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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ADR-925 metabolit dexrazoxanu

APCI chemicka ionizacia za atmosférického tlaku

API ioniza¢né techniky pracujuce za atmosférického tlaku

APPI fotoionizacia za atmosférického tlaku

BpdeT 2-benzoylpyridin-4-ethyl-3-thiosemikarbazon

DAD detektor s diodovym pol'om

DFO deferoxamin

DpC di(2-pyridyl)keton-4-methyl-4-cyklohexyl-3-thiosemikarbazon

Dp44mT di(2-pyridyl)keton-4,4-dimethyl-3-thiosemikarbazon

ESI ionizacia elektrosprejom

HILIC chromatografia zaloZzena na hydrofilnych interakciach

IS vnutorny Standard

LLE extrakcia kvapalina-kvapalina

MF mobilna faza

MS hmotnostna spektrometria

NMR nuklearna magneticka rezonancia

N4mT 2-hydroxy-1-naftylaldehyd-4-methyl-3-thiosemikarbazon

PEG 300 polyethylenglykol 300

PIH pyridoxal-isonikotinoylhydrazon

PKIH di(2-pyridyl)keton-isonikotinoylhydrazon

ROS reaktivne formy kysliku

RR ribonukleotid reduktaza

SIH salicylaldehyd-isonikotinoylhydrazon

SPE extrakcia na pevnej faze

UHPLC ultra vysokoucinna kvapalinova chromatografia

QTOF hydridny analyzator tvoreny kvadrupdlom a analyzatorom
doby letu
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Uvod

Neustale napredujtci proces vyskumu a vyvoja novych lieCiv, ako aj snaha
0 zlepSenie bezpecnosti a ucinnosti farmakoterapie kladu stale vacsi doraz na
vyuzitie modernych analytickych technik pre hodnotenie lie¢iv. Vysokoucinna
kvapalinova chromatografia (HPLC) ma v analyze lieCiv dominantné postavenie,
pretoze patri medzi robustné techniky, umoziujuce dosiahnutie G¢innej separacie
vacsiny analytov pritomnych vo vzorku, a zaroven ich kvalitativne aj kvantitativne
hodnotenie. Pokroky vo vyvoji stacionarnych faz a detekénych technik umoziujt
vyrazne skratit’ ¢as analyzy, a zaroven ziskat’ celé spektrum informacii o povahe
analytov pritomnych v komplexnych vzorkach aj vo vel'mi nizkych koncentraciach.

Navzdory vyraznému pokroku v moznostiach liecby st naddorové ochorenia
stale evidované Svetovou zdravotnickou organizaciou medzi desiatimi najcastej$imi
pri¢inami Gmrtia. Predpokladany narast v incidencii iba d’alej zvyraziiuje potrebu
vyvoja novych aucinnych cytostatik. NajnovSie vyskumy poukazuji na slubny
potencial pristupu zalozeného na selektivnom vychytavani zZeleza, ktory by mohol
vyraznou mierou prispiet k zlepSeniu progndézy u pacientov S nadorovymi
ochoreniami rezistentnymi vo¢i Standardnej chemoterapii. Tento mechanizmus
antiproliferativného pdsobenia je aktivne rozvijany u novej skupiny potencidlnych
lieciv Struktirne odvodenych od thiosemikarbazonu. Ich vyvoj sa postupne dostava
do faze zameranej na $tadium ich osudu v organizme. Preto je d’alsi pokrok v tejto
oblasti vyraznou mierou zavisly na dostupnosti vhodnych analytickych metod pre
hodnotenie tychto potencialnych lie¢iv v biologickom materiali.

Princip chelaticie Zeleza je taktiez spominany aj v pripade mechanizmu
kardioprotektivného uc¢inku dexrazoxanu — jediného klinicky dostupného lieciva,
schopného chranit’ myokard pred toxickym pdsobenim antracyklinovych cytostatik.
Predpoklada sa, ze jeho c¢inok je sprostredkovany chelata¢nou aktivitou jedného z
metabolitov, no tato hypotéza nebola doposial' jednoznac¢ne potvrdena. Nedavne
Studie navySe poukazali na moznost’ zapojenia odliSnych principov. Detailné Stidium
mechanismu u¢inku je do istej miery brzdené nedostatkom v bioanalytickom
hodnoteni tohto lieCiva a jeho metabolitov v mieste jeho posobenia — V srde¢nom

tkanive.

Naplilou teoretickej Casti tejto dizertacnej prace je predstavenie metodiky
vyuzite] v experimentalnej Casti. Pozornost je venovana historickému vyvoju a

postaveniu HPLC vo farmaceutickej analyze, definicii zakladnych charakteristik
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Uvod

separacného procesu, hlavnym aspektom vyvoja metdody od vyberu vhodnej
kombinacie stacionarnej amobilnej fazy, detekénej techniky, cez tpravu
biologického vzorku a konecnej validicie bioanalytickej metddy. Nasledne su
Vv struc¢nosti uvedené aspekty vyvoja HPLC smerom k modernému UHPLC.
Teoreticka Cast’ d’alej pokraCuje v predstaveni vyznamu a toXicity zeleza
v l'udskom organizme, na c¢o nasledne nadvizuje podrobnd charakteristika
biokompatibilnych chelatorov zeleza odvodenych od thiosemikarbazonu, ktoré boli
vramci dizertatnej prace analyzované. Pozornost je venovana objasneniu
mechanizmu ich u¢inku a popisu jeho systematického vyvoja. Nakoniec je
diskutovana problematika analytického hodnotenia dexrazoxanu a jeho polarnych

metabolitov.

Experimentalnu Cast’ tvori komentér k piatim pévodnym vedeckym pracam.
Styri prace boli publikované v &asopisoch simpakt faktorom, zatial &o jedna je
Vv st¢asnosti v recenznom konani. Prvy celok experimentdlnej Casti sa venuje
analytickému hodnoteniu chelatorov Zeleza odvodenych od thiosemikarbazonu. Tato
praca priamo nadvizovala na vyvoj novych protinadorovych lieciv, ktory prebieha
pod vedenim prof. Richardsona na Univerzite v Sydney. V tGvodnej faze boli
vyvinuté a validované HPLC-UV metddy pre hodnotenie in vitro stability u dvoch
novych potencialnych lieciv (2-hydroxy-1-naftylaldehyd-4-methyl-3-
thiosemikarbazonu - NAmT a di(2-pyridyl)keton-4,4-dimethyl-3-thiosemikarbazonu -
Dp44mT) v plazme, ktora bola zaroven porovnana so stabilitou pyridoxal-
isonikotinoylhydrazonu - materskej latky ich aroylhydrazonovych predchodcov.
Nasledne bola vyvinutd a validovand HPLC-MS/MS metoda schopna kvantifikéacie
E/Z izomérov 2-benzoylpyridin-4-ethyl-3-thiosemikarbazonu (Bp4eT). Metoda bola
aplikovana do $tadia rozpustnosti Bp4eT vo vodnych médiach a pouzita pre navrh
vhodnej farmaceutickej formulacie pre intraven6zne podanie tejto latky. Formulacia
bola vzapiti vyuzita v d’alSej $tadii, v ktorej sme u Bp4eT pomocou HPLC-MS/MS
metody navrhli Struktury metabolitov 1. faze, ktoré boli detegované in vitro aj
invivo. Posledna praca prvého celku je venovana novo pripravenému
thiosemikarbazonovému  analogu,  di(2-pyridyl)keton-4-methyl-4-cyklohexyl-3-
thiosemikarbazonu (DpC), u ktorého bol detailne hodnoteny in vitro metabolizmus 1.
a 2. faze pomocou UPLC-QTOF metody.



Uvod

Druhy celok sa venuje $tudiu moznosti separacie a popisu mechanizmu
retencie dexrazoxanu ajeho metabolitov v HILIC modéde za podmienok

kompatibilnych s hmotnostnou detekciou.
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Ciel prace

Ciel'om tejto dizertacnej prace bolo vyvinut’ analytické techniky, ktoré by boli
vyuzité pri vyvoji novych potencialnych lieciv, pripadne dopomohli k objasneniu
mechanizmu u¢inku u lieciva klinicky uzivaného. Prvy tematicky celok je zamerany
na analytické hodnotenie chelatorov zeleza odvodenych od thiosemikarbazonu,
druhy celok sa venuje analytickému hodnoteniu klinicky uzivaného dexrazoxanu

a jeho metabolitov.

Ciel’om prvého tematického celku experimentalnej prace bolo:

1. Vyvinat' a validovatt HPLC-UV metody pre hodnotenie in vitro stability u
dvoch novych potencialnych lie¢iv  (2-hydroxy-1-naftylaldehyd-4-methyl-3-
thiosemikarbazonu - NAmT a di(2-pyridyl)keton-4,4-dimethyl-3-thiosemikarbazonu -
Dp44mT) v plazme a porovnat’ ju so stabilitou u aroylhydrazonovych predchodcov.

2. Vyvinit' a validovat HPLC-MS/MS metdédu schopni kvantifikacie E/Z
izomérov 2-benzoylpyridin-4-ethyl-3-thiosemikarbazonu (Bp4eT), aplikovat’ ju do
stadie jeho rozpustnosti vo vodnych rozpustadlach a sucasne navrhnat vhodnu
formuléciu pre intravendzne podanie tejto latky.

3. S vyuzitim HPLC-MS/MS navrhnat' $truktary hlavnych metabolitov 1. faze
vznikajucich in vitro aj in vivo u Bp4eT.

4. Strukturne charakterizovat’ hlavné in vitro metabolity 1. a2. faze u di(2-
pyridyl)keton-4-methyl-4-cyklohexyl-3-thiosemikarbazonu (DpC) pomocou UPLC-
QTOF.

Ciel'om druhého tematického celku experimentalnej prace bolo:
1. Studovat’ moznosti vyuzitia HILIC modu a popisat’ mechanizmus retencie pri
analyze dexrazoxanu a jeho polarnych metabolitov za podmienok kompatibilnych
s MS detekciou.
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Teoreticka cast’

3.1. Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

3.1.1. Historicky vyvoj a vyznam vo farmaceutickej

analyze

Chromatografia je fyzikalno-chemickd metoda vyuzivana za UCelom
rozdelenia komplexnej zmesi latok. Princip separacie spociva v roznej interakcii
analytov rozpustenych v pohyblivej (mobilnej) faze s povrchom nepohyblivej
(stacionarnej) faze.

Z hladiska charakteru mobilnej faze a spdsobu jej pohybu sa chromatografia

primarne rozdel'uje na 5 skupin (Tabulka 1) (1).

Mobilna fdza | Transport MF Stacionarna faza
(MF)
plynova plyn tlak pevna latka,
kvapalina
kvapalinova kvapalina tlak pevna latka
superkriticka superkriticka | tlak pevna latka
kvapalina
tenkovrstevna kvapalina kapilarne sily pevna latka
kapilarna kvapalina elektroosmoticky | pevna latka
elektrochromatografia tok

Tabul’ka 1: Zakladné rozdelenie chromatografie

Aj ked’ boli techniky blizke chromatografii vyuzivané uz davno v historii, ich
princip bol prvykrat detailne $tudovany a publikovany v roku 1903 rusko-talianskym
botanikom Tswetom, ktory ako prvy pozoroval vznik farebnych zon po separacii
rastlinnych pigmentov (2). Po tvodnej faze nedovery knovej technike boli
chromatografické metoédy postupne vyvijané, ¢o nakoniec vyustilo v 60-tych rokoch
minulého storoCia  k predstaveniu  konceptu  vysokoucinnej  kvapalinovej
chromatografie  (high-performance  liquid chromatography, HPLC) Prof.

C. Horvathom. Ten ako prvy prisiel s nagpadom stacionarnej fazy skladajicej sa
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Teoreticka cast’

zmalych poréznych sklenenych gulic¢iek, ktord vykazovala vysSiu separaént
ucinnost. Takato napln vSak viedla k podstatnému zvySeniu odporu pre pohyb
mobilnej fazy v podobe kvapaliny, ¢o zaroven vyzadovalo pouzitic pristroja

schopného poskytovat’ konstantny tok za vysokého tlaku (1).

Vysokoucinnd kvapalinovd chromatografia patri medzi zdkladné analytické
nastroje v oblasti farmaceutickej analyzy. Jej vyuzitie zac¢ina uz vo faze vyskumu
a vyvoja novych lieCiv, pretoze dostupnost’ analytickych dat ma vyznamny vplyv na
efektivitu tohto procesu, ato uz od identifikacie nového potencidlneho lieCiva, cez
optimalizaciu jeho $truktirnych vlastnosti, az po hodnotenie stability a jeho osudu v
organizme. TaktieZ sa vyuzivaju pri vyvoji vhodnej lickovej formy a nasledne k
zaisteniu a kontrole kvality substancii a lieCivych pripravkov. Ich vyuzitie pokracuje
aj vo faze klinického uzivania lieCivého pripravku pri terapeutickom monitorovani

lieGiv (3, 4).
3.1.2. Zakladné suéasti HPLC chromatografu

Zasobniky mobilnej faze — umoznuji pojat’ dostatoéné mnozstvo mobilnej
faze za ucelom kontinualnej prevadzky. MF je najCastejSie tvorena dvomi zlozkami,
ktoré sa lisia v elucnej sile, ¢ize schopnosti vymyvania analytu (1, 5).

Odplynova¢ mobilnje faze (degasser) — umoZziuje odstranit’ zvysky plynov
Vv mobilnej faze, ¢im sa znizi vplyv objemovej kontrakcie pri vysokom tlaku, a tak
zvysi reprodukovatelnost’ analyz (1).

Pumpy — zaistuju konStantny a nepretrzity tok mobilnej faze s minimom
pulzacii (6).

Injektor — jeho tlohou je nastrek analyzovanej vzorky do mobilnej fazy pred
jej vstupom do kolony. Je sucastou automatického davkovaca, Co je zariadenie
schopné uchovavania a manipulacie vel'’kého mnozstva vzoriek (1).

Kolona — ocelova, pripadne plastova trubica obsahujica stacionarnu fazu.
Analytické kolény maju vacsinou priemer 3-4,6 mm a dizku 30-250 mm, pricom
trendom je ich postupné zuZovanie a skracovanie (6). Pre niektoré typy analyz su tieZ
vyuzivané kolony kapiladrne. Kolona patri medzi najdolezitejSiu sucast’ kazdého

HPLC systému, pretoze umoznuje dosiahnutie separacie analytov. V stucasnosti je
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Teoreticka cast’

komer¢ne dostupnych niekolko tisic druhov HPLC kolon liSiacich sa jednak
rozmermi, ale hlavne typom stacionarnej faze (1).

Detektor — zariadenie vyuzivané pre kontinualne snimanie fyzikalnych prip.
chemickych vlastnosti mobilnej fazy po jej vystupe zkolony, atym Kk detekcii
analytov, ktoré su v nej rozpustené. (1).

Kontrolny systém — jedna sa spravidla o pocita¢ vybaveny prislusnym
chromatografickym softvérom. Sluzi na ovladdanie jednotlivych sucasti HPLC
systému podl'a poziadaviek operatora, a zarovenl sa vyuziva pre zber, uchovavanie

a spracovanie dat (1).
3.1.3. Zakladné charakteristiky separacéného procesu

Retenc¢ny ¢as (tg) — jedna sa o vzdialenost’ maxima piku od doby nastreku
vzorku na kolénu vyjadreni Vv Case. Retenény ¢as je jednou zo zékladnych
kvalitativnych charakteristik analytu. Neberie vSak do tvahy objem mobilnej fazy
Vv kolone a systéme, a tym casové oneskorenie od nastreku az po samotnu detekciu —
tzv. mitvy retenény ¢as (tp), ¢o je vlastne retenény ¢as na kolone nezadrziavaného
analytu. Z tohto hladiska nachadza vyhodnejSie uplatnenie redukovany retenény

¢as (tg), pre ktory plati vztah:

tr = tr — to [1]

Redukovany retencny Cas tak priamo charakterizuje dobu, pocas ktorej sa
anylyt nachadza v interakcii so stacionarnou fazou (1, 2).
Reten¢ny faktor (k) — nickedy sa oznaCuje tiez ako kapacitny faktor,

vypocitava sa podl'a vzorca:

th— to tg

k = =
t t [2]

Retencny faktor popisuje retencné chovanie analytu nezavisle na prietoku
mobilnej fazy a rozmeru kolony, ¢im umoznuje jeho objektivne postudenie (1).

Utinnost’ — analyt sa po nastreku na kolénu pohybuje v zéne, ktora sa podas
chromatografického procesu postupne rozsiruje, pricom u¢innost’ definuje stupen jej

rozsirenia. Jedna z metdd hodnotenia ucinnosti kolony predpoklada, ze sa v kolone
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Teoreticka cast’

vyskytuju hypotetické oddelené vrstvy s definovanou vySkou, nazyvané teoretické
prienradky. V nich sa analyt vyskytuje v limitovanom ¢asovom useku v rovnovahe
medzi stacionarnou a mobilnou fazou. Pocet teoretickych priehradiek (N) sa
vypocitava podl'a vzorca:

2

t
N = 5,545 (L) [3]
Wh

w,, = Sirka piku v polovici jeho vysky vyjadrena ¢asom.

V pripade porovnania G&innosti kolon s rozdielnou dizkou je vhodné vyuzit
parameter vySkovy ekvivalent teoretickej priehradky (H).

H= L 4

L = dizka kolény (m).

Nizsia vysSka teoretickej priehradky, pripadne vyss$i pocet teoretickych
priehradiek v kolone znamena vyssiu uc¢innost’ (1).

