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Anotace

Diplomova prace se zabyva stanovenim sulfonamidd pomoci izotachoforézy.
Teoreticka Cast je zaméfena na problematiku antibakterialnich I&Civ a jejich vliv na
lidské télo. V experimentalni ¢asti je zpracovano stanoveni sulfamethoxazolu pomoci

izotachoforézy ve vybranych léCivech.
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Title

Isotachophoretic determination of sulfonamides

Annotation

The thesis deals with the determination of sulfonamides using isotachophoresis. The
theoretical part is focused on the issue of antibacterial drugs and their effect on the human
body. In the experimental part, the determination of sulfamethoxazole by isotachophoresis

from selected drugs is processed.
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Uvod

Sulfonamidové preparaty jsou hojné pouzivané nejen v mediciné ale i ve
veterinarni praxi. Jedna se o Sirokospektra antibiotika, ktera pusobi pomérné na
Sirokou Skalu patogenu. | v tomto pfipadé se setkdvame s narustem rezistence vuci
jednotlivym preparatim. PFi¢inou je nadmérné uzivani antibiotik v populaci a
schopnost bakterii se rychle pfizpusobovat okolnimu prostifedi. Z tohoto divodu
muze nastat, Ze momentalné dostupné preparaty nebudou jiz ucinné. Proto se

hledaji nové moznosti ve vyvoji téchto I€Civ.

Sufamethoxazol je nejCastéji pouzivané antibiotikum v kombinaci
s trimethoprimem. Ddvod této kombinace je zvySeni jejich inhibi€niho ucinku na
bakterie, které nejsou schopny syntetizovat novou DNA, ¢imz dochazi k zamezeni
jejich rstu. Sulfonamidova antibiotika se nejCastéji pfedepisuji na infekce mocovych
cest, respiracni infekce nebo jako profylakticka 1é€ba u HIV pozitivhich pacienta.
Jako u vétSiny IéCiv je uzivani SMX spojeno s vedlejSimi pfiznaky a komplikacemi,

které mohou pacienta ohrozit na zivoté.
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Teoreticka cast

1 Sulfonamidova antibiotika

Prvni zminka o sulfonamidu s antibakterialnim uc€inkem byla popsana jiz v roce
1929. O zasadni objev se zaslouzil némecky lékaf a mikrobiolog Gerhard Johannes
Paul Domagk (1895 — 1964). Tento |ékaF dostal za svuj objev v roce 1939 Nobelovu
cenu za fyziologii a medicinu. Domagk podal sulfonamidové barvivo Prontosil své
dcefi, ktera umirala na streptokokovou infekci. Diky tomuto pokusu zacal Domagk
uvazovat o barvivu spiSe jako o léCivu, jez ma znacny antimikrobialni ucinek. Tento
objev odstartoval vyvoj dalSich antibiotik odvozenych od sulfonamidl, které se
pouzivaly kléCbé rlznych infekci. Postupem ¢&asu dosSlo k utlumu uzivani
sulfonamidovych antibiotik diky objevu penicilinu. Penicilin vykazoval zna¢né vyssi
efektivitu pfi 1éEbé infekci. U penicilinu byla i vyrazné nizsi toxicita pro organismus
nezli pfi uzivani sulfonamidovych antibiotik. Sulfonamidy se opét dostaly na scénu
diky propuknuti epidemie HIV vroce 1980. Sulfonamidova antibiotika se osvédcila
jako l1éc€ivo prvni volby u osob se zapalem plic zpasobeny plvodcem Pneumocystis
jirovecii. Toto infekéni onemocnéni propuka predevS§im u osob, které trpi

onemocnénim AIDS zpusobenym virem HIV. [1]
1.1 Mechanismus pusobeni

Sulfonamidy jsou podobné chemickou strukturou kyseliné paraaminobenzoové
(PABA). Tato kyselina je u prokaryotickych organismu prekurzorem Kkyseliny
dihydrolistové, ktera je nasledné pomoci dihydrofolatreduktazy pfeménéna na
kyselinu tetrahydrolistovou. Sulfonamidy inhibuji enzym dihydropteroatsyntetazu
(DHPS). Tento enzym katalyzuje tvorbu dihydrofolatu z kyseliny
paraaminobenzoové. Diky tomuto mechanismu dochazi k inhibici syntézy kyseliny
dihydrolistové a nasledné i tetrahydrolistové, Cimz se zamezi syntéza purinu a
thymidinu. Tyto sloZzky hraji vyznamnou roli pfi syntéze DNA. Diky této kompetitivni
inhibici dochazi k zamezeni rlstu bakterii, jelikoz bakterie nejsou schopné ziskavat
kyselinu listovou z prostifedi. Shrnuti mechanismu pusobeni kombinace
sulfamethoxazolu a trimethoprimu je znazornéno na obrazku 1. Sulfamethoxazol se
fadi do skupiny Sirokospektrych sulfonamidovych antibiotik, které inhibuji syntézu

bakterialni DNA. Sulfonamidy puUsobi predevSim na aerobni grampozitivni a
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gramnegativni bakterie, které ke svému rustu potfebuji pfitomnost atmosférického
kysliku. [2; 3]

DIHYDROFOLATREDUKTAZA

DIHYDROPTEROATSYNTETAZA

\V}

Syntéza Kyselina
kyseliny . . Syntéza
PABA dihydrolistové } tetrahy.lfll-:gllstova purinovych bazi
DHF
1 2
1 Sulfonamidy inhibuji syntézu DHF
2 Trimethoprim inhibuje enzym
SULFONAMIDOVA TRIMETHOPRIM dihydrofolatreduktazu
ANTIBIOTIKA

Obrazek 1 Mechanismus ptsobeni SMX a TMP [4]

Sulfonamidova antibiotika plUsobi na Siroké spektrum patogent. Muzeme zde
zaradit bakterie vyskytujici se v gastrointestinalniho traktu. Zde fadime bakterie
Celedi Enterobacteriacea, jako napfiklad: Escherichia coli, Shigella a Proteus
mirabilis. Jedna se gramnegativni fakultativné anaerobni tyCinky, které jsou ve
vétSiné prfipadd podminéné patogenni. Dale plsobi i na patogeny postihujici
respiraCni trakt, zde je nejhojnéjSim zastupcem respiracnich infekci Streptococcus
pneumoniae a Heamophilus influenzae. Streptoccocus pneumoniae je podminéné
patogenni grampozitivni bakterie, jez osidluje horni dychaci cesty. Sulfonamidy jsou
indikovany i pro léCbu koznich infekci zpUsobenymi plvodcem Staphylococcus

aureus, tzv. ,zlaty stafylokok®. [5]

Sulfonamidova antibiotika jako sulfamethizol, sulfasalazin a sulfamethoxazol jsou
povazovana na kratkodobé pusobici antibiotika. Duvodem je Casové rozpéti, b&éhem
kterého se IéCivo vyskytuje v plazmé. U kratkodobé pulsobicich sulfonamidd se toto
Casové rozmezi pohybuje v rozptylu 4 — 8 hodin. Rozmezi stfednédobych
sulfonamidovych antibiotik je pfiblizné 7 — 17 hodin, zde mizeme zaradit sulfadiazin
a sulfapyridin. [5]

1.2 Antibioticka rezistence

Rezistence na danou skupinu antibiotik je nedilnou soucasti moderni terapie

nemoci. Pfi€inou zvySeného vyskytu antibiotické rezistence je celosvétové nadmérné
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uzivani antibiotik. Antibiotika jsou Casto pfedepisovana i pfestoZze to aktualni
zdravotni stav pacienta nevyzaduje a zaroven jsou indikovana bez laboratorniho
prukazu patogenu. Diky tomu fenoménu stale roste antibioticka rezistence patogen

na ruzné antibakterialni preparaty. [6]

Primarni rezistence vUCi nékteré skupiné antibiotik je dana vlastnostmi
bakterie. Bakterie neobsahuji cilovou jednotku, na kterou je antibiotikum namifeno.
Prirozena rezistence se vyskytuje pfedevsim u bakterii, které pfezivaji pfevazné ve
vodé a pudé. Z nejznaméjSich bakterii s vysokou mirou resistence je bakterie
Pseudomonas aeruginosa, ktera je rezistentni vuci vétsiné dosavadnich antibiotik. [7;
5]

Ziskana neboli sekundarni rezistence se vyskytuje ve vétSi mife neZli
pfirozena rezistence. PFiinou rozvoje této rezistence je vznik mutaci, které nasledné
nesou antibiotickou rezistenci. DalSi moznosti je horizontalni pfenos genetické
informace, jimz dochazi k ziskani genl pro rezistenci z jiné bakterie. Rezistenci na
sulfamethoxazol zplUsobuje mutace vgenu folP. Gen folP kdéduje enzym

dihydropteroatsyntazu (DHPS), ktery hraje roli v metabolismu kyseliny listové. [8]

1.3 Zastupci sulfonamidovych antibiotik

1.3.1 Sulfamethoxazol
Chemické a fyzikalni vlastnosti

Synteticka chemicka slouc€enina 4-amino-N-(5-methyl,2-oxazol-3-yl)
benzensulfonamid, neboli sulfamethoxazol (SMX) se fadi mezi latky s antibakterialni
aktivitou. Sulfamethoxazol mizeme najit i pod jinymi nazvy jako je napfiklad:
Gantanol, Sulfisomezole, Radonil a mnoho dalSich. Vzorec sulfamethoxazolu je
znazornén na obrazku 2, zkterého vyplyva, Ze molekulovy vzorec SMX je

C10H11N303S a molekulova hmotnost této slou€eniny ¢ini 253,28 g/mol.
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Obrézek 2 Vzorec sulfamethoxazolu [9]

NejCastéji se vyskytuje ve formé bilého prasku, popfipadé jako krystalicka
latka témér bez zapachu s hofkou chuti. Sulfamethoxazol je stabilni na vzduchu, pfi
zahrati se rozklada na toxické vypary nitroxidd a sulfoxidd. Teplota tani této
slou€eniny se pohybuje kolem 167 °C, nékteré zdroje uvadi vyssi teplotu, ktera Cini
171 °C. Sulfamethoxazol je nerozpustny ve vodé, ale je rozpustny v DMSO a v
binarnich rozpoustédlech jako je napfiklad methylalkohol — voda, hexan -
ethylacetat. Zaroverin SMX neni rozpustny v ethyletheru. Disociani konstanty SMX
jsou pKa 1,6 a pKa 5,7. [10]

Farmakologie

Sulfamethoxazol je bakteriostatické antibiotikum, které fadime do skupiny
sulfonamidovych antibiotik. NejCastéji se pouziva v kombinaci s trimethoprimem
(TMP) v poméru 5 : 1, ¢imz zvySuje svuj toxicky ucinek cileny na mikroorganismy.
Tato kombinace sulfamethoxazolu a trimethoprimu je typicka pro IéCiva Biseptol,
Cotrimoxazol, Sumetrolim, Bactrim. NejCastéji se vyskytuje ve formé tablet, zaroven
se muzeme setkat i se sirupem, ktery je urCen pfedevSim pro déti. Tyto léCebné
pripravky jsou v Ceské republice dostupné pouze na Iékafsky predpis a jsou hrazeny

z vefejného zdravotniho pojisténi. [10; 11]

LécCiva latka je urCena prfedevsim k peroralnimu podani a rychle se vstfebava.
Uginek légiva po podani je Tmax 1 — 4 hodiny, béhem této doby dojde k navyseni
maximalni koncentrace cmax l€Civa v obéhu. Po podani je maximalni koncentrace
léCiva v krevni plazmé 57,4 — 68,0 ug/ml.

O cesté léCiva do systémové cirkulace a mista svého urCeni rozhoduje tzv.
biologicka dostupnost IéCiva, coZz je procentualni vyjadfeni léCivé latky, ktera je
vyuZzita organismem. V tomto pfipadé se biologicka dostupnost nachazi v rozmezi 85
— 90 %. Po vstfebani do krevniho feCisté se SMX vaze na plazmatické bilkoviny,
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pfedevsim na hojné zastoupeny albumin. Metabolizovany SMX se vaze ve vétsi mife

na plazmatické proteiny nez samotny SMX.

