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ANOTACE

Teoreticka Cast této diplomové prace se zabyva vSeobecnymi vlastnostmi gentamicinu a jeho
ucinky na lidsky organismus. Déle je zde diskutovana problematika vysokoucinné kapalinové
chromatografie a chemické derivatizace vzorkli. Experimentalni ¢ast je zaméfena na vyvoj

a optimalizaci nové metody pro stanoveni gentamicinu ve zdravotnickych prosttedcich.
KLiCOVA SLOVA

Gentamicin, aminoglykosidy, derivatizace, vysokou¢inna kapalinova chromatografie
TITLE

Development, optimization and comparison of chromatographic methods for the determination

of gentamicin in medical devices
ANNOTATION

Theoretical part of this thesis deals with general characteristics of gentamicin and its effects on
the human organism. Furthermore, high-performance liquid chromatography and chemical
derivatization is discussed here. Experimental part is focused on development and optimization

of chromatographic methods for the determination of gentamicin in medical devices.
KEYWORDS

Gentamicin, aminoglycosides, derivatization, high-performance liquid chromatography
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UvVOD

Gentamicin (GMC) je sirokospektralni antibiotikum ze skupiny aminoglykosidti pouzivané pii
1écbé sttedné zavaznych az velmi zavaznych infekei. 1 kdyz je GMC velmi U¢inny 1€k,
vyznacuje se mimo jiné i celou fadou nezadoucich ucinkd, jako je ototoxicita, nefrotoxicita
chromatografii je pomérné narocna, jelikoz GMC neobsahuje ve své molekule chromofor ani
fluorofor, tudiz nejbéznéjsi UV detekce nepfichdzi v ivahu. U takovych molekul se casto
vyuzivd moznost provedeni ptedkolonové ¢i postkolonové derivatizace, jelikoz vzniklé
derivaty jiz v UV oblasti absorbuji, tudiz je 1ze detegovat naptiklad pravé UV detekei. Cilem
této diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat vhodnou HPLC metodu pro stanoveni

tohoto antibiotika.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Gentamicin

1.1.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Lékopisny nazev: Gentamicin

Strukturni vzorec:

||?2 C1:Ri=R;=CH;,
Rl NH CZ: Rl = CH3, R2: H
Cia: Ri=R,=H
OH C2a: Ri1=H,R2=CH3

H,N NH,

0 0 CHj
@) @) ITIH

NH, OH  CHa,

Obrazek 1: Strukturni vzorec gentamicinu

Chemicky nazev dle IUPAC:
2-[4,6-diamino-3-[3-amino-6-[1-(methylamino)ethyl]oxan-2-yl]oxy-2-
hydroxycyklohexyl]oxy-5-methyl-4-(methylamino)oxan-3,5-diol

Sumarni vzorec: C21H43Ns07

Mr477,6 g/mol

CAS: 1403-66-3

GMC je Sirokospektralni aminoglykosidové antibiotikum produkované bakteriemi

Micromonospora purpurea nebo Micromonospora echinospora. Jedna se o komplex cCtyf
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hlavnich (C1, Cla, C2 a C2a) a dalSich minoritnich komponent liSicich se v uhlovodikovych

zbytcich R1 a Rz [1], [2].

GMC je bily amorfni prasek, ktery je volné rozpustny ve vodé€, pyridinu, dimethylformamidu,
stfedné rozpustny v methanolu, ethanolu, chloroformu a acetonu, a prakticky nerozpustny
V benzenu ¢i halogenovanych uhlovodicich. Jeho bod tani se uvadi mezi 102 az 108 °C.
Pii 248 °C dochazi k rozkladu gentamicinsulfatu. GMC je stabilni na svétle, vzduchu a teple

(v podobé gentamicinsulfatu) [2], [3].

1.1.2 Pouziti gentamicinu

GMC je sirokospektralni aminoglykosidové antibiotikum a je oblibené pro jeho Siroké vyuziti
v medicin€ pfi lécbe stfedné zdvaznych, az velmi vaznych bakterialnich infekei. Je pouzivan
pti 1é€be sepsi a u ostatnich zavaznych infekci probihajicich v krevnim fecisti nebo dobie

prokrvenych tkanich (napf. u endokarditid). Proti mykobakteriim a nokardiim neni u¢inny [4].
1.1.3 U¢inek gentamicinu na lidsky organismus

Aminoglykosidy jsou jedny z nejpouzivangjsich Sirokospektralnich antibiotik a obecné se fadi
do skupiny antibiotik ptisobicich na ribozomy. VétSina aminoglykosida puisobi baktericidné,
maji pfedvidatelnou farmakokinetiku a ¢asto mohou piisobit spole¢né i s jinymi typy antibiotik.
Navzdory jejich potencionalni toxicité pro ledviny, ototoxicité a bakterialni rezistenci si nékolik
zastupcu ze skupiny aminoglykosidi, véetné GMC, drzi svou oblibu v medicinég jiz po nékolik

desetileti [2], [4], [5].

GMC je ze skupiny aminoglykosidii v soucasnosti nejvic pouzivanym antibiotikem. Je
baktericidni, mé& velmi Siroké spektrum u¢inku, vcetné mnohych problémovych
gramnegativnich i grampozitivnich kment. Baktericidni i€¢inek GMC je rychly a je mozné ho
doséhnout bez ohledu na to, zda jsou citlivé mikroorganismy ve stadiu rstu &i v klidu. Uginek
GMC zavisi na pH, jeho optimum je kolem 7,8, pfi pH 6,6 je tfeba pouzit osminasobné a pii
pH 5,5 dokonce vice nez tficetinasobné koncentrace ucinné latky, coz je pro podminky in vivo

naprosto nerealné [4], [6].

GMC inhibuje proteosyntézu bakterii probihajici na ribozomech. Je navazan na mensi 30S
podjednotku ribozomu. GMC je ptekazkou Vv procesu parovani jednotlivych tripletd
mediatorové RNA (MRNA) a odpovidajicich antikodont transferové RNA (tRNA). Piisobenim
GMC dojde k poruseni ¢teni informaci obsazenych v mRNA a soucasné k zablokovani pfesunu

tRNA. Krom¢ toho GMC také narusuje bakterialni bunéénou membranu [4], [7].
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lonty Na*, K*, Ca?*, chloridy, fosfore¢nany, sirany, dusi¢nany a heparin inhibuji u¢inek GMC,
je inaktivovan také enzymaticky. GMC mé podobny mechanismus u¢inku jako vSechna dalsi

aminoglykosidova antibiotika [6].
1.1.4 Toxicita gentamicinu a jeho neZadouci u¢inky

I kdyz je GMC dulezité baktericidni antibiotikum, ma dva hlavni vedlejsi u€inky: nefrotoxicitu
(poskozuje ledviny) a ototoxicitu (posSkozuje sluch), proto je jeho uzivani limitovano. Nicméné
jeho baktericidni u¢inek zavisly na koncentraci, synergismus s B-laktamovymi antibiotiky,
postantibioticky efekt a nizka cena jsou divodem toho, pro¢ je GMC stale hojné pouzivan

v klinické praxi [8], [9], [10].
Nefrotoxicita

GMC je bunikami proximalniho tubulu reabsorbovan a akumuluje se v lysozomech, kde blokuje
odbouravani fosfolipidl, coz vede k jejich rozpadu. To je pfi¢inou nekrdzy bunék proximalniho

tubulu [4], [11].
Ototoxicita

Ototoxicita je vzacny, potencidln¢ zdvazny a nevratny nezadouci ucinek, ktery se miize
vyskytnout u lécby vSemi aminoglykosidovymi antibiotiky. Ototoxicita ovliviiuje jak
sluchovou (kochlearni), tak také rovnovaznou (vestibularni) funkci ucha. Mezi symptomy patii
ztrata rovnovahy, zavraté, trvald nevolnost, zvraceni, nystagmus, tinitus, oboustrannd ztrata
sluchu zacinajici na vysokych frekvencich [12]. Ototoxicky Géinek je zptisoben prinikem GMC
do perilymfy stiedniho ucha, kde poskozuje senzoricky epitel kochlearniho i vestibularniho
ustroji. Stejné jako nefrotoxicita také ototoxicita je kumulativni. To tedy znamena, ze obtize

mohou vzniknout az tyden nebo i déle od ukonéeni 1é¢by GMC [4].

Neuromuskularni blokada

24

neuromuskularni blokada. Jeji mechanismus spociva v tom, Ze dojde k zéastavé uvoliiovani
acetylcholinu na nervosvalovych synapsich. Jako prvni pomoc pii této kontraindikaci je
nitrozilni podani roztoku chloridu vapenatého. Aminoglykosidova antibiotika se nedoporucuji

podavat osobam trpici autoimunitni chorobou myasthenia gravis [4], [13].
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1.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

vvvvvv

a kvantitativnich technik bézné€ pouzivanych pro stanoveni farmaceutickych a biologickych
vzorkt. U metody HPLC je analyzovany vzorek v malém mnozstvi pfeveden do proudu
mobilni faze a je zadrZovan specifickymi chemickymi nebo fyzikalnimi interakcemi
na stacionarni fazi. Zadrzeni na stacionarni fazi zavisi na povaze analytu a slozeni jak mobilni,
tak i stacionarni faze. Cas, ve kterém se jednotlivé analyty uvolni ze stacionarni faze, a tudiz
opusti kolonu, se nazyva retenéni Cas. HPLC vyuziva kolonu, ktera je naplnéna
mikrocasticovou pevnou stacionarni fazi, vysokotlaké ¢erpadlo, které pohani mobilni fazi skrz
kolonu, a detektor, ktery umoznuje urcit retencni ¢asy jednotlivych molekul. Retencni cas je
pro kazdou komponentu rozdilny a zavisi na specifickych interakcich mezi stacionarni fazi,

analyzovanymi molekulami a uzitym rozpoustédlem [14], [15].
1.2.1 Separac¢ni mody HPLC
Chromatografie na normalnich fazich (NPC)

Je také znadma jako adsorpcni chromatografie. Pfi NP-HPLC dochézi k separaci analyta
na zaklad¢ jejich polarity. Tento druh chromatografie pouziva polarni stacionarni fazi
a nepolarni mobilni fazi. Polarni analyty pomalu putuji skrz chromatografickou kolonu, reaguji

S polarni stacionarni fazi a jsou na ni zadrZovany.
Chromatografie na obracenych fazich (RPC)

RP-HPLC vyuZiva nepolarni stacionarni f4zi a polarni mobilni fazi. Tento druh chromatografie
funguje na principu hydrofobnich interakci, které maji za nasledek odpudivé sily mezi polarni
mobilni fazi, relativné nepolarnim analytem a nepolarni stacionarni fazi. U RPC je obvykle

mobilni fazi smés acetonitrilu (ACN) nebo methanolu ve vodé.
Gelova permeacni chromatografie (GPC)

Pii gelové permeacni chromatografii dochazi k separaci ¢astic vzorku na zakladé jejich

velikosti.
Iontové-vyménna chromatografie (IEC)

IEC je chromatograficky proces, pii kterém dochdzi k separaci iontd a polarnich molekul
na zéklad¢ jejich afinity k iontoménici. lonty iontoménice jsou zaménény za ionty vyskytujici
se vV mobilni fazi ¢i vzorku [14], [16].
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Dalsi separa¢ni mody

Dal§imi separa¢nimi mody jsou bioafinitni, chirdlni, hydrofilni interak¢ni, hydrofobni

interak¢ni a superkriticka fluidni chromatografie a elektrochromatografie.
Bioafinitni chromatografie

Separace je zaloZena na specifické reverzibilni interakci proteint a ligandi. Imobilizovany
ligand specificky reaguje s proteinem, ktery je stanovovan, zbylé latky opousti kolonu.
Protein je poté eluovan napiiklad zménou pH, nebo roztokem vysoce koncentrované soli

[16].
Chiralni chromatografie

Tento druh chromatografie je vhodny pro dé€leni enantiomert s pouzitim specifickych

stacionarnich fazi [16].
Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC)

Principem HILIC je separa¢ni mod podobny NP-HPLC, ale vyuziva polarni stacionarni fazi

i polarni mobilni fazi. Nejbéznéji se vyuziva pro separaci vysoce polarnich analyti [16].
Hydrofobni interakéni chromatografie

Tento separa¢ni mod je témét shodny s RPC. Jedinym rozdilem je to, Ze jsou pro separaci
proteind pouzivany mobilni faze s nizkym obsahem organického rozpoustédla a vysokou
koncentraci soli. Mobilni faze s vysokou koncentraci organickych rozpoustédel pouzivané

v RPC by totiz proteiny denaturovaly [16].
Elektrochromatografie

Tento mod vyuziva kombinace kapilarni elektroforézy a HPLC. Mobilni faze je pohanéna

elektrickou silou namisto mechanické pumpy [16].
Superkriticka fluidni chromatografie (SFC)

Tento méd je charakteristicky pouzitim nadkritické kapaliny (nejcastéji oxid uhlicity) jako
mobilni faze. Je vhodny pro nepolarni analyty. Casto jsou vyuZzivany detektory pro plynovou

chromatografii [16].
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1.2.2 Zakladni ¢asti kapalinového chromatografu — instrumentace v HPLC

Typicky HPLC systém se sklada z nékolika casti: Cerpadla, davkovace vzorkl, kolony,

detektoru a zafizeni zpracovavajici ziskana data.

Vzorek

0 Zpracovani dat

Davkovad
vzorku

UV detektor

Solvent HPLC kolona Odpad

Obrazek 2: SChéma instrumentace HPLC [17]

Zasobniky mobilni faze

Zasobniky mobilni faze jsou nadoby vyrobené z inertniho materidlu, obvykle ze silngjSiho

tmavého skla, které chrani mobilni faze, jez jsou citlivé na svétlo [18].

Cerpadla mobilni faze

vvvvvv

jelikoz jeho vykon ovliviluje retencni Cas, citlivost detektoru i reprodukovatelnost celé analyzy.
Cerpadlo musi byt schopné pumpovat mobilni fazi konstantni rychlosti obvykle v rozmezi
0d 0,5 do 5,0 ml/min a pfi velmi vysokém tlaku (az 100 MPa). Pritok mobilni faze kolonou by
mél byt konstantni, reprodukovatelny a bez vykyvl. Binarni ¢i kvarterni ¢erpadla jsou v dnesni
dob¢ standardnim vybavenim kazdé moderni HPLC sestavy. Umoznuji pracovat s gradientem
mobilnich fazi, tedy misit vice mobilnich fazi najednou a v rizném pomeéru (v ptipad¢ bindrniho

dvé, v pripadné kvarterniho az ¢tyfi) [15], [16], [18], [19], [20].
Davkovac vzorku

Davkova¢ umoznuje piivést kapalny vzorek na kolonu pod vysokym tlakem a v co nejkratsim
case. Vzhledem k vysokym tlakiim je vzorek nejcastéji davkovan smyckovym davkovacem,

jelikoz vzorek musi byt na kolonu nadavkovan presné v predem definovaném objemu a také
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pti davkovani nesmi dojit k velké zméné v pratoku mobilni faze. Proto se v dnesni dob¢ jiz

manualni davkovani stiikackou témér nevyskytuje [16], [21], [22], [23].
Chromatografické kolony a jejich naplné

Na kolon¢ probiha cely separa¢ni proces, proto je tedy hlavni a nepostradatelnou ¢asti celého
systému. Obvykle se pracuje se 2 kolonami. Analytickou, ktera je odpovédna za separaci
analytl, a ochrannou, ktera je umisténa pted analytickou kolonou a chrani ji pfed kontaminaci

a znacn¢ tak prodluzuje jeji Zivotnost.

Analytické HPLC kolony jsou vyrobeny z nerezové oceli a jejich vnitini pramér je od 2,0
do 4,6 mm. Jejich délky se pohybuji od 30 mm do 300 mm. Eluent bézné protéka kolonou
rychlosti zhruba 1-2 ml/min [19], [24]. Kolony jsou u HPLC vyhradné napliiové, porézni ¢astice
o0 velikosti 3-10 um maji nepravidelny nebo sféricky tvar. Typicka u¢innost kolony je 40000
az 60000 teoretickych pater [24]. Stacionarni faze pro HPLC jsou piedevs§im chemicky
modifikovany silikagel, nemodifikovany silikagel, nebo zesitované kopolymery styrenu

a divinylbenzenu.

Oktadecylsilikagel (ODS ¢i C18) je v dnesni dob¢ nejoblibengjsi stacionarni fazi, jelikoz na ni
muze probihat separace jak malo polarnich, tak i polarnich latek. VétSina separaci na ODS
probihd v principu chromatografie na obracenych fazich. Jako mobilni faze jsou nejcastéji

pouzity methanol nebo ACN s vodou ¢i pufrem [15].

Existuji dva hlavni problémy, které zkracuji Zivotnost analytické kolony. Zaprvé, nékteré latky
se ireverzibilné vazou ke staciondrni fazi a zhorSuji ucinnost kolony tim, Ze dochazi k bytku
dostupné stacionarni faze. Zadruhé, nerozpustné latky davkované spolu se vzorkem mohou
analytickou kolonu ucpat. Aby doslo k minimalizaci téchto problémi, zavadi se mezi davkovac
vzorki a analytickou kolonu ochranna kolona a vzorek je pfed nadavkovanim ptefiltrovan skrz
filtr o porozité obvykle 0,2 um. Ochranné kolony obvykle obsahuji stejnou stacionarni fazi jako

kolony analytické, ale jsou vyrazné kratsi a tim levné&;si [24].
Detektory

HPLC detektor zaznamenava koncentraci eluovaného analytu tim, Ze monitoruje jednu z jeho
zakladnich vlastnosti, jako napiiklad UV absorbanci ¢i fluorescenci. Detektor muze byt

univerzalni pro vSechny analyty nebo specificky pouze pro ur€ité tfidy analytd [16].
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Idealni detektor pro HPLC by mél spliiovat nasledujici podminky:
rychla odezva
linedrni odezva
vysoka senzitivita
nizky detek¢ni limit
reprodukovatelnd odezva
nizky vliv zmény teploty nebo pritoku
univerzalnost

spolehlivost

Spektrofotometricky (UV/Vis) detektor

UV/Vis absorpéni detektor monitoruje absorpci UV nebo viditelného zafeni sledovanou
latkou, jeZ obsahuje chromoforové skupiny nebo struktury. Jedna se o nejbéznéjsi detektor,
jelikoz vétsina béznych analytt absorbuje v UV oblasti [16]. Spektrofotometricky detektor
je zaloZen na principu absorpce UV ¢i viditelného zateni v oblasti vinovych délek od 190
do 800 nm. Vyhodnoceni signalu ziskaného z detektoru je postaveno na zakladé¢
Lambert-Beerova zakona, jez vyjadiuje vzajemny vztah mezi velikosti vlastni absorpce

analytu, tloustkou kyvety a koncentraci analytu, tedy A = ¢;.1.c [19], [25].

