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Abstrakt
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Nazev diserta¢ni prace: Analytické a bioanalytické hodnoceni novych protinadorovych 1é¢iv

Farmaceutick4 analyza hraje nezastupitelnou roli ve vyvoji novych G¢innéjsich, levnéjsich a
dominantni technikou ve farmaceutické analyze kapalinova chromatografie (LC) s riznymi
detekénimi modalitami. Separace jednotlivych slozek na chromatografické koloné usnadiuje
analyzu velice slozitych smési, jako jsou vzorky ze stabilitnich studii nebo vzorky biologického
materidlu. Rostouci oblibenost spojeni LC s hmotnostni detekei (MS) je ddna — mimo vétsi
dostupnosti hmotnostnich detektori — jejich schopnosti délit ionty analytl podle jejich
hmotnosti. Tato dal$i uroven separace zvySuje selektivitu detekce i citlivost. Navic k tomu
nabizi MS detekce informace o struktufe analytu — at’ uz jako hodnotu poméru hmotnosti a

naboje nebo fragmentacni spektra.

PredloZena disertacni prace se v teoretické Casti zabyva popisem principti kapalinové
chromatografie, hmotnostni detekce, validaci analytickych a bioanalytickych metod,
hodnocenim stability 1éciv, zakladnimi parametry farmakokinetiky a samotnymi analyty.
Experimentalni ¢ast, koncipovana jako soubor publikovanych ¢lankl s komentaiem, se sklada
za dvou tematickych celkt, zabyvajicich se: 1) bioanalytickym hodnocenim farmakokinetiky
tii generaci thiosemikarbazonti — novych protinadorové uc¢innych latek, t.¢. erstvé v klinické
fazi hodnoceni a 2) hodnocenim stability karfilzomibu — nového klinicky uzivaného 1éciva

schvaleného pro terapii rezistentniho mnohocetného myelomu.

V experimentalni Casti je diskutovan vyvoj a validace modernich bioanalytickych metod pro
hodnoceni metabolismu a farmakokinetiky tfi generaci protinddorovych thiosemikarbazoni in

vitro a in vivo. Pomoci téchto metod jsme zjistili, Ze 1) existuji zna¢né rozdily v metabolismu



a farmakokinetice (jak kvalitativni tak kvantitativni) u tfech strukturné blizkych
thiosemikarbazontl; 2) objemna substituce na koncovém dusiku chrani thiosemikarbazony pred
enzymatickou pfeménou a stim spjatou ztratou schopnosti koordinovat ionty zeleza;
3) dosazeni toxickych koncentraci metabolitl in vivo neni pravdépodobné a 4) pravdépodobné
neexistuje piima souvislost mezi farmakokinetikou a rozdilnymi toxicitami u téchto tfi generaci

thiosemikarbazonovych protinadorovych latek.

Ve druhém tematickém celku této prace je komentovana prvni publikovand stabilitu hodnotici
metoda pro karfilzomib, kterou jsme pouzili k hodnoceni stability karfilzomibu za stresovych
podminek a identifikaci moznych degradacnich produkti. Tuto metodu lze pouzit pti vyvoji
potencialniho generika, pro pfipadné experimentdlni vyuziti v laboratofich pii vyvoji
alternativnich formulaci nebo jako odrazovy miustek pro vyvoj dalSich metod pro stanoveni

karfilzomibu.
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Pharmaceutical analysis plays an indispensable role in the development of novel safer, cheaper
and more effective drugs and chaperones them from their first synthesis throughout their
existence. To date, the method most commonly used in pharmaceutical analysis is liquid
chromatography (LC) with various detection modalities. Separation via LC enables analysis of
very complex mixtures such as biological samples or samples from stability studies. The soaring
interest in LC hyphenated with mass spectrometry (MS) in pharmaceutical analysis is partly
due to its increasing affordability and mainly due to its ability to separate the molecules of the
analyte according to their mass-to-charge ratio (m/z). The additional dimension of separation
grants it a superior selectivity. In addition, MS provides priceless information on the structure

of the analyte — be it the m/z or fragmentation spectra.

In its theoretical part, this dissertation deals with basic description of liquid chromatography,
mass spectrometry, validation of analytical and bioanalytical methods, stability assessment,
pharmacokintetics and the analytes of interest. The second part, the commentary on the
published work, consists of two units: 1) bioanalytical assessment of pharmacokinetics of
thiosemicarbazones — novel anticancer agents, freshly under clinical trials and 2) analytical

assessment of stability of carfilzomib — a new proteasome-inhibiting anticancer drug.

