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Uvod

Vysokoinna kapalinova chromatografie (HPLC) ipat sowtasné dob mezi
nejvyuzivarsi separéni metody v oblasti analyzyd&. Jeji vyhodou je v prvni
fadk vysoka citlivost, selektivita a rychlost analy®/hojnému vyuziti pispiva i
moznost automatizace celého procesu analyzy, kisrdaduje kazdodenni
¢innost v laborattich.

Velky rozkwt v oblasti analyzy kv zaziva HPLC pedevSim ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem. Toto spojeni uto diky vySSi citlivosti
analyzovat sloz§Si snesi, kam se bezesportadi biologicky material, ktery

neodmyslitel® pati k vyzkumu novych I&v.

| pfes obrovsky pokrok na poli protinadorové terapitipaadorova onemoeni
onemocgni, ktera jsou rezistentniwi konvertni terapii. Proto se vyzkum
zan®iuje na nové skupiny protinadorovychtilé kam pati i chelatory Zeleza.
V sowasné dob je pro svou vysokou antiproliferativni aktivitu temzivre
studovana skupina thiosemikarbaéoradici se mezi chelatory Zelezakaliv
mohou mit i jiné terapeutické vyuziti {lga neurodegenerativnich onemémi)
infek¢nich onemocEni aj.). Tato prace se zabyva pfajednim ze zastugic

thiosemikarbazal 2-benzoylpyridin-4-ethyl-3-thiosemikarbazonem 4Bp).

Navzdory intenzivnimu studiéc¢hto latek neni k dispozici vhodna bioanalyticka
metoda pro kvantifikaci Bp4eT v biologickém matkrida nejsou prozatim

k dispozici Zzadn& validni data o metabolismu BpdmeWVivo. Proto bylo cilem
prace vyvinout a adit zakladni validani parametry HPLC-MS/MS metody pro
stanoveni Bp4eT a jeho hlavnich metaliolipplazne potkana a nasledni vyuzit

k analyze vzork z pilotnihan vivo experimentu na potkanech a ziskat tdkec
prvni farmakokineticka data o Bp4eT.



Teoretickaéast

1. Chromatografickémetody

Chromatografie j¢gazena mezi fyzikarchemické sepatai metody. Jednotlivé

slozky sngsi se pi ni distribuuji mezi dv faze, které se od sebe ligtkterou

z fyzikalné-chemickych vlastnosti (n&p polaritou). Stacionarni faze je

nepohybliva, mobilni faze je pohybliva a svym tokemasi samotny vzorek.

Slozky sngsi, které jsou pewiji poutany ke stacionarni fazi, se pohybuji pomalej

a jsou déle zadrzovany nez slozky, které jsou &eiatarni fazi vazany slajn

Na tomto principu jsou zaloZeny vSechny chromatiogké metody.

Chromatografické metody klasifikujemepodkkalika riznych hledisek:

a)

b)

d)

principu déleni sloZek snisi na adsorgni(rozdilna adsorpce na povrch
stacionarni fazeyozdlovacirozdilna rozpustnost ve dvou nemisitelnych
kapalinach)gelovou(rozdilna pichodnost otvory a vyklenky stacionarni
faze), iontow vymennouyrozdilnd pitazlivost odliSg nabitych ionta
afinitni chromatografii (rozdilna afinita kligandu navagho na
stacionarni fazi)(1)

usparadani stacionarni fazea chromatografiikolonovoy kapilarni,
tenkovrstvola chromatografina papie(1)

Gcelu pouziti na chromatografiipreparativn{(separuje od sebe slozky
vzorku, které se dale zpracovavaji a vyuzivajicpj@as ¥tSim mnozstvim
vzorku) a analytickofvyuziva se k identifikaci a kvantifikaci slozek
smesi, pracuje s minimalnim mnozstvim vzorku)(1)

pracovniho zpisobu na chromatografielucni (eluni ¢inidlo promyva
kolonu a vymyva ze stacionérni faze zachycené gngly to nefastjsi
pracovni zjsob),frontalni(elucnim ¢inidlem je vzorek, na stacionarni fazi
se zadrzuji nezadouctip¢si obsazené ve vzorku) \gtesiovaci (nag.
afinitni chromatografie)(1)

skupenstvi mobilni fazea chromatografikapalinovou, plynovou, fluidni
(mobilni fazi je superkriticka kapalina)plazmovo(mobilni fazi jeproud
ionta)(1)
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2. Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie gaimezi chromatografické metody, kde mobilni fazi
tvoii kapalina.Je zaloZzena na principu rozdilnych aker slozek analyzované
smesi s mobilni a stacionarni fazi.Latky s nizSi aboik povrchu stacionarni faze
jsou méwt zadrzovany a rychleji vymyvany nez slozky s vya#iitou. Stejr tak
slozky s vySSi afinitou k mobilni fazi jsou n#rzadrzovany na povrchu
stacionarni faze nez slozky s nizSi afinitou k rimdbifazi. Tato afinita ke
stacionarni fazi zavisi na fyzik&hthemickych vlastnostech analyzovanych latek,

stacionarni faze a mobilni faze, na sloZeni, p@larpH mobilni faze.(2)

Prvni zminky o kapalinové chromatografii pochazi iroku 1903, kdy rusko-
italsky botanik M.S.Tswett uskuteil experiment, v 8mzZ se mu poddo pomoci
rozdilné adsorpce slozek &sn na uhlEitan vapenaty ve skléné kolorg
separovat ss barevnych pigmeit z rostlinnych chloropladt Pozdji tuto
metodu nazval pré&vpodle tohoto experimentu: ,chromatografie“. lep velmi
pusobivé vysledky se metoda neujala a na dalSkkolik desitek let #stala
zapomenuta. Az ve 40. letech 20. stoleti byla kape&d chromatografie znovu
objevena a blize studovana &kolika vyznamnych analytickych experimentech,
za jejichz vysledky autoziskali Nobelovu cenu. V 60. letech 20. stoletizgtaly
vyvijet nové typy kolon tak, aby doSlo ke snizedpaoru kolony kladenéhoii
toku mobilni faze a aby byl umo&m negetrzity piitok mobilni faze pes fazi
stacionarni. Tim byl poloZzen zakladni kamen vzmisoko&inné kapalinove
chromatografie (HPLC). (2)

2.1. Vysokowinna kapalinova chromatografie

Vysoko&inna kapalinova chromatografie (HPLC) se odzri#® sloupcové
kapalinové chromatografie odliSuje vysokotlakytarpadlem, které umdije
praitok mobilni faze kolonou malého jméru.HPLC paii v 21. stoleti i pes
neustaly vyvoj v oblasti analytickych metod mezjvgazivargjSi a nej@inngjsi
separdni metody v oblasti farmaceutického vyzkumu i amglyHispiva k tomu
hned rkolik faktori: vysoka sepatai (innost, rychlost, specifita, selektivita
a predevSim moznost jak kvalitativni analyzy (identitle), tak kvantitativni

analyzy (stanoveni obsahu), a vyvoj novych speiftBltypi stacionarnich fazi,
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které dale roz&iuji moznosti vyuziti HPLC.Podletgvladajicich molekularnich
interakci analyzovanych latek se stacionarni a mblazirozliSujeme ¢tyii
zakladni typy HPLC:(2)

» Chromatografie na normalni fagNormal-PhaseChromatography, NP)
» Chromatografie na reverzni fa@reversed-PhaseChromatography, RP)
* lontovyn#nna chromatografi€lon Exchange Chromatography, IEX)

* Gelova permeani chromatografig§Gel PermeationChromatography, GPC)
2.1.1. Chromatografie na normalni fazi

Prvni experimenty s kapalinovou chromatografii byggloZzeny pra¥ na tomto
uspdadani, které se oz&ige jako tzv. ,normalni faze“. Plati zde obecnynpip
kapalinové chromatografietim jsou interakce mezi mobilni a stacionarni fazi
silngjSi, tim jsou analyty mén zadrZzovany a rychleji eluovany. Vipad
chromatografie na normalni fazi se jednd o kompefitproces, fi némz
molekuly analytu sougie s molekulami mobilni faze o adsorpci na povrch

stacionarni faze.(2)

Mobilni fazi tvai hydrofobninepolarni rozpow$la, nefasgjiuhlovodiky se
stredre dlouhym rettzcem (hexan, heptan) s minimalnimidavkem polarnich
latek (rekteré nizkomolekularni alkoholy — niapmethanol).Za stacionarni
fazijewtsinouvolen silikagelnebo jeho hlinikaty analogz ¢ggou porézni zesié
molekuly oxidu Kemiku a hliniku. Povrch stacionarni faze je H&ust
pokrytypolarnimi hydroxylovymi skupinami. Pro NP HP Ize taktéz vyuzit
chemicky modifikované silikagely s navdzanymi dvak #iuhlikatymi retézci
zakortenymi polarnimi funknimi skupinami.Takové usp@dani se usgnre
vyuziva k separaci vysoce hydrofobnich gkmin, které jsou ddb rozpustné
v nepolarnich rozpoudllech a nerozpustné ve vodnych a polérnich
rozpoustdlech. Rikladem niiZze byt separace si lipidu.(1)

2.1.2. Chromatografie na reverzni fazi

Reverzni faze (RP)jsou ®eptji volenymi stacionarnimi fazemi.Az 90% vSech
HPLC analyz vzori s nizkou molekularni hmotnosti probiha grdna reverzni

fazi. Princip rozdlovani zde probiha stejnako u NP HPLC, jednéa se o rozdilnou
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adsorpci analytu a mobilni fAze na povrch staciinféze. Srovname-li RP HPLC
s NP-HPLC, jeji rozloZeni jetpsré opané. Mobilni faze je polarni, t¥ena
pievazre vodnymi roztoky,naopak povrch stacionarni fazenyerofobni. Mezi
analyzovanou latkou, mobilni fazi a stacionarnii fénikaji slabsi hydrofobni

interakce nebo van der Waalsovy sily.(2)

Jako mobilni faze se vyuziva ta$tji alkoholi (methanol), acetonitrilu a jejich
smési s vodou.Stacionarni faze vyuzivané v RP HPLQ jpordézni pevné
materialy s hydrofobnim povrchengasto to byvaji chemicky modifikované
silikagely s navazanymi hydrofobnimi zbytky: oddarnich uhlikatydtettzci
(C8, C18) pes aromatické kruhy aZ po heterocyKliyn je wtsi povrch
stacionarni faze, tim delSi je retence aralyta kolok a &inngjsi
separace.Nefisi vyhodou reverznich fazi je jejich schopnoseseyat strukturé

velmi podobné slateniny. (1)
2.1.3. lontovyménné chromatografie

Princip iontovyngnné chromatografie (IEX)spiva ve vzajemné afinit
jednotlivych ionti analytu k op&né nabitym iontim na stacionarni fazi, kterou
tvori bud’ urcity typ pryskyice s iontovymi centry,nebo protiiontyadsorbovaaé n
hydrofobni stacionarni fazi. Typickou stacionadiftypu pryskiice je zesiiny
styren-divinylbenzen a n&gsgjSimi centry byva karbonat, sulfat nebo terciaini

kvartérni amin. (2)

Selektivita a retence analypri IEX HPLC striktré zavisi na pH a iontové sile
mobilni faze, proto je iezité udrzovat &hem celé analyzy konstantni hodnotu
pH a sprava zvolit mobilni fazi tak, aby nedoSlo k nezadoucimudivnéni
analyzy. (2)

2.1.4. Gelova perme&ni chromatografie

Pti gelové permemi chromatografii (GPC) dochazi k separaci molekul
analyzované siisi v zavislosti na jejich velikosti a wkterych gipadech i na
jejich molekulové hmotnosti. Je to jedina chromaafigka metoda, kde jsou
vzajemné interakce mezi stacionarni fazi a analytexradouci, nelvomohou
negativré ovlivnit prab¢h celé analyzy. Aby sefedeSlo nezadouci retenci analytu
na stacionarni fazi, je peba pélive vybirat mobilni a stacionarni fazi tak, aby se
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molekuly mobilni faze silgi vazaly na stacionarni fazi a znemoznily tak wazb
molekul analytu. GPC se vyuZiva k separaci velkgadiekul a makromolekul,

jako jsou bilkoviny nebo polymerni latky. (2)
2.2. Schéma HPLC a charakteristika zakladnich so&asti HPLC

HPLC sestava se obvykle sklad&ehto hlavnich satasti: zasobniky mobilni
faze, degasérerpadla, davkovaci ventil, kolona, detektoriizeni pro sbr a
uklddani dat a kontrolu systému.(3)Podrobné schéiilC soustavy je
zachyceno a popsano na Obr. 1.

