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1. UVOD



Vysokoltinna kapalinovd chromatografie (HPLC) fatv sowasnosti mezi
nejmodergjSi analytické sepatai metody. Mezi jeji negtSi vyhody pat citlivost,
selektivita, rychlost, mal4 speba analyzovaného vzorku a mozZnost automatizace.
Umoziuje zarové analyzu kvalitativni a kvantitativni. Ve farmaceke analyze je
negaseji vyuzivana ke stanoveni obsahwinnych a pomocnych latek vd&ych
piipravcich, k hodnoceni stability aistoty I&iv a k analyze [E&v a metabolil

v biologickém materialu.

Zelezo méa v lidském organismu mnohdlekitych funkci, ale ve &Sim mnoZstvi
muaze Skodit. To se tykd nappacienti podstupujicich opakované transfuze. Nadinge

Zelezo se téz podili na oxialdm stresu. NeftinnéjSi zpisob, jak tomu stavu zabranit, je

pouziti selektivnich chelatbrzeleza.

Chelatory Zeleza, aroylhydrazony PIH a SIH jsowslgdni dob jako potencialni i&va
predn&étem intenzivniho vyzkumu. Bylo prokdzano, Ze vykazajimavé antioxidéni

a kardioprotektivni €&inky. Nicmérg, jejich zjevnou nevyhodou je omezena stabilita
v plazng, ktera se zda byt spoluzodg@owna za jejich kratky biologicky patas. Snahou
je proto pgipravit nové &inné, ale stabikjSi derivaty. Pedmétem této studie je
2‘-hydroxypropiofenon isonikotinoyl hydrazon (HPRH), ktery byl gipraven cilenou

obmenou struktury SIH.



2. TEORETICKA CAST



2.1. Definice arozd éleni chromatografickych metod

Chromatografické metody jsou v analyzeéivévyuzivany velice Siroce. Jedna se o
metody separtmi, které umoiuji kvalitativni a ¢asto i kvantitativni hodnoceni
separovanych sloZzek gsi. Chromatografie vyuzivaéténi analyzovanych latek mezi
dvéma fazemi, z nichZ jedna je stacionaréasto se nazyva sorbent) a druha mobilni.
V pribéhu chromatografického procesu dochazi k postupreémpakovanému vytvani
rovnovaznych stav délenych latek mezi stacionarni fazi, ktera je v kélmebo plosné
vrstw, a mobilni fazi, kterd unasi separované latky.sB/ku fazi s dlenymi latkami
dochazi k vzdjemnym interakcim, které jsou z&kladpiedpokladem pro separaci. Ta je

tedy disledkem &izné afinity dlenych latek ke stacionarni a mobilni fizi

V souwasné dob se pouzivA mnoho typchromatografickych metod, které se lisi
z hlediska povahy:
1) Mobilni faze, resp. skupenstvi pohyblivé a nepoigbifaze (chromatografie
kapalina — tuha latka, kapalina — kapalina, pljapalina, plyn — tuha latka).
2) Separaniho procesu (chromatografie adsorp rozdlovaci, iontovyrdnna,
gelova).
3) Zpusobu vyvijeni (chromatografie €loi, vytésnovaci, frontalni analyza).

4) Pouzité techniky (chromatografie sloupcova, pagiroa tenké vrsty 2.

ad 1) Podle charakteru mobilni faze:
a) Plynova chromatografie (GC).
b) Kapalinovd chromatografie (LC). Kapalinovd chrongmtdie mize byt
realizovana:
i) V ploSném usptadani — pedevsim tenkovrstva chromatografie (TLC).
i)V kolonovém usptaddani — néasgji je vyuzivana vysokotinna kapalinova
chromatografie (HPLC).

ad 2) Podle podstaty sepamniho procesu:

a) Adsorgni chromatografie. Eleni latek nastava idledkem @zné adsorpce
z pohyblivé faze na aktivni povrch adsorbentu. Abdenotem byva néastji
oxid hlinity, oxid hdecnaty, silikagel, praSkovana celuldza nebo aktivinli.u



b)

d)

Pohyblivou fazi tvei bud’to ¢ista rozpouddla sestavena podle éhi schopnosti
do tzv. eluotropick&ady, nebo sksi rozpoustdel. Zavislost mezi mnozstvim
naadsorbované latky a jeji koncentraci v roztokjadiyje adsorpni izoterma.
V kapalinové chromatografii se jedna o separachpefaze — kapalina (LSC),
v plynové pevné faze — plyn (GSC).

Rozclovaci chromatografie. Podstatou separace je méaditozpustnost
délenych latek v mobilni a stacionarni fazi. Po vmesiélené smisi dochazi pi
praichodu mobilni fadze k opakovanému rélbdani (extrakci) sotasti srési
mezi ok¢ faze. V kapalinové chromatografii se jedna o raapost ve dvou
vzajemré nemisitelnych kapalindch (LLC), kapalina pouZigkg stacionarni
faze je zakotvena na vhodném sV plynové rozdlovaci chromatografii jde
o rozdilnou rozpustnostékbnych latek unaSenych nosnym plynem v kapalné
stacionarni fazi (GLC).

lontoww vymeénna chromatografie (IEC). Lze ji realizovat pouzeko
kapalinovou chromatografii. Stacionarni fazi jsamtonenice (katexy nebo
anexy). Podstatou separacdedych latek, které jsou zpravidla v iontové férm
je rozdilna afinita k iontovygmnym skupindm iontosmi¢e. Ta je zpsobena
rozdilnymi hodnotami disociaich konstant iontogennich skupinuiznou
velikosti a mocenstvim ioft

Gelovd chromatografie. Mobilni faze je kapalnd, Iy@ané latky jsou
separovany dle velikosti molekul. Molekuly jsou @eg protékajici mobilni fazi
skrz kolonu naplenou poréznim materidlem (gelem)figemz permeaci
pronikaji do rozpoustllem naplgnych péfi gelu. Malé molekuly pronikaji do
pormi vSech velikosti, &Si do tSich a molekuly fesahujici pkmeér poru
vychazeji z kolony bez zadrZeni. Separace tedysizé&ai rozmezi velikosti por
zvoleného gelu.

Afinitni chromatografie. Je zaloZena na vysoce ipggch interakcich, uziva
se k izolaci biologicky aktivnich latek (enzymytigeny)™ 2.



2.2. Definice chromatografickych charakteristik

Chromatogram

Chromatogram iedstavuje graficky nebo jiny zdznam odezvy detektor
koncentrace eluované latky nebo jiné &iey pouzité jako r&itko této koncentrace v
zavislosti naase, objemu nebo vzdalenosti. Idealizovany chrognato Fedstavujaada
gaussovskych pikna zakladnf linif’.

2.2.1. Retekini udaje

Retengni ¢as a reter&éni objem

Retence latky v eltni chromatografii fize byt vyjadena retetnim casem(tg)
piimo definovanym polohou vrcholu piku na chromatagraZ retetiniho ¢asu niize byt
vypocitan retetini objem(Vg) podle vzorce:

VR =RV,

vV Némz zn&i:

tr — reteldni ¢as nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodtrikéske kolmici

spuséné z vrcholu piku odpovidajiciho dané sloZce;

v — pratokovou rychlost mobilni faze.

Hmotnostni distribuéni pomér (Dn) (znamy téz jako kapacitni faktd’ nebo
retereni faktork) je definovan jako pogm mnozstvi rozpughé latky ve stacionarni
fazi a v mobilni fazi:

Dm = ch

VM

vV Némz zn&i:
Kc — rovnovazny distribtni koeficient (znamy jako distrini konstanta);
Vs — objem stacionérni faze;

Vm — objem mobilni faze.

Hmotnostni distribéni ponér slozky mize byt uten z chromatogramu s pouzitim

vzorce:
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vV Némz zn&i:

tr — reterni ¢as (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladmi didibodu nasku
ke kolmici spu&né z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce;

tw — mrtvycas (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladré oi bodu nasiku

ke kolmici spu&né z vrcholu piku odpovidajiciho nezadrZzované glozc

Distribu éni koeficient
Elu¢ni charakteristika latky na &ité kolore ve vylwovaci chromatografii Gze byt
dana distribanim koeficienten{Ky), ktery se vypéoita ze vzorce:
tr—1o
T t—to

Ko
vV Némz zn&i:
tr — reterni ¢as (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladmi didibodu nasku
ke kolmici spu&né z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce;
to — mrtvy ¢as (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladrd i bodu nasku
ke kolmici spu&né z vrcholu piku odpovidajiciho nezadrZzované slpZc
ti— reterni cas (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladm tidibodu nasku

ke kolmici spu&né z vrcholu piku odpovidajiciho sloZce, ktef@evolré pronikat
do v&ech pdr stacionarni faz8.

2.2.2. Chromatograficka data

Pik mize byt definovan plochou piku (A), nebo vySkou p(ki)i a Sftkou piku v
poloviéni vySce (w), nebo vySkou piku (h) aikbu piku mezi body inflexe (W Pro
gaussovské piky plati vzorec:

Wh = 1,18Wi

11



Wi

Tr
Obr. 1 — vyska a #a pikd®

Faktor symetrie
Faktor symetrie piki§As) (nebo faktor chvostovani piku) se vyjta ze vzorce:

WO,05

Ac=
°7 T 2d

vV Némz zn&i:

Wo 05— Sfku piku v jedné dvacetineho vysky;

d — vzdélenost mezi kolmici spgibu z vrcholu piku a vzestupnoasti piku
v jedné dvacetijeho vysky.

Hodnota faktoru symetrie 1,0 zZfi@iplnou (ideélni) symetrii piku.

Wy

Obr. 2 — faktor symetrie pikl
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U¢innost kolony a zdanlivy pdet teoretickych pater

Uginnost kolony (zdanliva) dze byt vypaitana jako zdanlivy peet teoretickych
pater (N) z dat ziskanych v zavislosti na technice za podkniimtermickych,
izokratickych nebo izopyknickych. PouZije se nas|axd vzorec, v 8BmZ hodnotytr aw
musi byt vyjadeny ve stejnych jednotkactasu, objemu nebo vzdalenosti):

CV
N = 5,5{—R] :
Wy

tr — reteni ¢as nebo vzdalenost (nebo objem) podél zakladmi didibodu nasku

VvV némz zn&i:

ke kolmici spu&né z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce;

wh — Stku piku v polovig jeho vySky.

Zdanlivy paet teoretickych pater seémi se stanovovanou sloZzkou, kolonou a
reterénim casenf’.

Pro porovnani &innosti tiznych kolon se uziva parametr vyskového ekvivalentu
pater H, ktery je definovan vzorcem H = L / N, kidge délka kolony v metrech a N
zdanlivy paet teoretickych pat&r’.

2.2.3. Separéni data

RozliSeni
Rozliseni (R) mezi piky dvou sloZek, které maji podobnou vyskuiZzen byt
vypocteno ze vzorce:

Rg = 118(tR2 — tRl)

Whl + Wh2

, kde k2> tr1

vV €Mz zn&i:

tr1 atrz — reteni casy nebo vzdalenosti podél z&kladni linie od bodskiku ke
kolmicim spu&nym z vrchol dvou sousednich pik

Wh1 aWh2 — Stky piki v poloviéni vySce.

RozliSeni ¥tSi neZ 1,5 odpovida rogeni piki na zéakladni linii.

13



Pro piky, které se vzajerrznane liSi svymi vySkami, nemusi byt vySe uvedeny

vzorec vhodny.

Pomeér vySky piku k sedlu
Jestlize neni zcela od&éna negistota od analyzované latky, Ize pouZzit jako
kritérium zpisobilosti systému ve zkouSkach ndbpzné latky porér vysky piku k sedlu

(p/V):

HP
piv=—,
\Y
VvV némz zn&i:

Hp — vySku piku n&stoty nad extrapolovanou zakladni linii;

v v 7

Hy, — vySku nejnizSiho bodurikky oddlujici piky ne&istoty a analyzované latky

(sedlo) nad extrapolovanou zakladni linii.

Hp! |

Obr. 3 — porar vysky piku k sedid

Relativni retence
Relativni retencér) se vyp@ita ze vzorce:

tr2- tm
r=

tri-tv
vV Némz zn&i:
tro — reterini cas sledovaného piku;
tr1 — reterini ¢as referetniho piku (obvykle pik odpovidajici zkouSené latce)
tw — mrtvy ¢as nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodtiikaske kolmici

spusEné z vrcholu piku odpovidajiciho nezadrzované sidzc

14



2.2.4. Resnost kvantitativni analyzy

Pomér signalu k Sumu
Porer signalu k SumyS/N), ktery ovliviiuje gresnost stanoveni obsahu slozek, se
Vvypoitd ze vzorce:

S _2H . .

N = T vV nemz zn&i:
H — vySku piku odpovidajiciho dané latce na chronmratng Fedepsaného
porovnavaciho roztoku &enou od vrcholu piku k extrapolované zakladni linii
signélu, ktery se sleduje na vzdalenosti rovné eia&sobku $ky piku v polovirg
jeho vysky;
h — roz@ti Sumu pozadi na chromatogramu ziskanélio sfepé zkouSce a
zaznamenavaného na vzdalenosti rovné dvacetinasdtiyupiku v polovirgé jeho
vySky na chromatogramugdepsaného porovnavaciho roztoku, a to pokud mozno

rovnongrné na ok strany od mista, kde by se&lmachéazet sledovany pik.
f

\ H
A

Obr. 4 - porar signalu k Sumd

Ml P TS LT ]_1
(A AR |

Opakovatelnost
Opakovatelnost odezvy se vyfage jako odhad relativni sfrodatné odchylky
(RSDY) v procentech prdgadu naslednych &eni porovnavaciho roztoku a vypta se

RSD, = 100 /Z(yi —-yf |
y n-1

15
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vV Némz zn&i:

yi — jednotlivé hodnoty vyjd@éné jako plocha piku, vySka piku nebo gomploch u
metody vnitniho standardu;

y — primér jednotlivych hodnot;

n — patet jednotlivych hodnot.

