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ANOTACE

Tato bakaldfska prace je zamérena na sezndmeni sléfivy DMARDs, jmenovité 5-
aminosalicylovou kyselinu a jeji metabolity a také jejich stanoveni v biologickych vzorcich
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. V praci je popsana zejména indikace,
mechanismus pusobeni a nepftiznivé Ucinky Iéciv. Je zde uveden také popis onemocnéni, pfi

kterych se tyto |éCiva uZivaji ¢i pouzivané chromatografické mdédy pro jejich analyzy.

Klicova slova
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chorova, ulcerdzni kolitida, vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), fluorescenéni

detekce, hmotnostni spektrometricka detekce, detekce UV-fotodiodového pole

ANNOTATION

This bachelor thesis is focused on acquaintance with DMARDs drugs, namely 5-aminosalicylic
acid and its metabolites, as well as their determination in biological samples by high
performance liquid chromatography. The work mainly describes the indications, mechanism
of action and adverse effects of the drugs. There is also a description of the diseases, in which

these drugs are used, and the chromatographic modes suitable for their analysis.
Key words
DMARD, 5-aminosalicylic acid (mesalazine, 5-ASA), metabolites, N-acetyl-5-ASA, Crohn’s

disease, ulcerative colitis, high performace liquid chromatography (HPLC), fluorescence

detection, mass-spectrometric detection, UV photodiode-array detection
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UvoD

Nemoci modifikujici antirevmatickd |éciva jsou latky, které jsou urceny klécbé
zanétlivych onemocnéni, jako je napfriklad revmatoidni artritida ¢i zanétlivé onemocnéni strev.
Tyto latky muUZeme rozdélit na dvé hlavni skupiny, na syntetické a biologické. Jejich
mechanismus ucinku je slozity a jednd se zejména o interferenci s cestami v zanétlivych
kaskadach. Tak jako jina léciva, tak i tyto maji rizné nezadouci Ucinky, nej¢astéji rlznorodé
gastrointestinalni potize, ¢i vyskyt rlznych infekci. Hlavnim zastupcem téchto léciv je
sulfasalazin. Tento konjugat spojeny azo vazbou, se v organismu metabolizuje na sulfapyridin

a dllezitou 5-aminosalicylovou kyselinu, znamou také pod ndzvem mesalazin nebo zkratkou

5-ASA.

Mesalazin je kliCové gastrointestinalni protizanétlivé Cinidlo pouzivané k lé¢bé IBD
chorob do nichz fadime Crohnovu chorobu ¢&i ulcerdzni kolitidu. Toto IéCivo je nejlépe
vstfebavano z horniho tenkého stfeva, méné ochotné ale také ze streva tlustého. Po vstfebani
se vorganismu ddle metabolizuje na svoje metabolity, a to predevsim na N-acetyl-5-
aminosalicylovou kyselinu. MUze se uzivat bud peroralné v rliznych potahovanych tabletach
se zpozidénym C¢i prodlouzenym uvolfiovanim anebo rektdlné jako klystyry a cipky. Do

nezadoucich ucinkl nejcastéji radime nauzeu a bolesti hlavy.

5-aminosalicylova kyselina je v pfevainé vétsiné velmi dobre tolerovana a da se pouzit
k [é€bé aktivniho chronického onemocnéni stfev mirné az stfedni zavaznosti ¢i jako udrzovaci

lécba.

13



1. Nemoci modifikujici antirevmaticka Iéciva

1.1. Indikace a rozdéleni

Nemoci modifikujici antirevmatickd Ié¢iva — Disease-modifying antirheumatic drugs
(DMARD) jsou skupinou Iékd uréenych k [écbé zanétlivych artritid, véetné revmatoidni artritidy
(RA), psoriatické artritidy a ankylozujici spondylitidy. Mohou byt také pouzity pfi Ié¢bé dalSich
poruch, véetné onemocnéni pojivové tkané, jako je systémova sklerdéza, systémovy lupus
erythematodes a Sjogrentv syndrom, stejné jako pfi |écbé zanétlivé myositidy, vaskulitidy,

uveitidy, zanétlivého onemocnéni stfev a nékterych druht rakoviny [1; 2; 3].

V soucasné dobé je mlUZeme klasifikovat jako syntetické (sDMARDs) a biologické
(bDMARDs) nemoci modifikujici 1é¢iva. Syntetické délime na konvencni syntetické a cilené
syntetické. Cilené syntetické predstavuji pouze ty, které byly specidlné vyvinuty pro cileni na
konkrétni molekularni strukturu (napfiklad imatinib, tofacitinib), konvenéni zahrnuji tradi¢ni
léky — methotrexat, sulfasalazin, leflunomid, hydroxychlorochin, soli zlata a dalsi. Biologické
rozdélujeme na latky biologicky plvodni a biologicky podobné, jako je napfiklad infliximab,
adalimumab, etanercept, rituximab, abatacept, tocilizumab, ale také nové vznikajici
clazakizumab nebo sirukumab. Biologicky podobné jsou ty, které maji stejnou primarni,
sekundarni a terciarni strukturu jako biologicky plvodni a maji podobnou ucinnost a

bezpecnost jako plivodni protein [4].

DMARDs jsou imunosupresivni a imunomodulaéni latky. Biologické DMARD jsou
obvykle predepisovany po selhani konvencni [éCby. Nékteré z téchto Iékl jsou monoklonarni
chimérické humanizované fuzni protilatky, jiné jsou receptory, které byly fuzovany s éasti
lidského imunoglobulinu nebo malymi molekulami, jako jsou inhibitory Janusovych kinaz.

DMARD lIze podavat oralné, subkutdanné a intravenézné [5].
1.2. Historie
Léky oznacdené jako antirevmatickd Ié¢iva modifikujici onemocnéni byly zavedeny jako
hlavni antirevmaticka lécba v riznych casovych obdobich: injekéni zlato ve 30. letech,

hydroxychlorochin v 50. letech, azathioprin v 60. letech, sulfasalazin a methotrexat v poloviné

80. let, selektivné imunomodulacni latky nebo takzvané biologické DMARD od roku 1998 [6].

14



1.3. Mechanismus plUsobeni

Kazdé DMARDs ma jedine¢ny mechanismus ucinku, ktery nakonec interferuje
s kritickymi cestami v zanétlivé kaskddé. Methotrexat naptiklad stimuluje uvolfiovani
adenosinu z fibroblastd, snizuje adhezi neutrofil(, inhibuje lokalni produkci interleukinu 1 (IL-
1), snizuje hladinu IL-6 a IL-8, inhibuje expresi genu synovidlni kolagenazy a potlacuje
bunénou imunitu. Jiné Iéky v této kategorii slouzi kinhibici proliferace nebo zplsobuji
dysfunkce lymfocytu. Leflunomid inhibuje dihydroorotat dehydrogenazu, coz vede k inhibici
syntézy pyrimidinu, a tim blokuje proliferaci lymfocyt(. Sulfasalazin zprostifedkovava své
protizanétlivé ucinky prevenci oxidac¢niho, nitrativniho a nitrosativniho poskozeni.

Hydroxychlorochin je naproti tomu velmi mirné imunomodulacni Cinidlo [4].

Biologické DMARD jsou na druhé strané velmi selektivni ve svém mechanismu
pusobeni. Jejich funkce zahrnuijici interferenci s funkci nebo produkci cytokind, inhibuji ,,druhy
III

signal” pozadovany pro aktivaci T-bunék nebo vycerpani B-bunék, nebo inhibuji faktor, ktery

aktivuje B-bunky [7; 8].
1.4.  Nepfiznivé ucinky

Vétsina konvenénich DMARD ma podobné nezadouci ucinky.

Hydroxychlorochin ma nejlepsi bezpecnostni profil ze vSech konvenénich DMARD. Ve
srovnani s béZznymi DMARDs nezvysuje riziko zavaznych infekci, nezplisobuje hepatotoxicitu
nebo rendlni dysfunkci. Mezi bézné nezadouci ucinky patfi vyrazka nebo prijem. Vzacnym, ale
vyznamnym nezadoucim uUc¢inkem je retinopatie/makulopatie, coZ je patrné u vyssi
kumulativni davky. Rizikovymi faktory je uZivani vice nez 5 mg/kg/den, vice nez 5 let 1éCby,
dale postupujici vék a chronické onemocnéni ledvin. U pacientu se tak doporucuje pravidelné
oftalmologické vysetrfeni. Mezi dalsi vzacné nezadouci ucinky patifi anémie, leukopenie,

myopatie a kardiomyopatie.

Methotrexat, leflunomid a sulfasalazin maji podobny profil nezddoucich ucinka.
Nejcastéji gastrointestinalni potiZze — jako jsou nauzea, bolesti bricha, prdjem, dale vyraika,
alergické reakce, utlum kostni dfené, hepatotoxicita a vyssi vyskyt béznych, nékdy zavaznych
infekci. Methotrexat i leflunomid mohou zpUsobit alopecii. Mezi dalsi nezadouci ucinky pro

methotrexat patfi intestinalni plicni onemocnéni, nedostatek kyseliny listové a jaterni cirhdza.
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Leflunomid muUzZe zpUsobit hypertenzi, periferni neuropatii a Ubytek hmotnosti. Sulfasalazin

ma vysoké riziko gastrointestindlnich potizi.

vevys

béZnych a zavainych infekci, v€etné bakteridlnich, plisfnovych a virovych infekci. Mize také
dojit k reaktivaci tuberkuldzy, herpes zoster a hepatitidy B/C. Vzacné bylo hlaseno také

poskozeni kostni dfené nebo hepatotoxicita.

Methotrexat a leflunomid jsou kontraindikovany v téhotenstvi a pfi kojeni kvuli jejich
teratogennim ucinklm. Sulfasalazin mlze u kojence zpuUsobit Zloutenku, zejména pokud se
uziva ve tretim trimestru téhotenstvi. Hydroxychlorochin mizZe prochazet placentou. U
biologickych DMARD jsou kdispozici omezené Udaje o bezpecnosti v téhotenstvi.
Certolizumab je jediny, ktery nepronika placentou kvli vétsi velikosti molekuly a je povazovan

za relativné bezpecny pfi uzivani v téhotenstvi [4].

1.4.1. Lékové interakce

lllll

sulfasalazin nebo amoxicilin, mohou interferovat s renalni exkreci methotrexatu, a tim

zvysovat jeho ucinnost a také zvySovat riziko nezadoucich ucinka.

| kdyZ je kombinace biologickych DMARD s konvenénimi DMARD ¢i pouziti nékolika
konvencnich DMARDs zaroven, povazovana za bezpecnou, nedoporucuje se pouzivat
kombinace rGznych biologickych DMARD kvuli zvySenému riziku tézké imunosuprese vedouci

k zadvaziné a potencionalné Zivot ohroZujici infekci [4].
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2. Sulfasalazin

Sulfasalazin, nebo také salazosulfapyridin, salicylazosulfapyridin, 2-hydroxy-5-[2-[4-
[(2-pyridinylamino)sulfonyl]fenyl]diazenyl]benzoova kyselina, CAS 599-79-1; patfi do skupiny
antirevmatickych léciv modifikujici choroby. Je to |ék pouZivany k 1é¢bé revmatoidni artritidy,
ulcerdzni kolitidy a Crohnovy choroby. Pro lékarské ucely byl schvalen vroce 1950 ve
Spojenych statech a stal se nejcastéji predepisovanym agentem pro lé¢bu zdnétlivych
onemocnéni stiev. Je uzivan peroralné, nejlépe po jidle a je dostupny jako generické 1écivo [9;

10; 11; 12].