SMX se metabolizuje ze 70 % predevSim v jatrech na N4-acetylovany
metabolit SMX (sulfamethoxazol-hydroxylamin), 30 % tvofi volny sulfamethoxazol.
Pfeména SMX je zprostfedkovana pomoci enzymu arylamin N-acetyltransferazy,
ktera acetyluje SMX v pozici N4. Sulfamethoxazol midze byt zaroven oxidovan na

atomech uhliku a dusiku, ¢imz vznikne nitroso-sulfamethoxazol. [12]

Sulfamethoxazol je distribuovan do vétSiny tkani a zaroven je schopny
prochazet placentou. Z tohoto divodu neni doporuc¢eno toto IéCivo uzivat béhem
téhotenstvi. Eliminace l|éCiva probiha v ledvinach glomerularni filtraci a tubularni
sekreci, kde probiha reabsorpce léCiva. Pokud jsou ledviny poSkozeny a neplni zcela
svou funkci, dochazi kzpomaleni eliminace SMX zorganismu. Metabolity
degradovaného IéCiva jsou nasledné vylou€eny pfedevsim moci. Diky tomu je poté
koncentrace léCiva v moci nékolikrat vyssi neZli v krevnim séru. V moci se nachazi
volny SMX (20 %), zbytek je v N4-acetylované formé (50 — 70 %). [11; 13]

1.3.2 Sulfathiazol

Sulfathiazol neboli 4-amino-N-(I,3-thiazol-2-yl)benzensulfonamid (obrazek 3)
je Zlutohnédy krystalicky prasek nerozpustny ve vodé. Molekulovy vzorec této
slou€eniny je CoHaN302S2 a molekulova hmotnost ¢ini 255,3 g/mol. Sulfathiazol se pfi

zahrati rozklada na toxické vypary oxidu dusiku a siry. [14]
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Obrazek 3 Strukturni vzorek sulfathiazolu [15]
Sulfathiazol je jedno z prvnich sulfonamidovych antibiotik indikovanych pro
léCbu koznich a vaginalnich infekci. Ve vétSiné pfipadu se pouziva v kombinaci
s jinymi sulfonamidy, divodem je zvySeni toxicity vici bakteriim. Sulfathiazol se

hojné pouziva ve veterinarni praxi. [16]
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1.3.3 Sulfamethizol

Sulfonamidové [éCivo sulfamethiozol (SMZ), vyobrazen na obrazku 4 je
chemicka slou€enina s molekulovym vzorcem CoHi10N4O2S2. Sulfamethiozol je bily
krystalicky prasek o molekulové hmotnosti 270,3 g/mol nerozpustny v roztoku s pH
6,5. Ma dvé disociaCni konstanty — pKa 2,1 a pKa 5,3. Pfi zahfati se SMZ rozklada

na toxické vypary nitroxidd a sulfoxidd. [17]
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Obrazek 4 Strukturni vzorec sulfamethizolu [18]

Sulfamethizol se fadi do skupiny sulfonamidovych antibiotik, podobné jako
SMX jeho ucinek spoc€iva v kompetitivni inhibici kyseliny p-aminobenzoové v cyklu

kyseliny listové u bakterii. [17]

Tento IéCivy preparat se vstfebava v gastrointestinalnim traktu. Nasledné se
dostava do krevniho fecCisté a do vétSiny télesnych tkani. V krevni plazmé je
maximalni koncentrace |éCiva dosazena béhem 2 — 4 hodin. Podobné jako SMX se
sulfamethizol vaze z 90 % na plazmatické proteiny, pfedevSim albumin. Eliminace
léCiva probiha v ledvinach prostfednictvim glomerularni filtrace. Pouze malé

mnozstvi IéCiva se z organismu vyloucCi stolici. [17]

Stejné jako SMX se sulfamethizol vstfebava v gastrointestinalnim traktu a
nasledné se dostava do krevniho obéhu. V krevnim obéhu je pfitomna N4-
acetylovana forma SMZ, podil acetylované formy ¢ini 2 — 11 % celkové koncentrace
sulfamethizolu v krvi. V tomto pfipadé je tedy témér cela pfitomna davka ve formé
aktivni. Distribuce IéCiva probiha do vSech télesnych tkani kromé mozkomisniho

moku. Metabolizace je soustfedéna pfedevsim v jatrech, ale k metabolizaci muze
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dochazet i v jinych tkanich. Podobné jako SMX je z téla vyluCovan predevsim modi.
[17; 19]

SMZ se podava ve formé tablet, ale muzeme se setkat i s injekEnim roztokem,
ktery je ur€en pro infuzni podani léCiva. Davka IéCiva v tabletach je 250 mg nebo 500

mg, pro injek¢ni podani je davka IéCiva stejna. [17]
1.3.4 Sulfadiazin

Sulfadiazin  neboli  4-amino-N-pyrimidin-2-ylbenzensulfonamid je  bily
krystalicky prasek o molekulové hmotnosti 250,28 g/mol. Stejné jako predesla IéCiva

se fadi mezi léCiva s baktericidnim ucinkem. [20]
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Obrazek 5 Strukturni vzorec sulfadiazinu [21]

Sulfadiazin (obrazek 5) se vstfebava v gastrointestinalnim traktu do krevniho
fecisté. V krvi se vyskytuje v aktivni formé a v neaktivni formé. Neaktivni forma je N4-
acetylovana podobné jako SMX a SMZ. Metabolizace jako u pfedeslych |&€Civ probiha
predevSim v jatrech, ale muze probihat i vjinych télesnych tkanich. Eliminace
sulfadiazinu probiha pfedevsim v ledvinach, nez je nasledné vyloucen z téla modi.
[20]

1.4 Sulfonamidové kovové komplexy

Syntéza novych sulfonamidovych IéCiv je dllezita vzhledem k narUstajici
rezistenci vac&i antibiotikim. Z tohoto dlivodu se hledaji nové moznosti syntézy I&Civ,
ktera si zachovaji svou podstatu a zaroven se zvysi jejich antibakterialni ucinek na co
nejvétsi mnozstvi bakterii. Jednou z moznosti je tvorba kovovych komplexu se

sulfamethoxazolem. [16]

Molekula sulfamethoxazolu obsahuje donorové atomy jako napfiklad dusik, siru
a kyslik. Donorové atomy pfitomné v molekule SMX mohou chelatovat s rGznymi

kovovymi ionty. [16] Diky této schopnosti SMX vznikaji nové derivaty, které maji
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mnohdy lepSi farmakologickou aktivitu nezli samotné IéCivo bez pfitomnosti kovovych
iontd. Postupnym uvolfiovanim kovovych iontd dochazi ke zvySeni jejich
antibakterialniho ucinku. [22; 23]

NejznaméjSim kovovym komplexem je spojeni sulfadiazinu a stfibra. Tato

kombinace se uziva pfedevsim pro IéCbu popalenin. [16]

DalSi moznosti vyzkumu novych sulfonamidovych |éCiv je tvorba Schiffovych
bazi se sulfonamidovymi derivaty. | u téchto preparatl je zachovana antibakterialni

vlastnost IéCiva, zarovenn mohou fungovat jako inhibitory bakterialnich enzym. [16]
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2 Diaminopyrimidiny

Diaminopyrimidiny byly dfive oznacCovany jako sulfonamidové potenciatory.
Jedna se o synteticke inhibitory bakterialniho enzymu dihydrofolat reduktazy (DHFR).
Tento enzym je nezbytny pro syntézu DNA a RNA ve vSech burkach.
Diaminopyrimininy pusobi pfedevSim na bakterialni formu tohoto enzymu. Vykazuji
az 50 000x vétsi specifitu k bakterialni formé DHFR nez k lidské formé tohoto
enzymu. Hlavnim mechanismem uc€inku diaminopyrimidinu TMP je inhibice
bakterialniho enzymu dihydrofolat reduktazy (DHFR). Tento enzym Kkatalyzuje
redukci dihydrofolatu na tetrahydrofolat v prokaryotickych bunkach. Tetrahydrofolat je
dllezity pro biosyntézu purini a thymidinu, zaroveni zasahuje do metabolismu
aminokyselin. Pokud dojde k inhibici tohoto enzymu je naruSena syntéza DNA a
burfika vstupuje do apoptézy. Diky inhibici DHFR nesou [éCiva jak antibakterialni

ucinek, tak jsou zaroven vyuzivana k 1é€bé rakoviny a revmatoidni artritidy. [24]

Diaminopyrimidiny jsou nej€astéji pouzivany v kombinaci se sulfonamidy, coz
zvySuje jejich antibakterialni ucinek. Kombinace trimethoprimu a sulfamethoxazolu se
vyznacuje synergickym pusobenim vidi Sirokému spektru patogent. Tato kombinace
zaroven vykazuje antimykotickou aktivitu vici Aspergillus fumigatus a Cryptococcus
neoformans. Nevyhoda uzivani TMP-SMX je u imunosuprimovanych pacientl, kdy
dochazi k hypersenzitivnim reakcim, které ohrozZuji pacienta na Zivoté.
Diaminopyrimidiny se také vyznacuji svou podpUrnou aktivitou pro dalSi
antimikrobialni preparaty. Nejvice pouzivanymi diaminopyrimidiny jsou: trimethoprim
(TMP), diaveridin (DVD), ormetoprim (OMP) a aditoprim (ADP). [25; 24]

2.1 Rezistence vuagéi trimethoprimu

Rezistence vuci trimethoprimu je ve vétSiné pfipadl ziskana. Vyjimkou nejsou
ani primarni rezistence. Rezistence na TMP je zplUsobena predevS§im modifikaci
enzymu dihydrofolat reduktazy. Za modifikaci muaze pfitomnost mutace nebo
zaclenéni ciziho plasmidu do genomu. Enzym DHFR je kédovan genem dfr, ktery je
lokalizovan na bakterialnich plazmidech. U bakterii dochazi k pfenosu mutovaného
genu dfr pomoci horizontalniho pfenosu. Diky tomu jsou bakterie schopny si
pfedavat genetickou informaci mezi sebou a zvysit tak rezistenci vuci danému
antibiotiku. Mutace tohoto genu vede k syntéze odliSnych aminokyselin, ¢imz je

docilena modifikace enzymu, ktery sice zméni svou strukturu, ale funkce je
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zachovana. U nékterych bakterii je znama nadmérna produkce DHFR, jeZ zpUsobi
nizsi citlivost bakterie na toto léCivo. DalSi mozZnosti rezistence na TMP je ztrata
schopnosti bakterie vazat léCivo. Rezistence na TMP je Casto spojena s dalSimi
determinantami pro rezistenci na dalSi druhy antibiotik. Jako u vétSiny antibiotik roste
mira rezistence s nadmérnym uzivanim bud samostatného trimethoprimu nebo
v kombinaci se sulfamethoxazolem. ZvysSujici se mira rezistence vede k hledani

novym moznych analogl a modifikaci stavajicich antibiotik. [24; 26]
2.2 Trimethoprim

Antibiotikum trimethoprim se pouziva jiZ od roku 1962 ve vétsiné pfipadl
v kombinaci se sulfamethoxazolem. Trimethoprim se pouziva predevsSim k |éCbé
respiraCnich, stfevnich a koznich infekci zpusobenymi gramnegativnimi a
aktivitu namifenou proti enzymu DHFR. TMP se pouziva jako u€inna profylakticka
|éCba oportunnich infekci u osob infikovanych virem HIV nebo trpicich onemocnénim
AIDS. [24]

2.2.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Trimethoprim (TMP) je synteticka slou¢enina s komplexnim chemickym nazvem
5-[(3,4,5-trimethoxyfenyl)methyl]pyrimidin-2,4-diamin (obrazek ¢, 6). TMP se Casto
fadi mezi sulfonamidova antibiotika diky svému synergismu se sulfamethoxazolem.
Trimethoprim mulzeme najit pod synonymy jako je napfiklad: Proloprim nebo
Trimpex. Molekularni vzorec této slouceniny je Ci4H1sN4Os. Molekulova hmotnost
TMP je 290,32 g/mol. [27]
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Obrazek 6 Trimethoprim [28]
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Trimethoprim se vykytuje ve formé bilého krystalického prasku s horkou chuti
bez zapachu. TMP je stabilni na vzduchu a pfi zahfati dochazi k uvolnéni toxickych
vyparu. Bod tani TMP se nachazi v teplotnim rozmezi 199 — 203 °C. Jedna se o
slabou bazi, jejiz disociacni konstanta je pKa 7,12. Trimethoprim je Spatné rozpustny
ve vodé, proto léCiva s trimethoprimem musi obsahovat pomocné latky, které
napomahaji ke zlepSeni rozpustnosti. Rozpustnost TMP ve vodé je 400 mg/l pfi
25 °C. Rozpustnost ve vodnych roztocich trimethoprimu je zavisla na pH roztoku,

rozpustnost se snizuje v alkalickych roztocich. [29; 27]
2.2.2 Farmakologie trimethoprimu

