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Abstrakt

Bojova otravna latka 3-chinuklidinyl benzilat (latka BZ) patii do skupiny
psychicky zneschopiiujicich latek s anticholinergni aktivitou. V dnesni dob¢ se vSak pro
svou schopnost navozovat poruchy kognitivnich funkci (koordinace a pamét) vyuziva
zejména pro veédecké ucely pfi studiu Alzheimerovy choroby. I pies tuto skute¢nost

vSak neni jeji farmakokinetika doposud podrobné prozkoumana.

Pro stanoveni latky BZ v biologickém materialu byla vyvinuta, optimalizovana
a validovana LC-MS/MS metodika zpracovani télnich tekutin (plazma, zluc¢) a tkéani
(mozek, jatra, ledviny). Vyslednou metodikou pro zpracovani télnich tekutin byla
extrakce na pevné fazi s vyuzitim kolonky C18 s eluci do metanolu a pro télni tkdné¢ to
byla precipitace s acetonitrilem. Vlastni chromatografickd separace byla provadéna
na reverzni fazi, konkrétné na kolon¢ Gemini NX-C18 o rozmérech 150 x 4,6 mm
a velikosti Castic 5 pm. Mobilni faze se skladala z 10mM roztoku octanu amonného
o pH 11 a metanolu v poméru 30:70. Eluce analytd byla provadéna v rezimu
isokratické eluce. Celkova doba analyzy byla 5 minut. Hmotnostné-spektrometricka

detekce byla provadéna linearni iontovou pasti za pouziti ionizace elektrosprejem.

Metodiky zpracovani a chromatografické analyzy byly uspéSné aplikovany
na realné vzorky zinm vivo experimentu. Potkanim samcim byla intramuskuldrné
aplikovéana latka BZ ve dvou davkach (2 a 10 mg kg'). Maximalni koncentrace latky
BZ v plazmé byla naméfena ve vzorcich odebranych ve 3. minuté (ddvka 2 mg kg’
c=0,1856 = 0,018 pgml!, davka 10 mgkg' ¢ = 1,973 £ 0,171 pug ml"). Nejvyssi
hodnota koncentrace latky BZ ve vzorcich Zluce byla naméfena ve vzorcich odebranych
ve 30. minuté¢ (ddvka 2mgkg' ¢ = 0,094 + 0,007 pgml!, diavka 10 mgkg'
¢=0,709 = 0,083 pg ml!). Maximalni koncentrace latky BZ v mozkové tkani byla
naméfena ve vzorcich odebranych v 5. minut¢ (davka 2 mgkg’!
c =0,277+0,015 ug g!, davka 10 mgkg' ¢=2,560 + 0,221 ug g). V jaterni tkani
byla maximalni koncentrace latky BZ stanovena ve vzorcich odebranych ve 3. minuté
(davka 2 mg kg ¢ = 5,294 £ 0,274 ng g, davka 10 mg kg' ¢ =49,011 £2,537 ug g™").
Nejvyssi hodnoty koncentrace latky BZ v ledvinach byly stanoveny ve vzorcich
odebranych ve 3. minuté (davka 2 mgkg!' ¢ = 3,119 + 0,345 pg g, davka 10 mg kg™
c= 11,782 + 2,147 pugg"). Pro plazmu a mozek byly vypoéteny farmakokinetické

parametry.



Ziskané vysledky poslouzi ke stanoveni optimalniho davkovaciho rezimu latky
BZ v in vivo modelech poruch kognitivnich funkci vyuzivanych na Katedte toxikologie

a vojenské farmacie, Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany.

Klicova slova: latka BZ, 3-chinuklidinyl benzilat, psychicky zneschopiiujici otravné
latky, Alzheimerova choroba, vysokoucinna kapalinova chromatografie, extrakéni

techniky, farmakokinetika



Abstract

The compound 3-quinuclidinyl benzylate (agent BZ) belongs to the group
of incapacitating warfare agents with anticholinergic activity. Today, for its ability to
induce functional cognitive impairment (i.e. coordination and memory disorders),
the agent BZ is used mainly for scientific purposes in the study of Alzheimer's disease.

Despite this fact, its pharmacokinetics has not been fully examined yet.

In order to determine the agent BZ in biological material, LC-MS / MS method
and sample preparation procedure for body fluids (plasma, bile) and tissues (brain, liver,
kidneys) were developed, optimized and validated. The sample preparation procedure
for body fluid employed solid phase extraction using a C18 column eluted with
methanol and for body tissues it was precipitation with acetonitrile.
The chromatographic separation was performed on Gemini NX-C18 reverse phase
column (150 x4.6 mm, 5 pum). The mobile phase consisted of a 10mM solution
of ammonium acetate at pH 11 and methanol in a ratio of 30:70. Elution of the
analytes was performed under isocratic elution. The total analysis time was 5 minutes.
Mass spectrometric detection was performed by a linear ion trap using electrospray

ionization.

Sample preparation procedure and chromatographic analysis methods were
successfully applied to real samples from the in vivo experiment. Male rats were
administered with the agent BZ intramuscularly in two doses (2 a 10 mgkg™).
The maximum concentration of the agent BZ was measured in plasma samples taken
at 3 minutes (dose 2mgkg!' c¢=0,1856+0,018 pgml!, dose 10 mgkg’
¢ = 1,973 £ 0,171 ug ml'). The highest value of the concentration of the agent BZ
in bile samples was measured in samples taken at 30 minutes (dose 2 mg kg’
¢ =0,094 £0,007 pg ml', dose 10 mgkg™! ¢=0,709 + 0,083 pug ml'). The maximum
concentration of the agent BZ in brain tissue was measured in samples taken
at 5 minutes (dose 2mgkg' ¢=0,277+0,015ugg’, dose 10mgkg’
c=2,560+ 0,221 ug g). In liver tissue, the maximum concentration of the agent BZ
was determined in samples taken at 3 minutes (dose 2 mg kg™ ¢ = 5,294 £ 0,274 ng g,
dose 10 mg kg ¢=49,011=2,537 pgg'). The highest values of the concentration

of the agent BZ in the kidneys were determined in samples taken at 3 minutes (dose



2mgkg! ¢=3,119+0345pugg!, dose 10mgkg! c=11,782+2,147 nggl).

Pharmacokinetic parameters were calculated for plasma and brain.

The results obtained in this study will be used to determine the optimal dosing
regimen of the agent BZ in in vivo models of cognitive impairment used
at the Department of Toxicology and Military Pharmacy, Faculty of Military Health,

University of Defence.

Key words: agent BZ, 3-quinuclidinyl benzylate, mentally incapacitating substances,
Alzheimer's disease, high performance liquid chromatography, extraction techniques,

pharmacokinetics



Seznam pouzitych zkratek

7-MEOTA 7-metoxytakrin

ACN Acetonitril

ACh Acetylcholin

APCI Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
API Ionizace za atmosférického tlaku
APPI Fotoionizace za atmosférického tlaku
AUC Plocha pod ktivkou

BOL Bojové otravné latky

BZ 3-chinuklidinyl benzilat

Caq Koncentrace analytu ve vodné fazi
Cl Clearance

Crnax Maximalni koncentrace latky

CNS Centralni nervovy systém

Cm Koncentrace latky v mobilni fazi

Co Koncentrace analytu v organické fazi
Cs Koncentrace latky v staciondrni fazi
Ccv Variacni koeficient

DCM Dichlormetan

DEE Dietyleter

EI Elektronova ionizace

ECD Amperometricky detektor

EMA Evropska 1ékova agentura (European Medicines Agency)
ESI Ionizace elektrosprejem

EtAc Etylacetat

FLD Fluorimetricky detektor



HCl
HEB

HPLC

LC-MS
LLE
LLOQ

LOD

MALDI
MeOH
MF
MIP’s
MRT
MS

PP

R2
RID
SAX
SCX
SD
SEM

SF

Chlorovodikové kyselina

Hematoencefalicka bariéra

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Intramuskularni

Intravendzni

Vnitini standard (internal standard)
Rozdé€lovaci koeficient, distribu¢ni konstanta
Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

Extrakce z kapaliny do kapaliny (liquid-liquid extraction)

cvwr

cvwr

Molekula

Ionizace desorpci laserem za ucasti matrice
Metanol

Mobilni faze

Molekularng vtisténé polymery

Priimérny retenc¢ni Cas

Hmotnostni spektrometr

Proteinova precipitace (protein precipitation)
Koeficient determinace

Refraktometricky detektor

Silnd anion vyména (strong anion-exchange)
Silna kation vyména (strong cation-exchange)
Smérodatna odchylka

Stfedni chyba priméru

Stacionarni faze



SPE Extrakce na tuhou fazi (solid phase extraction)

SRM Monitorovani vybranych reakci (selected reaction monitoring)
tin Biologicky polocas eliminace

TCA Trichloroctova kyselina

TFA Trifluoroctova kyselina

tmax Retenc¢ni cas

TOF Analyzat doby letu (time of flight)

uv Ultrafialové zateni

vd Distribu¢ni objem

VIS Viditelné zareni

WAX Slaba anion vyména (weak anion-exchange)
WCX Slaba kation vyména (weak cation-exchange)

Az Konstanta eliminace



Uvod

Nedilnou soucasti vyvoje novych 1é¢iv pro terapii poruch kognitivnich funkci je
jejich testovani na in vivo experimentdlnich modelech. Jednou z latek pouzivanych
k farmakologickému navozeni symptomt téchto onemocnéni je 3-chinuklidinyl
benzilat, oznaCovan také jako latka BZ, ktery pavodné patii mezi psychicky
zneschopiiujici bojové otravné latky. Za ucelem nastaveni spravného déavkovaciho
rezimu latky BZ pro in vivo experimenty je tfeba znat jeji farmakokinetické vlastnosti
a distribuci do tkani, zejména do mozku. Vyznamné postaveni ve stanoveni 1é¢iv

v biologickém materialu zaujimaji zejména chromatografické metody.

Tématem diplomové prace je sledovani distribuce latky BZ v organismu
po intramuskularnim podani. V teoretické cCasti se prace zabyva litkou BZ
z farmakologického 1 toxikologického hlediska, postavenim chromatografickych metod
pfi sledovani farmakokinetiky léCiv a zvlastni dlraz je zde vénovan metodam
zpracovani biologického materidlu a extrakénim technikam. Pravé zpracovani
s analytem béhem jeho analyzy, a proto je nutné mu vénovat nalezitou pozornost.
Experimentalni Cast se poté vénuje vyvoji a optimalizaci metod pro zpracovani vzorkl
télnich tekutin (plazma, zlu¢) a tkani (mozek, jatra, ledviny) a extrakci latky BZ pied

vlastni analyzou kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Bojové otravné latky

Bojové otravné latky (BOL) jsou syntetické slouceniny, které usmrcuji, doasné
zneschopiiuji nebo poskozujici zivé organismy. Mechanismus u¢inku BOL je zalozen
na interakci s aktivni makromolekulou (bilkovina, nukleova kyselina), ¢imz dochazi
k naruSeni fyziologické funkce této makromolekuly a k poSkozeni organismu (Bajgar,
2011). Pro dosaZzeni maximdalniho efektu by mély byt BOL nejlépe bezbarvé, bez
zapachu, dobfe pouZitelné v polnich podminkach a srychlym patofyziologickym

efektem (Kassa, 2003).

Otravné latky se rozd€luji podle povahy posSkozeni lidského organismu

a zpohledu jejich bojového urceni (Valasek, 2007). Sila jejich ucinku je
charakterizovana fyzikalnimi, chemickymi a biologickymi vlastnostmi (Kassa, 2003).
Setkavame se takto s latkami smrticimi, zneschopiiujicimi nebo s BOL urcenymi
k zasazeni rostlinstva (Valasek, 2007). Rozdéleni BOL podle povahy poskozeni
exponovaného lidského organismu je uvedeno v tabulce 1. (Kassa, 2003; Valasek,

2007).

Tabulka 1. Skupiny BOL dle jejich mechanismu t¢inku

Nazev skupiny Anglicky nazev Mechanismus ucinku | Zdstupce
irreverzibilng

Nervove paralytické nerve agents 101111};111:3]615 teraz tabun, sarin, soman,

latky & inesterazy, cyklosin, VX latka
narusuji pfenos
nervového vzruchu
v mist¢ kontaktu

Zpuchytujici . zpusobuji lewisit, yperity,

14 blister agents S, .

otravné latky cytotoxicky efekt fosgenoxim
s nekrézou

Vseobecné jedovaté cvanogen agents n?ggzgjls)];f;?gm kyanovodik,

latky yanogen ag procesy v out kyanidy, chlornan
a jeji dychani

15




Dusivé latky

lung damaging agents

poskozuji membrany
plicnich alveolt

a vyvolavaji edém
plic

fosgen, difosgen,
chlorpikrin

Psychicky

a fyzicky
zneschopnujici
latky

incapacitating agents

narusuji
nervosvalovou
koordinaci,
vyvolavaji poruchy
vyssich nervovych
funkci

latka BZ, LSD,
fencyklidin,
tremorogeny

Drazdivé latky

riot control agents

intenzivné drazdi

senzitivni nervové
zakoncéeni spojené
s vyraznou bolesti

CS latka, CR latka,
adamsit

Ucinnost otravné latky je specifikovana jeji toxicitou. Ta se 1i$i v zavislosti na ceste

pruniku do organismu, rychlosti ptisobeni, ale také na celkovém stavu exponovaného

organismu (Bajgar, 2011; Kassa, 2003; Patocka, 2004).

16




1.2 Psychicky a fyzicky zneschopnujici otravné latky

Psychicky zneschopiiujici otravné latky jsou po chemické strance rtiznorodou
skupinou sloucenin. Lze je definovat jako BOL vyvolavajici i ve velmi malych
koncentracich u zdravého clovéka zavazné zmény psychiky, avSak bez vyrazného
ovlivnéni télesnych funkci (Bajgar, 2011). Tyto zmény se kvantitativné a kvalitativné
projevuji poruchou vnimani a paméti, emocni labilitou, ¢i poruchou intelektovych
funkci (Bajgar, 2006). Pro tyto latky se také vzila synonyma: psychotomimetika,
psychodysleptika, halucinogeny, psycholytika, fantastika, psychedelika (Bajgar, 2011;
Bajgar, 2006). Jejich toxicita je nizka, piisobi né€kolikahodinové az nékolikadenni
zneschopnéni a smrticiho ucinku dosahuji az pii vysokych koncentracich (Bajgar,
2011). Nekteré z nich se rovnéz zneuzivaji jako navykové latky (LSD, amfetamin atd.).
Psychicky zneschopiiujici BOL nejsou béZzné dostupné ve formé chemické munice,
avSak mohly by byt zneuZity pro nckteré specialni ucely, vCetné teroristického utoku.
V soucasné dob¢ je potieba tedy vybavit vojska G€¢innym antidotnim prostiedkem proti

témto latkam, pirevazné proti latce BZ (Bajgar, 2006).