Maximalni dovolena relativni standardni odchyll®SD,.y) Se vyp&ita profadu
nastika porovnavaciho roztoku pro definované limity podéesledujiciho vzorce:

KB+/n

foo%,n -1

RSDnax = .V Mz zna&i

K — konstantu (0,349) ziskanou ze vztahu: K\C;__Stgo_/s vV remz 06 predstavuje

V6 V2
pozadovanolRSDpro 6 nastku a pro B = 1,0;
B — horni limit obsahu uvedeny v jednotlivych Iékpychclancich minus 100 %,
za predpokladu, Ze tento horni limit jedemn podle reprodukovatelnosti metody;
n — patet opakovanych nasa porovnavaciho roztoku 8n < 6);
Toow,n-1— Studeniv parametit pii 90% prav@podobnosti (oboustranny) pro—1
stupit volnosti®.

2.2.5. Zpasobilost systému

Test zpisobilosti systému fiedstavuje nedilnou soast metody a slouzi k zajst
primérené @innosti chromatografického systému. Pro hodnoceimindsti kolony se
pouZzivaji nasledujici parametry: zdanlivéiniost, kapacitni faktor, rozliSeni, relativni
retence a faktor symetrie. Faktory, které mohouivoitl chromatografické chovani,
zahrnuji sloZzeni mobilni faze, jeji iontovou sikeplotu a zdanlivé pH, ptokovou
rychlost, délku kolony, teplotu a tlak, charakttkis stacionarni faze,cetré porozity,
velikosti a typucastic, specifického povrchu a u nispouzivanych v chromatografii s
obrdcenymi fazemi rozsah chemické modifikace (@asti povrchovych silanolovych
skupin, obsah vazaného uhliku atd.).

Jednotlivé ¢asti pouzitého zZdeni musi byt kvalifikovany a musi byt schopny
dosahnout fesnosti pozadované pro provedeni zkousky nebostahobsahy.

16



2.3. Vysokou €inna kapalinova chromatografie

2.3.1. Charakteristika HPLC, vyznam pro moderni andyzu Ié¢iv

Vysoko&inna kapalinova chromatografie (HPLCjedstavuje sepatai metodu,
kterd umo#uje kvalitativni i kvantitativni hodnoceni sloZzek&si. Mezi jeji gednosti
pafi:

e rychlost a citlivost analyzy,

e post&uje minimalni mnozstvi vzorku,

e MOZnost automatizace.

Predpokladem usgné HPLC analyzy je optimalizace chromatografickych
podminek tak, aby jednotlivé separované slozkgssmposkytovaly ostré a symetrické

piky, roz&lené pokud mozno az na zakladni linii.

NejdalezZitejSi oblasti vyuZziti HPLC v analyzedg:

1) Kontrolré-analyticka problematika sirem k identifikaci 1éiv, stanoveni
obsahu &istoty. HPLC se s vyhodou pouzivéepdevsim f analyze sloZzenych
Iékovych @ipravki. Hlavni piky na chromatogramu odpovidajininym latkam,
piipadné mensi piky 8#¢i o pritomnosti neZzadoucich &etot @i rezidui
pomocnych latek).

2) Problematika stability v. Na chromatogramu je zpravidla patrny hlavni pik
analyzovaného #va a mensi piky p#ci rozkladnym produkim. Metodika
umoiiuje kvantitative hodnotit postupny Ubytek sledovanéhéivéa a sodasré
kvalitativreé i kvantitativré hodnotit vznikajici rozkladné produkty.

3) Problematika monitorovani d& a jejich metabolit v télnich tekutinach
(neiaseji v krevni plazng, séru a mdi). Pred vlastni analyzou je zpravidla
nutné izolovat l&vo a jeho metabolity Zini tekutiny, a to népsgji extrakci
do vhodného organického rozpaida.

4) Analyza girodnich I€iv vrostlinném materidlu. Lze hodnotit obsah a

zastoupeni alkaloig glykosidi, vitamin aj. v gisludnych drogach.
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2.3.2. Historie

Pred 70. lety 20. stoleti bylo édaim dostupnych jen pér spolehlivych
chromatografickych metod. &&ina chemickych separaci byla pro&da Gznymi
technikami, zahrnujicimi chromatografii na atené kolog, papirovou chromatografii a
chromatografii na tenké vrstv Tyto metody ovSem nebyly vhodné pro kvantifikaci
rozliSeni podobnych sl@enin. KdyZ se vté d@&bzaala pouzivat tlakova kapalinovéa
chromatografie, znamenalo to sniz€éasu pétoku, a tedy sniZzenfasu na purifikaci
slowenin izolovanych chromatografii na kotorOvSem, pittok nebyl staly a debatovala
se otazka, jestli je lepSi mit stalyajok nebo stély tlak.

Vysokotlaka kapalinova chromatografie byla vyvinutpolovirg 70. let 20. stoleti a
rychle se zdokonalila s vyvojem kolonovych naplrdraline detektory. Na konci 70. let
nové metody, zahrnujici reverzni fazi, umoznily p8i¢é separaci mezi podobnymi
sloweninami. V 80. letech se jiz HPLCGED¢ pouZivala na separaci skmnin. Nové
techniky vylepSily separaci, identifikaci, purifigaa kvantifikaci na Urové presahujici
techniky gedeslé. Automatizace pomoci gitact pridala na pohodinosti ovladani.
K vylepSeni tyf kolon a tim reprodukovatelnosti doSlo, kdyZz se&aha pouZivat
mikro-kolony, afinitni kolony a rychlé HPLC. V s@asnosti je mozno vybirat z mnoha
typti kolon afady detektok, aby se dosahlo optimalni anal{y

2.3.3. Zakladni schéma HPLC

CHEChLA TGRS I

L
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Déleni latek nastavd mezi stacionarni fazi napdu v kolog a mobilni fazi
prochazejici kolonou za vysokého tlaku. Protozel&rd latek lze fitom vyuZzit vSech
vratnych dvoufazovych sepd&rdch mechanisfh je mozné nalézt selektivni &idny
chromatograficky systém ketkni sn&si prakticky vSech organickych latek rozpustnych
ve vodE, zredknych kyselinach nebo organickych rozpedfgch. JelikoZz $tSina I&€iv
neni €kava, je v jejich analyze HPLC vyuZigsi technikou nez GE?.

Mobilni faze

Mobilni fazi v HPLC je rozpouétilo, které je souvisle injikovano do kolony, tedy
stacionarni faze. Roztok vzorku je rilgtut do mobilni faze injelnim portem. Jak spolu
s mobilni fazi prochazi kolonou, sloZzky roztoku gehybuji podle nekovalentnich
interakci s kolonou. Tyto interakcecufi stupé migrace a separace slozek obsazenych ve
vzorku. Napiklad, sloZky, které maji siési interakce s mobilni nez stacionarni fazi, se
budou z kolony eluovat rychleji, maji kratsi retefcad™®.

Zakladnimi poZadavky na mobilni faze jsatistota, kompatibilita s detektorem,
rozpustnost vzorku, nizka viskozita, chemickd imest, rozumna cena. Mobilni faze musi
byt zbavené rozpudtych plyni, dosahuje se toho probublavanim heliem nealsmipenim
ultrazvuku za vakua. Z&eni na odplyéni se nazyva degaef.

Existuji dva zakladni typy pouZiti mobilnich fampkraticka a gradientova eluce.
Pri déleni smési latek, jejichz eltni parametry seifiS neliSi, se pouziva izokratick&
eluce, pi které se Bhem analyzy ne#smi sloZzeni mobilni faze. Jeji vyhodou je
jednoduchost a nenamwost. U rkterych smisi latek vSak nelze timto &pobem
dosahnout optimalnihosteni, zejména jestlize se jednotlivé slozkyesirsvymi elEnimi
parametry vyznaminlisi. V tomto gipac se vyuziva gradientova eluceii fxteré se
k jedné sloZzce mobilni fazi plynulgimichava druha slozka €tgim el&nim E&inkem.
Obdobnym zfisobem Ize pro eluci vyuzit i gradient BH®. Vyhodou gradientové eluce

je urychleni analyzy a assi piky**.

Zasobnik mobilni faze

Zasobnik mobilni faze by ¢hbyt o objemu nejmé&500 ml pro analytické dely;
pro preparativni pouziti jsou nutnéét§i objemy. Nejasgji je vyroben ze skla,
nerezawjici oceli nebo plastu (PE, PP). Na propojeni ¢ésti chromatografického
za'izeni se pouZzivaji kapilary, obvykle z plastu (petsafluorethylen) nebo nerezgici

ocelf® .
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Pumpy
Pri chromatografii je mobilni faze€erpana vysokotlakynterpadlem, které musi
umoiiovat konstantni bezpulzni tok mobilni faze o maiéhtosti za vysokého tlakiL
Pumpa vytvé staly patok eluentu celym chromatografickym systémem. ¢&asné
pumpy by nély spliovat tyto parametry:
- Pritok: 0,01 — 10 ml/min
- Stabilita pfitoku: pulzace tlaku pod 1 %, pro gelovou chromatbgood 0,2 %
- Maximalni tlak: do 5000 psi (344,74 bar, cca 34,Ba)l

Zakladni rozdleni je na pumpy poskytujici konstantni tlak a pyngwskytujici
konstantni pitok. Tyto se pouzZivajiasgiji.

Vyhodou pump s konstantnim tlakem je jednoduchodilaalka zakladni linie,
nenaruSena pulzacemi. Jejich nevyhoda vSakigpw prongnlivém piatoku, ktery musi
byt stadle monitorovan. Nestaly tpok ovliviiuje kvalitativni a kvantitativni analyzu
zmenou retetiniho ¢asu a plochy piku.

Vyhoda pump se stalym jgokem je, Ze dosahuji opakovastejného eléniho
objemu a plochy piku, bez vlivu 2my viskozity nebo ucpani kolony (az do tlakového
maxima pumpy). Tyto pumpy se daldicha dw& skupiny — pumpy s recipéaim pistem a
syrinzové pump$?.

Recipra@ni pumpy sestavaji z malého pistu, ktery se rygiolkybuje tam a zp,

v hydraulické kome&e o objemu 40 — 400 pl. VyuZivaji se pumpy séntv nebo fiemi
hlavami, které umatiiji staly pfitok neomezehdlouhd*?.

SyrinZzové pumpy vydaji jen omezeny objem (250 — 5A) a poté musi byt
doplreny. Pumpa je poh#&na vodicim Sroubem, ktery pohani mobilni fazi stalo

rychlosti. V porovnani s recipéni pumpou nevytvid zadné pulzace tlaku atpoku® 2,

Injektory

Injekce vzorku je mnozné dosahnout viceisqby, nejjednodussi je pouziti
injekéniho ventilu. Nicmé# v sowasnosti jsou jiz tést vyhradré pouzivany automatické
davkovae (autosamplery). Davkovgro HPLC musi mit schopnost ndishout vzorek
v objemu 0,1ul az 100 ml (pro preparativnicély), s vysokou reprodukovatelnosti a pod
vysokym tlakem (60 — 80 MPa). TéZ musi minimalizovezné ruseni ptoku®.
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Davkovaci vysokotlaké ventily umadji davkovat jednak a) konstantni objem
vnitfniho prostoru ventilu, nebo bfizarazeni davkovaci snilky objem smyky. Princip
davkovani Sesticestného ventilu je schematicky amém na obrazku 6 (P¢erpadlo, C -
kolona, W - odpad, S - vzoreky'.

A - s vyuzitim davkovaci sndky: Otocnym pohybem po sénu hodinovych
rucicek umisti rotor ventilu sntku se vzorkem do proudu mobilni faze, s naslednym
nastiknutim vzorku na kolonu.

B - s vyuZitim vnitniho objemu ventilu: Ten se sklada z kruhovité klyaha

posuvné tyce, kterd je vtkena do tekouciho proudiu

Plnéni A Davkovani vzorku
P P

+ N
.
\@”

Obr. 6 — princip davkovaciho ventil

Nevyhoda davkovacich ventilspaiva v nutnosti zrénit smytku, pokud chceme

analyzovat #izné objemy vzorku.
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Davkovani se #li na manualni a automatickéti Phanualnim jeieba réné napinit

davkovaci smiku stikackou a otgit ventil®.

HPLC kolony
HPLC kolony pro analytické agly jsou nejasgji 10 - 25 cm dlouhé, o vriitim
praméru 3 - 5 mm. Tento @mer je povazovan za nejvho&ai kompromis z hlediska
objemu vzorku, spoéby mobilni faze, rychlosti a rozliSeni. Zpravidgou kolony
zhotoveny z nerezové oceli nebo skla, namnjsou vhodnymi sorbenty. Napkolony
musi byt naprosto homogenni a rovriéond. Mechanicky zakotvena kapalna faze neni
pro HPLC gli§ vhodna, protoZzeipvysokém tlaku dochazi k jejimu narudédi 8 Jako
HPLC polarni sorbenty se pouzivaji silikagel a okichity. OvSem dalekaiasgji se
pouzivaji tzv. chemicky vazané stacionarni faze.hydroxylové skupiny na povrchu
silikagelovych zrnek jsou vhodnou chemickou reakuidzanyizné radikaly:
1) Uhlovodikovéretzce obsahujici zpravidla 18 (nebo 8) uhlikovychrditalde o
nepolarni faze (tzv. reverzni).
2) Triuhlikaty rettzec zakodeny skupinami -NkBl -CN aj. Jde o #&dre polarni
faze.
Pro poteby ionto¥ vyménné chromatografie se jako sorbenty pouZzivaji viodn
ionexy. V sodasné dob jsou jiz EZre komekné dostupné chiralni stacionarni faze

umo#iujici analyzu enantiomedégivit.

