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SOUHRN

Predkladand diplomova prace se vénuje separaci piedlozenych pH senzitivnich
konjugatd  antituberkulotika isoniazidu s blokovym kopolymerem  a-methoxy-
poly(ethylenglykol)-bpoly(L-lysinem).

V literarni resersi popisuje vyznam isoniazidu a jeho stanoveni v riznych materialech
a dale vyznam poly(ethylenglykolu).

Dale byla navrzena a optimalizovéna separace konjugati vysokouc¢innou kapalinovou

chromatografii a stanovena jejich stabilita pfi riznych pH.

Klic¢ova slova

Isoniazid, poly(ethylenglykol), kopolymer poly(ethylenglykol)-bpoly(L-lysinem), HPLC
SUMMARY

This diploma thesis deals with the separation submitted pH-sensitive conjugates
antituberculotics isoniazid with a block copolymer a-methoxy-poly (ethylene glycol)-b-poly
(L-lysine).

The first part describes the importance of isoniazid and it‘s determination in various

materials and the importance of poly(ethylene glycol).

Was also designed and optimized separation conjugates HPLC and determined their

stability at various pHs.
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1. Uvod

Izoniazid, znamy také jako isonikotinylhydrazin, se pouziva jako velmi vyznamné

1é¢ivo k 1é¢be a prevenci tuberkulozy. Aby bylo 1é¢ivo co mozna nejucinngjsi, je nutné ho

v¢as dopravit do mista u¢inku a zamezit jeho pied¢asné degradaci v organismu.

To je zabezpeCeno navazanim isoniazidu na vhodny nosi¢, ktery neni toxicky a
zarovenn  organismem snadno odbouratelny. VSechny tyto podminky spliuje
poly(ethylenglykol). Ten se mize vyskytovat v riznych strukturnich formach, které zajisti

potiebné farmakokinetické vlastnosti proléciva.

Isoniazid je spojen s poly(ethylenglykolem) uhlikovou spojkou. Toto spojeni zajisti
transport a distribuci proléciva na konkrétni misto po urcitou dobu. Samotné prolécivo je

vyvazano postupné, a to v zavislosti na pH prosttedi, v némz se nachézi.



2 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo provést literarni reSerSi vyznamu antibiotickych latek
se zaméfenim na isoniazid a jeho moznostmi stanoveni z biologického materialu 1 tablety.
Druha ¢ast reSerSe se se méla zabyvat cilenymi konjugaty poly(ethylenglykolu)

s antibakterialnimi u¢innymi léCivy.

Dale bylo ukolem  optimalizovat metodu  separace  syntetizovaného
poly(ethylenglykolu) s navazanym isoniazidem a sledovat jeho stabilitu ve vodnych roztocich

S ruznym pH.



3. Teoreticka c¢ast

3.1 Antibakterialni latky

Antibakteridlni latky neboli antibiotika jsou latky, které zastavuji rist bakterii, ¢i

jinych mikroorganismii, chlamydii, mykoplazmat, nebo je piimo nic¢i. Piivodné tyto latky byly

produkovany plisnémi, ale dnes jsou vétSinou syntetizovany. DéEli se na skupiny podle

chemického slozeni a uc¢inku na bakterie (Vokurka a spol., 2005).

Jestlize farmakon inhibuje dal$i mnoZeni ptivodce, hovoii se o bakteriostatickém

ucinku.Usmrcuje-li pivodce, jde o ucinek baktericidni. Latky, které ovliviiuji bunéénou sténu

nebo bunétnou membranu, ucinkuji baktericidné. Naproti tomu antibiotika, ktera narusuji

proteosyntézu, zpravidla pisobi bakteriostaticky (Liillmann H. a Mohr K, 2009).

3.1.1 Mechanizmy uéinku antibakterialnich latek

Podle ovliviiovanych cilovych struktur a podle mechanismu u¢inku lze chemoterapeutika a

antibiotika rozd¢lit do raznych skupin.

a)

b)

d)

Inhibice syntézy bunétné stény, kterd podminuje baktericidni t€inek.
Napt. B-laktamova antibiotika.
Porucha cytoplazmatické membrany patogenni buniky.
Lécivo se navaze na steroly v membrané bakterie a méni tak jeji povrchové napéti.
Tim zplsobi 1yzu bakterie. Napt. Amfotericin B.
Inhibice tvorby bilkovin v ribozomu.
Inhibice nastava prostiednictvim vazby na 30S podjednotku ribozomu (tetracykliny)
nebo na 50S podjednotky (Chloramfenikol).
Inhibice tvorby nukleovych kyselin pfi replikaci DNA nebo transkripci.
Inhibice enzymut dtlezitych v replikanich nebo transkripénich procesech. Napi.
inhibice gyrazy chinonovymi antibiotiky.
Inhibice biotransformacnich d&ji nezbytnych pro Zivot mikrobidlni bunky

(Martinkova J., 2007).

3.1.2 Farmakokinetika

Po podéani farmaka ucCinek latky v urcitém casovém prib&hu nastupuje a pozdéji

odezniva. Tento pribéh muze, ale nemusi byt podminén koncentraci farmaka v organismu.
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Casovy prabéh G¢inku latky mohou uréovat 3 klinické procesy: farmakokinetika, receptorova

kinetika a kinetika transdukce signalu.

Farmakokinetika je pojem, ktery shrnuje pochody probihajici bezprostiedné po podani
1é¢iva a ktery uréuje zmény jeho koncentrace v biofazi. Jako biofazi oznacujeme prostor, ze
kterého mohou farmaka pfimo reagovat se svymi vazebnymi misty, napf.: extraceluldrni
slozka prostoru (suxamentonium) nebo v cytosolu mikroorganizmu (trimetoprim).

Farmakokinetika se tedy zabyva zménami koncentrace farmaka v pribe&hu Casu.

Receptorova kinetika shrnuje zavislosti interakce farmaka ptlisobiciho z biofaze na
vazebna mista. V zavislosti na tom, 0 jaky typ vazebnych mist jde, se urCuje rychlost reakce
interakce farmaka. Jedna se bud’ o specificka vazebna mista — receptory, anebo napt. o mista

nespecifické adsorpce.

Po navazani farmaka na specifickd nebo nespecifickd vazebnd mista nastupuji
pochody pfeménujici tento impulz na biologicky efekt: transdukéni kinetika. Transdukce
muze probéhnout rychle a zdanlivé neprodlené, Casto vSak vyzaduje celou fadu dilcich

pochodl a mize ptredstavovat velmi pomaly déj (Liillmann H., Mohr K., 2009).

3.1.3. Monitorovani hladiny antibakteridlnich latek

Monitorovani  plazmatické koncentrace né&kterych antibiotik je nezbytné
pro individudlni antimikrobidlni terapii u zvlastnich populaci pacientti. Takovou populaci
mohou byt naptiklad pacienti po bariatrickych operacich (Colin P a De Bock L., 2013).

DalSimi ptipady, které vyZaduji individudlni terapii a jeji monitorovani jsou pacienti s AIDS.

Stanoveni hladiny antibiotik ma své uplatnéni i ve veterindrnim lékafstvi, potravinové
analyze nebo v ekotoxikologii. Antibakterialni latky totiz mohou byt souéasti potravinového
fetézce nékterych zvifat nebo se mohou objevovat ve vzorcich ze Zivotniho prostiedi. Kromé
toho mohou byt dale metabolizovany a vysledné produkty mohou byt nebezpecné, jak pro
zivotni prostiedi, tak pro ¢lovéka (Moreno-Bondi M. C. a Marayuela M.D., 2009).

3.1.4 Léciva proti tuberkuléze

Vyznam onemocnéni tuberkulézou v poslednich letech stale vzrista. Tuberkuloza
postihuje piedevS§im pacienty, ktefi jsou nuceni zit ve velmi Spatnych Zivotnich podminkach.

Navic je terapie komplikovana vzrlstajici rezistenci tuberkuldznich bakterii vii¢i rutinnim
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antibiotikim. Uspé&$na terapie je dlouhodoba a predpokladd kazdodenni uZivani 1éka.

Vyzaduje také kvalitni medicinskou infrastrukturu, kterd v mnoha oblastech svéta chybi.

Ve vétsiné onemocnéni tuberkuldzou je 1éceni kombinovanou chemoterapii GispéSné.
V prvnich mésicich onemocnéni se terapie mnohonasobné kombinuje. Podavaji se: isoniazid,
rifampicin, pyrazinamid. Navic téz streptomycin nebo etambutol (Liillmann H., Mohr K.,
2009).
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3.2 Isoniazid

Isoniazid, chemickym ndzvem isonikotinylhydrazid, je povazovan za zékladni a
dalezitou soucast 1écby tuberkuldzy. Jedna se o baktericidni antibakteridlni latku, ktera je
ucinna proti Mycobaterium tuberculosis, Mycobacterium bovis a Mycobacterim kansasii, ale

vétsina dalSich atypickych mykobakterii neni isoniazidem inhibovana.

Isoniazid se pouziva k 1é¢bé tuberkuldzy, lepry a dalSich infek¢nich onemocnéni,

zvlasteé téch, které vyplyvaji z AIDS (Sabitha, P. a spol., 2010).

3.2.1 Piiprava

Isoniazid lze syntetizovat mnoha riznymi zptsoby. Nejbéznéjsi a zaroven s nejvyssim
vytéZzkem je jednokrokova syntéza isoniazidu konverzi z hydrazinu (Obrazek 3.1). Vytéznost
této reakce je vyssi nez 95 % (w/w) a Cistota produktu je vice nez 99 % (Subhash Ch. R. a
spol., 2004)

N
H2N_NH2

Y

N
X | X
= =

—
o) NH, HN

|
NH,

4
o

Obrazek 3.1: Syntéza isoniazidu

Zdroj: http://www.rxmed.com/b.main/b2.pharmaceutical/b2.1.monographs/CPS%20Monogr
aphs/CPS-%20(General%20Monographs-%201)/ISONIAZID.html

3.2.2 Mechanismus udinku isoniazidu

Na proliferujici bakterie pisobi isoniazid baktericidné. Lehce prostupuje do bunck
Mycobacterium tuberculosis, kde se oxiduje na kyselinu isonikotinovu za ucasti enzymu
katalazy a peroxidazy, obsazenych v cytoplazmé bakterie. Kyselina isonikotinova pro svij
negativni naboj velmi obtizné opousti bunku, a proto se vni kumuluje. Pravdépodobné
zasahuje do metabolizmu bakterie tim, Ze kompetuje s zivotn¢ dualezitou kyselinu
nikotinovou, ktera je obsazena jako nikotinamid v NAD. To miize vysvétlovat inhibici
riznych pochodu latkové pfemény v bunice napi. syntézu kyseliny mykolové, ktera je

specifickou souc¢asti bunééné stény mykobakterii (Liillmann H., Mohr K., 2009).
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3.2.3 Farmakokinetika isoniazidu

Isoniazid je snadno, rychle a téméf Gplné vstiebavan. Maximalni koncentrace 1éCiva
v krvi je dosazena za 1 az 2 hodiny po peroralnim podani. Biologickd dostupnost je snizena
antacidy a jinymi latkami pfitomnymi v potraveé, proto je podavan nalacno. LéCivo se
rovnomérné¢ rozdéluje do vSech télnich tekutin, tkdni, organti a vyméskl vcetné
mozkomisniho moku, slin, sputa a vykald. Lécivo také prostupuje placentou a koncentrace
isoniazidu v matefském mléce je srovnatelna s koncentracemi v jinych télnich tekutinach.