Psychotomimetika se rozd€luji podle chemické struktury do 7 skupin

(Bajgar, 2011):

e Kyselina D-lysergova a jeji derivaty — LSD

¢ Fenyletylaminy — meskalin, amfetamin, efedrin

e Indolalkylaminy — dimetyltryptamin, dietyltryptamin, dimetylserotonin,
bufotenin, psylocin a psylocybin

e Ostatni indolové derivaty — harmin, harmalin, ibogain

¢ Anticholinergika — atropin, skopolamin, benaktyzin, latka BZ

¢ Arylcyklohexylaminy — fencyklidin, adamantylfencyklidin

e Rlznoroda skupina — kannabis, kokain, arekolin.

Otravné latky fyzicky zneschopniyjici maji Gi€inky na centralni nervovy systém
(CNS), kdy vyvolavaji zvySenou Gnavu, nervozitu, podrazdénost, posturalni hypotenzi,
poruchy vidéni, parkinsonsky tfes, ovlivilyji télesnou termoregulaci a také zplsobuji
poruchy pohybové koordinace. Mezi tyto latky se fadi akridiny, které u zvitfat mohou

zplisobit ustraSenost €i agresivitu, tremorogenni latky, zastoupené piedevsim latkou
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tremorin, a lathyrogenni latky ziskavané ze semen Lathyrus sativus. Pro svoji velice

nizkou toxicitu nejsou vyuzitelné pro vojenské ucely (Patocka, 2004).

1.2.1 Anticholinergika

Anticholinergika jsou latky, které se vyznacuji antagonistickym ptisobenim vuci
acetylcholinu (ACh) v centralni a periferni nervové soustavé. Blokada cholinergni
neurotransmise zprostfedkovand muskarinovymi a nikotinovymi receptory ovliviiuje
vegetativni funkce. Ze somatickych ptiznakli se dostavuje snizena salivace, zrychleny
tep a mydriaza. Anticholinergika plsobi 1 na psychomotorické funkce jedince
a zpusobuji napiiklad zménu ve vnimani ¢asu a prostoru, poruchu kognitivnich funkci
a halucinace (Martinkova, 2007). Pro jejich schopnost navozovat kvalitativni poruchy
védomi se pro tyto latky také pouZiva termin delirogeny. Vojensky vyznamné
delirogeny jsou kompetitivni a reverzibilni antagonist¢ muskarinovych receptorti

(Kassa, 2003).

Do skupiny klinicky aplikovanych anticholinergik patii atropin a skopolamin,
diive ziskdvané z vytazki rostliny Atropa belladona, které byly vyuzivané
k ndbozenskym obtadim jiz ve Starovéku (Fusek et al.,, 2015; Misik, 2013).
K delirogentim tfadime i synteticky ptipravené derivaty kyseliny benzilové a glykolové,

a to Ditran, JB 336 a BZ latku (Patocka, 2004).

1.2.1.1 BZ latka

BZ latka je chemicky 3-chinuklidinyl benzilat (obrazek 1.), tvofici bilé krystaly
slabé nahotklé chuti. Jeji hydrochloridova sil je dobfe rozpustnd ve vod¢ a po prevedeni
na aerosol je dlouhodob¢ stald v terénu (Bajgar, 2011; Patocka, 2004; Novotny et al.,
2011). Diky vysokému bodu varu 322 °C je vyparnost této latky nepatrna (Patocka,
2004). Podobné jako ptirodni alkaloidy atropin a skopolamin latka BZ kompetuje
s acetylcholinem na muskarinovém receptoru v perifernim i centralnim nervovém fecisti
(Misik et al., 2014; Misik et al., 2016). Z vojenského hlediska se jednalo v minulosti
0 moznou substanci vyuzZitelnou pro zneschopnéni bojeschopnosti nepfitele a ochromeni

¢innosti velitelskych struktur (Misik, 2013).
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Obrazek 1. Chemicka struktura latky BZ

V padesatych letech minulého stoleti se latka BZ testovala jako potencidlni
neletalni psychicky zneschopnujici latka v americké armad¢ (Stfeda & Patocka, 2004).
Na zaklad¢ Konference o odzbrojeni byly zisoby v USA do roku 1990 postupné
znieny (Bajgar, 2006). Pivodné byla latka zkoumana v mediciné pro terapii
gastrointestinalnich potizi jako spasmolytikum (Fusek et al., 2015; Misik, 2013). Jiz pfi
velmi nizkych koncentracich se vSak objevuji vedlejsi ucinky, a to pfevazné poruchy
vidéni, salivace, halucinace a dezorientace (Misik et al., 2014). V dneSni dob¢ se
substance experimentalné pouziva pro identifikaci muskarinovych receptorti v mnoha
laboratornich technikach (Bajgar, 2011). Také slouzi jako modelova latka pro navozeni
poruch kognitivnich funkci, véetné klinickych ptiznaki Alzheimerovy nemoci (Misik,

2013; Misik et al., 2016).

BZ substanci je mozné podat ordln€, inhalacné v podob¢ aerosolu, intravendzné
a intramuskularn€. Predpoklada se dobré distribuce do okolnich tkani a snadny priachod

ptes biologické bariéry véetné hematoencefalické (HEB; Misik, 2013).

Symptomy po poziti latky BZ se rozd¢luji do tii fazi podle prabéhu intoxikace,
viz tabulka 2. (STANAG 2463 AmedP-6).
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Tabulka 2. Faze prub¢hu intoxikace po poziti latky BZ

Faze Cas Symptomy

Inicialni 1 — 4 hodiny tachykardie; snizeni salivace; nevolnost;
ataxie; rozmazané vidéni; zavrat¢;
sedace az stupor

Delirantni 4 — 12 hodin porucha rovnovahy; dezorientace;
neschopnost se pohnout; zhorSeni
motorické, pamétové a myslenkové
schopnosti

Letargicka 12 — 96 hodin zvySovani aktivity; nepfedvidatelné
chovani s deziluzi; halucinace; postupné
vymizeni vSech piiznakl

Prvni pomoci pifi otravé latkou BZ je nasazeni ochranné masky, opusténi
kontaminovaného prostoru a poskytnuti l€kaiské pomoci. Farmakologickd terapie
intoxikace latkou BZ je zaloZzena na zvySeni hladiny ACh pomoci inhibitori
cholinesteraz (Patocka, 2004). Prvnim pouzivanym lékem byl fyzostigmin, vyznacujici
se dobrou aktivitou v CNS (Bajgar, 2011). Z divodu nezadoucich efekti (arytmie,
bradykardie, zvySena sekrece) bylo od jeho uzivani upusténo. Takrin, antidotné velmi
efektivni akridinovy derivat, se rovnéz klinicky nepouzivda zdGvodu vysoké
hepatotoxicity. Jeho 7-metoxy derivat (7-MEQOTA), jehoz struktura je na obrazku 2., jiz
tento vedlejsi uCinek nemd, pronikd do CNS a vyznacuje se minimalni toxicitou.
7-MEOTA reversibilné inhibuje cholinesterazy, terapeuticky ucinek je dlouhodoby

a neni nutné opakované podavani (Fusek et al., 2015).

NH,

Obrazek 2. Struktura 7-MEOTA
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1.3 Farmakologické parametry

Pfed samotnym uvedenim nového léku na trh se provadi povinné testovani
za ucelem stanoveni jeho ucinnosti a bezpecnosti (obrazek 3.). Rozd€luje se
na preklinickou fazi, kterd probiha bezprostiedné po vyvoji 1éCiva, a na ni navazujici
klinickou fazi (Gad, 2008). Preklinické testy se d€li v zavislosti rozdilné urovné vyvoje
na in vitro, probihajici v izolovanych bunkach, tkanich a orgdnech, a in vivo, které
probihaji na zvifecich modelech (Martinkova, 2007). Ugelem in vitro testovani je
vyradit potencialni 1é¢iva s vysokou toxicitou a nedostatecnou terapeutickou ucinnosti,
¢imz je zaroven snizen pocet pokusnych zvifat potiebnych v in vivo experimentech

(Souckova et al., 2015).

ZIVOTNI CYKLUS LECIVA

OBJEV VYVOJ TESTOVANI REGISTRACE

o W L 2

NOVE
UCINKY

A 4

~=

» | Poregistraéni
g g 4 \"
N

poznatky

Poregistracni
)] sledovdni
@

ZMENY
REGISTRACE

Obrazek 3. Zivotni cyklus 1é&iva (Zivotni cyklus 1éku, 2008)

V ramci in vivo hodnoceni se studium zaméfuje zejména na farmakokinetické
parametry, kdy se zkouma absorpce, distribuce a eliminace 1é¢iva z organismu (Urso
et al., 2002). Mezi zékladni sledované farmakokinetické¢ parametry patfi maximalni
koncentrace latky (Cmax), €as dosazeni Cmax (tmax), plocha pod kiivkou (AUC)
a biologicky polocas eliminace (t12), pii kterém koncentrace latky klesne o 50 % (Gad,
2008). Hodnoty Cmax a tmax je mozné rovnou vy¢ist z farmakokinetické kiivky (obrazek
4.). Po intravendéznim podéni (i. v.) jsou Cmax @ tmax dosazeny ihned. Pii

intramuskularnim podéani (i. m.) se veliiny Cmax @ tmax m&ni v zavislosti na typu tkané.
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Hodnota AUC se ziska po secteni plochy pod kiivkou a ti2 se zjisti po prolozeni kiivky

exponencialni funkci (Urso et al., 2002).

Cmax -~

Absorpce

Eliminace (t12)

Koncentrace v plazmé

Crin

Obrazek 4. Farmakokineticky profil (Pharmacokinetic profile of tacrolimus, 2019)

Z divodu lepsiho porozuméni farmakokinetiky léciva jsou zavedeny i dalsi
parametry. Jednd se o clearance (Cl), coz je mnozstvi krve/tkdn¢ ocisténé od latky
za jednotku Casu. Systémova neboli celkova Cl léciva je soucet jednotlivych CI
v jatrech, ledvinach a ostatnich tkanich, kde by se latka mohla zadrzovat (Nassar, 2009).
Dalsimi parametry jsou distribu¢ni objem (Vd), ktery specifikuje, v zavislosti
na fyzikalnich vlastnostech latky, jaké mnozstvi 1éCiva se bude vice zadrzovat
v urcitych tkanich, a biodostupnost, coz je podil podané latky v nezménéné podobé, jez

vstoupi do systémového tecisté (Benet & Zia-Amirhosseini, 1995; Urso et al., 2002).
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1.4 Biologicky material

Pti sledovani farmakokinetiky zkoumané latky v rdmci preklinickych a klinickych
testi se v urcitych ¢asovych intervalech odebiraji vzorky relevantniho biologického
materialu (Nassar, 2009). Mize se jednat o télni tekutiny, jako jsou krev, plazma, moc¢,
zlu¢ a sliny, nebo se zkoumaji odebrané casti tkani, naptiklad mozek, jatra nebo ledviny
(Alampanos et al., 2019; Kole et al., 2011). Jednotlivé druhy biologického materialu se
li$i nejen narocnosti a invazivnosti odbéru, ale také zpilisobem jejich zpracovani

(Lee, 2012; Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015).

Analyza biologického materidlu se rozdéluje na kvalitativni, zaméfujici se
na ureni analytu, a kvantitativni, vyjadiujici koncentraci latky v dané matrici. Nejen
z divodu komplexniho charakteru matrice je nutné pouzit vysoce citlivé a selektivni

analytické metody (Alampanos et al., 2019).

Vétsina redlného biologického materialu je velice komplikovand pro piimou
analyzu a bez piedchozi upravy je nekompatibilni s chromatografickymi pftistroji
(Kataoka, 2003; Alampanos et al., 2019; Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015).
Diivodem je zpravidla vysoky obsah proteinii a balastnich interferujicich latek
(Novéakova & Dousa, 2013a; Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015). Jejich ptitomnost
muze ovlivnit ¢i uplné znemoznit vlastni analyzu sledovaného analytu, je-li navic
ve stopové koncentraci oproti ostatnim slozkam matrice (Slack & Snow, 2007; Hansen

& Pedersen-Bjergaard, 2015).

wewvr

manipulace se vzorkem, ktery ovliviiuje citlivost, selektivitu a reprodukovatelnost
analyzy (Medvedovici et al., 2018). Kromé& odstranéni nezadoucich latek z matrice,
muze také slouzit k zakoncentrovani analytu, je-li pfitomen ve velmi nizkych
koncentracich (Novakova & Dousa, 2013a; Alampanos et al., 2019). U velkého poctu
vzorkil a méfeni se musi jednat o takovy postup Upravy, ktery bude na jednu stranu
dostatecné efektivni, na druhou stranu co nejméné Casové narocny (Novakova
& Vickova, 2009). Vysledna selektivita celé analyzy je znac¢né ovlivnéna vlastni
upravou vzorku, ale také sbérem vzorkl, chromatografickou separaci a naslednou

detekci (Novakova & Dousa., 2013a).
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1.5 Uprava vzorku

Postupy pro upravu vzorku se zpravidla déli na konvencéni a moderni metody.
Konvenéni pfistupy jsou Siroce rozsifeny a rutinné vyuzivany ve vétSin€ laboratofi, pro
svou nenaro¢nost, velmi dobrou reprodukovatelnost a kompatibilitu s celou fadou
biologickych vzorkd (Novakova, 2013; Novakova & Vickova, 2009).