Jednd se o konjugat kyseliny 5-aminosalicylové (5-ASA), analog salicylatu, a

sulfapyridinu (SP), sulfonamidu, spojené azo vazbou [13].

MuUzZeme ho najit pod obchodnimi nazvy — Azulfidine®, Colo-Pleon®, Salazopyrin® [10].

o§ OH
OH
N
N NH
AN ~g
| O//\\
P O

Obrazek I - Struktura sulfasalazinu [10]

2.1. Farmakologické vlastnosti a mechanismus plsobeni

Sulfasalazin je prolécivo, které se in vivo prevadi na sulfapyridin (protiinfekéni

sulfonamid) a kyselinu 5-aminosalicylovou (mesalazin (ME), protizanétlivé ¢inidlo) [12].

Vroce 1977 byla studovdna terapeutickd aktivita téchto dvou metabolitd a bylo

prokdzano, Zze mesalazin je terapeuticky aktivni slozkou léCiva [14].

Pfesny mechanismus ucinku Iéciva neni zcela objasnén. Mozny antibakteridlni zpGsob
ucinku léciva byl navrzen kvuli jeho sulfonamidové sloice. ProtoZze mohou byt dulezité

imunologické mechanismy v patogenezi zanétlivého onemocnéni stiev, byly studovany mozné
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ucinky sulfasalazinu na systémovou a lokalni imunitu. Ukazalo se, Ze sulfasalazin a v mensi
mite i sulfapyridin, inhibuji mitogenem indukovanou cytotoxicitu in vitro lidskymi lymfocyty.
Lék ani jeho metabolity neméni produkci imunoglobulinu mononuklearnimi bufikami periferni
krve. Jak sulfasalazin, tak sulfapyridin inhibuji ndhodou migraci polymorfonukledrnich
leukocytl a také inhibuji produkci superoxidu. Dale sulfasalazin a mesalazin blokuji syntézu
produkt(l lipoxygenazové drahy — leukotrieny a hydroxymastné kyseliny. Inhibice syntézy
téchto latek muzZe vysvétlovat nékteré protizdnétlivé ucinky sulfasalazinu pfi zdnétlivém

onemocnéni stiev [15; 16; 17; 18; 19; 20].

Po peroralnim podani je pfiblizné 10-30 % plvodniho Ié¢iva absorbovano z tenkého
stfeva. Sulfasalazin, ktery se dostane do tlustého streva, je Stépen bakteridlnimi
azoreduktdzami, ¢imZ uvolfiuje sulfapyridin a mesalazin. Sulfapyridin je témér uplné
absorbovan, ve srovnani s priblizné 20-30 % absorpci mesalazinu. VSechny tfi latky jsou

znacné metabolizovany [9].

2.1.1 Farmakodynamické vlastnosti

Priblizné 90 % davky se dostdavd do tlustého streva, kde bakterie Stépi IéCivo na

sulfapyridin a mesalazin, ty jsou aktivni, a nerozdéleny sulfasalazin (SASP).

Vétsina sulfapyridinu je absorbovana, hydroxylovana nebo glukuronidovana a v moci
se objevuje smés nezménéného a metabolizovaného SP. Sulfapyridin je detekovan v krvi 3 az
5 hodin po peroralnim podani sulfasalazinu, coZz je doba odpovidajici dobé prechodu
plavodniho Iéc¢iva do mist redukce azo vazby v tlustém stfevé. Mesalazin vsak zUstava z velké
Casti vtlustém stfevé, jen mald c¢ast tohoto léCiva se absorbuje a vylucuje se moci jako
acetylovany derivat. Vétsina 5-aminosalicylatu se ve stolici izoluje beze zmény, néktery lze
nalézt v acetylované formé. Nezménény sulfasalazin se vylucuje beze zmény Zluci a modi.
Celkové ma lécivo a jeho metabolity imunomodulacni U¢inky, antibakteridlni tc¢inky, uéinky na
kaskadu arachidonové kyseliny a zménu aktivity nékterych enzym(. Cistym klinickym
vysledkem je snizeni aktivity zanétlivého onemocnéni stfev. Enterosolventni SASP je
registrovan pro lé¢bu revmatoidni artritidy, kde se jeho ucinek podoba Gcinkiim penicilaminu

nebo zlatu [15; 13; 21].
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2.1.2. Farmakokinetické vliastnosti

Pokud jde o pouZiti salazopyridinu u onemocnéni stfev, neexistuji dikazy o tom, Ze by
systémové hladiny mély jakykoli jiny vyznam neZ na vyskyt nezadoucich ucink(. Hladiny
sulfapyridinu pfiblizné nad 50 ug/ml jsou spojeny se znaénym rizikem nezadoucich ucinkd,
zejména u pomalych acetylator(. U nezménéného sulfasalazinu podavaného v jedné perordlni
davce 3 g se maximalni skokové hladiny dosahlo za 3 az 5 hodin, eliminacni polocas byl 5,7 +
0,7 hodiny, ¢asovd prodleva 1,5 hodiny. Béhem udrzovaci 1é¢by byla rendlni clearance

nerozdéleného sulfasalazinu 7,3 + 1,7 ml, pro SP 9,9 + 1,9 ml a acetylovany-ME 100 + 20 ml.

Volny sulfapyridin se poprvé objevi vplazmé za 4,3 hodiny po jedné davce
s absorpénim polo¢asem 2,7 hodiny. Polocas eliminace byl vypocitan na 18 hodin. Pokud jde
o mesalazin, v moci byl prokazatelny pouze acetylovany ME (ne volny ME), acetylace se
pravdépodobné dosahlo prevdiné na sliznici tlustého stfeva. Po 3 g davce SASP byla doba
prodlevy 6,1 * 2,3 hodiny a plazmatické hladiny se udrZovaly pod 2 ug/ml celkového ME.
Polocas vylu¢ovani moci byl 6,0 £ 3,1 hodiny a polocas absorpce na zakladé téchto udajt 3,0
+ 1,5 hodiny. Konstanta renalni clearance byla 125 ml/min, coz odpovida glomerularni filtraci

[15].

2.2.  Snasenlivost a nezadouci ucinky

Z poslednich vyzkum0 vyplyva, Ze 28 ze 133 pacientl (coZ odpovida 21 %) uZivajici

sulfasalazin mélo jeden nebo vice vedlejsich ucinkl [22].

Nejcastéji hldsenymi nezddoucimi Ucinky jsou gastrointestindlni potize — napfiklad
nauzea, zvraceni, dyspepsie, anorexie, také ucinky na centralni nervovou soustavu jako jsou
bolesti hlavy, zavraté ¢i vyrazka. Ob¢as mlzeme pozorovat také pdleni zZahy i epigastrické
potize. Pouziti enterosolventnich tablet sulfasalazinu v klinické praxi do zna¢né miry nahradilo
standardni formulaci sulfasalazinu, protoZze enterosolventni formulace vyrazné sniZuje

zavaznost a vyskyt nezadoucich gastrointestindlnich ucinka [9; 23].

Mezi dalsi nezadouci Uc¢inky patfi hematologické poruchy, jako je leukopenie, které se
projevuji u <3 % pacientl. Méné casto hlasené problémy zahrnuji krevni dyskrazie,
hypersenzitivni reakce, dusnost a jaterni dysfunkce. Kromé toho se u muzskych pacient

objevuje zjevné reverzibilni oligospermie [9].
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Vzhledem k tomu, Ze sulfasalazin prochazi placentou, je potieba vzit v Uvahu potencidl

pro kernicterus u novorozencu. Je také distribuovan do mléka [12].

Casté nezadouci Gginky pfimo souvisi s hladinou sulfapyridinu v séru. ProtoZe pacienti,
ktefi jsou pomalymi acetylatory a kterym se podavaji velké davky sulfasalazinu, maji tendenci
mit nejvyssi sérové hladiny sulfapyridinu, a tak neni pfekvapivé, Ze vétsina nezddoucich Gc¢inkd

byla popsdna pravé u nich [22].

Sulfasalazin je kontraindikovan u déti mladsich 2 let, dale u pacient( s precitlivélosti na

sulfonamidy, salicylaty nebo konzervacni latku benzoat sodny a také u pacientd s porfyrii [24].
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3. Sulfapyridin

Sulfapyridin (CAS 144-83-2) nebo také 4-amino-N-2-pyridinylbenzensulfonamid,
dalSimi nazvy N*-2-pyridylsulfanylamid, 2-sulfanylamidopyridin, 2-(p-
aminobenzensulfonamido)pyridin je sulfonamidovy antibakteridlni 1ék. BéZné jej mizeme

oznacit jako M&B 693 [25; 26].

Je to bily nebo svétle Zluty prasek bez zdpachu, ktery pti expozici svétla ztmavne. Jako
nejméné rozpustny ve vodé ze vSech sulfonamidl je po perordlnim podani Spatné a

nepravidelné absorbovan.

Sulfapyridin je dostupny ve formé 500 mg tablet a je ziskavan pfimo od vyrobce ve
Spojenych statech, protoZe je nyni povazovan za |éCivy ptipravek pro vzacnd onemocnéni a

neni obecné dostupny [27].

\ _NH N
\S/ N
\
O _—

Obrazek Il - Struktura sulfapyridinu [25]

3.1. Mechanismus a poufZiti

Sulfapyridin byl poprvé do lékarské praxe uveden pro l|é¢bu pneumokokové
pneumonie jako prvni v roce 1938. Je uzZiteCny pfi mnoha infekénich a zanétlivych stavech.
Pouziva se klécbé dermatitidy herpetiformis (Duhringovy choroby) a koznich probléma.
Sulfapyridin vSak nefunguje na jakykoli druh infekce, jako to délaji jiné léky na sulfonamidové
bazi. K lécbé infekci u lidi jiz neni predepisovan, ale mizeme ho pouzit k Ié¢bé linedrniho

onemocnéni IgA a také ve veterinarni mediciné [26; 27; 28].

Absorpce sulfapyridinu je méné predvidatelnd kvlli jeho minimalni rozpustnosti ve

vodeé. Je pfiblizné ze 70 % vazan na bilkoviny a prochazi enterohepatalni cirkulaci. Snadno a
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rovhomérné se distribuuje ve vSech tkanich. Také prochazi hematoencefalickou bariérou a

placentou a je vylu¢ovan do materského mléka.

