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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Kandidat: Mgr. Petra Reimerova

Skolitel: doc. PharmDr. Petra Stérbova, Ph.D.

Nazev: Analyza 1é¢iv a potencialnich 1é¢iv v biologickém materidlu s vyuzitim
kapalinové chromatografie

Bioanalytické metody hraji vyznamnou roli jiz pfi vyvoji novych 1éCiv. Stanoveni
koncentrace sledovaného 1é¢iva v biologickych matricich miize totiz pomoci odhalit jeho
mechanismus uc€inku, ur€it hodnoty zdkladnich farmakokinetickych parametri nebo
studovat osud potencialniho 1é¢iva béhem in vitro experimentii. Vzhledem ke
komplexnosti biologickych vzorka a nizkym koncentracim studovanych latek je velmi
dilezita Gprava vzorku pfed samotnou analyzou. V moderni bioanalyze maji vyznamné
zastoupeni miniaturizované formy Upravy vzorku odvozené od klasickych extrakénich
technik, které umozni snizit spotiebu biologického vzorku i laboratorniho materidlu na

minimum a usnadnuji pfipadnou automatizaci procesu.

Jednou z vyraznych oblasti ve vyvoji novych 1é€iv je v soucasnosti 1é¢ba onkologickych
onemocnéni. Vyvoj vysoce ucinnych protinddorovych 1é¢iv a prodlouzeni délky pieziti
pacienti s sebou bohuzel pfinesly riziko vzniku pozdnich komplikaci spojenych
s protinadorovou 1éc¢bou, vcetné¢ zdvaznych nezadoucich ucinkl jako je naptiklad
poskozeni srdce po podani antracyklinli vedouci v nékterych ptipadech az k srde¢nimu

selhani.

Experimentalni ¢ast této prace se skladd ze dvou celkli zaméfenych na bioanalytické

hodnoceni 1) vybranych protinadorovych latek a 2) potencidlnich kardioprotektiv.

V prvni ¢asti je popsano pouziti mikroextrakce na pevnou fazi (SPME) jako alternativni
metody pro stanoveni vaznosti na plazmatické proteiny u thiosemikarbazonu DpC.
Vhodnost optimalizovaného postupu byla ovéfena zhodnocenim opakovatelnosti,
linearity a vytéznosti extrakce z PBS pufru nebo plazmy. Vysledky in vitro stanoveni
ukazaly, ze DpC se vyraznou meérou vaze na proteiny v plazmé, coz koresponduje

s hodnotami diive publikovanymi pro dalsi thiosemikarbazon Dp44mT.



Dalsi ¢ast je zamétena na vyvoj rychlé UHPLC-MS metody pro stanoveni antracyklinu
daunorubicinu (DAU) a jeho metabolitu v riznych biologickych matricich, umoziujici
studium osudu DAU pfi inkubaci s donorem NO - molsidominem, respektive jeho aktivni
formou SIN-1 in vitro. Pfi experimentech bylo pozorovano, ze SIN-1 ve vysSich
koncentracich urychluje rozklad DAU, coz s nejvétsi pravdépodobnosti stoji za
neoCekavané nizkou cytotoxicitou DAU pfti inkubacich se srde¢nimi i nadorovymi

bunkami.

Cilem tfeti prace bylo vyvinout prvni UHPLC-MS metodu vhodnou pro soucasné
stanoveni proléCiva sobuzoxanu, jeho aktivni formy (ICRF-154) a metabolitu
(EDTA-diamid) v biologickém materidlu. Na zaklad¢ nasledné analyzy vzorka z in vitro
hodnoceni aktivace a metabolizmu sobuzoxanu bylo vyvozeno n¢kolik dillezitych zavéri.
1) V bunééném medium dochdzi k jeho pozvolnému rozkladu; 2) rychle pronikd do
srdeCnich bunék, kde je aktivné metabolizovan na ICRF-154 a EDTA-diamid

a 3) v plazmé je rychle rozkladan.

Dale bylo vyvinuto né€kolik jednoduchych chromatografickych metod s UV detekci pro
porovnani stability fady nové syntetizovanych aroylhydrazonovych derivatt. Piekvapivé
se ukézalo, 7e substituce salicylaldehydové skupiny skupinou
2,6-dihydroxybenzaldehydovou nezvySuje vyznamné stabilitu hydrazonové vazby.
Nejstabilngjsi derivat (latka 5) byl nasledné podroben zkouskdm pro zjisténi schopnosti

chelatace a ochrany srdec¢nich bunék pfed oxidativnim pisobenim nejrizngjsich latek.
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Bioanalytical methods play important role during development of new drugs. This is
because determining the concentration of the drug of interest in biological matrices can
help to reveal its mechanism of action, determine the values of basic pharmacokinetic
parameters or study the fate of a potential drug during in vitro experiments. Considering
the complexity of biological samples and low concentrations of studied compounds,
the sample preparation prior to analysis is really important. Miniaturized techniques
derived from standard extraction methods have significant presence in modern
bioanalysis, mainly because they decrease both required sample volume and consumption

of laboratory material to a minimum, and they enable automatization.

One of the main areas of drug discovery is currently the treatment of cancer.
Unfortunately, development of highly efficacious drugs and prolongation of patient
survival have resulted in the risk of developing late complications associated with
anticancer treatment including serious side effect such as damage of the heart after

anthracycline administration, leading in some cases to heart failure.

Experimental work of this thesis consists of 2 sections focused on bioanalytical evaluation

of 1) selected anticancer agents and 2) potential cardioprotectants.

In the first part solid-phase microextraction is utilized as an alternative method for
determination of plasma protein binding of thiosemicarbazone DpC. The suitability of the
optimized protocol was verified by evaluating repeatability, linearity, and recovery of
extraction from PBS buffer or plasma. The results of in vitro assay showed that DpC is
highly bound to plasma proteins, which corresponds to the values previously published

for other thiosemicarbazone Dp44mT.



Next part is focused on development of rapid UHPLC-MS method for determination of
anthracycline daunorubicin (DAU) and its metabolite in various biological matrices,
enabling in vitro study of the fate of DAU during incubation with NO-donor —
molsidomine, more precisely its active form SIN-1. It was observed that SIN-1 at higher
concentrations accelerates the degradation of DAU, which is most likely to be the cause
of unexpectedly low cytotoxicity of DAU in incubations with both cardiac and tumour

cells.

The aim of the third part of this work was to develop first UHPLC-MS method suitable
for simultaneous determination of prodrug sobuzoxan, its active form (ICRF-154)
and metabolite (EDTA-diamide) in biological samples. Based on the subsequent analysis
of samples from the in vitro evaluation of sobuzoxan activation and metabolism, several
important conclusions were drawn. 1) It gradually degrades in the cell culture medium;
2) readily penetrates into cardiac cells, where it is actively metabolized to ICRF-154 and

EDTA-diamide and 3) it is rapidly decomposed in plasma.

Furthermore, several simple chromatographic methods with UV detection have been
developed to compare the stability of a number of newly synthesized aroylhydrazone
analogues. Surprisingly, it has been shown that substitution of a salicylaldehyde group
with 2,6-dihydroxybenzaldehyde does not significantly increase stability of hydrazone
bond. The most stable analogue (compound 5) was subsequently tested to determine its
ability of chelating and protection of cardiac cells against the oxidative stress induced by

various pro-oxidants.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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chemical ionisation)

fotoionizace za atmosférick¢ho tlaku (atmospheric pressure
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T-bunécna leukémie dospélych

kyselina bicinchoninova

hovézi albumin (bovine serum albumin)

detektor s diodovym polem (diode-array detector)

pfimé analyza v redlném Case (direct analysis in real time)
daunorubicin
desorptivni ionizace elektrosprejem (desorption electrospray
ionization)

2,6-dihydroxybenzaldehyd

extrakce pfi plném ponoieni do vzorku (direct immersion)
daunorubicinol

di-2-pyridylketon-4,4-dimethyl-3-thiosemikarbazon
di-2-pyridylketon-4-cyklohexyl-4-methyl-3-thiosemikarbazon
mikroextrakce pomoci plnénych Spicek (disposable pipette
extraction)

dialyza v rovnovazném stavu (equilibrium dialysis)

kyselina ethylendiamintetraoctova
2,2"-{(ethan-1,2-diyl)bis[(2-amino-2-oxoethyl)imino] } dioctova
kyselina (metabolit ICRF-154)

Evropska 1ékova agentura

ionizace elektrosprejem (electrospray ionisation)

Utad pro kontrolu potravin a 1ékii (Food and Drug Administration)
gastrointestinalni trakt

mikroextrakce v kapalné fazi pomoci dutého vldkna (hollow fiber
liquid-phase microextraction)

hydrofilni interakéni chromatografie

extrakce z prostoru nad vzorkem (head space)
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CHAPS
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INH
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IT
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MEPS

MS
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PEG
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vnitini standard

iontova past

kapalinova chromatografie

linearni iontova past

extrakce kapaliny kapalinou (liquid-liquid extraction)

laserova desorpCni ionizace za ucasti matrice (matrix-assisted laser
desorption ionization)

pomér hmotnosti a néboje

mikroextrakce pomoci plnéné stiikacky (microextraction in packed
syringe)

hmotnostni spektrometrie

sobuzoxan

neonatalni ventrikularni kardiomyocyty (neonatal ventricular
cardiomyocytes)

paralelni mikroextrakce pomoci umélych kapalnych membran
(parallel artificial liquid membrane extraction)

polyakrylonitril

polyethylenglykol

pyridoxal isonikotinoyl hydrazon
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polydimethylsiloxan
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topoizomeraza II

ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie



1  Uvod

Mnohé rozhodnuti béhem vyvoje 1é€iv jsou zavisld na presné kvantifikaci potencidlnich
1é¢iv v biologickych vzorcich. Pro bioanalyzu je typické, ze sledované latky jsou ve
zkoumanych vzorcich ve velmi nizkych koncentracich (napf. ng/ml nebo pg/ml)
a v pritomnosti velkého mnozstvi balastnich latek, ¢asto strukturné podobnych. I proto se
pro bioanalyzu 1éCiv staly standardem rychlé a robustni separacni metody s citlivou
a selektivni detekci, mezi které posledni dobou patii predevsim ultra-vysokoucinna
kapalinovd  chromatografie s hmotnostni detekci (UHPLC-MS nebo Iépe
UHPLC-MS/MS) [1]. Bioanalyza ma pti vyvoji 1é¢iv velmi Siroké uplatnéni a analyticka
metoda schopnd stanovit koncentrace potencidlniho 1é¢iva v riznych matricich je
mnohdy jednim z ptedpokladt pro jeho UspéSny vyvoj. Mezi hlavni oblasti vyuziti
bioanalyzy pfi vyvoji léCiv patii napf. analyza vzorkl z preklinickych,
farmakokinetickych (zjiSténi parametri charakterizujicich absorpci, distribuci,
metabolizmus a eliminaci 1éCiva) a bioekvivalen¢nich studii. Béhem nasledného
klinického vyuziti 1é¢iv se bioanalytické metody pouzivaji naptiklad pro terapeutické
monitorovani 1é¢iv (k optimalizaci podané davky u konkrétniho pacienta) a v oblasti

toxikologie.

Nedilnou soucasti vyvoje potencidlné klinicky vyuzitelnych 1é¢iv je studium jejich osudu
v organizmu. Jednou z dulezitych charakteristik je pak vazba na plazmatické proteiny
(PPB — plasma protein binding), ktera vyrazné ovliviiuje jak pohyb lé€iva v organizmu,
tak 1 jeho vyslednou biologickou t¢innost [2]. Mezi standardni metody pro stanoveni
vaznosti jiz tradicné patii dialyza a ultrafiltrace. V piipadé 1écCiv, kterd se nespecificky
vazi na membrany, je vSak vyuziti téchto metod problematické. Proto je pozornost

vénovana také jinym ,alternativnim* pfistupiim, véetn¢ mikroextrakce na pevnou fazi
[1].

Lécba nadorovych onemocnéni prochazi neustdlym vyvojem ve snaze nalézt €inngjsi
a selektivnéjsi 1éCiva s mensim poctem zavaznych nezadoucich uc€inkt a piekonat jedno
z Gskali protinddorové terapie — vznik rezistence. Vzhledem k Sirokému spektru
nadorovych onemocnéni existuje velké mnozstvi pouzivanych léCiv s nejriiznéjSimi
mechanismy ucinku, z nichz vétSina je zacilena na bunécné pochody a potieby rychle se

délicich buneék.
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Diky dostupnosti modernich protinddorovych 1é¢iv doSlo k prodlouzeni doby pfeziti
pacientli a mohly se tak zacit projevovat pozdni komplikace protinadorové 1écby. Jednou
znich je poskozeni srdce po podéani antracyklinii vedouci v nékterych ptipadech az
k srdecnimu selhani. Postupem casu bylo navrzeno nékolik strategii, jak tomuto
nezéddoucimu uc¢inku branit, zahrnujici naptiklad omezeni kumulativni davky, zménu
davkovaciho schématu nebo upravu 1ékové formy. Jednou z dalSich moznosti je soucasné
podani kardioprotektiva. Vzhledem k tomu, Ze je dexrazoxan v soucasnosti jedinym
klinicky uzivanym lécivem pro tuto indikaci, je vénovana velka pozornost vyvoji jeho
analogli a pfipadné proléciv. ZkouSeny jsou ale také nové kardioprotektivni latky

s odlisnou chemickou strukturou.

Ve své teoretické Casti tato prace zminuje zékladni techniky pro tpravu vzorkl ptred
analyzou s naslednym zaméfenim na moderni trendy v miniaturizaci a obecné kapitoly
zabyvajici se kapalinovou chromatografii ve spojeni pfedev§im s hmotnostni detekci.
Dale jsou zde popsany nékteré z metod pro stanoveni vaznosti na plazmatické proteiny.

Posledni ¢ast se zamétuje na analyzované latky.

Experimentalni ¢ast obsahuje komentéat ke ¢tyfem odbornym ¢lankiim publikovanym
v ¢asopisech s impakt faktorem a je rozclenéna na dvé tematické Casti. Prvni Cast je
zaméfena na vyvoj bioanalytickych metod pro analyzu vybranych protinddorovych latek.
Slo o metody vhodné pro stanoveni vaznosti na plazmatické proteiny u potencialniho
léciva ze skupiny thiosemikarbazonli a pro studium osudu daunorubicinu pii in vitro
experimentech zaméfenych na vyzkum mozZného kardioprotektivniho plisobeni donorti

oxidu dusnatého (NO).

Druhd ¢ast experimentalni prace je soustiedéna na vyvoj analytickych metod pro
stanoveni potencialnich kardioprotektiv ze skupin bisdioxopiperazinii a aroylhydrazont,
jejichz vyzkumu se naSe skupina dlouhodobé vénuje. V ramci této prace byla vyvinuta
prvni UHPLC-MS metoda vhodna pro stanoveni koncentraci prolé¢iva sobuzoxanu, jeho
aktivni formy (ICRF-154) a metabolitu (EDTA-diamid) v biologickych matricich. Dale
jsme vyvinuli n€kolik jednoduchych chromatografickych metod s UV detekci vhodnych
pro sledovani koncentraci derivatl salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazonu (SIH)
v bunééném médiu. Tyto metody byly nasledné€ vyuzity pro porovnani stability téchto

nove syntetizovanych derivati a STH.
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2  Teoreticka ¢ast

2.1 Uprava vzorku pred analyzou

Biologické vzorky jsou velice komplexni matrice obsahujici krom¢ stanovovanych
analyta i dalsi latky, jako naptiklad proteiny, lipidy (fosfolipidy), soli a dalsi organické
slouceniny, které jsou casto svou strukturou a/nebo vlastnostmi velmi podobné
analyzovanym latkam. Jelikoz pfitomnost téchto balastnich latek mtze ovlivnit analyzu
sledovanych latek (napt. z hlediska selektivity), nebo dokonce poskodit instrument, je
potieba je pfed nadavkovanim vzorku do chromatografického systému odstranit. K tomu
slouzi metody pro upravu vzorku. Kromé odstranéni balastnich interferujicich latek
umoznuji nékteré tyto metody také koncentrovat nebo izolovat sledovany analyt.
Schopnost zakoncentrovani analytu je zvlasté cenéna, jelikoZ se v biologickych vzorcich
vétSinou vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich oproti pfitomnym endogennim

latkam.