Mezi nejpouzivanéjsi konvencéni metody pro upravu vzorku patii:

e Piimé nastiiknuti (poptipad¢ se zfedénim)

e Piima extrakce

Srazeni proteini (protein precipitation — PP)

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

Extrakce na tuhou fazi (solid phase extraction — SPE)

U vybéru metody pro zpracovani vzorku hraji dilezitou roli fyzikalni
a chemické vlastnosti sledované latky, napiiklad stabilita, rozpustnost, disociacni
konstanta, molekuldrni hmotnost, iontové interakce, vazba analytu na proteiny atd.
(Slack & Snow, 2007). Cilem zpracovani je dosahnout co nejvyssi vytéznosti extrakce
analytu, tedy snazit se o jeho minimalni ztratu, ke které muze dojit béhem upravy

vzorku a zaroven zajistit reprodukovatelnost vysledkii (Novakova & Dousa, 2013b).

Druhou skupinou metod jsou moderni techniky. Vychazeji pfevazné
z konvenc¢nich metod (PP, LLE, SPE), jejich hlavnimi pfednostmi jsou mensi spotieba
vzorku a rozpoustédel a zkraceni doby upravy. (Novakova & Dousa, 2013b; Alampanos
et al., 2019). Mezi moderni techniky patii mikroextrakce do kapalné faze nebo tuhé
faze, extrakéni techniky s vysokou selektivitou, jako je naptiklad MIPs — molekularné
vtiSténé polymery, a on-line techniky, které jsou jednou ze soucasti chromatografického
systtmu (Novdkova & VIckova, 2009). Moderni techniky jsou v soucasné dobé

pfedmétem vyzkumu (Kole et al., 2011).
1.5.1 Primy nastiik

Nejjednodussi formou Upravy vzorku je piimé nastiiknuti do chromatografického
systétmu. Vzorek je mozné pied vlastni analyzou pfefiltrovat s pomoci komeréné

dostupnych filtri (napiiklad stiikackové/syringe filtry nebo filtrani desticky), kdy se

odstrani mechanické necistoty. Filtr je nutné vybirat také na zéklad¢ interakci s matrici
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vzorku, aby nedoslo k jeho poskozeni (Novakova & Dousa, 2013b). Nevyhodou filtrace
muze byt mozné adsorpce analytu na membranu filtru a pfenos moznych interferujicich

latek do filtratu (Smith, 2003).

Metoda piimého nastiiku je vhodnéd pro analyty o nizké molekulové hmotnosti
(environmentalni analyza vod, analyza vody na pfipravu injekci apod.; Slack & Snow,
2007). V pripadé hodné koncentrovaného vzorku (naptiklad mo¢, zlu¢) je mozné jej

pied analyzou natfedit (Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015).

1.5.2 Prima extrakce

Ptimé extrakce je Uprava vzorku zalozena na pievedeni analytu z matrice pevného
skupenstvi do kapalného skupenstvi. Pfi tomto procesu existuji dva limitujici faktory:
rozpustnost analytu a pfenos hmoty mezi skupenstvimi. Tyto faktory mohou byt
ovlivnény zvySenim teploty a tlaku, kdy je narusena povrchova rovnovaha mezi
analytem a matrici, a kdy se zvysi rychlost difuze a disolu¢ni kapacita pouzitych
extrak¢nich rozpoustédel (Novakova & Dousa, 2013b). Rozmélnéni a homogenizace
matrice s analytem je dal$im dulezitym rysem, jenz ovliviiuje u¢innost extrakce (Slack
& Snow, 2007). Ztraty béhem extrakce jsou zpravidla zpiisobeny adsorpci analytu

na jemn¢ mlety material matrice (Novakova & Dousa, 2013b).

Volba organického rozpoustédla je zavisld na fyzikdlnich a chemickych
vlastnostech analyzované latky, na typu matrice a dalSich postupech ptecisténi extraktu.
V praxi se pouzivaji polarni rozpoustédla, a to smési voda — polarni rozpoustédlo
(naptiklad metanol, acetonitril, aceton, tetrahydrofuran apod.) nebo pufr (octanovy,
fosfore¢nanovy, chloridovy atd.) — organické rozpoustédlo. Nepoldrni nebo slabé
polarni rozpoustédla (naptiklad hexan, chloroform, etylacetat, benzen, dietyleter apod.)
jsou vyuZivana pii extrakci nepoldrnich latek, jako jsou lipidy (Novakova & Dousa,

2013b).

Pred vlastni analyzou je nutné provést oddéleni tuhé matrice od kapalné faze
extraktu pomoci filtrace, dialyzy nebo odstfedénim (Novakova & Dousa, 2013b).
Pro urychleni pifimé extrakce se vyuzZiva vysokotlakd extrakce rozpousStédlem
(Vandenburg et al., 1998). Nejen Ze se zkrati ¢as upravy vzorku, ale zarovei je pouzito
mensi mnozstvi rozpoustédel nez pfi extrakci za normalnich podminek (Novakova

& Dousa, 2013D).
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Superkriticka fluidni extrakce je typ pfimé extrakce, kdy se misto organickych
rozpoustédel pouzije kapalina v nadkritickém stavu teploty a tlaku. Nejcastéji
vyuzivanou kapalinou je oxid uhli¢ity, ma nizkou kritickou teplotu, je cenové dostupny

a bezpecny (Chen et al., 2008; Novakova & Dousa, 2013Db).

1.5.3 SraZeni proteinii

Precipitace je typ upravy vzorku zalozeny na odstranéni proteinii z matrice
(Novékova & Dousa, 2013b). Obecné je moZzné odstranit proteiny pomoci vnéj$iho
stresu, naptiklad teplem nebo chemickymi latkami (Kole et al., 2011; Medvedovici
et al., 2018). Metoda PP je vhodnd u analyzy nizkomolekuldrnich latek, u studia

makromolekul by doslo k jejich neZadoucimu znehodnoceni (Daykin et al., 2002).

Pro srazeni se nejcastéji vyuzivaji organicka rozpoustédla, nebo roztoky silnych
kyselin uvedenych v tabulce 3. nebo lze provést naptiklad enzymovou deproteinaci
(Novékova & Dousa, 2013b). U organickych rozpoustédel je také mozné pouzit ¢inidla
zlepsSujici srazeni, jako jsou soli t€Zzkych kovl (siran zine¢naty, wolframan sodny apod.;

Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015).

Tabulka 3. Extrak¢ni rozpoustédla a silné kyseliny pouzivané pii PP

Organické rozpoustédlo Silné kyseliny

metanol (MeOH) trichloroctova kyselina (TCA)
aceton chlorovodikova kyselina (HCI)
acetonitril (ACN) trifluoroctova kyselina (TFA)
etylacetat (EtAc) chloristé kyselina
dichlormetan (DCM) fosforecna kyselina

dietyleter (DEE)

Po odstedéni vzorku s rozpoustédlem je Cisty supernatant analyzovan ¢i nejdiive
odpaten do sucha a rozpustén v ndmi zvoleném objemu rozpoustédla, mobilni faze nebo
jeji soucasti (tzv. zakoncentrovani; Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015). Metoda
(obrazek 5.) je snadnd, rychld a pii spravném nastaveni je efektivni z hlediska
vytéznosti (nedochdzi k vyrazné ztraté¢ analytu; Novakova, 2013). Nevyhodou PP je

nafedéni vzorku a moZna ztrata analytu diky vazbé na precipitdt. Zaroven také
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nedochéazi k odstranéni dalSich potencidln€ interferujicich endogennich latek a muze
vznikat  neCisty  supernatant  (Novakova &  VIc¢kova, 2009; Hansen

& Pedersen-Bjergaard, 2015).

Rozpou\§t§dlo Supernatant

Fazova
separace

L
U U O @ Rekonstituce

Roztok Suspenze Precipitace
proteinu

b
Precipitat
Obrazek 5. Schéma deproteinace (Scheme of precipitation of polyelectrolyte/protein

complexes, 2019)

Dilezitymi faktory pii vybéru vhodné precipitaéni techniky je vazebnost
sledované latky na proteiny, ale také interference rozpoustédla s analytem pii detekci

(Novéakova & Dousa, 2013b).

1.5.4 Extrakce z kapaliny do kapaliny

Jedna se o obecn¢ pouzivany princip upravy vzorku zaloZeny na separaci analytu
mezi dvé nemisitelné faze, hydrofilni a lipofilni (Slack & Snow, 2007; McDowall et al.,
1986). Cely proces se fidi rozdélovacim koeficientem voda/oktanol, tedy Nernstovym
distribuénim zdkonem (vzorec 1.) a také objemem obou fazi (Hansen

& Pedersen-Bjergaard, 2015; Harvey, 2019).

Vzorec 1. Nernstlv distribu¢ni zdkon (Kp — rozdelovaci koeficient, C, — koncentrace

analytu v organické fazi, C,q — koncentrace analytu ve vodné fazi)

Ke vzorku ve vodném prostiedi je pfiddno organické rozpoustédlo v urcitém
poméru, viz obrazek 6. Poté je analyt ze vzorku extrahovan tfepanim
a z oddélenych vrstev je pak odebrana faze zajmu (zpravidla organicka faze; Hansen

& Pedersen-Bjergaard, 2015). Extrakci je mozné provést n¢kolikrat za sebou za ucelem
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zvySeni jeji vytéznosti (Harvey, 2019). Pozadavky na pouzité organické rozpoustédlo
zahrnuji zejména nemisitelnost s vodou, t¢kavost, inertnost vaci analytu, obdobnost
polarity s analyzovanou slozkou a odpovidajici Cistota (Hansen & Pedersen-Bjergaard,

2015).

Pridat
nemisitelné
rozpoustédlo

Obrazek 6. Extrakce z kapaliny do kapaliny (Schematic of extraction, 2019)

Lepsi vytéznosti je mozné dosdhnout zménou organického rozpoustédla,
zvySenim objemu organické faze, opakovanim extrakce a v pfipad¢ ionizovatelnych
latek upravenim pH vodné Casti, poptipadé pridanim iontové-parového ¢inidla (Hansen
& Pedersen-Bjergaard, 2015). U LLE je mozna derivatizace, tedy pievedeni na derivat
analytu, je provedena za ucelem zlepSeni extrakce nebo detekce analytu (Davis et al.,
2008). Vseobecné nejsou stanovena presna pravidla a rozd€leni rozpoustédel podle
sledovaného analytu, je zde velka rozmanitost ve slozeni extrakéni smési rozpoustédel,
které jsou uvedeny v tabulce 4. (Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015; Novakova

& Dousa, 2013b).

Pomoci LLE je mozné oddélit polarni slouceniny od nepoldrnich, rozdélit
jednotlivé slouceniny na zékladé pH. Pro latky s nizkou koncentraci ve vzorku, kde je
velké mnozstvi komponent z matrice, je mozné vyuzit metodu tzv. zpétné extrakce,
kdy druhd extrakce probéhne zorganické faze zpét do vodné (Hansen
& Pedersen-Bjergaard, 2015). Naptiklad dojde k odstranéni jak bazickych, tak
neutralnich latek na rozdil od jednokrokové LLE.

Dalsi vyhodou této upravy mulzZe byt zakoncentrovani, sjednoceni prostiedi
s mobilni fazi nebo odstranéni lipofilnich latek ze vzorku, které by mohly narusit

chromatografickou analyzu (Slack & Snow, 2007).
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Tabulka 4. Typy rozpoustédel u LLE

Vodné rozpoustédlo Organické rozpoustédlo Organické rozpoustédlo
nemisitelné s vodou misitelné s vodou
(nevhodné pro LLE)
voda hexan etanol
iontové-parové ¢inidlo dietyleter aceton
chelata¢ni ¢inidlo chloroform kyselina octova
bazicky roztok alkohol s C6 uhlikem a vice dioxan
kysely roztok keton s C6 uhlikem a vice acetonitril
toluen dimetylsulfoxid

Metoda LLE je vhodna pro malé 1 velké mnozstvi vzorku, nevyZaduje Zadnou
specialni instrumentaci, je dobfe reprodukovatelnd. Rizikem tohoto typu Upravy vzorku
je vznik emulze (nedostatecné rozdéleni obou fazi od sebe), je relativné pracna
a ne priliS§ vhodnd pro polarni latky (Novakova & VIckova, 2009; Hansen
& Pedersen-Bjergaard, 2015). Nékdy je zapotiebi provést tzv. rekonstituci, tedy vznikly
odparek po extrakci rozpustit v mobilni fazi (Novakova & Dousa, 2013b; Henion et al.,

1998).

1.5.5 Extrakce na tuhou fazi

Vykonnd a dominantni metoda Upravy vzorku je extrakce na tuhou fazi
(Novéakova & Dousa, 2013b). Separace je zaloZena na mechanismu retence latky, kdy je
analyt zachycen na stacionarni fazi, pfes kterou protékd mobilni faze. Metodu je mozné
pouzit pro CiSténi latky, derivatizaci, zakoncentrovani stopovych mnozstvi latky nebo
k vyméné rozpoustédel, kdy je analyt pfeveden z organického do vodného prostiedi.
Retence je uskutecnéna diky hydrofobnim, dipdlovym interakcim, vodikovym
mustklim, elektrostatickym a m interakcim (Klouda, 2003). Podminkou uspésné extrakce
je tedy vysSsi afinita analytu k tuhé fazi neZ k matrici vzorku v kapalném skupenstvi

(Novakové & Dousa, 2013b).

Praktické provedeni extrakce spocivd v naneseni kapalného vzorku na SPE

kolonku, kde je zachycen materidlem sorbentu. Interferujici a nezadouci piimési mohou
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byt odstranény promytim rozpoustédly. Poté je analyt z kolonky znovuziskan pomoci

elu¢niho rozpoustédla a vznika tzv. eluat (Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015).

Sorbenty jsou tvoreny casticemi o velikosti od 5 um az 250 um a uzavieny

v kolonce o objemu 0,01 ml — 200 ml (SPE Cartridges, 2019) polyetylenovymi ¢i

polytetrafluorovymi fritami (obrazek 7.). Pritok mobilni faze pres sorbent je zajistén

vakuem u vystupu z kolonky nebo tlakem na jejim vstupu (Klouda, 2003). Komeréné

dostupné sorbenty se d€li na zdkladé¢ chemickych vlastnosti analytu na polarni,

nepoléarni, iontové-vyménné (tabulka 5.) a tzv. mixed-mode sorbenty, vyuZzivajici

nejméné dvé metody interakce mezi SF a analytem pro ziskdni lepSi separace

(Novakova & Dousa, 2013b; Novakova & Vickova, 2009).