Po vstupu do portalniho obéhu se sulfapyridin metabolizuje hlavné acetylaci, neni vsak
deacetylovan. Dale je metabolizovan hydroxylaci a konjugaci s kyselinou glukuronovou.

PFiblizné 90 % konjugdatl se vylucuje moci, zbyvajicich 10 % se vylucuje Zluci [27; 29].

3.2. Toxicita

NejbéZnéjSim toxickym projevem pozorovanym po podani léku byla nevolnost a
zvraceni. Nauzea se vyskytla u 66 % a obtéZujici zvraceni u 30 % lé¢enych pripad(i. Navzdory
své Cetnosti nepredstavuji vainy problém vlécébé. Pokud v podavani sulfapyridinu

pokracujeme, nevolnost i zvraceni maji tendenci spiSe klesat nez stoupat.

Bylo zjisténo, Ze vétsina pacientl snasi Iék Iépe, pokud se tablety drti a podavaji se ve

formé prasku do mléka, do vody nebo ovocné stavy.

Dale byla pfitomnad mirnd methemoglobinémie u nékolika pacient(. Bolesti hlavy
nebyly pozorovany. Sulfapyridin muize ddle zpUsobit vyrazku ¢i horecku. Také se mlze objevit
hruba hematurie, kterd je obvykle doprovazena bolestmi mocovodu. Pfi¢ina hematurie nebyla
stanovena, ale pfitomnost velkého poctu zubatych krystal(i |éCiva v Cerstvé vyprazdnéné moci
to naznacuje jako moznou pficinu. Vyvoj anémie nebo Zloutenky zplsobeny |ékem nebyl

pozorovan. Byl pozorovan také vyskyt granulocytopenie [30].
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4. 5-aminosalicylova kyselina

Mesalazin — 5-aminosalicylic acid (CAS 89-57-6) neboli 5-amino-2-hydroxybenzoova
kyselina, 5-aminosalicylova kyselina, 5-ASA a mesalamin je 5-aminosalicylovy derivat a
gastrointestinalni protizanétlivé ¢inidlo. Radime jej do skupiny lékd, které se pouzivaji k 1é¢bé

zanétlivych onemocnéni strev, véetné Crohnovy choroby a ulcerdzni kolitidy [31; 32].

MuUzZeme ho najit pod obchodnimi znackami Asacol®, Asacolitin®, Claversal®, Lialda®,

Lixacol®, Mesasal®, Pentasa®, Rowasa®, Salofalk® [31].

HO 40

OH

H,N

Obrazek Il - Struktura mesalazinu [31]

Mesalazin je aktivni slozkou sulfasalazinu (salazosulfapyridinu), ktery je metabolizovan
na sulfapyridin a mesalazin. Sulfapyridin plasobi jako nosic v tlustém strevé, kde je diazo vazba

Stépena bakteriemi a uvoliiovan mesalazin [33; 34].

PFi perordlnim podani se rychle a Uplné absorbuje z horniho tenkého streva, ale Spatné
se vstiebava z tlustého stfeva. Aby se tlustého stfeva dosahlo v terapeutickém mnozstvi, musi
byt mesalazin potaZen. Do tlustého stfeva mUze byt také dodavan nahrazenim sulfapyridinu

jinym nosi¢em [14; 34].

Volna 5-ASA podstupuje rychlou a témér uplnou systémovou absorpci z proximalniho
stfeva v zavislosti na koncentraci a lokalnim pH, nasledovanou rozsahlym metabolismem. Je
tedy nesmirné dllezité doddvat mesalazin lokalné, aby se sniZily vlivy systémové absorpce
léciva zpUsobujici nezadouci ucinky a ztrata léciva snizujici pravdépodobnost terapeutického

ucinku [35].
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Mesalazin mOzeme také nalézt, jako aktivni slozku, v l|éCivu balsalazid spolu

s molekulou inertniho nosice 4-aminobenzoyl-beta-alaninu [36].

4.1. Indikace a zpUsob podani

Mesalazin mame k dispozici ve specidlné formulovanych peroralnich a také rektalnich
formach pro |éCbu aktivni ulcerdzni kolitidy mirné az stfedni zavaznosti a pro udrZzovaci terapii

béhem remise onemocnéni.

Tablety nebo tobolky potaziené pryskyfici na akrylové bazi a tablety obsahujici
mikrogranule potazené ethylcelulézou dodavaji mesalazin do distalniho tenkého stfeva a
tlustého stfeva, ¢imz se zabrani potfebé nosice, sulfapyridinu, ktery je odpovédny za mnoho
nezadoucich ucinkl spojenych se sulfasalazinem. Jelikoz se mesalazin uvoliuje v tenkém
stfevé z nékterych potahovanych pripravkl, narozdil od sulfasalazinu, maji tyto perordlni

formulace terapeuticky potencial u Crohnovy choroby [34].

Peroralné poddvame bud tablety se zpozdénym uvolfiovanim — napfiklad Asacol,
Lialda, nebo tobolky s prodlouzenym uvolfiovanim — Pentasa. Tablety se zpoidénym
uvolfiovanim jsou potazeny 80 az 130 um vrstvou Eudragit®S, kterd se rozpousti pfi pH 27 a
mély by se podavat spolecné s jidlem. Tablety by se mély polykat celé, aniz by doslo k poruseni
vnéjsiho potahu, protoze potah je navrien tak, aby udrzoval integritu tablet pred vstupem do

termindlniho ilea a tlustého stfeva, kde se uvolfuje aktivni [é¢ivo [37; 38].

Rektalné aplikujeme jako retencni klystyr nebo Cipky. Rektdlni suspenze se podava
nejlépe pred spanim a nejlepsich vysledk( se dosahuje, pokud je stfevo vyprazdnéno tésné
pred podanim klystyru. Rektalni ¢ipky ponechavame po dobu 21-3 hodiny, aby se dosahlo

maximalniho prospéchu [38].

4.2. Mechanismus ucinku

Pfesny mechanismus Ucinku mesalazinu stale neni zndm. In vitro studie biopsii sliznice
tlustého stfeva od pacientl s chronickym zdnétlivym onemocnénim tlustého stfeva ukazaly
zvySené koncentrace prostaglandinu E2, leukotrienu B4 a 5-hydroxyeikosatetraenovych
kyselin, a proto se fada linii vyzkumu zabyvala potencialni modulaci chemickych mediatort

zanétlivé odpovédi, zejména metabolitl kyseliny arachidonové. Ndvrat zvySenych koncentraci
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prostaglandinu E2 knormalu sremisi zanétlivého onemocnéni stfev podporuje ulohu
prostaglandinli a jejich metabolitl cestou cyklooxygenazy v patogenezi zdanétlivého

onemocnéni strev.

Ukazuje se, Ze leukotrieny mohou byt hlavnimi medidtory zdnétu u pacientd se
zanétlivym onemocnénim stfev. ZvySené uvolfiovani leukotrienu B4 do rektdlniho lumenu u
pacientd s ulcerdzni kolitidou je oslabovdano mesalazinem. Sulfasalazin a mesalazin inhibuji

migraci intestinalnich makrofag( na leukotrieny B4 a tim tak mohou omezit stfevni zanét.

Ddle bylo navrieno, Ze mesalazin mizZe puUsobit jako lapac radikal( proti reaktivnim

kyslikovym skupinam a také muaze plsobit jako supresor peroxidace mastnych kyselin [34].

Nedavno bylo také zjisténo, Ze 5-ASA inhibuje syntézu IL-1 a IL-6 a tumor nekrotického
faktoru a (TNF-a), ¢imZ brani ndslednym zanétlivym reakcim. RovnéZ bylo prokdzano, Ze
mesalazin je silnym a specifickym inhibitorem aktivace nukledrniho faktoru kappa B (NF-kB),
coz by mohlo vysvétlit jeho pfiznivy ucinek pti l1é¢bé zanétu. Mesalazin ma také fadu
inhibicnich Gcinkd na zanétlivé kaskady aktivované pfi idiopatickych stfevnich zanétech, jako

je naptiklad schopnost blokovat syntézu faktoru aktivujiciho trombocyty [39].

DalSim zjisténim je, Ze 5-ASA podporuje rychlé obnoveni integrity sliznice in vitro

zvySenim restituce epitelu a mize tedy také primo stimulovat hojeni epitelidlnich ran [40].

4.2.1. Farmakokinetické vlastnosti a exkrece

Pokud se mesalazin podava pfimo do proximalni ¢asti tenkého stfeva nebo oralné jako
béznd tableta, rychle a témér Uplné se vstiebava, pricemz malé mnozstvi |éCiva se dostava do
distalniho tenkého stfeva a tlustého stfeva. Problém predcasné absorpce byl pfekonan
potahovanim tablet Eudragit®S, ktery umoziuje dezintegraci, kdyz je pH ~ 7, nebo Eudragit®L,
ten umozZniuje rozpad pfiblizné pfi pH 5,6, a potahovanim mikrogranuli ethylcelulézou, coZz ma

za nasledek fizené uvolnovani mesalazinu v gastrointestinalnim traktu.

Vsechny slouceniny se zpozdénym uvoliovanim jsou schopné mesalazin dodavat do
distalniho streva. Vétsi absorpce z tenkého stfeva, nez ze stfeva tlustého byla prokazana pfi

primé aplikaci mesalazinu do pravé nebo levé ¢asti tlustého nebo tenkého streva.
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Mesalazin je primarné acetylovan na svlj hlavni metabolit kyselinu N-acetyl-5-
aminosalicylovou (Ac-5-ASA) ve stfevech a jatrech. Tento acetylmesalazin se vylucuje
prevazné moci. Acetylace neni ovlivnéna fenotypem acetyldtoru a jevi se jako nevratnd. Po
peroralnim podani mesalazinu se zpoZzdénym uvolfiovanim se az 44 % podané davky vylucuje

stolici jako nezménény mesalazin nebo Ac-5-ASA [34; 37].

Nezménény mesalazin je ze 43 % vazan na plazmatické bilkoviny, zatimco acetylovany
metabolit je ze 78 % vazan na bilkoviny. Distribu¢ni objem je 18 az 25 litr(i po intravenéznim a

ordlnim podani nepotazeného mesalazinu.

Vytézek celkového mesalazinu v moci béhem 4 hodin je pfiblizné 50 % po poziti
nepotahovanych tablet a 13 % a 0 % po tabletdch potaZzenych Eudragit®L resp. S. Celkova
vytéznost mesalazinu v moci v téchto formulacich, 24 az 28 hodin po poziti, byla 52 %, 55 % a
21 % pozité davky. Primérné vylucovani celkového mesalazinu stolici po dobu 7 dnl ma
tendenci byt vyssi u pacientl s aktivni ulcerdzni kolitidou nez u pacientl v remisi. Existuji

urcité dakazy, Ze mesalazin podléha urcitému stupni enterohepatalni recirkulace.

Rendlni clearance acetylmesalazinu byla 2 az 3krat vyssi neZ rychlost glomerularni

filtrace, coz naznacuje prevladajici renalni tubuldrni sekreci.

