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Vyznam pouZitych zkratek a klicova slova
ZKRATKY

ACN - acetonitril

ATB - antibiotika

AZ — azithromycin

KL — klarithromycin

EMY - erythromycin

ESA — elektrochemicky detektor

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
I.S - vnitini standard (klarithromycin)

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MS — hmotnostni spektrometrie

NPC -chromatografie na normalni fazi

RPC — chromatografie na reverzni fazi

rRNA — ribozomalni nukleova kyselina

SQC — vzorek kontroly kvality

TLC — tenkovrstevna chromatografie

tRNA — transferova ribonukleova kyselina
LC-MS — kapalinova chromatgrafie s hmotnostné spektrometrickou detekei
ESI - ionizace elektrosprayem

SPE — extrakce na pevné fazi

SPME — mikroextrakce tuhou fazi

KLICOVA SLOVA:
makrolidy, azithromycin, klarithromycin, vysokou¢innd kapalinovd chromatografie

s elektrochemickou detekcei, plazma, homogenat jaterni tkané



Souhrn

Byla vypracovana modifikace analytické metody pro stanoveni makrolidového
antibiotika azithromycinu. Toto antibiotikum bylo stanovovano v biologickych vzorcich
potkana kmene Wistar (plazma a homogenat jaterni tkan€) metodou vysokoudinné
kapalinové chromatografie v systému s reverznimi fazemi (RP-HPLC) s elektrochemickou
detekci. Klarithromycin byl pouzit jako vnitfni standard. Déle byla vyvinuta vhodna
metoda deproteinace a dalsi upravy biologického materidlu. Bylo provedeno ovéfeni

linearity kalibracni zavislosti a analyza vzorkl kontroly kvality a In vivo experiment.
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1. Uvod

Makrolidova antibiotika jsou v praxi pouzivana uspésné zhruba od poloviny minulého
stoleti. Prvnim makrolidovym antobiotikem pouzitym v klinické praxi byl erytromycin.
Jde o 1é¢ivo s bakteriostatickym ti¢inkem. proti vétSin¢ grampozitivnich kokd, nékterym
gramnegativnim bakteriim a tzv. atypickym patogenim (Mycoplasma pneumoniae,
Legionella pneumophila a Chlamydia pneumoniae). Proto je erytromycin primarné
pouzivan v 1écbe infekci dychacich cest, kiize a mekkych tkani, zejména v ptipadech
alergie na peniciliny. Omezenim Sir§iho vyuziti erytromycinu je nedostatecna aktivita vici
Haemophilus influenzae, nizka biologicka dostupnost, kratky biologicky polo¢as eliminace,
Casty vyskyt nezadoucich ucinkti v oblasti gastrointestinalniho traktu a Siroké spektrum
moznych 1ékovych interakci.

Proto byly do klinické praxe zavadény nové makrolidy, které maji vyhodné;jsi
farmakokinetické vlastnosti (dlouhy biologicky polocas, lepsi vstiebavani po peroralnim
podani), lepsi snasenlivost, vyssi antibakterialni Gcinek a zejména §irsi antimikrobni
spektrum, které zahrnuje i bakterie rezistentni na jina antibiotika (Haemophilus influenzae,
Helicobacter pylori, atypicka mykobakteria) aj. Tyto podminky spliiuje pfedevsim
klaritromycin, azithromycin a nova skupina makrolidt se 14ti ¢lennym kruhem oznacovana
jako ketolidy. Z dtivodu detailniho studia famakokinetiky téchto latek bylo nutné vyvinout
analytické metody pro méteni jejich koncentraci v biologickych vzorcich (plazma, moc,
zlu¢, homogenat jaterni tkané, hepatocyty). Mezi starsi postupy stanoveni makrolidu pattily
napt. mikrobiologické techniky, ¢i radioimunoassay. V soucasnosti se pro stanoveni
makrolidii nejCastéji vyuzivaji chromatografické techniky — plynova chromatografie a
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). HPLC se odlisuje od ostatnich metod
moznosti vybéru detekce stanovované latky, pficemz je obvykle vyuzivana detekce
fluorescencni, elektrochemicka a hmotnostni, mén¢ ¢asto UV detekce.

Pro stanoveni azithromycinu a klarithromycinu se UV detekce nejevi jako vhodna. Obé
antibiotika neobsahuji ve své molekule chromofory (funkéni skupiny zptisobujici absorpce
svétla) a vykazuji tedy absorpci pouze pii vinovych délkach nizsich nez 220nm .Tento fakt
znatelné snizuje citlivost a specificitu UV detekce v biologickych matricich. Za analyticky
nejvyhodnéjsi metody detekce jsou pro analyzu makrolidii povazovany elektrochemicka a

hmotnostni a detekce fluorescen¢éni



2. CIL prace

Cilem ptedlozené prace bylo vypracovat vhodnou metodu upravy vzorkli homogenatu
jaterni tkané potkana kmene Wistar a alternativni metodu pro Gpravu vzorkl plazmy pied
analyzou makrolidového antibiotika azithromycinu. Pavodni pouzivanou metodu vyvinutou
na pracovisti (Ustav farmakologie LFUK) bylo tfeba doplnit o stanoveni koncentrace
azithromycinu v jaterni tkani a soucasné upravit stanoveni azithromycinu v plazmé podle
potieb probihajicich in vivo studii a modifikovat metodu tak, aby bylo mozné stanovit
koncentrace azithromycinu po podani davky 20 mg/kg, s vyuzitim vyrazn€¢ mensiho
objemu vzorku (mén€ nez 100 pl vzorku plazmy na analyzu) v porovnani s extrakénim

postupem .



3.Teoreticka ¢ast

3.1. Zdklady chromatografie
3.1.1. Zakladni definice chromatografie

Chromatografické metody jsou vysoce G¢inné separacni techniky slouzici k oddéleni
analyzovanych slozek ze smési a zaroven k jejich kvalitativni a kvantitativni analyze.
Podstatou chromatografického procesu je rozdéleni slozek smési mezi dvéma fazemi -
stacionarni a mobilni. Mobilni fazi mize byt kapalina nebo plyn, zatimco stacionarni faze
muze mit v riznych typech chromatografii rozdilnou formu (napft. ¢astecky tuhé faze, tenka
vrstva kapaliny ukotvena na pevnych casticich, film kapaliny na vnitini sténé kapilary).

Proto byl zaveden pojem sorbent pro jakoukoliv formu stacionarni faze.

3.1.2. Rozdéleni chromatografickych metod **°’
V soucasné dobé existuje celd skala riznych variant chromatografickych metod, které

1ze klasifikovat podle riznych kritérii.

3.1.3. Rozdéleni podle skupenstvi fazi
Podle skupenstvi fazi rozliSujeme kapalinovou a plynovou chromatografii. Plynova

chromatografie (GC) pracuje v systému plyn - pevna latka nebo Castéji plyn - kapalina,
kapalinova chromatografie (LC) pracuje v systému kapalina - kapalina nebo kapalina -

pevna latka.

3.1.4. Rozdéleni podle separa¢niho mechanizmu
Dalsim kritériem pro rozdéleni chromatografickych metod je separa¢ni mechanizmus, tj.

charakter interakce delené latky se stacionarni fazi. Podle separacniho mechanizmu

rozliSujeme chromatografii adsorp¢ni, rozdélovaci, ionexovou, afinitni a gelovou.

3.1.4.1. Adsorpé¢ni chromatografie

Adsorpéni chromatografie je zaloZena na rizné schopnosti latek adsorbovat se na
povrch pevné faze (adsorbentu). Jako adsorbent se pouziva silikagel, Al,03, CaCOjs a jiné.
Jako mobilni faze se vtomto piipadé pouzivaji Cistd rozpoustédla (podle elucnich

schopnosti sestavena do tzv. eluotropni fady) nebo smés rozpoustédel.
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K separaci dochazi v dusledku rozdilné adsorpéni afinity jednotlivych slozek smési
k adsorbentu. P#i tomto typu chromatografie piisobi mezi povrchem adsorbentu a

separovanou latkou rozdilné polarni sily, které tak zptisobi jeji rozd€leni.