2.1.1 Redéni

Vzorek je ztedén rozpoustédlem kompatibilnim s néslednou chromatografickou analyzou
(misitelnym se vzorkem). Mezi vyhody patfi snadnost, rychlost a nizka cena. Tato metoda
poskytuje 100% vytéznost, ale za cenu nizsi selektivity a citlivosti. Vzhledem k tomu, Ze
nedochdzi k eliminaci Zadnych balastnich latek ze vzorku, pouziva se tato metoda
pfedevsim pro jednoduché matrice s nizkym obsahem proteint a lipidi, jako napiiklad
moc¢, slzy nebo cerebrospindlni tekutina, které nevykazuji velky matricovy efekt, nebo

v ptipadech, kdy neni problémem nizsi citlivost stanoveni. [1].

2.1.2 Precipitace proteinil (PPT - protein precipitation)
K biologickému vzorku je ptidano precipitacni ¢inidlo, které vysrazi pfitomné proteiny.
K denaturaci proteinli v matrici lze pouZzit velké mnozstvi Cinidel. Mezi nejcastéji
pouzivana Cinidla patii organickd rozpoustédla (acetonitril, methanol, ethanol), dale pak
silné¢ kyseliny (trichloroctovd, chloristd) nebo roztoky soli (siran amonny, siran
zine¢naty). Mnozstvi ptidaného srazedla by mélo byt optimalizovéno, ale obecné lze fici,
ze k odstranéni > 90 % proteinit ze vzorku je tfeba pouzit alesponn 1,5ndsobny objem
acetonitrilu, 2,5nasobny objem methanolu nebo 0,5ndsobny objem 10% kyseliny
trichloroctové [1; 3]. Po pfidani precipitacniho cinidla je vzorek kratce promichén

a centrifugovan pro oddéleni precipitatu a supernatantu, ktery je nésledné pouzit pfi
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analyze. Metoda vynikd piedev§im svou jednoduchosti a rychlosti, coz umoZziuje
zpracovani velkého mnozstvi vzorkid za kratky ¢as s minimalni naro¢nosti na vybaveni
laboratoie. Je vhodnad pro Upravu vzorkl obsahujicich jak hydrofilni, tak hydrofobni
analyty. Nevyhodou byva nafedéni vzorku, nizsi selektivita a riziko matricovych efekta,
jelikoz malé endogenni latky ptechazi do supernatantu. Je s vyhodou vyuzivana pfi

analyze malych molekul rozdilnych polarit ve vzorcich plazmy nebo séra [1].

2.13 Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE — liguid - liquid
extraction)

Principem extrakce z kapaliny do kapaliny je rozdélovani analytu mezi dvé nemisitelné
kapaliny na zaklad¢ hodnoty jeho rozd€lovaciho koeficientu oktanol-voda. Ke vzorku je
pridano nékolikanasobné vétsi mnozstvi s vodou nemisitelného rozpoustédla, do kterého
latka ptechazi z vodného prostiedi vzorku. Vzorkem je nejprve uréitou dobu tiepano
anasledn¢ je koddéleni vrstev pouzita centrifugace. Pomérna ¢éast organického
rozpoustédla je odebrana, odfoukdna pod proudem dusiku a zbytek je rekonstituovan
v menSim mnoZzstvi rozpousStédla kompatibilniho s chromatografickou metodou.
Pouzivanymi extrakénimi rozpoustédly jsou mimo jin¢ ethylacetat, hexan nebo
halogenovana rozpoustédla (1-chlorbutan, chloroform, dichlormethan). Pfi vybéru
rozpousStédla hraji dileZitou roli ptedevSim polarita, misitelnost s vodou, tékavost
a rozpustnost analytu [4]. V dnes$ni dob¢ se pii vyberu piihlizi také k dopadu na Zivotni
prostfedi. Specidlnim typem LLE je technika, kterd pro extrakci vyuZiva s vodou
misitelné rozpoustédlo (napiiklad acetonitril) a k naslednému oddéleni organické faze
rozpoustédla od vzorku dochéazi ptidanim koncentrovaného roztoku soli (SALLE -
salting-out assisted LLE). S vyhodou se tato metoda pouziva pfedevSim pro zvyseni
vytéznosti u hydrofilnich analyt. Novéjsim typem LLE je extrakce kapalinou podpofena
pevnou fazi (SLE — supported liquid extraction), kterd diky 96-jamkovému formatu
umoznuje extrakci velkého mnoZzstvi vzorkl za relativné kratky cas a souc¢asné omezuje
vznik emulze a nutnost manualni manipulace na minimum. Principem je naneseni vzorku
na inertni pevnou fazi s velkym mnoZstvim porl, kterd slouzi jako prosttednik mezi

vodnou fazi vzorku a pfidanym rozpoustédlem nemisitelnym s vodou [1].

U kyselych nebo bazickych 1é¢iv 1ze vhodnou upravou pH vzorku (o 2 jednotky) potlacit
ionizaci a zlepSit tak jejich pfechod do organické faze a zvysit vytéznost extrakce.
Vyrazné¢ mohou extrakci ovlivnit také zména iontové sily vzorku, prodlouzeni doby

extrakce, zvySeni objemu rozpoustédla (nebo Iépe opakovani extrakce mensimi objemy)
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a optimalizace tfepani. Vyhodami LLE jsou selektivita a ziskani velmi Cistych extraktl
s minimem balastnich latek, dale pak relativn¢ jednoduchy transfer metody a kratky cas
nutny pro optimalizaci. Nevyhodami jsou naopak relativni ¢asovd narocnost a vétsi
spotfeba organickych rozpoustédel, moznost tvorby emulzi a omezené vyuziti pro
souCasnou extrakci analyti rozdilné polarity [1; 5]. Metoda je ideélni pro selektivni

extrakci nepolarnich nebo mirné polarnich analyta.

2.14 Extrakce na pevnou fazi (SPE - solid phase extraction)
Principem extrakce na pevnou fazi je interakce analytu se sorbentem a jeho zadrZeni na
kolonce (analogicky s kapalinovou chromatografii), zatimco ostatni latky jsou vymyty
ven. Pii extrakci jsou pouzivany véEtsi ¢astice sorbentu, coZ znamend ze extrakce miize

probihat za nizsich tlaki [4; 6].

SPE pii pouziti sorbentu s reverzni fazi probiha v nékolika typickych krocich [1; 7]:

Kondicionace sorbentu — povrch sorbentu je aktivovan promytim kolonky organickym

rozpoustédlem (ptipadné jeho smési s vodou).

Promyti kolonky — nanesenim vody nebo vodného pufru je odstranéno organické

rozpoustédlo a kolonka je pfipravena na naneseni vzorku.

Naneseni vzorku — vzorek je aplikovan na kolonku, prochazi ptes sorbent a analyt je

zachycen na stacionarni fazi.

Vymyti balastii — kolonka je promyta vodou nebo pufrem, ¢imz dojde k odstranéni

balastnich latek z matrice, pfedevsim proteintl, soli a vysoce polarnich endogennich latek.

Eluce analytu — pouzitim vhodného rozpoustédla dojde k preruSeni vazby analytu na

sorbent a jeho vymyti z kolonky.
Pratok vzorku a ¢inidel kolonkou je ¢asto urychlovan pouzitim podtlaku [7].

Optimalizace SPE metody je Casto zdlouhava a zahrnuje mimo jiné vybér typu a objemu
sorbentu, promyvacich a elu¢nich ¢inidel a podminek (objem, doba) a piipadnou upravu
vzorku pfed jeho nanesenim. Pro vymyvani balasti je potieba zvolit takové Cinidlo
a postup, ktery zaruci, Ze nedojde k pfedasnému vymyti analytu. Pro eluci analytl se
nejcastéji pouzivaji acetonitril nebo methanol, piipadné€ ve smési s vodou, do kterych se
muze piidat kyselina nebo zasada. SPE je mozné provadét nejen off-line, ale také on-line
napojenim SPE kolonky na chromatograficky systém ptes specialné upraveny nastiikovy

ventil [1; 8]. Vyhodami SPE jsou relativné vysoké selektivita, opakovatelnost, nizsi
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spotieba organickych rozpoustédel oproti LLE, moznost automatizace a pouziti on-line
s HPLC a velka variabilita dostupnych sorbentl/flexibilita podminek. Nevyhodou je
pomérné vysokd cena materialu, jeho jednorazové pouziti a zavislost analyzy na jeho
kvalité, potieba specialniho zatizeni a dlouhy Cas potiebny pro optimalizaci podminek [1;

9; 5].

2.1.5 Moderni trendy — miniaturizace
Jednim z dulezitych trendl ve vyvoji metod Gpravy vzorku je miniaturizace. Jejim cilem
je snizit objem spotfebovanych rozpoustédel i samotného vzorku, coz je zadouci
pfedevsim v bioanalyze, kde je mnozstvi vzorku dostupné pro analyzu vétSinou znacné

omezeno [10]. Extrakce jsou také Casto rychlejsi a spojené se snadnéjsi automatizaci.
Nejcastéji jsou odvozené od LLE a SPE.

Mikroextrakéni techniky odvozené od LLE

Jednou z prvnich mikroextrakénich technik odvozenych od LLE byla mikroextrakce do
jedné kapky rozpoustédla (SDME — single drop microextraction) zavésené na konci
stiikacky umisténé do vodného vzorku. Po skonceni extrakce je kapka vtazena do
stiikacky. Vyhodou je velké snizeni spotieby rozpoustédel a vysoky faktor obohaceni
vzhledem k velmi rozdilnym objemiim. Hlavni nevyhodou je nestabilita kapky pfii
umisténi jehly pfimo do michaného vzorku, projevujici se sniZzenou opakovatelnosti
extrakce. Lze ji ovlivnit sniZenim objemu stfikacky a Gpravou jeji Spicky nebo pii analyze
tékavych latek umisténim extrahujici kapky nad vzorek (,,head-space* maod) [10; 11].
Dalsi moZnosti pro stabilizaci rozpoustédla je vyuziti dutého vldkna - mikroextrakce
v kapalné fazi pomoci dutého vlakna (HF-LPME - hollow fiber liquid-phase
microextraction). Rozpoustédlo je imobilizovano bud’ jen v pérech membrany tvofici
duté vladkno, nebo miiZze vypliovat i vnitini prostor. Posledni zminéné usporadani
umoznuje vyplnéni vnitini dutiny rozpouStédlem misitelnym s vodou, do kter¢ho je
zpétné extrahovan analyt zrozpoustédla v porech. Podstatné se tim zvySi Cistota
vyslednych  extrakti. Pfitomnd membrdna soucasné¢ zamezuje priniku

vysokomolekularnich latek ze vzorku [10].

Modifikaci této metody vznikla paralelni mikroextrakce pomoci umélych kapalnych
membran (PALME - parallel artificial liquid membrane extraction). Metoda pro
extrakci pouziva 96-jamkovou desticku. Je zalozend na pasivni difuzi analytl ptes

umélou membranu obsahujici v porech organické rozpoustédlo, tvofici hranici mezi
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vzorkem a akceptorovym médiem. S vyhodou se zde pouziva uprava pH jak u vzorku,
tak 1 akceptorového roztoku pro zlepSeni pfechodu analytu. Technika umoziuje
soucasnou analyzu velkého mnozstvi vzorki a automatizaci a je plné¢ kompatibilni

s chromatografii na reverznich fazich [11; 12].

Mikroextrakéni techniky odvozené od SPE

Umisténim sorbentu do kartridze stfikacky vznikla mikroextrakce pomoci plnéné
stiikacky (MEPS — microextraction in packed syringe). Postup extrakce sleduje bézny
proces SPE (kondicionace, naneseni vzorku, promyti a eluce), jen je doplnén
o regeneracni krok, ktery umoziiuje opakované pouziti sorbentu. Technika je vhodna pro
velmi malé objemy vzorkl a lze ji pfimo spojit s chromatografickym systémem, coz
usnadiiuje automatizaci. MEPS patfi mezi velmi rychlé extrakéni techniky a oproti

mikroextrakei na pevnou fazi (SPME) nabizi vyssi extrakéni i€innost [10; 13].

Dalsi moznosti je umisténi sorbentu do Spicky pipety - mikroextrakce pomoci plnénych
Spicek (DPX - disposable pipette extraction), a to bud’ volné a nebo mezi dvé frity.
Jednotliva uspofddani se 1iSi nanesenim roztokl — v prvnim ptipad¢ jsou roztoky do
Spicky nasévany pies sorbent, ve druhém jsou aplikovany pies horni fritu a sorbentem
prochdzi diky zvySenému tlaku nebo odstfedivé sile. V soucasné dobé je k dispozici
pomérné Siroké spektrum sorbentl a ptiprava Spicek je po pocateCnim zauceni relativné
jednoduchd. Metoda je rychla, umoZziuje paralelni extrakce vice vzorkll a poskytuje

vysokou vytéznost, oproti MEPS vsak nelze $pic¢ky pouzivat opakované [10; 14].

Pro sorp¢ni extrakci michadlem (SBSE — stir-bar sorptive extraction) je sorbent (velmi
Casto polydimethylsiloxan — PDMS) nanesen na magnetickém michadle, kterym je
vzorek soucasné michdn. Po extrakci je michadlo jednoduSe zroztoku vyjmuto a
oplachnuto. Desorpce miiZze probihat bud’ za zvySené teploty (pfimé spojeni s plynovou
chromatografii) nebo zpétnou extrakci malym mnozstvim rozpoustédla. Vzhledem
k tomu, Ze na michadlo Ize oproti SPME nanést silné€jsi vrstvu sorbentu, vyznacuje se tato
metoda zvySenou kapacitou a vytéznosti. Nevyhodou je manualni provedeni extrakce [10;

15].

Mezi prvni mikroextrakéni metody odvozené od SPE patiila mikroextrakce na pevnou
fazi (SPME - solid-phase microextraction), vyvinuta v devadesatych letech
Pawliszynem. Malé¢ mnozstvi sorbentu naneseného na vlakné je vystaveno vzorku na

pfesné stanovenou dobu. Pro naslednou desorpci analytu se pouzivd zvySena teplota
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(pfimé spojeni s plynovou chromatografii), nebo extrakce do malého mnozZstvi
rozpoustédla. Vlakno se sorbentem byva do vzorku pfimo ponotfeno (DI — direct
immersion), nebo muze byt umisténo do prostoru nad vzorek (HS — head space)

(obréazek 1) [16; 11].

Manualni driak

Jehla propichujici

. Extrakce z prostoru
septum H

! pad vzorkem
Opora pro
vldkno

Extrakce pfimym

ponofenim Michadlo

Obr. 1 - Schematické znazornéni SPME (pievzato [17] a upraveno)

Analyt je ze vzorku extrahovan az do dosazeni rovnovéahy (obrdzek 2) mezi jeho volnou
koncentraci a mnoZstvim navdzanym na sorbentu, ¢imz se li§i od klasické SPE (snaha
extrahovat veSkery analyt). SPME se tedy fadi mezi rovnovazné extrakce. Vzhledem
k miniméalnimu objemu sorbentu pifi ni vétSinou nedojde k vyraznému ubytku analytu
nebo jeho Uplné extrakci. Extrakce tak nenarusi rovnovahu mezi volnou a vdzanou frakci
ustanovenou ve vzorku (plazma, plna krev), a je proto mimo jiné vhodna pro stanoveni
volné koncentrace 1é€iv v plazmé. Soucasné je od urcitého objemu vzorku extrahované
mnozstvi prakticky nezavislé na tomto objemu, coz umoznuje SPME pouzit v ptipadech,
kdy ptesny objem vzorku neni zndm (environmentilni analyza nebo stanoveni

koncentraci in vivo) [16; 17; 18; 19].
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Obr. 2 - Modelovy ptiklad extrakéniho profilu pii pouziti SPME (pievzato [18] a upraveno)

Vyhodami SPME jsou jednoduchost, rychlost, minimalni spotteba rozpoustédel a vzorku,
relativné nizka cena a snadnd automatizace, opakované pouziti, moznost extrakce ze
slozitych matric a minimalni matricové efekty. Nevyhodami mohou byt vyssi zavislost
extrahovaného mnozstvi na objemu sorbentu (tj. opakovatelné ptipravé vldkna se
sorbentem) a zkuSenostech operatora a v nékterych ptipadech nizsi citlivost (souvisejici

s malou kapacitou sorbentu) [16; 10; 18].

Jednim z hlavnich omezeni pouziti SPME pro extrakci biologickych vzorku je trvalé
navazani proteint ze vzorku na sorbent (oznacované jako ,.,fouling*), jez snizuje extrak¢ni
ucinnost. Pouzitim biokompatibilnich sorbentd (napt. polyakrylonitrii — PAN,
polyethylenglykol — PEG, polypyrrol — PPY nebo materidly s omezenym
pristupem - RAM) vSak dochézi k omezeni tohoto efektu [20; 21].