Plazmaticky elimina¢ni polocas celkového mesalazinu se pohyboval od 0,7 do 2,4
hodiny u pacient( se zanétlivym onemocnénim strev, Ié¢enych enterosolventni formou léciva,
zatimco u acetylovaného metabolitu byl po intravenéznim a peroralnim podani pfiblizné

dvojnasobny [34].

4.3. Terapeutické studie

Mesalazin byl studovan pfi I1é¢bé aktivniho chronického onemocnéni stfev mirné az

stfedni zavaznosti a jako udrzovaci lécba.

Komparativni studie mesalazinu 1,5 az 3,2 g podavaného denné ve formé
potahovanych tablet, ukdzaly klinickou remisi u pfiblizné 64-72 % pacient(i s mirnou azZ
stredné tézkou ulcerdzni kolitidou. Priznivé vysledky byly zaznamenany také u pacient(
s Crohnovou chorobou a klinické vysledky ve velké studii obecné praxe zahrnujici 1215
pacientd s ulcerdzni kolitidou a 498 s Crohnovou chorobou byly popsany jako ,,velmi dobré“

nebo ,,dobré” u 85-93 % pacientd. Retencni klystyry mesalazinu vedly ke klinickému zlep3Seni
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u 60-87 % pacientll, z nichZ mnozi trpéli onemocnénim nereagujicim na predchozi 1écbu

sulfasalazinem anebo kortikosteroidy.

V nékolika studiich u pacient(l s aktivnim mirnym az stfedné zavainym zanétlivym
onemocnénim stfev bylo zjiSténo, Ze oralné poddvany potahovany mesalazin v davce 2,4 az
4,8 g denné je vyznamné ucinnéjsi nez placebo a sulfasalazin v ddvce 2 g denné. Davky 1,5
nebo 1,6 g vSak nebyly statisticky vyznamné lepsi nezZ placebo a nelze je odlisit od sulfasalazinu

podavaného po 3 g denné.

Mesalazin podavany jednou denné jako retencni klystyr obsahujici davku 1 az 4 g, byl
lepsi neZ placebo, stejné jako davka 1,5 g denné jako Cipky u pacientl s distalni ulcerdzni
kolitidou. Klystyry mesalazinu a sulfasalazinu stejné sily (1,5 g) ukazaly vyssi ucinnost
mesalazinu u pacient se stfedné zavaznou ulcerdzni kolitidou, ale ¢ipky mesalazinu (1,5 g) a
perordlni sulfasalazin 3 g mély podobnou uc¢innost u malého poctu pacientl s ulcerdzni

kolitidou nebo Crohnovou nemoci.

5-ASA podavanad v davce 0,8 az 2,7 g denné a sulfasalazin poddvany v davce 1,6 az4 g
denné byli podobné Gcinné pfi udrzovani remise u pacient( s inaktivni ulcerdzni kolitidou,
pricemz 73-82 % bylo stale v remisi po 4 az 6 mésicich a 46-62 % na konci 1 roku. Mesalazin
v davce 1,5 g denné byl v prevenci relapsu u pacientd s neaktivni Crohnovou chorobou lepsi

nez placebo [34].

4.4. Nezadouci ucinky

Nejcastéji hlasenymi nezddoucimi ucinky mesalazinu jsou bolesti hlavy (az 13 %) a
nauzea (az 8 %), zatimco svédéni, zavraté, poruchy traveni, bolesti svall a horecka se obvykle
vyskytuji u méné nez 5 % pacientll. V nékolika pfipadech byla hlasena idiosynkraticka reakce

charakterizovdna zhorSenim priznaka, kterd ustoupila po vysazeni léku.

Ve

NeZadouci ucinky na klystyry mesalazinu jsou obvykle omezeny na lokdlni podrazdéni

Ve

nebo jiné ucinky vyplyvajici z vloZzeni $picky klystyru.

Minimalné 80 % pacientd sintoleranci sulfasalazinu je schopno tolerovat
mesalaminové pripravky. Vétsina pacient( s intoleranci nebo alergii na sulfasalazin tolerovala
mesalazin s malymi nebo Zadnymi nezadoucimi Gcinky. Asi u 10 % téchto pacient( doslo

k podobnym nezadoucim ucinkdm jako u peroralnich forem obou |ékl, patrnéjsi u téch
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pacientl, ktefi vykazovali zavazné alergické nebo gastrointestinalni reakce na sulfasalazin.
Abnormality spermii vyvolané sulfasalazinem se po substituci mesalazinem zlepsily nebo byly

rezervovany [34; 41].

Ackoli jsou mesalaminové pfipravky obecné dobfe sndseny, jsou popsany i nezaddouci
ucinky, mezi které patfi zhorSeni kolitidy; rendlni toxicita, jako je intersticidlni nefritida a
nefroticky syndrom; dale plicni toxicita, jako je intersticidlni plicni onemocnéni a fibrdza,
bronchiolitis obliterans, plicni granulomatéza a eozinofilni pleurdini vypotek; také
perikarditida, pankreatitida, vypadavani vlas( a Stevens-Johnsontlv syndrom. Tyto reakce se
zdaji byt na pocatku idiosynkratické, i kdyZz mechanismus zUstava nejasny. Je moiné, Ze
nékteré ztéchto ucinkl lze pozorovat primarné u mesalaminu v disledku vyssich davek
spojenych s timto [éCivem neZ u sulfasalazinu. Obecné se tyto nezadouci ucinky vyskytnou u
postizenych pacientl s jakymikoli perordlnimi nebo topickymi pfipravky se zpozdénym

uvolfiovanim mesalaminu nebo prolécivovymi pfipravky [42; 43].
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5. Idiopatické strevni zanéty

Zanétlivd onemocnéni stfev — Inflammatory Bowel Disease (IBD), ktera zahrnuji
Crohnovu chorobu a ulcerdzni kolitidu, jsou skupinou chronickych poruch charakterizovanych
stftevnim zdnétem, nékdy i mimostfevnimi projevy spojenymi s obdobimi remise a

nepredvidatelnymi relapsy [44].

Crohnova choroba postihuje tenké a tlusté stfevo, stejné jako Usta, jicen, Zzaludek a

konecnik, zatimco ulcerdzni kolitida postihuje predevsim tlusté stfevo a konecnik [45; 46].

Nastup IBD se obvykle vyskytuje ve druhé a tfeti dekadeé Zivota. Rodinnd agregace je jiz
dlouho uznavana. Pribuzni prvniho stupné postizenych jedinc maji relativni riziko
pétinasobné anebo vétsi. Dédicna slozka se zdda byt u Crohnovy choroby silnéjsi nez u ulcerézni

kolitidy [47; 48].

5.1. Crohnova choroba

Crohnova choroba je chronické zanétlivé onemocnéni gastrointestindlniho traktu
s celosvétovym vyskytem. Projevuje se ptiznaky vyvijejicimi se relapsujicim a remitujicim
zpUsobem. Jde také o progresivni onemocnéni, které vede k poskozeni a postiZzeni strev.
Mohou byt ovlivnény vSechny segmenty gastrointestindlniho traktu, nejcastéjsi je terminalni

ileum a tlusté stfevo. Zanét je obvykle segmentovy, asymetricky a transmuralni [49; 50].

Nejcastéji se projevuje bolestmi bficha, horeckou a klinickymi pfiznaky strevni
obstrukce nebo prijmem s priichodem krve, hlenu nebo obojim. Mezi dal$i komplikace mimo
gastrointestindlni trakt patfi anémie, kozni vyrazky, artritida, zanét oka a Unava. Obstrukce
stfev mlze nastat jako komplikace chronického zanétu a pacienti s timto onemocnénim jsou

vystaveni vy$simu riziku rakoviny tlustého a tenkého streva.

Zda se, Zze Crohnova choroba je disledkem narusené interakce intestinalni komenzalni
mikrobioty, kterd je normalné ve stavu symbiotického mutualizmu s lidskym hostitelem —
imunitni systém. MUzZe byt také vysledkem slozZité souhry mezi genetickou nachylnosti, faktory
prostiedi a zménénou stifevni mikroflérou, coz ma za nasledek abnormalni imunitni odpovéd’

sliznice a narusenou funkci epitelialni bariéry.
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Crohnova choroba obvykle zac¢ind u dospivajicich a dvacatych let, i kdyZ se muze
vyskytnout v jakémkoli véku a neexistuji Zadné léky ani chirurgické zakroky, které by vylécily
tuto chorobu. Soucasné strategie se zaméruji na hlubokou a dlouhodobou remisi s cilem
pfedchdzet komplikacim, jako je chirurgicky zakrok, a blokovat progresi onemocnéni.
Ustfednim bodem téchto strategii je zavedeni véasné imunosuprese nebo kombinované |é¢by
biologickymi latkami u vysoce rizikovych pacientl v kombinaci s pfisnou a ¢astou kontrolou

zanétu a prizplsobeni |éCby na zakladé tohoto posouzeni [51; 52].

5.1.1. Profylaxe pooperacniho relapsu u Crohnovy choroby s mesalazinem

Pfestoze jsou k dispozici u€inné farmakologické strategie pro IéCbu aktivni Crohnovy
choroby, dlouhodobé fizeni zlstava nevyresenym problémem. Proto byl kladen ddraz na
studie k udrZeni remise po Uspésné |écebné terapii nebo chirurgické resekci. Pooperacni
relaps je vSak Casty a z dlouhodobého hlediska téméf nevyhnutelnou uddlosti u pacientd

s Crohnovou chorobou, kterd vyzaduje bud'|ékarské oSetfeni, nebo dokonce reoperaci.

Mesalazin se zda byt dobrym kandidatem na udrzovaci |é¢bu diky jeho nizké toxicité.
Urcity ucinek zabranujici relapsu byl nalezen v nékolika studiich u pacientll po Uspésné
medikaci aktivni faze Crohnovy choroby. Pfipravek mesalazinu s vyznamnym uvolfiovanim
v tenkém stfevé byl povaziovan za potencidlni vyhodu, zejména u pacientl s lokalizaci

onemocnéni, véetné tenkého stfeva [53].

Byla provedena randomizovana, dvojité zaslepena, placebem kontrolovana
multicentricka studie s velikosti vzorku 150 pacientt ve skupiné, denni davkou 4 g mesalazinu
(denné rozdélené do 3 davek) nebo placeba a zahdjend Ié¢bou do 10 dnll po operaci a
pokracovala po dobu 18 mésict aZ do klinického relapsu. Jako studijni |ék byla pouZita Pentasa,
ktera obsahuje 500 mg mesalazinu zapouzdfeného v mikrogranulich ethylcelulézy a
lisovanych do formy tablety s mikrokrystalickou celulézou. Placebo tablety byly stejného

vzhledu i konzistence.

