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ABSTRAKT

Bisdioxopiperazinovy derivat dexrazoxan (dale jen DEX) je jediné klinicky uzivané
1é¢ivo proti kardiotoxicité zpisobené antracykliny. Prvotni studie pfisla s myslenkou, ze
DEX je prolécivo, které je v kardiomyocytech enzymatickou hydrolyzou piperazinového
kruhu aktivovano na metabolit oznaovany ADR-925. Nicmén¢ dal$i vyzkum prokazal,
ze skutecnym mechanismem ucinku je deplece topoizomerazy 11 zpisobené samotnym
DEX. Za ucelem detekce DEX a jeho metabolitu byla vyvinuta bioanalytickd metoda na
HPLC-MS/MS systému. Tato metoda trva 30 minut, coz je na pozadavky moderni
bioanalyzy pomérné dlouhd doba. Cilem tohoto projektu byla snaha vyvinout a validovat
rychlejsi metodu vyuzivajici UHPLC-MS/MS schopnou detekovat DEX a ADR-925
v plasmé. Veskery vyvoj probihal na UHPLC systému ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem s trojitym kvadrupdlem s ESI ionizaci v pozitivnim mddu (oboji
Shimadzu). Jako stacionarni faze byly testoviny ZORBAX Bonus-RP
(100 mm x 3.0 mm, 1.8 pm), Luna Omega Polar C18 (100 mm x 2.1 mm, 1.6 pm)
a Kinetex F5 column (100 mm X 2.1 mm, 1.7 um). Testované mobilni faze byly smési
acetonitrilu ¢i methanolu s riznymi koncentracemi mraven¢anu amonného nebo
kyselinou mravenci pii isokratické a gradientové eluci. NejlepSich vysledkli bylo
dosaZeno na kolon¢ Kinetex F5 s ImM mravencanem amonnym a methanolem pfi
gradientové eluci. Tato metoda byla ¢astecné validovana pro koncentracni rozmezi 0,5 az

100 uM DEX 1 ADR-925 v plasmé.



ABSTRACT

Dexrazoxane (DEX), a bisdioxopiperazine derivative, is the only clinically used drug
effective against anthracycline-induced cardiotoxicity. First studies indicated that DEX
is a pro-drug bioactivated in cardiomyocytes by enzymatic hydrolysis of piperazine rings
to its active metabolite — ADR-925. However, further research revealed that effective
cardioprotection induced by bisdioxopiperazine compounds is more likely related to
topoisomerase IIf depletion induced by DEX itself. The only bioanalytical method for
simultaneous determination of DEX and its metabolite was developed using
HPLC-MS/MS system. Nevertheless, the analysis requires 30 min for each run, which
does not accomplish requirements for modern bioanalysis. The aim of this project is to
develop and validate a fast UHPLC-MS/MS method for determination of DEX and
ADR-925 in plasma. The analyses were performed using an UHPLC system coupled to
triple quadrupole mass spectrometer with ESI source in positive ion mode (both
Shimadzu). Following stationary phases were tested: ZORBAX Bonus-RP (100 mm
% 3.0 mm, 1.8 um), Luna Omega Polar C18 (100 mm x 2.1 mm, 1.6 um) and Kinetex F5
column (100 mm x 2.1 mm, 1.7 um). Mixtures of acetonitrile or methanol with different
concentrations of ammonium formate or formic acid were tested as mobile phase with
various isocratic and gradient elutions. The best results were achieved on the column
Kinetex F5 with ImM ammonium formate and methanol as a mobile phase in a gradient
mode. Method was partially validated within the concentration range from 0,5 to 100 uM

for both compounds in plasma.



1. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku
API ionizace za atmosférického tlaku

APPI fotoionizace za atmosférického tlaku

B magneticky sektorovy analyzator

CIl chemicka ionizace

DEX dexrazoxan

EIl elektronové ionizace

EMA Evropska 1€ékova agentura

ESI ionizace elektrosprejem

FT-ICR iontova cyklotronova rezonance

HILIC hydrofilni interak¢éni chromatografie
HPLC vysokoucinnd kapalinovéa chromatografie
IEC iontové vyménna chromatografie

IPC iontove parova chromatografie

IS vnitini standard

IT iontova past

LC-MS spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie
LLOQ dolni limit kvantifikace

m/z pomér hmotnost/naboj

MALDI matrici asistovana laserova ionizace

ME matricové efekty

MF mobilni faze

MS hmotnostni spektrometrie

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie
NMR spektroskopie nuklearni magnetické rezonance
NP normalni faze

PEEK polyetheretherketon

QqQ trojity kvadrupol

QqQ kvadrupol

RP reverzni faze

RSD relativni smérodatna odchylka



SEC

SF

SIL IS
SIM
TOF
UHPLC

molekulova vylucovaci chromatografie
stacionarni faze

izotopicky znaCen¢ vnitini standardy
selektivni zaznam vybraného iontu
analyzator doby letu

ultra-vysokoucinna kapalinovéa chromatografie



2. UVOD

V ramci soucasnych trenda se ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC)
stala dulezitou soucasti farmaceutické analyzy. Tato separacni metoda si ziskala své misto
v mnoha odvétvich, kde nahradila klasickou vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii
(HPLC), predevsim diky rychlosti samotné analyzy, vyssi citlivosti ¢i lepsi separacni
ucinnosti. Tyto techniky jsou Casto vyuzivany ve spojeni s hmotnostni detekci, coz
umoziuje ziskat kromé citlivé a selektivni kvantifikace také informace o identité analyti.
Tohoto spojeni separa¢nich metod se vyuzivd i pfi analyze dexrazoxanu (DEX)
v biologickém vzorku. DEX, jakoZto zastupce bisdioxopiperazint, je jediné registrované
1é¢ivo uzivajici se ke sniZeni kardiotoxicity pfi protinadorové 1é€bé u dospélych, ktera je
navozena cytostatiky ze skupiny antracyklinii (doxorubicin, idarubicin atd.). Ackoli
presny mechanismus u¢inku neni stale zcela objasnén, jedna se o diilezité 1é¢ivo, které je
pfedmétem mnoha vyzkumu zabyvajicich se stanovenim koncentrace in vivo, naptiklad
v plasmé. K tomu slouzi HPLC-MS/MS metoda, ktera vSak nevyhovuje soufasnym
trendim farmaceutické analyzy.

Z tohoto diivodu bylo cilem této diplomové prace vyvinout novou, rychlejsi analytickou
metodu za pomoci UHPLC systému s MS/MS detekci. Pro tuto novou metodu nasledné
optimalizovat podminky a poté ji validovat podle platnych podminek stanovenych

Evropskou lékovou agenturou (EMA).
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3. TEORETICKA CAST

3.1.  Princip kapalinové chromatografie

Chromatografické metody jsou v dnesni dobé nedilnou soucasti mnoha vyzkumnych
¢innosti. Obecné je 1ze charakterizovat jako separacni metody, pomoci kterych je mozné
rozdélit smési latek. Za objevitele je povazovan rusky botanik Michail S. Cvét, kterému
se na pocatku 20. stoleti podafilo oddélit listovd barviva za pomoci kolony
naplnéné oxidem vapenatym [1]. Proces chromatografické separace je zaloZzen na
rozdilnych fyzikalné-chemickych vlastnostech latek a jejich odliSnych interakcich
s mobilni fazi (MF) a nosi¢em (stacionarni fazi, SF). V kapalinové chromatografii je MF
kapalna (smés rozpoustédel) a SF je pevna. Mira retence analytu je urcena specifickymi
mezimolekuldrnimi interakcemi s povrchem SF a nespecifickymi interakcemi s MF
v zavislosti na plisobicich sildch. Mezi nejcastéjsi interakce, které se v rizné mife
uplatniuji pfi separaci, patii rozdélovani analytti na zakladé rozdélovaciho koeficientu
mezi dvé nemisitelné faze, adsorpce jednotlivych slozek na povrchu sorbentu, déleni
elektrolytd v iontové formé za pomoci iontoménicl, piipadné i separace na zakladé
velikosti molekul analytu za pouZiti porézni SF. Podle nich miZeme v ramci kapalinové

chromatografie rozlisit nékolik modui separace [2, 3, 4].

3.1.1. Separacni moédy

Chromatografie na normalnich fazich (Normal-phase — NP)

Uplné prvni byla separace na normalnich fazich, kterou objevil jiz zminény Michail
S. Cvét. V téchto systémech se pouziva polarni SF (nejcastéji silikagel a polarni chemicky
vazané skupiny na silikagelovém nosi¢i) a MF s nizsi polaritou (hexan, toluen, benzen,
aceton, tetrahydrofuran atd.). Principem je interakce polarnich funkénich skupin analytu
s polarnimi skupinami SF. Cim méné polarni MF pouZijeme, tim vice bude analyt
zadrzovan SF. Jelikoz MF je v tomto mddu bezvodd, ma tim padem nizsi viskozitu, a to
s sebou pfinadsi vyhodu v podob¢ nizsiho zpétného tlaku na kolong. Vzhledem k Casové
naro¢n¢ ekvilibraci a problémtim s reprodukovatelnosti (kvtili velké citlivosti metody na
polarni kontaminanty MF) se vSak od tohoto modu ustupuje. Nejcastéji se NP vyuziva pii
analyze latek néachylnych k hydrolyze a pro separaci extrémné hydrofobnich latek

[5,6,7].
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Chromatografie na reverznich fazich (Reversed-phase — RP)

Daleko vice vyuzivana je dnes separace na reverznich fazich. V tomto médu ma naopak
SF nepolarni charakter (napft. silikagel modifikovany dlouhymi uhlikatymi fetézci,
aromatickymi jadry, kyanoskupinou atd.) a MF polarni (obvykle smés vodné slozky
s polarnimi organickymi rozpoustédly misitelnymi s vodou). Casto se tak voli pufry,
piipadné roztoky slabych kyselin a bazi jako vodné slozky ve smési s methanolem nebo
acetonitrilem. Na rozdil od normalnich fazi se pfi separaci uplatiiuji disperzni sily
(hydrofobni nebo van der Waalsovy interakce). Pro lepsi reprodukovatelnost,
kompatibilitu s mnoha detektory, komer¢ni dostupnost a lipofilitu vétSiny 1€Civ se

reverzni fdze vyuZzivaji ve zhruba 75 % HPLC analyz [4, 5, 7].