) " Davkovaci
Deg, Cerpadlo zatizeni piedkolona Kolona

Detektor

Sbér dat

Obr.1 Schéma HPLC systému

Zasobnikymobilni faze slouzi k zabezfani dostattného mnozstvi mobilni faze
pro danou analyzu. N&jsgji jsou sowasti HPLC sestavy alespdii zasobniky
mobilni faze. Mobilni faze je vedena ze zdsobnikwalSichtasti HPLC pes tzv.
degasér. Je to #Haeni, které slouzi k odstram plynu obsazeného v mobilni fazi
ve forme bublin. Obsah plynu v mobilni fazi by mohl naruSgravny pib¢h
analyzy a poskodit analytickou kolonu. K odpign mobilni faze se zpravidla

vyuziva vakuum. (3)

Vysokotlakacerpadlajsou vyrobr nejnar@néjSi sowasti HPLC sestavy. Pohani
mobilni fazi ze zasobniku smem ke kolo® a k detektoru. Zatii plynuly a
kontinualni ptibéh analyzy, ktery je nezbytny k zapsf presnosti a
reprodukovatelnosti analyzy. Ta nejmodg$ncerpadla umoiuji také smichani
vice fiznych slozek mobilni faze z odliSnych zasolinikimo jiné cerpadla

umo#uji tzv. gradientovou eluci. To znamena, Ze seubdru jedné analyzy
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plynule neni poner sloZzek mobilni faze. Gradientova eluce se vyuZkva
urychleni separace latek silzadrzovanych na kolén Pokud sloZzeni mobilni

faze v ptibehu jedné analyzyistava nerinné, jedna se o izokratickou eluci. (3)

Davkovaci ventiaji¥'uje vstikovani vzorku do proudu mobilni fazéste pired
vstupem do kolony. Nejpouzivgsimi davkovacimi ventily jsou Sesticestny a
smyckovy ventil, jejichZ princip je zndzoén na Obr. 2.Hojé se vyuziva také tzv.
.=autosamplei“, automatickych davkowd, které lze naprogramovat tak, aby
vstiikovaly na kolonu itzné objemy vzork, které automaticky odebiraji z vialek

umisgnych v zasobniku.(4)

Plnéni A Davkovani vzorku
P
A

oY =9
,,H
V'

C -

Mriviw s

jednotlivych slozek sisi. V kolorg dochazi ke kontaktu mobilni faze s fazi
stacionarni, kterd& ma velky povrch a wwge vnitni prostor kolony.Je to
zpravidla ocelova trubice s variabilni délkou @-cm pro analytickou kolonu) a
vnitinim pfimérem (3-6 mm pro analytickou kolonu), ktera je vypla
sorbentem gasticemi o izné velikosti (ngjasgji 3 - 10um) s velkym povrchem.
Naplni kolony niize byt silikagel (u NP), chemicky modifikovany kédgel
s navazanymi dlouhymi hydrofobnimi alkylovyi@tzci C8 a C18 (u RP) nebo
sdvou az ifuhlikatymi tettzci s polarnimi funknimi skupinami (u NP),
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iontomenice (u IEX), chirdIni stacionarni faze pro -chiralnéparace ci
modifikovany ZrQ. (4)

Detektor zaznamenava zinu uckité fyzikalni velginy po pfichodueluentu.
skupiny spektrofotometrickych detektiorktery zachycuje z#mu absorbance
vybranych vinovych délek v pbéhu analyzy zfisobenou prchodem molekul
studovaného analytu. Dale se vyuZivaji detektosktebchemické (zachycuji
zmeénu elektrické veliiny, nag. elektrodového potencialu, proudu nebo kapacity),
fluorimetrické(zachycuji zenu fluorescence),refraktometrické(zachycujiénm
lomu swtla) nebo hmotnostni (zachycujizvybranych ioni). (4)

Zpracovaninangirenych dat a kontrolu HPLCsoustavy zajidlje pcaitacovy
systém, ktery kontroluje veSkeré nastavené pargriRt.C sestavy (tlak, teplota,
sloZeni mobilni faze apod.), shrordage nand¢iena data zachycena detektorem
z kazdé analyzy a uklada je diegem zvolené sloZzky v piaci.(4)

2.3. Kuvalitativni analyza s vyuzitim HPLC

Kvalitativni analyza slouzi kidentifikaci analyt Samotna kapalinova
chromatografie neni optimalnim nastrojem kvalitativanalyzy, avSak ddoe
vybavena HPLC sestava ve spojeni svhodnym detgktontize byt i
kvalitativni analyze velmi uzitma. Vzdy je jednodusSi dokazat odliSnost dvou
podobnych slogenin, nez dokazat, ze dan&ddloweniny jsou totozné. (3)

Kvalitativni analyza vyuZivA né&sgji dvou parametr: porovnani retetnich
¢adi a porovnani UV spekte€asto jsou v3ak strukturni rozdily dvou podobnych
slowenin natolik zanedbatelné, Ze je ani rét@rtasy a UV spektra neodhali.
V takovych pipadech se fstupuje kidentifikaci pomoci hmotnostni
spektrometrie, NMR nebo jinych technik, které jsmo identifikaci struktury
vhodrgjsi.(3)

Retergni ¢as je najastji pouzivany parametr pro &¢gni identity. Retetni ¢as je
doba, ktera uplyne od n&g&u vzorku na kolonu do dosazeni maximacaliu
kiivky. Za totoznych podminek analyzy byhioyt reteréni ¢as analytu negmny.
Pro dikaz totoZnosti je nezbytné, aby reten cas analytu byl vrozmezi
retertniho ¢asu referetni latky. Ani vtomto pipad ale neni jisté, Ze se
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referergni latka shoduje s analytem¢koliv je retergni ¢as pro danou sl@eninu
charakteristicky, neni jeditry. (3)

DalSi moznosti, jak zjistit totoZznost analytu, @g@vnani UV spekter nagienych
UV detektorem s UV spektrem refetan latky. (3)

2.4. Kvantitativni analyza s vyuzitim HPLC

Kvantitativni analyza slouzi ke stanoveni obsahalydin ve vzorcich. Existuje

e

standardu, metoda vhitiho standardu a kalibfai metoda.(6)

2.4.1. Metoda vnéjSiho standardu

Vn¢jSi standard je zpravidla standard stanovovanéy.ldtlejprve se na kolonu
nastikne roztok analyzovaného vzorku a poté se na koloastikne roztok
vngjSiho standardu. Koncentrace stanovovanéhoanadytuygaita jako ponsr
plochy (@ip. vySek) piku analytu a plochy #{p. vysky) piku v&jsiho
standardu.Koncentraci analytu ve vzorku lze W podle nasledujici rovnice:

c(st).A(vz)

c(vz) = A0

, kde c(vz) je koncentrace analytu ve vzorko(st) je

koncentrace analytu v roztoku standami(y,z)je plocha piku analytu ve vzorku a
A(st)je plocha piku analytu v roztoku standardu.(6)

2.4.2. Metoda vnitrniho standardu

Tato metoda se vyuziva k analyzam, kde ssdjpoklada ufitd ztrata vzorku

v pribéhu jeho Upravy (nappti LLE, SPE). Jako vnihi standard (IS)je vybrana
latka, ktera je eluovana v blizkosti pilstanovovanych analyt(ma podobnou
strukturu s analyty), musi mit podobnou koncentaagiusi byt chemicky inertni.
Ke znamému objemu vzorku jéigavan definovany objem IS a po promichani a
Gpraw vzorku se nasikne na kolonu.Stejny postup se zopakuje s roztoky
standard a pipraveny vzorek se taktéZz n#khe na kolonu. Tato metoda je
presrEjSi nez metoda wjSiho standardu.Koncentraci analytu Ize Wwipet podle

nésledujici rovnice:

17



A(vz)/A(IS)vz
A(st)/A(IS)st

c(vz) = .c(st), kdec(vz)je koncentrace analytu ve vzorku,

c(st) je koncentrace analytu v roztoku standa#g@wz)e plocha piku analytu ve
vzorku, A(IS)vz je plocha piku IS ve vzorkuA(st) je plocha piku analytu

v roztoku standardu A(1S)ste plocha piku IS v roztoku standardu.(6)
2.4.3.Kalibra ¢ni metoda

Kalibracni metoda se vyhodnocuje sestrojenim kafibraiivky, ktera vyjaduje
zavislost odezvy detektoru (plocha piku nebo goptochy piku analytu a IS) na
koncentraci analytu. Tato kvantifikai metoda séasto vyuziva v fipact analyzy
vzorki biologického materialu.iipravi se série kalibtaich vzorki obsahujicich
raiznou koncentraci vzorku (z konkrétniho koncefrtfho rozmezi). Analyza
téchto vzorki se graficky vyhodnoti. Na osye vynesena koncentrace analytu ve
vzorku, na osy je vynesena plocha piku analytu. Z grafu zavislostezvy
detektoru na koncentraci analytu vzejde rovninddy, podle niZz je mozné
vypaocitat koncentraci analytu v analyzovaném vzorku. éTae stanovi tzv.
koeficient determinace?r ktery &iselrs vystihuje &snost zavislosti a nabyva
hodnot od 0 do 1Cim bliZe je f hodnot 1, tim mensi jsou odchylky hodnot od
dané zavislosti.(Dasto se kalibkmi metoda kombinuje s metodou ¥nitho
standardu. V takovén¥ipact se na osy vynasi pondr plochy piku analytu a IS.
Nasledujici rovnice vyjadje vypaet koncentrace analytu kalildrd metodou, je-

li zavislost odezvy detektoru na koncentraci angliytearni:

y=ax+b - x=

-b
(ya ) , kdey vyjadiuje plochu piku analytu, resp.

poner plochy piku analytu a IS3 je snérnice @imky, x vyjadiuje koncentraci

analytu ab je intercept.
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3. Hmotnostnispektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytick& metegaZivajici ionizaci molekul
k jejich rozliSeni podle po#nu jejich hmotnosti a nabojem(. Historie
hmotnostni spektrometrie saha az déabku 20. stoleti, &Siho rozkétu se ji
vSak dostaloaz koncem 50. let 20. stoleti, kdy lpdarvé spojena s plynovym
chromatografem(GC-MS) a vyuZita jako detektor. AZOv letech 20. stoleti byl
proveden prvni pokus o spojeni hmotnostni spektnoenes kapalinovym
chromatografem (LC-MS). LC-MS se od té doby stalepostradatelnym
pomocnikem tégt ve vSech firodowdnych od¥tvich. (2)

3.1. Schéma a charakteristika jednotlivych sodasti MS

Mezi zakladnicésti kazdého hmotnostniho spektrometrutipaintovy zdroj,
hmotnostni analyzator (nebo také hmotnostni fikkigéektor, ktery detekuje ionty

po jejich separaci a &wje intenzitu jednotlivych iorit (koncentraci).
3.1.1. lontovy zdroj

lontovy zdroj slouzi k fevedeni neutralnich molekul na nabité ionty (k zawi),
protoZze jen nabitéc¢astice je mozné analyzovat.Nagtji se setkame

s nasledujicimitypy iontovych zdfpj

El (Elektronova ionizace) je tzv. ,tvrd&" ionigai technika, g niz dochazi ke
kolizi molekul s proudem elektrdn Béhem kolize dojde k fragmentaci
analyzovanychéastic na mensi nabité i nenabit@stice. lonizace probiha

v prostedi vakua. Tento typ se pouziva ve spojeni s GC. (2

ESI (lonizace elektrosprejem) je nejS&jgi ionizani technika, ktera probiha za
atmosférického tlakuRadi se mezi tzv. ,#kké" ionizaini techniky a vyuZiva se
negasgji pro spojeni s HPLC. Do iontového zdroje je kamu givadkn
eluentz HPLC a pomoci zmlzovaciho plynuég mznikaji kapky aerosolu. Na
piivodnou kapilaru je vliozeno né&p, které nabiji kapky aerosolu. Po othra
rozpoustdla se kapky zmenSuji a zvySuje se hustota nalzogoarchucastic, az
dojde k tzv. Coulombické explozi a uvehi ionti, které jsou urychleny a

usnernény k analyzéatoru. (2)
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APCI (Chemicka ionizace za atmosférického tlaku) jeSidaltzv. ,mekkych*
ionizatnich technik vyuZivajici se pro spojeni s HPLC.idane probih4 taktéz za
atmosférického tlaku. Na elektrodu jéiviadéno vysoké nagi. Vznikly vyboj
ionizuje nejprve molekuly mobilni faze, které jsode v nadbytku, a az nasleédn

se ionizuji molekuly analytu. lonty jsou poté urlgty k analyzatoru.(2)

APPI (Fotoionizace za atmosférického tlaku) je anakdyitechnika k APCI.
Jediny rozdil je v tom, Ze zde nevznika vyboj. Mol analytu jsou ionizovany
pomoci UV zéeni,aniz by byly nejprve ionizovany molekuly mobilfaze.