In the first unit, I discuss our bioanalytical approaches for assessment of metabolism and
pharmacokinetics of three generations of promising anticancer drugs both in vitro and in vivo,
especially aiming at their development and application. Using the developed method we found
that: 1) the studied — structurally close — thiosemicarbazones differ in pharmacokinetics and
metabolism both qualitatively and quantitatively; 2) the bulky substitution on the terminal

nitrogen protects the thiosemicarbazones from metabolism and the consequential loss of
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pharmacological effect; 3) the toxic concentrations of the metabolites are rather unlikely to
occur in vivo under standard dosing and 4) the different pharmacokinetic and toxicity profiles

of these three generations of anticancer drugs are not linked.

In the second unit of the experimental part, I comment on the first published stability indicating
method for carfilzomib — a new anticancer drug — that we applied to stability assessment of this
drug and to identification of possible degradation products. This method might be further used
in development of potential future generic, in potential experimental development of alternative

formulations or as a starting point for new methods for determination of carfilzomib.
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1 Uvod

wewvr

celé fady multioborovych vyzkumnych tymt. V tomto procesu hraje svou nezastupitelnou roli
i farmaceutickd analyza, kterd zajist'uje postupy pro identifikaci i kvantifikaci pozadovanych
analyti (1é¢iv, rozkladnych produktii, metabolitd, ...) v komplexnich smésich. V soucasné dobé
nejcetnéji pouzivanou metodou ve farmaceutické analyze je vysokoucinna kapalinova
chromatografie. Tato metoda umoziiuje separovat pozadované analyty od nezédoucich
interferenci a tim ,,zjednodusit smés®, ktera je v mobilni fazi privadéna do detektoru. Nejcastéji
vyuzivanymi detektory ve spojeni s kapalinovou chromatografii jsou spektralni detektory (napf.
UV-VIS, DAD, FD) a v posledni dob¢ také detektory hmotnostni. Hmotnostni detektor
molekuly analytu déli podle jejich hmotnosti — pfesnéji poméru molekulové hmotnosti a ndboje.
Hlavni pfednosti tohoto spojeni oproti jinym detekénim technikdm je jeho selektivita a citlivost.
Navic k tomu nabizi hmotnostné¢ spektrometricka detekce informace o struktute analytu — at’' uz
jako hodnotu poméru hmotnosti a naboje nebo fragmentaéni spektra. Neddvné pokroky
v instrumentaci — piedevS§im zavedeni ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie a
postupné zavadéni hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim do bézného potrfolia metod
farmaceutické analyzy zvySuji propustnost analyz a zvySuji kvalitu informaci ziskanych
z téchto méteni. Toto pak dale zvySuje popularitu téchto metod zejména pro analyzu slozitych
smesi.

Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci tak nachazi uplatnéni naptiklad v hodnoceni
farmakokinetickych vlastnosti 1é¢iv, které Casto ovliviiuji jejich celkovy farmakologicko-
toxikologicky profil. Porovnavaci studie vztahu farmakokinetika-farmakodynamika (PK-PD
studie) mohou pomoci odhalit strukturni prvky, které jsou zodpovédné za dileZzité vlastnosti
lé¢iv: rychlost metabolické pfemény, ovlivnéni farmakodynamiky/toxicity metabolity, mira
distribuce do tkani, zptisob vylucovani atd. Tyto studie poskytuji cenné informace, které jsou
stale Castéji uplatiiuje spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni detekei je studium
chemické stability 1éCiv. Prave stabilita hraje diileZitou roli pfi vyvoji novych ucinnych latek a
Iékovych forem a ovliviiuje jejich zavedeni do klinické praxe. Stabilitni studie, at’ uz zatézové
testy, zrychlené zkousky nebo dlouhodobé¢ studie, poskytuji informace nezbytné pro registraci
lé¢iva u regulacnich autorit a jsou objektivnimi ditkkazy pro zajiSténi kvalitniho, uc¢inného a

bezpecného produktu.



Nadorova onemocnéni patii dlouhodobé k nejcetnéjSim pfi¢indm umrti. Hlavnimi
komplikacemi zodpovédnych za vysokou mortalitu je tzv. ,, Tridda Smrti“ — nekontrolovany
rust nddoru, rezistence vici farmakoterapii a metastaticka diseminace [1]. K 1é¢be nadorovych
onemocnéni vyuziva moderni medicina celou paletu 1éCiv s rozdilnymi mechanizmy
antineoplastického, piipadn€¢ antimetastatického ucinku. Vyznamnym uskalim soucasné
farmakoterapie je pravé necitlivost nadorti viici konvenénim 1é¢iviim. Proto vznikd neustaly

tlak na vyvoj 1é¢iv piekonavajicich tento problém.