Z vysledk(l dostupnych udaji byly zvazovany tfi moZnosti. Zaprvé, zahdjeni |écby
zabranujici relapsu brzy po operaci by mohlo zabranit opétovnému objeveni endoskopickych

[ézi, a tim i pokroku v symptomatickém navratu Crohnovy choroby. Za druhé, vyssi davky
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mesalazinu by mohly byt Gcinné pti prevenci relapsu. A zatfeti, zpUsob uvolnovani léiva mize

ovlivnit jeho klinickou ucinnost.

Studie poskytuje dlkazy, Ze Pentasa mlze ucinné zabranit pooperacni recidivé u

pacientl s Crohnovou chorobou omezenou na tenké stfevo [54].

5.2.  Ulcerdzni kolitida

Ulcerdzni kolitida je fazena do podkategorie zanétlivych onemocnéni stfev. Postihuje
tlusté stfevo a konecnik a obvykle zasahuje pouze nejniternéjsi vystelku nebo sliznici.
Projevuje se jako souvislé oblasti zanétu a ulcerace, bez segmentld normalni tkané. Crohn’s

and Colitis Foundation of America definuje nékolik druht ulcerdzni kolitidy:

e Onemocnéni postihujici pouze nejvzdalenéjsi ¢ast tlustého stfeva a konelniku se
nazyva ulcerdzni proktitida.
e Nemoc sestupného tracniku se oznacuje jako omezend nebo distalni kolitida.

e A onemocnéni postihujici celé tlusté stfevo se nazyva pankolitida [55].

UC mUzZe nastat s postupnym nastupem pfiznakl, nebo muZe byt prvni zachvat akutni
a fulminantni. Mezi mirnéjsi ptiznaky patfi postupné uvolfovani stolice, kfece v bfiSe a
prajem. Jak nemoc postupuje od mirné k zavainéjsi, mize se u pacienta vyskytnout také
Ubytek hmotnosti, Unava, ztrata chuti k jidlu, tyto pfiznaky mohou mit za nasledek nedostatek

Zivin, hlen ve stolici, tézké krvaceni z koneéniku, horecku a anémii [55; 56].

v

Ackoli presna pricina ulcerdzni kolitidy zUstava neurcena, zda se, Ze tento stav souvisi
s kombinaci genetickych a environmentdlnich faktor(. Mezi patologické ndlezy spojené s UC
patfi vzestup urcitych zanétlivych mediatord, znamky oxidacniho stresu, narusené prostredi
tlustého stfeva, abnormalni obsah glykosaminoglykanu ve sliznici, snizena oxidace mastnych

kyselin s kratkym retézcem, zvysena strevni propustnost, zvysena produkce sulfid( a snizena

methylace [57; 58; 59].

UC se muzZe objevit kdykoliv béhem Zivota, ale obvykle je diagnostikovana pred 30.
rokem véku. Zda se, Ze onemocnéni postihuje muze i Zeny stejné a priblizné 20 % lidi

s ulcerdzni kolitidou ma blizkého pribuzného se zanétlivym onemocnénim stfev [55].
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5.2.1 Mesalazin v 1é¢bé aktivni ulcerdzni kolitidy

Soucasnym standardem péce o ulcerdzni kolitidu je kyselina 5-aminosalicylova. Byla
vyvinuta fada mechanism( pro dodavani mesalazinu na sliznici tlustého stfeva a bylo
prokazano, Ze dodrzovani doporucenych davkovacich schémat 5-ASA ma zasadni vliv na miru

relapst, a tedy kvalitu Zivota u pacient(l IéCenych udrzovaci terapii [60; 61; 62; 63; 64].

MMX mesalazin je nova vysoce silnd formulace 5-ASA, ktera vyuziva technologii Multi-
Matrix System (MMX) navrZzenou k uvolfiovani 5-aminosalicylové kyseliny do tlustého stfeva.
Tento systém pouziva lipofilni a hydrofilni matrice uzaviené v gastrorezistentnim povlaku
zavislém na pH, aby se usnadnilo dlouhodobé vystaveni sliznice tlustého stfeva touto
kyselinou. Tableta je vystavena pH 7,0 nebo vys$Simu, obvykle v terminalnim ileu. Jak se
gastrorezistentni povlak rozpad3, stfevni tekutiny interaguji s hydrofilni matrici a zpUsobuji
bobtndani tablety a tvofi viskézni gelovou hmotu. Jak jadro tablety a okolni gelovd hmota
postupuji tlustym stfevem, kousky gelové hmoty se postupné odtrhavaji od jadra a uvoliuji
mesalazin. Kromé toho mUze hydrofilni matrice ulpivat na sliznici tlustého stfeva, coz ddle
usnadnuje cilené dodavani |éCiva. Lipofilni matice, spolec¢né s 5-ASA, je rozptylena v hydrofilni
matrici a vytvari caste¢né hydrofobni prostiedi. O¢ekdva se, Ze se zpomali pronikdni vodnych
tekutin do jadra tablety, ¢imz se snizi rychlost rozpousténi léciva a tim se prodlouzi

terapeuticka aktivita [65; 66; 67].

Multi-Matrix System (MMX) and MMX mesalamine”

1 2
Hydrophilic matrix
Gastro-resistant
pH-dependent
coating
/ b I
LMMX Multi Matrix i ) 5-ASA
System™ core =~ "1 Lipophilic matrix
o
]
3 Hydrophilic matrix swells, \"‘ 4

forming viscous gel mass 9 Gel fragment Mucosal wall

5-ASA released y

\
= from hydrophilic |? C;a)

matrix

*Referred to as mesalazine outside North America

Obrazek IV - Schéma tablety MMX mesalazinu [68]
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Studie vyhodnocovala ucinnost a snasenlivost MMX mesalazinu, nové formulace 5-
aminosalicylové kyseliny ur¢ené k dodavani aktivniho Iéciva do tlustého stieva v jedné denni

ddvce, coz potencidlné zlepsuje komplianci pacienta a tim celkovy Uspéch lécby.

Data ukazuji, Ze MMX mesalazin podavany v davce 2,4 g/den nebo 4,8 g/den byl dobre
tolerovan, vykazoval vynikajici bezpecnostni profil a byl Ucinny pro indukci klinické a
endoskopické remise aktivni mirné az stredni ulcerézni kolitidy. Protoze se predpoklada, ze 5-
ASA pusobi lokdlné na gastrointestindlni sliznici, Ize ofekavat, Ze vyssi davka MMX mesalazinu

pfinese vetsi klinicky pfinos.

MMX mesalazin nabizi perspektivu ucinné Iécby akutnich epizod mirné nebo stfedné
zavainé, levostranné nebo rozsahlé ulcerdzni kolitidy, ¢imZ se podstatnd ¢ast pacient(
dostane do Uplné klinické a endoskopické remise. Snadnost dlouhodobého uzivani 5-

aminosalicylové kyseliny je klicovym faktorem pfi prevenci relapsu ulcerdzni kolitidy [69].
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6. Metabolity 5-aminosalicylové kyseliny

Jak je zndzornéno na obrazku V, prolé¢ivem mesalazinu je salicylazosulfapyridin, ktery

je Stépen vtlustém stfevé bakteridalnimi azoreduktdzami na 5-aminosalicylovou kyselinu,

aktivni slouceninu, ktera se dale metabolizuje ve stfevni sténé a v jatrech na biotransformacni

produkty faze Il, tedy na N-acetyl-5-ASA, ktery je hlavnim metabolitem, a ddle N-formyl-5-ASA,

N-butyryl-5-ASA a N-B-D-glukopyranosyl-5-ASA [70; 71; 72].

Salicylazosulfapyridin

HO
ﬁ —Q0
NH-S N
N I \\N OH
O
7\
Sulfapyridin 5-ASA o
0 \\ OH
I
NH-S NH,
N— (|3| HoN OH

OH
OH 0 o o
0= { /
R—X
0 OH
NH OH
HO NH
HO OH

N-acyl-5-aminosalicylové kyseliny

R = -H, -CH,, -CH,CH,CH,

Obradzek V — Metabolické stépeni salicylazosulfapyridinu na aktivni 5-ASA a ndslednd biotransformace fdze Il 5-ASA [73]

Acetylované metabolity se vylucuji hlavné modi tubularni sekreci, spolu se stopami 5-

aminosalicylové kyseliny. Polo¢as mesalazinu je pfiblizné asi 1 hodina a |é¢ivo se vaZe na
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plazmatické proteiny ze 40-50 %. N-acetyl-5-ASA ma polocas az 10 hodin a je vazan na

plazmatické proteiny z 80 %. Urcita ¢ast 5-ASA je vyloucena ve stolici [74; 75].

6.1. Hlavni metabolit N-acetyl-5-aminosalicylova kyselina

.....

aminosalicylové a jeji prolécivé formy, sulfasalazinu. Je vytvarena v jatrech, stfevnim lumenu

a bunkach epitelu tlustého stfeva prostfednictvim N-acetyltransferaz.

Kyselina je schopna sniZovat vazbu interferonu-y na buriky epitelu tlustého stfeva o 24
%, pokud se pouzije v koncentraci 10 mM. Zachycuje 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikaly
v bezbunééném testu a inhibuje bazickou hydroxylaci v DNA stimulovanou hydroxyl radikaly.
Na rozdil od sulfasalazinu neinhibuje 15-hydroxyprostaglandindehydrogenazu. Mocové
hladiny kyseliny N-acetyl-5-aminosalicylové byly pouzity jako marker adherence 5-

aminosalicylové kyseliny u pacientl se zanétlivym onemocnénim strev [76; 77; 78; 79; 80; 81].

OH

I
0
Ho ™ NH &
OH

Obrazek VI - Struktura N-acetyl-5-aminosalicylové kyseliny [82]
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7. Kapalinova chromatografie

Kapalinovd chromatografie — Liquid Chromatography (LC) je velmi dllezita separacni
metoda pouzivana prakticky ve vSech oblastech chemie. Chromatografické metody umoznuji
nejen déleni velmi sloZitych smési, ale také identifikaci a kvantitativni stanoveni jednotlivych
latek. Pouziva se k analyze nebo Cisténi sloZek ze sloZitych smési, napfiklad k oddéleni proteind
Ci léCiv od necistot nebo k analyze lé¢iv a endogennich sloZek v biologickych materidlech. Déle
také kizolaci latek ve velmi Cistém stavu, k analytické kontrole Cistoty barviv, rozpoustédel,
k precisténi chemikalii a podobné. Maji Siroké uplatnéni, a to nejen v monitorovani
jednotlivych slozek Zivotniho prostredi, ale také toxikologii, farmakologii a dalSich oborech [83;

84].

V chromatografii se vzorek vnasi mezi dvé faze, z nichZ jedna je nepohybliva a nazyva
se stacionarni faze. Pres ni se pohybuje druhd, kterd se proto nazyva mobilni faze. Pohybem
mobilni faze je vzorek touto soustavou unasen. Slozky vzorku, které interaguji ochotnéji se
stacionarni fazi nez s fazi mobilni, se proto pfi pohybu zadrzuji vice nez jiné slozky, které se ke
stacionarni fazi poutaji hire. Tim se postupné jednotlivé slozky od sebe separuji. Obvykle se
pfi separaci uplatfiuje nékolik fyzikdlné-chemickych déji soucasné, ale jeden z nich vidy

prevlada, podle této povahy déje se poté chromatografie mize dale délit.

