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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra Farmaceutické Chemie a Farmaceutické Analyzy
Kandidat: Mgr. Hana Bavlovi¢ Piskackova

Konzultant: doc. PharmDr. Radim Kucera Ph.D.

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

Nazev: Vyuziti LC-MS v bioanalyze antracyklint a potencialnich kardioprotektiv

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS) predstavuje
tém¢et idedlni analyticky néstroj pro bioanalyzu 1é¢iv. Toto spojeni umoziuje identifikaci
a kvantifikaci 1é¢iv s vysokou selektivitou a citlivosti a soucasné poskytuje informaci
o struktufe testovanych latek. Nedilnou soucésti bioanalytické metody je také uprava
biologického vzorku pied analyzou, jejiz cilem je izolace analytd, odstranéni balastnich
latek z matrice a idedln¢ zakoncentrovani vzorku. V soucasné dobé je pii upraveé vzorku
kladen diiraz nejen na efektivnost, rychlost, jednoduchost a opakovatelnost metody, ale
souCasnymi trendy jsou zejména automatizace procesu, vysokd propustnost vzorkl
laboratofi a nizka spotieba organickych rozpoustédel, tedy dodrzeni principi zelené
chemie.

Dexrazoxan (DEX) je jedinym schvalenym lé¢ivem indikovanym pro prevenci
chronické kumulativni kardiotoxicity zplisobené antracykliny (ANT) — hojné uZivanymi
protinadorovymi chemoterapeutiky. Vyvoj novych a ucinngjSich kardioprotektiv je
do zna¢né miry limitovan nejasnostmi ohledné (1) principu patofyziologického
mechanismu rozvoje chronické ANT kardiotoxicity, (2) mechanismu kardioprotektivniho
uc¢inku DEX a (3) vztahu mezi strukturou a kardioprotektivnim ucinkem
bisdioxopiperazint.

Teoretickd ¢ast této disertacni prace se veénuje vyuziti LC-MS instrumentace
v bioanalyze 1é¢iv, zdkladnim metodam Upravy vzorku pfed chromatografickou analyzou
a také soucasnym moderni trendiim miniaturizace téchto zakladnich metod a jejich
uplatnéni v bioanalyze. Dale jsou diskutovany validaéni smérnice pro bioanalyzu
a na zavér jsou predstaveny analyzované latky. Experimentélni ¢ast je pojata jako soubor

¢tyt publikovanych praci doplnénych komentatem. Tato ¢ast je rozdélena na dva



tematické celky zabyvajici se: (1) bioanalytickym hodnocenim novych potencialnich
kardioprotektiv a (2) vyvojem a optimalizaci mikroextrakénich metod pro izolaci ANT
z kréli¢i plasmy.

Prvni ¢ast experimentalni prace je vénovana bioanalyze novych analogh DEX
a jejich proléciv a studiu jejich kardioprotektivniho potencialu viici ANT-indukované
toxicité. Pro hodnoceni stability, bioaktivace, metabolismu a farmakokinetiky novych
analogti DEX a jejich pfipadnych proléciv byly vyvinuty a validovany nové LC-MS
metody. S pfispénim téchto metod jsme (1) odhalili velmi blizky vztah mezi strukturou
a kardioprotektivnim Gc¢inkem, (2) charakterizovali vybrané¢ analogy DEX z hlediska
stability, metabolismu a bioaktivace a (3) objevili nového slibného kandidata pro dalsi
komplexni studium protektivniho u€inku na modelu chronické ANT kardiotoxicity
in vivo.

V druhé ¢asti experimentalni prace jsme se zamétili na stanoveni ANT v krali¢i
plasmé s vyuzitim mikroextrak¢énich technik na principu extrakce z kapalin do kapaliny
(LPME). Byla testovana LPME v 96-jamkovém uspoiadéani a také elektromembranova
extrakce (EME). Optimalizovand EME byla nasledné¢ porovnana s konvenénimi
extrakénimi metodami, a to proteinovou precipitaci a extrakei z kapaliny do kapaliny.
EME pred¢ila zminéné metody ve vSech testovanych parametrech, kterymi byla
vytéznost, matricové efekty a precisténi vzorkl od fosfolipidi. V ramci této prace jsme
vyvinuli alternativni mikroextrakéni metodu pro izolaci ANT z plasmy, ktera je rychla,

efektivni, spolehliva a splituje principy zelené chemie.
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Coupling of liquid chromatography to mass spectrometry (LC-MS) represents
anear-ideal analytical tool for drug bioanalysis. This instrumentation allows
identification and quantification with high selectivity and sensitivity, and provides
information on the structure of tested compounds. An integral part of bioanalytical
methods is the sample treatment prior to analysis, which should include isolation of the
analytes, remove ballast from the matrix and ideally preconcentrate the sample.
The sample treatment should be effective, quick, simple and repeatable. Current trends
also emphasis process automation, high throughput and low consumption of organic
solvent, which is in accordance with green chemistry.

Dexrazoxane (DEX) is the only approved, clinically used drug, preventing chronic
cumulative cardiotoxicity caused by anthracycline (ANT) therapy — commonly used
anticancer drugs. The development of novel and more effective cardioprotective drugs
is limited by uncertainties regarding (1) information about the pathophysiological
mechanism of chronic ANT cardiotoxicity (2) the mechanism of action of DEX and
(3) the structure-cardioprotective activity relationship of bisdioxopiperazines.

The theoretical part of this dissertation focused on utilization of LC-MS
instrumentation in drug bioanalysis, on conventional sample treatment methods,
on current trends in microextraction and their application in bioanalysis. Furthermore,
validation guidelines for bioanalysis are discussed and, finally, the analyzed substances
are presented. The experimental part is conceived as a commentary on four published
articles. This part is divided into two thematic units: (1) bioanalytical evaluation of new

potential cardioprotectives — dexrazoxane analogues and (2) development and



optimization of microextraction techniques for isolation of anthracyclines from rabbit
plasma.

In the first part, bioanalysis of new DEX analogues and prodrugs, and their
cardioprotective potential against ANT-induced toxicity was examined. The LC-MS
methods for analysis of new DEX analogues and their potential prodrugs have been
developed and validated in relevant biological matrices. The methods were utilized for
in vitro stability, bioactivation and metabolism studies, and for determination
of phramacockinetics in vivo. We revealed a very close structure-cardioprotective
activity relationship in bisdioxopiperazine group. Furthermore, selected DEX analogs
were characterized in terms of stability, metabolism and bioactivation. And finally,
we discovered a promising drug candidate for further comprehensive in vivo
examinations on chronic ANT-cardiotoxicity model.

The second part focused on determination of ANT in rabbit plasma using liquid
phase microextraction methods (LPME). A 96-well LPME and electromembrane
extraction (EME) were both tested. The optimized EME was subsequently compared with
conventional extraction techniques, namely with protein precipitation and liquid-liquid
extraction. The EME outperformed the conventional methods in all tested parameters,
which included recovery, matrix effects and purification of the sample evaluated
by the phospholipid content. In this work an alternative microextraction method for
isolation of anthracyclines from plasma was developed. The EME proved to be fast,

efficient, reliable and a green technique.



Obsah

POACKOVANT ..ottt ettt et st st 5
ADSITAKL ..ttt sttt ettt e b s ate s abesbeebeens 7
F N o113 2 T OSSO 9
Seznam pouZitych ZKratek........oovueiiiiiiiiiiiiiiee e 13
L UVOQ oo 15
2 TEOTELICKA CASL...uviuvieutieteeieesiee sttt ettt ettt sttt et b e be e s ae e st et e e beesbeesaeesaeeeas 17
2.1 VyuZziti LC-MS v bioanalyze 16CIV.......ccevireerinirieninieeneeese e 17
2.1.1 Klinicka a forenzni toXiKolOgie .......ccceereeriiriiiiiieiieeeeeeeee e 19
2.1.2 Antidopingova KONtrola.........ceeveeiieiiienieiie e 20
2.1.3 Vyzkum a vyvo] NOVYCh 1ECIV...ccerieriirieiiriieiesiecceeseeeeeee e 21
2.1.4 Terapeutické monitorovani Iékovych hladin........c.ccecoeveeveeniiniienininsinenes 23
2.1.5 Bioekvivalentni StUAI .......cocuerueriieiriieiieiieeieeieecei et 24

2.2 Uprava biologického Materiallt ...........c.veeveveveeerressessesesessesessessesseseeseesessessennes 25
2.2.1 Miniaturizované techniky zalozené na principu SPE.........c.ccoceiininiinineen. 28
2.2.2 Miniaturizované techniky zalozené na principu LLE ........ccccccovvvvniieniiencnnns 34

2.3 Elektromembranova eXtrakCe. ......coceveerierereerieneeieniiniesie e 41
2.3. 1 Princip EME ..ottt 42
2.3.2 Dtlezité extrakni parametry ........ccoeeeeeeriersieesieeseenee sttt e e 44

2.4 Validace bioanalytickych chromatografickych metod.........cccocevveereenennnnnns 48
241 SEIEKEIVILA...cccviruieieriieieste sttt sttt sttt st se e b e e ereens 48
2,42 PIEIOS -ttt iteeeiiee ettt sttt ettt ettt et st e s e s re e e saree s 49
2.4.3  Citlivost (limit kvantifikace) ........ccceeveeriiniinieeieeereesieeeee e 49
2.4.4  Kalibracni KFIVKa......cccerireeriininieniieiesiesieeie sttt 49
2.4.5 PIeSNOSt @ PIECIZNOSE ..eevuerrrerrieerieereeseestrenreereesieesseeseeseesseesseessesseesseesns 50
246 VYIEZNOST...oiiiiiiiiiieiieiee ettt 51

2477 MatricoOVE €fEKLY ..oovirieririeeiiecee e 51



248 StADILITA coooeeeeeeeieeeeeeeeeeeee 52

2.4.9 Test diITUCNT INTEETILY ..eevveerreriierieeiiesie ettt s 53

2.5 Analyzované 1atky.......ccoorieiiiiiii e 53
2.5.1 Antracyklinova chemoterapeutika..........ccoceeverireerineeienineeneseeeseeeene 53
2.5.2 Dexrazoxan a jeho analogy .........ccecevireereninienineeseeeee e 56

I O3 1 ) o) - T TSP UPRTI 60
3.1 DHICT CIIE PIACE uvveeeeveeeieieeriee ettt eeiee ettt te e sbe e e s be e sbaeesateesbeessanee s 60

4  Experimentalni ¢ast — komentai k publikovanym pracim.........ccccevveevervncenennenne. 61
4.1 Bioanalytické hodnoceni strukturné blizkych analogii dexrazoxanu................... 61
4.2 Vyuziti mikroextrak¢nich technik pro izolaci antracyklinti z plasmy.................. 68

S ZLAVET ettt bt h et ettt et e e nbe e s bt e sat e st sabe et e e beens 71
6 Seznam publikaci zahrnutych v diSertacni Praci.......c.cceeereeveerereesenenseeneseeseeseenaees 73
7 Dalsi autorské publikace nezahrnuté do disertani prace........c.ceceevereeseerrereeneenennne. 75
8 Prezentace vysledkll na konferencich.........ocevereevininiennienceceeeee, 76
8.1 PTEANASKY ..ottt st s 76
B2 POSTEIY c.uveiiiiie ittt e e e e 76

O ZISKANE GLANLY c.vvevvieiieeieeieesieesieesteste st eteeteesteesteesaeesatesseeteesteesssesasesasesnsesnseenseenses 78
9.1 HIaVNT FESIEL ...ttt e 78
9.2 Cl1enKa KOIEKEIVU ...v.vucveveveceseceeeee s sceesee st ssssesesse s sesss s s seseesaees 78
10 StaZze a dal$i 0dborné ZKUSENOSEI ....cc.eerueiriiiiieerieisie ettt 79
11 POUZILE ZATOJ@ .veeveeieieriieiieiieeieesiee st st st et ste e sie e st e sbesbeesbeesbeesaeesetesnseesaesanesaneses 80
PIILONY 1.ttt st st st b e s st et e e te e teesaeesaee e 95
PFHLONA C. T ettt st sttt et b e e sae e e 96
PFLONA C. 2 .ttt 121
PHIONA €. 3 oo e 134

o 106 o T TR 183



Seznam pouzitych zkratek

ANT
AUC
CYPpP
DAU
DAUol
DEHP
DEHPi
DEX
DLLME
DOX
DOXol
DPX
EMA
EME
EPI
FDA
FK

GC
HF-LPME

HPLC
HRMS

ICso
IDA
IS

IT

LC
LLE
LLOQ
LPME

atracykliny

plocha pod ktivkou (area under curve)

cytochrom P450

daunorubicin

daunorubicinol

di(ethylhexyl)fosfat

bis(2-ethylhexyl) fosfit

dexrazoxan

Disperzni liquid-liquid mikroextrakce

doxorubicin

doxorubicinol

"disposable pipette tip extraction"

Evropska 1€kova agentura (European Medicines Agency)
elektromembrénova extrakce

epirubicin

Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv (Food and Drug Administration)
farmakokinetika

plynové chromatografie

mikroextrakce pomoci dut¢ho vlakna (hollow-fiber liquid phase
microextraction)

vysokoucinna kapalinova chromatografie

hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (high resolution mass
spectrometry)

stiedni inhibi¢ni koncentrace

idarubicin

vnitini standard

iontova past

kapalinova chromatografie

extrakce z kapaliny do kapaliny (liquid-liquid extraction)
spodni limit kvantifikace

mikroextrakce na principu extrakce z kapaliny do kapaliny (liquid phase

microextraction)
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ME matricovy efekt

MEPS mikroextrakce pomoci plnéného sorbentu (microextraction by packed
sorbent)

MF mobilni faze

MS hmotnostni spektrometrie

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

NPOE 2-nitrofenyl(oktyl)ether

PALME ,parallel artificial liquid membrane extraction

PP proteinova precipitace

PVDF polyvinylidenfluorid

QC kontrola kvality

QqQ trojity kvadrupdl

ROS reaktivni oxidacni stres

RP rozliSovaci schopnost

RSD relativni smérodatna odchylka

SBZ sobuzoxan

SDME extrakce do jediné kapky rozpoustédla (single-drop microextraction)

SLE extrakce z kapaliny do kapaliny podpotfena pevnou fazi

SLM "supported liquid membrane"

SPE extrakce na tuhou fazi (solid-phase extraction)

SPME mikroextrakce na tuhou fazi (solid-phase microextraction)

SRM sken vybranych reakci

STAGE "STop And Go Extraction"

TBP tributyl fosfat

TDM monitorovani 1ékovych hladin (therapeutic drug monitoring)

TEHP tris-(2ethylhexyl) fosfat

TOF analyzator doby letu

TOP2 topoisomeraza II

UHPLC ultra-vysokouc¢inné kapalinova chromatografie

WADA sveétova antidopingova agentura (World Anti-Doping Agency)
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1 Uvod

Bioanalyza je subdisciplinou analytické chemie zabyvajici se kvantitativni
analyzou exogennich a endogennich latek v biologickém materidlu. Hlavni vyzvou
bioanalyzy je piesné stanoveni cilovych analytd, jez se v biologické matrici vyskytuji
ve velmi nizkych koncentracich (fddové ng nebo dokonce pg/ml). Stanoveni téchto
analytl je navic ruSeno balastnimi latkami (endogennimi, ¢i exogennimi) v matrici, které
jsou naopak ptitomné ve velkém mnozstvi (ug az mg/ml). Bioanalytickd metoda zahrnuje
pet navazujicich kroki, kterymi jsou odbér vzorku, piiprava vzorku, separace slozek
smési, detekce analytl a interpretace dat. Pii vyvoji selektivnich a citlivych analytickych
metod pak hraje vyznamnou roli zejména piiprava vzorku, separace a detekce. Cilem
ptipravy vzorku je izolace vybranych analytd, odstranéni balastnich latek z matrice
aidedln¢ zakoncentrovani vzorku. Pfi Gpravé vzorku je kladen diraz na efektivnost,
jednoduchost, rychlost, opakovatelnost a vysokou propustnost vzorkil laboratofi.
V soucasné dobé je také bran zietel na nizkou spotiebu organickych rozpoustédel, coz
spliuji zejména mikroextrakéni techniky. Z hlediska separace a detekce je metodou volby
kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS). Toto spojeni diky MS detekci
nabizi dal§i urovei separace, a to schopnost dé€lit analyty v ionizovaném stavu na zaklade
jejich molekulové hmotnosti, diky ¢emuz je zvySena selektivita a mnohdy 1 citlivost
detekce. Dalsi nespornou vyhodou MS detekce je poskytnuti informaci o struktufe
analyzované latky. Instrumentace LC-MS je hojné€ vyuZivana v oblastech klinické
analyzy, antidopingové analyzy, ¢i pfi vyvoji léCiv.

wewvr

naro¢ny multioborovy proces. Lze jej rozdélit do tfi ¢asti, tzv. zékladni vyzkum, jez
zahrnuje také preklinické hodnoceni, nésledujici klinické studie, a nakonec registrace
a zavedeni 1éCiva na trh. Analytické metody jsou nedilnou soucasti vSech tazi tohoto
vyzkumného procesu. VyuZivaji se pro identifikaci a stanoveni potencidlniho 1é€iva (jeho
metaboliti, ¢i rozkladnych produktll) v riznych matricich za t¢elem hodnocenti stability,
farmakokinetiky, toxikokinetiky, vztahu expozice-ucinek, bioekvivalence, k optimalizaci

ucinné davky 1éciva atd.

Klinické  vyuziti antracyklinovych chemoterapeutik (ANT), jednéch
z nejucinngjSich protinddorovych 1é¢iv s Sirokym spektrem uc¢inku, je limitovano jejich
toxickymi u¢inky na myokard, kde zavazna a obdvana je zejména chronickd forma
kardiotoxicity [1]. Dexrazoxan (bisdioxopiperazinovy derivat, DEX) je jediné 1é¢ivo,
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které je schvaleno pro prevenci chronické kumulativni kardiotoxicity zptisobené ANT
terapii [2]. Jeho klinické uziti je vSak omezené kvili obavam z mozného vlivu na ANT
protinadorovou terapii, nebo z mozného zvyseného vyskytu sekundarnich malignit [3, 4].
Ptestoze mnoho dalSich studii tato tvrzeni vyvratila [5], klinické vyuziti DEX je stale
pomérné omezené [2, 6]. Vyvoj novych a u¢innéjsich kardioprotektiv je do zna¢né miry
limitovan nejasnostmi ohledné (1) mechanismu kardioprotektivniho ucinku DEX,
(2) vztahu mezi strukturou a kardioprotektivnim uc¢inkem bisdioxopiperazini

a (3) principu patofyziologického mechanismu rozvoje chronické ANT kardiotoxicity.

Tato disertacni prace ve své teoretické Ccasti popisuje vyuziti LC-MS
instrumentace v bioanalyze 1éCiv, =zakladni metody upravy vzorku pred
chromatografickou analyzou vcéetné¢ modernich trendd miniaturizace téchto metod
a jejich uplatnéni v bioanalyze, s dirazem na elektromembranovou extrakci. Dale jsou
diskutovany valida¢ni smérnice pro bioanalyzu a na zavér jsou predstaveny analyzované
latky. Experimentélni ¢ast této disertacni prace je pojata jako soubor ¢ty publikovanych
praci doplnénych komentafem. Tato Cast je rozd¢lena na dva tematické celky zabyvajici
se: (1) bioanalytickym hodnocenim novych potencidlnich kardioprotektiv - analogti
DEX a jejich proléciv a (2) vyvojem a optimalizaci mikroextrakénich metod pro

izolaci ANT z krali¢i plasmy.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Vyuziti LC-MS v bioanalyze 1éciv

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je jedna z nejvice vyuZzivanych
separacnich technik. Diky Sirokému vybéru stacionarnich fazi je mozné rozd¢lit prakticky
jakoukoliv smés latek v kapalném skupenstvi [7, 8]. Hmotnostni spektrometrie je vysoce
selektivni a citliva separacni technika, jenz souCasné poskytuje informace o struktuie
analyzované latky — molekulovd hmotnost, zastoupeni izotopli a ptipadné také
fragmentacni spektra. V MS jsou v plynné fazi separovany ionty definované pomérem
hmotnosti a naboje (m/z), na zdkladé¢ riznych fyzikdlnich principti, naptiklad dle
rozdilného chovani v elektromagnetickém poli nebo dle rtizné doby letu iontu
ve vysokém vakuu. Hmotnostni spektrometr se sklada z (1) ionizacniho zdroje, misto,
kde je latka ptfevadéna na ionty, (2) analyzatoru, ve kterém dochazi k rozdéleni iontil
podle m/z a (3) detektoru, jeZ zaznamenava intenzity jednotlivych iontd [9].
Dle rozliSovaci schopnosti (RP) miizeme MS analyzatory rozdélit na ty s nizkou
rozliSovaci schopnosti (RP <10 000; iontova past - IT, kvadrupol) a s vysokou
rozliSovaci schopnosti, tzv. high resolution mass spektrometry (HRMS; RP > 10 000;
analyzator doby letu — TOF, nebo RP > 100 000; orbitrap a iontova cyklotronova
rezonance s Fourierovou transformaci). HRMS analyzatory méfi hodnoty m/z
se spravnosti < 5 ppm, coz umoziuje uréeni elementarniho slozeni detekovaného iontu
[10, 11]. Systém MS Ize pouzit v né€kolika skenovacich modech, a to pro skenovani vSech
hodnot m/z (zdznam celého spektra, z anglického full-scan) nebo 1ze sledovat intenzitu
pouze jedné vybrané hodnoty m/z (zdznam vybraného iontu, z anglického selected ion
monitoring). Dal§i zvySeni analytické a identifikacni schopnosti pfedstavuje tandemova
hmotnostni spektrometrie (MS/MS), pii které jsou sledované¢ ionty podrobeny
fragmentaci a jeZ zahrnuje dva stupné hmotnostni analyzy (zdznam prekurzorovych
a produktovych iontl) vyskytujici se v sérii za sebou. Fragmentace mize probihat bud’
v iontové pasti, nebo je vyuZivdno spojeni vice analyzitorit za sebou, napf. trojity
kvadrupdl - QqQ, kde druhy kvadrupdl slouzi jako kolizni cela. Mohou byt také
kombinovany riizné typy hmotnostnich analyzatora (hybridni hmotnostni spektrometry)
kde mezi Casté patii naptiklad QqTOF ¢1 IT-TOF, nebo kombinace kvadrupolu ¢i IT
s orbitrapem. Tandemova MS tak umoziuje dalsi skenovaci mody, jako napiiklad sken

vybranych reakci (SRM, z anglického selected reaction monitoring), ktery je Casto
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vyuzivan pfi kvantifikaci, a dalsi (sken produktovych iontd, sken prekurzorovych iontt

a sken neutralnich ztrat) [10].