Trimethoprim se nejCastéji, jak jiz bylo zmifilovano, pouziva v kombinaci se
sulfamethoxazolem. TMP je urCen pfedevSim k peroralnimu podani, nejCastéji ve
formé tablet. Dostupnost IéCiva po peroralnim podani €ini 85 — 90 %. TMP se
vstfebava v gastrointestinalnim traktu, v nejvétsi mife vtenkém stfevé, kde je
nasledné transportovan do krevniho obéhu. TMP podobné jako SMX se vaze ze 40 —
70 % na krevni bilkoviny, pfevazné na albumin. Maximalni koncentrace v krevnim
obéhu je dosazena béhem 1 — 4 hodin po uziti IéCiva. Ustalena koncentrace léCiva

v séru nastava po 3 dnech opakovaného uzivani IéCiva. [29]

V organismu je distribuovan predevsim do sputa a bronchialniho sekretu. U
zen se zaroven distribuuje do vaginalniho sekretu. U téhotnych Zzen se TMP nachazi
v malé mife i v matefském mléce, zaroven prostupuje pfes hemoplacentarni bariéru

do plodové vody. [27]

TMP je metabolizovan primarné v jatrech, kde je metabolizovano 10 — 20 %
léCiva. V biotransformaci TMP hraji hlavni roli enzymy CYP2C9 a CYP3A4, které se
vyskytuji pfedevsim v jatrech, duodenu a tenkém stfevé. TMP podléha oxidativnhimu
metabolismu a O-demethylaci. Bé&éhem oxidace vznikd chinonimin a po O-
demethylaci vznika chinonkethid. B&hem metabolizace trimethoprimu vznikaji

vedlejSi produkty jako N-oxidoveé a benzylové TMP metabolity. [30]

Eliminace léCiva probiha primarné v ledvinach glomerularni filtraci, kde
dochazi k reabsorbci léCivé latky. LéCivo se v organismu vyskytuje ve 40 — 60 %
v nezménéné podobé. Zbytek léCiva, které neni reabsorbovano, je nasledné z téla

vyloucen mocCi do 24 hodin od podani. Trimethoprim je také ztéla vyluCovan
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v patrném mnozstvi i stolici na rozdil od sulfamethoxazolu, ktery se vylu€uje pouze
moci. [29]

Polo¢as rozpadu TMP v organismu se nachazi vrozmezi 8 — 10 hodin, u
pacientl s renalni dysfunkci je tento €as prodlouzen. U pacientl s poskozenim ledvin
je ur€eno specialni davkovani, které velmi nezatizi ledviny. U téchto pacientu je

mozné snizit koncentraci |éCiva v krevnim ob&hu pomoci dialyzy. [27]
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3 Indikace sulfamethoxazolu

VétSina antibiotik je predepisovana prfedevSim v ambulantni péci. NejCastéjsi
indikaci antibiotické terapie jsou infekce dychacich a mocovych cest. VétSina
antibiotickych preparatd je pFfedepisovana bez laboratorni diagnostiky. Z tohoto
divodu se nejCastéji predepisuji Sirokospektra antibiotika, jez puUsobi na vice
bakterialnich kmena, coz zvySuje riziko vzniku bakterialni rezistence. Pro efektivné;jsi
a predevsim cilenou IéCbu je nutné provést laboratorni vySetfeni, jez identifikuji
konkrétni patogenni kmen a zaroven zjistit jeho citlivost na dana antibiotika. Toto
tvrzeni neplati u osob, které jsou pfimo ohrozeny na zivoté, zde jsou prvni volbou

vzdy Sirokospektra antibiotika. [31]

Kombinace sulfamethoxazolu a trimethoprimu se nejCastéji pfedepisuje na I1éCbu
bakterialnich respiratnich onemocnéni a na infekce mocovych cest. Dlvodem je
jejich synergicky ucinek, jez potencuje jejich inhibi¢ni aktivitu na DHFR. DalSi indikaci
je pneumonie zplUsobena Pneumocystis jirovecii, vyskytujici se u osob s defektni
bunéfnou imunitou. Nejcastéji se jedna o pacienty s rozvinutym onemocnéni AIDS.
[31]

Standardni davkovani TMP-SMX pro peroralni uziti je 80 mg trimepthoprimu a
400 mg sulfamethoxazolu. Mizeme se setkat i s vy§§im davkovanim. Jedna tableta
potom obsahuje 160 mg trimethoprimu a 800 mg sulfamethoxazolu. Pomér 1:5 je u
vSech |éCiv zachovan. Tableta TMP-SMX je podavana bez ohledu na jidlo nebo jiné
léky. NejCastéji se TMP-SMX uziva dvakrat denné s odstupem 12 hodin po dobu 10
— 14 dnu. [32]

3.1 Infekce moc€ovych cest

O infekci moCovych cest (IMC) hovofime, pokud jsou bakterie pfitomny v moci
nebo ve tkanich moCového traktu s typickym klinickym obrazem. IMC postihuji Castéji
zeny, z davodu anatomie mocové trubice, ktera je oproti muzské mocové trubici
kratSi. Incidence u muzl roste s vékem a s pfidruzenymi nemocemi mocového
traktu. Vyskyt infekce mocovych cest je zvySeny u gravidnich Zen a jedincl

s diagnézou diabetes mellitus. [33]

Klécbé IMC cest se pouZivaji pfedevsSim antibiotika, jako je napfiklad

nitrofurantoin nebo trimethoprim v kombianci se sulfamethoxazolem. DalSi moznosti
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léCby jsou imunomodulancia, které obsahuji bakterialni lyzat. Moderni trend |éCby
IMC je pomoci kyseliny hyaluronové nebo komplexem xyloglukanu. NeléCené infekce
mocovych cest se maji tendenci vracet. Pokud IMC nejsou lé€eny, muze to vyustit

v trvalé poskozeni ledvin.

Typickym klinickym obrazem infekce mocovych cest je bolestivé moceni
doprovazené palenim a fezanim, CastéjSi mocCeni, nechutenstvi, bolest v podbfiSku
nebo zad. KliCovym vySetfenim je chemické vySetfeni moCi a moCového sedimentu.
V moc€i nas zajima predevSim pfitomnost bakterii, leukocytl a bilkovin v moci. Pro
vySetfeni mocCi se odebira prvni ranni moC nejlépe do sterilni zkumavky. Mo¢ musi
byt skladovana na chladném misté, ¢imz zamezime rust bakterii. Vzorek by se mél
do 1 hodiny od odbéru transportovat do laboratofe. Pokud by byla ¢asova prodleva

vétsi, doslo by ke zkresleni vysledku z divodu rozpadu buné&nych elementd. [34]
3.2 Pneumocystova pneumonie

Pneumocystova pneumonie je zavazna respiraCni infekce zplsobena
jednobunécnou houbou Pneumocystis jirovecii. NejCastéjSi cestou nakazy je
vdechnuti mikroorganismu ze zevniho prostfedi. Toto onemocnéni se rozviji u
imunosuprimovanych pacientl. S pneumocystovou pneumonii se mizeme setkat u
pacientl trpicich vrozenym imunodeficitem, u osob infikovanych virem HIV nebo
rozvinutym onemocnénim AIDS. Dale se mlizeme s touto infekci setkat také u
pacientl cilené imunosuprimovanych, po transplantacich nebo s hematologickymi

malignitami. [35]

HIV pozitivni pacienti jsou nachylni k oportunnim infekcim, z tohoto divodu se
kromé antiretrovirové terapie podavaji pacientiim i antibiotické preparaty. U pacient(
trpicich lidskou imunodeficienci je dulezita prevence a v€asna lécba infekci, jelikoz i
banalni infekce muze mit fatalni konec. Ztohoto duvodu tito pacienti uzivaji
Cotrimoxazol, ktery je pfedevSim ucinnou volbou terapie uréenou pro tyto jedince.
Kombinace sulfamethoxazolu a trimethoprimu u HIV pozitivnich pacientd snizila
umrtnost o 31 %. [12]

Pfiznaky pneumocystové pneumonie jsou horeCka, kasSel, duSnost a
neproduktivni kaSel. P. jirovecii muze také poSkozovat plice se vznikem plicnich
infiltratd. Zakladem diagnostiky je identifikace a stanoveni pfitomnosti

mikroorganismu v sekretu nebo pfimo v plicni tkani. DalSi moznosti stanoveni je
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metoda PCR, kterda umoziuje detekci antigenu jak v krvi, tak i v bronchoalveolarni
tekutiné pacienta. PCR se vyznacuje vysokou specifitou a citlivosti, ale je ¢asové
narocna, coz neumozni rychlou diagnostiku. K diagnostice je mozné pouzit nepfimou

fluorescenci cyst P. jirovecii pomoci monoklonalnich protilatek. [12; 36]

Standardni terapii PCP je uzivani kombinace TMP-SMX i pfes moZzZnost
vyskytu nezadoucich u¢inkd. Doporu¢ené davkovani SMX je 75 — 100 mg/kg a 15 —
20 mg/kg TMP. TMP-SMX se podava denné po dobu 14 — 21 dni. Pokud pacient
vykazuje nezadouci reakci na TMP-SMX podava se intramuskularné pentamidin.
Jako profylaxe se opét nejCastéji pouziva kombinace TMP-SMX s dapsonem.
Alternativou profylaktické 1éCby u pacientu s vedlejS§imu ucinky na TMP-SMX je

inhalace pentamidinu. [12; 36]
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4 Nezadouci u€inky a komplikace spojené s uzivanim
sulfamethoxazolu a trimethoprimu
4.1 Vedlejsi u€inky
VétSina léCivych pfipravkld se svymi pozitivnimi vlastnostmi na organismus nese i
znacné mnozstvi vedlejSich u€inkd s moznym rozvojem komplikaci. Proto je nutné
davat dostateCny zfetel na mozny vyskyt komplikaci. Dulezité je dodrZovani
davkovani a pokynu pro bezpecné uzivani. Nezadouci reakce jsou zodpovédné na

hospitalizaci uzivatelu léCiv. U nékterych jedincd se mohou vyskytovat vedlejSi ucinky
spojené s uzivanim SMX a TMP. [37; 38]

VedlejSi ucinky, spojené s uzivanim SMX a TMP, zavisi pfedevSim na mnozstvi
podaného I|éCiva. Gastrointestinalni vedlejSi uc€inky se vyskytuji v priméru u 5 %
pacientll. Do gastrointestinalnich nezadoucich ucinkl fadime nevolnost, pocit na
zvraceni nebo samotné zvraceni. Celosvétové je nahlaseno pouze nékolik osob, u
kterych bylo uzivani TMP-SMX spojeno s akutnim selhanim jater. U senzitivnich
jedincu se mohou vyskytovat kozni projevy alergie, jako je svédéni a zarudnuti kize.
U dermatologické reakce se muzeme setkat i se Steven-Johnsonovym syndromem.
Béhem uzivani se mizeme setkat i s bolesti hlavy, unavou a tfesem. U nékterych
jedincl je spojeno uzivani SMX-TMP se zménou krevniho obrazu, zde muizeme
zaradit anémii, neutropenii a trombocytopenii. U jedincl s nizkou hladinou folatu
muUze dojit k rozvoji megaloblastové anémie. Tito jedinci by méli byt béhem |é¢by

sledovani pro mozny rozvoj této formy anémie. [38; 29]