Sorbent

__— Frit

= Frit

Obrazek 7. Kolonka SPE (Disposable cartridge for SPE, 2012)

Tabulka 5. Rozdéleni SPE produktt podle analytu

Matrix Hydrofilni (biologicky vzorek, voda) Lipofilni (olej, hexanovy extrakt tkané)

Faze Reverzni faze Iontové-vyménna separace Normalni faze

Analyt nepolérni az sttedné silny kation slaby kation | stfedné polarni az
polarni latky silny anion slaby anion polarni latky

Sorbent | C18, C8, C4, NH2 SCX/SAX WCX/WAX  silikagel, hlinik, diol,

kyanid, florisil

C18, C8, C4 — uhlikaté zbytky na silikagelu, NH> — amonny zbytek na silikagelu; WCX

— slab4 kation vyména, WAX — slabd anion vyména, SCX — silnd kation vyména, SAX

— silné anion vymeéna
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Obvykly postup SPE po vybéru vhodného sorbentu zahrnuje upravu extraktu
— cilem tohoto kroku je pfipadné nafedéni vzorku a odstranéni pevnych castic, které by

mohly ucpat a poskodit fritu SPE kolonky (Novakova & Dousa, 2013b).

Primarni zasady pro tspésnou SPE tykajici se spravného zachazeni se sorbentem

a vzorkem v pribéhu extrakce jsou (obrazek 8.):

¢ Kondicionace — aktivace funkcnich skupin sorbentu a piiprava pro vlastni
extrakci. Béhem kondicionace je nutné zamezit vyschnuti sorbentu a zarucit
dokonalou misitelnost nasledujicich rozpoustédel.

e Ekvilibrace stacionarni faze — cilem je ustanovit rovnovahu a vytvofit prostredi
podobné ke vzorku, ktery bude poté nandset (Novakova & Dousa, 2013b).
U fyziologickych tekutin se pouzivd odpovidajici pufr, u vzorkli v organickém
rozpoustédle by se kolonka méla upravit tentyz rozpoustédlem. Zaroven dojde
k vymyti ptebyteCnych zbytkli solvatatniho rozpoustédla ze sorbentu

z ptedchozi kondicionace.

e Aplikace vzorku — jedna se o fazi nanaseni vzorku do kolonky (Klouda, 2003).

Béhem tohoto kroku se kontroluje rychlost prutoku, ktera je znacné variabilni

(Novéakova & Dousa, 2013b).

balasty & analyt e

Piidani vzorku Odstranéni interferujicich litek Eluce analytu
® [
@ é? -
® ®
L ®
s ® e e
0,0 . &
- * ® [ ]
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Obrazek 8. Schéma SPE — aplikace, vymyti balastl a eluce analytu (SPE bind and elute
strategy, 2019)
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e Vymyti balasti — odstranéni interferujicich latek pomoci promyvacich cinidel,
ve kterych je analyt minimdlné rozpustny. Pro odstranéni soli a ve vodé
rozpustnych interferujicich latek je Casto pouzivana cCistd voda. Pfi iontové
vyménné SPE jsou promyvaci ¢inidla volena podle hodnoty pH a iontové sily,
jejich slozeni musi byt v kazdém piipad¢ dostateéné optimalizovano (Novakova
& Dousa, 2013b).

e Eluce analytu — eluce analytu probiha za kontroly rychlosti pritoku, aby doslo
k veskerému vymyti latky do zvolené¢ho rozpoustédla (Klouda, 2003). Pti eluci
je sledovan eluc¢ni profil, coz je zavislost mnozstvi analytu (koncentrace v %)
na objemu eluc¢niho ¢inidla. Tvar tohoto profilu je zavisly na vybéru mobilni

(elucni ¢inidlo) a staciondrni (typ sorbentu) faze (Novakova & Dousa, 2013b).

Metoda SPE ma oproti diive uvedenym tpravam mnoho vyhod, a to vysoka
vytéznost, selektivita, zakoncentrovani vzorku, niz§i spotieba rozpoustédel, dobra
automatizace a Siroké vyuziti diky rozsahlé Skale sorbentii na trhu (Novakova, 2013).

Negativni pohled je upiran na cenu a ¢asovou narocnost (Alampanos et al., 2019).
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1.6 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je separa¢ni metoda zalozena
na rozdilné distribuci latek mezi dvé nemisitelné vrstvy, mobilni fazi (MF, pohyblivou)
a stacionarni fazi (SF, nepohyblivou; Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015). Na zaklad¢
mechanismu separace muzeme HPLC rozd¢€lit na adsorpéni (separace zalozena na
rozdilné adsorpci latek na povrch SF — silikagel), rozd€lovaci (principem je rozdilna
rozpustnost latky ve dvou vzajemné nemisitelnych kapalindch), iontové-vyménnou
(separace je zaloZena na rozdilné afinité analytu k SF — iontoménici), gelovou (separace
na zaklad¢ rozdilné velikosti, kdy molekuly vétsi nez pory z porézniho gelu nejsou
zadrzeny) a afinitni (vyuziti specifickych ligandd, které na zaklad€ biologickych reakci
napiiklad enzymatickych izolujici analyt — protein nebo DNA — ze sloZitého

biologického materialu; Klouda, 2003; Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015).

Distribuci latek mezi MF a SF Ize popsat distribucni konstantou, viz vzorec 2.
Cs
Ky, =—
> =T
Vzorec 2. Rovnice distribuéni konstanty (Cs je koncentrace latky v SF a Cum je

koncentrace latky v MF)

Cim vétsi je distribuéni konstanta latky, tim vétsi je setrvani jeji molekuly v SF
tzv. retence (Klouda, 2003; Novakova & Dousa, 2013a). Ta je nejcasteji
charakterizovana reten¢nim cCasem, tedy casem dosaZzeni maxima elu¢ni kiivky od
nastfiku vzorku na kolonu (Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015; Novakova & Dousa,

2013a).

Separace (obrazek 9.) a retence/eluce latek je ovlivnéna typem SF a slozenim MF.
Déleni latek mize byt bud’ v rezimu isokratické eluce, kdy slozeni MF je konstantni
vcéase a jevhodnd pro latky podobnych fyzikalné-chemickych vlastnosti,
nebo gradientové eluce, kdy je slozeni MF programové ménéno béhem eluce a vyuzivé
se pro smesi latek s vyraznymi odliSnostmi v retenci, isokratickd eluce by pro takovéto
latky byla ¢asové ndro¢nd (Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015; Novakova & Dousa,

2013a).
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(f)

Obrazek 9. Princip separace na analytické koloné¢ (Progress of a column

chromatographic separation of a two-component mixture, 2019)

Po hardwarové strance je HPLC systém slozen ztéchto zékladnich c¢asti (Hansen

& Pedersen-Bjergaard, 2015):

e Zasobnik mobilni faze a vysokotlaké Cerpadlo
e Davkovac vzorku

e Prostor s chromatografickou kolonou

e Detektor

e Softwarové vybaveni s pocitacem

Zékladni blokové schéma chromatografu je uvedeno na obrazku 10.

~—s Rozpousitédlo -
[l ol —_—
| o HIH| = .-
HPLC kolona S
Data
—G:]@Deiukwaé
Zasobnik M | e
mobilni faze @@~ Ly I-
1 2 = o) ] \
R Detektor A
Cerpadlo Odpad =3

Obrazek 10. Blokové schéma HPLC systému (HPLC systems, 2013)

1.6.1 Mobilni faze a vysokotlaké cerpadlo

Mobilni faze je do systému piivadéna ze zasobniku, kde jsou umistény specialni
filtry zamezujici prichod suspendovanych tuhych ¢astic do systému (Hansen

& Pedersen-Bjergaard, 2015).
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Pfred vstupem do systtmu musi byt MF odplynéna (Hansen
& Pedersen-Bjergaard, 2015). Tato pieduprava miize odstranit problémy béhem
separace, jako je naptiklad kolisani zakladni linie a sni spojené sniZeni citlivosti
detekce, neopakovatelné retencni ¢asy nebo nestabilita provozu cerpadel (Novakova
& Dousa, 2013a). Odplynéni se provadi bud’ probublavanim heliem, jez je pifimo
privadén do zasobniku MF, nebo vakuovym degaserem, kdy MF prochazi pies
polopropustnou kapilaru umisténou ve vakuové komote, kterd propousti pouze plyny

(Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015).

Vysokotlaké ¢erpadlo ma dtlezitou roli v udrzeni bezpulzniho stabilniho pratoku
MF. Pro gradientovou eluci jsou dva zpiisoby miseni rozpoustédel, a to za nizkého
nebo vysokého tlaku. Pti nizkotlakém gradientu jsou rozpoustédla misena pted vstupem
do chromatografického Cerpadla. Tento typ miseni zajiStuje lepsi reprodukovatelnost
tvorby gradientu. Pii miseni za vysokého tlaku je potieba pouzit vice Cerpadel, kdy jsou
jednotlivé sloZzky mobilni fize miseny aZ za Cerpadly (Hansen & Pedersen-Bjergaard,
2015). Vyhodou oproti nizkotlakému gradientu je mensi mrtvy objem systému (objem
chromatografu od Cerpadla az po vystup z kolony) a rychlejsi nastup gradientu (Cvacka,
2010; Novakova & Dousa, 2013a).

1.6.2 Davkovaé vzorku

Nadéavkovani vzorku o pfesném a nami zvoleném objemu do chromatografického
systému je zajisténo diky davkovaci vzorku. Piesnost a zplisob davkovani vzorku ma
vliv na ucinnost separace, kdy muze dochazet k rozmyvani piku analytu vlivem
mimokolonového piispévku (Novakova & Dousa, 2013a). V soucasnosti se vyuzivaji
davkovace zaloZzené na principu pfepinacich ventili ve smyckovém usporadani
(Klouda, 2003). Automatizace je zdkladnim poZadavkem u vybéru nového davkovace
k ptistrojovému vybaveni do analytické laboratofe. Komeréné dostupné automatické

davkovace maji rozmezi davkovacich smycek od 0,2 pl do 2 ml.

1.6.3 Chromatograficka kolona a stacionarni faze

Chromatografickd analytickd kolona pfedstavuje SF v HPLC systému. Sklada se
z téla (sorbent a plast’ z nerezové oceli) a koncovky. Konvencni analytické kolony jsou
rozdelené podle typu sorbentu, podle velikosti ¢astic u népliovych kolon (1 az 10 um),

podle délky kolony (10 az 30 mm) a podle vnitiniho priméru (2,1 az 5 mm). Déle je
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muzeme délit na zdklad€é zpisobu vyroby, na napliiové a monolitické. Vnitini povrch
kolony musi odolat vysokému tlaku a chemickému pusobeni MF (Klouda, 2003;

Novakova & Dousa, 2013a).

SF se rozdé€luje podle polarity faze (polarni, nepolarni a amfoterni), podle médu
separace (normalni, reverzni, ionexy, atd.) a podle chemického slozeni SF (anorganické
oxidy, chemicky vazané zbytky na bazi silikagelu, polymery, grafitovy uhlik).
V soucasnosti se v analyze léciv stdle nejvice uplatiuji reverzni faze (Hansen

& Pedersen-Bjergaard, 2015; Novakova & Dousa, 2013a).

U reverzniho modu separace (tj. u kolon s nepolarni stacionarni fazi) je polarni
silikagel chemicky modifikovan navazdnim rtznych funkénich skupin, které zasadné
ovliviiuji interakce s analyty a tim i jejich retenci (Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015;
Novakova & Dousa, 2013a). Pii separaci na klasické reverzni fazi je retence latek
ovlivnéna zejména délkou navazaného alkylu (2-30 uhliki), nejCastéji se vSak
setkavame s oktadecylovym zbytkem (C18). Fenylové a alkylfenylové funkcni skupiny
pak vykazuji vys$$i afinitu k aromatickym latkdm a aminoslou¢enimam. Pro separaci
polarngjSich latek 1lze pak wvyuzit kolony svazanymi aminopropylovymi nebo
kyanopropylovymi skupinami (Neue et al., 2007; Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015;
Novakova & Dousa, 2013a).

1.6.4 Detektor

Po rozdéleni latek na chromatografické kolon¢ je analyt s MF pfiveden
do detektoru, kde je sniman rozdil signilu oproti ¢ist¢ MF. Detektory se déli
na koncentracni, zavisly na koncentraci analytu, a hmotnostni, kdy detektor reaguje
na zménu hmotnostniho toku. Dalsi dé€leni je na destrukéni a nedestrukéni, kdy mize
byt analyt dale vychytavén a zpracovan, ptipadné znovu analyzovan. Idedlni detektor by
mél byt vysoce citlivy, univerzalni, specificky, spolehlivy a nezavisly na zméné¢ MF

(gradientové eluce; Klouda, 2003; Novakova & Dousa, 2013a).