Selektivita (o) — vyjadruje schopnost’ chromatografického systému rozlisit’
dva rozdielne analyty. Vyjadruje sa z pomeru retenénych faktorov dvoch analytov
(k1 k2) (2):

ks

‘= [5]

Rozlisenie (R) — popisuje separaciu dvoch pikov, avSak oproti selektivite je
tato charakteristika objektivnejSia, pretoze berie do ivahy aj G€innost’ vyjadrenu

pomocou Sirky piku. Vypocitava sa zo vzt'ahu:

trz — tr1

R=222 R [6]

w, + wy

tr1, trz = retencné Casy pikov,

wq, W, = 8irky pikov pri zdkladnej linii vyjadrené ¢asom.

Pre dosiahnutie separacie dvoch pikov na zakladnt liniu je zvycajne
dostacujuca hodnota rozlisenie 1,5 (1, 7).
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Teoreticka cast’

3.1.4. Kvalitativna a kvantitativha analyza

Zakladnou kvalitativnou charakteristikou analyzovanej latky je jej retencny
Cas. Zhoda retencného casu analytu asStandardu pri analyze v jednom
chromatografickom systéme vsak nie je povazovana za dostato¢ny ddkaz totoznosti
ich chemickych $truktar. Preto su v suc¢asnosti s vyhodou vyuzivane detektory, ktoré
umoziuju porovnat’ aj Specifické vlastnosti eluovanych latok (napr. absorpéné
a hmotnostné spektrum), atym priniest dalSie informacie o charaktere analytu
a potvrdit’ tak jeho totoznost’ (5).

V pripade kvantitativneho hodnotenia je najddlezitej$im parametrom plocha,
eventualne vyska piku. Pre kvantitativne stanovenie sa vyuZzivaju tieto metody:

1. Metéda vonkajSieho Standardu — plocha piku stanovovanej latky
v skusanom vzorku sa porovna S plochou piku rovnakej latky v porovnavacom
vzorku (8).

2. Metoda vnutorného Standardu — do skuSaného a porovnavacieho vzorku sa
prida vnutorny Standard (internal standard, 1S), ktorym je spravidla Struktirne
podobna latka eluovana blizko hodnoteného analytu. Nasledne sa vyhodnocuje
pomer ploch piku analytu a vnitorného Standardu v skisanom vzorku s analogickym
pomerom ziskanym analyzou porovnavacicho vzorku (8). V pripade pouzitia
hmotnostného detektoru je preferovanym IS izotopicky znaceny Standard
stanovovanej latky (izotopolog), ktory ma identicku retenciu ako hodnoteny analyt,
avSak posun v hodnote m/z (9).

3. Metoda normalizacie — obsah skimanej latky je vyjadreny ako percentudlny
podiel z plochy vsetkych pikov, pricom za zanedbaji piky rozptstadiel a ostané piky
pod limitom zanedbatel'nosti (8).

4. Kalibraény postup — stanovi sa vztah medzi odozvou signalu
a koncentraciou stanovovanej latky. Nasledne sa vypocita kalibraéna funkcia, ktora

sa vyuzije pre vypocet koncentracie neznameho vzorku (8).
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3.2. Vyvoj HPLC metody

HPLC metdédy mozu byt vyuzité v celej Skale aplikacii, preto je dolezité
definovat’ jej parametre a ciele hned’ v avodnej faze ich vyvoja. Pri analyze zname;j
latky moze byt metodda selektivne optimalizovand na rychlost’ analyzy, spotrebu
rozpust'adiel, citlivost’ atd’. Na druhej strane, v pripade potreby analyzy neznamych
latok s roznymi fyzikalno-chemickymi vlastnostami (metabolické Studie, Stidie
rozkladnych produktov atd.) je dolezitym predpokladom pouzitej metody
univerzalnost. Ddlezitym hladiskom je dostupné mnozstvo a aj samotna povaha
vzorku, ktory modze mat charakter Cisttho Standardu ale aj formu
multikomponentného vzorku alebo komplexnej biologickej matrice. V ivodnej faze
vyvoja HPLC metody je preto vhodné vziat' do uvahy vSetky tieto aspekty
a dokladne zhodnotit® vyber stacionarnej faze, modu analyzy, detekénej

techniky i metédy apravy vzorku (6).
3.2.1. Kolény a stacionarne fazy

Zakladnou ulohou stacionarnej fazy ja zadrziavat’ analyt, preto je vhodné, aby
tento proces prebiehal na ¢o najva¢Som povrchu. Podla charakteristiky sorbentu
a rozmerov sa kolony rozdel'uju na tri zakladne typy:

1. Napliiové — stacionarna faza je tvorena malymi, idealne pravidelne gulatymi
Casticami. V stcasnosti sa vel'kost’ ¢astic v HPLC pohybuje v rozmedzi 3 — 5 um,
priom je tendencia vyuzivat mensie &astice, ¢im sa zvysi povrch sorbentu. Dalgie
vyrazné zvacsenie povrchu, az do velkosti 400 mZ/g, je docielené pritomnostou
porov (1).

Novym trendom st Castice skladajuce sa z tuhého jadra obaleného tenkou
vrstvou sorbentu. Mensia difizna draha v stacionarnej faze umoziuje dosiahnut
vyssu ucinnost’ a nizsi spatny tlak (10).

2. Monolitické — stacionarna faza je tvorenad jednym kusom sorbentu, ktory je
pripravovany priamo Vv koléone avyznacuje sa velkou hustotou poérov
(makropory: <8 pm; mesopoéry: 10 — 12 nm). Vyhodou monolitickych kolon je kratsi
¢as analyzy v porovnani s Casticovymi kolénami a vyssia u€innnost’, no neziaducim

aspektom je vysSia spotreba rozpustadiel (1, 11, 12).
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3. Kapilarne — su tvorené tenkou kapilarou (vnttorny priemer zvycajne do
100 pm), u ktorej moze byt stacionarnou fazou napliovy alebo monoliticky sorbent,
pripadne iba vnutorny povrch kapilary. Ich vyuzitie je oproti monolitickym

a naplnovym kolénam minoritné (1, 13).

Vzhl'adom na dosiahnutie opakovatelnej separacie pri Castokrat extrémnych
fyzikalnych a chemickych podmienkach (vysoky tlak, rézna hodnota pH), ktoré
moézu viest' k poskodeniu Struktury sorbentu, je kladeny velky dobraz na jeho
odolnost’ apritom moznost modifikdcie povrchovych funkénych skupin.
Najrozsirenej$im zakladnym materidlom pre HPLC sorbenty je silikagel. Jeho
fyzikalno-chemické vlastnosti boli detailne popisané, atak je mozné pripravit’
sorbent s presne definovanymi vlastnostami (tvar Castic, velkost' Castic a poérov,
distribucia velkosti castic apdrov, atd.), C€o vyraznou mierou prispieva
k opakovatelnosti analyz. Povrch silikagelu je husto pokryty silanolovymi
skupinami, ktoré je mozné selektivne modifikovat’. Prakticky je v§ak mozné docielit’
obmenu max 50% silanovych skupin, ¢o sa mdze nasledne prejavit’ pri separatnom
procese vzhladom na ich vysokt polaritu apripadni interakciu s bazickymi
analytmi. DalSou nevyhodou silikagelu je jeho hydrolyza pri vy$som pH (>8)
ateplote (>40°C), ¢o viedlo k priprave hybridnych silikagelov. Jednym z nich je
silikagel so zabudovanymi organickymi Skupinami, ktory je stabilnejs$i vo¢i zmenam
pH, a zaroven sa u neho prejavuje v mensej miere efekt vol'nych silanolovych skupin
(1, 14, 15).

Neziaduce vlastnosti silikagelu viedli taktiez Kk vyvoji alternativnych
materialov pre HPLC sorbenty. Z dovodu vyssej pH stability (pH 1-13) nasli
uplatnenie polymérne sorbenty. Ich nevyhodou je vSak nizS§ia chromatograficka
ucinnost’ sposobend pritomnostou mikropdrov, nachylnost’ k bobtnaniu polyméru
vplyvom organickej zlozky v mobilnej faze a niz§ia mechanicka odolnost’. Dal§imi
vysoko chemicky a teplotne odolnymi materialmi st oxidy kovov (titan, zirkon,
hlinik). Vzhl'adom k chemickému charakteru tychto materialov je modifikacia

povrchu v porovnani so silikagelom zlozitejsia (14, 15, 16).
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3.2.2. Separaéné mody

Chromatografia na normalnej faze

Z historického hladiska je to najstar$i separacny systém, ktory vyuziva
polarnu staciondrnu a nepolarnu mobilnu fazu. Prvotnym sorbentom bol silikagel,
ktory na svojom povrchu obsahuje voI'né silanolové skupiny udel'ujice mu polarny
charakter. Postupom ¢asu boli tieto skupiny modifikované naviazanim réznych inych
polarnych funkénych skupin, z ktorych sa v sti¢asnosti najviac vyuziva kyano, diol
aamino skupina. Mobilnou fazou je najéastejSie nepolarne rozpustadlo (hexan,
heptan atd’.) s menSim pridavkom polarneho rozpustadla (ethanol, isopropanol,
tetrahydrofuran atd’.), ktoré upravuje elu¢nt silu MF. Hlavnym principom separacie
je adsorpcia analytu na povrch stacionarnej faze. Tento chromatograficky maod je

vhodny hlavne pre separaciu polarnych analytov (1, 6).

Chromatografia na reverznej faze

Jedna sa prakticky o opak systému zaloZzeného na normalnej faze, tzn.
stacionarna faza ma nepolarny charakter, zatial ¢o MF je polarna. Polarita
stacionarnej faze je znizend modifikaciou zakladného sorbentu (silikagelu) réznymi
nepolarnymi funkénymi skupinami. NajcastejSie st to alifatické nerozvetvené
retazce s roznym poc¢tom uhlikov, od ¢oho sa odvodzuje aj samotny nazov sorbentu
(napr. C8, C18). Ako mobilna faza sa pouziva vodny roztok menej polarneho
organického rozpustadla (napr, acetonitril, methanol), ktoré ma v tomto mode vyssiu
elucnu schopnost’. Na rozdiel od normalnej faze je retencia zaloZzend na rozdelovani
amoze byt regulovana nizkoenergetickymi interakciami. Preto je separdciu mozné
upravovat’ tieZ malymi zmenami v zloZeni mobilnej fadze (napr. zmenou pufru, pH,
teploty). Aj z tohto dovodu patri chromatografia na reverznej faze medzi vObec
najrozsirenejsi systém vyuzivany pre analyzu cca 90% nizkomolekularnych latok (1,

6).

Superkriticka chromatografia

V podstate to je chromatografia na normélnej faze stym rozdielom, Ze
mobilnou fazou je superkriticka kvapalina, ktord vykazuje tokové vlastnosti plynu pri

zachovani solvatacnych vlastnosti porovnatelnych s kvapalinou. NajcastejSie sa
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vyuziva oxid uhli¢ity s pridavkom polarneho modifikatoru, ktorym je mozné
kontrolovat’ elu¢nt schopnost MF. Vyhoda tak spoc¢iva v nizsej viskozite a lepSich

difiznych vlastnostiach, ¢o sa prejavuje vo vyssSej ucinnosti separacie. (1, 6).

HILIC (Hydrophilic interaction liquid chromatoqgraphy)

Jedna sa opdt o obmenu chromatografie na normalnej faze a je vhodna
predovsetkym pre analyzu polarnych latok a analytov idnového charakteru (1, 17).
Ako sorbent je taktiez vyuzivany Cisty silikagel, ktory mdze byt modifikovany
roznymi polarnymi funkénymi skupinami (napr. amino, amido, hydroxy, kyano)
pripadne zwiterionmi (napi. sulfoalkylbetainovou skupinou) (18). Rozdiel spociva
Vv zloZeni mobilnej faze, ktora sa najcastejSie sklada z 5-40% vodného roztoku pufru
Vv acetonitrile. Funkciu silnejSicho elu¢ného ¢inidla v tomto pripade zastupuje voda
1, 17).

Mechanizmus retencie, prvykrat prezentovany Alpertom v roku 1990, bol
zalozeny na predpoklade vytvorenia tenkej vrstvy vody na povrchu poléarnej
stacionarnej faze, do ktorej difunduju polarne analyty zo samotnej mobilnej fazy, ¢im
sa vyuziva princip rozdelovania (18). Dalsie $tudie navyse poukazali na moznost
zapojenia i6novych a hydrofobnych interakcii medzi stacionarnou fazou a analytom
Vv zavislosti na jeho $truktire a experimentalnych podmienkach (17, 19).

V porovnani s chromatografiou na reverznej faze je poradie elucie
analytov spravidla opac¢né. Vzhladom na tuto komplementaritu je Ccasto
kombinovana uprava vzorku pomocou SPE na reverznych fazach s HPLC analyzou v
HILIC mode. Vyhodou je tiez mozZnost’ priamo nastrekovat’ eludt po extrakcii na
SPE kolonkach bez rizika straty symetrie pikov. Vysoky obsah organickej zlozky je
zaroven vyhodny pre dosiahnutie vySSej citlivosti pri hmotnostnej detekcii (20).
Medzi d’alSie pozitiva vyuzitia HILIC patri lep$i tvar pikov bazickych analytov a
moznost’ analyzy pri vy$Som prietoku mobilnej fazy vzhladom na niz$iu viskozitu

organického rozpustadla (19).

lonexova chromatoqgrafia

Vyuziva sa hlavne pre analyzu iénov, pripadne ionizovatenych analytov.
Separacia spociva v interakcii nabitého analytu s opac¢ne nabitou funkénou skupinou
naviazanou na staciondrnej fdze. T4 moéze mat’ podl'a velkosti ndboja charakter tzv.

slabého, pripadne silného meni¢a idénov. Separacia je ovplyviiovana velkostou
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naboja na sorbente, pripadne modifikatorom pritomnym v mobilnej faze, ktory moze
kompetitivne interagovat’ s analytom. U slabych menicov sa k tomu navys$e pripaja

moznost’ tpravy pH MF (1, 6).

Chiralna chromatografia

Patri medzi Specialne typy HPLC uplatiujice sa pri analyze opticky
aktivnych lie¢iv. Chiralna separacia je dosiahnutd priamo chemickou modifikaciou
stacionarnej fazy, pripadne pridavkom tzv. chiralneho selektoru (napr. Pirklové fazy,

crown cthery, proteiny, polysacharidy, antibiotika) do mobilnej fazy (1).
3.2.3. Izokraticka a gradientova separacia

Délezitym parametrom HPLC metoédy je zloZenie mobilnej faze pocas
analyzy, preto mozeme z tohto pohl'adu sposoby separacie rozdelit’ na dve zakladné
skupiny:

1. lzokraticka - zlozenie mobilnej fazy je po celii dobu analyzy rovnaké.
Vdaka konStantnym podmienkam st separacie obvykle reprodukovatelnejsie
a reten¢né chovanie analytov je viac predvidatelné. Nevyhodou moze byt dlhsi Cas
analyzy u vel'mi zadrziavanych analytov, pripadne nizsia G¢innost’ (1).

2. Gradientova — zloZenie mobilnej fazy sa pocas analyzy meni, priCom jej
eluéna sila postupne stipa. Vyhoda gradientu spociva v urychleni vymytia silne
zadrziavanych analytov, zvySeni u¢innosti a pripadne rozlisenia. Gradientova elicia
v§ak nemusi automaticky viest' ku skrateniu celkovej doby analyzy, pretoze pred
zaCiatkom analyzy je vzdy potrebné ekvilibrovat zloZenie mobilnej fazy na
pociatoéné podmienky. Dalsim limitujucim faktorom méze byt znizena Zivotnost

kolony sposobena ¢astymi zmenami Vv zlozeni mobilnej fazy (6).
3.2.4. Detekéné techniky

HPLC detektory je mozné rozdelit’ do dvoch zakladnych kategorii:
a) selektivne — reaguju na ur€ita fyzikalno-chemick vlastnost’ analytov
b) univerzalne — reaguji na vSetky analyty bez ohl'adu na ich fyzikalno-

chemické vlastnosti.
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Idealny detektor by mal disponovat’ nasledujicimi parametrami:

e univerzalnost’ou

e vysokou citlivost'ou

e Sirokym linedrnym rozsahom, tzn. schopnostou poskytovat linearnu
zavislost odozvy na koncentracii analytu v ¢o najva¢Som koncentratnom

rozpati

nezavislostou odozvy na teplote a zlozeni mobilnej fazy (1).

Spektrofotometrické detektory

V sticasnosti su hojne vyuzivané vo farmaceutickom priemysle (1). Maju
siroky linearny rozsah (10° — 10%), st citlivé (10 az 10 g.ml™) a samotna detekcia
je relativne malo ovplyviiovana zloZzenim mobilnej fazy ¢i teplotou (1, 6, 21).
Pracuju na principe detekcie absorbancie (A), ktora je podl'a Lambert-Beerovho

zakona pri pouziti monochromatického svetla priamo imerna koncentrécii latky:
A=c¢cl [7]

e — molarny absorpény koeficient (1. mol™.cm™)
c — koncentréacia (mol.I™")

1 — §irka mernej cely (cm) (22)

NajcastejSie sa vyuziva absorpcia v UV oblasti (190 - 400 nm), ktorej
predpokladom  je  pritomnost  chromoforu v podobe dvojitej vézby,
pripadne nesparovaného elektronu (napr. Br, I, S). Pre ziskanie najlepSej odozvy je
vhodne zvolit' vinovii dizku v maxime absorbancie analytu, pripadne je mozné
pouzit' detektor s diodovym polom (diode-array detector, DAD), ktory je schopny
detekcie celého absorpéného spektra (6).