4.2 Komplikace spojené s uzivanim sulfamethoxazolu a

trimethoprimu

Uzivani I€Civ je velmi pfinosné pro podporu zdravi a IéCbu, ale zaroven je uzivani
uzce spjato s moznymi komplikacemi vznikajicich s jejich uzivanim. Jednou
ze vzacnych komplikaci spjatych s uzZivanim sulfonamidovych antibiotik je tvorba
mocovych kamenu. Jak jiz bylo zminéno, uzivani TMP-SMX muze byt spojeno se
zménami parametrd krevniho obrazu. Zde dochazi ke zménam hodnot v Cervené
fadé, ale i v bilé fadé a trombocytech. U komplikaci muZzeme narazit na léCivem

indukovanou trombocytopenii, jez je Zivot ohroZujici stav. [39; 40]
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4.2.1 Urolitiaza

Tvorba konkrementt indukovana léCivy pfedstavuje 1 — 2 % z celkovych pfipadu
nefrolitiaz a urolitidz. Pfic¢inou vzniku konkrementld jsou dvé skupiny IéCiv. Jednou
z moznosti jsou IéCiva se Spatnou rozpustnosti, ktera jsou zaroven vyluCovana
predevsim moci. Do druhé skupiny zafazujeme |éCiva, jejichz metabolity vyvolavaji
tvorbu ledvinovych kamenu. U obou pfipadl hraje roli vysoké davkovani a

dlouhodobé uzivani léCiva. [39]

Sulfamethoxazol je eliminovan z organismu ledvinami, zde je nasledné
koncentrace 1éCiva v mocCi vysSi neZli v krevnim obéhu. V moCovém méchyri
nasledné moc€ stagnuje, zde muze dochazet ke tvorbé krystall. Tento fakt zavisi na
teploté a pH modi. Postupem C€asu doslo k vyvoji Iépe rozpustnych sulfonamidovych
léCiv, ¢imz se sniZila jejich schopnost krystalizace v moCovém méchyri. Diky tomuto

je vyskyt urolitiaz indukovanych sulfamethoxazolem mnohem nizsi. [40]
4.2.2 Lécivem indukovana trombocytopenie

Léekem indukovana trombocytopenie je Zivot ohrozujici stav. Bylo popsano vice
nez 100 rdznych IéCiv, které jsou schopny vyvolat imunitné podminénou
trombocytopenii. Jedna se o imunopatologickou reakci, kdy organismus reaguje na
pritomnost |éCiva. U IéCiva jako je kotrimoxazol se predpoklada interference
s folatem. Tato interference vystupuje jako hapten, vuc€i kterému jsou tvofeny
specifické protilatky. Tyto protilatky nasledné vyvolaji imunitni reakci, ktera je
zprostfedkovana predevsim protilatkou tfidy 1gG. [41] Pokud je pfitomen hapten
folatu a kotrimoxazolu, dochazi k aktivaci imunitniho systému a destrukci trombocytu.
[42]

Neéktefi jedinci mohou vykazovat pfitomnost autoprotilatek proti trombocytim.
K aktivaci téchto specifickych autoprotilatek pfispiva sulfamethoxazol, ktery je
obsazen v kotrimoxazolu. Senzibilizace kotrimoxazolem se u vétSiny pacientd
vyskytuje 5 az 7 den uzivani IéCiva. U téchto pacientu je nutné okamzité vysazeni
léCiva, zaroven jsou jedinci podavany kortikoidy. Ve vyjimeénych pfipadech je nutno

zahdjit imunoterapii. [43]
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4.2.3 Alergicka reakce na sulfonamidy

Alergické reakce se fadi mezi imunopatologické reakce imunitniho systému.
Hypersenzitivita muze byt zpUsobena protilatkami tfidy IgE nebo T-lymfocyty.
Protilatky tfidy IgE jsou namifené vicCi specifické determinanté sulfamethoxazolu.
DalSi moznosti hypersenzitivity na sulfamethoxazol zplsobuji metabolity SMX
vzniklé v jatrech, jez jsou rozpoznany T-lymfocyty. Jedna se o sulfamethoxazol-
hydroxylamin a nitroso-sulfomethoxazol. LéCivo se vaze na protein, popfipadé na
peptid, ktery je nasledné rozpoznam specifickymi receptory na T-lymfocytech.
Zavaznost alergické reakce na SMX-TMP se liSi dle jedince, nachylngjsi jedinci jsou
pfedevSim pacienti s poruchou imunity (pacienti HIV pozitivni, vrozené
imunodeficience). Alergicka reakce se muze zaroven IliSit i svymi projevy. U
nékterych jedincu je pfitomna slaba reakce, zde je hlavnim projevem alergické
reakce urticaria neboli kopfivka. U senzitivngjSich jedinci mize po podani SMX-TMP

dojit k rozvoji anafylaktického Soku. Tento stav muzZe jedince ohrozit na zivoté. [44]
4.2.4 Hypersenzitivni reakce u HIV pacientt

Rizikem uzivani sulfonamidovych antibiotik u HIV pozitivnich pacientu je vznik
hypersenzitivity, ktera se liSi dle zavaznosti onemocnéni. VySSi riziko vzniku
hypersenzitivni reakce souvisi se snizenym poétem CD4+ T lymfocytu. Aby doslo ke
vzniku hypersenzitivity je nutné aby doSlo k bioaktivaci SMX, ¢&imz vznikne
sulfamethoxazol-hydroxylamin (SMX-HA). SMX-HA se nasledné muze oxidovat na
nitroso-sulfamethoxazol (SMX-NO). Oxidovana forma SMX-NO vytvafi hapteny, které
jsou rozpoznany T lymfocyty. Nasledné dochazi ke vzniku protilatek namifenych
pravé proti vzniklému haptenu SMX-NO, coz se projevuje jako hypersenzitivni reakce

s typickymi klinickymi pfiznaky. [45]

Detoxikaci SMX-NO se sniZzuje hypersenzitivni reakce a samotné Klinické
projevy. Jednou z moznosti detoxikace SMX-NO je redukce SMX-NO zpét na SMX-
HA pomoci askorbatu nebo glutathionu. [45] Nevyhodou této detoxikacni cesty u HIV
infilkovanych pacientd je, zZe Casto dochazi k vyCerpani zasob glutathionu
v organismu. Pokud probéhne detoxikacni cesta, je SMX-NO pfeménén na SMX-
HA, ktery je pomoci cytochromu b a cytochrom b reduktazy pfeménén zpét na

sulfamethoxazol. [46]
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K rozvoji hypersenzitivity na SMX muaze pfispét u HIV infikovanych pacientt
zanét. PFiCinou je zvySena produkce INFy, ktery zesiluje prezentaci proteinovych
antigend, které jsou indukované sulfamethoxazolem. Zaroven INFy zvySuje
cytotoxicitu SMX-responzivnich T lymfocytl vaéi lidskym keratinocytim. Typickym

projevem jsou kozni léze, které vznikaji apoptozou postizenych bunék. [46]

4.2.5 Akutni selhani jater

Sulfamethoxazolova sloZka je predevSim zodpovédna za mozny vznik
komplikaci a vedlejSich ucinkd. Celosvétové byly popsany tfi formy poskozeni jater
srlznou zavaznosti. Miazeme se setkat s poSkozenim hepatocelularnim,
cholestatickym a samotnym poranénim zlu€ovodd. Nastup symptomu se pohybuje
v rizném rozmezi. Néktefi jedinci udavaji nastup vedlejSich pfiznakl nékolik dni po

expozici. V jinych pfipadech se mize jednat o mésice po expozici. [47]

Obvyklym projevem je ikterus sklér a kuze, nevolnost a zvraceni. Zavaznost
poSkozeni jaterniho parenchymu se pohybuje v Sirokém rozmezi. MliZzeme se setkat
s mirnymi projevy, které jsou spojeny se zvySenou hladinou jaternich enzymu, nebo
to muze vyustit az v jaterni selhani. U téchto pacientd jsou sledovany laboratorni
hodnoty jaternich enzym0 (ALT, AST), bilirubin a krevni srazlivost (APTT, QUICK).

Zaroven by mélo byt provedeno ultrazvukové vysetieni jater a zluCovych cest. [48]

U téchto jedincl je nutné okamzité vysadit SMX-TMP. Pokud by pacient dale
uzival léc¢ivo, mohlo by dojit k ohrozeni jeho zivota. Pokud dojde k rozsahlému
poSkozeni jater, tito jedinci jsou zarazeni do registru ¢ekajicich na transplantaci jater.
Pokud doSlo k v€asnému preruseni uzivani IéCiva obsahujiciho sulfamethoxazol, pak

je mozné, Ze se funkce jater vrati do normalu. [47; 48]

4.2.6 Steven-Johnsoniv syndrom

Steven-Johnsonuv syndrom (SJS) je makulopapulézni exantém postihujici
k@zi i sliznice. Jedna se o vzacnou kozni reakci, ktera vznika na imunopatologickém
podkladé. Incidence tohoto syndromu je 0,5 — 2 pfipady na milion obyvatel a je spjato
s vysokou mortalitou, jez Cini 50 az 90 %. B&hem rozvoje SJS dochazi ke tvorbé
puchyfl a k rozsahlym defektim. V literatufe se mizeme setkat s pojmem toxicka
epidermalni nekrolyza. Zde hraje roli rozsah postizeni télesného povrchu. Pokud je
postizeno méné nez 10 %, jedna se o SJS. P¥i postizeni vice nez 30 % télesného

povrchu hovofime o toxické epidermalni nekrolyze.
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Vyskyt tohoto syndromu je vSeobecné spojen s uzivanim antimikrobialnich
léCiv. Ve vétsiné pripadu je vznik SJS spojen s uzivanim sulfonamidd, penicilinu,

antituberkulotik a antiretrovirovych léCiv. [37; 49]

Jak jiz bylo zminéno, jedna se o imunopatologickou reakci imunitniho
systému. Béhem SJS dochazi k dysregulaci imunitniho systému. Imunopatologicka
reakce je namifena proti keratinocytim a epitelialnim burfikam sliznic. LécCivo zde
vystupuje jako imunogen navazany na antigen prezentujici buriky (makrofagy, B-
lymfocyty). Pokud je v organismu pfitomné |éCivo, dochazi ke tvorbé podnétu pro
klonalni expanzi cytotoxickych T-lymfocytl. Tc lymfocyty a NK bunky nasledné
produkuji latky indukujici apoptézu. Zde muizeme zaradit pfedevSim cytokiny a

perforiny. [50]

4.2.7 Teratogenita

Sulfonamidova antibiotika a trimethoprim se fadi do skupiny potencionalné
teratogennich a cytotoxickych IéCiv. Z tohoto dlivodu je mozné tyto dvé IécCivé talky
podavat pouze v ohrozZeni Zivota, nebo v pfipadé zavaznych infekénich onemocnéni,

u kterych nedochazi ke zlepSeni stavu jinymi I€Civymi preparaty. [51]

Riziko teratogenniho ucinku béhem antibiotické I€é€by u téhotnych Zen je vyssi,
pokud byl prokazan teratogenni a cytotoxicky ucinek na zvifatech béhem klinickych
studii. Zavaznost a rozsah teratogenniho a cytotoxického ucinku zavisi do urcité miry
na stafi plodu, velikosti podané davky IéCiva a samotné podstaté léCiva. U
sulfonamidovych antibakterialnich 1é€iv a u trimethoprimu byla popsana pouze
experimentalni teratogenita na plod, jelikoZz klinické zkouSky teratogenity a
cytotoxicity nebyly provadény na téhotnych Zenach, nybrz pouze na laboratornich
zvifatech. [51]

Uzivani TMP-SMX béhem téhotenstvi neni doporuceno. Pfi€inou je, ze TMP
vykazoval teratogenitu u potkanl. Vysoké davky TMP podané 8. a 9. den byly pro
vétSinu plodd smrtelné. TMP podané v pozdéjsi fazi bfezosti vykazovaly malformace

plodd. Podani SMX u potkan( v biezosti vyvolalo rozstép patra plodu. [52]