lontoveé parova chromatografie (lon-pair chromatography — IPC)

I ptesto, Ze separace za pomoci RP je zcela nejrozsitenéjsi, nelze ji vyuzit pro vSechny
druhy analyti. Limit pro tento mdd ptedstavuji analyty, které jsou natolik polarni, Ze
nejsou na RP zadrzovany. Pro tyto latky je vhodna iontové parova chromatografie. Presny
mechanismus neni zcela objasnén, ale existuji dvé mozné teorie. Prvni z nich se piiklani
k tvorbé iontovych parh analytu s reagentem piidanym do MF (lipofilni ion opa¢ného
naboje neZ analyt). Takto vznikly iontovy par se stane hydrofobni a miiZe interagovat
s nepolarni SF. Druhou teorii je takzvany elektrostaticky model, kdy se nejdiive lipofilni
ionty (opét opacného naboje oproti analytu) adsorbuji na povrch SF prostiednictvim
alifatickych tetézcl a tvofi tak vazebna mista pro ionty analytu [8]. NejCastéji uzivanymi
iontové parovym Cinidly jsou alkylamoniové soli pro anionty a alkylsulfatové c¢i
alkylsulfonové soli pro kationty. Samotnd separace mize byt vhodné ovlivnéna
koncentraci a lipofilitou iontové parovych ¢inidel, koncentraci organické slozky MF
asamotnym pH MF, které ovliviiuje stupent disociace analytii [8,9]. Podstatnou
nevyhodou tohoto médu je velmi zdlouhavé ekvilibrace kolony po zméné slozeni MF
a z tohoto divodu neni doporuovano zde vyuzivat gradientové eluce. Narocné je
1 samotné vymyvani iontovych part ze SF a z toho diivodu by kolony pouzivané na IPC

j1Z nemély byt nasledné pouzité v RP modu [7, 9].

lontove vymeénna chromatografie (lon-exchange — IEC)

Dalsi moznosti, jak separovat ionizované¢ molekuly analytu je iontové vyménna

chromatografie. Pfi ni probiha separace vlivem elektrostatickych interakci ionizovanych
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molekul analytu se SF tvofenou iontoméni¢em (ionizované funkéni skupiny kovalentné
navazané na SF — nejcastéji silikagel nebo polymery). Tyto iontoménice nesou bud’
kladny naboj (anexy) nebo zéporny ndboj (katexy) a interaguji s analytem opacného
naboje. Anexy tedy slouzi k separaci deprotonovanych kyselych latek a katexy k separaci
protonovanych bazi. Dale se daji iontoménice rozdélit na silné anexy (terciarni aminy
a kvartérni amoniové soli) a katexy (sulfonové kyseliny), které jsou zcela ionizované
v celém rozsahu pH. Odlisné se chovaji slabé anexy (primarni a sekundarni aminy) a slabé
katexy (karboxylové a fosfonové kyseliny), které jsou ionizovany pouze v bazickém
potazmo kyselém prostfedi a mimo toto rozmezi pH je retence na téchto iontoménicich
zasadné potlacena. MF musi pfi tomto typu separace obsahovat taktéz opacné nabité ionty
vuci SF (ve formé soli, pufrd, ionizovanych kyselin ¢i zésad) a ty vzajemné soupefi
s ionty analytu o vazebna mista iontoménicl. Tato metoda je vyhodnéd pro separaci

endogennich latek jako jsou aminokyseliny, proteiny, peptidy a polynukleotidy [7, 8, 10].

Molekulova vylucovaci chromatografie (Size-exchange chromatography — SEC)

Molekulova vylucovaci chromatografie separuje latky podle jejich velikosti.
ZjednoduSené je separace zaloZena na rychlosti prichodu analytu skrze pordzni SF.
Ptitom se zde neuplatiiuji na rozdil od ostatnich modt zadné vazebné interakce. Molekuly
jsou separovany po vstupu do p6rt SF tak, ze velké molekuly se ze sterickych divoda do
port nedostanou a budou se eluovat rychleji neZ molekuly mensi, které budou pory
zpozdovany. Nejcastéji se jako SF vtomto moddu vyuzZivaji polymery (napf.
polystyrendivinylbenzen). K zamezeni jakékoli interakce analytu s polymerem se jako
MF voli nejcastéji tetrahydrofuran ¢i toluen. Pii volbé vhodné MF v§ak musime zaroven
pomyslet na mozné neZadouci rozpousténi polymeru a ztraté €innosti SF. Opomenout
zde nelze ani vliv teploty, ktera zadsadné ovliviiuje viskozitu polymert a zaroven mtize
snadno ovlivnit detekci analytu v detektoru (nejcastéji se ve spojeni s timto modem
vyuziva refraktometricky) [5]. Ackoli je SEC vyuZivana méng, ma své uplatnéni pii
separaci latek objemnych molekul vzorkd biologického pivodu, které poté mohou byt

dale separovany pomoci uc¢inngjSich separac¢nich modu [5, 7].

Hydrofilni interakcni chromatografie (Hydrophilic interaction chromatography —
HILIC)

Caste¢nou modifikaci médu na NP predstavuje hydrofilni interakéni chromatografie. Pi

ni se stejn¢ jako u NP modu vyuziva polarnich SF (v tomto ptipadé nejcastéji silikagel
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ptipadné jeho modifikace aminopropylovou, diolovou nebo sulfoalkylbetainovou funkéni
skupinou), ale zaroven i poldrni MF. Ta je tvofena kombinaci organickych rozpoustédel
(nejcCasteji acetonitril) s vodou nebo pufrem (napi. soli kyseliny mravenci a octové).
Mechanismus separace je stale pfedméetem diskusi a zkoumani, nicméné se predpoklada
tvorba vodné vrstvy na povrchu SF, mezi niz a MF dochézi k rozdé€lovani analytti pomoci
vazeb dip6l-dipol. Dalsi moznosti je Gcast vodikovych vazeb stejné jako je tomu pfi
NP [11]. At uz je pfesny mechanismus jakykoli, pfinasi s sebou tato metoda nékolik
dalezitych vyhod. Je vhodna pro analyzu polarnich latek, které by se pii NP nedostatecné
rozpoustély v bezvodé MF a zaroven nejsou dostate¢n¢ zadrzovany na RP. Dalsi vyhodou
je symetricky tvar pikii bazickych analyti oproti separaci na RP, kde mohou casto
chvostovat. Vzhledem k vyuziti organickych rozpoustédel jako MF se mlze diky jejich
niz8i viskozité pouzit vyssi pratokova rychlost a v neposledni fad¢ je tato metoda snadno
spojitelnd s MS detekci, obzvlasté pii ionizaci elektrosprejem. I proto se tato metoda stala
popularni pti analyze malych molekul jako jsou nukleosidy, nukleotidy, aminokyseliny,

peptidy, proteiny a mnoho dalSich [12, 13].

Dalsi separacni mody

Krom vySe zminénych se mizeme setkat s chromatografii afinitni (vyuzivajici vazbu
analytu na specifické ligandy ukotvené na SF), hydrofobné interakéni (vyuZivdna
pfedevSim pro separaci proteinl), ¢i chiralni (pfi vyuZiti chirdlnich SF nebo ptidavku

chiralniho selektoru do MF s néslednou separaci na RP) [3].

Aby bylo dosaZeno poZadované separace konkrétnich analytl je nutné zvolit separacni
modd, vybrat idedlni SF a optimalizovat MF. MF musi byt vhodna pro zvoleny zplsob
detekce, netoxicka, inertni, méla by mit dostate¢ny stupen cistoty, vhodné pH, vhodnou
viskozitu k zaji§téni minimalniho zpétného tlaku v systému a neméla by naruSovat, ¢i
dokonce vymyvat SF [5, 14].

V soucasné dobé ma kapalinova chromatografie ve farmaceutické analyze velké
uplatnéni vzhledem k moznosti separovat Siroké spektrum latek od malych molekul ¢i
iontl az po velké biomolekuly. Své dominantni postaveni v oblasti analyzy 1é¢iv si tato
metoda vyslouzila také pro vysoky stupeni automatizace, dobrou reprodukovatelnost

napfii¢ laboratofemi, preciznost a spolehlivost vysledkt [14, 15].
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3.2. Instrumentace

Kapalinovy chromatograf se skladd z casti, které mohou mit na zdkladé¢ odlisnych
pozadavki na analyzu riizné usporadani, piipadné nékteré nemusi byt pii analyzach viibec
pouzity. Obecné lze ale kapalinovy chromatograf popsat schématem na Obrazku 1.

DAVKOVACI
ZARIZENI

—
[ —_—
| o =
- | e
| | | | | | GRADIENTOVY MIXER VYSOKOTLAKE
[ ] ] DEGASSER VENTIL MOBILNi FAZE CERPADLO
ZASOBNIKY
MOBILNI FAZE

- PREDKOLONA O
J—=—( j—o

pociTac ODPAD DETEKTOR ANALYTICKA KOLONA

Obr. 1 — Schéma kapalinového chromatografu. Pfevzato a upraveno z: [16]

3.2.1. Zasobniky mobilni faze

Zéasobniky MF jsou nadoby z chemicky inertniho materialu, nejcastéji skla. Musi byt
dobfte uzavieny, aby nedoslo k unikdni par ani ke kontaminaci MF okolnimi necistotami.
Pro zajisténi vhodnych podminek pro analyzu by mély byt umistény vysSe nez vysokotlaké
Cerpadlo. Lze vyuzit jeden az Ctyfi zésobniky, ze kterych si pak dokdze sam systém
smichat MF v poméru dle pozadavki konkrétni analyzy pomoci sméSovaciho zatizeni.
MF je pted vstupem do samotného chromatografického systému nasdvéana ptes filtry

s porozitou 0,20 um, aby doslo k zachyceni tuhych castic [3, 14, 17, 18, 19].

