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Uvod

Silymarin, pfeciStény extrakt ze semen ostropestice ma-
ridnského — Silybum marianum (L.) Gaertn., patii v druhé
poloving dvacdtého stoleti k intenzivné sledovanym latkdm
z hlediska farmakologického t¢inku'. Je mozno nalézt néko-
lik set odbornych ¢ldankd, zabyvajicich se studiem silymarinu
nebo jeho jednotlivych komponent' ™,

Silymarin a jeho hlavni obsahovy flavonolignan silybin (/)
vykazuje Sirokou paletu ochrannych déinkt proti poskozen{
organismu toxiny'. Chrani proti celé fadé jaternich jedi, napf.
tetrachlormethanu, D-galaktosaminu, thaliu, acetaminophe-
nu'. V organismu piisobi flavonolignany ze silymarinu jako
antioxidanty, vychytdvaji volné radikaly, stabilizuji bunécné
membrany, ovliviiuji hladiny sérovych lipidd, maji antiproli-
ferativni u¢inky na celou fadu nadord™. Vyznamnym tcin-
kem silymarinu je jeho schopnost pfispivat k regeneraci jater-
ni tkdné. Pfi akutnich otravdch toxiny muchomdirky zelené
(Amanita phalloides) se pouziva silybin ve formé bishemisuk-
cindtu jako uginné antidotum’.
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V soucasné dobé se piipravky na bazi silymarinu pouzivaji
nejen jako 1éCiva, ale stdle vice také jako potravinové dopliky
zdravé vyzivy, hlavné v zapadni Evropé a USA*, jejich obliba
stdle stoupd v souladu se snahou o zdravy zZivotni styl. Zatimco
1éky jsou pod piisnou kontrolou z hlediska jejich schvalovani,
distribuce i monitorovani v organismu, pro potravinové doplii-
ky neni k dispozici dostatek vhodnych metod ke sledovani{
téchto latek v biologickych materidlech. Vzhledem k interin-
dividudlnim rozdilim v citlivosti populace k medikamentim
obecné je feSeni tohoto problému velmi dilezité.

Prvni metody stanoveni silybinu (SB) v krevnim séru a moci
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vyuzivaly tenkovrstevné chromatografie s fluorimetrickou de-
tekci po extrakci do etheru’. Nejvétiiho uplatnéni nalezly
metody vysokouc¢inné kapalinové chromatograﬁeg‘”. Vsech-
ny pouzité metody stanovuji pouze SB, ani jedna nesleduje
primo jeho metabolity, konjugéty s kyselinou glukuronovou
a sirovou. Ty jsou pred chromatografickou analyzou enzymo-
vé §tépeny B-glukuronidasou a sulfatasou, stanoven je celkovy
obsah, zahrnujici nekonjugovany i ptivodné konjugovany SB.

Silybin existuje ve formé dvou diastereomerti, ale pou-
ze nékteré postupy umoziiuji jejich stanoveni vedle sebe®”’.
Vsechny popisované postupy vyuZzivaji vice ¢i méné slozité
precisténi pied vlastni HPLC analyzou. Martinelli et al.'
stanovoval SB v lidské plazmé a moci po extrakci terc-butyl-
methyletherem béhem desetiminutové analyzy, ale bez rozdé-
len{ diastereomert. K rozdéleni diastereomeri nedochdzi ani
v piipadé studie Morazzoniho et al."', srovnavajici farmakok-
ineticky silipid (1:1 komplex fosfatidylcholinu se SB) a sily-
marin za pouziti sorbentu Extrelut 3. Diethylether pouZili
k extrakci Rickling et al.® i Mascher et al.” Ten zvolil k piecis-
téni vzorku postup, zahrnujici po extrakci diethyletherem
vymrazeni vodné faze suchym ledem s acetonem, smichdn{
organické fize s roztokem Na,CO;, okyseleni vodné fize
a nastiik na HPLC kolonu. Cilem nasi prace bylo modifikovat
jiz dfive publikované metody tak, aby bylo mozno co mozna
nejjednodussi preseparaci ziskat analyt vhodny pro HPLC
stanoveni ze vzorkd krevni plazmy za zachovani separace
diastereomerd. Prezentovand metoda je modifikaci metod,
pouzitych pii studiu flavonolignan v rostlinném materia-
12132 metody vyuzité ke stanoveni glykosidii SB v biologic-
kych materidlech'*. Metoda byla aplikovdna na vzorky plazmy
dvou zdravych dobrovolniku.