Existuji 3 druhy UV/Vis detektora:
s fixni vinovou délkou

Jedna se o nejjednodussi a nejlevnéjsi typ spektrofotometrického detektoru. Vyuziva
optickych filtrti, jez urcuji vinovou délku. Volba vinovych délek je ale limitovana, a to

na 254, 280, 334 a 436 nm, tudiz ma tento detektor v praxi velmi limitované vyuziti [15].
s variabilni vinovou délkou

Tento druh detektoru umoziuje detekci pii jakékoliv zvolené vinové délce. Zdrojem UV

zateni je deuteriova lampa (asi 190-380 nm) a Vis zafeni wolframova Zarovka
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(asi 380-800 nm), ptipadné je detektor vybaven xenonovou lampou. Dne$ni detektory jsou

fizeny pocitacem, a tak 1ze vinovou délku ménit v pribéhu separace [15], [26].
s fotodiodovym polem (PDA nebo DAD detektor)

Jedna se o spektrofotometr s fixovanou optikou a jeho detekéni systém se sklada ze souboru
fotodiod umisténych na silikonovém Cipu. Jejich pocet urcuje rozliSeni detektoru. Umoznuje
snimat celé spektrum bez preruseni separa¢niho procesu. Elektronické skenovani,
digitalizovani a zpracovani signalu pocitatem umoziuje pofidit ,,snimky* celého spektra
protékajiciho eluentu. Snimky jsou pofizovany a ukladany kazdych 0,1 s. Spektra
a chromatogram mohou byt zobrazeny pfi jakékoliv vinové délce a zaznamendny jako 3D
spektrum absorbance a vinové délky v ¢ase. Jednotliva naméfena spektra mohou byt

nasledovné porovnavana s knihovnou spekter pro identifikaci latky [15], [26].
Fluorescen¢ni detektor (FLD)

Tento detektor je extrémné¢ citlivy, detekéni limit je v fadu fg/ml. Fluorescen¢ni detektor
poskytuje odezvu pro piirozené fluoreskujici latky, jakymi jsou polycyklické aromatické
uhlovodiky, chinoliny, steroidy a alkaloidy, a pro derivaty amint, aminokyselin a fenoll
po derivatizaci s dansylchloridem, 9-fluorenylmethoxykarbonylchloridem (FMOC-CI) a jinymi
derivatiza¢nimi ¢inidly. Tento detektor je tedy selektivni, jelikoZ pouze malé mnozstvi
analytd ptirozené fluoreskuje. Derivatizace je Casto komplikovana, ¢asové a finan¢éné
naro¢na [15]. Fluorescen¢ni detektor se sklada z excitaéniho monochromatoru, emisniho
monochromatoru, prutokové cely a fotonasobice pro zesileni emitovanych fotond, zdrojem
zafeni je xenonova lampa [16]. Princip fluorescen¢niho detektoru je nasledovny. Molekula
absorbuje primarni zafeni, dojde k excitaci a pfi navratu do pivodni energetické hladiny
dochazi k vyzareni sekundarniho fluorescen¢niho zéfeni, které je detekovano. Jsou tedy
ziskany dva druhy spekter. Jak excitacni, tak 1 emisni spektrum je charakteristické
pro kazdou latku, takze mohou okamzit¢ poslouzit k identifikaci jednotlivych latek

ve vzorku [19].
Refraktometricky detektor (RID)

RID se asi nejvice blizi k univerzalnimu HPLC detektoru, jelikoz téméf vSechny latky méni
index lomu (RI) mobilni faze. Jedna se o rozliSovaci detektor, méii tedy RI eluatu v mérné
cele a RI ¢isté mobilni faze v porovnavaci cele. RID ma mensi citlivost (0,01-0,1 ug) a je

citlivy ke zménam teploty a pratoku mobilni faze. Je bézné pouzivan k detekci analytl
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neobsahujici chromoforni skupiny jako jsou cukry, triglyceridy, organické kyseliny
a polymery. RID jsou v posledni dob¢ zdokonalovany lep§im temperovanim priutokové cely,
tudiz nedochazi ktakovym teplotnim zménam. Nicméné jeho nizka citlivost
a nekompatibilita s gradientovou eluci jsou jeho velkymi nevyhodami, proto se bézné

v HPLC nepouziva [15], [16], [19], [26].
Detektor elektronového rozptylu (ELSD)

ELSD slouzi k detekci latek neobsahujicich zadny fluorofor ¢i chromofor. V ELSD se zmlzi
eluent, dojde k vypafeni mobilni faze a méti se rozptylené zafeni laserového paprsku na toku
¢astic netékavého analytu. Velkou vyhodou ELSD oproti RID je jeho vyssi citlivost
(nanogramy) a kompatibilita s gradientovou eluci. ELSD je pouZzivan pro analyty s nizkou
UV absorbanci, napt. cukry a triglyceridy [16]. Zvlastnosti ELSD oproti jinym detektorim

je jeho nelinearni odezva. Ziskany signal je nutno pted vyhodnocenim zlogaritmovat.
Aerosolovy detektor nabitych ¢astic (CAD)

CAD je novy univerzalni detektor. PouZivd podobnou zmlZovaci techniku jako ELSD.
Zmlzeny eluat piechazi do evaporacni komurky, kde dojde k odpafeni mobilni faze. Kolizni
komurka obsahuje elektrodu, na niz vznika vlivem vysokého napéti koronovy vyboj.
Do kolizni komtrky zaroven pfichazi nosny plyn (dusik), ktery je ionizovan. Ionizovany
nosny plyn prenasi naboj na analyt. Nabité Castice piechazeji do kolektoru a predavaji mu
naboj, tim vznikd proud, ktery je pfimo umérny mnozstvi stanovované¢ho analytu.
Ve srovnani s ELSD se CAD vyznacuje vyssi citlivosti, jednodussi obsluhou (snadnéjsi
optimalizace) a SirS§im linearnim rozsahem. Jediné jeho omezeni, stejné jako u ELSD, je to,

Ze ho lze pouzit jen pro detekci netékavych analytu [16].
Elektrochemicky detektor (ECD)

ECD meéii elektricky proud generovany elektroaktivnimi analyty v eluentu mezi elektrodami
v prutokové cele. Poskytuje citlivou detekci katecholamind, neurotransmiterti, redukujicich
cukru, glykoproteinti a sloucenin obsahujici fenolovou, hydroxylovou, amino-, diazo-
nebo nitro- funkéni skupinu. ECD muize byt amperometrického, pulzné-amperometrického

nebo coulometrického typu. Elektrody jsou obvykle z uhliku, stiibra, zlata nebo platiny [16].
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Vodivostni detektor

Tento detektor méfi elektrickou vodivost mobilni faze mezi dvéma elektrodami v pritokové
cele. Mobilni faze nesmi byt vodiva. Jedna se o primarni detektor v iontové chromatografii

[16].
Radiometricky detektor

Radiometricky detektor je pouzivan k méfeni radioaktivity radioaktivnich analyt. VétSina

detektortd tohoto typu je zaloZzena na technologii kapalné scintilace [16].
Hmotnostni spektrometr (MS)

Hmotnostni spektrometrie je se svou excelentni citlivosti jednou z nejlepSich analytickych
technik. V dnesni dob¢ je LC ve spojeni s MS jiz nepostradatelnou soucasti kazdé dobré
laboratote. Princip MS spociva v tom, Ze po vstupu vzorku do pfistroje dojde k odpareni
mobilni faze a stanovovany analyt je ionizovan, ¢imz dojde ke vzniku nabitych castic. Tyto
nabité ¢astice jsou v hmotnostnim analyzatoru déleny na zakladé poméru hmotnosti k naboji
fragmentu (m/z) a jsou zaznamenavany ve form¢ hmotnostnich spekter. Kazda molekula ma
charakteristické hmotnostni spektrum, ¢ehoz lze vyuzit v kvalitativni 1 kvantitativni analyze
[26].

Zavtizeni pro zpracovani namérenych dat

V dnesni dobé¢ jiz témét zadna HPLC sestava nefunguje bez propojeni s poc¢itatem. Pocita¢
obsahuje firmou dodavany software, ktery fidi HPLC sestavu a vyhodnocuje chromatograficky

zaznam.

1.3 Derivatizace v kapalinové chromatografii

Kapalinova chromatografie se pouziva pro analyzu vétSiny znamych organickych sloucenin.
Proto je povazovana za velmi uZziteCnou techniku pro analyzu biologickych vzorkl, vzork
potravin, je také vyuzivana v oblasti monitorovani zivotniho prostiedi a farmaceutickém
primyslu. Derivatizace je ¢asto nutnd ke zméné reten¢nich charakteristik, zvyseni odezvy
u riznych detekénich technik, anebo k zajiSténi selektivni odezvy u komplexnich matric.
Nejcastéji pouzivané techniky jsou ptedkolonova off-line a postkolonova on-line

derivatizace [19], [27].
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1.3.1 Predkolonova derivatizace

Technika derivatizace analyti pfed jejich pifivedenim do HPLC systému se nazyva
ptedkolonové derivatizace. Piedkolonova derivatizace je provedena tak, ze je derivatizatni
¢inidlo smichéno s analyzovanym vzorkem, a po inkubaci je tato reakéni smés se vzniklym
derivatem davkovana do chromatografického systému. Jedna se tedy o off-line mod, jelikoz
derivatizacni reakce probihd mimo chromatograficky systém. Tento zplisob derivatizace je
Casto pouzivan, aby doslo ke zvyseni citlivosti detekce. Malé hydrofilni molekuly jsou ¢asto
diky ptedkolonové derivatizaci pfeménény na vétsi a mnohem hydrofobnéjsi slouceniny, coz
vyznamné zlepsi jejich separaci na obracenych fazich. Vzhledem k tomu, Ze reakce probiha
mimo HPLC systém, je mnohem méné narocnd na instrumentaci a také nejsou kladeny tak
vysoké pozadavky na reakéni podminky. Nevyhodu této formy derivatizace je ptitomnost
nadbytecného derivatiza¢niho ¢inidla a né€kdy i vznik vedlejsich produktii reakce, které mohou
interferovat pfi separaci. Dulezitymi aspekty této techniky jsou komplexnost reakce, stabilita

vzniklych derivati a jednoduchost ptipravy [27], [28].
1.3.2 Postkolonova derivatizace

Postkolonové derivatizace je provedena tak, Ze je derivatizacni ¢inidlo zavedeno mezi kolonu
a detektor. Jednd se tedy o on-line mdd, jelikoZ derivatizaéni reakce probiha poté, co analyt
opusti kolonu. K reakci nejcastéji dochazi v takzvané reakéni cele a po prob&hnuti reakce je
vznikly derivat detekovan odpovidajicim detektorem, ktery je zafazen za reak¢ni celu.
Postkolonovéa technika je obvykle pouZzivana pro slouceniny s nizkou ¢i Zadnou odezvou
na zvoleny systém detekce, nebo kdyZ je ur€ity analyt schopny poskytnout selektivni odezvu
zaroven je presnéjsi. Diky tomu, Ze je tento typ derivatizace automatizovany, je minimalni
Sance vzniku hrubé chyby pii davkovani derivatiza¢niho ¢inidla ke vzorku. Pozadavky
na postkolonovou derivatizaci jsou rychlost reakce do dvou minut a reprodukovatelnost [19],
[27], [28].

1.3.3 Detekéni metody

UV a fluorescen¢ni detekce jsou nejcastéji pouzivané detekce v HPLC, ale nékdy postradaji
dostatecnou citlivost nebo selektivitu pro stopovou analyzu. Stanovované analyty by mély
obsahovat chromoforni nebo fluoroforni skupinu, aby mohly byt detekovany. Chemicka

derivatizace méni latky s nizkou UV absorpci na latky, které silné absorbuji v UV nebo Vis
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oblasti, ¢i dokonce siln¢ fluoreskujici. Derivatizace také muze zlepsit retenci a rozliSeni

polarnich sloucenin, jelikoz jejich derivaty jsou obvykle vice hydrofobni [27], [29].
1.3.4 Derivatizace gentamicinu

Vzhledem k tomu, Ze GMC obsahuje aminoskupiny, jsou pro jeho derivatizaci pouzivana stejna
derivatiza¢ni ¢inidla jako pro derivatizaci primarnich a sekundarni amind ¢i aminokyselin.
Vyskyt aminoskupin je obvykly u mnoha biologickych slou¢enin. VétSina téchto sloucenin se
projevuje slabou absorpci v UV-Vis oblasti. Naproti tomu derivaty aminti mohou byt snadno
analyzovany HPLC, i1 kdyz jsou pfitomny ve velmi nizkych koncentracich. Primarni
a sekundarni aminoskupiny GMC jsou obvykle derivatizovany aromatickymi slou¢eninami

nukleofilni substituci [27].

1.3.4.1 Derivatizac¢ni ¢inidla pouZivana pfi derivatizaci gentamicinu

1-fluoro-2,4-dinitrobenzen (FDNB)

NO,

O,N

Obrazek 3: Strukturni vzorec 1-fluoro-2,4-dinitrobenzenu

Reakce FDNB (Sangerova ¢inidla) s primarnim aminem je uvedena na obrazku 4.

. F NH-R NH;
NO, NO,
+ RN _baze _ + NaF 4 H,0
O,N primarni amin
NO, NO,
meziprodukt Zluty produkt

Obrazek 4: Obecné schéma reakce 1-fluoro-2,4-dinitrobenzenu s aminy

Vznika syté Zluty derivat [29], [30].
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Dansylchlorid

(|:I
0=S—o0
N
HaC~ “CH,

Obrazek 5: Strukturni vzorec dansylchloridu

5-Dimethylaminonaftalen-1-sulfonylchlorid, obecné dansylchlorid (Dns-Cl), je jedno
z nejéastéji pouzivanych derivatizacnich ¢inidel pro aminokyseliny. Dns-Cl 1ze také pouzit pro
derivatizaci primarnich a sekundarnich amind, a vzhledem k tomu, Ze GMC obsahuje primarni
i sekundarni aminoskupiny, je pro jeho derivatizaci vhodny. Reakce Dns-Cl s gentamicinem
probiha v mirné zésaditém prostredi, naptiklad v prosttedi boratového pufru. Mensi nevyhodou

je, ze doba reakce je pomérné dlouha a vyzaduje vysokou teplotu, az 100 °C [31], [32].

Reakce Dns-Cl s aminy je znazornéna na obrazku 6.

Cl RZ\ /Rl
I
0=S=0 o:é:o
H R,
(L e —— (L) e
Ry
NS amin N
H3C CHg HsC CHy
dansylchlorid vznikly derivat

Obrazek 6: Obecné schéma reakce dansylchloridu s aminy

9-Fluorenylmethoxykarbonylchlorid

Obrdzek 7: Struktura FMOC-CI
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FMOC-CI reaguje s primarnimi a sekundarnimi aminy, aminokyselinami a alkoholy. Toto
¢inidlo reaguje S aminoskupinou V pfitomnosti boratového pufru za tvorby odpovidajicich
karbamati. Reaktivita je kontrolovana vhodnym pH. Reakce aminu s FMOC-CI je rychla
aprobiha pfi laboratorni teplot¢. Reakce musi byt =zastavena pfidanim piebytku
neinterferujiciho aminu a okyselenim reak¢ni smési. Vznikly karbamat je stabilni. Reakce

FMOC-CI s aminy je uvedena na obrazku 8.

Ry
o Q /
N\_Cl \>/N\
/- R,
O @]
Ry
/
+ H—N — = + HCI
\ boratovy pufr
R
] amin
FMOC chlorid vznikly derivat

Obrdzek 8: Obecné schéma reakce 9-fluorenylmethoxykarbonylchloridu s aminy

Dalsi derivatizaé¢ni ¢inidla pouZivana pro derivatizaci gentamicinu

Jednim z dalSich c¢inidel pro derivatizaci GMC je napiiklad ortho-ftaldialdehyl (OPA) [33].
OPA reaguje sprimarnimi aminy V piitomnosti alkylthiolu, nejcastéji merkaptoethanolu,
za vzniku odpovidajicich produkti, které fluoreskuji. Toto ¢inidlo se pouZziva pro derivatizaci
biogennich amint, peptidl a proteinti i ve Stopovych mnozstvich. Derivatizace aminti OPA je

nejcastéji postkolonova. U predkolonové derivatizace je problémem nestabilita vzniklych

derivati [29], [34], [35].

Fluoreskamin reaguje s primarnimi aminy za vzniku odpovidajiciho fluoreskujiciho derivatu.

Lze ho pouzit jak pro ptedkolonovou, tak i postkolonovou derivatizaci [29], [31], [36].

Existuje velké mnozstvi dal§ich derivatizacnich ¢inidel pouzivanych pro derivatizaci GMC,

Vv této diplomové praci ale byla vénovana pozornost pouze FDNB, Dns-Cl a FMOC-CI.