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci predstavuje témét
ideélni analyticky nastroj poskytujici vysokou selektivitu a citlivost (fadové pg az fg),
umoziujici méfeni velkého mnozstvi analyti zkomplexni matrice a identifikaci
eluovanych latek. Historicky bylo v ramci spojeni HPLC s MS tieba vyieSit zdsadni
rozdily mezi témito technikami, a to zejména piechod analyzované latky z toku kapaliny
do plynného skupenstvi, odstranéni piebytku kapalné mobilni faze (MF) a také ptekonani
rozdilu tlakii v obou systémech (atmosfericky tlak-HPLC a vysoké vakuum-MS) [12].
Prvni zminky o spojeni LC-MS jsou zroku 1973, kdy pii nastaveni velmi nizkého
priatoku MF bylo HPLC napojeno sklenénou kapilarou do chemického ioniza¢niho zdroje
a byl takto analyzovan tetrapeptid [13]. Vroce 1974 byla piedstavena ionizace
za atmosférického tlaku, coz bylo velkym pfinosem pro spojeni LC-MS, jelikoz tato
technika umoziuje, aby se MF pfimo tcastnila procesu ionizace [14]. Vzhledem k tomu
musi byt jako slozky MF pouzita vhodna té€kavd rozpoustédla (napi. methanol,
acetonitril...) a tékava aditiva a pufry. Nejcastéj$imi aditivy jsou kyselina mravenci nebo
octova, mravenc¢an nebo octan amonny a hydroxid amonny [15]. Prvni komeréni LC-MS
bylo uvedeno na trh zacatkem 80. let a od té doby se tato technika stala jednou

z dominujicich detekénich technik chromatografické separace [12, 16].
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Obrazek 1: Rostouci trend v poctu publikaci vyuzivajici LC-MS (1970-2019). Data byla ziskana
z databaze Scopus, hledanym terminem bylo ,,LC-MS®. Nejvice je LC-MS vyuzivano v oblasti chemie
a biochemie (49,8 %), nasleduje farmakologie a toxikologie (13,5 %) a vyznamné jsou zastoupené také
odvétvi mediciny (9,1 %), zemédé€lstvi (7,9 %) a Zivotniho prostiedi (5,5 %).

LC-MS se stalo nepostradatelnou technikou v fadé klinickych a védeckych

laboratofi, c¢emuz nasvédCuje rostouci mnozstvi publikaci vyuzivajici LC-MS
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instrumentaci (Obrazek 1). V soucasné dob¢ v analyze 1éCiv pfevazuje vyuziti ionizace
elektrosprejem a chemicka ionizace za atmosférického tlaku [15]. Mezi hlavni oblasti
vyuziti LC-MS v bioanalyze 1é¢iv patii klinicka analyza (toxikologie, monitorovani
lékovych hladin), antidopingovéa analyza a velké uplatnéni naSla tato instrumentace

1 v riznych fazich vyzkumu a vyvoje 1éCiv [16, 17].

2.1.1 Klinické a forenzni toxikologie

Podstatou klinické a forenzni toxikologie je identifikace a nékdy také kvantifikace
Sirokého spektra latek v biologickych tekutinach. Sledovanymi latkami jsou naptiklad
1é¢iva, drogy, pesticidy, plyny, jedy atd. Klinické toxikologie se zabyva individualnimi
pfipady s podezfenim na otravu. V piipadé, ze neni znama pfifina otravy,
je toxikologicka analyza klicova pro naslednou 1é€bu pacienta. Velky diraz je kladen
na rychlost analyzy, obvykle jsou pozadovany vysledky do 1-2 hodin od pfijmu pacienta
do nemocnice. Idedlni analytickd metoda by tedy m¢la byt rychla, pfesna a precizni.
Soucasné je zadouci, aby toxikolog znal podrobné informace o pacientovi (klinicky
obraz, 1¢kovy zdznam, ptipadnou historii otrav atd.), jelikoz tyto detaily mohou pomoci
specifikovat skupinu latek, jez mohly byt pfi¢inou otravy a zrychlit tak identifikaci
a kvantifikaci [18]. Forenzni toxikologie se zam¢fuje na analyzu a studium xenobiotik
za ucelem objasnéni otazek, které se vyskytuji v soudnim fizeni, jako naptiklad, zda byla
obét’ otravena, jakou latkou, jak byla latka podana apod. Rozdil mezi klinickou a forenzni

toxikologii je tedy v zapojeni soudniho elementu [19].

Toxikologicka analyza obvykle sestdva ze tii krokl: identifikace, konfirmace
a kvantifikace. Prvni fazi je screening neboli systematicka toxikologicka analyza. Zde
jsou vyuzity citlivé metody umoznujici analyzu velkého mnoZstvi vzorkil, detekci
Sirokého spektra latek a jednoznacnou identifikaci [20, 21]. Rychlymi a jednoduchymi
metodami jsou napiiklad imunochemické techniky, nicméné citlivési, specificté;si
a podstatné rozsahlejsi analyzu umoziuji chromatografické metody ve spojeni s MS
(GC-MS; LC-MS) [22]. Vyznamnou roli v toxikologické analyze piedstavuje také
spojeni LC s tandemovou HRMS jez umoziiuje detekci velkého mnozstvi latek (> 1500)
[23]. Analyty eluované z LC jsou ionizovany, vzniklé ionty jsou podrobeny fragmentaci
a sleduji se nésledujici parametry: retencni ¢as, m/z a izotopické obalka molekularniho
iontu a také m/z a reten¢ni Cas fragmentacnich iontli. Tyto parametry jsou porovnavany

s databazi a pro potvrzeni identifikace latky je obvykle zapotiebi, aby byly naplnény
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alesponl tii az Ctyfi podminky [21]. Pfi zvoleni vhodné smési isotopicky znacenych

vnitinich standardi je zaroven mozné identifikovanou latku soucasné kvantifikovat [23].

V klinické toxikologii jsou analyzovany obzvlasté télni tekutiny: plasma, sérum,
krev a moc¢. Naopak ve forenzni analyze se krom¢ téchto télnich tekutin setkdme také
s analyzou tkani a organt, ale i s alternativnimi vzorky jako jsou naptiklad vlasy, sliny,

pot nebo kosti [19, 24].

2.1.2 Antidopingova kontrola

Doping je uziti zakazané latky nebo metody pro zvySeni vykonu a ziskani vyhody
oproti jinym sportovciim v soutézi a nebo pro urychleni regenerace [17]. Pro dohled nad
dopingem byla v roce 1999 zaloZena svétova antidopingova agentura (WADA). WADA
udéluje akreditace laboratotfim, pravidelné aktualizuje seznam zak4zanych latek a metod
(The prohibited list), vydava prohlaSeni a technické dokumenty, kterymi se laboratote
musi fidit. Na svété je pouze 30 akreditovanych laboratofi, které jsou zptsobilé pro
mezinarodni dopingovou kontrolu [25]. Seznam zakdzanych latek a metod se d¢li
na 3 Casti — latky a metody zakazané vzdy, latky zakdzané béhem soutéze a latky
zakazané jen v nékterych sportech. V soucasné dobé ve vyctu zakazanych substanci
najdeme cca 250 latek obrovské chemické rozmanitosti [26, 27]. Pro dopingovou analyzu
se nejcastéji vyuziva moc, piipadné krev. Sbér vzorku je piisné definovan, vzorky jsou
odebirany pod dozorem a odebrany vzorek je rozdélen do dvou sbérnych nadob (vzorek

A a B) oznacenych unikatnim ¢iselnym kodem [27].

Vlastni analyza vzorku zahrnuje n¢kolik krokl. Nejprve se provede rozsahly
screening a v piipadé pozitivniho néalezu nésleduje konfirmacni proces vyZadujici
identifikaci dané latky a jejich metabolitli. Screeningova metoda by méla byt dostate¢né
selektivni, rychla a citliva a neméla by poskytovat faleSn€¢ negativni ani faleSné pozitivni
vysledky [27]. Vzhledem ktomu, Ze analyza zakazanych latek vyZaduje soucasné
stanoveni velkého mnoZstvi analytli o rozlicnych fyzikalné-chemickych vlastnostech,
hlavni metody v dopingové kontrole tvoii GC-MS a LC-MS. Instrumentace LC-MS
nahradila mnoho imunoanalyticky metod, jez jsou podstatné¢ méné specifické. Zaroven
je v nékterych piipadech vyhodnéjsi i oproti GC-MS kde je nutné narocné zpracovavat
a derivatizovat vzorek. LC-MS je vyznamna napiiklad pro stanoveni peptidickych latek

a hormont jako jsou syntetické insuliny, luteinizacni hormon a dalsi [28]. V praxi

se zdlvodu selektivity vyuzivda LC-MS/MS nebo LC-HRMS. Tato instrumentace
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je vyuzivana jak pro metody screeningové, tak pro konfirmacéni. Vyhodou HRMS detekce

je navic moznost retrospektivniho hodnoceni dat bez re-analyzy vzorku. [28, 29].

2.1.3 Vyzkum a vyvoj novych léCiv

Vyzkum a vyvoj novych 1éCiv je Casoveé i1 finanéné naro¢ny proces obvykle
zacinajici syntézou nebo izolaci novych molekul, které jsou déle podrobeny zékladnimu
vyzkumu, zahrnujici mimo jiné preklinické faze hodnoceni. Dalsim krokem jsou klinické
studie, které jsou v ptipadé uspesnosti nasledované registraci a zavedenim 1éciva na trh.
Typickymi nastroji pro objeveni novych potencialnich 1€Civ jsou nasledujici postupy:
(1) modifikace chemické struktury jiz znamého 1é€iva, (2) farmakologicky screening
velké série nove syntetizovanych latek, nebo latek ptirodniho ptivodu a jejich derivatu,
(3) cilena syntéza latek na zéklad¢ ziskani novych poznatki o patologickém procesu dané
nemoci a (4) zjisténi nového ucinku u jiz zndmého 1éciva [30, 31]. Bezpecnost a ucinnost
1é¢iva je mimo jiné (biologické vlastnosti, stabilita, farmaceutickd formulace a dalsi)
ovlivnéna také Cistotou ucinné latky. A praveé pro kvalitativni i kvantitativni hodnoceni
aktivni latky, jejich metabolitl nebo degradacnich produktii se hojné vyuziva technika
LC-MS (LC-UV-MS). Metodika LC-MS se uplatiiuje ve vSech fazich vyvoje 1éciv od
objevu, pres preklinické a klinické hodnoceni 1é¢iva az po metabolické studie

a identifikaci necistot a degrada¢nich produktii findlniho 1é¢ivého ptipravku [10].

Zakladni vyzkum a preklinické studie

Kazda nové syntetizovana latka je nejprve kvalitativné hodnocena, tedy je urena
jeji identita (nukledarni magneticka resonance, HRMS), a ovétena jeji Cistota (Casto
LC-UV-MS). Dale jsou hodnoceny jeji chemicko-fyzikdlni vlastnosti, kde LC-MS

je vyuzivéano napiiklad v hodnoceni rozpustnosti, permeability ¢i chemické stability.

Mezi parametry hodnocené v ranych fazich vyvoje 1€Civ patfi studie metabolické
stability.  Principem téchto studii je in vitro inkubace nového IléCiva s jaterni
mikrosomalni frakci, nebo s lidskymi hepatocyty, nasledovand identifikaci a kvantifikaci
vznikajicich metabolit. Jako soucdst téchto studii je hodnocena rovnéz rychlost, jakou
dochazi k pfeméné 1éCiva na metabolity. Tato data jsou dilezitd pro predikci chovani
latky v lidském organismu. V pfipad¢, Zze je 1éCivo metabolicky nestabilni je potieba
cilen¢ modifikovat jeho chemickou strukturu. Identifikace hlavnich metabolit
je nezbytnd pro odhad jejich mozného farmakologického nebo toxického putisobeni

a posouzeni, zda maji byt dadle monitorovany béhem naslednych toxikologickych nebo
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farmakodynamickych studii [10, 32]. Pocatecni metabolické studie jsou zalozené na
LC-MS analyze vzorka z in vitro inkubaci. Pro detekci byvaji vyuzivany zejména MS
detektory s vysokym rozliSenim. LC-HRMS umoznuje rychlou identifikaci, ¢aste¢nou
strukturni charakterizaci metaboliti (tandemova MS, identifikace fragmenti) a soucasné

také jejich citlivou kvantifikaci [32, 33].

Dalsim testem, jez je soucasti farmakologického screeningu je napiiklad studium
potencialu latky inhibovat n¢které isoformy cytochromu P450 (CYP), coz je nejcastéjSim
divodem vzniku 1ékovych interakci [34]. In vitro studie inhibice CYP miiZe tedy piinést
dualezité poznatky pro budouci klinické faze vyvoje 1é¢iva. Vzhledem k tomu, ze CYP
jsou primarné koncentrovany v jatrech, které jsou hlavnim metabolickym organem per
oraln€ podavanych 1éciv, tak se studium inhibice CYP provadi v jaterni mikrosomalni
frakci. Jaterni mikrosomalni frakce obsahujici smés isoforem CYP je inkubovéna
spole¢n¢ s vhodnym kofaktorem (NADPH), testovanou latkou (potencialni 1é¢ivo)
a se substratem typickym pro danou isoformu (napiiklad diklofenak pro CYP 2C9,
testosteron pro CYP 3A4, fenacetin pro CYP 1A2 a dalsi). Nasledn¢ je pomoci LC-MS
hodnoceno mnozstvi vzniklych metabolitd z jednotlivych substrati (z vyse uvedenych
prikladt tedy 4’-hydroxydiclofenak pro CYP 2C9, 6B-hydroxytestosteron pro CYP 3A4
a paracetamol pro CYP 1A2). Pokud dojde ke zjisténi, Ze je latka inhibitorem dané

isoformy CYP, stanovuje se stfedni inhibi¢ni koncentrace (ICso) [35, 36].

Velmi dilezitou soucasti preklinického hodnoceni 1&Civ jsou in vivo
farmakokinetické (FK) studie. Cilem FK studii je charakterizovat parametry ADME
(absorpce, distribuce, metabolismus a eliminace) a nastavit takové podminky, aby bylo
dosaZeno optimalnich koncentraci testované latky pro poZzadovany ucinek a bezpecnost
[17, 37]. Soucasti téchto studii je identifikace metabolith vznikajicich in vivo. Testovana
latka a pfipadné jeji metabolity mohou byt stanovované v plasmé&, séru nebo v plné krvi
(koncentraéni profil), tkanich (studium biodistribuce), moci, zluci, ptipadné stolici
(studium eliminace) [16, 38]. Vzhledem k tomu, Ze FK studie ¢asto vyZaduji velmi nizké
limity kvantifikace (v rdmci ng/ml) a mnohdy sou€asnou analyzu parentni latky
a metabolit, je hojné vyuzivana LC-MS jakoZzto relativné univerzalni a citlivd metoda

[10, 16, 32, 34].

22



Klinicke studie

Pokud vybrana latka uspéSné prosla farmakologickym screeningem
a preklinickymi studiemi, vCetné rozsahlych testl toxicity, pak postupuje do klinického
testovani, jez sestava ze Ctyf fazi. V 1. fazi klinického testovani je hodnocené 1écivo
poprvé podano clovéku. Obvykle jsou vybirani zdravi jedinci, jimz je latka podéna
jednorazové, nebo kratkodobé¢ opakované v rdmci nékolika dnti. V této fazi je hodnocena
snaSenlivost 1éCiva, jsou ziskdvany informace o farmakokinetice a farmakodynamice
a je stanoveno davkovaci schéma pro dalsi faze hodnoceni [16, 31]. V II. fazi je hodnocen
predpokladany ucinek 1é¢iva pfi podani pacientim s danou chorobou. Zaroven jsou
vyhledavany nezadouci ucinky a probihaji dil¢i FK a farmakodynamické studie pii
opakovaném podavani 1éciva [16, 31]. Nasleduje faze IlI, tzv. rozsifena klinicka studie,
kdy se prokazuje terapeutickd Gc€innost a bezpecnost nového lé€iva v porovnani s jiz
registrovanym lékem v dané indikaci. Posledni, IV. fazi je postregistratni hodnoceni

1éciva [31].

Zejména v prvnich dvou fazich je LC-MS dileZitym metodickym néstrojem, pro
stanoveni FK vlastnosti 1é¢iva u lidskych subjekti véetné identifikace metaboliti, které
nebyly v peklinockych fazich vyvoje detekovany a ovlivnéni eliminace u specifickych
skupin pacientti (napf. renalnim, ¢i hepatalnim poskozenim apod.) [16, 17, 39].
Po zavedeni 1éciva na trh je LC-MS vyuzivano v aplikacich, jako je monitorovani
lékovych hladin, nebo v ptipadé bioekvivalencnich studii generickych ptipravki [16].
Obe tyto aplikace budou diskutovany v samostatnych podkapitoléach.

2.1.4 Terapeutické monitorovani lékovych hladin

Terapeutické monitorovani l1ékovych hladin (TDM) umoziuje na zakladé¢ méteni
koncentraci G¢inné latky a jejich metabolitl v séru, plasmé, nebo dalSich biologickych
tekutinach individualné nastavit davku lé€iva. TDM se vyuZiva ve specifickych ptipadech
v klinické praxi pro maximalizaci G¢inku a minimalizaci rizik 1é¢by. Personalizovana
lécba je nutnd napiiklad u pediatrickych pacientii, u pacientl s rendlni nebo jaterni
dysfunkci, u 1é¢iv s tzkym terapeutickym indexem nebo v ptipadech, kde stanoveni
lékovych hladin mize pomoci odhalit ovlivnéni enzymové aktivity genovym
polymorfismem [40-42]. Typickym piikladem pro TDM jsou napiiklad ncktera
antiepileptika [43], antineoplastika [44], imunosupresiva [45], antibiotika [46],
antivirotika [47], antimykotika [48] a psychotropni latky [49]. Laboratorni techniky
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pouzivané v TDM mulzeme rozdélit na specifické (chromatografické metody)
a nespecifické (imunoanalytické metody). Vzhledem k vySe zminénym vlastnostem
LC-MS je tato technika v oblasti TDM hojn¢ zastoupena [43-49] a zaCina se zde vyuzivat
také LC-HRMS [50-52].

2.1.5 Bioekvivalenéni studie

Pro uspésné schvaleni generického lécivého pripravku je nutné potvrdit
ekvivalenci s referencnim piipravkem (reference listed drug), které ma stejnou Gcinnou
latku (pomocné latky se mohou lisit), silu a 1ékovou formu. Genericky ptipravek je
bioekvivalentni, jestlize nevykazuje vyznamny rozdil v rychlosti a rozsahu biologické
dostupnosti v porovnani s referenénim 1é¢ivem za stejnych podminek. V bioekvivalencni
studii se nejcastéji stanovuje testovana latka v plasmé a méti se koncentracni profil latky
v ¢ase. Nasledn¢ se hodnoti vybrané FK parametry: (1) rychlost absorpce, jez je obvykle
hodnocena jako maximalni dosazena koncentrace v plasmé, séru nebo plné krvi (cmax)
v ¢ase (tmax) (2) zatimco rozsah absorpce je obvykle definovan plochou pod koncentra¢ni
kiivkou (AUCot a AUCo) [16, 53, 54]. Jako doplitkové parametry mohu byt také
hodnoceny rychlostni konstanta eliminace (A;) a biologicky polocas eliminace (ti2).
Pro vypocet FK parametrd musi byt pouzity non-kompartmentovy model.
Bioekvivalence je prokazana, kdyz pro parametry cmax a AUC plati, ze 90% interval
spolehlivosti poméru testovand/referencni latka se nachazi v akceptaénim intervalu
80.00 - 125.00 %. Tento limit vychazi z pfedpokladu, Ze 20% rozdil mezi testovanym
a referencnim lé¢ivem neni klinicky vyznamny, nicméné v nékterych ptipadech je nutné
tento limit upravit. Pro latky s Gzkym terapeutickym indexem je doporuceno snizit
akceptacni interval pro AUC a v nékterych piipadech i pro cmax na 90.00 - 111.11 %.
Naopak u vysoce variabilnich pfipravkil je moznost limit pro cmax zvysit (dle variability
vramci subjektu az na interval 69,84 — 143,19 %), ovSem akceptacni interval

80.00 - 125.00 % pro AUC by mél byt dodrzen [53].