Pfi vybéru detektoru je duilezité vzit v potaz jeho citlivost a selektivitu (tabulka
6.). U hmotnostniho spektrometru se dale sleduje hmotnostni rozsah (maximalni
meéfitelnd hodnota m/z), rozliSeni, ucinnost, rychlost, citlivost a linearni rozsah (Cvacka,

2010; Novakova & Dousa, 2013a).
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Tabulka 6. Piehled, selektivita a citlivost detektorti (Klouda, 2003; Novakova & Dousa,
2013a; Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015)

Detektor princip selektivita citlivost
Spektrofotometricky absorpce zateni (UV/VIS) selektivni vysoka
(UV, UV/VIS) analytem
Fluorimetricky (FLD) | méfeni sekundarniho emisniho velmi velmi
zatreni pochazejici z fluorescence selektivni vysoka
analytu (u latek ptirozené
nefluoreskujicich lze vyuzit
derivatizace)
Amperometricky sledovani zavislosti elektrické velmi velmi
(elektrochemicky, veli¢iny (elgktrf)dovy potencial selektivni vysoka
ECD) - coulometrické, proud
- amperometricky) na koncentraci
sledované latky
pouze pro latky schopné
oxidace/redukce
Refraktometricky méfeni rozdilu indexu lomu eluatu | neselektivni mala
(RID) v mérné cele a indexu lomu MF univerzalni
v referencni cele
Vodivostni mefteni elektrické vodivosti roztoku | neselektivni vysoka
v pritokové cele mezi dvéma
elektrodami se stfidavym napétim
Hmotnostni stanoveni analytu na zaklad¢ univerzalni velmi
spektrometr (MS) pomeéru hmotnosti k néboji analytu | a velmi vysoka
selektivni

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostné spektrometrickymi detektory
patfi v analyze 1é¢iv v biologickém materidlu mezi nejpouzivanéjsi. Tyto detektory jsou
velmi specifické, univerzalni, citlivé a jsou kompatibilni s fadou chromatografickych
technik a biologickych matric. Poskytuji informace i o struktufe latek s vétSimi
molekulovymi hmotnostmi a je mozné métfeni smési analytli najednou. Latky jsou
po zavedeni vzorku nejprve ionizovany (neutralni molekuly jsou pfevedeny na ionty),
poté jsou rozdéleny podle jejich poméru hmotnosti a ndboje (m/z) a nakonec

detekovany, viz obrazek 11. (Klouda, 2003; Novékovd & Dousa, 2013a; Hansen
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& Pedersen-Bjergaard, 2015). Koeluci matrice dochazi k ovlivnéni ionizace analytu,
tzv. matricovy efekt (matrix effect; George et al., 2018). Potlaceni ionizace tzv. ion
suppression muze byt zpusobeno reakci mezi dalSimi metabolity a analytem, kdy
vznikaji malo tékavé az netékavé latky, které omezuji tvorbu ionizované kapky.
Druhym typem je zvySeni ucinnosti tzv. ion enhancement zplUsobené moznou
fragmentaci matrice ¢i metabolit pied ionizaci, nebo dojde k silnému navazani analytu
na matrici (Klapkova et al., 2011). Zmirnéni matricovych efekti je mozné docilit
optimalizaci celé¢ metody, v€etné slozeni MF (Gosetti et al., 2010; Van Eeckhaut et al.,
2009). Pro vyhodnoceni se proto nej¢astéji pouziva metoda vnitiniho standardu (internal
standard, IS), kdy jsou béhem méteni stejné podminky jak pro vzorek, tak pro jeho

analog (Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015; Klapkova et al., 2011).

Vstup vzorku Pocita¢
o l - i )
HMOTNOSTNI
IONTOVY ZDROJ ANALYZATOR DETEKTOR
\ \V AKUUM /)

Obrézek 11. Schematické zndzornéni hmotnostniho spektrometru

e Pro ionizaci vzorku jsou na trhu dostupné ionizacni techniky mékké (AP/
— 1lonizace za atmosférického tlaku, ktera se dale d¢li na: ESI — ionizace
elektrosprejem, APCI — chemickd ionizace za atmosférického tlaku, APPI
— fotoionizace za atmosférického tlaku; MALDI — ionizace desorpci laserem
za UCasti matrice), kdy vznikaji pFi ionizaci protonované [M + H]
/deprotonované [M - H] molekuly bez rozsédhlé fragmentace, a tvrdé (EI
— elektronové ionizace), u kterych dochazi k uvolnéni valen¢niho elektronu
za vzniku molekularniho iontu M™ s rozsahlou fragmentaci vzorku (Novakova

& Dousa, 2013a; Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015). U metody ESI je vétsi
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nebezpeéi vzniku matricovych efektli (Klapkova et al., 2011; Henion et al.,
1998; Van Eeckhaut et al., 2009).

o Analyzdator ma za ukol rozdélit ionty podle poméru m/z a nasledné je urychlit
k detektoru. Novodobé analyzatory pracuji na zakladé¢ 5 zékladnich principt:
zakiiveni davky letu v magnetickém nebo elektrickém poli (magneticky
analyzator), oscilace iontl v kombinaci stejnosmérného a stfidavého napéti
(kvadrupol, trojity kvadrupol, linearni iontova past), doby letu iontli v prostoru
bez pole (TOF — time of flight), absorpce energie pfi cykloidalnim pohybu iontt
v magnetickém nebo elektrickém poli (iontova cyklotronova past) a rozdéleni
iontd na zéklad¢é rizné frekvence harmonickych oscilaci (orbitrap; Novakova
& Dousa, 2013a; Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015).

e K detekci je pot¢ mozné pouziti elektronového nasobiCe, fotondsobice nebo

mikrokanalové desticky (Klouda, 2003; Hansen & Pedersen-Bjergaard, 2015).

1.6.5 Softwarové vybaveni s pocditacem

Data zdetektoru jsou sbirdna a kvalitativné/kvantitativné  vyhodnocena
softwarem. Diky softwarovému vybaveni je moznd véEtsi automatizace pripravnych
krokli pfed samotnou analyzou vzorkii a zaroven pohodIné zpracovani vysledki, kdy

jsou programy na ovladani HPLC systému kompatibilni s office programy.
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Cile prace

e Vyvoj a optimalizace extrakénich metod pro latku BZ z biologického materialu
(plazma, zlu¢, mozek, jatra a ledviny).

¢ Aplikace vyslednych metod na realné vzorky od potkant, kterym byla aplikovana
latka BZ.

e Stanoveni zékladniho farmakokinetického profilu latky BZ.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

e MeOH, ACN, aceton, TCA, octan amonny — MerckKGaA (Darmstadt, Némecko)
s Cistotou pro LC-MS

e Roztok amoniaku (hydroxid amonny), sil atropinu sulfaitu monohydratu — Sigma
— Aldrich (St. Louis, MO, USA)

e Litka BZ — syntetizovana na Katedie toxikologie a vojenské farmacie Fakulty
vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany v Brné (Hradec Kralové, CR)
— Cistota ~ 90% stanovena pomoci HPLC (Herman et al., 2020; Misik et al.,
2016)

3.2 Pristrojové vybaveni a software

K navazovani byla pouzita vaha Sartorius CPA225D-0CE.

Vyrobnik ultracisté vody typ 06 AquaOsmotic pracujici na bazi reverzni osmozy

(AquaOsmotic, Tisnov, Ceska republika).

Na homogenizaci télnich tkani byl pouzit tyCovy homogenizator TURAX T25
s dispergacnim nastavcem S 25 N-18 G (IKA Labortechnik, Staufen, Germany)
a sonikator UP50H Compact Lab Homogenizer (Hielscher Ultrasonics, Teltow,

Germany).

Tiepani bylo provedeno na termotiepacce MTC-100 Thermo Shaker Incubator
(Hangzhou MIU Instruments, Hangzhou, China).

Pti SPE byla pouzita vakuovéa odsavaci souprava Visiprep 24 DL (Supelco, Belfonte,
PA, USA).

Pro odstfedéni vzorki byla pouZita centrifuga Hettich UNIVERSAL 320/320 R
(Hettich, Tuttlingen, Germany).

HPLC-MS sestava byla sloZena z kvartérniho vysokotlakého cerpadla s nizkotlakym
misenim MF s integrovanou odplynovaci jednotkou (Thermo Finnigan Surveyor MS
Pump Plus), automatického davkovace vzorku s regulaci teploty prostoru pro vzorky
a vyhfivanym kolonovym prostorem (Thermo Finnigan Surveyor Autosamples Plus),

spektrofotometrického UV-VIS detektoru s diodovym polem (Thermo Finnigan
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Surveyor PDA Plus) a hmotnostniho spektrometru Thermo Scientific LTQ XL

vybavenym linearni iontovou pasti (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA).

Vlastni separace latky BZ probihala na HPLC koloné¢ Gemini NX-C18 (100 A, 5 um,
4,6 x 150 mm) vybavené piedkolonou Security Guard Cartridge C18 (4,0 x 3,0 mm;
Phenomenex, Torrance, CA, USA).

K vyhodnoceni byl pouzit software pro ovladdani sestavy Xcalibur verze 2.5.0

(ThermoFisher Scientific, San Jose, CA, USA).

Kinetické kiivky byly zhotoveny v programu Prism 5 verze 5.04 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA).

Farmakokinetické parametry byly vypocitany programem Kinetica software verze 4.0

(InnaPhase Corporation, ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

3.3 Spotiebni material

Pro SPE tupravu vzorkii byly pouzity Supelco SPE kolonky Discovery DSC-18
(1 ml, 50 mg; Supelco, Belfonte, PA, USA). Pro homogenizaci télnich tkani byly
pouzity sklenéné homogenizacni zkumavky. Vzorky byly skladovany ve zkumavkach
Eppendorf o objemu 5 a 2 ml (Eppendorf AG; Hamburg, Némecko). Vzorky béhem
analyzy byly ve vialkach o velikosti 2 ml (ThermoFisher Scientific Inc.; Waltham, MA,
USA). K pfesnému odméieni objemu byly pouzity automatické pipety a pipetovaci

Spicky (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko).
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3.4 Metodicka ¢ast

3.4.1 LC/MS-MS

Chromatografickd separace probihala v moddu isokratické eluce MF slozené
z 10mM (pH =11,
a MeOH v poméru 30 : 70 (v/v). Celkova doba analyzy byla 5,5 minuty. Pritok MF byl

octanu  amonného upraveno hydroxidem amonnym)
nastaven na 1 mlmin!. Teplota kolony byla termostatovand na hodnotu 40 °C

a v autosampleru byla udrZzovana teplota 8 °C. Objem nastiiku byl 20 pl.

Pro hmotnostné-spektrometrickou detekci byla pouzita ionizace vyhtivanym
elektrosprejem (HESI — II), ktery pracoval v pozitivnim modu (ESI"). Teplota vyhiivani
elektrospreje byla nastavena na hodnotu 400 °C, pritok zmlzovaciho plynu byl
20 pracovnich jednotek. Teplota kapilary byla 275 °C, napéti na kapiléie bylo 4,5 kV.

Pozitivni 1onty byly detekovany v reZimu monitorovani vybranych reakci
(selected reaction monitoring, SRM). Velikost kolizni energie byla nastavena s ohledem

na maximalni tvorbu produktovych iontt, viz tabulka 7. (Herman et al., 2020).

Tabulka 7. MS/MS parametry pro IS a latku BZ

Ltk Prekurzorovy iont Kolizni energie Produktovy iont
atka
(m/z) (CID) (m/z)
IS (atropin) 290 [M +H]J" 13 260; 124
BZ 338 [M +H]J" 15 320; 209

3.4.2 Priprava roztoki

Pro rozpousténi a fedéni vSech vzorkd byla pouzita ultracistd voda (déale jen
voda).

Piiprava mobilni faze

Vodna slozka MF byla pfipravena navdzenim 770,825 g octanu amonného, jenz
byl rozpustén vodou do vysledného objemu 1 1, aby vznikl 10mM roztok. Tento roztok

byl nasledné upraven roztokem hydroxidu amonného na pH = 11.
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Zdasobni roztoky

Zasobni roztok IS (100 ug ml') byl pfipraven rozpusténim 10 mg atropinu
sulfatu ve 100 ml vody. Z tohoto roztoku IS byly nésledné¢ natfedény roztoky IS
o koncentraci 10 ug ml! (pro vzorky télnich tekutin) a 4 ug ml™' (pro vzorky té&lnich
tkani). Zasobni roztok latky BZ (100 ug ml') byl piipraven rozpusténim 12,31 mg
hydrochloridové soli latky BZ (o ¢istoté 90 %) ve 100 ml vody.

Pracovni roztoky latky BZ pro optimalizaci extrakci 7 télnich tekutin a tkani

Zasobni roztok latky BZ byl zfedén vodou na vysledné koncentrace 4 pg ml!

a 10 pgml!,

3.4.3 Piiprava vzorki pro optimalizaci extrakce z plazmy

Extrakci latky BZ z plazmy jiz nebylo potieba optimalizovat, metodika
zpracovani vzorkll byla pfejata dle Hermana et al., 2020. Vlastni extrakce probihala
na SPE kolonce SPE Discovery DSC-18, ktera byla kondiciovana 1 ml MeOH a 1 ml
vody. Poté byl nanesen vzorek a proplachnut 1 ml vody. Analyty byly eluovany do 1 ml
MeOH. Vysledny eluét byl pfenesen do vialky a zméfen pomoci LC-MS/MS. Vytéznost
extrakce byla ziskana jako pomér ploch piku vzorku plazmy, ke které byly ptidany latka
BZ a IS pted extrakci, s pomérem ploch piku plazmy, ke které byly pfidany latka BZ

a IS po extrakei.

3.4.4 Priprava vzorki pro optimalizaci extrakce ze Zluci

Vzorky pro SPE: 990 pl blankové Zluci bylo smichano s 10 pl pracovniho roztoku
latky BZ (10 ug ml™") a s 10 ul roztoku IS (10 ug ml!). Dale byly vzorky zpracovany
pomoci SPE dle postupu uvedenym v kapitole 3.4.3. Vzorek byl pfipraven v triplikatu
(n=23).

Vzorky pro LLE: 240 ul blankové Zlu¢i bylo smichano s 10 pl pracovniho roztoku
latky BZ (10 pgml™) a 10 pl roztoku IS (10 pg ml™"). Ke smési bylo piidano 1,5 ml
extrakéniho ¢inidla (DCM, DEE, EtAc) a po dikladném protfepani v termotfepacce
byla organickd vrstva odebrana. Postup byl opakovan jesté¢ jednou. Extrakty byly
spojeny a poté odpafeny. Rezidua byla rozpuSténa v 250 ul MeOH. Vzorek byl

pro kazdé extrakéni €inidlo pfipraven v triplikatu (n = 3).
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Vzorky byly nasledné pieneseny do vialek a zméfeny pomoci LC-MS/MS.
Vytéznost extrakce byla ziskdna jako pomér ploch piku vzorku Zlu¢i, ke které byly
pridany latka BZ a IS pied extrakei, s pomérem ploch piku zluéi, ke které byly ptidany
latka BZ a IS po extrakei.

3.4.5 Priprava vzorki pro optimalizaci extrakce mozku, jater a ledvin

T¢lni tkan byla zvazena ve sklenéné homogenizacni zkumavce, ptidala se voda
vpomeéru 1:2 (na 1g tkdné 2 ml vody). Vzorek byl homogenizovan tyCovym
homogenizatorem po dobu 1 minuty a 15 000 RPM, poté byl vloZzen do sonikatoru

(amplituda 100 %) na dobu 5 minut.

Vzorky pro precipitaci: K 390 ul homogenatu blankové tkané bylo napipetovano
10 pl pracovniho roztoku latky BZ (4 pg ml™) a 10 pl roztoku IS (4 pg ml!). Poté bylo
ke smési pfidano 1 600 pl precipitacniho ¢inidla (MeOH, ACN, TCA, aceton). Nasledné
byla smés tfepana v thermoshakeru pii 1 500 RPM 5 min. Po protiepani byla smés
odstfedéna pii teploté 4 °C a 14 000 x g po dobu 15 minut. Supernatant byl odebran do
vialky a zméfen pomoci LC-MS/MS. Vzorky byly pro kazdé precipitacni ¢inidlo a tkan
zhotoveny v triplikatu (n = 3).