Hmotnostné detektory

Hmotnostna spektrometria (mass spectrometry, MS) patri v suc¢asnosti medzi
najperspektivnejsie analytické techniky. Detektory vyuzivajace princip MS vynikaju
svojou vysokou citlivostou (10 - 10% gml?), selektivitou, rychlostou
a moznost'ou vyuzitia v Struktirnej analyze (23). Detekcia je zalozena na schopnosti

detektoru zaznamenavat hmotnostné spektrum, cize relativne mnozstvo idénov
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Vv zavislosti na pomere hmotnosti k po¢tu nabojov (m/z). Hmotnostny spektrometer
pozostava z troch zakladnych cCasti:

a) iénovy zdroj

b) hmotnostny analyzator

c) detektor (24).

» 16novy zdroj

Jeho zakladna funkcia spoéiva v prevedeni neutralnych molekul analytu do
ionovej formy (23). V spojeni s HPLC viom navySe dochadza k odstraneniu
mobilnej fazy pri zachovani dostato¢ného mnozstva ionov analytu. V sucasnosti
existuje cela rada ionizacnych technik, ktoré je mozne volit’ hlavne podl'a fyzikalno-
chemickych vlastnosti analytu (predevsetkym polarity a molekulovej hmotnosti).
Pri HPLC-MS sa najviac vyuzivaju ioniza¢né techniky pracujace za atmosférického
tlaku (atmospheric pressure ionisation, API) - ionizacia elektrosprejom, chemicka
ionizacia za atmosférického tlaku a fotoionizacia za atmosférického tlaku (25).

a) Ionizacia elektrosprejom (electrospray ionisation, ESI) — eluent je
vystaveny vysokému napitiu (3 — 6 kV) asucasne je zmlzovany pradom plynu,
najcastejSie dusikom. Tedria vzniku nabitych Ccastic nie je uplne jasnd, no
predpoklada sa, Zze kvapky nabitého aerosélu sa postupne zmensuji az U nich
nakoniec dojde k prebytku nabitych castic anasledne k ich uvolneniu (tzv.
coulombicka explozia). Najéastejsie dochddza k vzniku iénov [M+H]", [M-HT,
roznych aduktov (napr. [M+Na]®, [M+K]") a v pripade pritomnosti viacerych
ionizovatel'nych skupin existuje moznost’ vzniku viacnasobne nabitych iénov (23).
Preto je mozné pomocou ESI ionizovat’ i vysokomolekularne latky (> 1 MDa) (24).
Vzhl'adom na pritomnost molekularneho i6nu a nizku fragmentaciu sa ESI radi
medzi Setrné ioniza¢né techniky. Je vhodna pre analyzu polarnych az iénovych
zltéenin (26).

b) Chemicka ionizacia za atmosférického tlaku (atmospheric pressure
chemical ionisation, APCI) — eluent je rozpraseny vo vyhriatej komore pomocou
plynu anasledne je zbytok aerosolu nabity koréonovym vybojom (4 — 6 kV).
Primarne dochadza k nabitiu zloZziek mobilnej fazy, a tie nasledne ionizuju analyt.
APCI je taktiez Setrna ioniza¢na technika, pomocou ktorej vznikaji hlavne iony

[M+H]" a [M-H], tvorba aduktov a viacnisobne nabitych i6nov je minimalna.
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Technika je vhodna pre analyzu nizko a stredne polarnych analytov do molekulovej
hmotnosti cca 1500 Da (23). Je optimalna pre spojenie s HPLC, pretoze je schopna
pracovat pri prietoku 0,2 - 2 mlmin? avporovnani s ESI je menej citliva
k pritomnosti soli a efektu matrice (24, 26).

c) Fotoionizacia za atmosférického tlaku (atmospheric pressure photo
ionisation, APPI) — jej princip je analogicky Kk APCI, ibaze koronovy vyboj je
nahradeny UV ziarenim (24). Jeho energia postauje na ionizaciu vacsiny
organickych latok, no nie pre zlozky mobilnej faze, ¢im vznika CistejSie spektrum
(23). V porovnani s ostatnymi API technikami je APPI nachylnej$ia k tvorbe
radikalov (26). Je vhodna pre ionizaciu nepolarnych a neutralnych analytov do
molekulovej hmotnosti 500 Da (27).

> Hmotnostny analyzator

Ulohou hmotnostného analyzatora je separacia iénov V plynnej faze podla
hodnoty m/z, ktora nutne prebicha za vysokého vékua (10° — 107 torr)
(28). Separacia je dosahovana bud’ vplyvom magnetického alebo elektrického pola,
ich kombinaciou, pripadne rozdielom v ¢ase doby letu u delenych i6nov. V stéasnej
dobe je vsak trendom v oblasti hmotnostnej spektrometrie kombinacia réznych typov
hmotnostnych analyzatorov. Tymto pristupom vznikla celd Skala hybridnych

pristrojov, ktoré spojuji vyhodné parametre pévodnych analyzatorov (23).

Hmotnostné analyzatory umoziuju ziskat’ rozne typy skenov:

e Sken celého spektra (full scan, FS) — zaznam spektra vo zvolenom rozsahu
m/z.

e Selektivny zaznam iénu (selected ion monitoring, SIM) - detekcia
vybraného i6nu o konkrétnej hodnote m/z.

e Sken prekurzorovych iénov — pre vybrany fragment je mozné zistit’ jeho
prekurzorovy 16n.

e Sken produktovych iénov — zaznam fragmentov vybraného ionu, oznacuje
sa ako MS/MS pripadne MS".

o Selektivny zaznam jednej/viacerych reakcii (selected reaction monitoring,
SRM; multiply reaction monitoring, MRM) — detekcia konkrétneho

fragmentu/fragmentov pochadzajucich z vybraného prekurzoru.
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¢ Sken neutralnych strat (neutral loss, NL) — pomocou neho je mozné urcit’
prekurzorovy a produktovy ion, medzi ktorymi doslo k odstiepeniu definovanej

hmotnostnej straty.

Zakladnymi parametrami definujucimi kvalitu analyzatora su:
e Rozlisenie (resolution, R) — relativne vyjadrenie schopnosti hmotnostného

analyzatora rozliSit’ blizke hodnoty m/z. NajcastejSie sa vypocitava zo vztahu (26):

R = /% 8
~ Am/z (8]

m/z — pomer hmotnosti a naboja hodnoteného piku
Am/z — sirka piku v polovici jeho vysky
Rozlisenie hmotnostného analyzatoru nie je rovnaké v celom hmotnostnom
rozsahu, preto je vhodné definovat’ hodnotu m/z pri ktorej bolo pocitané.
e Presnost’ uréenia hmoty (mass accuracy, MA) — vyjadruje relativnu mieru

zhody teoretickej (m/zeor) @ experimentélnej (m/zeyp,) hodnoty m/z (v ppm) (26):

m/Zexp — M/Zeor

MA = 10° x
m/Zteor

[9]

Kombinacia vysokého rozlisenia (R > 10000) a presného uréenia hmoty
(<5ppm) dovoluje stanovit elementarne zlozenie analytu, pripadne vyrazne
minimalizovat’ po¢et moznych kombinacii, ¢o je soblubou vyuzivané pri

identifikaciach (23, 26).

Medzi zakladné hmotnostné analyzatory, ktoré byvaju spojované
s HPLC patria:

a) Kvadrupolovy analyzator (quadrupole, Q) - sklada sa zo Styroch
rovnobeznych ty¢i, kde na kazdé dve protil'ahlé je aplikované rovnaké napitie, ktoré
obsahuje jednosmernu aj striedavi zlozku. Ich vzdjomnou kombindciou vznikaji
oscilacie, ktoré umoziuji pozdizny prelet molekul s presne definovanou hodnotou
m/z, pricom ostatné si bud’ zachytené na tyciach, alebo odsaté vakuom. Bezne sa
vSak zapajaju tri kvadrupoly (QqQ) za sebou, kde prostredny sluzi ako kolizna cela

pre dosiahnutie fragmentacie. Kvadrup6l je schopny dosiahnut rozliSenie
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2000 (pri m/z 1000) a presnost’ ur¢enia hmoty 100 ppm (23). Kvadrupol a hlavne
QqQ nachadzaju hlavné vyuzitie pri kvantitativnej analyze (1, 9).

b) léonova pasca (ion trap, IT) — je priestorovym analdgom kvadrupolu, pricom
jeho Styri tyCe su nahradené prstencovou elektrodou, ktord je uzavretd dvomi
elektrédami. Vhodnou kombinaciou jednosmerného a striedavého pradu je takto
mozné v pasci zachytit’ idny a nasledne ich selektivne vypustat do detektoru podl'a
Specifickej hodnoty m/z. Analyzator nedisponuje vysokym rozlisenim (R = 4000, pri
m/z 1000) ani presnost'ou uréenia hmoty (100 ppm), no jeho samostatna schopnost’
prace v MS" mdéde mu poskytuje vyhodu pri $tidiu fragmentacie (23).

c) Analyzator doby letu (time of flight, TOF) — mechanizmus stanovenia
hodnoty m/z je zalozeny na réznej dobe letu i6nov Vv potencialovom poli, v ktorom sa
ahSie Castice pohybuju rychlejSie. Vzhl'adom na vel'ky rozdiel v pociatocnej energii
nabitych ¢astic dosahuje samotny TOF nizke rozliSenie. PouZzitim tzv. id6nového
zrkadla (reflektronu) je mozné zjednotit’ kinetické energie Castic s blizkou hodnotou
m/z, atak vyrazne zvysit’ rozlisenie (R = 20000, pri m/z 1000). Analyzator navyse
disponuje vysokou skenovacou rychlostou a presnostou ur¢enia hmoty (10 ppm),
preto naSiel svoje hlavné uplatnenie v oblasti Strukturnych analyz (9, 23). Jeho
kombinaciou s kvadrupolom vznikol QTOF — jeden z komercne najaspeSnejSich
hybridnych MS detektorov (24).

d) Ionova cyklotronova rezonancia (ion cyclotron resonance, ICR) — iony
maji rézny cykloidalny pohyb v silnom magnetickom poli, v ktorom ma kazda
hodnota m/z réznu cyklotronovil frekvenciu. Z nej sa vypocita intenzita ionu
pomocou Fourierovej transformacie a zhotovi sa spektrum. ICR vysoko prevySuje
ostatné analyzatory svojim rozliSenim a presnost'ou ur¢enia hmoty (R = 500000 pri
m/z 1000, MA = 5 ppm), no nevyhodou je jeho vysoka cena (23).

e) Orbitrap — separacia ionov podla hodnoty m/z je zaloZzend na rdznej
frekvencii ich pohybu okolo centralnej elektrody v elektrostatickom poli, z ktorej sa
vypocita ich intenzita podobne ako u ICR. Jedna sa o pomerne novy hmotnostny
analyzator vyuzivany hlavne Vv spojeni s linearnou iénovou pascou V Strukturnej

analyze (R = 100000 pri m/z 1000, MA = 5 ppm) (23, 24).
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» Detektor

Slizi na detekciu mnozstva iénov prichddzajucich z analyzatoru. Na tento
ucel sa vyuziva:
a) elektronovy nasobi¢
b) fotonasobi¢

c) Faradayova klietka (23).

Zakladné aspekty spojenia HPLC-MS

Zakladnym predpokladom kvantitativnej a kvalitativnej analyzy s vyuzitim
MS detekcie je efektivne prevedenie analytov z eluatu do i6novej formy v plynnom
stave. Z toho vyplyva poziadavka na rychlost’ prietoku mobilnej fazy, pretoze pred
vstupom do hmotnostného analyzatoru je nutné odstranit’ vSetky jej zvysky. Z tohto
dovodu sa vSeobecne preferuju nizsie prietoky (1).

Zvysenie citlivosti je mozné dosiahnut’ upravou zlozenia mobilnej faze, kde
su vhodné viac prchavé, a tym jednoduchsie odstranitelné zlozky ako acetonitril ¢i
methanol. Neziaduci vplyv na odozvu MS detektoru maju aj rézne pridavné zlozky v
mobilnej faze (pufry, i6n-parové Ccinidla), ktoré moézu vyrazne interferovat’ s
procesom ionizacie, preto sa taktiez kladie doraz na ich prchavost’ (1).

Castym problémom HPLC-MS analyzy je aj neziaduce ovplyvnenie ionizacie
analytu v dosledku pritomnosti d’alSich zloziek vzorku (napr. zbytkov matrice).
Tento jav sa oznauje ako efekt matrice (tzv. matrix effect). Jednou z klasickych
metdd jeho hodnotenia je kontinualna infiizia hodnoteného analytu do hmotnostného
detektoru za kolonou, pocas ktorej sa analyzuje blankova vzorka. Miera zmeny
ionizacie je vyjadrena ako pokles/narast v odozve detekcie v reten¢nom ¢ase analytu.
Avsak v tomto pripade je vysledna miera ovplyvnenia signalu zavisla prakticky iba
na subjektivnom postdeni (29).

Vhodnej$im pristupom sa preto javi objektivnejSie vyjadrenie vplyvu matrice
pomocou tzv. matricového faktoru. Ten sa vypocita z pomerov plochy piku analytu v
matrici (priCom sa prazdna matrica upravi predpokladanou technikou a az nésledne
sa knej pridd zname mnozstvo analytu) k ploche piku analytu vo vzorku bez

pritomnosti matrice obsahujuceho rovnaké mnozstvo analytu (30).
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Ostatné detektory

e Fluorescenéné detektory - su vysoko selektivne a citlivé (107 az 1072 g/ml)
pri detekcii latok vykazujucich fluorescenciu (21). Tento jav sa vyskytuje u
rigidnych molekal s delokalizovanymi 7 elektronmi, ktoré po excitacii
elektromagnetickym ziarenim emituji pri navrate do zakladného stavu ziarenie
0 vyssej vinovej dizke (1).

e Elektrochemické detektory - sa mierou citlivosti pohybuji na turovni
fluorescencnych a ich selektiva spociva v schopnosti detekcie latok podliehajucich
oxido-redukénému procesu, pripadne ionizacii (1, 6).

e Refraktometrické detektory - patria medzi univerzalne, no malo citlivé
detektory (10°° g.mI™"). Pracuju na principe zmeny indexu lomu mobilnej fazy, ktora
je ovplyvnena jej zloZzenim. Z tohto dovodu je vylucend moznost’ gradientovej elicie
a aj preto je ich vyuzitie minoritné (21).

e Detektory rozptylu svetla (evaporative light-scattering detectors, ELSD) -
mechanizmus detekcie spoCiva v zmene rozptylu svetla v rozpraSenom a nasledne
odparenom eluente. St to univerzalne detektory, ktoré su vhodné pre latky bez
chromoforu, no podmienkou je ich termostabilita. Citlivost’ je na urovni 10° g.ml™
Nno majt pomerne maly linearny rozsah (1, 5).

e Detektory koronového vyboja (corona-charged aerosol detectors, CAD) -
princip fungovania je podobny ako v pripade ELSD stym rozdielom, Ze Castice
vysledného aerosolu sa nabiju koronovym vybojom a nasledne sa vyhodnocuje tok
naboja. Oproti ELSD su citlivejsie (10° g.ml™) adisponuji &ir§im linearnym
rozsahom (1, 5).

e Chemiluminiscen¢né detektory (chemiluminescent detectors, CLND) -
patria medzi vel'mi selektivne a citlivé (10° g.ml™). St schopné detegovat’ iba latky
obsahujuce v molekule dusik (1, 5).

e Radiometrické detektory — su selektivne a vel'mi citlivé voéi radioaktivnym

14C 32
H

latkam, hlavne B Ziaricom (CH, P). Vyuzivaji sa hlavne pre stidium osudu

lie¢iv v organizme, pripadne v degrada¢nych $tudiach (5, 31).
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3.2.5. Uprava biologického vzorku

Uprava vzorku je ddlezitou stéastou HPLC analyzy ajej vyznam spodiva
Vv priprave homogénnych vzoriek pouzitelnych k néastreku na koléonu. Cielom je
ziskat’ vzorku, ktora je:

e bez interferencii
¢ neznici kolonu
e kompatibilna so zamysl'anou HPLC metodou.

Niekedy je v priebehu upravy vzorku spravené zakoncertovanie alebo
derivatizacia za i¢elom zvySenia citlivosti alebo zlepSenia separacie (6).

Medzi komplexné vzorky, ktorych HPLC analyza vyzaduje krok upravy
vzorku patria vzorky biologickej matrice. V tychto vzorkach su stanovované
koncentracie lie¢iv, metabolitov a endogénnych latok. Vzhl'adom ku komplexnému
charakteru biologickej matrice je nutné odstranit’ neziaduce zlozky (napr. soli,
kyseliny, zasady, proteiny, lipidy, lipoproteiny, malé organické molekuly), ktoré su
pritomné v nadbytku. Uprava biologického vzorku zabera asi 80% z celkového ¢asu
bioanalyzy, a zaroven je najvacsim zdrojom chyb (32).

NajcastejsSimi metédami Upravy biologickych vzoriek je deproteinacia,
extrakcia kvapalina-kvapalina (liquid-liquid extraction, LLE) a extrakcia na pevnej
faze (solid-phase extraction, SPE) (32, 33).

Deproteinacia

Patri medzi najstarSie a ¢asovo najmenej naro¢né metddy uréené pre
odstranenie proteinov z0 vzorku. Zahriuje denaturaciu (zmenu terciarnej a kvartérne;j
Struktary) pouzitim silnych kyselin/zasad, soli, pomocou tepla, alebo najcastejsie
pridavkom organického rozpustadla (acetonitril, methanol, ethanol) (32, 34).
Centrifugaciou je mozné oddelit’ proteinové pelety a nadsledne priamo analyzovat’
supernatant. Vzhl'adom na denaturaciu je metoda hojne vyuzivana v analyze lieCiv
v biologickom materiali, pretoZze je fiou mozZné hodnotit celkové mnozstvo
lieciva/metabolitu (32, 33).