Kromé kolon naplgnych stacionarni fazi pro separaci existuji i digi3y:

e Predkolona se umisije pred separéni, aby prodlouzila jeji Zivotndst.

e Monoliticka kolona. Na rozdil od konvémich stacionarnich fazi, které se
skladaji z jednotlivych¢astic sorbentu o definované velikosti, monolitické
HPLC kolony tvdi jediny kus pérovitého materiélu, ktery zcela 2afg vnitrek
separani kolony. Klasické 3 - 5 untasticové kolony vykazuji vybornou
separani (Cinnost, ale se sniZujici se velikosti sorbentu saz@tny tlak, takze
maximalni rychlost pitoku je omezend. Nejsi vyhodou monolitickych kolon
ve srovnani s klasickymicasticemi pl&nymi kolonami jsou jejich

hydrodynamické viastnoStf.
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Detektory

Detektor vySle paprsek &a skrz smis mobilni faze a vzorku vychéazejici
z kolony. Zngna v intenzé z&eni zgisobend absorpci, fluores¢an emisi nebo
zmeénou refrakniho indexu (podle typu detektoru) vyvold &m vystupniho
napstit®!.
Na detektory pro HPLC jsou kladeny mirédné pozadavky:

vysok@ citlivost — detekce latek v koncentracicmgiml,

reprodukovatelnost a linearita odezvy,

e umoznit gradientovou eluci,

e nezavislost odezvy na 2m sloZeni mobilni fazeipgradientoveé eluci,
e univerzalnost — detekce vSech elaych sloZzek vzorku,

e nizk& Urova Sumu,

e robustni vi¢i zménam tlaku, piitoku mobilni faze a teploty,

e mimokolonovy pispsvek k roz&ovani elénich zén co nejmen&i**

V sowasné dob jsou v podstat vSechny typy pouzivanych detekidtoncentrani
a lze je rozdiit do dvou skupin, a to na:
1) Selektivni, jejichz signal je ¥y pouze koncentraci detekované komponenty
v efluentu.
2) Univerzalni, jejichz signal je uémny celkové vlastnosti efluentu jako celku, tj.
mobiln{ faze a detekované komponéfity

Detektory pro HPLC analyzu séltina:

1) Spektrofotometrické detektory, negasgji pouzivané, prowiuji absorbanci
elektromagnetického #éni ukité vinové délky slozkami eluatu protékajiciho
celou detektoru. Vyzraji se znanou citlivosti (10 az 10 g/ml) a Ize je
pouzit ke gradientové eluci. Kvantitativni vyhodeatje zaloZzeno na Lambert-
Beero¢ zakor, ktery vyjaduje vzajemny vztah mezi tlotkou absorbujici
vrstvy (I), koncentraci absorbujici slozky (c) aasthi velikosti absorpce,
vyjadienou jako absorbance (A)A=c¢-c-l =log(lo/1), kde & je molarni
absorgni koeficient (I/mol/cm). K detekci se vyuziv&epevSim UV oblast
spektra, mnohém mémblast viditelnd a minimééninfracervend oblast spektra.
Uplatiuji se gedevSim UV a UV-VIS detektory:
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2)

3)

a) UV detektor s fixni vinovou délkou (regsgji 254 nm nebo 280 nm), ma
jednoduchou konstrukci a je cerowejdostupsjSi. Pro vinovou délku
254 nm se pouziva nizkotlakovatibua vybojka.

b) UV-VIS detektor s prognnou vinovou délkou, zrozmezi 190-700 nm.
JednodusSsi &tii najednou jen i jedné vinové délce, ale existuji i detektory
umoiujici mefeni @i dvou azétyrech vinovych délkach s¢asre. Zdrojem
z&eni je deuteriova lampa, pro viditelnou oblast &sto pouziva
wolframova lampa. VInova délka se nastavuje mormcidtorem.

c) Scanning UV detektor,ébem rékolika sekund snima abs@rg spektrum
v maximu hodnoceného piku.

d) Detektor s diodovym polem (Diode array detector)iipeny pd@itacem.
Snim& celé spektrum v reélnétase bez feruSeni chromatografické
separace. Zéni se spektranrozklada holografickou figkou, takZze na
kazdou z fotodiod dopada rady tok o ucité vinové délce zeslabeny

absorpci v cele detektoru. Unimge trojroznérnou projekci.

Fluorimetrické detektory jsou zaloZeny na principu fluorescence &tani
sekundarniho 2éni (emisniho), které latka vyda po absorpci prifér
elektromagnetického #éni (excité&niho). Doba trvani fotoluminiscence byva u
fluorescence 1B az 10° sekundy. Trasa paprskucsad vybojkou (rtdova,
xenonova), fes monochromator aé&binu do pfitokové cely s analyzovanou
latkou. Emitované zéni jde pes dalSi &rbinu, cut-off filtr, monochromator az
do fotonasoldie. Fluorimetrické detektory jsou pouzivany ipadech, kdy
analyzovana latka (@&vo, rozkladny produkt, metabolit) vykazuje fluocesci.
Latky, které nefluoreskuji, Ize mnohdy reakdciirgdly prevést na fluoreskujici
derivaty. Fluorometrické detektory jsou tedy aémiverzalni nez UV-VIS, ale
mnohem citli&jsi (10° aZ 10" g/ml) a selektivajsi. Rovr&Z jsou pouZitelnéip
gradientové eluci. ¥3ina sodasnych detektdrumoziuje rychle pepinat mezi
vinovou délkou exciténiho a emitovaného #&ni, coz nabizi nejlepSi moznost

pro detekci vSech latek gsi.

Elektrochemické detektory nachazeji uplatmi pri hodnoceni I&v, u nichz Ize
vyuzit cju souvisejicich s elektrochemickou reakci probiliajia rozhrani
elektroda — eluent. Praiuji elektrochemickou velinu (elektrodovy potencial,
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4)

5)

6)

proud, kapacita), jejiz hodnota je zavisla na katreei analyzovaného dia.
Schopnost redukovatelnosti a oxidovatelnosti latgkiziva voltametricky,
amperometricky a polarograficky detektor. Mezi latkkteré Ize takto
analyzovat, pdt fenol, katecholaminy, nitrosaminy a organickéetiysy. Eluent
musi byt elektricky vodivy. Rowi musi byt dokonale odplgn, aby
v pritomnosti kysliku nevznikal vedlejSi proud a négpboval Sum na zé&kladni
linii. Elektrochemické detektory jsou zia& citlivé (10° az 10'2 g/ml), ale
nelze je pouzitip gradientové eluci.

Vodivostni detektory pati mezi univerzalni detektory a é elektrickou

vodivost eluatu v pitokové cele mezi ddma elektrodami, naéi je vkladano
sttidavé napti, aby se zabranilo polarizacéchto elektrod. U vodivostniho
detektoru jsou kladené vysoké naroky na mobilni, #tera by néla byt pokud

mozno nevodiva, musi ovSem analyzované latky daiskatrozpous¥t a mit

dostaténe velkou permitivitu. V pipac pouZziti pufti se ale drasticky zénmi

vodivost mobilni faze a nepatrné zvySeni vodivostdisledku pgitomnosti

malého mnozstvi iofit vychazejiciho z kolony detektor neumaje

zaznamenat.

Refraktometrické detektory meéti rozdilny index lomu meaziistou mobilni fazi
a eluatem vytékajicim z kolony, ktery obsahuje yawmlanou latku. Jsou
prakticky univerzalni, ale pouzivaji se miniméldejich nevyhodou je vyragn
mensi citlivost (18 g/ml), nutnost termostatovani a nemoZnost gracint

eluce.

Pro detekci l8iv je v posledni dobvyuzivano téz spojetiPLC s hmotnostni
spektrometrii (MS). Po vystupu z HPLC kolony dochazi k ionizaci malek
IéCiva, které jsou poté separovany v hmotnostnim adédyu podle postu
hmotnosti a naboje. N&sgji je pro spojeni HPLC-MS vyuZivana ionizace
elektrosprejem, chemickd ionizace za atmosférickidikcu a fotoionizace za
atmosférického tlaku. Spojeni HPLC-MS je vysocelg@ini, vysoce citlivé a

poskytujetadu Gdaj potebnych pro identifikaci v & 1
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Zpracovani dat

JelikoZz signal z detektoru je elektricky, Ize kwgmoceni pouZit modernich
za'izeni, p@itacn, coZ usnatiuje analyzu. Umaluje zvySit gresnost analyzy za snizeni
potreby gitomnosti obsluhujiciho pracovnikatigpiva k automatizaci procesu a eje
vyhodnocovani slozitych vysletilanalyzy .

2.3.4. Kvalitativni a kvantitativni analyza HPLC chromatogramu

Na urkeni kvalitativnich a kvantitativnich hodnot HPLC afjzy slouZi
chromatograficka #vka. Z&kladni kvalitativni charakteristikou v HPL@nalyze je
reterfni (elwni) ¢as &, coz je ¢as od nasiku vzorku na kolonu k maximu
chromatografického piku. ixazem totoZnosti tedy rgsgji je shoda retefnich ¢asi
piki I&iva v analyzovaném vzorku a standardu. DalSimi tiflkacnimi
charakteristikami je shoda UV spekter, kteraktaré UV detektory aiedevSim DAD
umoAiuji v maximu piku sejmout, a analyza piku hmotnbspektrometrii. Kvantitativni
charakteristikou je plocha chromatografického piRauzit k hodnoceni vySku Ize pouze
u symetrickych pi™*.

Pro kvantitativni stanoveni jednotlivych slozeksrassi se najasgji pouzivaji tyto

metody:

1) Metoda vnéjSiho standardu, ktera spoéivd ve dvou krocich (dvojim
davkovani). V prvnim kroku se na kolonu ri#ste roztok analyzovaného
vzorku a po registraci chromatografického zaznaenu druhém kroku nagkne
roztok vrgjSiho standardu a ép se zaznamenava jeho chromatogram. Jako
vngjSi standard se zpravidla pouziva u substanci atenstanovované latky,
ozn&ovany CRL (chemicka referéni latka), nebo u sloZenych Iékovych
piipraviki jedna z analyzovanych sloZek &mn Koncentrace stanovovanych
slozek smsi se pak vypéitd z pomdru ploch (vySek) pik jednotlivych

o 7]

stanovovanych latek a plochy pikugjgiho standardu.

2) Metoda vnitrniho standardu — ke znamému objemu roztoku vzorku $ield
definovany objem roztoku vhodného wniho standardu a po promichani se
nastikuje na kolonu. Koncentrace stanovovanych latek opst vypocita
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3)

4)

z pongru ploch (vy3ek) pik jednotlivych separovanych sloZzek a plochy piku
vnitiniho standardu. Metoda vhitho standardu je méncaso¥ narana a
hlavre presrgjSi, protoZze neni zatizena chybou dvojiho fil&st Vyber
vhodného vniniho standardu vSak klade zné naroky na odbornou erudici
operatora, obzvlaStpri stanoveni viceslozkovych gsi. Vnitini standard musi
byt eluovan v blizkosti pik které budou vyhodnocovany, musi mit podobnou
koncentraci jako latky, jejichz obsah je #@g§an, musi byt chemicky inertni a
mit podobné fyzikalen chemické vlastnosti. Analyza ¢i& a metabolit

z biologického materialu se téin vyhrad® provadi metodou vritiho
standardtf’.

Metoda normalizace Obsah jedné nebo vice sloZzek zkouSené latky v
procentech se vygia z plochy nebo ploch jako procento celkové pjoedech
piki, s vyjimkou pik rozpou&del nebo pidanych reaknich ¢inidel a pik,

které jsou v limitu zanedbatelnosti fik

Kalibra éni postup. Stanovi se vztah mezi&fenym nebo vyhodnocovanym
signédlem(y) a mnozstvim (koncentrace, hmotnost, atd.) stanov@ilatky(x) a
vypatitd se kalibrani funkce. Vysledky analyzy se vygtaji ze zmnéreného
nebo vyhodnoceného signalu stanovované latky pomeefzni funkcé!.
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2.4. Uprava vzorku p fed HPLC analyzou

Uprava vzorku je nezbytna s@st HPLC analyzy. Poskytuje reprodukovatelny a
homogenni roztok, ktery je vhodny k ndlsbuti na kolonu. Cilem Upravy je vzorek,
ktery:

e je relativré zbaven interferenci,

e neposkodi kolonu,

e je kompatibilni se zamySlenou HPLC metodou, tedyskeroztok vzorku

rozpusti v mobilni fazi bez ovliwmi retence nebo rozliseni.

TéZz je Zadouci analyt zakoncentrovatjpadré derivovat pro lepSi detekdii

separadt®.

2.4.1. Biologicky vzorek

Mezi biologické materialy, které se vagtji analyzuji, pati krev, plazma, mba
sliny. Neni ovSem proveditelné aplikovat plazniimm do HLPC kolony nebo izolovat
jednotlivé metabolity rovnou z velkého mnoZstvi gnd\Nejprve je teba odstranit co
nejvice nezadouciho endogenniho materialu, beztyzsledované latky. K n&gsgji
pouzivanym metodam Upravy vzorku ifpaextrakce z kapaliny do kapaliny (LLE),
extrakce na pevné fazi (SPE) a deproteitifice

Extrakce z kapaliny do kapaliny (Liquid-Liquid Extraction)

Metoda spoéiva v rozaleni latky mezi d¢ nemisitelnd rozpouXtla. Biologické
vzorky pro analyzu maji &Sinou charakter vodnych roziipk proto je jednim
z pozadavi na druhé rozpou&dlo nemisitelnost s vodou. Rasinby nglo byt inertni,
netoxické a nesfo by tvarit emulze. Stechiometricky paimanalytu v organické a ve
vodné fazi se oziaje distrib&ni pongr D; idedlrg by se gl blizit 100 %. Rozdlovaci
koeficient P je dan jako podil koncentrace latkyrganické fazi ku koncentraci ve vodné
fazi. Protoze se tento p@mmaze liSit v mnohaadech, pouziva se log P.

K problémim spojenym s LLE péit

e tvoreni emulze,

e rozpustnost latky mezi ¢daze,
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e analyt niize byt sorbovan na matéstice nebo navazan na vysokomolekularni
latky (bilkoviny)™®: €]

Extrakce na pevné fazi (Solid-Phase Extraction)

SPE vyuziva pevného sorbentu na@plho nejasgji v kolonce. Zpisoby sorpce
zahrnuji reverzni fazi, normalni fazi a iontovoumgnu.