Isoniazid je v mén¢ jak 10% vazan na plazmatické bilkoviny.

Isoniazid je metabolizovan v jatrech a to pfedev§im acetylaci N-acetyltransferazou
na acetylisoniazid. Mira acetylace je stanovena geneticky. Acetylisoniazid je dale
hydrolyzovan na isonikotinovou Kkyselinu a acetylhydrazin. Oba tyto metabolity jsou
vylu¢ovany moci, pficemz 75% az 95% podané latky se vylouc¢i do 24 hodin. Malé mnoZstvi

je také vylouceno slinami, hlenem a vykaly (internet 1.)

o)
I
o) NH _R o) NH o) NH _C
NN N NH, X" NH CH,
| Acethylisoniazid
NG pZ 7
N N
Hydrazon Isoniazid l \
o§ OH
I I
HyC—C—NH—NH—C—CH; =—— H3C—|C|:—NH—NH2 + X
§ »
N
Diacethylhydrazin Acethylhydrazin Kyselina isonikotinova
Acylacni &inidlo Glycinovy
HEPATOTOXICITA <—— Y konjukat

Obrazek 3.2. Metabolismus isoniazidu
R = a-ketoglutarat nebo pyruvat

Zdroj: http://www.inchem.org/documents/pims/pharm/pim288.htm#SectionTit
le:6.4 Metabolism



3.2.4 Stanoveni isoniazidu

Vzhledem k tomu, ze dlouhodobé podavani isoniazidu zplsobuje zavazné nezadouci
ucinky, potfeba stanoveni nizkych koncentraci z biologického materialu roste. Terapeuticka
koncentrace isoniazidu v séru nebo plazmé by se méla pohybovat od 3 do 5 mg1™ po 2 az 3
hodindch po perordlnim podani. Nicméné bylo zjiSténo, ze vétSina pacientl, trpicich
tuberkul6zou nereaguje na terapii v diisledku nizké sérové hladiny isoniazidu (<1,00 mg1™).
Tyto pacienty je tieba sledovat a jejich terapii v¢as upravovat specifickymi déavkami, aby
nedoslo k recidivé onemocnéni, ¢i rezistenci bakterii na antibiotikum. V disledku toho je
zapotiebi isoniazid stanovovat rychlou, jednoduchou a levnou metodou (Tsai I., Hsiang-

Yin L., 2011).

Isoniazid lze stanovovat v Krvi, v séru, v plazm¢, v mozkomi$nim moku a v moci.
Isoniazid lze stanovovat i Vv matetském mléce. Nejb&znéjsi metodou stanoveni je

vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV detekei.

Podminky separace se 1i8i podle charakteru vzorku. Vzorek mize byt pied samotnou
separaci upravovan, napt. vhodnou extrakci nebo centrifugaci. Volba kolony, priitoku a

mobilni faze je opét zavisla na povaze vzorku a jeho mnozstvi (Lunn G, 2000)

3.2.4.1 Stanoveni isoniazidu kapilarni elektroforézou

Velmi G¢inné stanoveni isoniazidu z lidského séra je mozno provést kapilarni
elektroforézou. Toto stanoveni je i velmi rychlé (uvadi se 2,5 minuty) a je zapotiebi jen malé
mnozstvi vzorku. Nejcitlivejsi detekce je laserem indukovana fluorescence. Separace se
provadi ve fosfatovém pufru (4,00 mmol-I* 0 pH 8,5) obsahujici luminal (0,080 nmol1™") a

Ize stanovit vzorek o koncenraci v nmol-1™.

Tato metoda byla navrzena pro zjisténi stopovych mnozstvi isoniazidu v lidském séru.
Vzhledem k vysokym néakladim laserem indukované detekce se pouziva UV detektor. Ten

vSak ma nizkou citlivost vzhledem k malému mnozstvi vzorku (Liu, Y., a spol, 2011).
3.2.4.2 Stanoveni isoniazidu metodou hydrofilni interakéni kapalinové chromatografie

Pro stanoveni isoniazidu a acetylisoniazidu v lidské plazmé byla vyvinuta a
validovana metoda hydrofilni interakcni kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni
spektrometrii. Tato metoda je jednoducha a rychla, coz je vyhodné vzhledem Kk nizké stabilité

isoniazidu v lidské plazmé.
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Piiprava vzorku je snadna. Bilkoviny zplazmy byly odstranény precipitaci
acetonitrilem a naslednou centrifugaci (10 minut, 12000 g). Horni organicka vrstva byla
odebrana a odpafena a supernantant byl rekonstituovan se 100 ml acetonitrilu. Vytéznost

tohoto kroku je vétsi nez 70% jak pro isoniazid, tak pro acetylisoniazid (Obrazek 3.3).

Tabulka 3.1: VytéZnosti separa¢niho kroku pro isoniazid a acetylisoniazid (n=5)

Légivo Koncentr:il]ce [ng-ml Uéinno(s(‘)t/o c;xtrakce CV (%)

10 73,58 % 7,20 %

isoniazid 500 84,91 % 4,73 %
4000 83,81 % 3,62 %

10 70,12 % 6,22 %

acetylisoniazid 500 74,75 % 7,26 %
4000 80,03 % 6,47 %

vnitini standard 200 80,71 % 8,59 %

Takto piipraveny vzorek byl davkovan piimo na kolonu (silikagel). Jako mobilni faze
byla pouzita voda s obsahem 0,05 % kyseliny mravenéi (0,9 %)a acetonitril (91 %) pritokova
rychlost byla 0,28 ml za minutu a reten¢ni ¢as 7 minut. Detekce byla provedena na API 4000
MS QtrapMS/MS systému vybavenym elektrosprejem. Linearita metody byla zajisténa

v rozsahu koncentraci od 5 do 50 ng'1"}, smérodatna odchylka byla mensi neZ 15%.

Cilem této prace bylo stanoveni koncentrace isoniazidu a acetylisoniazidu v zavislosti
na case, po jednorazovém perordlnim podani 100 mg isoniazidu 24 zdravym dobrovolnikiim
s homozygotnimi, heterozygotnimi a mutovanymi alelami NAT2*4, a sledovanim

farmakokinetiky u té€chto genovych skupin (Obrazek 3.3)( Cao, X.a spol., 2012).
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Obrazek 3.3: Primérna plazmaticka koncentrace isoniazidu po jednorazovém
peroralnim podani 100mg(w/w group — homozygot, w/m group — heterozygot, m/m
group — mutace obou alel.)

Zdroj: http://web.b.ebscohost.com/ehost/pdfviewer/pdfviewer?vid=10&sid=9bbbc49d-4360-
4e39-9eff-288441b7c36b%40sessionmgr198&hid=127
3.2.4.3 Stanoveni isoniazidu metodou lokalizované plazmonové rezonance

zprostiedkované zlatymi nanocasticemi

Povrchova plazmonova rezonance (LSPR) je dg&j, pti kterém dochazi ke zméné
rezonan¢niho thlu odrazu monochromatického zafeni od povrchu zlata, stéibra a dalSich
prvki, resp. ke zméné rezonancni frekvence (vlinoctu) ptfi fixnim uhlu odrazu. Tento jev je
dusledkem vzniku rezonance mezi zafenim a povrchovymi elektrony kovu (vznik tzv.
povrchovych plazmonti na rozhrani kov/dielektrikum). Meéfeni se nejCastéji provadi
sledovanim zavislosti intenzity odrazeného monochromatického zareni na thlu odrazu nebo
sledovanim zavislosti intenzity odrazen¢ho polychromatického zafeni v konstantnim uhlu

Vv zavislosti na vinové délce (resp. vinoctu) (internet 2).

Specialnim ptipadem povrchovych plazmont jsou lokalizované povrchové plazmony.
Jsou to vlastné excitace vodivostnich elektroni v kovovych nanostrukturach kone¢nych
rozmérl sprazené s elektromagnetickym polem. Proto jim fikdme, lokalizované, nebot’ pohyb

elektront je omezen velikosti a tvarem nanocastic (Maier S. A., 2007).

Nanocastice (nanomaterialy s primérem mensim nez 100 nm) maji jedine¢né optické,

magnetické, elektrocemické a katalytické ucinky. Mezi nimi jsou nejvice studovany
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nanocastice zlata pro jejich jedine¢né optické vlastnosti, které jsou znadmé jako povrchova

plazmova resonance.

Pokud jsou nanocastice zlata rozptyleny v kapalnych roztocich, maji tyto roztoky
specifickou barvu, ktera je ve viditelné oblasti spektra. Tato barva je zavisla na tvaru

a velikosti Castic, jejich slozeni a roztec¢i mezi ¢asticemi.

Pokud jsou zlaté nanocastice vystaveny elektromagnetickému zareni, barva roztoku
méni barvu z ¢ervené na zlutou. Tato zména miize byt sledovana UV/VIS spektrofotometrem
a lze takto detekovat mnozstvi n€kterych chemickych latek. Stanoveni isoniazidu pomoci
LSPR je levné a bezpecné. Tato metoda je vhodnd pro stanoveni koncentrace isoniazidu

V 1é¢ivech.