Dalsou formou deproteinacie je ultrafiltracia, vd’aka ktorej je mozné
vhodnym vyberom velkosti pérov membrany selektivne odstranit’ proteiny nad
urcitou molekulovou hmotnostou. Metdda je preto vhodna pre stanovenie volnej

frakcie analytu (6).
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Nevyhodou denaturécie aj ultrafiltracie je pritomnost’ stale vel’kého mnozstva

endogénnych produktov vo vzorku (35).

LL

LLE je zalozend na Nernstovom rozdel'ovacom zakone, ktory definuje
rozdelovaciu rovnovahu latky medzi dvomi nemieSatelnymi kvapalinami. Tento

princip je prakticky vyuzivany pri izolacii pozadovaného analytu (6):

Co

Kn =
D Caq

[10]

Kp — distribu¢na konstanta
C, — koncentracia analytu v organickej faze

Caq — koncentracia analytu vo vodne;j faze

Jednou z faz je biologickd vzorka, druhou je organické rozpustadlo
nemiesitel'né s vodou. Doélezitym aspektom ovplyviiujucim G¢innost’ extrakcie je
rozpustnost’ analytu v organickej faze. Vyhodnou vlastnostou organického
rozpustadla je jeho nizka teplota varu, ¢o je mozné vyuzit v pripade potreby jeho
odfikania. Mnozstvo vyextrahovaného analytu je samozrejme zavislé na objeme
pouzitej organickej fazy, no efektivnejSim principom je viacndsobna extrakcia
s mensimi objemami (33).

V pripade ionizovatel'nych latok je mozné distribu¢nt konStantu ovplyvnit
zmenou pH vodnej zloZky, pretoZe neionizované latky sa podstatne I'ahSie extrahuju
do organickej fazy (33).

Nevyhoda LLE spociva v slabej opakovatelnosti a nizkej selektivite voci

extrahovanym latkam (32).

PE

Extrakcia na pevnej faze je v sicasnosti jednou z najdolezitejSich extrakénych
technik (32). Zakladny princip izolacie je analogicky k mechanizmom retencie
uplatiiujucich sa v HPLC, pricom najvyuZzivanejSia je izolacia v reverznom mode.
Hlavny rozdiel v porovnani s HPLC spociva v pouziti vacSich castic (40-60 pum)

a diskontinualite extrakéného procesu, skladajuceho sa z viacerych krokov. SPE

32



Teoreticka cast’

sorbent je podobne ako v pripade HPLC kolony uzavrety medzi dvomi chraniacimi

fritami, najcastejsie v kolonke podobnej polypropylénove;j striekacke (6).

SPE extrakcia prebieha v nasledujucich fazach:

1. Aktivacia sorbentu — V pripade reverznej faze je to najCastejSie premytie
methanolom alebo acetonitrilom. Nasledne je vhodné premyt staciondrnu fazu
vodnym rozpustadlom kompatibilnym so vzorkou, ¢im sa odstrania zvysky
organickej fazy, ktoré by mohli sposobit’ precipitaciu proteinov vo vzorke a upchanie
koloénky.

2. Nanesenie vzorku.

3. Vymytie balastov — hydrofilné balasty sa vymyju vodnym rozpustadlom,
zatial’ ¢o menej polarne analyty zostanu naadsorbované na stacionarnej faze.

4. Elicia analytu — premytim silnym eluénym ¢inidlom (methanol, acetonitril)
sa z kolonky extrahuje analyt.

Za ucelom rychlejSieho prietoku jednotlivych kvapalnych zloziek je cely
proces SPE extrakcie urychlovany najcastejSie pomocou vakua. Dosiahnutie
optimalnej extrakcie je mozné docielit’ optimalizdciou kazdého kroku, od vyberu

typu sorbentu, rozpust'adiel a taktiez ich objemu (6).

V porovnani s LLE ponika SPE nasledujuce vyhody:
e Kkompletnejsia extrakcia analytu
o efektivnejSia separacia interferencii od analytu
¢ nizsia spotreba organickych rozpustadiel
e TahSie odoberanie frakcie obsahujuicej analyt
e pohodlnejSie manudlne prevedenie
e odstranenie Castic

e VicSia moznost’ automatizacie (6).
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3.2.6. Validacia bioanalytickej metédy

Poslednym krokom vyvoja metody je jej validacia, ¢im sa preukaze, ze dana
metdda poskytuje spolahlivé a reprodukovatel'né vysledky pri analyzach, pre ktoré je
uréena (6). V pripade bioanalytickych metéd je vo farmaceutickej analyze
asi najznamej$ou anajviac vyuzivanou smernica amerického Uradu pre lieky
apotraviny (Food and Drug Administration, FDA) ,Bioanalytical method
validation®, ktora obsahuje odporac¢ania pre validaciu metod kvantitativne
hodnotiacich lie¢iva, pripadne metabolity v biologickom materiali (napr. krv, sérum,
plazma, moc¢, vzorky tkanim akoze). Vedla separatnych metéd je smernica
aplikovateI'na aj na bioanalytické metédy akymi st imunologické a mikrobiologické

(36).

Smernica FDA definuje tri zakladné druhy validacie:

1. Uplna validacia — vyuZziva sa spravidla pri validacii novo vyvinutej metody,
pri analyze nového lie€iva, alebo pri potrebe dodato¢ného hodnotenia metabolitov.

2. Ciastoéna validicia — vyzaduje sa ako doplnok k tiplnej validacii napr.
Vv pripade prenosu metdody do iného laboratéria, alebo miernych modifikaciach
samotnej metddy zmenou metodologie (napr. detekénej techniky), biologickej
matrice, upravy vzorku atd’.

3. Kros-validacia — je porovnanim validaénych parametrov napr. v pripade
pouzitia dvoch analytickych metdd (porovnavanej a referencnej), pripadne rovnake;j

metody v rozdielnych laboratoriach (36).

Medzi zakladné poZadované valida¢né parametre patri:

o Selektivita — je to schopnost’ metody detegovat’ a kvantifikovat’ konkrétny
analyt v pritomnosti ostatnych zloziek vzorky (interferencii). Va¢Sinou sa stanovuje
analyzou blankovych vzoriek prislusSného biologického materialu ziskanych
minimalne zo Siestich zdrojov (36).

e Spravnost’ — definuje blizkost’ nameranej koncentracie analytu a skutocnej
hodnoty. Stanovuje sa analyzou min. piatich vzoriek o zndmej koncentracii pri troch
ocakavanych koncentratnych uUrovniach. Namerand hodnota sa moéZze lisit max.

0 15% od skuto¢nej hodnoty s vynimkou dolného limitu kvantifikacie (lower limit of
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quantitation, LLOQ - najnizSia kvantitativne hodnotena koncentracia), u ktorého je
pripustna odchylka 20% (36).

e Presnost’ — hodnoti rozptyl nameranych vysledkov u vzoriek pripravenych
rovnakym postupom a Vvyjadruje sa percentudlne pomocou relativnej smerodajnej
odchylky. FDA znovu poZzaduje hodnotenie troch koncentra¢nych trovni (n = 5),
pri¢om presnost’ nesmie prekrocit’ 15% RSD, resp. 20% RSD u LLOQ. Rozdel'uje sa
na.

a) presnost’ v ramci jednej série analyz (within-run/intra-batch precision)
b) presnost medzi roznymi sériami analyz (between run/inter-batch
precision) (36).

e Vytainost’ — vyjadruje efektivnost’ metddy upravy vzorku, tj. podiel analytu
extrahovaného z biologickej matrice do vysledného vzorku. Prakticky sa hodnoti
porovnanim extrakcie matrice obsahujtcej analyt a matrice s pridavkom znameho
mnozstva analytu az po extrakcii (37). Nie su kladené poziadavky na konkrétnu
velkost’ vytaznosti, no vysledky by mali byt reprodukovatel'né (36).

e Kalibra¢na krivka — jednd sa o zavislost medzi odozvou detektoru
a koncentraciou analytu. ZvyCajne sa pozaduje 6-8 vzoriek Vv ocakavanom
koncentraénom rozmedzi (36). Miera linearnej zavislosti sa vyjadruje pomocou
korelacného koeficientu (1).

e Stabilita — hodnoti stabilitu analytu s ohl'adom na predpokladané podmienky
pocas manipulécie vzorku od jeho odberu az po samotnl analyzu. Rozdel'uje sa na:

c) stabilitu pocas cyklu zmrazenia a rozmrazenia,

d) kratkodoba stabilitu pri laboratornej teplote po dobu 4-24 hod,

e) dlhodobu stabilitu - hodnoti vplyv dlhodobého uskladnenia od prvého
predpokladaného odberu vzorku aZ po poslednt o¢akavant analyzu,

f) stabilitu analytu v zdsobnom roztoku,

g) stabilitu po Gprave vzorku - hodnoti sa ako stabilita v autosampleri pocas

sekvencie analyz (36).

Najnovsie (1.2.2012) vosiel v platnost dokument Eurdpskej liekovej
agentiry” Guidline on validation of bioanalytical methods* (30). Principialne su
jednotlivé validaéné parametre FDA a EMEA smernic vel'mi podobné a liSia sa iba

malo v definicidch niektorych kritérii.
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3.3. Ultra vysokoucinna kvapalinova

chromatografia

Potreba analyzy velkého mnozstva, Casto komplexnych vzoriek (napr.
genomika, proteomika, metabolomika), viedla k vyvoji chromatografickych technik,
schopnych poskytovat’ Gi¢inni separaciu v ¢o najkratSom case. Jednou S moznosti
dosiahnutia tychto poziadaviek v pripade HPLC bolo predstavenie novych
chromatografickych kolon, obsahujucich stacionarnu fazu s velkostou castic do
2 um. Znizenie velkosti castic viedlo k zvdcSeniu povrchu sorbentu, atym
k zefektivneniu separa¢ného procesu (38). Zanalyzy Van Deemterovej krivky
(zavislost’ vysky teoretickej prichradky na prietoku mobilnej fazy, Obrazok 1)
vyplyva, Ze pre vyuzitie optimalnej ucinnosti u mensich Castic bolo potrebné
zachovat’” vhodny prietok mobilnej fazy (1). Zkrivky je taktiez badatelné, ze
optimalnu ucinnost’ je mozné zachovat’ aj pri vy$Som prietoku, a tym kratSej dobe
analyzy. To vSak limitovalo vyuzitie dostupnych HPLC systémov, pretoze malé
Castice sorbentu vytvarali velky spidtny tlak. Tieto nedostatky HPLC viedli
k dalsiemu vyvoju a predstaveniu konceptu ultra vysokoudinnej kvapalinove;j
chromatografie (ultra-high performance liquid chromatography, UHPLC (38, 39).
Prvy komeréne dostupny UHPLC systém uviedla na trh v roku 2004 firma Waters
pod registrovanym obchodnym nidzvom UPLC (ultra performance liquid
chromatography), ktory je povazovany za synonymum k skratke UHPLC (40).

Pretoze UHPLC systémy pracuju pri vysSich tlakoch v porovnani s HPLC
(400-1200 bar pre UHPLC, <400 bar pre HPLC), bolo nutné kompletne
modernizovat’ inStrumentalnu techniku tak, aby pracovala spol'ahlivo aj za takychto
podmienok (38). Okrem zékladnej poziadavky na pouzitie vykonnejSich pump
musela byt’ pozornost’ venovana aj:

a) vylepSeniu techniky nastreku — boli potrebné rychlejSie cykly nastreku
a zaroven jeho mensie objemy,

b) znizeniu mftveho objemu v systéme, aby nedochadzalo k rozmyvaniu pikov,
a tym k strate u¢innosti,

) zvySeniu skenovacej frekvencie detektoru (>20Hz) vzhl'adom na uzsie piky
(39).
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Podstatnou vyhodou UHPLC v porovnani s HPLC je moznost’ dosiahnutia
nieckol’konasobne kratSej separacie pri zachovani vysokého rozliSenia, nizsej spotreby
vzorku a vyssej citlivosti (38, 41).

Neziaducim javom pri pouziti vysokého tlaku je v pripade UHPLC strata
ucinnosti a selektivity separacie, ktora prameni z pritomnosti teplotného gradientu
vznikajiceho vacsim trenim mobilnej a stacionarnej fazy. Tento problém je mozné
obmedzit’ vyuzitim uzsich kolon alebo znizenim teploty na kolone (42).

Vdaka svojim nespornym vyhodam naSla UHPLC Siroké uplatnenie vo
farmaceutickej analyze. S obl'ubou sa vyuziva v kombinacii s QTOF v stadiach
metabolizmu, pretoze takéto spojenie umoziuje Struktirne charakterizovat zmes

neznamych latok (metabolitov) pri si¢asnom zachovani rychlosti analyzy (43).
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Obrazok 1: Van Deemterova krivka, prevzaté z ref. (1).
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3.4. Biokompatibilné chelatory zeleza

3.4.1. Zelezo v fudskom organizme

Zelezo sa radi medzi nenahraditelné biogénne prvky potrebné hlavne
pri transporte kyslika, energetickom metabolizme, deleni a raste buniek (44, 45, 46).
Jeho biologicky vyznam prameni z moznosti reverzibilného prechodu medzi
oxidovanou a redukovanou formou, a tym schopnosti prijmu/poskytnutia elektronu.
V tele dospelého muza je priblizne 3,5-5g zeleza (~55 mg/kg), zatial’ o u Zeny st iba
2-3 g (~45 mg/kg). Najvacsi vyskyt je v:
e hemoglobine v ¢ervenych krvinkach ~ 44%
o skladovacej forme (pecenovy feritin a hemosiderin) ~ 25%
¢ endotelidlnych makrofagoch ~ 15%
¢ svaloch (myoglobin) ~ 7,5%
e Kostnej dreni ~ 7,5%
e transportnej forme (transferin v plazme) ~ 0,15% (47).
Malé ¢ast’ je pritomna v enzymoch a v tzv. vol'nej katalyticky aktivnej zasobe
(labile iron pool, LIP) v cytoplasme. Za normalnych okolnosti sa iba stopové
mnozstvo vyskytuje v elementarnej forme (44, 48).
Dolezita funkciu plni homeostaza zeleza, pretoze musi zabezpecit’ potrebu Fe
v organizme, no =zaroven minimalizovat' jeho toxicitu v priebehu absorpcie,
uskladnenia a vyuzitia. Nedostatok aj prebytok tohto prvku ma pre organizmus
nepriaznivy vplyv. Na rozdiel od prijmu Fe, u l'udi neexistuje mechanizmus, ktorym
by bolo mozné aktivne regulovat’ jeho vyluCenie z tela. To mdze prebiehat’ iba
odlupovanim odumretych enterocytov obsahujucich ferritin, pripadne krvnymi
stratami (napr. zranenia, parazity, menstruacia u zien) (44). Cudsky organizmus si
preto vyvinul domyselny systém, ktory zelezo ztela nevylucuje, ale ho znovu
vyuzije a prakticky iba reguluje jeho absorpciu z potravy v pripade potreby. Denny
prijem z potravy (priblizne 1-2 mg) tvori iba malu ¢ast’ z celkovej dennej spotreby
v mnozstve asi 20-25 mg. ZvySok je ziskany katabolizmom hemoglobinu po
fagocytoze starych erytrocytov (45, 49).
Toxicita vol'nych i6nov Zeleza prameni z jeho oxido-redukénych vlastnosti,

moznosti Gi¢asti na Fentonovej reakcii veducej k vzniku reaktivnych foriem kyslika
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(reactive oxygen species, ROS). Pocas nej su zeleznaté idny oxidované peroxidom
vodika za vzniku Fe"', hydroxylového radikalu (‘OH) a hydroxylu (HO™) (Rovnica
1). Hydroxylovy radikal sa radi medzi najreaktivnejSie formy ROS aje schopny
destrukcie celej rady biomolekul (napr. DNA, proteiny, lipidy). Cely proces ma vsak
cyklicky charakter, pretoze vV biochemickych drahach st Zelezité idony vplyvom
redukénych ¢inidiel v bunke zredukované, a tak opat’ schopné vstupu do Fentonovej
reakcie.

Za normalnych fyziologickych podmienok patri endogénna tvorba ROS
medzi dolezité biochemické procesy. Jej zvySend produkcia, pripadne nedostatok
antioxidantov naopak spdsobuje tzv. oxida¢ny stres, ktorému sa pripisuje uloha
v procese starnutia, vzniku neurodegenerativnych chorob, aterosklerézy ako aj
nadorovych choréb (50, 51).

Fell + H,0, —» Fe!ll + "OH + OH-

Rovnica 1: Fentonova reakcia
3.4.2. Chelatory zeleza

Primarnym impulzom k vyvoji lie¢iv zo skupiny chelatorov zeleza bola snaha
liecby pacientov trpiacich chronickym pretazenim zeleza (napr. p-thalasemia,
hemochromat6za). Prvym klinicky dostupnym chelatorom bol deferoxamin (DFO,
Obrazok 2), hydroxamovy derivat ziskany zo Streptomyces pilosus. Postupom ¢asu
bol u lie¢iva pozorovany in vitro aj in vivo antiproliferativny u¢inok u rakovinovych
buniek, ktory bol dokazatel'ne sprostredkovany chelataciou Zeleza. Po objaveni tohto
cytostatického U¢inku bol vyvoj chelatorov ZzZeleza smerovany taktiez

Kk protinadorovej terapii (51).