O separaci sloZzek vzorku v kapalinové chromatografii rozhoduji nejen jejich interakce
se stacionarni fazi, ale také pouzita mobilni faze. Mezi mechanismy separace patfi adsorpce,
rozdélovani na zakladé rlzné rozpustnosti, iontovd vyména, molekulové sitovy efekt Ci

specifické interakce.

V kapalinové chromatografii, kde je stacionarni fazi kapalina zakotvena na pevném
nosici, se vyuziva pfi separaci rozdélovaci rovnovahy. Rozhodujici podminkou je vzajemna
nemisitelnost mobilni a stacionarni faze. Nyni se nejcastéji pouZivaji jako sorbenty latky, které
jsou chemicky navdzany na nosi¢. Nosicem je béziny silikagel nebo sklo. Péry mohou
prostupovat cely objem kulicky nosice nebo mohou byt povrchové. U kapalinové
chromatografie se kolona naplni vhodnym zplisobem pevnou fazi a na jeji povrch se nanese
maly objem roztoku smési latek uréené k déleni. Sloupec se pak vyviji prolévanim zvolenou

kapalinou. Kapalina se hydrostatickym tlakem protlacuje naplni kolony. Eluent se sbird

36



v oddélenych frakcich nebo je ve vytékajicim eludtu méren vystup kazdé slozky z kolony

detektorem a pribézné zaznamenadvan.

Déleni probiha ve sklenénych trubicich o délce 20-25 cm a vnitfnim priméru 10-12
cm. Ve spodni ¢3asti jsou obvykle sklenénou teflonovou fritou a kohoutem na vypousténi
kolony. Svyhodou se pouZivaji mikrokolony z polystyrénu nebo z nizkotlakového

polyethylenu.

Podle druhu naplné kolony mlGzZeme kapalinovou chromatografii délit na adsorpcni,

iontové-vyménnou, gelovou, afinitni nebo rozdélovaci [84].

7.1.  Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokotlakd neboli vysokoucinnd kapalinova chromatografie — High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) je velmi perspektivni metoda pro separaci latek ve smési. Od
klasické kapalinové chromatografie se lisi tim, Ze pracuje s Uzkymi kolonami o priméru 2—-8
mm, které se plIni tfidénym materidlem s malymi ¢asticemi nejlépe o priméru 3—10 pum.
K ucinné separaci je potfeba pouzit dostatecné mald zrnicka sorbentu, kterd vsak kladou
prostupujici kapaliné znacny odpor. Pratok pohyblivé mobilni faze zde probiha pod tlakem

cerpadla.

v es

v chromatogramu odpovidd pik (elu¢ni krivka), ktera charakterizuje koncentracéni profil

analytu v zéné [84].

7.1.1. Princip a pouzivana instrumentace v HPLC

Pokud zUstava slozeni mobilni faze stalé, hovorime o izokratické eluci. Kapalina se do
kolony Cerpa pistovymi nebo membranovymi ¢erpadly. Obvykle pracuji dvé ¢erpadla, aby na
sebe navazovaly faze vytlaku a faze sani. Rizeni mikroprocesorem zaruéuje vyhlazeni tlakovych
pulsi. Davkovani injekcni stfikackou pres pryZzové septum proti vysokému tlaku je mozné
z hlediska tésnosti do tlakll pouze 10 MPa. Proto se dnes pouZiva v HPLC vyhradné davkovani

obtokovym davkovacim ventilem.
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rozpoustédio 1  rozpoustédio 2

Obrazek VII - Schéma HPLC [84]

Separace probiha v separacni koloné, ktera obsahuje stacionarni, nepohyblivou, fazi,
kterou je sorbent a mobilni, pohyblivou, fazi — eluent. Délené latky maji rozdilnou afinitu ke
stacionarni fazi a rizné analyty podléhaji rizné distribuci mezi mobilni a stacionarni fazi a jsou
rozdilné zadrZovany a rozdilné zpozdovany (retardovany). Aby byla umoznéna distribuce mezi
staciondrni a mobilni fazi, musi existovat fazové rozhrani. Pfi déleni latek pak dochazi
k opakovanému ustalovani rovnovahy délenych latek mezi mobilni a stacionarni fazi.
Chromatograficky systém se v idedlnim pripadé muze blizit rovnovaze. Distribuci sloZzek mezi
dvé faze mizeme popsat distribucni (rozdélovaci) konstantou Kp, ktera je vyjadrena jako
pomér koncentrace slozky ve stacionarni fazi a koncentrace v mobilni fazi. Cim vyssi je
hodnota této konstanty pro danou latku, tim delSi dobu setrvavaji jeji molekuly ve stacionarni

fazi, a tim vétsi je jejich retence.
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Obrazek VIII - Separace v koloné [84]
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Kolony se pouzivaji pouze napliové, které jsou vyrobeny z tlustého borosilikdtového
skla pro nizsi tlaky nebo z nerezové oceli pro vysoké tlaky kolem 50 MPa, a délkou vétSinou 5
az 30 cm. Podle druhu naplné kolony mizeme technikou HPLC délit latky na principu vymény
iontd, na principu déleni podle rozdilné relativni molekulové hmotnosti, na principu
rozdélovaci chromatografie. Ve vSech pfipadech tvofi pohyblivou fazi kapalina, kterd prochazi

kolonou pod tlakem Cerpadla a stacionarni fazi material v koloné.

U vysokoucinné kapalinové chromatografie prochazi eluat vytékajici z kolony pribézné
detektorem, ktery je vestavén do jejiho vytoku. Detektor pak automaticky a kontinudlné méri
nékterou z fyzikalnich vlastnosti eluatu, napfiklad absorpci v UV nebo Vis ¢asti spektra —
spektrofotometricky UV-Vis detektor, fluorescenci — fluorescencni detektor, vodivost —
vodivostni detektor, index lomu — refraktometricky detektor, a podobné. Pro detekci latek
schopnych oxidace nebo redukce se pouziva elektrochemickych detektor(. Pro analyzu
sloZitych smési vyzadujici vysokou selektivitu nebo pfi analyze téZzko urcenych latek Ize pouzit

detektoru se zakotvenymi enzymy.

Signal z detektoru je preveden do podoby chromatografického zdznamu, kterému
fikdme chromatogram — cCasova zavislost intenzity veliCiny, kterd je sledovdna detektorem.

Tento zaznam charakterizuji kfivky gaussovského tvaru a nazyvame je piky (elucni krivky).

24 F
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Obradzek IX - HPLC chromatogram vzorku [84]

Prednosti vysokoucinné kapalinové chromatografie je rychlost analyzy, vysoka délici
schopnost, moZnost automatické detekce, identifikace a kvantitativni vyhodnoceni
chromatogramu. Touto technikou muizZeme délit i latky termolabilni nebo polarni. Mezi

nevyhody naopak patfi drahé pristrojové vybaveni a také provoz [84; 85].
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8. Moderni techniky ve farmaceutické analyze

Stanoveni léciv a jejich metabolitd v biologickych tekutinach je ve farmaceutickych a
biomedicinskych védach stale dilezit&jsi. Usp&sné analyzy vyZaduji citlivost na Grovni ppb
nebo nizsi, vysokou selektivitu a minimalni interference z artefaktld. AZ doposud se
biofarmaceuticka analyza spoléhala hlavné na titrace, spektrofotometrické, chromatografické
a imunochemické metody. Nejndrocnéjsi z farmaceutickych analytickych testl vyZzaduji
vysokou specificitu a stanoveni lék(i s mezi detekce subnanogramu v biologickych vzorcich [86;

87, 88].

BéZné pouzivanymi postupy pro méfeni stopové urovné koncentrace |écCiva
v biologickych vzorcich jsou plynova chromatografie (GC) s elektronovym zachytem, ionizaci
dusikovym plamenem nebo hmotnostni spektrometrickou detekci, HPLC ve spojeni
s hmotnostni  spektroskopii, LC sultrafialovou nebo fluorescencni detekci a
radioimunoanalyzou. Novéjsi moderni elektroanalytické techniky spojené s TLC nebo LC jsou
extrémné uzitecné pti méreni hladin v krvi a vylucovani 1ékl v nizkych davkach (do 50-100
ng/ml). Aplikace elektroanalytickych metod umozZriuje analyzu material( s rozptylenymi

barevnymi nebo pevnymi ¢asticemi [89; 90; 91; 92].

Dédle tyto techniky vyZzaduji pouze velmi malé objemy vzorkd, casto v rozsahu
mikrolitrl, spojené s nizkymi detekénimi limity umozniujicimi analyzu na mnozstvi
subpikogram Iécivych pfipravk( a metabolitl. Z téchto divodU a také pro jejich jednoduchost
arychlost je elektrochemie jedinecné vhodna pro klinickou a bioanalyzu, kde se analyzuji malé

objemy krve nebo moci na nizké koncentrace léCivych pripravk(i a metabolitd [93].

S pfichodem technologii mikroobrabéni a zdokonalenim konstrukci elektrochemickych
¢lankd je nejnovéjsim trendem detekce a kvantifikace riznych 1éciv v biologickych tekutinach

a farmaceutickych pfipravcich pomoci elektrochemickych metod.

Elektroanalyticka chemie znamenda analyzu chemickych latek pomoci
elektrochemickych metod, jinymi slovy studium chemické odezvy systému na elektrickou
stimulaci. V elektrochemickém experimentu se méfi jeden nebo vice ze Ctyr parametr(l —
potencial, proud, naboj a ¢as. Rlzné kombinace parametrl a typu pracovni elektrody tvori

dlouhy seznam technik, jako je voltametrie, polarografie, linearni voltametrie, cyklicka
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voltametrie, hydrodynamicka voltametrie, diferencialni puls, voltametrie s obdélnikovymi
vinami a stripovaci voltametrie. Voltametrie je zvlasté cenna technika pro stanoveni poldrnich

metabolitl, které nelze snadno derivatizovat plynovou chromatografii [90; 94; 95].
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9. Chromatografické mody pouzivané v analyze aminosalicylatd a jejich
metabolit{

9.1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie s fluorescencni detekci

Fluorescen¢ni detektory jsou zaloZeny na principu fluorescence a na méreni
sekundarniho emisniho zareni. Takové zareni latka vyddva po absorpci primarniho excita¢niho
elektromagnetického zafeni. Doba trvani fotoluminiscence byva u fluorescence 10 az 10~ s.
Pokud latka absorbuje elektromagnetické zareni, pfechdzi molekuly latky ze zakladniho
singletového elektronového stavu do rGznych vibracnich hladin excitovaného singletového
elektronového stavu. Tuto absorbovanou energii mize excitovana molekula bud’ vyzafit jako
fluorescenci nebo ji mGze preménit jinym mechanismem na energii vibracni, anebo ji preda
jinym molekuldm. Ztratou energie prejde molekula nejprve do zakladniho vibraéniho stavu a
poté emituje fluorescencni zareni se stejnou vinovou délkou jako absorbované zareni =

rezonancni fluorescence, nebo vyssi vinovou délkou v dlsledku vibraéni relaxace.