3.2.2. Degaser

MF miiZe obsahovat bubliny plyni, které by negativné ovlivnily vysledek analyzy napf.
z divodu kolisani tlaku v systému, coz vede k Sumu zékladni linie, sniZeni citlivosti
detekce a opakovatelnosti. Témto komplikacim je pfedchdzeno odplynénim MF. Pro
odplynéni miizeme MF ponofit do ultrazvukové lazné anebo lze vyuzit helium
k probublani MF jiz v zésobnicich. Nejrozsifenéjsi moznosti je vSak pouziti vakuového

degaseru, ktery se sklada z polopropustné kapilary umisténé ve vakuové komoie. Touto
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kapilarou protéka mobilni faze a rozdily v tlacich uvnitt a vné kapildry umozni prostup

plynt pies sténu kapilary, ¢imz dochéazi k odplynéni [3, 14, 17, 18, 19].

3.2.3. Vysokotlaké ¢erpadlo

Vysokotlaké pumpy umoziuji pritok MF chromatografickym systémem a jejich hlavnim
ukolem je zajistit stabilni priittok MF kolonou. Pro dosazeni opakovatelnosti analyzy musi
byt pratok mobilni faze kontinualni s minimalni fluktuaci. Standardni HPLC systémy
pracuji za tlaku az 40 MPa [20]. Soucasnym trendem je zkracovani doby analyzy a nizsi
spotieba MF, ¢ehoz 1ze dosahnout zkracenim kolony a snizenim velikosti ¢astic, coz
s sebou piinasi problém vétsiho zpétného tlaku. Cerpadla musi byt inertni a odolna vii¢i
korozi, proto byvaji vyrobena nejcasteji z nerezové oceli €i titanu. Tato Cerpadla lze
rozdelit do dvou skupin podle toho, na jakém principu je zaloZzen pohyb pistl, a to na

hydraulické a mechanické [3, 14, 17, 18, 19].

3.2.4. Davkovaci zarizeni

Dalsi soucasti celého systému je davkovaci zatizeni, které musi byt schopno za vysokych
tlakd davkovat malé a pfesné objemy vzorkl. V minulosti se vzorek davkoval injekénimi
stiikackami pfes septum, avSak tento postup se v dnesni dob¢€ vyuziva minoritn€. Dnes se
setkavdme s takzvanymi smyckovymi davkovaci, které vyuZivaji pfepinacich ventill
(bud’ jednoho Sesticestného nebo vice tficestnych). Tyto ventily umoznuji nastfikovat na
kolonu obvykle 0,2 pl az 2000 pl vzorku [3]. K zamezeni kontaminace mezi jednotlivymi
vzorky je jehla po nastiiku oplachnuta. Samoziejmosti je dnes i automatizace
davkovaciho procesu za pouziti autosamplerii pracujicich na principu piepinaciho ventilu.
Vzorky jsou nastfikovany ze zasobniku, ktery byva nejcastéji umistén v temperovaném
prostoru a zaroven chranén pfed svétlem. Do tohoto zasobniku jsou vzorky vkladany
v malych sklenénych ¢i plastovych nddobkach oznafovanych jako vialky. Ty maji
obvykle objem 2 ml a jsou uzavieny vickem s pryzovym septem, skrz které je vzorek
nasavan do injektoru. V piipadé, ze pracujeme s velmi malym mnoZstvim vzorku,
vkladaji se do vialek navic jeSté inserty, které maji objem pouze v faddech stovek
mikrolitr. Autosamplery mohou pracovat vice mechanismy. Prvnim z nich je fixni

injek¢ni stiikacka a pohyblivy zasobnik (pohyb osovy nebo kruhovy), druhym je fixni

16



zasobnik a pohyblivé rameno injekéni stiikacky a posledni moznosti je fixni zdsobnik

i jehla, kdy vialka je roboticky dopravovana mezi t¢mito dvéma soucastmi [3, 14, 17, 21].

3.2.5. Kolona a stacionarni faze

Kolona se sklad4d z n¢€kolika Casti. Prvni znich je télo kolony, kterou tvofi trubice
s hladkym wvnitinim povrchem. Tento plast musi vykazovat vysokou odolnost nejen
tlakovou, ale také chemickou, a proto je nejcastéji vyrabén z nerezové oceli. Nekdy vSak
ani to neni nejvhodnégjsi volba, nebot’ mlze pti pouziti urcitych mobilnich fazi dochazet
k vyluhovani stopového mnozstvi Zeleznych iontt, které za uréitych podminek mohou
ovliviiovat samotnou analyzu. Pro tyto pifipady lze pouzit kolony ze skla ¢i
vysokovykonného plastu PEEK (polyetheretherketon), avSak za cenu nizsi tlakové
odolnosti. Dalsi ¢asti jsou koncovky kolony na obou stranach skladajici se nejcastéji z frit
zamezujicich vymyvani SF a ferulek s koncovymi hlavicemi umoziujici spojeni kolony
s chromatografickym systémem. Na tyto koncovky je kladen veliky diiraz, protoze musi
zarucit dokonalou tésnost systému pracujiciho pii vysokém tlaku [21, 22].

V dnes$ni dobé¢ je k dispozici obrovsky vybér komeréné vyrdbénych kolon. Samotny
metody, at’ uz s ohledem na dosaZeni pozadované ucinnosti separace, nebo i na dobu
chromatografické analyzy, kterd je pfimo iimérna délce kolony a vnitinimu primeéru,
a naopak nepfimo umeérna objemovému prutoku. Jednotlivé kolony se 1isi nejen v typu
stacionarni faze, ale 1 v rozmérech jako délka, vnitini primér kolony a velikost ¢astic.
BéZné se setkavame s kolonami o vnitfnim priméru 2,1 az 5 mm, délce 5 az 25 cm, které
jsou plnéné sorbentem o velikosti 3 um az 5 um [10]. Na zakladé charakteru stacionarni
faze rozliSujeme kolony monolitické (tvofeny jednim kusem pordézniho materidlu
vypligjici cely prostor kolony) a ¢asticové (naplnéné jednotlivymi ¢asticemi vybraného
sorbentu) [21]. Déle budou podrobné probrany pouze Casticové kolony, které podle

chemické povahy mizeme délit nasledovné:

Stacionarni faze na bazi silikagelu

Silikagel patii mezi nejrozsitenéjsi sorbenty s Sirokym komerénim vyuzitim. Jedna se
o polarni anorganicky sorbent s povrchovymi aktivnimi centry ve formé silanolovych
skupin majici slab¢ kysely charakter. Jeho vyhodou je odolnost vii¢i vysokym tlakim,

vysoka ucinnost separace a reprodukovatelnost vysledkii. Aktivita volnych silanolovych
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skupin je velice snadno ovlivnitelnd hodnotou pH a limitujici je pro tyto kolony obecné
rozmezi pH 3-7 [23]. Pti snizeni pH pod 3 se zacinaji tyto skupiny hydrolyzovat, coz
muze vést ke ztraté navazanych ligandii a pii pH vysSim nez 8 dochazi k rozpousténi
silikagelu a vymyvani samotné SF [24, 25]. Dalsi problémem spojenym s hodnotou pH
nastava pii analyze bazickych latek, jejichz piky maji na téchto SF tendenci chvostovat.
Pti pH < 4 vlivem protonace funk¢nich skupin dochazi ke snizeni interakcei s bazickymi
latkami. Oproti tomu pii pH > 6 budou silanolové skupiny zcela ionizované a budou
velice siln¢ interagovat s protonovanymi bazickymi centry analytd. Tomuto nechténému
jevu lze zamezit pouzitim silikagelu vétsi Cistoty, pripadné pridanim slabé organické baze
do MF [3, 26].

Samotny silikagel je vhodny pro separace na normalnich fazich, av§ak pro dalsi separacni
mddy (RP, IEC, SEC) se vyuziva modifikovany silikagel, jehoZ volné hydroxylové
skupiny umoznuji substituci riznymi funkénimi skupinami [25]. Navazani chemickych
ligandti ma v tomto piipadé i pfinos v tom, Ze zamezuje vymyvani samotné SF z nosice.
Setkat se mliZeme s navdzanymi alkylovymi fetézci rizné délky pies siloxanovy mustek
(Si-O-Si). Vybér vhodné délky fetézce zavisi na polarité analyt. Pro polarni latky jsou
vhodnéjsi kratké fetézce a pro nepolarni naopak dlouhé. Obecné se délka tetézce
pohybuje od C> — Czo. Prave tato vazba je nachylna k hydrolytickému $t€peni zminénému
vyse. Dalsi moznou modifikaci je navazani nitrilové, aminové, diolové nebo fluorované
funkéni skupiny, ¢ehoz se vyuZziva u separace na normalnich i reverznich fazich i v modu
HILIC. U takto chemicky modifikovanych silikagelovych stacionarnich fazi hraji
dilezitou roli volné silanolové skupiny. Ty mohou nespecificky reagovat s MF, coz je pfi
pouziti modifikovaného silikagelu nezadouci [27]. Pro omezeni vlivu téchto interakci se
pouzivda maskovani volnych Si-OH skupin, coZz se béZné¢ oznacuje terminem
»end-capping*. Na tyto skupiny jsou navazany napi. objemné alkylové substituenty a ty

poté stericky brani interakcim s analytem [3, 24, 26].

Stacionarni faze na bazi kovovych oxidii

Jedna se o polarni anorganické sorbenty s lepsi chemickou stabilitou oproti silikagelu. Do
praxe se dostal oxid hlinity, oxid titaniity a nejvice vyuzivany je oxid zirkoni€ity. Diky
jejich vétsi odolnosti maji kolony delsi Zivotnost, s ¢imZ jsou spojené i mensi naklady na
samotnou analyzu. Zarovei jsou vice flexibilni pfi vyvoji novych metod, nebot’ umoziuji
pracovat v §irSim rozsahu pH (pro ALOs pH 3-13, ZrO; pH 1-14) i za vysSich teplot
(Si02 do 60-70 °C, ZrO; az 200 °C) [25, 28]. I zde se v praxi Casto setkavame s jejich
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chemickymi modifikacemi rtiznymi funkénimi skupinami pro uplatnéni pfi separaci na

reverzni fazi ¢i v HILIC modu [25, 28, 29].