S uzivanim Cotrimoxazolu béhem téhotenstvi se vyskytlo nékolik pfipadd
s vrozenymi malformacemi plodu. Pokud bylo [éCivo podano v prvnim trimetru
téhotenstvi, léCivo vykazovalo vysSi vyskyt vrozenych vyvojovych vad. Zde neni

zcela jasné, zda tyto vady souvisi pfimo s uzivanim Cotrimoxazolu nebo dalSimi
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faktory. Mezi dalSi faktory mUzZzeme zafadit pfidruzené nemoci, uzZivani drog nebo
prostiedi ve kterém se matka pohybovala. Pokud Zena béhem té€hotenstvi uziva
kombinaci TMP-SMX, je doporueno zaroven uzivat pripravky s kyselinou listovou.
[52]

Odbornici se shoduji, ze neexistuje doposud jednotny systém pro bezpecné
podavani antibiotickych preparatu téhotnym Zenam. Pokud zdravotni stav Zeny
vyzaduje zahajeni antibiotické IéCby, doporuCuje se pouzivat betalaktamova
antibiotika, penicilin a cefalosporiny 1. az 3. generace. U Zen hypersenzitivnich na
penicilinova antibiotika se podava jako léCivo prvni volby erytromycin ze skupiny

makrolidovych antibakterialnich I[&Civ. [51]
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5 Terapeutické monitorovani lé€iv

Terapeutické monitorovani 1éCiv (TDM) je specifickou metodou Kklinické
farmakoterapie. Jedna se o sledovani koncentrace |éCiva v krvi pacienta. Zakladnim
pfedpokladem TDM je vztah mezi farmakologickym ucCinkem IéCiva a jeho
koncentraci v organismu v porovnani s davkovanim |é€iva. Dulezitym predpokladem
je stanoveni |éCiva v biologickém materialu pomoci analytickych metod. [53]
Analytické metody musi byt dostateCné prfesné, spravné a reprodukovatelné.
Zaroven musi byt Casove i finanéné nenarocné. NejCastéjSimi analytickymi metodami
vyuzivanymi pro sledovani koncentrace léCiva v plazmé nebo séru jsou HPLC,
imunologické metody (reakce antigenu s protilatkou). Nasleduje interpretace
naméfené koncentrace I|éCiva klinickym farmakologem. Vyhodnocena data jsou
nasledné predana oSetfujicimu lékafi. Cilem TDM je najit vhodnou davku IéCiva dle

individualni potfeby pacienta a zlepSeni kvality Zivota. [54]

TDM se provadi u IéCiv se Spatné méfitelnym ucCinkem na organismus,
s uzkym terapeutickym uzitim a u IéCiv s farmakokinetikou nultého fadu. Sleduje se
také interakce léCiv a zmény farmakokinetiky béhem onemocnéni ledvin nebo jater.
Dale se sleduje farmakokinetika u osob dle véku, téhotenstvi a laktace. [53] Pro
sledovani farmakokinetiky slouzi programy, které modeluji koncentraéni kfivky 1éCiva.
Nevyhodou je omezené portfolio I&Civ. Diky tomuto programu lze nasledné upravit
davkovani IéCiva dle doporu€eného terapeutického rozmezi. Zde je dulezité dodrzeni

Casu odbéru od uziti I1éCiva, aby doslo ke spravné interpretaci vysledku. [54]

Terapeutické monitorovani |éCiv pomaha zvySovat efektivitu lécby, jeji
bezpecnost a zaroven sniZzovat naklady za Ié¢bu. TMD neni vhodné pro vSechny typy
léCiv. V potaz se musi brat predevSim fada faktoru, které ovliviiuji interpretaci
vysledku. Jednim z faktor( je samostatny €as odbéru vzhledem k podané davce
léCiva, dobu uzivani IéCiva, diagnozu léCeného pacienta, celkovy stav a odpovéed

pacienta na danou terapii. [54]

Terapeutické sledovani antibiotik se provadi zejména u aminoglykosidd,
glykopeptidu a beta-laktamovych antibiotik. Cilem TDM je nalézt vhodné davkovani
potfebné k navozeni cilové koncentrace. Dulezité je to z hlediska nastaveni spravné
léCby a nezadoucich reakci u kriticky nemocnych pacientld. [53] Ukazatelem

antibiotiké citlivosti je minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Jedna se o koncentraci
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léCiva, na které je dany patogen jesté citlivy a dochazi k jeho usmrceni. Prozatim
monitorovani antibiotik neni provadéno v rutinnim provozu laboratofi. Ddvodem je
nedostupnost a zaroven naro¢nost metod, monitorujicich koncentraci antibiotik ve

vzorku lidské plazmy nebo séra. [54]
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6 Moznosti stanoveni sulfamethoxazolu

6.1 Spektralni metody

Spektrofotometrie sulfanamidovych lé€iv

Amer a Kkolektiv publikovali roku 1989 praci, ktera se zabyvala
spektrofotometrickym stanovenim sulfonamidovych |éCiv. Tato prace se zabyvala
tvorbou barevnych iontovych pari s N-chlorsukcinimidem a dibromhydantoinem.
V tomto pfipadé byly analyzovany sulfonamidova léCiva dostupna na egyptském trhu.
Tato metoda byla na svou dobu dostatecné citliva a pfesna. Na tuto praci navazovaly
dalSi publikace, jejichz cilem bylo nalezeni vhodného chromogenu pro analyzu

sulfonamidd. [55]

Nour EI-Dien a kolektiv publikovali praci, jejimz cilem bylo navrhnuti
jednoduché a presné extrakéni spektrofotometrické metody pro stanoveni nékterych
sulfonamidovych |écCiv v Cisté formé. Prace vychazi z faktu, ze iontové pary terciarni
aminoskupiny pfitomné v IéCivech tvofi s komplexem molybdenan-thiokyanat
oranzovo ¢ervené zbarveni iontd v pfitomnosti roztoku kyseliny chlorovodikové nebo
sirové. lontové pary se tvofi prostfednictvim elektrostatické pfitazlivosti mezi
negativnim molybdenan-thiokyanatem a pozitivné protonovanymi sulfonamidovymi
léCivy. Nezbytnym krokem byla dvojita extrakce iontovych pard do organické faze,
pomoci dichlormethanu. Absorp&ni maximum bylo 470 nm,. Navrzena metoda byla
aplikovana pro stanoveni sulfonamidovych [éCiv jak v Cistych, tak i ve
farmaceutickych preparatech. Tato metoda neni tak ¢asové naro¢na a ma Sirsi

rozsah koncentraci vaci dfive publikovanym pracim. [56; 57]
Fluorescen€ni stanoveni sulfonamidovych lé¢iv

Elokely a kolektiv vroce 2011 publikovali praci, ktera se =zabyvala
fluorescencni spektrometrii |€Civ, ktera ve své struktufe obsahuji methylsulfonové a
sulfonamidové funkéni skupiny. Jako fluorescencni Cinidlo byl pouzit N1-
methylnikotinamidchlorid. Za optimalnich podminek reakce IéCiva s Cinidlem byla
ziskana intenzita fluorescence odpovidajici koncentraci léCiva ve vzorku. Pro urceni
specifity byly pfipraveny syntetické smési lIéCiva s pomocnymi latkami (Skrob, mastek,
stearat hofecnaty), které byly nasledné upraveny stejnym zplsobem jako samotna

[éCiva.
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Analyza probihala pfi vinové délce vrozmezi 325 az 350 nm. Navrzena
metoda je vysoce senzitivni a specificka pro analyzy nejen farmaceutickych

preparatu, ale i pro zjiStovani koncentrace l€Civ v lidské plazmé. [58]

Prace R. Dieze a kolektivu poukazuje na fluorescenci z pohledu levné
screeningové metody pro stanoveni rezidui sulfonamidd v mléce. Vzorky miéka byly
obohaceny sulfadiazinem, sulfamethazinem a sulfamerazinem. K derivatizaci se
poziva fluorescamin, ktery je specificky pro alifatické a aromatické aminy. Vyhoda
fluorescence sulfonamidu spociva ve stejné intenzité signalu vybranych IéC€iv, Cimz
odpada separacni krok, jez je nutny pro identifikaci sulfonamidu. Z tohoto divodu je
fluorescencni  spektrofotometrie vhodnou metodou pro screening rezidui

sulfonamidovych antibiotik ve vybranych ZivociSnych produktech. [59]
6.2 Chromatografie

Bedor a kolektiv se zabyvali porovnanim citlivosti fotometrické a hmotnostni
detekce u vzorku lidské plazmy s pfimési sulfonamidl. Analyt byl ze vzorku lidské
plazmy extrahovan na pevné fazi (SPE kolonky). Timto krokem doSlo k odstranéni
interferujicich latek, které se vyskytuji v plazmé. K eluci SMX z SPE kolonky byla

pouzita kombinace acetonitril a voda v poméru 1 : 1.

Z porovnani téchto dvou metod vyplynulo, Zze metoda LC-MS/MS je az 6krat
citlivéjsi nezli HPLC-UV. Pro LC-MS/MS staci pouze 5 kroku extrakce pomoci SPE,
zaroven je mozné eluat vstfikovat pfimo do chromatografu. U HPLC-UV jsou nutné
dalSi kroky extrakce, vtomto pfipadé neni mozZné eluat vstfikovat pfimo do
chromatografu, ale je nutné odpafit z eluatu acetonitril. U téchto dvou metod se
vyrazné liSi i ¢as analyzy, ktery je u LC-MS/MS 2,5 minuty a u HPLC-UV 18 minut.
Z tohoto duvodu je LC-MS/MS proti HPLC-UV vyhodnéjSi nejen co se tyCe pfipravy
vzorku, citlivosti ale i délky analyzy. [60]

Pereira a Cass publikovali praci, ktera se zabyvala sou¢asnym stanovenim
SMX a TMP ze vzorku mléka pomoci HPLC s UV detekci. Mobilni faze se skladala
z acetonitrilu a fosfatového pufru o pH 5,0. Toto zvolené pH vykazovalo nejlepSi
chromatografické podminky pro sou¢asné stanoveni SMX a TMP ve vzorku mléka.
Jelikoz mléko je velmi komplexnim vzorkem, pro analyzu byla vyuzita RAM kolona
S nhavazanym bovinnim sérovym albuminem, ¢imz doSlo k zamezeni signalu

pochazejiciho z interferujicich latek ze vzorku. [61]
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Stein a kolektiv publikovali praci, zabyvajici se stanovenim TMP a SMX u
pacientll pomoci LC-MS. Vyzkum byl provadén v mobilni fazi, ktera se skladala
z octanu amonného a acetonitrilu. Vzorek byl izotopové fedén pomoci N,N,N,-
trimethyl-d9, ktery se inkorporoval do struktury SMX a TMP. Hlavnim cilem prace
bylo prozkoumani koncentrace IéCiva v prubéhu €asu po podani kombinace SMX-
TMP. [62]

Prace Rehmové a Rentschakové se zabyva stanovenim antibiotickych
preparatl pomoci LC-MS ze vzorku lidské plazmy. Mobilni faze v tomto pfipadé se
skladala z octanu amonného a kyseliny mravenci, dalSi moZnou kombinaci byl
acetonitriil a methanol v poméru 1 : 1. Kombinace octanu amonného a kyseliny
mravenCi jako mobilni faze vykazovali nejlepSi chromatografické podminky pro
analyzu SMX a TMP. [63]

6.3 Elektrochemické metody stanoveni SMX

Reguera a kolektiv publikovali praci zaméfenou na amperometrickou detekci
sulfadiazinu, sulfametazinu a sulfamerazinu v mléce. Béhem analyzy vzorku byla

pouzita coulometricka elektroda v amperometrickém rezimu. [64]

Na tuto praci navazuje Sadeghi a Motaharian se svou praci zaméfenou na

voltametricky senzor modifikovany sulfadiazinovym polymerem. [65]
6.4 Kapilarni elektroforéza

Prace Marini a kolektivu pojednava o vyuziti CE ve spojeni s UV-Vis
detektorem jako o levné a citlivé metodé uréené pro analyzu ¢asto padélanych léciv

(chinin, furosemid, TMP/SMX). Detekce analytu probihala pfi vinové délce 254 nm.