Zdrojem UV zdeni je kryptonova vybojka. Tento typ iontového Z€eree vyuziva

pouze minority.(2)

MALDI (lonizace laserem zadasti matrice) je spojena vyhragda analyzatorem
doby letu (TOF). Rozpu&ty vzorek se smisi s vhodnou matrici, ktera je soho
absorbovat UV nebo IR #ni. Matrice absorbuje energii z kratkého laserovéh
impulzu, ktera se daleignasi ve form fotonu na analyt. Po ionizaci dojde

k desorpci iont z matrice.(2)
3.1.2. Hmotnostni analyzator

Hmotnostni analyzator je #iaeni, které slouzi k separaci idbrma zaklad jejich
m/z (poméru hmotnosti a naboje). Dominantni upkathv LC-MS maji ze vSech
nasledujicich typ analyzatai kvadrupdl a iontova past.

Kvadrupdl se sklada ze 4 stejnych kovovyckitg kruhovym pifezem o délce
20-30 cm. Na d¥ protilehlé tye je vloZzeno kladné stejnogmé napti, na zbylé
dvé ty¢e zaporné stejnosimé nagti. Na vSechnyétyti kovoveé tye je nasledh
superponovano itavé vysokofrekvemi nagti. Ziontového zdroje jsou
piivedeny nabit&astice vzorku do stdu osy kvadrupoélu, kde &@@ou oscilovat.
Pouze pro ionty o ditém pongru m/z jsou tyto oscilace v dany okamzik pro
urcity pomer stidavého a stejnostmeého napti stabilni. A pouze tyto ionty
projdou skrz kvadrupol az na detektor. Ostatniyigsbu zachyceny na dich
kvadrupélu. Plynulou zemou pomdru stidavého a stejnostmého napti
jsouvsSechny ionty postuprdopraveny na detektor(Obr. 3).(2)

20



Resonant fragment

lon source

DC and AC voltages

Obr.3 Schéma kvadrupo6lu(8)

Trojitykvadrupdlvznikne sériovym zapojenintitklasickych kvadrupdl. Prvni
z nich slouZi jako analyzator pro ¢y pomér m/z ve druhém, nazyvaném
.Kolizni cela“, dochazi k fragmentacidghto vybranych iorit m/zna mensi nabité
sastice (tzv. M9, z nichZ je ve ietim kvadrupélu odden jen fragment o
konkrétnim pordru m/z ktery je nasledh piiveden na detektor. JelikoZ tixe
existovat vice iznych slogenin se stejnou hodnotou pé&m m/z je pouZiti
tohoto analyzatoru jednou z moznosti, jak zvysleldesituanalytické metody,

pokud vime, jak analyzovana st@mina fragmentuje. (2)

lontova pastje typ hmotnostniho analyzatoru, ktery se skladargralni kruhové
elektrody a dvou postrannich koncovych elektroddiktrody je vkladan afp
urgity pomer stidavého a stejnostmého napti.Do prostoru mezi elektrodami
jsou fivedeny z iontového zdroje nabitéstice, které se tu kumuluji a poté jsou
postupgd  vypousStny vystupnim otvoremk detektoru podle jejich
pomgrum/zlontova past umaitije mnohonasobnou fragmentaci (W@ izolaci
preferovaného fragmentu, avSak oba procesy pradbifejozdil od trojitého
kvadrup6lu v jednom prostoru. Nejprve jsou izolo&anionty v pasti
fragmentovany a poté je pozadovany fragment izelov@ely proces se takto
muze donekon#a opakovat, avSak s kazdou dalSi fragmentaci kigbaost

detekce, nehbvznikaji stdle mensi a mé&rspecifické fragmenty a snizuje se
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odezva detektoru, proto se v praxi vyuzivA maxitélyinasobna fragmentace
(MS®). Izolovany fragment je poté vypeitna detektor(Obr. 4). (2)

Koncova clektroda

I I ] lontovy zdroj

N—

Centralni kruhova Helium
eletroda
g < T
Helium

~—

/ % Oscilujici ionty
Detektor

Koncova elektroda

y

Obr.4 Schéma iontové pasti

Analyzétordoby letu(TOFanalyzator) pracuje na principu zavislosti htpsti
pohybu ¢astic na hodnétm/z Casticim, které jsou do analyzatorgiviedeny

z iontového zdroje, je na patku udlena stejna kineticka energie. lonty s nizSim
pongremm/zse pohybuji rychleji nez ionty s vy$Sim pgemm/za dostanou se
diky tomu rychleji na detektor(Obr. 5Jim delsi vzdalenost ionty urazi, tim lépe
se od sebe odt. Proto jsou kladeny relati¢gnvysoké pozadavky na velikost
analyzatoru. Z tohotoivodu secasto vyuziva tzv. zrcadlového usgdani, kdy
je na konci drahy umi&totzv. iontové zrcadlo, odéhoZz secastice odrazi a
pokrauji opanym snérem k detektoru. lonty tak maji k dispozici dvojoBss
dlouhou dréhu, ktera zajigje &inngjsi analyzu. (2)

Analyzator doby letu

4 lontovy zdroj { O 0 (o] W

Obr.5 Schéma TOF analyzatoru




lontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transimaci (FT-ICR) se od
ostatnich typ hmotnostnich analyzatojednoznéné liSi svym principem. Sklada
se z centralni cylindrické cely, ktera je uraist uprosied silného magnetického
pole. Pokud se do tohoto pole dostanou iontyina@a sezde pohybovat po
uzawenych kruhovych trajektoriich sditou cyklotronovou frekvenci(Obr. 6).
V tomto tzv. cyklotronu kazdad hodnot& odpovida konkrétnicyklotronové
frekvenci. Tato frekvence se potéepcita pomoci Fourierovy transformace na

hodnotum/z Castice s niz&im pognemm/z maji vy3si cyklotronovou frekvenci a

naopak. (2)
indukovany
stfidavy proud
detekéni elektrady
T -
i FT , McC
rotujici iontovy oblak r‘[‘{T"“T""'E“-'i"Ft == ‘ l‘ | — | ‘I ‘I
¢ Fe | miz
:,ZTJ;?:EEI k?"‘f {ucnang dekonvoluovang hmotnostni
bt frekvenéni spekirum
; spekirum spekirum
smér hARALLAAD " excitaéni
magnetickeého LR L elektrody
pole, B

excitace RF napétim =
kazda frekvence excituje
ionty o jiném m/z

Obr.6 Schéma FT-ICR analyzatoru (9)

Orbitrap je typ analyzatoru, ktery se sklada zjgn a stedové wetenovité
elektrody v symetrickém elektrostatickém poli. Qkalfedové elektrody krouzi
castice pivedené z iontového zdroje a osciluji ve¢smnosy stedové elektrody.
Tyto oscilace jsou detekovany jako proud indukovamgsticemi na v§Si

elektrod a ot pomoci Fourierovy transformacerepaiitany na konkrétni

hodnotum/z(2)
3.1.3. Detektor

Z hmotnostniho analyzatoru jsou pozadované ionsygmy na detektor, kde dojde
k zesileni a detekci signalu, a to elektron&smhi fotonasoliem nebo ve

Faradayov kleci.

Elektronasob& je nefastjSim typem detektoru. lonty z analyzatoru vyrazi po
dopadu na elektrodu elektronasabr jejiho povrchu vysSi pet elektrori, které

e

postupr dopadaji na povrch dalSich dynod. Z jejich povrsbwyrazi stale vyssi
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pocet elektroi, az sesignal zesilina snadnaiitelnou hodnotu elektrického

proudu.(2)

Fotonasob# pracuje na podobném principu s rozdilem, Ze iaaley dopadaji na
fosforovou destiku. Z povrchu destky se uvolni energie ve forhrfotoni, ktera

se ot pres systém dynod znasobi n&ritelnou hodnotu. (2)

Poslednim typem detektoru faradayova kledvorena kondenzatorem oditem
napsti. Po dopadu ioritna elektrodu dojde k vyrazeni elektiormyto elektrony

zpasobi vybiti kondenzatoru, které jéimo anerné p@&tu dopadajicich iofit(2)
3.2. Vyuziti MS v analyze I&iv

Hmotnostni spektrometrie se h&jryuziva prag ve spojeni s plynovou nebo
vysokoinnou kapalinovou chromatografii vzhledem ke své&okg citlivosti,
specifie a selektivit detekce. Stala se proto nejpouzigjan technikou pro
analyzu vzork biologického materialu. Své upléti najde také v oblasti
strukturni analyzy a identifikace chemickych slenin, protei, lipida d¢i
metabolifi nebo ji Ize vyuzit ke stopové analyzetigtot, které jsou obsazeny ve

vzorcich pouze ve velmi nizkych koncentracich. (2)
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4. Metodyupravyvzorkibiologickéhomaterialu

Biologicky material je aZz na vyjimky (slzy, pot,irg)) slozitd smis obsahujici
velké mnozstvi balastnich lateki¢pevsSim proteil). Tyto nezadouci latky by
mohly naruSit spravnou analyzu vzorku nebo poSkoekteré citlivé sodasti
HPLC sestavy. Proto sefqul vlastni analyzou tyto sloZité vzorky upravuji a
stanovované latky se ze vzorku izoluji. K Ugrakiologickych vzork se
negasgji vyuzivA rmznych tym extrakce(LLE, SPE, ME, SFE)

nebodeproteinace.(3)

4.1. Extrakce

Termin extrakce vyjadije proces vyluhovani analytu nebo skupiny ariake
vzorku. K extrakci se vyuziva kapalina, pevna fézarbent) nebo superkritick&
fluidni tekutina. V dnesni d@ljsou stale populagsi i tzv. mikroextrakce, které
vyuZivaji pouze minimalni mnoZzstvi rozpaoids#l i vzorki a jsou tak SetijSi a

ekonomét¢jSi variantou obgejnych extrakci.(3)
4.1.1. Extrakce kapalina-kapalina

Extrakce kapalina-kapalina (LLE) je typ extrakcalykse extrahovana latka
roz&kluje mezi d¥¢ vzajemr nemisitelnékapalné faze. Zpravidla je jedna faze
vodné a druh& organicka. Hydrofilni steminy se lépe extrahuji do vodné faze,
hydrofobni slodeniny preferuji extrakci do organickych rozpaat&t. (3)

LLE zahrnuje pt zakladnich krok, po nichz je vzorekfipraven k nastku na
kolonu:

a) Michani vzorku biologického materialu s organicksompousédlem

b) Centrifugace

c) Odebrani pozadované vrstvy

d) Odpaeni rozpousidla

e) Rekonstituce odparku vhodnym rozpaaem (nap. mobilni faze)

Rozdleni analytu mezi dvkapalné faze charakterizuje tzv. Netivstozdlovaci

c(org)
c(v)

analytu ve vodné fazi e(org) koncentrace analytu v organické fazi.Réadaci

zakonk = , kde&kje tzv. rozdlovaci koeficient,c(v) je koncentrace
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koeficient miZze byt ovlivren nékolika faktory: fyzikalré-chemickymi vlastnostmi
rozpoustdla, pH vodné faze, pafrem vodné a organické faze nebo dobou a

zpasobem provedeni extrakce.(3)
4.1.2. Extrakcena pevné fazi

Extrakce na pevné fazi (SPE) je typ extrakce, lelexdrahovana latka adsorbuje
na pevnou fazi (sorbent v separakolonce z polypropylenu nebo skla, sorbent
slisovany v sepataidisk) a nasledhje eluovdna vhodnym rozpogdtem.Je
nezbytné, aby extrahovana latkalan uritou afinitu k sorbentu pevné faze.
Pokud by vSak afinita k sorbentu byl vysoka, nebylo by mozné extrahované

latky ze sorbentu nasleglmyluhovat.(3)

Proces SPE se sklada z nasledujicich 5tkrok

1. Vybér vhodné separ@&ni kolonky nebo separ&niho disku

Vybér velikosti a typu a mnozstvi sorbentu v kolonce adviji predevsim
odvlastnosti biologické matrice a extrahovanychlydfa Vyrabi senejizngjsi
typy sorbeni: fdze normalni, reverzni i iontovymné, jen maji $Si zrreni nez

sorbenty chromatografickych kolon. (3)

2. Aktivace sorbentu
Suchy sorbent musi byt fgd nanesenim vzorku aktivovan zdhim
rozpousdlem vhodné polarity (pro reverzni faze se poubieastji methanol).
Zvihéenizarove prispiva k lepSi filnavosti sorbentu k analyzovanym latkam,
které se pak snaze affid od ostatnich slozek vzorku. Po aktivacise
kolonkapromyje vhodnym pufrem, aby na sorbentu obépelo k precipitaci

proteini a k ucpani kolonky. (3)

3. Naneseni vzorku
Vzorek je nanasen na sorbent rovéomi a vzdy stejnym zjsobem pomoci
volumetrickych pipet nebo automatickych mikropipg@bjem vzorku se pohybuje
v rozmezi od #&olika mikrolitra az po litry. (3)

4. Promyti balasti
Po naneseni vzorku na sorbent a zadrZzeni extraficlvdatek na sorbentu jsou

vymytyslal¥ zadrzené balastni latky takovym rozpedi&m, kterym nejsouze
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sorbentu vyluhovanyanalyzované latky. Obvykle pagt objem rozpoustla,
kterym se naplni separad kolonka, pro sepatai disky stai 5—10 ml
rozpoustdla. (3)