Polymerni stacionarni faze

Z divodu nizké chemické stability silikagelu se vyvinuly polymerni staciondrni féaze,
které jsou nejcastéji tvorené polystyrendivinylbezenem. Jejich piednosti je stabilita
v celém rozsahu pH a vysoka teplotni odolnost. Nevyhodou u téchto sorbentli je omezeni
maximalniho pracovniho tlaku na 20 MPa a jejich tendence ke srazeni ¢i bobtnani pfi
vys$Sim obsahu organického rozpoustédla v MF [3]. Tento nezadouci jev se o to vice
projevi pii pouziti gradientové eluce a muze vést ke ztraté efektivity ¢i zvySeni tlaku [26].
Navic v porovnani se silikagelem dosahuji tyto stacionarni faze mensi chromatografické
ucinnosti pii analyze stejn¢ velkych castic z diivodu jejich mozné difuze do mikroporii

[5, 26].
Hybridni stacionarni faze

Hybridni stacionarni faze jsou slozeny z anorganického silikagelu a organického
polymeru spojenych hydrolyticky odolnou Si-C vazbou. Touto kombinaci je dosazeno
spojeni vysoké ucinnosti a mechanické odolnosti silikagelu s chemickou a teplotni
odolnosti polymeru (stabilita v Sirokém rozsahu pH). Stejné jako silikagel mize byt tento

typ SF modifikovan riznymi ligandy [26].

Stacionarni faze na bazi grafitového uhliku

Grafiticky uhlik je synteticky material vhodny k separaci vysoce polarnich latek, nebot’
je jesté vice hydrofobni nez alkylovany silikagel. Vyuzit ho lze pii NP 1 RP separacich,
ale Casto se uplatiiuje pii separacich chirdlnich pro svoji planarni strukturu. Mezi vyhody

patii vysoka teplotni odolnost (az 200°C) a stabilita v celém rozsahu pH [5, 26].

3.2.6. Detektor

Posledni c¢asti celého chromatografického systému je detektor. Toto zafizeni
zaznamenava pomoci snimace pfitomnost sledované¢ho analytu v MF, nésledné tento
signal zesili a pfevede na zdznam. Aby bylo mozné spravné interpretovat vysledky
méieni, je zapotiebi, aby detektor mél dostatecné vysokou citlivost, Siroky dynamicky

rozsah, univerzalnost, spolehlivost a zaroven, aby detekce signadlu nebyla zavisla na
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experimentélnich podminkach, jako je slozeni mobilni faze, teplota & pritok. Zadny
detektor vSak nemuze spliovat vSechny vyse uvedené pozadavky, a proto je nutné vybrat
pro kazdou analyzu vhodny detektor [3, 17, 30]. Vybirat v soucasnosti muzeme
z detektoru spektrofotometrického, fluorescencniho, vodivostniho, elektrochemického,
refraktometrického a hmotnostné spektrometrického. Déle budou podrobnéji popsany
pouze ty detektory, které jsou ve farmaceutické analyze pouzivany nejcastéji.
Hmotnostné spektrometrickému detektoru bude vénovana samostatna kapitola, nebot’ byl

vyuzivan pii provadéné analyze.
Spektrofotometricky detektor

Tento typ je viibec nejpouzivanéj$im detektorem ve farmaceutické analyze [14]. Funguje
na principu absorpce zafeni v Sirokém rozmezi vinovych délek v UV 1 VIS oblasti.
Kvantitativni stanoveni analytu se v tomto pfipadé fidi Lambert-Beerovym zakonem.
Spektrofotometrické detektory Ize jesté dale rozdélit dle zptisobu detekce na detektory
s fixni vlnovou délkou (v moderni praxi jiZ nejsou vyuzivané), s programovatelnou
vlnovou délkou a s diodovym polem (snimajici celé spektrum). Posledné zminované
detektory s diodovym polem piedstavuji obrovskou vyhodu, nebot’ dokaZou najednou
proméfit celé spektrum vinovych délek bez preruseni samotné separace, cehoz lze vyuzit
u analytd s rozdilnym UV maximem. Zafeni je po prichodu pfes mérnou celu za pomoci
difrakéni miizky rozkladano tak, aby na kazdou z fotodiod (t&ch byva zpravidla 512 az
1024) dopadl zativy tok o dané vinové délce zeslabeny absorpci eluatu. Kazda z téchto
fotodiod je propojena s kondenzatorem, na kterém dochazi k vybijeni imérnému intenzité
dopadajiciho zéafeni a méfi se proud potfebny k opétovnému nabiti kondenzatoru.
Nevyhodou tohoto typu detekce oproti klasickym UV-VIS detektorim miize byt vétsi

Sum a vétsi nachylnost ke zménam jako fluktuace vykonu lampy [3, 17, 31].

Fluorescencni detektor

Vysoce selektivni a citlivy detektor fungujici na principu méteni emisniho zéfeni, jez
vzniké na zéklad¢ absorpce excita¢niho elektromagnetického zateni. Podminkou je, aby
analyt vykazoval fluorescenci, ptipadné aby bylo mozné ho vhodnymi Cinidly pfevést na
fluoreskujici derivaty. Omezenim zde jsou ndroky na ostatni slozky ptichdzejici na
detektor, nebot’ nesmi samy o sob¢é vykazovat fluorescenci, ptipadné fluorescenci analytu

zhéset [30, 31].
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3.3. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je vysoce selektivni a velmi Casto vyuzivanou separacni
technikou zalozenou na separaci iontti v plynné fazi, kdy jsou nejprve neutralni molekuly
v iontovém zdroji pfevedeny na ionty, ty nasledn¢ analyzator dle jejich poméru
hmotnost/ndboj (m/z) rozdeli a detektor je prevede na elektricky signdl, ktery je
zaznamenan pomoci pocitae [32]. Jednotlivé soucasti hmotnostné spektrometrického
detektoru mohou fungovat na rozdilnych principech a zalezi na pozadavcich konkrétni

analyzy, jaké kombinace iontového zdroje, analyzatoru a detektoru bude nejvhodnéjsi.

3.3.1. lontovy zdroj

Ionizace probiha bud’ ve vakuu pii elektronové nebo chemické ionizaci (El, electron
ionization; CI, chemical ionization), anebo za atmosférick¢ho tlaku (API, atmospheric
pressure ionization), kam patii ionizace elektrosprejem (ESI, electrospray ionozation),
chemicka ionizace za atmosférické¢ho tlaku (APCI, atmospheric pressure chemical
ionization) a fotoionizace (APPI, atmospheric pressure photoionization). PredevSim
posledni dvé techniky jsou pii spojeni LC-MS nejvyuzivangjsi [3].

Pt1 ESI je analyt pfivadén do iontového zdroje skrz kovovou kapiléru, ktera ma elektricky
potencidl n€kolik jednotek kilovolt. Na konci této kapilary dochéazi za pomoci horkého
plynu k tvorbé ionizovanych jemnych kapek mlhy o velikosti v fadu nanometri.
Z proudicich kapek se postupné odparuje kapalina, ¢imZ dochazi k zesilovani naboje az
do okamziku oznacovaného jako Rayleighliv limit, kdy dojde vlivem odpudivych sil
k tzv. Coulombické explozi a prostorovému ,nafedéni“ néboje. Vysledkem jsou

samostatné nabité ionty, jak l1ze vidét na Obrazku 2.
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Obr. 2 — Schéma ionizace elektrosprejem. Pievzato a upraveno z: [33]

ESI je vhodna pro velké mnozstvi sloucenin s vysokou ¢i stfedni polaritou a rozdilnou
molekulovou hmotnosti. V piipad¢ vyuziti této ionizacni techniky je riziko Castého
vyskytu matricovych efektl, coz je jev, kdy interferujici latky z matrice (soli, proteiny,
fosfolipidy, ...) mohou ovlivilovat ionizaci a mize tak dojit k zesileni (enhacement) nebo
potladeni (suprese) signalu sledovaného analytu. Tyto matricové efekty musi byt brany
vpotaz pifi kvantitativni analyze, nebot mohou zasadné¢ ovlivnit citlivost
a reprodukovatelnost analyzy ptipadné linearitu odpovédi detektoru [34, 35, 36].

Pii chemické ionizaci za atmosférického tlaku dochéazi opét k nastiiku analytu ve formeé
jemné mlhy a kapalina se rychle odpati. Dale vzorek projde elektrodou s vysokym
napétim, kdy dojde nejprve k ionizaci rozpoustédla a nasledné vzniklé reaktivni ionty

ptfedaji ndboj molekulam analytu. Zjednodusené schéma lze vidét na Obrazku 3.
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Obr. 3 — Schéma chemické ionizace za atmosférického tlaku. Pievzato a upraveno z: [37]

Tento postup ionizace je vyuzivan u slou€enin nizké aZ stfedni polarity a molekulové
hmotnosti do 1500 Da. Oproti ESI lze vyuzit vyssi prutoky MF a dosavadni studia

naznacuji, Ze by v porovnani s ESI m¢l byt mensi vyskyt matricovych efektt [34, 36].

3.3.2. Hmotnostni analyzator

Za iontovym zdrojem je umistén analyzator, ktery vzniklé ionty rozdéluje. Setkat se
muzeme s analyzatorem typu kvadrupdlu (Q), iontové pasti (IT), magnetického
sektorového analyzatoru (B), analyzatoru doby letu (TOF), orbitalni pasti nebo iontové
cyklotronové rezonance (FT-ICR) [32].

Analyzator typu kvadrupolu se skladad ze CEtyf rovnobéZnych valcovych ty¢i uvnitt
vakuové komory, na které je privedeno stejnosmerné a vysokofrekvenéni stiidavé napéti,
vytvarejici uvniti oscilujici elektrické pole. Na zakladé rizné stability oscilaci (danou
hodnotou m/z) jsou analyty separovany na ty, které¢ diky stabiln€j$i trajektorii letu projdou
skrz a ty, které se zachyti na ty¢ich kvadrupolu. Diky spolehlivosti, odolnosti, relativni

cenové dostupnosti a rychlému zdznamu spekter je kvadrupol velmi €asto vyuzivanym
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typem analyzatoru ve farmaceutické analyze nejen samostatné, ale predevsim
v tandemové spektrometrii, kterd bude probrana dale.