O
0 NH
NH (CH3)s
(CH3)s ,N‘<
H,N-(CH,)s N HO ©
N HO ©

/

HO O

Obrazok 2: Deferoxamin
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Mechanizmus cytostatického ucinku chelatorov zeleza

Nadorové bunky, v porovnani s bunkami normélneho tkaniva, maji omnoho
vysSiu spotrebu zeleza zapri¢inenu ich rychlejSou proliferaciou. Vysledkom toho je
aj zmena regulacie ich metabolizmu, prejavujuca sa najmid vo zvySenej expresii
receptoru pre transferin, a tym jeho vyssieho vstupu do bunky. Tato vlastnost’ tak
sposobuje vyrazne vysSiu Citlivost nadorovych buniek Kk nedostatku zeleza
Vv porovnani § bunkami normalneho tkaniva (51).

Mechanizmus protinadorového ¢inku tychto latok priamo savisi
s chelataciou Zeleza a najCastejSie je vysvetlovany inhibiciou ribonukleotid
reduktazy (RR). Jednd sa oenzym katalyzujici redukciu ribonukleotidov na
deoxyribonukleotidy — hlavnych stavebnych jednotick DNA. Aktivne centrum
enzymu pozostava z tyrozylového radikalu stabilizovaného dvomi ionmi zeleza. Jeho
deficit vedie Kk poruche funkcie enzymu ak zastave bune¢ného delenia. Dalsi
z moznych mechanizmov niektorych chelataénych latok je pripisovany redoxnej
aktivite komplexu chelatora so zelezom, veducej k cyklickej tvorbe ROS, atym
stivisiacemu cytotoXickému pésobeniu na nadorové bunky (52).

Nedavne experiemnty navySe odhalili zapojenie d’alSich mechanizmov
V ramci protinddorového ucinku U novych cheldtorov zeleza. Vzhl'adom na to, ze
niektoré gény su regulované hladinou Zeleza v bunke, ich expresia je modifikovana
priamo Gmerne s jeho vychytavanim. V suvislosti s tym bol pozorovany uéinok na
rozne transkrip¢né faktory a gény inhibujlice bunecné delenie (napr. p53, p2l,
p21C"PYWAFL " HIF1, NDRG1), ktory sa vyznamne uplatiuje hlavne urychlo sa

mnoziacich nadorovych buniek (52).

Vyvoj chelatorov zeleza ako protinadorovych lieCiv

> Aroylhydrazony

Materskym lie¢iv tejto skupiny je pyridoxal-isonikotinoylhydrazon (PIH),
ktory je mozné pripravit jednoduchou Schiffovou kondenziciou pyridoxalu
a hydrazidu kyseliny isonikotinovej. Jedna sa o peroralne G¢inny chelator, schopny
vytvarat komplexy v pomere 2:1 (ligand : Fe) prostrednictvom troch donorovych
atomov: fenylového kysliku, iminového dusiku a karbonylového kysliku (ONO).

Vyssia afinita k Fe™ bola vysvetlovana pritomnostou kyslikovych donorovych
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atobmov stabilizujucich Zelezo v oxidovanej forme. Komplexy s Zeleznatymi i6nmi
navyse podlichaji oxidacii kyslikom, a nie su tak dostupné pre Fentonovu reakciu,
v ktorej by sa podiel’ali pri tvorbe ROS (51).

Zvysena schopnost’ chelatacie Zeleza u PIH v porovnani s DFO suvisi s jeho
vysSou lipofilitou, umoziiujicou mu lahsi prestup cez bunec¢ni membranu, atym
pristup k Zzelezu pritomnom priamo V intracelularnom priestore buniek. Nizsi
antiproliferativny uc¢inok PIH nez u DFO ale naznadil, ze samotna chelatacia zeleza
nemusi byt dostacujuca pre dosiahnutie vyrazného protinadorového efektu. Pri
vyvoji novych antiproliferativne G¢innych chelatorov zeleza boli nasledne obmenou
aromatického aldehydu pripravené Struktarne analogy PIH pri zachovani povodnej
donorovej skupiny atomov (ONO) nutnych pre chelataciu. Samotny PIH patril do
tzv. série 100, derivaty salicylaldehydu boli Struktirnym zakladom série 200
a pouzitie Struktirneho zakladu 2-hydroxy-1-naftylaldehydu viedlo k vyvoji série
300 (Obrazok 3). Pri hodnoteni zavislosti $truktiry a u¢inku v sériach 100 az 300 bol
so zvySujucou sa lipofilitou pozorovany vyssi antiproliferativny efekt in vitro (51).

Vyskum aroylhydrazonovej skupiny nad’alej pokracoval a viedol K priprave
dal§ich  lipofilnejSich  derivatov. Najprv  boli  Studované¢ analégy 2-
pyridylkarboxaldehyd-isonikotinoylhydrazonu (PCIH, Obrazok 3), ktoré boli
schopné tvorby koordinac¢nej vézby pomocou pyridinového dusiku, iminového
dusiku  a karbonylového kysliku (NNO). Nevykazovali vSak vyraznejsi
antiproliferativny u¢inok, pravdepodobne kvoli ionizacii PCIH za fyziologickych
podmienok veducej k neschopnosti penetracie biologickej membrany atym
chelatacie zeleza priamo v LIP. Nasledne boli pripravené chelatory odvodené od
di(2-pyridyl)keton-isonikotinoylhydrazonu (PKIH, Obrazok 3). Obsahovali rovnaké
donorové atomy ako PCIH, boli lipofilnejsie, no nepodliehali ionizacii. Stidium
mechanizmu ucinku viedlo Kk poznatku, Ze ich komplexy so zelezom vykazovali
redoxntl aktivitu, a zaroven boli rovnako u¢inné ako samotné chelatory. Ligandy boli

schopné tvorby komplexov s Fe' aj Fe'"

, vd’aka ¢omu sa Zelezo mohlo podiel’at’ na
tvorbe ROS vo Fentonovej reakcii. Pozorovana redoxna aktivita bola pripisovana
zavedeniu pyridinu, ¢im doslo k zamene donorového atomu kyslika za dusik

(ONO — NNO), a poukazalo tak na dolezitost’ jeho vyberu (51).
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Obrazok 3: Chelatory zeleza odvodené od aroylhydrazonu.

» Thiosemikarbazony

Uz pomerne dlha dobu bolo zname, Zze zlG¢eniny odvodené od
thiosemikarbazonu vykazuju zretelny cytostaticky ucinok. Najviac preskiimanou
skupinou schopnou chelatacie st derivaty 2-pyridylu, ktoré umoznuja tvorbu donor-

akceptorovej vizby s iénmi Fe' a Fe'

(s nizSou afinitou aj s inymi prechodnymi
kovmi - napr. Cu", Zn'") pomocou pyridinového dusiku, iminového dusiku a siry
(NNS,

Obrazok 4). Za fyziologickych podmienok st ligandy neutralne, a tak mozu
lahko prestupovat’ cez bune¢nii membranu. Protinddorovy ucinok je u nich
zvyrazneny, pretoze je zalozeny nielen na klasickom modeli vychytavania Zeleza

a inhibicii RR, ale aj na vyraznej redoxnej aktivite Zeleza v ramci komplexu a tvorbe

ROS (51).
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Obrazok 4. Vznik komplexu u derivatov 2-pyridylu.

Prvym lieCivom odvodenym od thiosemikarbazonu, ktory vstapil do
klinickych s$tadii (momentalne 2. faza) je 3-aminopyridin-2-karboxaldehyd-3-
thiosemikarbazon (Triapin, Obrazok 5). Latka vykazovala vysSiu aktivitu proti
nadorovym bunkdm ako hydroxymocovina, d’al$i klinicky pouZivany inhibitor RR.
Napriek sl’'ubnému potencialu Triapinu bolo pozorované mnozstvo neziaducich
ucinkov a niektoré studie preto museli byt ukoncené (48).

Vzhl'adom na perspektivu uplatnenia chelatorov Zeleza pri liecbe
onkologickych chorob prebicha pod vedenim Prof. Richardsona (University of
Sydney) rozsiahly vyskum thiosemikarbazonovych derivatov, pocas ktorého bol

pripraveny cely rad novych potencialnych lie¢iv (51).

NT séria

Tato skupina chelatorov vznikla kombinaciou 2-hydroxy-1-naftylaldehydu z
aroylhydrazonovej série 300 a roznych thiosemikarbazidov (Obrazok 5). Cytotoxicky
uc¢inok bol porovnatel'ny s aroylhydrazonovou sériou 300 a priamo umerny lipofilite.
Jednym s najucinnejSich anoloégov bol 2-hydroxy-1-naftylaldehyd-4-methyl-3-
thiosemikarbazon (N4mT) (51).

DpT séria

Vyuzitie  poznatkov — pri  Stddiu  antiproliferativného  podsobenia
aroylhydrazonov, a najmé pozorovanej vysokej ucinnosti PKIH, viedlo K priprave
thiosemikarbazonovej série odvodenej od di(2-pyridyl)ketonu (DpT, Obrazok 5).
Dalsie zvysenie antiproliferativneho udinku bolo vtomto pripade vysvetlované

niz§im redoxnym potencidlom DpT série oproti PKIH, atym moZnostou
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reverzibilnej redoxnej aktivity komplexov so Zelezom. Najuc¢innej$im lieCivom bol
di(2-pyridyl)keton-4,4-dimethyl-3-thiosemikarbazon (Dp44mT, Obrazok 5), ktory
vykazoval in vitro aj in vivo vyssi antiproliferativny ucinok v porovnani s doposial’
pripravenymi chelatormi. Napriek sl'ubnému potencialu vSak bola pri podavani
vyS$8ich davok pozorovana srde¢na fibroza u mysi (51, 53).

Dalsou cielenou obmenou $truktiry bol v nedéavnej dobe pripraveny novy
analog —  di(2-pyridyl)keton-4-methyl-4-cyklohexyl-3-thiosemikarbazon (DpC,
Obrazok 5). Latka vykazovala niz§iu toxicitu v porovnani s Dp44mT av ramci
in vivo experimentov bolo pozorované silné cytostatické posobenie na modeli nadoru

pankreasu in vivo (52).

BpT séria
Tieto analdgy vznikli zamenou jedného z pyridinov nezapojeného do tvorby
koordinac¢nej vizby u DpT série za fenyl (Obrazok 5). Dovodom tohto kroku bola

snaha 0 zniZenie lipofility a zniZenie Fe'"

potenciadlu, ¢o by viedlo k navySeniu
redoxnej aktivity. Dokladnym Stddiom bol nésledne potvrdeny vyssi
antiproliferativny ucinok, a zaroven najucinnej$im analogom bol 2-benzoylpyridin-4-
ethyl-3-thiosemikarbazon (Bp4eT, Obrazok 5) (51, 54). Utejto latky bola
pozorovana asi 1500-3000 krat vyssia hodnota ICsy pre naddorové bunky ako pre
bunky normalneho tkaniva. Na rozdiel od DpT série bol u¢inok zatial’ preukdzany

iba in vitro, zatial’ ¢o in vivo experimenty uz v sti¢asnosti prebiehajt (48).
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Obrazok 5: Chelatory zeleza odvodené od thiosemikarbazonu.
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3.5. Dexrazoxan

Ochrana nenadorovych tkaniv pred toxickym G¢inkom cytostatik patri medzi
dolezité oblasti biomedicinskeho vyskumu. Medzi zvlast ohrozené a Zivotne dolezité
organy/tkaniva patri srdce (myokard), u ktorého je znama citlivost’ voéi toxickych
ucinkov rady cytostatik — najmd vsak casto indikovanych antracyklinovych
antineoplastik (doxorubicin, daunorubicin, epirubicin atd.) (55). Jedinym klinicky
dostupnym lie¢ivom, u ktorého bol jasne preukazany kardioprotektivny G¢inok proti
antracyklinovej kardiotoxicite je bisdioxopiperazinovy derivat dexrazoxan (Obrazok
6) (56).

Aj ked’ je dexrazoxan registrovanym a v klinickej praxi uzivanym lie¢ivom,
mechanismus jeho kardioprotektivného posobenia nebol doposial’ detailne popisany.
Bolo vSak zistené, Ze dexrazoxan je s najvdcSou pravdepodobnostou tzv. pro-
lie¢ivom, ktoré je dostatocne lipofilné pre prienik do intracelularneho priestoru, kde
je enzymaticky bioaktivované hydrolytickym otvorenim heterocyklov. Cez
jednotlivé medziprodukty, polohové izoméry B a C, vznika vlastny aktivny metabolit
ADR-925 (Obrazok 6). Predpoklada sa, ze kardioprotektivny G¢inok dexrazoxanu je
sprostredkovany prave chelatatnymi vlastnostami aktivneho metabolitu (ADR-925)
(57). Je totiz zname, Ze antracyklinové cytostatika tvoria v srde¢nych bunkach
(kardiomyocytoch) komplexy s iébnmi zeleza, ktoré st z redoxné¢ho hl'adiska vel'mi
aktivne a cyklickym mechanizmom produkuji velké mnoZzstvo vysoko
cytotoxickych hydroxylovych radikalov (58). ADR-925 je schopné odnimat’ iony
zeleza z tychto komplexov, a tak zabranit' vzniku oxida¢ného stresu a naslednému
nevratnému poskodeniu a smrti srde¢nych buniek (59). Nedavne vyskumy vsak
odhalili, Ze samotna chelatacia Zeleza nemusi byt zodpovedné za kardioprotektivny
ucinok, na ktorom sa taktiez méze podielat’ inhibicia topoizomerazy I1 (60).

Okrem najznamejSieho (kardioprotektivného) Uc¢inku dexrazoxanu, bolo v
nedavnej dobe tieZ preukdzane, Ze dexrazoxan vyznamne chrani tkaniva zasiahnuté
nechcenym tUnikom antracyklinu mimo krvné rieCisko pri infuznej aplikacii (tzv.
extravazacii). V¢asna systémova (i.v.) aplikacia dexrazoxanu zasadnym sposobom
obmedzuje nekrotické a zapalové zmeny, spdsobené pritomnostou znacného

mnozstva cytostatika v okoli cievy (61).
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V sucasnosti v podstate nie je dostupna Ziadna jednoducha, presna, citliva,
selektivna, dostatoéne robustnd a adekvatne validovana analytickd metoda pre
analyzu dexrazoxanu a jeho metabolitov. Tento fakt by do istej miery mohol byt
zapriCineny istou komplikovanostou analytov - dexrazoxanu i jeho aktivnych
metabolitov. BeZznd analyza tohto lieCiva, a najmd jeho metabolitov je totiz
komplikovana absenciou absorpcie UV Ziarenia v oblastiach vlnovych dizok beZne
vyuzivanych pre detekciu analytov (nad 220 nm). Priama detekcia dexrazoxanu a
metabolitov sa sice ukazala byt mozna v oblastiach nizkych vlnovych dizok
(205 nm), avsak relativne problematicka vzhl'adom k absorpcii zloziek mobilnej
faze, a hlavne v8ak matrice vzorku (62).

Pokus o posun absorpénych maxim analyzovanych latok do vyssich vinovych
dizok bol vykonany pomocou derivatizacie zaloZenej na deproteinacii imidovych
dusikov pomocou NaOH. Vzhl'adom na acidobazickl nestabilitu dexrazoxanu, sa
vSak tento pristup nejavil ako prili§ vhodny. Okrem toho, tento postup principialne
neumoznuje detegovat’ aktivny metabolit ADR-925 a pri analyze (pri 227 nm) je
stale vel'mi zjavny vplyv analytického pozadia (63). V literatlre je tieZ mozné najst
HPLC metodu, pri ktorej bol ADR-925 detegovany po derivatizacnej reakcii ako
fluoreskujuci komplex s terbiom. Tato metdda je vSak pomerne komplikovana, malo
robustna a logicky neumoziuje stuc¢asnt detekciu materskej latky - dexrazoxanu. Da
sa tieZ predpokladat’, Ze v pripade i6nov terbia, rovnako ako u inych viacmocnych
ionov kovov, modze v pritomnosti materskej latky dochadzat k urychleniu jej
hydrolyzy, ¢im moze byt vlastné stanovenie ADR-925 vplyvom experimentalneho
postupu nadhodnotené (64). Taktiez je mozné v literatire najst’ pre stanovenie ADR-
925 star$iu HPLC metddu s prepinanim koldn a elektrochemickou detekciou (65). V
literatiire bola tieZ ndjdend metdda zahriujuca preparativnu HPLC analyzu a nasledu
off-line identifikaciu hydrolytickych produktov dexrazoxanu pomocou FAB-MS.
Tato metoda vSak nie je vhodna pre rutinni analyzu vzhl'adom k off-line zapojeniu
detektoru a komplikovanej viackrokovej uprave vzorku (62). V ramci S$tudia
farmakokinetiky dexrazoxanu bola vyvinuta a validovana HPLC-MS/MS metoda,
u ktorej vsak nebola pozornost’ venovana hodnoteniu jeho metabolitov (66).