5. Eluce pozadovanych latek

Po odstraéni nezadoucich baldst kolonky se vyluhuji extrahované analyty ze
sorbentu malym mnozstvim vhodného rozpeédiat (negasgji 200 ul — 2 ml),
které uvolni poZadované analyty ze sorbentu.V ided@l pipact by nentlo
dochazet k extrakci ®estot, které mohly ulgt na povrchucéastic sorbentu a
nebyly odstraény promyvanim v pedchozim kroku. Takto izolované analyty

jsou @ipraveny k dalSi upranebo k samotné analyze. (3)

SPE je velice oblibena a he¢jryuzivana metoda Upravy biologického materialu,
kterd v mnoha aspektecheki LLE a feSi jeji nejasgjSi problémy, jako je
nedokonalé odfleni dvou kapalnych fazi, nizka ¥yhost, drahd a ikhka
aparatura, vysoka sgeba kapalnych rozpoustel. SPE je vysocecinna metoda
separace. Jejimi dalSimifganostmi je rychlost, jednoduchost provedeni a
moznost automatizace. UzZiva se k izol&@teéni a zakoncentrovani analytu. Po
extrakci se analyt nachézi ve farmoztoku, je zakoncentrovany a s minimalnim

obsahem balastnich latek. (3)

A B C D
P\ C A... aktivace sorbentu
) |

B... aplikace vzorku na sorbent

C... vymyti neistot

C} {3 O @ D... eluce analyt

Obr.7Schéma procesu SPE(10)

4.1.3. Mikroextrakce

Souwasnym trendem v oblasti analytickych metod jemumiatce, kterd se
nevyhnula ani oblasti izolace latek z biologickéhaterialu. Proto byly vyvinuty
metodymikroextrakce (ME), které umadi provadt extrakce z minimalniho

objemu vzorku, s minimalnim pouzitim organickychzpouStdel a bez
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komplikovanych aparatur.Mikroextrakce lze prostaghk pevnou, tak kapalnou
fazi.(3)

Mikroextrakcepevnou fazi (SPME) sevyuZiva k izolaci tBva pevnou fazi bez
pouziti rozpoustdel a komplikovanych aparatur. Pevna fazefdéma polymerem
odvozenym od sorbeintvyuzivanych v GC, je nanesena na flexibilbérkenné
vlakno. Toto vlakno je spojeno s pistem a uénmistv duté oceloveé jehle. Jehlou se
propichne septum vialky, do vialky se vypusti vidknjehly a na vidkno se
adsorbuje l&vo. (3)

Mikroextrakce kapalnou fazi (LPME) je metoda, P které je do kapky
organického rozpouidla zawSené na Spce jehly mikrostikacky nebo do
n¢kolika pl organického rozpoudla uvnit dutého vlakna extrahovan analyt

z kapalného vzorku. (3)
4.1.4. Superkriticka fluidni extrakce (SFE)

SFE je metoda, kter4d se veligasto kombinuje se superkritickou fluidni
chromatografii. Je to extrakce superkritickou telaui, coz je tekutina
svlastnostmi plynu i kapaliny zarave Pouziva se vyhradn CO, pii
superkritickych podminkach <igeplog 31 °C a tlaku 7,4 MPa. Tato tekutina ma
oproti obyejné kapalig nizsi viskozitu, vysSi solvatai silu a vySSi hustotu,

kterd je pro extrakci nezadouci. (3)

CO; je vharn do cerpadla za nadkritického tlaku, potorfephézi do extraki

kolony a je vypough do skrného rozpoustla, kde vybubla. Po celou dobu
extrakce je nezbytné udrzovat nadkriticky tlak peirestriktoru (kapilary dlouhé
30 cm o piiméru 20um) a nadkritickou teplotu umistim do termostatu, aby si

CO, ponechal vlastnosti superkritické tekutiny. (3)

4.2. Deproteinace

Deproteinace je typ Upravy biologického materidtdy dochéazi k odstrani
proteimi ze vzorkubd chemickymi ¢inidly, nebo ultrafiltraci. Volba
deproteinani techniky zavisi na chemické strukgu&liva, na vazebnosti éé/a
na bilkoviny a na mnoZstvi d&a obsazeného ve vzorku (vzorky se

stopovymmnozstvim latky se neupravuji deprotein#s))
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4.2.1. Deproteinace chemickymiéinidly

Reakci biologického materialu (obsahujiciho proteis chemickymi cinidly

dojde k precipitaci protein Jako deproteirgai ¢inidlo Ize pouZit:

a) organicka rozpoustila, nap. acetonitril, methanol, ethanol, aceton

b) silné kyseliny, nap kyselina trifluoroctovd, trichloroctova, fosfére,
chlorista, chlorovodikova (hodnota pH 1-3)

c) soli €Zkych kowi a hydroxidy, nap ZnSQ, s NaOH, ZnS@® s Ba(OH}),
CuSQ, NawQ, s SO,

d) kombinace boila) az c)

Ke vzorku ve zkumavce sefiga ukené mnozstvi deproteigr@ho cinidla,
zkumavka se std na centrifuze a po steni se odebere ze zkumavky supernatant,

ktery se necha analyzovat. (3)
4.2.2. Deproteinace ultrafiltraci

Ultrafiltrace je metoda, kterd odd volné (nizkomolekularni) tévo, které neni
navazané na proteiny, odiiéa navazaného na plazmatické bilkovirrgghodem
pies semipermeabilni teflonovou nebo celulézovou mémhb Ultrafiltraci se na
membranu zachyti molekuly s molekulovou hmotno$ti080 - 1000 000 kDa,
jako jsou peptidy, bilkoviny, pyrogeny neboviry. Nka tak bezproteinovy
nendedeny ultrafiltrat, ktery neobsahuje Zadna reziduanaickych ¢inidel. (3)

Separaci fes membranu lze urychlit tlakem sgamého plynu, tlakem pistu
v injekéni stikacce nebo odgedivou silou v centrifuze. Po 20 — 30 minutach
ultrafiltrace vznikd 1,5-2,0 ml ultrafiltratu. Merany Ize regenerovat
proplachnutim 3 % NaCl nebo 0,1 % NaOH. Pro ultrafii menSich objefse
vyuziva jinych zé&zeni s vymdnitelnou jednorazovou membranou a vznika
0,25 ml ultrafiltratu po 15 - 20 minutach ultrafdte.(3)
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5. Zelezo v lidskémorganismu

Zelezo pati mezi esencidlniprvky progtginu Zivych organisiin véetns ¢loveka.
Lidskyorganismus obsahuje az5 gfaiteleza, ficemz u Zen je jeho mnoZzstvi
vzhledem k menstruaci nizsi (cca 2 gramy) nez utmididském organismu se
vyskytuje ve dvou forméach: Ee a Fé*, které maji diky svym redoxnim
vlastnostem schopnost navzéjem v seteelphzet a dastnit se takady oxid&ne-

redulkénich cju v organismu.(11)

5.1. Vyznam Zeleza v lidském organismu

Zelezo se podili na Zzivaindilezitych procesech, jako je btimé dychani,
burééné cleni, burg¢ny metabolismus. Je kofaktorefady dilezitych enzyni
(jako nap. enzynii citratového cyklu a ribonukleotidreduktazyilezité pro
syntézu DNA)a jeobsazeno ve struitudilezitych makromolekul. NeptSi
procento z celkového obsahu Zelezafib{gné 67 %) je zabudovano
v hemoglobinu a dalSich 3 —4 % v myoglobinu jake. hemové Zelezo, mensi
podil (cca 30 %) je uskladn negastji ve feritinu a jen 0,1 % je sdasti
enzymi. V krevni plaznd cirkuluje ve vazb na transferin pouze 0,1 -0,2 %

Zeleza. (11)

5.2. Homeostaza zeleza v normalnich hikach

Nadbytek Zeleza je pro organismus toxicky, naopabk jnedostatek e vest ke
vzniku zavaznych onemoeéni, kterd mohou mit pro organismus fatélasleédky.
Proto musi byt zaji8ha homeostaza Zeleza v organismu a jeho mnoZssii ot
spolehliv regulovano. Bje se takjen regulaci absorpce Zeleza z duodebp. (1

Absorpce hemového a nehemového Zeleza se od sébBdsny mechanismus
absorpce hemového Zeleza prozatim nebyl détailozkouman. Prawgpodobr

je hem vychytavan endocyt6zou do enterdckide je rozlozen hemoxygenazou
za uvolrgni ionti Zeleza.Tyto ionty mohou byt Buuskladrny do feritinu, nebo

pieneseny fes bazolateralni stranu enterdicgtb krevnihaeciste.(12)

Nehemové Zelezo, které se v duodenu nachérapr ve fornme Zelezitych ioni,
je absorbovanoips intestinalni epitel prasinictvim svych transporteDMT1

exprimovanych na apikalni stramrenterocyi. DMT1 transportéry jsou spojeny
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s ferireduktazou, které ionty Feedukuje na Fé. F&‘ionty mohou byt nasledn
uskladreny ve feritinu nebo transportovany ieg bazolateralni stranu
enterocytuprogednictvim transportéru ferroportinu do krevniltecisté. Na
bazolateralni stranenterocytuje fitomnaferoxidaza (tzv. hefestin), ktera oxiduje
ionty F&€*zpst na F&*. Fe*mohou byt navazany namolekuly transferinu, ktery
umoziuje jejich transport krevniniecisSttm. Frechod Zelezaips ferroportin je
regulovan zejména tzv. hepcidinem, ktery je proddko hepatocyty ip
zvySenych hladinach Zeleza v krvifitemnost hepcidinuzisobuje degradaci
ferroportinu. Tim je znemo#na absorpce Zeleza z intestinalniho lumen do krve.
(Obr. 8).Veskereé Zelezo, které neni absorbovarkredmihoreciste, je vyloweno

Z €la pravidelnym obréovanim busk intestinalniho epitelu. (13)

Intestinal lumen

Ferrireductase - * DMT1

ferritin

Enterocyte

T
g

Ferroportin

. Hephaestin

‘ Bloodstream
Hepcidin

-

s

Transferrin

AL

Obr.8 Schéma absorpce nehemového Zeleza z inteshirifo lumen(12)

Komplex Zeleza s transferinem putuje krevi@fistétm a miZze se vazat receptory
TfR1 a TfR2, které se nachazi na povrchudurPo vazb na jeden z&hto
receptoéi je komplex endocyt6zou dopraven do nitrankyy konkrétrd do
endosomu, kde komplex na zakiaacidifikace prosedi disociuje. Volné ionty
Zeleza jsou fes DMTL1 receptory uvolmy z endosomu do cytosolu itky, kde
mohou byt ihned vyuzity v batinych procesech,ffpadré jsou uskladany do
zasobniho proteinu feritinu.fiPvysokém obsahu volného Zeleza wbe jsou

piebyt&né ionty Zeleza exportovany ven ziky pies ferroportin. Proces

31



vychytavani Zeleza do bé&k musi byt také spolehlévregulovan. Regulace se
uskut&nuje na arovni translace mMRNA kédujici TfR. (13)

[ 4 b
4 (f \ i
Y i ° 0-= m| Ferritin \ \
& 4/ DMT1 \ )
. T Use in cellular ¢ b ‘

y
neses -—

Obr.9Schéma vychytavani Zeleza z krevnihietisté do bungk (12)

5.3. Homeostaza zeleza v nadorovych hikach

Pro neoplastické hiky je typicky zrychleny metabolismus,intenzégirast
arychlejsi proliferace.Ke vSermimito proce8m potebuji buiky dostatény prisun
iontd Zeleza, tudiz jsou také nach§ji na jeho fipadny nedostatek, jehoz

dusledkem je zpomaleni az Uplné zastaveni piaéesslychna zeleze.(14)

V naddorovych biikhch dochazi ke zvySené transkripcigerkodujicich
ribonukleotidreduktazu (RR) a ke zvySené expreBiré€eptoit na buikach, coz
nasledd vede ke zvySenému vychytdvani Zeleza #evstho lumen do buik
intestindlniho epitelu a poté zkrve do nadorovybhrek. Zarover se
piedpoklada, Ze existuji i alternativni cesty umgici vychytavani dalSiho Zeleza
z krve v fipact, Ze jsou jiz vSechny TfR receptory saturovany.oTgiternativni

cesty jsou v satasné dob blize prozkoumavany.(14)

U mnoha tyf lidskych nadorovych buik je také pozorovana zvySend transkripce
tzv. c-Myc proteii, které ovliauji homeostazu Zeleza a &muji zvySeni
dostupnosti Zeleza hkkdm a nakstobsahu Zeleza uvhibuiky prostednictvim
Gtlumu produkce feritinu. Tento nét nitrobukcéného obsahu Zeleza pak vede

k rychlejSimu @istu a proliferaci malignich beh.(14)
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6. Chelatoryzeleza

