnym acetonitrilem v péra vodné a organické slozky 60:40 (v/v). Vysledkem
bylo rozéleni BSIH, SIH i vnitniho standardu se zkracenim ret@ho ¢asu, bohuzel pik

BSIH opit nebyl symetricky. (Obr. 8) Byla zinéna organicka slozka mobilni faze na
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acetonitril s methanolem v p@ému 60:40 (v/v) pi zachovani ostatnich parametriNa
chromatogramu vSak dochézelo ke koelucitpikitinino standardu a SIH. Zmou
pratoku z 0,15 ml/min na 0,1 ml/min a Zmou pongru acetonitrilu s methanolem na 40:60
(v/v) bylo dosazeno rozteni analyti avSak za cenu prodlouzeni délky analyzy na 34

minut.

mAU MPa
1 2 [ 23.0
600 i
500 | [22-5
400 [22.0
300 21,5
200~ [21.0
100 1 i
| [ 20.5
0 i
. [ 20.0
1004
0.0 50 min

Obr. 8 Chromatogram BSIH a SIH na kolorg Kinetex (3x150mm).

BSIH-1,8=3,4min; IS -2,4&=5,1 min; SIH - 3,&=5,7 min
Mobilni faze: 10 mM NakPO, (pH6) : ACN v pondru 60:40 (v/v)

Na dalSi analyzu byla pouzita chromatograficka kal&inetex (100 mm x 2,1 mm,
¢astice 1,7 um); dtok 0,1 ml/min. B pouZziti podminek jako uipdchéazejici kolony jen
s rozdilem podilu vodné a organické faze 65:35)(wedoslo k separaci pikvnitiniho
standardu od SIH. Zamou pongri v organické sloZce acetonitril : methanol (40:60Y)
byly eluovany neostré odné piky a v retemim ¢ase do dvaceti minut. Poté byly
meénény podily acetonitrilu a methanolu, které vSak apglly tvar vyslednych pik
Nakonec byl fosfatovy pufr zainén za pufr z mravetanu amonného (5 mM), organicka
sloZzka obsahovala acetonitril : methanol v pam5:55 (v/v). Vysledkem byly ostré piky
jednotlivych analyi, av3ak p nastiku vzorku plazmy byl BSIH eluovan spolu

s balastnimi latkami z plazmy. (Obr. 9)
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Obr. 9 Chromatogram BSIH a SIH v kréli¢i plazmé na koloné Kinetex (2,1x100mm).

BSIH-1,k=4,6 min; IS—-2,&=17,4 min; SIH — 3x= 20,3 min
Mobilni faze: 5 mM HCOOH : ACN/MeOH (45:55) (v/v)pomneru 65:35 (v/v)

Analyza na v ptadi paté kolo& (Ascentis C18, 100 mm x 3,0 mrdastice 3 um;
pratok 0,3 ml/min) byla provedenaigoouziti mobilni faze slozené z pufru z mrasemu
amonného (5 mM) a acetonitrilu s methanolem v gon60 : 40 (v/v), porr vodné a
organické slozky 60 : 40 (v/v). Na chromatogramu pgzorovan velky pik v deséaté
minut, patici nerozdlenému vnitnimu standardu a SIH. Z&mou acetonitrilu
s methanolem za samotny methanol bylo docilenoraepaavsak za cenu délky analyzy
kolem fticeti minut. Ri zmén¢ slozeni organické slozky mobilni faze z kombinace
acetonitrilu s methanolem v pém 35 : 65 (v/v) se reténi ¢asy posunuly pod hranici
dvaceti minut. Piky SIH a vrfitiho standardu byly i ve vzorku plazmy symetrické,

bohuZel pik BSIH byl ve vzorku plazmy znovu neos(@or. 10)

a7



1504

100- 2

504

IN

0 0 20 min

Obr. 10 Chromatogram BSIH a SIH v krali¢i plazmé na koloné Ascentis C18.