Pro urceni bioekvivalence dvou léCivych piipravkil (v nasledujicim textu
oznacenych A a B) je obvykle doporuc¢ena randomizovna ,,two-period, two-sequence
crossover studie s jednordzovym podanim testovan¢ho 1éciva [53, 54]. Kazdému
Gidastnikovi studie jsou postupné podany obé testovana 1é&iva. Ugastnici jsou ndhodng
rozdéleni do dvou testovacich skupin, kde skupin€ 1 je nejprve podana latka A a nasledné

B a u skupiny 2 naopak, tedy nejprve latka B a nasledné A [55]. Mezi aplikaci latky A
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a B musi byt dostatecné dlouhy Cas pottebny pro vylouceni latky tak aby nasledujici
méfeni nebylo ovlivnéno ptedchozi aplikaci. K eliminaci 1é¢iva z organismu je obvykle
zapottebi minimalné€ pét elimina¢nich polocast. Studie je obvykle provadéna na zdravych
dobrovolnicich, nekufacich, ktefi v minulosti nebyli zavisli na alkoholu nebo drogéch.
Aby bylo mozné provést statistické zpracovani dat, musi se studie t€astnit minimalné
12 subjektt [53]. Pro analyzu bioekvivalenc¢nich studii jsou doporucené selektivni,
citlivé, presné, precizni a opakovatelné¢ metody [53, 54]. Kapalinova chromatografie

s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) je proto hojné vyuzivana.

2.2 Uprava biologického materialu

V bioanalyze jsou nejcastéji zpracovavany télni tekutiny, jako je krev, plasma,
sérum a mo¢, ale naptiklad také tkdn€. Jedna se o velmi komplexni matrice, které obsahuji
velké mnozstvi interferujicich latek jako jsou proteiny, soli, fosfolipidy jez mohou
zpisobovat nezddouci matricové efekty. Tyto latky se ve vzorku obvykle vyskytuji
v mnohondsobn¢ vyssi koncentraci nez sledovany analyt, coz miize mit vliv na citlivost
analyzy [56]. Biologické vzorky jsou navic ve vétsin¢ piipadi nekompatibilni
s analytickou instrumentaci, napfiklad proteiny se mohou navéazat na stacionarni fazi
vzorku predstavuje jednu z klicovych ¢asti celé bioanalytické metody. Cilem Upravy
vzorku neni jen izolace sledovaného analytu, ale rovnéz ziskani ¢istého extraktu prostého
interferenci z matrice a ideédlni je také zakoncentrovani vzorku, vzhledem k nizkym
koncentracim 1é¢iv, ¢i metabolitl v biologickém materidlu. Jde o Casové narocny proces,

ktery mnohdy ptedstavuje az 80 % z celkové doby analyzy [56, 57].

Mezi konvenéni metody upravy vzorkl vyuzivané v bioanalytickych laboratotich
patii proteinova precipitace (PP), extrakce na tuhou fazi (SPE) a extrakce z kapaliny
do kapaliny (LLE). Nejjednodussi a velmi rozsifenou technikou je PP. Principem je
odstranéni proteind ze vzorku pomoci precipita¢niho ¢inidla, proto je tato metoda
aplikovand na vzorky s vysokym obsahem proteinli (plasma, sérum, plna krev).
Jako precipitacni ¢inidla se pouZzivaji organicka rozpoustédla (methanol, acetonitril, ...),
kyseliny (napf. trichloroctovd) a soli (siran zine¢naty v hydroxidu sodném, siran
amonny, ...). Metoda je vhodnd pro hydrofilni 1 hydrofobni latky, ale neni pfili$

selektivni, je zde riziko vazéani analytu na precipitat, a navic po precipitaci ve vzorku
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zUstanou slozky matrice, které se vyznamné podili na matricovych efektech (fosfolipidy,

soli a mastné kyseliny) [56, 58].

Techniky SPE a LLE jsou zalozené na distribuci analytu mezi dvé nemisitelné
faze. U SPE je analyt distribuovan mezi kapalnou MF a pevnou stacionarni fazi.
Staciondrni faze je tvofena sorbentem pokrytym funkénimi skupinami, které interaguji
s analytem pomoci nepolarnich, polarnich nebo iontovych interakci. Vybér vhodného
sorbentu je pro SPE klicovy. Pouzivaji se sorbenty o velikosti ¢astic obvykle 40-50 um,
které jsou chemicky obdobné jako v HPLC, tedy chemicky vazané faze na bazi silikagelu
(C8, C18, fenyl, ...), polarni faze (silikagel, oxid hlinity, aminopropyl, diol, ...), iontové
vymeénné faze, grafitovy uhlik, polymerni faze (napt. HLB extrak¢ni kolonky), ale také
vicemodalni sorbenty (soucasné obsahuji jak nepoldrni sorbent, tak silny iontové
vyménny katex nebo anex), monolity, imunosorbenty, molekuldrné vtisténé polymery
nebo RAM sorbenty (materidly s omezenym piistupem). Sorbent se vybira na zakladé
fyzikalné-chemickych vlastnosti izolované latky. Existuje n€kolik moZnosti usporadani
sorbentu a to kolonky, disky, jamkové extrakéni desticky, nebo pipetovaci Spicky.
SPE je selektivni, poskytuje vysoké vytézky a umoznuje zakoncentrovani vzorku [58-
60]. V ptipadé¢ off-line SPE je nevyhodou pomérné velka ¢asova naroc¢nost, kdy extrakce
zahrnuje hodné krokii (kondicionace, naneseni vzorku, promyti, extrakce, ptipadné
vysuseni a rekonstituce). Dalsi nevyhodou je také vysoka cena, jelikoz extrakéni kolonky
jsou urceny na jedno pouziti. Sou¢asné¢ u SPE mohou byt interferujici sloZzky matrice
béhem extrakce odstranény, ale v nckterych piipadech mohou byt naopak
zakoncentrovany spole¢né s analytem a tak neni zaruc¢ena redukce matricovych efektl

[57].

V ptipadé¢ LLE je analyt extrahovdn zvodného vzorku do rozpoustédla
nemisitelného s vodou (toluen, ethylacetat, diethylether, hexan, ...) na zakladé¢

rozdélovaciho koeficientu (Kp):

[Alor
Kp = —= (1)

[Alaq

kde [Alorg je koncentrace analytu v extrakénim rozpoustédle nemisitelném s vodou
a [Alaq je koncentrace analytu ve vodném vzorku v chemické rovnovaze. V ptipadé, ze je
tato soustava rozpoustédel tvoiena oktanolem a vodou, uvadi se logaritmus pomeéru
oktanol/voda — log P. Cim vys3i je hodnota log P, tim vice je latka lipofilni. Vzhledem

k tomu, Ze velka ¢ast 1€Civ jsou acidobazické latky je vytéznost LLE ovlivnéna hodnotou
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pH, jelikoz analyt pfechazi do organického rozpoustédla pouze v neionizované formé.
Metoda LLE tak byva obvykle Gi¢innd v odstranéni soli a fosfolipidi, a tedy by mél byt
redukovan vyskyt matricovych efekt. V ptipadé néasledné separace pomoci kapalinové
chromatografie na reverznich fazich byva soucasti LLE obvykle také krok zahrnujici
vysuSeni extrahovaného vzorku dusikem a ndslednd rekonstituce v rozpoustédle
kompatibilnim s analytickou instrumentaci, timto krokem je mozné vzorek
zakoncentrovat. Jistymi nevyhodami této extrakce je mozna tvorba emulze na rozhrani
fazi, velkd spotieba organickych rozpoustédel (v ramci stovek pl az jednotek ml na
vzorek), vysokd Casova narocnost, velké mnozstvi krokl provadénych operatorem

a hlavni nevyhodou je problematicka izolace hydrofilnich latek [56-58].

MIKROEXTRAKCNI TECHNIKY

DPX STAGE tips

‘ na principu SPE ‘ | na principu LLE |
= !
Mikroextrakce na tuhou fazi Mikroextrakce do jediné kapky rozpoustédla
SPME SDME
i i
Mikroextrakce pomoci plnéného sorbentu Mikroextrakee pomoci dutého vlaka
MEPS HF-LPME
i /N
Mikroextrakce pomoci plnénych pipetovacich Spicek Paralelni extrakce pomoci i Elektromembrénova
umelych kapalnych membran i extrakce
I I PALME/ 96-well LPME i EME
I
i

Extrakce z kapaliny do kapaliny podporena pevnou fazi

Disperzivni SPE s vyuzitim magnetickych castic SLE

MSPE

Disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny
DLLME

Obrazek 2: Piehled mikroextrakénich technik diskutovanych v disertaéni praci.

Mezi hlavni trendy v ptipravé vzorka patfi: miniaturizace, automatizace, online
spojeni se separacni technologii, snadné zpracovani velké série vzorki a sniZovani
nakladii na extrakci. Modifikaci tradi¢nich extrak¢énich metod jako je SPE a LLE vznikla
fada miniaturizovanych technik (Obrazek 2). Tyto metody obvykle vedou ke sniZzeni
spotfeby vzorku a organickych rozpoustédel, snadnému zakoncentrovani, zvySeni

selektivity, snizeni poctu extrakcnich krokti a v nékterych ptipadech také zkraceni doby
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extrakce, ¢imz vedou k vysoké propustnosti vzorki laboratofi [61]. SniZzeni spotieby
vzorku je vyhodné zejména v piipadech, kdy je dostupné pouze omezené mnozstvi
analyzovaného vzorku. Piikladem miize byt in vivo analyza na mysich nebo potkanech.
Navic diky nizké spotieb¢ organickych rozpoustédel jsou mikroextrakce znacné¢ Setrnéjsi

k zivotnimu prostiedi v porovnani s tradicnimi extrakénimi metodami.

2.2.1 Miniaturizované techniky zalozené na principu SPE

Mikroextrakce na tuhou fazi

Mikroextrakce na tuhou fazi (SPME, z anglického solid-phase microextraction) byla
predstavena v roce 1990 Arthurem a Pawliszynem, ktetfi pomoci silikonového optického
vldkna potazeného polyimidem extrahovali latky (polychlorované bifenyly a benzeny)
z vodného roztoku s naslednou termalni desorpci v plynovém chromatografu [62].
Extrakce trvala pouhé dvé minuty a diky termdlni desorpci byla uplné eliminovana
organickd rozpoustédla. Zpracovani vzorkii pomoci SPME obvykle zahrnuje 2 faze:
(1) rozdéleni analytu mezi vzorek a extrakcni fazi na zakladé rozdélovaciho koeficientu
a (2) desorpci analytu z extrakéni faze do analytického pfistroje nebo do desorpcéniho
roztoku. Na rozdil od konvenc¢nich metod je v ptipadé SPME vzorek extrahovan pouze
do dosazeni rovnovédhy mezi vzorkem a sorbentem, a tedy do extrakéni faze ptfechazi
pouze malé mnozstvi analytu (obvykle méné nez 10 %). Tato mikroextrakéni metoda byla
postupné modifikovana a kromé& ptivodniho vldkna byly pouzity dalsi nosice pro ukotveni
tuhé faze — michadlo, kapilary, jehla, a dalsi (Obrazek 3). V komer¢ni vyrobé jsou
pro potazeni vlakna nej¢astéji pouZity polymerni materidly, které jsou béZzné uzivané jako
stacionarni faze v plynové chromatografii, mezi tyto polymery patfi napiiklad
polydimethylsiloxan,  divinylbenzen, karboxen, nebo pro polarni latky
karbowax-polyethylenglykol a jsou dostupnd i1 vldkna potazend modifikovanym
silikagelem C18. Nicméné na experimentdlni urovni bylo pouzito velké mnoZstvi
unikatnich tuhych fazi, napt. polypyrrol, immunosorbenty, modifikovany silikagel nebo
molekularné vtisténé polymery [60, 61]. Tato extrakéni metoda byla plivodné vyvinuta
pro extrakci tékavych analytl, které jsou po termdalni desorpci separovany pomoci
plynové chromatografie. Nicméné v souCasné dob¢ stoupd vyuziti spojeni SPME
s kapalinovou chromatografii, zejména pro analyzu netékavych a termolabilnich latek
[56]. V tomto pfipad€ je analyt extrahovan do desorpéniho roztoku a pii zvoleni
vhodného extrak¢niho moédu je mozné extrakci automatizovat [63, 64]. Tato metoda

jepomérné¢ hojné¢ rozSifena a byla jiz pouzita pro extrakci analyti v oblasti
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enviromentalni [65-67], forenzni [68, 69] a farmaceutické [67, 70] analyzy nebo také
v analyze potravin [71, 72]. Tato technika navic umoziuje extrakci jak exogennich, tak

endogennich latek in vivo, tedy ptfimo z Zivého organismu [73-75].

[ )
jehla
potaZeni &z
polymerem izzizeee, « .-
Y .
QL A
sklenény  magnetické potazeni
obal jadro polymerem
E N F
Ferule pro pripojeni
Pipetovaci $picky
URARAR
1|
nRan
o~
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( 7, kapilara {
- potaZeni vodny \ SPME vlakno

polymerem vzorek

Obrazek 3: Mikroextrakce na tuhou fazi a souvisejici mikroextrakéni techniky: (a) ,,head-space” SPME,
(b) ,,direct imersion* SPME, (¢) sorp¢ni mikroextrakce michadlem, (d) ,,in needle* SPME, (e) ,,in-tube*
SPME, (f) ,,in-tip* SPME, pfevzato a upraveno podle [61]

Mikroextrakce pomoci plnéného sorbentu

Mikroextrakce pomoci plnéného sorbentu (MEPS, z anglického microextraction
by packed sorbent) je miniaturizovanou verzi klasické SPE. Tuto metodu ptedstavil
v roce 2004 Abdel-Rehim ze Svédské laboratofe Astra-Zeneca [76]. Na rozdil od SPE,
ktera probiha v plastovych kolonkach (obvykle 30 a vice mg sorbentu) nebo
96-jamkovych destickach (10-100 mg sorbentu), je u MEPS sorbent (1-4 mg) bud’
soucasti sklenéné stiikacky, kde je na obou strandch oddélen polyethylenovymi filtry
a nebo je umistén v kartridzi, kterd je zakomponovana mezi jehlu a stiikacku o objemu
100, 250 nebo 500 pul (Obrazek 4a). Extrakce miize probihat manualné, poloautomaticky
pomoci specidlni pipety (eVol®) nebo zcela automaticky (Obrazek 4) [77, 78].
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Obrazek 4: Mikroextrakce pomoci plnéného sorbentu (a) manualni — sorbent umistén ve stiikacce nebo
v kartridzi na jehle, (b) poloautomatizovana pomoci pipety eVol a (¢) pln¢€ automatizovana. Pfevzato

a upraveno podle [77, 79].

Vlastni extrakce se sklada ze shodnych kroku jako klasickd SPE: (1) aktivace sorbentu,
kdy je sorbent dvakrat promyty organickym rozpoustédlem a nasledn€ dvakrat promyty
vodou, pfipadné 0,1% kyselinou mravenci; (2) nandSeni vzorku v jednom, nebo vice
cyklech v zévislosti na koncentraci cilového analytu (3) vymyti interferujicich slozek
matrice, nejCastéji se aplikuje voda, nebo 0,1% kyselina mraven¢i v jednom aZz dvou
promyvacich cyklech (4) a nakonec eluce analytu vhodnym organickym rozpoustédlem.
Proces extrakce se v§ak od SPE 1i§i smérem toku rozpoustédel pouZzivanych pfi extrakei,
kde v ptipadé¢ klasické SPE jsou roztoky vzdy eluovany jednim smérem (shora doli),
zatimco u MEPS proudi roztoky obéma sméry, jelikoz jsou do stfikacky nasavany
a nasledné zpét vypoustény pohybem pistu nahoru a doli (Obrazek 5). Z tohoto diivodu
jsou v piipadé MEPS klicovymi kroky promyvani a eluce vzorku. Analyt mize byt
eluovan velmi malym objemem rozpoustédla, vysledkem je vysoké zakoncentrovani
vzorku a moznost eluat pfimo nastfiknout na analytickou kolonu, tedy on-line spojeni
MEPS se separacni technikou. V pfipad€ manualni extrakce je ovSem nutna jista zruc¢nost,
jelikoz efektivita extrakce je ovlivnéna rychlosti pohybu pistu stiikacky. Pfili§ rychlé
nasavani a vysavani rozpoustédel mize vést k nedostatecné adsorpci analytu k sorbentu,
coz vede k nizké vytéZnosti a Spatné opakovatelnosti extrakce [58]. Pro MEPS jsou
komeréné dostupné podobné sorbenty jako pro SPE (silikagel, C2, C8, C18 a C8+SCX),
proto jsou podminky SPE snadno adaptovatelné na techniku MEPS jednoduchym

sniZenim mnozstvi rozpoustédel dle hmotnostniho rozdilu sorbentli mezi SPE a MEPS.
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Dalsi vyhodou je moznost mnohonasobného pouziti jedné kartridze plnéné sorbentem pro
extrakci 100 a vice vzorkii na zdkladé¢ typu matrice. Cenové naklady jsou timto
ve srovnani s SPE, kde je extrak¢ni kolonka urcena pouze pro jedno pouziti, redukovany
a soucasné je MEPS vyrazné ekologictejsi extrakéni metoda. Pro minimalizaci pienosu
mezi jednotlivymi vzorky je MEPS sorbent po kazdé extrakci nékolikrat promyt
methanolem, acetonitrilem nebo jinym vhodnym rozpoustédlem [57, 58, 77-79].
V ptipadé viskoznich a komplexnich matric, jako naptiklad plasma, sérum nebo plna krev
je ovSem zivotnost kartridze nizs$i vzhledem k riziku ucpani sorbentu. Tomu je mozné
predejit nafedénim vzorku, pfipadné vysrdzenim proteini pomoci methanolu nebo
acetonitrilu nebo centrifugaci vzorku [80-82]. Stejné jako vySe zminéna SPME se MEPS
vyuziva v oblastech farmaceutické [83, 84], forenzni [85, 86] enviromentalni analyzy [87,

88] 1 v analyze potravin [89, 90].
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Obrazek 5: Prib¢h mikroextrakce pomoci plnéného sorbentu. Pievzato a upraveno podle [77].