Isoniazid (1 ml, 0,1 mol-I'"), fosfatovy pufr (pH 8, 0,5 ml), SDS pufr (0,5 ml, 1 g™
aroztok zlata (2 ml, 100 pg:ml™) byly pievedeny do 10 ml odmémné baiiky a doplnény
destilovanou vodou. Do 5 az 6 minut se ¢ast smési pievede do kyvety
pro spektrofotometricky zaznam absorbance (530 nm). UV/VIS spektra, kterda vyplyvaji
z barevnych zmén smési v piitomnosti riznych koncentracich isoniazidu, jsou uvedena

na Obrazku 3.4 (Zargar B a Hatamie A, 2013)

Absorbance

00 40 A0 40 480 500 520 540 560 50 600 620 640 650 680 700
Wavelength (nm)

Obrazek 3.4: UV/VIS absorpéni spektrum zlatych nanoé¢astic v roztoku o riznych
koncentracich isoniazidu (roztok (a) blank, (b) 3 pg- ml ™%, (¢) 5 pg- mI ™ a (d) 8 pg
ml-‘isoniazidu)

Zdroj: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142513000292
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3.24.4. Stanoveni isoniazidu Vv plazmé metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie s obracenymi fazemi

Stanoveni isoniazidu Vv plazm¢ metodou RP - HPLC je jednoducha, citlivd metoda,

vhodna pro farmakokinetické studie.

Separace probihala na kolon¢ s reverzni fazi (C18) se sloZenim mobilni fazi tvoifenou
fosfatovy pufrem (pH 7,4) a methanolev v poméru 98:2. Detekce probihala pii vinové délce

261 nm, reten¢ni Cas isoniazidu byl 5,96 min.

Plazma sriznymi koncentracemi isoniazidu (0,05 — 20 pgml™) byla nejprve
deproteinovana pridanim 50 ul kyseliny trichloroctové (10 %) v acetonitrilu, 5 minut
vortexovana a centrifugovana pii 3000 otackach za minutu po dobu 5 minut. Z plazmy bylo
odebrano 50 pl supernatantu, ktery byl neutralizovan octanem amonnym (0,5 M, pH 8,4) a

nadavkovan piimo na kolonu.

Detekéni limit by uren na zakladé¢ stanoveni koncentrace isoniazidu ve tiech
kalibracnich standardech, které maji reprodukovatelnost s variatnim koeficientem méné nez
18 %. Piesnost metody se pohybovala od 98,40 (+ 1,21) do 99,21 (+ 0,79); (+ relativni
smérodatna odchylka RSD) % (Sabitha, P. a spol., 2010).

Chromatogram
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Obrazek 3.5: Chromatogram plazmy

Zdroj: http://web.b.ebscohost.com/ehost/pdfviewer/pdfviewer?vid=5&sid=0ad728dd-5048-4d42-
907d-7f33291da873%40sessionmgr198&hid=125
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Obrazek 3.6: Chromatogram isoniazidu v plazmé, retenéni ¢as isoniazidu je 5,968 minut

Zdroj: http://web.b.ebscohost.com/ehost/pdfviewer/pdfviewer?vid=5&sid=0ad728dd-5048-4d42-
907d-7t33291da873%40sessionmgr198&hid=125

3.2.4.5 Stanoveni isoniazidu v krysi plazmé vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

Pro stanoveni isoniazidu metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
s UV detekcei byla pouzita chromatografickd kolona C18 (250 x 4,6 mm). Mobilni fazi byl
methanol a octanovy pufr (pH 5,0) v poméru 20:80, prutokova rychlost byla 1 ml za minutu.
Detekce probihala pti 270 nm.

Davky isoniazidu byly stanoveny v zavislosti na linearit¢ farmakokinetickych
parametri u potkand. Na zvife o hmotnosti 200 g tak pfipada davka 1 mg isoniazidu. Vzorky

krve byly deproteinovéany acetonitrilem (0,5 ml) a centrifugovany (10 min, 4000 otacek).

Metoda se ukazala byt linearni vrozmezi koncentraci 0,020 — 10,000 pgml™
isoniazidu. Ziskana kalibra¢ni kiivka mé korela¢ni koeficient R? = 0,9997 (Garbulet D. a
Dorneanu V, 2009).
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Obrazek 3.7: Chromatograficky zaznam standardniho roztoku isoniazidu

Zdroj: http://web.b.ebscohost.com/ehost/pdfviewer/pdfviewer?vid=6&sid=0ad728dd-5048-4d42-
907d-7f33291da873%40sessionmgr198&hid=118
3.2.4.6 Jednoduché a citlivé spektroskopické stanoveni isoniazidu a ritodrin

hydrochloridu v ¢isté formé nebo ve farmaceutickych pripravcich

Ritodrin  hydrochlorid, chemicky znamy jako 1-(4-hydroxyfenyl)-2-[2-(4-
hydroxyfenyl) ethylamino propanol, je silné tokolytické 1é¢ivo, které se podava ke zvraceni

pfedcasného porodu vinou nadmérné aktivity délohy.

Metoda ke stanoveni isoniazidu i ritodrin hydrochloridu je zalozena na diazotaci 4,4 '-
methylenbis(3-nitroanilinu) (0,2%) a nasledné kopula¢ni reakci S isoniazidem nebo ritodrinem
Vv kyselém prostiedi. Pfi tomto stanoveni nebylo zapotiebi Zzddného oxida¢niho cinidla a
barevna zména byla okamzitd. V ptipadé isoniazidu vzniklo fialové zbarveni, ritodrin
hydrochlorid byl zbarven Cervené. Absorbance byla métfena pti 495 nm a 473 nm v tomto
pofadi pro ob¢& latky (Obrazek 9). Pro isoniazid byla stanovena mez detekce 0,3182 pg-ml™,
korelacni koeficient kalibracni kiivky R%=0,9950 a smérodatna odchylka (n=10) 0,32.
Pro ritodrin hydrochlorid byla stanovena mez detekce 0,2032 pg-ml-!, korelaéni koeficient
kalibragni kfivky R? = 0,9999 (n=10) (Krishnamurthy N. a G., Suvardhan K. G, 2005).
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Obrazek 8: Spektroskopické zaznamy isoniazidu (1) a ritodrinu s methylenbis(3-
nitroanilinem), (n = 10)

Zdroj: http://web.b.ebscohost.com/ehost/pdfviewer/pdfviewer?vid=7&sid=0ad728dd-5048-
4d42-907d-7f33291da873%40sessionmgr198&hid=117

3.2.4.7 Soucasné stanoveni rifampicinu, isoniazidu a pyrazinamidu vysokoucinnou
chromatografii na tenké vrstvé

Kombinace rifampicinu, isoniazidu a pyrazinamidu pti 1é¢bé tuberkuldzy je bézna, ale
efektivni metoda pro jejich soucasné stanoveni stale chybi. Sice byla navrZzena metoda RP —
HPLC, ale nutnost pouziti kyseliny fosforeéné (pH 3,0) béhem analyzy vyznamné zkracovala
zivotnost kolony. Vysokou¢inna tenkovrstva chromatografie (HPTLC) je pro toto soucasné

stanoveni 1¢innou alternativou.

Bylo navaZeno 50 mg vSech standardnich latek, které byly ptfevedeny do 50 ml
odmérné banky a rozpustény smési chloroformu a methanolu (v poméru 60:40). Z tohoto
roztoku byly odebrany 2 ml do dal$i 50 ml odmérné banky a opét ziedény smési chloroformu

a methanolu. Timto zpusobem byl ptipraven standardni roztok.

Pripraveny standarni roztok (3 pl) byl nanesen na tenkou vrstvu (Merck 60 F 254
HPTLC sklenéna deska po promyti 0,01 mol-l* dihydrogenfosforetnanu draselného
fosfatového pufru pH 5,0 a suseni pii 100 °C). Desti¢ka byla nasycena po dobu 20 minut, jako
mobilni fize byla pouzita smé&s ethyl-acetatu, amoniaku (6,75 mol-I*), ethylalkoholu a
cyklohexanu (v poméru 20:9:4,5:5). Koncentrace latek byla detekovana denzitometricky s UV
detekci v rozdilnych vinovych délkach: 440 nm pro rifampicin a 275 nm pro isoniazid a

pirazin amid.
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Vzorky 1éCiv byly zpracovany a proméfovany stejné, jako standarni roztok a jejich
koncentrace byla vypocitdna pomoci externiho standardu kvantifikace. Ziskané vysledky byly

porovnany s vysledky potizenymi metodou HPLC.
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Obrazek 3.9: Denzitogram. (1) rifampicilin: (a) 25-desacetyl rifampicin, (b) rifampicin
chinon; (2) isoniazid; (3) pyrazinamid

Zdroj: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0731708596017876.
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Obrazek 3.10: UV/VIS spektrum (1) rifampicilin; (2) isoniazid; (3) pyrazinamid
Zdroj: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0731708596017876
Metodou HPTLC bylo zjisténo mnozstvi rifampicilinu, isoniazidu a pyrazinamidu
V jedné tableté: 122,89 mg (RSD 1,73%), 80,36 mg (RSD 1,58 %) a 252,02 mg (RSD 1,58%).
Vysledky ziskané metodou HPLC pro rifampicilin, isoniazid a pyrazinamid v jedné tableté:
121,80 mg (RSD 1,23%), 80,56 mg (RSD 1,84%) a 251,56 mg (RSD 0,32%). Ob¢ tyto
metody jsou tedy srovnatelné (Argekar A.P., 1996).
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3.2.5. Nezadouci ucinky isoniazidu

Isoniazid se v ramci terapie podava s dal$im antibiotikem — rifampicinem. Tato
kombinace 1€kt je velmi G¢innd, ale zptisobuje poSkozeni nebo selhdni jater. Jakmile se toto
poskozeni projevi, 1é¢ebny rezim musi byt zménén, nebo zrusen, coz muze vést k relapsu
onemocnéni, K rezistenci mykobakterii viici antibiotiku a nasledné ke smrti pacienta (Feng L. a

spol. 2013).

Selhani jater bylo diagnostikovano pii zvyseni sérové hladiny ALP nebo AST, kdy
nameétena koncentrace téchto enzymii az trojnasobné prekrocila fyziologickou mez.

U celkového bilirubinu bylo toto pfekroceni dvojnasobné.

Dalsimi pozorovanymi nezadoucimi u¢inky jsou kozni vyrazka, svédéni, cytopénie,
o¢ni toxicita, celkova slabost a gastrointerstinalni problémy véetné nevolnosti, zvraceni a

anorexie (Kim S.Y. a spol. 2013).