SPE proces se sklada &g kroki. V prvnim je pevna faze upravena — necha se
rozpoustdlo protékat sorbentem, aby solvatovalo jeho &milskupiny. DalSim &elem je
odstranit pitomny vzduch, zaplnit prazdna mista rozpedi&m, popipad odstranit
drobné neistoty z vyroby. Nejasgji se pro tento €el pouzivA methanol. Nasletlije
aplikovano slabé rozpoustio, voda nebo pufr, které je biologické matricdpbrgjSi nez
methanol. Tim se zabrani vysrédzeni biologickéhcenélti.

Potom je vzorek nanesen na SPE kolonku. Jako mschgmetence se uplaiji
van der Waalsovy interakce, vodikovéistky a dipolové sily. Bhem této retetni faze
se analyt koncentruje na sorbentu.

V dalSim kroku jsou z kolonky vyplachnuty endogetétky (balasty z plasmy).
Analyt ovSem na kolonce mugistat. Plati pravidlo, Ze podobné se vymyva podobnym

Nakonec je ze sorbentu vhodnym rozpeédm selektivl eluovan analyt.
Rozpou&dlo je zvoleno tak, aby naruSilo interakce anatyteent. Zarove by nelo
eluovat co nejménostatnich latek.

Vyhody SPE oproti LLE jsou:

e kompletrgjSi extrakce analytu,

o efektivrejSi separace interferenci z analytu,

e nizSi spoteba organického rozposdta,

e pohodIrgjSi manualni provedeni.

K nevyhodam SPE pat

e velka fiznorodost SPE naplni,

e nevratna adsorpcekterych analyi na napi*> "

Deproteinace
Deproteinace zahrnuje metody ods#m@n bilkovin z analytu. Je vSak nutné
piihlédnout k tomu, Ze &které latky mohou byt na bilkoviny navazany. Depimmace

biologického materialu musi sjlvat tyto podminky:
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e kompletni odstrani proteirii i 0 malé molekulové hmotnosti,
e samotny precipitat nesmi naigypovrch adsorbovat sledovanéiléd,
e deproteinani ¢inidlo nesmi fisobit na sledované d&o a ovliviovat pracovni

postupy.

Precipit&ni deproteinaceZalivani na 90 °C po dobu 5 — 15 minut nenili$
acinné, navic mMze negativa ovlivnit stabilitu I&€iva. Negasgji se k precipitaci uzivaji
organicka rozpoué&tila — methanol, ethanol a acetonitril. Velniinna je precipitace
kyselinami, nafiklad trichloroctovou a chlorovodikovou. Mg&ncasto se vyuZiva
anorganickych slatenin a soli &Zkych kowi — siran amonny, siran zifteaty a chlorid
rtutnaty.

Vyhodou je rychlost a jednoduchost Upravy. Nevyhog® Ze deproteinace neni
dokonala &istota vzorku je horSi. Navic vzorek neni zakonearén.

Enzymova deproteinace Deproteinace ke také probihat {sobenim

proteolytickych enzyrin Byly pouzity subtilisin, trypsin, papain a ketada

Ultrafiltrace Narozdil od pedeSlych zfisohi deproteinace, kdy se po precipitaci
uvoliuje do supernatantu sloZzka vazand na bilkoviigtewd pi ultrafiltraci vazana
sloZzka spoléne s proteiny na stejné stiamembrany a membranou prosly ultrafiltrat
obsahuje jen volnou slozku. Jak velké molekuly hudadrZzovany semipermeabilni
membranou, zavisi na velikosti goV principu Ize zachytit slaieniny o velikosti 1 az
10 nm, tj. o molekulové hmotnosti 500 az 10006H0
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2.5. Chelatory Zeleza

2.5.1. Zelezo v lidskémde

Zelezo je pro organismusalézitym kovem, jeho uZiti jako biologického
katalyzatoru je mnohostranné. Je zahrnuto v Sirokpektru esencialnich biologickych
pochodi, nag. transport kysliku (hemoglobin), fgnos elektrofn (mitochondriaini
proteiny) a syntéza DNA (ribonukleotid reduktd2d)organismu se Zelezo vyskytuje ve
dvou forméach, F& jako sodéast hemoglobinu a Eenavazany na transportni a zasobni
proteiny (transferin a feritin). lonty zeleza mohkatalyzovat Haber-Weissovu reakci
vedouci ke vzniku Skodlivych hydroxylovych radikakteré poSkozuji hiky. Z tohoto
divodu je volné Zelezo za fyziologickych podmingkgmné v Elesnych tekutinach jen
ve velmi nizkych koncentracich. OvSem schopne@édi ¥ylowit nadbyt&né Zelezo jsou
omezené a fte dojit k pesyceni transportnich a zasobnich ligarietizeni Zelezem se
maze vyvinout jako dsledek nadirné absorpce Zeleza potravou, parent&réinevni

transfuze) nebo @ma zpisoby?® 21 22 23 24.27]

2.5.2. Terapie chelatory

Termin chelator paténpochazi Zeckého slova ,chele”, coz wgkladu znamena
krabi klepeta. Z dne3Sniho pohledu chapeme chelfkoylatky, které diky své chemické
struktu'e maji afinitu k vicemocnym kdwn a vytv&eji s nimi pomoci kovalentnich vazeb
komplexni slodeniny. Prvotni zajem o vyvoj biokompatibilnich dciteltt Zeleza byl
iniciovan nutnosti pomoci paciémh s getizenim organismu Zelezem (iron-overload).
Tento stav se rozviji u paciénts hereditarnimi onemoé&nimi krvetvorby (nap
B-thalassemie), které vyzaduiji opakovanou transflébif®*.

S rozvijejicimi se znalostmi o vyznamu ibrite v patofyziologiirady onemocni

se vSak spektrum potencialnich indikaci pro chejak@ zn&né rozstilo. Bylo zjisténo,

Ze diky selektivnimu vyvazovani Zeleza mohou blatiory &inné urady onemoc#ni,
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v nichZ hraje etiopatogenetickou Glohu oxidastre&*. Dosud bylo doloZeno pozitivni
pusobeni chelatdrzeleza u:
e ischemicko-reperfizniho poskoZéh?®!
e neurodegenerativnich onemeoit®® 3
e pasobeni proti patogennim organism které jsou citlivé ke kratkodobému
vyvazani Zeleza (n&pHIV virus, Plasmodium farciparurtiy’ 34
e pasobeni proti nAdorovym Bkam, které jsou téz citlivé ke kratkodobému

vyvazani zeleZ& 3% 3¢

Pro l&bu pretizeni Zelezem se Klinicky uziva dexrazoxan, defmin a deferipron
L1, ptipadré deferasirox ICL 670.

Dexrazoxanje ve vo@ rozpustny S (+) enantiomer razoxanu, jenZigid skupiny
bisdioxopiperazinovych derivat struktur@g pribuznych EDTA. Razoxan bylgpodng
vyvijen jako protinadorové #vo, coz souvisi s jeho schopnosti inhibovat kaiekpu
aktivitu topoisomerazy Il a naslegindukovat apoptickou smrt proliferujicich kithkn
Behem vyvoje byl zji&n jeho kardioprotektivni ¢ginek wi¢i srde&nimu poskozeni
vyvolanému antracykliny. Mechanismus aspbeni tkvi v Zelezo-chelatujicich
vlastnostech. Dexrazoxan je pé&me lipofilni, a proto niize snadno prochazet
biologickymi membranami. Uvriitkardiomyocytu pak dochazi k enzymatické hydrolyze
obou heterocykl, ktera kowi u plré hydrolyzované struktury ADR-925, coZ je velmi
silny chelator Zeleza. Vyznamnym omezenim uZiti raeoxanu Vv profylaxi
antracyklinové kardiomyopatie mohou byt jeho togiakiinky. Inhibice topoisomerazy
a/nebo ribonukleotidreduktazyitre zgisobit myelosuprelf: 2% 26!

Deferoxamin (DFO) pati do skupiny tzv. siderofdr coz jsou nizkomolekularni
sloweniny produkované aerobnimi a fakultativanaerobnimi mikroorganismy. Jelikoz
ve své struktte obsahujgadu hydrofilnich skupin, ma velmi omezenou biol&gic
dostupnost. Navic méa kréatky po#s eliminace (5 — 10 min).

Deferipron L1 je dosud jediny peror&nicinny chelator Zeleza. Diky relatign
nizké molekulové hmotnosti a dostaté lipofilit¢ pronika intracelularha mize tedy
uplatiovat své chelatai vlastnosti.

Deferasirox ICL670 je zastupcem nové skupiny cheldtoteleza — derivét
bishydroxyfenyl triazolu. Vyzrauje se silnou afinitou k Béa zn&nou lipofilitou?.
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Pri vyvoji efektivniho p.o. dostupného chelatoru Fesinbyt brana v potatada
vlastnosti najednou. Musi byt deb vstebatelny z traviciho systému, mit velkou
biologickou dostupnost, byt rychle transportovanmmiato &inku. Musi byt selektivni,
tedy vazat Zelezo bez ovligmi metabolismu jinych kav Komplex se Zelezem musi byt
rychle vylowen, aby se nehromadil v tkdni a nedochézelo k cepbs Chelator musi
umoZznit gijem Zeleza pozadovaného pro esencialngd procesy, ndap pro syntézu
hemu a bu&nou proliferadf”.

2.5.3. Pyridoxal isonikotinoyl hydrazon ze skupinyaroylhydrazonu

HO

PIH

Obr. 7 — strukturni vzorec pyridoxal isonikotindwtdrazonu

Molarni hmotnost M= 287 g/mol
Vlastnosti: krystalicka latka naZloutlé az intemg&vziuté barvy, soli se mohou
barvou ligit?,

Chelat&ni inek pyridoxal isonikotinoyl hydrazonu (PIH) byl jelben Ponkou et
al. na konci 70. let. V experimentu, kde byly ratdcyty inkubovany s trasferinem (s
navazanynt’Fe) a isoniazidem (INH, inhibitor hemové syntéawlo zjistino, Ze se Fe
hromadi v éznych non-hemovych kompartmentech. Auttaznamenali, Ze potidani
pyridoxalu do inkub&niho média se z bék mobilizuje zn&né mnoZstvi Fe. Bylo
prokazano, Ze tento jev byldgoben pitomnosti PIH jako produktu spontanni chemické
reakce mezi pyridoxalem a INH v daném predf** 3’|
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PIH Ize nasyntetizovat pafimé rychlym, jednoduchym a efektivnim d&gobem.
Vychozimi latkami jsou pyridoxal (vitamin B6) aoisiazid, tedy latky jagndefinované,
levné a komeme dostupné. PIH je molekula o relatémysoké lipofilité. PIH jako volna
baze je porrne obtizré rozpustny ve vodném praeti. Tento fakt vedl experimentéatory
k aplikaci suspenze PIH baze, nebo alésh@dast&énému rozpughi s uzitim éznych
kosolventi (nag. 10% Cremophor EL). Nejn@jsi piinos v optimalizaci rozpustnosti
PIH je patent USA, ktery popisujéipravu diprotonizovanych soli (P{BHCI apod.f?*.
DalSi chemickou vlastnosti spot®u pro vSechny hydrazonové analogy je schopnost
podstupovat hydrolytickou degradaci v kyseléinrdsaditém progtdi, jejimz produktem
jsou vychozi reaktanty syntézy hydrazBflu

Farmakokinetika a farmakodynamika

Predpoklada se, Ze PIH vstupuje do &upasivni difuzi. Nefedpoklada se vsak, ze
by difuze PIH byla limitnim faktorem rychlosti mdiaace nitrobuscného Zeleza.
Kinetika mobilizace Fe z retikuloaytbyla shodnd s kinetikou efluxu FeR|HcozZ je
nejpomale;jsi krok proceStr 4%

Mobilizace *°Fe je nejdinngjsi u analog, jejichZ log P pedpovida rozpustnost ve
vodk i prostupnost membranou. Ne&jangj§i mobilizace *°Fe dosahly analogy
syntetizované z pyridoxalu a nejnéninné byly analogy odvozené 2-hydroxy-1-
naftaldehydff® 42 43 44]

Na rozdil od jinych chelétérlze PIH poklddat za zoee selektivni ligand. Za
fyziologickych podminek ma relatignnizkou afinitu k C& a Md¢*, ma vsak utitou
afinitu k Zrf*124,

PIH pasobil signifikanti antioxidane v riznych biochemickych in vitro modelech:

7elezem indukované tva¥thydroxylovych radikal*®,
oxidaci 2-deoxyrib6 4,
tvorbs askorboylového radikaftf’,

peroxidaci lipid,

indukci zlomi plazmidové DNA™!.

V rack experimeni meél PIH ekvivalentnici vy3Si antioxidani inek nez DFO.

RovreZ byl studovan protektivni vliv analogu Slkieol oxid&nim strese ..
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Toxicita

Heshko et al. po p.o. podavani PIH v davce 125+5@¢kg/den po dobu 10 dni
nezjistili u potkad zZadné abnormalni zmy swd¢ici pro renalni, hepatalni nebo
hematopoetickou toxicitu. SookvanischsilgiihLD 5o PIH po jednorazovém p.o. podani:
u mySi je 5,0 g/kg (samci) a 4,5 g/kg (samice)ptkani pak 5,3 resp. 5,0 g/kg. lsPpo
i.p. podani byla stanovena na 1,1 a 1,0 g/kg u mydi,2 a 1,1 g/kg u potkén
Mikroskopické vySeteni tkani odhalilo tukovou degeneraci jater agstmani
v ledvinactf*.

2.5.4. Analogy pyridoxal isonikotinoyl hydrazonu

V dnedni dob predstavuje PIH matskou latku skupiny aroylhydrazonovych
analodi, které se od sebe liSi svymi fyzik&lohemickymi i biologickymi vlastnostmi.
Odvozené latky byly fipraveny Schiffovou kondenzaci aromatickych aldéhyd
s aromatickymi hydrazidy. Od pyridoxal isonikotimdyydrazonu byla odvozena série
300, PIH; od salicylaldehyd isoniazid hydrazonuiesé200, SIH; od naftalaldehyd
isonikotinoyl hydrazonu série 100, NIH; od 2-pytdikirbaldehyd isonikotinoyl
hydrazonu série PCIH; od di-2-pyridylketon isonikotyl hydrazonu série PKIH.