Dalsou komplikaciou sprevadzajaicou HPLC analyzu dexrazoxanu a
predovsetkym ADR-925 je tiez fakt, ze sa jedna o latky znacne hydrofilné, a tak su
pomerne malo zadrziavané na beznych HPLC koldonach (67). Dostupné metodiky

vyuzivaji mobilné fadze s vysokym obsahom vodnej zlozky (viac ako 90 %) a v
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niektorych  pripadoch tiez pridavok idn-parového cinidla (napr.  kys.
heptansulfonovej). Za tychto podmienok sice dojde k istému zvyseniu retencie, avsak
stale existuje (predovSetkym v pripade ADR-925) moznost' interferencie s
analytickym pozadim. V neposlednom rade je potrebné uviest' tiez fakt, Ze
analyzované latky st pomerne silnymi chelatormi dvoj- a viacmocnych i6nov, a tak
tato ich vlastnost’ do istej miery tiez komplikuje ich analytické hodnotenie (64).
Taktiez bola publikovand metdda zalozend na nepriamom stanoveni ADR-925
pomocou tvorby prislusngch komplexov s Co'" i6nmi, néslednej reakcii
nadbyto¢ného Co" s fluorescenénym indikatorom calceinom a fluorimetrickom
stanoveni nezreagovaného calceinu. Na zaklade stechiometrie reakcie bolo z
vysledkov tohto stanovenia vypocitane mnozstvo ADR-925 vo vzorku (59). Z vyssie
uvedenych skutocnosti je evidentné, Ze sa jednd o pomerne komplikované analyty a
doposial’ pouzivané metodické pristupy sa stretavaju so znaénymi problémami, a to
predovsetkym z hladiska naroc¢nosti prevedenia, citlivosti detekcie, a tiez validacie
metddy pre vyuzitie vo farmaceutickej analyze. Spomenuté metodiky boli aj napriek
diskutovanych problémom aplikované do Stadia chemickej 1 enzymatickej hydrolyzy
(in vitro), ako aj k stanoveniu dexrazoxanu a jeho metabolitov v plazme, krvi a
médiach pre kultivaciu hepatocytov a myocytov (nie vSak v bunkach samotnych)
(63, 68, 69, 70). Do dnesného dna vsSak nebola vykonana $tadia zaoberajuca sa
stanovenim koncentracie dexrazoxanu a jeho metabolitov priamo v mieste jeho
farmakologického t¢inku — v srde¢nom tkanive.

Nedostatok detailnych informacii o presnom osude dexrazoxanu v organizme
a obzvlast' v srdeCnych bunkéch vSak do znacnej miery komplikuje d’alsi vyskum
tykajtici sa optimalizacie farmakologickych vlastnosti dexrazoxanu, ako aj vyvoj

novych, t¢innejsich a bezpe€nejsich kardioprotektiv.
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Obrazok 6: Schéma bioaktivacie dexrazoxanu.
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3.6. Metabolizmus

Vsetky zivé organizmy su otvorené systémy, schopné permanentného prijmu
energie astavebnej hmoty z vonkajSicho prostredia, azaroven odstrafnovania
nevyuziteného odpadu. Prijaté fyziologické zluc¢eniny (cukry, tuky, proteiny,
mineraly, vitaminy, kyslik, voda atd.) podliechaji v organizme ro6znym
katabolickym/anabolickym reakciam a nevyuzitelné produkty st nasledne
vylu¢ované. Cely tento proces je zakladom fyziologického metabolizmu (71).

Okrem tychto zlucenin vsak do tela vstupuju aj latky nefyziologickeé, tzv.
xenobiotikd. Jednd sa o zluCeniny, ktoré sa v organizme normadalne nevyskytuju,
pripadne su pritomné v nefyziologicky vysokych koncentraciach, a preto maja na
organizmus spravidla neziaduci vplyv. Medzi ne patria napr.:

e lieCiva

e zlozky potravy bez fyziologickej funkcie

e potravinarske aditiva (ochucovadla, farbiva atd’.)

e kozmetika

e dopingové latky

e drogy (heroin, kokain, THC atd’.)

e prirodné toxiny (zivocisne a rastlinné jedy, bakterialne toxiny)

e technické apriemyselné¢ zluCeniny (insekticidy, herbicidy, zpomalovace

horenia) (71)

Metabolizmom (biotransformaciou) je moZno oznadit’® ako suhrn
procesov, ktoré maju vplyv na osud xenobiotika v tele. Ulohou biotransformécie
je detoxifikacia xenobiotika prostrednictvom jeho chemickej modifikacie
anasledného vylucenia z organizmu. Spravidla je to dosiahnuté ich premenou na
produkty, ktoré maji vysSiu polaritu, a tym vySSiu moznost’ exkrécie. Vysledkom
biotransformacie moéze byt jeden produkt, pripadne cela $kala roznych metabolitov
(71).

Okrem zubov akosti prebicha metabolizmus prakticky vo vsetkych
tkanivach. NajdolezitejSim metabolicky aktivnym orgdnom je vSak pecen, d’alej s to
oblicky, tenké ¢revo, pl'ica, mozog, koza, krvné sérum, placenta a ¢revna mikrofléra.

(71).
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Xenobiotika st biotransformované pomocou enzymov uréenych pre
metabolizmus fyziologickych substratov (napr. hormény). Na rozdiel od nich je vSak
SpecifiCnost’ enzymov voci xenobiotikdm nizka, ¢o je zevoluéného hladiska
obrovskou vyhodou pre organizmus. Vdaka tomu je schopny biotransformovat
Siroka  Skalu pre organizmus neznamych latok, vratane vyznamnej skupiny

xenobiotik - lie¢iv (71).

3.6.1. Faze metabolizmu

Vzhl'adom na charakter prebiehajucich reakcii sa metabolizmus rozdel'uje na

tzv. 1. a 2. fazu (71).

1. faza (funkcionalizacna)

Ulohou tejto faze je zavedenie funkénej skupiny do molekuly xenobiotika.
Medzi najcastejSie reakcie patri oxidacia, hydrolyza, redukcia a hydratacia. Tieto
reakcie vedu k zavedeniu polarnej funkénej skupiny (OH, COOH, NH, SH atd’.)
do molekuly xenobiotiaka a tim k ul'ahéeniu jeho priameho vyltéenie z organizmu,

pripadne umoznujicej d’alsiu konjugaciu s polarnym kofaktorom (72).

NajcastejSimi skupinami enzymov 1. faze metabolizmu su:
e cytochromy P450 (CYP450)
e monoaminoaxidazy (MAO)
e flavin-monooxigenazy (FMO)
e alcohol dehydrogenazy
e aldehyd dehydrogenazy
e xanthin oxidazy
e c¢poxid hydrolazy
o karboxylesterazy a peptidazy
e karbonyl reduktazy (71)

Medzi najvyznamnejSiu skupinu enzymov patri CYP450 (73). Odhaduje sa,
ze zo vSetkych v sucasnosti predpisovanych lieCiv je zhruba 75% metabolizovanych

prave pomocou CYP450 a z niekol’ko tisic isoforiem sa iba pat’ z nich (1A2, 2C9,
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2C19, 2D6, 3A4) z 95% podiel'a na spominanom uc¢inku (74). Okrem metabolizmu
xenobiotik maju CYP450 nezastupitelni ulohu v syntéze a reguldcii steroidnych
hormoénov. V T'udskom tele su prakticky vSadepritomné, no najddlezitejSim orgdnom
zodpovednym za metabolizmus lie¢iv pomocou CYP50 je pecen. Tieto enzymy,
obsahujice vo svojej Struktre hem, st lokalizované na endoplazmatickom
retikulu spolu s flavoproteinom - NADPH cytochrom reduktazou, ktory je potrebny
na prenos elektronov z NADPH na CYP450. Oproti inym enzymom zapojenym
umoziiuje metabolizovat® §iroké spektrum cudzorodych latok (33). NajéastejSim

typom reakcie katalyzovanej CYP450 je oxidacia (Rovnica 2) (72):
S+ NAD(P)H + H+ 402 — SO + NAD(P)* + Hz0
S = substrat

Rovnica 2: Oxidacia substratu katalyzovana CYP450.

2. faza (konjugacéna)

V priebehu tejto faze je molekula obsahujica vhodni funkéna skupinu
naviazana zvycajne na polarnu endogénnu zliceninu, ¢im sa vyznamne zvysi
moznost’ jej vylicenia z organizmu (Tabulka 2). Vynimkou moze byt methylacia,
atak moéznost zvySenia lipofility. Terminologicky je vSak oznacenie ,,2. faza“
mierne zavadzajuce, pretoze chronologicky nemusi striktne nadvézovat na 1. fazu.
Xenobiotikum obsahujuce vhodni funként skupinu moéze byt metabolizované
primarne iba cestou konjugac¢nej faze, pripadne 1. fiza moZze byt vynechana alebo
nasledovat’ az po 2. faze (33).

NajddlezitejSou konjugacnou reakciou 2. faze je glukuronidicia. Reakcia je
katalyzovana uridin difosfat (UDP) glukuronosyltransferazami (UGT), membranovo
viazanymi proteinmi, lokalizovanymi na vnuatornej strane endoplazmatického
retikula a membrane jadra. Najvyssia koncentracia je v pefeni, no vyskytuju sa aj
v tenkom creve, oblickach, plucach a kozi. VacSina UGT vykazuje uzku Specifitu
vo¢i endogénne pritomnym zlaCenindm (androgény, estrogény, bilirubin) avSak
nizku v pripade xenobiotik. Enzymy su zodpovedné za prenos glukuronidovej
kyseliny z uridin 5’-difosfoglukuronidovej kyseliny na rézne zluceniny obsahujtice

nukleofilni funként skupinu. Vzniknuty glukuronid je spravidla menej toxicky, vo
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vode rozpustny, a tym jednoduchsie z tela vyla¢eny v porovnani s materskou latkou

(33, 75).

Reakcia Funk¢na skupina

Glukuronidacia -OH, -COOH, -NH, -NOH, -NH,, -SH, aromaticky dusik
Glykozidacia -OH, -COOH, -SH

Sulfatacia -OH, -NH, -NOH, -NH,

Methylacia -OH, -NH>»

Acetylacia -OH, -NH>, -SO,NH,,

Konj. s aminokys. -COOH

Konj. s glutathionom epoxid, organicky halid

Konj. s mastnou kys. -OH

Tabul’ka 2: Niektoré reakcie 2. faze a prislusné funkéné skupiny
3.6.2. Studium metabolizmu lieéiv

Vplyvom biotransformacie sa mdze tvorit metabolit, ktory ma v porovnani
s materskou latkou farmakologicky ucinok niz$i, rovnaky, vyss§i, pripadne
kvalitativne rozdielny (76). Metabolizmus takto méze mat’ zasadny vplyv taktiez na
toxikologicky profil lieciv. Z tohto dovodu je dodlezité Studovat’ metabolizmus uz

Vv rannej faze vyvoja potencialneho lieciva (3).

In vitro modely

Inkubacia Studovaného lieciva in vitro patri medzi jednoduché a lacné metody
poskytujuce rychlu informaciu o biotransformacii vyvijaného lieCiva, Struktire
hlavnych metabolitov, enzymoch zapojenych do metabolizmu a odhalit moZnost
pripadnych interakcii medzi roznymi lie¢ivami. Dalsi prinos spociva v jednoduchom
porovnani metabolizmu medzi ¢lovekom a réznymi zivo¢iSnymi druhmi, ktory je

nasledne vyuzitel'ny pre in vivo modely v preklinickej faze vyvoja (76).
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Pri in vitro modeloch sa zvy¢ajne vyuZziva biotransformacia pomocu:

1. Buneénych rezov alebo hepatocytov — jedna sa 0 fyziologicky
najrelevantnejs$i in vitro model pre kvalitativne aj kvantitativne hodnotenie
metabolitov 1. a2. faze, pretoze obsahuje prakticky kompletnu Skalu enzymov
a kofaktorov. Nevyhodou je vSak nestila enzymaticka aktivita, mozné problémy
s difuziou testovaného lieCiva do hepatocytov ako aj vysoké naroky na samotné
manualne zaobchadzanie.

2. Subcelularnych frakeii — patri medzi najpouzivanejsSiu metodu. Vychodzim
materialom je najéastejSie tkanivo pecene. Frakcie sa d’alej rozdel'uju na:

a) S9 frakciu - supernatant vznikujuci centrifugaciou homogenatu tkaniva
pri otackach 12 000 x g pocas 10 min. Je zmesou mikrozoémov a cytosolu,
obsahuje celi $skalu enzymov zapojenych v 1. aj 2. faze biotransformacie.

b) Cytosol - supernatant vznikajici d’alSou centrifugaciou S9 frakcie pri
otaCkach 100 000 x g poc€as 1 hod. Obsahuje hlavne enzymy zapojené
Vv konjugacne;j faze.

c) Mikrozémy - vysledny sediment centrifugacie. Jedna sa o vezikuly
endoplazmatického retikula obsahujiceho enzymy CYP450, a preto sa
najCastejsie vyuzivaja pri §tadiu metabolizmu 1. fazy.

3. Rekombinantnych enzymov — umoziuju sledovat metabolizmus
konkrétnym enzymom. Vyhodou je moZnost’ pripravy minoritne sa vyskytujliceho

enzymu (76).

In vivo modely

Vyuzitie in vitro modelu biotransformacie potencialneho lie¢iva poskytuje
cenné informacie pre jeho dal$i vyvoj, no v Ziadnom pripade nemo6Ze nahradit’
komplexnost’ in vivo modelu. Z tohto dovodu by pri akychkol'vek rozdieloch medzi
oboma pristupmi mali mat’ vysledky ziskané z in vivo pokusov vzdy prednost’ (76).

In vivo modely v preklinickych S$tadiach najCastejSie vyuzivaju rozne
laboratorne zvieratd (napr. mys, potkan, kralik, opica, pes). Po aplikacii lieCiva
testovanému zvieratu je nasledne odobrany biologicky materidl (napr. krv, moc,
faeces, sliny, ZI¢), ktory je vyuZzity pre vyhladdvanie produktov biotransformacie
(77).

Dolezitym hladiskom st vSak interindividualne rozdiely v metabolizme

medzi zivoC¢iSnymi druhmi, ato najmd vo vztahu k metabolizmu u cloveka.
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V niektorych pripadoch totiz moéze u cloveka vznikat metabolit, ktory nebol
detegovany u ziadneho laboratorneho zvierat’a, pripadne sa metabolit moze tvorit’ vo

vyrazne va¢som mnozstve (78).
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4.1. Vyuzitie analytickych metod pri vyvoji
novych potencialnych lieciv odvodenych od

thiosemikarbazonu

V uvodnej faze vyvoja  potencidlnych lie¢iv  odvodenych  od
thiosemikarbazonu bolo potrebné vyhodnotit’ ich in vitro stabilitu. Tato poziadavka
vyplynula z vysledkov predchadzajticich experimentov, ktoré poukazali na nizku
stabilitu u aroylhydrazonovych predchodcov a predovsetkym ich kratky biologicky
polc¢as. Tie podliehali rychlemu rozkladu v in vitro podmienkach vplyvom Stiepenia
iminovej vdzby anasledne boli tieto rozkladné produkty detegované aj in vivo.
Vzhl'adom na pritomnost rovnakej funkcnej skupiny aj u thiosemikarbazonovych
nastupcov bolo preto vhodné overit’ aj u nich pritomnost’ tohto neZiaduceho javu (79,
80).

Rozhodli smesa otestovat’® in vitro stabilitu udvoch modelovych
thiosemikarbazonov (2-hydroxy-1-naftylaldehyd-4-methyl-3-thiosemikarbazonu
- NAmT a di(2-pyridyl)keton-4,4-dimethyl-3-thiosemikarbazonu - Dp44mT) v
priebehu ich inkubécie v Pudskej, hovidzej a krali¢ej plazme (PRACA 1).
Okrem hodnotenia nachylnosti iminovej vazby k hydrolyze sme sa chceli zamerat’ aj
na detekciu pripadnych oxida¢nych produktov vznikajicich moZznou konverziou
thiokarbonylovej skupiny na karbonylovi. Pre obe latky sme museli vyvinut’ nové
analytické metody, pretoze v literature nebol najdeny zaznam o vhodnych
metodikach. Zvolili sme HPLC s UV detekciou, u ktorej bola zékladnou
poziadavkou separdcia materskej latky, aromatickych produktov hydrolyzy (2-
hydroxy-1-naftylaldehyd — HnA v pripade N4mT a di(2-pyridyl)keton — DpK u
Dp44mT), produktu oxidacie a vybraného vnuatorného Standardu (2-hydroxy-1-
naftylaldehyd-3-thiosemikarbazonu — NT). Thiosemikarbazidové hydrolytické
produkty neboli hodnotené vzhl'adom na ich rychlu eluciu spolu s balastmi z plazmy.

V pripade N4mT bola najlepSia separacia dosiahnutd na kolone Discovery
HS F5 (250x4 mm, 5um, Sigma-Aldrich), pri pouziti mobilnej fazy zlozenej z 2 mM
vodného roztoku EDTA a acetonitrilu (50:50; v/v). Rovnaka kolona bola vyuzita aj
uDp44mT, no mobilna faza pozostavala z vodnej slozky (2 mM roztoku
EDTA v 10 mM octane aménnom - pH 4,5) a acetonitrilu (62:38, v/v). Ako metdda
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upravy vzorku bola zvolena extrakcia na pevnej faze na kolonkach C18 (Discovery
C18, Sigma-Aldrich) v pripade NAMT a fenylovych (Discovery Ph, Sigma-Aldrich)
u Dp44mT. Vyvinuté analytické metddy boli nasledne validované podla smernic
FDA, kde medzi testovanymi validacnymi parametrami bola selektivita, kalibracna
krivka, spravnost, presnost’, limit kvantifikacie, vytaznost metody upravy vzorku
a stabilita.

Oba chelatory boli inkubované pocas 24 hod pri koncentracii 100 pM
a37°C=x 0,5 °C (n=4). Za ucelom porovnania bola do experimentu pridana
aj materska latka aroylhydrazonovej skupiny (pyridoxal-isonikotinoylhydrazon —
PIH). Miera stability bola vyjadrena ako pokles koncentracie vychodiskovej latky
Vv Case.

