Oponentsky posudek
na disertacni praci mgr. Jana Stariata

»Analytické hodnotenie lieciv a potencidlnich lie¢iv zo skupiny latok chelatujucich zelezo.*

Predlozend diserta¢ni prace ma celkem 160 stran. Teoretickd Cast ¢itd 43 stran a je
dolozena 86 citacemi. Experimentdlni ¢ast (10 stran) tvoii komentdi k péti pivodnim
védeckym pracim, jejichz kopie jsou pfilozeny (86 stran). Ctyfi ze zminénych praci byly
publikovany v odbornych zahrani¢nich casopisech. Pata je v recenznim fizeni v Rapid
Communications in Mass Spektrometry. Na vsSech c¢tyfech publikacich vénovanych
analytickému hodnoceni cheldtorti Zeleza odvozenych od thiosemikarbazonu je zjevny
rozhodujici autorsky podil doktoranda jako prvniho autora.

Teoreticka cast predstavuje hlavni analytickou techniku této disertacni prace, tj
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii, vyvoj HPLC metod a jejich validaci. Nasleduje
souhrn dostupnych informaci o studovanych latkach, jejich mechanismech ucinku a znamych
metabolitech. Samostatna kapitola je vénovana metabolismu 1é¢iv. Chvalyhodnd je snaha
autora diskutovat detailnéji pouze ty aspekty, které ptimo souviseji s feSenou problematikou.

Hlavnim cilem diserta¢ni prace byl vyvoj analytickych metod vyuzitelnych pii studiu
novych antiproliferativné ucinnych cheldtort zeleza odvozenych od thiosemikarbazonu.
Ptedesilam, Ze s ohledem na absenci literarnich udaji, se vesmés jednd o origindlni metody.

Prvni prace publikovana v J. Chromatogr. fesi stabilitu dvou modelovych derivati
thiosemikarbazonu v krevni plazmé tii zivocisnych druh. Pro obé studované latky byly
vyvinuty a validovany RPLC-UV metody zajist'ujici separaci matetské latky od o¢ekavanych
rozkladnych produkti. 24 hod inkubace prokdzala vyrazné vys$i hydrolytickou stabilitu
thiosemikarbazont v plazmé oproti jejich aroylhydrazonovym piedchudcim. Jako malo
vyznamna se ukazala byt i pfedpokladana oxidace thiokarbonylové skupiny.

Druha prace je v€novéna vyvoji intravenosni Iékové formy dalsiho z potencialnich 1éciv
odvozenych od thiosemikarbazonu, a to Bp4eT. Analytika této latky byla komplikovana
pritomnosti dvou konvertibilnich geometrickych izomerd v roztocich (syn-anti izomert).
Kombinace APCI-MS/MS umoznila nastavit srovnatelnou intenzitu ionizace obou izomerq,
soucet ploch piki obou izomertu tedy nezavisel na jejich pomérném zaStoupeni v roztoku.
Vyvinuta LC-APCI-MS/MS byla po validaci vyuzita k vyvoji intravenozni 1ékové formy.
Prace byla publikovana v Anal Bioanal Chem a umoZnila nésledné studium metabolismu
Bp4eT (tfeti prace publikovana v Anal. Bioanal. Chem.)

K identifikaci in vitro a in vivo metabolitd 1 faze u Bp4eT byla uzita LC-MS/MS
(iontova past). Potkani i lidska mikrosomalni frakce jater produkovala 2 shodné metabolity.
Studium fragmentace svédcilo pro biotransformaci cestou oxidace thiokarbonylové skupiny,
metabolitim byla pfisouzena struktura semikarbazonu a amidrazonu. Oba navrZzené
metabolity byly nasledné pfipraveny chemickou oxidaci Bp4eT. Identita metabolitli a
pfipravenych standardii byla potvrzena LC-MS/MS analyzou, jejich struktura potom pomoci
NMR a IC spektrofotometrie. V plazmé, modi i stolici potkana byl, kromé dvou zminénych
metaboliti nalezen dal$i metabolit, patrné produkt hydroxylace amidrazonu.

Ctvrta préace, ktera je v recenznim Fizeni, se zabyvala studiem 1. a 2. faze metabolismu
dalsiho analogu thiosemikarbazonové série, ktery nese oznac¢eni DpC. In vitro experimenty
byly provedeny s mikrozomalni a S9 frakci lidskych jater, K identifikaci metabolitti bylo
mozno vyuzit LC-ESI-QTOF. Nalezeno bylo 10 metaboliti 1 faze biotransformace a dva



glukuronidy. Jejich identifikace byla zalozena na presném uréeni molekulové hmotnosti
prekurzorovych a produktovych iontl a znalosti obecnych principi metabolismu 1é¢iv. Sporna
zustala identifikace jediného metabolitu, u néhoz MS/MS fragmentace neumoznila rozlisit
mezi piitomnosti hydroxylu a N-oxidu. Tato prace potvrzuje vysoky potencial, ktery nabizi
hybridni hmotnostni detektor QTOF pracujici s vysokym rozliSenim pfi souasném piesném
ur¢eni hmotnosti Vv oblasti identifikace metaboliti.