1.4 Prehled chromatografickych metod pro stanoveni gentamicinu
v biologickych vzorcich

Aminoglykosidy jsou skupina vysoce ucinnych antimikrobialnich latek, kterd se pouzZiva
k 1é¢bé infekci zplsobenych aerobnimi gramnegativnimi a nékterymi grampozitivnimi
bakteriemi. Chemickou strukturou, antimikrobialni aktivitou, farmakokinetickymi

charakteristikami a toxicitou jsou si vSechny aminoglykosidy podobné. Obsahuji aminocyklitol
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a aminocukr pfipojeny kriboze. Pravé diky podobnosti molekul je separace
aminoglykosidovych antibiotik velmi komplikovana. Vétsina aminoglykosidovych antibiotik
je vysoce polarni, odolnd vici kyselindm, zasadam, vysoké teploté a postrada vhodny
chromofor. Pro jejich analyzu jsou vyuzivany mnohé techniky, a to pfedevSim kapalinova
chromatografie, plynova chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Vzhledem k netékavosti,
absenci chromoforu a hydrofilité aminoglykosidt, se mnohé metody piiklangji k derivatizaci,
aby byl proces separace ucinnéjsi. Derivatizacni techniky maji vyhodu v tom, Ze dojde
ke zkraceni doby analyzy a sniZeni nakladii na instrumentaci. Na druhou stranu ma derivatizace

také mnoho nevyhod. Jednou z nejvétsich je nestabilita vzniklych produkta [37], [38].
Chromatografické metody pouZivané pro analyzu aminoglykosidi
a) techniky pro kvalitativni pouziti

Aminoglykosidy byly analyzovany v tkanich a mo¢i riznymi technikami, jako jsou
mikrobiologické techniky, radioenzymatické a radioimunoanalytické (RIA) techniky
¢i papirova chromatografie. Tyto metody jsou stale pouzivany, ale ve vétSiné ptipadi slouzi
pouze pro kvalitativni pouziti, jelikoz jsou ¢asové naro¢né. U mikrobiologickych metod trva
napiiklad inkubace aZz 3 dny, zaroven jsou tyto metody zavislé na mnoha faktorech, jako jsou
teplota, pH a tlouStka agaru aplikovaného na Petriho misku. I kdyZ jsou mikrobiologické
metody pomérné levné a jednoduché, jsou nepiesné [38]. RIA metody jsou ve srovnani
s mikrobiologickymi vice u¢inné. Jsou citlivé a specifické, ale nékteré aminoglykosidy mohou
navzajem interferovat. RIA technikou se daji stanovit GMC, amikacin i tobramycin. Analyza

RIA metodami vyzaduje naro¢nou optimalizaci a je ¢asové naro¢na [39].
b) techniky pro kvantitativni pouZziti

Chromatografické metody jsou v dneSni dob& pro kvantitativni stanoveni aminoglykosidi
nepostradatelné. Nicméné diky jejich podobné struktufe a nepfitomnosti vhodného chromoforu
je jejich analyza naro¢na.

1.4.1 Stanoveni GMC plynovou chromatografii (GC)

GC je nejpouzivangjsi technika pro analyzu tékavych a tepelné stabilnich sloucenin. Pfima
analyza aminoglykosidii GC je nevhodna, protoze aminoglykosidy jsou hydrofilni a netékavé.
Proto musi byt pro analyzu GC pouzita vhodna derivatizacni technika, aby vzniklé derivaty

byly hydrofobni a t€kavé. Vznikly derivat by mél mit idealné podobnou, nebo blizce piibuznou

chemickou strukturu jako ptivodni analyt. U GC analyzy jsou hlavnim problémem slouceniny
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obsahujici tzv. aktivni vodik ve funk¢énich skupinach, jako jsou -SH, -OH, -NH a -COOH,
jelikoz maji tendenci vytvaret intermolekularni vodikové vazby. Tyto vodikové vazby snizuji

tékavost sloucenin, také ovliviiuji jejich schopnost interagovat se stacionarni fazi [38], [40],

[41].

Mayhew a Gorbach popsali dvoukrokovou derivatizaci aminoglykosidi (véetné GMC)
pro jejich analyzy v lidském séru metodou GC. Derivatizace zahrnuje silylaci hydroxylovych
skupin trimethylsilylimidazolem (TMSI) a acylaci aminoskupin heptafluorobutyrylimidazolem
(HFBI). Vzniklé derivaty jsou stabilni a dostatecné tékavé. K detekci pouzili detektor
elektronového zachytu (ECD). Nevyhodou této metody je pouziti vysoce selektivniho detektoru
[40].

Preu a kol. pouzili stejny postup jako Mayhew a Gorbach, misto ECD zvolili MS detekci [42].

Simultanni ~ analyzou celkem 36 rOznych antibiotik v mase metodou GC

s plamenové-ionizaénim detektorem se zabyvali Mineo a Kaneko [43].

1.4.2 Stanoveni gentamicinu kapalinovou chromatografii (LC)

HPLC je pro analyzu GMC a aminoglykosidii nejvice pouzivanou analytickou technikou.

Komplikaci je, Ze ve své molekule neobsahuji vhodny chromofor [38].

1.4.2.1 Metody pro stanoveni gentamicinu kapalinovou chromatografii bez pouZziti
derivatizace

I kdyz vétSina metod pro stanoveni GMC a dalSich aminoglykosidi zahrnuje piredkolonovou

nebo postkolonovou derivatizaci, je popsano i nékolik metod pro jejich stanoveni bez

derivatizace.

Mustafa a Devi vyvinuli RP-HPLC metodu pro stanoveni kanamycinu
v poly(laktid-ko-glykolidovych) nanocasticich (PLGA). Mobilni fazi byl roztok tetraboritanu
sodného s piidavkem iontové parového ¢inidla oktansulfonatu sodného. Pro separaci byla
pouzita kolona svazanou reverzni fazi (C18). Kanamycin byl eluovan isokraticky

a monitorovan pii 205 nm [44].

Kalyani a Rao popsali RP-HPLC pro simultanni stanoveni amikacinu a cefepimu. Jako mobilni
faze byla pouzita smeés methanolu, ACN a octanového pufru. Antibiotika byla separovana

na vazané reverzni fazi (C18) a monitorovana pii 212 nm [45].
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Dimal se také zabyval simultannim stanovenim amikacinu a cefepimu [46]. Stejn¢ jako Kalyani
a Rao separoval tato antibiotika na obracenych fazich a detekoval UV detektorem (212 nm).

Volil v8ak jinou mobilni fazi, a to smés ACN a vody.

Adams a kol. publikovali HPLC metodu s ECD pro stanoveni amikacinu [47]. Analyty byly
separovany na polystyrendivinylbenzenové stacionarni fazi gradientovou eluci. Mobilni faze
byla smési siranu sodného, oktansulfonatu sodného a fosfatového pufru. Pro zlepSeni detekce

byla mobilni faze s analyty po vystupu z kolony alkalizovana hydroxidem sodnym.

RP-LC s pouzitim pulzni elektrochemické detekce se zabyvali také Manyanga a kol. [48].
Vypracovali metodu pro stanoveni tobramycinu. Pro separaci pouzili reverzni fazi (C18), eluce
byla isokraticka, mobilni faze byla smés siranu sodného, sodné soli oktan-1-sulfonové kyseliny,

tetrahydrofuranu a fosfatového pufru.

Brajanoski a kol. se také zabyvali stanovenim aminoglykosidového antibiotika metodou
RP-LC, stanovovali amikacin v mozkomisnim moku. Amikacin separovali na reverzni fazi
(C18). Mobilni faze byla smési siranu sodného, oktansulfonatu sodného, tetrahydrofuranu
a fosfatovy pufru. Pro zlepSeni elektrochemické detekce byla mobilni faze s analyty po vystupu

z kolony alkalizovana hydroxidem sodnym [49].

Dalsi metodu pro ptimé stanoveni aminoglykosidovych antibiotik popsali Galanakis a kol. [50].
Jedna se 0 RP-LC metodu s ELSD. Aminoglykosidova antibiotika byla separovana na reverzni
fazi (C18), eluce byla isokratickd, mobilni fazi byla smés vody a methanolu s piidavkem

perfluoropentanové kyseliny.

Liu a kol. vyvinuli HPLC metodu sELSD pro simultanni stanoveni aminoglykosida
apramycinu, neomycinu, amikacinu a GMC. Antibiotika byla separovana na reverzni fazi
(C18), eluce byla gradientova, mobilni faze byla smés ACN a vody s pfidavkem iontové
parového ¢inidla heptafluoromaselné kyseliny [51].

Detekce analytid obsahujici slaby chromofor je problém, ktery se snazili vyfesit Caudron
a Baghriche [52]. GMC separovali na obracené fazi a detekovali pii 215 nm. Eluce byla
gradientova, mobilni fazi byla smés ACN a vody s ptidavkem iontové parového ¢inidla

heptafluoromaselné kyseliny.

Plozza a kol. vyvinuli metodu LC-MS/MS pro stanoveni vybranych aminoglykosidti v¢etné

GMC a jeho C1, C2 a Cla komponent v kravském mléce. Aminoglykosidy byly separovany
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na reverzni fazi (C18), eluce byla gradientova, mobilni fazi byla smés ACN a vody s ptidavkem

iontoveé parového Cinidla heptafluoromaselné kyseliny [53].

Joseph a Rustum vyvinuli metodu RP-LC s CAD pro stanoveni GMC v krému. GMC separovali
na pentafluorfenylové fazi, eluce byla gradientova, mobilni fazi A byla smés ACN a vody
s ptidavkem kyseliny heptafluoromasledné, mobilni fazi B byla smés ACN, vody a kyseliny

trifluoroctové [54].

Stanovenim tobramycinu v o¢nich kapkach se zabyvali Ruckmani a kol. [55]. Potykali se opét
se stejnym problémem, Ze tobramycin v UV oblasti téméf neabsorbuje. Mobilni fazi byla smés
hydrogenfosfore¢nanu amonného a tetramethylammoniumhydroxidu. Tobramycin separovali

na reverzni fazi (C8) a detekovali pti 210 nm.

Stanovenim tobramycinu se zabyvali také Zhu a Wang [56]. Pouzili metodu ion-parové HPLC
na obracenych fazich (C18) v kombinaci s RID. Jako mobilni fazi zvolili smés methanolu

a vody s ptidavkem iontové parujici ¢inidla kyseliny trifluoroctové.

Clarot a kol. vyvinuli pro stanoveni tobramycinu metodu HPLC s ELSD. Tobramycin
separovali na reverzni fazi (C18), eluce byla gradientova a mobilni fazi byla smés ACN, vody

a kyseliny trifluoroctové [57].

Italsti autofi v Cele se Salutim vyvinuli novou metodu pro simultanni stanoveni 12 rtznych
aminoglykosida [58]. Pied vlastni analyzou extrahovali aminoglykosidy na tuhé fazi (SPE).
Jako nejvhodnéjsi stacionarni faze se ukéazala HILIC. Eluce byla gradientova, mobilni fazi A
byla smés kyseliny mravenci a mravencanu amonného, mobilni fazi B byl ACN, pro detekci

byl pouzit MS.
1.4.2.2 Metody pro stanoveni gentamicinu s pouzitim chemické derivatizace

Stead a Richards vyvinuli pro stanoveni GMC v biologickych vzorcich metodu RP-LC s FLD.
Komponenty GMC C1, Cla, C2, C2a derivatizovali FMOC-CI a odpovidajici derivaty
separovali na reverzni fazi (C18). Mobilni fazi byla smés ACN a vody [59].

Kim a Lee vyvinuli pro stanoveni aminoglykosidi metodu RP-LC s PDA. Aminoglykosidy
derivatizovali fenylisokyanatem v pfitomnosti triethylaminu [60]. Vzniklé derivaty separovali
na obracené¢ fazi (C18), mobilni fazi byla smés ACN a vody s ptidavkem kyseliny

trifluoroctové. Pro porovnani pouzili také ELSD.
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Simultdnnim stanovenim amikacinu a jeho prekurzoru, kanamycinu, se zabyvali Korany a kol.
[61]. Amikacin a kanamycin derivatizovali ¢inidlem slozeného z vody, octanového pufru,
formaldehydu a acetylacetonu. Vzniklé derivaty separovali na obracené fazi (C18) a detekovali

PDA detektorem. Eluce byla isokraticka, mobilni fazi byla smés ACN a octanového pufru.

Feng a kol. stanovovali amikacin po piedchozi derivatizaci 1-naftylisothiokyanatem. Vznikly
derivat byl separovan na reverzni fazi (C18) a monitorovan pii 230 nm. Mobilni fazi byla smés

ACN a vody. Tuto metodu lze pouzit také pro stanoveni jinych aminoglykosidovych antibiotik

[62].

Indiéti autofi Chauhan a Jalalpure stanovovali amikacin v lidském séru metodou UHPLC s FLD
[63]. Amikacin derivatizovali FMOC-CI v boratovém pufru. Derivat amikacinu separovali

na reverzni fazi (C18), mobilni fazi byla smés ACN a vody.

Li a kol. vyvinuli a validovali metodu HPLC s UV detekci pro stanoveni stopového mnozstvi
amikacinu ve vzorcich vody. Amikacin z vody extrahovali technikou SPE a derivatizovali
4-chloro-3,5-dinitrobenzotrifluoridem (CNBF) v pfitomnosti triethylaminu. Vznikly derivat

byl separovan na reverzni fazi (C18) a detekovan pii 238 nm [64].

Italky Nicoli a Santi vypracovaly metodu HPLC s UV detekcei pro stanoveni amikacinu v lidské
kazi [65]. Amikacin a dal§i aminoglykosidy jsou obsazeny v mnohych antibiotickych
ptipravcich ur€enych pro aplikaci na kizi. Autorky odebraly maly kousek darcovy kiize, ktery
po dobu 20 s susily fénem na vlasy, aby mohla byt epidermis oddélena od dermis. Amikacin
nasledné vyextrahovaly z obou koznich vrstev za riznych podminek. Amikacin derivatizovaly
FDNB, derivat separovaly na reverzni fazi (C18) a detekovaly pii 365 nm. Mobilni fazi byla
smés ACN, vody a kyseliny octové.

Kuehl a kol. vyvinuli a validovali HPLC metodu s UV detekci pro simultanni stanoveni
gentamicinsulfatu a leucinu v prasku uréeném k inhalaci (NanoGENT™). Gentamicinsulfat
a leucin derivatizovali OPA, derivaty separovali na obracené fazi (C18) a monitorovali
pii 330 nm. Mobilni fazi byla smés methanolu, vody a kyseliny octové s piidavkem iontové

parujiciho ¢inidla heptansulfonatu sodného [66].

Anhalt a jeho ameri¢ti kolegové vyvinuli rychlou metodu HPLC s FLD pro simultanni
stanoveni GMC a jeho komponent C1, Cla a C2 [67]. GMC a jeho komponenty separovali

nareverzni fazi (C8). Mobilni fazi byla smés siranu sodného a kyseliny octové ve vodé
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s ptidavkem iontové parového ¢inidla pentansulfonatu sodného. GMC a jeho komponenty byly

po vystupu z kolony derivatizovany OPA (postkolonova derivatizace).

Stanovenim komponent GMC se stejné jako Anhalt a kol. zabyvali Seidl a Nerad [68].
Komponenty GMC separovali na iontové-vyménné koloné a derivatizovali OPA (postkolonova
derivatizace). Mobilni fazi byl roztok KCl o pH 3,0.

Isoherranen a Soback vyvinuli metodu pro simultanni stanoveni GMC a jeho komponent C1,
Cla a C2 vplazmé a moci. Po extrakci technikou SPE, byly GMC a jeho komponenty
derivatizovany FDNB [69]. Vzniklé derivaty byly separovany na reverzni fazi (C18)
a monitorovany  pfi  365nm.  Mobilni fazi byla smés ACN a tris
[tris(hydroxymethyl)aminomethan] pufru.

Dal$imi autory, ktefi se zabyvali pfedkolonovou derivatizaci aminoglykosida FDNB, jsou Tsuji
a kol. Vyvinuli metodu HPLC s UV detekci. Aminoglykosidy separovali na polarni ,,normalni*
fazi (kolona LiChrosorb SI-100) a monitorovali pii 350, respektive 254 nm. Mobilni fazi byla

smé&s chloroformu, tetrahydrofuranu a vody [70].

Meicheng a kol. vyvinuli metodu HPLC sUV detekci pro simultanni stanoveni
gentamicinsulfatu a neomycinsulfatu. Jako derivatiza¢ni ¢inidlo pouzili FMOC-CI. Derivaty
separovali na reverzni fazi (C18) a monitorovali pii 265 nm, mobilni fazi byla smés ACN

avody [71].

Stanovenim stopového mnozstvi streptomycinu v mase, mléce a medu se zabyvali Edder a kol.
[72]. Autoti extrahovali streptomycin technikou SPE a separovali na reverzni fazi (C18).
Povystupu z kolony byl streptomycin derivatizovan fB-naftochinon-4-sulfonatem
(NQS). Mobilni fazi byla smés ACN a vody s piidavkem iontové parujiciho ¢inidla
heptansulfonatu sodného. Derivat streptomycinu byl monitorovan FLD (Aex = 260 nm
a Aem = 435 nm).

Rychlou metodu pro simultanni stanoveni kanamycinu a dibekacinu v séru metodou HPLC
s FLD vyvinuli Kubo a kol. [73]. Kanamycin a dibekacin separovali na reverzni fazi (C18)
a po vystupu z kolony derivatizovali OPA. Mobilni fazi byla smés ACN s vodou s pridavky

iontov¢ parujicich ¢inidel 1,2-ethandisulfonatu sodného a oktansulfonatu sodného.