Vysledky tejto Stidie poukazali na vySSiu stabilitu novych
thiosemikarbazonovych chelatorov v porovnani s aroylhydrazonmi. Po 24 hod
bolo v krali¢ej plazme 68%, v hovddzej 72% av Tudskej 63% pociatoéného
mnozstva N4mT. V pripade Dp44mT bolo na konci experimentu v kralicej plazme
65%, v hovédzej 80% a v l'udskej 93% tejto latky. Pre porovnanie, koncentracia PIH
Klesla pod 40% z pévodnej hodnoty v priebehu 20-40 min. NizSia stabilita N4AmT
Vv porovnani s Dp44mT v l'udskej plazme by mohla byt sposobena rozdielom v ich
Struktare. Zatial' co N4mT je derivat aldehydu, Dp44mT je Strukturne odvodeny od
ketonu. Vo vzorkdch Dp44mT sa ndm na konci experimentu podarilo detegovat’ DpK
a oxidacny produkt. U N4mT sme pritomnost’ adekvatnych zlic¢enin nepozorovali, ¢o
je v pripade HnA spdsobené jeho vlastnym rozkladom v plazme.

Poznatky ziskané v tejto praci mali zasadny vyznam pre d’alSie pokracovanie
vyskumu thiosemikarbazonovych protinddorovych liec¢iv. Ich vysSia stabilita
v plazme v porovnani s aroylhydrazonovymi predchodcami moéze byt vyhodou

Z pohl'adu farmakokinetiky a trvania farmakologického ucinku.

Predpokladom d’alSieho vyvoja tejto skupiny potencidlnych lieCiv je
stidium ich osudu Vv organizme. Pre tento ucel bol zvoleny 2-benzoylpyridin-4-
ethyl-3-thiosemikarbazon (Bp4eT), ktory vykazoval vysoky antiproliferativny u¢inok
in vitro. VzhPadom na nizku rozpustnost’ Bp4eT vo fyziologickom roztoku bolo
potrebné navrhnut’ vhodné zloZenie pilotnej farmaceutickej formulacie pre i.v.
podanie tejto latky v preklinickych experimentoch (PRACA 2). Tato latka je

taktiez zaujimava z analytického hl'adiska z dévodu jej vyskytu v dvoch izomérnych
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formach. Pevnt substanciu tvori Z izomér, ktory vo vodnom prostredi konvertuje na
E izomér, pri¢om obe $truktiry spolu koexistuju. Dalou komplikaciou je absencia
Standardu E izoméru, a tiez rozdiel v absorp¢nych spektrach oboch foriem, ktory by
komplikoval kvantifikaciu zalozenu na jednoduchom s¢itani ploch oboch pikov pri
UV detekcii. RieSenim sa preto zdala byt hmotnostna detekcia, ktora by zaroven
mohla poskytnat’ vyhodu vyssej citlivosti a selektivity.

Zakladnu charakteristiku Bp4eT pri pouziti MS detektoru (i6novej pasce) sme
ziskali priamou infuziou jeho Standardu do zdroja s vyuzitim ionizacie ESI a APCI.
Latka vykazovala vysSiu odozvu v pozitivnom mode, V ktorom bola pozorovana
pritomnost najmi protonizovanej formy ([M+H]" pri m/z 285). Pri ionizacii
elektrosprejom bol taktiez viditelny vznik sodikovych aduktov ([M+Na]® pri m/z
307). Sucasne bola popisana fragmentacia MS? a MS® u Bp4eT a zamyslan¢ho
vnutorného Standardu (N4mT).

Nésledne sme sa ststredili na vyvoj chromatografickych podmienok pre
dosiahnutie dostato¢ného rozdelenia oboch izomérov a IS, ktoré sme docielili na
koléne Synergi 4u Polar RP (1503 mm, 4 um, Phenomenex) pri pouziti mobilnej
fazy zlozenej z2 mM mravenCanu amonneho, acetonitrilu a methanolu
(30:63:7; viviv). Bp4eT vratane N4mT boli detegované v SRM moéde (m/z 285 —
m/z 240 pre Bp4eT; m/z 260 — m/z 229 pre NAmT). Opakovana analyza vodného
roztoku Bp4eT v priebehu jednej hodiny poukazala na rychlu konverziu medzi
oboma izomérmi.

Napokon sme sa zamerali na nastavenie optimalnych podmienok ionizacie,
kde hlavnym kritériom bolo dosiahnutie kvantifikicie Bp4eT pomocou
jednoduchého scitania ploch pikov oboch jeho izomérov. ESI sa ukazala ako
nevhodna, pretoze obe $truktiry boli rozdielnou mierou nachylné k tvorbe aduktov
so sodikom ([M+Na]"). Na druhej strane, v pripade APCI nebol vznik aduktov
pozorovany, a zaroveii sme potvrdili rovnakii odozvu detektoru pre iény [M+H]" u
oboch izomérov. Metdda bola validovana s ohl'adom na selektivitu, kalibra¢nu
krivku, presnost’, spravnost’ a efekt matrice.

Metddu sme nasledne vyuzili pri optimalizacii zlozenia formulacie pre i.v.
aplikdciu tejto latky. V tvode sme sledovali vplyv pH na rozpustnost Bp4eT
v octanovom a fosfore¢nanovom pufri, pricom zvolené pH rozmedzie (3,0 — 7,0)
reflektovalo povolené rozmedzie pre i.v. podanie lieCiv. Zaroven sme hodnotili

rozpustnost’ vo fyziologickom roztoku (pH 5,5), pufrovanom fyziologickom roztoku
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(phosphate buffered saline - PBS, pH 7,4) a v roztokoch vybranych farmaceutickych
kosolventoch (prolypenglykol — PG, polyethylenglykol 300 — PEG 300,
ethanol 96% — EtOH) vo fyziologickom roztoku. Testované boli nasledujice
koncentracie kosolventov: 20 a 60% PG, 20 a 50% PEG 300, 20% EtOH, pricom
vysSi obsah pomocného rozpustadla reprezentoval jeho maximalnu koncentraciu,
ktora nesposobuje lokalne podrazdenie, hemolyzu alebo vyrazna toxicitu po i.v.
aplikécii maximalneho odporucaného objemu u mysi alebo potkana.

Vysledky experimentov poukazali na nizku rozpustnost Bp4eT v oboch
pufroch, avSak moznost’ jej modifikacie vplyvom ionizéacie testovanej latky s
markantnym narastom rozpustnosti az pri pH 3,0 (cca 5%). Takto kysly roztok uz
predstavuje dolny limit pre i.v. podanie a moze spdsobovat’ lokalnu drazdivost’, preto
sme zvolili pH 4, pri ktorom bola najvyssia rozpustnost’ pozorovana u octanového
pufru. Na druhej strane, v pripade farmaceutickych kosolventov doslo k podstatne
vyraznejsiemu narastu rozpustnosti (cca 10 - 100%) s najvyssou hodnotou 0,5 mg.ml™
u kombinacie PEG 300 a fyziologického roztoku (50:50, v/v). Nasledna zamena
fyziologického roztoku za octanovy pufr o pH 4,0 nemala na rozpustnost’ ziadny
vplyv, avSak d’al$i vyraznej$i ndrast (cca 3,5%) bol dosiahnuty nahradenim 10%
fyziologického roztoku za EtOH. Na zaklade vysledkov tejto §tadie bola formulacia
zloZena z PEG 300, fyziologického roztoku a EtOH (50:40:10, v/v/v) zvolena pre

vyuZitie v d’alSej faze in vivo experimentov.

Stadium metabolizmu patri medzi zakladné predpoklady pre d’alsi pokrok vo
vyskume a vyvoji novych lieciv. U novych derivatov thiosemikarbazonu je tento
aspekt zvyrazneny nedostatkom informacii o biotransformacii §truktirne podobnych
latok. Jedine v pripade Triapinu, thiosemikarbazonového derivatu testovaného v
2. taze klinickych skusok, boli v literatire publikované data o moznom metabolizme
pomocou hydroxylacie a acetylacie, avSak aj U tejto latky chyba detailny Struktirny
popis metabolitov. V d’alsej faze analytického hodnotenia
thiosemikarbazonovych lie¢iv sme sa preto zamerali na charakterizaciu
Struktiry in vitro a in vivo metabolitov 1. faze u Bp4eT (PRACA 3).

Za ulelom ziskania prvotnych informécii o Struktire moZnych metabolitov
sme inkubovali Bp4eT sTludskou resp. potkaiou mikrozomalnou a cytosolickou
frakciou pecene. Po centrifugacii a nariedeni sme vzorky analyzovali na kolone

Discovery HS C18 (75x4,6 mm, 3 um, Sigma-Aldrich) s vyuzitim mobilnej faze
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zlozenej z 2 mM mravenCanu amoénneho (A) a acetonitrilu (B) v gradientovom
mode: 0-20,0 min (20-60% B); 20,0-33,0 min (60% B); 33,0-33,1 min (60-20% B);
33,1-44,0 min (20% B). Metabolity sme identifikovali na zaklade analyzy dat z MS
(ionova pasca). Stidiom fragmenticie sme navrhli, e by sa Bp4eT mohlo
biotransformovat cestou oxidacie thiokarbonylovej skupiny pri sucasnom vzniku
produktov so Struktirou semikarbazonu (metabolit 1 — M1, m/z 269) a amidrazonu
(metabolit 2 — M2, m/z 253). V pripade metabolitu M1 sme detegovali dva
dostatocne separované piky srovnakou fragmentaciou. To by mohlo byt
vysvetlované pritomnost'ou E/Z izomérov podobne ako u materskej latky. V pripade
m/z 253 (metabolit M2) boli objavené dva koelujuce piky, ktoré by mohli patrit
jednak jeho E/Z izomérom, pripadne aj tautomérom.

Hypotézu, Ze oba metabolity vznikaji oxiddciou materskej latky sme
nasledne taktiez potvrdili HPLC-MS/MS analyzou roztoku Bp4eT, ktory bol
podrobey oxidacii pomocou H,O,. Oba navrhnuté metabolity sme detegovali v tejto
reakénej zmesi. Nasledne sme ichizolovali s vyuzitim preparativnej TLC
chromatografie a ich §truktura bola potvrdena pomocou NMR a IC spektrometrie.

Nakoniec sme Bp4eT aplikovali intravendzne potkanovi (n=3) pomocou
formulédcie vyvinutej v predchadzajucej praci. Cielom tohto experimentu bolo
potvrdenie pritomnosti metabolitov identifikovanych in vitro, a sacasne hladanie
novych metabolickych produktov vznikajucich in vivo. Potkanovi sme 120 min po
aplikacii odobrali krv, zatial ¢o sa mo¢ a faeces kontinudlne zhromazd’ovali v
metabolickej klietke po dobu 24 hod. Vzorky plazmy a mo¢i sme upravili pomocou
SPE, no v pripade faeces sme zvolili LLE. Vo vSetkych biologickych vzorkach sme
potvrdili pritomnost’ metabolitov M1 a M2. V pripade i6nu pri m/z 269 bol vsak
vedl'a dvoch izomérov M1 vo vSetkych biologickych vzorkach detegovany novy
metabolit - M3. Vzhl'adom na fragmentaciu podobnu metabolitu M2 sme navrhli, ze
by sa mohlo jednat’ o jeho hydroxylovany, pripadne N-oxidovany analdg. PretoZe je
obvykle problematické rozlisit' tieto metabolity s vyuzitim ESI, sledovali sme
ionizaciu metabolitu M3 pomocou APCI, s vyuzitim ktorej je moZzné pozorovat
U hydroxylovanych metabolitov stratu vody, ktora chyba u N-oxidov (81, 82).
V nasej Studii sme pri pouziti APCI pozorovali vysSSie diskutovanu stratu vody
(A m/z 18), ¢o poukazuje na pritomnost’ hydroxy skupiny, zatial ¢o deoxygenacia

(Am/z 16), typicka pre N-oxidy, nebola detegovana. Okrem toho vyrazne nizsia
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retencia M3 v porovnani s M2 taktieZz favorizuje hydroxylaciu pred N-oxidaciou
(26).

V ziadnych in vivo vzorkach neboli najdené produkty Stiepenia iminovej
vézby, ktoré sme v malej miere pozorovali u Dp44mT v in vitro podmienkach po 24
hod (PRACA 1). VysledKy tejto $tidie naznacuju, Ze enzymy pritomne v peceni
nie si zodpovedné za hydrolyzu thiosemikarbazonovych lie¢iv a v ich
biotransformacii sa v najvicSej miere uplatiiuje oxidacia thiokarbonylovej
skupiny a nasledna hydroxylacia. Tieto poznatky budi vyuzité pri vyvoji
a validacii analytickej metody vhodnej pre stanovenie Bp4eT ajeho metabolitov
Vv biologickom materiali, ktorti nasledne uplatnime v planovanom farmakokinetickom

experimente.

Pokracujici vyskum thiosemikarbazonovych chelatorov Zeleza viedol
k vyvoji nového potencialneho lieciva di(2-pyridyl)keton-4-methyl-4-cyklohexyl-3-
thiosemikarbazonu — DpC. Latka vykazovala vysoky cytostaticky efekt a sucasne
boli potlacené neziaduce ucinky popisané u Struktirne blizkeho analoga (Dp44mT),
preto sme sa rozhodli zamerat’ na §tidium metabolizmu U tohto nového cytostatika.
Cielom d’alSej prace bola identifikiacia metabolitov 1. a2. fize u DpC
vznikajiicich in vitro (PRACA 4). Tato praca bola vykonana na zahraniénom
pracovisku (Centre for Drug Research, University of Helsinki, Finsko).

Biotransforméaciu 1. fdze sme simulovali inkubaciou DpC s l'udskou
mikrozomalnou frakciou pecene. Pre Studium tvorby glukuronidov sme taktiez
vyuzili mikrozomalnu frakciu, no v pripade sulfonatov a konjugatov s glutathionom
sme DpC inkubovali s S9 frakciou pecene. Po centrifugacii a nariedeni sme vzorky
analyzovali pomocou UPLC systému na kolone Acquity UPLC BEH C18 (100 x
2,1 mm, 1,7 um). Dostato¢nu separaciu materskej latky a metabolitov sme dosiahli
vyuzitim mobilnej faze pozostavajiucej z2 mM octanu aménneho (A) a acetonitrilu
(B) pri pouziti nasledujuceho gradientu: 0-7,0 min (10-95% B); 7,0-9,5 min
(95% B); 9,5-9,7 min (95-10% B) a 9,7-12,0 min (10% B). V pripade detekcie sme
vyuzili hybridny hmotnostny spektrometer QTOF v kombinacii s ESI a internou
kalibraciou. Tento systém umozinoval vykonat analyzu s vysokym rozliSenim
(R~10000) a presnym ur¢enim hmoty (<5 ppm). UZ pri vyvoji metddy sme vSak
narazili na markantny problém s citlivostou detekcie materskej latky, ktora

Vv priebehu analyzy tvorila komplexy so Zelezom. Tento problém sme eliminovali
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jednorazovym preplachnutim kolony vodnym roztokom EDTA, a zaroven jej
nastrekom pred kazdou analyzou s eliciou do odpadu.

V pripade identifikdcie metabolitov sme porovnavali testované a kontrolné
vzorky jednak s vyuzitim softvéru Metabolynx XS (verzia V4.1) ako aj manudlne.
StruktGru metabolitov sme spo¢iatku navrhli na zaklade dat ziskanych analyzou
s vysokym rozliSenim apresnym ur¢enim hmoty. Predpokladané Struktary
metabolickych produktov sme nasledne potvrdili pomocou stidia ich fragmentacie.
Spolu sme identifikovali 10 metabolitov 1. faze a2 konjugané metabolity.
Velku skupinu metabolitov 1. faze tvorili produkty oxidacie thiokarbonylovej
skupiny podobne ako u Bp4eT, za stcasného vzniku semikarbazonového
a amidrazonového skeletu. Medzi d’alSie identifikované biotransformacné
procesy patrila N-demethylacia, hydroxylacia, otvorenie cyklohexylu spojeného
s adiciou vody, a zaroven rozne kombinacie tychto reakcii. Jedine u metabolitu
M10 sme vSak nemohli pomocou MS/MS fragmentacie jednoznacne rozlisit' medzi
pritomnost'ou hydroxylu alebo N-oxidu, pretoze nebolo mozné vyuzit APCI.
V pripade konjuga¢nych metabolitov sme objavili glukuronid materskej latky
a metabolitu M10, no sulfonaty ani konjugaty s glutathionom neboli detegované.

Tato praca potvrdila velky potencidl ultra vysokoucinnej kvapalinovej
chromatografie v kombinacii s modernou MS detekciou Vv oblasti identifikacie
metabolitov. Ziskané data budu vyuzité v planovanych experimentoch zameranych

na identifikaciu metabolitov DpC in vivo.
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4.2. Stadium potencialu HILIC pri analytickom
hodnoteni dexrazoxanu a jeho polarnych

metabolitov

Dexrazoxan je v stcasnosti jedinym klinicky dostupnym lie¢ivom uréenym
pre ochranu myokardu proti toxickym uc¢inkom antracyklinovych cytostatik. Napriek
predpokladu, Ze je dexrazoxan pro-lieCivo, ktoré¢ho kardioprotektivny ucinok je
sprostredkovany aktivnymi metabolitmi, predovSetkym ADR-925, nie je v tejto
otazke doposial uplne jasno. Tento fakt do istej miery brani vyvoju novych
kardioprotektiv. Posun v tejto oblasti je Ciastocne limitovany nedostatkom vhodnych
a hlavne citlivych analytickych technik, schopnych stanovenia dexrazoxanu a jeho
polarnych metabolitov (B, C, ADR-925) priamo v mieste G¢inku. VSetky doposial
publikované prace vyuzivali pri ich spoloc¢nej analyze reverzny méd za podmienok,
ktoré nedovolovali pouzitie citlivejsej MS detekcie. V tejto praci sme sa preto
zamerali na moznost’ vyuzitia HILIC modu pre analyzu dexrazoxanu a jeho
metabolitov, pricom sme sa predovSetkym sustredili na porovnanie vhodnosti
vybranych faz pre separaciu a Stidium jej mechanizmu za podmienok
kompatibilnych s MS detekciou.