Experimentalni podminky

Chemikadlie: Silymarin (Favea, Ceskd republika) —
200 mg silymarinu v jedné tableté, Legalon® 70 (Madaus AG,
Némecko) — 70 mg silymarinu v jedné tableté, silybin (Galena
Opava, Ceska republika), kyselina octovd p.a., methanol p.a.
(MeOH ), redestilovand voda, octan sodny p.a., aceton p.a.,
smés B-glukuronidasa/arylsulfatasa (40/20 U.ml™") z Helix
pomatia (Merck, Némecko).

Biologicky materidl: Plazma byla ziskdna od dvou
dobrovolnik A a B, ktefi mésic pied experimentem uZzivali
tfikrdt denné 1 tabletu Silymarinu (Favea) — dobrovolnik A
nebo 1 tabletu Legalon®70 (Madaus AG) — dobrovolnik B.
Dvacet ctyfi hodin pfed odbérem oba dobrovolnici neméli
nadmérnou fyzickou zdtéz, nekoufili, vyvarovali se ndpojd
a potravin, obsahujicich xanthin, jako je kdva, ¢aj a cokoldda.
Hladovéli od vecera pred experimentem a béhem experi-
mentu. Krev byla odebirdna do zkumavek s EDTA v ¢asovych
intervalech 0,5, 1, a 2 hodiny od podéni tablety piislusnych
prepardtd. Thned po odbéru byla centrifugaci ziskdna plazma,
kterd byla pted dal§im pouZitim zamrazena pii —20 °C. Plazma
pro zjiSténi ndvratnosti SB z biologického materidlu byla
ziskdna od dobrovolniku, ktefi neuzivali zadné Iéky ani potra-
vinové dopliiky, obsahujici silymarin.

Kapalinovd chromatografie: Kapalinovy chroma-
tograf Shimadzu Class - LC 10 (Shimadzu, Japonsko) byl
v uspordddni odplynovaci jednotka GT-104, pumpa LC 10AT,
termostat CTO-10AC, DAD detektor SPD-M10AVP, central-
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ni jednotka CBM-10A, autoinjektor SIL-10ADvp s ddvkovaci
smyckou 500 pl. Separace byla provddéna na koloné 250/4
Nucleosil 100-5 C,5 AB, pfedkolona 11/4 stejny sorbent (Ma-
cherey Nagel, SRN). Stanoveni bylo provedeno v gradientu
mobilni fize (slozka A: MeOH-H,0-CH,COOH 37:63:0,5;
slozka B: MeOH, program gradientu je uveden v tabulce I).
HPLC analyzy byly provddény pfi teploté kolony 30 °C, prt-
toku 0,9 ml.min™' a detekci pfi 290 nm, nastiikované mnozstvi
bylo 50 ul.

Tabulka I
Program gradientu mobilni faze

Cas,min 0 3,75
% B 0 10 35

11,25 15 20 20,1 27
100 100 O STOP

Pfiprava analytického vzorku
1. Extrakce nekonjugovaného silybinu na pevné fdzi

K 1 ml krevni plazmy bylo pfiddno 2 ml acetatového pufru
— AC (0,1 mol.I", pH 4). Smés byla nanesena na prekondi-
ciovany sorbent (Spe-ed Octadecyl C18/18 %, 200 mg/3 ml
(Applied Separations, USA), kondiciovan MeOH (2x2 ml),
H,O (2 ml) a AC (1 ml)). Kolonka byla promyta AC (1 ml).
Analyt byl desorbovdn MeOH (2 x2 ml) a acetonem (1 ml) do
zkumavky, ndsledovala centrifugace pii 2 000 g/12 °C/1 min.
Po centrifugaci byl supernatant piefiltrovén pfes filtr 0,45 um
(Sartorius, Némecko) a odpaien na vakuové rotacni odparce
pfi 45 °C do sucha. Odparek byl rozpustén v 100 pl mobiln{
faze A a aplikovan na HPLC kolonu.