Vzorky pro SPE: K 990 ul homogenatu blankové tkan¢ bylo ptidano 10 pl
pracovniho roztoku latky BZ (4 ugml') a 10 pl roztoku IS (4 pgml?). Takto
piipravené vzorky byly zpracovany pomoci SPE postupem uvedenym v kapitole 3.4.3.

Vzorky byly pro kazdou tkan zhotoveny v triplikatu (n = 3).

Vytéznost extrakce byla ziskana jako pomér ploch piku vzorku tkané, ke které
byly pfidany latka BZ a IS pted extrakci, s pomérem ploch piku tkanég, ke které byly
pridany latka BZ a IS po extrakci.

3.4.6 Projekt pokusu

Dospéli samci potkantl (n = 120) kmene Wistar (Velaz, Praha, Ceské republika)
o vaze 220+ 30 g byli rozdé€leni do dvou skupin, kdy jedné skupiné¢ byla i. m.
aplikovana latka BZ v divce 2 mg kg a druhé davka 10 mg kg (n = 60 pro kazdou
skupinu). Zvitata byla za 1, 3, 5, 10, 20, 30, 60, 90, 120, 240 minut po aplikaci latky BZ
anestezovana parami oxidu uhli¢it¢ého (n = 6 pro kazdy casovy interval). Poté byly
odebrany télni tekutiny (plazma, Zlu¢) a po exsanguinaci télni tkan¢ (mozek, jatra

a ledviny). Krev byla ziskdna rozfiznutim karotidy a odebirana do heparinizovanych
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zkumavek, které byly centrifugovany 1000 % g, néasledn¢ byla plazma separovana

zvlast’ do novych zkumavek.
Vzorky byly skladovany pfi teploté -80 °C.

Povolent pokusu ¢.j. MO 129361/2017-684800

3.4.7 Zpracovani vzorki plazmy

Do 1 ml plazmy bylo ptidano 10 ul roztoku IS (10 ug ml'), smés se zamichala
a déle byla zpracovana dle Hermana et al., 2020. Vzorky plazmy u davky 10 mg kg™
byly pied zpracovanim ziedény vodou vpoméru 1:1 (v/v). Vzorky byly dale

zpracovany postupem uvedenym v kapitole 3.4.3.

3.4.8 Zpracovani vzorki zluci

Do 1 ml, 50x natedéného vzorku Zluc¢i u obou davek, bylo ptidano 10 pl roztoku

IS (10 pug ml™!) a déle zpracovan SPE postupem uvedenym v kapitole 3.4.3.

3.4.9 Zpracovani vzorki mozku, jater a ledvin

Homogenat télni tkdné byl pfipraven postupem uvedenym v kapitole 3.4.5.
Nasledné bylo odpipetovano 400 ul homogenatu (didvka 2 mkg') nebo 40 pl
homogenatu (davka 10 mgkg') a dile ziedéno vodou na vysledny objem 400 pl.
K homogenatu se piidalo 10 pl roztoku IS (4 pg ml'). Ke smési bylo poté ptidano
precipitacni Cinidlo ACN o objemu 1600 ul. Dale byly vzorky zpracovany dle
metodiky uvedené v kapitole 3.4.5.

3.4.10 Priprava vzorki pro kvantitativni stanoveni liatky BZ v biologickém

materialu

Jednotlivé kalibracni roztoky byly pfipravené ziedénim zasobniho roztoku latky
BZ v takovych koncentra¢nich hladindch, aby vysledné mnozstvi latky BZ v daném
biologickém materidlu (plazma, zlu¢, mozek, jatra, ledviny) odpovidalo koncentracim

uvedenych v tabulce 8.
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Tabulka 8. Koncentrace latky BZ v biologickych matricich pro ptipravu kalibracnich

standardii
Matrice Plazma Zlug Mozek Jatra Ledviny
0,5 5 4 5 5
1 10 8 10 10
4 50 16 50 50
Koncentrace latky
BZ v matrici 8 100 32 100 100
[ng ml™ t€ln 32 250 64 250 250
tekutiny /
125 500 128 500 500
homogenétu]
250 1 000 256 750 750
500 512 1 000 1 000
1 000 2 000 2 000

Plazma: Kalibracni vzorky byly pfipraveny z 990 ul blankové plazmy, k niz bylo
piidano 10 ul ptislusného kalibraéniho roztoku latky BZ a 10 pl roztoku IS (10 ug ml™).

Vzorky byly dale zpracovany podle kapitoly 3.4.3.

Zlu¢: Kalibraéni vzorky byly pfipraveny smichanim 190 pl blankové Zluéi a 10 pl
prislusného kalibra¢niho roztoku latky BZ, z toho bylo odebrano 20 ul a piidano 10 ul
roztoku IS (10 ug ml'1). Po promichani bylo ke smési piidano 980 ul vody. Standardy

byly dale zpracovany pomoci SPE dle kapitoly 3.4.3.

Mozek, jatra a ledviny: Kalibracni vzorky byly pfipraveny smichanim 390 pul
homogenatu blankové tkané¢ s 10 pl pfisluSného kalibracniho roztoku latky BZ.
Ke smési bylo piiddno 10 pl roztoku IS (4 ug ml!). Déle byly standardy zpracovany
precipitaci dle kapitoly 3.4.5.

3.4.11 Priprava standardu latky BZ pro validaci

V ramci validace metody pro stanoveni latky BZ z biologického materialu byla
posuzovana nasledujici kritéria: preciznost, pfesnost, matricovy efekt a dilu¢ni integrita.
Jednotlivé roztoky ur¢ené pro piipravu validacnich vzorkl byly pfipravené v takovych

koncentra¢nich hladinach, aby vysledné mnozstvi latky BZ v daném biologickém
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materialu odpovidalo koncentracim uvedenych v tabulce 9. (preciznost a piesnost)

a v tabulce 10. (matricovy efekt).

Preciznost a presnost:

Validaéni vzorky pro stanoveni preciznosti a pifesnosti byly pfipraveny podle
kapitoly 3.4.10. Pro kazdou koncentra¢ni troven a biologickou matrici bylo pifipraveno

5 vzorki (n = 5).

Tabulka 9. Koncentrace latky BZ v biologickych matricich pro vyhodnoceni preciznosti

a presnosti

Matrice Plazma Zlue Mozek Jatra Ledviny

Koncentrace latky 0,5 5 4 5 5

BZ v matrici 1.5 15 12 15 15

[ng ml™ t&Ini

tekutiny / 300 300 200 600 600

homogenétu] 800 800 400 1500 1500
Matricovy efekt:

Plazma: Vzorky pro vyhodnoceni matrixového efektu byly pfipraveny z 1 ml
blankové plazmy, které byly podrobeny SPE dle kapitoly 3.4.3. Do piislusného
mnozstvi eluatu bylo pak ptidano 10 pl daného pracovniho roztoku latky BZ a 10 ul
roztoku IS (10 ug mI") pro dosazeni vysledné koncentrace v plazmé, viz tabulka 10.
Smés byla dikladné promichana, néasledné pienesena do vialek a zméfena pomoci

LC-MS/MS. Pro kazdou koncentra¢ni Giroven byly pfipraveny 3 vzorky (n = 3).

Zlu¢: Vzorky pro vyhodnoceni matrixového efektu byly pfipraveny smichanim
190 ul blankové Zluc¢i a 10 pl vody, ze kterého bylo odebrano 20 pl a promichéno
s 980 ul vody. Vzorky byly dale zpracovany metodou SPE dle kapitoly 3.4.3.
Do piislusného eluatu bylo pak ptidano 10 pl daného pracovniho roztoku latky BZ
a 10 pl roztoku IS (10 ug ml™") pro dosazeni vysledné koncentrace ve Zluci, viz tabulka
10. Smés byla dikladn€ promichana. Vzorky byly nasledné pieneseny do vialek
a zméteny pomoci LC-MS/MS. Pro kazdou koncentracni trovenn byly pfipraveny

3 vzorky (n = 3).
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Mozek, jatra, ledviny: Vzorky pro vyhodnoceni matrixového efektu byly
pfipraveny z400 ul homogenatu blankové tkané, kterd byla podrobena precipitaci
pomoci 1 600 ul ACN. Dale byly vzorky zpracovany dle kapitoly 3.4.5. Po odebrani
bylo k supernatantu ptidano 10 pl daného pracovniho roztoku latky BZ a 10 ul roztoku
IS (4 ug ml™") pro dosazeni vysledné koncentrace v tkafiovém homogenatu, viz tabulka
10. VSe bylo dikladné¢ promichano. Vzorky byly nasledné pieneseny do vialek
a zméfeny pomoci LC-MS/MS, kdy byly vsérii 3 vzorky. Pro kazdou tkan

a koncentra¢ni uroven byly pfipraveny 3 vzorky (n = 3).

Tabulka 10. Koncentrace latky BZ v biologickych matricich pro vyhodnoceni

matricovych efektt.

Matrice Plazma Zlug Mozek Jatra Ledviny

Koncentrace latky

BZ v matrici 1 15 12 15 15
[ng ml" t&Ini
tekutiny /

, 950 950 450 1 900 1 900
homogenatu]

Pro vyhodnoceni matricovych efektti byly dale piipraveny vodné roztoky latky
BZ o odpovidajicich koncentracich uvedenych v tabulce 11. Do téchto roztokl bylo
piidano 10 pl roztoku IS o koncentraci 10 pgml™! u télnich tekutin (plazma, Zlug)

a 10 pl IS o koncentraci 4 pg ml™! u t&lnich tkani (mozek, jatra, ledviny).

Tabulka 11. Koncentrace vodnych roztoka latky BZ pro vyhodnoceni matricového

efektu
Matrice Plazma Zlug Mozek Jatra Ledviny
Koncentrace | 15 12 15 15
vodnych  roztokl
latky BZ [ng ml™]
950 950 450 1 900 1 900
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Dilucni integrita:

Plazma: Vzorky byly ptipraveny z 990 ul blankové plazmy, k niz bylo ptfidano
10 pl ptislusného roztoku latky BZ (tabulka 12.). Vzorky byly poté 2x natedény a bylo
k nim ptidano 10 pl roztoku IS (10 ugml'). Dale byly vzorky zpracovany podle
kapitoly 3.4.3.

Zlu¢: Diluéni integrita nebyla méfena u zlu¢ové tekutiny, nebot’ zplisob Gpravy
vzorku byl u obou dévek (2 mg kg!' a 10 mg kg™') totozny.

Mozek, jatra a ledviny: Vzorky byly pfipraveny smichanim 390 pul homogenatu
blankové tkdn¢ s 10 pl prislusného roztoku latky BZ (tabulka 12.). Vzorky byly poté
10x nafedény a bylo k nim pfiddno 10 ul roztoku IS (4 pgml'). Dale byly vzorky
zpracovany dle kapitoly 3.4.5.

Pro kazdy biologicky material a koncentracni troveini byly ptipraveny 3 vzorky
(n=23).

Tabulka 12. Koncentrace latky BZ v biologickych matricich pro vyhodnoceni dilu¢ni

integrity
Matrice Plazma Mozek Jatra Ledviny
1 40 500 500
5 80 1 000 1 000
Koncentrace latky BZ 50 160 2 500 2 500
v matrici [ng ml" t&lni
tekutiny / homogenatu] 250 320 5 000 5000
500 640 10 000 10 000
2 000 1280 20 000 20 000
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4 Vysledky

4.1 Optimalizace extrakce télnich tekutin a tkani

Plazma

Metodika pro zpracovani vzorkll plazmy byla ptejata ze ¢lanku od Hermana et al.,

2020 a proto nebyla provadéna zadna dalsi optimalizace extrakéniho procesu.
Zlu¢
Nejvyssi extrakéni vytéznosti ze zluci pro latku BZ bylo dosazeno pomoci SPE

(95,3 %; podminky viz kapitola 3.4.4). Nasledovala extrakce pomoci DEE 62,5 %,
EtAc 61 % a DCM 0 % (graf 1.).

120,00 .

100,00 |Is

80,00 -

% 60,00 1

40,00 1

20,00 -

0,00 -

SPE DCM DEE EtAc

Graf 1. VytéZnost extrakce u Zlucové tekutiny
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Mozek

Pfi optimalizaci extrakce latky BZ z mozkové tkané bylo nejlepSich vysledkt
dosazeno precipitaci ACN (93,56 %; podminky viz kapitola 3.4.5). Nasledovala
precipitace MeOH (87,40 %), precipitace acetonem (88,1 %), SPE s C-18 kolonkou
(57,52 %) a precipitace TCA (51,16 %; graf 2.).

Mozek

120,00 EBZ

100,00 mis

80,00 -

% 60,00 1

40,00 1

20,00

0,00 -
Aceton ACN MeOH TCA SPE

Graf 2. Vytéznost extrakce u mozkové tkané
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Jatra

Nejvyssich vysledkii pfi optimalizace extrakce z jaterni tkané bylo dosazeno
precipitaci ACN (91,16 %; podminky viz kapitola 3.4.5). Nasledovala precipitace
MeOH (80,44 %) a acetonem (61,58 %). U precipitace TCA a SPE s C-18 kolonkou
byla vytéznost nulova (graf 3.).

Jatra

EBBZ

120,00
|Is

100,00

80,00 1

% 60,00

40,00 1

20,00 -
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Aceton ACN MeOH TCA SPE

Graf 3. Vytéznost extrakce u jaterni tkdné
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Ledviny

Pfi optimalizaci extrakce latky BZ zledvinné tkdné bylo nejvyssi vytéznosti
dosazeno precipitaci ACN (91,63 %; podminky viz kapitola 3.4.5). Nasledovala
precipitace MeOH (88,69 %) a acetonem (70,53 %). Vytéznost u precipitace TCA
a SPE s kolonkou C-18 byla nulova (graf 4.).

Ledviny

BBZ

120,00 -

100,00

80,00

% 60,00
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20,00 1
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Aceton ACN MeOH TCA SPE

Graf 4. Vytéznost extrakce u ledvinné tkan¢
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4.2 Validace LC-MS/MS metody pro stanoveni latky BZ

Validace LC-MS/MS metody pro stanoveni latky BZ v télnich tekutindch

a tkanich byla vypracovana s ohledem na koncentra¢ni rozmezi odpovidajici dévce

2 mg kg na zakladé doporucenych postupti dle Evropské 1ékové agentury (EMA).