3.1.4.2. Rozdélovaci chromatografie

Pti rozdélovaci chromatografii dochazi k déleni latek na zakladé jejich rozdilnych
rozdé€lovacich koeficientt. Na povrchu inertniho nosice (silikagel, kiemelina, silikaty,
celuldza) je zakotvena stacionarni kapalna faze na celuléze, nejcastéji voda. Po aplikaci
roztoku délené smési dochazi pfi prichodu mobilni faze k opakovanému rozdélovani
slozek smési mezi obé faze. Mobilni fazi je vtomto pfipadé organické rozoustédlo
nemisitelné se stacionarni fazi.

Separace je charakterizovana rozdélovacim koeficientem K, ktery je rozdilny jak pro
jednotlivé slozky smeési tak i pro rizné systémy rozpoustédel. Volbou slozeni téchto

systémt Ize ovlivnit Gi¢innost rozdéleni slozek smési.

3.1.4.3. Ionexova chromatografie

Ionexova chromatografie je zalozena na iontovych interakcich mezi iontoméni¢em
(anex nebo katex), ktery tvofi stacionarni fazi a separovanou latkou, ktera nese opacny
naboj. Funkéni skupiny anext jsou zasadité (aminoskupiny, kvarterni amoniové baze) a
slouzi k vyméné aniontd. Funkéni skupiny katexti jsou kyselé (sulfoskupiny, kvartérni
amoniové baze) a slouzi k vyméné kationtd. Ionexovd chromatografie je vyuzivana
k separaci slabych organickych kyselin a zasad i anorganickych iontt. Je vhodnou metodou

pro separaci ne¢kterych 1é¢iv, nukleovych kyselin, aminokyselin atd.

3.1.4.4. Gelova chromatografie

Pii gelové chromatografii je stacionarni fazi nabobtnaly gel (napf. dextranovy gel
Sephadex) a latky se déli podle velikosti molekuly, resp. podle své molarni hmotnosti na
zéklad¢é molekulového sitového efektu gelu. V soucasné dobé jsou tyto techniky vzajemné
kombinovany a vyuzivany hojné ptedevsim v pii déleni biopolymert (bilkovin, nukleovych

kyselin atd.)
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3.1.5. Rozdéleni podle techniky provedeni '%°

3.1.5.1. Chromatografie v plo§ném usporadani

Sorbent ma pfi plosném uspofadani podobu tenké vrstvy. Pti chromatografii na tenké
vrstvé (TLC — thin layer chromatography ) je sorbent rozprostfen v tenké vrstvé na desku
vyrobenou z inertniho materialu. Timto materidlem je napf. komeréné dodavany Silufol
(silikagel s pojidlem na hlinikové folii), Lucefol (praskovana celul6za na hlinikové folii),
nebo Silufol UV 254, Silufol 366 (obsahujici ve vrstvé sorbentu zaroven fluorescencni
indikdtor umoziujici detekci pfi uvedenych vilnovych délkach). Tenkovrstevna
chromatografie spojuje vlastnosti sloupcové adsorpéni a papirové chromatografie, ma vSak
oproti nim mnoho vyhod, diky kterym je v praxi Siroce vyuzivana. Vyhodou je jeji
nenarofné provedeni, rychlé rozdéleni latek, snadné vyhodnocovani a moznost pouzit i
mikrogramovych mnozstvi vzorku. Chromatografii na tenké vrstvé lze s vyhodou pouzit pii
identifikaci a stanoveni latek ve slozitych smésich. Z farmaceutického hlediska slouzi napf.
k analyze glykosida, alkaloidd, steroidd, vitamint, nejriiznéjSich 1é¢iv v moci, pti studiu

obsahovych latek v drogach, v toxikologii, soudnim 1ékatstvi, klinické biochemii apod.

3.1.6. Sloupcové provedeni kapalinové chromatografie

Pti sloupcovém provedeni — chromatografii na koloné je sorbent umistén do sklenéné
nebo kovové trubice, tzv. chromatografické kolony. Kolona tvoii sloupec, na kterém
probiha déleni. Po aplikaci vzorku na kolonu dochazi vlivem toku mobilni faze k pohybu
jednotlivych slozek kolonou a nasledné k jejich separaci. Napln kolony mlze byt rizna
podle toho, o jaky typ chromatografie se jedna. Zatfizeni pro sloupcovou kapalinovou
chromatografii se sklada z rezervoaru, z kolony (tj. sloupce sorbentu) a jimace frakci.
elucni technika, pti které se délené slozky vymyvaji ptidavanym rozpoustédlem. Nejdiive

se z kolony eluuje slozka nejslabéji adsorbovana a postupné slozky adsorbované silnéji.
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Eluéni zpisob pii tomto provedeni je mozno realizovat v n¢kolika variantach:
Jjednoducha eluce — promyvani stejnou mobilni fazi
vicestupiiovd eluce — pouziti nejprve méné polarniho rozpoustédla, nasledné
polarnéjsiho rozpoustédla
gradientové eluce — plynule se méni pH nebo koncentrace polarngjsi slozky v mobilni

fazi. °

3. 2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

K vyraznému posunu v separaénich moznostech kapalinovych chromatografickych
metod doslo v 70. letech zavedenim zcela novych materiald s mensi velikosti ¢astic a
zvySenou mechanickou odolnosti. Tato technika se oznacuje jako vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC = High performance liquid chromatography). Rychly a dynamicky
rozvoj HPLC byl umoznén nalezenim vhodnych vysoce G¢innych stacionarnich fazi a

Vv neposledni fadé také neustalym trendem zvySovani citlivosti detektord.

3.2.1. Princip separace v HPLC.

K déleni latek pfi HPLC lze vyuzit vSech vratnych dvoufidzovych separacnich
mechanismi (adsorpce, rozdélovani, iontova vymeéna a sitovy efekt). Je tak mozno nalézt
selektivni a ucinny systém k déleni prakticky vSech organickych latek rozpustnych ve vodeé,

ziedénych kyselinach nebo organickych rozpoustédlech.

3.2.2. Instrumentace ve vysokoucinné kapalinové chromatografii
Zatizeni pro HPLC se sklada z ¢asti zajist'ujicich transport mobilni faze, davkovani

vzorku, separaci analyti (kolona), detekci analytti a vyhodnoceni chromatogramu.
Vysokotlaka pumpa umoziuje ¢erpat mobilni fazi ze zasobniku pies filtr a tlumic pulzt a
udrzuje konstantni nastaveny priitok. Cerpadla jsou zhotovena z materialt odolnych viiéi
agresivnim latkam a umoziuji pracovat s tlaky az 40-50 MPa pii pratocich 0,1-10 ml/min.
SméSovaci zafizeni umoziuje zmenit slozeni mobilni faze béhem analyzy (tzv.
gradientovou eluci). Do proudu mobilni faze je ddvkovan vzorek. V soucasnosti je jiz ve
veétsing piipadd manualni davkovani Hamiltonovou stfikackou nahrazeno automatickym

davkovacem tzv. autosamplerem, ktery 1ze naprogramovat podle potfeby. Kromé objemu
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aplikovaného vzorku lze také urgit napt. teplotu, pfi které jsou vzorky v autosampleru
uchovany az do jejich aplikaci na kolonu. Dfive vyuzivané injekéni systémy jsou dnes
nahrazeny davkovanim obtokovym davkovacim kohoutem. Davkovaci smycka ma obsah
obvykle 10-20 pl. Oblibeny je také systém pracujici se sedmicestnym davkovacim
ventilem. Mobilni faze se vzorkem prochazi spojovacimi kapilarami na kolonu, kde

dochazi k separaci.

3.2.3. Chromatografické kolony v HPLC
Naplnéné kolony jsou dnes dodavany v Siroké nabidce fadou firem. Spravné naplnéni

kolony je jednim z rozhodujicich faktorti pro kvalitu separace latek. To plati zejména o
kolonéch pro techniky, kdy déleni probihd za vysokého tlaku na sorbentech o velmi malych
primérech (3-10 pm). Pro vétSinu rutinnich analyz jsou kolony zhotoveny z nerezové oceli,
dlouhé zpravidla 10, 15 nebo 25 cm a vnitinim primérem 4,6 nebo 5 mm. Bézny pritok
eluentu se pohybuje mezi 1 - 2 ml/min. Pro rychlé separace lze pouzit i kratké analytické
kolony (3 cm). V soucasnosti je patrny trend snizit pramér ¢astic v koloné a pouZit kolony
krat$i. Prosazuji se i monolytické kolony(tj. cela kolona je jedna porézni hmota). K ochrané
kolony pied zanesenim necistotami a nerozpustnymi materidly jsou pomérné Casto
pouzivany predkolony. Vétsina separaci probiha pti laboratorni teploté. U nékterych latek,

kde se separace vyznamné zlepsi za zvySené teploty jsou pouzivany kolonové termostaty.