Jiz od 80. let 20. stoleti jsou citemyvijeny a intenziva studovany latky, které
jsou diky své specifické strukta schopnychelatovat ionty Zelezaa tim je
deaktivuji. Existuje &kolik skupin chelatar Zeleza s odliSnou strukturou, funkci

a vykazuijiciiznou protinadorovou aktivitu.(14)

Prvnimchelatorem Zeleza s prokazanymi antiprofifenéni vlastnostmi in
vitrobyl desferrioxamin, jehoz strukturni vzorec je zmd@n na Obr. 11.
Desferrioxamin vSak kilisvé omezené permeabdlipies bugtné membrany,
zpusobené prawgpodobre hydrofilni povahou, a velice kratkému biologickému
polocasu, diky kterému vyZaduje kontinualni subkutanfiizi,neniize byt vyuzit

v protinddorové terapii.To podnitilo vyzkum lipoféjSichchelatar Zeleza s vysSi

selektivitou a silgjSim protinadorovym ginkem.(14)

Vysoka protinddorova aktivita byla zaznamenana tekéhelatoh Zeleza ze
skupiny thiosemikarbazan které maji ve srovnani s desferrioxaminem vyazn
lipofiln¢jSi povahu. Nagnym pokrokem ve vyzkumu chelatorzeleza se
stalobjev3-aminopyridin-2-karboxaldehyd-thiosemideonu (ozngovaného
jako Triapine®), ktery se nachazi jiz ve 2. fazinidkych studii. (15)Jeho
strukturni vzorec zachycuje Obr. 10. Mezi &V nedostatkyTriapinu®piat
kratky biologicky pol@éas (cca 1 hodina po i.v. podani) a vyskyt nezaabuci
nizs§im vyskytem zavaznych nezadoucichinkl a rekolikanasobs delSim

biologickym pol@asem.(16)

DalSim gikladem studovanych chelatozeleza jsou thiosemikarbazonyDpT a
BpT série, u kterych prozatim nejsou dostupna Zaeteévantni data o jejich
farmakokinetickém profilu.(17)Spaleym znakem pro aroylhydrazony a
thiosemikarbazony je jejich 2-pyridylketonova skumiktera je row¥ nositelem

jejichantiproliferativniho tinku.(15)

NH,

H NH
S "\N,— 2
_N S

Obr.10 Strukturni vzorec Triapinu  (16)  Obr.11Strukturnivzorecdesferrioxaminu(18)
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6.1. Chelatory Zeleza odvozené odthiosemikarbazonu

Thiosemikarbazony, jejichz zakladni skeletyjsou hg@eny naObr. 12, jsou
trojvaznéchelatoryschopné vyvazovationty kdZelezo, nid’, zinek) z busk za
vzniku komplexi, a tak snizuji jejich nitrobudny obsah i aktivitu.Atomy Zeleza
tvori vazby s thiosemikarbazonygs atom siry v thiosemikarbazonové skepin
atom dusiku Nv iminu a atom dusiku v pyridylovém zbytku. (12)

Prozatim nebyl Upkobjasrn jejich presny mechanismusgiaku. Fredpokladéa se
vsak, Ze cilenou a relati¥rselektivni chelataci iofitzeleza v rychle se mnozZicich
neoplastickych hitkach dochazi k deficitu Zeleza, peiného k rozmnoZovani
burgk a kinhibici klcového enzymu syntézy DNA (ribunukleotidreduktazy).
Nadorové bitky maji rekolikanasoby vySSi spdebu Zeleza, a proto jsou
vyrazré citlivéjSi na jeho nedostatek oproti normélnimnkéam. Komplexy
thiosemikarbazain s Zelezem maji navic vysokou redoxni aktivitu isgivaji

k destrukci nadorovych bgk tvorbou volnych radikdl s vysokou cytotoxickou
aktivitou.(12)Vin vitro studiich byla prokazdna vyznamna ¢ininost
thiosemikarbazain pii |é¢bé nekterych typm rakoviny prsu, prostaty, plic a
pankreatu.(16; 19)

RozliSujeme d¥ hlavni skupiny thiosemikarbazbn které se od sebe
strukturréodlidujitypem ketonu na dusiku *N derivaty 2-benzoylpyridin-3-
thiosemikarbazonu (BpT)zobrazené na Obr. 12a)avatgridi-2-pyridylketon-3-
thiosemikarbazonu (DpT)zobrazené na Obr.12b).

Strukturni obminou zakladniho skeletuiznymi substituenty vznikla Siroka Skala
derivati, které jsou v satasné dobintenzivré studovany.

b)
R
R
=
_N S
Struktura DpT Struktura BpT

Obr.12 Obecné strukturni vzorce derivéti thiosemikarbazoni(16)
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6.1.1. Thiosemikarbazony odvozené od DpT

Prvni skupina thiosemikarbaziwbsahuje derivaty odvozené od di-2-
pyridylketon-3-thiosemikarbazonu (DpT), které migfton v poloze Rsed¥ma
pyridinovymicykly. Na rozdil od svych tpdchidci (aroylhydrazof) se
vyznauji vysSi stabilitou v plazsy) ktera by mohla byt vyhodna pro jejich
farmakokineticky profil. (15) Vznikly kondenzaci -Bipyridylketonu s celou
Skalou thiosemikarbazid (14)

K nej&inngjSim thiosemikarbazam vibec pati di-2-pyridylketon-4,4-dimethyl-
3-thiosemikarbazon (Dp44mT), ktery byl vybran a dswan jako tzv.
.leadcompound” tétoDpTskupiny thiosemikarba&onBylo prokazano, Zze
protinddorova aktivita Dp44mT je vyrazmysSi ve srovnéni s Triapinem® a Ze je
acinny proti Sirokému spektru rakovinovych knin vitro.Ze vSech DpT

derivati ma Dp44mT nej§tSi redoxni aktivitu.(14)

Ackoliv se @i preklinickych studiich ukazalo, Ze Dp44mT je sratelr® G¢inny,
rovnéZz pozorovan vznik nezadouci stdé fibrozy po podavani vysSich davek,

proto se od dalSiho vyzkumu upustilo. (19)

Chemickou modifikaci struktury Dp44mTna dusik{s®l pod#lo nasyntetizovat
nového zastupce DpT skupiny thiosemikarb@zondi-2-pyridylketon-4-
cyklohexyl-4-methyl-3-thiosemikarbazon (DpC), ktgeyna rozdil od Dp44mT

meére toxicky a v sotasné dob je predmétem rozsahlych studii.(19)
6.1.2. Thiosemikarbazony odvozené od BpT

Druhou skupinouthiosemikarbazofsou latky odvozené od 2-benzoylpyridin-3-
thiosemikarbazonu. Tyto latky vznikly substitucidi@ 2-pyridyl skupiny
v ketonu na dusiku Iskupinou fenylovou. Tim do$lo k vyraznémuisiu
Zeleza ztransferinu. Na zakéad prostudovani &innosti  a  toxicity
nasyntetizovanych zastupcBpT skupiny thiosemikarbazénbyl vybran 2-
benzoylpyridin-3-thiosemikarbazon (Bp4eT) jako tzyeadcompound® BpT
skupiny pro dalSi preklinickou studii (Obr. 13aR)1
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Bp4eT je lipofilni slodenina, kterd velmi ddk pronika pes bugcné membrany
do nitroburénych prostor, kde dinnéchelatuje nitrobuétné zasoby Zeleza
v neoplastickych hikach. Na zaklatl jeho dobré permeaice vitro se
piedpoklada i dobra absorpce z gastrointestinalndidu. Vyskytuje se ve dvou
izomernich formach H/Z). V pevném stavu ipvldda izomerZ, ve vodnych
roztocich vSak dochazi ke konveEfZ izomef, kterd vysoce zavisi na zvoleném
rozpoustdle. V predchozich studiich se padda identifikovat a izolovat jeho
hlavni metabolity 1. faze metabolismu. Hlavni metaikou cestou Bp4eT je
oxidace siry thiosemikarbazonu, dikemuz vznikaji derivaty semikarbazonu
(Obr. 13b) aamidrazonu(Obr. 13c).W¥epchozich studiich byl nalezen jes$teti
metabolit, hydroxylovany derivat amidrazonu, avSakuali problematickée
identifikaci jeho pesné struktury a fpdpokladanézanedbatelné koncentraci

v plazme nebyl blize studovan.(19)

Obr.13 Strukturni vzorce Bp4eT (a), derivatu semikabazonu (b) a derivatu amidrazonu (c)(19)
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Cilprace

Cilem této prace bylo vyvinout HPLC-MS/MS metodw mtanoveni nového
potencialniho protinadorovéhoclea Bp4eT a jeho hlavnich metaba(iv1-E,
M1-Z, M2) v plazn¢ potkana a ot jeji zakladni validani parametry. Tato
metoda byla nasledrvyuZzita pro analyzu vzotkzpilotni farmakokinetické studie
na potkanech.
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Experimentalniéast

7. Pouzitéchemikalie, [Fistroje,

chromatografickymaterial, dalSipomuacky

V experimentalnéasti prace byly pouZity nize vyjmenované chemikdiiestroje,

chromatograficky material a dalSi uvedené poky.

7.1. Chemikalie

2-benzoylpyridin-4-ethyl-3-thiosemikarbazon (Bp4gyntetizovany na Katéd
anorganické a organické chemie Farmaceutické fakUlhiverzity Karlovy

v Hradci Kréalové Ceska republika; totoZnost &ena NMR

(E/2) -2-benzoylpyridin-4-ethyl-3-semikarbazorE/Z izomer metabolitu M1)
syntetizovany na Katéd anorganické a organické chemie Farmaceutickdtfaku
Univerzity Karlovy v Hradci KralovéCeskéa republika; totoZnost &ena NMR

N3-ethylN*-[fenyl-(pyridin-2-yl)metylen]formamidrazon (metalito
M2)syntetizovany na Katée anorganické a organické chemie Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové(eska republika; totoZznost &ena
NMR

Di-2-pyridylketon-4-fenyl-3-thiosemikarbazon  (Dp4pT syntetizovany na
Universityof Sydney;totoznost ékena NMR

Methanol (MeOH), Merck, Darmstadtghhecko
Acetonitril (ACN), Merck, Darmstadt, &necko
Mravertan amonny, Sigma-Aldrich, Schnelldorf¢iecko

Disodna 8l ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTANa Sigma-Aldrich,
Schnelldorf, Nmecko

Ultra¢ista voda (Milliporepurificationsystem, Schwalbabl&gmecko)

Prazdna potkani plazma, Lékka fakulta Univerzity Karlovy v Hradci Kralove,

Ceska republika
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7.2. Pristroje a chromatograficky material
SemimikrovahySartorius AG CPA225D-0CE¢iNecko

Vakuovy manifold a SPE plato v 96 jamkovém formsgusorbentem Discovery
DSC-Ph (100 mg/ml), Sigma-Aldrich,Schnelldorfgmiecko

SPE kolonky Discovery C18, 100 mg/ml, Sigma-Aldri&thnelldorf, Nmecko
SPE kolonky DiscoveryPh, 100 mg/ml, Sigma-AldriadhB8elldorf, Nmecko
Generator vakuaMevacs, Medist s.r.o0., Slovensko

Vortex Mixer, VeltScientifica, Italie

HPLC sestavaSchimadzu Prominence skladajici sgaséeu DGU-20A3, dvou
¢erpadel LC-20 AD, autosampleru SIL-20 AC, kolonawékrmostatu CTO-20
AC a komunik&niho modulu CBM 20A, Duisburg, &hecko

Hmotnostni spektrometr ThermoFinnigan LCQ Advantdgex s iontovym
zdrojem ESI a APCI a analyzatorem typu iontovéip&sin Jose, CA, USA

Analyticka kolona Discovery HS C18; 75x4,6mm; 3umSigma-
Aldrich,Schnelldorf, Nmecko

Analyticka kolona Ascentis Express C18;150 x 3,0 ;m2y/ um, Sigma-
Aldrich,Schnelldorf, Nmecko

PredkolonaDiscovery HS C18; 20x4,0 mm; 3um, SigmaréldSchnelldorf,

Némecko

PredkolonaAscentis Express C18; 5x 3,0 mm;2,7 um, gmai
Aldrich,Schnelldorf, Nmecko

7.3. DalSi pomicky

Laboratorni sklo

Automatické mikropipety

Sklerené vialky a inzerty pro HPLC
Mikrozkumavkys uzéérem typu Eppendorf

Software ThermoFinniganXcalibur, verze 2.0
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8. Pripravaroztoka a Upravavzorki

8.1. Priprava zasobnich a pracovnichroztoit

VSechny zasobni roztoky (Bp4eT, MEL-M1-Z, M2, Dp4pT) byly pipraveny
rozpusénim presného mnozstvi kazdé substancgstém acetonitrilu (ACN)tak,

aby vysledna koncentrace kazdého zasobniho robyk320 pg/ml.