2. Stanovent celkového silybinu

K 1 ml krevni plazmy bylo pfiddno 1,5 ml AC a 60 ul
roztoku smeési B-glukuronidasa/arylsulfatasa, o aktivite 0,56/
0,28 U.ml™! (cit."®). Zkumavky byly uzavieny gumovou zit-
kou, inkubovany 4 hod pii 37 °C ve vibra¢ni vodni 1dzni, poté
doplnény 0,5 ml AC a zpracovany stejnym extrakénim postu-
pem jako v bodu 1.

Pfiprava standardnich roztoku

Byl piipraven zdsobni roztok SB o koncentraci 500 umol.l'1
v MeOH. Protoze v této praci pouzity SB je smés dvou
diastereomeri v poméru 1:1, koncentrace kazdého diastereo-
meru v zdsobnim roztoku byla 250 pumol.I'\. Ze zdsobniho
roztoku byly nafedénim v plazmé pfipraveny kalibracni roz-
toky, obsahujici 0,005; 0,025; 0,05; 0,25; 2,5 a 25 umol.l’1

Tabulka II
Ndvratnost silybinu z lidské plazmy pfi extrakci na sorbent C g
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jednotlivych diastereomert. Pro stanoveni ndvratnosti SB z bio-
logického materidlu byly pfipraveny standardni roztoky v mo-
bilni fazi A ve stejnych koncentracich.

Vysledky a diskuse

Pouzitou metodou je mozno separovat diastereomery SB,
retencni Casy jsou 17,7 a 18,1 min, rozliSeni pikli R, = 1,22.
Rovnice kalibra¢nich piimek pro kazdy diastereomer (I a II),
sestrojené v koncentraénim rozsahu 0,005 az 25 umol.1"" kaz-
dého diastereomeru maji tvar:

P-0,018 . % =0,99999

¢ =1,781.107
P-0,017.7*=0,99998

ey =1,554.107

¢ — koncentrace diastereomeru [umol.l'l]
P — plocha piku [UV.s]

Mez detekce pro kazdy diastereomer je 2 nmol.I", mez stanovi-
telnosti 5 nmol.I”! nekonjugovaného i celkového SB. Program

Tabulka IIT
Koncentrace silybinu [nmol.I"'] ve vzorcich plazmy dobrovol-
nika A po podani jedné tablety Silymarin (Favea)

Cas Silybin

odbéru?, nekonjugovany celkovy

hod DI’ DII° DI’ DI’
0,5 492+2.9 21,6+2,7 46,5+3,1 40,2+4.,4
1 86,5+1,5 31,7+2,3 88,0+10,2 48,5+4,1
2 133,0+9,5 35,1+4 .4 176,1+7,7 200,6+8,1

*Cas odbéru krve po podni preparitu, b pramér + smérodatnd
odchylka, n = 2; D = diastereomer

Tabulka IV
Koncentrace silybinu [nmol.I"'] ve vzorcich plazmy dobrovol-
nika B po podani jedné tablety Legalon®70

Cas Silybin

odbéru?, nekonjugovany celkovy

hod DI DIP DI DI
0,5 25,5+3,5 n.d.© 30,9+6,6 6,8+1,0
1 25,5+4.,8 8,9+2.5 52,9+4.4 82,2+8,7
2 139,0+15,6 7,5+3,7  127,0x14,7  67,6x12,0

* Cas odbéru krve po podani preparitu, b pramér + smérodatnd
odchylka, n = 2, “ nedetekovano; D = diastereomer

0,005
92,4+7,2

0,025
91,7+5,8

Koncentrace silybinu®, umol.I"!
Navratnost, %

0,05
89,4+6,7

0,25
85,1+£6,3

2,5 25
82,8+8,4 80,5+7,6

? Primér = smérodatna odchylka, n = 3; navratnost obou diastereomerd byla stejnd, proto je v tabulce uvadén pouze jeden tdaj
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Obr. 1. Stanoveni celkového silybinu (jednotlivych diastereomert)
ve vzorku plazmy dobrovolnika A po 2 hod od podani jedné tablety
Silymarinu (Favea) po enzymatickém §tépeni konjugovaného silybinu

gradientu (tab. I) zaji$tuje na konci analyzy vymyti balastnich
latek, hydrofobnéjsich nez silybin, z kolony a zdroven ndvrat
do ptvodniho stavu. Névratnost SB je uvedena v tabulce II.
Byly sledovdny zmény koncentraci diastereomerd SB v Case
v plazmé dvou dobrovolnikti po podani jedné tablety preparatd
Silymarin a Legalon®70 (tab. III a IV). Chromatogram sta-
noveni celkového silybinu (jednotlivych diastereomeri) ve
vzorku plazmy dobrovolnika A po 2 hod od podani jedné
tablety Silymarinu (Favea) po enzymatickém Stépeni konju-
govaného silybinu a extrakci na pevné fazi zachycuje obr. 1.