Mikroextrakce pomoci plnénych pipetovacich Spicek

Spoleénym parametrem ndasledujicich dvou mikroextrakci je umisténi sorbentu
do pipetovacich Spicek. Jedna se o miniaturizovanou verzi klasické SPE - tzv. STop And
Go Extraction (STAGE tips, Obrazek 6a) nebo miniaturizovanou disperzni SPE -
tzv. disposable pipette tip extraction (DPX). Tyto dvé techniky se ovSem lisi zplisobem
uloZeni sorbentu ve Spicce a dale také zpisobem nanéasSeni vzorku. Pfi STAGE tips

extrakci je Spic¢ka (objem 10 pl az 1 ml) naplnéna vrstvou sorbentu, vzorek i jednotliva
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rozpoustédla jsou nandSeny vrchnim koncem $picky a tok rozpoustédel je dan hnaci silou,
kterou je bud tlak ¢i odstfediva sila aplikovand prostiednictvim centrifugy. Vyuziti
centrifugace pro extrakci vede ke zlepSeni preciznosti a opakovatelnosti, neni zde vSak
moznost automatizace, jelikoz centrifugu neni mozné propojit s chromatografickym
systémem. Navic, po kazdém centrifuga¢nim cyklu je nutné manualné doplnit roztok pro
dalsi krok extrakce. Dal$i nevyhodou je nizka kapacita Spicky, kterd je dana mnozstvim
sorbentu, proto tato metoda neni vhodna pro kvantitativni stanoveni vysoce
koncentrovanych analytti. Dalsi komplikaci je Casté ucpavani sorbentu, kdy v ptipadé
biologickych materidli, jako je plasma nebo sérum je nutné vzorek pied extrakci natedit,
nebo 1épe deproteinovat [91, 92]. Naopak vyhodou této extrakéni metody je moznost
vlastni pfipravy extrak¢nich Spicek ptimo v laboratofi. Jedna se o velmi snadny postup,
kdy se vyuzZiva komeréné vyrabénych SPE diskd, ze kterych je jehlou Hamiltonovy
stiikacky sorbent vyfiznut a pfenesen do Spicky. Je tedy mozné optimalizovat mnozstvi
sorbentu pro danou extrakci, pfipadné Spicku naplnit vlastni kombinaci sorbentl
vhodnych pro extrakci vybrané smési analytl sriznymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi [92, 93]. Na stejném principu, je zaloZena i spin column puSPE (SC-uSPE),
jez vyuziva centrifugaci jako hnaci silu. Zde je sorbent ve formé¢ disku umistén
v miniaturnich plastovych kolonkach které jsou vlozené do odpadnich zkumavek,
do kterych jsou sbirdna jednotlivd rozpoustédla, ¢i eluat (Obrazek 6b) [91]. Bylo
publikovano n€kolik studii, kde byly extrahovany 1é¢iva z biologického materialu pomoci
STAGE tips [92] nebo SC-uSPE [94], nicméné své vyuziti naSly tyto extrakéni metody

zejména v oblastech proteomiky a metabolomiky [95-98].

a) b) c)

Mechanicka
bariéra

sorbent

Frita /

Obrazek 6: Mikro-SPE v uspotadani (a) STAGE tip, (b) ,,spin column® a (¢) DPX. Pfevzato a upraveno
podle: [99-101].
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V ptipadé DPX je sorbent (1-100 mg) voln€ uloZen ve Spicce (200 pl — 5 ml),
mezi fritou (spodni ¢ast Spicky) a mechanickou bariérou (horni cast Spicky)
(Obrazek 6¢). Pti nasavani vzorku do Spicky dochazi k dynamickému michéani vzorku se
sorbentem, coz vede k rychlému dosazeni rovnovahy mezi stacionarni fazi a analytem.
Pro jesté¢ vétsi Ucinnost této extrakce miize byt soucasti Spicky tzv. rozptylovac
(,,disperger*), ktery pomaha zvysit kontakt mezi roztokem vzorku a ¢asticemi sorbentu
[102]. Jedna se o ¢asové velmi rychlou extrakci (v ramci jednotek minut), je dostupny
Siroky vybér stacionarnich fazi (reverzni faze, silikagel, iontové vyménné faze, mix-mode
faze, hybridni SPE faze i faze na bazi grafitového uhliku) a dalsi vyhodou DPX je nizka
spotieba rozpoustédel i vzorku. Navic je cely proces automatizovatelny a je mozné
1 pfimé on-line spojeni s chromatografickou metodou [99, 103]. Tato extrakce byla
pouzita naptiklad v oblastech analyzy enviromentélni [104], forenzni [103] ¢i potravin

[105-107].

Disperzivni u-SPE s vyuzitim magnetickych castic

Dalsi extrak¢ni metodou, zaloZenou na principu disperzni extrakce na tuhou fazi
je SPE s vyuzitim magnetickych castic (Obrazek 7). Sorbentem jsou core-shall ¢astice,
tvofené magnetickym jadrem, potazenym vrstvou silikagelu, ktery muze byt dale
modifikovan, grafenu, polymeru atd. Pro tvorbu jader se vyuzivaji mikro nebo nano
Castice z materialu se supraparamagnetickymi vlastnostmi, coZ znamen4, ze ¢astice jsou
pritahovany magnetickym polem, ale po odstranéni pole si magnetismus nezachovaji
a dale se neshlukuji. Tyto vlastnosti spliiuje Zelezo, nikl, kobalt a jejich oxidy, nejcastéji
se vyuziva Fe>O3 a Fes04[108, 109]. Jedna se o velmi rychlou a efektivni extrakei, jelikoz
sorbent tvofeny malymi ¢asticemi s velkym povrchem je rozptylen ve vzorku ve formé
suspenze, ¢imz je rychle dosazena rovnovdha mezi analytem a sorbentem, ktery navic
pred extrakci nevyZaduje aktivaci a kondicionaci. Nasledné je sorbent pomoci vnéjSiho
magnetického pole odseparovan, promyt a analyt je extrahovan pomoci vhodného
rozpoustédla. Sorbent miize byt po desorpci vzorku regenerovan a opakované pouzit pro
dalsi extrakce. Dulezitymi parametry extrakce, které vyzaduji optimalizaci jsou
pH vzorku, mnozstvi a typ sorbentu a objem rozpoustédla pro promyti a desorpci vzorku
[109-112]. Touto metodou je mozné extrahovat latky z biologického materidlu [113],
z komplexnich matric jako jsou potraviny [114] a své vyuziti nasla i v enviromentalni
analyze [115], nebo biotechnologiich, kde umoziuje naptiklad izolaci a precisténi DNA

[116].
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Obrazek 7: Prubéh disperzivni p-SPE s vyuzitim magnetickych ¢astic.

2.2.2 Miniaturizované techniky zalozené na principu LLE

Extrakce do jediné kapky rozpoustédla

Vroce 1996 byla ptfedstavena prvni miniaturizovand LLE do jediné kapky
rozpoustédla (single-drop microextraction, SDME) [117, 118]. Pii této metod¢ je analyt
extrahovan pasivni difuzi zvodného roztoku do kapky (<10 pl) organického
rozpoustédla nemisitelného svodou. Kapka je zpravidla ukotvena na jehle
mikrostiikacky, do niz je po extrakci zpét nasata. Extrakce muze probihat ve dvou
modech: (1) pfimé ponotfeni kapky do vzorku (tzv. ,direct imersion DI-SDME)
a (2) tzv. headspace extrakce (HS-SDME), kdy je kapka umisténa v prostoru nad

vzorkem a mohou tak byt extrahovany tékaveé latky (Obrazek 8). Pro dosazeni vysoké

direct immersion head-space
SDME SDME

6 Extrakeéni roztok

Obrazek 8: Extrakce do jediné kapky rozpoustédla (SDME) v uspofadani ,,direct immersion

a ,head-space®. Pievzato z: [119].
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ucinnosti extrakce je nezbytné michani vzorku béhem extrakéniho procesu. Jedna se
o pomérné jednoduchou extrakci, kterd nevyzaduje specialni instrumentaci. Vzhledem
k problematické stabilité¢ kapky je ovSem tato metoda pomérné malo robustni. Z tohoto
divodu neni SDME pfili§ vyuzivana v oblasti bioanalyzy [119-121]. SDME je vSak stale
pfedmétem experimentélnich studii a ve snaze zlepsit robustnost metody jsou naptiklad
testovana nova rozpoustédla poskytujici stabilng;si kapku [122]. V nedavné studii byla
publikovana SDME v 96-jamkovém uspoiadani umoznujici semi-automatickou paralelni

upravu vzorkt [123].

Mikroextrakce pomoci dutého viakna

Mikroextrakci pomoci dutého vlakna (HF-LPME, z anglického hollow fiber
liquid phase microextraction) ptedstavil v roce 1999 Pedersen-Bjergaard a Rasmussen
[124]. Organicka vrstva (nemisitelna s vodou) je v tomto piipad¢ ukotvena v mikropdrech
dutého polypropylenového vldkna a tvofi takzvanou kapalnou membranu (SLM,
z anglického ,,supported liquid membrane*). V1dkno je ponofeno do kapalného vzorku
alatky jsou extrahovany pasivni difuzi dovnitt dutého vldkna, které je naplnéno
akceptorovym roztokem. Akceptorovy roztok mize byt, bud’ organické rozpoustédlo
nemisitelné s vodou (tzv. dvoufazova HF-LPME), nebo vodny roztok, pak se jedna
o tzv. tfifazovou HF-LFME (Obrazek 9). Dvoufazova extrakce je vhodna pro extrakci
lipofilnich analyti a néslednou analyzu pomoci GC. Zatimco tfifdzova HF-LPME
je ptimo kompatibilni s LC na reverznich fazich nebo kapilarni elektroforézou [119, 120,

125].

Jednim z klicovych parametrii extrakce je vhodna volba organického rozpoustédla
pro SLM. To by m¢lo splhovat nasledujici pozadavky: (1) nemisitelné s vodou, aby
nedochazelo k tiniku do vzorku nebo v ptipadé ttifazového uspotadani do akceptorového
roztoku, (2) mélo by byt dostate¢né¢ hydrofobni, aby dochdzelo k rovnomérnému
rozloZzeni v porech hydrofobni membrany (3) v ptfipad¢ ttifazového uspofadani
by rozpoustédlo nemelo byt ptili§ tékavé, aby nedochazelo ke ztratam béhem extrakce,
jsou tedy doporucovana rozpoustédla s vysokym bodem varu a za (4) by mélo byt
dostate¢né selektivni pro dany typ extrakce. Mezi Casto pouzivana rozpoustédla patii
napiiklad 1-oktanol, dihexyl ether, dodecyl acetat nebo isopentyl benzen. Vzhledem
k tomu, ze extrakce probiha pasivni difuzi, je hnaci silou pH gradient, proto je nezbytné
optimalizovat pH donorového a akceptorového roztoku. Dal§imi parametry, které musi

byt optimalizovany jsou rychlost michani a délka extrakce [125, 126].
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trifazova HF-LPME

vodna akceptorova faze
SLM

vzorek

organicka akceptorova
faze nemisitelnad s vodou
vzorek

$ Analyt

duté viakno

Obrazek 9: Mikroextrakce pomoci duté¢ho vlakna (HF-LPME) ve dvoufazovém a tfifazovém provedeni.

Obrazek prevzat z: [119].

Pti vhodné¢ zvolenych podminkach trifazova HF-LPME poskytuje vysoce
preciStény extrakt: (1) nabité¢ molekuly ve vzorku neptfejdou do organické vrstvy SLM,
(2) siln¢ hydrofobni latky jsou zadrZeny v lipofilni SLM a za (3) membrana dutého vldkna
pusobi soucasné jako bariéra pro velké molekuly, jako jsou napiiklad proteiny. Soucasné
pfi extrakci dochdzi k obrovskému zakoncentrovani vzorku, vzhledem k velkému
objemovému rozdilu mezi vzorkem a akceptorovym roztokem. Pfi extrakci je pouZito
minimalni mnozstvi organickych rozpoustédel (desitky pl). Jistou nevyhodou v§ak mize
byt doba extrakce, kdy k dosaZeni rovnovahy je zapottebi obvykle 30-45 minut.
V porovnani s predchozi technikou SDME, ktera je rovnéz ¢asové naroc¢na, je HF-LPME
mnohem robustnéj$i a je tedy vhodna i pro extrakci latek z biologickych materiald.
Nicméné, vybaveni potfebné pro tuto extrakci neni komeréné dostupné, coZ limituje
pouziti HF-LPME v rutinni klinické laboratofi, proto je tato metoda vyuZivana spise
na akademické trovni [127]. Tento problém byl vyfeSen modifikaci metody, kdy duté
vladkno bylo nahrazeno plochou membranou uspofadanou ve formé 96-jamkové filtracni
desticky - tzv. ,parallel artificial liquid membrane extraction (PALME). Veskeré
vybaveni pro provedeni této extrakce je komercné dostupné a diky 96-jamkovému
uspotadani navic metoda umozituje vysokou propustnost vzorkti laboratoti [128]. Dalsi
modifikaci HF-LPME je jeji kombinace s elektrickym polem — tzv. elektromembranova

extrakce. Tato technika bude podrobné¢ diskutovéna v kapitole 2.3.
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PALME je tiifdzova forma HF-LPME vyuzivajici k extrakci plochou membranu
v takzvaném ,,sandwichovém® formdatu. Organicky solvent je ukotven na filtra¢ni
membranu (0,45 um, polyvinyliden fluorid), ktera je soucasti akceptorové desticky.
Vzorek je extrahovan z donorové 96-jamkové desticky, ktera je tésné uzaviena
akceptorovou 96-jamkovou filtracni destickou do jejichz jamek je nasledné napipetovan
akceptorovy roztok. Tento systém je uzavien vickem, aby nedochézelo k odpatrovani
akceptorového roztoku béhem extrakce, a je tfepan po celou dobu extrakce (Obrazek 10).
PALME nabizi moznost Gpravy velké série vzorkli, snadnou manipulaci, a tedy snizeni
potencidlnich chyb, které by operator mohl do extrakce zanést. Jistou limitaci vSak mtze
byt objem donorové faze (vzorku). Objem je limitovan jednak velikosti jamek donorové
desticky (0,5 ml) ale i1 faktem, Ze je nutné do jamky jesté ¢astecné ponoftit akceptorovou
desticku, a tak maximalni objem donorové faze je 250 pl. Na druhou stranu, by objem
donorové faze nemél byt mensi nez 200 pl, jelikoZ pro vlastni extrakci je nutny kontakt
mezi vzorkem a membranou [128]. V pfipad¢ extrakce z biologického materidlu
je donorova faze obvykle tvofena smési vzorku a pufru, ktery upravuje pH vzorku tak,
aby analyty byly v neionizované formé¢ a mohl penetrovat do hydrofobni SLM. Naproti
tomu akceptorovy roztok musi mit takové pH, aby extrahované analyty byly ionizované
a nehrozila zpétnad extrakce do SLM. Pro vytvofeni neutralniho prostiedi je nejCastéji
pouzivan fosfatovy pufr, zatimco kyselého prostiedi je dosahovano pomoci roztokil
kyseliny chlorovodikové €1 mravenci, bazické prostiedi je naopak tvofeno fedénymi

roztoky hydroxidu sodného [126, 129].

Vybér vhodného organického rozpoustédla pro SLM je rovnéz kliCovy pro
extrakci. Pro bazické analyty se nej€astéji pouziva dodecylacetat, dihexyl ether, isopentyl
benzen a nebo n-hexadekan. Pro extrakci kyselych latek je nejcastéji zvolen dihexyl ether,
1sopentyl benzen nebo 2,2-dimethyl-1-propyl benzen. Tato organicka rozpoustédla jsou
vhodné pro extrakci nepoldrnich nebo nanejvys slabé polarnich latek (log P alesponi
1,5 - 2,0). Pfechod polarnéjSich latek do relativné nepolarni SLM je vSak znané omezen,
coz vede k nizké efektivité extrakce [129]. Pro zvySeni u€innosti extrakce polarnich latek
jsou v LPME pouzivany dva pftistupy: (1) pfidavek hydrofobniho iontové-parového
¢inidla do vzorku nebo (2) ptidavek iontového nosi¢e do SLM. Pii extrakci polarnich
bazickych latek je mozné pouzit iontové-parové cinidlo, jeZ s analytem vytvori
hydrofobni komplex. Ten je extrahovan do hydrofobni SLM a nasledn¢ na rozhrani fazi

mezi SLM a akceptorovym roztokem dojde k uvolnéni analytu z komplexu a vyménu za
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proti-iont (proton) z akceptorového roztoku. Hnaci silou jsou v tomto piipadé protony,
a tak je pro vysokou extrakéni vytéznost nutné pouzit siln¢ kysely akceptorovy roztok
[130]. Jako iontovy nosi¢ piidany do SLM byl Uspésné pouzit di(ethylhexyl)fosfat
(DEHP), kdy pomoci piidavku 15 % DEHP do 2-nonanolu byly extrahovany latky s log P
-0.3 az 1.3 s vytéznosti az 80 % [131].

Akceptorovy rog H

— SLM

Donorovy roztok
(vzorek)

Obrazek 10: Mikroextrakce z kapaliny do kapaliny v 96-jamkovém ,,sandwichovém* formatu (PALME).
Prevzato a upraveno podle [132], [128].

Jistou nevyhodou metody zlstava dlouhy extrakéni ¢as (obvykle 30-60 min), nicméné
moznost soucasné extrakce az 96 vzorkl tuto nevyhodu do jisté miry kompenzuje.
PALME poskytuje vysoce piecistény extrakt a tato technika je velmi efektivni
v odstranovani fosfolipidl, jeZ jsou castou pii¢inou neZzadoucich matricovych efekti.
Vysledny extrakt je navic pfimo kompatibilni s LC na reverznich fazich a je mozné
ho ptimo nasttiknout na chromatografickou kolonu bez dalsich krokd, které jsou typické
pro klasickou LLE (odpafeni a rekonstituce vzorku) [131, 133]. Tato metoda byla
v bioanalyze pouzita napfiklad pro extrakci novych psychoaktivnich latek (methylon,
pentedron,...) [134] ¢i benzodiazepini a Z-drugs [132] z plné krve nebo nesteroidnich
antiflogistik [135] a antidepresiv [136] z plasmy.

Disperzni liquid-liquid mikroextrakce
Disperzni liquid-liquid mikroextrakci (DLLME) pfedstavil v roce 2006 Rezaee
etal. [137]. Pii této extrakci je kromé vodného vzorku a extrakéniho Ccinidla

(nemisitelného s vodou) pouzité jesté disperzni Cinidlo, které slouzi jako tzv. most mezi
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vzorkem a extrakénim Cinidlem, vzhledem k jeho misitelnosti s obéma vysSe zminénymi
roztoky. Extrakce probihd v konickych zkumavkach, kde smés extrakéniho a disperzniho
¢inidla je rychle aplikovana do vzorku pomoci stiikacky, ¢imz dojde ke vzniku
disperzniho roztoku (Obrazek 11). Extrakce navic miize byt podpoiena michdnim nebo
prostiednictvim ultrazvuku. Diky malym kapkam extrakéniho Cinidla dochazi k extrakci
na velkém povrchu, diky ¢emu je rychle dosazena extrakéni rovnovéaha. Néasledné je smés
centrifugovéna, organicka faze je odebrana a bud’ pfimo analyzovana (naptiklad GC nebo
LC na normalnich fazich) nebo dale zpracovana (odpateni a rekonstituce ve vhodném
rozpoustédle) [119, 120, 137, 138]. Pro extrakci jsou obvykle vyuzivana extrakéni ¢inidla
s vy$$i hustotou, nez je voda, naptiklad dichlormethan, chloroform nebo bromobenzen
a soucasné studie zminuji napiiklad také iontové kapaliny [139]. Pfestoze se jedna
o mikroextrakéni techniku, tak je pfi DLLME stale pomérné velka spotieba rozpoustédel
a extrakce obvykle probihd z vétsiho objemu vzorku (5 — 10 ml). Pro vznik disperze
je nezbytné, aby mnozstvi disperzniho ¢inidla (obvykle 0,5 — 2 ml) pfevysovalo objem
extrakéniho ¢inidla (obvykle 20 — 100 pl). Mnozstvi disperzniho Cinidla je klicovy
parametr, ktery musi byt optimalizovan. V ptipad€ malého objemu neni extrakéni ¢inidlo
dostate¢né dispergované ve vodném roztoku, ¢imz dojde ke snizeni extrakéni i¢innosti.
Naopak nadbytek disperzniho c¢inidla mize zvysit misitelnost extrakéniho cinidla
s vodnym vzorkem coz snizuje vytéznost extrakce, jelikoz dojde k Caste¢né ztraté
extrakéniho ¢inidla [120, 138]. DLLME se uplatiiuje zejména v oblastech enviromentalni
analyzy a analyzy potravin. Uplatnéni v bioanalyze je malé a prevazuji extrakce z moci

[119, 120].

Obrazek 11: Prubéeh disperzni liquid-liquid mikroextrakce: (a) vzorek, (b) rychla aplikace disperzniho
a extrak¢éniho ¢inidla stiikackou, (c¢) disperzni roztok, (d) sedimentované extrakéni Cinidlo, (e) odbér

organické faze s extrahovanou latkou. Pievzato a upraveno podle: [140].
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Extrakce z kapaliny do kapaliny podporend pevnou fazi

Extrakce zkapaliny do kapaliny podpoiena pevnou fazi (,,supported liquid
extraction, SLE) je modifikaci klasické LLE a probiha v kolonkach, jez jsou naplnény
inertnim sorbentem s velkou plochou, nejcastéji kiemelinou. Extrakce je tvofena dvéma
kroky: (1) nejprve je vzorek nanesen na kolonku, dojde k adsorpci vodného vzorku na
kiemelinu a vznikne tzv. vodna stacionarni faze obsahujici extrahovany analyt, tento krok
obvykle trva 5 az 10 minut, (2) nasledné je na kolonku aplikovano extrak¢ni ¢inidlo
(organické rozpoustédlo nemisitelné¢ s vodou) a analyt je z vodné vrstvy extrahovan
a eluovan z kolonky. Organické rozpoustédlo snadno interaguje s vodnym vzorkem, jez
je na kiemelinu naadsorbovano ve form¢ tenkého filmu a je tak velmi rychle dosazeno
extrakéni rovnovahy (Obrazek 12). Vysledny eluat miZe byt pfimo analyzovan pomoci
plynové chromatografie, nebo kapalinové chromatografie na normalnich fazich.
V piipad¢ kapalné chromatografie na reverznich fazich je organicky extrakt odpafen
do sucha a rekonstituovan ve vhodném rozpoustédle [141, 142]. Pfi nastaveni vhodnych
podminek extrakce je tato metoda velmi efektivni v odstrafiovani fosfolipidil z biologické
matrice [143]. SLE piedstavuje jednoduchou extrakéni metodu, poskytujici vysokou
extrakéni ucinnost v kratkém cCase. Na rozdil od klasické LLE, pfi SLE nehrozi tvorba
emulze na rozhrani fazi. SLE je navic dostupna i v 96-jamkovém formatu a dalsi
nespornou vyhodou je moznost automatizace [141]. SLE byla pouzita v bioanalyze pro
extrakci analytl z riznych biologickych matric jako naptiklad mo¢ [142], plasma [144],
krev [145], vlasy [146], nebo nadorova tkan [147].