3.3. Polymerni prolécivo

Polymerni prolécivo je forma 1éCivé latky, kterd zlstava neaktivni, dokud neni
dorucena na misto ucinku, kde je aktivovdna pro dané misto specifickymi podminkami
(Khandare, J. a Minko T., 2006), lze jej tedy chapat jako neaktivni prekurzor léCiva.
K uvolnéni vazby mezi polymerem a vlastni 1é€ivou latkou je vyuZito specifickych bunéénych
enzymd, které jsou soucasti béznych metabolickych procesti. Cilem téchto proléciv je
odstranéni nebo potla¢eni nékterych nezadoucich vlastnosti 1é¢iv. Byva to napt. nizka nebo
naopak vysokd rozpustnost v télnich tekutindch a stim spojend nedostate¢nd dostupnost
lé¢iva do mista GCinku. Proléciva fesi 1 dalSi nevhodné vlastnosti jako jsou stabilita, zapach

nebo nepiijemna chut’ (Hampl, F. a spol., 2006).

Mezi nejpouzivanéj$i polymernimi nosice jsou nosice na bazi poly(ethylenglykolu).
Dale také ptirodniho polysacharidu dextranu, syntetickych poly(a-aminokyselin) apod
(Kopecek, J. a Kopeckova, P, 2010).

Princip uvolhovani 1éCivé latky z polymerniho prolé¢iva je zndzornén
na Obrazku 3.11. U¢inna latka navazana v polymernim prolééivu je inaktivni, ale jakmile je

enzematicky uvolnéno, stava se opét aktivnim (Khan, M. O. F. a spol., 2005)
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Obrazek 3.11: Princip uvoliiovani 1é¢ivé latky z polymeru
N — polymerni nosi¢, D — 1é¢iva latka, | - bariéra

Zdroj: http://dspace.upce.cz/bitstream/10195/45800/3/Grusoval_Synteza%20%5BmPEG-b-
PLL%5D-INH_AI_2012.pdf

V soucasnosti jsou nejvice vyuzivany tii modely polymernich proléciv. Proléciva

prvniho typu uvoliuji 1é¢ivou latku pfimo uvnitf buniky. Druhy typ obsahuje ve své truktuie

vice komponent, které spolu za specifickych podminek reaguji a vytvoii 1é¢ivou latku, ktera

je pak uvoliiena. Tteti typ obsahuje tfi slozky: 1é¢ivou latku, polymerni nosic¢ a jednotku, ktera

zacili konjugat na misto u¢inku (Khandare, J. a Minko, T., 2006)

3.4 Polyethylenglykoly
3.4.1. Fyzikalni a chemické vlastnosti

Poly(ethylenglykol) (PEG) je polymer s obecnym vzorcem H(OCH,CH2)nOH, kde
n je ¢islo vétsi nebo rovno 4. Molekulova hmotnost se pohybuje obvykle v rozmezi od 200
do 40 000 g'mol™a je zavisla na n. PEGy o molekulové hmotnosti 200 — 600 g-mol™ jsou &iré
hygroskopické viskozni kapaliny, nad 1000 g-mol * jsou to vosky a od 5000 g-mol™ jde o bily
prasek. Nad 1 000 g-mol ™" vosky a od 5 000 g'mol—1 jsou praskové, ve formé destidek,
vlocek, chipsii nebo i Vv krystalické formé, protoze diky Sroubovicové struktuie dobie
krystalizuji z nékterych rozpoustédel. PEG s molarni hmotnosti nad 20 000 g'mol™” je
obvykle oznacovan jako poly(ethylenoxid) (PEO), poly(oxyethylen) (POE), nebo polyoxiran
(PO). (Budavari, S, 1996, Vokurka, M. a Hugo, J., 2009)

Necastéji  pouzivanymi  linedrnimi  poly(ethylenglykoly)  jsou  bifunk¢ni
poly(ethylenglykol) a monofunkéni a-methoxy-poly(ethylenglykol) (mPEG) (Obrazek 3.12)

Hot ™C"oH HO AP~ T o CHa
n

poly(ethylenglykol) a-methoxy-poly(ethylenglykol)

Obrazek 3.12: Zakladni typy poly(ethylenglykolu)
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Zdroj: http://dspace.upce.cz/bitstream/10195/45800/3/Grusoval_Synteza%20%5BmPEG-b-
PLL%5D-INH_AI_2012.pdf

PEG jsou dobife definované, snadno syntetizovatelné polymery s jedineénymi
vlastnostmi, které umoznuji jejich pouziti v Sirokém spektru aplikaci jak v zakladnim
vyzkumu, tak pro specidlni ucely. PEG a jejich derivaty jsou rychle se rozvijejici oblasti
v chemickych, biomedicindlnich a biotechnologickych aplikacich, nejen diky jejich nizké

cené, ale 1 mnoha vyhodnym vlastnostem.

Nizkomolekularni PEG je vyuzivan jako rozpoustédlo nebo jako levna nahrada crown
etheri. Vysokomolekuldrni je diky svym fyzikélné-chemickym vlastnostem ¢im dal vice
vyuzivan ve farmacii jako nosi¢ 1é¢iv, emulgator v potravinafstvi ¢i kosmetice a byva obsazen
v zubnich pastach. Uziva se v pfipravé na kolonoskopii (Cisténi stfeva), event. i jako
laxativum. Povrchy nékterych I1ékaiskych nastroju piichazejici do styku s krvi byvaji pokryty
polyethylenglykolovou vrstvou. U pokusnych zvifat je vysokomolekularni PEG 8000
peroralné ucinny v prevenci karcinomi tlustého stteva a PEG 2000 vykazuje urychleni

reparace po urazech michy (Vokurka, M. a Hugo, J, 2009).

3.4.2 Stabilita a toxicita poly(ehylenglykolu)

PEG jsou schopné tvorby komplexa s Sirokou paletou kovi. Jsou biologicky dobie
snasenlivé a snadno chemicky modifikovatelné nejriiznéjSimi reaktivnimi skupinami pomoci

rutinnich chemickych postupti (Sedlak, M., 2005).

Ochotné se rozpousti v roztocich aromatickych uhlovodikid, napt. benzenu, pouze
nepatrné se rozpousti v diethyletheru (Richardson, M. L. a Gangolli, 1994, Budavari, S.,
1996). Jsou bez zapachu, tepelné stabilni a inertni vii¢i mnoha organickym latkam. Maji nizky
tlak par a jsou hoflavé (Lewis, R. J., 2007). Linearni PEG vykazuji vysokou schopnost
eliminace latky z organismu, farmakology vyjadfenou pomoci veli€iny nazyvané clearance.
Fyzikalni vyznam clearance je objem, obvykle krevni plazmy, ,,0¢i8tény* od sledované latky
za jednotku ¢asu (Hampl, F. a spol., 2007)

Organizaci FDA (U.S. Food and Drug Administration) byly PEGy schvéleny
pro Sirokou S$kdalu biomedicinalnich aplikaci. Hydrofilni charakter zajistuje dobrou

rozpustnost na n¢j vazanym hydrofobnim molekuldm

Toxicita poly(ethylenglykolu) je velmi nizka. Nezpusobuje akutni dermalni, ¢i oralni

intoxikaci.
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3.4.3. Poly(ethylenglykol) jako nosi¢ lé¢iv

Vétsina 1éka za ucelem jejich farmakologického uc¢inku musi prekonat velké mnozstvi
piekazek pied dosazenim pozadovaného mista uCinku. Napt. stfevni bariéra, mozkomisni
bariéra, metabolické reakce. Aby se 1éCivo necilen¢ a pozvolna distribuovalo po celém téle, je
nutné ho navéazat na vhodny nosi¢, diky kterému lécivo rychle a efektivné dosahne misto

ucinku bez predchozi systémové distribuce (Wang, B. a spol., 2005).

Jako hlavni funkce modifikace PEG je efektivni zvySovani zivotnosti proteinti a tim
padem jejich hladiny v krvi. K dalsim dulezitym funkcim patii selektivni distribuce a

transport I1¢ku do cilového mista ucinku.

PEG s vlastnostmi vysoce hydrofilniho polymeru s velmi nizkou toxicitou je Siroce
pouzivany jako nosi¢ 1éCiv, dale piispiva ke zlepSeni jejich stability a farmakokinetiky
(Yoshino, K., 2012). Modifikace PEG, respektive piipojeni poly(ethylenglykolovych)
polymert k 1é¢ivé slozZce, je jednou z nejlepSich metod vedoucich ke zlepSeni ucinku 1éciva

(Li, W. a spol., 2013).

PEG je nad molekulovou hmotnost M = 400 netoxicky, neantigenni a resistentni
K rozpoznavani imunitnim systémem v organismu. Zakladni kostra PEG s mnohonasobné
vys§i molekulovou hmotnosti, nez je 1é¢ivo na n& vazané, obecné ptedurcuje vlastnosti
celého konjugatu. Pivodné Spatné rozpustné aktivni latky jsou pievedeny na latky rozpustné
v mnoha rozpoustédlech, vcetné¢ vody. Nasledné¢ reakce tak mohou byt provadény

vV homogennich systémech, coZ vede ke zkraceni reakéni doby, zvySeni konverze a vytézku.

Jednim z dilezitych divodua pro aplikaci PEG jako modifikatoru biologicky aktivnich
latek je jeho strukturni jednoduchost. PEG ma chemicky inertni patef a dve€, nebo v ptipadé
mPEG jednu funkéni reaktivni koncovou skupinu. Strukturou je limitovan pocet mist
pro vazbu reaktivnich molekul. Tato slabd mista byla piekondna tvorbou blokovych
kopolymerta alternujicich segmenti PEG a rGznych aminokyselin (Lys, Asp, Glu a dalsi)
(Grusova L., 2012).

3.4.4 Farmakokinetické vlastnosti poly(ethylenglykolu)

Poly(ethyleneglykol) je hojné vyuzivany diky své velmi dobré rozpustnosti ve vodg,
coz ma za nasledek zvySeni jeho hydrodynamického poloméru. Tento narGst

hydrodynamického poloméru mize vést k rapidnimu snizeni renalni clearance a tim se

-27 -



podstatné zvysi expozice 1éCiva v organismu. Takto zvySena expozice méni farmakokinetické,

absorp¢ni a metabolické vlastnosti 1é¢iva (Longley C. B. a spol., 2013)

Samotna molekula proléciva (1é¢ivo — PEG) je farmakologicky neaktivni a je tedy
pro jejich aktivaci je nutné chemické nebo enzymatické Stépeni (Greenwald, R. B., 2001,
Stella V. a spol., 1985).