Britsti autofi v ¢ele s Mashatem vyvinuli a validovali metodu HPLC s FLD pro stanoveni

tobramycinu ve vzorcich moc¢i. Tobramycin byl derivatizovan fluoresceinisothiokyanatem
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(FITC) a vznikly derivat separovan na reverzni fazi (C18). Mobilni fazi byla smés ACN,
methanolu, kyseliny octové a vody [74].
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2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout a validovat metodu vysokotc¢inné kapalinové
chromatografie pro stanoveni gentamicinu v tenkych filmech kyseliny hyaluronové

pouzivanych ve tkafiovém inzenyrstvi ¢i chirurgii.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Vzorky

- kyselina hyaluronova (Contipro a.s., Dolni Dobrou¢, Ceska republika)
- lauroylhyaluronat (Contipro a.s., Dolni Dobrou¢, Ceské republika)

- palmitoylhyaluronat (Contipro a.s., Dolni Dobroug, Ceské republika)

3.1.2 Chemikalie

- 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- 9-fluorenylmethoxykarbonylchlorid (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- acetonitril, UPLC grade (VWR International, Fontenay-sous-Bois, Francie)
- dansylchlorid (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- dekahydrat tetraboritanu sodného (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- hydroxid sodny (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- isopropanol HPLC grade (VWR International, Fontenay-sous-Bois, Francie)
- kyselina mravenéi (VWR International, Fontenay-sous-Bois, Francie)

- kyselina octova (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- kyselina trifluoroctova (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- L-alanin (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- methanol HPLC grade (VWR International, Fontenay-sous-Bois, Francie)

- standard komponent gentamicinu C1, C2, Cla a C2a v poméru 1:1:1:1 (Tokyo Chemical
Industry Co., Ltd., Tokio, Japonsko)

- tobramycin (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., Tokio, Japonsko)

3.1.3 Pomiicky a pristroje

- ACQUITY® QDa® hmotnostni detektor (Waters Corporation, Milford, Massachusetts, USA)
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- analytick4 kolona Atlantis dC18, 100A, 5 pm, 4,6 mm x 250 mm (Waters Corporation,
Milford, Massachusetts, USA)

- analyticka kolona Jupiter® 4 um Proteo 90 A, 250 x 4,6 mm (Phenomenex, Torrance, CA,
USA)

- analytické vahy (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

- automaticka digitalni pipeta Handystep® (BrandTech Scientific, Inc., Essex, CT, USA)
- autosampler pro ACQUITY UPLC® H-Class (Waters Corporation, Milford, MA, USA)
- autosampler pro Shimadzu Prominence (Shimadzu Corporation, Kjoto, Japonsko)

- dvé vysokotlakd cCerpadla pro Shimadzu Prominence (Shimadzu Corporation, Kjoto,

Japonsko)
- ELS detektor, model 2424 (Waters Corporation, Milford, MA, USA)
- filtra¢ni aparatura pro pfipravu mobilnich fazi Supelco (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

- filtry Nylon 66 pro injek¢ni stiikacku, velikost pora 0,2 um (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

- fluorescenéni detektor pro Shimadzu Prominence (Shimadzu Corporation, Kjéto, Japonsko)
- HPLC fidici jednotka pro Shimadzu Prominence (Shimadzu Corporation, Kjoto, Japonsko)

- kapalinovy chromatograf ACQUITY UPLC® H-Class (Waters Corporation, Milford, MA,
USA)

- kapalinovy chromatograf Shimadzu Prominence (Shimadzu Corporation, Kjoto, Japonsko)

- laboratorni sklo

- magnetickd michacka Cimarec™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

- mikropipety (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

- mikrozkumavky (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

- odmérné banky (10 ml, 100 ml, 1 1)

- odplyniova¢ mobilni faze pro Shimadzu Prominence (Shimadzu Corporation, Kjoto, Japonsko)

- odstiedivka Scilogex D2012 (Scilogex, Berlin, CT, USA)
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- pH metr pH 8+ DHS (XS Instruments, Carpi MO, Italie)

- horkovzdusna susarna FN 500P (KRD, Praha, Ceska republika)

- termostat kolon pro ACQUITY UPLC® H-Class (Waters Corporation, Milford, MA, USA)
- termostat kolon pro Shimadzu Prominence (Shimadzu Corporation, Kjoto, Japonsko)

- ultrazvukova lazen Elmasonic S30 (Elmasonic, Singen, Némecko)

- UV detektor s proménnou vilnovou délkou pro ACQUITY UPLC® H-Class (Waters
Corporation, Milford, MA, USA)

- vialky uréené pro kapalinovy chromatograf (Waters Corporation, Milford, MA, USA)

3.2 Stanoveni gentamicinu metodou HPLC s hmotnostni detekci
3.2.1 Priprava roztoki

Zasobni roztok trifluoroctové kyseliny (asi 50 mmol/l)

Roztok byl pfipraven ziedénim 3,8 ml koncentrované trifluoroctové kyseliny (TFA) do objemu
1 1 vodou pro HPLC.

Zasobni roztok trifluoroctové kyseliny (asi 200 mmol/l)

Roztok byl pfipraven zftedénim 1,5 ml koncentrované TFA do objemu 100 ml vodou pro HPLC.

Zasobni roztoky trifluoroctové kyseliny (10, 20, 30, 70, 100 mmol/l)

Roztoky byly pfipraveny natedénim zasobniho roztoku TFA (asi 200 mmol/l) vodou pro HPLC

na pozadovanou koncentraci.

Zasobni roztok mravenéanu amonného (asi 5 mmol/l)

Navazka 32 mg mravenc¢anu amonného byla rozpusténa v 100 ml vody pro HPLC.

Zasobni roztok standardu komponent gentamicinu (asi 1 mg/ml)

Navazka 10 mg standardu komponent GMC byla rozpusténa v 10 ml vody pro HPLC.

Zasobni roztok tobramycinu (asi 100 pg/ml)

Navazka 10 mg TOB byla rozpusténa v 100 ml vody pro HPLC.
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Kalibra¢ni roztoky gentamicinu (0.5, 1, 5, 10, 50 a 100 ug/ml)

Kalibra¢ni roztoky GMC byly ptipraveny fedénim zasobniho roztoku GMC o koncentraci asi

1 mg/ml na pozadovanou koncentraci vodou pro HPLC.

3.2.2 Chromatograficka analyza
3.2.2.1 HPLC parametry

Pi#i prvnim méfeni byla pouzita kolona Jupiter® 4 um Proteo 90 A, 150 x 4,6 mm. Pro analyzy
byl vybran kapalinovy chromatograf ACQUITY UPLC® H-Class (Waters Corporation,
Milford, MA, USA). Mobilni fazi A byl roztok 50mmol/l TFA, mobilni fazi B byl 100%
methanol. Mobilni faze A a B byly michany v poméru 92:8 (v/v). Promyvacim roztokem pro
oplach davkovaci jehly byl 30% isopropanol. Prutok mobilni faze byl nastaven na hodnotu
0,8 ml/min, termostat kolon na 25 °C a vzorky byly v autosampleru chlazeny pii 8 °C. Tlakové
limity Cerpadel mobilni faze byly nastaveny na hodnotu 50 psi (minimalni tlak) a 5000 psi
(maximalni tlak). Nastaveni MS detektoru Acquity QDa bylo nasledujici: pozitivniho mod
ionizace s napétim 0,8 kV, skenovani od 280 do 1000 Da.

3.2.2.2 Optimalizace

Zvolenou metodou byl analyzovan slepy vzorek (voda) a standard komponent GMC
o0 koncentraci asi 100 pg/ml. Pfi pouziti 50mmol/l TFA jako mobilni faze doslo pfti nasttiku
standardu k rozdéleni vSech ¢tyt komponent GMC. Pfi dalsich analyzach byly nastaveny stejné
podminky, pouzity stejné vzorky, jen mobilni fazi A byla 200mmol/l TFA. Za téchto podminek
se snizila odezva a zvysil Sum detektoru. Pro nasledujici analyzu byl jako mobilni faze A zvolen
5mmol/l mraven¢an amonny. Vysledky méteni byly nepouzitelné. Pfi porovnani téchto 3
mobilnich fazi vychazi nejlépe 50mmol/l TFA. Byly piipraveny mobilni faze o rtzné
koncentraci TFA (10, 20, 30, 50, 70 a 100 mmol/l). Z vysledkt vSech analyz vyplyva, ze
nejvhodnéjsi koncentraci TFA je 50 mmol/Il. Dalsi analyzy s touto mobilni fazi prob&hly v SIM
(Single Ion Monitoring) modu. Hodnoty poméru hmotnosti a ndboje (m/z) molekulovych ionti

komponent GMC jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1: Hodnoty poméru hmotnosti a naboje (m/z) molekulovych iontii komponent GMC

komponenta gentamicinu m/z iontu [M+H]*
GMC C1 478
GMC Cla 450
GMC C2 464
GMC C2a 464

Pro kvantifikaci GMC byl jako vnitini standard pouzit TOB, jelikoz ma podobné fyzikalné-
chemické vlastnosti a podobny retenc¢ni ¢as. Byla analyzovana smés GMC a TOB o koncentraci
asi 100 pg/ml, prvng s rychlosti zaznamu 2 body za sekundu (p/s; z angl. point per second),
nasledné rychlosti 1 p/s. Pti porovnani jednotlivych chromatogramti byly piky obou latek
na prvni pohled identické, proto bylo nutné proméfit kalibracni standardy pii 1 p/s i 2 p/s
a porovnat, pii kterém nastaveni poskytuje kalibracni zavislost vétsi linearitu. Nasledné byl
analyzovan smésny standard GMC a TOB, ktery byl pfipraven smichanim 1 ml GMC
0 koncentraci 10 pg/ml a 100 pl TOB o koncentraci 100 pg/ml. Byly zachovany stejné HPLC
podminky, pouze byl zménén pomér mobilnich fazi A a B, z92:8 (v/v) na 90:10 (v/v).
Zvysenim koncentrace methanolu doslo dle o¢ekavani ke zkraceni doby analyzy. Opét bylo

provedeno porovnani chromatografickych zaznamu ziskanych pii rychlosti 1 p/s a 2 p/s.

32221 Kalibraéni kfivka

Byly ptipraveny kalibra¢ni standardy o koncentraci 0,5, 1, 5, 10, 50 a 100 ug/ml. Standardy

byly prométeny s rychlosti zaznamu 1 a 2 p/s.

3.3 Stanoveni gentamicinu metodou HPLC s ELSD

3.3.1 Priprava roztoki

Zasobni roztok trifluoroctové kyseliny (asi 50 mmol/l)

Roztok byl pfipraven zfedénim 3,83 ml koncentrované TFA do objemu 1 | vodou pro HPLC.
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Zasobni roztok standardu gentamicinu (asi 1 mg/ml, asi 100 pg/ml, asi 500 ug/ml)

Navazka 10 mg GMC byla rozpusténa v 10 ml vody pro HPLC. Roztoky GMC o koncentraci
asi 500 a 100 pug/ml byly piipraveny fedénim roztoku GMC (asi 1 mg/ml) vodou pro HPLC

na pozadovanou koncentraci.

Zasobni roztok standardu tobramycinu (asi 100 pg/ml)

Navazka 10 mg TOB byla rozpusténa ve 100 ml vody pro HPLC.

Kalibra¢ni roztoky GMC (10. 40, 80, 100. 300 a 500 ug/ml)

Kalibra¢ni standardy byly pfipraveny fedénim zasobniho roztoku GMC (1 mg/ml) vodou pro

HPLC na pozadovanou koncentraci.

3.3.2 Chromatograficka analyza
3.3.2.1 HPLC parametry

Pro prvni analyzu byla pouzita kolona Jupiter® 4 pm Proteo 90 A, 150 x 4,6 mm. Mobilni fazi
A byl roztok 50mmol/l TFA, mobilni fazi B byl 100% methanol. Mobilni faze A a B byly
smichany v poméru 90:10 (v/v). Promyvacim roztokem pro oplach davkovaci jehly byl 30%
isopropanol. Prutok mobilni faze byl udrZzovan na hodnoté 0,8 ml/min, termostat kolon byl
nastaven na hodnotu 25 °C a vzorky byly v autosampleru chlazeny pti 8 °C. Tlakové limity
¢erpadel mobilni faze byly nastaveny na hodnotu 50 psi (minimalni tlak) a 4000 psi (maximalni
tlak). Pro detekci byl pouzit ELSD, model 2424 (Waters Corporation, Milford, MA, USA),

u které¢ho bylo nutné optimalizovat nastaveni.

3.3.2.2 Optimalizace

Bylo nutné optimalizovat nastaveni ELSD. Prvotni nastaveni bylo nasledujici: tlak
nebuliza¢niho plynu 50 psi, teplota plynu 60 °C, teplota nebulizéru 36 °C. Nejprve byl
analyzovan standard GMC o koncentraci asi 1 mg/ml. Rychlost zdznamu byla nastavena

na 5 p/s, zesileni 300, teplota plynu byla 60 °C a vzorek byl davkovan v objemu 10 pl.
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Obrazek 9: Chromatograficky zaznam komponent GMC o koncentraci 1 mg/ml. HPLC podminky: staciondrni fazi byla kolona
Jupiter® 4 um Proteo 90 4, 150 x 4,6 mm, temperovdna pii 25 °C, mobilni fize A (50 mmol/l TFA) a B (100% methanol) byly

smichany v poméru 90:10 (v/v), pritok mobilni faze byl 0,8 mi/min, davkovany objem vzorku byl 10 ul. Nastaveni ELSD: tlak
a teplota nebulizacntho plynu byly 50 psi a 60 °C, teplota nebulizéru 36 °C. Rychlost zaznamu byla 5 pls.

Za stejnych podminek byl analyzovan vnitini standard TOB, pot¢ GMC i TOB s 10x nizsi
koncentraci (tedy 100 pg/ml). Z vysledki analyz je patrné, ze koncentrace TOB byla optimalni,
zato koncentrace GMC nizka. Proto byla za stejnych podminek provedena dalsi analyza, pouze

s tim rozdilem, Ze koncentrace GMC byla 500 pg/ml.

V dal§im kroku byly za stejnych podminek analyzovany GMC o koncentraci 500 ug/ml a TOB
0 koncentraci 100 ug/ml, pouze byla zménéna rychlost zaznamu z 5 na 2 p/s. Pii porovnani
vysledkt bylo na prvni pohled ziejmé, Ze pii rychlosti zaznamu 2 p/s byla ziskana mnohem
lepsi odezva detektoru. Optimalni koncentrace GMC byla tedy 500 pg/ml a TOB 100 pg/ml.
Nasledné bylo zvyseno zesileni ELSD z 300 na 500 a dosazeno tak vyssi citlivosti detektoru.
Rychlost zaznamu byla ponechana na hodnoté 2 p/s. Nasledné bylo davkovano namisto 10 pl

vzorku, 20 pul. Dle ofekavani se zvysila plocha piku.
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3.4 Stanoveni gentamicinu po predchozi derivatizaci

1-fluoro-2,4-dinitrobenzenem

3.4.1 Priprava roztoki

Derivatizaéni roztok

K 94 ul FDNB bylo pfidano 5 ml ACN a obsah zkumavky byl fadn¢ promichan.

Boratovy pufr (asi 0,02 mol/l)

Navazka 0,7625 g dekahydratu tetraboritanu sodného (Na:B4O7-10 H20) byla rozpusténa

ve 100 ml vody, pH bylo upraveno na hodnotu 8,9 roztokem hydroxidu sodného (asi 10 mol/l).

Zasobni roztok gentamicinu V boratovém pufru (asi 1 mg/ml)

Navazka 10 mg GMC bylo rozpusténa v 10 ml boratového pufru o koncentraci 0,02 mol/I.

3.4.2 Derivatizaé¢ni krok
Derivatiza¢ni reakce byla provedena smichanim 0,5 ml standardu GMC a 1,5 ml roztoku FDNB
v ACN. Obsah zkumavky byl inkubovan 45 minut pii 100 °C. Po zchlazeni na laboratorni

teplotu byla smés prefiltrovana do vialky skrz nylonovy filtr o porozité 0,22 pum.

3.4.3 Chromatograficka analyza
3.4.3.1 HPLC parametry

Byla provedena analyza HPLC s UV detekci S nasledujicimi parametry. Jako stacionarni faze
byla pouzita kolona Jupiter® 4 um Proteo 90 A, 150 x 4,6 mm, mobilni fize A (ACN) byla
smichéana S mobilni fazi B (0,1% kyselina mravenci) v poméru 70:30 (v/v), pritok mobilni faze
byl udrzovan na hodnoté 1,2 ml/min. Termostat kolon byl nastaven na hodnotu 25 °C, vzorky
byly v autosampleru chlazeny pii teploté 8 °C, na kolonu bylo davkovano 10 pl a derivaty byly

monitorovany pii 350 nm.

3.4.3.2 Optimalizace

Za nastavenych podminek nebyl GMC ani pfi zméné poméru mobilnich fazi detekovan, proto

bylo od tohoto postupu ustoupeno.
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3.5 Stanoveni gentamicinu po predchozi derivatizaci dansylchloridem

3.5.1 Priprava roztoki

Derivatizaéni roztok

Navazka 100 mg Dns-Cl byla rozpusténa v 5 ml ACN.

Boratovy pufr (asi 0,37 mol/l)

Navazka 14,1 g NaBsO7-10 H20O byla rozpusténa ve 100 ml vody, pH bylo upraveno
na hodnotu 8,9 roztokem hydroxidu sodného (asi 10mol/l).

Zasobni roztok gentamicinu (asi 1 mg/ml, asi 100 pg/ml)

Navazka 10 mg GMC byla rozpusténa v 10 ml boratového pufru o koncentraci 0,37 mol/l.

Tento zasobni roztok GMC byl nasledné 10x nafedén boratovym pufrem.

Zasobni roztok tobramycinu (asi 1 mg/ml, asi 50 ug/ml)

Navazka 5 mg TOB bylo rozpusténo v 5 ml boratového pufru o koncentraci 0,37 mol/l. Tento

zasobni roztok TOB byl nasledné 20x nafedén boratovym pufrem.

3.5.2 Derivatiza¢ni krok

K 0,5 ml standardu GMC nebo TOB bylo pfidano 0,5 ml boratového pufru a 0,5 ml roztoku
dansylchloridu v ACN. Smés byla inkubovana 30 minut pti 80 °C. Po inkubaci byl obsah
zkumavky fadné¢ promichan na vortexu a po zchladnuti pfidano 200 pl kyseliny octové
k zastaveni reakce. Obsah zkumavky byl odstfedén (15000 X g, 3 minuty, laboratorni teplota)

a supernatant preveden do vialky.