Pracovni roztoky byly ipraveny prostym izdénim zasobnich roztdk 50 %
vodnym roztokem ACNtak, aby parigani 1ul pracovniho roztoku analytu do
99 ul plazmy byla dosazenapoZzadovana koncentragelaplazné (50 ng/ml;
100 ng/ml; 200 ng/ml, 400 ng/ml, 600 ng/ml, 800miy/

8.2. Priprava vzorku s biologickym materialem

Vzorky pro owieni linearity v plazrébyly pripraveny gidanim 1 pul pracovniho
roztoku kazdého analytu (Bp4eT, MNEl-M1-Z, M2) do 96 ul prazdné potkani
plazmy. Nakonec byl do vzorkugd jeho Upravouimlan 1 pl pracovniho roztoku

Dp4pT (IS) a vzorek byl kratce promichan naVortexu.

8.3. Uprava vzorki pied HPLC analyzou

Pro dpravu vzork plazmy byla zvolena metoda SPE. Byly pouZity SPE
kolonkyDiscovery C18 (100 mg/ml), SPE kolonky DigeoyPh(100 mg/ml) a
extrakni plato v 96 jamkovém formatu se sorbentem DisgovBSC-PH
(200 mg/ml).

SPE byla provedena pomoci nasledujicihopostupinefobyl nejprve aktivovan

1 ml methanolu, zbytky rozpowsiia byly nasled& vymyty 1 ml 2 mM vodného
roztoku edetanudisodného. Poté byl na sorbéahgsen mikropipetou vzorek
plazmy a balastni latky z plazmy byly vymyty 1 mim# vodného roztoku
edetanudisodného. Analyty zachycené na sorbenjuriadonec eluovany 0,5 mli
methanolu. Eluat byl odpan proudem dusiku dosucha. Odparek byl
rekonstituovan ve 100 ul 50 % vodného roztoku ACN.
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9. Vyvoj HPLC-MS/MS metody

Pi  vyvoji HPLC-MS/MS metody bylo hlavnim cilem optatizovat

chromatografické podminky a ziskat ostré, symedrick oddlené piky

jednotlivych analyi a zarové dostaténé citlivosti.Cilem bylo najit vhodnou
stacionarni fazi, zvolit optimalni sloZeni mobifdze a optimalni rychlost fitoku

mobilni faze. Zarovie bylo Zadouci nastavit vSechny tyto parametry #dily;, byla

doba analyzy co nejkratSi. Ke kvantifikaci byla @ metoda vnihiho

standardu a za viiiti standard byl vybran Dp4pT.

Chromatografické podminky

Nejprve byla zkouSena kolona Ascentis Express AB® (x 3,0 mm;2,7 um).
Byly vyzkouSeny iti rizné pomdry obou sloZzek za izokratickych podminek,
kdeanorganickou sloZku tkib2 mM vodny roztok mravefanu amonného (AmF)
a organickou slozku ipdstavoval acetonitril (ACN), konkr&n50:50 ¢/v)
AmF:ACN, 60:40 ¢/v) AmF:ACN a 55:45 /) AmF:ACN pi nastaveném
priaitoku mobilni faze 0,3 ml/min. Objem vzorku, ridgtvaného na kolonu, byl
vzdy 10 ul a ped kazdou analyzou bylo na kolonu r&stuto 20 pl 20 mM
vodného roztoku edetanudisodného, ktera byla ehsmvdo odpadu. Byla
testovana i gradientovd metoda s nasledujicim lprofi 0. — 15. minuta
40 %-> 60 % organické slozky, 15. — 27. minuta 60 % oiganslozky, 27. - 40.

minuta 40 % organické slozky.(16)

Stejna gradientova metoda byla vyzkouSena s kobDisowovery HS C18 (75 x
4,6 mm;3,0um). Na této kol¢rbyla testovana iizokratickdmetoda s konstantnim
sloZzenim mobilni faze. BylyvyzkouSeny dva poynsloZzek mobilni faze: 50:50
(viv) AmF:ACN a 40:60 ¥/v) AmF:ACN a vramci snahy o zkraceni doby
analyzy byl testovan pitok mobilni faze 0,3 ml/min, 0,4 ml/min a 0,5 mlfmi

Parametry detekce

U hmotnostniho detektoru byly testovanyg amstupné ionizani techniky APCI a
ESI v pozitivhim modu. Vzhledem k vyslaidk predchozi studie byla jako prvni
vyuzita APCI. (15) zZakladni nastaveni APCI zahriouwsagti 3 kV na spreji a
teploty 300 °C na kapité. Nastaveni MS pro detekci jednotlivych anallylo

dale optimalizovano automaticky ¢em @Fimé infuze jejich standaid
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v acetonitrilu (c = 5 ug/ml) do proudu mobilni fazéarover byla sledovana
fragmentace anal§tza &elem optimalizace SRMrpchodi. Nastaveni detektoru
pro jednotlivé analyty bylo srovnatelné, proto byiguzito jedno nastaveni pro
detekci vSech analyt Kvantifikace probihala v kladném SRM maddu, kdyyby
sledovany nasledujici reakcefi fkterych dochazelo k fragmentaci vybranych
ionta na sledované fragmenty: pro Bp4aWz 285 >m/z 240; pro MIn/z 269
->m/z224; pro M2m/z253->m/z174; a pro Dp4p™m/z334->m/z241.

Vzhledem k nizké citlivosti odezvy pro metabolit M{la pozornost zaéiena na

moznost vyuziti iontového zdroje ESI. V prviiad bylo nutné zajistit

srovnatelnou odezvie/Zisomefi Bp4eT. Ze z&tku byla hem gimé infuze

standardu Bp4eT v acetonitrilu (c = 500 ng/ml) #é&acky do zdroje sledovana
odezva proizné pozice a na&p na ESI (1 -5 kV) a teploty na kag#a(100 -

300 °C). Nasledh bylo nastaveni MS a SRMigrhodi optimalizovano pro

vSechny analyty infuzi do mobilni fdze podélako v ipads APCI. Taktéz bylo

vybrano jedno nastaveni pro vSechny analyty. Zd&elein zvySeni

reprodukovatelnosti byly SRMi@chody monitorovanyv definovanyaasovych

intervalech odpovidajicich ret@rim ¢asim analyft.

Uprava vzorki

K Upraw vzorka plazmy byly nejprve pouzity extréki kolonkynaplgné
sorbentem tvienym reverzni fézi s navazanymi fenylovymi zbytky
(Discovery Ph, 100 mg/ml). Nasletlbyly zkouSeny kolonky napéné sorbentem
s reverzni fazi s navazanymi zbytky C18 (Discov&@¥8, 100 mg/ml). Pro
hodnoceni extrai vyteZnosti byly gipraveny dva vzorky od kazdého analytu
(BpdeT, M1E, M1-Z, M2, Dp4pT) tak, Ze do 96 ul prazdné plazmy poskbyl
piidan 1 ul pracovniho roztoku kazdého analytu tdy aysledna koncentrace
byla 800 ng/ml. Vzorky byly promichany na Vortexwaraveny pomoci SPE dle
postupuuvedeného v kapitole 8.3. LepSich vysldajo dosazeno na kolonkach
DiscoveryPh, 100 mg/ml, proto byl stejny typ somioetestovan naextrékim
platu v 96 jamkovém formatu (Discovery DSC-Ph, SigEwell).
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10. Prevalidace HPLC-MS/MS metody

Novou HPLC-MS/MS metodu bylo nutné zvalidovaeg tim, neZ byla pouZita
k analyze vzori z farmakokinetické studie. Samotné validatédrhazela tzv.
prevalidace, v ramci které byla&ena linearita v plazi efekt matrice a tz\e/Z

prechody Bp4eT.

10.1. Linearita v plazmé

Nejprve byla testovana linearita v plazmea kolor Ascentis Express C18 (150 x
3,0 mm, 2,7 um). Byloffpraveno Sest vzoitkv koncentranim rozmezi 50 ng/ml
- 800 ng/ml od kazdého analytu (Bp4eT, HM1-M1-Z, M2) dle postupu
uvedeného v kapitole 8.2. Vzorky byly upraveny saifim SPE aitkrat za
sebou nasgiknuty na kolonu.Poté byl stejny postup zopakovém koloré
Discovery HS C18 (75 x 4,6 mm; 3,0 um). K hodnodamdarity byly vyuzity

praméry hodnot zeii méreni.
10.2. Efekt matrice

Efekt matrice byl zjisovan metodou podle EMA: porovnanim plochy pod pikem
dvou nésledujicich vzotk prvni vzorekbyl tvéen96 pl vyextrahované prazdné
plazmy, do které byl po extrakcfigan 1 ul pracovniho roztoku kazdého analytu
(BpdeT, M1E, M1-Z, M2) tak, aby vznikl vzorek s koncentraci analy800
ng/ml a 1 pl pracovniho roztokulSo vysledné kon@atlS ve vzorku 400 ng/ml,
druhy vzorek byl tveen 1 ul pracovniho roztoku vSech analyBp4eT, M1E,
M1-Z, M2) o vysledné koncentraci 800 ng/ml a 1 pl pvadbo roztoku IS o
vysledné koncentraci 400 ng/ml rozpastmi v 96 pl mobilni faze. Stejny postup
byl vyuzit pro gipravu vzork s vyslednou koncentraci analyP00 ng/ml a
50 ng/ml. Porovnanim ploch gikednotlivych analyiodpovidajici koncentrace

na obou chromatogramech byl hodnocen vliv matrecenizaci.

10.3. E/Z piechody Bp4eT

PrechodE/Z izomek Bp4eT byl nejprve testovan ve 20 % a 50 % roztAkN
ve vod, a tov koncentraci 800 ng/ml, kdy byl vzoreltkvat za sebou nastnut
na kolonu.Déle byl fechod E/Z izomefi Bp4eT,roviz v koncentraci 800
ng/ml,testovan v 35 % vodném roztoku ACN. NakongicgsechodE/Z izomek
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otestovan ve 35 % vodném roztoku ACN pro dané razrkencentraci Bp4eT.
Bylo piipraveno 6 roztok Bp4eT v 35 % vodném roztoku ACN o néasledujicich
koncentracich: 50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml, #4@0ml, 600 ng/ml a
800 ng/ml. Tyto roztoky byly analyzovany Sestkrata& a vyhodnoceny. Byly
sledovany a porovnany zmy plochy piki obou izomei. Pokud je porér Ubytku
mnoZstvi Z-izomeru a narstu mnoZzstvi E-izomeru roven jednéZ-izomer
piechazi VE-izomer kvantitativll (snizeni odezvy prad-izomer odpovida zvyseni

odezvy prde-izomer).
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11. Farmakokinetickastudie

Ctyfem samém potkana (Konéarovice,Ceska republika) byl intravenégn
aplikovan Bp4eT (3 mg/kg) rozpésly v médiu PEG 300 / fyziologicky
roztok / ethanol v pogmu 50:40:10 ¥/vA). V ¢asech 0 minut; 30 minut; 60 minut;
120 minut; 180 minut; 240 minut; 300 minut a 360nuati po aplikaci byly
potkamim odebirany vzorky krve, ktera byla ihned po &dbstaiena centrifugou.
Odebrana plazma byla zamrazena a az do doby anatfmywavanaip -80 °C.
Vzorky byly upraveny a analyzovany dle vySe popsanyostuf.Zakladni
farmakokinetické parametry BpdeT byly vyidny pomoci softwaru Kinetica
5.0.
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Vysledky a diskuze

Mym ukolem bylo vyvinoutHPLC-MS/MS metodu pro staeai Bp4eT a jeho
hlavnich metabolit (M1-E, M1-Z, M2) v plazng, owiit zakladniparametry, které
piedchézely vlastni validaci metody (linearita v piiz efekt matrice fechod
E/Zizomefi). Krom¢ toho jsem se také podilela na validaci finélni odgt
(kalibratni kiivka, efekt matrice) a analyzovala jsem vzorky pigzivou potkaf

z farmakokinetické studie.

Na paatku vyvoje chromatografické metody se vychazelunmatografickych
podminek pouzitych iifve pro analyzu Bp4eT.(15; 16)K detekci bylzvolen
hmotnostni detektor s iontovym zdrojem APCI, kitéyl testovan jako prvni.
Duraz byl kladen zejména na dostateu citlivost a reprodukovatelnostérani
pro vSechny obsazené analyty ve vzorku. Bylo premedadni parameit pro
kazdykonkrétni analyt zvl&S(Bp4eT, M1E, M1-Z, M2, Dp4pT), ale bylo
Zjisténo, Ze je ve vSechiipadech odezva velice podobna. Proto bylo pro analy
vSech latek vybrano jedno univerzalni dag pri kterém n€l nejvysSi

odezvuBp4eT.