Tradién¢ je prolé¢ivo navrzeno dvojim zpusobem. Bud dochazi k rychlému
uvolnovani 1é¢iva zvazby na PEG, aby bylo distribuovano dale, nebo K postupnému
uvolnovani, které ma za nasledek konstantni hladinu 1é¢iva v krevnim obé&hu (Stella V. a

spol., 1985)
3.4.5 Antimykobakterialni 1é¢iva a poly(ethylenglykol)

PEG s antimykobakteridlnimi 1é¢ivy, konkrétné isoniazidem a pyrazinamidem tvoii
hydrofilni micelarni struktury, ¢imZz zvySuje rozpustnost 1é¢iva ve vod¢, zvySuje stabilitu
1é¢iva a zaroven umoziuje transport pres biologické membrany. Pro transport ptes biologické
membrany je rozhodujici velikost micel, ktera se da ftidit délkou fetézce polymeru. Byl
ptipraven ROP blokovy kopolymer a-methoxy-poly(ethylenglykol)-b-poly (asparagova
kyselina) (MPEG-b-PAsp) a posléze byl na volné karboxylové skupiny jednotek kyseliny
asparagové navazan isoniazid reakci za ptitomnosti EDC.

Obdobné¢ byl ptipraven také konjugat kopolymeru mPEG-b-PAsp s pyrazinamidem.
Oba popisované konjugaty jsou uvedeny na Obrazku 4.13 (Silva, M. a spol., 2001, Silva, M. a
spol., 2006).

0
| 7N H H
— 0 N N
HaC N H
o) x H 'O 0%z
NH 0 o
HN 0 N
0 0 (
H NH HN
H3C{OV1\N N N1 o /—8:0
xH y'o Az = N N
o}
N N N\S/4
OH N\

Obrazek 4.13: Molekula konjugatu isoniazidu s mPEG-b-PAsp a pyrazinamidu

Zdroj: http://dspace.upce.cz/bitstream/10195/45800/3/Grusoval_Synteza%20%5BmPEG-b-
PLL%5D-INH_AI_2012.pdf
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3.4.6 Dalsi vyuziti

Dalsi farmaceutickou vlastnosti PEG je schopnost snizovat biologickou imunogenitu
antigennich epitopu, takze je vhodny pro konjugaci proteind. Studie in vitro ukazaly, Ze
polyethylenglykované latky se hromadi Vv nadorovych buitkkach a snizuji tak odvodnéni

lymfou (Longley C. a spol., 2013).

Kromé¢ farmaceutického vyuziti maji PEGy uplatnéni také jako textilni
vlakna, ve vod¢ rozpustnd mazadla, obaly na potraviny, lestidla, latky pro vyrobu vlasovych a
kosmetickych ptipravki,, detergenty, antistatickd cinidla, katalyzatory, elektrolyty,
rozpoustédla ¢i v keramickém pramyslu (Greenwald, R. B., 2001, Stella V. a spol., 1985).

3.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography) je fyzikalné-chemicka separa¢ni metoda, zalozend na distribuci slozek
vzorku mezi dvé rizné, navzajem nemisitelné, faze. Jedna faze je mobilni (pohybliva), druha

stacionarni (nepohybliva) faze (internet 3).

Separace probiha v kolon¢, kde se jako stacionarni faze vyuZziva sorbent v pevném
skupenstvi a jako mobilni faze je zde kapalina. Separace probihd za zvySeného tlaku.
Rozdilné latky ve smési se vazi s rozdilnou afinitou ke stacionarni fazi. Tim dochazi

k rozdélovani sloZzek smési mezi stacionarni a mobilni fazi.

RGzné sorbenty zadrzuji sloZky stanovované latky na zdklad€ rtznych interakci:
hydrofobni interakce (van der Waalsovy sily), interakce dipol-dip6l, vodikové vazby, Ci
elektrostaticka interakce (Churacek, J. 1990). Pfi postupu kolonou se slozky zadrzuji na

sorbentu a k detektoru dojdou v riznych reten¢nich ¢asech.

3.5.1 Instrumentace ve vysokoucinné kapalinové chromatografii

Kazdy HPLC pfistroj se sklada z ¢erpadla pro davkovani mobilni faze, davkovaciho
zafizeni, kolony pro samotnou separaci, detektoru pro vizualizaci separovanych slozek a
pocitace pro zpracovani dat (Obrazek 3.14). Soucasti je i regulator konstantni teploty kolony,
ktery je dulezity pro uspéSnou reprodukovatelnost. Moderni piistroje jsou schopny misit vice
rozpoustédel pro mobilni fazi a jejich pomér upravovat v pribéhu analyzy. Dale je mozno
pouzit doplnkovych filtrG ¢i predkolon pfipadné zafizeni pro odplynovani mobilni faze
(Lewis, R. J., 2007).
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dévkovaci ventil

vysokotlaké
gerpadio

kolona

zasobnik mobilni faze

Obrazek 3.14: Zakladni schéma vysokouc¢inné kapalinové chromatografie

Zdroj: http://www.lcresources.com/resources/getstart/generic%20HPLC.gif

3.5.1.1 Kolony pro vysokotidinnou kapalinovou chromatografii

Chromatografické kolony v HPLC (Obrazek 3.15) jsou trubky nebo kapilary, naplnéné
nebo pokryté staciondrni fazi, kterd poskytuje prostiedky pro odd€lovani smési latek. Tato
kolona by méla byt chemicky inertni, odolna vici vysokému tlaku a jeji vnitini povrch by mél

byt dostatecné hladky.

NejbéZznéjSim materidlem pro vyrobu kolony je nerezova ocel, plasty nebo sklo.
Rozméry kolon zavisi na Gcelu, ke kterému maji byt pouzity. Vnitini pramér kolony byva

nejcastéji 2 — 4 mm a délka kolony 50 — 300 mm (Lewis, R. J., 2001, internet 4).

Obrazek 3.15: Ukazka chromatografickych kolon

Zdroj: http://www.directindustry.com/prod/cvc-micro-tech/hplc-columns-62614-401962.html
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Kolony jsou naplnény staciondrni fazi, poréznimi sférickymi mikrocasticemi
s primérem 3 — 10 pm. Na velikosti ¢astic zavisi Gc¢innost kolony. S klesajicim primérem
Castic se ucinnost zvySuje. Kolony jsou nejcastéji plnény oxidem kiemicitym, ktery je
modifikovan navazanim vhodnych funk¢énich skupin. Podle polarity stacionarni féaze,
rozeznavame normalni HPLC (NP-HPLC) a reverzni HPLC (RP-HPLC). U NP-HPLC je
pouzita stacionarni faze polarnéjsi nez mobilni faze a u RP-HPLC je tomu naopak.
Stacionarni fazi mize byt i granulovany iontoméni¢. V takovém piipadé se jedna o iontové
vyménnou chromatografii (IEC — lon Exchange Chromatography). Pouzitim mikroporéznich

sorbenti 1ze ziskat gelovou permeacni chromatografii (Opekar, F., 2002).

3.5.1.2 Stacionarni faze ve vysokoucinné kapalinové chromatografii

Stacionarni faze je tvoiena mikrocasticemi silikagelu (3-10 um), na kterych byva
navazana vlastni stacionarni faze. Ta miZe byt tvofena nepolarnimi uhlovodiky (C8 — oktan,
C18 — oktadekan) nebo polarngj$imi uhlovodiky s funkéni skupinou (napi. -CN apod.)
(internet 5).

3.5.1.3 Mobilni faze s obracenymi fazemi

Mobilnimi fazemi v HPLC s opaénymi fazemi mohou byt voda, acetonitril nebo
metanol a jejich smési v riznych vzajemnych pomérech, pufry a dalsi. Zasobniki mobilni
faze muze byt vice a lze je vzdjemné misit v rizném poméru, ktery se muZe v prabéhu

analyzy zménit (internet 5).
3.5.1.4 Detektory

Dalsim dilezitym prvkem chromatografického ptistroje je detektor, ktery generuje

zaznam o piitomnosti a mnozstvi slozek vzorku po eluci z kolony (Sun, Da-Wen, 2008).

Nejpouzivanéj§im detektorem je spektrofotometricky detektor pro UV/VIS, ktery
pracuje vrozmezi vinovych délek 200 — 800 nm. Dale je mozno vyuzit fluorimetricky
detektor, refraktometricky detektor (Churacek, J., 1990) ¢i elektrochemické detektory, mezi
néz patii vodivostni detektor a amperometricky detektor (Opekar, F., 2002).

Asi nejvyznamnéjSim detektorem je dnes hmotnostni spektrometr, ktery umoziuje
pifimou identifikaci separovanych latek na zaklad¢ ziskanych hmotnostnich spekter. Zakladem
je prevedeni vzorku na kladné ¢i zaporné ionty (ionizace), které¢ jsou nasledné prevedeny

do plynného skupenstvi a déleny v elektrickém a magnetickém poli podle svych efektivnich
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hmotnosti m/z (pomér hmotnosti fragmentu ku jeho néaboji). lonty jsou detekovany
elektronovymi nasobi¢i, NOVEjsi pfistroje maji fotondsobice ¢i mnohokanalové CCD

detektory.

3.6 Detekce ve viditelném a ultrafialovém spektru

Spektrometrie v UV oblasti méti absorpéni spektra molekul v blizké UV (Ultra Violet)

Casti spektra o vinovych délkach 200 — 400 nm. Viditelné zafeni je zaznamenavano v oblasti

vinovych délek 400-800nm (internet 3).

Elektromagnetické zafeni ma takovou energii, ze pfi prichodu vzorkem je schopno
vyvolat ptechod valen¢nich elektroni do energeticky vyssi hladiny za soucasné zmény

vibracnich a rotacnich stavii molekuly (Anderson, R. a spol. 2004).

UVI/VIS detektory mohou byt pouzity Vv rozsahu vinovych délek 200-900 nm
za piedpokladu, ze ma stanovovana latka chromofory, které absorbuji v ultrafialové, ¢i
viditelné oblasti spektra. Tyto chromofory mohou obsahovat nenasycené dvojné vazby
(v€etné aromatickych kruhd), dale pak brom, jod, nebo karbonylové zbytky (Higson, S.,
2004).

Pii kvantitativnim stanoveni se nejcastéji vyuziva metody kalibracni kiivky, méné
Casto metoda standardniho pfidavku. Nejvhodnéjsi je pouzit linearni ¢ast kalibracni kiivky.