Vytézek fotoluminiscence se zpravidla zmensuje se stoupajici teplotou a je zavisly na
koncentraci a dalSich faktorech. Jev, ktery zpUlsobuje pokles vytézku se nazyvd zhaseni. To

muze byt zplsobeno intramolekuldrnimi i intermolekuldrnimi pochody.

Zavislost mezi intenzitou fluorescence a koncentraci fluoreskujici latky je linearni pouze

v oblastech nizkych koncentraci.

Fluorescencni detektor se sklada ze rtutové nebo xenonové vybojky, excitaéni a emisni
mfiizky neboli monochromatoru, Stérbiny, pritokové cely, mikrococky, limitniho filtru a
fotonasobice. Konstrukce fluorescencniho detektoru umoznuje zachytit maximalni mnozstvi
fluorescenéniho zareni, jez vznikd v cele detektoru ndsobicem. Toto Cidlo pak musi byt
chranéno pred dopadem excitacniho zareni, to ndm umoziuje kombinace interferencnich
filtrd a umisténi nasobice kolmo na zdroj excitacniho zafeni. Rtutové vybojky a interferencni
filtr slouzi jako zdroj monochromatického excita¢niho zareni. Detekuji fluorescencni zareni pti
vSech vinovych délkach po oddéleni zbytku rozptyleného excitacniho zareni. Soucasné lze tyto
vinové délky programovat v priibéhu eluce, tim miZeme dosdahnout maximalni citlivosti pro
kazdou separovanou latku. Méreni spekter je uskutec¢iovano bud' v systému stop-flow nebo u

nékterych detektord i bez zastaveni toku mobilni faze [84].
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9.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrickou
detekci

Hmotnostni spektrometry (MS) jako detektory v HPLC patfi do skupiny spojenych
technik. Jsou velice specifické a poskytuji spolecné s Udaji zchromatogramu jesté spektralni

Udaje o identické latce.

Proces identifikace ¢i kvantifikace latek hmotnostnim spektrometrem se odehrdva se
3 krocich. Prvnim krokem je ionizace vzorku, kdy jsou neutrdlni molekuly v iontovém zdroji
prevedeny na ionty. Poté nasleduje rozdéleni iontl dle poméru m/z (hmotnost/naboj) a jejich

urychleni v analyzatoru. Poslednim krokem je detekce iontl a zesileni signalu v detektoru.

Ke sbéru dat slouZi sofistikovany software. Mezi dalsi ¢asti spektrometru patfi vakuovy
systém, zatizeni pro zavadéni vzorku, tedy sonda, iontova optika slouzici k urychleni a fokusaci

iontd a pocitac slouZici k ovladani a ladéni pfistroje, sbér a zpracovani dat. 78 plus knizka

NejpouzivanéjSimi ioniza¢nimi technikami jsou ionizace za atmosférického tlaku
zahrnujici ionizaci elektrosprejem, chemickou ionizaci za atmosférického tlaku a fotoionizaci
za atmosférického tlaku. VSechny tyto techniky patfi mezi mékké ionizacni techniky, tzn Ze pfi
ionizaci vznikaji protonované molekuly nebo deprotonované molekuly a nedochazi k rozsahlé
fragmentaci. Hmotnostni analyzator je umistén za iontovym zdrojem a pred detektorem.

Ukolem analyzatoru je rozdéleni iont(i dle poméru m/z a nasledné jejich urychleni a fokusaci.

Spojeni LC-MS je klicové pro analyzu redlnych vzorkd, jako napfiklad biologické tkané
¢i tekutiny. Hmotnostni spektrometr je jedinym detektorem, ktery muze provést potvrzeni
identity analytu na zakladé molekulové hmotnosti a strukturné specifickych fragmenta.
Hlavnimi vyhodami spojeni LC-MS jsou: mozZnost analyzy slozitych smési, zlepseni kvality

spektradlnich dat, lepsi spolehlivost kvantitativni analyzy nebo vétsi jistota identifikace latek.

Signal hmotnostniho spektrometru v zavislosti na intenzité je zaznamenavan jako
chromatogram celkového iontového proudu = TIC. Pomoci LC-MS mohou byt ziskany zaznamy:
zakladni sken, selektivni zaznam jednoho nebo vice iontl, sken produktovych iontl, sken
prekurzorovych iontd, sken neutralnich ztrat nebo selektivni zaznam jedné i vice reakci [84;

96].
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9.3. Vysokoucinna kapalinova chromatografie s detekci UV fotodiodového pole

Spektrofotometrické detektory jsou zalozeny na principu absorpce zareni v oblasti
vinovych délek od 190 do 800 nm. Kvantitativni vyhodnoceni je zaloZzeno na Lambert-Beerové

zakoné.

Zakladem spravné cinnosti spektrofotometrickych detektori je samostatnd cela
detektoru. Konstrukce cely musi byt takova, aby eliminovala miseni separovanych eluc¢nich
z6n. Mimokolonovy pfispévek objemu cely detektoru musi byt minimalni. Optika cely
detektoru koncentruje paprsek svétla do stiedu cely. Sitka cely zajistuje, aby bylo vyuzilo

maximum energie a smérovano z cely detektoru do fotodetektoru.

Detektor je slozen z deuteriové vybojky, Stérbiny, ¢ocky, clony, pratokové Z-cely,

konkavni holografické mfizky a diodového pole.

Detektory s diodovym polem (PDA) snimaji celé spektrum vredlném case bez
preruseni chromatografické separace. Zareni ze zdroje pro prichodu mérnou celou detektoru
je spektralné rozkladano holografickou mtizkou, takZze na kazdou z fotodiod dopada zafivy tok

o urcité vinové délce zeslabeny absorpci v cele detektoru.

Kazdd fotodioda je spojena s kondenzatorem, ten je predem nabity na urcitou
hodnotu. Fotoelektricky proud, ktery vznika po dopadu zareni na diodu, vybije kondenzator,
to je Umérné intenzité dopadajiciho zareni. V dalsi fazi jsou kondenzatory nabity a je méren
proud potfebny na dobiti pfislusSnych kondenzatord. Sekvence vybijeni a nabijeni je velmi
rychle opakovéna a jsou zaznamenavany Udaje o absorbanci pti kazdé vinové délce v kazdém
okamziku. Spektralni rozliseni je dano poétem diod na poli. Pro spektralni rozsah od 190 do

800 nm je pri poctu diod 512 spektralni rozliseni 1,2 nm.

PDA detektory umoziuji detekci latky pfi jakékoliv vinové délce, umozZnuji porovndvat

snimana spektra a také vypoditat Cistotu piku [84].
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10. Chromatografické stanoveni 5-aminosalicylové kyseliny a jejich
metabolitd v biologickych vzorcich

Aby se odstranily rusivé balasty z biomatric a zvysila se selektivita a citlivost analytické
metody, je pred instrumentalni analyzou kyseliny 5-aminosalicylové a jejich metabolitd

obvykle pouzit krok predupravy vzorka [73].

Pro deproteinizaci tekutych vzorkd (plazma, sérum) nebo tkanovych homogenatua byl
pouzit acetonitril, methanol nebo kyselina chlorista. Po centrifugaci byl ziskdn supernatant,
ktery se nejcastéji pfimo davkoval na HPLC kolonu, a ktery obsahoval analyt. Ve vétsiné metod
byly derivaty ASA obsaZené v supernatantu derivatizovany a extrahovany pfed HPLC analyzou.
Derivatizace spocivala v acylaci primdrni aromatické skupiny, a to bud anhydridem kyseliny
octové, kyseliny propionové nebo benzylchlorformidtem. Poslednim krokem v pfipravé vzorku
byla extrakce kapalina-kapalina N-acyl-ASA-derivatli do diethyletheru, dichlormethanu,

ethylacetdtu, acetonitrilu, methanolu nebo 1,1,1-trichlorethanu.

Jako vnitfni standardy byly pouzity 4-aminosalicylovad kyselina, N-acetyl-4-ASA, N-
propionyl-4-ASA a N-acetyl-anthranilova kyselina. Nasledné byla 5-aminosalicylova kyselina a
jeji metabolity identifikovany a stanoveny vrlznych biomatricich — vplazmé, séru,
mozkomisnim moku, moci, stolici, stfevni ¢i rektdlni tkani. Bylo zjisténo, Ze ASA-derivaty jsou
stabilni ve vzorcich plazmy po dobu 8 mésicl pfi teploté -20 °C [97; 98; 99; 100; 101; 102; 103;
104; 105; 106; 107].

Pro identifikaci a stanoveni 5-ASA a jejich metabolitl byly pouZity tfi detekcni principy
— pro rutinni analyzy vysokoucinna kapalinova chromatografie s tandemovym ultrafialovym
fotodiodovym polem a fluorescenénimi detekcemi, pro potvrzeni struktury syntetizovanych
standardli a metabolitll nalezenych v biomatricich HPLC s hmotnostni spektrometrickou

detekci [73].
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10.1. HPLC stanoveni 5-aminosalicylové kyseliny a jejich metabolitl v krevni plazmé

10.1.1 Pouzité materialy, chemikalie a instrumentace

e 5-aminosalicylovd kyselina (Cipky nebo tablety obsahujici 500 mg 5-ASA), 4-
aminosalicylova kyselina, N-propionyl-5-ASA, N-formyl-5-ASA, N-acetyl-5-ASA, N-
butyryl-5-ASA, N-acetyl-4-ASA, N-propionyl-4-ASA

e Acetonitril, octan amonny, ethylacetat, kyselina chlorista 70%, kyselina mravenci 85%,
kyselina chlorovodikova 35%, kyselina fosfore¢na 85%, methanol,
dihydrogenfosforecnan draselny, dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného,
hydroxid sodny, anhydrid kyseliny propionové, anhydrid kyseliny maselné, UHQ voda

e Byl wvytvofen pufr octanu amonného, fosfatovy pufr zdodekahydratu
hydrogenfosfore¢nanu sodného (pH 3), fosfatovy pufr z dodekahydratu
hydrogenfosforecnanu sodného a dihydrogenfosfore¢nanu draselného (pH 7,4).

e Zasobni roztoky vSech studovanych sloucCeniny byly pfipraveny za pouZiti
ekvimoldrnich mnozstvi NaOH. Nizsi koncentrace byly pfipraveny zfedénim zasobnich
roztokd vodou UHQ.

e Dale byla pfipravena smés vnitinich standard vodného N-acetyl-4-ASA a vodného 4-

ASA.