Na podobném principu funguje 1 analyzator typu iontové pasti. Doneddvna byla
nejpouzivanéjsi trojrozmérnd iontova past skladajici se z prstencové elektrody a dvou
koncovych elektrod. Pod napétim jsou ionty zachyceny mezi elektrodami a na zaklad¢
iontova past. Ta se od kvadrupolu lisi tim, Ze ma elektrody na obou koncich a je tedy
schopna ionty udrzet. Oproti 3D ma tento typ pasti lepsi kapacitu a schopnost pracovat
jak v mddu pasti, tak i kvadrupolu.

Magneticky sektorovy analyzator vyuziva zakfiveni drahy letu iontd pfi prichodu
magnetickym polem tvaru kruhové vyseée. Cim nizsi hodnota m/z, tim bude draha letu
vice zakfivena a ion proleti rychleji. Pro dosaZeni vétsiho rozliSeni se Casto magneticky
sektor propojuje s elektrostatickym sektorem, coz vede ke dvojité fokusaci iontl. Tim lze
dosdhnout podstatné¢ vyssi rozliSovaci schopnosti v porovnani s piedchozimi typy
analyzatorti, avSak diivodem jejich nepfili§ Casté aplikace pfi analyze jsou obrovské
rozméry a nizka rychlost zdznamu.

Na nejjednodussim principu pracuje analyzator doby letu. Ten separuje ionty na zakladé
jejich odlisné doby letu v oblasti bez elektromagnetického pole. lonty s mensSi hodnotou
m/z maji v&tsi zrychleni, a tedy i vétsi rychlost. Nesmirnou vyhodou tohoto analyzatoru
je prace v Sirokém rozsahu m/z hodnot a vysoka rychlost zdznamu.

Pro zlepSeni parametrti jednotlivych analyzatoru (rozliSeni, rozsah, rychlost zdznamu) je
dnes pomérné popularni jejich spojeni za vzniku tzv. hybridnich analyzéatort. Mezi
nejcastéji pouzivany hybridni analyzator patii QqTOF, ktery umoznuje méfit s vysokym

rozliSenim, stejn¢ jako Orbitrap a FT-ICR [14, 34, 38, 39, 40].

3.3.3. Detektor

Ionty proslé skrze analyzator jsou v poslednim kroku pomoci detektoru transformovany
na signal, ktery zpracovava pocitac. Mezi nejpouzivangjsi detektory patii Faradayova
klec (zaznamenava proud, ktery vznika pfi srdZce iontd se st€nou klece), elektrondsobi¢
(po srézce iontu s povrchem jsou generovany sekundarni elektrony, které jsou znadsobeny
a zaznamenavany) a fotondsobi¢ (srdzka iontu s povrchem generuje fotony, které jsou

znasobeny a zaznamenavany). Oproti ostatnim analyzatorim nemusi byt Orbitrap
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a FT-ICR spojené s detektorem, nebot’ jsou schopné diky Fourierovy transformaci

pfevést signal rovnou na hmotnostni spektrum [32, 34].

3.3.4. Tandemova hmotnostni spektrometrie

Pti analyze komplexnich vzorkii nemusi byt rozliSovaci schopnost MS dostacujici, nebot’
latky z matrice s podobnou hodnotou m/z by mohly interferovat s pozorovanymi ionty.
Z tohoto divodl se zavedla do praxe tandemova hmotnostni spektrometrie poskytujici
detailnéjsi informace o analyzovaném vzorku diky propojeni dvou a vice hmotnostnich
analyzatort. Podle volby analyzatoru rozliSujeme tandemovou MS v Case
(tandem-in-time) a prostoru (tandem-in-space). Pfi tandem-in-time analyze se vyuZiva
analyzatorti typu IT nebo FT-ICR umoziujicich provést vSechny kroky na jednom
analyzatoru. Naopak pii analyze tandem-in-space dochézi k zapojeni vice analyzatort za
sebe, jako je to u trojitého kvadrupdlu (QgQ), QqTOF, dvojitého magnetického
a pfipadné dalSich hybridnich analyzatord. U nich lze prvni hmotnostni analyzator vyuZit
k zakladnimu skenu v celém studovaném rozsahu (full-scan) nebo k selektivnimu
zdznamu vybraného iontu na zakladé€ jeho m/z (SIM). Nasledn¢ se podrobi ionty v kolizni
cele fragmentaci, pro kterou se nejCastéji vyuziva srazek s tézkym inertnim plynem
(krypton, xenon), ¢imz ziskame takzvané produktové ionty. Hmotnostni spektrum téchto
produktovych iontl nasledn€ zméti dals$i hmotnostni spektrometr, u n€hoz lze opét vyuzit
jak full-scanu, tak SIM zaznamu. JelikoZ mame pro kazdy analyzator dv€ moznosti

zdznamu, muzeme ziskat jejich kombinaci Ctyti vysledné zdznamy [38, 41, 42]:

e Sken produktovych ionti — sken obsahujici pouze produktové ionty ze
selektivné vybraného prekurzoru, slouzici k objasnéni struktury analytu
(kombinace SIM + full-scan)

o  Sken prekurzorovych iontii — sken obsahujici spektrum vsech prekurzorovych
iontll, znichZz mohl vzniknout ur€ity fragment, pouzivany k identifikaci
strukturné blizkych latek ve smési (kombinace full-scan + SIM)

o Sken neutrdlnich ztrat — sken monitorujici vSechny prekurzory, které pii kolizi
ztrati stejnou hmotu, pouzivan pro selektivni identifikaci strukturné velmi

blizkych latek (full-scan + full-scan)
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o Selektivni zdaznam jedné nebo vice reakci — sken sledujici fragmentaci
vybrané¢ho iontu, pouzivany ke kvantitativni analyze analyti ve slozitych

smésich (SIM + SIM)

3.4. Spojeni LC-MS

Propojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii, jakozto dvou
separacnich technik, znamenalo pro farmaceutickou analyzu obrovsky piinos. Diky
tomuto spojeni neni nutné kompletné separovat v§echny analyty v matrici vzorku, ale 1ze
sledovat pouze vybrané latky, ¢imz se znacné zkracuje doba analyz, coz umoziuje
snadngj$i separace velmi komplexnich vzorkt. Pravé takové vzorky jsou predmétem
analyz v oblastech bioanalyzy. Samotné separacni techniky vSak nejsou spolu
kompatibilni, coZ zpocatku predstavovalo obrovskou vyzvu. LC totiZ pracuje s analyty
v kapalné fazi za atmosférického tlaku, zatimco MS vyzaduje fazi plynnou a vysoké
vakuum. Dalsi problém ptedstavuje mnozstvi MF protékajici pii LC, jelikoz takové
mnozstvi kapaliny by zahltilo MS a znehodnotilo odezvy detektorti. Tyto problémy se
podaftilo vyfesit objevenim ionizacnich technik provadénych za atmosférického tlaku
(ESI, APPI, APCI, MALDI). Kombinaci vlivu tepla, tlaku anebulizace dochézi
k vypateni nezddoucich slozek eluatu pti zachovani analyzované struktury, soucasné jsou
beéZné nenabité analyty z LC ionizovany, aby mohly byt nasledn¢ detekovany pomoci
MS. Dilezitou podminkou k uplatnéni tohoto spojeni je i volba vhodnych MF, které musi
byt t€kavé vcetné pouzitych pufri a jinych pH modifikatord. Vybirat 1ze napiiklad
z kyseliny mravenci nebo octové a jejich soli s amoniakem, triethylaminu ¢i uhli¢itanti
[32, 41, 43]. Jiz vySe byl zminén dilezity vliv matricovych efektd na analyzu pii ESI,
kterému je tfeba uLC-MS analyz pfedchiazet. ME mohou byt do znacné miry
kompenzovany pouzitim vnitiniho standardu (IS), coz je latka s velmi podobnymi
fyzikéalné-chemickymi vlastnostmi jako stanovovany analyt, ktery je ve stejném mnozstvi
pfidan do vSech vzorkt i standardt. Nasledné vyhodnoceni vysledkli probihd na zakladé
poméru ploch analytu k IS. Touto metodou dochdzi k zasadnimu zvysSeni piesnosti,
spravnosti a spolehlivosti celé chromatografické analyzy. Diive dominantné pouZzivané
strukturni analogy vystiidali izotopicky znacené IS oznacCované jako SIL IS, jejichz
vyhodou je shodny retencni Cas, a tudiz jsou s analytem 1 souc¢asn¢ ionizovany [32, 43,

44].
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3.5. UHPLC

Moderni analytické metody se neustale zdokonaluji a ani oblast chromatografickych
metod nezlstava v tomto trendu pozadu. Jednim ze zasadnich trendi modernizace metod
je zkraceni celkové doby analyzy a dalsi dulezité aspekty jako ucinnost ¢i citlivost vSak
musi byt oproti pivodnim metoddm zachovany, idedlné zlepSovany. Vyvoj instrumentace
umoziujici pouziti vysSich tlakli v kapalinové chromatografii, tzv. ultra-vysokoucinna
kapalinové chromatografie (UHPLC) tyto pozadavky spolehlivé splnila a predcila tak
standartni HPLC analyzu. UHPLC vyuziva sorbenty s velikosti ¢astic pod 2 um a tlaky
v pristroji tedy dosahuji podstatné vyssich hodnot v porovnani s HPLC a to az 100 MPa

i vice. Pouziti sorbentll s mensimi ¢asticemi predstavuje pro separaci mnoho vyhod:

e Kratsi doba analyzy

e ZvySeni separacni u€innosti

e Zvyseni citlivosti

e Davkovani velmi malych objemt vzorku

e MozZnost vyuZiti kratSich kolon s mens$imi priméry

e SniZeni spotfeby mobilni faze, diky niz§im pritokim MF

Opomenout vsak nelze fakt, ze zvySeni tlaki vedlo k vy$sim naroklim na material, ze
kterého se tyto UHPLC systémy konstruuji, coz zvedlo naklady nejen na jejich vyrobu,
ale 1 samotny provoz a také ke zkraceni Zivotnosti samotnych kolon [45]. ZmenSeni
velikosti ¢astic sorbentu zvySuje riziko ucpani kolony a z tohoto divodu je nutné pii

vvvvv

financni zatéz [3, 45, 46, 47].