K vypoctu koncentrace latky ve vzorku se vyuziva Lambert-Beerova zakona (Rovnice 1):

A=eXcXl

Rovnice 1: Lambert-Beertuv zakon

kde A je absorbance, | je tloustka absorbujici vrstvy [cm], € je koncentrace absorbujici slozky
[mol-1"] a & je molarni absorpéni koeficient [I-mol*-cm]. Spektrum se vétSinou vyjadiuje jako

zavislost absorbance na vinové délce A (internet 3)

V kvalitativni analyze neni UV/VIS spektrometrie pfili§ vyznamnou metodou.
K identifikaci latek lze vyuzit knihovny spekter ve spojeni s jinymi identifikacnimi metodami
(IR, NMR, MS). Metodu Ize pouzit ke stanoveni Cistoty organickych sloucenin (Anderson, R.,
a spol. 2004).

Pro méfeni je nutno pouzivat rozpoustédla, ktera neabsorbuji v UV ¢i VIS oblasti, aby

nedochazelo k interferencim. Takovymi rozpoustédly jsou napiiklad hexan, methanol c¢i
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ethanol. Kyvety jsou zhotoveny z kiemene, jelikoz sklo UV zafeni absorbuje. K méfeni

ve viditelné oblasti se jiz sklenéné kyvety pouzivat mohou (Higson, S., 2004).

3.6.1 Instrumentace

3.6.1.1 Detektory pro ultrafialovou/viditelnou spektrometrii

Podle konstrukéniho typu se mohou rozdélit detektory na Etyfi typy:

Detektory s fixni vinovou délkou (nejcastéji 253,7 nm), které pouzivaji jako zdroje
zateni nizkotlakou rtutovou vybojku. Detektory se konstruuji jako dvou paprskové a méti se

rozdil absorbance mezi mérnou a srovnavaci celou.

Detektory s ménitelnou vinovou délkou, a to pouze predem danymi vinovymi

délkami.

Detektory s programovatelnou vinovou délkou; vinovou délku lze nastavovat
V ur¢itém rozmezi, nejcastéji od 190 do 700 nm. VInova délka je ménitelna béhem analyzy,
nékteré typy detektort jsou schopny snimat spektra latek v mérné cele pii zastaveném prutoku
mobilni faze (stop flow). Nékteré firmy nabizeji detektory umoziujici méfeni pfi dvou az
¢tyfech vinovych délkach soucasné, jejich nevyhodou je vSak pon€kud nizsi citlivost

ve srovnani s detektory s fixni vinovou délkou.

Detektory diodového pole (photodiode-array, PDA, DAD) snimaji celé spektrum
bez pteruseni chromatografické separace. Zatfeni zdroje se po prachodu mérnou celou
spektralné rozkladd holografickou miizkou (Obrazek 3.16). Ve spolupraci s pocitacem
umozhuji tyto detektory pracovat v celém rozsahu vlnovych délek UV/VIS oblasti
(internet 3).
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Obrazek 3.16: Schéma detektoru s diodovym polem.
1 — zdroj zafeni, 2 — §térbina, 3 — ¢oc¢ka, 4 — clona, 5 — mérna cela detektoru,
6 — holograficka mrizka, 7 - systém fotodiod

Zdroj: http://www.hplc.cz/Teorie/Figure/PDA_Detector.gif

-34 -



4. Experimentalni Cast
4.1 Pouzité chemikalie

¢ methanol CHROMASOLV® pro gradientovou eluci, Sigma — Aldrich
(Steinheim, Némecko)

e acetonitril, Multisolvents, Scharlau Chemie S.A. (Barcelona, Spanélsko)

e fosfatovy pufr 0,1M, pH 7,4

e octanovy pufr 0,2M, pH 4,0

4.2 Pouzity standard
e Isoniazid >99%, Sigma-Aldrich, (Steinheim, Némecko)

4.3 Pouzité konjugaty

o Konjugat LG042: mPEG—b-PLL-INH
o Konjugat LG046: mPEG—b-PLL-INH
o Konjugat LG048: mMPEG—b-PLL-INH
o Konjugat LG049: mPEG—b-PLL-INH
« Konjugat LG050: mPEG—b-PLL-INH

Vlastnosti celého blokového kopolymeru mPEG-b-PLL jsou ovliviiovany pocétem
lysinovych jednotek v kopolymeru. Se vzrlstajicim poctem lysinovych jednotek
V kopolymeru roste neZzadouci peptidicky charakter, ktery je spojovan s problémy

pii zpracovani produktu.

K navazani reaktivni molekuly isoniazidu na volné &-NH2 skupiny lysinovych
jednotek biokompatibilniho kopolymeru byla zvolena ,,CH spojka—zrealizovana pomoci
diethoxymethylacetatu (DEMA) (Grusova L., 2012).

Ptiprava a syntéza konjugati byly pfedmétem diplomové prace Lucie Grusové. K
syntéze konjugatu byl vybran mMPEG-NH2 M = 5000, ktery se pfipravi tfistupfiovou syntézou
z mPEG. Vysledkem syntézy je [mMPEG-b-PLL]-INH (Obrazek 4.1)
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Obrazek 4.1: konjugat [NPEG-b-PLL]-INH
Zdroj: http://dspace.upce.cz/bitstream/10195/45800/3/Grusoval_Synteza%20%5BmPEG-b-
PLL%5D-INH_AI_2012.pdf
4.4 Pouzité pristroje
4.4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie s ultrafialovou detekci

Usporadani pro HPLC je od spolecnosti Shimadzu (Tokio, Japonsko) a sklada se

Z téchto &asti:

« dvé vysokotlaké pumpy LC — 10ADvp

. odplynova¢ mobilni faze DGU — 14A

. fidici jednotka SCL — 10Avp

« spektrofotometricky UV detektor s diodovym polem SPD — M10Avp

« kolona LiChroCART® 125 x 4 mm s néplni LiChrospher® 100 RP-18e Sum, Merck
(Darmstadt, Némecko), chranéna piedklonkou (4 x 3 mm [.D.) snaplni C18,
Phenomenex (Torrance, CA, USA)

4.4.1.1 Podminky pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

- Niéstiik 20 pl

- Prutok mobilni faze 0,3 ml.min-1
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- Mobilni faze: acetonitril a voda v poméru 10:90 od startu do 5. minuty a V poméru
90:10 od 10. minuty do ukonceni analyzy

- Teplota termostatu 35°C

- UV detekce: 230-290 nm

- Délka analyzy 20 min

Jednotlivé slozky mobilni faze byly pied pouzitim filtrovany hydrofilnim propylenovym
membranovym filtrem Pall Corporation (Ann Arbor, Michigan, USA) o velikosti pora
0,45 pm.

4.4.2 Horkovzdusny sterilizator

K zajisténi stalé teploty 37 °C byl pouzit horkovzdusny sterilizator STERICELL®
(Obrazek 14) od spole¢nosti BMT — Brnénska medicinska technika a.s., (Brno, CR). Pfistroj
slouzi k horkovzdu$né sterilizaci materiali pii stanovenych parametrech teploty a casu.
V komote pristroje je zajisténo stalé proudéni vzduchu pomoci vestavéného ventilatoru, ktery
eliminuje vznik oblasti ,,studeného vzduchu“. Teplotu lze nastavit v rozmezi od 10 °C

nad okolni teplotou do 250 °C.

4.5 Kalibra¢ni rada

Kalibra¢ni fada byla pfipravena rozpusténim isoniazidu v methanolu. Nejprve byl
piipraven zasobni roztok o koncentraci 1 mg'ml™, jehoz ziedénim byly piipraveny roztoky
o koncentracich 0,5, 1, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 250, 500 ug~m|’1. Jednotlivé roztoky
standarnt byly proméfeny metodou HPLC a detekovany UV detektorem v rozmezi vinovych
délek 230 — 290 nm. Vyhodnoceni a integrace pikii byla provadéna programem LCMS
solution pii vinové délce 262 nm, kdy vykazuje isoniazid maximalni absorbanci. Byla

sestavena zavislost odezvy detektoru (plocha pikti) na koncentraci isoniazidu.

4.6 Méreni kinetické krivky

Pfislusny konjugat byl navazen a rozpustén v 1 ml redestilované vody. Po rozpusténi
byl nadavkovan do 2 ml roztoku pufru s hodnotou pH 7,4; (fosfatovy pufr ¢ = 1-10™ mol-1™);
pH 4 (octanovy pufr ¢ = 2-10™ mol-1™).

Pro méfeni kinetické kiivky byl rozpustény konjugat pieveden do 18 — 20
derivatiza¢nich zkumavek a tim bylo zamezeno chybé v koncentraci v disledku zmenSovani

objemu béhem analyzy. Vzorky byly uchovavany v horkovzdusném sterilizatoru pti 37°C
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po celou dobu méfeni. Uchovavanim vzorki ve sterilizatoru je tak simulovana vnitini teplota

lidského téla.

Koncentrace isoniazidu byla zaznamenavana prabézné od zacatku S$té€peni konjugatu
po 12 - 20 hodin. Kazda ktivka byla proméfovana 5x a vysledky jsou prumérem téchto

méteni. Délka jedné analyzy byla 20 minut.
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5. Vysledkova cast
5.1 Vybér experimentalnich podminek

Experimentalni podminky byly vybrany na zaklad€ reSerSe a zkuSenosti z pfedchozi
diplomové prace (Stanoveni prednisolonu po Stépeni polymernich konjugatl, Jezkova V.,
2009, Univerzita Pardubice). V této praci probihalo stanoveni koncentrace prednisolonu
uvolnéného z polymerniho nosi¢e, metodou HPLC s UV detekci v rozmezi vinovych délek
230 —290 nm.

Jako mobilni faze byl zvolen acetonitril a voda. Obé¢ tato rozpoustédla byla béhem
separace misena v rozdilnych pomérech tak, aby doslo k uplnému vymyti isoniazidu i

poly(ethylenglykolu) z kolony. Podminky jsou podrobné&ji probrany v experimentalni ¢asti.