M . Aplikace . Extrakce org.
Pred extrakci vzorku Cekani rozpoutétédlem
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Obriazek 12: Princip extrakce z kapaliny do kapaliny podpofené tuhou fazi (SLE). Pfevzato a upraveno
podle: [141].
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2.3 Elektromembranova extrakce

Elektromembranova extrakce (EME) byla piedstavena poprvé vroce 2006
Pedersen-Bjergaardem a Rasmussenem pod ndzvem elektromembranova izolace. Tuto
techniku pouzili k extrakci péti nepolarnich bazickych latek (pethidin, nortriptylin,
methadon, haloperidol a loperamid) z plasmy a moci a béhem pouhych 5 minut doséhli
vytéznosti 70-79 % [148]. EME vychazi z konceptu HF-LPME ke kterému je pfidana
elektrokineticka slozka podporujici pfenos hmoty, coz vede k €innéjsi extrakcei a je tak
kompenzovana hlavni nevyhoda HF-LPME, tedy dlouhy extrakéni ¢as. Od uvedeni EME
v roce 2006 byla EME aplikovana na extrakci z riznych biologickych matric jako jsou
plasma [149], plné krev [150], sliny [151], moc¢ [150] a matefské mléko [152]. Princip
EME byl realizovan v mnoha konfiguracich, naptiklad ,,drop-to-drop* EME [153],
nano-EME [154] nebo on-chip EME [155]. Vroce 2014 bylo ptedstaveno EME
v 96-jamkovém uspotadani [156], kde extrakce probiha ptes SLM ukotvenou na ploché

membrang.

Eibak et al. jez jako prvni predstavil EME v 96-jamkovém formatu pouzil
komeréné vyrabénou 96-jamkovou desticku jako donorovou, zatimco akceptorova
desticka byla vyrobena pomérné sloZité (Obrazek 13). Polypropylenova membrana byla
teplem pfitavena na pas osmi mikrozkumavek (tzv. strip tubes) bézné uzivanych pro
metodu polymerazové fetézové reakce (PCR). Nasledné byla spodni ¢ast zkumavek
ufiznuta a ukotvena lepidlem na stojan na pipetovaci Spicky majici 96 pozic. Vodivost

desticek byla zprostiedkovana potazenim jamek hlinikovou folii [156].

AkC&ptOrO\IJé desticka : >
potaZena hlinikovou folii

Akceptorové Donorova
Jjamky desticka

Obrazek 13: Paralelni EME v 96-jamkové desticce, (a) pilotni uspotfadani a (b) 96-jamkové provedeni.

Obrazky prevzaty z: [156, 157].
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Dalsi feSeni EME v 96-jamkovém formatu piedstavil Drouin ef al. v roce 2017, jez pouZil
komeréni filtraéni desticku (PVDF membréana o tloust’ce 100-145 um, velikost porii
0,45 um) jako donorovou desticku. Vodivost byla zajisténa diky tyCovym elektroddm
z nerezove oceli, jez byly ponofené do kazdé jamky se vzorkem. Akceptorova desticka,
s moznosti opakovaného pouziti byla vyrobena pomoci 3-D tisku z PEEK
(PolyEtherEther Keton) materialu. Byla tvofena dvéma ¢astmi, které se Srouby tésné
spojovaly a mezi néz se vkladala hlinikova folie k zajisténi vodivosti akceptorové
desticky [158]. Dalsi provedeni vyuziva vySe zminénou komercéné vyrabénou filtrani
desticku jako akceptorovou, zatimco donorova desticka, ur¢end k opakovanému pouziti,
je vyrobend z nerezové oceli. Vodivost v akceptorové desticce s membranami je pak

zajiSténa hlinikovym vi¢kem s ty€ovymi elektrodami (Obrazek 14) [159, 160].

Vodiva donorova desticka

Akceptorova desticka s membranami

Hlinikové viko s elektrodami
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Obrazek 14: Zatizeni pro elektromembranovou extrakei v 96-jamkovém uspofadani.

2.3.1 Princip EME

EME vznikla modifikaci HF-LPME, pfidanim elektrokinetické slozky, tedy
v puvodnim EME uspofaddani je porézni duté vladkno ponofeno do organického
rozpoustédla, které pfedstavuje SLM. Vnitiek vldkna je poté naplnén vodnym
akceptorovym roztokem a vldkno je ponofené¢ do roztoku vzorku. Nasledné jsou
do vzorku a do akceptorového roztoku uvnitt vldkna vlozeny elektrody a vkladané
stejnosmérné napéti zprosttedkovava prenos nabitého analytu ze vzorku ptes organicky
roztok-SLM do akceptorového roztoku (Obrazek 15) [148]. Vzorek je behem extrakce

michan, aby byla redukovana mezni vrstva, ktera se tvofi na rozhrani mezi vzorkem
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a SLM, ¢imz je zvySena extrakce [161]. Hnaci silou celé extrakce je elektrokineticka
migrace, zatimco pasivni difuze hraje pouze vedlejsi roli, coz plati zejména pro kratsi

extrak¢ni Casy pohybujici se od 5 do 15 min [148, 161].

- katoda

Akceptorovy roztok

- @ - (extrakt)
vodny akceptorovyroztok |  f------------- -
pEN G e s i - SLM

SLM N ®

esrak “gd Donorovy roztok

0 (- “ (vzorek)
oNe
Kladné nabity analyt . , -
duté vldkno elektrody ﬁ? + \ Vodiva donorova destitka
Zaporné nabité anoda

netistoty v matrici

Obrazek 15: Elektromembranova extrakce (a) v usporadani ,hollow fiber a (b) v 96-jamkovém

uspotadani. Zapojeni elektrod odpovida extrakci bazickych latek. Obrazek (a) prevzaty z: [119]

V EME systému, vzorek, SLM a akceptorovy roztok piedstavuji elektricky obvod,
ve kterém je SLM hlavnim zdrojem elektrického odporu. Proud prochazejici EME
systémem odrazi tok analytli a také iontl z matrice pfes SLM a se zvySenim proudu
se zvySuje transport pies SLM. Vysoky systémovy proud vSak muze narusit stabilitu
systému kvuli probihajici elektrolyze, coz vede ke zméné pH akceptorového roztoku
a také tvorbé bublinek ve vzorku i akceptorovém roztoku v disledku tvorby Oz na anodé
a Hz na katodé¢. Je tedy potieba volit vhodné organické roztoky pro SLM a optimalizovat

vysi vkladaného napéti [148, 161].

Teoreticky model toku iont pfes membranu v ustdleném stavu (J;) byl popsan
a experimentalné ovéfen vroce 2007. Teoretické poznatky odvozené od
Nernstovo-Planckovy rovnice byly pro EME modifikovany na zdkladé podobnosti

s iontoforetickym transportem 1é¢iv pies kuzi [162]:

. —D; v X~1 L A -
Ji=— (1Ilnx)()(—exp(—v)) (cin - cioexp(-v)) )

kde D; je difuzni koeficient iontu, / je tloustka SLM, y je pomér celkové koncentrace

iontll mezi vzorkem a akceptorovym roztokem, c¢; je koncentrace analytu v mezifazi mezi
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vzorkem a SLM, cio je koncentrace v mezifazi mezi SLM a akceptorovym roztokem a v je

bezrozmérna hnaci sila definovana jako:
v=z FAp/RT 3)

kde z; je iontovy néaboj, F' je Faradayova konstanta, , 4¢ je rozdil elektrické¢ho potencialu
napti¢ SLM, R je plynova konstanta a 7 je absolutni teplota, kterd ma vliv také na difuzni

koeficient [163]:
Di= kT/6mnR 4)

kde kje Boltzmannova konstanta, # je viskozita organického rozpoustédla a R zde

ptredstavuje poloméer molekuly analytu.

Jak vyplyvé z rovnic (3) a (4) hodnoceni vlivu teploty (T) na tok iontll pfes membranu je
komplikovanéjsi, jelikoz teplota jednak ovliviiuje hnaci silu (v), ale také ma vliv
na difizni koeficient (D;). Provedené experimenty vSak prokazaly, ze vliv teploty
na hnaci silu je zanedbatelny v porovnani s vlivem na difuzni koeficient [162]. Navic,
pfestoze by zvySeni teploty mohlo byt vyhodné pro extrakci, neni doporuceno pouzivat
vy$8i nez laboratorni teplotu, pfedevs§im kvili stabilit¢ SLM a celého EME systému [164].
Z rovnice (2) tedy vyplyva, Ze tok analytu pies SLM je ovlivnén difuznim koeficientem
vSLM (Dj), tloustkou SLM (#), pomérem koncentraci iontl mezi vzorkem
a akceptorovym roztokem (y), a vlozenym napétim. Vyznamnou roli hraje také
distribu¢ni koeficient, jelikoZ ovliviiuje koncentrace analytu v mezifadzich mezi SLM
avzorkem (c¢;) nebo extraktem (cip). Pi1 vyvoji EME je tedy nutné vySe zminéné

parametry optimalizovat.

2.3.2 Dulezité extrakcni parametry
Slozeni donoru a akceptoru

Vzhledem k tomu, ze analyty jsou extrahovany v iontové formé, je potieba
patfi¢né upravit pH vzorku a akceptorové faze. Dillezitd je optimalizace pH zejména
u akceptorového roztoku, jelikoz v pfipadé nevhodné zvoleného pH mulze dochazet
k re-extrakci analytu zpét do SLM, ptipadné k jeho zadrzeni v SLM. Naproti tomu
pH vzorku nehraje v G¢innosti extrakce tak zasadni roli [148, 165, 166]. Toto tvrzeni
podporuji 1 Gspésné provedené extrakce pifimo z plasmy a krve bez jakékoliv upravy,
kde bylo dosazeno dobré vytéznosti béhem kratkych extrakénich ¢asti [167, 168]. Naopak

je dulezité zminit, ze pii extrakci biologickych vzorkli mize byt G€innost ovlivnéna
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viskozitou nebo vazbou analytu na ptfitomné proteiny [167]. Proto jsou tyto biologické
matrice pfed extrakci obvykle fedény [169, 170]. Co se objemt obou fazi tyce, tak EME
v klasickém HF-LPME uspoiadani umoznuje vysoké zakoncentrovani analytii, vzhledem
k vyrazné€ rozdilnym objemim vzorku (stovky ul az ml) a akceptorové faze (desitky pl)
[148]. Zatimco v 96-jamkovém uspofadani je objem vzorku dan velikosti jamky
donorové desticky a objem akceptoru se obvykle pohybuje od 50 do 100 pl [160, 171,
172].

,, Supported Liquid Membrane “

Vybér vhodného organického rozpoustédla pro SLM je jednim z kliCovych
parametrit v EME. Mezi vlastnosti, které by mélo organické rozpoustédlo spliiovat patii
nizka rozpustnost ve vodé (nemisitelnost s vodou) a vysoky bod varu, aby byla SLM
stabilni a nedochazelo ke ztratdm vlivem odpatovani nebo tiniku do vzorku. Déle by mélo
byt dostateéné hydrofobni, aby dochazelo k rovnomérnému rozprostieni na membrané,
kterd je vétSinou hydrofobniho charakteru (polypropylen, nebo polyvinylidenfluorid,
PVDF). Soucasné by ale mélo mit dostatecnou afinitu k analytu a umoziovat silné
molekularni interakce (H-vazby a/nebo interakce dipo6l-dipol) pro usnadnéni pienosu
analytu ze vzorku do SLM. Jsou upfednostiiovany rozpoustédla s nizsi viskozitou, jelikoz
tok iontl pfes membranu (Ji) je nepifimo umérny viskozité¢ organického rozpoustédla,
jak je patrné z rovnice (2) a (4) [163, 164]. Z rovnice (2) také vyplyva, ze dulezitym
parametrem je tloustka SLM vrstvy, ktera je déna tloustkou membrany, na kterou je
organicky roztok ukotven. Uginngjsi extrakce bude dosazeno pii pouziti tenéich SLM,
jelikoZ tok analytu pies membranu je nepifimo umérny jeji tlouStce ( rovnice 2) [164].
V ptipadé EME v 96-jamkovém uspofadani se mnozstvi organického rozpoustédla
tvoticiho SLM pohybuje v rozmezi 2-5 pl a bylo zjisténo, Ze pouzité mnozstvi nema vliv

na ucinnost extrakce [119].

Byla testovana fada organickych rozpoustédel ze skupin nitroaromatickych ethert
a dalSich etherdi, benzeni, alkoholt, ketonl, aldehydd, alkylovanych fosfatl, nitrild,
estert a dalSich. Pii1 vybéru vhodného rozpoustédla mizZe byt nagpomocny Kamlet-Taftiv
solvatochromni model, ktery charakterizuje rozpoustédla na zakladé jejich polarity,
solvatacni sily a solvatochromnich efekti. Kamlet a Taft popisuji vlastnosti rozpoustédel
podle ti interakci: (1) parametr dipolarity/polarizovatelnosti rozpoustédla (n*) udavajici
miru pusobeni interakci dip6l-dipol, (2) parametr o (,,hydrogen bonding acidity®),
jez udava schopnost rozpoustédla pusobit jako donor vodikovych vazeb a (3) parametr 3
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(,,hydrogen bonding basicity*) udavajici schopnost rozpoustédla ptsobit jako akceptor

vodikovych vazeb [173-176].

Pro extrakci bazickych nepolarnich latek je jednoznacné nejpouzivanéjSim
organickym rozpoustédlem 2-nitrofenyl(oktyl)ether (NPOE) [157, 163, 169, 172, 177,
178]. Toto rozpoustédlo spliiuje vySe zminéné parametry jako je vysoky bod varu
(351 °C), velmi nizka rozpustnost ve vodé (6x107 g/l) a zaroveit ma vysoké hodnoty
n* a B a tedy efektivné interaguje s protonovanymi molekulami analytu diky interakcim
dipol-dipdl a vodikovym vazbam [163]. Mezi alternativni rozpoustédla pouzivané pro
extrakci bazickych latek patii naptiiklad 2-nitrofenyl(pentyl)ether, ktery by mél byt
ucinngjsi pro extrakci polarnich bazickych latek [179], 2-nonanon nebo 2-oktanon [180]
a dale také benzenové derivaty 1-ethyl-2-nitrobenzen [150, 167] a l-isopropyl-
4-nitrobenzen. V ptipad€ polarnéjsich bazickych latek se pro zvyseni u€innosti extrakce
vyuziva ptridavku iontové-parovych ¢inidel a aditiv nejcastéji do NPOE. Mezi nejcastéjsi
aditiva patii DEHP [159], tris-(2ethylhexyl) fosfat (TEHP) a tributyl fosfat (TBP) [181].
Zminéné rozpoustédla tvoii komplexy s kladné nabitymi analyty, DEHP pomoci
iontovych interakci, zatimco TEHP a TBP pomoci vodikovych vazeb [163]. Pro extrakci
polarnich bazickych latek (log P -0,4 az 1,3) byl také uspésné pouzit Cisty
bis(2-ethylhexyl) fosfit (DEHPi) [182]. DHEPi je neiontové rozpoustédlo a ma velmi
vysoké hodnoty n* a B, s polarnimi analyty tedy interaguje pravdépodobné vodikovymi
vazbami [181]. Extrakce kyselych latek je podstatné méné prozkoumand a mnoZstvi
vhodnych organickych rozpoustédel je znaén€ omezené. NejCasteji se vyuzivaji alifatické
alkoholy, jako 1-oktanol a 1-nonanol, které jsou vSak v porovnani s NPOE méné stabilni
pii kontaktu s biologickymi matricemi [183]. Pro extrakci polarngjSich kyselych latek byl
testovan pridavek rliznych aminti a uspésna byla extrakce s pfidavkem cetyltrimethyl

ammonium bromidu [184].

Extrakcni napeti

Zvysenim extrakéniho napéti dojde ke zvySeni rozdilu potencidlti (4¢) a jak
vyplyva zrovnice (2) dojde ke zvySeni toku iontl pfes membranu. Nicméné,
pfi optimalizaci extrakéniho napéti je nutné brat v potaz stabilitu systému. Béhem
extrakéniho procesu je monitorovan systémovy proud, jelikozZ méteny proud reflektuje
tok analyti a iontll matrice pfes membranu. Jak bylo feceno vyse v kapitole (2.3.1),

pfi pouziti pfili§ vysokého napéti bude v systému probihat elektrolyza, pticemz tvorba
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bublinek v donorové i akceptorové fazi povede ke sniZzeni opakovatelnosti extrakce mezi
vzorky. Vedle toho mtze dochézet ke zvyseni pH u katody a naopak poklesu pH u anody,
coz je vyznamné zejména u delSich extrakcnich Cast [148, 164, 166]. Napéti je potieba
optimalizovat pro kazdé konkrétni organické rozpoustédlo ukotvené na membrang,
jelikoz to je hlavni zdroj elektrického odporu v EME systému, jak bylo feeno vyse.
Vedle toho, vSak mize mit vliv na odpor systému také slozeni donorové a akceptorové
faze, proto by napéti mélo byt optimalizovano pro cely extrakéni systém. Vzhledem
k vySe zminénym limitacim je v pfipadé EME v 96-jamkovém formatu doporuceno
nejvice vSak 50 az 100 pA/jamku [159, 183]. Pouzité napéti navic miize urcovat
selektivitu extrakce, kdy v pfipad€ nizSich hodnot budou G¢inngji extrahovany latky

s veétsi afinitou k vybrané SLM [185].

Trepani

Michani EME systému béhem extrakce je velmi dulezitym parametrem
ovliviiyjicim extrakéni Uc€innost, coz bylo jasné demonstrovdno jiz v prvni studii
zamétené na EME, kde extrak¢ni G¢innost péti modelovych analytti byla zvySena
z 8-10 % (bez tfepani) na 70-79% pfi optimalné nastavené rychlosti tiepani (1200 ot/min)
[148]. Tento jev lze vysvétlit tvorbou uz§i mezni vrstvy na rozhrani vzorku a SLM
v piipad¢, kdy je vzorek michan [148, 161, 166]. Pro vétSinu extrakei je rychlost obvykle
volena v rozsahu 500-1000 ot/min. Pfi niz$ich rychlostech kleséa ptenos analytu ze vzorku
do SLM a naopak pii vyssich rychlostech dochézi k tvorbée bublin, které mohou ¢aste¢né
potlacit kontakt mezi vzorkem a SLM a v obou piipadech tak dochézi k poklesu ti€innosti

extrakce [186].

Extrakcni cas

V porovnani s extrakénimi technikami, kde je hnaci silou pasivni difuze, jako
je napiiklad HF-LPME nebo PALME, kde jsou extrakéni casy obvykle mezi
45-60 minutami [132, 135, 187, 188] nebo dokonce az 120 min [134, 136], je doba
extrakce pfi EME vyrazné kratS§i (5- 20 min) [157, 167, 180-182]. Extrakéni cas
je optimalizovan podle ¢asové kiivky, jez pifedstavuje zavislost vytéZnosti na extrakénim
Case a obvykle je zvolen Cas, jez odpovida dobé potiebné pro dosazeni rovnovazného
stavu. Rovnovazny stav ne vzdy predstavuje 100 % vytéznost a paradoxné pii delSich

extrak¢nich casech mtize naopak dochdzet k poklesu vytéznosti [171, 182]. Tyto jevy
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mohou byt zplisobeny potlacenim pienosu analytti pfes SLM v disledku jejich vysoké
koncentrace v akceptorovém roztoku, pfipadné muize dochdzet ke zpétné extrakci
do SLM [148, 166]. Zpétna extrakce do SLM je obvykle disledkem poklesu
pH akceptorového roztoku zptisobenym probihajici elektrolyzou [182]. Pokles mtize byt
také zpisoben Caste¢nou degradaci membrany, kdy vlivem del§i doby extrakce dojde
k ¢astecnému rozpusténi membrany do vzorku nebo naopak proniknuti vody

do membrany [164].

2.4 Validace bioanalytickych chromatografickych metod

Validaéni proces slouzi k ovéfeni, ze vyvinuta metoda je vhodna k zamyslenym
ucelim a poskytuje spolehlivé vysledky s definovanou jistotou. Pro validaci
bioanalytickych metod existuji doporucené postupy (smérnice) dané bud’ Evropskou
1ékovou agenturou (EMA, Guideline on Bioanalytical Method Validation, 2011) [189]
nebo Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA, Bioanalytical method validation
guidance for industry, 2018) [190]. Validacni parametry a kritéria téchto smérnic jsou
velmi podobné, jen s drobnymi odli§nostmi. V piipadé plné validace chromatografickych
metod jsou hodnocenymi validacnimi parametry: selektivita, pfenos, citlivost (spodni
limit kvantifikace, LLOQ z anglického ,,Jower limit of quantification*), kalibra¢ni kiivka,
presnost, preciznost, matricové efekty, vytéznost, stabilita a v piipad¢ potieby také test
diluéni integrity. Ob& smérnice navic jeSté kladou diiraz na spravnou charakterizaci

a skladovani referen¢nich standardi a klicovych reagencii [189, 190].