Vzorky u davky 10 mg kg™ byly nafedény tak, aby koncentrace latky BZ odpovidaly

hladindm pro davku 2 mg kg!. Pfesnost a preciznost nafedénych vzorkl byla potvrzena

stanovenim dilu¢ni integrity.

4.2.1 Kalibraé¢ni primky a linearita

Vysledné parametry kalibra¢nich pfimek pro jednotlivé druhy biologického

materidlu a v daném koncentra¢nim rozsahu jsou uvedeny v tabulce 13. VSechny body

spliiuji podminky pfesnosti a preciznosti stanoveni (pro LLOQ + 20 % referen¢ni

hodnoty a pro ostatni hladiny + 15 %).

Tabulka 13. Parametry kalibrace u télnich tekutin a tkani

Matrice Kalibra¢ni pifimka ROZE}; lr{lfll-il?race R? Vazeni
Plazma | y = 0,02771x — 0,0007188 0,5-1000 0,9988 1/x
Zlug y = 0,0004172x — 0,0006611 5-1000 0,9981 1/x
Mozek | y = 0,01693x — 0,1523 4-512 0,9976 1/x
Jatra y = 0,03047x — 0,1153 5-2000 0,9972 1/x
Ledviny | y = 0,02311x — 0,04769 5-2000 0,9974 1/x

R? — koeficient determinace
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4.2.2 Mez detekce a mez kvantifikace

Mez kvantifikace (LLOQ) je definovana jako hodnota s nejniz$i koncentraci
analytu ve vzorku, kterd dosahla odpovidajici preciznosti a presnosti. Jedna se také
o nejniz§i hodnotu kalibracni ktivky (EMA, 2011). Mez detekce (LOD) je 30 %
z LLOQ (Novékova & Dousa, 2013b; tabulka 14.)

Tabulka 14. Mez detekce a mez kvantifikace latky BZ u télnich tekutin a tkani

Matrice LOD [ngml'] | LLOQ [ng ml"]
Plazma 0,2 0,5

Zlué 1,5 5
Mozek 1,2 4

Jatra 1,5 5
Ledviny 1,5 5
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4.2.3 Preciznost a piresnost

Preciznost popisuje blizkost opakujicich se naméfenych hodnot analytu, je

vyjadiena jako variacni koeficient (CV v %). Piesnost (v %) popisuje blizkost naméiené

a referen¢ni hodnoty analytu (EMA, 2011; tabulka 15.)

Tabulka 15. Hodnoty preciznosti a presnosti latky BZ v télnich tekutinach a tkanich

(n=13)
Matrice Koncentrace Naméfena CV [%] Presnost [%]
latky BZ hodnota +£ SD
ve validaénim [ng ml']
standardu
[ng ml'] kratkodoba kratkodoba kratkodoba
dlouhodoba dlouhodoba dlouhodoba
Plazma 0,501 +£ 0,028 5,5 100,2
0,500
prevzato z 0,481 £0,026 5,4 96,2
(Herman et al.,
2020) 1,50 £0,10 6,5 100,2
1,50
1,52 +0,08 5,4 101,1
306 =11 3,6 101,9
300
297 £ 10 3,5 99,0
790 + 66 8,3 98,7
800
786 + 55 7,1 98,3
Zlug 5,03 £0,51 10,1 100,6
5
5,11+0,33 6,4 102,2
15,08 £ 0,58 3,9 100,5
15
15,00 + 0,59 3,9 100,0
302+ 12 3,9 100,6
300
307 £ 19 6,0 102,3
790 £ 29 3,6 98,75
800
802 £22 2,7 100,25
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Mozek 4,23 +£0,27 6,4 105,75
4
4,12 +0,22 5,4 103,0
11,85+ 0,74 6,2 98,75
12
12,28 £0,65 5,3 102,3
206 £ 16 7,6 103,0
200
203 + 14 6,9 101,5
401 £25 6,3 100,25
400
406 £ 19 4,7 101,5
Jatra 5,23 £0,38 7,2 104,6
5
5,26 £0,44 8,3 105,2
15,46 £ 0,54 3,5 103,1
15
15,11 £0,74 4,9 100,7
613+ 13 2,2 102,2
600
609 £+ 16 2,6 101,5
1501 £ 97 6,5 100,1
1500
1489 + 64 43 99,3
Ledviny 5,14+0,42 8,1 102,8
5
5,01 £0,33 6,5 100,2
14,88 £ 0,78 5,3 99,2
15
15,20 £ 0,79 5,2 101,3
609 + 23 3,7 101,5
600
614 + 30 4,8 102,3
1507 + 64 42 100,5
1500
1512 + 53 3,5 100,8

SD — smérodatnd odchylka; hodnoty preciznosti a piesnosti neptesahuji £ 20 %

u LLOQ a + 15 % u ostatnich koncentracnich hladin.
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4.2.4 Matricovy efekt

Matricovy efekt popisuje vliv slozeni vzorku / biologického materialu na ionizaci

analytu a citlivost metody (Klapkova et al., 2011). Méfeni bylo vyhodnoceno pomoci

porovnani vodného roztoku latky BZ (v¢etné IS) a vzorkl blankové matrice, ke které

byly litka BZ a roztok IS ptfidany ve 2 koncentracnich hladindch po provedeni

precipitace blankové matrice.

Me¢fteni latky BZ a IS v télnich tekutinach a tkanich je lehce ovlivnéno

matricovym efektem, ktery vSak neptedstavuje limitujici faktor pro méteni, ponévadz

rozptyl neptesahuje 15 % (tabulka 16.).

Tabulka 16. Hodnoty matricového efektu latky BZ a IS (n = 3)

Matrice Koncentrace Matrix efekt | Matrix efekt | IS — normal.
latky BZ | (latka BZ) IS) hodnota matrix
ve validaénim efektu + rozptyl
standardu
[ng ml™]

Plazma 1 1,12 1,12 1,01 £9,7 %

950 1,11 1,10 1,00+ 1,6 %

Zlug 15 1,01 1,01 1,00 £2,6 %

950 1,01 1,02 1,00 £3,5 %
Mozek 12 1,09 1,08 1,01 £5,5%
450 1,10 1,08 1,02 +2.2 %
Jatra 15 1,06 1,04 1,01 £2,5%
1900 1,05 1,05 1,00 £3.8 %
Ledviny 15 1,13 1,12 1,01 £2,7 %
1900 1,09 1,09 1,01 £3,6 %
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4.2.5 Diluéni integrita

Na minimdaln¢ 5 koncentra¢nich hladindch v blankové matrici, s jednou hodnotou
presahujici koncentraci nejvys$i hodnoty v kalibraci, byla po nafedéni stanovena
preciznost a presnost (EMA, 2011; tabulka 17.). Nafedéni vzorkli by nemélo ovliviiovat

stanoveni latky BZ (£ 15 %).

Tabulka 17. Hodnoty dilu¢ni integrity latky BZ (n = 3)

Matrice Koncentrace Naméfena Preciznost [%)] Presnost [%]
latky BZ ve | hodnota = SD
valida¢nim [ng ml']
standardu
[ng ml"]
Plazma 1 0,965 + 0,07 7,4 96,5
fedéni 1 : 1 5 5,09 +0,44 8,7 101,7
50 52,06 0,99 1,9 104,1
250 267,1 £6,7 2,5 106,8
500 499,4 £ 12,2 2,4 99,9
2000 1997 +83 4,1 99,8
Mozek 40 39,59 +£ 1,02 2,6 99
fedéni 1 : 9 80 78,54 £ 1,22 1,6 98,2
160 155,17 £ 3,31 2,1 97
320 312,5+1,3 0,4 97,7
640 657,9+44 0,7 102,8
1280 1301,9+59 0,5 101,7
Jatra 500 507,6 £ 19,6 3,9 101,5
fedéni 1 : 9 1000 1 047,8 +£50,0 4,8 104,8
2500 2495 + 28 1,1 99,8
5000 4955+114 2,3 99,1
10000 10 649 + 487 4,6 106,5
20000 20568 + 304 1,5 102,8
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Ledviny 500 494,5+4.,6 0,9 98,9

fedéni 1 : 9 1000 980,5+17,9 1,8 98
2500 2 588 + 88 3.4 103,5
5000 5091 +93 1,8 101,8
10000 10 215+ 340 3,3 102,2
20000 19 555+ 84 0,4 97,8

4.2.6 Carry-over efekt

Pro zamezeni pfenosu hmoty mezi nasttiky bylo nezbytné zahrnout do metodiky

oplachnuti injekéni jehly 6 ml 30% MeOH po kazdém nasttiku (Herman et al., 2020).
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4.3 Farmakokinetika latky BZ v télnich tekutinach a tkanich

4.3.1 Farmakokinetické parametry latky BZ v plazmé a mozku

Farmakokinetické parametry byly spocitany pro plazmu, kterd distribuuje latku

BZ po téle, a mozek, jako orgén z4jmu studie (tabulka 18.).

Tabulka 18. Farmakokinetické parametry u télni tekutiny — plazma (A) a télni tkané

—mozek (B). Vysledek je primér z 6 hodnot + SD.

A
Plazma Latka BZ
Davka 2 mg kg 10 mg kg
Cinax [ng ml™'] 204,5+22,6 2 185,5 + 190,0
Tomax[Min] 3,0+£0,5 2,7+0,3
AUC total [min ng ml"'] 6580,4 + 12929 34 658,7 + 4 974,4
Az [1 min] 0,010 + 0,001 0,011 + 0,002
Polocas [min] 679+34 96,6 +27.9
MRT [min] 58,6 +2,49 413+6,3
CI [ml min™ kg'] 354,88 + 45,58 333,24+ 62,3
vd [1kg"] 34,14 + 4,06 455+12,9

B
Mozek Latka BZ
Davka 2 mg kg™ 10 mg kg
Cunax [ng 2] 301,4 +41,6 2 684,7 +396,6
Tmax[min] 13,0+ 11,5 6,0 +3,2
AUC total [min ng g'] 61 507,3 +25271,7 133 041,3 + 32 970,7
Az [1 min™'] 0,003 + 0,003 0,007 + 0,001
Polocas [min] 506,6 +359,5 100,1 +£12,8

AUC total — plazmaticka koncentrace latky BZ v zavislosti na €ase, plocha pod kiivkou
Az — konstanta eliminace
MRT — primérny retencni cas
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4.3.2 Plazma

Nejvyssi hodnota koncentrace latky BZ v plazmé byla stanovena ve vzorcich
odebranych ve 3. minuté (didvka 2 mg kg ¢ = 0,1856 + 0,018 pg ml”!, davka 10 mg kg™
c=1,973+0,171 ng ml''; graf 5.).

Plazma - 2 mg kg

0.00 T T T T T — ! ?
0 10 20 30 40 50 60 120 240 360

t (min)

Plazma - 10 mg kg™!

{ [}
0.0 T T T T T f 1 i:f t *
0 10 20 30 40 50 60 120 240 36

t (min)

B

Graf 5. Farmakokinetické body latky BZ v plazmé pti davce 2 mg kg™ (A) a pii davce
10 mg kg (B). Vysledek je primér z 6 hodnot = SEM a vztaZen na mililitr tekutiny.
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4.3.3 Zlud

Vzorky Zlu¢i byly odebirany od 30. minuty. Nejvyssi hodnota koncentrace latky
BZ byla naméfena ve vzorcich odebranych ve 30. minuté (davka 2 mgkg!

¢ =0,094 £ 0,007 ng ml'!, davka 10 mg kg ¢ = 0,709 = 0,083 pg ml; graf 6.).

Zlu - 2 mg kg!

!
0.00 T T T T T i T T
0 10 20 30 40 50 60 120 240 360

t (min)

Zlu¢ - 10 mg kg™

}}i_

0.0 T T T T T — h T ]
0 10 20 30 40 50 60 120 240 360

B t (min)

Graf 6. Farmakokinetické body latky BZ ve Zludi pii davce 2 mg kg (A) a pii davce
10 mg kg (B). Vysledek je primér z 3 hodnot = SEM a vztazen na mililitr tekutiny.
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4.3.4 Mozek

Maximalni koncentrace latky BZ v mozkové tkani byla naméfena ve vzorcich
odebranych v 5. minuté (davka 2 mg kg ¢ = 0,277 + 0,015 pg ¢!, ddvka 10 mg kg
c=2,560+0,221 pug g’'; graf 7.).

Mozek - 2 mg kg

0.00 T T T T T — T T
0 10 20 30 40 50 60 120 240 36

t (min)

Mozek - 10 mg kg™

3.0+
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2.0+

c(nggh)

1.0+
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= ] by '

0.0 T T T T T — h T T
0 10 20 30 40 50 60 120 240 36

t (min)

B

Graf 7. Farmakokinetické body latky BZ v mozku pii davce 2 mg kg (A) a pii davee
10 mg kg (B). Vysledek je primér z 6 hodnot = SEM a vztazen na gram tkang.
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4.3.5 Jatra

Maximalni koncentrace latky BZ v jatrech byla stanovena ve vzorcich odebranych
ve 3. minuté¢ (davka 2mgkg! ¢ = 5294 + 0274 pgg', diavka 10 mgkg'
c=49,011+2,537 ug g’'; graf 8.).

Jatra - 2 mg kg']

[}
0.0 T T T T T — H—t—
0 10 20 30 40 50 60 120 240 360

t (min)

Jatra- 10 mg kg!

[
0.0 T T T T T — H—+—
0 10 20 30 40 50 60 120 240 360

t (min)

Graf 8. Farmakokinetické body latky BZ v jatrech pii davce 2 mg kg (A) a pii davee
10 mg kg (B). Vysledek je primér z 6 hodnot = SEM a vztaZen na gram tkang.
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4.3.6 Ledviny

Nejvyssi hodnoty koncentrace latky BZ v ledvinach byly stanoveny ve vzorcich
odebranych ve 3. minuté (davka 2 mg kg ¢ = 3,119 + 0,345 pg g, davka 10 mg kg!
c=11,782+2,147 ug g’'; graf 9.).