Utinnost a spolehlivost SPME ovliviiuje velké mnozstvi faktord, mezi které patii
napiiklad typ a Sitka vrstvy sorbentu, pouzity méd (HS vs. DI), zplsob a rychlost tfepani
pfi extrakci, pH vzorku a obsah soli, obsah vody (fedéni vzorku) a organického
rozpoustédla, teplota, hloubka ponofeni vldkna do vzorku a v neposledni fadé
samoziejm¢ extrakéni ¢as. Na opakovatelnost ma mnohem vétsi vliv, jsou-li vSechny
faktory béhem néslednych extrakci konstantni nez samotné dosazeni rovnovazného stavu.
Velmi dilezité je pfesné odméteni Casu, a to zejména pfi manudlni manipulaci s vldknem

a extrakci v pre-ekvilibraéni Casti extrak¢ni kiivky (viz obrazek 2) [18].
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2.2 Ultravysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC)

Kapalinova chromatografie (LC) patii pfedevsim diky své robustnosti a flexibilité mezi

nejpouzivanéjSich separacni techniky ve farmaceutické analyze.

Jiz v 70. letech minulého stoleti tehdejsi autority v oblasti chromatografie ptfedpovedély,
ze ultrarychla LC bude vyzadovat ¢astice o velikosti 1-2 um a kratké kolony (20-40 mm)
[22]. ZmenSenim castic dojde ke snizeni odporu proti pfevodu hmoty, jelikoz analyt
nemusi urazit tak dlouhou drahu, a ke zplosténi van Deemterovy kiivky. Pro uspésnou
separaci tak Ize vyuzit Sir$i rozmezi linearnich pratokovych rychlosti pti zachovani stejné
separac¢ni ucinnosti, coz umozni zkraceni kolony [23]. Vzhledem k tomu, Ze to znamenalo
podstatné snizeni objemu kolony oproti dosavadnimu, bylo zadouci, aby ruku v ruce
s vyvojem novych c¢astic nésledoval i vyvoj samotné instrumentace, ktery zacal
pfedevsim u zplsobu nastiiku vzorku na kolonu (potfeba rychlého a ptesného ddvkovani
velmi malych objemtl) a detektoru (nutnost mensi cely detektoru a rychlejsiho sbéru dat).
Déale bylo tfeba, aby byly nové piistroje schopny odolat vysokému zpétnému tlaku a mély
co nejkratsi spoje mezi jednotlivymi soucastmi, zarucujici maly mrtvy objem. Tento
vyvoj trval dal§ich 20-30 let, nez byly vroce 2004 na trh uvedeny prvni kolony
s Casticemi mensimi nez 2 um a odpovidajici instrumentace firmou Waters [22; 24]. Pro
vysokou separacni U¢innost umoziujici zkraceni analyzy zacala byt UHPLC velmi
vyhledavanou technikou také ve farmaceutické analyze, kde je velkd poptavka po
metodach umoziujicich za kratky ¢as zméfit velké mnoZzstvi vzorkl obsahujicich slozité
smési analytl (napt. v oblastech toxikologie a monitorovani 1ékovych hladin, dopingové
kontroly 1environmentalni analyzy). Stejné tak farmaceutické firmy béhem vyvoje
a vyroby lé¢iv potiebuji rychlé a selektivni metody kromé jiného pro zkousky totoZnosti
a Cistoty pii vyrobé 1é€iv a vystupni kontrolu 1é¢ivych piipravki, dale pak pro stabilitni

studie a analyzu vzorkd z preklinickych a klinickych studii [22; 25].

V kombinaci s hmotnostni detekci poskytuje UHPLC vysokou selektivitu a presné

a citlivé stanoveni malych mnozZstvi analytii ve vzorcich.

2.3 Hmotnostni detekce ve spojeni s kapalinovou chromatografii

Spojeni hmotnostni detekce s kapalinovou chromatografii nebyl jednoduchy proces
pfedevsim kvili potifebé prekonat potize vznikajici pii zavedeni kapaliny do oblasti

vakua. Narozdil od spojeni s plynovou chromatografii k tomu doslo az o n¢kolik desitek
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wrwe

velky posun v této oblasti a hmotnostni detekce zacala byt hojné¢ vyuzivana ive

farmaceutické analyze [26; 27].

Hmotnostni spektrometrie (MS) je schopna poskytnout informace o chemické struktuie
analytu (na zaklad¢ zjisténych pomért m/z a fragmentaci pfi tandemové MS). Je také
cenéna pro svou selektivitu a citlivost. Na druhou stranu pii jejim spojeni s LC jsou
kladeny vyssi naroky na slozeni mobilni faze a pouzivani vnitinich standardd, nez tomu

byva pti uziti napt. spektrofotometrické detekce [28].
Pti spojeni s UHPLC je dilezita i rychlost skenovani.

Viontovém zdroji hmotnostniho spektrometru dochazi za atmosférického tlaku
k ptevodu mobilni faze a analytd do plynné faze aionizaci molekul. Nasledné jsou
vzniklé ionty ptevedeny do evakuované Casti pfistroje (udrzované pomoci vakuovych
pump) a s pomoci iontové optiky jsou nasmérovany do analyzatoru, kde jsou rozliSeny
poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z). Nakonec jsou ionty pievedeny vhodnym
detektorem (elektrondsobic, fotonasobic, Faradayova klec) na elektricky signal, ktery je
souCasn¢ zesilen, zaznamenan a zobrazen v podobé MS spektra dle pomeéru jejich

hmotnosti a naboje (m/z) [28].

2.3.1 Ionizace za atmosférického tlaku
Jednou znejpouzivanéjSich technik v kombinaci s kapalinovou chromatografii je
ionizace elektrosprejem (ESI — electrospray ionisation, obrazek 3). Mobilni faze
s analyty, vstupujici do vyhfivaného zdroje, je zmlZzovana proudem plynu — nejcastéji
dusiku a pfitomné vysoké napéti mezi koncem kapilary a protéjsi elektrodou udava
vzniklym kapkam néboj. Naslednym odpafovanim mobilni faze se naboj kumuluje az
dojde k tzv. Coulombické explozi, rozpadu kapek a tvorbé samostatnych ionti (s jednim
nebo vice naboji). Pfitomnost vice ndbojli na jednom iontu umoziuje diky sniZeni poméru
m/z analyzovat molekuly o velké molekulové hmotnosti (typicky peptidy a proteiny)
béZné pouzivanymi analyzatory s limitovanym rozsahem meétfenych m/z. Pii pfechodu
iontl do evakuované ¢asti miize dochézet k tvorbé klastrli. Prevenci pied jejich vznikem

je pouziti protiproudu dusiku jako suSiciho plynu a vyhtivani kapilary [27; 29; 26; 28].
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Obr. 3 — Schematické znazornéni procesu a princip ESI (pfevzato [30] a upraveno)

Technika je vhodna pro ionizaci stiedné polarnich az polarnich analyt (véetné peptidi
a proteinll) a lze ji s vyhodou kombinovat s LC na reverznich fazich [28; 31]. Urcitou
nevyhodou ESI je vyssi citlivost k matricovym efektiim. Potlaceni nebo naopak zvySeni
intenzity signalu miize byt zplisobeno pfitomnosti net€kavych latek ve vzorku, které
interferuji s ionizaci analytu. Bylo navrzeno nékolik moznych feSeni, jak matricovym
efektim ptedchézet: 1) pouziti vhodné upravy vzorku pied analyzou (uptfednostiiuji se
extrakce kapaliny kapalinou nebo extrakce na pevnou fazi); 2) Uprava
chromatografickych podminek tak, aby dochazelo k oddéleni analytu a interferujici latky;
3) ptepnuti do negativniho médu umoznujiciho ionizaci mensiho mnozstvi latek (véetné
omezeni ionizace téch interferujicich); 4) snizeni mnozstvi vzorku vstupujiciho do
iontového zdroje (napf. natedénim nebo sniZzenim nastfiku, pouzitim nanoelektrospreje);
nebo 5) pouziti izotopicky znaCeného vnitiniho standardu, ktery je schopen vliv

matricového efektu kompenzovat [31].

Dalsi pouZivanou technikou v kombinaci s LC je chemickéa ionizace za atmosférického
tlaku (APCI - atmospheric pressure chemical ionisation, obrazek 4). Pfivadéna mobilni
faze s analyty je ve zdroji zmlzena proudem dusiku a kapalina je rychle odpafena.
Nasledné¢ prochazi prostorem s kovovou jehlou, na kterou je pfivedeno vysoké napéti
vytvarejici koronovy vyboj. Tam nejprve dochédzi k ionizaci mobilni faze (protoZe je
v nadbytku) a nésledné je naboj preddvan molekulam analytu. Proces ionizace je stejny
jako u chemické ionizace, jen probiha za atmosférického tlaku. Na rozdil od ESI zde

dochazi k ionizaci aZ v plynné fazi [26; 31].
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Obr. 4 — Schematické znazornéni procesu a princip APCI (ptevzato [30] a upraveno)

Metoda je pouzivana pii analyze malo polarnich az nepolarnich analyti o stiedni
molekulové hmotnosti (pfiblizn¢ 1 500 Da). Vyhodou je také moznost pouziti vysSich
pritokti mobilni faze a moznost kombinace s chromatografii na normalnich fazich [31].
Oproti ESI je technika méné citlivd k matricovym efektim, coz je dano rozdilnym
principem ionizace [32; 33]. Je také mén¢ Setrnd v porovnani s ESI, protoze béhem

ionizace miiZze dochdzet k nechténé fragmentaci nebo rozpadu termolabilnich latek [26].

Modifikaci této techniky piedstavuje fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI -
atmospheric pressure photoionisation, obrazek 5), ktera je uz pouzivana o poznani ménc¢.
Pro ionizaci molekul je zde misto jehly s koronovym vybojem pouzit zdroj UV zafeni.
Selektivitu ionizace pomoci APPI Ize ovlivnit zvolenou energii emitovaného fotonu
(vys$si neZ analytu, ale nizs§i nez pfitomnych plynid a rozpoustédel). Pro zvySeni tvorby
iontl je u nekterych latek vhodné pouzit dopant (napf. toluen nebo aceton), ktery je
schopen predat ziskany naboj analytu. Metoda se pouziva pro ionizaci nepolarnich latek
o stfedni molekulové hmotnosti (pfiblizné 2 000 Da), pro které neni vhodnd ESI ani

APCI. Diky jisté selektivité ionizace je mén¢ citliva k matricovym efektim [31; 27].
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Obr. 5 - Schematické znazornéni procesu a princip APPI (pievzato [30] a upraveno)

Existuji také dalsi ioniza¢ni techniky, av§ak nebyvaji pouzivany ve spojeni s kapalinovou
chromatografii. Presto i tyto techniky nachazeji své uplatnéni ve specifickych oblastech
vyzkumu. Za zminku stoji laserovd desorp¢ni ionizace za ucasti matrice (MALDI —
matrix-assisted laser desorption ionization), pouzivana piedev§im pii analyze
vysokomolekularnich latek (peptidy, proteiny, lipidy, DNA), nebo ambientni techniky -
napt. desorptivni ionizace elektrosprejem (DESI — desorption electrospray ionization)
a pfima analyza v redlném case (DART — direct analysis in real time), které umoziuji
vzorkovani za atmosférického tlaku bez ptedchozi Gpravy vzorku. Jsou vyuzivané pro
rychlou analyzu vzorkil v terénu — napft. analyza vybusnin a nadorové tkané. DESI je
mozné také pouZit pro pfimé mapovani pfitomnosti analytu na povrsich nebo jednotlivych

vrstvach vzorku [27; 26].

232 Analyzatory
V analyzatoru dochazi k rozde€leni iontll ve vakuu dle poméru jejich hmotnosti a naboje
(m/z) ptedtim, nez mohou byt detekovany. Jednotlivé analyzatory se mezi sebou lisi jak
principem déleni iontli, tak rozsahem meéfenych hodnot m/z, rozliSovaci schopnosti,

moznosti provadét MS" experimenty, velikosti a cenou.

Kvadrupolovy analyzator

Kvadrupolovy analyzator vyuziva pro separaci iontl stabilitu jejich oscilacnich trajektorii
v elektrickém poli (obrazek 6). Je utvaren Ctyfmi paralelnimi ty¢emi s kruhovym nebo
hyperbolickym prifezem, na které je vlozeno stiidavé a stejnosmérné napéti (na dve tyce

kladné a na dvé zdporné¢ napéti). Pokud prochdzejici ionty osciluji v souladu
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s nastavenym elektrickym polem, jsou propustény na detektor. V opacném piipadé se
vybiji na nékteré ztyCi. Postupnou zmeénou napéti lze docilit zméfeni vSech iontil

v ur¢itém rozsahu m/z [27; 26; 34].

lontovy zdroj Kvadrupél Detektor

Obr. 6 — Schematické znazornéni kvadrupolu (pievzato [35] a upraveno)

Tento analyzator je velmi oblibeny pro svou jednoduchost, rychlost méteni a nizkou cenu.
Nevyhodami jsou nizka spravnost uréeni m/z (0,1 m/z) a limitovany rozsah meétenych

hodnot [34].

V kvantitativni analyze se pro svou selektivitu, pfesnost a rychlost velmi ¢asto vyuziva
spojeni tii kvadrupdlovych analyzatorti za sebou (trojity kvadrupol - QqQ), z nichz
prostfedni funguje jako kolizni cela, kde dojde v pfitomnosti neutralniho plynu (argon,
dusik) k fragmentaci vybraného iontu. Produktové ionty jsou nasledné d€leny dle jejich
m/z v poslednim kvadrup6lu [34; 27]. Lze tak pouzit sken vybranych reakci (SRM —
selected reaction monitoring), ktery sleduje fragmenty vznikajici rozpadem specificky
vybraného iontu analytu. To umoZnuje zvysit selektivitu stanoveni a zachovat jeho
citlivost. Pro strukturni analyzu lze napfiklad vyuZit sken neutrdlnich ztrat (ztrata
definované m/z typické pro urcitou skupinu latek) nebo sken produktovych iontt

(vSechny fragmenty vznikajici z vybraného prekurzorového iontu) [26].

Dale se jednoduché kvadrupdly pouZzivaji jako iontové filtry a kolizni cely ve spojeni
s dalSimi analyzatory — nej€astéji s analyzatorem doby letu (QqTOF). Jejich spojenim
vznika hybridni analyzator s vysokou pfesnosti ur€eni hmoty pouZivany pro strukturni

analyzu [36].

lontova past

Iontova past vyuziva oscilujici elektrické pole k zadrzeni ionth. Dostupné jsou 2 varianty
iontovych pasti (trojrozmérna iontova past - 3D-IT a line4rni iontova past - LIT), liSici se
geometrickym uspofadanim elektrod a s nim spojenou kapacitou. 3D-IT (obrazek 7) je

tvofena jednou prstencovou a dvéma koncovymi elektrodami, které spolené tvofi
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prostor, kde jsou pomoci vhodného poméru napéti zadrzeny ionty. Zménou tohoto napéti
jsou ionty postupné vypuzeny smerem k detektoru nebo je uréity ion vybran
a fragmentovan. LIT je uspotaddnim velmi podobna kvadrupélu, jen je na obou koncich
zakonCena elektrodami s vlozenym potencidlem, které umoziuji zadrzeni iontd. Ve
srovnani s 3D-IT se vyznacuje vyssi kapacitou a je méné nachylna ke vzniku

prostorového ndboje. To zvySuje jeji citlivost a dynamicky rozsah [27; 26].

@
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elektroda elektroda

Obr. 7 — Schematické znazornéni trojrozmérné iontové pasti (pfevzato [35] a upraveno)

Vzhledem k nizkym hodnotdm spravnosti uréeni m/z a rozliSeni je IT srovnatelna
s kvadrupolem. Pro svou citlivost a moznost provedeni MS" experimenti se pouziva spise

pro kvalitativni analyzu [27; 36].

Analyzator doby letu

Analyzator doby letu (TOF) déli ionty na zadkladé rozdilné doby, kterou potiebuji
k ptfekonani urcité drahy, po jejich urychleni napétovym pulzem. Na zacatku letové
trubice je vSem iontim dodana stejna kineticka energie. lontim s nizsi m/z je tak udélena
vys$i rychlost a dorazi do detektoru diive nez ionty s vySsi m/z (obrazek §). TOF je
schopny detekovat Siroké rozmezi m/z v zavislosti na délce analyzy a letové trubice, je
ale limitovan niZsi rozliSovaci schopnosti z diivodu urcité distribuce pocatecnich energii
iontd ostejné m/z. RozliSovaci schopnost Ize zvySit pouZzitim reflektronu
(elektrostatického iontového zrcadla), ktery slouzi ke sjednoceni kinetickych energii

iontll se stejnou m/z. lonty stejné m/z tak dopadnou na detektor ve stejnou chvili.
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Obr. 8 — Schematické znazornéni analyzatoru doby letu s reflektronem (pfevzato [35] a upraveno)

Vyhodou oproti kvadrup6lu je, ze pii dostateném casu analyzy se nakonec vSechny ionty
dostanou az do detektoru, coz v praxi znamend §ir$i rozsah métenych hodnot m/z [26;

34].