2.4.1 Selektivita

Béhem vyvoje metody je potteba ovétit, Zze méfeny signal detektoru je skutecné
nami sledovany analyt. Selektivita se ovéfuje analyzou vzorkd pradzdné matrice
(tzv. blank), kde se sleduje odezva detektoru v retencnich Casech analytli a vnitinich
standardii. Dle obou smérnic by mélo byt analyzovano 6 vzorkli prazdné matrice
pochazejici z riznych zdroji. V ptfipadé obou smérnic by mnozstvi interferujicich latek
nemélo presdhnout 20 % pro analyty na LLOQ a 5 % u vnitinich standardi. EMA
pfipousti pouzit méné vzorki pro sledovani selektivity v ptipadé méné obvyklé matrice

[189, 190].
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2.4.2 Pfenos

Béhem analytické metody mize dojit k pfenosu mezi vzorky. Smérnice FDA
pouze uvadi, ze by tento d¢j mél byt Gpln€ odstranén a v piipadé, Ze to neni mozné,
tak by m¢l byt hodnocen z hlediska vlivu na piesnost stanovenych koncentraci. Naproti
tomu smérnice EMA ptesné uvadi postup, jak pfenos mezi vzorky hodnotit a uvadi
1 mozné limity. Pfi hodnoceni pienosu je po vzorcich obsahujicich vysokou koncentraci
sledovanych analytl, naptiklad kalibra¢ni vzorek o nejvyssi koncentraci nastiikovan
vzorek prazdné matrice, ve kterém je hodnocena odezva detektoru pro sledované analyty.
Pticemz signal ve vzorku prazdné matrice by v retencnich ¢asech analyti nemél byt vyssi
nez 20 % LLOQ a u vnitinich standardu vyssi nez 5 %. V ptipad¢, kdy je pfenos mezi
vzorky nevyhnutelny, je dle smérnice EMA doporuceno zvolit vhodné potadi vzorkt
béhem meéteni a piipadné vkladat nastiiky prdzdné matrice za vzorky, u kterych
se oCekava vysoka koncentrace. Cely proces by mél byt validovan tak, aby pfenos nemél

vliv na pfesnost a preciznost méteni [189, 190].

2.4.3 Citlivost (limit kvantifikace)

Limit kvantifikace je nejniz§i koncentraéni bod, ktery lze spolehliveé
kvantifikovat, obvykle to byva nejnizs$i bod kalibra¢ni kiivky. Tato koncentrace musi
spliiovat kritéria jako pfesnost a preciznost, jez budou specifikovany dale. Dle smérnice
EMA by navic analyticky signal LLOQ mél byt 5x vys$si nez signal ve vzorku prazdné
matrice a dle FDA 5% vyS$§i neZ signal v tzv. nulovém vzorku, coZ je prazdnd matrice

s ptfidavkem vnitinich standardi [189, 190].

2.4.4 Kalibracni kiivka

Soucasti validace je ovefeni odezvy detektoru v predem definovaném
koncentra¢nim rozsahu. VSechny kalibra¢ni vzorky by méli byt pfipraveny ve stejné
biologické matrici jako redlné vzorky. Smérnice FDA pak ve vyjimecnych ptipadech
pripousti vyuzit ndhradni matrici, naptiklad pfi nedostatku nebo nedostupnosti prazdné
matrice, ovSem tato moznost musi byt dostatecné odiivodnéna a vhodnost ndhradni
matrice zvalidovdna. Kalibracni kfivka musi byt tvofena pfinejmensim Sesti body
a koncentra¢ni odezva by méla byt proloZena nejjednodu$§im moznym modelem.
Nasledn¢ ob¢ smérnice vyzaduji zpétné prepocitani koncentraci z kalibracni kiivky
na zakladé zvoleného modelu, kde minimalné 75 % kalibra¢nich standardii a alespon Sest

bodl musi odpovidat + 15 % (v piipadé LLOQ =+ 20 %) nomindlni koncentrace. FDA
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smérnice dale pozaduje, aby kalibra¢ni kiivka byla opakovatelna, smérnice EMA
dokonce uvadi, ze musi byt zaznamenany minimalné 3 kalibra¢ni kiivky. Dale by se
dle EMA m¢l s kazdou kalibracni kiivkou soucasné meéfit i vzorek prazdné matrice
anulovy vzorek. Kalibracni kiivka, idealné cerstvé piipravend, by se méla meéfit
s kazdym analytickym cyklem, EMA dale pfipousti moznost pouZit jiz diive pfipravenou
kalibra¢ni fadu skladovanou za pfedem definovanych podminek dolozenych stabilitnimi

daty [189, 190].

2.4.5 Presnost a preciznost

Presnost mize byt definovana jako vztah mezi stanovenou a nomindlni
koncentraci vyjadifenou v procentech. Zatimco preciznost popisuje blizkost vysledkt
stanoveni jednotlivych vzorkli o stejné koncentraci a je vyjadfena jako variacni
koeficient. Piesnost a preciznost jsou hodnoceny métenim tzv. vzorki kontroly kvality
(QC, zanglického quality control samples), které se pfipravuji pfidavkem znamého
mnozstvi standardu do prazdné matrice. QC vzorky by mély byt pfipraveny nezavisle
na kalibra¢nich vzorcich, tedy s pouzitim jinych zisobnich a pracovnich roztoki.
Analyzované QC vzorky jsou vyhodnoceny metodou kalibra¢ni kiivky a stanovené
koncentrace jsou porovnany vi¢i nominalnim koncentracim. Primér téchto hodnot
na kazdé koncentra¢ni hladiné pak vyjadiuje presnost, zatimco relativni smérodatna
odchylka zase preciznost. Pfesnost a preciznost by méla byt hodnocena na 4 hladinach
(LLOQ, nizké, stiedni a vysoké kalibra¢ni hladin€). Smérnice EMA navic pifesné
specifikuje dané koncentracni hladiny, kde nizkd hladina pfedstavuje maximalné
trojndsobek LLOQ), stfedni je 30-50 % a vysoka je alesponl 75 % kalibra¢niho rozsahu.
Piesnost a preciznost je hodnocena jednak vramci jednoho analytického cyklu
(tzv. within-run) a také v ramci vice analytickych cykld (tzv. between-run). PfiCemz
,between-run‘ presnost a preciznost musi byt hodnocena alespon ze tii cykli, jez jsou
dle EMA métené minimalné ve dvou riznych dnech, dle FDA je specifikovano, ze jsou
méfeny v ramci nékolika dnd. Validacni kritéria se u obou smérnic shoduji a to,
zZe presnost musi byt + 15 % (v ptipadé LLOQ = 20 %) nominalni koncentrace a variacni
koeficient, tedy preciznost, nesmi byt vyssi nez 15 %, respektive 20 % pro LLOQ [189,
190].
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2.4.6 Vytéznost

Vytéznost je jediny parametr, ktery smérnice EMA viibec nezminuje. Naopak
dle FDA by mél byt tento parametr testovan na nizké, stfedni a vysoké koncentracni
hladin¢, pocet QC vzorku na koncentratni hladinu smérnice neuvadi. Vytéznost
se hodnoti jako pomér analytické odpovédi QC vzorku (vzorek matrice s pridavkem
znamého mnozstvi standardu pied extrakei) ku analytické odpovédi vzorku ptipraveného
pfidanim stejného mnozstvi standardu do extraktu z prazdné matrice a uvadi se
v procentech. Smérnice FDA nevyZaduje, aby vytéZznost byla 100 %, ale je pozadovano,
aby hodnoty pro jednotlivé analyty i vnitini standardy byly konzistentni a opakovatelné

[190].

2.4.7 Matricové¢ efekty

Vyznamnou komplikaci kvantitativniho LC-MS stanoveni je vyskyt matricovych
efektt, ktery je Casty zejména pfii ionizaci elektrosprejem. Soucasna eluce komponentti
matrice (fosfolipidy, soli, peptidy, ...) a analytu muze ovliviiovat proces ionizace
a zpusobovat tak vyrazné matricové efekty, tedy sniZzeni nebo zvySeni intenzity signalu
[57, 143]. Hodnoceni matricovych efekti (ME) je podrobné popsano ve smérnici EMA,
zatimco FDA je pouze zminuje v podkapitole selektivita a specificita metody, kde uvadi,

ze by mélo byt zajisténo, aby se ME ve validované metod¢ nevyskytovaly [190].

Dle EMA by se mély ME zjistovat na nizké (maximalné 3x vyssi koncentrace nez
LLOQ) a vysoké koncentraéni hladiné (blizko horniho limitu kvantifikace).
Pro hodnoceni by méla byt pouzita matrice alesponi ze 6 riznych zdroji. Smérnice
doporucuje hodnoceni ME tzv. metodou post extrakéniho piidavku, jez se pocita

dle nasledujici rovnice:

ME =25E 100 (5)

Astd

kde AspE reprezentuje plochu piku ze vzorku ptfipraveného piidavkem zndmého mnozstvi
standardu do extraktu z prazdné matrice a Asq piedstavuje plochu piku vzorku standardu
o stejné koncentraci bez pfitomnosti matrice. Validacni smérnice nasledn¢ hodnoti
tzv. ME normalizovany na vnitini standard (IS-normalizovany ME), jez je dan pomérem
ME analytu ku ME vnitiniho standardu. Varia¢ni koeficient IS-normalizovaného ME
spocitany ze Sesti individudlnich vzorki by nemél byt vice nez 15 %. Pokud metoda post

extrakéniho ptfidavku neni mozna (napiiklad v ptipadé¢ on-line extrakci), je nutné
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variabilitu ovéfit alespon extrakei ze spikovanych matric ziskanych ze 6 riznych zdroju,

kde varia¢ni koeficient detekovanych ploch nesmi ptesahnout 15 % [189].

2.4.8 Stabilita

Je nezbytné zajistit, aby zadny krok od odbéru pies zpracovani az po analyzu
vzorku neovlivnil koncentraci stanovovanych analytl. Proto je potieba sledovat stabilitu
testovanych latek v preanalytické a analytické c¢asti metody. Hodnoceni stability
je provadéno na nizké a vysoké koncentracni hlading a studie by méla simulovat veskeré
beézné postupy pii zachazeni se vzorkem i pii jeho analyze (tedy pouziti stejnych matric,
stejny laboratorni material, stejné operacni postupy atd). FDA umoziuje ve vyjimecnych
ptipadech pouzit vhodnou nahradni matrici, pfi¢emz toto rozhodnuti musi byt dostatecné
odivodnéno. Pii hodnoceni stability je vzdy stanovena koncentrace v QC vzorcich oproti
Cerstveé pripravené kalibracni kiivce. Stanovena koncentrace by méla odpovidat + 15 %
nominalni koncentrace. Jak smérnice EMA, tak FDA doporucuji hodnotit nasledujici

stability:

e Stabilita zdsobnich a pracovnich roztokit analytii a vnitinich standardit;
V piipadé pracovnich roztoki neni nutné testovat stabilitu na vSech
koncentrac¢nich Grovnich.

o Kratkodoba stabilita analytii v testované matrici, ktera simuluje predpokladané
manipulac¢ni podminky se vzorkem. Piikladem muze byt stabilita za laboratorni
teploty nebo v ledovém bloku.

o Dlouhodoba stabilita analytit v matrici pii podminkdch skladovdani (obvykle
pii -20 nebo -80 °C). Doba tohoto experimentu by méla odpovidat predpokladané
dobé od sbéru vzorkl po posledni analyzu.

o Stabilita analytu béhem rozmrazovaciho cyklu; QC vzorky v biologické matrici
jsou zamraZené na poZzadovanou skladovaci teplotu, ndsledné je vzorek rozmraZen
pfi laboratorni teploté (nebo pii jiné zvolené teploté pro zpracovavani vzorki),
analyzovany a opét zmrazeny. Tento cyklus by mél byt dle FDA opakovan 3x,
dle EMA by mél pocet rozmrazovacich cykli odpovidat nebo pievySovat
planované zachazeni se vzorkem. Mezi rozmrazovacimi cykly by mél byt vzorek
ulozen v mrazdku minimalné 12 hodin.

o Extrakcni stabilita provedena béhem zpracovavani vzorku zaruci, ze nedochazi

k rozkladu analyti béhem extrakéniho procesu. Dle FDA tato stabilita zahrnuje
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také dobu od zpracovani vzorku po nastiiknuti na kolonu, tedy ¢aste¢né zahrnuje
1 stabilitu v autosampleru.

e Stabilita v autosampleru

2.4.9 Test diluéni integrity

Test diluéni integrity se provadi v ptipad¢, kdy v redlnych vzorcich o¢ekavame
vyssi koncentrace analytli, nez je validovany kalibra¢ni rozsah. V takovémto piipade
jenutné vzorky nafedit (obvykle prazdnou matrici), aby odezva detektoru byla
ve validovaném rozsahu. Pro test dilucni integrity se pfipravi vzorek matrice s ptidavkem
znamého mnozstvi standardu (alesponn 5 pro kazdé tfedéni) o koncentraci vyssi, nez
je kalibracni rozsah a nasledné se vzorek fedi prdzdnou matrici. U takto pfipravenych

vzorki se pak hodnoti pfesnost a preciznost, kterd musi spliiovat vySe zminénd kritéria

+ 15 % [189, 190].

2.5 Analyzované¢ latky

2.5.1 Antracyklinova chemoterapeutika

Antracykliny (ANT) patii mezi nejucinngjsi protinddorova 1é¢iva vyuzivana v terapii
jak hematologickych malignit, tak solidnich tumorti. Prvni ANT (daunorubicin, DAU
a doxorubicin, DOX) byly izolovany v roce 1939 z bakterie Streptomyces peucetius jako
antibakterialni agens a v 60. letech byla objevena protinadorova u€innost daunorubicinu
[191, 192]. Semisyntetickymi derivaty ptirodnich ANT jsou epirubicin (EPI, derivat
DOX) a idarubicin (IDA, derivat DAU, Obrazek 16).

Molekula ANT je tvofena (1) aglykonovou c¢asti, ktera sestava ze Ctyf spojenych
Sesti¢etnych cykli s chinonovymi skupinami na kruhu C a hydrochinonovymi na kruhu
B, methoxy skupina v pozici C-4 (kruh D) a kratkym postrannim fetézcem v pozici C-9
(kruh A) skarbonylem v pozici C-13 a (2) cukernou casti (daunosamin), ktera
je glykosidickou vazbou piipojena na C-7 kruhu A (Obrazek 16). Jediny rozdil mezi
DAU a DOX je ukonfeni postranniho fetézce, kterym je v ptipadé DAU methyl a u DOX
je to alkohol (Obrazek 16) [191]. Tento minimalni rozdil ma vSak znacny vliv
na spektrum indikaci, zatimco DOX se pouZzivd na lécbu celé fady solidnich nadort
Hodgkinova choroba a nehodgkinsky lymfom,...) ¢i sarkomu mékkych tkani nebo kosti

[193], tak DAU je terapeuticky indikovan pouze na akutni myeloidni leukémii [194].
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Epirubicin je epimerem DOX (ekvatoridlni polohy hydroxylové skupiny na C-4° cukru
daunosaminu) a jeho terapeutickd indikace je podobna DOX [195]. Derivat DAU,
Idarubicin, jez se pouziva k 1é€bé akutnich leukémii zase postrada methoxy skupinu

v pozici C-4 na D kruhu aglykonu [1, 196].

O (0] .
Idarubicin Q\OH Epirubicin Q/'OH

Obrazek 16: Struktury klinicky uzivanych ANT: (a) daunorubicin, (b) doxorubicin, (¢) idarubicin a (d)

epirubicin.

I ptes dlouhodobé a casté vyuziti ANT v klinické praxi neni jejich mechanismus
protinadorového ucinku zcela objasnén. Bylo navrZzeno nékolik moZznych mechanismi,
prvnim byla interkalace DNA, dale také pfimd membranova vazba, nebo tvorba volnych
radikall vedouci k poskozeni DNA ¢i peroxidaci lipidii. Dnes je protinddorovy Uc¢inek
ANT pfipisovan interakci s topoisomerdzou Ila (TOP2A) [1, 191]. Topoisomeraza
je enzym podilejici se na proliferaci bun€k, zachovani struktury DNA a segregace
chromozomli béhem DNA replikace. Tento enzym je vysoce exprimovan v rychle
se délicich, tedy i v nadorovych, buitkach. ANT patii do skupiny tzv. TOP2 jedd, coZ jsou
latky, jez stabilizuji reak¢ni meziprodukt, ve kterém jsou fetézce DNA Stépeny
a kovalentné€ navazany na tyrosinové zbytky TOP2, pfipadné brani opétovnému uzavieni
DNA, ¢imz je zablokovana replikace DNA a nasledné dochazi k indukci apoptdzy buiiky
[1, 191].

Stejné jako u jinych chemoterapeutik, je zdvaznym vedlejSim efektem lécby
myelosuprese, nicméné v piipadé ANT je dalSim neZddoucim uc¢inkem kardiotoxicita.
Klinicky vyznamnd a obavand je chronickd forma kardiotoxicity, ktera se projevuje

s odstupem mésict nebo let od ukonceni chemoterapie. Chronick4 forma kardiotoxicity
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ptredstavuje ireverzibilni poSkozeni myokardu, jez se manifestuje jako kardiomyopatie
a miiZze vyustit az v méstnavé srdecni selhani [1, 191, 197]. Rozviji se po opakované
expozici myokardu antracykliniim a je zavisla na celkové kumulativni davce. Naptiklad
nekteré studie ukazuji, ze vysoké davky DOX vedou k rozvoji kardiomyopatie u ptiblizné
50-60 % pacienti [197, 198]. Kardiotoxicita je tak limitujicim faktorem v l1écb¢

antracyklinovymi chemoterapeutikami.

redukce OH

karbonylu
0 O OH O, NH; NH;

ioin O doxorubicinol  ©
doxorubicin OH OH
hydrolytické redukéni Stépeni
Stépeni glykosidické
glykosidické
vazby
O OH lo) redukéni St&peni

glykosidické
vazby

doxorubicinon 7-deoxydoxorubicinon
redukce redukce
karbonylu karbonylu

doxorubicinolon 7-deoxydoxorubicinolon

Obrazek 17: Schématické znazornéni metabolismu DOX, nejpouzivanéjsiho ANT. Sekundarni alkoholovy
metabolit doxorubicinol a 7-deoxydoxorubicinolon patii mezi hlavni metabolity detekované v plasmé
[199].

Patofyziologicky mechanismus kardiotoxicity neni zcela objasnén, je zde vSak
nékolik teorii: (1) Tradicni hypotéza vychazi zptedpokladu, zZe ANT vzhledem
k chinonové skuping, jez obsahuji ve své struktufe, tvoii tzv. reaktivni formy kysliku
(ROS), které¢ dale produkuji za katalyzy Zeleznatymi ionty extrémné toxické a reaktivni

hydroxylové radikaly, jez zplisobuji oxidaéni stres v kardiomyocytech. Tyto patologické
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zmény nasledn¢ vedou k apoptéze nebo nekréze srdecnich bunék [1]. I kdyz je tato
hypotéza nejvice rozsifena, podani riiznych antioxidantti jako prevence ANT-indukované
kardiotoxicity nevykazovalo protektivni pisobeni, coz tuto ROS-hypotézu zpochybnuje
[2]. (2) Dalsi teorii je naruseni homeostazy véapniku, na kterém se vyznamné podili
sekundérni alkoholovy metabolit (Obrazek 17) [199-201]. Ptetizeni vapnikem pak mize
vést k poskozeni sarkomér a tedy ke snizeni kontraktility myokardu [1, 191]. Studie
s DOX na zvifatech navic ukazaly, Ze se tento metabolit doxorubicinol (DOXol) cilené
akumuluje vsrdci a pfi pitvé pacientl léCenych DOX byly také nalezeny vysoké
koncentrace DOXol v srdci [2]. (3) Nicmén¢ soucasné studie nejvice podporuji hypotézu,
ze v kardiotoxicit¢ ANT hraje dulezitou roli jejich interakce s topoisomerazou IIf

(TOP2B) [1, 2, 202].

Vzhledem k rozsahlému uziti ANT bylo vyvinuto nékolik strategii, jak ptedchazet
rozvoji kardiotoxicity. Nejjednodussi a nejrozsifenéj$i je dodrZzeni maximalni
kumulativni ddvky ANT. Ke sniZeni kardiotoxicity vede také pouziti liposomalni Iékové
formy, kdy je ANT enkapsulovan v lipidové ¢astici I1ékové formy a je tak chranén pred
degradaci v plasmé&. Tento pfistup vede k cilenéjsSimu ptisobeni v nddorové tkani a nizsi
akumulaci latky v myokardu. Dal$i moznosti jak ptedchazet poskozeni myokardu

je soucasné podani ANT spolecné s kardioprotektivnim 1é¢ivem DEX [2].