Mezi nejzajimawjSi analogy vzeSlé z in vitro screeningu ipabIH, pyridoxal

2-chlorobenzoyl hydrazon (0-108), pyridoxal 2-flnbenzoyl hydrazon (0-109) a
2-hydroxynaftaldehyd isonikotinoyl hydrazon (NIHB#*.

HO

0-108

Obr. 8 — strukturni vzorec pyridoxal 2-chlorobenzoydrazonu (0-108)
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2.5.5. Salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon

OH  SIH

Obr. 9 — strukturni vzorec salicylaldehyd isonikotyl hydrazonu

Sumarni vzorec: GH11N30,
Molarni hmotnost M 241,24
Syntéza: SIH je syntetizovdn kondenzaci jako Satdff baze z dostupnych

prekurzof: salicylaldehydu a isoniazi&iff.

Vlastnosti

SIH je Zluta krystalicka latka. JelikoZ je séatbzpustny ve vod byla gipravena
rozpustna @ SIH-HCI. SIH tvai se Zelezem komplexy o stechiometrii 2:1, tedylReS
Potenciometrickou titraci byly &eny pk, hodnoty chelatoru: 3,34, 8,29 a &¢°!

Afinita k zelezu

ProtoZe chelatory Zeleza mivajiznou stechiometrii, pro jejich srovnaniibe byt
pouZit parametr pP& ktery pedstavuje zaporny logaritmus ff v piftomnosti
definovaného mnoZstvi Eea chelatoru. # 1 uM F€* a 1 mM chelatoru, pBé pro
EDTA a DFO je 25,3 a 28,6, respektive. Pro PIH aglje tato hodnota rovna jejich
K74 JelikoZ bylo dokazéno, Ze analogy PIEIn@¢ inhibuji endozomalni uptake Zeleza
z transferinu, afinita chelatoru k ¥er kyselém prosedi je téZ pedmétem z&jmu. B pH
5 7adny chelator négjmul F€* od EDTA, pro porovnani kompetice byl pouZit slabsi
chelator — nitrilotrioctova kyselina, NTA.

Chelator Log K74 Kompetice s NTA (pH 5,0)
PIH 27,4+0,1 0,90+0,02
SIH 27,3+0,04 0,77+0,02

Tab. 1 — afinita chelatark Fe’*
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" Céast z 25 uM F& vazaného k PIH, resp. SIH, koncentrace PIH, r8ff, a NTA
byla 50 MY,

Toxicita

SIH, jako i jiné analogy PIH, se ve vodném predt rozklada, vznikaji produkty
hydrolyzy. Jejich antiproliferativni efekt na K562mky byl zkoumén, aby se zjistilo,
jestli prispivaji k antiproliferativnim &nkam chelatoru. Hydrazidy nejsou toxické
v koncentraci niz§i nez 1 mM. 4gsalicylaldehydu a pyridoxalu je 110 a 500 uM,
respektive. PIH a SIH jsou toxickéfipmnohem nizSi koncentraci, takze se da
predpokladat, Ze jejich toxicita je @gobena samotnymi chelatory a produkty hydrolyzy ji

prilis neovlivni.

Chelitor aldehyd a cerstvé pripraveny | chelator pri hydrolytické
hydrazid [uM] chelator [uM] rovnovaze [UM]

PIH 110+16 8915 8715

SIH 36+2 14+3 2816

Tab. 2 - hodnoty I6 pro K562 buky (inkubace 72 hodin)

2.5.6. 2‘-hydroxypropiofenon isonikotinoyl hydrazon(HPP-INH)

HPP-INH

Obr. 10 — struktura 2'-hydroxypropiofenon isonikwatyl hydrazonu

Molarni hmotnost Mr: 269 g/mol
Vlastnosti: HPP-INH je Zluté krystalicka latka sdeon tani 244 — 246 °C.
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Chelétor Zeleza SIH ma slibné farmakologické viastin ovSem trpi relativh
kratkym pol@asem rozkladu. Aby se tomuegleSlo, byl nasyntetizovan novy derivat.
2'-hydroxypropiofenon isonikotinoyl hydrazon (HPRH) byl ptipraven z ekvimolarnich
mnozstvi 2‘-hydroxypropiofenonu a isonikotinoyl mgdonu, pod mikrovinnou radiaci
(400W)"2,

2.5.7. Analytické hodnoceni aroylhydrazof

UV/VIS spektroskopie

Pti analyze stability PIH v roztoku o neutrainim ptb byla namtena 4 absokmi
maxima — 210, 295, 308 a 384 nm. V alkalickém reoat¢pH 12) byla pozorovana 3
maxima — 210, 304 a 387 nm. V kyselém roztoku (pHbylla zjiS€na 3 absormni
maxima — 233, 307 a 343 fifh

TLC

Metoda pro rychlou a jednoduchou analyzu stabititaroylhydrazo (PIH, SIH a
pyridoxal 2-chlorbenzoyl hydrazon - 0-108), jejistintetickych prekurzdra komplex
se Zelezem. Byla zvolena reverzni stacionarni f&®.TLC, protoZze umailije lepSi
separaci chelatér prekurzod a chelal. Jako mobilni faze byly zkouSeny kombinace
raznych rozpoug&del — voda, methanol, acetonitril, 0,01 M fosfat@ufr pfi raizném pH.
Jako nejvhodsSi pro separaci byla zvolena &n0,01 M fosfatovy pufr o pH 7 a
acetonitril v ponaru 70:36°.

HPLC

Pro zvySeni rozpustnosti ve wbyly PIH a SIH pevedeny na soli PIH2HCI a
SIH - HCI. Byly vyzkouSenytizné chromatografické podminky, aby se dosahlo Ghtim
separace chelatirz jejich syntetickych prekurzor Jako nejvhod¥jSi kolona byla
vybrdna Waltrex ¢ o délce 25 cm, napina stacionarni fazi Nucleosilem. Acetonitril a
nizsi pH zgsobovaly nizsi retenci, methanol vedl k &j#i retenci vSech latek. Pro lepSi
separaci pyridoxalu, isoniazidu a PIH byladana 1-heptansulfonova kyselina. Aby na
sebe chelator nenavazoval volné Zelezo z HPLKzemai, byl do mobilni fazermén
v nadbytku jiny chelator — EDTA v koncentraci 2 mMavic gidani EDTA vylepSilo
tvar piki vSech chelatdr Pro PIH byla jako nejvhodii mobilni faze utena smis
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0,01 M fosfatovy pufr o pH 7 : methanol : acetdhi60:20:20), péitok 0,8 ml/min.
Analyt byl detekovanip 297 nm. Pro SIH byla zvolena 8:0,01 M fosfatovy pufr o pH
7 - methanol : acetonitril (55:25:15),wk 0,8 ml/min. Detekce probihalai 288 nnf*.

HPLC analyza SIH v plazmé

(stanoveni zakladnich farmakokinetickych parafetr

Pozadovana chromatograficka separace byla dosazekaloré (250 x 4,6 mm) se
stacionarni fazi LiChrospher® RP-18um. Mobilni fazi byla srés fosfatového pufru
(0,01 M NaHPOy - 2 H,0 s 2 mM EDTA, pH 6) a methanolu (53:47, viv)atok byl 0,9
ml/min. Na Upravu vzorku byly vyzkouSenyizné metody (SPE, LLE, proteinova
precipitace). Precipitace s pouzitim 0,1 M HEI@ acetonitrilu dosahla ne&pgiho
reprodukovatelného Wiku. Koncentrace 0,2ag/ml byla utena jako LLOQ (nejnizsi

kvantifikovatelné mnozstvi§®.

HPLC analyza 0-108 v plazn§

(stanoveni zakladnich farmakokinetickych paranigntr

Separace byla provéda na kolod 250x4,6 mm s naplini LiChrospher®100, RP-18
(5 um) chrarné gedkolonou Purospher RP-18 |(Bn). Mobilni faze byla s&s roztoku
fosfatového pufru (0,01 M) s 2mM EDTA, methanolua@etonitrilu (42:24:14; viviv),
pratok 1,0 ml/min. Detekce probihald&i 288 nm, nastk byl 100ul. Tato metoda byla
validovana na selektivitu, linearitu (0,8 — 4o ml) a stabilitu. Tato metoda byla @éSpe
pouzita k analyze vzotk obdrZzenych z pilotni farmakokinetické studie, er& byl
chelator intravenéznpodan kralim®®..

2.5.8. Stabilita aroylhydrazon

Stabilita PIH byla zji&na neéfenim UV absorpce. iP fyziologickém pH byl
hydrazon stabilni, resp. se rozkladal mnohem pgma&¥ @i extrémnim pH. Jsou
nantrena 4 absokmi maxima — 210, 295, 308 a 384 nm. Hydrolyza jgrakterizovana
Ubytkem hydrazonového piku na 384 nmuak@h absorbance byl &€n pobliz tohoto

piku, @i vinové délce 380 nm, a je popsan rovnici expor@mitio rozkladu:

A =A"+C,
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kde A je absorbancedase t, C je absorbance v nekémea k je konstanta rozkladu
pseudo prvnihdadu. Poldas rozkladu ve fosfatovém pufru (phosphate buffesadihe-
PBS) i teplot 37 °C je piblizné 24 hodin. V RPMI bug&ném médiu se PIH rozklada
rychleji, s poldasem cca 80 minut. Zipobeno to nejspiS je tim, Ze RPMI obsahuje
priblizne 6,5 mM aminokyselin. Amino skupina aminokyselinpiz elektronovou
hustotu uhliku imino skupiny a tim se zvySi nachgin hydrazonové vazby
k nukleofilnim utokim vody. V obou fipadech, v roztoku PBS a RPMI je hydrolyza
nekompletni, dochazi k rovnovaze mezi hydrolyzaaslednou kondenzaci.

PIH se rozklada rychleji nez jeho analog SIHjsgbuje to pyridinovy dusik, ktery
snizuje elektronovou hustotu na iminovém uhlikud@tirg, rychlost kondenzace anailog
z prekurzoti rostla u latek se skupinami vyvolavajicimi zapoingukini efekt. Udaje
jsou uvedeny v tabulce 3. Rovnovaha hydrolyzy jésté na koncentracich pyridoxalu,
resp. salicylaldehydu a isoniazidu. Konstanta reahy je pro jednotlivé chelatory

uréena vzorcem:

o= [PIH] Kege [SIH]
[pyridoxall[INH] [salicyl aldehyd][INH]
Chelator Hydrolyza Kondenzace Rovnovaha
k [10° min™] t12 [D] ke [10° min] t12 [D] Keq[M7]
SIH 4,3+0,2 2,7 5,0+0,02 2,3 2000+100
PIH 8,8+0,2 1,3 17,5 0,7 6650+800

Tab. 3 — stabilita aroylhydrazdn

Zatimco hydrolyza samotného chelatoru je extenzikomplex s F& je pongrng
stabilni ve fosfatovém pufru i RPMI.

V silngé kyselém prosedi se PIH rozloZil na pyridoxal a isoniazid. Peldeintenzita
absorpce  vinové délce 225 nm a nad 300 nm. Vyrazna alisormaxima byla f
vinovych délkdch 233, 307 a 343 nm. Pokud kyselgérdlyzovany PIH nebo kysely
roztok ekvimolarniho mnozstvi pyridoxalu a isonthzupravime na pH 12, maji shodné
spektrum jakaierst pripraveny PIH pi pH 12. Ri vysokém pH tedy spolu pyridoxal a
isoniazid kondenzuji a vytv&PIH. Projevi se to zvySenim absorbantevimové délce
387 nm. Ri pH 1,3 byly pro PIH nagfeny rychlostni konstanta k = 4,14+0,08 &
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polocas t, = 16,7+£0,3 ks. Praypodobny mechanismus hydrolyzy hydrazonové vazhby
za’inéd protonaci iminového dusiku. Krokemiwifcim rychlost v kyselém prastdi je
Gtok aminu na karbonylovou skupinu. V neutralniragiiedi je utujicim krokem adice
vody, ¢imzZ se tvdi karbinolaminovy intermediét.

| pii vysokém pH doSlo k hydrolyze, snizila se absonpcerinové délce 387 nm.
Absorgni maxima byla pozorovanai®10, 304 a 387 nm.iPpH 10,7 byly pro PIH

namteny rychlostni konstanta k = 6,99+0,34aspolaas t, = 9,9+4,6 k§* >3

K objasrini kratkého poldasu rozkladu aroylhydrazonovych chelétobyla
dukladre analyzovana jejich stabilita v plazma dalSich relevantnich biologickych

materialech. Polasy rozkladu SIH a PIH jsou uvedeny v tabulce 4:

kréli ¢i ultrafiltrat kréli i
Chelétor BSA RMPI PBS

plazma | plazmy
SIH 0,52+0,10 1,21+0,24 3,59+0,23 7,24+0,45 52,73+9,04
PIH 0,66+0,13 1,11+0,17 2,54+0,18 4,00+0,47 28,35+0,25

Tab. 4 — poléasy rozkladu v biologickych materialech [h]
koncentrace latek ¢ byla 100/

U SIH byla stabilita réfena i v jinych druzich zigci plazmy: V prasg dosahl
polocasu rozkladu 1,47+0,07 h a v RaV plazng¢ 1,30+0,09 h. &koliv zde byla
degradace vyraznnizSi nez v kradii plazng, stale byla vyznamna. Zajimavosti je, Ze
kdyZ se natila stabilita v krdki plazn€ pii koncentraci 10uM, mél SIH delSi pol@as
rozkladu (1 h), kdeZto PIH se rozkladal rychleji4@®hy>>..
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3. CIL PRACE
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Cilem prace bylo:

1) Vyvinout optimalni chromatografické podminky pro HPanalyzuwistoty
HPP-INH.

2) Studovat chovani HPP-INH ve vodnych roztocich agjména s ohledem
na prechod izomar a zakladni hodnoceni jejich stability.

3) Vyvinout metodu extrakce HPP-INH z plazmy a vyyizit hodnoceni
stability HPP-INH v plazra
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4. EXPERIMENTALNI| CAST
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4.1. Pouzité chromatografické chemikalie, materialy  , pFistroje
a pom dcky

Chemikalie

Salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH) a 2'drgxypropiofenon isonikotinoyl
hydrazon (HPP-INH) byly syntetizovany vySe popsanyapisoby na kateg
anorganické a organické chemie FaF, UK. TotoZngst d&fena NMR.