3.2.3.1. Chromatografie na normalnich fazich

(NPC - Normal Phase chromatography)

V pocatcich chromatografie byla pouzivana polarni stacionarni faze a mobilni faze byla
nepolarni (napf. hexan). Separace vV NPC zavisi na interakci slozek s polarni stacionarni
fazi. Nejméné polarni analyt je eluovan jako prvni, protoze je nejméné misitelny se
stacionarni fazi, polarni analyt se eluuje nakonec. Interakce polarnich molekul se
stacionarni fazi mohou byt tak silné, ze v rozumném ¢ase nejsou eluovany z kolony. Proto
byla vyvinuta metoda, ve které jsou polarity mobilni a stacionarni faze v porovnani s NPC

opacné.

14



3.2.3.2. Chromatografie na obracenych (reverznich) fazich

(RPC - Reversed Phase Chromatography)

Stacionarni fazi tvoii nepolarni latka (vétSinou uhlovodiky nebo alkyly vézané na
silikagel), mobilni faze je polarni (voda, methanol, nebo acetonitril). Kombinaci pouhych
tii rozpoustédel se mize separovat pomérné Siroky obsah analyti. Retence slozek roste
s jejich klesajici polaritou a zvétSujici se nepolarni ¢asti molekul. RPC je univerzalni
technikou pro separaci nepolarnich, polarnich a disociovatelnych vzorkd. Rozhodujici
podminkou je vzadjemna nemisitelnost mobilni a stacionarni faze, coz nelze v praxi vzdy
zcela splnit. Proto se v soucasnosti nejcastéji pouzivaji jako stacionarni faze kapaliny
chemicky navazané na nosi¢. (obvykle silikagel). Stacionarni faze se kotvi na nosic¢
riznymi reakcemi, napf. silanizaci silanolovych skupin trialkylchlorsilany, nebo
alkyltrichlorsilany. Nepolarni uhlikova faze je nejcast&ji oktyl, oktadecyl, nebo alkyly

s fenolovymi ¢i bifenylovymi skupinami. Eluat je z kolony veden do detektoru %7891

3.2.4. Detektory v kapalinové chromatografii

Detektory v HPLC by mély byt co nejvice selektivni pro stanovované analyty a malo
citlivé na mobilni fazi. Prutokova cela detektoru musi byt schopna snést vysoky tlak
mobilni fadze a udrZet té€snost. Vyuziti ve vysokoucinné kapalinové chromatografii
nachazeji fotometricky, refraktometricky, fluorescencni, elektrochemicky a hmotnostni

detektor.
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3.3. Elektrochemicka detekce v HPLC

Elektrochemické detektory lze jako vodivostni nebo voltametrické pouzit tam, kde jsou
Vv analyzovanych smésich ptitomny ionty, respektive slozky oxidovatelné a redukovatelné.
Pocet aplikaci pro elektrochemické detekce neni pfilis velky, ale latky na které je tato
detekce aplikovana reprezentuji vyznamnou ¢ast dalezitych 1&¢iv, polutanti(zne€istujicich

latek) a pfirodnich produkti.
3.3.1. Zaklady elektrochemie °°

Elektrochemické detektory meéii urcitou elektrickou veli¢inu (napéti na elektrodach,
proud prochazejici ¢lankem, naboj spotiebovany na preménu latky, vodivost roztoku,
relativni permitivitu). Jako dal§i proménnd veli¢ina je zaznamenavan cas. Meéfeny
elektricky signal je umérny latkovému mnozstvi detekované slozky. Sleduje se tedy
zavislost mezi elektrickou veli¢inou a koncentraci stanovované slozky. Podle podminek
méfeni lze rozdélit elektrolytické metody na potenciostatické, kdy se méfeni probiha pii
konstatnim potencidlu pracovni elektrody a metody amperostatické, kdy se mét za
konstatniho proudu. U elektrolytickych metod se uplatiiuji ¢tyfi zavislé proménné veliciny:

potencial elektrody ( E ), proud (1), ¢as (t) a koncentrace latky( c ).

3.3.2. Zaklady coulometrie °%'°

Podle Faradayovych zakonl je hmotnost latky m (s molekulovou hmotnosti M)
vylouéené na elektrodé umérna elektrickému naboji Q, ktery prosel ¢lankem. K redukci
nebo oxidaci jednoho molu chemickych ekvivalentil (z je pocet elektronti vyménénych pti

elektrodové reakcei) se spotiebuje naboj odpovidajici Faradayove konstanté F.

M=+=Q
m= zxF @
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Coulometrické stanoveni je zaloZzeno na méfeni naboje, ktery je nutny k uplné chemické
preméné stanovované latky. Elektrodova reakce musi na pracovni elektrodé probihat se
stoprocentnim proudovym vytézkem, tzn. vedle primarni elektrodové reakce nesmi
probihat vedlejsi elektrodové reakce. Toho 1ze dosdahnout vhodnou volbou podminek pro

stanoveni.

3.3.2.1. Coulometrie za konstantniho proudu

Pii konstantni hodnoté genera¢niho proudu se stanovovana latka pfimo ucastni
elektrodové reakce (primarni titrace) nebo se generuje z vhodného elektrolytu ¢inidlo, které
reaguje se stanovovanou latkou (sekundérni titrace). Pii tomto zplsobu se snadnéji
dosahuje sto procentniho proudového vytézku a pouzitelnost metody je Siroka. Cinidlo se
vétdinou vyviji v titrovaném roztoku. Ugast elektrodovych reakci je mozné interpretovat
pomoci soustavy polariza¢nich kiivek odpovidajicich riiznym fazim titrace. Indikace se
provadi  instrumentdlné, a to zejména  potenciometricky, = amperometricky,

biamperometricky nebo bipotenciometricky.>"®

3.3.2.2. Coulometrie za konstantniho potencialu

Pii volbé podminek pro coulometrickou analyzu za konstantniho napéti je vyhodné,
zname-li prislusné polarizacni kfivky. Pfed stanovenim se potencidl pracovni elektrody
nastavi na hodnotu asi o 0,2 voltu(V) nizsi, nez je pulvlnovy potencial stanovovaného
depolarizatoru. Kyslik se odstrani probublavanim inertnim plynem a necistoty v zakladnim
elektrolytu se odstranuji elektrolyzou, dokud proud neklesne na nizkou hodnotu. Pracovni
potencial se nastavi na hodnotu o 0,2 V vyssi nez pllvlnovy potencial. Po pfidani roztoku

vzorku se elektrolyza ukon¢i, jakmile je proud mensi nez 0,1 % pocatecni hodnoty.

3.3.2.3. Instrumentace HPLC s elektrochemickou detekci

Ccoulochemické cely (firmy ESA) obsahuji pruto¢nou porézni grafitovou elektrodu.
Tato nizkoobjemovéa analyticka cela se sklada ze dvou pracovnich elektrod. Pro 100
procentni vytéznost elektroaktivni latky ma kazda elektroda velky povrch. Prvni
(screeningova) elektroda byva pouzivana k eliminaci potencionalné rusicich slozek vzorku
od nasledné detekce na druhé (analytické) elektrode. Elektrochemické selektivity je

dosazeno oxidaci nebo redukci mnoha elektroaktivnich, nezadoucich ¢i interferujicich
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slozek vzorku na prvni elektrodé. Jakakoliv slozka vzorku s reakénim potencidlem mensim
nez nami sledovana slozka je nasledné vyfazena z reakce na analytickém senzoru.