Pro analyzu SMX bylo zvoleno IéCivo Cotrimoxazol pfipraveny z injekéniho
roztoku. Prostfedi fosfatového pufru, ve kterém analyza probihala, bylo neutraini,
divodem volby tohoto prostfedi byla analyza SMX jako aniontu. Vysledkem této
prace je validace a optimalizace CE, ktera je vhodna pro pomérné rychlé, a

pfedevsim levné stanoveni analytl z farmaceutickych preparatd. [66]

O vyuziti CE jako screeningové metody pro sledovani rezidui sulfonamidovych
|éCiv pojednava prace Hoffa a kolektivu z roku 2009. Cilem prace bylo navrhnuti
efektivni, dostateCné citlivé a specifické metody, kterou by bylo mozno validovat.

V tomto pfipadé se jednalo o spojeni CE s fluorescenénim detektorem. CE probihala
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v alkalickém pufru, ktery se skladal z fosfatového pufru s pfimési dodecylsulfatu
sodného, vysledné pH roztoku bylo 7,5. Takto zvoleny elektrolyt poskytl optimalni
prostfedi pro derivatizaci. V tomto pfipadé jako derivatizacni cCinidlo byl pouzit
fluorescamin. Ten je selektivni pouze pro alifatické a aromatické aminy, ¢imz dojde
k zamezeni nezadoucich signall z interferujicich latek, které jsou soucasti matrice
[67]

6.5 lzotachoforéza

|zotachoforéza je elektroforeticka metoda zaloZzena na migraci nabitych ¢astic
v elektrickém poli. BEéhem analyzy dochazi k separaci jednotlivych iontd dle jejich
mobility. Migraci zpusobuje stejnosmérné elektrické napéti, které je vlozeno na
elektrody. Analyzovany roztok se vklada mezi vedouci elektrolyt (kterym je vyplnéna
separacni kapilara) a koncovy elektrolyt. Vedouci elektrolyt obsahuje vedouci ion,
ktery ma vySSi efektivni pohyblivost nez analyt. Koncovy elektrolyt obsahuje koncovy
ion, ktery ma niz8i efektivni pohyblivost nezli analyt. Na pocCatku analyzy se ionty
pohybuji rdznou rychlosti — dochazi k separaci jednotlivych slozek vzorku, které
postupné vytvofi samostatné zdény, obsahujici pouze jeden iont. Zony jsou

uspofadany od vedouciho iontu po koncovy iont, od iontu s nevysSi efektivni

v v,

Kazda elektricky nabita Castice se v elektrickém poli pohybuje dle svého
naboje a orientace elektrického pole. Rychlost migrace zavisi na naboji molekuly,
odporu prostfedi a gradientu elektrického pole. Tato schopnost molekul se nazyva
elektroforeticka pohyblivost, jedna se o vyjadieni rychlosti pohybu €astice nebo iontu

v elektrickém poli. [69]

|zotachoforéza muze mit nékolik modifikaci. MGze byt provedena na ploSném
nosici, jako je napfiklad papir nebo gel. Zaroverh muze probihat ve volném roztoku
v kapilare v analytickém nebo preparativhim usporadani. Kapilarni uspofadani ITP
umoznuje déleni a vyhodnoceni analyzy bez interakci analytu s nosi¢em. ZvysSeni
citlivosti analyzy Ize navodit vhodnymi podminkami, jako je napfiklad primér kapilary
a koncentrace vedouciho elektrolytu. NejvétSi vyhodou kapilarni ITP je moZzZnost

automatizace. [68; 69]
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Izotachoforéza s hmotnostnim detektorem

Zvyseni citlivosti u izotachoforézy Ize docilit pomoci hmotnostniho detektoru.
Nevyhodou tohoto uspofadani je omezeny pocet elektrolytu, které jsou kompatibilni
s elektrosprejovou ionizaci (ESI). Mezi vhodné elektrolyty patfi napfiklad kyselina
mravencCi, octova nebo propionova. DalSim stéZzejnim bodem analyzy je volba
vhodného pH. U kyselého pH dochazi k ¢astecné disociaci, ktera snizuje efektivni
pohyblivost analytu ve vzorku. U neutralniho a alkalického prostfedi je narocné
vybrat vhodny elektrolyt kompatibilni s ESI. ITP-MS lze pouZzit pouze pro vzorky,

které neobsahuji velké mnoZstvi latek. [70]

Prace Gebauera a Malé se zabyva zvySenim citlivosti ITP se spojenim
s hmotnostnim detektorem prostfednictvim ESI. Analyza SMX a SMZ probihala
v elektrolytovém systému tvofeném octanem triethylaminu a kyselinou octovou o pH
7,7. Koncovy elektrolyt se také skladal z octanu triethylaminu a kyseliny octové, zde
bylo zvoleno pH 9,7. Takto zvoleny elektrolytovy systém vykazoval dobrou kvalitu
signalu a zaroven nizky Sum interferujicich latek. Analyzovany byly vzorky fi¢ni a
pitné vody s pfimési SMX a SMZ. Z experimentu vyplyva, Ze vzorky vody je mozné

analyzovat bez preduprav, ¢imz se urychli samotny proces ITP-MS analyzy. [70]
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7 Experimentalni ¢ast

7.1 Seznam pouzitych chemikalii

Nazev Dodavatel
Imidazol Sigma
Kyselina chlorovodikova Penta
HEPES Sigma
Hydroxid sodny Penta
Sulfamethoxazol Sigma
Octan sodny Lachema
Kyselina octova Penta
Hydrogenuhlicitan sodny Lachema
Kyselina sirova Lachema

7.2 Priprava roztoku

K pFipravé vSech roztokl pro analyzu byla pouzita demineralizovana voda a
laboratorni odmérné nadobi o rdznych objemech. Pro odméfeni menSich objemu

byly pouzity automatické pipety o riznych objemech.
Elektrolytovy systém pro ITP analyzu SMX
Vedouci elektrolyt

Jako vedouci elektrolyt byl zvolen roztok kyseliny chlorovodikove, jehoz pH
bylo nastaveno imidazolem na hodnotu 7. Do kadinky s pfiblizné 200 ml
demineralizované vody bylo napipetovano 2,5 ml kyseliny chlorovodikové o
koncentraci 1 mol/l. Nasledné byla do kadinky ponofena sklenéna elektroda. Za
stalého michani byly do roztoku pfidavany krystaly imidazolu, dokud nebylo
dosazeno pozadovaného pH 7. Poté byl roztok pfeveden do odmérné banky (V =

250 ml) a doplnén po rysku demineralizovanou vodou.
Koncovy elektrolyt

Jako koncovy elektrolyt pro stanoveni SMX byl zvolen 0,01 M HEPES.
Navazka Cinila 237,2 mg a byla pfevedena do odmérné banky o celkovém objemu
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100 ml. Po rozpusténi navazky byla banka doplnéna demineralizovanou vodou po

rysku. Jako koncovy elektrolyt byl zkousen i 0,01 M MES, ale neosvédcil se.
Priprava zasobniho roztoku 0,01 M sulfamethoxazolu

Zasobni roztok byl pfipraven z navazky SMX o hmotnosti 128 mg. Navazka
byla pfevedena do kadinky s demineralizovanou vodou. Nasledné se za stalého
michani pfidaval roztok 0,01M NaOH dokud se SMX zcela nerozpustil. Tento roztok
byl nasledné pfeveden do odmérné banky o celkovém objemu 50ml a doplnén po
rysku demineralizovanou vodou. Nasledné byla barka vloZzena do ultrazvukové
lazné, aby doSlo k uplnému rozpusténi sulfamethoxazolu v roztoku. Roztok byl

pouzivan k pripravé kalibraCni fady a ke standardnimu pfidavku.
Priprava 0,01 M hydroxidu sodného

Roztok hydroxidu sodného byl pfipraven z navazky pevného NaOH o
hmotnosti 40 mg. Navazka byla pfevedena do 100 ml odmérné banky. Po rozpusténi
NaOH byla banka doplnéna po rysku demineralizovanou vodou. Roztok byl pouzivan

k upravé pH roztokd standardd a vzorkda.
Priprava 0,01 M hydrogenuhli¢itanu sodného

Roztok NaHCOs o koncentraci 0,01 mol/l byl pfipraven z navazky o hmotnosti
88,4 mg. Tato navazka byla nasledné pfevedena do odmérné banky o celkovém
objemu 100 ml. Po rozpusténi NaHCOs byla banka doplnéna po rysku
demineralizovanou vodou. Roztok byl pouZit k identifikaci neCistoty obsazené v

elektrolytovém systému.
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7.3 Seznam pouzitych pristroja a zarizeni

Nazev Vyrobce

Electrophoretic analyser EA 102 Villa Labeco, Slovensko

Analytické vahy ABT 120 — 4M KERN & Sohn Gmbh., Némecko
Laboratorni pH-metr GRYF 208L GRYF HB, spol. s.r.o. Ceska republika
Sklenéna elektroda FB68788 FISHERBRAND, USA

Ultrazvukova lazer K2 Kraintek s.r.o., Slovensko

Magneticka michacka
Pipety Biohit o riznych objemech
7.3.1 Elektroforeticky analyzator EA 102

Elektroforeticky analyzator EA 102 (obrazek 7) je vybaven predseparacni a
analytickou teflonovou kolonou. Pfedseparacni kolona o praméru 0,8 mm je dlouha
90 mm. Analyticka kolona o praméru 0,3 mm je dlouha 160 mm. Vzorek je davkovan
pomoci davkovaciho kohoutu o objemu 30 pl. Soucasti pfistroje jsou rezervoary na
vedouci a koncovy elektrolyt Obé kolony jsou vybaveny vodivostnim detektorem.

Signal ziskany z detektoru je nasledné zpracovan programem ITPPro.

Rezervoar TE

s elektrodou Davkovaci kohout

.ﬁ _____.  Predseparaéni kolona

Rezervoar LE 1
s elektrodou

Vodivostni detektor

Analyticka kolona

Vodivostni detektor
Rezervoar LE 2

s elektrodou

Obrazek 7 Electrophoretic analyser EA 102 [71]
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7.3.2 Pracovni podminky ITP

Sulfamethoxazol byl analyzovan v aniontovém maédu. Analyza SMX probihala
pouze na pfedseparaCni koloné, duvodem byla dostate¢né vysoka koncentrace
stanovovaného analytu v tableté Biseptolu 480 a Cotrimoxazol AL forte. Proud
v pfedseparacni koloné byl po celou dobu analyzy 400 pA. Samotna analyza jednoho

vzorku trvala 10 az 15 minut.
7.4 Stanoveni SMX v realném vzorku

Podminky pro rozpusténi SMX

Do kadinky s navazkou sulfamethoxazolu nebo s tabletou (Biseptol 480 resp.
Cotrimoxazol AL forte) a demineralizovanou vodou byl postupné za stalého michani
pfidavan 1 M NaOH, dokud nebylo dosazeno pH 10. Po dosazeni této hodnoty pH
byl roztok pfeveden do odmeérné banky a doplnén po rysku demineralizovanou

vodou.
Realné vzorky obsahujici SMX

Pro analyzu sulfamethoxazolu byly zvoleny tablety antibiotika s obsahem SMX.
V tomto pfipadé bylo vybrano IéCivo Biseptol 480 a Cotrimoxazol AL forte. Obé tyto
|éCiva obsahuji dostate€né velké mnozstvi SMX, zaroven obsahuji i trimethoprim,

ktery nebyl stanovovan.
Biseptol 480

Biseptol 480 (obrazek 8) od vyrobce Pabiance (Polsko) obsahuje v jedné
tableté dveé lécivé latky v poméru 1 : 5. Mnozstvi obsazené v jedné tableté je 80 mg
trimethoprimu a 400 mg sulfamethoxazolu. Pomocnymi latkami, obsazenymi v
tableté Biseptolu 480, jsou bramborovy S$krob, mastek, magesium-stearat,

polyvinylalkohol, propylenglykol, methylparaben a propylparaben.
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BISEPTOL 480

silaneivnaasen bl

28 sabiet

-

Obrazek 8 Baleni potahovanych tablet Biseptol 480 [72]

Cotrimoxazol AL forte

Cotrimoxazol AL forte (obrazek 9) od vyrobce Aliud Pharma (Némecko) se
podobné jako Biseptol 480 Fadi mezi IéCiva s antibakterialnim u€inkem. Cotrimoxazol
AL forte je ekvivalentem puvodniho |éCiva Biseptolu 480. U Cotrimoxazol AL forte je
zachovan stejny pomér obsahu léCivych latek 1 : 5. Cotrimoazol AL forte obsahuje
v jedné tableté, na rozdil od Biseptolu, 800 mg léCivé latky sulfamethoxazolu a 160
mg trimethoprimu. Pomocné latky obsazené v jedné tableté Cotrimoxazol AL forte
jsou: celulosa, krospovidon, magnesium-stearat, povidon, sodna sul karboxymethyl-
Skrobu a bezvody oxid kfemicCity. Pomocné latky a zaroven mnozstvi l€Civé latky se

sice od Biseptolu 480 Iisi, ale samotna podstata |éCiva je totoZna s Biseptolem 480.