Isoniazid (INH) a 2'-hydroxypropiofenon (HPP) bylhkoupeny od firmy
Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Bimecko).

Methanol, acetonitri a DMSO byly koupeny od firmylerck (Darmstadt,
Némecko).

EDTA, NaHPQ, - 2 H,0 a NaOH byly koupeny od firmy Lachema (BratR).

Krali¢i plazma byla koupena ze ZOO Servisu §bKralové, Ceskéa republika).

Voda byla purifikovana reverzni osmézou.

Chromatograficky material

Chromatograficka kolona 2561 mm |. D. s naplni LiChrospher® 100, RP-18e
(5 um), Merck (Darmstadt, &mecko).

Predkolona Purospher® 100, RP-18au(b), Merck (Darmstadt,&mecko).

Pristroje

Analytické vahy, Helago({eské republika, Slovenska republika, fasko).

Acidimetr 333, Drupta, Prah& éska republika).

Ultrazvukova lazg K10, Kraintek (Slovenska republika).

Chromatograficky systém LC20A Shimadzu (Duisburgémdcko) sestavajici
z DGU-20A3 degasseru, dvou LC-20 AD pump, SIL-20 a@osampleru, CTO-20AC
udrzovae teploty, UV detektoru a CBM-20AC komundétdho modulu.
Chromatografickd data byla zpracovana programemsbfdtion software, verze 1.21
SP1.

Pomicky

Laboratorni sklo

Mikrostiikacka — 25uL, Hamilton (Svycarsko).
Mikropipeta

45



4.2. Vyvoj chromatografickych podminek pro hodnocen i
Cistoty HPP-INH

Idealni chromatografické podminky zahrnuji vhodstacionarni fazi, mobilni fazi,
praitok a vinovou délku UV detekce. Cilem bylo najikaeé nastaveni, aby spolu na
chromatogramu neinterferovaly piky HPP-INH, rozkigch produkt a cela.
Nastikovdno bylo 20ul vzorku tvaeného 0,5 ml vody, 0,5 ml methanolu aub
zasobnich roztak zkoumanych latek - (HPP-INH, INH a HPP) #iblizné koncentraci
1 mg/ml.

Vybér stacionarni a mobilni faze a vinové délky detekce
Pouzivana byla chromatograficka kolona 250 x 4 mmagni LiChrospher® 100,
RP-18e (fum). Chragna byla pedkolonou s naplni Purospher® 100, RP-18en(}.

Na kolorg byly vyzkouSeny tyto isokratické chromatografigg@dminky:

1) fosfatovy pufr (0,01 mol/l vodny roztok NaPFlQ, - 2 H,0) s 2 mmol/l EDTA,
pH 6 bylo upraveno 0,1 mol/l roztokem NaOH : metilad0:60 (v/v). Piitok
1,0 mli/min. UV detekce 254 a 288 nm.

2) fosfatovy pufr (0,01 mol/l vodny roztok NaPQO, - 2 H,0) s 2 mmol/l EDTA,
pH 6 bylo upraveno 0,1 mol/l roztokem NaOH : metilaB5:65 (v/v). Riitok
1,0 mli/min. UV detekce 254 a 288 nm.

3) vodny roztok EDTA (2 mmol/l) : methanol, 40:60 (M\Pritok 1,0 ml/min.
UV detekce 254 a 288 nm.

4) vodny roztok EDTA (2 mmol/l) : methanol, 35:65 (W/\Pritok 1,0 ml/min.
UV detekce 254 a 288 nm.

5) fosfatovy pufr (0,01 mol/l vodny roztok NaPQO, - 2 H,0) s 2 mmol/l EDTA,
pH 6 bylo upraveno 0,1 mol/l roztokem NaOH : acé&tdn50:50 (v/v). Phitok
1,0 mli/min. UV detekce 254 a 288 nm.

6) fosfatovy pufr (0,01 mol/l vodny roztok NaPQ, - 2 H,0) s 2 mmol/l EDTA,
pH 6 bylo upraveno 0,1 mol/l roztokem NaOH : acé&ton55:45 (v/v). Phitok
1,0 mli/min. UV detekce 254 a 288 nm.

7) vodny roztok EDTA (2 mmol/l) : acetonitril, 50:58/¢). Pritok 1,0 ml/min.
UV detekce 254 a 288 nm.
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8) vodny roztok EDTA (2 mmol/l) : acetonitril, 55:4%/¢). Praitok 1,0 ml/min.
UV detekce 254 a 288 nm.

9) fosfatovy pufr (0,01 mol/l vodny roztok NaPQO, - 2 H,0) s 2 mmol/l EDTA,
pH 6 bylo upraveno 0,1 mol/l roztokem NaOH : metilaB3:67 (v/v). Piitok
1,0 mli/min. UV detekce 254 a 288 nm.

10) fosfatovy pufr (0,01 mol/l vodny roztok NaPFlQ, - 2 H,0) s 2 mmol/l EDTA,
pH 6 bylo upraveno 0,1 mol/l roztokem NaOH : metilaB3:67 (v/v). Piitok
1,0 mli/min. UV detekce 252 a 288 nm.

Poté byly vyzkouSeny tyto chromatografické podmigkydientové eluce:
fosfatovy pufr (0,01 mol/l vodny roztok NaFIQ, - 2 H,0) s 2 mmol/l EDTA, pH 6
bylo upraveno 0,1 mol/l roztokem NaOH : methanaBA Pritok 1,0 ml/min. UV
detekce 252 a 288 nm.

11) 0:00 - 3:00 min B 50 %, 3:00 - 5:30 min B 50 — 65W).

12) 0:00 - 3:00 min B 45 %, 3:00 - 5:30 min B 45 — 7q\W).

13) 0:00 - 3:00 min B 35 %, 3:00 - 5:30 min B 35 — 65W).

14) 0:00 - 3:00 min B 35 %, 3:00 - 5:30 min B 35 — 5Q\W).

15) 0:00 — 10:00 min B 30 — 65 % (V/v).

16) 0:00 — 10:00 min B 35 — 70 % (v/v).

Pro analyzu samotného HPP-INH byla nejvhgginmobilni faze: fosfatovy pufr
(0,01 mol/l vodny roztok Na$PO, - 2 H,0) s 2 mmol/l EDTA, pH 6 : methanol, 33:67
(v/v), pratok 1,0 ml/min. Pro detekci byly zvoleny vinové ki¢lUV lampy 252 a 288 nm,
252 nm odpovida absampimu maximu rozkladného produktu HPP, 288 nm jedwiéo
pro detekci HPP-INH.

Déle bylo nutné optimalizovat podminky, aby se beajemné koeluce separovaly
HPP-INH, INH, HPP a aby INH neinterferoval s DMS®&eré se eluovalo &ele
chromatogramu. Jednalo se o usek do 3. minutybktte poteba snizit podil organické
faze a tim od sebe separovat piky DMSO a INH. BylakouSenaizné objemova a
¢asova nastaveni gradientové elugéryhlém nastupudtSiho rozdilu gradientu (3:00 —
5:30 min, 35— 65 % methanolu) dochazelo k poruseni zékladrg,ligi malém rozdilu

(35— 50 % methanolu) se prodlouzily retencasy.
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Po kazdé gradientové eluci bylelba ekvilibrovat kolonu na géateini podminky, a
proto se 20 minut promyvala mobilni fazi, jejizZdai odpovidalo nastaveni vgabku
pristi analyzy.

Z téchto hledisek byla nejvhodj$i gradientova eluce:

fosfatovy pufr s EDTA, pH 6 : methanol (A:B), 0:601L0:00 min B 35 — 70 % (v/v).

Priprava mobilni faze

Pro analyzu byl fipravovan fosfatovy pufr (0,01 mol/l vodny roztolaMNPOy - 2
H.0) s 2 mmol/l EDTA, upraveny 0,1 mol/l roztokem Nd®@a pH 6. Fed pouzitim byl
roztok gefiltrovan. Smiseni obou sloZzek mobilni faidil automaticky operator.

Priprava roztoku

Pri vyvoji chromatografickych podminek byly fipravovany zasobni roztoky
jednotlivych analyi, o koncentraci 1 mg/ml. HPP-INH a SIH byly rozpn§t v DMSO,
isoniazid (INH) a 2'-hydroxypropiofenon (HPP) bylgzpusény v methanolu. Pro lepSi
rozpuséni byly roztoky umistny na 5 minut do ultrazvukové lazn
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4.3. Studium chovani HPP-INH ve vodnych roztocich —
pfechod izomer 4, stabilita

4.3.1. Rrechod izomen

Béhem analyzy HPP-INH se zjistilo, Ze se na chromawg rozdilg eluuji jeho
dva izomery, (Z) a (E). Poté bylo zkouméano, za ¢gakgodminek fechazi jeden izomer
v druhy a jak jsou stabilni.

Pro analyzu fechodu (2) a (E) izomérHPP-INH byly pouZzity chromatografické
podminky vyvinuty diive pro hodnocenriistoty HPP-INH (gradientova metoda):

Stacionarni faze: chromatograficka kolona 250x4 swmapini LiChrospher® 100,
RP-18e (um). Fredkolona Purospher® 100, RP-18a.(B).

Mobilni faze: smis fosfatovy pufr (0,01 mol/l vodny roztok NaP, - 2 H,0) s 2
mmol/l EDTA, pH 6 bylo upraveno 0,1 mol/l roztokeéd@aOH : methanol (A:B), 0:00 —
10:00 min B 35 - 70 % (v/v). Bok 1,0 ml/min. UV detekce 252 a 288 nm.

Prechod izometr byl sledovan vroztocich, které se&Zzbeé pri HPLC analyze
HPP-INH pouzivaly:

1) methanol : voda (50:50, v/v),

2) methanol,

3) acetonitril — voda (50:50, v/v),

4) acetonitril.

5 ul zasobniho roztoku HPP-INH o koncentratibpzné 1 mg/ml bylo pidano do
1 ml vySe uvedenych roztbkV uréenychcasech bylo poté 20l vzorku nastiknuto na

HPLC kolonu a zanalyzovano.

4.3.2. Stabilita ve vodnych roztocich

Analyza stabilty HPP-INH ve vodnych roztocich bylkoumana sémito

chromatografickymi podminkami:
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Stacionarni faze: chromatograficka kolona 250x4 swmapini LiChrospher® 100,
RP-18e (um). Fredkolona Purospher® 100, RP-18a.(B).

Mobilni faze: smis fosfatovy pufr (0,01 mol/l vodny roztok NaP, - 2 H,0) s 2
mmol/l EDTA, pH 6 bylo upraveno 0,1 mol/l roztoked@aOH : methanol, poén 33:67
(v/v). Pritok 1,0 ml/min.

UV detekce 252 a 288 nm.

Stabilita HPP-INH byla hodnocenéi pystaveni gmto podminkam:
e stabilita ve fosfatovém pufru (PBS) v lazni o t&pld7 °C,

e stabilita v kyselém roztoku (0,1M HCI : PBS 50:50)),

e stabilita v zasaditém roztoku (0,1M NaOH : PBS B0\V),

e stabilita i vystaveni UV z#&eni.

Pro analyzu byl fipraven 50umol/l roztok HPP-INH, obsahoval 1,345 mg v 100 ml
PBS. Ten byl dale 10x¢edkn pridanymi 450 ml methanolu a 450 ml PBS.

1 ml byl odebran do zkumavky a ungistdo vodni l4z& s udrZzovanou teplotou
37 °C. V¢asech 0, 4, 24 a 48 bylo odebrano 0,1 ml, down0,45 ml vody a 0,45 ml
methanolu. Nagikovano bylo 6Qul.

2x 1 ml byl odebran do zkumavek. Jedna zkumavka bystavena UV zéni (254
nm), druha byla ponechana veé&nV ¢asech 0, 1, 4 a 24 hodin bylo z kazdé zkumavky
odebrano 0,1 ml,fwldno 0,45 ml vody a 0,45 ml methanolu. Ni&stvano bylo 6Qul.

K 0,5 ml roztoku PBS s HPP-INH bylorigano 0,5 ml 0,1 mol/l roztoku HCI.
V ¢asech 0 a 1 hodin bylo odebrano 0,1 milgno 0,45 ml vody a 0,45 ml methanolu.
Nastikovano bylo 6Qul.

K 0,5 ml roztoku PBS s HPP-INH bylorigdno 0,5 ml 0,1 mol/l roztoku NaOH.
V ¢asech 0 a 1 hodin bylo odebrano 0,1 milgno 0,45 ml vody a 0,45 ml methanolu.
Nastikovano bylo 6Qul.
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4.4. Uprava chromatografickych podminek pro hodnoce ni
HPP-INH v plazm é, vyvoj metody extrakce pomoci
precipita éni deproteinace a jeji vyuziti ve studii stability
v plazm é

4.4.1. Uprava chromatografickych podminek pro angizu HPP-INH v
plazmé

Pri vyvoji chromatografickych podminek pro analyzu PHINH v plazné byla
optimalizovana isokratickdA metoda vyvinutd pro hmohni Cistoty. Byl upraven
predevSim porr organické a vodné sloZky mobilni faze atpk. Cilem bylo dosahnout
dostateéné separace HPP-INH, SIH (vmif standard) a HPP (rozkladny produkt).

Stacionarni faze: Chromatograficka kolona 250x4 snn@pini LiChrospher® 100,
RP-18e (um). Fredkolona Purospher® 100, RP-18aq.(B).

Mobilni faze: smis fosfatovy pufr (0,01 mol/l vodny roztok NaP, - 2 H,0) s 2
mmol/l EDTA, pH 6 bylo upraveno 0,1 mol/l roztokésaOH : acetonitril:

1) 60:40 (v/v), pitok 1 ml/min,
2) 55:45 (v/v), ptitok 1 ml/min,
3) 60:40 (v/v), pitok 1,1 ml/min,
4) 59:41 (viv), pittok 1,1 ml/min.
Detekce probihalaipvinovych délkach 252 a 288 nm.