Vétsina komeréné dodavanych elektrochemickych detektort se sklada ze tii elektrod —
pracovni, pomocné, referentni. Tyto elektrody mohou byt uspofadany v rtiznych
geometriich. Existuji dva typy elektrochemickych detektorit podle toho, jakym zpiisobem
eluent z kolony prochazi pies pracovni elektrodu. Elektroda wall-jet (typ ,,frit“) ¢&i
tenkovrstva (thin-layer). Typ thin-layer se pouziva ziidka, nebot’ je méné uéinny a diky

omezeni difuze je schopen méfit pouze 5 az 10 % reagujici latky.

3.3.2.4. Usporadani detektoru a analytické cely

ESA coulochemicky detektor (Coulochem IT) se sklada z kontrolniho modulu (ten
obsahuje displej, klavesnici, mikroprocesor, A/D modul, potenciostaty a dalsi elektroniku)
a z prutoénych cel. Detektor ma obvykle kontrolni modul ze Etyf potenciostatd. Pro
stanoveni azithromycinu a klarithromycinu bylo méfeno v DC médu — zvoleny potencial
byl udrzovan v pribéhu analytického méfeni. Coulochemicky detektor vykazuje vyssi
senzitivitu nez detektor s amperometrickou celou. Analyticka cela Model 5010 (Standard
Analytical Cell) se skladd ze dvou komor v sérii za sebou, kazda obsahuje porézni
grafitovou coulometrickou elektrodu, dvojitou pomocnou elektrodu a dvojitou referentni
elektrodu. Vse je ulozeno v pouzdru z nerez oceli. Coulometrické elektrody jsou priitoéné

(porézni grafitove).
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Obrazek 1. Zakladni elektrochemicka cela ESA model 5010 (Standard analytical Cell)
1.pracovni elektroda,

2. pracovni elektroda,

3. pomocna a referentni elektroda,

4.télo cely s chladici casti.

3.3.2.5. Elektroaktivita slou¢enin

Elektrochemickym detektorem je mozné méfit velké mnozstvi sloucenin.
Elektroaktivita je obecné zavisla na pritomnosti elektroaktivni funkéni skupiny v molekule.
Mnoho sloucenin, které jsou snadno oxidovatelné obsahuji volny elektronovy par (napf-.
hydroxy skupina fenolu, amino skupina anilinu). Naopak, vétSina slouCenin, které se
snadno redukuji obsahuji karbonylovou nebo nitro skupinu. Elektrochemicky mohou byt
detekovany také antioxidanty, glukosa, oligosacharidy, katecholaminy, LSD, morfin,

nekteré pesticidy, 1é¢iva, vitamin C a vitamin K. 689

3.4. Uprava biologického materidlu

3.4.1. Homogenizace

Pro upravu vzorkt tkané je nutno odebrany material rozmélnit v izotonickém pufru za
pouziti homogenizatoru. Vzorek tkan¢ je nejprve presné zvazen a poté je smisen
S pfedepsanym objemem pufru. Pro homogenizaci malych mnozstvi mékkych tkani (jaterni
tkan) je nejcastéji uzivana homogenizace dle Pottera-Elvehjema. Homogenizator se sklada
ze silnosténné zkumavky a zabrouSeného pistu, ktery je spojen s elektromotorkem. Do
zkumavky se vlozi odvazena tkan (u tuzsi tkdn€ — napf. ledviny a srdce je vhodné ji pfedem
rozstiihat na mensi kousky) a pfida se potfebné mnozstvi homogeniza¢niho pufru. Pak se
do zkumavky vlozi pist a spusti se motorek. Zkumavkou se zvolna posunuje nahoru a dolt.
Pti tomto pohybu pist drti tkan, kterd prochazi mezi sténou zkumavky a pistem. Pohyb

pistu nahoru a doli se nékolikrat opakuje, dokud neni material homogenizovan.
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Homogenizace by vsak neméla trvat déle nez 30 sekund, aby se material zbytecné
nezahtival. Z tohoto diivodu je vhodné pouzit nadobku naplnénou ledovou tfisti ke chlazeni
zkumavky s homogenizovanym vzorkem. Dal§im zplsobem homogenizace je roztirani
materialu v tfeci misce za ptridavku kapalného dusiku, nebo homogenizace m&kké tkané ve
vykonném mixéru. K naruseni bunéfné stény membrany lze také vyuzit pisobeni
chemickych ¢inidel — detergentli, nebo pusobeni enzymi, které §tépi polysacharidy

bunécnych stén bakterii, nebo pisobeni ultrazvuku.

3.4.2. Deproteinace

Pti deproteinaci dochézi k denaturaci makromolekul proteint, kdy je narusena jejich
stabilni nativni konformace (sekundarni a terciarni struktura). Deproteinaci provazi
uvolnéni stanovovaného analytu z vazby na proteiny do rozpoustédla. Denaturaci
rozliSujeme fyzikalni a chemickou. K fyzikalni denaturace (pfi zvysené teplot¢) je vétSinou
provadéna po dobu 5 - 15 minut pfi teploté¢ 90°C.Jde o ireverzibilni koagulaci — vysrazeni
proteind ve vzorku. Chemicka denaturace vznika pfti rozruseni chemickych vazeb
pusobenim silnych kyselin nebo zasad (kyselina trichloroctova, chlorista, metafosforecna,
sulfosalicylova atd.). K rozruSeni nepolarnich vazeb lze vyuzit organicka rozpoustédla -

methanol, acetonitril, popf.mocovinu nebo guanidin .

3.4.3. Extrakce °7

Extrakce je separacni technika zalozend na rovnovazné distribuci latky mezi dve
nemisitelné faze. Je pouzivana k zakoncentrovani, ptrecisténi ¢i k izolaci nekteré slozky ze
slozitéjsi matrice.

Podle toho, v jaké fazi jsou sloZky obsazeny rozeznavame nékolik typl extrakci:

1. Pevny vzorek (extrakce pevné faze kapalinou)
- Extrakce pomoci Soxhletova extraktoru.
- Extrakce ultrazvukem.
- Extrakce nadkritickou tekutinou.
- Vysokotlaka extrakce rozpoustédlem.
2. Kapalny vzorek
- Extrakce z kapaliny do kapaliny (extrakce I/1).
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- Extrakce tuhou fazi (SPE).
- Mikroextrakce tuhou fazi (SPME).

3.4.3.1. Extrakce z kapaliny do kapaliny

Pii analyze ruznych typi biologickych vzorkd se ¢asto pouziva extrakce z kapaliny do
kapaliny. Je zaloZzena na pievodu analytu z pivodni matrice (plazma, mo¢, Zlu¢, tkanové
bunky) do vhodného rozpoustédla, které se s pivodnim roztokem nemisi. Vybér vhodného
rozpoustédla se fidi povahou slozky, kterou chceme izolovat.

Extrakce z kapaliny do kapaliny je technika jednoduchd, nenaro¢na na provedeni a
laboratorni vybaveni, s vysokou extrakéni u¢innosti a Sirokym mnozstvim vhodnych
rozpoustédel. Pro jednoduché provedeni je extrakce technika ¢asto pouzivana v modernich
analytickych laboratofich zaméfenych na stanovovani analytd v biologickych vzorcich.

Nevyhodou toho postupu je toxicita vétSiny pouzivanych rozpoustédel.

3.5. Charakteristika makrolidovych antibiotik

3.5.1. Makrolidov4 antibiotika ****

Makrolidova antibiotika jsou skupinou chemicky blizce pfibuznych sloucenin. Zaklad
jejich molekuly tvori makrocyklicky laktonovy kruh slozeny z 12-16 atomii (Tab. 1). Cast z
nich jsou pfirozené produkty kmend Streptomyces spp. (napf. erytromycin). Jejich
nestabilita v kyselém zalude¢nim prostfedi a nevhodny farmakokineticky profil (kratky

biologicky polocas eliminace atd.) si vynutily zavedeni semisyntetickych derivata.
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Tab. 1 Rozdéleni makrolida podle chemické struktury.