Pro NMR analyzy syntetickych standard( N-acylderivat(l 5-ASA, také 4-ASA, byl pouzit
NMR spektrometr. Spektra vtomto méreni byla zaznamenavana pfi 300 MHz a 75 MHz.
Analyticky vzorek 15-20 mg byl rozpustén v deuterovaném methanolu a nasledné pipetou

pfenesen do zkumavky NMR.

Analyzy vysokoucinné kapalinové chromatografie — hmotnostni spektrometrie
(HPLC/MS) byly provedeny na analyzatoru iontové pasti a kapalinovém chromatografu, jehoz
soucasti bylo ¢erpadlo, autosampler, termostaticky kolonovy oddil a detektor fotodiodového
pole. Hmotnostni spektra pfi elektrosprejové ionizaci byla zaznamendna v hmotnostnim
rozmezi m/z 50—1200 s pouzitim kladnych i zapornych iontovych rezim( a parametr(: cilova
hmotnost m/z = 200, stabilita slouceniny = 100 %, tlak nebulizacniho plynu = 70 psi, pritok
susiciho plynu = 12 I/min, teplota iontového zdroje = 365 °C. UV spektra vsech

chromatografickych pikQi byla zaznamenana v rozsahu 200-400 nm, kdy se pouzilo diodové
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pole UV detektoru. Standardy a extrakty z biomatric byly rozpustény v mobilni fazi a 100 pl
roztoku bylo nastfiknuto do systému HPLC/MS. Mobilni faze byla sloZena z acetonitrilu — pufru

octanu amonného (15: 85, obj./obj.).

Do farmakologické studie vstoupila skupina zahrnujici 14 zdravych dobrovolnik(.
Kazdému z dobrovolnikl byla poddna jedna rektalni ddvka mesalazinu (Cipky obsahujici 500
mg 5-ASA) a byly odebrany krevni vzorky o objemu 5 ml v ¢asovych intervalech 0 (pred
davkou); 0,33;0,67; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 12; 24 a 32 hodin po rektalnim podani ¢ipku. Vzorky byly
ihned centrifugovany. Plazma byla oddélena a do analyzy skladovana v polypropylenovych

zkumavkach pfi-70 °C [73].

10.1.2. Pfiprava vzorku

Zmrazené vzorky plazmy byly poté rozmrazeny a odstfedény. K1 ml plazmy ve
zkumavece se pfidalo 30 pl smési vnitfnich standard(i a 4-ASA. Déle bylo pfidano 20 pl kyseliny
chloristé a obsah zkumavky byl michan vifenim po dobu 1 minuty. Po centrifugaci byl
supernatant prenesen do Cisté zkumavky a bylo ptriddno 600 ul fosfatového pufru o pH 7,4.
Pak se pridalo 20 pl anhydridu kyseliny propionové, smés byla protfepana a ponechdna 20
minut pfi teploté 25 °C. Pfidala se kyselina chlorovodikova (50 ul), znova se zkumavka
protfepala a acylderivaty se extrahovaly do 3 ml ethylacetatu. Po centrifugaci byly zkumavky
skladovany v mrazdaku pfi teploté -34 °C asi 60 minut, dokud vodni vrstva nezmrzla na led.
Organicka vrstva, ktera obsahovala analyty byla dekantovana do dalsi Cisté zkumavky a
rozpoustédlo bylo odpafeno na vodni lazni pfi 45 °C. Suchy extrakt ve sklenéné trubici byl
obnoven v 600 ul mobilni faze a prenesen do autosampleru. 100 ul vzorku bylo nastfiknuto do

chromatografické kolony [73].

10.1.3. HPLC s tandemovym ultrafialovym fotodiodovym polem a fluorescencni detekci

Pro stanoveni byl pouzit chromatograf, ktery se skladal z odplyfovace
s rozpoustédlem, kvartérniho cerpadla, autosampleru, UV-fotodiodového (UV-PDA) a
fluorescenéniho detektoru (FL). Dale byla pouzita kolona o rozmérech 250 mm x 4 mm a
predkolona se stejnou stacionarni fazi. Délka izokratické analyzy byla 23 minut pfi pritoku

mobilni faze 1 ml/min. K monitorovani eludtu z kolony byl pouzit tandemovy UV-PDA detektor
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- FL detektor. UV detekce byla provadéna pfi 313 nm. Pro sbér charakteristickych UV spekter
(obr. IX) byl pouZit rezim fotodiodového pole.
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Obrdzek X — UV spektra aminosalicylovych kyselin (derivdty ASA) ziskand pomoci UV-PDA detektoru béhem HPLC analyzy
[73]

Kvuli pfitomnosti primarni aromatické aminoskupiny, karboxylové a fenolové skupiny

vykazuje 5-ASA amfoterni vlastnosti, které komplikuji spolu s jeho znaénou polaritou extrakci
a HPLC analyzu. Proto se aminoskupina derivatizovala acylaci. lonizovatelnd aminoskupina
byla maskovana jako neionizovatelna N-acylaminoskupina. Vysledny N-acyl-5-ASA mél vyssi
lipofilitu a byl dobfe extrahovatelny pfi nizkém pH. K této derivatizaci byl pouzit anhydrid

kyseliny propionové a derivatizace byla provedena pfi 25 °C 20 minut s vysokymi vytézky N-
propionyl-5-ASA a N-propionyl-4-ASA.

Pouziti jednoduché izokratické mobilni faze se stacionarni fazi umoznilo efektivni
oddéleni vSech osmi studovanych sloucenin do 20 minut (obr. X). VSechny slou¢eniny véetné

amfoternich 5-ASA a 4-ASA se eluovaly z chromatografické kolony v Uzkych symetrickych
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koncentracnich zénach. 5-ASA mél velmi kratky retencni ¢as, 2,89 min, a nizkou odezvu, coz
potvrzuje jeho derivatizace na lipofilnéjsi a snadnéji extrahovatelny N-propionyl-5-ASA

s retenénim ¢asem 9,16 min.

Analyza extraktd ze vzork( lidské plazmy ukazala, Ze v takovém vzorku byl pfitomen
pouze matersky Iék 5-ASA a jeho hlavni metabolit N-acetyl-5-ASA. Selektivita metody byla
testovana analyzou slepych vzork( lidské plazmy. V extraktech téchto vzork(l nebyly

pozorovany zadné interference.

ey 406nmr -«
s A b
ion Ti <
800 ::::hon Time ;
i
600; i3 0§ ;
e ~ « g
> 57 < 2 3
E =2 2| § & i
e 8~ w|| £ : 3
<8 B L e 2
< w & z
3 s 5
200 e o 2
3 n g
0 1 T T T T T T T T T
0.0 2.5 5.0 75 100 125 150 175 200 225
(A) Minutes

Obrazek XI — Chromatogram separace smési osmi aminosalicylovych kyselin (derivaty ASA) ziskany pomoci fluorescencniho

detektoru [73]
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Obrazek XIl — Chromatogram derivatizovaného extraktu z lidské plazmy obsahujici hlavni metabolit faze Il N-acetyl-5-ASA,
N-acetyl-4-ASA, zdkladni slouceninu 5-ASA a 4-ASA, ve formé svych N-propionylderivati, ziskany pomoci fluorescen¢niho
detektoru [73]
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Obrazek XIIl - Chromatogram derivatizovaného extraktu z lidské plazmy obsahujici hlavni metabolit faze Il N-acetyl-5-ASA,
N-acetyl-4-ASA, zdkladni slouceninu 5-ASA a 4-ASA, ve formé svych N-propionylderivatu, ziskany pomoci ultrafialového
detektoru fotodiodového pole [73]
Fluorescen¢ni chromatogramy byly mnohem jasnéjsi a bylo dosazeno lepsi odezvy ve

srovnani s UV detekci. Na druhou stranu, UV-PDA detektor mél dulezitou roli pfi identifikaci

jednotlivych derivata ASA.

Vsechny slouceniny byly jednoznaéné identifikovany UV s fotodiodovou detekci na
zakladeé jejich UV-spekter a retencnich ¢asl, a dva hlavni analyty, 5-ASA a N-acetyl-5-ASA, byly
stanoveny pomoci validované metody inertniho standardu vyuzivajici fluorescencni detekci

[73].

10.1.4. HPLC s hmotnostni spektrometrickou detekci

Vsechny syntetické standardy byly proméreny také pomoci HPLC/MS a hmotnostni
spektra byla podrobné interpretovana. Ve studovanych vzorcich lidské plazmy byly pozitivné
identifikovany nasledujici analyty na zakladé interpretace jejich hmotnostnich spekter a shody
jejich retencnich ¢asli a UV-spekter se syntetickymi standardy: N-acetyl-5-ASA, N-propionyl-5-
ASA, N-acetyl-4-ASA a N-propionyl-4-ASA [73].
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SHRNUTI

Bakalarska prace pojednava o 5-aminosalicylové kyseliné neboli mesalazinu, aktivni
slozku sulfasalazinu spadajiciho do chorob modifikujicich antirevmatickych Iékd, ktery se
vyuZiva jako gastrointestindlni protizanétlivé ¢inidlo, zejména u zanétlivych onemocnéni strev,

véetné Crohnovy choroby a ulcerdzni kolitidy.

Prvni ¢ast této prace je zamérena na nemoci modifikujici antirevmatické léky, a to
pfedevsim na sulfasalazin, ktery se vyuZiva jako lék pfi revmatické artritidé a pfi zanétlivém
onemocnéni stfev. Jedna se o konjugat spojeny azo vazbou, ktery se v tlustém strevé Stépi
pomoci bakteridlnich azoreduktaz na sulfapyridin, ktery slouZi jako nosi¢, a na 5-
aminosalicylovou kyselinu, aktivni sloZzku tohoto IécCiva. Sulfapyridin Fadime do
sulfonamidovych antibakteridlnich latek a lze jej aplikovat napfiklad pfi pneumokokové
pneumonii. Mesalazin je klicovym zastupcem pfi |écbé idiopatickych stfevnich zanétd.
V organismu se metabolizuje na N-formyl-5-ASA, N-butyryl-5-ASA a N-B-D-glukopyranosyl-5-
ASA a svij hlavni metabolit N-acetyl-5-ASA, ktera je schopna zachycovat rlizné radikaly.
S uZivanim mesalazinu se podstatna ¢ast pacientld dostane do Uplné klinické remise a je Gcinny
i jako prevence proti relapsu u ulcerdzni kolitidy a mlze ucinné zabranit pooperacni recidivé

u pacientli s Crohnovou chorobou.

Ve druhé ¢asti prace se jedna zejména o stanoveni 5-aminosalicylové kyseliny a jejich
metabolitll v biologickych vzorcich pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s
tandemovym ultrafialovym fotodiodovym polem a fluorescencni detekci a s hmotnostni
spektrometrickou detekci. Ve studovanych vzorcich krevni plazmy byly pozitivné
identifikovany vSechny uréené analyty. Jsou popsany také chromatografické metody

pouzivané v analyze aminosalicylatl ¢i nékteré moderni techniky ve farmaceutické analyze.
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