Optimalni separace a rychlosti analyzy bylo dosazgi pouZziti mobilni faze

fosfatovy pufr (0,01 mol/l vodny roztok NaPQO, - 2 H,0) s 2 mmol/l EDTA, pH 6 :
acetonitril, 59:41 (v/v), gitok 1,1 ml/min.

4.4.2. Vyvoj metody extrakce HPP-INH z plazmy

Jako metoda Upravy vzorku byla vybrana preadipita deproteinace. Jako
precipita&ni ¢inidlo byl zvolen acetonitril, protoZze ¥m je HPP-INH stabil&§Si nez

v methanolu (viz 5.2.1.).
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Do 0,2 ml kraki plazmy byla pdana zkoumana latka:

e 5yl zasobniho roztoku HPP-INH diblizné koncentraci 1 mg/ml,

e 5yl zasobniho roztoku SIH aiplizné koncentraci 1 mg/ml,

e 2,5ul zdsobniho roztoku HPP dilplizné koncentraci 1 mg/ml.

Pro v8echny analyzované latky byligraveny ti vzorky. Nasledovalo promichani
a @idani 0,4 ml acetonitrilu. 2 minuty byl vzoralepan naiepace, pak byl odsedovan
po dobu 4 minut na centrifuzéipychlosti 3000 oté&ek za minutu. Precipitat byl odsan
mikropipetou a pipetovan do vialky. Porovnavacingoobsahovaly 0,1 ml vody, 0,4 ml

acetonitrilu a pisluSnou zkoumanou latku.

4.4.3. Linearita metody pro hodnoceni stability HPANH v plazmé

Pri méreni linearity metody byly pouzity chromatografickédminky pro analyzu
HPP-INH v plazmn:

Stacionarni faze: chromatograficka kolona 250x4 swmapini LiChrospher® 100,
RP-18e (um). Fredkolona Purospher® 100, RP-18aq.(B).

Mobilni faze: smis fosfatovy pufr (0,01 mol/l vodny roztok NaP, - 2 H,0) s 2
mmol/l EDTA, pH 6 bylo upraveno 0,1 mol/l roztokedd@aOH : acetonitril, 59:41 (v/v),
pratok 1,1 ml/min.

UV detekce 252 a 288 nm.

Pro analyzu byla zvolena koncenrinarada 10 — 20 — 35 — 70 — 100. HPP-INH ma
molarni hmotnost 269 g/mol, to znamend, Ze v 1artaku koncentrace 100mol/l je
obsaZzeno 26,949 HPP-INH. Pro objem 0,2 ml to odpovida 5,38. Hipravena
koncentréni fada byla tvéena 5 vzorky, kde k 0,2 ml plazmy bylyigany tyto objemy
roztoku HPP-INH koncentrace 1mg/ml:

0,5ul-21,0ul—1,9ul—3,8ul— 5,4l
Jako vnitni standard byloifidano 5ul roztoku SIH o koncentraci 0,5 mg/ml.

Vzorek byl upraven dle metody extrakce HPP-INHazpty. Nastiknuto bylo 20ul
precipitatu, kazdy vzorek se analyzoval dvakrat.
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Kiivka linearity byla sestrojena jako zavislost gompiki HPP-INH (sodet pika
obou izomet)/ SIH (vnitini standard) na koncentraci HPP-INH.

4.4.4. Studie stability HPP-INH v plazné

Pri studii stability byly pouzity chromatografické gaminky pro analyzu HPP-INH v
plazne:

Stacionarni faze: chromatograficka kolona 250x4 swmapini LiChrospher® 100,
RP-18e (um). Fredkolona Purospher® 100, RP-18a.(B).

Mobilni faze: smis fosfatovy pufr (0,01 mol/l vodny roztok NaP, - 2 H,0) s 2
mmol/l EDTA, pH 6 bylo upraveno 0,1 mol/l roztokedd@aOH : acetonitril, 59:41 (v/v),
pratok 1,1 ml/min.

UV detekce 252 a 288 nm.

Vzorek byl upraven dle metody extrakce HPP-INHazpty.

Na dw rady 14 vzork bylo pouzito 2x 3 ml plazmy a 2x §0 roztoku HPP-INH o
koncentraci 1 mg/ml. Do zkumavek byléigano michadélko, aby udrzovalo homogenitu.
V ur¢enychéasovych intervalech bylo odebrano 0,2 ml plazmyP$#HNH a bylo pidano
5 ul roztoku SIH o koncentraci 0,5 mg/ml jako it standard. Potom bylo precipitovano
pomoci 0,4 ml acetonitrilu. Vzorek byl 2 minutyepan na iepace a 4 minuty
centrifugovan p rychlosti 3000 otéek za minutu. Precipitat byl odsan mikropipetou a
pipetovan do vialky. Nagknuto bylo 20ul, kazdy vzorek se analyzoval dvakrat. Stabilita
byla vyjadena jako ubytek plochy HPP-INH&ase.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
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5.1.Vyvoj chromatografickych podminek pro hodnoceni
Cistoty HPP-INH

Stacionarni faze

Pri vyvoji chromatografickych podminek analyzy HPPHNa jeho rozkladnych
produkii/potencialnich metabolit bylo mozné vychazet z metody pouZzité pro analyzu
plazmatickych koncentracich SIH. Testovanou bylaloka 250x4 mm s naplini
LiChrospher® 100, RP-18e (Bn). Separace jednotlivych latek i rychlost analysyy
v poradku, proto jiné kolony nebyly testovany. Jako admé pedkolona byla pouZzita
Purospher® 100, RP-18e ().

Mobilni faze

Ve vzorku byly gitomny ¢étyii analyty ((Z2) a (E) izomer HPP-INH, HPP, INH).
Cilem metody bylo najit optimalni sloZzeni mobil@dizé, kter& umoZzni separaci vSech
téchto sloZzek. Nejprve bylo snahou nalézt vhodné pokiynpro separaci za isokratickych
podminek.

VyzkouSeny byly isokratické eluce sgi vodny roztok EDTA — methanol, vodny
roztok EDTA — acetonitril, fosfatovy pufr s EDTAmethanol, fosfatovy pufr s EDTA —
acetonitril; podily methanolu byly v rozmezi 60 # %, podily acetonitrilu 45 - 50 %.
NejlepSi separace za isokratickych podminek bylsadeno s pouzitim mobilni faze o
sloZeni : fosfatovy pufr (0,01 mol/l vodny roztoMNPO, - 2 H,0) s 2 mmol/l EDTA, pH
6 bylo upraveno 0,1 mol/l roztokem NaOH : methaB8t67 (v/v), pétok 1,0 ml/min.

Pri isokratickych podminkach a ét8im podilu organické faze nedochazelo
k dostaténé separaci isoniazidu od DMSOc¢ele chromatogramu. iPniz§im podilu
organické faze se HPP dlouho zadrZoval na kosanalyza byla zdlouhava. Proto byla
vyzkouSenaiizna nastaveni gradientové eluce.

Jako nejvhod&si mobilni faze byla vybrana ss1 fosfatovy pufr (0,01 mol/l vodny
roztok NaHPQ, - 2 H,0) s 2 mmol/l EDTA, pH 6 bylo upraveno 0,1 mol/lztokem
NaOH : methanol (A:B). Vhodny gradient byl 0:006:A0 min B 35 — 70 % (v/v). Biok
1,0 ml/min. Nicmésn, ani za podminek gradientové eluce se nefilodayznamré zvysit
retenci isoniazidu. V porovnani s isokratickymi pddkami doSlo ke zvySeni retariho

éasu isoniazidu o cca 0,3 min.
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EDTA byla gidavana, protoZze zahtaje HPP-INH v tvorb chelafi s volnymi ionty

Zeleza v HPLC soustavProto bylo mozné iedpokladat, Zze bude mit pozitivni vliv na

tvar pikd.

Detekce

Zpocatku vyvoje metody byla detekce prowédd @i vinovych délkdch 254 a

288 nm. JelikoZ rozkladny produkt HPP ma ab&orpnaximum pi 252 nm, bylo pro

analyzu ¢istoty vyhodné provad detekci pi 252 a 288 nm (i 288 nm absorbuje
HPP-INH).

7
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Obr. 11 - Chromatogram, isokraticka eluce
fosfatovy pufr s EDTA : methanol, 33:67.
Retergni casy: INH: 2,35 min

(Z)-HPP-INH: 3,44 min

SIH: 3,85 min

(E)-HPP-INH: 4,49 min

HPP 8,76 min
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Obr. 12 - Chromatogram, gradientova eluce
fosfatovy pufr s EDTA : methanol, 0:00 — 10:00 rBir85 — 70 %
Retergni casy: INH: 2,61 min

(Z)-HPP-INH: 9,99 min

(E)-HPP-INH: 12,00 min

HPP 14,82 min
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5.2. Analyza chovani HPP-INH ve vodnych roztocich —
pfechod izomer 4, stabilita

5.2.1. Rechod izomefi HPP-INH

Béhem analyzy HPP-INH se zjistilo, Ze se na chromaog objevil dalsi pik. Jeho
plocha ve vodném roztoku rostla, zatimco pik hlasloiceniny se zmenSoval. Reten
¢as neistoty neodpovidal syntetickym prekurdar a gedpokladanym rozkladnym
produktim. Pokusy izolovat rigstotu dopadly neusggré. Hmotnostni spektrometrie
ukazala stefaprotonované molekulové ionty [M+H]Tim se piSlo na to, Ze by se mohlo
jednat o dva izomery HPP-INH. (Z)-izomer, ktery eleluje dive, byl povaZzovan za
netistotu a (E)-izomer za hlavni latku.

Poté bylo zkoumano, za jakych podminékaghazi jeden izomer v druhy a jak jsou
stabilni. Cilem bylo zvolit medium, ve kterém bug&echod izomar co nejmensi.
Prechod izomet byl testovan v roztocich methanol : voda (50:504),vmethanol,

acetonitril : voda (50:50, v/v), acetonitril.

Namerené hodnoty a vysledky:

Cas [hod] 0 2 4 18
Roztok Z E Z E Z E Z E
(plocha) izomer | izomer | izomer | izomer | izomer | izomer | izomer | izomer

MeOH-voda| 108998| 3594532 167531| 3472496| 212722| 3394353 337935 3138126

MeOH 79540 | 3753210 106680| 3699271 129244| 3681229 189312| 3566080
ACN-voda | 40105 | 3650611 53523 | 3627216 65182 | 3600855 113833| 3499326
ACN 31391 | 3510466 30835 | 3509312 30168 | 3495288 28916 | 349245]

Tab. 5 - plochy izomérrozpuSénych v FisluSném roztoku

Cas [hod] 0 2 4 18
Roztokity [%] | Z E Z E Z E Z E
MeOH-voda | 100 | 100 | 153,70 96,60 19516 94,43 310,038 87,30
MeOH 100 | 100 | 134,12 98,56 162,49 98,08 23801 95,01
ACN-voda 100 | 100 | 133,46 99,36 162,53 98,64 283,84 95,86
ACN 100 | 100 | 98,23| 99,97 96,11 99,37 92,16 99|49

Tab. 6 - porér ploch analytu k plochAmaase 0 hodin [%]
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Obr. 13 — pechod (E)-HPP-INH v (2)-izomer v roztoku methangbda
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Obr. 14 — pechod (E)-HPP-INH v (Z)-izomer v acetonitrilu

Nejmérg prechazi (E)-izomer HPP-INH v (Z)-izomer v acetohitri nejvice

prechazi ve sisi methanol : voda (50:50). To je dobré vzit v avaho dalSi analyzy.
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5.2.2. Stabilita ve vodnych roztocich - PBS

Stabilita byla vyjatiena jako Ubytek plochy (koncentrace) HPP-INEhse.

Namerené hodnoty a vysledky:

Lazen 37 °C, 1 ml PBS

Analyt Cas[hod] 0 4 24 48
(Z)-HPP-INH (plocha) 28116 34858 21786 11755
(E)-HPP-INH (plocha) 144820 119687 56155 32247
HPP (plocha) 1375 16919 59663 80719
(E) pomer K to [%] 100 82,65 38,78 22,27
HPP-INH pongr k t[%] 100 89,37 45,09 25,44
Tab. 7 — stabilita HPP-INH v PBSif87 °C
0,5ml PBS + 0,5 ml 0,1 M HClI
Analyt Cas[hod] 0 1
(2)-HPP-INH (plocha) 12424 0
(E)-HPP-INH (plocha) 135901 0
HPP (plocha) 58389 157302
(E) ponér k to[%] 100 0
HPP-INH porgr k t,[%] 100 0
Tab. 8 — stabilita HPP-INH v roztoku HCI
0,5 ml PBS + 0,5 ml 0,1M NaOH
Analyt Cas[hod] 0 1
(2)-HPP-INH (plocha) 4926 6046
(E)-HPP-INH (plocha) 175213 152205
HPP (plocha) 0 12885
(E) ponir k to[%] 100 86,87
HPP-INH pondr k to[%] 100 87,85

Tab. 9 — stabilita HPP-INH v roztoku NaOH
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uv porovnavaci
Analyt Cas[hod]| O 1 4 24 0 1 4 24
gl)(;':ﬁa?"'\'“ 26193| 33607| 31526 20083 30395 21057 37596 31309
EEI)O E'hZF)’"NH 122082| 108255 96812 | 55153| | 142317155393 129710 88066
HPP (plocha) 1056 | 2669 | 6575| 20828| 1014 2239 5047 33116
(E) porér kto[%] | 100 | 88,67| 7930 4518| 100 109,19 9114 61/88
EZT{;/IOI]\IH Pomr | 109 | 9567| 8656 5074| 100 | 102,16 9687 6912
[Lj/l’] fporovnavact | g5 o5 | g9 40| 76,71 63,02

Tab. 10 — stabilita HPP-INHppasobeni UV zéeni

Stabilita HPP-INH v PBS p i 37 C

120

S
) 100 4
>
2 80 -
i)
S 60 |
>
S 40 -
o
> 20
>0
g 0 T T T T T
o
0 10 20 30 40 50 60
€as [hod]

Graf 1 — stabilita HPP-INH v PBSiB87 °C
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Obr. 15 — chromatogram, stabilita v PB$%3¥ °C,¢asy 0, 4, 24 hodin

V PBS o teplat 37 °C Zistalo po 24 hodinach expozice 45 % nerozloZeh§.|&te
zkumavce vystavené UV i&ni se po 24 hodinach, vztaZzeno k porovnavacimukuzo
nerozlozilo 63 %. HPP-INH je labi#si v kyselém prosedi (Ehem jedné hodiny se
kompletrg rozlozil) nez v zasaditém roztoku, kde po 1 hedibylo 88 % latky.