Béhem méfeni standardnich roztokt byly v chromatografickém zaznamu dva piky
(Obrazek 5.1). Prvni s reten¢nim ¢asem 3,372 minut, druhy s reten¢nim ¢asem 4,077 minut.
Vzhledem k tomu, Ze oba mély stejné UV spektrum, jedna se pravdépodobné o isoniazid a
jeho izomer. Pro vypocet kalibracni zavislosti i pro sledovani stability konjugatu je pouZzita

suma ploch obou pikd.

mAU(x10)
JAD1:264nm

00]
8.0]
7.0]
6.0]
5.0]

40]
' 3372 4077

3.04

2.0]

10

0.0

-1.04

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0

Obrazek 5.17: Chromatogram z HPLC/UV isoniazidu o koncentrace 10 pmol-l™.Pritok
0,3 ml'min™, detekce p¥i 264 nm*
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5.2 Kalibracéni rada

Pro sestaveni kalibra¢ni zavislosti byly pfipraveny standardni roztoky isoniazidu
o koncentracich: 0,5; 1; 5; 10; 20; 40; 60; 80; 100; 250; 500 pg-ml™ (Graf 5.1). Roztoky byly
5x prométeny metodou HPLC/UV a byla sestrojena zavislost plochy pikd na koncentraci
isoniazidu odpovidajici regresnimu modelu (Rovnice 2). Jak jiz bylo vySe popsano,
Vv chromatografickém zdznamu vykazoval standardni roztok isoniazidu dva piky.

Pro sestrojeni zavislosti proto byla zapocitana jejich suma.

y =55928x + 16194
R?=0,998

Rovnice 2: Rovnice regrese kalibra¢ni zavislosti isoniazidu

30000000

25000000 /

20000000
15000000

10000000 ’//////></
5000000 )<////////

0 100 200 300 400 500 600

koncentrave[mg-ml]

¢as [min]

Grag 5.1: Kalibraéni zavislost isoniazidu. Detekce pfi vinové délce 264 nm.

Z namétenych ploch pikil byla pomoci rovnice zpétné spocitdna koncentrace standardii
a jeji procentudlni rozdil od ptipravené hodnoty. Vysledky validace jsou zaznamenany
v Tabulce 5.1. Jak je z tabulky zfejmé, procentualni rozdil mezi koncentracemi neni vyssi, nez
20 %. Nejvyssi rozdil je ustandardu o koncentraci 1 pgl™, kdy procentudlni rozdil
naméfenych dat je 19,14 %, to znamend, ze kalibra¢ni kiivka spliiuje podminky validace.
Limit detekce je 0,33 pug-ml™a limit kvantifikace 1,00 pg-ml™, standardni roztok 0,5 pg-ml™je

pod limitem kvantifikace, tudiz neni v Grafu 5.1 obsazeny.
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Tabulka 5.1: Validace kalibra¢ni k¥ivky, n =5

Koncentrace Spocitana Rozdil mezi koncentraci
standardu koncentrace Smérodatna odchylka | standardu a spogitané
[ug-ml'l] [pg-ml'l] koncentraci [%]

1 0,81 0,19 19,14

5 5,50 0,20 10,09
10 9,97 0,16 0,26
20 20,84 0,33 4,21
40 38,87 0,26 2,83
60 57,93 0,63 3,45
80 81,90 0,70 2,38
100 99,98 0,05 0,02
250 249,55 0,48 0,18
500 500,20 0,21 0,04

5.3 Sledovani stability konjugatu

Byly proméfeny  kinetické kifivky 5  riznych  konjugati  isoniazidu
s poly(ethylenglykolem) a zjistovana jejich stabilita a postupné uvolfiovani volného

isoniazidu. Ptiklad chromatogramu je na Obrazku 5.4.

MAUX10)
AD1:264nm

6.0
5.04
4.0

3.0

Obrazek 5.4 Chromatogram konjugatu L.G46 pri pH 7,4, detekce p¥i 264 nm.
Konjugat LG042, konjugat LG048, konjugat LG049 byly rozpustény ve fosfatovém
pufru, konjugat LG050 byly rozpustény v octanovém pufru Konjugat LG46 byl rozpustény

ve fosfatovém i octanovém pufru.

Prvnim bodem kiivky je vzorek s teoretickou nulovou koncentraci isoniazidu.

V nekterych vzorcich vSak k realné nulové koncentraci nedoslo. Pravdépodobné to bylo
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zptisobeno nenavazanim veSkerého isoniazidu na MPEG, ve vzorcich tedy bylo urcité
mnozstvi volného isoniazidu. DalS§i méfeni probihala po 20 minutach do ustaleni kinetické
kiivky a dale po vice nez 12 hodinach. Pro vSechny konjugaty byly sestrojeny kiivky
zavislosti koncentrace isnoazidu na ¢ase (Graf 5.2 — 5.7), pfislusné hodnoty jsou v tabulkach
(5.2 — 5.7). Pro stanoveni isoniazidu se vychdzelo opét ze dvou piku, které standard

poskytoval.

Pribéh konjugitu LGO0042 je velmi nestandardni. Dochéazi k prudkému nartstu
volného isoniazidu a nasledné€ k jeho strmému poklesu. Neni vylouceno, Ze se isoniazid
zpétné véaze na konjugat. Protoze koncentrace volného isoniazidu byla od 220 minuty bez

vetsi zmeény, méteni bylo ukonéeno ve 400 minut¢.

Konjugat LG0046 ma také nestandardni pribéh. Nejprve koncentrace volného
isoniazidu klesne na 3,22 pg'ml™ (oproti po&ate¢ni koncentraci 7,03 pgml™) a od 132 minuty
koncentrace vzristd na 16,71 pgml™. Grafem 5.5 jsou tedy proloZeny 2 funkce. Jedna

pro klesajici ¢ast, druhd pro vzristajici.

=42 -



400

350

300

250

200

150

koncentrace [png-ml-1]

100

50

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

¢as [min]

Graf 5.2: Zavislost koncentrace INH z konjugatu L.G042 v roztocich pufru o pH 7,4
(n=5)

Tabulka 5.2 MnozZstvi uvolnéného INH z konjugatu LG042 v roztoku pufru o pH 7,4;
(fosfatovy pufr, 1-10" mol-I'), n =5

Cas [min] Koncentr?ce Smérodatna
[ug'mlT] odchylka

0 8,79 0,23
21 216,49 203
42 336,75 1,30
63 315,63 231
84 147,78 091
96 16,21 0.84
117 16,41 117
138 12,68 1,24
158 11,69 0.36
179 10,26 1,27
200 9,76 0.69
220 9,44 0.61
242 7,70 0,62
347 8,11 0.88
368 8,61 081
388 5,80 0.62
410 5,91 0,94
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Graf 5.3: Zavislost koncentrace INH z konjugatu LGO049 v roztocich pufru o pH 7,4
(n=5)

Tabulka 5.3: MnoZstvi uvolnéného INH z konjugatu LG049 v roztoku pufru o pH 7,4;
(fosfatovy pufr, 1-10" mol-I''), n =5

“ . Koncentrace Smérodatna
Cas [min] [ngml™] odchylka
0 3,82 0,19
20 5,76 0,26
41 5,96 0,46
62 5,82 0,46
83 6,07 0,82
104 5,69 0,43
124 5,81 0,67
145 6,08 0,90
166 5,58 0,44
186 5,48 0,97
207 5,91 0,87
228 5,18 1,07
1668 6,01 0,24
1689 577 0,93
1710 5,22 1,19
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Graf 5.4: Zavislost koncentrace INH z konjugatu LG048 v roztocich pufru o pH 7,4

(n=5)

Tabulka 5.4: Mnozstvi uvolnéného INH z konjugatu LG048 v roztoku pufru o pH 7,4;

(fosfatovy pufr, 1-10" mol-I'*), n =5

Cas [min] Koncentr?ce Smérodatna
[ug'mlT] odchylka

0 3,34 0.24
20 5,53 0,15
41 5,72 0.10
63 6,14 0.19
84 4,81 0.11
104 6,40 0,15
125 5,36 0,10
146 6,20 0,58
167 6,83 0,19
187 5,85 0,20
208 6,17 0,28
229 5,70 0,16
250 5,61 0,40
271 5,32 0,37
1455 5,83 0,19
1475 5,82 0.28
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Graf 5.5: Zavislost koncentrace INH z konjugatu LG046 v roztocich pufru o pH 7,4

(n=5)

Tabulka 5.5: Mnozstvi uvolnéného INH z konjugatu LG046 v roztoku pufru o pH 7,4;

(fosfatovy pufr, 1-10" mol-I'*), n =5

Cas [min] Koncentrflce Smérodatna
[ug-ml™] odchylka

0 7,03 053

28 5,67 0,75
49 6,30 0,71

70 3,53 0,49

90 3,46 0,56
111 5,00 0,48
132 3,22 034
153 5,35 0.15
174 9,70 0.41
195 9,72 0,23
216 8,40 0,36
238 10,74 0.09
259 10,15 0.49
279 9,19 0,68
338 11,42 0,83
389 11,78 0.74
1132 16,71 0,32
1153 16,46 0.64
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Graf 5.6: Zavislost koncentrace INH z konjugatu L.G046 v roztocich pufru o pH 4,0

(n=5)

Tabulka 5.6 MnozZstvi uvolnéného INH z konjugatu LG046 v roztoku pufru o pH 4,0;
(octanovy pufr ¢ =2-10"mol‘l), n =5

Cas [min] Koncentrace [pg'ml™] Smérodatna odchylka
0 3,80 0,22
21 1,85 0,67
42 3,85 0,51
63 5,54 0,54
84 4,60 0,95

105 6,40 0,88
127 5,63 1,06
147 4,38 0,64
168 5,05 0,84
189 5,63 1,12
210 5,48 0,67
231 4,93 0,54
291 6,03 0,96
349 6,50 0,55
407 6,16 0,73
457 8,80 0,48
1410 8,79 0,54
1431 8,98 0,56
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Graf 5.7: Zavislost koncentrace INH z konjugatu LG050 v roztocich pufru o pH 4,0

(n=5)

Tabulka 5,7 Mnozstvi uvolnéného INH z konjugatu LG050 v roztoku pufru o pH 4,0;
(octanovy pufr ¢ =2-10"mol-I"), n =5

Cas [min] Koncentrace [pg:ml™] | Smérodatna odchylka
0 1,70 0,55
22 5,30 0,62
43 10,21 1,11
64 10,98 0,89
85 10,25 0,99

106 10,69 0,99
127 11,16 0,89
148 9,95 0,69
169 10,44 1,31
190 10,45 1,07
212 12,73 0,36
233 11,53 1,16
254 12,36 1,20
275 11,68 1,04
296 14,06 0,79
1234 9,61 0,64
1488 14,23 0,80
1509 13,79 0,42
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Pro porovnani jsou postupné ptirastky koncentrace isoniazidu u jednotlivych
konjugatd uvedeny v Tabulce 5.2 a Tabulce 5.3. V tabulkach jsou uvedeny pouze pfiblizné
Casové useky, které jsou spole¢né pro vSechna méieni. Pokud koncentrace INH u konjugatu
chybi, nebyla vtomto Casovém useku meéfena. Nejvyssi nartist volného isoniazidu je
ve vzorku konjugatu, LG042 ve fosfatovém pufru, kdy je uvolovani béhem prvnich 60 minut
nejrychlejsi. Jen v prvnich 20 minutach se jeho koncentrace zvysila 25x. Konjugat LG050
v octanovém pufru ma taktéz vysoky nartist voln¢ho isoniazidu. Béhem prvnich 60 minut

dojde ke zvyseni jeho hladiny 6,5X a tato koncentrace pietrva po vice nez 24 hodinach.