Vzhledem k pulznimu principu tohoto analyzatoru a Sirokému rozmezi hodnot m/z je
velmi Casto spojovan s MALDI ionizaci pfi analyze velkych biomolekul. Pfi spojeni
s ostatni typy ionizace se pro postupné davkovani do analyzatoru pouzivd pulzni

elektroda.

Spojenim s kvadrupolem vznika hybridni analyzator (QqTOF) vynikajici predevS§im

rozliSenim, citlivosti a rozsahem méfenych m/z hodnot.

Elektrostaticka orbitalni past (Orbitrap)

Jedna se o nejnovejsi analyzator typu pasti, ktery zaznamenava vSechny hodnoty m/z
paraleln¢ a pro ziskdni vysledného spektra pouzivd matematicky vypocet. Sklada se
z vnitini vietenovité a vnéjsi elektrody (obrazek 9). Vpusténé ionty vytvoii prstenec
kolem wvnitini elektrody a za¢nou podél ni oscilovat. Indukovany proud je nasledné
Fourierovou transformaci pfeveden na zaznam hmotnostniho spektra. K zaznamenani
signalu tedy neni potieba specidlni detektor. Pied vstupem do samotné orbitalni pasti jsou
ionty soustfedény v tzv. C-pasti (,,zahnuty kvadrupdl*), coz zarucuje rychlé¢ davkovani
a zlepSuje vyslednou detekci. V praxi se také miize kombinovat s LIT nebo kvadrupdlem

[27].
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Obr. 9 — Schematické znazornéni orbitalni pasti (pfevzato [37] a upraveno)

Orbitrap vynika piedevsim vysokym rozliSenim a vysokou spravnosti ureni m/z.
Vzhledem k malé velikosti a relativni cenové dostupnosti je vhodnou alternativou

k iontové cyklotronové rezonanci [38].

233 Vnitini standard
Pii upravé sloZitych biologickych vzorki a nasledné LC-MS analyze mulZe dochazet
k nejriznéjSim drobnym odchylkam (napf. ve vytéznosti extrakce, objemu nastiiku,
ucinnosti ionizace v iontovém zdroji) mezi jednotlivymi méfenimi, které mohou zpusobit

nepiesnosti v uréeni mnozstvi analytu a snizit tak spolehlivost tohoto stanoveni [1].

Pfidanim stejného mnozstvi vnitiniho standardu (IS) do vSech vzorkl a standardi lze
omezit vliv téchto odchylek na vysledné stanoveni, zvysit jeho pfesnost a preciznost

a zlepsit spolehlivost bioanalytické metody [1].

Jako IS se vybiraji latky se strukturou a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi (lipofilita,
schopnost ionizace) co nejbliz§imi zkoumanému analytu tak, aby byly schopné svym
chovanim napodobit analyt ve vSech ¢astech analyzy. Pokud je to mozné, voli se jako
vnitini standard analyt znadeny stabilnimi izotopy (SIL — stable izotope labelled) — 1°C,
5N, deuterium. Dal$imi podstatnymi vlastnostmi IS jsou jejich ¢istota a stabilita [1].
I kdyZ jsou izotopicky znafené vnitini standardy pro analyzu vhodné&jsi a zadanéjsi,
nejsou bohuzel Casto komeréné dostupné a jsou znacné drahé. V téchto ptipadech se

pouziva se vhodny strukturni analog. [39].

Vnitini standard se ptidava ke vzorku co nejdiive, vétSinou jesté pted Upravou vzorku.
Jen tak muize pfispét ke kompenzaci variability ve vSech ¢astech metody. Pokud to ale
neni mozné, jako naptiklad pii stanoveni volné a vazané frakce, kdy by mohl narusit

ustanovenou rovnovahu, Ize jej pridat béhem nékterého z naslednych krokt analyzy [1].

Dulezité je 1 spravné zvolit koncentraci IS, protoZze miize ovlivnit linearitu, pfesnost

a preciznost stanoveni. Ackoli neexistuje Zzadny koncenzus, v bioanalyze se nejbéznéji
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vyuzivaji koncentrace IS v okoli 30 — 50 % horniho limitu kvantifikace analyzované

latky [1; 39].

V piipadé pouziti IS pro kompenzaci matricovych efektl pii ionizaci analytu ve zdroji je
vyhodné, pokud jsou reten¢ni ¢asy analytu a IS prakticky shodné a piky se prekryvaji.
[ kdyz to klade vétsi naroky na zajiSténi nasledného odliSeni analytu a IS v analyzatoru
pomoci rozdilnych SRM, vliv interferujicich latek na ionizaci by mél byt u obou stejny.
Tento ptedpoklad spliuji predevSim izotopicky znacené IS. Pro deuterované IS byl
nicmén¢ v neékterych piipadech pozorovan vliv izotopu na chromatografické chovani
ustici v drobnou odchylku v retenénim c¢ase, a proto jsou upiednostiiovany IS znacené

13C, 15N [39; 34].
2.4 Vazba léCiv na plazmatické proteiny

Vazba na proteiny v plazm¢e umoziuje ptenos 1é¢iv v krvi az do mista u¢inku/metabolické
premény/eliminace a predstavuje tak pro né prechodné depo v organizmu. Je to
reverzibilni, rychly, rovnovazny a do jisté miry nasytitelny proces. Mize mit vyrazny vliv
na farmakokinetiku (distribuci, metabolizmus a eliminaci) a farmakodynamiku lé¢iva
ovlivnénim jeho volné frakce, kterd mlze difundovat pfes membrany (cévni sténa,
hematoencefalicka membrana a dal$i), kumulovat se ve tkanich a dosahnout mista a¢inku
[1;40; 41]. Pravé kviili uzkému vztahu mezi koncentraci volného 1é¢iva a jeho vyslednym
farmakologickym (toxikologickym) ti€¢inkem se jeji stanoventi stalo jednou ze zakladnich

sledovanych charakteristik pfi vyvoji 1é€iv [42].

Mira vaznosti konkrétniho 1€¢iva na plazmatické proteiny je zavisla na mnoha faktorech,
mezi néZ patii naptiklad chemicka struktura 1é€iva, lipofilita a afinita k vazebnému mistu.
Dtlezitou charakteristikou je také kinetika vazby. U né&kterych molekul 1ze ustdlené¢ho
stavu mezi volnou a vazanou frakci dosahnout béhem né¢kolika minut, u jinych to ale
muze trvat i n€kolik hodin. Stejn¢ tak mtize mit na hodnotu vaznosti vliv koncentrace
1é¢iva, zvlasté¢ muze-li dojit k nasyceni vazebnych mist. Dale je vaznost ovlivnéna také
kompetici o vazebné misto s jinymi latkami [1; 20].

Vaznost na proteiny je vétSinou vyjadifovana v % vazaného 1é¢iva z celkové koncentrace
1é¢iva v plazmé.

Léciva se v krvi vazi s rliznou afinitou na vyraznéji zastoupené plazmatické proteiny
(napft. albumin, kyselé¢ glykoproteiny, lipoproteiny). V plazmé se ale vyskytuji i proteiny
specifické pro vazbu urcitych latek, napiiklad hormonii nebo iontd kovl (transkortin,
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globulin vazici tyroxin, transferin). Na tvorbé vazby se vétsSinou podili hydrofobni vazby,

van der Waalsovy sily nebo iontové vazby [2; 43]

Albumin (HSA — human serum albumin), jehoz fyziologicka koncentrace je ptiblizné
600 uM, méa vysokou vazebnou kapacitu vzhledem k vétSimu mnozstvi vazebnych mist
na své povrchu aje schopen vazat Siroké spektrum endogennich i xenobiotickych
molekul. Prednostné vsak vaze 1éciva s kyselymi funkénimi skupinami nebo 1éCiva
neutralni [44; 43]. N¢kdy je pfi experimentech nahrazovan hovézim sérovym albuminem

(BSA — bovine serum albumin).

ar-kysely glykoprotein (AGP — oaj-acid glycoprotein) s fyziologickou koncentraci
12 — 30 uM patii mezi proteiny s vysokou afinitou a nizkou kapacitou. Vaze prevazné
bazické a neutralni 1é¢iva. Radi se mezi proteiny akutni faze, a tak se jeho koncentrace
muze vyrazné ménit pii nékterych patologickych stavech (zdnét, nemoc). Jeho vaznost
muze byt dale vyrazné ovlivnéna napiiklad pohlavim, vékem, etnickou pfislusnosti,
t¢hotenstvim nebo obezitou. Vzhledem k jeho niz§i koncentraci a jejim velkym
fluktuacim je velmi Casto podeziivdn z odpovédnosti za klinicky relevantni 1ékové

interakce [2; 44].

Vzhledem ke slozitosti vazby 1éCiv na plazmatické proteiny se doporucuje k jejimu
experimentalnimu stanoveni pouzivat plazmu nebo sérum, které obsahuji vSechny dané
vazebné proteiny a zjiSténa hodnota proto bude nejlépe odpovidat skute¢nému chovéni
latek in vivo [40]. Pro zjednoduseni stanoveni nebo blizsi specifikovani proteini, na které
se dané lécivo vaze, lze pii experimentech pouzit roztok jednoho proteinu (nejcastéji

HSA, BSA nebo AGP).

2.4.1 Zpusoby stanoveni
K ur€eni vaznosti na proteiny lze pouzit hned nékolika metod z vétSiny zaloZenych na
2 zékladnich principech — separaci volné a vazané frakce nebo zméné fyzikalné-chemické
vlastnosti ligandu nebo proteinu v disledku vzniku vazby. Ve vétSin€ piipada se
donedévna pouzivala jedna ze 3 zakladnich metod: rovnovazna dialyza, ultrafiltrace nebo
ultracentrifugace. Déle lze vyuzit i n€kterou z méné pouzivanych technik jako naptiklad
afinitni chromatografii [45; 46], mikroextrakci na pevnou fazi (SPME) [40; 20], kapilarni
elektroforézu [47; 48], nebo kalorimetrické metody [49]. Specialni postaveni maji
spektroskopické metody (napt. nuklearni magneticka rezonance [50] nebo fluorescence

[51; 52; 53]), jejichz vyhodou je, Zze umoziuji, krome¢ urceni konstanty vaznosti,
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porozumét vlastnimu mechanismu vaznosti, identifikovat vazebné misto a poskytnout
informaci o jeho 3D struktufe. Jsou vyuzivané ptredev§im u vazebnych mist s vysokou
afinitou. Rozsifeni jejich uziti limituje predevSim nizka citlivost, nutici k méfeni pii
vysokych koncentracich 1éCiva, coz miize vést k agregaci nebo problémtim s rozpustnosti

[54].

Pti stanoveni vaznosti 1€¢iv na proteiny in vitro je dilezité zohlednit né€kolik zdkladnich
aspektl. Vaznost latek se miize lisit pii pouziti plazmy nebo jejich laboratornich nédhrad
(roztok HSA nebo BSA), jelikoz 1é¢ivo se muze véazat hned na nékolik typl proteini
amastné kyseliny pritomné v plazm¢é mohou ovliviiovat dostupnost vazebnych mist.
Stejné tak se vaznost 1isi u jednotlivych zivo¢isnych druht a u zdravych a nemocnych
populaci. Proto je tfeba pfi porovnani hodnot velmi peclivé sledovat metodiku stanoveni

[44].

Pfi vybéru metody je tieba zohlednit jest¢ dal$i parametry, jako jsou naptiklad
fyzikalné-chemické vlastnosti (vCetné lipofility), stabilita 1éCiva v plazmé a adsorpce na
povrchy. Pokud 1é€ivo neni v plazmé stabilni alespont po dobu 3-5 hodin, neni vhodné
pouzit dialyzu, ale naopak ultrafiltrace se jevi jako vhodna alternativa. Jestlize 1é¢ivo
vykazuje nespecifickou vaznost na povrchy a membrany, je doporuceno pouzit
napf. ultracentrifugaci nebo nespecifickou vaznost sco nejveétsi piresnosti urcit

a zohlednit pfi vypoctu volné frakce. [55]

Je velmi dilezité pii méfeni vaznosti udrZzovat konstantni pH co nejblize fyziologické
hodnoté 7,4, jelikoZ velké mnozstvi 1éCiv obsahuje ve své struktufe aminoskupinu s pKa
7-8 a jejich vaznost je tedy na pH velmi zavisla. U rozmrazené plazmy se pH mitize
pohybovat i mezi 8-9 v zavislosti na jejim staii a skladovacich podminkach [42]. MoZnost
kontroly pH v prib¢hu experimentu je tedy jednim z dalezitych parametri pii vybéru
metody. Mezi obecné pfijimané postupy pro upraveni pH plazmy na poZadovanou
hodnotu patfi inkubace v ptitomnosti 5-10 % CO2 nebo zfedéni plazmy fosfatovym (PBS
- phosphate-buffered saline) nebo citratovym pufrem [40; 56].

Pfed samotnym stanovenim je doporufovano ponechat lé¢ivo minimalné 30 min
inkubovat ve vybrané matrici (plazma, roztok albuminu), aby se mohla ustanovit
rovnovaha mezi volnou a vazanou frakci 1é¢iva a ziskané vysledky odpovidaly realité

[20].
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V nésledujicim textu jsou detailngji charakterizovany vybrané metody pro stanoveni

vazby lé€iv na proteiny.

Rovnovazna dialyza

Standardni metodou pro stanoveni vaznosti 1éCiv se stala dialyza v rovnovazném stavu
(ED — equilibrium dialysis). Vyuziva dvé cely oddélené¢ semipermeabilni membranou
propoustéjici malé molekuly (1éCivo), ale zadrzujici vysokomolekuldrni latky, tj.
proteiny. Do jedné cely je umistén vzorek plasmy obsahujici navazané 1é¢ivo, do druhé
izotonicky pufr. Celé zafizeni je inkubovano pii 37° C za tiepani, az je dosazeno
rovnovazné koncentrace volné frakce 1é¢iva v obou celach (obrazek 10). Nasledné je
zmeétena koncentrace 1é¢iva v obou celach a vypoctena vaznost [1; 41]. Doba, za kterou
se ustanovi rovnovaha, je zavisla mimo jiné na vlastnostech 1é¢iva a membrany, ale bézné

se pohybuje v rozsahu 4-6 hodin a lze ji mirné zkratit tfepanim.
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Obr. 10 — Schematické znazornéni rovnovazné dialyzy (prevzato [1])

Vyhodou je, Ze méteni probihd v ekvilibriu a poskytuje tedy spolehlivé a piesné vysledky
vaznosti. Casto se proto pouZiva jako srovnavaci metoda. Mezi hlavnimi nevyhodami
jsou zminovany dlouhy ¢as k dosaZeni rovnovahy, nutnost zjistit v pilotnim experimentu,
jaky Cas je pro dosazeni rovnovahy potieba pro konkrétni 1é€ivo a experimentalni
podminky, piestup tekutiny pfes membranu zpisobeny onkotickym tlakem proteinti
(,,volume shift), nespecifickd vazba na stény cely a Donnantv efekt (neschopnost

nabitych ¢astic distribuovat se rovnomérne na obou stranach membrany) [2; 54].

Diky moZznosti provedeni dialyzy v 96jamkovém formatu lze zvysit mnozstvi méfenych

vzorkll a postup automatizovat [1].

Ultrafiltrace

Ultrafiltrace pfedstavuje rychlejsi alternativu k dialyze. Tato metoda je také zaloZena na
prichodu nevéazané frakce 1é¢iva pfes membranu. Plazma obsahujici 1é¢ivo je umisténa
do ultrafiltra¢ni kolonky (obrazek 12) a centrifugovana pii nizkych otackach (pfiblizné

2000x g) [2]. Malé molekuly volné frakce léCiva spolecné s tekutinou prochazeji
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pusobenim odstfedivé sily pfes membranu a tvofi ultrafiltrat, zatimco velké molekuly
proteini (vCetn¢ navazaného 1éciva) zistavaji ve vzorku (obrazek 11). Nasledné je

zjisténa koncentrace 1é¢iva v ultrafiltratu a spocitana vaznost [1].
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Obr. 11 — Schematické znazornéni ultrafiltrace (ptevzato [1])

Aby nedochdzelo k naruseni rovnovahy mezi volnou a véazanou frakei v prubéhu
centrifugace, a tim k ovlivnéni vaznosti, nemél by objem ultrafiltratu ptekrocit 10 %
celkového objemu vzorku. Ze stejného diivodu je potieba zajistit kontrolu pH a teploty

behem ultrafiltrace. [2]

Ultrafiltrace je velmi rozsifenou metodou pouzivanou pro stanoveni vaznosti predev§im
diky své jednoduchosti a rychlosti. Velkymi nevyhodami této metody jsou vSak
riziko nespecifické vazby lé€iv na membranu a povrch kolonky, problémy s citlivosti

stanoveni u vysoce vazanych latek, Donnantiv efekt a pronikdni proteinit membranou [1].