Jednim z potencialnich ptistupti je vyvoj 1€¢iv s novym mechanizmem uc¢inku. Jako ptiklad zde
uvadim cileni na ionty zeleza a médi — vyznamné biogenni prvky — které se ticastni mnohych
bunéénych pochodii, napf. dychéni, metabolismu i replikaci. Toho wvyuzil tym prof.
Richardsona a vyvinul skupinu latek — thiosemikarbazond — které maji schopnost chelatovat
tyto ionty a blokovat vSechny tfi slozky Triddy [2-5]. Jejich zna€na protinddorova ucinnost
vzbudila védecky z4jem a zajistila tak vyzkum jejich chemismu a farmakodynamiky; ucinek
téchto latek neni vazan pouze na schopnost chelatovat (a tedy i maskovat) intracelularni ionty
zeleza a meédi, ale tyto latky jsou schopny piisobit intraceluldrni oxidacni stres a regulovat
metastdze potlacujici, pro- a proti-onkogenni procesy. I kdyz je farmakodynamika téchto 1é¢iv
je v literatufe poslednich let ¢asto diskutovana, znalosti o jejich osudu v organismu jsou

(predevsim pro nedostatek bioanalytickych postupti) stale nedostatecné.

DalSim mechanismem protinddorového ucinku relevantnim pro tuto praci je preruSeni
ubikvitin-proteasomového fetézce, které vede k bunééné smrti [6]. Toho vyuziva skupina
inhibitord proteasomu. Karfilzomib je novy ireversibilni inhibitor proteasomu, ktery prosel
v roce 2012 zrychlenym schvalovacim procesem u amerického Utadu pro kontrolu potravin a
1éciv (FDA) pro 1é€bu rezistentni a relapsujiciho mnohocetného myeolomu [7]. Vzhledem k
tomu, Ze se jedna o relativné nové 1é¢ivo, nebyla v dostupné literature dostatecné popsana jeho
stabilita. Prave stabilita 1é¢iva ovliviiuje vyznamnou mérou vyuZitelnost, nebot’ nedostatecna

stabilita miize negativné ovlivnit i¢innost a/nebo bezpecnost terapie.

PtedloZena disertacni prace se v teoretické ¢asti zabyva uvodem do problematiky kapalinové
chromatografie, hmotnostni detekce, validaci analytickych a bioanalytickych metod, hodnoceni
stability 1éCiv, farmakokinetiky a charakterizaci samotnych analytli. Experimentdlni c¢ast,
koncipovana jako soubor publikovanych ¢lankl s komentarem, se skladd za dvou tematickych
celkii zabyvajicich se: 1) bioanalytickym hodnocenim farmakokinetiky tii generaci
thiosemikarbazoni — novych protinddorové ucinnych latek, t.¢. cCerstvé v klinické fazi

hodnoceni a 2) hodnocenim stability karfilzomibu.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

SoucCasné analyze léCiv, a to jak ve vyzkumné, pramyslové i klinické sféfe, dominuje
vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance liquid chromatography, HPLC)
[8-11]. Kapalinova chromatografie (liquid chromatography, LC) je fyzikalné-chemicka metoda
schopna rozd¢lovat jednotlivé slozky komplexnich smési na zakladé riznych interakci mezi
analyty, mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) fazi LC systému [12]. Volba téchto
dvou fazi je stézejnim bodem pii vyvoji chromatografické metody, nebot’ tim Ize modifikovat
typ dominantni interakce (elektrostaticka, hydrofobni, m-n a dal$i) podilejici se na retenci
analytu. Nejcastéji se v analyze a bioanalyze 1é¢iv vyuziva tzv. systému reverznich fazi, kdy
mobilni fize je smés vodného acetonitrilu nebo metanolu (v nékterych vyjimecnych ptipadech
téz etanolu, isopropylalkoholu, ptipadné jinych s vodou misitelnych rozpoustédel) a stacionarni
fazi je chemicky modifikovany silikagel. Retence analytli zpravidla stoupa se snizenou

polaritou eluentu.