Potet uhliki (C) v Antibiotikum

makrocyklickém kruhu
12-C metymycin®, picromycin®
erytromycin®, oleandomycin®, roxitromycin®°, diritromycin®3,
14-C . .55 : . S8
fluritromycin®>, klaritromycin
15-C (azalidy) azithromycin®
16-C josamycin®, spiramycin®, rokitamycin®°, miokamycin®®
Ketolidy (14-C) telitromycin®S, HMR-3004%, TE-802%°, TE-810%°

Ppiirozena latka, Ssemisynteticka latka

3.5.1.1. Mechanismus téinku

Makrolidy jsou bakteriostaticka antibiotika, kterd se reverzibilné vazou na 30S
ribozomalni RNA (rRNA) na 50S podjednotce ribozomi prokaryont a nasledné inhibuji
syntézu proteinll. Podstatou je blokada translokace transferové tRNA z aminoacylového
akceptorového mista na peptidylové donorové misto. Navic bylo prokazano, ze makrolidy
podminuji disociaci peptidylové-tRNA z ribozomt a brani spojovani 30S a 50S
podjednotek. Ketolidy vykazuji identicky mechanizmus ucinku, nicméné v porovnani s

erytromycinem maji 10 az 100x vys$i afinitu k vazebnému mistu.

3.5.1.2. Antibakterialni spektrum, in vitro aktivita

Makrolidy vykazuji dobrou aktivitu proti gram-pozitivnim aerobtim (Streptococcus
.pyogenes a penicilin senzitivni Streptococcus pneumoniae). Intracelularni bakterie -
chlamydie, legionelly a mykoplasmata - jsou na makrolidy vysoce citlivé. Makrolidy lze
pouzit u toxoplazmoézy a pneumocystové pneumonie. Nové makrolidy (azithromycin a
klarithromycin) ptsobi i na né&kterd mykobakteria (napf. Mycobacterium avium

intracelulare). Zadny z nich neptisobi na Mycobacterium tuberculosis.

3.5.1.3. Rezistence na makrolidy

Pti vzniku rezistence na makrolidy se uplatiuji tfi mechanizmy: alterace struktury
vazebného mista, aktivni eflux z burniky a enzymaticka inaktivace antibiotika. Za hlavni je

povazovana zména struktury vazebného mista na 50S podjednotce bakterialniho ribosomu.
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3.5.1.4. Farmakokinetika 2°

Absorpce je po peroralnim podani makrolidovych antibiotik modifikovana G¢inkem
prvniho prichodu ve sténé stieva a v jatrech. Biologicka dostupnost (F) ¢ini 30-55 %.
Vyjimku predstavuje roxitromycin s F 72-80 %. Vliv potravy je variabilni s vyraznou
zavislosti na typu Iékové formy. Suspenze a kapsle je vhodné uzivat nalacno, tj. 1 hodinu
pted jidlem, nebo 2 hodiny po jidle. Distribuce makrolidi v organizmu je uréena jejich
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, zejména lipofilitou a nizkym stupném ionizace. Tyto
vlastnosti jim umoziuji snadny prinik do tkani (vCetné intracelularniho prostoru), kde
dosahuji nékolikanasobné vyssich koncentraci nez v plazmé. Velkou vyhodou je kumulace
makrolidd v bunkdch imunitniho systému, zejména v granulich makrofagh a
polymorfonuklearnich leukocytli (PMN). Tato vlastnost je charakteristickd pro dibazické
makrolidy (azithromycin a diritromycin), které jsou v prosttedi s niz§im pH pievazné ve
formé ionizované, tudiz neschopné proniknout membranou zpét do cytoplazmy.

Hlavni cestou eliminace makrolidii z organizmu je metabolizmus za tucasti
cytochromu P450 (izoforma CYP3A4) s naslednou exkreci do Zluce. Zde patrné hraje

vyznamnou roli Mdr-1 transportér na kanalikularni membrané hepatocyti .

3.5.1.5. Klinické pouziti, indikace

Makrolidy patii mezi tzv. ,time dependent (Casov€ zavisld) antibiotika, tj. jejich
ucinek je zavisly na dobé€, po kterou pretrvavaji v tkanich koncentrace vyssi nez MIC.
V disledku rozsahlé extravaskularni distribuce, nepfedstavuji plazmatické koncentrace
spolehlivé voditko pro monitorovani u€inku.

V soucasnosti predstavuji makrolidy po penicilinech druhou nejéastéji predepisovanou
skupinu antibiotik. Jsou indikovany u citlivych kmenl vyvolavajicich infekce hornich a
dolnich cest dychacich (zejména pfi alergii na peniciliny), pneumonie, sinusitidy, otitidy,
dermatitidy, akné (lokalné i celkové podané) a infekce mekkych tkani. Klarithromycin je
lékem volby v 1é¢bé infekci vyvolanych intracelularnimi patogeny (napf. negonokokova
uretritis), atypickymi mykobakteriemi a v kombinované 1é¢bé pro eradikaci Helicobacter

pylori.
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3.5.1.6. Analyza makrolidi

Pro farmakokinetické studie makrolidi jsou vyuzivany metody mikrobiologické
assay, analytické metody vyuzivajici radioaktivity; GC s plamenové-ioniza¢nim
detektorem; denzitometrie po TLC separaci; HPLC s UV, fluorescen¢ni, elektrochemickou
(amperometrickou, coulometrickou, voltametrickou) detekci. Je vyuZivano také metody
LC/MS s ESI. Ptipravné procedury zahrnuji 1/1 extrakei, deproteinaci acetonitrilem

S pridavkem vnitiniho standardu, SPE, ptipadné predkolonovou derivatizaci. 21314151617
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3.5.1.7. Azithromycin (AZz ) 3%

Azithromycin (obr.2) je sirokospektré ATB, semisynteticky derivat erythromycinu (N-
methyl-9a-aza-9-deoxo-9-dihydro-9a-homoerythromycin ~ A). Patii mezi 15-¢lenné
makrolidy azalidy (obsahuje kruh, desosamin a kladinosu). Dobie pronikéa do tkani a bun¢k,
po peroralni aplikaci se dobie absorbuje. Ma dlouhy biologicky polocas (60 hodin).
Zaclenéni dusiku do kruhu zieteln¢ méni chemické, mikrobiologické a farmakokinetické
vlastnosti azithromycinu. Diky dlouhému biologickému polocasu je mozné AZ davkovat
jednou denng.

K extrakci azithromycinu z biologickych vzorkd se vyuziva extrakce rozpoustédlem
(terc.-butylmethylether, diethylether)**** nebo SPE™. K analyze azithromycinu se pouZivé
technika HPLC s UV, fluorescenéni, elektrochemickou, MS detekei. Pro detekci AZ byla

také vyuzita diferenc¢né pulsni voltametrie.

Obr.¢. 2 Vzorec azithromycinu
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3.5.1.8. Klarithromycin ( KL ) 2**

Klarithromycin (Obr. 3) je relativné novy semisynteticky derivat erythromycinu (6-O-
methylerythromycin A), obsahujici 14-¢lenny makrocyklicky laktonovy kruh s cukry
spojenymi pres glykosidické vazby. Spolu s azithromycinem je stabilnéjsi vici kyselinam
nez ostatni makrolidy. Klarithromycin vykazuje velmi dobrou antimikrobialni aktivitu proti
Sirokému spektru grampozitivnich a gramnegativnich organismi. Primarné je
metabolizovan na biologicky aktivni 14-OH-klarithromycin. Antimikrobidlné pilisobi
nativni ATB i jeho metabolit. U klarithromycinu se uplatiiuje bakteriostaticky ucinek.
Pacient uziva obvykle dvé tablety klarithromycinu denné. Klarithromycin Ize pro stanoveni
HPLC metodou extrahovat z biologickych vzorkli rozpoustédlem: dichlormethan, n-
hexan/butanol, ethylacetat/hexan, terc.-butylmethylether, chloroform, nebo lze pouzit SPE
(extrakce tuhou fazi). Pro stanoveni klarithromycinu lze vyuzit techniky HPLC s UV,

fluorescenéni, elektrochemickou a MS detekci.