Ledviny - 2 mg kg™
4.0
3.5 ]
3.0
Lo {
&b 2.0
9 1.54 }
1.0 - f
0.5

0.0 T T T T T —1 t T
0 10 20 30 40 50 60 120 240 360
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Ledviny - 10 mg kg"

15.04

125

2.5-
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0 10 20 30 40 50 60 120 240 360

t (min)

Graf 9. Farmakokinetické body latky BZ v ledvinach pii davce 2 mg kg™ (A) a pfi
davce 10 mg kg! (B). Vysledek je primér z 6 hodnot +£ SEM a vztaZen na gram tkané.
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5 Diskuze

Latku BZ je mozné detekovat pomoci barevnych reakci pfimo na bojisti nebo
v polnich chemickych laboratorich, vyuzivaji se zde barviva bromkresolova zeleii nebo
brompyrogallolova cerven v kyselém prostiedi, vznikly iontovy par zlatky BZ
a barviva je extrahovan do organického rozpoustédla (Halamek et al., 2009).
Nevyhodou téchto reakci je nizkd senzitivita, tudiz nejsou vhodné pro testovani

v biologickych matricich (Herman, et al., 2020).

V 60. letech minulého stoleti byla pro potfeby americké armady vyvinuta
spektrofotometrickd metoda detekce latky BZ v pIné krvi a moc¢i. Angelis et al., 1975
detekoval latku BZ v mysi krvi pomoci plynové chromatografie. Nevyhodou metody je
sloZita a ¢asov€ narocna Uprava vzorkl (alkalickéd extrakce do DEE, odd¢leni kyseliny
benzilové, jeji néslednd oxidace manganistanem draselnym na detekovatelny
benzofenon) zarovei neni dostate¢né senzitivni pro davky niz$i nez 10 mg kg™, které
jsou v soucasnosti pouzivany ve farmakologickych modelech kognitivnich poruch
(Misik et al., 2016). Doposud jedina publikovana vysoce citliva metoda detekce latky
BZ v plazmé¢ je zaloZena na chromatografické analyze s hmotnostni detekci (Herman
et al., 2020). Vysledky této studie vSak neposkytuji kompletni informace
o farmakokinetickém profilu latky BZ, nebot’ je zde zvoleno Siroké Casové rozmezi pro
odbér vzorka, kdy je prvni odbér v 5. minuté¢ (maximalni naméfena koncentrace latky
BZ dle Hermana et al., 2020) a 2. odbér v 15. minuté po podani latky BZ do organismu.
Z této studie neni jasné, zda latka BZ dosahla koncentracniho maxima v Case pied nebo
po prvnim odbéru. Pro pfesnéjsi vyhodnoceni distribuce latky BZ in vivo bylo proto
nutné¢ vyvinout vysoce citlivou analytickou metodu nejen pro vzorky plazmy, ale

1 mozek, elimina¢ni tkané a zluc.
5.1 Optimalizace extrakce télnich tekutin a tkani

Pti vyvoji nové metody pro zpracovani biologickych matric obsahujicich latku BZ
bylo nutné dostate¢né optimalizovat extrakéni proces, aby bylo dosazeno nejvyssi
vytéznosti. Metodika zpracovani vzorkli plazmy pomoci SPE poskytujici dostate¢nou
vytéZnost byla pfejata od Hermana et al., 2020. V zavislosti na velkém poctu vzorkl
z in vivo experimentu bylo zaroven zdmyslem vyvinout a optimalizovat ¢asov€é méné

naro¢nou metodu zpracovani Zlu¢i a té€lnich tkani.
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Dosud publikované zptisoby zpracovani zlucové tekutiny pro HPLC obsahujici
anticholinergni latku (napiiklad tropanové alkaloidy: atropin nebo skopolamin, jenz
maji strukturni podobu s latkou BZ) jsou zaméteny na SPE s C18 kolonkou a LLE
upravy (Xu et al., 2008a; Xu et al., 2018b; Claessens et al., 1983). Nami provedena
optimalizace extrakce zahrnovala SPE a LLE. Nejlepsi vytéznosti dosdhly vzorky
upravené SPE s kolonkou C-18 seluci do 1 ml MeOH. V prub¢hu optimalizace LLE
u zlu¢i byl oproti diive publikovanym metodam pozménén objem extrakéniho Cinidla
z2x1,5ml na 0,5 a 2 nasobek, coz vSak nevedlo k vyrazné lepSim vysledkiim
vytéznosti.

K navozeni poruch kognitivnich funkci se v mediciné vyuzivd také
anticholinergni latka skopolamin, ktera je strukturné podobna latce BZ (Klinkenberg
& Blokland, 2010). Publikované metody detekce skopolaminu v mozkové tkani se
zam¢eiuji na plynovou chromatografii (Deutsch et al, 1990) a kapalinovou
chromatografii (Vora et al., 1983), naptiklad s vyuzitim membranov¢ filtrace, kdy jsou
dle Cornelissen et al., 2020 z odstfedéné¢ho homogenatu odstranény velké molekuly
piesahujici rozmér 10 kDa vcetné proteinti. Nami zvolena metodika zpracovani
mozkové tkané byla precipitace pomoci ACN, ktera dosahovala vyssi vytéznosti oproti
precipitaci acetonem, MeOH, TCA a SPE upravé (podminky pro SPE stanoveny dle
Hermana et al., 2020). Béhem optimalizace extrakce mozkové tkan¢€ byly vyzkouSeny
rizné pomery homogenatu a ACN (1:1; 1:2; 1:4), nejlepSich vysledki bylo

dosazeno pomérem 1 : 4 homogenatu s ACN.

Zpracovani elimina¢nich organii (jatra, ledviny) po homogenizaci pro analytickou
detekci s vyuzitim HPLC se v dosud zvefejnénych publikacich orientuje na precipitaci
silnou kyselinou TCA (Zdarova Karasova et al., 2017), popfipad¢ s kombinaci LLE
(Atack et al., 1992). Nami zvolené techniky pii optimalizace extrakce latky BZ
z eliminacnich orgdni zahrnovaly SPE dle podminek Hermana et al., 2020, dale
precipitaci s acetonem, MeOH, ACN a TCA. Oproti uvetfejnénym publikacim viz vySe,
nam precipitace silnou kyselinou poskytovala nulovou vytéZnost. Podobné jako
u mozkové tkané byly vyzkouSeny 1 jiné poméry homogenatu a ACN. Precipitace ACN

dosahovala nejlepsich vysledkli v poméru homogenat : ACN 1 : 4.
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5.2 Validace LC-MS/MS metody pro stanoveni latky BZ

Podminky chromatografické separace byly piejaty dle Hermana et al., 2020.
Pro validaci LC-MS/MS metody byly pfipraveny vzorky dle vysledkli z optimalizaci
extrakce u télnich tekutin a tkani. Pro kvantitativni hodnoceni latky BZ byla zvolena
metoda vnitiniho standardu s vyuzitim kalibra¢ni kiivky. Pro svoji strukturni podobnost
s latkou BZ byl zvolen za vnitini standard atropin (chemicka latka dobie odd¢litelna

od analytu, v jehoz blizkosti je eluovana a méa podobné fyzikalné-chemické vlastnosti),
ktery spliioval podminky pro spolehlivou analyzu (Klapkova et al., 2011; Novékova
& Dousa, 2013b).

Pracovni postupy ptipravy vzorkll télnich tekutin a tkani spliiovaly vybrana
kritéria validace dle EMA. V pribéhu valida¢niho procesu nebylo provedeno méteni
stability latky BZ, informace ohledné jeji stability byly pfejaty z Hermana et al., 2020,
kdy koncentrace latky BZ pii stabilitni studii byla odchylena maximalné =+ 15 %
znomindlni hodnoty pti kratkodobém (2 hod pii pokojové teploté), dlouhodobém
(30 dni pti 80 °C) a po tpravé modelu skladovani (24 hod pii 8 °C v autosampleru).

Na zaklad¢ splnéni podminek validace byly tyto metody uspésné aplikovany na
redlné vzorky pochazejici z in vivo experimentu na potkanech. Vzhledem k tomu, Ze
latka BZ byla detekovana v koncentracich vyssich nez LLOQ ve vSech biologickych
vzorcich a ve vSech Casovych intervalech s pozadovanou piesnosti a preciznosti, 1ze
pokladat vysledné extrakcni techniky jako dostatecné efektivni a vhodné pro pouziti

v dané farmakokinetické studii.

5.3 Farmakokinetika latky BZ v télnich tekutinich a tkanich

Na zékladé publikace zaméfené na citlivou detekci latky BZ v plazmé
po i. m. aplikaci (Herman et al., 2020) bylo mozné 1épe definovat poZzadavky na casovy
odbér vzorkd pifi in vivo experimentu na potkanech kmenu Wistar. Pro stanoveni
celkového farmakokinetického profilu latky BZ byly déle odebrany mozek, elimina¢ni

tkan¢ (jatra, ledviny) a Zlu¢.

Dle Angelis et al., 1975, kde byla my$im podana latka BZ v davce 40 mg kg™!,
byla maximalni koncentrace latky BZ v plazmé naméfena v 7. minuté po aplikaci.

Podobné tomu bylo i dle Hermana et al.,, 2020, kde bylo po i. m. podani davek
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2 a 10 mgkg! latky BZ dosazeno koncentraéniho maxima v 5. minuté po aplikaci
(davka 2 mgkg! ~ 0,15 pgml!, davka 10 mg kg! ~ 1,03 ug ml'"). Nase nové ziskana
data o maximalnich koncentracich latky BZ v plazmé odpovidaji jiz dfive
publikovanym informacim. Maximalni koncentrace latky BZ v plazmé zin vivo
experimentu byla namétena ve vzorcich odebranych ve 3. minuté nezavisle na podané
davce (davka 2 mgkg! ~0,2 ugml'!, davka 10 mg kg' ~ 1,9 ug ml'"). Ackoliv byla
maximalni koncentrace latky BZ v plazmé& nalezena jiz po 3 minutach od aplikace, bylo
ji mozné detekovat i po 6 hodinach od aplikace. Latka BZ po svém i. m. tedy velmi
rychle pronikd do systémové cirkulace a diky svym lipofilnim vlastnostem snadno
prostupuje pies biologické bariéry. Stejny trend ohledné rychlosti dosazeni
koncentracniho maxima byl pozorovan také ve vzorcich jaterni (davka 2 mg kg
'~53ugg!, divka 10 mgkg' ~49,0pgg’) a ledvinné tkané (davka2 mgkg!
~3,1 ng g, davka 10 mg kg! ~ 11,8 ng g!). Prvni vzorky Zlu¢i byly odebirany az po
30. minuté od podani latky BZ, kdy byla latka BZ podle odebranych vzorkii v maximu
(davka 2 mg kg' ~ 0,1 pg ml™!, davka 10 mg kg ~ 0,7 pg ml™"). Naméfené koncentrace
latky BZ jak v jatrech, tak v ledvinach, znac¢i dvoji cestu vyluCovani této latky
z organismu. V tuto chvili vSak zadna data ohledné degradace latky BZ in vivo
a popisujici vzniklé produkty metabolismu nejsou k dispozici. U mozkové tkané byla
maximalni koncentrace latky BZ naméfena ve vzorcich odebranych v 5. minuté, opét
nezavisle na davce (ddvka 2 mg kg'~ 0,3 pg g’!, davka 10 mg kg ~ 2,6 pug g ). Pokud
porovname maximalni koncentrace nalezené v plazm¢ a v mozkové tkani (viz tabulka
18.), tak mizeme usoudit, ze latka BZ dobie pronika ptes HEB do mozku, kde je jeji
hlavni centrum plisobeni. Vzhledem k tomu, e jiz pti aplikaci davky 2 mg kg™ dochézi
k vyznamnému ovlivnéni kognitivnich funkei, lze predpokladat, Ze koncentrace
v mozku potiebnd pro vyvolani takového Uc¢inku se fddové pohybuje v desetinach az

jednotkach pg ¢! mozkové tkanég.
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6 Zavér

Kromé potencidlniho vojenského pouziti nasla latka BZ své uplatnéni i ve
farmakologickych modelech Alzheimerovy choroby. Diky svému anticholinergnimu
pusobeni dokdze navodit symptomy tohoto onemocnéni in vivo a umoziuje tak
testovani novych potencidlnich 1é¢iv v ramci preklinického vyzkumu. Avsak dosud
nebyla uvedena publikace tykajici se farmakokinetiky latky BZ a jeji distribuce do
tkani.

V rédmci feSeni této diplomové prace byla uspéSné optimalizovéana extrakce latky
BZ ztélnich tekutin (plazma, Zlu¢) a tkani (mozek, jatra, ledviny). Dale byly tyto
analytické metody zpracovani vzorkii validovdny dle podminek EMA a uplatnény
v in vivo experimentu. Maximalni koncentrace latky BZ v plazmé, jatrech a ledvinach
byla naméfena ve vzorcich odebranych ve 3. minuté (plazma: davka 2 mg kg’
~0,2 pgml!, davka 10 mg kg™ ~ 1,9 pg ml'; jatra: ddvka 2 mg kg! ~ 5,3 ug g, davka
10 mg kg ~49,0 ngg'; ledviny: davka2 mgkg! ~ 3,1 ngg!, davka 10 mgkg’!
~ 11,8 ng g!). U mozkové tkang, ktera je hlavni zdjmovou tkani, tomu bylo ve vzorcich
odebranych v 5. minuté (didvka 2 mgkg'~0,3 ngg!, davka 10 mgkg'~2,6 pgg?)
po i. m. latky BZ. Maximalni koncentrace latky BZ ve zlucové tekutiné bylo naméteno
ve vzorcich odebranych ve 30. minuté (davka 2 mgkg' ¢=0,094 + 0,007 ugml’,
davka 10 mg kg™ ¢ =0,709 = 0,083 pg ml™).

Znalost ¢asového pribéhu a distribuce latky BZ in vivo déale vyznamné poslouZzi
pfi budoucim vytvafeni farmakologickych modelii Alzheimerovi nemoci na Katedie
toxikologie a vojenské farmacie Univerzity Obrany, a to zejména pii stanoveni
optimalni davky latky BZ zvifatim a nastaveni Casového rozmezi pro aplikaci
potencialniho 1é¢iva. Ve snaze objasnit dalsi osud latky BZ v organismu budou také

dale stanoveny a studovany jeji metabolity a jejich moZné ucinky.
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