3.5.3 Chromatograficka analyza

3.5.3.1 HPLC parametry

Byla provedena analyza HPLC s UV detekci s nasledujicimi parametry. Pro analyzu byla
pouzita UPLC sestava ACQUITY H-Class (Waters Corporation, Milford, MA, USA),
pro separaci GMC a TOB byla pouzita kolona Atlantis dC18, Sum, 250 x 4,6 mm (Waters
Corporation, Milford, MA, USA), mobilni fazi A byl ACN, mobilni fazi B 0,1% kyselina
mravenci, eluce byla isokraticka. Prutok mobilni faze byl udrZzovan na hodnoté 1 ml/min.
Teplota termostatu kolon byla nastavena na 25 °C, vzorky byly v autosampleru chlazeny
pii teploté 8 °C a na kolonu bylo davkovano 20 pl. Derivaty GMC a TOB byly monitorovany
pii 330 nm.
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3.5.3.2 Optimalizace

Pti isokratickém modu, kdy mobilni faze A a B byly smichany v poméru 90:10 (v/v), doslo
k dobrému rozdéleni jednotlivych komponent GMC. Pro ovéteni spravnosti ptipravy vzorku
pted vlastni analyzou, piedevsim derivatizaéniho kroku, byly provedeny analyzy GMC
0 koncentracich 30, 60, a 100 pg/ml. Derivatizatni krok byl proveden jinym postupem
nez V predchozim piipad¢, a to smichanim 1 ml GMC o dané koncentraci s 1 ml dansylchloridu
Vv ACN. Obsah zkumavky byl inkubovan 30 minut pii 80 °C, po zchladnuti bylo k smési piidano
200 pl kyseliny octové. Smés byla fadné promichana na vortexu a piefiltrovana do vialky skrz

nylonovy filtr o porozité 0,22 um.

3.6 Stanoveni gentamicinu po piedchozi derivatizaci
9-fluorenylmethoxykarbonylchloridem

3.6.1 Priprava roztoki

Derivatizaéni roztok

Navazka 3 mg FMOC-CI byla rozpusténa v 10 ml ACN.

Boratovy pufr (0,37 mol/l)

Ptiprava byla stejna, jak je uvedeno v kapitole 3. 5. 1

Zasobni roztok L-alaninu (asi 0,1 mol/l)

Navazka 89 mg L-alaninu byla rozpusténa v 10 ml vody.

Zasobni roztok standardu komponent gentamicinu (asi 1 mg/ml)

Navazka 10 mg standardu komponent GMC byla rozpusténa v 10 ml vody.

Roztok gentamicinu (asi 100 ug/ml)

Zasobni roztok standardu komponent GMC o koncentraci 1 mg/ml byl 10x nafedén smési ACN

a boratového pufru v poméru 1:1 (v/v).

Zasobni roztok tobramycinu (1 mg/ml)

Navazka 5 mg TOB byla rozpusténa v 5 ml vody.
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3.6.2 Derivatiza¢ni krok
K 0,5 ml vzorku bylo pfidano 0,5 ml roztoku FMOC-CI v ACN. Smés byla inkubovana

15 minut pii pokojové teploté. Po inkubaci byla reakce zastavena piidanim 25 pl roztoku

L-alaninu.

3.6.3 Chromatograficka analyza
3.6.3.1 HPLC parametry

Pro analyzy byl pouzit systém ACQUITY UPLC® H-Class (Waters Corporation, Milford, MA,
USA). Pro separaci vzniklych derivat byla pouzita kolona Jupiter® 4 um Proteo 90 A, 150 X
4,6 mm, mobilni fazi A byl ACN, mobilni fazi B 0,1% kyselina mravenéi. Priatok mobilni faze
byl 1,2 ml/min, na kolonu bylo davkovano 10 pl vzorku, derivaty byly monitorovany pii 260

nm, rychlost zdznamu byla 5 p/s.

3.6.3.2 Optimalizace

Byly testovany rtizné pomé&ry mobilnich fazi A a B, 90:10, 85:15 a 82:18 (v/v). Pii poméru
90:10 (v/v) nedoslo k uplnému rozdéleni jednotlivych komponent GMC, proto byl ménén
pomér mobilnich fazi. P#i poméru 85:15 (v/v) bylo rozdéleni lepsi, stale vSak derivaty
komponent C2 a C2a nebyly dostatecné rozdéleny, doba analyzy byla 30 minut. Pfi poméru
80:20 (v/v) nebyly derivaty komponent GMC detekovany, byly zadrzeny na stacionarni fazi,
jelikoZ mobilni faze obsahovala malé mnozstvi organické faze. Isokraticka eluce byla nevhodna

pro separaci derivati komponent GMC, proto byla testovana eluce gradientova (tabulka 2).
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Tabulka 2: Gradienty 1-3

Gradient 1

0-2 min: 80 % A

2-15 min: 80-90 % A (linearni gradient)
15-18 min: 95 % A

18-18,5 min: 95-80 % A (linearni gradient)
18,5-20 min: 80 % A

Gradient 2

0-2min: 85% A

2-15 min: 85-90 % A (linearni gradient)
15-18 min: 90 % A

18-18,5 min: 90-85 % A (linearni gradient)
18,5-20 min: 85 % A

Gradient 3

0-2min: 85% A

2-15 min: 85-88 % A (linearni gradient)
15-18 min: 88 % A

18-18,5 min: 88-85 % A (linearni gradient)
18,5-20 min: 85 % A

Jak bylo zjisténo z chromatografickych zaznamu, pii pouziti vSech 3 gradientovych eluci
(tabulka 2), nedoslo k rozdéleni derivati komponent C2 a C2a. Bylo vyzkouSeno zaménit ACN
za methanol, ale ani to nevedlo k dobrému rozdéleni derivatit komponent GMC (vysledky
neukazany). Z tohoto diivodu byla pro separaci derivati komponent GMC zvolena jina kolona,
Waters Atlantis dC18, 5um, 250 x 4,6 mm (Waters Corporation, Milford, MA, USA). Na této
koloné se 1 pfi isokratické eluci (90:10, v/v) derivaty komponent GMC separovaly relativné

dobfie (obrazek 10).

0.0030
50.0015
I
Cla C2 23 c1
0.0000
16.80 18.00 19.20 20.40 271.60 2280 240
Minutes

Obrazek 10: Separace komponent gentamicinu na kolone Waters Atlantis dC18, 5 um, 250 x 4,6 mm, mobilni fazi byla smés
acetonitrilu a 0,1% kyseliny mravenci 90:10 (v/v)
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3.7 Priprava standardu gentamicinu pro sestrojeni kalibraéni kiivky

| kdyZz byla metoda stanoveni komponent GMC po derivatizaci FMOC-CI optimalizovana
pro UV detekci, pro dalsi analyzy byla pouzita detekce fluorescen¢ni, protoze je daleko
citlivéjsi.

3.7.1 Priprava roztoki

Standardy gentamicinu pro sestrojeni kalibraéni kiivky

Standardy komponent GMC o koncentracich 0,5, 1, 5, 10, 50 a 100 ug/l byly pfipraveny
fedénim zasobniho roztoku komponent GMC o koncentraci 1 mg/ml (viz 3.6.1)

na pozadovanou koncentraci boratovym pufrem (viz 3.6.1).

Derivatizaéni roztok

Piiprava viz kapitola 3.6.1

Zasobni roztok L-alaninu (asi 0,1 mol/l)

Piiprava viz kapitola 3.6.1

3.7.2 Derivatizaéni krok

Postup je uveden v kapitole 3.6.2.

3.7.3 Chromatograficka analyza
3.7.3.1 HPLC parametry

Pro separaci komponent GMC byla pouzita kolona Atlantis dC18, Sum, 250 x 4,6 mm. Analyzy
probihaly na HPLC sestavé Shimadzu Prominence. Mobilni faze A (ACN) a mobilni faze B
(0,1% kyselina mravenci) byly smichany v poméru 90:10 (v/v). Prutok mobilni faze byl
1,5 ml/min, na kolonu bylo davkovano 10 ul vzorku. Termostat kolon byl nastaven na teplotu
25 °C a vzorky v autosampleru byly chlazeny pii teploté 8 °C. Derivaty komponent GMC byly
monitorovany FLD (Aex =260 nm, Aem = 315 nm).
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3.8 Porovnani derivatizace gentamicinu v boratovém pufru
a v pritomnosti matrice nativni kyseliny hyaluronové
9-fluorenylmethoxykarbonylchloridem

3.8.1 Priprava roztoki

Zasobni roztok nativni kyseliny hyaluronové (asi 1 mg/ml)

Navazka 200 mg nativni kyseliny hyaluronové (HA) byla rozpusténa v 200 ml boratového

pufru o koncentraci 0,37 mol/l.

Pfiprava roztoku gentamicinu v boratovém pufru (asi 20 pg/ml)

Navazka 2 mg standardu komponent GMC byla rozpusténa v 100 ml boratového pufru

0 koncentraci 0,37 mol/I.

Piiprava roztoku gentamicinu vV matrici nativni kyseliny hyaluronové (asi 20 pg/ml)

Navazka 2 mg standardu komponent GMC byla rozpusténa v 100 ml zasobniho roztoku nativni
HA.

Piiprava tobramycinu V boratovém pufru (asi 200 ug/ml)

Navéazka 2 mg TOB byla rozpusténa v 10 ml boratového pufru o koncentraci 0,37 mol/l.

Piiprava tobramycinu V matrici nativni kyseliny hyaluronové (asi 200 ug/ml)

Navazka 2 mg standardu TOB byla rozpusténa v 10 ml zdsobnim roztoku nativni HA.

Boratovy pufr (asi 0,37 mol/l)

viz kapitola 3.6.1

Derivatizaéni roztok

viz kapitola 3.6.1

Zasobni roztok L-alaninu (asi 0,1 mol/l)

viz kapitola 3.6.1

3.8.2 Derivatiza¢ni krok

K 0,5 ml GMC rozpusténého v boratovém pufru bylo pfidano 20 ul zasobniho roztoku TOB
rozpu$téného v boratovém pufru a 0,5 ml roztoku FMOC-CI v ACN nebo k 0,5 ml GMC
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rozpusténého v matrici nativni HA bylo pfidano 20 pl zadsobniho roztoku TOB rozpusténého

Vv matrici nativni HA a 0,5 ml roztoku FMOC-CI v ACN.

Smés byla inkubovéana 15 minut pii pokojové teploté a po inkubaci byla reakce ukoncena

ptidanim 25 ul zasobniho roztoku L-alaninu.

3.8.3 Chromatograficka analyza
3.8.3.1 HPLC parametry

Pro analyzy byl pouzit chromatograficky systém Shimadzu Prominence s parametry

nastavenymi jako v kapitole 3.7.3.1.

3.9 Porovnani derivatizace gentamicinu v boratovém pufru
a v pritomnosti matrice palmitoylhyaluronatu
9-fluorenylmethoxykarbonylchloridem

3.9.1 Priprava roztoki

Zasobni roztok palmitoylhyaluronatu (asi 1 mg/ml)

Navazka 50 mg palmitoylhyaluronatu byla rozpusténa v 50 ml 50% isopropanolu.

Piiprava roztoku gentamicinu Vv bordtovém pufru (asi 20 pg/ml)

viz kapitola 3.8.1

Piiprava roztoku gentamicinu v matrici palmitoylhvaluronatu (asi 20 ug/ml)

Navazka 1 mg GMC byla rozpusténa v 50 ml roztoku palmitoylhyaluronatu.

Boratovy pufr (asi 0,37 mol/l)

viz kapitola 3.5.1

Derivatizaéni roztok

viz kapitola 3.6.1

Zasobni roztok L-alaninu (asi 0,1 mol/l)

viz kapitola 3.6.1
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3.9.2 Derivatiza¢ni krok

K 0,5 ml GMC rozpusténého v boratovém pufru bylo piidano 0,5 ml boratového pufru a 0,5 ml
roztoku FMOC-CI v ACN nebo k 0,5 ml GMC rozpusténého v matrici palmitoylhyaluronatu
bylo ptidano 0,5 ml boratového pufru a 0,5 ml roztoku FMOC-CI v ACN nebo 1 ml boratového
pufru byl smichan s 0,5 ml roztoku FMOC-CI v ACN (slepy vzorek). Smés byla inkubovana
15 minut pfi pokojové teploté a po inkubaci byla reakce ukonc¢ena pridanim 40 ul zadsobniho

roztoku L-alaninu.

3.9.3 Chromatograficka analyza
3.9.3.1 HPLC parametry

Derivaty byly analyzovany HPLC systémem Shimadzu Prominence s parametry nastavenymi
jako v kapitole 3. 7. 3. 1.

3.10 Optimalizace koncentrace 9-fluorenylmethoxykarbonylchloridu
V derivatiza¢nim roztoku

3.10.1 Priprava roztoki

Zasobni roztok palmitoylhyaloronatu (asi 1 mg/ml)

viz kapitola 3.9.1

Z4asobni roztok nativni kyseliny hyaluronové

viz kapitola 3.8.1

Roztok gentamicinu v boratovém pufru (asi 20 pg/ml)

viz kapitola 3.8.1

Roztok gentamicinu v matrici nativni kyseliné hyaluronové (asi 20 ng/ml)

viz kapitola 3.8.1

Roztok gentamicinu v matrici palmitoylhyaluronatu (asi 20 ug/ml)

viz kapitola 3.9.1

Boratovy pufr (asi 0,37 mol/l)

viz kapitola 3.6.1
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Derivatizaéni roztok 1

Navazka 3 mg FMOC-CI byla rozpusténa v 10 ml ACN.

Derivatizaéni roztok 11

Navazka 13 mg FMOC-CI byla rozpusténa v 10 ml ACN.

Derivatizaéni roztok 111

Navazka 26 mg FMOC-CI byla rozpusténa v 10 ml ACN.

Z4asobni roztok L-alaninu (asi 0,1 mol/l)

viz kapitola 3.6.1

3.10.2 Derivatiza¢ni krok

K 0,5 ml vzorku GMC rozpusténého bud’ v matrici palmitoylhyaluronatu, nativni HA nebo
boratovém pufru bylo pfidano 0,5 ml boratového pufru a 0,5 ml derivatiza¢niho roztoku I nebo
I1 nebo Ill. Smés byla inkubovana 15 minut pii pokojové teploté a po inkubaci byla reakce

ukonéena pridanim 40 pl zasobniho roztoku L-alaninu.

3.10.3 Chromatograficka analyza
3.10.3.1 HPLC parametry

Derivaty GMC byly analyzovany HPLC systémem Shimadzu Prominence s parametry

nastavenymi jako v kapitole 3. 7. 3. 1.

3.11 Porovnani derivatizace gentamicinu v 50% isopropanolu
a Vv pritomnosti matrice lauroylhyaluronatu 9-
fluorenylmethoxykarbonylchloridem

Ptitomnost matrice ma Vvliv na derivatizaci GMC FMOC-CI, proto byla testovana derivatizace

GMC FMOC-CI v matrici lauroylhyaluronatu.

3.11.1 Priprava roztoki

Zasobni roztok lauroylhyaluronatu (asi 1 mg/ml)

Navazka 50 mg lauroylhyaluronatu byla rozpusténa v 50 ml 50% isopropanolu.
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Roztok gentamicinu v 50% isopropanolu, bez pfitomnosti matrice (asi 20 ug/ml)

Navazka 2 mg standardu komponent GMC byla rozpusténa ve 100 ml 50% isopropanolu.

Roztok gentamicinu v matrici lauroylhyaluronatu (asi 20 ng/ml)

Navazka 1 mg standardu komponent GMC byla rozpusténa v 50 ml zasobniho roztoku

lauroylhyaluronatu.

Boratovy puft (asi 0,37 mol/l)

viz kapitola 3.6.1

Derivatiza¢ni roztok II

viz kapitola 3.10.1

Zasobni roztok L-alaninu (asi 0,1 mol/l)

viz kapitola 3.6.1

3.11.2 Derivatizaéni krok

K 0,5 ml GMC v 50% isopropanolu nebo GMC v matrici lauroylhyaluronatu bylo pfidano
0,5 ml boratového pufru, 0,5 ml ACN a 0,5 ml derivatiza¢niho ¢inidla II, ptipadné k 0,5 ml
50% isopropanolu nebo 0,5 ml lauroylhyaluronatu bylo ptidano 0,5 ml boratového pufru, 0,5 mi
ACN a 0,5 ml derivatizacniho ¢inidla II (slepé vzorky). Smés byla inkubovana 15 minut
pii pokojové teploté a po inkubaci byla reakce ukoncena pfiddnim 50 pl zasobniho roztoku

L-alaninu.

3.11.3 Chromatograficka analyza
3.11.3.1 HPLC parametry

Derivaty GMC byly analyzovany HPLC systémem Shimadzu Prominence s parametry

nastavenymi jako v kapitole 3. 7. 3. 1.

3.11.4 Optimalizace objemu boratového pufru v reakéni smési
Byly testovany celkem 3 objemy, 500, 250 a 100 pl.

3.11.5 Optimalizace podminek pri derivatiza¢nim kroku

V prvni fadé byla prodlouzena doba inkubace z 15 minut na 1 hodinu. Misto 0,5 ml boratového

pufu bylo ptidavano pouze 0,1 ml, a reakce byla zastavena piidanim 50 ul roztoku L-alaninu.
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Hodinové inkubace probihala pfi tfech riiznych podminkéch, pfi 37 °C, pti laboratorni teploté

S tfepanim na tfepacce, a pii laboratorni teploté bez tfepani.

3.12 Priprava realnych vzorki

Pro ovéfeni vlivu matrice na proces derivatizace komponent GMC s FMOC-CI byly ptipraveny
realné vzorky. V téchto vzorcich byly stanovovany hladiny GMC. Realnymi vzorky byly tenké
filmy hyaluronanu s piidavkem GMC, 0,5; 0,25; 0,1 hm%.

3.12.1 Priprava zasobnich roztoku

CHj
(CHy)x
—Q
- Na O _O o q
74
~
~0~" HO O N
NH
L OH O:< -n
CH3

Obrazek 11: Hyaluronat s navdzanou mastnou kyselinou x. Je zobrazeno, jak vypadaji derivaty HA. Derivaty HA jsou tvoreny
tak, zZe je na retézec polysacharidu (HA) navazdana mastna kyselina esterickou vazbou. Lauroylhyaluronat (a) a (b) se lisi ve
stupni substituce HA, tedy hodnotou n

Z4sobni roztok lauroylhyaluronatu (a), asi 10 mg/ml

Navazka lauroylhyaluronatu (a) byla rozpusténa v 30% vodném isopropanolu za neustalého

michani pfi laboratorni teploté po dobu 18 hodin.