&

Obr. 12 - Komer¢né dostupné ultrafiltracni kolonky - Centifree (Merck Millipore, ptevzato [57]).
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Ultracentrifugace

Metoda vyuziva ptisobeni velmi vysoké odstredivé sily (ptiblizné 500 000 x g) na vzorek
po dlouhou dobu (10 — 24 hodin) bez pouziti membrany. Proteiny s navazanym lé¢ivem
jsou usazeny na dné zkumavky a je stanovena koncentrace 1éCiva v supernatantu, coz
odpovida jeho volné frakci (obrazek 13) [2]. Tato metoda neni ¢asto pouZzivana,
predevsim kvili vysoké cené¢ vybaveni, nizkému poctu analyzovatelnych vzorki
a malému objemu supernatantu [1]. Problémem muze byt 1 sedimentace 1éCiva, ktera se
u menSich molekul miize pohybovat kolem 10 %. Na druhou stranu neni metoda

spojovana s béznymi nezddoucimi efekty membranovych technik zminénych vyse [54].
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Obr. 13 - Schematické znazornéni ultracentrifugace (ptevzato [1])

Afinitni chromatografie

Metoda vyuZziva principu kapalinové chromatografie, kdy zkoumana latka interaguje
s vazebnym mistem proteinu (nejcastéji HSA nebo BSA), ktery je imobilizovan na nosici
a tvofi stacionarni fazi.

Vaznost na proteiny je pak odvozena z retencniho Casu sledovaného 1é¢iva. Vyhodami
jsou krat$i Casy analyz oproti rovnovazné dialyze a ultrafiltraci, vySSi presnost
a opakovatelnost oproti konvenénim metoddm a stabilni a konstantni vazebné chovani
imobilizovaného proteinu, umoznujici provedeni velkych sérii studii vaznosti. Déle
umoziuje provést enantioselektivni stanoveni a rozlisit 1 velmi malé rozdily ve vaznosti
1&Civ [20; 54; 58]. Na druhou stranu je pro tuto metodu kritickym zptsob imobilizace
proteinu na nosic¢, protoze miize ovlivnit vyslednou vazebnou schopnost daného proteinu
napt. denaturaci, nevhodnou orientaci vazebnych mist nebo jejich sterickym branénim.
Prioritou je vybrat takovy zpiisob imobilizace, ktery umozni chovani proteinu podobné
jeho chovani v roztoku. Stejné tak je tfeba ptizplisobit podminky separace, jelikoz
nefyziologické podminky (organické modifikatory, Uprava pH) mohou zménit

konformaci proteinu a ovlivnit tim vaznost. Dllezity je i vyber samotného nosice tak, aby

36



vykazoval co nejniz$i chromatografickou aktivitu, ktera by snizila pfesnost stanoveni [54;

58].

V praxi je proto tato metoda nejCastéji pouzivana pro velké srovnévaci studie vaznosti

a urCeni vaznosti 1é¢iv na specifické proteiny [54].

Mikroextrakce na pevnou fazi

Mikroextrakce na pevnou fazi (SPME) patii mezi alternativni metody pro stanoveni
vaznosti. Metoda je zalozena na extrakci analytu malym mnozstvim sorbentu nanesenym
na pevné opoie (nejcastéji v podobé vldkna) a vyuzivad proporcnosti extrahované¢ho

mnozstvi k volné koncentraci latky (obrazek 14) [16; 59; 40].

Obr. 14 - Schematické znazornéni SPME (pievzato [1])

Vzhledem k omezenému mnoZzstvi analytu, které muze byt na sorbent navazano,
nedochazi k naruseni rovnovahy mezi volnou a vdzanou frakci ustanovenou ve vzorku,
coz je jeden ze zakladnich pfedpokladi pro stanoveni redlnych hodnot vaznosti na
proteiny. Je dokonce doporucovéano, aby se hodnoty vytéZnosti pohybovaly jen kolem

1 -10 % [60; 61; 62; 63].

Vyhodou SPME oproti standardnim metoddm pro stanoveni vaznosti (dialyza,
ultrafiltrace) je nepfitomnost membrany, coz umoznuje pouziti této metody u latek, které
jinak vykazuji vysokou nespecifickou vaznost. Dal§imi vyhodami jsou moZznost pouZiti
malé objemu vzorku, kratky Cas, moznost automatizace a prace ve slozitych matricich

(v€etné plné krve) a minimdlni matricové efekty [63; 40].

Vyuziti metody naopak muize limitovat vazba proteinil ze vzorku na sorbent (oznacovano

jako ,.fouling*), kterd mize ovlivnit stanoveni vaznosti 1éCiva dvéma opacnymi zplsoby:
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1) zpomalenim kinetiky extrakce dojde ke snizeni extrahovaného mnozstvi a naslednému
nadhodnoceni hodnoty vaznosti (zv1asté pokud se pro stanoveni pouziva pre-ekvilibra¢ni
Cast extrak¢ni kiivky); 2) extrakce 1éCiva vdzaného na adsorbované proteiny zvysi
stanovenou hodnotu volné frakce 1éCiva. Prvni zminény efekt 1ze omezit pouzitim delSich
extrakénich Cast, pii kterych kinetika extrakce a extrahované mnozstvi nejsou tak tzce
svazany jako je tomu u velmi kratkych extrakénich ¢ast (obrazek 2) [60]. Adsorbované
mnozstvi proteinll je mozné omezit vyuzitim biokompatibilnich sorbenti nebo ptipadné

optimalizaci SPME postupu [20; 21].

2.5 Analyzované latky

2.5.1 Thiosemikarbazony
Thiosemikarbazony patii mezi vyznamné chelatory zkoumané pro svij
antiproliferativni ucinek jako potencidlni protinddorovéa léciva. Vazbu iontd kovil
(naptiklad Zeleza, médi nebo zinku) umoznuje blizkost siry a dvou dusikd v jejich
molekule (obrézek 15). Tyto latky se dostaly do poptedi z4jmu na zdkladé hypotézy, ze
nadorové buniky potfebuji pro své preziti a replikaci vétS§i mnoZzstvi zeleza a budou tedy

nachylnéjsi k jeho nedostatku [64; 65].

Predpoklada se, ze tyto latky vykazuji komplexni mechanismus G¢inku zahrnujici
inhibici ribonukleotid-reduktazy (enzymu dllezittho pro de mnovo syntézu
deoxyribonukleotidil), tvorbu reaktivnich kyslikovych radikald, zvySeni tvorby proteinu
potlacujictho tvorbu metastdz nebo ovlivnéni apoptotickych a onkogennich
signalizaCnich drah [66; 65; 67; 64; 68]. Dale se zd4, ze diky ovlivnénim aktivity P-
glykoproteinu na lysozomech jsou schopny ptekonat jeden z mechanismi vzniku

rezistence nadort vici 1€¢beé doxorubicinem [69].

Jednou z prvnich studovanych latek byl 3-aminopyridin-2-karbaldehydthiosemikarbazon
(pod obchodnim nazvem Triapine®), ktery vykazoval vysokou Gi¢innost in vitro. Béhem
klinickych  studii se bohuzel vyskytly vazné nezadouci UcCinky vcetné
methemoglobinémie a hypoxie [70; 71]. Jeho neuspéch podnitil vyvoj ucinnéjSich
a selektivnéjSich thiosemikarbazonii, mezi nimiz vynikal pfedev§im Dp44mT (di-2-
pyridylketon-4,4-dimethyl-3-thiosemikarbazon). PiestoZe v in vitro a klinickych studiich
vykazoval vysokou ucinnost proti vicero typim nadorového bujeni, jeho vyuziti taktéz
limituje relativné vysoka toxicita projevujici se vznikem methemoglobinémie a srdecni

fibrozy [70; 65; 72].
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Viud¢éi molekulou druhé generace thiosemikarbazoni se stal di-2-pyridylketon-4-
cyklohexyl-4-methyl-3-thiosemikarbazon (DpC), ktery vstoupil vroce 2016 do
klinického hodnoceni [73]. Pfestoze se strukturné velmi podoba Dp44mT, vykazuje vyssi
ucinnost a podstatné méné nezadoucich uc¢inkl. Navzdory své podobnosti se latky

vyrazné li§i i svymi farmakokinetickymi vlastnostmi [74].

DpC Dp44mT

Obr. 15 — Zastupci latek ze skupiny thiosemikarbazonti — DpC a Dp44mT

2.5.2 Antracykliny
Antracykliny jsou puvodem aminoglykosidova antibiotika izolovand zrodu
Streptomyces, kterd se ale vice pouzivaji pro sviij protinadorovy u¢inek naptiklad pii
1¢6cbé rakoviny prsu a vajecnikli, leukémie, lymfomi, karcinomu Stitné Zlazy nebo
zaludku a sarkomu. V Ceské republice se v klinické praxi pouZivaji doxorubicin,

epirubicin a idarubicin, minimalné pak daunorubicin (obrazek 16) [75; 76].

Spolecné s epipodofylotoxiny (etoposid, mitoxantron) patii mezi topoizomerazové jedy,
jejichz mechanismem ucinku je stabilizace vzniklého kovalentniho komplexu mezi
enzymem topoizomerazou II (TOP II) a DNA, coz pusobi zlomy v DNA a zabranuje tak
jeji tspésné replikaci a naslednému de€leni buiiky [75; 77; 78]. Déle u nich byla popsana
schopnost interkalace plandrniho aglykonu do DNA, ¢imzZ narusuji schopnost jaderné
helikdzy rozpojit dvouSroubovici DNA na jednotlivd vldkna [79], a schopnost
v pfitomnosti formaldehydu vytvafet kovalentni adukty s jednim z vldken DNA (byl
popsan synergicky ucinek pifi kombinaci se sobuzoxanem). [80] Diky pfitomnosti
chinonu v molekule mohou podstoupit jedno- nebo dvouelektronovou redukci
anapomoci vzniku vysoce reaktivnich produktd — radikalt, které poSkozuji okolni
makromolekuly a lipidy v membranach [81]. To vSe nakonec vede k apoptdze bunky.

Zavaznym projevem jejich akutni toxicity limitujicim davku je utlum krvetvorby,

24

kardiotoxicita [75; 82]. Pravé chronické kardiotoxicita, ktera izce souvisi s podanou
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kumulativni ddvkou a miiZze vést az k rozvoji srde¢niho selhani, byla pfedmétem mnoha
studii a bylo navrzeno né€kolik moznych mechanismil jejiho vzniku a v souvislosti s tim

nekolik moznych strategii jeji prevence a 1écby [83; 84].

Jednou zprvnich hypotéz bylo poskozeni DNA zvySenou tvorbou reaktivnich
kyslikovych radikéalti (superoxidového a hydroxylového), vznikajicich elektronovym
pfenosem mezi chinonovou skupinou antracyklinu a molekulou kysliku [85; 86; 83].
V posledni dobé se za hlavni mechanismus vzniku Kkardiotoxicity povaZuje
nekompetitivni inhibice TOP I1, presnéji jeji f-izoformy, kterd se na rozdil od TOP
Mo (jejiz inhibice je odpovédna za antiproliferativni ucinek téchto latek) naléza
v nedélicich se bunkach (vcetné kardiomyocytl) [86; 84]. Dal§imi zmifovanymi
mechanismy jsou naruSeni homeostazy vapniku, dysregulace degradace proteinii nebo

naruseni funkce a poskozeni mitochondrii [86; 83; 84].
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Obr. 16 — Struktury klinicky pouzivanych léc¢iv ze skupiny antracyklinti (daunorubicin, doxorubicin,

epirubicin, a idarubicin) a metabolitu daunorubicinolu



Antracykliny jsou metabolizovany pomoci karbonylreduktdzy za vzniku metaboliti
s alkoholovou skupinou na uhliku C' (doxorubicinol, daunorubicinol — obrazek 16)
[87]. Probéhlo nékolik studii sledujicich metabolizaci, ukladani metabolitti ve tkanich
a jejich podil na projeveni kardiotoxického ucinku, ale jejich zavéry nejsou konzistentni.
Ukazalo se, ze metabolity jsou uklddany v srde¢ni tkéni a nékteré studie poukdzaly na
vys$si potenci doxorubicinolu k poskozeni srdecniho svalu [88; 89]. Na druhou stranu
studie publikované pro daunorubicinol, které ale nejsou ve svych vysledcich jednotné,

neprokazaly vétsi vliv metabolitu na toxicitu [90; 89].

2.53 Bisdioxopiperaziny
Bisdioxopiperaziny byly nejprve studovany pro svij protinadorovy potencial.
Ptedpokladalo se, Ze mechanismem jejich Uc¢inku je chelatace iontl kovi (piedevsim
zeleza) v buiice, jelikoz se v organizmu metabolizuji na chelatujici latky strukturné
podobné kyselin¢ ethylendiamintetraoctové (EDTA). Az v devadesatych letech bylo
objeveno, ze jsou schopny inhibovat savéi DNA topoizomerazu II (TOP II), enzym
zodpovédny za konformaéni zmény DNA béhem jeji replikace [78; 91; 92]. Spole¢né
s dal§imi latkami (merbaron, suramin) jsou fazeny do skupiny katalytickych inhibitori
TOP I1. Na rozdil topoizomerazovych jedi (napf. antracykliny) inhibuji vazbu enzymu
na DNA, ¢imZz omezuji jeho ¢innost a brani buiice v jejim déleni. Jejich uc¢inek je
specificky pro G2/M fazi bunééného cyklu. V urcitych situacich mohou dokonce plisobit

jako antagonisté topoizomerazovych jedt [77; 78; 80].

Pfi nasledném vyzkumu bylo zji§téno, Ze jeden z nich, dexrazoxan (oznacCovany jako
ICRF-187), mé& vyznamng;jsi kardioprotektivni plisobeni nez protinadorovy uc¢inek. Byl
proto zaveden do klinické praxe jako 1é¢ivo chranici pfed rozvojem chronické
kardiotoxicity u pacientl uzivajicich antracykliny a je zatim jedinym klinicky

pouzivanym lé¢ivem v této indikaci [93].

Dalsi vyvoj bisdioxopiperazinti byl zna¢n¢ omezen jejich nizkou rozpustnosti vedouci
k Spatné absorpci z GIT, a tim k nizké biologické dostupnosti. Jednim z feSeni tohoto
problému byla ptiprava novych, vice lipofilnich proléciv, véetn¢ analogi ICRF-154
(1,1°-ethylendi-3,5-dioxopiperazin, obrazek 17) - bis(N'-acyloxymethyl)-derivati. Rada
z nich vykazovala protinddorové ucinky [94]. Jednim z nich je i1 proléCivo sobuzoxan
(bis(N'-isobutyloxykarbonyloxymethyl-2,6-dioxopiperazin), obrazek 17), které je od

roku 1994 registrovanym protinddorovym lé¢ivem v Japonsku napiiklad pro
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1é¢bu lymfomt a T-bunééné leukémie dospélych (ATL) [77]. Mezi jeho hlavni nezadouci

ucinky patii ptisobeni myelosuprese [94; 78].

Prolécivo sobuzoxan je v organizmu prakticky okamzité ptisobenim esteraz premeénéno
na aktivni formu ICRF-154 za uvolnéni formaldehydu a CO; [80]. Vzhledem k jeho
podobnosti s dexrazoxanem se piedpoklada, ze ICRF-154 je dale metabolizovan na
analog s otevienymi bisdioxopiperazinovymi kruhy - 2.2°-{(ethan-1,2-diyl)bis[(2-
amino-2-oxoethyl)imino]}dioctovou kyselinu (EDTA-diamid, obrazek 17), ale zadna
potvrzujici studie nebyla dosud publikovana. ZjednoduSené schéma ptedpokladané

pfemény je znazornéno na obrazku 17.
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Obr. 17 - Zjednodusené schéma piedpokladaného rozkladu sobuzoxanu v organizmu

254 Aroylhydrazony
Aroylhydrazony patii mezi lipofilni chelatory Zeleza vznikajici kondenzaci primarniho
aminu s aldehydem nebo ketonem (Schiffovy baze). Pivodné byly tyto molekuly, v cele
s pyridoxal isonikotinoyl hydrazonem, vyvijeny pro lé¢bu pretizeni organizmu Zelezem
[95] a déle byly provedeny rozsahlé studie jejich antiproliferativniho ucinku [96; 65; 70].
Az pozdégji se ukazalo, Ze jsou schopny chranit buiiky pted poSkozenim riiznymi oxidanty
a pred antracykliny-zpisobenou kardiotoxicitou. [83; 65; 70; 97] Ptedpokladanym

mechanismem jejich protektivniho Gc€inku je sniZeni oxidaéniho stresu chelataci zeleza,
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které by se jinak mohlo ucastnit Fentonovy reakce a tvorby kyslikovych radikalt

poskozujicich bunky [98].