3.5.1. Transfer metody

Transfer chromatografické metody je velmi Casto feSend otdzka v mnoha laboratofich.
Primarnim zdmérem téchto prevodl byva bud’ transfer metody na stejné zatizeni v jiné
laboratofi nebo pievod na jiny systém, kterym muiZe byt ve snaze docilit zrychleni analyzy
pravé UHPLC. Pfi prostém porovnani téchto dvou analytickych metod za stejnych
podminek je ziejmé, Ze pii vyuziti menSich ¢astic stacionarni faze a zachovani stejné

délky kolony nam UHPLC poskytne vice teoretickych pater a lepsi rozliSeni. Nicméné
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pfi pfevodu metody je vétSinou rozliSeni originalni HPLC metody dostacujici, a proto se
casto voli kratsi kolony, diky nimz jsme schopni docilit rychlejsi separace. Jelikoz délka
kolony hraje roli prakticky ve vSech chromatografickych vypoctech, je nutné pti tomto
pienosu metody zménit objem nastiiku, objemovy priitok a upravit gradientovy profil [3,
48, 49].

Diky zmenSeni rozmérti kolony se snizi i jeji celkovy objem, ktery je tieba zohlednit
v objemu nastfikovaného vzorku. Pokud bychom tento objem nesnizili, dochazelo by
k rozmyvéani pikit a snizovani citlivosti samotné¢ metody. V tomto piipad¢ plati
jednoduchy vztah, kdy davkovany objem by mél predstavovat 1-5 % objemu kolony [3,
48, 49].

Nastaveni priitoku hraje dileZitou roli v zajisténi linearni rychlosti neboli vzdalenosti
dosahujici mobilni faze za casovou jednotku, a nasledné¢ zachovani ucinnosti. Se
zmenSenim priméru kolony tedy musi dojit ke snizeni priitoku mobilni faze. Roli zde
vSak nehraje délka kolony, ale pouze velikost ¢astic a prumér [3, 48, 49].

Na zavér optimalizace metody lze upravit v ptipad€ vyuziti gradientové eluce samotny
gradient. Zde je zapotiebi upravit pocatek kazdého gradientového kroku, aby dochazelo

k interakcim faze ve stejnou dobu [3, 48, 49].

3.6. Dexrazoxan

Dexrazoxan  (DEX,  (5)-4-[2-(3,5-dioxopiperazin-1-yl)-propyl]piperazin-2,6-dion,
Obrazek 4a) je bila az témér bild krystalickd latka fadici se dle chemické struktury do
skupiny bisdioxopiperazinill. Jednd se o jediné registrované 1é¢ivo uzivané ke sniZeni
kardiotoxicity protinadorové 1écby udospélych, navozené skupinou cytostatik
nazyvanych antracykliny (napt. doxorubicin, idarubicin atd.) [50]. DEX v této indikaci
sniZzuje kardiotoxicitu téchto latek az o 80 % [51]. Kromé vySe zminéného je DEX uZivan
proti antracyklinové extravazaci a v obou piipadech se podava pacientlim ve form¢& infuzi
[50, 52]. Ackoli byl DEX poprvé uveden do praxe jiz pied desitky let, jeho piesny
mechanismus ucinku je stdle pfedmétem mnoha studii. Prvotni studie pfisuzovaly
kli¢ovou roli chelataénim vlastnostem ADR-925 (Obrazek 4b), coz je metabolit
vznikajici enzymatickou hydrolyzou, strukturou podobny EDTA. Tato ivaha se opira
o skutecnost, ze riziko srde¢niho selhdni se zvysSuje pusobenim oxidacniho stresu. Tohoto
procesu se piimo ucastni ionty zeleza, které tvoti s antracykliny komplex. Tento komplex

muze byt za pfitomnosti redoxniho systému redukovan a v této form¢ poté reagovat
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s kyslikem ¢i peroxidem vodiku za tvorby volnych radikald [53]. Pifimo aplikovany
metabolit ADR-925 vSak nemd kardioprotektivni ucinek jako samotny DEX [54]
a zaroven zablokovani enzymatické hydrolyzy nevede k vymizeni kardioprotekce [55].
Tyto skutecnosti vedly k dalSimu zkoumani mechanismu ucinku a nové;jsi studie ukazuyji,
ze mechanismus uc¢inku DEX bude spiSe souviset s inhibici topoisomerazy IIp, enzymu

ucastniciho se stépeni fetézce DNA [50, 51, 56, 57].

CONH,

e .
OQT/\N/L\’N\/’l§0 HOOC/\N/L\/N\/COOH
2) NH\H) b) J

H,NOC

Obr. 4 — Strukturni vzorec a) dexrazoxanu, b) ADR-925

3.7.  Soucasna HPLC-MS/MS metoda pro stanoveni DEX a ADR-925

Objasnéni pfiCiny kardiotoxicity antracyklind, stejné jako mechanismu G¢inku DEX
zUstava stale pfedmétem studii, pii kterych je analytickd metoda pro soucasné stanoveni
DEX a jeho metabolitu ADR-925 nedilnou soucasti mnoha in vitro 1 in vivo experimenti.
ADR-925 je vysoce polarni a je tedy slabé zadrzovan na reverzni fazi oproti vyrazné
lipofilnéjSimu DEX. V roce 2012 Kovatikova et al. publikovala HPLC-MS/MS metodu
pro soucasné stanoveni DEX a ADR-925 [58]. Tato metoda byla vyvinuta na HPLC
systému se soucasnou MS detekci vyuzivajici iontovou past (LCQ Advantage, Thermo
Finnigan). Jako stacionarni fize byla pouZita kolona Synergi Polar-RP (150 mm x 3 mm,
4 um; Phenomenex). Mobilni faze se sklddala z methanolu a z2mM mravencanu
amonného bez Upravy pH s 5% methanolem, byla pouzita gradientové eluce. Pritok
mobilni faze byl stanoven na 0,15 ml/min, teplota termostatu na 25 °C a nasttik vzorku
byl 10 pl. Pro zamezeni degradace vzorku byl autosampler nastaven na 4 °C. Délka
analyzy byla 30 minut, coZ pro aktudlni standardy moderni analyzy, kterd se za téméft
deset let obrovsky posunula, neni dostacujici a z tohoto diivodu je zadouci tuto metodu

modifikovat a ptizplisobit soucasnym naroktm [58].
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4. CILPRACE

Cilem mé prace bylo:

1. Vyvoj nové, rychlejsi a citlivéjsi metody pro stanoveni dexrazoxanu a jeho

metabolitu ADR-925 v plasm¢ za pomoci UHPLC-MS/MS systému

2. Validace nov¢ vyvinuté UHPLC-MS/MS metody
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5.1.

5. EXPERIMENTALNI CAST

Chemikalie a material

Chemikalie

Methanol, LC-MS, Merck, Némecko

Acetonitril, LC-MS, Merck, Némecko

Ultracista voda (Mili-Q purifikacni systém) Merck Millipore, Némecko
Kyselina mravenci, Merck, Némecko

Mravencan amonny, Merck, Némecko

Dimethylsulfoxid, Merck, Némecko

Standardy analyti

Dexrazoxan, Sigma-Aldrich, Némecko
ADR-925, syntetizovan na Katedie organické a bioorganické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy a nasledné charakterizovan za pomoci

NMR a MS

Vnitini standardy (IS)

meso-N,N'-bis(karbamoylmethyl)-2,3-diaminobutan-N, N'-dioctova kyselina
(JAS-OM), syntetizovana na Katedfe organické a bioorganické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy a nasledné charakterizovan za pomoci
NMR a MS

1,2-diaminopropan-N,N,N' N'-tetraoctova kyselina (PDTA), Sigma-Aldrich,
Némecko

(propan-1,2-diyldinitrilo)tetraacetamid (4AMD), syntetizovan na Katedie
organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy
a nasledné charakterizovan za pomoci NMR a MS

diamid kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTAm), syntetizovan na Katedte
organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy

a nasledné charakterizovan za pomoci NMR a MS
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o 4.4'(1,2-dimethyl-1,2-ethandiyl)bis-2,6-piperazindion (JAS-2), syntetizovan na
Katedie organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy a nasledné charakterizovan za pomoci NMR a MS

e 1,2-bis(3,5-dioxopiperazin-1-yl)ethan (ICRF-154), syntetizovan na Katedie
organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy
a nasledné charakterizovan za pomoci NMR a MS

o 4. 4’-(propan-1,2-diyl)bis(1-methylpiperazin-2,6-dion) (DMET), syntetizovan na
Katedie organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy a nasledn¢ charakterizovan za pomoci NMR a MS

e Chemické struktury IS jsou uvedeny na Obrazku 5.
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Obr. 5 — Strukturni vzorec a) JAS-OM, b) PDTA, c¢) 4AMD, d) EDTAm, ¢) JAS-2,
f) ICRF-154, g) DMET
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Ostatni
o Cista krali¢i plasma (s heparinem jako antikoagulantem), ITEST plus, Ceska
republika

5.2.  Priprava zasobnich roztoki

Pro vyvoj chromatografické metody byly pfipravovany zasobni roztoky analytl
o koncentraci 1 mg/ml rozpuSténim pfisluSné navazky pevné substance. Jako
rozpoustédlo pro DEX byl zvolen ¢isty methanol, pro ADR-925 smés methanolu a vody
(1:1, v/v). V ptipad¢ IS byla navazena pevna substance a poté rozpusténa v potiebném
objemu rozpoustédla tak, aby byl pfipraven roztok o nasleduji koncentraci — JAS-OM
(1 mg/ml), PDTA (0,5 mg/ml), 4AMD (0,5 mg/ml), EDTAm (0,25mg/ml), JAS-2
(1 mg/ml), ICRF-154 (0,25 mg/ml), DMET (0,25 mg/ml). Tyto navazky byly rozpustény
v dimethylsulfoxidu (ICRF-154, JAS-2), smési methanolu a vody (1:1, v/v) (EDTAm,
JAS-OM, PDTA, 4AMD) a ¢istém methanolu (DMET).