BSIH -1, 8 =5,1 min; IS — 2,4= 14,2 min; SIH — 3g= 16,7 min
Mobilni faze: 5 mM HCOOH: ACN/MeOH (35:65) (v/v)pomeru 60:40 (v/v)

Na zaklad vysledi téchto analyz jsme byli nuceni konstatovat, Ze aninge z
testovanych kolon nedovolila vyznanlepSit parametry separace, a proto jsme seivratil

k pavodni metod.
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5.2 Ovéreni linearity

Metoda pro sotasné stanoveni BSIH a SIH v kedliplazng byla jiz validovana
v predchozi praci (22).1ed jejim ogtovnym pouzitim pro poeby stabilitni studie jsme

owvetili linearitu odezvy.

Zpasob upravy vzork plazmy byl uéen na zaklagl piredchozi prace. (22) Byla

zvolena precipiténi deproteinace metanolem.

Linearita metody byla asfena u BSIH a SIH v plaz&v rozsahu koncentradD pM
az 100uM. Po sestrojeni grafu zavislosti p&m ploch piki BSIH k vnitthimu standardu
na koncentraci byla ziskana regrestimika s rovnici y = 0,0156x - 0,0505 a koeficientem
determinace R? = 0,9992. (Obr. 11)

Pri hodnoceni bioanalytickych metod podle dopeni FDA je rozhodujici stanoveni
odchylek hodnot koncentrace @tlenych z kalibréni piimky od hodnot
teoretickych.(12Ciselné hodnoty koncentraci BSIH teoretickych a ¢tefegjch
z kalibrani kfivky jsou uvedeny v nasledujici tabulce. (Tab. JglikoZz @t ze Sesti
kalibratnich vzorki spkuje poZzadované podminky (maximalni odchylka 15%p.r&0%
na dolnim limitu kvantifikace), Ize kalibai piimku pouzit pro kvantifikaci analytu a

metodu povazovat za linearni.

BSIH

Pomér BSIH/IS
o
(o]

y = 0,0156x - 0,0505
R? = 0,9992

0 20 40 60 80 100 120
Koncentrace [pM]

Obr. 11 Kalibraéni k¥ivka pro stanoveni BSIH v krali¢i plazmé.
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Tab. 1 Frehled koncentraci BSIH odétenych z kalibraéni kiivky, procenta teoretické

koncentrace.
Koncentrace BSIH [ pM]

%

teoreticka ode é&tena
100 99,909 99,91
81,72 145,67 178,26
63,78 64,229 100,70
45,84 44,346 96,74
27,9 29,030 104,05
10 9,711 97,11

Pri ur¢ovani linearity SIH bylo zrieno rozmezi koncentraci dd uM az 100uM.

Z grafu sestrojeného podabjako u BSIH byla ziskana rovnicéimky SIH y = 0,0197x -
0,10 s koeficientem determinace R2 = 0,9924. (@) Ciselné hodnoty koncentraci SIH

teoretickych a odgenych z kalibrani kiivky jsou uvedeny v nasledujici tabulce. (Tab. 2)

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Pomér SIH/IS

SIH

y=0,0197x-0,1
R2=0,9924

60

Koncentrace [pM]

100

Obr. 12 Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni SIH v krali¢i plazmé.
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Tab. 2 HFrehled koncentraci SIH odétenych z kalibraéni k¥ivky, procenta teoretické
koncentrace.