Zasobni roztok lauroylhyaluronatu (b), asi 10 ma/ml

Navazka lauroylhyaluronatu (b) byla rozpusténa v 30% vodném isopropanolu za neustalého

michani pfi laboratorni teploté po dobu 18 hodin.

Zasobni roztok nativni kyseliny hyaluronové

Navazka HA byla rozpusténa v 30% vodném isopropanolu za neustdlého michani

pii laboratorni teploté po dobu 18 hodin.
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Zasobni roztok gentamicinu (asi 1 mg/ml)

Navazka 25 mg GMC byla rozpusténa v 25 ml 30% isopropanolu.

3.12.2 Priprava tenkych filma s obsahem gentamicinu

K zasobnim roztokii lauroylhyaluronatu (a), lauroylhyaluronatu (b) a HA bylo pfidano
mnozstvi zasobniho roztoku GMC odpovidajici 0,5 hm%, 0,25 hm% nebo 0,1 hm%.
Po smichani polymeru s GMC byl roztok nalit do specialni cely, v které vznikl tenky film.
Podrobné informace o ptipravé filmi z HA a lauroylhyaluronatu jsou popsany v ¢lanku

Chmelaf a kol. [75].

3.13 Analyza realnych vzorki metodou HPLC s hmotnostni detekci
3.13.1 Priprava roztoki a vzorku

Piiprava realnych vzorki je popsana v kapitole 3. 12. VSechny realné vzorky s obsahem
komponent GMC byly navazeny v triplikatu. Navazky vzorku filmi lauroylhyaluronatu (a)
a (b) byly rozpustény v 10% methanolu tak, aby koncentrace byla 1 mg/ml. Kdyz byly realné
vzorky rozpustény v isopropanolu, nebyly komponenty GMC dobie separovany, jelikoz solvent
(isopropanol) mel vétsi elucni silu nez mobilni faze. Filmy nativni HA byly rozpustény ve vodé.
Vsechny smési byly michany po dobu 3 hodin pfi laboratorni teploté. Smés byla pipetovana
do vialek v objemu 1 ml a bylo pfidano 100 pl vnitiniho standardu (TOB) o koncentraci
10 pg/ml.

Zasobni roztok TFA (asi 50 mmol/l)

Objem 3,8 ml TFA byl doplnén vodou na objem 1 .

Zasobni roztok vnitfniho standardu tobramycinu (asi 1 mag/ml, asi 100 pg/ml, asi 10 ug/ml)

Navazka 5 mg TOB byla rozpusténa v 5 ml vody. Redénim vodou byly piipraveny roztoky
0 koncentraci 100 a 10 pg/ml.

Zasobni roztok gentamicinu (100 uwg/ml)

Navazka 5 mg standardu komponent GMC byla rozpusténa v5 ml vody. Ziskany roztok

0 koncentraci 1 mg/ml byl 10x natedén.
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3.13.2 Chromatograficka analyza
3.13.2.1 HPLC parametry

Pripravené realné vzorky byly analyzovany na kapalinovém chromatografu Waters Acquity
UPLC® H-Class (Waters Corporation, Milford, MA, USA) spojeném S hmotnostnim
detektorem ACQUITY® QDa® (Waters Corporation, Milford, MA, USA) Separace probihala
na kolong Jupiter® 4 um Proteo 90 A, 150 x 4,6 mm. Mobilni fize A (50mmol/l TFA) a B
(methanol) byly smichany v poméru 90:10 (v/v). Promyvacim roztokem pro oplach davkovaci
jehly byl 30% isopropanol. Prutok mobilni faze byl 0,8 ml/min. Termostat kolon byl nastaven
na teplotu 25 °C, vzorky byly v autosampleru chlazeny pti 8 °C. Nastaveni MS detektoru
Acquity QDa bylo nésledujici: pozitivni mdd ionizace s napétim 0,8 kV, SIM mdd, hodnoty
m/z byly stejné jako v tabulce 1.

3.13.2.2 Piiprava standardi pro sestrojeni kalibraéni kifivky

Pro kvantifikaci GMC v realnych vzorcich byla pouzita metoda kalibraéni ktivky. Byly
ptipraveny standardy GMC o koncentraci 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 a 10 pg/ml.

3.14 Stanoveni gentamicinu v realnych vzorcich po derivatizaci
9-fluorenylmethoxykarbonylchloridem

3.14.1 Priprava roztoki a vzorku

Pripravené vzorky filma lauroylhyaluronatu (a) i (b) byly rozpustény v 10% methanolu

a vzorky filma s nativni HA ve vodg¢, vs§e na vyslednou koncentraci 1 mg/ml.

Zasobni roztok gentamicinu (asi 100 ug/ml)

Navazka 5 mg standardu komponent GMC byla rozpusténa v 50 ml vody. Tento zasobni roztok
byl nasledné fedén roztokem nativni HA nebo lauroylhyaluronatu (a) nebo (b) k ptiprave

standardt pro sestrojeni kalibracni kiivky 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 a 10 pg/ml.

Roztok vnitiniho standardu tobramycinu (asi 1 mg/ml, asi 100 pg/ml)

Navazka 5 mg TOB byla rozpusténa v 5 ml vody. Tento roztok byl 10x nafedén vodou.

Boratovy pufr (asi 0,37 mol/l)

viz kapitola 3.6.1
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Derivatizaéni ¢inidlo 11

viz kapitola 3.10.1

Zasobni roztok L-alaninu (asi 100 pg/ml)

viz kapitola 3.6.1

3.14.2 Derivatiza¢éni krok

K 0,5 ml standardu (s matrici nativni HA nebo lauroylhyaluronatu) nebo realného vzorku bylo
ptidano 0,5 ml ACN, 0,1 ml boratového pufru, 0,1 ml vnitiniho standardu TOB (100 ug/ml)
a 0,5 ml derivatiza¢niho ¢inidla II. Smés byla inkubovana 15 minut pii laboratorni teploté
areakce ukonéena pfidanim 50 ul zasobniho roztoku L-alaninu. VSechna méfeni byla

provedena v triplikatu.

3.14.3 Chromatograficka analyza
3.14.3.1 HPLC parametry

Pro analyzu byl pouzit HPLC systém ACQUITY UPLC® H-Class (Waters Corporation,
Milford, MA, USA). Pro separaci vzniklych derivat byla pouzita kolona Atlantis dC18, Sum,
250 x 4,6 mm. Mobilni faze A (ACN) byla smichana s mobilni fazi B (0,1% kyselina mravenci)
v poméru 90:10 (v/v). Pritok mobilni faze byl 1,5 ml/min, na kolonu bylo davkovano 10 ul

vzorku. Derivaty byly monitorovany pii 260 nm, rychlost zaznamu byla 5 p/s.

3.15 Zpracovani vysledki

Pro vyhodnoceni chromatogramti byl pouzit licencovany software Empower 3 (Waters
Corporation, Milford, MA, USA) nebo LCSolution (Shimadzu Corporation, Kjéto, Japonsko).

Pro zpracovani a vyhodnoceni namétenych dat byl pouzit program MS Excel.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Stanoveni gentamicinu metodou HPLC s hmotnostni detekci

Byly optimalizovany podminky pro metodu HPLC s MS detekci (viz kapitola 3.2). Nasledné
byla proméfena kalibracni fada S rychlosti zaznamu 1 a 2 p/s. Vysledné parametry kalibra¢nich
ktivek jednotlivych komponent GMC, vcetné porovnani vysledkii u obou zdznamovych

rychlosti, jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Parametry kalibracnich kfivek pro stanoveni komponent gentamicinu metodou vysokouicinné kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci, porovndni rychlosti zdznamu

komponenta  rychlost ziznamu  smérnice (k)  intercept (q) korelaéni koeficient (R?)

1pls 0,0236 0,0283 0,9969
GMC Cla 2 pls 0,0244 0,0018 0,9999
1pls 0,0219 0,0327 0,9935
GMC C2 2 pls 0,0229 -0,0223 0,9963
1pls 0,0205 0,0099 0,9978
GMC C2a 2 pls 0,0204 -0,0030 0,9995
1pls 0,0608 0,1369 0,9897
GMC C1 2 pls 0,0600 0,0990 0,9951

Jak je ztabulky 3 patrné, pii zaznamové rychlosti 2 p/s byly ziskany o néco lepsi regresni
koeficienty.

4.2 Stanoveni gentamicinu metodou HPLC s ELSD

Byly optimalizovany podminky pro metodu HPLC s ELS detekci (viz kapitola 3.3).
Po provedeni optimalizace ELSD byla proméfena kalibra¢ni fada pro kazdou z GMC
komponent. Parametry kalibra¢nich kiivek jednotlivych komponent GMC jsou uvedeny

v tabulce 4.

Tabulka 4: Parametry kalibracnich kiivek pro stanoveni komponent gentamicinu metodou HPLC s ELSD

komponenta smérnice (k) intercept (q) korelaéni koeficient (R?)
GMC Cla 1,2344 -0,3494 0,9777

GMC C2 1,3514 -1,1542 0,9974

GMC C2a 1,5628 -1,527 0,9919

GMC C1 1,1641 -0,5424 0,971
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Z tabulky 4 je patrné, ze metoda HPLC s ELSD poskytovala dobrou linearitu, ale od jejiho
dalsiho pouziti i tak bylo upusténo a byla dana prednost HPLC metodam s derivatizaci GMC.

4.3 Stanoveni gentamicinu po piedchozi derivatizaci
1-fluoro-2,4-dinitrobenzenem

Derivatiza¢ni krok byl proveden podle Tsujiho a kol. [70], ale byl zjednodusen, tudiz je velmi
pravdépodobné, ze reakce neprobéhla tak, jak méla. Jak Ize vidét na obrazku 12, derivatizace
FDNB se neosvédcila, proto bylo rozhodnuto, ze nadale budou pouzivana jina derivatizacni

vvvvvv

reakce, jako jsou vysoka teplota a tma.
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0.000
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Minutes

Obrazek 12: Chromatograficky zdznam stanoveni komponent gentamicinu po derivatizaci 1-fluoro-2,4-dinitrobenzenem.
HPLC parametry jsou uvedeny v kapitole 3.4.3.1.

4.4 Stanoveni gentamicinu po piedchozi derivatizaci dansylchloridem

Komponenty GMC se separovaly relativné dobie, ovsem na chromatografickém zaznamu byly
zaznamenany dalsi neidentifikovatelné piky, snad vedlejsi produkty derivatizace (viz obrazek
13). Derivatizacni krok byl proveden stejn¢ jako v metodé Cinskych autort [76]. Ti se ale
vénovali stanoveni neuroaktivnich aminokyselin v biologickych vzorcich, tudiz je mozZné, Ze
tento derivatizacni postup nebyl vhodny pravé pro stanovovani aminoglykosidovych antibiotik,
nebo by byla nutna dalsi optimalizace. Také derivatizace dansylchloridem je ¢asové narocna,

a proto bylo od tohoto postupu ustoupeno.
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Obrdzek 13: Chromatograficky zdznam stanoveni komponent gentamicinu po derivatizaci dansylchloridem. HPLC parametry
jsou uvedeny v kapitole 3.5.3.1.

4.5 Stanoveni gentamicinu po piedchozi derivatizaci
9-fluorenylmethoxykarbonylchloridem

Postup této derivatizace byl inspirovan publikaci indickych autorti, ktefi stanovovali amikacin
v lidském séru [63]. Nejprve bylo nutné optimalizovat metodu HPLC s UV detekci (viz kapitola
3.6). Poté, co nebylo mozné separovat derivaty komponent GMC ani gradientovou eluci, bylo
rozhodnuto pouzit jinou kolonu (Atlantis dC18, S5um, 250 x 4,6 mm od firmy Waters), ktera se

v

osvédcila. V dalsim kroku byla zvolena FLD, ktera je citlivéjsi.
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Obrazek  14:  Chromatografické  zdznamy  stanoveni  standardii  komponent  gentamicinu  po  derivatizaci

9-fluorenylmethoxykarbonylchloridem. HPLC parametry jsou uvedeny v kapitole 3.7.3.1.
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V tabulce 5 jsou uvedeny parametry kalibracnich kiivek jednotlivych komponent GMC.

Tabulka 5:  Parametry  kalibracnich  kiivek pro  stanoveni  komponent  gentamicinu  po  derivatizaci
9-fluorenylmethoxykarbonylchloridem metodou HPLC s fluorescencni detekci

komponenta smérnice (k) intercept (q)  korela&ni koeficient (R?)
GMC Cla 69113 114150 0,988
GMC C2 59559 74162 0,9946
GMC C2a 59991 69147 0,9955
GMC C1 67729 46542 0,9975

Na obrazku 15 jsou zobrazeny chromatografické zaznamy stanoveni komponent GMC, kdy
derivatizace FMOC-CI byla provedena v ptitomnosti nativni HA (riizovy zdznam) a boratového
pufru (Cerny zdznam). Z obrazku je ziejmé, ze ptitomnost nativni HA vyznamné ovliviiuje

derivatizaci komponent GMC FMOC-CI.

uVv

ital:006.Icd Detector B:Ex:260nm,Em:315nm
Data2:008.Icd Detector B:Ex:260nm,Em:315nm
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125000 Cla
100000
75000
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Obrazek  15: Chromatografické  zdznamy  stanoveni  komponent  gentamicinu  po  derivatizaci  9-
fluorenylmethoxykarbonylchloridem metodou HPLC s fluorescencni detekci. Riizovy zdznam — derivatizace vV pritomnosti
nativni kyseliny hyaluronové, cerny zdznam — derivatizace v bordtovém pufru. HPLC parametry jsou uvedeny v kapitole
3.7.3.1.

Na obrazku 16 jsou zobrazeny chromatografické zaznamy stanoveni komponent GMC, kdy
derivatizace FMOC-CI byla provedena v ptitomnosti palmitoylhyaluronatu (rizovy zaznam)
a boratového pufru (Cerny zaznam). Pro derivatizaci bylo pouzito derivatizacni ¢inidlo II

0 koncentraci 5 mmol/l (viz kapitola 3.10.1). HPLC podminky jsou popsany v kapitole 3.7.3.
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Obrazek 16: Chromatografické zaznamy stanoveni komponent gentamicinu po derivatizaci
9-fluorenylmethoxykarbonylchloridem metodou HPLC s fluorescencni detekci. Riizovy zdznam — derivatizace v pritomnosti
palmitoylhyalurondtu, cerny zaznam — derivatizace v boratovém pufiu. HPLC parametry jsou uvedeny v kapitole 3.7.3.1.

Komponenty GMC rozpusténé v boratovém pufru nebylo mozné detekovat. Problémem je
ziejmé velky nadbytek boratového pufru Vv reakéni smési. Z tohoto diivodu byla provedena

optimalizace koncentrace boratového pufru i FMOC-CI (viz kapitola 3.10).

Po optimalizaci koncentrace derivatiza¢niho ¢inidla FMOC-CI bylo zjisténo, Ze optimalni
koncentrace je 5 mmol/l. Pro nasledujici analyzy byl pro derivatizaci pouzivan FMOC-CI

0 koncentraci 5 mmol/I.

Jelikoz bylo zjisténo, ze piitomnost matrice ma Vvliv na stanoveni komponent GMC, byly
testovany dalsi postupy derivatizace, tentokrat v pfitomnosti lauroylhyaluronatu (viz kapitola

3.11). Objem pufru pouzitého pti derivatizaci byl optimalizovan (viz kapitola 3.11.4).

Kdyz byla provedena derivatizace s pouzitim boratového pufru 0 objemu 500 pl, doslo
k ¢astecnému vysrazeni vzorku. Bylo zjisténo, ze s pouzitim 100 pl boratového pufru v reakéni
smési bylo dosazeno nejlepsich vysledki derivatizace komponent GMC FMOC-CI ve vzorcich

rozpusténych jak v isopropanolu, tak také v lauroylhyaluronatu.

Stale ale nebyl vyfesen problém velkych rozdili koncentraci pii stanoveni komponent GMC
rozpus$téného v isopropanolu a lauroylhyaluronatu (matrici). Proto byly dale optimalizovany
podminky derivatizace (viz kapitola 3.11.5).

Vyhodnocenim vysledka bylo zjisténo, Ze prodlouzenim reakéni doby nedoslo ke zlepSeni,

naopak pii hodinové inkubaci bylo ve vsech piipadech detekovano mnohem mensi mnozstvi
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komponent GMC nez po patnactiminutové inkubaci, z toho Ize tudiz usuzovat, ze delsi doba

inkubace mohla zpisobit ¢astecnou degradaci vznikajicich produkta.

4.6 Realné vzorky

4.6.1 Stanoveni gentamicinu v realnych vzorcich metodou vysokou¢inné
kapalinové chromatografie S hmotnostni detekci

Vzorky ptipravenych tenkych filmi byly analyzovany metodou HPLC s MS detekci (viz
kapitola 3.13.2). Pro kvantifikaci a vyhodnoceni opakovatelnosti metody byla piipravena

kalibra¢ni fada v triplikatu. Parametry kalibra¢nich kiivek jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Parametry kalibracnich kiivek pro stanoveni komponent gentamicinu metodou HPLC s hmotnostni detekci

komponenta Kkalibrace & smérnice (k) intercept (q) korelaéni koeficient R?
1 0,2511 -0,1127 0,9905
GMC Cla 2 0,3174 -0,0960 0,996
3 0,4236 -0,2194 0,9976
1 0,2418 -0,1197 0,9784
GMC C2 2 0,2821 0,0258 0,9893
3 0,4468 -0,2508 0,9973
1 0,1822 -0,0892 0,9888
GMC C2a 2 0,2223 -0,0194 0,9972
3 0,3568 -0,2298 0,9959
1 0,7848 -0,3509 0,9935
GMC C1 2 0,9505 0,0336 0,9959
3 1,5353 -0,7442 0,9977

Z tabulky 6 je patrné, ze linearita metody HPLC-MS je piijatelna.