@Auuo PHARMA®

COTRIMOXAZOL AL forte

Sulfamethoxazol 800 mg/
Trimethoprim 160 mg pro Tablette

Obrazek 9 Potahované tablety Cotrimoxazol AL forte (Cotrimoxazol AL forte) [73]

Priprava realnych vzorku

Jedna tableta Biseptolu 480 byla nejprve zvaZena na analytickych vahach a
nasledné rozdrcena na prasek ve tfeci misce. Hmotnost jedné nahodné vybrané

tablety z baleni Biseptolu 480 Cinila 671 mg. Navazka rozdrcené tablety o hmotnosti
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100 mg (tj. pfiblizné 59,6 mg SMX a 11,9 mg TMP) pfevedena do kadinky
s destilovanou vodou a pH bylo upraveno na hodnotu 10 pfidavky 1 M NaOH. Po
upravé pH byl roztok preveden do odmérné bariky o objemu 100 ml a doplnén
destilovanou vodou po rysku. Banka byla nasledné viozena do ultrazvukové lazne,

aby doSlo k dokonalému rozpusténi |éCiva a zaroven k uvolnéni SMX.

Stejnym zplUsobem byla pfipravena i tableta Cotrimoxazol AL forte. Hmotnost
nahodné vybrané tablety Cinila 1069 mg. Navazka 100 mg Cotrimoxazolu AL forte
obsahuje pfiblizné 74,83 mg a 14,97 mg TMP.
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8 Vysledky a diskuze

8.1 Optimalizace podminek ITP analyzy
Identifikace SMX

Nejprve byl proméfen samotny elektrolytovy systém, aby se zjistil jeho signal a
také Cistota elektrolytl. Na zaznamu byla pfitomna zéna uhli€itand, jejiz identifikace
byla potvrzena nadavkovanim zfedéného roztoku hydrogenuhliCitanu. Pokud by se
nejednalo o uhli€itan, v zaznamu by byla viditelna zéna uhli¢itantd v jiném misté, nez
bylo pfedpokladano. PFitomnost uhliCitanu by se projevila béhem izotachoforézy
prodlouzenim puavodni pfedpokladané zony uhli¢itand v koncovém elektrolytu |I.
Vysledkem analyzy NaHCOs bylo jasné zfetelné, Zze se opravdu jedna o zonu
predpokladaného uhli¢itanu. Z prib&hu analyzy bylo zietelné Ze doslo k prodlouzeni

pavodni zony.

Poté nasledovala analyza standardniho roztoku SMX (0,01M). Na
izotachoforetickém zaznamu byla pfitomna vedle zény uhliCitanu také samostatna
z6éna SMX (obrazek 11). Na izotachoforetickém zaznamu jsou vidét dvé samostatné
zény. Na zacatku zaznamu se nachazi zéna uhli¢itand pochazejici z koncového
elektrolytu I. Po této z6né pochazejici z HEPES nasleduje samostatna zéna SMX.

£.203 Volt

Zoéna SMX

Obrazek 10 Pribeh ITP analyzy, standardni roztok SMX (0,001M), koncovy elektrolyt | (0,01M)

Koncovy elektrolyt

Pro analyzu byly vybrany dva koncové elektrolyty k protiionu Imidazolu.

Jednou z moznosti byla volba 0,01 M 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin ethansulfonové
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kyseliny (HEPES). Druhym moznym elektrolytem byla 2-(N-morfolino)ethansulfonova
kyselina (MES). Pomoci analyzy SMX s koncovym elektrolytem (MES) se neprojevila
z6éna SMX. Pfi¢inou neuspéchu je niz8i mobilita koncového elektrolytu, zéna SMX
z tohoto duavodu se v zaznamu neprojevila. Jako vhodny koncovy elektrolyt byl
zvolen HEPES. Ddvodem byla vhodna mobilita a zéna SMX v pribéhu analyzy.
V zaznamu s koncovym elektrolytem byla jasné zietelna zéna SMX (obrazek 10) a
z6éna uhli¢itanu pochazejici z koncového elektrolytu. Ztohoto duvodu pro

izotachoforetickou analyzu SMX byl zvolen jako vhodny koncovy elektrolyt (HEPES).

5309

Zéna SMX |

Zbna CO372

0,01M Sulfamethoxazol

2113 28228 283.38 28452 30585 32878 7 51 5504

Obrazek 11 Pribeh ITP analyzy, vedouci elektrolyt 0,01 M HCL, pH 7 nastaveno Imidazolem, koncovy elektrolyt
HEPES, 0,01 M SMX (0,001M)

Optimalizace pH vedouciho elektrolytu

Jako vedouci elektrolyt byl zvolen 0,01 M HCI (vedoucim iontem byl chlorid), s
pfimési imidazolu, pomoci kterého bylo nastaveno pH. Rozmezi pH vedouciho
elektrolytu bylo zvoleno: 6; 6,5; 7; 7,5; 8. Takto pfipravené roztoky byly pouzity jako
elektrolytovy systém pro a stanoveni SMX. NejvhodnéjSi pH se pohybovalo kolem 7
(graf 1).

U pH 6 analyza neprobéhla, jelikoZ vodivost koncového elektrolytu byla pfilis
nizka. To vedlo k pfekroCeni maximalniho povoleného napéti separa¢niho systému.
Vedouci elektrolyt s pH 6 byl pomaly a zaroven i malo vodivy. DalSim kritickym
bodem byl vedouci elektrolyt s pH 8. | zde nebylo mozné analyzu uspésné dokoncit.
Duvodem neprobéhnuti analyzy je, ze SMX je pomalejSi nezli koncovy iont.

V zdaznamu analyzy se neprojevila zéna SMX, ale pouze jen koncovy elektrolyt. Se
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zvySujicim pH se zaroven zvySovala i mobilita koncového elektrolytu, zatim co

s niz§im pH mobilita klesa.

Na grafu 1 je vyobrazena zavislost signalu vedouciho a koncového iontu, SMX
a uhli¢itanového iontu (z elektrolytll) na pH vedouciho elektrolytu. Z grafu vyplyva ze
pH 6,9 se jevi jako nejvhodngjsi. Duavodem je, Ze nedochazi k interferenci

sulfamethoxazolu s uhli€itanem a koncovym elektrolytem.

Zavislost pH vedouciho elektrolytu

=
>g 4
(T
2

3

2

6,4 6,9 7,4
pH

—@— Vedouci elektrolyt Uhlic¢itan SMX Koncovy elektrolyt

Graf 1 Graficka zavislost pH vedouciho elektrolytu
8.2 Méreni modelovych vzorki SMX
Rozpousténi SMX

Hlavnim problémem experimentalni Casti je nerozpustnost SMX ve vodé.
Z tohoto davodu je pro dosazeni pozadované rozpustnosti prevést SMX na sul. SMX
je ve vodném prostfedi témér nerozpustny. Proto bylo nutné jej pfevést na sul, ktera

je ve vodé rozpustnéjsi.

Rozpousténi SMX probihalo v alkalickém prostfedi, jelikoz SMX neni témér
rozpustny ve vodé. Alkalické prostfedi roztoku bylo docileno pomoci pfidavku 1M
NaOH. Z tohoto duvodu bylo nutné navrhnout vhodné rozmezi pH, ve kterém bylo
docileno rozpusténi tablety. Nejprve analyza SMX probéhla v roztoku o pH 8.
V tomto pfipadé nedoslo k uplnému rozpusténi SMX. Proto bylo nutné pH nazvysit.
ZvySenim pH do bodu 10 bylo docileno pozadované rozpustnosti SMX v roztoku,

ktery bylo mozné analyzovat.
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Stabilita roztoku SMX

Béhem analyzy tablety nas zajimala samotna stabilita sulfamethoxazolu v
roztoku. Z tohoto dlivodu byl méfen signal SMX v tableté a ve standardnim pfidavku.
Tyto roztoku byly proméfeny a porovnany s hodnotami signalu z predesiého dne.

Barnka byla vystavena laboratorni teploté a zarover a nebyla chranéna vuici svétlu.

Na obrazku 12 je zaznam z pribéhu izotachoforetického stanoveni SMX z
tablety. Modra kfivka znazorfiuje pribéh ITP analyzy z prvniho dne, zatim co Cerveny
zaznam pochazi ze dne nasledujiciho. Signal sulfamethoxazolu z druhého dne
(Cervena kfivka) je v porovnani s pfedchozim méfenim (modra kfivka) velmi
podobny. Ztoho vysledku vyplyva, Ze sulfamethoxazol je stabilni v roztoku a

nedochazi k jeho rozpadu.

5.514 Volt

Zbéna SMX se standardnim

pfidavkem

SMX prvni den
SMX druhy den

1244 1 1 1 1
200.00 23275 285.48 29824 33038 8373 356,47 42523 48158 43470

Obrazek 12 ITP prubéh analyzy téhoz vzorku po 24 hodinach. Starsi analyza modre. Vedouci elektrolyt Imidazol
(pH 7), koncovy elektrolyt HEPES (0,01M)

Reprodukovatelnost méreni

Pomoci reprodukovatelnosti (tabulka 1) bylo zjisténo, ze analyza SMX (0,01M)
probiha za stejnym podminek totoZzné a nedochazi k odchylkam béhem méreni. Z po
sobé jdoucich méfenich bylo mozné ziskat smérodatnou odchylku (SD) i relativni
smérodatnou odchylku (RSD).

Tabulka 1 Reprodukovatelnost méfeni SMX (0,01M) na pfedseparacni koloné,

Méreni 1 2 3 4 5 Primér SD RSD (%)
Délka zoény [s] 107,48 119,36 107,44 129,6 118,79 116,53 9,33 8,01
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Kalibracni zavislost

Kalibrac¢ni fada se skladala celkem ze Sesti bodl o koncentracich: 5 mmol/l, 2
mmol/l, 1,5 mmol/l, 1 mmol/l, 0,5 mmol/l, 0,25 mmol/l. Takto pfipravené roztoky byly
nasledné izotachoforeticky analyzovany v elektrolytovém systému | (0,01 M HEPES).
Kazdy bod kalibracni fady byl proméfen celkem dvakrat (tabulka 2). U kazdého bodu
kalibra¢ni kfivky byly odecteny délky zon SMX v sekundach. Nasledné z priméru
naméfenych hodnot byla sestavena graficka zavislost (graf 1). Pomoci rovnice
(tabulka 3) ziskané z kalibraéni zavislosti sulfamethoxazolu Ize nasledné vypocitat
mnozstvi SMX obsazené v realnych vzorcich Biseptolu 480 a Cotrimoxazolu AL

forte.

Tabulka 2 Namérené hodnoty, kalibracni kfivka

Koncentrace 5mmol/l  2mmol/l | 1,5 mmol/l 1 mmol/l 0,5 mmol/l 0,25 mmol/l
Délka zony [s] 206,1 86,6 68,95 41,7 23,6 10,6
Délka zony [s] 215,9 88,25 65,3 41,6 23,4 11,0

Tabulka 3 Kalibracni zavislost SMX

Rovnice kalibraéni kfivky Hodnota spolehlivosti R?

y=42,015x + 1,8083 [sec;mmol/l] 0,9983

Kalibracni krivka sulfamethoxazolu v=42,015x+1,8083

RZ = 0,9983
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Graf 2 Kalibracni zavislost délky zony SMX na jeho koncentraci, vedouci elektrolyt: imidazol, 0,01 mol/l HCI (pH
7,3), koncovy elektrolyt 0,01 mol/l HEPES.
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Detekéni limit a mez stanoveni

K ur€eni detekéniho limitu a meze stanoveni byly analyzovany roztoky o
koncentraci: 0,8 mmol/l; 0,6 mmol/l; 0,4 mmol/l a 0,3 mmol/l. Naméfené hodnoty jsou
shrnuty v tabulce 4. Jako detekéni limit a mez stanoveni byla ur€ena koncentrace 0,4
mmol/l. U této koncentrace byla jasné zfetelna kratka zona SMX. Zatim co u
koncentrace 0,3 mmol/l koncentrace jiz nebyla zfetelna. Z tohoto duvodu nelze

oznadit koncentraci 0,3 mmol/l za detekéni limit.