Koncentrace SIH [ uM]

%
teoreticka ode ¢tena
100,00 99,16 99,16
81,58 83,02 101,78
63,67 62,12 97,57
45,76 48,79 106,61
27,86 22,98 82,50
10,00 12,25 122,45

Na nasledujicich chromatogramech je zaznam sepaBRiél, SIH a IS p
koncentracich 1aM a 100uM pro SIH a BSIH a 10Q@M pro IS (Obr. 13, Obr. 14).
Z&znam blanku pouzitésté kralti plazmy je demonstrovan na Obr. 15.

o)
22.5TAY : 7

] 1 L
20.0 ﬂ 2 -60.0
17.5] \ M :

] -55.0
15.0- } | [

. \ L
12.5- } | -50.0
10.0- | \ :

r5] 5.0

] \ i

] | 1 I \ r
5.0- 3 [

] | \“ I T -40.0
2.5 I \/ (LM// UL
o.of}mJ | / -35.0
2.5 :

] -30.0
_5'07\ i i i i T i i i i T i i i i

0.0 5.0 10.0 min

Obr. 13 Chromatogram BSIH a SIH pi koncentraci 10pM, IS 100 pM.
BSIH-1,£=3,9min; IS -2,#=10,8 min; SIH — 3xg= 12,4 min
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mMAU %

100- L [
-60.0
] 3 ;
75- -55.0
1 -50.0
50 I
] -45.0
2 I
25- - -40.0
] -35.0
0 I
-30.0
L e e e B
0.0 5.0 10.0 min

Obr. 14 Chromatogram separace BSIH a SIH fi koncentraci 100uM, IS 100 uM.
BSIH-1,£=3,9min; IS-2,#g= 10,9 min; SIH — 3xg= 12,5 min

mAU %
22.5- ?

] [60.0
20.0- :
17.5- 55.0
15.0- ]

] [50.0
12.5- i
10.0- L 45.0

7.5- i
5.0 [40.0
2.5- i

] [35.0

0.0- i
2.5 [30.0
7 17—
0.0 5.0 10.0 min

Obr. 15 Chromatograficky zaznam analyzy prazdné kré ¢i plazmy

52



5.3 Stabil ita BSIH a SIH v krali €i plazm & in vitro

V diive provedenyc studiich byla hodnocena stabilitgbranyct chelatod v cisté
plazne pri 37°C in vitro po dobu deseti hodin.(22rhromatografické podminky by
totozné jako u linedy. Hodnocend koncentrace byla 100uSIH a BSIH. Ne
nasledujicim grafu@br. 16) byl patrny pokles koncentracez&vislosti natase u SIH
zatimco jeho derivat BSltbyl béhem experimentu po¥mé stabiln. Primérné ciselné
hodnoty koncentracSIH a BSIH v ¢ase je uveden nasledujicich tabulka, RSD
vyjadiuje relativni smrodatnou odchylku na#enych koncentra. (Tab. 3, Tab. 4).
Chromatografické zdznamy nacatku a na konci prové&dé zlousky jsou uvedeny r
Obr. 17, Obr. 18, Obd.9 a Obr. 20.

120

100 I

80

—-5IH

Koncentrace (%)

40

20

0 100 200 300 400 500 600 700
Cas (min.)

Obr. 16 Zavislost koncentrace BSIF a SIH na ¢ase veisté krali¢i plazmé pii inkubaci 37°Cin
vitro.
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Tab. 3 Stabilita BSIH v krali¢i plazmé in vitro.

CAS koncenlirr:crg e(rr1n:6:1) RSD (c)
(min) (%) (%)
0 100,00 6.99
20 93,90 8.15
40 95,37 6.64
60 87,96 4,27
90 91,46 3.84
120 96,39 4.94
180 87,01 6.59
240 95,40 6.70
300 91,94 7.04
360 100,76 767
420 95,34 6.97
480 101,22 6.88
540 98,80 3.63
600 89,99 6.90

Tab. 4 Stabilita SIH v krali¢i plazmé in vitro.

Cas kOncenTrr:cn; e(rr1n:6;1) RSD (c)
(min.) (%) (%)
0 100,00 6,50
20 55,61 9.35
40 35,03 8,22
60 22,24 6.59
90 13,24 5,50
120 9,52 6.11
180 6,10 5.82
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mAU %

125 ?
] 1 -60.0
1007 -55.0
75 -50.0
501 -45.0

2 i
] -40.0

254 [
J& -35.0

0 ,
130.0

I
0.0 5.0 10.0 min

Obr. 17 Chromatograficky zdznam vzorku stabilitnistudie s BSIH ¢as 0 min.)