Z vysledki vyplyva, Zze HPP-INH je velmi citlivy k rozkladu kyselém prosedi.

V alkalickém prostdi dochazi k pomalejSimu rozkladu latky. V predt PBS je latka
nejstabilrgjsi.
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5.3. Uprava chromatografickych podminek pro hodnoce ni
HPP-INH v plazm é, vyvoj metody extrakce pomoci
precipita éni deproteinace a jeji vyuziti ve studii stability
v plazm é

5.3.1. Uprava chromatografickych podminek pro analgu HPP-INH

v plazmé

Jako optimalni mobilni faze pro analyzu HPP-INHazmy byla vyhodnocena tato:
fosfatovy pufr (0,01 mol/l vodny roztok NaPFlO, - 2 H,0) s 2 mmol/l EDTA, pH 6 bylo
upraveno 0,1 mol/l roztokem NaOH : acetonitril, 89:(v/v), phtok 1,1 ml/min. Tato

metoda poskytla rychlou analyzu a separované analyt

5.3.2. Extrakce z plazmy

Pro Upravu vzorku byla vybrana precigité deproteinace. Vhodnynidlem je
acetonitril (0,4 ml acetonitrilu k 0,2 ml plazmyyprotoze je vam HPP-INH
nejstabilrgjsi.

Za pouZiti precipiteni deproteinace acetonitriiem bylo dosazeno nagtddh
vytéZnosti:

Namerené hodnoty a vysledky:

Plocha (2) | Plocha (E) Plocha .
Analyt Vytéznost Pramer
HPP-INH HPP-INH celkem
HPP-INH vz1 26092 381272 407364 72,43 %
HPP-INH vz2 23786 347532 371318 66,02% | 67,36 %
HPP-INH vz3 23441 334446 357887 63,63 %
HPP-INH std 12847 549566 562413 100% |  ----

Tab. 11 — vy#Znost extrakce HPP-INH z plazmy
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Analyt Plocha Vytéznost [%] Pramer
SIH vz1 381775 59,41
SIH vz2 400470 62,32 66,18 %
SIH vz3 493625 76,81
SIH std 642631 100 | = -
Tab.12 — vygZnost extrakce SIH z plazmy

Analyt Plocha Vytéznost [%] Pramer
HPP 1 28369 89,12
HPP 2 26749 84,03 79,79 %
HPP 3 21082 66,22
HPP std 31832 100 | @ -

Tab. 13 — vy#Znost extrakce HPP z plazmy

VytéZznost HPP-INH extrahovaného z plazmy byla 67,365%l dosahl vy&zZnosti
66,18 % a HPP #&hvytéZnost 79,79 %.

5.3.3. Linearita metody pro hodnoceni stability HPANH v plazmé

Linearita metody byla prokadzana v rozmezi 10-1080 ProtoZe se latka vyskytuje

ve fornme dvou izomei, byly plochy jejich pil se&teny.

Namerené hodnoty a vysledky:

Analyt konc. | 10puMm 20 uM 35 uM 70 uM 100 uM
HPP-INH (plocha) 54450 104056 190388 365537 508591
SIH i.s. (plocha) 433715 423490 404364 390726 43819
HPP-INH/SIH

0,1256 0,2458 0,4710 0,9354 1,188
(pomer ploch)
HPP-INH/SIH

10,57 20,69 39,65 78,75 100
(pomer ploch, [%)])
HPP-INH/ 100uM

10,71 20,46 37,43 71,87 100
(pomer ploch, [%)])

Tab.14 — linearita metody analyzy HPP-INH v pl&zm
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Linearita metody analyzy HPP-INH v plazm &
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R® = 0,9945

1,2 A 73
I
n
= 1
z .
& 08
T
<
S 0,6 -
=
e 04 -
(o}
o

0,2 -

O T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
koncentrace HPP-INH [ pM]

Graf 2 - linearita metody analyzy HPP-INH v plazm
ZAavislost pordru ploch HPP-INH/SIH na koncentraci HPP-INH.

Linearita metody pro hodnoceni stability HPP-INIglazn® je dana rovnici:
y = 0,0122x + 0,0075. Koeficient linearity R 0,9945.

5.3.4. Stabilita v plazné

Hodnoceni stabilty HPP-INH v plazmprobihalo za fyziologicky relevantnich
podminek. Nargrené hodnoty ploch HPP-INH (Z + E izomer) byly #ehy plochou

vnitiniho standardu SIH. Dale byly wlény hodnotou podilu ¥ase 0 hodin aipvedeny
na procenta.
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Nanmgtrené vysledky:

Analyt cas| Omin | 20 min | 60 min| 120 min| 240 min | 420 min | 600 min

HPP-INH/SIH1 100 70,28 | 60,90 36,12 15,31 6,92 3,50
HPP-INH/SIH 2| 100 | 72,76 | 59,57 37,68 16,85 6,87 4,18
HPP-INH/SIH 3| 100 | 82,01| 5543| 41,97 17,97 6,49 3,62

HPP-INH/SIH4| 100 | 73,90| 62,86 41,55 17,59 11,17 3,517

Priimér 100 | 74,74| 59,69 39,33 16,93 7,86 3,78

Tab. 15 — porr ploch HPP-INH a standardu SIH vztaZzensalsu 0 hodin [%0]

Stabilita HPP-INH v plazm &

120
100

80 \
60

Pom ér ploch HPP-INH a SIH
vztazeny k t0 [%0]
N
o

0 100 200 300 400 500 600 700

€as [min]

Graf 3 — stabilita HPP-INH v plazn

Po 1 hodig vplazng¢ zbylo 59,69 % HPP-INH, po 4 hodinachistalo
nerozloZzenych 16,93 %. HPP-INH tedy projevil vyS&ibilitu v plaznd nez SIH, ktery

ma polaas rozkladu fiblizné pal hodiny.
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Obr. 16 - chromatogram, stabilita v plagrmasy 0, 60, 240 a 600 minut
Retergni casy: (Z2)-HPP-INH: 3,13 min

SIH 4,03 min

(E)-HPP-INH: 6,46 min
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Obr. 17 - chromatograniglo plazmy
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6. ZAVER
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V diplomové praci byly vyvijeny chromatografické gminky pro HPLC analyzu
HPP-INH. Analyza byla prov@&mha na kolod Merck 250x4 mm I. D. s naplni
LiChrospher® 100, RP-18e {bn) s gedkolonou Purospher® 100, RP-18a.(B).

Pro hodnocendistoty byly vyvinuty isokraticka a gradientova meto Mobilni faze
isokratické metody: fosfatovy pufr (0,01 mol/l vgdroztok NaHPQO, - 2 H,0) s 2 mmol/I
EDTA, pH 6 bylo upraveno 0,1 mol/l roztokem NaOhhethanol, 33:67 (v/v), gtok 1,0
ml/min.

Mobilni faze gradientové metody: fosfatovy pufr QD, mol/l vodny roztok
NaHPQ, - 2 H,0) s 2 mmol/l EDTA, pH 6 bylo upraveno 0,1 mol/lztokem NaOH :
methanol (A:B), 0:00 — 10:00 min B 35 — 70 % (v/jtok 1,0 ml/min.

UV detekce byla nastavena na 252 a 288 nm.

Dale bylo studovano chovani ve vodnych roztociEh.a (Z) izomery byly nejmén
stabilni ve srési methanol : voda a nejvice stabilni v acetonitife fosfatovém pufru o
teplog 37 °C zbylo po 24 hodinach 45 % HPP-INH. V kysel@nostedi je latka
mnohem labilgjSi neZ v zasaditém. UV &ni téZ pispiva k rozkladu HPP-INH, oproti
referetnimu vzorku se po 24 hodinach nerozlozZilo 63 %.

Pro analyzu HPP-INH v plazimbyla vyvinuta mobilni faze: fosfatovy pufr (0,01
mol/l vodny roztok NakPQ, - 2 H,0) s 2 mmol/l EDTA, pH 6 bylo upraveno 0,1 mol/l
roztokem NaOH : acetonitril, 59:41 (v/v),ipok 1,1 ml/min. Jako metoda Upravy vzorku
pied HPLC analyzou byl vyvinut postup precigiadeproteinace. K 0,2 ml plazmy bylo
piidano 0,4 ml acetonitrilu. Po prepani a odsedkni byl precipitat pipraven k analyze.
Pri extrakci z plazmy byla dosazena &&most 67 % pro HPP-INH, 66 % pro SIH a HPP
mel vytéznost 80 %. Metoda extrakce z plazmy byla pouZzita ldnoceni stability
v plazne. HPP-INH je stabilgjSi neZz matiska latka - SIH, po 1 hodirzbylo v plazrg
60 %, po 4 hodinach 17 %.
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7. ABSTRAKT
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Vysokoltinnd kapalinovd chromatografie (HPLC) fiatv sowasnosti mezi
nejmodergjSi a nejpouziva¥)Si analytické sepatai metody.

Biokompatibilni chelatory Zeleza jsou v terapii pomény gedevSim pro kbu
pietizeni organismu Zelezem. Nicrdgrve s¥tle novych informaci o fyziologické a
patofyziologické roli Zeleza v organismu doSlo kagnému roz&éni jejich potenciélu i
do oblasti dalSich chorob. Bylo prokdzano, Ze wykaznag. antioxid&ni,
kardioprotektivni a cytostatick&imky.

Tyto &inky prokazuje i biokompatibilni cheladtor Zeleza ligdaldehyd
isonikotinoyl hydrazon. Jeho vyuZziti vSakéztje kratky pol@as rozkladu v plazén
V dnedni dob se od jeho struktury odvozuji derivaty, u kterysd fedpoklada #tSi
stabilita. Jednim z nich je 2‘-hydroxypropiofenaomikotinoyl hydrazon (HPP-INH).

Cilem této prace bylo vyvinuti optimalnich chrongriafickych podminek HPLC
analyzy HPP-INH a metody Upravy vzorku precipifa@ stanoveni analytu v plazm

Analyza byla provaha na kolos Merck 250x4 mm |. D. s naplni LiChrospher®
100, RP-18e (m) s gedkolonou Purospher® 100, RP-18eau(b).

Pro hodnocenéistoty byla pouZzita mobilni faze: s fosfatovy pufr (0,01 mol/l
vodny roztok NakHPQ, - 2 H,0) s2 mmol/l EDTA, pH 6 bylo upraveno 0,1 mol/l
roztokem NaOH : methanol (A:B), 0:00 — 10:00 min3B — 70 % (v/v), pitok 1,0
ml/min. UV detekce byla nastavena na 252 a 288 nm.

Pro analyzu HPP-INH v plazirbyla pouzivana mobilni faze: fosfatovy pufr (0,01
mol/l vodny roztok NakPQ, - 2 H,0) s 2 mmol/l EDTA, pH 6 bylo upraveno 0,1 mol/l
roztokem NaOH : acetonitril, 59:41 (v/v),ipok 1,1 ml/min. Jako metoda Upravy vzorku
byla pouzita precipitani deproteinace acetonitrilem. Byly dosazeny tytgéinosti:
HPP-INH 67 %, SIH 66 %, HPP 80 %i Btudii stability bylo zjis&¢no, Ze HPP-INH je
stabilrgjSi nez SIH, po 1 hodého zbylo v plazré 60 %. V sodasnosti probiha testovani

antioxida&nich a kardioprotektivnich¢inka HPP-INH na zavedenydh vitro modelech.
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Nowadays, high performance liquid chromatograph¥l(8) belongs among the
most modern and most frequently used analyticars¢pn technigues.

Biocompatible iron chelators are mainly used fog theatment of iron overload.
Nevertheless, in the light of new information abgtisiological and patophysiological
role of iron in organism, their potential use waglemed into other diseases. Iron
chelators were proved to have antioxidative, cgmditective and cytostatic effects.

Salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone is a biopatible iron chelator, which
also shows these activities. However, its short Iifalin plasma makes its use difficult.
Nowadays, novel derivates of SIH were preparedniprove its stability in plasma.
2'-hydroxypropiophenone isonicotinoyl hydrazone gH4MH) is one of newly prepared

SIH derivates.

The aim of this study was to develop optimal chatographic conditions for
HPLC analysis of HPP-INH and to develop sample rpegtnent method using
precipitation for its analysis in plasma.

The analysis was carried out on a Merck 250x4 miango 1.D. LiChrospher® 100,
RP-18e (um) protected with Purospher® 100, RP-18euth guard column.

The following mobile phase gradient condition waseloped for HPP-INH purity
evaluation: phosphate buffer (0,01 mol/l N&a, - 2 H,0 water solution) with 2 mmol/I
EDTA, pH 6 was adjusted by 0,1 mol/l NaOH watemusoh : methanol (A:B), 0:00 —
10:00 min B 35 — 70 % (v/v), flow 1,0 ml/min. UV tetion was set to 252 a 288 nm.

Following mobile phase isocratic condition was ukadhe analysis of HPP-INH in
plasma: phosphate buffer (0,01 mol/l N&€a, - 2 H,0 water solution) with 2 mmol/I
EDTA, pH 6 was adjusted by 0,1 mol/l NaOH wateluson : acetonitrile, 59:41 (v/v),
flow 1,1 ml/min. Precipitation using acetonitrile a&s developed as the sample
pretreatment method. These extraction recoverigg &ehieved: HPP-INH 67 %, SIH
66 %, HPP 80 %. The stability experiment reveated HPP-INH is much more stable in
plasma than SIH, since 60 % of the initial amoualyed undegradated after 1 hour of
exposition. Nowadays, antioxidative and cardiopetive effects of HPP-INH are tested

at standardizeth vitro models.
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