5.1. Uprava vzorku

Vzorky k analyze byly pfipravovany v mikrozkumavkach Eppendorf, do kterych byla
nejdiive pipetovana plasma (50 pl), poté roztoky standardti (2 pl) a IS (2 pl). K precipitaci
plasmy byl pouzit ledovy methanol v poméru 1:5 (v/v) a celé prace probihala v ledovém
bloku. Zkumavky byly néasledné& protfepany po dobu 30 s na Wizard Advanced IR Vortex
mixéru (Velp Scientifica, Italie) a centrifugovdny za pomoci centrifugy IEC CL31R
Multispeed (Thermo, USA) pti 4 °C po dobu 10 minut na 10 000 oti¢ek za minutu.
Vznikly supernatant byl odebran a filtrovan (PVDF membrana, velikost port 0,22 um)

do vialek s inserty.

5.2.  Optimalizace UHPLC-MS podminek

Analyza byla provadéna na UHPLC systému Nexera X2 propojené¢ho s hmotnostnim
spektrometrem typu trojitého kvadrupolu LCMS-8030 oboji Shimadzu, Japonsko) s ESI
v pozitivnim moddu. VSechna data byla zpracovdna pomoci LabSolution softwaru
(Shimadzu, Japonsko). Testovany byly kolony Zorbax Bonus-RP (100 mm x 3.0 mm,
1.8 um, Agilent, USA), Luna Omega Polar C18 (100 mm X 2.1 mm, 1.6 um,
Phenomenex, USA) a Kinetex F5 (100 mm x 2.1 mm, 1.7 pmm, Phenomenex, USA).
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Pro optimalizaci sloZzeni mobilni faze byly na kolonu nastfikovany standardni roztoky
jednotlivych analytd o koncentraci 5 pg/ml. Byla porovnana odezva detektoru,
hodnocena symetrie piku a Cas analyzy. Jako MF byly zkouSeny smési vody, kyseliny
mravenc¢i (o koncentracich 0,01%, 0,1%, 0,25%, 0,5% a 1,0%), nebo mravencanu
amonného (o koncentracich 1mM, 2mM, SmM) jako vodné slozky (MF A) s methanolem
nebo acetonitrilem jako organické slozky (MF B). Pro zjisténi vhodného podilu organické
¢asti MF byly vzorky nejdiive méfeny isokratickou eluci s 30 % a 50 % B. Nasledn¢ byla
zkousena gradientova eluce 5-90 % B (pozvolny gradient na 10 minut) a poté individudlné
upravovany c¢asovy prabéh gradientu pro optimalizaci metody. S vyuzitim
optimalizovanych podminek byla hodnocena linearita pro stanoveni obou analytl
v plasmé v koncentraénim rozmezi 1 az 100 umol/l. Pro tento ucel byly pfipraveny
vzorky plasmy s pfidavkem potfebného mnozstvi pracovnich roztokl (koncentrace 25 az

2500 pumol/l).

5.3. Validace metody stanoveni DEX a ADR-925 v plasmé

Vyvinutd analyticka metoda byla validovana pro soucasné stanoveni DEX a ADR-925
v plasmé podle parametri Evropskeé 1ékové agentury (EMA) pro validaci bioanalytickych
metod [59]. Validovany byly parametry jako linearita, pfesnost a preciznost, matricové
efekty a vytéznost.

Pti1 zjiStovani linearity metody byly pouZity pracovni zasobni roztoky o koncentracich
Saz 2500 pumol/l, jez byly pfipraveny nafedénim zasobniho roztoku ptisluSnym
rozpoustédlem. Linearita byla méfena na deseti hladinach 0,2, 0,5, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 75
a 100 pmol/l. Vzorky plasmy byly pfipraveny piidavkem pracovnich roztokl k prazdné
plasmé, kazdy vzorek byl nastfiknut tfikrat a vysledky byly vyhodnoceny za pouziti
linearni regrese.

K ovéfeni pfesnosti a preciznosti metody byly vybrany hladiny 0,2, 0,5, 1, 50
a 100 umol/l a pro kazdou hladinu bylo pfipraveno pét vzorkd plasmy testovanych
metodou ,,within-run* v rdmci jednoho dne. Piesnost byla vyjadfena v % z poméru
stanovené¢ koncentrace méfeného vzorku vypoctené na zaklad¢é kalibracni kiivky s
vychozi koncentraci a preciznost vyjadfena pomoci relativni smérodatné odchylky (RSD)
mezi jednotlivymi vzorky na dané hlading.

Matricové efekty byly hodnoceny metodou standardniho piidavku, kdy byly porovnany

plochy pikl roztoku standardu bez matrice a vzorku piipraveného piidavkem standardu
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po precipitaci plasmy a jejich hodnota byla vyjadiena v procentech. Matricové efekty
byly hodnoceny na nizké a vysoké koncentra¢ni hladin¢ (1 a 75 pmol/l). Na téchto
koncentracich byla zarovein ovéfena vytéznost analytické metody porovnanim ploch pika
vzorkl, které byly pfipraveny s predem precipitovanou plasmou proti vzorkiim s plasmou

pted precipitaci.
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

6.1. Vyvoj a optimalizace UHPLC-MS/MS

Pro vyvoj nové UHPLC metody pro soucasné stanoveni DEX a ADR-925 byly na zakladé
stavajici metody [58] vybrany vyse zminéné tfi kolony (Zorbax Bonus-RP, Luna Omega
Polar a Kinetex F5). Nejprve byly zkouSeny rizné smési MF shodné pii isokratické eluci
s 30 %, 50 % B a gradientové eluci 5-90 % B, aby je bylo mozné mezi sebou porovnat
a zjistit vliv organické slozky na analyzu na dané koloné€. Byla hodnocena a porovnavana
odezva detektoru pro oba analyty. Nasledné pro nejlepsi slozeni MF byl vyvinut gradient
vhodny pro separaci standardnich roztokd analytl. S vyuzitim téchto optimalizovanych
podminek byly pro kazdou kolonu vybrany nejvhodnéjsi IS a poté byla hodnocena
linearita pro stanoveni DEX a ADR-925 v plasm¢.

Prvni testovanou kolonou byla Zorbax Bonus-RP, u které byla k optimalizaci vybrana
0,25% kyselina mraven¢i (MF A) s methanolem (MF B) na zédklad¢ vysledkd na
Obrazku 6. Pro toto slozeni MF byl optimalizovan nasledujici gradient: 0,0-1,8 min
(20 % B), 1,8-5,0 min (60 %—90 % B), 5,0-6,5 min (20% B). Jako IS byly pro tuto kolonu
zvoleny ICRF-154 a EDTAm. Za téchto podminek byl ziskdn reprezentativni
chromatogram (Obrazek 7). Dale byla hodnocena linearita metody pro stanoveni DEX

a ADR-925 v plasmé v rozsahu koncentraci 1-100 uM (Obrézek 8).
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Obr. 6 — Odezvy analytli na koloné Zorbax Bonus-RP pfi rizném slozeni MF
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Obr. 7 — Reprezentativni chromatogram analyzy standardi DEX, ADR-925 se
zobrazenym gradientem a IS na kolon¢ Zorbax Bonus-RP (pouzity gradient je zndzornén

prerusovanou ¢arou)
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Obr. 8 — Ovéfeni linearity metody pro analyzu DEX a ADR-925 v plasmé na koloné
Zorbax Bonus-RP
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Druhou testovanou kolonou byla Luna Omega Polar C18, pro niz byla jako MF vybrana
smés 1mM mravencanu amonné¢ho (MF A) s methanolem (MF B). Pro tuto MF byla
odezva detektoru a tvary piki analyti nejlepsi jak pii isokratické, tak i gradientové eluci,
jak lze vidét na Obrazku 9. V ramci optimalizace byl vyvinut nasledujici gradient:
0,0-1,0 min (20 % B), 1,0-5,0 min (20 %—-80 % B), 5,0-5,5 min (80 %—-20 % B),
5,5-7,0 min (20 % B). ICRF-154 a EDTAm se stejn¢ jako na pfedchozi kolon¢ eluovaly
nejlépe, a proto byly zvoleny za IS. Reprezentativni chromatogram s finalnim podobou
gradientu je na Obrazku 10. Problém u této kolony byl s tvarem piku ADR-925, u kterého
dochazelo k potlaceni signalu. Metoda se tudiz ukazala byt nevhodna, nebot’ odezva
detektoru nebyla line4rni. Kalibra¢ni kfivka pro DEX v plasmé je znazornéna na

Obrazku 11.
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Obr. 9 — Odezvy analyti na kolon¢ Luna Omega Polar C18 pfi rizném slozeni MF
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Obr. 10 — Reprezentativni chromatogram analyzy standardi DEX, ADR-925 se
zobrazenym gradientem a IS na kolon¢ Luna Omega Polar (pouzity gradient je znazornén

prerusovanou ¢arou)
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Obr. 11 — Ovéfeni linearity metody pro analyzu DEX a ADR-925 v plasmé na koloné
Luna Omega Polar C18
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Posledni testovanou kolonou byla Kinetex F5, na které byly vybirdny optimalni
podminky analyzy stejnym zplsobem jako u piedchozich kolon. Kombinace
ImM mraven¢anu amonného (MF A) s methanolem (MF B) byla vybrana jako
nejvhodnéjsi MF vzhledem ke tvarim pikti i odezve detektoru pii vSech vychozich typech
eluci (obrazek 12). Nejlepsi separace bylo dosazeno pifi nasledujicim gradientu:
0,0-2,0 min (20 % B), 2,0-2,5 min (20 %-90 % B), 2,5-4,5 min (90 % B), 4,5-6,5 min
(20 % B). Oproti vySe zminénym kolonam byl vybran jiny IS pro ADR-925, konkrétné
JAS-OM. Pro DEX byl nejidedlnéjsi IS opét ICRF-154. Na Obrazku 13 je ukazan
reprezentativni chromatogram za optimalizovanych podminek analyzy. Vyhodnoceni

linearity metody na této kolon¢ je zobrazeno na Obrazku 14.
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Obr. 12 — Odezvy analytl na kolon¢ Kinetex F5 pfi rizném sloZzeni MF

40



8x10¢ ADR-925 - 100

P I <
g 6x106 80 8—
O —
= -60 O
o 4x10°¢ JAS-OM =
5 -40 2
o ®

6
_<Q 2x10 20 ii

0 | ' ll ! - | ' 1 ! | ' | ! | 0

0 1 2 3 4 5 6
Time (min)

Obr. 13 — Reprezentativni chromatogram analyzy standardd DEX, ADR-925 se
zobrazenym gradientem a IS na kolon¢ Kinetex F5 (pouzity gradient je zndzornén

pferusovanou ¢arou)
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Obr. 14 — Ov¢éfteni linearity metody pro analyzu DEX a ADR-925 v plasmé na koloné
Kinetex F5
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Pro pifehlednost byly vSechny tfi optimalizované metody porovnany opét z hlediska
odezvy detektoru pfi ndstfiku obou analyti v koncentracich 50 pM. Jak jiz bylo
diskutovano diive, u kolony Luna Omega Polar C18 dochazelo ke zna¢nému potlaceni
signalu ADR-925 (Obrazek 15). Dalsim dulezitym faktorem pro volbu nejlepsi metody
byly parametry jako ¢as analyzy a faktor symetrie pro kazdy analyt (Tabulka 1). Casy
vSech tii analyz byly takika srovnatelné — pro kolony Zorbax Bonus-RP a Kinetex F5
shodné 6,5 minuty, pro kolonu Luna Omega Polar C18 7,0 minut. Zna¢nych rozdili vSak

dosahoval faktor symetrie (Tabulka 1).