2.5.2 Dexrazoxan a jeho analogy

Dexrazoxan

Dexrazoxan (DEX, ICRF-187, pravoto¢ivy enantiomer razoxanu, Obrazek 18a)
je jediné lécivo, které bylo schvaleno pro klinické uziti pii prevenci ANT-indukované
chronické kardiotoxicity. DEX patii do skupiny bisdioxopiperazinii. Byl objeven
v 60. letech a studovan pro jeho potencidlni protinadorové Uc¢inky [203]. Nasledné
pri studiich,  které doprovazely vyzkum protinddorové  aktivity  derivati
bisdioxopiperazinu byl objeven kardioprotektivni  potencidl DEX  [204].
Kardioprotektivni u¢inek DEX byl dale prokazan jak v experimentalnich studiich [205,
206], tak i vrandomizované klinické studii [207]. Nicmén¢ vzhledem k obavam
z mozného ovlivnéni protinddorového tcinku ANT, ¢i z teoretického zvySeni vyskytu
sekundarnich malignit zistava uziti DEX klinicky omezeno na prevenci kardiomyopatie
pfi podavani vysokych kumulativnich davek DOX (> 300 mg/m?) nebo EPI

(> 540 mg/m?) zejména u pacientek s pokro¢ilym karcinomem prsu [2, 6].
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Kardioprotektivni uc¢inek DEX byl tradicn€ pfisuzovan jeho metabolitu —
ADR-925 (Obrazek 18b) jez diky chelataci iontd mtze chranit pred poskozenim bunék
ANT-indukovanym oxida¢nim stresem (viz ROS-hypotéza vyse) [208, 209]. Nicmén¢,
tato teorie byla zpochybnéna netspéSnymi studiemi, jez testovali kardioprotektivni
potencial dalSich chelatorii Zeleza, casto mnohem silnéjSich, nez ADR-925 [1]. Soucasné
studie, se pfiklani k tomu, ze mechanismus kardioprotekce DEX je vice komplexni a neni
omezen pouze na chelataci ionth zeleza v kardiomyocytech. Hlavni pozornost
je vénovana predevsim studiu vyznamu interakce DEX s TOP2, zejména pak s jeji
isoformou TOP2B pfitomnou v myokardu [210-212]. Tato hypotéza je podpotena
napiiklad studii, kde u mysi, se specifickou deleci genu Top2b v kardiomyocytech,
nevedlo opakované podavani DOX k rozvinuti srde¢niho selhani [202]. Ve snaze objasnit
mechanismus ucinku, sledovat vztah mezi strukturou a ucinkem bisdioxopeperazini
a také vyvinout u¢innéjsi kardioprotektivni agens byla syntetizovana fada analogh DEX
a ADR-925, jez byly podrobeny in vitro a in vivo experimentim sledujicim jejich

kardioprotektivni potencial [213-216].

0]

a) b) CONH,

1 1 o
S

NH% H,NOGC

o)

Obrazek 18: Struktura (a) dexrazoxanu a (b) jeho metabolitu ADR-925.

Analogy dexrazoxanu

Tato prace se zameétfuje na studium kardioprotektivniho ucinku blizkych
strukturnich analogii DEX a to na latky s kdédovym oznafenim ICRF-154, ICRF-193,
GK-627 a GK-580. Zatimco ICRF-193 obsahuje navic methylovou skupinu v poloze C-2
na spojovacim fetézci (Obrazek 19a), ICRF-154 se od DEX li§i naopak chybé&jicim
methylem na spojovacim tetézci (Obrazek 19b). Latka GK-627 obsahuje methylovou
skupinu na obou imidovych dusicich (Obrazek 19d) a u GK-580 byla methylova skupina
ze spojovaciho fetézce prenesena na uhlik C3 dioxopiperazinového kruhu

(Obrazek 19e).

ICRF-154, nebo piesn€ji jeho prolécivo sobuzoxan (SBZ, MST-16,

Obriazek 19¢), je jedinym bisdioxopiperazinovym derivatem, schvalenym a klinicky
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uzivanym v protinadorové terapii v Japonsku [217, 218]. Stépenim esterovych vazeb
se ze SBZ uvolnuje ucinna latka ICRF-154 a soucasné dochazi k uvolnéni formaldehydu
a oxidu uhli¢itétho [219]. Protinddorova aktivita je spojovana s inhibici TOP2
zprostfedkované latkou ICRF-154 [211]. Vzhledem kuzké strukturalni podobnosti
ICRF-154 s DEX a jeho schopnosti inhibovat TOP2B [212, 214] bylo prolécivo SBZ
zkoumano pro potencidlni kardioprotektivni u¢inek proti ANT-indukované toxicite [212].
Srovnatelny cytoprotektivni efekt proti ANT-indukované toxicité in vitro byl pozorovan
pro SBZ a DEX [212]. Touto studii byla opét podpotena hypotéza predpokladajici,
ze kardioprotektivni u¢inek DEX je zprostfedkovan inhibici TOP2B. Déle zde byl ukazan

velmi Gzky vztah mezi strukturou a kardioprotektivnim uc¢inkem DEX a jeho analogt.

ICRF-193 se jevi jako dalsi slibny kardioprotektivni kandidat, jelikoz dle in vitro
studii je nejen siln€jsi inhibitor TOP2B v porovnani s DEX, ale vykazuje také vyssi
ucinnost ochrany proti ANT-indukovanému poskozeni kardiomyocytt [214]. ICRF-193
ma ve své molekule dvé chiralni centra a vzhledem k symetrické struktufe se tato latka
muze vyskytovat ve formé dvou diastereoizomerli, bud’ jako R,S (meso-forma,
ICRF-193) nebo ve smési dvou enantiomert S,S a R,R (racemat). Pfi¢emz inhibici TOP2
vykazuje pouze meso-forma [220]. Dalsi vyzkum latky ICRF-193, zejména in vivo studie,
jsou vSak limitované jeho velmi Spatnou rozpustnosti ve vodnych roztocich. Tuto
prekazku je ovSem mozné fesit, stejn¢ jako v ptipadé ICRF-154, ptipravou vhodného

proléciva.

Latka GK-627, jez je také znama pod kédovym oznaCenim ICRF-239, byla
v minulosti testovand pro potencialni kardioprotektivni U¢inek na in vivo modelu
chronické ANT kardiotoxicity na potkanech, kde projevila mirnou protekci (slabsi
v porovnani s DEX) [221]. Potencidlni kardioprotektivni Uc¢inek latky GK-580 zatim

nebyl hodnocen in vitro ani in vivo.
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Obrazek 19: Struktury analogi DEX: (a) ICRF-193 (b) ICRF-154, (¢) sobuzoxan, (d) GK-627 a
(e) GK-580.
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3 Cile prace

Tato disertatni prace je roz¢lenéna na dva bloky. Prvni ¢ast je vénovana
bioanalytickému hodnoceni analogti DEX s vyuzitim LC-MS metod, jez bylo zaméfeno
na studium stability, bioaktivace, metabolismu a farmakokinetiky. Tyto experimenty byly
soucasti systematického vyvoje novych 1éCiv s kardioprotektivnim u¢inkem a déle také
soucasti studia mechanismu cytoprotektivniho ptsobeni proti ANT-indukované toxicite.
Druha cast je pak vénovana stanoveni antracyklinli v plasmé se zamétenim na vyuziti

mikroextrakénich technik.

3.1 Dil¢i cile prace

e Vyvoj, optimalizace a validace LC-MS metod pro analyzu strukturné blizkych
analogi dexrazoxanu a pro stanoveni farmakokinetickych profilti t€chto analogi
v plasmé¢ po podani kralikim

e Vyvoj, optimalizace a validace LC-MS metod pro analyzu novych proléciv
analogii DEX v biologickém materialu

e Aplikace vyvinutych metod do studia stability, bioaktivace a metabolismu
proléciv in vitro a in vivo za podminek studia kardioprotekce

e Vyvoj mikroextrakéni metody pro izolaci antracyklini (doxorubicin,

daunorubicin a jeho metabolit daunorubicinol) z krali¢i plasmy
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4 Experimentalni ¢ast — komentat k publikovanym pracim

4.1 Bioanalytické hodnoceni strukturné blizkych analogti dexrazoxanu

V této Casti prace jsme se zamétili na vyuziti LC-MS/MS pro hodnoceni novych
analogi DEX in vitro a in vivo scilem prispét kobjasnéni vztahu
struktura-kardioprotektivni uc¢inek ve skupiné bisdioxopiperazinli, coz je jeden ze
zakladnich ptedpokladi budouciho cileného vyvoje novych a ucinnéjSich

kardioprotektiv.

V prvni studii byly syntetizovany dvé série novych analoglh DEX a byl hodnocen
jejich kardioprotektivni ucinek na modelu ANT-indukované kardiotoxicity in vitro
ainvivo. U analogh prvni série byla provedena alkylace imidi na obou
dioxopiperazinovych kruzich, druhd série byla zalozena na alkylaci jednoho
2,6-dioxopiperazinového kruhu v poloze 3 (zavedeni methylu/ethylu). Protektivni uc¢inek
vici ANT-indukované kardiotoxicité byl u vSech Sesti strukturné blizkych analogit DEX
nejprve studovan in vitro na neonatdlnich kardiomyocytech. Bylo zjiSténo, Ze zadny
z téchto analogli nevykazuje ocekavany kardioprotektivni ti¢inek, coz bylo piekvapivé
zejména u latky GK-627 (ICRF-239), u které¢ byl v minulosti pozorovan protektivni efekt
na modelu in vivo ANT-indukované kardiotoxicity na potkanech [221]. Kardioprotektivni
ucinek dvou strukturné nejblizSich analogl z kazdé série, tedy GK-627 a GK-580
(Obrazek 19d, e) byl poté zkouman také in vivo na modelu chronické ANT toxicity
u kralika. V souladu s vysledky in vitro experimentti v§ak bylo zjisténo, ze Zadny z téchto
analogli nevykazuje ani zde signifikantni kardioprotektivni uc¢inek. Ob¢ studované latky
proto byly podrobeny FK studiim, aby bylo prokézano, ze absence protektivniho u¢inku
neni zpisobena neocekdvanymi rozdily ve FK analogli v porovnani s DEX (p¥iloha 1).
Cilem prace naSi vyzkumné skupiny bylo tedy vyvinout vhodnou LC-MS metodu
pro analyzu GK-627 a GK-580 a jejich metabolitii a pouzit ji pro stanoveni profilu

koncentraci téchto latek v kralici plasmé.

Pfi optimalizaci podminek stanoveni novych analogi jsme vychazeli
z LC-MS/MS metody, jez byla diive vyvinuta na naSem pracovisti pro analyzu DEX
a jeho metabolitu ADR-925 v krali¢i plasmé [222]. Analyza byla provedena na HPLC
Prominence LC-20A (Shimadzu, Japonsko) on-line spojenym s MS detekci (iontova past,
LCQ Advantage Max, Thermo Scientific, USA). Mezi hlavni komplikace stanoveni

analog DEX a jejich metabolitl se dvéma otevienymi cykly patii: 1) chelatacni
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vlastnosti metabolitu, coZ ma za nasledek nesymetricky tvar pika a nizké opakovatelnosti
nastiikil a 2) rozdilna polarita analytd, kdy vysoce polarni otevieny metabolit je mélo
zadrzovan na klasickych reverznich fazich. Pro zabranéni vzniku chelatovych komplext
byl chromatograficky systém pied zacatkem meéieni promyty 2mM EDTA, po ¢emz
nasledovalo vymyti EDTA z kolony MF, aby nedoslo ke kontaminaci MS. Pro separaci
latek byla pouzita kolona Synergi Polar-RP (150 X 3 mm, 4 um; Phenomenex, USA),
jez diky specidlni povrchové tpravé (tzv. polarni ,,edcapping®) umoziuje pouzit 100%
vodné MF a také zvysit retenci polarnich latek. Eluce probihala v gradientovém modu,
kde jako slozky MF byly vyuzity 5% methanol ve 2mM mraven¢anu amonném (slozka
A) a methanol (slozka B). Analyty byly detekovany v SRM mddu a jedna analyza trvala
30 minut. Pro analyzu GK-580 a jeho otevieného metabolitu (GK-580met) byl pouze
upraven gradient a slozeni MF A (pouze 2mM mravencan amonny). Analyza v tomto
pripad¢ trvala rovnéz 30 min. V piipad¢ stanoveni GK-627 a GK-627met byla metoda
prevedena na UHPLC (Nexera X2) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem typu
trojit¢ého kvadrupolu (LCMS-8030, oboji Shimadzu, Kyoto, Japonsko). Vzhledem
k tomu, Ze neni komer¢né dostupna kolona Synergi Polar-RP pro UHPLC analyzu, byla
pouzita kratsi HPLC kolona s mensimi casticemi (Synergi Polar-RP 100 X 3 mm,
2,5 um). Timto zpisobem se podatilo délku analyzy zkratit na 20 minut. Vzorky plasmy
byly wupraveny jednoduse proteinovou precipitaci s pouzitim methanolu jako
precipita¢niho €inidla. Ob¢é metody byly Castecné validovany dle valida¢ni smérnice
Evropské Iékové agentury, validacni parametry jsou shrnuté v tabulkach 1 a 2. Nésledné
byly metody pouzity pro stanoveni koncentracnich profilt jednotlivych analytd v plasmé

ziskanych po podani GK-580, GK-627 nebo DEX kralikiim (pFiloha 1).

V plasmé byly kromé parentnich latek detekovany také predpokladané oteviené
metabolity (obdobné jako ADR-925). V naSich studiich jsme zjistili, Ze se plasmatické
koncentra¢ni profily testovanych latek a DEX vyznamné neliS§i. To do znacné miry
vylucuje hypotézu, ze by za selhani kardioprotektivniho u¢inku mohla byt zodpovédna
rozdilna farmakokinetika. Proto jsme se s kolegy z Katedry biochemickych véd zaméfili
na hodnoceni farmakodynamickych vlastnosti, a to, vzhledem k navrhovanym
mechanismiim u¢inku, na potencial analogii interagovat sionty Zeleza a schopnost
inhibovat TOP2B (pfiloha 1). Pfestoze ani jedna z parentnich testovanych latek (GK-580
a GK-627) nebyla schopna vyvazat zelezo z komplexu s daunorubicinem, jejich oteviené

metabolity (GK-580mer a GK-627met) byly v chelataci srovnateln€ u¢inné jako metabolit
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dexrazoxanu ADR-925. Z ¢ehoz vyplyva, Ze rozdil v kardioprotektivnim potencialu mezi

DEX a jeho analogy nelze vysvétlit riiznymi chelatacnimi vlastnostmi jejich metabolita.

Tabulka 1: Valida¢ni parametry LC-MS/MS analyzy GK-580 a jeho metabolitu v krali¢i plasmé.
GK-580

Linearita: 5-300 uM (R <0,9966)

"within-run" "between-run"
koncentracni Presnost Preciznost Ptesnost Preciznost Vytéznost
hladina (uM) (%) (RSD) (%) (RSD) (%)
5 89,7 6,2 96,0 12,0 94,8
100 91,5 2,4 99,3 7,7 89,0
300 102,9 4,6 108,4 3,9 90,0
GK-580met Linearita: 5-300 uyM (R <0,9966)
"within-run" "between-run"
}1:1(; I(liiflztzii;[l; Ptesnost (%) Pr(elglsz]gc))st Piesnost (%) Pr(elgsz]gc))st VyEiZ?OSt
5 101,8 4,0 99,9 10,6 96,9
100 103,3 2,0 96,0 2,0 80,7
300 98,6 5,4 91,7 5,5 90,8

Tabulka 2: Valida¢ni parametry LC-MS/MS analyzy GK-627 a jeho metabolitu v krali¢i plasmé.
GK-627

Linearita: 10-400 uM (R <0,9966)

"within-run" "between-run"
koncentracni Presnost Preciznost Presnost Preciznost Vytéznost
hladina (uM) (%) (RSD) (%) (RSD) (%)
10 96,8 11,4 96,2 10,2 98,0
50 110,3 3,9 105,2 7,2 96,3
400 104,6 8,2 105,8 9,1 98,9
GK-627met Linearita: 10-400 uM (R <0,9966)
"within-run" "between-run"
lﬁlc; ré(irelztziﬁ; Ptesnost (%) Pr(elglsz]rjlc))st Ptesnost (%) Pr(eglsz]rjlc))st Vy‘zeo/ir)lost
10 113,2 6,1 114,8 8,3 97,8
50 96,4 10,3 92,9 7,3 101,8
400 100,1 7,6 102,0 6,3 104,1
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Narozdil od DEX v8ak ani jedna latka nevykazovala interakci s TOP2B. Tato zjisténi tedy
podporuji hypotézu, ze u této skupiny latek je schopnost interakce s TOP2B jeden
z klicovych ptedpokladi pro jejich kadioprotektivni potencial. Tato studie dale prokazala
velmi tésny vztah struktura-kardioprotektivni uc¢inek ve skupiné bisdioxopiperazina
a proto byl dalsi vyzkum zaméfen na analogy s co nejmensi obménou chemické struktury
DEX (ptiloha 2 a 3).

Strukturné velmi blizkym analogem DEX je latka ICRF-154 (Obrazek 19b). Tato
latka je velmi Spatné€ rozpustna ve vode, a proto je v klinické praxi uzivano jeji prolécivo
sobuzoxan (SBZ). SBZ je peroralné podavané protinddorové 1écivo, jez je v Japonsku
registrované pro 1écbu hematologickych malignit [217, 218]. Jak latka ICRF-154, tak jeji
prolécivo SBZ vykazuji inhibici viici TOP2B, pti¢emz stfedni inhibi¢ni koncentrace latky
ICRF-154 je asi 5x vyS$§i v porovnani s DEX [212, 214, 223]. Navic u obou latek byl
sledovan protektivni efekt proti ANT-indukované toxicité in vitro [212, 214]. Ptestoze,
toto 1é¢ivo jiz proslo klinickymi studiemi a je v Japonsku uzivané v praxi, nejsou
dostupné piesné informace o aktivaci sobuzoxanu a jeho dal$im metabolismu, zejména
za podminek hodnoceni jejich kardioprotektivniho potencidlu. Za ucelem hodnoceni
in vitro bioaktivace/metabolismu sobuzoxanu byla vyvinuta UHPLC-MS/MS metoda pro
soucasné stanoveni sobuzoxanu, aktivni latky ICRF-154 a ptedpokladaného otevieného
metabolitu (EDTA-diamid). Stabilitni studie byly provedeny v biologickych materidlech
(bunééné médium, pufr, kardiomyocyty a plasma) relevantnich pro planované
kardioprotektivni experimenty (pFiloha 2).

S ohledem na ptedchozi zkuSenost s analyzou DEX a jeho derivatl byl pii vyvoji
metody kladen diiraz na zkraceni analyzy, coz do znacné miry komplikovala velmi
odli$na polarita stanovovanych latek. Kromé reverznich fazi s polarni povrchovou
upravou (Synergi Polar, Zorbax SB-Aq), byla testovdna také staciondrni faze na bazi
grafitick¢ho uhliku (Hypercarb). PiestoZe stacionarni faze na bazi grafitického uhliku
zvysila retenci polarniho EDTA-diamidu, lipofilni prolécivo SBZ bylo na koloné velmi
siln¢ zadrzeno, coz vedlo ke zhorSeni symetrie piku a nezddoucimu prodlouzeni analyzy.
Uspokojiva retence polarntho EDTA-diamidu a akceptovatelna doba analyzy vSech tii
latek (13 min) byla dosaZena na kolon¢ Zorbax SB-Aq (3 x 100 mm, 1.8 um, Agilent,
USA) za pouziti MF tvofené 1mM mravencanem amonnym (sloZzka A) a methanolem
(slozka B) v gradientovém modu. Vzhledem k pfedpokladané nizké stabilit¢ SBZ
v biologickych matricich byly pro zpracovani vzorku voleny rychlé a jednoduché

postupy, a to fedéni (pro pufr a bunécné médium) a proteinova precipitace
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(pro kardiomyocyty a plasmu). Stabilitni testy navic ukazaly, Ze pro zvySeni post
preparativni stability SBZ je potieba vzorek okyselit kyselinou mravenci. Vyvinuta
metoda byla validovana dle EMA doporuceni ve vSech vySe zminénych matricich
a pouzita pro hodnoceni chemické stability, aktivace a metabolismu SBZ a také pro
studium penetrace SBZ do kardiomyocytt (pFiloha 2).

V nasich studiich jsme zjistili, ze SBZ se rozkladd v bunécném médiu
za soucasného vzniku malého mnozstvi otevieného metabolitu (EDTA-diamidu),
zatimco aktivni forma ICRF-154 nebyla detekovana. Pfi¢inou mohla byt velmi Spatna
rozpustnost vznikajiciho ICRF-154 ve vodnych roztocich, nebo také pfitomnost dalsich
rozkladnych produkti. Zadny z potencidlnich meziproduktii se nam viak nepodatilo
detekovat. Stejny profil byl ziskan pfi inkubaci SBZ v pufru, z ¢ehoz lze usuzovat,
ze slozky média nijak neurychluji aktivaci SBZ. Dale jsme odhalili, Ze SBZ rychle
pronikd do kardiomyocytti, kde je aktivovan na ICRF-154, jez se dale rozklada
na EDTA-diamid. Vzhledem k tomu, ze srde¢ni buniky nezrychlovaly aktivaci SBZ
v bunééném médiu, je SBZ aktivovan spiSe v disledku chemického rozkladu, nikoli
metabolismu. V plasmé byl SBZ velmi rychle aktivovan na ICRF-154 (v ramci nékolika
minut) a nasledné dochazelo k jeho pfeméné na EDTA-diamid.