Detailn¢jsSim rozborem odbornych publikaci si dovoluji demonstrovat tctyhodné
kvantum experimentalni prace, které bylo vénovano studiu potencialnich 1é¢iv odvozenych od
thiosemikarbazonu. Uspofadani experimentii bylo dikladné promysleno a nabizi minimum
prostoru k vyhradam. Dusledkem jsou nové poznatky, které budou bezpochyby iniciovat dalsi
vyzkum v této perspektivni skupiné latek.

Pata prace, jiz je doktorand spoluautorem a kterou zde pouze zminuji, je vénovana
problematice soucasné¢ho stanoveni  kardioprotektiva dexrazoxanu a jeho metabolitl
kapalinovou chromatografii v HILIC modu. Prezentovana byla v J. Chromatogr.

K obsahu disertace nemam vécné nadmitky, zpracovana byla peclive. Ojedinélé formalni
nedostatky, resp. nepfesné formulace, které jsem postiehl, uvddim v pozndmkéch.

Poznamky k disertaci:

Nekteré zkratky jsou v textu uzity opakovang, do souhrnu zkratek ptesto nebyly zahrnuty (str.
41 ... a tym chelatacia Zeleza priamo v LIP; str. 59 ... boli detokované v SRM modé.)

str. 22 ,,Ta mdze mat’ podia velkosti naboja charakter tzv. slabého, popiipadé silného meni¢a
ionov .“ Komentai: Sila ionexu neni dana velikosti naboje ale silou pfitomné funkéni
skupiny jako kyseliny, resp. baze. Silny katex je v prakticky pouzitelném rozsahu pH
ionizovany, slaby ionex potom ionizovatelny, jak je jiz spravné zminéno v dal§im
textu.

str. 35 ,,VytaZznost’ — sa hodnoti porovnanim extrakcie matrice obsahujiicej analyt a matrice
s pridavkom znameho mnozstva analytu az po extrakcii.” Komentai: Popsany postup
uziva analytik spiSe ke kontrole vytéznosti analytd v jednotlivych krocich, z nichz
sestdva zpracovani vzorkG ptfed vlastni analyzou. (Napi. zpracovani vzorkd na
kolonkach + odpateni eluatu k suchu + derivatizace.) Pi validaci analytické metody se
zjistuje absolutni recovery, a to postupem, ktery jste vystizné popsal na str. 88 (Prace
1).

str. 52 ,,organom zodpovédnym za metabolizmus lie¢iv pomocou CYP50 je pecen.“ (pteklep
v oznacéeni CYP450).

Otazky:

1. Studované analyty jsou ucinnymi chelatory Zeleza. Béhem HPLC separace muze
dochazet k jejich komplexaci a nasledné redukci odezvy detektoru. (Prace 4). UV detekce
dovoluje maskovat ionty Zeleza ptidavkem EDTA k eluentu (Prace 1). V kombinaci s MS
by ale tento piistup S nejvétsi pravdépodobnosti vedl k nezadoucimu ovlivnéni ionizace
analytu a postupné kontaminaci detektoru. K eliminaci vlivu Zeleza se v tomto piipadé
osvédcCilo promyti kolony ptfed zahdjenim analyz 300 ml 1 mmol/l EDTA v 10%
acetonitrilu a nastfik 10 pl tohoto roztoku mezi jednotlivymi nastfiky vzorki. (Prace 4).
MS detekce byla uzita i v praci 2 a 3, problematika komplexace analytil s ionty Zeleza ale



neni zminéna. Bylo nutno pfijmout analogicka opatfeni i pfi kvantifikaci, resp. identifikaci
metabolit,Bp4eT?

2. Z2. a 3. prace vyplyva, Ze substance BpdeT sestava predevSim ze Z izomeru.
V aprotickych rozpoustédlech , jakymi jsou acetonitril a dimetylsulfoxid, probihd ustaveni
rovnovahy mezi obéma izomery patrné velmi pomalu. Pfi studiu metabolismu in vitro
byla reakéni smés inkubovana po dobu 60 min od ptidavku roztoku Bp4eT v jednom ze
zminénych aprotickych rozpoustédel. Testovali jste, jak rychle se ustavuje rovnovaha ve
vodném prostiedi?

Z4&vér:

Mgr. Stariat prokazal svou schopnost samostatné védecké prace. Osvojil si feSenou
problematiku a dospél k novym védeckym poznatkim. Ty prezentoval v recenzovanych
zahrani¢nich ¢asopisech. Doporucuji tudiz, aby disertacni prace byla pfijata k obhajob¢ jako
podklad pro udé€leni védecké hodnosti PhD.
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