Do Sstidie sme zahrnuli HILIC kolony s dvomi zdkladnymi typmi
stacionarnych faz: (1) Cisty silikagel (Ascentis Express HILIC, 150%2,1 mm, 2,7 pm,
Sigma-Aldrich; Atlantis HILIC Silica, 150x2,1 mm, 3 um, Waters), (2) silikagel
modifikovany zwiterionmi (ZIC HILIC, 150x2,1 mm, 3,5 um, Merck; Obelisc N,
150x3,2 mm, 5 pm, Sielc). Medzi zwiterionovymi kolénami bol navySe rozdiel
vV rozloZzeni naboja - u ZIC HILIC boli pritomné sulfoalkylbetainové skupiny
s distalnou poziciou zaporného ndboja, zatial' ¢o Obelisc N mal rozloZenie naboja
opacné. Reten¢né chovanie vSetkych analytov sme spociatku hodnotili pomocou
HPLC-UV, kde sme sledovali vplyv elu¢nej sily mobilnej faze, pH, pufru a teploty
na kolone. Rozmedzie experimentdlnych podmienok sme zvolili s ohladom na
dosiahnutie najlepSej separacie vSetkych analytov za izokratickych podmienok
v akceptovatelnom ¢ase (<40 min), kompatibilitu s MS detekciou a pri su¢asnom

reSpektovani medznych hodnot odporacanych vyrobcami jednotlivych kolon.
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Poradie elucie analytov bolo na vSetkych kolonach rovnaké, pricom najmenej
zadrziavany bol dexrazoxan (k<0,35), zatial’ co sa ADR-925 vymyvalo najpomalsie.
Retencné faktory vSetkych analytov boli zavisle na podiele vody v mobilnej faze
a znizovali sa s jej vySSim obsahom.

Separaciu pozi¢nych izomérov B a C sme nemohli dosiahnut’ pouzitim kolén
na baze Cistého silikagelu, pretoze koeluovali bud’ navzajom alebo s dexrazoxanom.
Na koléne Obelisc N doslo k ich rozdeleniu pri pouziti mobilnej faze iba bez
pridavku pufru, zatial’ ¢o jeho pridavok bol nutny pre eliciu ADR-925. Jedine na
kolone ZIC HILIC sme boli schopni separovat’ vSetky sledované analyty v jednej
analyze.

Mechanizmus retencie sme sa snazili objasnit pomocou analyzy vplyvu
jednotlivych zmien v chromatografickych podmienkach na retenéné spravanie
analytov. Pritomnost rozdelovania alebo adsorpcie sme hodnotili porovnanim
zavislosti retenéného faktoru na objeme vodnej frakcie v linearnom a logaritmickom
rozmedzi. Na vSetkych kolonach sme v pripade dexrazoxanu pozorovali prevahu
adsorpcie, no u ostatnych analytov nebola ostra hranica medzi adsorpciou a
rozdel'ovanim. Na druhej strane, zvySenie teploty viedlo k vys$Siemu zadrziavaniu
vSetkych analytov, o poukdzalo skor na zapojenie rozdel'ovania. Retencia vsetkych
analytov, okrem dexrazoxanu, bola taktiez zavisla na zmenach pH v mobilnej faze,
¢o naznacilo aj na zapojenie idnovej interakcie.

Na zaklade vysledkov systematického hodnotenia retenéného spravania sme
najlepSie chromatografické podmienky nakoniec otestovali pri HPLC-MS analyze.
Spolo¢nu separaciu dexrazoxanu a jeho metabolitov pri pouZiti hmotnostnej
detekcie sme dosiahli iba na koléne ZIC HILIC s vyuZitim mobilnej faze
zloZenej z 0,5 mM mraven¢anu aménneho a acetonitrilu (25:75, v/v).

Tato Stadia ukézala, Ze je princip HILIC moZzné vyuzit pre analyzu
dexrazoxanu ajeho polarnych metabolitov, no komplikdciou je nizka retencia
materskej latky, atak moznost koelucie s hydofilnymi balastmi pritomnymi
Vv biologicke; matrici. Vysledky tejto prace taktiez poukazuji na pritomnost’
komplexného mechanizmu retencie v HILIC modde, v ktorom sa mdze uplatnit’

adsorpcia, rozdel'ovanie a i6nova interakcia.
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Teoreticka Cast’ dizertanej prace sa venovala popisu zakladnych aspektov
HPLC s dérazom na analyzu lie¢iv Vv biologickom materiali. Dalsia pozornost’ bola
venovana charakterizacii analyzovanych latok anajmi ich mechanizmu ucinku
zaloZzenom na chelatacii Zeleza.

Napliou prvého tematick¢ho celku experimentalnej Casti bolo analytické
hodnotenie potencialnych lie¢iv odvodenych od thiosemikarbazonu. V tvode boli
vyvinut¢ a validované HPLC-UV metody pre analyzu N4mT a Dp44mT
Vv biologickom materiali anasledne boli aplikované do s$tadie zameranej na
hodnotenie ich in vitro stability v plazme. Stabilita tychto thiosemikarbazonov bola
porovnand s aroylhydrazonovymi predchodcami. Praca preukazala, Ze nové
potencialne lie¢iva odvodené od thiosemikarbazonu st oproti aroylhydrazonom
v plazme odolnejsie voci hydrolyze iminovej vézby.

Dalsia praca sa  venovala analytickému  hodnoteniu  nového
thiosemikarbazového chelatoru — Bp4eT pomocou HPLC-MS/MS. Vdaka vyuzitiu
MS detektoru, a najmé optimalizacii ionizacie, bolo mozné dosiahnut’ kvantifikaciu
jednoduchym sc¢itanym ploch pikov jeho E/Z izomérov. Metdda bola uspesne
validovana a aplikovana do $tudie rozpustnosti Bp4eT a navrhu formulacie pre i.v.
aplikaciu tejto latky v preklinickych experimentoch.

Vzapiti bola pozornost venovana S§tadiu in vitro azaroven in Vivo
metabolizmu 1. faze u Bp4eT pomocou HPLC-MS/MS. Vo vzorkach zin vitro
inkubacii boli detegované dva oxida¢né metabolity, ktorych Struktira bola spociatku
navrhnuta na zéaklade fragmentacie. Nasledne boli uoboch pripravené Standardy
aich §truktira bola potvrdena pomocou NMR a IC spektrometrie. Tieto metabolity
boli taktiez detegované vo vzorkach zin vivo experimentu, u ktorého bol navyse
objaveny aj hydroxylovany metabolicky produkt.

Poslednd praca prvého tematického celku bola zamerana na Struktarnu
charakterizaciu in vitro metabolitov 1. a 2. faze u DpC s pouzitim UPLC-QTOF.
Struktira metabolickych produktov bola spociatku navrhnutd na zaklade analyz
S vysokym rozliSenim a presnym urCenim hmoty a napokon definitivne potvrdena
rozborom fragmentacie. Spolu bolo detegovanych 10 metabolitov 1. faze medzi ktoré
patrili produkty oxidacie thiokarbonylovej skupiny, N-demethylacie, hydroxylacie,
otvorenia cyklohexylu spojeného s adiciou vody, a zaroven r6zne kombinacie tychto

reakcii. V pripade konjuga¢nych metabolitov bol detegovany glukuronid materske;j
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latky a jedného z metabolickych produktov 1. faze, zatial' ¢o sulfaty a konjugaty
S glutathionom neboli identifikované.

Druhy celok bol zamerany na $tadium moznosti separdcie klinicky uzivaného
lieCiva — dexrazoxanu a jeho polarnych metabolitov (B, C, ADR-925)
pomocou HILIC za podmienok kompatibilnych s MS, a zaroven popisu mechanizmu
ich retencie. Rozdelenie vsetkych analytov bolo dosiahnuté iba na stacionarnej faze
modifikovanej zwiterionmi. Experimenty taktiez potvrdili pritomnost’ rdznych

reten¢nych mechanizmov v HILIC mode.
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Nazov dizertaCnej prace Analytické hodnotenie lie€iv a potencialnych lie€iv zo skupiny latok
chelatujucich Zelezo

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC) ma v analyze lie¢iv dominantné
postavenie, pretoze patri medzi robustné techniky, umoZzfujuce dosiahnutie uc€innej
separacie vacsiny analytov pritomnych vo vzorku, a zarover ich kvalitativne aj kvantitativne
hodnotenie. Pokroky vo vyvoji stacionarnych faz a detekénych technik umozniuju vyrazne
skratit ¢as analyzy, a zaroven ziskat celé spektrum informacii o povahe analytov pritomnych
vo vzorkach aj vo velmi nizkych koncentraciach.

Nadorové ochorenia sa stale radia medzi vyznamné pri€iny smrti, z oho vyplyva
poziadavka na vyvoj novych lieGebnych postupov. Stratégia zaloZzena na chelatacii Zeleza
vnutri nadorovych buniek by mohla vyraznou mierou prispiet k zlepSeniu prognézy
u pacientov s tumormi rezistentnymi voci Standardnej chemoterapii. Tento mechanizmus
antiproliferativného pdsobenia je aktivne rozvijany u novej skupiny potencialnych lieciv
Strukturne odvodenych od thiosemikarbazonu, u ktorych bol cytostaticky u€inok pozorovany
in vitro aj in vivo Dal$i pokrok v tejto oblasti je vyraznou mierou zavisly na dostupnosti
vhodnych bioanalytickych metéd pre hodnotenie tychto potencialnych lie€iv v biologickom
materidli.

Princip chelatacie Zeleza je taktiez spominany aj v pripade mechanizmu ucinku dexrazoxanu
— jediného klinicky dostupného kardioprotektiva schopného chranit myokard pred toxickymi
ucinkami antracyklinov. Tento princip vSak doposial nebol jednoznaéne potvrdeny, ¢o je do
istej miery spésobené nedostupnostou bioanalytickej metédy schopnej hodnotenia tohto
lieCiva a jeho aktivnych metabolitov v mieste jeho posobenia — v srde€nom tkanive.

Prvy tematicky celok tejto dizertacnej prace bol zamerany na analytické hodnotenie
cheldtorov Zeleza odvodenych od thiosemikarbazonu. V Uvodnej faze boli vyvinuté
a validované HPLC-UV metdédy pre hodnotenie in vitro stability u 2-hydroxy-1-naftylaldehyd-
4-methyl-3-thiosemikarbazonu (NAmT) a di(2-pyridyl)keton-4,4-dimethyl-3-
thiosemikarbazonu  (Dp44mT) v plazme, ktora  bola  zarover porovhana so
stabilitou pyridoxal-isonikotinoylhydrazonu (PIH) — materskej latky aroylhydrazonovych
chelatorov. Vysledky tejto prace poukazali na vysSiu stabilitu novych thiosemikarbazonov
v porovnani s ich aroylhydrazonovymi predchodcami.

Nasledne bola vyvinutd a validovana HPLC-MS/MS metéda schopna kvantifikacie E/Z
izomérov 2-benzoylpyridin-4-ethyl-3-thiosemikarbazonu (Bp4eT). Metéda bola vyuzita v
Studiu rozpustnosti Bp4eT vo vodnych rozpustadlach a farmaceutickych kosolventoch,
a sucasne bolo navrhnuté zlozenie formulacie vhodné pre i.v. podanie tejto latky.

Vzapati bol $tudovany in vitro ain vivo metabolizmus 1. faze u Bp4eT. Struktury dvoch
metabolitov detegovanych v in vitro vzorkach boli navrhnuté na zaklade vysledkov HPLC-
MS/MS experimentov, a nasledne potvrdené pomocou NMR aIC spektrometrie. Oba
oxidacné metabolity boli taktiez detegované in vivo, a zaroven tu bol identifikovany novy
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hydroxylovany metabolicky produkt.

Posledna praca prvého celku bola venovana novo pripravenému thiosemikarbazonovému
analégu - di(2-pyridyl)keton-4-methyl-4-cyklohexyl-3-thiosemikarbazonu (DpC), u ktorého bol
detailne skumany in vitro metabolizmus 1. a 2. faze pomocou UPLC-QTOF metédy.
Struktary metabolitov boli spo&iatku navrhnuté na zaklade dat ziskanych analyzou
s vysokym rozliSenim a presnym uréenim hmoty a vzapati potvrdené pomocou Studia ich
fragmentacie. Spolu bolo detegovanych 10 metabolitov 1. faze medzi ktoré patrili produkty
oxidacie thiokarbonylovej skupiny, N-demethylacie, hydroxylacie, otvorenia cyklohexylu
spojeného s adiciou vody, a zaroven rbzne kombinacie tychto reakcii. V pripade
konjugaénych metabolitov boli detegované dva glukuronidy, zatial ¢o sulfaty a konjugaty
s glutathionom neboli objavené.

Naplhou druhého celku bolo Studium moznosti separacie a popisu mechanizmu retencie u
dexrazoxanu a jeho metabolitov v HILIC mdde za podmienok kompatibilnych s hmotnostnou
detekciou. Separacia vSetkych analytov bola dosiahnuta iba na koléne so stacionarnou
fazou na baze zwiterionov. Vysledky tejto prace taktiez potvrdzuju pritomnost komplexného
mechanizmu retencie v HILIC mdde, v ktorom sa mdze uplatnit adsorpcia, rozdelovanie
a iénova interakcia.

71



/. ABSTRACT

72



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control
Candidate Mgr. Jan Stariat
Supervisor Prof. RNDr. Jifi Klime§, CSc.

Title of Doctoral Thesis  Analytical evaluation of drugs and drug candidates from the
group of iron chelating agents

High performance liquid chromatography (HPLC) ranks among the most important analytical
techniques in the field of pharmaceutical analysis thanks to its robustness and the ability to
separate and qualitatively and quantitatively analyse the compounds presented in various
samples. The ongoing progress in the development of novel stationary phases and detection
techniques allows rapid analysis and to get comprehensive characterization of the analytes
presented in the complex samples even at very low concentrations.

Cancer still remains a leading cause of death, thus the need for novel, efficient treatment
strategies is of crucial importance. The mechanism based on iron chelation (Fe) inside the
tumour cells represents one of the most promising strategy which could enhance the
prognosis of patients suffering from cancer resistant to standard chemotherapy.
Thiosemicarbazone iron chelators are currently under intensive development as novel
anticancer drugs. Their strong antiproliferative activity has been already described both
in vitro and in vivo. However, the further progress of their development strongly requires
proper analytical techniques for their analysis in biological materials.

The mechanism of action of the only clinically used cardioprotectant efficient against
antracycline toxicity - dexrazoxane is also supposed to be mediated by iron chelation.
However, this assumption has never been unambiguously confirmed. This could be partially
caused by the lack of bioanalytical methods capable to simultaneously evaluate the drug and
its active metabolites in the target organ — in a myocardium.

The first part of this doctoral thesis was focused on analytical evaluation of the
thiosemicarbazone iron chelators. At the beginning, novel HPLC-UV methods were
developed and validated for the determination of in vitro stability of 2-hydroxy-1-
naphthylaldehyde-4-methyl-3-thiosemicarbazone — (N4mT) and di(2-pyridyl)ketone-4,4-
dimethyl-3-thiosemicarbazone (Dp44mT) in plasma. Their stability was subsequently
compared with stability of the parent compound of the aroylhydrazone chelators - pyridoxal
isonicotinoyl hydrazone (PIH). The results of these experiments pointed on apparently higher
stability of thiosemicarbazones in comparison to their aroylhydrazone forerunners.

Novel HPLC-MS/MS method capable to quantify E/Z izomers of 2-benzoylpyridine-4-ethyl-3-
thiosemikarbazone (Bp4eT) was developed and validated. The method was successfully
applied to solubility study of Bp4eT in various aqueous media as well as pharmaceutical
cosolvents. Furthermore, it was utilized to propose the composition of a pharmaceutical
formulation suitable for i.v. application of this drug.

The phase | metabolism of Bp4eT was studied in vitro and in vivo. Two metabolites were
detected in vitro and their chemical structures were proposed based on HPLC-MS/MS
experiments. These suggestions were subsequently confirmed by the analysis of their
standards characterized by NMR and IR spectrometry. Both oxidative metabolites were also
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detected in vivo together with the newly found hydroxylated metabolic product.

The last work of the first part was focused on identification of in vitro phase I/ll metabolites of
newly developed thiosemicarbazone analog - di(2-pyridyl)ketone-4-methyl-4-cyclohexyl-3-
thiosemicarbazone (DpC) using UPLC-QTOF. Initially, the chemical structures of the
metabolites were proposed based on the high resolution analysis with accurate mass
measurement. These were subsequently confirmed by the fragmentation study. Ten phase |
metabolites were detected, among which the products of the thiocarbonyl group oxidation, N-
demethylation, hydroxylation, cyclohexyl ring opening coupled with water addition as well as
the various combinations of these reactions were identified. In the case of phase II
conjugates, only two glucuronides were detected, while the sulphates and glutathione
conjugates were not found.

The second part of the thesis was intended to investigate the feasibility of the HILIC mode
for the simultaneous analysis of dexrazoxane and its polar metabolites (B, C, ADR-925). The
particular attention was also pay on description of the retention mechanism under MS
compatible chromatographic conditions. The separation of all compounds in one analytical
run was achieved only on the zwitterion-based stationary phase. This systematic study of the
retention behavior confirmed the participation of mixed mode retention mechanism, among
which the partitioning, adsorption and ion-exchange could be involved.
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