BSIH-1,£=3,9 min; IS - 2,4=10,7 min

mAU %

125- [
-60.0

100- [

] -55.0
757 -50.0
50- ) -45.0

, -40.0
25- ;

; -35.0
o [

-30.0
S —
0.0 5.0 10.0 min

Obr. 18 Chromatograficky zaznam vzorku stabilitnistudie BSIH (€as 600 min.)
BSIH-1,8=3,9 min; IS - 2,¢= 10,6 min



mAU %

30- 7
, [600

25 1 I
155.0

20- :
-50.0

15 :
10 -45.0
5 -40.0
0] -35.0
) 130.0

————
0.0 5.0 10.0 min

Obr. 19 Chromatograficky zaznam vzorku stabilitnistudie SIH (¢as 0 min.)

IS—1,k=10,7 min; SIH-2xt=12,4 min

mAU %
25 -60.0
1 :
20- -55.0
15 -50.0
10 -45.0
5] , [400
OJ -35.0
5] -30.0
T T T 1 T T T T T T T
0.0 5.0 100 min

Obr. 20 Chromatograficky zdznam vzorku stabilitnistudie SIH as 180 min.)

IS -1, k=10,7 min; SIH — 2= 12,4 min



Na Obr. 16 je patrny rychly pokles koncentrace é@toel SIH, jeho mnozstvi
v plazmeé po hodinové inkubaci kleslo na n€émeZz 35% z fivodni hodnoty, zatimco
plazma s BSIH obsahovala ve stejnou dobu kolem 9G9%6dni latky. Na konci studie
stability byla koncentrace SIH pod 10%, u BSIH sshybovala stale kolem 90%.

Z uvedeného rozboru vyplyva vySsi stabilita BSIplazme in vitro nez je tomu u SIH.

Tento pokles koncentrace SIH jetugpben hydrolytickym gpenim hydrazonové
vazby v plazm, vzniklymi rozkladnymi produkty jsou isoniazid aligylaldehyd. ZvySena
stabilita BSIH je pravébodobr ziskana sterickym stfnim karbonylového uhliku pomoci
ochranné skupiny fenolového kysliku (4,4,5,5-teetl-[1,3,2]dioxaborolan-2-ol).(14)

Diky zlepSené stabilitBSIH v plazn¢ by mohla byt umozima aplikace v delSich
casovych intervalech a nizSich davkach. Také diky jaizké toxick pii opakovaném
podavani se zda byt tento prochelétor slibnym ldatdim pro ochranu tkaniiqu

oxidanim stresem.
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6 ZAVER
V diplomové praci jsou popsany mozné modifikaceoatmtografickych podminek,
které byly jiz dive vyvinuty pro stanoveni BSIH a SIH v kidlplazn€. Tyto Upravy vSak
nevedly k vyznamnému zvysSeni citlivosti, zlepSeyretrie piki nebo zkraceni metody.

Proto byla pro hodnoceni stability BSIH a SIH vikfaplazne v dalSi praci vyuzivana

puvodni metoda.

Separace byla provedena na keélomreverzni fazi, ktera ma polarni amidovou
skupinu zakotvenou v dlouhém alkylovée&zci (Zorbax bonus — RP). Mobilni faze byla
slozena ze s#si fosfatovéeho pufru (10mM, pH6) a acetonitrilumsthanolem
(60:40) (v/v) v pondru 60:40 (v/v). Odezva detektoru byla zaznamen&nalpové délce
297 nm.

Pro dpravu vzork plazmy ged HPLC analyzou byla pouzita precigia
deproteinace methanolemiel pouZzitim pro hodnoceni stability SIH a BSIH szt

byla owtena linearita metody v rozmezi 10 — 108 pro oba analyty.