Oproti diive studovanym chelatorim (deferoxamin, deferipron nebo deferasirox) jsou

méng¢ toxické a dobfe tolerované [83].

Mezi novéjsi studované latky s vyssi lipofilitou patii salicylaldehyd isonikotinoyl
hydrazon (SIH, obrazek 18), ktery vykazoval protektivni pisobeni na srde¢nich bunky
proti oxidacnimu poskozeni navozenému peroxidem vodiku a katecholaminy [99; 100;
101] a také vuci kardiotoxicité zptisobené daunorubicinem [102]. Limitaci této latky je
vSak Kkratky biologicky polocas (ti2 = 17 min), ktery je zpisoben rychlou hydrolyzou
hydrazonové vazby v plazmé [103]. Jednd se o vlastnost cel¢ tiidy téchto latek

zpisobenou spojenim izoniazidu s aromatickymi aldehydy [104].

Nase skupina se zabyvala syntézou a zkouméanim novych derivati PIH a pfedevSim SIH,
které by vykazovaly vyssi kardioprotektivni ucinnost, nizkou toxicitu a vyssi stabilitu
proti hydrolyze. Studovan byl vliv obmény na uhliku v tésné blizkosti hydrazonové
vazby v kombinaci se substituci na fenolickém jadie pomoci rtiznych elektronovych
donorti a akceptoril (hydroxyl, nitroskupina, halogeny) nebo jeho zaména za pyridin [ 104;
105]. Zam¢tili jsme se také na pripravu prolééiv (napi. boronylester BSIH) [106]. Dale
byl zkouman vliv umisténi a poctu heteroatomi v hydrazidové ¢asti a moznost jejiho

nahrazeni vét§im aromatickym jadrem (bifenyl, naftyl) [107].

V posledni studii jsme se zamé&fili na syntézu a hodnoceni derivati SIH, u kterych byla
nahrazena salicylaldehydova skupina skupinou 2,6-dihydroxybenzaldehydovou, od
¢ehoz jsme si slibovali vyssi stabilitu vi¢i hydrolyze a zlepseni schopnosti chelatace.

Studované struktury jsou zobrazené na obrazku 18.
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Obr. 18 - Struktury SIH a jeho nové syntetizovanych derivati (1 - 9) doplnéné o pfedpokladané rozkladné
produkty (SA — salicylaldehyd, INH — izoniazid. DHBA — 2,6-dihydroxybenzaldehyd a hydrazidy 2H —

9H)
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3

Cile prace

Tato disertacni prace je rozdeélena do dvou tematickych celkii vénovanych

bioanalytickému hodnoceni potencidlnich protinddorovych a kardioprotektivnich 1é¢iv

s vyuzitim kapalinové chromatografie s hmotnostni nebo spektrometrickou detekci.

Vyvinuté metody byly pouzity pro stanoveni vaznosti 1é¢iva na proteiny, studium osudu

1€¢iv pfti in vitro experimentech a porovnani stability nové syntetizovanych derivatu.

Diléi cile:

1.

Ptipravit SPME vladkna na nekovovém podkladu vhodna pro extrakci DpC
z plazmy
Optimalizovat SPME metodu s ndslednou UHPLC-MS analyzou pro stanoveni

vaznosti na proteiny u DpC

. Vyuzit vyvinutou SPME metodu pro in vitro stanoveni vaznosti DpC na proteiny

v potkani plazmé

Optimalizovat podminky pro UHPLC-MS stanoveni daunorubicinu
a daunorubicinolu v biologickém materidlu

Pouzit UHPLC-MS metodu pro studium osudu daunorubicinu pii inkubaci
s donorem NO - molsidominem, respektive jeho aktivni formou SIN-1 in vitro
Vyvinout a validovat prvni UHPLC-MS metodu pro souc¢asnou analyzu proléciva
sobuzoxanu, jeho aktivni formy ICRF-154 a EDTA-diamidu v biologickém
materialu

Pouzit vyvinutou UHPLC-MS metodu pro analyzu vzorkl z in vitro experimentt
zaméfenych na hodnoceni stability, aktivace a metabolizmu sobuzoxanu
a ICRF-154 v bunééném médiu, srde¢nich buiikéach a krali¢i plazmé

Vyvinout a ¢aste¢né validovat jednoduchou chromatografickou metodu s UV
detekci pro zakladni hodnoceni stability fady novych aroylhydrazonovych

derivata SIH v bunééném mediu
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4  Experimentalni ¢ast — komentar k priloZzenym
publikacim

4.1 Bioanalytické hodnoceni protinadorovych latek

V prvni ¢asti tohoto celku jsme se zaméfili na vyvoj metody pro stanoveni vaznosti na
plazmatické bilkoviny u lé¢iva ze skupiny protinadorové uc¢innych thiosemikarbazont
(Priloha 1). Experimentalni prace s touto skupinou latek probihala ve spolupraci s prof.
Desem R. Richardsonem (Griffith University, Brisbane, Australie) a navazovala na jiz
publikované prace, ve kterych byly stanoveny zakladni farmakokinetické parametry

nékterych latek z této skupiny [74; 67].

DpC byl v dobé provadeéni téchto experimentt ,,viid¢i molekulou® protinadorovych 1éciv
ze skupiny thiosemikarbazonti a v roce 2016 vstoupil do prvni faze klinického hodnoceni
[73]. V ramci preklinickych experimenti byly stanoveny zakladni farmakokinetické
parametry po podani DpC potkanim [74]. Nicméné mira, jakou se DpC véaze na
plazmatické proteiny, dosud hodnocena nebyla. Proto jsme se v navaznosti na tyto

pfedchozi experimenty zamétili na moznosti stanoveni této diilezité charakteristiky.

Z analytického pohledu je DpC velmi problematicky analyt, a to hned z né¢kolika divodi.
Prvnim komplikaci je jeho schopnost se nespecificky vazat na membrany (vcetné
PVDF a PTFE filtrii pouzivanych pro filtraci extrakt pted analyzou), coz znesnadiuje
pouziti standardnich membranovych technik pro stanoveni PPB jako jsou dialyza
a ultrafiltrace. Druhym divodem je jeho schopnost chelatace ionti, coZ je problematické
jak pti Upravé vzorkil pred analyzou, tak pii vlastni chromatografické analyze, protoze

vede k vyraznému snizeni citlivosti a opakovatelnosti stanoveni.

Pii pilotnich experimentech s ultrafiltraci (kolonky Centifree s membranou
z regenerované celulozy, Millipore, USA) jsme zjistili, Ze nespecifickd vazba DpC na
membranu vyznamné komplikuje stanoveni PPB touto technikou. Pfi testovanych
koncentracich 500 a 1000 ng/ml (blizkych plazmatickym koncentracim dosazenym po
i.v. podani DpC potkanovi) byla zjiSténa nespecifickd vaznost latky vice nez 50 %. Pti
koncentraci 100 ng/ml (ptiblizn€ ocekdvana volna frakce v plazmé) se pak blizila 100 %.
Tento jev se ndm nepodafilo omezit ani pouzitim surfaktanti (napt. benzalkonium-
chloridu a 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonio]-1-propansulfonatu - CHAPS),
jejichz aplikace se bézné v téchto ptipadech doporucuje [108; 109].
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Pro stanoveni volné frakce DpC v plazmé, jejiz uréeni je zakladnim ptfedpokladem pro
vypocet vaznosti na proteiny, jsme se tedy rozhodli vyzkouset mikroextrakci na pevnou
fazi (SPME). Jedné se o metodu, kterd nevyuziva pro separaci volné a vazané frakce

latky membranu, a tudiz jsme predpokladali, Zze by mohla byt pro tento tcel vhodna.

Pro analyzu vzorkt po extrakci jsme modifikovali UHPLC-MS/MS metodu pro stanoveni
DpC a jeho metabolitli v plazmé, kterd byla jiz dfive publikovéna nasi skupinou [74].
Kolona a slozky mobilni faze zistaly stejné, ale gradientova eluce byla vystiidana
1zokratickou analyzou. Dalsi zménou byla vymeéna vnitiniho standardu - strukturni analog
byl nahrazen izotopicky znac¢enym DpC — DpC-d4. VSechny tyto zmény umoznily

zkraceni metody na 2 min, coz vyrazné urychlilo analyzu vzorkd po SPME extrakci.

Komeréné dostupna vldkna pro SPME maji sorbent naneseny na kovovy nosi¢, coZ neni
s ohledem na chelata¢ni vlastnosti DpC vhodné. Proto jsme se rozhodli pro ptipravu
vlastniho vlakna, pro které jsme jako nosi¢ pouzili nebarveny silikonovy vlasec. Ten
poskytl snadnou manipulaci, nizkou cenu a zaroven dostate¢nou mechanickou
a chemickou odolnost. Jako sorbent byl pouzit C18-modifikovany silikagel o velikosti
¢astic 50 um béZné pouzivany pii SPE extrakcich (Discovery DSC-18, Sigma-Aldrich,

Némecko).

Zdrsnény konec vlasce byl pokryt tenkym filmem polydimethylsiloxanu (PDMS), na
ktery byl nasledné nanesen C18 sorbent. VIdkno bylo zahtato na 50 °C, coZ urychlilo
polymerizaci PDMS a zajistilo tak uchyceni sorbentu na vlakné. Timto jednoduchym
manualnim postupem jsme piipravili vlakna o riznych délkéch naneseného sorbentu (0,5
a 1 cm) a poctu vrstev (1 - 3). Jako nejvyhodnéjsi se nam jevila kombinace délky 1 cm
a 2 vrstev sorbentu, ktera zachovala relativné nizkou extrakéni vytéZnost a umoZiiovala
manudlni pfipravu s pfijatelnou opakovatelnosti a homogennim rozmisténim sorbentu.
Na nasledujicim obrazku je pro ilustraci fotografie komeréné dostupného SPME vlakna
(SPME LC Probe - Supelco, obrazek 19 a/) a manualné ptipraveného v nasi laboratofi

(obrazek 19 b/).

a/ b/

Obr. 19 - Porovnani komer¢né dostupného SPME vlakna (a/) a manualné pfipraveného v nasi laboratofi
(b)
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Optimalni doba extrakce DpC na sorbent vldkna a néasledné desorpce byly vybrany na
zaklad¢ stanoveni casovych profili s pouzitim PBS pufru. Pro urceni zakladnich
parametrii extrakce a ovéteni opakovatelnosti ptipravy vlakna bylo mozné pro urychleni
pouzit ¢as extrakce 30 min. AvSak pii vlastnim stanoveni vaznosti bylo nutno extrahovat
vzorek po dobu 24 h, abychom pracovali v rovnovazné fazi extrakéni kiivky. Toto je
jeden ze zakladnich ptfedpokladli pro vyuziti postupu a vypoctl pro stanoveni volné
frakce prezentovanych v literatuie [40]. Porovnanim profilt extrakce (desorpce) v PBS,
potkani plazmé a roztoku BSA jsme vyloucili vliv plazmatickych proteinti na kinetiku

extrakce (desorpce).

Vzhledem k chelata¢nim vlastnostem DpC byl pfi kondicionaci vldkna mezi extrakcemi
1 jeho oplachu pro odstranéni organického rozpoustédla nebo matrice z jeho povrchu
vyuzivan roztok K>EDTA. Optimalizované podminky, za kterych byla extrakce

provadéna, jsou uvedeny v tabulce 1.

Objem Tiepani Teplota

Krok Trvani Matrice
(ml) (rpm) (§(®)
Kondicionace; EDTA" (500 uM) / ACN (1:1, vv);
30 min/10 s . 1 800 RT
Oplach nasledovano EDTA™ (100 uM)

Extrakce 24 hod BSA nebo plazma 0,2 0 37
Oplach 10s EDTA* (100 uM) 1 800 RT
Desorpce 30 min ACN s IS 0,1 800 RT

* Vodny roztok EDTA
ACN - acetonitril; RT — laboratorni teplota; BSA — roztok hovéziho sérového albuminu; IS — vnitini
standard

Tabulka 1 — Optimalizované podminky extrakce DpC pro stanoveni PPB z roztoku BSA a plazmy

Pro optimalizovany postup extrakce byla hodnocena linearita v rozsahu relevantnim pro
nasledné stanoveni volné frakce DpC v plazmé. Opakovatelnost extrakce byla ovéfena

pro oba extrakéni ¢asy (30 min i 24 hod).

PrestoZe neni stanoven pfesny limit pro maximalni vytéZnost u SPME metody pouZivané
pro stanoveni vaznosti na proteiny, vétSina autorti se shodne na tom, ze extrahované
mnoZstvi ma byt co nejnizsi, aby byla pfi extrakci co nejméné ovlivnéna rovnovaha
mezi vazanou a nevazanou frakci lé¢iva. Nejcaste&ji jsou jako vhodné navrhovany hodnoty

A4

vytéznosti do 10 % [61; 110; 62]. V ptipadé, ze je extrahovano vyS§i mnozstvi analytu,
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je doporucovano extrakci provadét v rovnovazné Casti extrakéni kiivky za pouziti delsich
extrakénich Casti [60]. I pfes to je potieba pfipustit, ze ur€itou limitaci vyuziti ndmi
pfipravenych vlaken pro stanoveni PPB u DpC je vytéznost 16,5 %. Pro dosaZeni niZsi
vytéznosti by bylo vhodné vyzkouset ptipravu vlaken s mensim objemem sorbentu.
V tomto piipad¢ by vSak byla manudlni ptiprava vldkna velmi slozitd, protoze by bylo
problematické rovnomérné nanést souvislou vrstvu sorbentu. Manudlni pfiprava by tak

musela byt pravdépodobné nahrazena automatizovanym zptisobem [111].

Jednou z hlavnich limitaci pouziti SPME pro stanoveni PPB je schopnost proteini
z matrice ulpivat na sorbentu (tzv. ,jfouling*) [20]. Pro kvantifikaci proteinu
navazané¢ho na sorbent po extrakci z roztoku BSA (600 uM) a z plazmy jsme vyuzili
bicinchoninovou metodu (BCA metodu). Zjistili jsme, ze pii pouZziti naseho
optimalizovaného postupu extrakce je na vldkno navazano 7-10 pmol proteind. Nicméné
vzhledem k tomu, Ze obsazenost vazebnych mist na proteinu byva nizsi nez 10 %
(obvykle dokonce nizsi nez 0,1 %) [20], vysledny vliv na stanoveni vaznosti by se
v nasem piipadé¢ pohyboval maximalné¢ okolo 1 %. Kromé toho jsme na rozdil od
nékterych jinych vyzkumnych skupin [20; 112] béhem naSich experimentl na vldknech
nepozorovali zadnou viditelnou vrstvu proteini ani po opakované expozici trvajici

24 hod.

Po kompletni optimalizaci postupu SPME extrakce jsme vyuzili ndmi pfipravend vladkna
pro vlastni experiment. Vaznost DpC na plazmatické proteiny byla stanovena in vitro ve
2 koncentracich (1 000 ng/ml a 500 ng/ml), které se izce vazi k farmakokinetice DpC po
podani potkanim (2 mg/kg, i.v.) [74]. Pro vypocet vaznosti jsme vyuzili metodiku
popsanou Musteatou a Pawliszynem [40]. Zjistili jsme, Ze se DpC vaze pomérné
vysokou mérou, jelikoZ hodnoty vaznosti byly v rozmezi 88 -90 %. I kdyZ nebyla
vaznost DpC dosud stanovena a neni tedy mozné pfimo porovnat ndmi zjisténé hodnoty
s referennim stanovenim, vysokd vaznost na plazmatické proteiny byla zjiSténa také

u strukturné podobného thiosemikarbazonu (Dp44mT) [67].

V dal$i casti této sekce experimentdlni prace jsme se zabyvali UHPLC-MS/MS
analyzou antracyklinového cytostatika daunorubicinu s cilem sledovat jeho osud pii
in vitro inkubacich. Tato prace byla soucésti komplexni studie, zaméfené na studium

moznosti kardioprotektivniho ptsobeni donorti oxidu dusnatého (NO) na modelu
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chronické antracyklinové kardiotoxicity (PFiloha 2). Studie byla provedena ve spolupraci
s pracovniky Ustavu farmakologie (LF UK, doc. Stérba) a pracovni skupiny
prof. Siménka (FaF UK). Hlavnim cilem byla snaha objasnit mechanismus potencialniho
kardioprotektivniho ptisobeni molsidominu, respektive jeho aktivniho metabolitu

morfolinosydnoniminu SIN-1.