Hlavnimi parametry, které charakterizuji separaci jsou retencni ¢as (R;, ¢as od nastfiku po
detekci), pocet teoretickych pater (N, viz nize), vyskovy ekvivalent teoretického patra (H, opét
viz nize), faktor symetrie (S), $itka piku v poloviné (nebo jedné dvacetin€) jeho vysky (wq s.
resp. Wy os), rozliSeni (R, mira oddéleni dvou piki), reten¢ni faktor analytu (k, pomér Casu,

ktery analyt stravi na stacionarni a v mobilni fazi) a pomér signalu a Sumu (S/N) [13].
V praxi se povétSinou jedna modulédrni systémy, které¢ maji tyto ¢asti:

e Zasobniky mobilni faze

e Odplynovaci zatizeni

e Pumpy

e Sytém pro miseni mobilnich fazi
e Nastiikové zatizeni

e Kolonovy termostat s kolonou

e Detektor

Vlastni separace probihd na staciondrni fazi naplnéné koloné. Stacionarni fazi je nejcastéji
vysoce porézni praSkovy materidl s velkym specifickym povrchem (sorbent), ktery nabizi

prostor k interakci s analytem. V zavislosti na sile a charakteru téchto interakci dochdzi ke
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kratkému zadrzeni (retenci) jednotlivych analyti. Tyto hypotetické kratké pseudostabilni
rovnovazné stavy se oznacuji jako teoretickd patra (udava se jejich pocet na jednotku délky, N)
[14, 15]. U¢innost separace — schopnost oddélit dva analyty — viak neni uréena pouze fyzikalng-
chemickou interakci mezi molekulou analytu a mobilni a staciondrni fazi, ale i na rychlosti

prutoku, viskozitou mobilni faze, teplotou, velikosti a tvarem ¢astic stacionarni faze atd.

Matematicky tento fenomén pro isokratickou eluci popisuje tzv. van Deemterova rovnice, ktera

ma tvar:

2yDy f(k)dzz,u
+
Dy

B
H=A+—+ Cu=22d,+

kde H je vyskovy ekvivalent teoretického patra, ¢len A popisuje viFivou difazi a je definovan
koeficientem nerovnomérnosti plnéni kolony (1) a primérem Castice (d,), ¢len B odrazi
podélnou diftzi a charakterizuje ho korekéni faktor pro tvar kanalu v néplni kolony (y), difazni
koeficient analytu (D)) a linearni pritokova rychlost (z) a ¢len C popisuje odpor proti
piresunu hmoty. Ten je funkci reten¢niho faktoru analytu (k), Ctverce priméru Castice (d,),
linearni pratokové rychlosti () a je neptimo umérny difuznimu koeficientu analytu (D) [12].
V zasadé plati, ze ¢im nizsi vySkovy ekvivalent A, tim vétsi ucinnost separace. Z této rovnice
tak vyplyva, Ze ¢im mensi Castice a rovnomeérnéji naplnénd kolona, tim bude — za stejn¢ho
pratoku — separace UCinnéjsi a to az do dosazeni pritoku optimalniho (minimum van

Deemterovy kiivky) [12].

Zde vSak nardzime na problém, ze ¢im men$imi Casticemi je naplnéna kolona, tim vyssi bude
produkovat zpétny tlak. To je do urcité miry zplisobeno viskozitou mobilni faze, respektive
jejim povrchovym napétim. Tento problém lze feSit zvySenim teploty mobilni faze, coz je
mozné jen v mezich teplotni stability sorbentu a analyth [16]. Vzhledem k tomu, Ze u
nejpouzivanéjsich silikagelovych fazi to byva 60°C (coz je kriticky vysoka teplota pro mnoho

analytl), bylo potteba pfijit s alternativnim feSenim.
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2.2 Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

Pokrok v konstrukci vysokotlakych pump, zmenSovani mrtvého objemu, mechanické odolnosti
HPLC systémt a zrychleni a zpfesnéni automatického nastfikového systému vedl k vyvoji
ultra-vysokou¢inné  kapalinové  chromatografie  (ultra-high  performance  liquid
chromatography, UHPLC), kterd umoznila pouziti sorbentd s menSim primérem castic a
tim zasadni zvySeni separacni Uc¢innosti chromatografickych separaci. Prvni UHPLC systém
uvedla na trh vroce 2004 firma Waters pod obchodnim ndzve ultra-performance liquid
chromatography (UPLC®) [17]. Zavedeni ¢astic s mensim priimérem neZ 2 um spoleéné se
zmenSenim pruméru a zkrdcenim kolon pfineslo zkraceni doby analyzy, snizeni spotieby

rozpoustédel 1 vzorku a tim i ke snizeni nékladii na provoz ptistroja [18].