Obrazek €.3 VVzorec Klarithromycinu
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4. Experimentalni ¢ast
4.1. PouZité chemikalie a vzorky
Standardy makrolidii

Azithromycin ( AZ ) — Zentiva, CR
Klarithromycin (KL) — Sigma, Praha, CR

Rozpoustédla

Acetonitril ( ACN) pro HPLC — Lab-Scan, Irsko, Lach-Ner, CR
methanol pro HPLC — Lach-Ner, CR
voda Millipore Milli-Q RG, piistroj Millipore, USA

Vzorky

Biologické vzorky potkana kmene Wistar (plazma, homogenat jaterni tkdng) —
Ustav farmakologie, LF HK, CR
pro kalibraci vzork®i plazmy byla pouZita lidska plazma - Ustav farmakologie, LF HK,CR

Ostatni chemikalie

Hydrogenfosfore¢nan sodny (NazHPO, 12 H, O) — Lachema-CR

kyselina o-fosfore¢n,85% - Lachema, CR

tlakové lahev - N - Linde, CR

PBS pufr pH 7,2 £ 0,2 (NaKL 7,75g; K2HPO4 1,50g; KH2POs 0,20g v 1 1 destilované.
vody)
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4.2. Piistroje a zafizeni

Autosampler Shimadzu, SIL-10AD VP, Japonsko

vysokotlaké ¢erpadlo Shimadzu,LC-10AD VP,Japonsko

ESA detektor Coulochem II, analyticka cela model 5010, ESA Inc., USA
kolona Gemini, 3um, C18, 150 x 4,60 mm, Phenomenex, USA
predkolona Gemini,C18, 4,00 L mmx 3,00 ID mm, Phenomenex, USA
termostat LCO 101 Ecom, CR

centrifuga Hermle 2382 K, TLG Top-Labortechnik , Némecko
vortexer Reax 2, Heidolph, Némecko

mikropipety Biohit Proline, Finsko

filtry Millipore, 0,45 pm, a 0,25 pm Millipore, USA

mikrozkumavky Eppendorf 1,5 a 2,0 ml, Sarstedt, Némecko

pH metr InoLab, CR

Homogenizator Kika-Werk ULTRA TURAX, Némecko

4.2.1. Podminky méreni

Kolona Gemini, 3pm, C18, 150 x 4,60 mm, Phenomenex, USA
teplota kolony 40°C

pratok mobilni faze 1ml/min

davkovany objem 50 pl

Potencial elektrod detektoru : E2 =900mV, E1 = 0mV

4.3. Ptiprava mobilni faze

A: 50 mmol/l hydrogenfosforecnan sodny

B: acetonitril

A/B: 60/40 (v:v)

pH 7,60 ( pH upraveno kyselinou o-fosfore¢nou 10%)

mobilni faze byla filtrovana ptes filtr Millipore 0,45um/0,25 pm
rozsah R2 = 20uA
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Doba analyzy: 25-30 minut

4.4. Priprava roztokii makrolidi

Zasobni roztok stanovovaného makrolidu

Azithromycin (AZ) o koncentraci 100 mg/1 (rozpustén v 50% methanolu).

Klarithromycin (KL) o koncentraci 100 mg/l (rozpus$tén v acetonitrilu).

Vnitini standard KL (I.S.)
Klarithromycin (KL) o koncentraci 5 mg/ml nebo 2 mg/I (rozpustén v acetonitrilu).

Vnitini standard byl pfipraven fedénim zasobniho roztoku kazdy den Cerstvy.

4.4.1. Odbér biologickych vzorkii potkana kmene Wistar

Potkani samci kmene Wistar (Biotest, Konarovice) byli po celou dobu trvani in-vivo
experimentu Vv celkové anestézii navozené intraperitonealni aplikaci pentobarbitalu (35
mg/kg).

Zvirata (n = 6 v kazdé skuping) byla rozdélena na 2 skupiny: kontrolni a cholestaticka
(navozeno 4 tydennim podvazem zlucovodu).

Obéma skupinam byl aplikovan azithromycin v davce 20 mg/kg nitrozilné do jugularni
vény, a odebirany vzorky krve z arteria carotis v nasledném ¢asovém profilu -5, 4, 10, 30,
60, 90, 120, 180 a 240 minutach od podani AZ. Plazma byla ziskana separaci z nesrazlivé
krve — po centrifugaci pti 4000 ot./5 min. Béhém celého experimentu (240min) byla
odebirana zlu¢ a mo¢ ve 30ti minutovych intervalech. Vyloucené mnozstvi moci a zluci
bylo stanoveno gravimetricky. Tok moce byl udrzovan kontinudlni nitrozilni infuzi (vena
jugularis) 4% manitolu rychlosti 2 ml/hod (linearni davkovaé Perfuzor Compact B Braun).
Pro potlaceni rusivych vlivii matrice, ve které byly analyty stanovovany bylo pfistoupeno
k ptipravé jednotlivych kalibra¢nich standardii a vzorkt kontroly kvality v matrici, ve které

byly stanovovany — tj. v plazmé a v jaternim homogenatu.
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4.4.2. Kalibra¢ni rada v plazmé

Byly pfipraveny kalibra¢ni standardy na sedmi koncentrac¢nich urovnich (0,17 - 0,3 -
0,6 -1,25-25-5,0 - 10,0 mg/l) a nulovy standard (blank). Pro ptipravu jednotlivych
kalibraénich vzorkti byl pouzit zakladni roztok AZ a lidska plazma bez obsahu AZ a KL
(blankovéa plazma). Jednotlivé kalibracni vzorky byly pfipraveny volumetricky fedénim
zékladniho roztoku AZ plazmou za pouziti kalibrovanych automatickych pipet. Kazdy
kalibra¢ni vzorek byl po smichani nejdfive ekvilibrovan 15 minut pti 37 °C a nasledné
zpracovan (viz uprava vzorku). Koncentrace 10,0 - 5,0 - 2,5 mg/l AZ byly pfipraveny
volumetricky fedénim zakladniho roztoku AZ. Koncentrace 1,25 - 0,6 - 0,3 -0,17 byly
pfipraveny volumetricky fedénim pomocného roztoku AZ (10 mg/l). Kalibracni standardy

Vv plazmé byly rozdéleny na alikvoty a zamrazeny pii -80 °C.

4.4.3. Kalibrac¢ni fada v jaternim homogenatu

Byly pfipraveny kalibra¢ni standardy na sedmi koncentraénich urovnich (0,3 - 0,6 -
1,25 -2,5-5,0 - 10,0 - 20,0 mg/l) a nulovy standard (blank). Pro pfipravu jednotlivych
kalibracnich standardti byl pouzit zakladni roztok AZ a ziedény homogenat jaterni tkané.
Homogenat byl nafedén v poméru 1:10 izotonickym fosfatovym (PBS ) pufrem (pH=7,2).
Toto fedéni bylo optimalizovano v prubéhu piipravnych praci vzhledem ke koncentracim
v realnych vzorcich, které bylo nutno pro analyzu také fedit v poméru 1 : 10. Jednotlivé
kalibraéni vzorky byly pfipraveny volumetricky fedénim zékladniho roztoku AZ
homogenatem za pouziti kalibrovanych automatickych pipet. Kazdy kalibra¢ni vzorek byl
po smichéni nejdfive ekvilibrovan 15 minut pii 37 °C a nasledné zpracovan (viz Gprava
vzorku ). Koncentrace 20,0 - 10,0 - 5,0 a 2,5 mg/l AZ byly ptipraveny nafedénim
zasobniho roztoku AZ. Koncentrace 1,25 - 0,6 - 0,3 byly pfipraveny fedénim pomocného
roztoku AZ (10 ug/ml). Néasledné bylo pipetovano 50 pl kazdého kalibracniho vzorku do
mikrozkumavky Eppendorf a ta byla zpracovana nize popsanym postupem spolu
S biologickymi vzorky.Kalibra¢ni standardy v homogenatu byly rozdéleny na alikvoty a

zamrazeny pti -80°C.
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4.4.4. Kontrolni vzorky
(SQC - spiked quality control sample )

vSechny vzorky byly pfipraveny ze zasobniho roztoku AZ volumetricky fedénim
prislusnou matrici (plazmou, homogenatem) za pouziti kalibrovanych automatickych pipet.
SQC1 (0,2 mg /1 AZ) v plazmé

SQC2 (0,8 mg /1 AZ) v plazmé, v homogenatu

SQC3 (2,0 mg /1 AZ) v plazmé¢, v homogenatu

SQC4 (8,0 mg /1 AZ ) v plazmé, v homogenatu

4.4.5. Postup tipravy vzorki plazmy a homogenatu

Plazma byla ziskana centrifugaci nesrazlivé krve odebrané do S-Monnovette — fy
Sarstedt a separovana do mikrozkumavek Eppendorf. Homogenat jaterni tkané byl
ptipraven v PBS pufru, pH 7,2 v poméru 2 dily tkané a 3 dily pufru (40% homogenat).
Tkan byla rozmélnéna homogenizatorem (ULTRA TURAX — Kika-Werk, Némecko).
Kalibraéni standardy v homogenatu byly pfipraveny z kontrolnich potkanich jater bez
obsahu AZ volumetricky fedénim zasobniho roztoku AZ a ekvilibraci pti 37 °C po dobu

10 minut.