Molsidomin je derivat sydnoniminu, ktery uvolnénim NO v hladké svaloving stény cév
zpusobi jeji relaxaci vedouci k vasodilataci. Jaternimi esterazami je pfeménén na aktivni
metabolit SIN-1, ktery je schopen NO uvolnit pfimo pomoci spontdnni chemické
degradace, ¢imz se lisi od ostatnich NO-donori, které k uvolnéni NO potiebuji enzymy

[75; 113; 114; 115].

In vitro experimenty byly zaméfené na studium protektivniho potencidlu
molsidominu/SIN-1 na modelu chronické antracyklinové toxicity na bunécné linii
kardiomyoblasti (H9c2) a izolovanych potkanich primarnich neonatalnich
kardiomyocytech (NVCM - neonatal ventricular rat cardiomyocytes). V priabéhu téchto
experimentl vSak bylo odhaleno pomérné ptekvapivé zjisténi, Zze pri pouziti vysSich
koncentraci SIN-1 (=100 pM) dochazelo ke ztraté cytotoxicity antracyklina pri
inkubaci se srdenimi i niadorovymi burikami. Proto bylo ukolem na$i skupiny
vyvinout analytickou metodu, ktera by umoznila zjistit osud DAU b&hem téchto in vitro

experimentll.

Zamétili jsme se na vyvoj metody pro soucasné stanoveni DAU a jeho metabolitu
daunorubicinolu (DOL), ktery byva v nckterych studiich spojovan pravé s rozvojem
antracykliny navozené kardiotoxicity [116; 90]. Stanoveni koncentrace molsidominu ani

jeho aktivniho metabolitu (SIN-1) pfedmétem vyvijené analytické metody nebylo.

Pii vyvoji metody jsme mohli vychdzet z fady jiz diive publikovanych metod pro
stanoveni antracyklinli a jejich metabolitd [117; 118; 119; 120; 121; 122; 123]
a prizpisobit poznatky nasim podminkdm a vybaveni. Autofi publikovanych praci
pouzivaji nejriiznéjsi reverzni stacionarni faze. Velmi Siroké je 1 spektrum pouzitych
detektor) az po vyuziti kombinace fotosenzitivni reakce a chemiluminiscencni detekce.
Metody se lisi také pouzitymi extrakénimi technikami (napf. precipitace, extrakce

z kapaliny do kapaliny, extrakce na pevnou fazi a jejich kombinace).
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Vzhledem k tomu, Ze bylo potieba pfipravit analytickou metodu pro analyzu vzorkt
v kratkém case, byl proveden pouze rychly screening ruznych chromatografickych
podminek na zaklad¢ publikovanych metod. Optimalni separace bylo dosazeno na kolon¢
Kinetex C18 100A (100%2,1 mm, 1,7 um, Phenomenex, USA) za pouziti 0,02% kyseliny
mravenci (A) a smési acetonitrilu a 0,2% kyseliny mravenéi (9:1, v/v) (B) jako mobilni
faze. S vyuzitim gradientové eluce (30 -70 % B) byla vyvinuta 2,5minutovd metoda,
s jejiz pomoci bylo mozné analyzovat vzorky srde¢nich bun¢k (H9¢2) a bunécného média
pouzivané¢ho pii inkubacich (DMEM). Analyza vzorkli probihala pomoci UHPLC
s hmotnostni detekci (trojity kvadrupdl — Shimadzu, Japonsko) za pouziti ionizace
elektrosprejem v pozitivnim modu. Vyuziti SRM modu ndm poskytlo dostateCnou
selektivitu a citlivost pro stanoveni. Pro pilotni stanoveni koncentraci DAU a DOL
v bunééném médiu a uvniti srdecnich bun€k nebyl pii analyze vyuzit vnitini standard.
V navaznosti na tato stanoveni byla metoda dale modifikovana pro analyzu obou latek
vplazm¢ a zde byl jako wvnitfni standard pouzit idarubicin (IDA). Ukazkovy

chromatogram je uveden na obrazku 20.

Pii vybéru tUpravy vzorkd pted analyzou jsme na zdklad€ pldnovaného pouziti
upiednostnili piedev§im rychlost. Pro Gpravu vzorkli bunééného média a pufrii jsme
zvolili jednoduché zfedéni methanolem v poméru 1:9. Natedéné vzorky byly ihned
analyzovany. Pro zjiSténi koncentrace DAU a DOL uvniti bun€k byly vzorky kratce
sonifikovany v ultrazvukové 1azni v pfitomnosti methanolu (pfidano 300 pl na vzorek),
centrifugovany a oddé¢leny supernatant byl pfed analyzou jesté zfiltrovan. Odebrany
vzorek krali¢i plazmy byl precipitovan ledovym methanolem (pomeér 1:3), centrifugovan

a oddé¢leny supernatant byl pted analyzou zfiltrovan.

Pied pouzitim byla metoda &aste¢né validovana dle smérnice amerického Utadu pro
kontrolu potravin a 1€kt (FDA — Food and Drug Administration) [124] z hlediska ovéteni
linearity (0,05 — 1,5 uM), pfesnosti a preciznosti. Nebyl pozorovan vyznamny vliv slozek

matrice na signal zkoumanych latek.
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Obr. 20 - Ukazkovy chromatogram analyzy DAU (Eervend), DOL (modrd) a vnitiniho standardu IDA
(zelend) v plazmé (standard o koncentraci 0,6 M)

Déale bylo ovéieno, ze pro analyzu vzork z dalSich relevantnich matric — plazmy a PBS
a ADS pufrl neni potieba Zadna iprava separacnich podminek. Takto pfipravena metoda

byla pouZita pro analyzu vzorkt z in vitro experimentil.

Srdecni buniky byly inkubovany s DAU v klinicky relevantni koncentraci (1,2 uM) za
pritomnosti SIN-1 (100 uM) a bez néj. Na zacatku experimentu, po 3 hodinach a na konci
byly zjistovany koncentrace DAU a jeho metabolitu DOL uvniti bun¢k a v bunééném

médiu (DMEM).

Nésledné byl pro srovnani proveden experiment za stejnych podminek, jen v Sir§im
rozmezi koncentraci SIN-1 v bunééném médiu (DMEM) bez ptitomnosti H9¢2 bunék
av PBS a ADS pufru. Vysledky byly porovnany se soucasné zjiSténou stabilitou DAU
v krali¢i plazmé in vitro.

Po inkubaci DAU v samotném buné&¢ném médiu (bez H9c2 bunék) byl pozorovan pouze
nepatrny pokles koncentrace DAU, ktery byl srovnatelny s rozkladem pozorovanym po
pfidani SIN-1 v nizkych koncentracich (0,001-0,1 pM). Naopak pii pouziti 100uM
koncentrace SIN-1 doslo k rychlému poklesu koncentraci DAU. V pfitomnosti H9¢2
bunck dochézelo ke zrychleni rozkladu DAU v médiu (na 50 % za 24 hodin) v porovnani
s médiem bez bun€k, coz bylo doprovazeno naristem mnozstvi metabolitu DOL. Pokles
koncentraci DAU v médiu (v pfitomnosti H9c2) byl vSak déale vyznamné urychlen
pfidavkem 100uM SIN-1 (pokles aZ 0 99 % béhem nékolika hodin). Piekvapivé v tomto

pfipadé nebyl v médiu detekovan metabolit DOL, coZ naznacuje, Ze ubytek DAU
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v ptitomnosti SIN-1 neni zptisoben jeho zvySenou metabolickou pfeménou. Uvnitf H9c2
bun¢k byly v pfitomnosti 100uM SIN-1 stanoveny podstatné niz$i intracelularni

koncentrace DAU 1 DOL v porovnani se situaci bez této latky.

Vysledky naSich analyz tedy odhalily, ze SIN-1 ve vysSich koncentracich urychluje
rozklad DAU a tento jev s nejveétsi pravdépodobnosti stoji za neocekdvané nizkou
cytotoxicitou antracyklinu pfi inkubacich srde¢nich i nddorovych bunck s vysSimi
koncentracemi SIN-1. Tento jev nebyl do této chvile v literatuie popsan. SoucCasné ale
nebyl pozorovan vznik metabolitu daunorubicinolu, jako tomu bylo v experimentu za
nepiitomnosti SIN-1. Na zdkladé porovnani profilu koncentraci DAU po inkubaci
v DMEM médiu a pufrech o stejném pH (ADS, PBS) jsme dosli k zadvéru, Ze pro katalyzu
»rozkladu“ DAU je nutna pritomnost nékteré z komponent bunééného média.
V jejim presném ur€eni jsme uz dale nepokracovali. Pfi inkubacich DAU v plazmé& nebyl
pozorovan vyrazny pokles DAU ani v pritomnosti SIN-1, coz naznacuje, ze by k nému
neme¢lo dochazet ani v systémové cirkulaci pfi in vivo experimentu, ktery probihal

u kralika.

V tomto tematickém celku jsme se zabyvali UHPLC-MS/MS analyzou 2 rtznych
protinadorovych latek v rizném biologickém materialu. V obou piipadech jsme ptispéli

k ziskani novych informaci dileZzitych pro jejich dalsi vyzkum.

Ptipravili jsme nové vldkno pro SPME extrakci thiosemikarbazonu DpC a ziskali prvni
data o vazbé tohoto nové vyvijeného léciva na plazmatické proteiny. Dale jsme pouZili
moderni analytickou metodu pro objasnéni osudu antracyklinu DAU pfi in vitro
experimentech, coz vyznamn& pfispélo ke studiu mechanismu moZného

cytoprotektivniho piisobeni molsidominu na modelu chronické antracyklinové toxicity.
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4.2 Bioanalytické hodnoceni novych latek s kardioprotektivnim

potencidlem

Sobuzoxan (MST-16) patii mezi protinadorova lé¢iva klinicky pouzivana k 1écbé
hematologickych malignit [77; 125]. Jde o prolécivo, které bylo pfipraveno pro zlepSeni
absorpce bisdioxopiperazinu ICRF-154 z GIT po peroralnim podani a zvySeni jeho
biologické dostupnosti. Svym mechanismem uc¢inku se fadi mezi katalytické inhibitory
TOP II. Sobuzoxan je v organizmu metabolizovan hydrolyzou esterové vazby na
hydroxymethyl-derivat ICRF-154, z néhoz vznikd za uvolnéni formaldehydu aktivni
forma ICRF-154 [80; 94]. Na zaklad¢ strukturni podobnosti s dexrazoxanem lze
predpokladat, Zze ICRF-154 nésledné podléha hydrolyze, pti niz dochazi k otevieni obou
cykli a ktvorbé chelatujiciho metabolitu podobného EDTA, oznacované¢ho jako
EDTA-diamid. [126]

Vzhledem k strukturni podobnosti ICRF-154 a dexrazoxanu se tato latka a jeji
prolécivo jevi jako perspektivni pro studium potencidlniho protektivniho u€inku viici
chronické antracyklinové Kkardiotoxicité€. Dulezitou soucasti hodnoceni jejich
protektivniho pisobeni je ziskani informaci o aktivaci proléCiva a jeho dalSim

metabolizmu za relevantnich podminek pro toto studium.

PiestoZe je sobuzoxan registrovanym lé¢ivem v Japonsku [78], v dostupné literatuie
nebyla popsana Zadnd moderni analytickd metoda, kterd by umoznila jej hodnotit
spoleéné¢ s ICFR-154 a EDTA-diamidem v biologickém materidlu, coz vyznamné
komplikuje jeho dalsi vyzkum. Jedinou do té doby publikovanou metodou byla

HPLC-UV analyza samotné¢ho ICRF-154 v plazmé po podéani sobuzoxanu mySim [94].

Cilem nasi prace bylo vyvinout a validovat prvni UHPLC-MS/MS metodu pro sou¢asnou
analyzu proléciva (sobuzoxan), aktivni formy (ICFR-154) a metabolitu (EDTA-diamid)
v ruznych biologickych materidlech (bunééné médium - DMEM, pufr, srde¢ni
buniky - NVCM a plazma). Optimalizovanad metoda méla nasledné nalézt vyuziti pii in
vitro studii bioaktivace/metabolizmu sobuzoxanu v téchto matricich v podminkach

relevantnich pro studium kardioprotektivniho ptasobeni (Priloha 3).

Jednou z prvnich ptekazek vyvoje spolecné chromatografické metody pro vsSechny
3 latky je jejich velmi odliSna lipofilita, od lipofilniho prolé¢iva az po velmi polarni
otevieny metabolit, coz pfi vyuziti tradi€nich C18 sorbentli vyzaduje velmi dlouhé

analyzy. Pfi vyvoji metody jsme mohli vychazet z dosavadnich zkuSenosti nasi skupiny
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s analyzou bisdioxopiperazinovych derivati (dexrazoxan, JR-311) a jejich otevienych
metaboliti (ADR-925, JR-H2) [127; 128; 129]. V téchto ptipadech se ndm sice podaftilo
vyvinout metody vhodné pro analyzu vzorkl z biologickych matric, ale doba analyzy

dosahovala 20-30 min, a to i1 bez pfitomnosti lipofilniho proléciva ve vzorcich.

Obzvlasteé obtiznym analytem se ukdzal byt EDTA-diamid, ktery je jen malo zadrzovan
na reverzni stacionarni féazi, chelatuje stopovd mnozstvi iontl (zejména zeleza)
v chromatografickém systému a v ptfitomnosti i malého mnozstvi kyseliny mravenci
v mobilni fazi dochéazi k vyznamné supresi signdlu MS detektoru. Tyto vlastnosti pak

negativné ovliviiuji tvar piku, opakovatelnost a citlivost analyzy.

Prestoze se nam dfive osvéd¢ilo vyuziti HILIC pro zvySeni retence polarnich
analytli [129], v ptipad¢, kdy potfebujeme soucasné analyzovat i lipofilni prolécivo, neni

tento pfistup pouzitelny.

Pro testovani jsme si nakonec zvolili stacionarni fazi na bézi grafitického uhliku
(Hypercarb) a reverzni faze upravené tak, aby interagovaly 1 s polarnimi analyty (Synergi
Polar, Zorbax SB-Aq). Pfi pouZiti stacionarni faze na bazi grafitického uhliku se sice
zvysila retence EDTA-diamidu, ale soucasné¢ byl siln¢ zadrZzovan i sobuzoxan, a to i pii
vyuziti gradientové eluce a vysokého podilu organickych rozpoustédel v mobilni fazi.
Nakonec byla vybrana kolona Zorbax SB-Aq, jez poskytovala mirn¢€ lepsi tvaru piku pro
sobuzoxan a byla komer¢né dostupnd i s ¢asticemi o velikosti <2 pm, coZ ndm umoZnilo

vyuzit vSech piednosti UHPLC analyzy.

Se schopnosti chelatace u analyzovanych latek se naSe skupina potykala jiz diive a feSila
je riznymi ptistupy [74; 128; 130]. V tomto piipad¢ byl chromatograficky systém promyt
smési 2mM EDTA a acetonitrilu v poméru 90:10 (v:v) pfed prvni analyzou. Promyti
kolony EDTA bylo nutné opakovat po vét§Sim mnoZzstvi provedenych analyz nebo pti delsi

pfestavce v méfeni.

Pro zvysSeni citlivosti LC-MS stanoveni jiz bylo v literatufe popsdno nasobné pouziti
jediného SRM piechodu pro kvantifikaci [131; 132]. VyuzZiva se ptedpokladu, Ze odezva
pro analyt je pii opakovaném méfeni konstantni, ale Sum je nahodny. Soucet
opakovaného SRM piechodu tedy zvysi odezvu pro analyt, zatimco signal Sumu se
nezvysi [133]. Tento pfistup se osvédcil 1 v nasi praci, kdy jsme zaznamenali pfi pouZiti

tohoto postupu zvyseni citlivosti pro analyzované latky (cca 2x).
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Vzhledem k rozdilné polarité analytli a nedostupnosti izotopicky znacenych vnitinich
standardii byly vybrany 3 vnitini standardy, které byly strukturné¢ podobné jednotlivym

analytam.

Vzhledem k tomu, ze se da predpokladat, ze se sobuzoxan bude v biologickych matricich
rychle rozkladat, uptednostnili jsme rychlou ipravu vzorku pfed analyzou. Pro bunééné
médium a pufr jsme zvolili nafedéni vzorku smési methanol : voda (20:80, v/v), pro
analyzu sobuzoxanu byl vzorek jesté okyselen kyselinou mravenci pro zlepSeni stability
proléciva. V ptipadé vzorkl srde¢nich bunck a plazmy byla pouZita precipitace proteint

ledovym methanolem.