Za mez detekce je povazovan pfiblizné trojnasobek detekcniho limitu, tj.

priblizné 1 mmol/l.

Tabulka 4 Hodnoty méfeni detekéniho limitu a meze stanoveni

0,8 mmol/l 0,6 mmol/l 0,4 mmol/l 0,3 mmol/l
Délka zony [s] 33,75 22,4 13,33 Nelze uréit
34,95 22,65 13,58 Nelze uréit

v v,

by byla desetkrat nizSi nezli koncentrace v predseparacni koloné. Zle predpokladat,
Ze detekéni limit by byl 0,04 mmol/l a mez stanoveni 0,1 mmol/l.
Vytéznost

Analyzou modelového vzorku byla uréena vytéznost (tabulka 5), ktera popisuje

spravnost méfeni. Modelovy vzorek byl proméfen tfikrat. Vytéznost byla vypocitana

jako rozdil zvolené koncentrace a pramér koncentraci ziskanych z analyzy.

Tabulka 5 VytéZnost stanoveni SMX v modelovém vzorku

Zvolena koncentrace Primér ziskanych Vytéznost (%)
(mmol/l) koncentraci (mmol/l)
1,5 1,56 + 0,02 103,56 + 2,45

8.3 Analyza realnych vzorku

Pro analyzu SMX byly pouzity potahované tablety Biseptol 480. Zaroven bylo
analyzovano generikum s obsahem SMX. Pro analyzu byly nasledné zvoleny
potahované tablety Cotrimoxazol Al Forte. Obé IéCiva mimo jiné obsahuji kromé

sulfamethoxazolu také trimethoprim.
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Rozpousténi tablety

Podobné jako u rozpousténi SMX byly tablety rozpoustény v alkalickém

prostfedi pomoci 1M NaOH. | v tomto pfipadé bylo nastaveno pH 10.
Biseptol 480

Na izotachoforetickém zaznamu (obrazek 13) je zaznamenan prubéh analyzy
Biseptolu. Cervena kfivka znazorfiuje koncovy elektrolyt |, zatim co na modré kfivce
jsou jiz zfetelné dvé samostatné zony. Prvni zéna pochazi z koncového elektrolytu a
jedna se o uhli€itan (viz kapitola 8.1). Druhou zénou je SMX pochazejici z Biseptolu

480. V tabulce 6 jsou shrnuty vysledky analyzy SMX pochazejiciho z Biseptolu 480.

8004

e /J foeeeees oo Biseptol480 [T

Koncovy elektrolyt |

Obrazek 13 ITP analyza, Biseptol 480 (100 mg), koncovy elektrolyt (HEPES 0,01M). Délka zony SMX 105,87 s.

Tabulka 6 Namérené délky zon SMX pochazejiciho z Biseptolu 480

Délka zony [s] 106,75 104,95 105,87 108,85 109,75

Pomoci rovnice ziskané z kalibracni zavislosti SMX se vypocitala koncentrace

SMX ve vzorku. Ta byla nasledné pfepocitana na hmotnost SMX (rovnice 1).
y = 42,015x + 1,8083
106,875 — 1,8083 = 42,015x
x = 2,5mmol/l
m=0,1()-0,0025 (M) - 253,28(L) = 63,3mg
moml
Rovnice 1 Vypocet SMX ze vzorku pomoci rovnice kalibracni kfivky
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Roztok se standardnim pfidavkem byl pfipravovan podobné jako roztok bez
pridavku - k navazce SMX resp. IéCiva pfed jeho rozpusténim a doplnénim banky
demineralizovanou vodou po rysku byl pfidan pfidavek. Velikost pfidavku byla 50 mg
SMX na 100 ml roztoku vzorku (tj. koncentrace 1,97 mM SMX). Délky zén jsou
shrnuty v tabulce 7.

Tabulka 7 Namérené délky zon SMX pochazejicich z Biseptolu 480 se standardnim pfidavkem

Délka zony [s] 188,8 191,4 198,7 194,35 193,9

Pomoci vypoctu (rovnice 2) standardniho pfipravku byl pfepocitan signal SMX
na koncentraci celého vzorku. Nasledné byla koncentrace prepocitana na

koncentraci SMX vzorku a pfepo¢tem na hmotnost.
y =42,015x + 1,8083
191,4 — 1,8083 = 42,015x

x = 4,51 mmol/l

1914-10495
= % =
x 197 ’ ’
_10495-18083 .
C =T 42015 -~
g
m = 0,1 (1) - 0,00243 (M) - 253,28 (—) —61,78m
mol

Rovnice 2 Vypocet SMX ze standardniho pridavku pomoci rovnice kalibrani kiivky

Tabulka 8 Zjistény obsah SMX v Biseptolu 480

Stanoveni Zjisténa hmotnost RSH (%) Hmotnost SMX uvedena
SMX v tableté v pfibalovém letaku
Kalibraéni kfivka 421,9 mg 1,07 400 mg
Standardni pfidavek 409,98 mg 1,05

Vysledky analyzy Biseptolu 480 metodou kalibracni kfivky a metodou
standardniho pfidavku jsou shrnuty v tabulce 8. Z naméfenych hodnot Biseptolu 480
je zfetelné, Ze v tabletach je deklarované mnozstvi 1é€Civé latky sulfamethoxazolu jak

uvadi vyrobce.
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Cotrimoxazol AL forte

Stejnym zplsobem byl vyhodnocen pribéh ITP analyzy (obrazek 14). Opét
z rovnice kalibracni zavislosti (rovnice 3) SMX byla vypocitana hmotnost SMX
obsazena v tableté Cotrimoxazolu AL forte. Délky zon z analyzy Cotrimoxazolu AL

forte jsou shrnuty v tabulce 9.

5,544 Voit

a004|

J -------------- g - Cotrimoxazol AL forte |
: S : Koncovy elektrolyt | |

1 I I 1 I I I 1 a0
20000 24544 29089 2833 381.78 4z7.23 47287 518.12 56356 829,01 554,45

Obrazek 14 Pribeh ITP analyzy, Cotrimoxazol AL forte (100 mg), koncovy elektrolyt | (HEPES 0,01M)

Tabulka 9 Délky zon SMX pochazejici z Cotrimoxazolu AL forte

Délka zony [s] 128,35 130,6 130,25 129,55 130,45

Pomoci rovnice ziskané z kalibracni zavislosti SMX se vypocitala koncentrace
SMX ve vzorku. Nasledné koncentrace byla pfepocitana na hmotnost SMX ve vzorku

podle rovnice 3.
y = 42,015x + 1,8083
129,25 — 1,8083 = 42,015x
x = 3,03 mmol/l

m = 0,1 (1) - 0,00303 (M) - 253,28 (%) = 76,7 mg

Rovnice 3 Vypocet SMX ze vzorku pomoci rovnice kalibracni krivky
Roztok se standardnim pfidavkem byl pfipravovan podobné jako roztok bez
pfidavku - k navazce SMX resp. IéCiva pfed jeho rozpusténim a doplnénim banky
demineralizovanou vodou po rysku byl pfidan pfidavek. Velikost pfidavku byla 50 mg
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SMX na 100 ml roztoku vzorku (tj. koncentrace 1,97 mM SMX). Délky zén SMX

béhem analyzy Cotrimoxazolu AL forte jsou shrnuty v tabulce 10.

Tabulka 10 Délky zén SMX pochazejici z Cotrimoxazolu AL forte se standardnim pridavkem

Délka zony [s] 215,65 215,8 228,05 226,45 214,95

Pomoci vypoctu (rovnice 4) standardniho pfipravku byl pfepocitan signal SMX
na koncentraci celého vzorku. Nasledné byla koncentrace prepoCitana na

koncentraci SMX vzorku a pfepo¢tem na hmotnost.
y =42,015x + 1,8083
215,65 — 1,8083 = 42,015x
x = 5,09 mmol/l

_ 215,65 — 128,35

287 = 1272
x 197 * 2,8 28
_12728-18083 .
C=—p015 _ »84mmol/
g
m = 0,1 (1) - 0,00284 (M) - 253,28 (—) = 70,42 mg
mol

Rovnice 4 Vypocet SMX ze standardniho pridavku pomoci rovnice kalibracni krivky

Tabulka 11 Zjistény obsah SMX z Cotrimoxazolu AL forte

Stanoveni Zjisténa hmotnost RSH (%) Hmotnost SMX uvedena
SMX v tableté v pfibalovém letaku
Kalibra¢ni kfivka 816,9 mg 1,04 800 mg
Standardni pfidavek 784,1 mg 0,98

Vysledky analyzy Cotrimoxazolu AL forte metodou kalibraéni kfivky a metodou
standardniho pfidavku jsou shrnuty v tabulce 11. Z naméfenych hodnot samotné
tablety Cotrimoxazolu AL forte je zfetelné, ze v tabletach je deklarované mnozstvi
léCivé latky sulfamethoxazolu jak uvadi vyrobce. U analyzy tablety se standardnim

pridavkem je obsah SMX v tableté niZsi, neZli uvadi vyrobce.
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Zaver

Sulfamethoxazol se fadi do skupiny sulfonamidovych antibiotik. Vystupuje jako
inhibitor enzymu DHPS, ¢&imz dochazi k zamezeni syntézy purinovych bazi a
thymidinu v bakteriich. Bakterie tak nejsou schopné syntetizovat bakterialni DNA,
¢imz je zamezen jejich rust. Sulfamethoxazol patfi do Sirokospektrych antibiotik
pouzivanych prevazné k lécbé infekce mocovych cest, pneumocystové pneumonii a

jinych respiracnich infekci.

Sulfamethoxazol se v organismu metabolizuje predevSim v jatrech pomoci
enzymu CYP2C9 a CYP3A4. Nejprve vznika SMX-HA, ktery je nasledné oxidovan na
SMX-NO, jez se mlze vazat na proteiny, které nasledné vystupuji jako hapten.
Metabolity SMX mohou vyvolavat nezadouci reakce organismu na léCivo. NejCastéji
se vyskytujicim nezadoucim ucCinkem je alergicka reakce indukovana IéCivem.
Projevy se mohou liSit dle vnimavosti jedince. DalSim moznym nezZadoucim uc€inkem
je teratogenni a cytotoxicky vliv SMX na plod. Z tohoto duvodu jsou sulfonamidové

antibiotika pfedepisovany téhotnym Zenam pouze v pfipadé ohrozeni zivota.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na izotachoforetické stanoveni SMX ve
farmaceutickych preparatech Biseptol 480 a Cotrimoxazol AL forte. Tyto léCivé
preparaty obsahuji dvé lécivé latky, a to sulfamethoxazol a trimethoprim. Plvodni
zamérem byla analyza obou I|éCivych latek zaroven. Tento experiment nebyl
uskutecnén, jelikoz sulfamethoxazol ve zvoleném elektrolytovém systému (Imidazol
pH7, HEPES) je aniont, zatim co trimethoprim je kationt. Z tohoto duvodu neni

mozné analyzovat obé |éCiva zaroven.

Cilem experimentalni ¢&asti bylo stanoveni obsahu SMX v léCivych
preparatech. Pro analyzy byly vybrany potahované tablety Biseptolu 480 a
Cotrimoxazolu AL forte. Jelikoz v obou pfipadech je obsazeno v tableté dostatecné
velké mnozstvi |éCivé latky, analyza probihala pouze na predseparacCni koloné.
Vysledné vypocty vychazely z rovnice kalibraéni kfivky. Pomoci této rovnice bylo

mozné vypocitat hmotnost SMX ze vzorku, mez detekce a reprodukovatelnost.

Pomoci izotachoforézy bylo pomérné jednoduché a rychlé ziskat signal SMX

ze vzorkuU |éCiv.
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