V porovndni s metodou Maschera et al.’ je prezentovand
metoda stejné citlivd pro stanoveni nekonjugovaného SB a cit-
livéjsi o polovinu pii stanoveni celkového SB (metoda Mas-
chera et al. dovoluje stanovit koncentraci 10 nmol.I"" kazdého
diastereomeru celkového SB), metoda Ricklinga et al.} do-
voluje stanovit kazdy diastereomer v koncentraci 0,5 nmol.l”!
pro nekonjugovany SB ovSem pfi pouziti pfepindni kolon
a elektrochemického detektoru. Pro celkovy SB md prezen-
tovand metoda stejnou citlivost jako metoda Ricklinga et al®

Vyhodou pouziti C, sorbentu pii extrakci na pevnou fazi
je moznost zachytit i hydrofilngjsi derivaty silybinu, napf.
B-D-glykosidy SB'®, které extrakci do diethyletheru stano-
vovat nelze. V soucasné dob¢ probihaji experimenty s vyuzi-
tim prezentované metody pro stanoveni pfirozenych metabo-
litd SB v krevni plazmé.

Nédvratnost SB z krevni plazmy pfi pouziti extrakce na
pevnou fazi se pohybovala okolo 85 % za dostatecného pre-
¢isténi vzorkda.

Ve vzorcich plazmy po aplikaci obou piipravki byly nale-
zeny v Casové zavislosti vzristajici koncentrace jak nekonju-
govaného, tak i celkového SB u diastereomeru I, u dobrovol-
nika A se stejny trend uplatiioval i u diastereomeru II. U do-
brovolnika B byl rozdil v koncentraci diastereomeru II po
jedné a dvou hodindch od aplikace preparatu nevyznamny.
Pozorovany rozdil v koncentraci diastereomert I a IT v krevn{
plazmé je v souladu s literdrnimi ddaji'®. Neni zndmo, zda se
jednd o rozdilnou resorpci diastereomerd z gastrointestindl-
niho traktu, riznou rychlost biotransformace a vylucovan{
nebo kombinaci vSech téchto vlivd.

Preparat Silymarin (Favea) obsahoval trojndsobné mnoz-
stvi silymarinu nez Lega10n®70, rozdil v plazmatické koncen-
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traci (hlavné u diastereomeru I) neodpovidd aplikovanému
mnoZstvi a svédci pro rozdilnou biodostupnost prepardtti od-
lisnych vyrobci, coz bylo pozorovéno také v praci Schulze et
al.'® Vyznamnou roli v odligné biodostupnosti mohou hrat také
interindividudlni rozdily, které mohou posuzovani biodostup-
nosti riiznych preparatii vyrazné ovliviiovat'.

Tato prdce byla podporena granty MSMT CR VS 96021
a MSM 151100003, MPO PP-Z1/13/99.
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P. Kosina® and J. Bartek” (“Centre for Bioanalytical
Research, Palacky University, bInstitute of Medical Chemistry
and Biochemistry, Medical Faculty, Palacky University, Olo-
mouc): Determination of Silybin in Blood Plasma Using
High Performance Liquid Chromatography with Solid
Phase Extraction

HPLC method with SPE preseparation step for determi-
nation of silybin, the main constituent of silymarin, in blood
plasma was optimized. A C18 sorbent for preseparation from
acidified samples was used. Diastereomers of silybin in uncon-
jugated form or total silybin are resolved by the method, the
detection limit being 2 nmol.1"" and the limit of quantification
5 nmol.I"' per diastereomer. The method is suitable for silybin
monitoring in human plasma after administration of drugs or
food additives based on silymarin.
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