Optimalizovana metoda byla néasledné validovana dle kritérii Evropské 1€kové agentury
(EMA) [134]. Byla posuzovana selektivita, linearita, pfesnost, preciznost, matricové
efekty pro jednotlivé analyty a post-preparativni stabilita vzorkd pfi uchovavani

v autosampleru (15 °C).

Vyvinuta metoda byla pouzita pro stanoveni koncentraci analyti ve vzorcich z in vitro
experimentll zaméfenych na studium chemické stability, aktivace a metabolizmu
sobuzoxanu a ICRF-154 a dile pro studium penetrace sobuzoxanu do NVCM bunck

a jeho intracelularni aktivace a metabolizmu.

Analyzou vzorkt jsme zjistili ze: 1/ pti inkubaci sobuzoxanu v DMEM a pufru dochazi
k pozvolnému rozkladu sobuzoxanu za vzniku malého mnozstvi EDTA-diamidu;
2/ aktivace sobuzoxanu neni urychlovana slozkami média; 3/ sobuzoxan rychle pronika
do srde¢nich bunék a je zde aktivovan na ICRF-154, a ten dale na EDTA-diamid,
4/ srde¢ni bunky neurychluji aktivaci sobuzoxanu v DMEM; jde tedy spiSe o chemicky
rozklad neZ metabolizmus; 5/ v plazmé dochazi k velmi rychlé aktivaci a nasledné

preméné na EDTA-diamid.

Zjistili jsme, Ze stanovené mnozstvi ICRF-154 a EDTA-diamidu (pfedevSim pfi
inkubacich sobuzoxanu v DMEM a pufru a v plazmé v prvnich minutach experimentu)
neni ekvimolarné proporcionalni k ubytku proléciva. Tento jev by bylo mozné vysvétlit
pfitomnosti dalSich rozkladnych produktii, analogicky jako je tomu u dexrazoxanu.
Zadny znich se ndam ale nepodafilo pouZitou metodou detekovat. Dal§im moznym
vysvétlenim by mohla byt nizka rozpustnost vzniklého ICRF-154 zejména ve vodnych

roztocich.
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Vedle analogii dexrazoxanu se nase skupina zabyva také studiem kardioprotektivniho
ucinku fady dalSich strukturné odlisnych latek, véetné aroylhydrazoni. Jednou ze
starSich studovanych latek byl salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH), jehoz
kardioprotektivni piisobeni bylo prokazano v nékolika in vitro studiich s nejriiznéjSimi
pro-oxidativnimi latkami [135; 100; 136] a v in vitro a in vivo experimentech na modelu
chronické antracykliny-indukované kardiotoxicity [102]. Nevyhodou limitujici jeho dalsi
vyvoj je vSak velmi kratky biologicky polocas, ktery je zptsoben rychlou hydrolyzou
hydrazonové vazby v biologickém materialu [103]. Jiz v minulosti byly cilenou obménou
struktury pfipraveny rizné série derivati a byla testovana jejich cytoprotektivni

1 antiproliferativni aktivita a také stabilita v plasmé in vitro [103; 106; 104; 107; 105].

V navaznosti na pfedchozi vyzkum jsme se v nasi dalSi praci zaméfili na skupinu
strukturnich derivatii SIH, u kterych byla nahrazena salicylaldehydova skupina
skupinou 2,6-dihydroxybenzaldehydovou (Priloha 4). Predpokladali jsme, Ze by
derivaty mohly diky této strukturni obméné vykazovat vyssi stabilitu vaci hydrolyze.

Chemicka struktura derivati je uvedena na obrazku 21.
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Obr. 21 - Struktury SIH a jeho nové syntetizovanych derivati (1 - 9) doplnéné o predpokladané rozkladné

produkty (SA — salicylaldehyd, INH — izoniazid. DHBA — 2,6-dihydroxybenzaldehyd a hydrazidy 2H — 9H

Tato prace byla soucasti studie, kterd prob¢hla v ramci spoluprace mezi skupinami
doc. Roha (Katedra organické a bioorganické chemie) a prof. Simiinka (Katedra

biochemickych véd) v ramci které byla popsana syntéza, byly charakterizovany nové
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derivaty SIH a byly studovany jejich vybrané biologické vlastnosti. Ukolem nasi skupiny
bylo vyvinout jednoduchou chromatografickou metodu s UV detekci vhodnou pro
porovnani stability studovanych latek béhem experimentu napodobujiciho

podminky pri inkubaci s kardiomyocyty in vitro.

Cilem bylo dosahnout co nejjednodussich a pokud mozno co jen nejvice univerzalnich
podminek, za kterych by bylo mozno separovat vSechny zkoumané latky (SIH, derivaty
1 —9) od slozek matrice a jejich piredpokladanych rozkladnych produkti (SA, DHBA,
INH a hydrazidd 2H az 9H, obrazek 21). Takové podminky by pak umoznili rychlé
testovani stability vSech uvedenych derivati SIH bez nutnosti delSiho ustalovani mobilni

faze mezi analyzami jednotlivych vzorki.

Vyvoj metody vychazel z predchozich zkuSenosti nasi skupiny s analyzou SIH a jeho
derivatt [104; 103; 105; 107]. Pro vyslednou analyzu byla vybrana kolona Ascentis C18
(100 x 3 mm, 3 um, Supelco) v kombinaci s mobilni fazi tvofenou smisenim slozky A
(smés SmM dihydrogenfosforecnanu sodného s ImM vodnym roztokem EDTA) a slozky
B (methanol) v riznych pomérech (v/v). Postacovalo vyuziti izokratické eluce. Vysledna

doba analyzy se pohybovala mezi 6 — 10,5 minutami.

Vysledkem byly 3 metody s rozdilnou koncentraci methanolu v mobilni fazi — 50 % pro
analyzu SIH, SA a DHBA, 60 % pro nesubstituované derivaty (1, 2, 3 a 8) a 65 % pro
monosubstituované derivaty (4, 5, 6, 7) a cyklohexylderivat (9). Pro detekci bylo vyuzito
DAD detektoru a béhem analyzy bylo proméfeno celé spektrum v rozsahu 190 — 360 nm.
Pfi nasledném vyhodnoceni byly extrahovany chromatogramy pti vinové délce maxima
jednotlivych analyzovanych latek, a také pii vlnové délce 254 nm. Pro kvantitativni
stanoveni byla pro kazdou latku pouZita odezva pii vinové délce maxima. Optimalizované

podminky jsou uvedené v tabulce 2 a vzorové chromatogramy na obrazku 22.
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obsah MeOH

Latka v MF (%) RT (min) Amax (M)
SIH 50 9,4 288
DHBA 50 7.4 376
1 60 3,8 317
2 60 3,7 313
3 60 5,9 313
4 65 6,0 313
5 65 7,9 315
6 65 8,0 314
7 65 8,9 314
8 60 3.8 323
9 65 7,7 302

MF — mobilni faze; RT — retencni ¢as; Amax — vInova délka maxima absorpce

Tabulka 2 Optimalizované podminky pro analyzu SIH, DHBA a zkoumanych derivatt 1-9

Vzhledem k potfebé velmi rychlého zpracovani odebranych vzorkt byla k upraveé vzorkt
bunééného média (DMEM) s pfidanym proteinem (BSA; 4,7 mg/ml) pouZita precipitace
ledovym methanolem (v poméru 1:3, v/v). Pro tpravu samotného DMEM bez ptidaného
proteinu (pouzivaného jako kontrola) bylo vyuZzito jednoduchého tedéni (v poméru 1:1,
v/v) stejnym rozpousStédlem. Vzorky byly po odebrani a upravé ihned analyzovany.
Piestoze byla metoda primdrné vyvijena za Ucelem zékladniho zhodnoceni stability
zkoumanych latek pouze na zéklad€ porovnani ubytku jejich koncentrace, rozhodli jsme
se soucasné sledovat, jestli vznikne odpovidajici mnoZstvi pfedpokladanych rozkladnych
produktl (obrazek 21) na zdklad€ stanoveni vzniklého SA (pro SIH) nebo DHBA (pro
derivaty 1-9). Izoniazid arozkladné produkty 2H az 9H byly povétsinou eluovany
v blizkosti mrtvého €asu kolony a balastii matrice, a proto nebylo jejich stanoveni do

hodnoceni zahrnuto.
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Vyvinuté metody byly ¢astecné validovany dle kritérii FDA [124] z hlediska linearity
(v rozsahu 10— 100 uM), presnosti a preciznosti. Selektivita separace byla ovéfena

porovnanim se zdznamem blanku matrice.

Metody byly nasledné¢ pouzity pro analyzu vzork bunécného média s i bez pridavku
BSA, ve kterém byly inkubovany jednotlivé aroylhydrazony. Inkubace probihaly za
identickych podminek, jaké byly pouzivany pro in vitro studium kardioprotektivniho

pusobeni derivati SIH.

Ukézalo se, ze nové ptipravené derivaty SIH je mozno rozdélit do nékolika skupin na
zakladé podobné stability v bunééném médiu. Latky 1 a 2 (strukturné nejbliz§i SIH)
vykazovaly podobnou stabilitu v bunééném médiu jako piedlohovy SIH (béhem 3 hodin
klesla jejich koncentrace na 50 % plvodni hodnoty). Naopak nesubstituované
a monosubstituované benzohydrazonové derivity (3-7) a pyrazinovy (8)
a cyklohexylovy (9) derivat byly v porovnani se SIH stabilnéjsi (pokles koncentrace
na 50 % byl pozorovan po cca 12 -16 hodinéach). Prekvapivé se tak ukdzalo, ze substituce
dalsi hydroxylovou skupinou v poloze 6 nezvySuje vyznamné stabilitu hydrazonové
vazby. Naopak vyznamnéj$i vliv na stabilitu bude mit pravdépodobné vysSi lipofilita

latek.

Monosubstituované derivaty (4 —7) navic vykazovaly pouze minimalni ubytek
koncentrace pii inkubaci v samotném bunééném médiu bez BSA a jejich chovani se tedy
v médiu s proteinem a bez n¢j 1isi. U ostatnich latek si tyto profily byly velice blizké.
Hodnoceni cytoprotektivni Gc¢innosti na bunééné linii H9¢c2 ukazalo, Ze derivat se
substituci chlorem v para-poloze (5, interné oznacovany jako JK-31), patfici mezi
stabiln¢j$i derivaty, vykazoval nejvys§i UC€innost v ochrané srdec¢nich bunék pred
oxidativnim stresem zplUsobenym riznymi pro-oxidanty. Z této skupiny se tedy jedna

o nejnad&jnéjsi latku, ktera svou schopnosti chelatace, cytoprotektivnim plsobenim

a stabilitou vyznamné predcila SIH.

Vramci studia kardioprotektivniho potencidlu  vybranych latek ze skupiny
bisdioxopiperazinii a aroylhydrazoni se naSe skupina zaméfila na sledovani osudu
téchto potencialnich 1é¢iv v biologickych matricich (bunéné médium, srde¢nich buiiky,

plazma).
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Podaftilo se ndm vyvinout prvni UHPLC-MS/MS metodu pro stanoveni sobuzoxanu
a jeho predpokladanych metabolitl a zkratit dobu analyzy na 15 minut (oproti diive
publikované metod¢ pro dexrazoxan s dobou analyzy 30 minut). Zjisténé poznatky
o bioaktivaci/metabolizmu sobuzoxanu a ICRF-154 byly porovnany s vysledky

zjisSténymi pro dexrazoxan a pomohou dal$imu vyvoji proléciv bisdioxopiperazini.

Pro srovnani stability nové syntetizovanych derivati SIH byly vyvinuty jednoduché
chromatografick¢é metody s UV detekci a pouzity pro studium stability v bunééném
médiu. Nejstabilnéjsi derivat (latka 5) byl nasledné podroben zkouskam pro zjisténi
schopnosti chelatace a ochrany srdecnich bunék pfed oxidativnim plsobenim

nejruznéjsich latek.
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5 Zavér

Prace v teoretické Casti popisuje metody pouzivané pro upravu vzorku pred analyzou,
unékterych z nich vcetné jejich miniaturizovanych podob, a princip a soucasti
hmotnostniho detektoru pouzivaného ve spojeni s kapalinovou chromatografii. Dale se
vénuje problematice vaznosti 1é€iv na plazmatické proteiny a jejiho stanoveni. Posledni

¢ast obsahuje zakladni informace o zkoumanych latkach.

V prvni ¢asti experimentalni prace je popsana optimalizace metod pro stanoveni vaznosti
na plazmatické proteiny u potencidlniho 1éCiva ze skupiny thiosemikarbazonti — DpC
a pro studium osudu antracyklinu DAU pfi in vitro experimentech. Pouziti standardnich
metod pro stanoveni vaznosti na proteiny u DpC je komplikovano jeho vysokou
nespecifickou vaznosti na membrany. Pro urceni volné frakce byla proto zkousena dosud
méné pouzivand metoda — mikroextrakce na pevnou fazi. Pro tuto specifickou aplikaci
jsme si jednoduchym manualnim postupem pftipravili nékolik sérii vlaken se sorbentem.
Po optimalizaci postupu extrakce zhlediska extrakéniho a desorpéniho cCasu
a desorp¢niho ¢inidla a ovéteni zakladnich charakteristik jsme mohli metodu pouzit pro
vlastni stanoveni vaznosti DpC na bilkoviny v potkani plazmé a roztoku BSA. Zjisténa
hodnota vaznosti na plazmatické bilkoviny byla v souladu s hodnotami publikovanymi
v literatufe pro jiny thiosemikarbazon — Dp44mT a souhlasila i s vysokou nespecifickou

vaznosti pozorovanou u téchto latek.

Dale jsme se zabyvali vyvojem UHPLC-MS metody pro soucasné stanoveni DAU a jeho
metabolitu DOL. Podafilo se ndm vyvinout kratkou metodu vhodnou pro stanoveni obou
sledovanych latek v bunééném médiu, v pufrech, srdecnich bunkach a plazmé a pouZit ji
pro analyzu vzorkll zin vitro studie ovétujici potencialni kardioprotektivni ucinek
molsidominu, respektive jeho metabolitu SIN-1, na srde¢ni buiiky. UHPLC-MS/MS
analyza ukazala, Ze ztrata antracyklinové toxicity (vii¢i rakovinnym i srde¢nim bunkam)
pii uziti vysSich koncentraci SIN-1 je zplUsobena neocekdvanym rozkladem DAU
v bunééném médiu a kardioprotektivni ti€¢inek molsidominu tedy neni pfenositelny na

model chronické kardiotoxicity zptisobené antracykliny.
Ve druhé ¢asti experimentalni prace jsme se zaméfili na vyvoj bioanalytickych metod pro
stanoveni vybranych latek s kardioprotektivnim potencidlem. Vyvinuli jsme prvni

UHPLC-MS metodu pro stanoveni proléfiva sobuzoxanu, jeho aktivni formy

a metabolitu v biologickych matricich. Tato metoda byla nasledné pouZita pro analyzu

63



vzorkll zin vitro experimentl zaméfenych na hodnoceni stability, aktivace
a metabolizmu sobuzoxanu a ICRF-154 v buné¢ném médiu, srde¢nich bunkach a kralici
plazm¢. Béhem experimentii jsme zjistili, Ze sobuzoxan rychle pronika do srdec¢nich
bun¢k, kde je aktivovan na ICRF-154. K velmi rychlé aktivaci sobuzoxanu dochazi také
v plazmé. Zjisténé poznatky poslouzi pfi dalSim vyvoji proléciv latek ze skupiny

bisdioxopiperazini.

Posledni ¢ast je vénovana vyvoji LC-UV metod pro potencidlni kardioprotektivni
chelatory ze skupiny aroylhydrazont. Studovéany byly derivaty SIH vzniklé zdménou
salicylaldehydové skupiny za 2,6-dihydroxybenzaldehydovou a liSici se substituci
v hydrazidové ¢asti molekuly. Béhem in vitro experiment byla s pomoci vyvinutych
metod porovnana stabilita jednotlivych derivatl a SIH. Ukazalo se, Ze vyznamnéjsi vliv
na stabilitu hydrazonové vazby bude mit vysledna lipofilita latek (zvySend naptiklad
halogenaci) nez zkoumana substituce na aromatickém jadfe ptivodniho aldehydu.
Nejstabilngjsi derivat (latka 5) soucasné vykazoval nejlepsi cytoprotektivni ucinek ze

vSech zkoumanych latek a svymi vlastnostmi vyznamné pievysSoval i SITH.
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