U kazdé z komponent GMC byla vypoctena primérna hodnota hmotnostniho procenta GMC.
Nasledné byla vypoctena smérodatnd odchylka, relativni smérodatnd odchylka a vytéznost

hodnot ziskanych z 3 rliznych kalibraci pro zhodnoceni opakovatelnosti metody (tabulka 7).
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Tabulka 7: Hmotnostni procento gentamicinu v redlnych vzorcich urcené metodou HPLC s hmotnostni detekct

Vzorek O hm% GMC SD (hm %) RSD (%)
SH (0,5 hm% GMC) 0,56 +0,03 53
SH (0,25 hm% GMC) 0,27 +0,06 22,4
SH (0,1 hm% GMC) 0,12 +0,03 21,8
LAU (a) (0,5 hm% GMC) 0,52 +0,09 18,2
LAU (b) (0,5 hm% GMC) 0,68 +0,04 6,2
LAU (b) (0,25 hm% GMC) 0,33 +0,04 12,8
LAU (b) (0,1 hm% GMC) 0,13 +0,03 21,7

SH = vzorek nativni kyseliny hyaluronové, LAU (a) = vzorek lauroylhyalurondtu (a), LAU (b) = vzorek lauroylhyalurondtu
(b), GMC = gentamicin, SD = smérodatnd odchylka, RSD = relativni smérodatnd odchylka

Pro ovéfeni spravnosti metody HPLC-MS byla pouzita metoda standardniho ptidavku k 1

vzorku nativni HA a k 1 vzorku lauroylhyaluronatu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Sprdavnost metody HPLC s hmotnostni detekci metodou standardnich pridavkaii

@ mnozstvi GMC [ug/ml] vytéZznost [%]

SH + voda 5,88

SH + GMC 2 ng/ml (teoreticka hodnota) 7,88
SH + GMC 2 pg/ml (nalezena hodnota) 11,73 148,9

LAU + voda 7,32

LAU + GMC 2 ng/ml (teoreticka hodnota) 9,32
LAU + GMC 2 pg/ml (nalezena hodnota) 12,75 136,8

GMC 2 ug/ml = standardni pridavek gentamicinu, LAU = vzorek lauroylhyaluronatu, SH = vzorek nativni kyseliny

hyaluronové
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Jak ukazuji vysledky z tabulky 8, je vytéznost metody daleko vyssi nez 100 %. I kdyz byla
kalibrace pfipravena ve stejné matrici (derivat HA), v které byl pfipraven i vzorek, piky
jednotlivych komponent GMC ve vzorku mély vétsi plochu nez v kalibracnich roztocich.
To mohlo byt zptisobeno néjakou neidentifikovanou necistotou, kterd se dostala do vzorku

filmu béhem jeho piipravy a ktera podporuje ionizaci GMC v iontovém zdroji.

4.6.2 Stanoveni gentamicinu v realnych vzorcich metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie s fluorescen¢ni detekei po
derivatizaci 9-fluorenylmethoxykarbonylchloridem

Jelikoz se metoda HPLC s hmotnostni detekci pro stanoveni GMC v realnych vzorcich
neosvédcila, bylo nutné piejit na metodu HPLC s FLD, kdy je GMC derivatizovan FMOC.
Ptiprava realnych vzorki a standarda pied HPLC analyzou je popsana Vv kapitole 3.14.2. Byly
ptipraveny dv¢ kalibra¢ni fady, jedna s matrici nativni HA, ktera byla pouzita pro kvantifikaci
hladin GMC ve vzorcich nativni HA, druha s matrici lauroylhyaluronatu, ktera byla pouzita
pro kvantifikaci hladin GMC ve vzorcich lauroylhyaluronatu (a) a (b). Parametry kalibra¢nich
kiivek jsou uvedeny v tabulkach 9 a 10.

Tabulka 9: Parametry kalibracnich krivek pro stanoveni komponent gentamicinu ve vzorcich nativni kyseliny hyaluronové
metodou HPLC s fluorescencni detekci po derivatizaci 9-fluorenylmethoxykarbonylchloridem

kalibrace ¢&. smérnice (k) intercept (q) korelaéni koeficient (R?)

1 0,0182 -0,0023 0,9984
GMC Cla 2 0,0205 -0,0070 0,9949
3 0,0157 0,0021 0,9913
1 0,0119 0,0005 0,9964
GMC C2 2 0,0135 -0,0023 0,9913
3 0,0107 0,0002 0,9967
1 0,0118 -0,0032 0,9968
GMC C2a 2 0,0134 -0,0047 0,9952
3 0,0105 -0,0029 0,9968
1 0,0128 0,0018 0,9974
GMCC1 2 0,0149 -0,0020 0,9892
3 0,0117 -0,0002 0,9952
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Tabulka 10: Parametry kalibracnich kifivek pro stanoveni komponent gentamicinu ve vzorcich lauroylhyalurondtu (a) a (b)
metodou HPLC s fluorescencni detekci po derivatizaci 9-fluorenylmethoxykarbonylchloridem

kalibrace ¢. smérnice (k) intercept (q) kolgggﬁ:ﬁ:?kz)
1 0,0180 0,0046 0,9977
GMC Cla 2 0,0178 -0,0002 0,9959
3 0,0137 0,0072 0,9845
1 0,0112 0,0086 0,9943
GMC C2 2 0,0114 0,0037 0,9963
3 0,0092 0,0057 0,9940
1 0,0107 0,0076 0,9919
GMC C2a 2 0,0113 0,0011 0,9966
3 0,0087 0,0050 0,9907
1 0,0120 0,0110 0,9931
GMC C1 2 0,0123 0,0046 0,9980
3 0,0101 0,0043 0,9921

V tabulce 11 jsou uvedeny hladiny GMC v realnych vzorcich.

Tabulka 11: Hmotnostni procento gentamicinu V redlnych vzorcich uréené metodou HPLC s fluorescencni detekci
po derivatizaci 9-fluorenylmethoxykarbonylchloridem

Vzorek O hm% GMC SD (hm%b) RSD (%)
SH 0,5 hm% GMC 0,38 hm% GMC + 0,03 7,6
SH 0,25 hm% GMC 0,22 hm% GMC + 0,03 11,5
SH 0,1 hm% GMC 0,10 hm% GMC +0,03 28,7
LAU (a) 0,5 hm% GMC 0,44 hm% GMC +0,01 2,7
LAU (b) 0,5 hm% GMC 0,43 hm% GMC +0,02 57
LAU (b) 0,25 hm% GMC 0,21 hm% GMC + 0,06 27,3
LAU (b) 0,1 hm% GMC 0,05 hm% GMC +0,01 21,6

GMC = gentamicin, LAU (a) = vzorek lauroylhyalurondtu (a), LAU (b) = vzorek lauroylhyalurondtu (b), RSD = relativni

smeérodatna odchylka, SD = smérodatna odchylka

66



Pro ovéfeni spravnosti metody HPLC s FLD byla pouzita metoda standardniho ptidavku

(1 vzorek nativni HA a 1 vzorek lauroylhyaluronatu).

Ke 400 ul vzorku o koncentraci 1 mg/ml bylo piidano 100 ul vody (nulty ptidavek), respektive
100 pl standardu o dané koncentraci (standardni ptidavek), 0,5 ml FMOC-CI, 0,5 ml ACN,
0,1 ml boratového pufru a 0,1 ml vnitiniho standardu. Po smichani byla smés inkubovéana
pii laboratorni teploté po dobu 15 minut a reakce byly zastaveny ptfidanim 40 pl zdsobniho
roztoku L-alaninu. Vysledky spravnosti metody provedenou metodou standardnich ptidavki

jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12: Sprdvnost metody HPLC s fluorescencni detekci po derivatizaci 9-fluorenylmethoxykarbonylchloridem provedend
metodou standardnich pridavkii

O mnozstvi GMC [ng/ml]  vytéZnost [%]

SH + voda 4,13

SH + GMC 2 pg/ml (teoreticky pridavek) 6,13
SH + GMC 2 pg/ml (nalezeny pridavek) 6,84 111,6

LAU + voda 3,67

LAU + GMC 2 pg/ml (teoreticky pridavek) 5,67
LAU + GMC 2 pg/ml (nalezeny piidavek) 6,61 116,4

GMC 2 ug/ml = standardni pridavek gentamicinu, LAU = vzorek lauroylhyaluronatu, SH = vzorek nativni kyseliny

hyaluronové

Vysledky ukazuji, Ze linearita metody pro stanoveni komponent GMC v realnych vzorcich je
pfijatelna, také spravnost, uréend metodou standardnich ptidavkd, je v porovnani s metodou
HPLC-MS daleko lepsi a ze matrice nema takovy vliv na stanoveni GMC jako v pfipadé

metody HPLC-MS.
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo vyvinout a validovat metodu kapalinové chromatografie pro stanoveni

gentamicinu ve vzorcich tenkych filmu kyseliny hyaluronové a jejich hydrofobnich derivata.

Byla popsana pfiprava realnych vzorki tenkych filmi hyaluronanu, do kterych bylo
ptidano urc¢ité mnozstvi gentamicinu, a nasledné v nich provedena jeho kvantifikace. Cilem
bylo ovéfit, zda jsou vybrané metody vhodné pro stanoveni gentamicinu ve vodnych vzorcich,
ale také v polysacharidové matrici. Bylo zjisténo, Ze piitomnost polysacharidové matrice ma
na stanoveni gentamicinu velky vliv, pfedev§im u metody kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci. Také metoda kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci, kdy byl
gentamicin derivatizovan 9-fluorenylmethoxykarbonylchloridem, neni zcela vhodna pro
stanoveni gentamicinu ve vzorcich smatrici kyseliny hyaluronové, piesto vysledky
analytickych parametri byly v porovnani s metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekci daleko lepsi. Proto by bylo vhodné tuto metodu dale optimalizovat a validovat tak, aby
byla pouzitelnd pro stanoveni slozek gentamicinu ve vzorcich obsahujicich kyselinu

hyaluronovou a jeji derivaty, jez se pouzivaji naptiklad ve tkanovém inzenyrstvi ¢i v chirurgii.

68



SEZNAM LITERATURY

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

CLAROT, I, P CHAIMBAULT, F HASDENTEUFEL, P NETTER a A NICOLAS. Determination of
gentamicin sulfate and related compounds by high-performance liquid chromatography with
evaporative light scattering detection. Journal of Chromatography A [online]. 2004, 1031(1-2), 281-
287 [cit. 2020-02-13]. DOI: 10.1016/j.chroma.2003.12.032. ISSN 00219673. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967303023252

Gentamicin. PubChem [online]. MD, USA: National Center for Biotechnology Information, b. r. [cit.
2020-04-03]. Dostupné z: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/source/hsdb/3087

BABJUK, Jaroslav, Frantisek PERLIK a Zdengk SIDLO. Bioanalytika Iékii. 1. vyd. Praha: Avicenum,
1990. ISBN 80-201-0083-0.

BENES, Jifi. Antibiotika: systematika, vlastnosti, pouziti. 1. vydani. Praha: Grada Publishing, 2018.
ISBN 978-80-271-0636-3.

KOTRA, Lakshmi P., Jalal HADDAD a Shahriar MOBASHERY. Aminoglycosides: Perspectives on
Mechanisms of Action and Resistance and Strategies to Counter Resistance. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy [online]. 2000, 44(12), 3249-3256 [cit. 2020-05-06]. DOI: 10.1128/AAC.44.12.3249-
3256.2000. ISSN 1098-6596. Dostupné z: https://AAC.asm.org/content/44/12/3249

TREJBALOVA, Margita a Erich TREJBAL. Aktudlne farmakoterapeutiké II: Antibiotiki a
chemoterapeutikd. 1.vyd. Martin: Osveta, n.p., 1988. ISBN (vaz.):.

HEJZLAR, Miroslav. Antibiotika v praxi. 2. pieprac. a rozs. vyd., (1. v nakl. Makropulos). Praha:
Makropulos, 1995. Galén. ISBN 80-901776-4-6.

AHMED, Rebekah, Imelda HANNIGAN, Hamish MACDOUGALL, Raymond CHAN a G
HALMAGYT. Gentamicin ototoxicity: a 23-year selected case series of 103 patients. Medical Journal
of Australia [online]. 2012, 196(11), 701-704 [cit. 2020-03-04]. DOI: 10.5694/mja11.10850. ISSN
0025-729X. Dostupné z: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.5694/mjal1.10850

LEBRUN, Michel, Louis GRENIER, Pierrette GOURDE, Michel BERGERON, Gaston
LABRECQUE a Denis BEAUCHAMP. Effectiveness and Toxicity of Gentamicin in an Experimental
Model of Pyelonephritis: Effect of the Time of Administration. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy [online]. 1999, 43(5), 1020-1026 [cit. 2020-03-04]. DOI: 10.1128/AAC.43.5.1020.
ISSN 0066-4804. Dostupné z: http://aac.asm.org/lookup/doi/10.1128/AAC.43.5.1020

[10] HU, Yanmin, Alexander LIU, James VAUDREY et al. Combinations of f-Lactam or Aminoglycoside

Antibiotics with Plectasin Are Synergistic against Methicillin-Sensitive and Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus. PLOS ONE [online]. 2015, 10(2), 1-15 [cit. 2020-03-09]. DOI:
10.1371/journal.pone.0117664. ISSN 1932-6203. Dostupné zZ:
http://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0117664

[11] PAQUETTE, Francois, Améliec BERNIER-JEAN, Véronique BRUNETTE, Héléne AMMANN,

Valéry LAVERGNE, Vincent PICHETTE, Stéphan TROYANOV a Josée BOUCHARD. Acute
Kidney Injury and Renal Recovery with the Use of Aminoglycosides: A Large Retrospective Study.
Nephron [online]. 2015, 131(3), 153-160 [cit. 2020-03-04]. DOI: 10.1159/000440867. ISSN 1660-
8151. Dostupné z: https://www.karger.com/Article/Full Text/440867

69



[12] PostScript Safety: Aminoglycosides and Ototoxicity. Greater Glasgow and Clyde Medicines [online].
Glasgow: NHSGGC, 2012 [cit. 2020-03-04]. Dostupné Z
http://www.ggcprescribing.org.uk/media/uploads/ps_safety/postscript_safety aug_2012_-final.pdf

[13] WARNER, Willis A. Neuromuscular Blockade Associated With Gentamicin Therapy. JAMA: The
Journal of the American Medical Association [online]. 1971, 215(7) [cit. 2020-05-07]. DOI:
10.1001/jama.1971.03180200075022. ISSN 0098-7484. Dostupné z:
http://jama.jamanetwork.com/article.aspx?doi=10.1001/jama.1971.03180200075022

[14] BANSAL, V. High performance liquid chromatography: A short review. Journal of Global Pharma
Technology. 2010, 2(5), 22-26. ISSN 0975-8542.

[15] KEALEY, D. a P. HAINES. Analytical chemistry. 1st ed. Oxford: BIOS, 2002. Instant notes series.
ISBN 18-599-6189-4.

[16] DONG, M. Modern HPLC for practicing scientists. 1st ed. Hoboken, N.J.: Wiley-Interscience, 2006.
ISBN 978-0-471-72789-7.

[17] HPLC Hllustration. In: Ibsen photonics [online]. [cit. 2018-05-18]. Dostupné z: https://ibsen.com/wp-
content/uploads/HPLC-illustration_T.png

[18] KENKEL, John. Analytical chemistry for technicians. 3rd ed. Boca Raton: Lewis Publishers, 2003.
ISBN 1-56670-519-3.

[19] JEFFERY, G.H. Vogel's textbook of quantitative chemical analysis. 5th ed. Harlow: Wiley, 1989. ISBN
05-824-4693-7.

[20] AJUHA, Satinder a Michael DONG, ed. Handbook of Pharmaceutical Analysis by HPLC. 1st ed. San
Diego: Elsevier, 2005. ISBN 0-12-088547-6.

[21] ROUESSAC, F. a A. ROUESSAC. Chemical analysis: modern instrumentation methods and
techniques. 2nd ed. Chichester: Wiley, 2007. ISBN 978-0-470-85903-2.

[22] GUNZLER, H. a A. WILLIAMS. Handbook of analytical techniques. 1st ed. New York: Wiley-VCH,
2001. ISBN 35-273-0165-8.

[23] OPEKAR, F. Zdkladni analyticka chemie pro studenty, pro néz analytickd chemie neni hlavnim
studijnim oborem. 1. vyd. Praha: Karolinum, 2005. Ucebni texty Univerzity Karlovy v Praze. ISBN
80-246-0553-8.

[24] HARVEY, David. Modern analytical chemistry. 1st ed. Boston: McGraw-Hill, 2000. ISBN isbn0-07-
237547-7.

[25] UV/VIS HPLC detektory. Hplc.cz [online]. Michal Dousa [cit. 2020-05-08]. Dostupné z:
http://www.hplc.cz/Teorie/UV_VIS_detector.html

[26] KULPMANN, W. R. Clinical toxicological analysis: procedures, results, interpretation. 1st ed.
Weinheim: Wiley-VCH, 2009. ISBN 978-3-527-31890-2.

[27] Derivatization Reagents: For Selective Response and Detection in Complex Matrices. In: Sigma
Aldrich [online]. St. Louis, MO: Sigma-Aldrich Co., 2011 [cit. 2020-04-03]. Dostupné z:
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
aldrich/migrationresource4/Derivatization%20Rgts%20brochure.pdf

70



[28] MEYERS, Robert A., ed. Encyclopedia of Analytical Chemistry [online]. 1st ed. Chichester, UK: John
Wiley & Sons, Ltd, 2006 [cit. 2020-05-06]. ISBN 9780470027318. Dostupné z:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/book/10.1002/9780470027318

[29] ANDERSON, J. L., A. BERTHOD, V. PINO a A. M. STALCUP, ed. Analytical Separation Science.
Wiley, 2012. ISBN 978-3-527-33374-5.