1%x108 mm ADR-925
me,_: mm DEX
6x107
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Obr. 15 — Srovnani odezvy detektorti optimalizovanych metod pro DEX a ADR-925
(c=50 uM)

Tab. 1 — Pichled symetrie pikii (vypodet dle Ceského Iékopisu 2017) a ¢ast analyzy

jednotlivych metod
Symetrie DEX Symetrie ADR-925 | Cas analyzy (min)
Zorbax Bonus-RP 1,38 1,90 6,5
Luna Omega Polar 1,31 0,92 7,0
Kinetex F5 1,19 1,44 6,5

Z téchto ziskanych dat je patrné, Ze nejlepsi vysledky separace poskytla kolona Kinetex
F5 (100 mm x 2.1 mm, 1.7 mm). Jako MF byla vybrana smés methanolu (MF B)

s ImM mravenCanem amonnym (MF A) s pratokem 0,22 ml/min a nasledujicim
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gradientem: 0,0-2,0 min (20 % B), 2,0-2,5 min (20 %—-90 % B), 2,5-4,5 min (90 % B),
4,5-6,5 min (20 % B). Jako IS byly zvoleny ICRF-154 pro DEX a JAS-OM pro
ADR-925. Jelikoz vzorky byly pfipravovany s methanolem a byla zvolena MF s nizkym
podilem organické faze, dochazelo u ADR-925 ke Spatné odezvé detektoru. Z toho
diavodu byl stanoven nasttikovy objem vzorku na 0,5 pl, nebot’ pti takovém objemu mél

ADR-925 vhodny tvar piku.

6.2. Validace metody pro stanoveni DEX a ADR-925 v plasmé

Tato nova UHPLC-MS/MS metoda byla déle validovana v souladu s doporucenimi pro
validaci bioanalytickych metod, které stanovuje EMA [59]. V ramci této validace byly

stanoveny parametry zminéné déle.

6.2.1. Linearita

Linearita byla hodnocena v koncentraénim rozmezi (0,2-100 pmol/l) pro DEX
1 ADR-925 v plasm¢. Metodou linedrni regrese byla sestrojena kalibra¢ni kiivka
(Obrazek 16) s korelacnimi koeficienty Rpex= 0,9986, Rapr-925 = 0,9994 a rovnicemi
y =0,0293x + 0,0254 pro DEX, y = 0,0383x + 0,0116 pro ADR-925.

Area/ls

¢ (umol)

Obr. 16 — Vyhodnoceni linearity metody
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6.2.2. Presnost a preciznost

Na zaklad¢ odezvy detektoru pii analyze nizkych koncentraci byla jako dolni limit
kvantifikace (LLOQ) zvolena koncentrace 0,5 umol/l. Relativni smérodatnd odchylka
téchto péti vzorkl byla pouzita k vyjadreni piesnosti. VSechny ziskané vysledky spliuji
limit + 20 % ptvodni koncentrace pro LLOQ a £ 15 % ptvodni koncentrace pro ostatni

vzorky, jak je patrné z Tabulky 2.

Tab. 2 — Vyhodnoceni pfesnosti a preciznosti metody

Analyt Koncentrace (umol/l) | Preciznosti (%) | Ptesnost (RSD)
0,5 105,8 8,1
1
ADR-925 106,2 5,0
50 91,7 5,5
100 90,1 6,4
0,5 87,3 4,9
1 96,5 9,2
DEX
50 100,3 8,4
100 97,5 10,5

6.2.3. VytéZnost a matricové efekty

Pro tuto novou metodu byla vytéZnost a matricové efekty mefeny po dvou vzorcich na
koncentra¢nich hladinach 1 a 75 pmol/l. Limity stanovujici EMA pro matricové efekty
jsou £ 15 % od ptivodni hodnoty pfi Sesti riznych vzorcich. K vytéznosti metody EMA
zadné limity nevydava. Vysledky ziskané z analyzy jsou uvedeny v Tabulce 3. Hodnoty

v ni uvedené vyjadfuji normalizované hodnoty (IS zapocitané do vysledki).

Tab. 3 — Vyhodnoceni vytéznosti a matricovych efektl metody

ADR-925 DEX
c
Vytéznost Matricové efekty Vytéznost Matricové efekty
(umol/1)
(o) (o) (o) (%)
1 74,5 84,0 74,1 89,7
75 66,0 91,0 72,6 99,1
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6.3. Porovnani metod

Poté, co byla novda UHPLC-MS/MS metoda validovana, byla porovndna s pivodni
HPLC-MS/MS metodou na Sestihodinovém farmakokinetickém modelu po intravendzni
aplikaci DEX (30 mg/kg) kralikovi. Jak je patrné na Obrazku 17, bylo obéma metodami
dosazeno téméi shodnych vysledkd. Obrovskym piinosem nové metody je predevsim
zkraceni Casu analyzy z pivodnich 30 minut na 6,5 minut. Dale s sebou tato metoda
piinasi vyssi citlivost (pvodné 1 uM, nové 0,5 uM) i mensi spotiebu vzorku (ptivodni

nasttik vzorku 10 pl, nové 0,5 pl).

400 100+
- e o T o
3004 -6- DEX (HPLC) 80+
= 250 S 604
= 2004 %. o
S 150 & T 40
100+ 204
50
0 . . : - . o 0 . . . ——
0 60 120 180 240 300 360 0 60 120 180 240 300 360
Time (min) Time (min)

Obr. 17 — Porovnani ptivodni HPLC-MS/MS analyzy s novou UHPLC-MS/MS analyzou

na farmakokinetickém modelu po i.v. podani kralikovi

Oproti plivodni metod¢ nebyla pii vyvoji UHPLC-MS/MS analyze hodnocena stabilita,
nebot Gprava vzorku zistala stejna. Dlouhodoba stabilita vzorku byla stanovena na 5 dni
pfi -70°C a postpreparativni stabilita v autosampleru na 24 hodin [58]. PfedevSim
postpreparativni stabilita je znacné limitujici pro mnozstvi analyzovanych vzorki.
Zkraceni ¢asu analyzy umoziuje méfit v jedné sérii pies 200 vzorkl oproti pivodnim
48 vzorkim.

V ramci porovnani metody lze zminit také jiz diive vyvinut¢ UHPLC-MS/MS metody
pro stanoveni strukturnich analogit DEX, konkrétné JR-311 a GK-580 s GK-627 [60, 61].
Pro vSechny zminéné metody byl shodné€ zvolen methanol v kombinaci s mravencanem
amonnym jako idealni MF. Vyhodou metody vyvinuté v ramci této prace ovSem ziistava
¢as analyzy. Metoda pro analog GK-580 byla vyvinuta s gradientem na 30 minut (stejné
jako pivodni HPLC-MS/MS metoda pro DEX), metody pro JR-311 a GK-627

s gradientem na 20 minut a novd UHPLC-MS/MS metoda s 6,5 minutovym gradientem.
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7. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo nalézt optimalni podminky pro soucasné stanoveni
dexrazoxanu a jeho polarniho metabolitu ADR-925 v plasmé s vyuzitim UHPLC-MS/MS
instrumentace. Vychozim bodem pro moji praci byla stavajici HPLC-MS/MS metoda,
kterou publikovala Kovatikova et al. vroce 2012 [58]. Na zdklad¢ obecné zndmych
pravidel k pfenosu HPLC metody na UHPLC byly vybrany tfi konkrétni kolony, které by
potencidlné mohly pozadované analyty dostate¢né separovat. Pro nove vyvinutou metodu
byla nakonec zvolena kolona Kinetex F5 (100 mm x 2.1 mm, 1.7 mm, Phenomenex,
USA), MF ve sloZzeni 1mM mravenc¢an amonny (MF A) s methanolem (MF B), pratok
0,22 ml/min a gradient: 0,0-2,0 min (20 % B), 2,0-2,5 min (20 %-90 % B), 2,5-4.,5 min
(90 % B), 4,5-6,5 min (20 % B). Jako IS byly zvoleny strukturni analogy ICRF-154 pro
DEX a JAS-OM pro ADR-925. Nasttikovy objem vzorku byl stanoven na 0,5 pl.

Kromé optimalizace nové UHPLC-MS/MS metody bylo cilem diplomové prace tuto
metodu i validovat podle doporuceni Evropské 1ékové agentury (EMA) pro validaci
bioanalytickych metod [59]. V ramci validace byla stanovena linearita metodou linearni
regrese, piesnost, preciznost a matricové efekty. Tyto parametry splnily pozadavky
valida¢ni smérnice EMA.

Nové€ vyvinuta metoda byla nakonec testovdna pti analyze realného vzorku (po podani
kralikovi) v ramci 6h farmakokinetického modelu. Tato analyza prokazala, Ze nova

UHPLC-MS/MS metoda a pivodni HPLC-MS/MS metoda jsou stejné spolehlivé.
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