Jako dalsi slibny kandidat pro studium kardioprotektivniho ti¢inku a velmi blizky
analog DEX byla vybrana latka s kddovym oznacenim ICRF-193 u niZ byla v porovnani
s DEX identifikovana vyrazn€ vys$si ucinnost jak v inhibici TOP2B (ICso 7* niZ$i nez
DEX) tak v protekci proti ANT-indukované kardiotoxicité in vitro [214]. ICRF-193
je podobné jako ICRF-154 kvili symetrii molekuly, velmi Spatné€ rozpustny ve vodnych
roztocich, coZ znemoziuje jeho podani do organismu a dal$i vyzkum in vivo. Jednim
z pfistupl, jak zvySit rozpustnost je piiprava farmaceuticky ptijatelného proléciva,
jezneovlivni kardioprotektivni potencial pivodni latky. Tento koncept byl UspéSné
vyuzit u latky ICRF-154 zminéné vySe. A tedy na zadklad€ stejného principu, byly
nasyntetizovany tii proléciva latky ICRF-193 (pfiloha 3). Aby bylo mozné sledovat
aktivaci proléciv v bunééném médiu (jez je relevantni pro in vitro experimenty), byla
vyvinuta UHPLC-MS/MS metoda pro soucasné stanoveni proléciv, ICRF-193
a predpokladaného otevieného metabolitu (ICRF-193 ).

Vyvoj metody, byl stejné jako v predchozich piipadech komplikovan rozdilnou
polaritou latek, tedy rozdilnym retenénim chovanim velmi polarniho metabolitu, a naopak
lipofilniho proléc¢iva na chromatografické kolon¢. Pro separaci byly testovany reverzni

stacionarni faze s polarnim ,,endcappingem* a to Zorbax SB-Aq a Luna Omega Polar
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a také kolona s povrchové poréznimi ¢éasticemi Kinetex F5. Kolona Zorbax SB-Aq,
jez byla pouzita pro separaci SBZ, ICRF-154 a EDTA-diamidu neposkytovala symetrické
piky (piky vyrazné chvostovaly), na kolon¢ Kinetex F5 byla siln¢ zadrzovana vSechna
proléciva, coz vedlo k dlouhému Casu analyzy a chvostujicimu piku proléciv. Nejlepsi
separace byla dosazena na kolon¢ Luna Omega Polar, kde dochazelo k uspokojivé retenci
polarniho metabolitu ICRF-193et, bylo dosazeno symetrickych pikiti a ¢asu analyzy
do 10 minut. V tomto ptipad¢ se jako nejvetsi komplikace ukézalo nastaveni analytickych
podminek pro soucasné stanoveni vSech analytli. Pfestoze methanol v MF poskytoval
intenzivnéj$i MS signal ICRF-193 a ICRF-193ye, pro dosazeni symetrickych pikt
proléciv bylo nezbytné pouzit jako slozku MF acetonitril, jakozto siln€jsi elu¢ni ¢inidlo.
Vyrazné zlepSeni tvaru piku proléciv bylo rovnéz pozorovano po piidavku kyseliny
mravenci, coz ovSem soucasné vedlo ke sniZzeni MS signalu latky ICRF-193 et Nicméné,
jako v ptipadé SBZ, bylo pro zvySeni stability prolé¢iv nutné¢ vzorek okyselit. Jako
kompromis byly vzorky okyselovany na celkovou koncentraci 0,5 % kyseliny mravenci.
Vzhledem k omezené stabilité proléciv byly vzorky bunééného média jednoduse fedény
smési methanol : voda (20:80 v/v) a okyseleny kyselinou mraven¢i. Vyvinutd metoda
pro analyzu vSech tii proléciv, ICRF-193 a metabolitu ICRF-193y¢ byla castecné
zvalidovéna z hlediska selektivity, pfenosu a linearity. Metoda byla pouzita pro
hodnoceni aktivace GK-667, GK-678 a GK-691 v buné¢ném médiu in vitro.

Vsechna proléciva byla velmi rychle (v ramci desitek minut) preménéna na aktivni
formu ICRF-193, ktera byla dale degradovana na ICRF-193,e. U proléciva s kodovym
oznacenim GK-667 byla v pribéhu 48 hodinového stabilitniho experimentu stanovena
nejvyssi AUC aktivni latky ICRF-193 a to diky rychlému dosazeni jeji maximalni
studia aktivace, byla hodnocena také vlastni toxicita a cytoprotektivni potencial vSech
proléciv proti ANT-indukované toxicité in vitro (pFiloha 3). Na zéklad¢ vysledka vSech
téchto experimentl byla pro dalsi vyvoj vybrana latka GK-667.

V dalsi fazi studie jsme adaptovali a plné€ validovali UHPLC-MS/MS metodu pro
souCasné stanoveni GK-667, ICRF-193 a ICRF-193ne v dalSich relevantnich
biologickych matricich: (1) v bunééném médiu a odpovidajicim pufru pro hodnoceni
bioaktivace za podminek relevantnich pro cytoprotektivni in vitro studie
(2) v neonatalnich potkanich kardiomyocytech pro hodnoceni penetrace GK-667 do
bunék a (3) v krali¢i plasmé, pro simulaci in vitro uvoliovani ICRF-193 v krevnim ob¢hu

a také pro analyzu vzorki z in vivo experimentti po podani GK-667 kralikovi (pFiloha 3).
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Analyzou vzorkl z téchto in vitro experimentl jsme zjistili, ze piestoze byla rychlost
rozkladu GK-667 v pufru srovnatelnd s rozkladem v médiu, mnozstvi stanoveného
ICRF-193 bylo signifikantné¢ nizsi. To naznacuje, Ze specifické slozky bunécného
kultivacniho média (napi. aminokyseliny nebo gluk6za) pravdépodobné neovliviiuji
rozklad GK-667, ale mohou urychlovat uvoliiovani ICRF-193. Vzhledem k rychlému
rozkladu GK-667 v mediu nebylo prolécivo detekovano uvniti kardiomyocyti, nicméné
stanovené intracelularni koncentrace ICRF-193 byly dostacujici pro navozeni
cytoprotektivniho uc¢inku proti ANT-indukované toxicité. Rozklad GK-667 i ICRF-193
v plasmé in vitro byl signifikantné rychlejsi v pozorovani s bunéénym médiem, coz
naznacuje, ze slozky plasmy urychluji metabolismus téchto latek.

Jako posledni krok této studie bylo nutné stanovit zékladni FK parametry GK-667
in vivo, aby bylo prokazano, ze FK neni piekazkou dal§iho vyvoje této latky. Pfi analyze
vzorkd z pilotnich in vivo experimentli po podani GK-667 kralikovi bylo zjisténo,
ze UHPLC-MS/MS metoda vyvinutd pro analyzu vzorkd z in vitro experimentd neni
dostatecné citlivd a koncentrace aktivni latky ICRF-193 bylo mozné sledovat pouze
do tfeti, respektive paté hodiny a pak byly hodnoty pod limitem kvantifikace (0,2 uM).
Proto jsme se zaméfili na zvySeni citlivosti metody. Vzhledem k tomu, Ze jsme prokézali,
ze prolécivo je v organismu velmi rychle aktivovano, pfi upravé metody jsme cilili jen na
stanoveni aktivni latky ICRF-193 a metabolitu I[CRF-193 .

V prvnim kroku jsme se zaméfili na modifikaci Upravy biologického vzorku. Byla
testovana SPE, jakoZto extrakéni metoda umoznujici zakoncentrovani vzorku. Vzhledem
k vysoké polarité¢ metabolitu vSak byla optimalizace této metody pomérné komplikovana.
Pro extrakci ICRF-193 se ukazal jako idealni HLB sorbent. Kolonka byla aktivovédna
a kondicionovéna methanolem a vodou, nasledné byla nanesena plasma (100 pl), vzorek
byl promyt 0,25% kyselinou mravenci (400 pl) a eluce probihala do methanolu (300 pl).
Za téchto podminek bylo pro ICRF-193 dosazeno vytéznosti 98,7 % a limit kvantifikace
pro tuto latku byl snizen na 0,02 pM. Nicméné tento sorbent nebyl vhodny pro retenci
polarniho ICRF-193net, kdy ke ztratdm analytu dochézelo jiz pfi nandSeni vzorku na
kolonku a zbytek analytu byl vymyt pfi promyvacim kroku. Pro extrakci obou latek bylo
nezbytné pouzit vicemodalni sorbent (Hypersep Verify AX — C8+anex). Zde byla
aktivace a kondicionace provedena acetonitrilem a vodou, nasledné byl nanesen vzorek
(100 pl), jez byl promyt vodou (300 pl) a na eluci byl pouZit acetonitril s pfidavkem 10 %
kyseliny mraven¢i (500 pl). Extrakt byl nasledné¢ odpafen pod proudem dusiku

a rekonstituovan ve 200 pl smési acetonitril : voda (20:80 v/v). Ipfes vyuziti silné
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okyseleného acetonitrilu bylo dosazeno jen necelych 50 % vytéznosti pro ICRF-193 e,
jez byl silné navdzany na iontoméni¢ovém sorbentu. Vytéznost ICRF-193 byla
srovnatelna s pfedchozi extrakci (99,8 %). Touto metodou bylo dosazeno snizeni limitu
kvantifikace pro ICRF-193 na 0,05 uM.

Nésledné se nadm naskytla moznost méfeni na novém pfistroji (Agilent 1290
Infinity II LC s trojitym kvadrupélem LC/MS 6400), a proto byla pivodni analyticka
metoda prevedena na tento citlivéjsi piistroj. Byla zachovana kolona Luna Omega Polar
1 jeji rozméry, dosSlo ovSem k upravé slozeni MF, kdy acetonitril byl nahrazen
methanolem, a mirné upravé gradientu. Diky této instrumentaci bylo mozné
i s jednoduchou proteinovou precipitaci dosdhnout limitu kvantifikace pro oba analyt
0,01 uM. Tato metoda tedy byla validovana dle doporuceni Evropské 1ékové agentury
a pouzita pro analyzu vzorkil z in vivo farmakokinetickych experiment (priloha 3).
Naméiend data jsme vyuzili k vypoctu zakladnich FK parametrd. V porovnani s DEX
vykazovala latka ICRF-193 krat$i eliminac¢ni polocas, a naopak vyssi plasmatickou
clearance. Na zéklad€ srovnani s a¢innymi koncentracemi in vitro se da ptredpokladat,
ze stanovené plasmatické koncentrace ICRF-193 by mély byt dostate¢né pro navozeni
kardioprotektivniho u¢inku na nasem in vivo modelu. Tato studie tedy jasn¢ prokézala,
ze se prolécivo GK-667 jevi ve vSech ohledech jako slibny kandidat pro dalsi komplexni

studie protektivniho G¢inku na modelu chronické ANT kardiotoxicity u kralika in vivo.

4.2 Vyuziti mikroextrakcnich technik pro izolaci antracyklinii z plasmy

Jako soucast vyvoje novych potencidlnich 1€¢iv chranicich proti ANT
kardiotoxicté je dulezité sledovat, zda nova latka neovlivituje farmakokinetiku ANT, coz
by mohlo vést k ovlivnéni jejich protinddorového ucinku. Pro ziskéni této informace
je nezbytna analytickd metoda pro stanoveni ANT v plasmé&. Vzhledem k tomu, Ze pro
analyzu ANT je v literatufe dostupna fada konvenc¢nich extrakénich technik jsme se
v nasi praci ubirali smérem modernich trendii a zaméfili jsme se na mikroextrakéni
metody. Pro izolaci ANT zkrali¢ci plasmy jsme testovali mikroextrakéni techniky
zaloZené na principu extrakce z kapaliny do kapaliny PALME a EME. Nejprve jsme se
zam¢tili na extrakci PALME, vzhledem k jednoduchosti a komeréni dostupnosti
veskerého vybaveni pro extrakci. Pfi vybéru vhodnych podminek byly extrahovany DAU
a jeho metabolit daunorubicinol (DAUol) z vodného pufru. Jako optimalni organické

rozpoustédlo pro SLM bylo vybrano DEHP1 s ptidavkem THEP (20 %), donorova faze
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byla tvotena fosfatovym pufrem o pH 8.0 (250 pl) a jako akceptorova faze byla zvolena
0,5M kyselina mravenci (100 pl), extrakce probihala pii tfepani 950 ot/min po dobu
60 minut. Metodou PALME bylo dosaZeno extrakénich vytézka okolo 60 % pro DAU
1 DAUol pfti extrakci z ¢istého pufru, nicméné pii extrakci z plasmy byla tato vytéznost
signifikantn¢ nizsi (Obrazek 20). Pri¢inou mohla byt bud’ vyssi viskozita vzorku nebo
silnd vazba ANT na plasmatické proteiny. S cilem zvysSit extrakéni G¢innost a zkratit

extrak¢ni Cas jsme se rozhodli otestovat EME.
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Obrazek 20: Vytéznost daunorubicinu (DAU) a dauorubicinolu (DAUol) z pufru a plasmy metodou
PALME (n=3). Extrakce z plasmy probihala za stejnych podminek, jen donorova faze byla tvorena smeési

100 pl plasmy a 150 pl fosfatového pufru (pH 8.0).

Vedle DAU a jeho metabolitu jsme se zaméfili také na moZnosti extrahovat DOX
- nejcastéji pouzivany ANT v klinické praxi. Podminky pro extrakci DAU, DAUol
a DOX z pufru a krali¢i plasmy byly systematicky optimalizovany (pFiloha 4). Nejprve
vramci extrakci ANT z pufru bylo vybrano organické rozpoustédlo pro SLM
a optimalizovano pH donorové a akceptorové faze. Optimalizace dalSich parametrt,
jez zahrnovala upravu slozeni donorového pufru, velikost napéti, intenzitu tfepani
a extrakeni Cas, jiz probihala pfi extrakcich z plasmy. Pfi optimalizovanych podminkéach
byly analyty extrahovany z 50 ul plasmy smichané se 185 ul pufru (pH 3.0) ptes SLM
tvofenou DEHPi do 50 ul 500mM kyseliny octové. Extrakce byla proveden pfi tiepani
1050 ot/min, po dobu 25 minut a na elektrody bylo vklddano napéti 20 V jez bylo po dvou
minutdch extrakce zvySené na 35 V. V ramci optimalizovanych podminek bylo, na rozdil
od PALME, dosazZeno témét shodné vytéZznosti z pufru i plasmy. Pro analyzu vzorku byla
vyuzita UHPLC-MS/MS metoda (Agilent 1290 Infinity II LC s trojitym kvadrupdlem
LC/MS 6400). Separace byla provedena na koloné Kinetex C18 (2.1 x 100 mm, 1,7 um,
Phenomenex, USA) s MF sestavajici z0.025% kyseliny mravenci (slozka A)

a acetonitrilu (sloZzka B) v gradientovém modu. Metoda byla validovéana v koncentra¢nim
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rozmezi 0,25 — 1000 ng/ml podle doporuceni Evropské 1ékové agentury. V ramci validace
byly hodnoceny nésledujici parametry: selektivita, pfenos, linearita, pfesnost, preciznost,
vytéznost, matricové efekty a stabilita. Navic bylo hodnoceno také mnozstvi fosfolipida
v extraktech jednoduchou metodou vyuzivajici sken prekurzorovych ionti poskytujicich

fragment m/z 184.

Optimalizovand mikroextrak¢éni technika byla porovnana s konvencnimi
extrakénimi metodami LLE a PP z hlediska vytéznosti, matricovych efektii a mnozstvi
fosfolipidit ve vzorku. Ve srovnani s témito metodami EME poskytovala nejvyssi
vytéznost (vice nez 80 % pro testované ANT), minimalni matricové efekty a ve vzorku
bylo detekovano jen zanedbatelné mnozstvi fosfolipidii v porovnani s extrakty po PP
aLLE. Na zavér byla testovdna spolehlivost EME analyzou realnych vzorki plasmy
z pilotnich FK studii DAU na kralikovi. Byly stanoveny shodné koncentrace DAU i jeho
metabolitu DAUol v plasmé pti pouziti EME a referen¢ni LLE (pFiloha 4). Touto studii
jsme prokazali, ze EME je jednoduchd, rychld a opakovatelnd technika vhodna pro
extrakci ANT z plasmy a zdroven, Ze se jedna o alternativni metodu poskytujici velmi

Cisty extrakt ve srovnani s rutinné pouzivanymi konvenénimi extrakénimi technikami.
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5 Zavér

Diserta¢ni prace se zabyva vyvojem LC-MS metod pro analyzu ANT a novych
potencidlnich kardioprotektiv a izolaci téchto latek z biologickych materialt. V teoretické
¢asti je popsano spojeni kapalinové chromatografie s MS detekci a vyuziti této
instrumentace v bioanalyze 1¢éCiv. Dale jsou popsany metody zpracovani biologickych
vzorkd, kde je velky diraz kladen na mikroextrakéni techniky odvozené od LLE a SPE.
Specialni cast je vénovand EME a to principim extrakce a optimalizaci dulezitych
extrak¢nich parametri. Pozornost je vénovana také validaci bioanalytickych metod

a zaver teoretické prace poskytuje informace o analyzovanych latkach.

Prvni tematicky blok experimentalni prace je vénovan komentafi 3 publikaci,
které jsou zamétené na studium kardioprotektivniho potencialu novych analogii DEX.
V ramci téchto praci byly vyvinuty a validovany nové LC-MS metody pro analyzu
novych analogi DEX v riznych biologickych matricich. Tyto metody byly pouzity
pro hodnoceni stability, bioaktivace a metabolismu studovanych latek in vitro a také
pro stanoveni FK profilu testovanych latek v plasmé in vivo. S pomoci téchto metod jsme
prokazali, Ze absence kradioprotektivniho Uc¢inku strukturné blizkych analogi DEX
(GK-580 a GK-627) u kralika neni zpisobena odliSnym farmakokinetickym chovanim,
a proto byl dalsi vyzkum vénovan farmakodynamickym parametrim. Na zéklad¢ téchto
poznatkli byl zjiStén velmi blizky vztah struktura-kardioprotektivni ucinek
v bisdioxopiperazinové skupin€. Pro dalsi studium tedy byly vybrany dva analogy
(ICRF-154 a ICRF-193) s minimalni obménou chemické struktury DEX. Obé studované
latky vykazovaly velmi Spatnou rozpustnost ve vode€, coz znemoznuje jejich podani in
vivo. V piipadé ICRF-154 je proto v klinické protinddorové terapii vyuzivano prolécivo
sobuzoxan, které tuto komplikaci ptekondva. Stejny piistup, tedy pfiprava proléciv, byl
zvolen 1 pro zvySeni rozpustnosti analogu ICRF-193, jez vykazuje silngjsi
kardioprotektivni efekt vii¢i ANT-indukované toxicité in vitro. V ramci této prace byly
pfipraveny tfi proléciva ICRF-193 (GK-667, GK-678 a GK-691). Oba analogy DEX
ajejich proléciva byly s vyuzitim UHPLC-MS/MS detailné¢ hodnocené z hlediska
aktivace, stability a metabolismu. Latka ICRF-193 a jeji proléciva byly rovnéz testovany
z hlediska cytoprotekce a toxicity. Kromé toho bylo prolé¢ivo GK-667 podano kralikovi
in vivo a byly stanovené zdkladni FK parametry. V této praci jsme prokézali, Ze nové
proléc¢ivo GK-667 je vhodnym kandidatem, pro dal§i komplexni studie protektivniho

ucinku na modelu chronické ANT kardiotoxicity u kralika in vivo.

71



V druhém tematickém bloku je diskutovéna jedna publikace, kterd je zamétena
na mikroextrakci ANT z krali¢i plasmy s naslednou UHPLC-MS/MS analyzou. Byly
testovany dvé mikroextrakéni techniky, a to jednoducha PALME a nésledné EME.
Tato prace je zaméfena na vyvoj a optimalizaci extrakénich podminek EME a nasledné
srovnani této mikroextrakce s konvencnimi extrakénimi technikami. EME v porovnani
s PP a LLE poskytovala vyssi extrakéni vytéznost a na rozdil od konven¢nich metod byly
detekovany minimalni matricové efekty a zanedbatelny mnozstvi fosfolipida
v analyzovaném vzorku. Analyzou realnych vzork odebranych po aplikaci ANT
kralikim bylo prokazano, ze EME je spolehlivda metoda, poskytujici srovnatelné vysledky
jako konven¢ni LLE. V rdmci této prace tak byla vyvinuta rychld, efektivni a spolehliva

mikroextrakéni metoda pro stanoveni ANT v plasmé.
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