Kolona Ascentis Express

Nejprve byla testovana kolona Ascentis Express @58 x 3,0 mm; 2,7 um) a
piedkolonase stejnym typem sorbentu (Ascentis Expre$8; 5x 3,0 mm;
2,7 um). Kolona je naplma casticemi spevnym jadrem, proto bylo
ocekavanozrychleni analyzy a vysok&ninost. Ri optimalizaci sloZzeni mobilni
faze se z&énalo pongrem anorganické a organické slozky50:80)(AmF:ACN.
VSechny analyty byly eluovaniitis rychle, Ze zde bylo riziko koeluce andlyt
s balasty z plazmy. Nasleghyl testovan porr anorganickéa organické faze
60:40 ¢/v) AmMF.ACN. Hi tomto sloZeni nebyl posledni analyZ-igomer
Bp4eT)eluovanani za 30 minut a celkame vSechny reténi casy prodlouzily na
dvojndsobek. Protobyl pafn nastaven na 55:45v/() AmF:ACN, kdy byly
vSechny sledované analyty Uploddileny az na zakladni linii a analyza trvala
25 minut. Pro zlepSeni tvaru filse osedcilprednagtk 20 ul 20 mM vodného
roztoku edetanudisodného, ktery byleluovan do odpNastik roztoku

edetanudisodnéhozaijistil, Ze byly z kolony odsimgnpiipadré nezadouci ionty,
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které by mohly reagovat s analyty a ovlivnit vy#gdanalyzy.Chromatogram
separace vSech analye znazoran na Obr. 14.
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Obr. 14 Chromatograficky zaznam znazotiujici separaci Bp4eTE/Z, M1-E, M1-Z, M2 a IS (kolona

Ascentis Express, izokraticka metoda, 55:45(V) AmF:ACN, APCI)

Tato metoda byla vyuZzita pro testovani linearitplazne a efektu matrice.
Vysledky hodnoceni linearity pro vSechny analy@gtve rovnic linearni regrese a
koeficienti determinace jsou graficky znazény na Obr. 15 — 18. Koeficienty
determinace pro vSechny analyty nabyvaji hodnot&29- 0,9682.
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Obr. 15 Graf zavislosti ponéru plochy piku Bp4eT a IS na koncentraci Bp4eT v plamé (kolona
Ascentis Express, izokraticka metoda, 55:45/{(v)AmF:ACN, APCI)
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Obr. 16 Graf zavislosti pongru plochy pikuM1-E a IS na koncentraci M1E v plazmg (kolona Ascentis
Express, izokraticka metoda, 55:45(Vv)AmF:ACN, APCI)
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Obr. 17 Graf zavislosti pon#ru plochy piku M1-Z a IS na koncentraci M1Z v plazmé(kolona Ascentis

Express, izokraticka metoda, 55:45W/v)AmF:ACN, APCI)
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Obr. 18 Graf zavislosti ponéru plochy pikuM2 a IS na koncentraci M2 v plazn¥ (kolona Ascentis

Express, izokraticka metoda, 55:45W/v)AmF:ACN, APCI)

Efekt matrice byl testovan metodou podle EMA séndlz druhy potkani plazmy.

Vysledky jsou uvedeny v Tab.l. Rozdily mezi ¢éaha plazmami byly

ponernévysoké, a tak lzeipdpokladat, Ze bylyiftomny matricové efekty, které

ovliviwuji pribéh analyzy.
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Analyt ¢ (ng/mi) 1. plazma 2. plazma
Efekt matrice (%) Efekt matrice (%)
50 82,57 110,67
Bp4eT 200 91,95 79,39
800 87,81 91,54
50 77,18 79,48
M1-E 200 79,57 89,63
800 72,75 73,94
50 76,36 86,65
M1-Z 200 103,12 99,90
800 74,70 79,89
50 61,13 70,56
M2 200 74,65 79,57
800 73,44 71,67
50 116,23 121,48
IS 200 144,12 141,26
800 128,26 134,14

Tab. 1 Efekt matrice pro Bp4eT, M1E/Z, M2 a IS (izokratickd metoda, 55:45 ¥/v) AmF/ACN, kolona
Ascentis Express, APCI)

Protobyla nasledntestovana gradientova metoda, u které bylo dosageparace
vSech analyt.Profil gradientu byl nasledovny: 0. — 15. minut@ % > 60 %
organickeé slozky, 15. — 27. minuta 60 % organidkéks/, 27. - 40. minuta 40 %
organické slozky.Ve srovnani sizokratickou metoddoslo k vyraznému
prodlouzeni doby analyzy.Chromatogram zn#Aapci separaci vSech anaiyt
s vyuzitim gradientové metody je zobrazen na OBr. Na chromatogramu je
patrny naznak dvou pikna zaznamu metabolitu M2. JelikoZz se metabolit M2
vyskytuje ve fornd dvou izomet (E/2) a dvou tautomér doslo pravépodobré
pii téchto chromatografickych podminkach k jejidst&éné separaci.
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Obr. 19 Chromatograficky zaznam znazotiujici separaci analyfi Bp4eTE/Z, M1-E, M1-Z, M2 a IS
(kolona Ascentis Express, gradientova metoda, APCI)

Touto metodou byl testovankdv rychlému owireni metody pouze efekt matrice, a
tostejnym zfisobem jako v fedchozim gipact. Z vysledK, které jsou uvedeny
v Tab. 2, jsou znovu patrné¢tgi odchylky, které poukazuji na moZznost

piitomnosti efektu matrice.

c 1. plazma 2. plazma
Analyt
(ng/ml) (%) (%)
200 91,95 79,39
BpdeT
800 87,81 91,54
200 102,99 89,63
M1-E
800 72,75 73,94
200 103,12 99,90
M1-Z
800 74,70 79,89
200 74,65 79,57
M2
800 73,44 71,67

Tab. 2 Efekt matrice Bp4eT, M1E, M1-Z, M2 (kolona Ascentis Express, gradientova metod&PCl)
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Kvili nizSi odez¢ metabolitu M1 p analyze vzork plazmy byl vyzkouSen
druhy zdroj ionizace ESI,ipjehoz pouziti vykazoval M1 dosté@t®ou citlivost.
Ackoliv byl iontovy zdroj ESI jfvodre zavrhnut pro vysokou tvorbu adukt
Bp4eT se sodikem, které by vedly k nespravné kfieati Bp4eT, vhodnym
nastavenim MS fedevSim sniZzenim teploty na kapéi doSlo kiast&nému
potlateni jejich tvorby. B zmeéné teploty kapilary z 300 °C na 150 °C byla tvorba
adukti snizena z 20 % na 3-4 %. S dalSim snizovanim tie{apilary se jiz
shizovala odezva i pro molekularni ion Bp4eT, prbtda ponechana teplota
150°C. S vyuzitim ESI byla dosaZena dostatecitliva odezva pro vSechny
analyty. Chromatogram zachycujici separaci vSeelytinizokratickou metodou

na koloré Ascentis Express tentokrat s vyuzitim ESI je na. Q0.

Touto metodou byla znovu testovana linearita stanbvanalyt v plazne.
Vysledky jsou graficky znazoény na Obr. 21 — 24. Uvedené koeficienty
determinace nabyvaji hodnot od 0,9791-0,9986.
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Obr. 20 Chromatograficky zaznam zachycujici separacBp4eT-E/Z, M1-E, M1-Z, M2 a IS v plazng
(kolona Ascentis Express, izokraticka metoda, 55:4&/v) AmF:ACN, ESI)
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Obr. 21 Zavislost poréru plochy pikuBp4eT a IS na koncentraci Bp4eT v plaziékolona Ascentis
Express, izokraticka metoda, 55:454v) AmF:ACN, ESI)
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Obr. 22 Zavislost ponéru plochy pikuM1-E a IS na koncentraci M1E v plazmé(kolona Ascentis
Express, izokraticka metoda, 55:454/v) AmF:ACN, ESI)
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Obr. 23 Zavislost ponéru plochy pikuM1-Z a IS na koncentraci M1Z v plazmé(kolona Ascentis
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Obr. 24 Zavislost poréru plochy pikuM2 a IS na koncentraci M2 v plazné(kolona Ascentis Express,

izokraticka metoda, 55:45 ¢/v) AmF:ACN, ESI)

Kolona Discovery

| pres relative dobré vysledky analyzy byla metoda staiéi$dlouha (25 minut).

Béhem vyvoje se navic vyskytly problémy s pong rychlym ucpavanim

piedkolony. Snahou proto bylo otestovat i jiné typgcenarni faze a vyvinout

pokud mozno kratSi metodu. Byla vyzkouSena kolomc@ery HS C18 (75 x

4,6 mm; 3,0 um) a stejny typrgalkolony (Discovery
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3 um).P¥i izokratické eluci se sloZzenim mobilni f4z0:50 {/v) AmF:ACN trvala
analyzatémer 30 minut (pikZ-izomeru Bp4eTmél retertni ¢as 27minut).Ri
sloZzeni mobilni faze 40:6(v/v) AmF:ACN byla doba jedné analyzy 15 min
Zvysenim piitoku mobilni faze . pavodnich 0,3 ml/min na 0hl/minse metoda
zkrétila nafinalnichiL2 minut. DalSim zvySovanim ptoku mobilni faze dochéze
jizpouze ke sriovan odezvy detektoru. ied kazdou analyzobyl ponechan
nastik 20 ul 20mM vodrého roztokuedetanudisodnékweantifikace probihal:
opét vkladném SRM modu ayly sledovany nasledujici reakceti kterych
dochazelo Kragmentaci vybranych iofit na sledované fragmenty v dany
¢asovych intervalecpro Bp4eTm/z 285 ->m/z240 (5,2 - 12,%nin), pro M1m/z
269 >m/z 224 (2,0- 6,6 min), pro M2m/z 253 >m/z 174 (4,(- 6,6 min), pro
Dp4pTm/z334->m/z 241 (6,6 - 9,2 min)

Chromatogramktery zachycuje separaci vSech anglyg znazoran na Obr. 5.
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Obr. 25 Chromatograficky zaznan zachycujici analyzu Bp4eTE/Z, M1-E/Z, M2, IS (kolona Discovery,
izokraticka metoda, 40:60 v/v) AmF:ACN, ESI)

Metoda byla dale optimalizovana ostatni¢teny tymu a findlnimetodou byla

znovu zngtena linearita plaznt a efekt matrice podle EMAs pti raznymi

55



vzorky potkani plazmy). Kalibeai piimky jsou \etrg rovnic linearni regrese a
koeficienti determinace zachyceny na Obr. 26 — 29.Koeficieterthinace pro
vSechny analyty nabyva hodnot 0,9974 — 0,9998.Liteededy byla prokazana
pro Bp4eT vrozmezi 50 ng/ml— 800 ng/ml, pro HElvrozmezi 5 ng/ml —
100ng/ml, pro M1Z v rozmezi 5 ng/ml — 100 ng/ml a pro M2 v rozmezing/m|
— 400 ng/ml.

2,50
y = 0,0022x + 0,0086
) R2 = 0,998
©
S 2,00
()]
<t
c% /
E 1,50
=
>
£ 1,00
k)
o
€ 0,50
o
o
0,00 T T T T 1
0 200 400 600 800 1 000

Koncentrace Bp4eT v plaznd (ng/ml)

Obr. 26 Graf zavislosti ponéru plochy piku Bp4eT a IS na koncentraci Bp4eT v plamé (kolona
Discovery, izokraticka metoda, 40:60\/v) AmF:ACN, ESI)
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Obr. 27 Graf zavislosti poréru plochy piku M1-E a IS na koncentraci M1E v plazmé(kolona
Discovery, izokraticka metoda, 40:60\/v) AmF:ACN, ESI)
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Obr. 28 Graf zavislosti pondru plochy piku M1-Z a IS na koncentraci M1Z v plazmé(kolona
Discovery, izokraticka metoda, 40:60\/v) AmF:ACN, ESI)
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Obr. 29 Graf zavislosti poréru plochy piku M2 a IS na koncentraci M2 v plazné(kolona Discovery,
izokratickd metoda, 40:60 ¢/v) AmF:ACN, ESI)

Vysledky hodnoceni efektu matrice jsou¢bghrnuty v Tab. 3. Efekt matrice se
pohyboval v rozmezi 93,59 - 114,73 %. Z toho |zgzosat, Ze v ptbéhu analyzy
nedochazi k zadnym vyznamnym efekt matrice, které by negativn

ovliviovaly vysledky analyzy.
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Analyt ¢ (ng/ml) Pramér (%) RSD (%)

50 114,73 10,25

Bp4eT 200 109,98 3,32
800 112,26 9,90

50 111,04 4,77

M1-E 200 103,03 3,07
800 114,06 8,09

50 106,74 1,94

M1-Z 200 103,04 10,11
800 103,61 10,59

50 110,24 8,86

M2 200 108,20 4,52
800 114,35 9,72

IS 400 93,59 7,55

Tab. 3 Efekt matrice pro Bp4eT, M1E,Z, M2 a IS v plazn¥ potkana(kolona Discovery, izokratick&a
metoda, 40:60 ¥/v) AmF:ACN, ESI)