4.4.6.Postup zpracovani vzorku (plazmy, homogenatu, kalibra¢ni standardy a

SQC)

50 pl vzorku bylo deproteinovano 200 pl acetonitrilu obsahujiciho vnitini standard (2
mg/l KL pfi analyze plazmy a 5 mg/l KL pfi analyze homogenatu) a michano 10 s na
vortexu. Po 10 minutach stani vzorku pfi laboratorni teploté byla provedena centrifugace
pti 6000 g po dobu 10 minut pti 4°C. Nasledovalo odpipetovani 200 pl supernatantu a

odpateni pod proudem dusiku. Odparek byl rozpustén ve 200 pl mobilni faze, michan na
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vortexu 20 s, ponechan pfi. laboratorni teploté 10 minut, poté znova zamichan a

centrifugovan 10 minut pfi 6000g. Supernatant byl poté davkovan do LC.

4.5. Vypolty a zpracovani experimentdlnich dat

K ziskani kalibra¢ni zavislosti byla pouzita metoda vazené linearni regrese (vaha:
1/koncentrace’ ) z hodnot poméru ploch pikii AZ a vnitiniho standardu a z hodnot
teoretickych koncentraci kalibracnich standardl. Linearita kalibra¢ni zavislosti byla
pravideln¢ ovéfovana. Byl vypocitdn primér, smérodatnd odchylka(SD), relativni
smérodatna odchylka CV(%) - pro odhad pfesnosti méteni , relativni chyba RE(%) - pro
odhad spravnosti metody v sérii pfi analyze kontrolnich vzorkt.. Byly porovnany relativni
odchylky mezi teoretickymi koncentracemi kalibracnich standardi a odpovidajicimi
koncentracemi ziskanymi z regresni zavislosti. Maximalni povolena odchylka byla < 20 %
u nejnizsiho kalibra¢niho standardu a < 15 % u ostatnich kalibra¢nich standardii. Pfesnost
stanoveni AZ byla vyjadfena jako variacni koeficient CV(%), spravnost jako RE (%).
Koncentra¢ni rozmezi standardii pokrylo cely rozsah koncentraci AZ vplazmé a
homogenatu. Spravnost byla ovéfovana zafazenim kontrolnich vzorkli do kazdé série
analyz. Pozadavky na pfesnost a spravnost stanoveni koncentraci pfi analyze vzorkd

kontroly kvality byly pfedem definovany nasledné: CV (%) < 15 % a RE (%) < 15 %.
11,20

4.4.1. Zpracovani experimentalnich dat

Experimentalni data a bakalarska prace byla zpracovana na PC s vyuzitim (Microsoft
Word, Microsoft Excel XP. Vazena linearni regrese byla zpracovana programem
GraphPad Prism 5.0.

Chromatograficka stanice byla vybavena programem Clarity Lite (Data APEX, Praha, CR)
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5.Vysledky a diskuze
5.1.Analyza plazmy

5.1.1. Ukazka chromatogrami Analyza AZ v plazmé

Obrazek 4. Chromatogram - plazma — blank, davkovany objem 50 pl.
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Obrazek 5. Chromatogram - kalibra¢ni vzorek AZ v plazmé, davkovany objem
50 pl; retenéni ¢asy -1: AZ (16,12 min), 2: 1.S.(22,37 min).
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Obrazek 6. Chromatogram - realny vzorek, davkovany objem 50 pl,

retenéni ¢asy - 1: AZ (16,15 min), 2: 1.S.(22,47 min).
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5.1.2. Plazma - ukazka kalibraénich zavislosti

Tabulka 2. Teoreticka koncentrace a poméry ploch AZ ku L.S.

pomér
kalibra¢ni teor. ¢ ploch AZ/
standard- [mg/1] 1.S.
den 1 den 2 den3 primér Sb

1 0,17 0,049 0,045 0,050 0,048 0,0026
2 0,31 0,098 0,089 0,098 0,095 0,0052
3 0,61 0,235 0,190 0,210 0,212 0,0225
4 1,25 0,493 0,451 0,463 0,469 0,0216
5 2,50 1,003 1,090 0,980 1,024 0,0581
6 5,00 2,240 2,300 2,120 2,220 0,0917
7 10,00 4,62 4,50 4,50 4,540 0,0693
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Tabulka 3. Naméiené a teoretické koncentrace AZ v plazmé.

kalibraéni |teor. ¢ | zméfené ¢
standard | [mg/I] [mg/l]
denl den2 | den3 [primér | SD CV(%) | RE(%0)
1 0,17 0,20 0,20 0,18 0,20 0,01 5,18 19,03
2 0,31 0,37 0,33 0,35 0,35 0,02 5,85 12,50
3 0,61 0,66 0,59 0,64 0,63 0,04 6,03 3,15
4 1,25 1,22 1,12 1,20 1,18 0,05 4,46 -5,90
5 2,50 2,31 2,51 2,34 2,39 0,11 4,54 -4,57
6 5,00 4,96 5,15 4,86 4,99 0,15 2,96 -0,22
7 10,00 10,07 9,94 10,11 | 10,04 0,09 0,87 0,41
smérnice 0,4662 0,4729 | 0,4591
usek -0,0736 [-0,0612 | -0,089

Tabulka 4. Pramér pomért ploch AZ ku LS.

Primérny pomér

teor. ¢ [mg/l] ploch AZ/I.S

0,17 0,048

0,31 0,095

0,63 0,212

1,25 0,469

2,50 1,024

5,00 2,220

10,00 4,540
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Obrazek 7. Kalibraéni zavislost AZ v plazmé.
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5.1.3. Plazma - analyza vzorki kontroly kvality (SQC) a realnych vzorkii

V jednom dni byly analyzovany ¢tyfi koncentra¢ni urovné po 3 vzorcich. Byl vypocitan
aritmeticky primér a smérodatnd odchylka. Pfesnost stanoveni azithromycinu vyjadfena
jako variacni koeficient CV (%) se pohybovala v rozmezi 1,79 az 5,17. Spravnost stanoveni
AZ vyjadfend jako relativni odchylka RE (%) naméfené a teoretické koncentrace se

pohybovala v rozmezi 1,67 % az 11,67 %.

Tabulka 5. Analyza kontrolnich vzorki v jednom dni.