Studie stability BSIH a SIH v krdli plazn® in vitro prokazala, Ze je BSIH v plazm

Vi s
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ABSTRAKT

Vysoko&inna kapalinova chromatografie (HPLC) fianezi progresivni analytické

metody pouzivané pro kvalitativni i kvantitativmiadyzu I&€iv.

Tato prace popisujeizné moznosti upraveni chromatografické metody panaveni
BSIH ([2-(4,4,5,5-tetramethyl-[1,3,2]dioxaborolaryB-benzyliden]-hydrazid kyseliny
isonikotinové) a SlIH(salicylaldehyd isonikotinolgy/drazon) v kralii plazne. BSIH se
fadi mezi prochelatory, které se selekdivaktivuji v pritomnosti peroxidu vodiku na
chelator Zeleza SIH. Vyhodou BSIH je vysSi stabilit plaznd a nizka toxicita i p

opakovaném podani.

Separace BSIH, SIH a vmitiho standardu (0-108) byla zkouSena nikofhika
kolonach za tznych chromatografickych podminek. Zadna z vyzkoyée modifikaci
vS8ak nebyla vhodiji§i nez ta, ze které se vychazelo. Analyza prohihak
chromatografické kolah Zorbax Bonus-RP (150 mm x 3,0 mmastice 3,5 um,)
s predkolonou se stejnym sorbentem; utpk 0,3 mi/min. Jako mobilni faze
slouzil fosfatovy pufr (10mM dihydrogenfosf@rean sodny, pH6, upraveno hydroxidem
sodnym) : acetonitril s methanolem (60:40) (vipomeru 60:40 (v/v). Odezva detektoru
byla zaznamenana fip vinové délce 297 nm. Byla &fena linearita metody v
rozmezi koncentraci od 10 uM do 100 uM pro BSIHH. S

Stabilita BSIH a SIH v kr&ti plazn€ byla sledovanadnem desetihodinové inkubace
pii teplog 37 °C. Po uplynuti této doby bylo nafeno u SIH pod 10 % zipodni
koncentrace, hodnoty u BSIH se pohybovaly kolen¥98 pivodni koncentrace. £¢hto
vysledii vyplyvd, Ze je BSIH v plazinvyzname stabilrgjSi v porovnani se SIH.
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ABSTRACT

High-performance liquid chromatography (HPLC) ipragressive analytical method

used for qualitative and quantitative drug analysis

This work describes various modifications of therochatographic method for
determining of BSIH (isonicotinic acid [2-(4,4,5@&ramethyl-[1,3,2]dioxaborolan-2-yl)-
benzylidene]-hydrazide) and SIH (salicylaldehydenisotinoyl hydrazone) in rabbit
plasma. BSIH belongs to prochelators which conieiton chelator SIH in the presence
of hydrogen peroxide. Increased stability in plasara lower toxicity even during

repetitive administration is the advantage of BSIH.

Separation of BSIH, SIH and internal standard (8)1@as tested on various
stationary phases using different chromatographbicditions. However, none of them
provided better results than the initial one. Thaalgsis was performed on
chromatographic column Zorbax Bonus-RP (150 mmDxn@n, particle size 3,5 pm,) with
guard column using identical sorbent at a flow rate0,3 ml/min. Phosphate buffer
(10 mM monosodium phosphate, pH6, adjusted withusodhydroxide) : acetonitrile with
methanol (60:40) (v/v) with the ratio of 60:40 ()vas the mobile phase. Detector
response was registered at 297 nm. Linearity of method was verified in the
concentration range of 10 uM to 100 uM for bothiB&hd SIH.

Stability of BSIH and SIH in rabbit plasma was éstduring 10-hour incubation
period at a temperature of 37 °C. Less than 10 %hebriginal concentration of SIH was
determined after this period, whereas BSIH vallestdated around 90 % of the original
concentration. These results imply that BSIH isngigantly more stable in plasma

compared to SIH.
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