S takto vyvinutou metodou byl hodnocereghodE/Zizomefi Bp4eT. BpdeT se
v roztoku vyskytuje ve forghdvou izomei (E/2), piicemz izomelZ ve vodnych
rozpoustdlech gechézi v izomeE. Na chromatogramu se tyto izomery jevi jako
dva oddlené piky. Proto bylo nejprve nutné zjistit, zd#otyrechody probihaji
kvantitativie a zda je mozné ip kvantifikaci Bp4eT 8itat plochy pikiobou
izomefi. PrechodE/Z izomei BpdeT rozpu&ného ve 20 % vodném roztoku
ACN probihalpomalu (Tab. 4), v 50 % vodném roztokON probihal naopak
velmi rychle (Tab. 5). Pro tento experiment se @ijevilo jako nejlepsi fipravit
roztoky Bp4eT v 35 % vodném roztoku ACN, kde prabiprechod optimalni
rychlosti. Pechod izomar byl vtomto rozpoustle testovan v Sestiiznych
koncentracich Bp4eT. Vysledky jsou zachyceny vEab.

nastriky E-izomer Z-izomer (274
1. 73 552 187 79621 668 153 173 855
2. 99 723763 57 629 945 157 353 708
3. 115 001 093 43711761 158 712 854
4, 112 764 854 43501218 156 266 072
5. 124 196 640 37 537 554 161734 194

Tab. 4E/Z prechody Bp4eT (800 ng/ml) ve 20 % vodném roztoku AQMKolona Discovery, izokraticka
metoda, 40:60 ¥/v) AmF:ACN, ESI)
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nastriky E-izomer Z-izomer E+Z
1. 35346 978 93 146 454 128 493 432
2. 35716 916 90 124 962 125 841 878
3. 40702 846 90 447 162 131 150 008
4. 40228 259 80077 304 120 305 563
5. 42 645779 81632418 124 278 197

Tab. 5E/Z piechody Bp4eT(800 ng/ml) v 50 % vodném roztoku ACNkolona Discovery, izokraticka
metoda, 40:60 ¥/v) AmF:ACN, ESI)

¢ E E Z z E-E 7z &h KD
I & i1 " 6 Lo J T L

(ng/ml) Zi—Z; (W)

50 13300604 23640348 16576630 6753049 10330744 9823581 1052 216

100 17192221 25586647 19170365 10851075 8394426 8319290 1,009 1,75

200 20600708 40310697 38173934 22205843 19709939 15968091 1,234 232

400 62818422 97617907 85092005 53148185 34799485 31943820 1,089 0,80

600 58717015 126340575 142007906 79106077 67623560 62901829 1,075 1,17

800 209065897 266317323 130953402 68388007 57251426 62565395 0,915 142
Primér 1,062

Tab. 6E/Z piechody Bp4eT ve 35 % vodném roztoku AC(kolona Discovery, izokratickd metoda,
40:60 {¢/v) AmF:ACN, ESI)

Z vyslediki(Tab. 6)vyplyva, Ze ponary rozdili Ubytku plochZ-izomefi a nafistu
ploch E-izomefi jsou blizké jedné arpchody probihaji kvantitativ: PlochyE-
izomef aZ-izomeft Bp4eTje tedy moznéii kvantifikaci Bp4eT &itat.

Pro Upravu vSechzorki plazmy bylazvolena metoda wyuzitim SPE kolonek
DiscoveryPh, ktera bylaiepvzata predchozi studie. (20)@stovanybyly také

kolonky naplrené sorbentem reverzni fazi savazanymi zbytk C18. VySSi

vytéZnost extrakce adostaténou reprodukovatelnostvykazoval sorber
sfenylovymi zbytky.Proto byla zvolena metoda SPEysIZitim extrakniho plate
v 96 jamkovém forméatu napiné sorbentem twenym reverzni fazi navazanymi
fenylovymi zbytky ktery vzhledem kmoZzZnosti Gpravy &Siho nnoZstvi vzork

najednoudosahoval vysSi reprodukovateln a zrychleni Upravyzorki.

Tato nova HPLOVIS/MS metoda byla usgre zvalidovanspolupracovniky, ki
se na projektu podilela byla pouZzita k analyze vzdrk pilotni farmakokineticke

studie. & vzorcich farmakokinetické studie byly identifikovany vSect
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analyty: parentni latka Bp4eT, metabolit ME @ Zizomer) a metabolit M2.
Pouze Bp4eT a M2 bylyifitomny v takovych koncentracich, aby mohly byt
kvantifikovany. M1E a M1-Z se ve vzorcich vyskytovaly v koncentracich nizsich
nez LLOQ. Chromatograficky zaznam analyzy plazmygnézorgn na Obr. 30.
Profil koncentraci Bp4eT a M2 v plaznmzachycuje Obr. 31. Z vysledlanalyzy
byly pomocisoftwaru Kinetica 5.0 vypiwany zakladni farmakokinetické
parametry (biologicky polas, clearance, distribni objem, maximalni

plazmaticka koncentraceapod.). Tato data jsou sarntiab. 7.

Zakladni farmakokinetické parametry ziskané pogedrovém i.v.
podani Bp4eT potkadm (n=4)

Cmax 7,38 2,27 (umol/l)

tmax 1,0 (min)
AUC (0-t) 529,9 + 136,3 (umol.min/l)
AUC (0-0) 557,4 + 142,4 (umol.min/l)

ti 84,9 + 15,2 (min)
Clearance 0,0198 + 0,0043 (I/h/kg)

Distribu¢niobjem 2,41 £ 0,62 (I/kg)

Tab. 7Zakladni farmakokinetické parametry Bp4eT

Povzbudivym vysledkem je vyrazmelSi biologicky poldas Bp4eT (84,9 min).
Ve srovnani s aroylhydrazony, studovanych fedghozich experimentech
(Tyzaroylhydrazonu byl 27,7 min), je it biologického poléasu trojnasobny.
(21)
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Obr. 30 Chromatograficky zaznam analyzy plazmy z 60. min pi.v. aplikaci Bp4eT potkanovi
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Zavér

V této praci se pod#o vyvinout HPLC/MS-MSmetodu pro stanoveni nového
potencialniho l&va Bp4eT a jeho hlavnich metabaéli¥ plazng potkana. Bhem
vyvoje byly testovany a porovnavany &dehromatografické kolony (Ascentis
Express C18 a Discovery HS C18). Nakonec byla krs&p vybrana analyticka
kolona Discovery HS C18 (75 x 4,6 mm, 3 um). Jalabini faze byla zvolena
smés 2 mM mravetanu amonného a acetonitrilu v pé&non 40:60 ¢/v) a pfitok
mobilni faze byl nastaven na 0,4 ml/mirfe® kazdou analyzou bylo n&i&huto
20 pl 20 mM vodného roztoku edetanudisodného. Petekdi byl pouZzit
hmotnostni spektrometr s iontovym zdrojem ESI dyadéorem iontovou pasti.
Detekce probihala v SRM modu, kde byly sledovanykkétni fragmenini
reakce vSech analy(Bp4eT, M1E, M1-Z, M2, Dp4pT).

Pro dpravu vzork byla vyuzZita metoda SPE s vyuzitim extiaiho plata
v 96 jamkovém forméatu napiné sorbentem twenym reverzni fazi s navdzanymi

fenylovymi zbytky.

Byly provedeny prevalidani zkouSky a byla Usgre owtena linearita v plazm
Pri testovaniE/Z prechodi Bp4eT bylo dokazano, Ze tyto izomeryephazi
kvantitativre a je mozné plochy jejich pikna chromatogramu pro kvantifikaci
itat. Bylo také usgsne prokadzano, Ze analyzu nenaruSuji Zzadné efektyicaatr

biologického materialu.

Tato metoda bylaugpre zvalidovdna a poté vyuzita k analyze vZokpilotni
farmakokinetické studie na potkanech, kterym byl@tepcialni I€ivo

Bp4eTintravenozé aplikovano. Diky této studii bylaibec poprvé shromazda
data o farmakokinetice Bp4eT a jeho hlavniho médiaidd2.Zasadnim
vysledkem analyzy této studie je vyr&zdelSi biologicky poldas Bp4eT, ve
srovnani s jehoipdchidci zrady aroylhydrazoin

| pfes tento objev se dalSi studie deriviitiosemikarbazaoimebudou jiz zabyvat
studiem Bp4eT. Nasledujici vyzkum se bude tykaedpvSim derivit
odvozenych od di-2-pyridylketon-3-thiosemikarbazofDpT), a to konkréth
zastup@mDpC a Dp44mT. Ucchto derivait je acekavan prodlouzeny biologicky
polocas a pedevSim vyrazhnizSi toxicita ve srovnani s Bp4eT.
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Abstrakt

Vysokoinna kapalinova chromatografie se vzhledem k vysckivosti a
selektivi€ v sowasnostiradi mezi nejpouzivaysi analytické metody stanovovani
obsahu léiv v biologickém materialu. Je vhodna jak pro kvaativni, tak pro

kvalitativni analyzu.

2-benzoylpyridin-4-ethyl-3-thiosemikarbazon (Bp4¢d potencialnim k&vem ze
skupiny thiosemikarbazdn které jsou v dnesSni ddbintenzivré studovana a
vyvijena jako protinddorova d&va. Jejich specificky mechanismusiniku, ktery
je zaloZen na chelatacizelezajza vyrazg prispét k 1é¢b¢ nadofi rezistentnich

vici standardni chemoterapii.

Cilem této prace bylo vyvinout a &t z&kladni validani parametry HPLC-
MS/MS metody pro stanoveni Bp4&Bire jeho hlavnich metabaoltitv potkani
plazme a vyuZit ji pro analyzu vzotk z pilotni farmakokinetické studie na

potkanech.

SeparaceBp4eT a jeho metahplltylo dosazeno na chromatografické ka@lon
Discovery HSC18 (75 x 4,6 mm, 3 um) chndé@ stejnym typem fedkolonys
pouzitim mobilni faze skladajici se z 2mM mratamu amonného a acetonitrilu
v poneru 40:60 ¥/v). Byla vyuZita izokraticka elucéppratoku mobilni faze 0,4
ml/min. Jako detektor byl vyuzit hmotnostni spektsdr, Ficemz kvantifikace
probihala v SRM modu.Vzorky plazmy byly upravenyrmuzi SPE. Metoda byla
UspeSne  zvalidovdnaa vyuZita pro analyzu vzorkzin vivo studie na
potkanech,v ramci které byl Bp4eT intravendaplikovan étyrem potkadm a

v pravidelnychtasovych intervalech jim byly odebirany vzorky krve.

Zvysledki pilotni  studie na potkanech byly vyptany zakladni
farmakokinetické parametry pro Bp4eT a byl zjstfarmakokineticky profil
Bp4eT a metabolitu M2 v potkani plagm

DalSi snaha bude z&bhena na analytické hodnocenithiosemikarbézerskupiny
derivati di-2-pyridylketon-3-thiosemikarbazonu, které vylpzvyssi @innost,
maji lepSi farmakokinetické vlastnosti a nizSi witskavaznych nezé&doucich

acinka.
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Abstract

Nowadays, high-performance liquid chromatographywidely used analytical
method for separation and quantification of drugbiplogical material due to its
high sensitivity and selectivity. HPLC is suitadier quantitative as well as

qualitative analysis.

2-benzoylpyridine-4-ethyl-3-thiosemicarbazone (Bpjes a potential drug from
the group of thiosemicarbazones, which are curemiensively studied and
developed as anticancer agents. Their specific amsim of action, based on

chelation of iron, might overcome resistance todéad chemotherapy.

The aim of this study was to develop and assesntabkvalidation parameters of
anHPLC-MS/MS method for determination of Bp4eT ait&l main phase |
metabolites in rat plasma and to utilise the metfaydthe analysis of samples
from a pilot pharmacokinetic study in rats.

The separation of Bp4eT and its metabolites waseaed on chromatographic
column Discovery HSC18 (75 x 4.6 mm, 3 um) protediy the same type of
guard column using the mobile phase consisting mmanium formate and
acetonitrile in ratio40:60 v(v). The isocratic elution and the flow rate of
0.4 ml/min were utilised. Mass spectrometer wassehoas a detector and the
quantification was performed in selected reactiomnitoring mode.Plasma
samples were treated using the solid phase extractihe method was
successfully validated and utilised for the analydisamples from vivo study in
rats, where Bp4eT was intravenously administeretbtw male rats and blood

was collected in predefined time intervals.

The main pharmacokinetics parameters for Bp4eT vealeulated and basic
pharmacokinetic profiles of Bp4eT and M2 metabolite rat plasma were

determined.

Further effort will be focused on analytical evdiaa of thiosemicarbazones from
the group of di-2-pyridylketone-3-thiosemicarbazomgnich express higher
efficacy, more appropriate pharmacokinetic propsertand lower rate of side

effects.
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