SQC1 SQC2 SQC3 SQC4

8,18 1,95 0,89 0,23

8,00 2,05 0,85 0,23

8,29 2,10 0,84 0,21

teoret.c. 8,00 2,00 0,80 0,20

primér 8,16 2,03 0,86 0,22
SD 0,1464 0,0764 0,0265 0,0115

CV(%) 1,79 3,76 3,08 5,17
RE(%) 1,96 1,67 7,50 11,67
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Tabulka 6. Analyza realnych vzorkl plazmy — naméfené koncentrace azithromycinu

cas Kontroly Cholestiza
(min) K-01 K -02 K - 03 Chol -01 | Chol-02 | Chol -03
4 4,10 4,79 6,62 20,85 46,05 51,03
10 4,06 4,73 4,41 17,75 6,87 11,19
30 1,48 1,53 1,33 5,90 2,08 1,82
60 1,42 1,46 0,70 1,31 0,76 1,00
120 0,64 0,48 0,23 0,94 0,27 0,36
180 0,53 0,35 0,16 0,56 0,23 0,28
240 0,48 0,28 0,14 0,49 0,20 0,26

Obrazek 8. Zavislost plazmatickych koncentraci a ¢as...po podani i.v.
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5.2.Analyza homogendtu

5.2.1. Ukazka chromatogramii Analyza AZ v homogenatu

Obriazek 9. Chromatogram - homogenat blank, davkovany objem 50 pl,
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Obrazek 10. Chromatogram- kalibra¢ni standard v homogenatu , davkovany objem 50 pl;
retenéni ¢asy -1: AZ (17,1 min), 2: 1.S.(23,7 min).
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Obrazek 11. Chromatogram - realny vzorek, davkovany objem 50 pl,
retenéni ¢asy - 1: AZ (17,1 min), 2: 1.S. (23,7 min).
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5.2.2. Homogenat — ukazka kalibra¢nich zavislosti
Tabulka 7. Teoreticka koncentrace a poméry ploch AZ ku L.S.
pomér
kalibraéni| teor. ¢ |ploch AZ/
standard | [mg/I] 1.S.
den 1 den 2 den 3 primér SD CV(%)
1 0,31 0,0392 | 0,0432 | 0,0391 0,041 0,0023 5,7748
2 0,61 0,0846 0,0954 | 0,0896 0,090 0,0054 6,0144
3 1,25 0,1710 0,2094 | 0,1890 0,190 0,0192 10,1225
4 2,50 0,4230 | 0,4030 | 0,4200 0,415 0,0108 2,5969
5 5,00 0,8490 | 0,8486 | 0,8230 0,840 0,0149 1,7730
6 10,00 1,7240 | 1,6666 | 1,6970 1,696 0,0287 1,6933
7 20,00 | 3,5230 | 3,4850 [ 3,4800 3,496 0,0235 0,6727

39




Tabulka 8. Naméiené a teoretické koncentrace AZ v homogenatu

Tabulka 9. Pramér pomért ploch AZ ku 1.S.-homogenat

pomér
teor. ¢ [mg/l] |plochAZ/1.S
0,31 0,0405
0,612 0,0899
1,25 0,1898
2,5 0,4153
5 0,8402
10 1,6959
20 3,4960

40

kalibra¢ni |teor. ¢ |zméfené ¢
standard |[[mg/l]| [mg/l]
denl den2 [ den3 |primér| SD CV(%) | RE(%)

1 0,31 0,40 0,37 0,38 0,38 0,0119 3,11 18,71
2 0,61 0,65 0,67 0,66 0,66 0,0112 1,69 7,71
3 1,25 1,14 1,33 1,23 1,23 0,0950 7,70 -1,32
4 2,50 2,56 2,44 2,44 2,48 0,0690 2,78 -0,76
5 5,00 4,97 5,00 4,86 4,94 0,0723 1,46 -1,15
6 10,00 9,90 9,70 9,89 9,83 0,1127 1,15 -1,69
7 20,00 | 20,06 20,15 20,58 | 20,26 | 0,2762 1,36 1,29

smérnice 0,1772 0,174 | 0,1746

usek -0,031 | -0,0218 | -0,0268




Obrazek 12.Kalibracni zavislost AZ v homogenatu.

y=0,174x-0,0218
R? = 0,9996

5.2.3. Homogenat — analyza kontrolnich a realnych vzorki
Tabulka 9. Analyza kontrolnich vzorki v jednom dni

SQC1 SQC2 SQC3
8,43 2,06 0,84
8,05 2,02 0,83
denl 8,11 1,98 0,86
teoret.c.[mg/l] 8,00 2,00 0,8
pramér 8,20 2,02 0,84
SD 0,2038 0,0430 0,0114
CV(%) 2,49 2,13 1,36
RE(%) 2,45 0,98 5,54

V jednom dni byly analyzovany tii koncentracni urovné po 3 vzorcich. Byl vypocitan
aritmeticky pramér a smérodatnd odchylka. Presnost stanoveni AZ v homogenatu byla
vyjadiena jako variacni koeficient CV(%) pohybovala se v rozmezi 1,36 az 2,49%.
Spravnost stanoveni AZ byla vyjadiena jako relativni odchylka RE (%) naméfené a

teoretické koncentrace se pohybovala v rozmezi 0,98 % - 5,54 %.
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Tabulka 10. Analyza realnych vzorki homogenatu — naméfené koncentrace
azithromycinu.

SH35-04 | SH35-05 | SH35-03 | BD35-01 | BD35-02 | BD35-04
63,40 76,20 79,33 62,16 38,53 60,10

5.3.Diskuze

Pfi pripravé kalibracnich standardti v plazmé bylo nejprve odzkouSeno 6 vzorki
blankové plazmy a vybrana byla ta, kterd vykazovala nejméné interferenci (tj Cisty
chromatogram v retenénim ¢ase stanovovanych makrolidi). Doba analyzy blankovych
vzorkl plazmy byla 1 hodina, aby bylo mozno vyloucit pfi pozd¢jsi analyze také
interferenci pikl pozdni eluce.

Homogenat jaterni tkdné byl pro ptipravu kalibracnich standardi a vzorkd kontroly
kvality fedén v poméru 1:10. Z divodu vysoké koncentrace AZ ve vzorku. Stejnym
postupem jako v plazmé byl také analyzovan blankovy vzorek jaterniho homogenatu.

Z dtivodu poruchy na HPLC systému prozatim nebylo mozné dokoncit validaci
metody a analyzu vSech vzorku, proto jsou v této bakalaiské praci uvedeny pouze ta
stanoveni, které se podafilo technicky bez problému realizovat.

Po odstranéni poruch bude dokoncena kompletni validace metody pro stanoveni
azithromycinu v plazmé a jaternim homogenatu metodou HPLC s elektrochemickou
detekei, dale bude dokonceno ovéfeni spravnosti, pfesnosti a spodni meze stanovitelnosti.

V dalsi fazi analyz bude také provedeno stanoveni azithromycinu v moc¢i a zluci,

budou vypocitany farmakokinetické parametry tohoto 1é¢iva.
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6.Zaveér

V ptedlozené bakalatské praci byla doplnéna metodika pro stanoveni azithromycinu
Vv biologickych vzorcich potkana kmene Wistar. Byl vypracovan optimalni postup Gpravy
vzorku homogenatu jaterni tkané a alternativni postup Gpravy vzorku plazmy pied HPLC
analyzou, ktery umoziuje vyuzit pouhych 50pul biologického materialu. Bylo provedeno
ovéfeni linearity kalibracni zavislosti v obou vyse uvedenych matricich, analyza vzorkt
kontroly kvality a prvni zkuSebni analyzy vzorkt plazmy a homogenatu z in-vivo
experimentu. Z vypoctenych parametrii (CV% a RE %) vyplyva, Ze testovand metodika je
spravna a presnd.

Nutno konstatovat, ze v disledku zavady na pfistroji se dosud nepodatilo dokoncit
kompletni validaci dané metody. Validacni experimenty budou dokonceny po opraveé
HPLC systému a ovéfeni funkénosti analytické cely. V dalsi fazi validacnich experimentt
prob&hne ovéfeni stability vzorkt v autosampleru, stability pii —20°C a —80°C a nasledné
probéhne také stanoveni AZ ve zluéi a v moci.

Proti piivodné zavedené metodice soucasna uiprava vzorku nabizi moznost stanoveni
AZ ve tkani. Dalsi vyhodou je jednoducha, rychla a levna pfiprava vzorku a predevs§im
vyrazné snizeni objemu biologického materialu potfebného na jednu analyzu. Noveé
zavedena metodika umozni stanoveni AZ ve vzorcich ziskanych pfi experimentu se zvifaty
S vaznym poskozenim jater (extrahepatalni cholestaza). Piinos této metodiky lze spatfit
predevsim zejména v moznosti stanoveni 1é¢iva ve tkani,coz umozni detailni
farmakokinetickou analyzu. Vysledkem bude predikce chovani azithromycinu za dané
patofyziologické situace a soucasné i popis funkce zakladnich Iékovych transportéri
Vv jatrech a ledvinach(MRP2, MDR1, OATP2), pro které je azithromycin substratem.

Metoda bude déle vyuZivana na pracovisti Ustavu farmakologie, LFUK v Hradci Kralové.
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