[30] 1-Fluoro-2,4-dinitrobenzene. PubChem [online]. Bethesda, MD, USA: National Library of Medicine
[cit. 2020-05-06]. Dostupné z: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6264

[31] Derivatizace v HPLC. Hplc.cz [online]. [cit. 2020-05-06]. Dostupné  z:
http://www.hplc.cz/Der/famin_FL.htm

[32] Dansyl chloride. PubChem [online]. Bethesda, MD, USA: National Library of Medicine [cit. 2020-05-
06]. Dostupné z: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/11801

[33] International Journal of Pharmaceuticals Analysis [online]. 2013, 4(1) [cit. 2020-04-26]. ISSN
09753079.

[34] KIJAK, Philip James, Jean JACKSON a Badar SHAIKH. Determination of gentamicin in bovine milk
using liquid chromatography with post-column derivatization and fluorescence detection. Journal of
Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications [online]. 1997, 691(2), 377-382 [cit. 2020-
04-26]. DOI: 10.1016/S0378-4347(96)00445-8.  ISSN 03784347.  Dostupné  z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0378434796004458

[35] O-phtalaldehyde. PubChem [online]. Bethesda, MD, USA: National Library of Medicine [cit. 2020-
05-06]. Dostupné z: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/4807

[36] Fluorescamine. PubChem [online]. Bethesda, MD, USA: National Library of Medicine [cit. 2020-05-
06]. Dostupné z: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/37927

[37] ISOHERRANEN, Nina a Stefan SOBACK. Chromatographic Methods for Analysis of
Aminoglycoside Antibiotics. Journal of AOAC International. 1999, 82(5), 1017-1045. ISSN 1944-
7922. PMID: 10513005.

[38] SOFIQUL, ISLAM, MURUGAN V. a PREMA KUMARI. ANALYTICAL METHODS FOR THE
DETERMINATION OF AMINOGLYCOSIDES ANTIBIOTICS BY CHROMATROGRAPHIC
TECHNIQUE. International Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences [online]. 2020, 12(4),
1-5 [cit. 2020-04-12]. DOI: 10.22159/ijpps.2020v12i4.36583. ISSN 0975-1491. Dostupné z:
https://innovareacademics.in/journals/index.php/ijpps/article/view/36583

[39] STEVENS, Paul et al. 125I-Radioimunoassay of amikacin and comparison with microbioassay. The
journal of antibiotics. 1976, 29(8), 829-832. ISSN 1881-1469.

[40] MAYHEW, James W. a Sherwood L. GORBACH. Gas—Iliquid chromatographic method for the assay
of aminoglycoside antibiotics in serum. Journal of Chromatography A [online]. 1978, 151(2), 133-146
[cit. 2020-04-13]. DOI: 10.1016/S0021-9673(00)85377-7. ISSN 00219673. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967300853777

[41] ALI MOHD, Mustafa, ed. Advanced Gas Chromatography - Progress in Agricultural, Biomedical and
Industrial Applications [online]. 1st ed. Rijeka (Croatia): InTech, 2012 [cit. 2020-04-13]. DOI:
10.5772/2518. ISBN 978-953-51-0298-4. Dostupné z: https://www.intechopen.com/books/advanced-
gas-chromatography-progress-in-agricultural-biomedical-and-industrial-applications/derivatization-
reactions-and-reagents-for-gas-chromatography-analysis

71



[42] PREU, Martina, Dominique GUYOT a Michael PETZ. Development of a gas chromatography—mass
spectrometry method for the analysis of aminoglycoside antibiotics using experimental design for the
optimisation of the derivatisation reactions. Journal of Chromatography A [online]. 1998, 818(1), 95-
108 [cit. 2020-04-14]. DOI: 10.1016/S0021-9673(98)00537-8. ISSN 00219673. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967398005378

[43] MINEO, H. et al. An analytical study of antibacterial residues in meat: the simultaneous determination
of 23 antibiotics and 13 drugs using gas chromatography. Veterinary and human toxicology. 1992, 34,
393-397. ISSN 01456296.

[44] MUSTAFA, Sanaul a V. DEVI. Liquid Chromatographic Assay for the Analysis of Kanamycin
sulphate nanoparticles in Rat after intramuscular administration: Application to a Pharmacokinetic
Study. Journal of Applied Pharmaceutical Science [online]. 2016, 6(08), 57-66 [cit. 2020-04-21]. DOI:
10.7324/JAPS.2016.60809. ISSN 2231-3354. Dostupné z:
http://www.japsonline.com/abstract.php?article_id=1950

[45] KALYANI, Lella a Chava Venkata Nageswara RAO. Stability indicating RP-HPLC method
development and validation of cefepime and amikacin in pure and pharmaceutical dosage forms.
Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences [online]. 2018, 54(3), 1-9 [cit. 2020-04-21]. DOI.
10.1590/s2175-97902018000317258. ISSN 2175-9790. Dostupné zZ
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1984-
82502018000300607&Ing=en&tlng=en

[46] DIMAL, V. M. Development and Validation of RP-HPLC Method for Simultaneous Estimation of
Cefepime Hydrochloride and Amikacin Sulphate in Injection Dosage Form. Journal of pharmaceutical
scienceand bioscientific research [online]. 2012, 2(3), 138-143 [cit. 2020-05-06]. ISSN 2271-3681.
Dostupné z: http://www.jpsbr.org/index htm_files/9 JPSBR 12090.pdf

[47] ADAMS, E, G VAN VAERENBERGH, E ROETS a J HOOGMARTENS. Analysis of amikacin by
liquid chromatography with pulsed electrochemical detection. Journal of Chromatography A [online].
1998, 819(1-2), 93-97 [cit. 2020-04-26]. DOI: 10.1016/S0021-9673(98)00394-X. ISSN 00219673.
Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S002196739800394X

[48] MANYANGA, Vicky, Ehab ELKADY, Jos HOOGMARTENS a Erwin ADAMS. Improved reversed
phase liquid chromatographic method with pulsed electrochemical detection for tobramycin in bulk
and pharmaceutical formulation. Journal of Pharmaceutical Analysis [online]. 2013, 3(3), 161-167 [cit.
2020-04-26].  DOI:  10.1016/j.jpha.2012.12.008.  ISSN  20951779.  Dostupné  z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2095177912001499

[49] BRAJANOSKI, G, J HOOGMARTENS, K ALLEGAERT a E ADAMS. Determination of amikacin
in cerebrospinal fluid by high-performance liquid chromatography with pulsed electrochemical
detection. Journal of Chromatography B [online]. 2008, 867(1), 149-152 [cit. 2020-04-26]. DOI:
10.1016/j.jchromb.2008.03.016. ISSN 15700232. Dostupné Z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1570023208001876

[50] GALANAKIS, Evagelia G., Nikolaos C. MEGOULAS, Petr SOLICH a Michael A. KOUPPARIS.
Development and validation of a novel LC non-derivatization method for the determination of
amikacin in pharmaceuticals based on evaporative light scattering detection. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis [online]. 2006, 40(5), 1114-1120 [cit. 2020-04-26]. DOI:
10.1016/].jpba.2005.09.008. ISSN 07317085. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0731708505006266

[51] LIU, Qingying, Jiufeng LI, Xugin SONG, Meiyu ZHANG, Erfen LI, Fuming GAO a Limin HE.
Simultaneous determination of aminoglycoside antibiotics in feeds using high performance liquid

72



chromatography with evaporative light scattering detection. RSC Advances [online]. 2017, 7(3), 1251-
1259 [cit. 2020-04-05]. DOI: 10.1039/C6RA26581B. ISSN 2046-2069. Dostupné z:
http://xlink.rsc.org/?DOI=C6RA26581B

[52] CAUDRON, E., S. BAGHRICHE, P. PROGNON a D. PRADEAU. Simultaneous Quantification of
Gentamicin and Colistin Sulfate in Pharmaceuticals using lon-Pairing and Polarity Gradient
Chromatography with Low-UV Detection. Chromatographia [online]. 2013, 76(13-14), 747-755 [cit.
2020-04-27].  DOIl:  10.1007/s10337-013-2478-7.  ISSN ~ 0009-5893.  Dostupné  z:
http://link.springer.com/10.1007/s10337-013-2478-7

[53] PLOZZA, T. et al. The confirmation and quantification of selected aminoglycoside residues in animal
tissue and bovine milk by liquid chromatography tandem mass spectrometry. International Food
Research Journal [online]. 2011, 18(3), 1077-1084 [cit. 2020-04-27]. ISSN 2231 7546. Dostupné z:
http://www.ifrj.upm.edu.my/18%20(03)%202011/(31)IFRJ-2010-004.pdf

[54] JOSEPH, Arul a Abu RUSTUM. Development and validation of a RP-HPLC method for the
determination of gentamicin sulfate and its related substances in a pharmaceutical cream using a short
pentafluorophenyl column and a Charged Aerosol Detector. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical ~ Analysis [online]. 2010, 51(3), 521-531 [cit. 2020-04-05]. DOI:
10.1016/j.jpba.2009.09.002. ISSN 0731708s5. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0731708509005330

[55] RUCKMANI, K. A simple and rapid high-performance liquid chromatographic method for
determining tobramycin in pharmaceutical formulations by direct UV detection [online]. 2011, 2(2),
117-123 [cit. 2020-04-27]. DOI: 10.4103/2229-4708.84455. ISSN 2229-4716. PMID: 23781441.
Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3658043/

[56] ZHU, Liang a Jingkang WANG. Fast determination of tobramycin by reversed-phase ion-pair high
performance liquid chromatography with a refractive index detector. Frontiers of Chemical Science
and Engineering [online]. 2013, 7(3), 322-328 [cit. 2020-04-12]. DOI: 10.1007/s11705-013-1348-z.
ISSN 2095-0179. Dostupné z: http://link.springer.com/10.1007/s11705-013-1348-z

[57] CLAROT, I. et al. Simultaneous quantitation of tobramycin and colistin sulphate by HPLC with
evaporative light scattering detection. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis [online].
Elsevier, 2009, 50, 64-67 [cit. 2020-04-27]. DOI: 10.1016/j.jpba.2009.03.013. ISSN 0731-7085.
Dostupné z: DOI: 10.1016/.jpba.2009.03.013

[58] SALUTI, G., I. DIAMANTI, D. GIUSEPPONI, L. PUCCIARINI, R. ROSSI, S. MORETTI, R.
SARDELLA a R. GALARINI. Simultaneous determination of aminoglycosides and colistins in food.
Food Chemistry [online]. 2018, 266, 9-16 [cit. 2020-05-05]. DOI: 10.1016/j.foodchem.2018.05.113.
ISSN 03088146. Dostupné z: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0308814618309312

[59] STEAD, D.A. a R.M.E. RICHARDS. Sensitive fluorimetric determination of gentamicin sulfate in
biological matrices using solid-phase extraction, pre-column derivatization with 9-fluorenylmethyl
chloroformate and reversed-phase high-performance liquid chromatography. Journal of
Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications [online]. 1996, 675(2), 295-302 [cit. 2020-
04-05]. DOI:  10.1016/0378-4347(95)00355-X.  ISSN  03784347.  Dostupné  z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/037843479500355X

[60] KIM, Byoung-Hyoun, Suk Chin LEE, Hye Jin LEE a Jong Hoa OK. Reversed-phase liquid
chromatographic method for the analysis of aminoglycoside antibiotics using pre-column
derivatization with phenylisocyanate. Biomedical Chromatography [online]. 2003, 17(6), 396-403 [cit.
2020-04-12]. DOI: 10.1002/bmc.254. ISSN 0269-3879. Dostupné z
http://doi.wiley.com/10.1002/bmc.254

73



[61] KORANY, M. A.-T.,R. S. HAGGAG, M. A. RAGAB a O. A. ELMALLAH. Liquid Chromatographic
Determination of Amikacin Sulphate after Pre-Column Derivatization. Journal of Chromatographic
Science [online]. 2014, 52(8), 837-847 [cit. 2020-04-30]. DOI: 10.1093/chromsci/bmt126. ISSN 0021-
9665. Dostupné z: https://academic.oup.com/chromsci/article-lookup/doi/10.1093/chromsci/bmt126

[62] FENG, C. H. et al. Trace analysis of amikacin in human plasma by high-performance liquid
chromatography. Chromatographia [online]. Friedr. Vieweg & Sohn Verlagsgesellschaft mbH, 2001,
53(1), 213-217 [cit. 2020-05-01]. DOI: 10.1007/BF02490330. ISSN 0009-5893. Dostupné z:
http://link.springer.com/10.1007/BF02490330

[63] CHAUHAN, Bindiya a Sunil JALALPURE. Analysis of Amikacin in Human Serum By UHPLC With
Fluorescence Detector Using Chloro-Formate Reagent With Glycine. Pharmaceutical Methods
[online]. 2016, 7(2), 99-103 [cit. 2020-05-01]. DOI: 10.5530/phm.2016.7.15. ISSN 22294708.
Dostupné z: http://phmethods.net/article/147

[64] LI, Deguang, Shun HE, Yufang DENG, Guanglong DING, Hanwen NI a Yongsong CAO.
Development and Validation of an HPLC Method for Determination of Amikacin in Water Samples
by Solid Phase Extraction and Pre-column Derivatization. Bulletin of Environmental Contamination
and Toxicology [online]. 2014, 93(1), 47-52 [cit. 2020-05-01]. DOI: 10.1007/s00128-014-1257-y.
ISSN 0007-4861. Dostupné z: http://link.springer.com/10.1007/s00128-014-1257-y

[65] NICOLI, Sara a Patrizia SANTI. Assay of amikacin in the skin by high-performance liquid
chromatography. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis [online]. 2006, 41(3), 994-997
[cit.  2020-05-01]. DOI: 10.1016/j.jpba.2005.12.029. ISSN  07317085. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0731708506000355

[66] J KUEHL, Philip. Development and Validation of an HPLC Assay For Dual Detection of Gentamicin
Sulfate and Leucine From a Novel Dry Powder For Inhalation. Journal of Analytical & Bioanalytical
Techniques [online]. 2012, 03(06), 1-4 [cit. 2020-05-01]. DOI: 10.4172/2155-9872.1000152. ISSN
21559872. Dostupné z: https://www.omicsonline.org/development-and-validation-of-an-hplc-assay-
for-dual-detection-of-gentamicin-sulfate-and-leucine-from-a-novel-dry-powder-for-inhalation-2155-
9872.1000152.php?aid=9861

[67] ANHALT, J.P., F.D. SANCILIO a T. MCCORKLE. Gentamicin C-component ratio determination by
high-pressure liquid chromatography. Journal of Chromatography A [online]. 1978, 153(2), 489-493
[cit. 2020-05-06]. DOI: 10.1016/S0021-9673(00)95509-2. ISSN 00219673. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967300955092

[68] SEIDL, G. a H. P. NERAD. Gentamicin C: Separation of C1, Cla, C2, C2a and C2b components by
HPLC using Isocratic ion-exchange chromatography and post-column derivatisation.
Chromatographia [online]. 1988, 25(3), 169-171 [cit. 2020-05-06]. DOI: 10.1007/BF02316439. ISSN
0009-5893. Dostupné z: http://link.springer.com/10.1007/BF02316439

[69] ISOHERRANEN, Nina a Stefan SOBACK. Determination of Gentamicins C1, Cla, and C2 in Plasma
and Urine by HPLC. Clinical Chemistry [online]. 2000, 46(6), 837-842 [cit. 2020-05-01]. PMID:
10839773.

[70] TSUJI, Kiyoshi, John F. GOETZ, William VAN METER a Kathy A. GUSCIORA. Normal-phase high-
performance liquid chromatographic determination of neomycin sulfate derivatized with 1-fluoro-2,4-
dinitrobenzene. Journal of Chromatography A [online]. 1979, 175(1), 141-152 [cit. 2020-05-05]. DOI:
10.1016/S0021-9673(00)86409-2. ISSN 00219673. Dostupné z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967300864092

[71] MEICHENG, Y. et al. HPLC method using pre-column derivatization for determination of the content
of gentamicin sulfate and neomycin sulfate. Chinese Journal of Clinical Pharmacy [online]. 2004,

74



13(5), 288-291 [cit. 2020-05-04]. ISSN 1007-4406. Dostupné z:
http://en.cnki.com.cn/Article_en/CIFDTOTAL-LCZZ200405009.htm

[72] EDDER, P, A COMINOLI a C CORVI. Determination of streptomycin residues in food by solid-phase
extraction and liquid chromatography with post-column derivatization and fluorometric detection.
Journal of Chromatography A [online]. 1999, 830(2), 345-351 [cit. 2020-05-04]. DOI: 10.1016/S0021-
9673(98)00917-0. ISSN 00219673. Dostupné Z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021967398009170

[73] KUBO, H, Y KOBAYASHI a T NISHIKAWA. Rapid method for determination of kanamycin and
dibekacin in serum by use of high-pressure liquid chromatography. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy [online]. 1985, 28(4), 521-523 [cit. 2020-05-04]. DOI: 10.1128/AAC.28.4.521. ISSN
0066-4804. Dostupné z: http://aac.asm.org/cgi/doi/10.1128/AAC.28.4.521

[74] MASHAT, M, H CHRYSTYN, B CLARK a K ASSI. Development and validation of HPLC method
for the determination of tobramycin in urine samples post-inhalation using pre-column derivatisation
with fluorescein isothiocyanate. Journal of Chromatography B [online]. 2008, 869(1-2), 59-66 [cit.
2020-05-05]. DOI:  10.1016/j.jchromb.2008.05.012.  ISSN  15700232.  Dostupné  z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1570023208003358

[75] CHMELAR, Josef, Jiti MRAZEK, Martina HERMANNOV A et al. Biodegradable free-standing films
from lauroyl derivatives of hyaluronan. Carbohydrate Polymers [online]. 2019, 224, 1-7 [cit. 2020-05-
09]. DOI: 10.1016/j.carbpol.2019.115162. ISSN 01448617. Dostupné Z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S014486171930829X

[76] KANG, Xuejun, Jing XIAO, Xiao HUANG a Zhongze GU. Optimization of dansyl derivatization and
chromatographic conditions in the determination of neuroactive amino acids of biological samples.
Clinica Chimica Acta [online]. 2006, 366(1-2), 352-356 [cit. 2020-06-20]. DOI:
10.1016/j.cca.2005.11.011. ISSN 00098981. Dostupné Z:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0009898105006832

75