Tabulka 5.8: MnozZstvi uvolnéného INH z konjugatu [mPEG-b-PLL]-INH v roztoku
pufru o pH 7,4; (fosfatovy pufr, 1-10" mol-I''), n = 5.

Cas [min] LG042 [ugml™] | LG046 [pgrml™] | LG048 [pgml™]
0 8,79 7,03 3,34
20 216,49 5,67 5,53
40 336,75 6,3 5,71
60 315,63 3,53 6,14
80 147,78 3,46 4,81

100 16,41 5,00 6,40
130 12,68 3,22 5,36
150 11,68 5,35 6,20
200 9,76 9,72 6,17
230 9,44 10,74 5,70
300 8,10 11,42 5,32
400 5,91 11,78 -

1400 - 16,46 5,83
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Tabulka 5.9: Mnozstvi uvolnéného INH z konjugatu [mPEG-b-PLL]-INH v roztoku
pufru o pH 4,0 (acetatovy pufr, 2-10" mol-I'* n = 5).

Cas [min] LG046 [ugml™] | LGO50 [ug'ml™]
0 3,80 1,70
20 1,85 5,30
40 3,85 11,32
60 5,54 10,98
80 4,60 10,25

100 6,40 10,69
130 56,3 11,16
150 4,38 9,95
200 5,48 10,45
230 4,93 11,53
300 6,03 14,06
400 6,16 -

1400 8,79 14,23

Dale bylo métfenim zjisténo, Ze konjugat LG046, ktery byl prométen ve fosfatovém i
octanovém pufru, se pii pH 4 béhem prvnich 100 minut uvoliuje rychleji a dosahuje vyssi

koncentrace, nez pii pH 7,3 (Graf 5.8). V obou piipadech dochazi k dalsimu uvoliovani.
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Graf 5.8: Zavislost koncentrace INH (ug'ml™) na &ase (min) pro konjugat LG046
Vv roztocich pufri o pH 7,4; (fosfatovy pufr, 1-10-1 mol-[™); pH 4 (acetatovy pufr, 2-10*
mol-I*)n=5
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6. Zavér

Cilem diplomové prace bylo navrhnout a optimalizovat metodu stanoveni volného
isoniazidu, ktery se uvoliiuje z blokového polymeru a-methoxypoly(ethylenglykol)-b-poly(L-
lysinu), sledovat jeho koncetraci v raznych pH pomoci HPLC a vyuzit ji pii méfeni

Vv realnych vzorcich.

Analyzy jednotlivych konjugatii probihaly v roztocich o pH 7,4 a pH 4,0, pfi teploté
37°C. Tato teplota odpovida vnitini teploté lidského téla. Neutralni pH 7.4 je fyziologické pH
a kyselé pH 4,0 je v mistech napadenych mykobakterialni infekci.

Kineticka ktivka jednotlivych konjugat byla zaznamenavana od ¢asu 0 po dobu 12 az
20 hodin. Obecné lze fici, Ze pii niz§im pH, se isoniazid béhem prvnich 100 minut uvoliuje
rychleji, nez pti pH 7,4, coz je zadouci. ZvySené uvoliiovani pii niz§im pH je v souladu
s principem cilené¢ho uvoliovani 1é¢iv.

Tato prace potvrdila stabilitu syntetizovanych konjugati v danych pH a poskytla
informaci 0 mnozstvi isoniazidu uvolnéného v jednotlivych ¢asovych usecich. Tato

problematika by mohla byt déle studovana.
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8. P¥ilohy

8.1. Seznam zkratek

AIDS Syndrom ziskaného selhani imunity

ALP Alkalické fosfatdza

AST Aspartataminotransferaza

cv Varia¢ni koeficient

DEMA diethoxymethylacetat

DNA Deoxyribonukleova kyselina

EDC N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimid
FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv

HPLC Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
INH Isoniazid

LSPR Lokalizované plazmonové rezonance
NAD Nikotinamid adenin dinukleotid

MPEG-b-PLL a-methoxypoly(ethylenglykol)-b-poly(L-lysin)

(PEO) poly(ethylenoxid)

PEG Polyethylenglykol

(PO) Polyoxiran

(POE) poly(oxyethylen)

ROP Ring-opening polymerace

RP-HPLC  Vysokoucinna kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi

SD Smérodatna odchylka
SDS Dodecyl siran sodny
uv Ultra fialové

VIS Viditelné zareni
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8.2 Seznam vyobrazeni

e Obrazek 3.1: Syntéza isoniazidu

e Obrazek 3.2. Metabolismus isoniazidu

e Obrazek 3.3: Primérna plazmatickd koncentrace isoniazidu po jednorazovém
peroralnim podani 100mg(w/w group — homozygot, w/m group — heterozygot, m/m
group — mutace obou alel.)

e Obrazek 3.4: UV/VIS absorpcni spektrum zlatych nanocéstic v roztoku o rtiznych
koncentracich isoniazidu (roztok (a) blank, (b) 3 ug ml™?, (¢) 5 ug: ml ™t a(d) 8 ug
ml- tisoniazidu)

e Obrazek 3.5: Chromatogram plazmy

e Obrazek 3.6: Chromatogram isoniazidu v plazmé, reten¢ni ¢as isoniazidu je 5,968
minut

e Obrazek 3.7: Chromatograficky zaznam standardniho roztoku isoniazidu

e Obrazek 8: Spektroskopické zaznamy isoniazidu (1) a ritodrinu s methylenbis(3-
nitroanilinem), (n = 10)

e Obrazek 3.9: Denzitogram. (1) rifampicilin: (a) 25-desacetyl rifampicin, (b) rifampicin
chinon; (2) isoniazid; (3) pyrazinamid

e Obrazek 3.10: UV/VIS spektrum (1) rifampicilin; (2) isoniazid; (3) pyrazinamid

e Obrazek 3.11: Princip uvoliovani 1é¢ivé latky z polymeru

e Obrazek 3.12: Zakladni typy poly(ethylenglykolu)

e Obrazek 4.13: Molekula konjugatu isoniazidu s mPEG-b-PAsp a pyrazinamidu

e Obrazek 3.14: Zakladni schéma vysokoucinné kapalinové chromatografie

e Obrazek 3.15: Ukazka chromatografickych kolon

e Obrazek 3.16: Schéma detektoru s diodovym polem.

Obrézek 5.1: Chromatogram z HPLC/UV isoniazidu o koncentrace 10 pmol-1™ Pritok

0,3 ml.min'l, detekce pii 264 nm*

e Obrazek 5.2: Hmotnostni spektrum isoniazidu (10 pg-ml™). Zaznam potizen
pfistrojem LCMS 2010 mass spectrometer (Shimadzu, Kyoto ,Japan

8.3 Seznam tabulek
e Tabulka 3.1: VytéZnosti separa¢niho kroku pro isoniazid a acetylisoniazid (n=5)

e Tabulka 5.1: Validace kalibra¢ni kiivky, n =15
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e Tabulka 5.8 Mnozstvi uvolnéného INH z konjugatu LG042 v roztoku pufru o pH 7,4;
(fosfatovy pufr, 1:10" mol-1*),n =5

e Tabulka 5.9: Mnozstvi uvolnéného INH z konjugatu LG049 v roztoku pufru o pH 7.4;
(fosfatovy pufr, 1:10" mol-1*),n =5

e Tabulka 5.10: Mnozstvi uvolnéného INH z konjugatu LG048 v roztoku pufru o pH
7.,4; (fosfatovy pufr, 1-10" mol-1*), n=5

e Tabulka 5.11: Mnozstvi uvolnéného INH z konjugatu LG046 v roztoku pufru o pH
7.,4; (fosfatovy pufr, 1-10" mol-1*),n=5

e Tabulka 5.12 Mnozstvi uvolnéného INH z konjugatu LG046 v roztoku pufru o pH 4,0;
(octanovy pufr ¢ =2-10"molI),n =5

e Tabulka 5,13 Mnozstvi uvolnéného INH z konjugatu LG050 v roztoku pufru o pH 4,0;
(octanovy pufr ¢ =2-10"mol),n=5

e Tabulka 5.8: Mnozstvi uvolnéného INH z konjugatu [mPEG-b-PLL]-INH v roztoku
pufru o pH 7.4; (fosfatovy pufr, 1-10-1 mol-1-1), n = 3.

e Tabulka 5.9: Mnozstvi uvolnéného INH z konjugatu [mPEG-b-PLL]-INH v roztoku
pufru o pH 4,0 (acetatovy puft, 2:10™ mol-1" n = 3).

8.4 Seznam grafu

e (Grag 5.1: Kalibra¢ni zavislost isoniazidu. Detekce pfi vinové délce 264 nm.

e (raf 5.2: Sledovani uvolnovani INH z konjugatu LG042 v roztocich pufru o pH 7,4
(n=3)

e Qraf 5.3: Sledovani uvoliovani INH z konjugatu LG049 v roztocich pufru o pH 7,4
(n=3)

e Graf 5.4: Sledovéani uvoliiovani INH z konjugatu LG048 v roztocich pufru o pH 7,4
(n=23).

e Graf 5.5: Sledovéani uvoliiovani INH z konjugatu LG046 v roztocich pufru o pH 7,4
(n=3)

e Graf 5.6: Sledovani uvoliiovani INH z konjugatu LG046 v roztocich pufru o pH 4,0
(n=3)

e Graf 5.7: Sledovani uvolnovani INH z konjugatu LG050 v roztocich pufru o pH 4,0

e (Graf 5.8: Zavislost koncentrace INH (ug'l'l) na c¢ase (min). Sledovani uvolnovani INH
Z konjugatu LG046 v roztocich pufra o pH 7,4; (fosfatovy puft, 1-10-1 mol-l'l); pH 4
(acetatovy pufr, 2:10" mol-1*) n = 3.
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8.5. Seznam rovnic

e Rovnice 1: Lambert-Beeruv zakon

e Rovnice 2: Rovnice regrese kalibracni zavislosti isoniazidu
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