Jistou alternativou pro vysokotlaké systémy je pouziti ¢astic s neporéznim jadrem (tzv. core-
shell ¢astice), které zmensSuji 1) parametr A van Deemterovy rovnice rovnomérnéjsi naplni
kolony, 2) parametr B mensim celkovym objemem pora sorbentu, coZ sniZuje prostor pro
roz$itovani piki v disledku podélné diftize a 3) parametr C zkracenim vzdalenosti od povrchu
castice k jejimu jadru, kterou musi molekula analytu urazit [ 19, 20]. Zaroven v porovnani s pln¢
poréznimi ¢asticemi umoznuji pracovat za vyssich pritoki bez nutnosti operovat za vysokych
tlak®. Na trhu jsou dnes dostupné 1 kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi mensimi nez 2 pm,

které tak kombinuji vyhody obou pfistupti [21].

Pfedev§im mnohostrannd vyuzitelnost UHPLC, respektive HPLC, (mnoZstvi typi
staciondrnich fazi, mobilnich fazi, elu¢ni mdédy, automatizace, miniaturizace, atd.) a moznost
zapojeni riznych detek¢nich modalit vedlo k jejimu Sirokému uplatnéni v analyze 1é¢iv [14].
V sou€asné dobé umoziuje vétSina vyrobci spojit UHPLC systémy s rGznymi detektory;
nejcastéji jsou to UV-Vis detektory, detektory diodového pole (PDA), fluorescencni detektory
(FD) a hmotnosti detektory [22]. Vyhodou spektralnich detektor je jejich jednoduchost,
robustnost a pofizovaci cena. Asi nejvétSim nedostatkem téchto detektorii je pak nutna
pritomnost chromoforu, respektive fluoroforu, ve struktufe analytu, a také Casto nedostatecna
citlivost a/nebo selektivita. Pravé pro znacnou citlivost a selektivitu zaujima hmotnosti

spektrometrie vyznamné postaveni v analyze 1éCiv.
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2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka instrumentélni technika zaloZena na separaci ionti
v plynné fazi na zakladé pomeru jejich hmotnosti a naboje (m/z) [23]. Pravé tento pomér urcuje
chovani castic v elektromagnetickém poli (zakfiveni trajektorie, rychlost letu ve vakuu,
frekvence oscilace, ...). Hmotnostni analyzator rozliSuje ionty, kterém jim prochazeji, a
s pomoci vhodné detekce zaznamenava jejich mnozstvi, které pak udava jako relativni
intenzitu. Hmotnostni detektor vynika citlivosti, selektivitou a moZznosti studia chemické
struktury analytu — prostfednictvim zjisténi molekulové hmotnosti, zastoupeni isotopii nebo

fragmentacnich spekter [23].

Zakladni parametry popisujici hmotnostni spektrometr jsou rozliSovaci schopnost, spravnost

urceni hodnoty m/z, rychlost skenovani a linearni dynamicky rozsah:

RozliSovaci schopnost je schopnost odlisit ionty s podobnou m/z. Vyjadiuje se v absolutnich
&islech (v jednotkach nebo desetinach m/z). Castéji se viak dnes pouziva rozliseni (R), které je

vztazené ke konkrétni hodnoté m/z, podle vzorce:

kde M je hodnota m/z, pii které bylo méfeni provedeno a AM je rozdil pro dva ionty, které 1ze
od sebe oddélit [24]. Potom naptiklad pokud ma pfistroj rozliSeni 100 000, bude pii hodnoté
m/z = 500 schopen rozlisit hodnoty m/z 500,0050 a 500,0000. V soucasné dobé& jsou komeréné
dostupné jak instrumenty s nizkym (hodnota R v jednotkach tisic), tak vysokym rozliSenim (R

az ve stovkach tisic).

Spravnost urceni hodnoty m/z je mira, jak blizko je zmétena hodnota m/z hodnoté teoretické
[25]. Pokud je teoretickd hodnota m/z 500,0005 a pfistroj zmé&ti 500,0000, pak je hodnota

spravnosti uréeni hmoty -1ppm.

Rychlost skenovani urcuje kolik méfeni je schopen pfistroj provést za casovou jednotku a

udava se v Hz [26].

Linearni dynamicky rozsah je takovy rozsah koncentraci, v némz je odezva detektoru linedrni

funkci téchto koncentraci [26].
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2.3.1 Skenovaci mody

V hmotnostni spektrometrii se v zavislosti na zamyslené aplikaci vyuziva n€kolik typi
skenovacich modi. Hmotova spektra zaznamenavame jako zavislost relativni Cetnosti na m/z

v Case.
Zaznam celého spektra (Full-scan)

Timto zplisobem se zaznamenavaji vSechny hodnoty m/z a jejich intenzity ve zvoleném
rozmezi; toto spektrum poskytuje sumarni kvalitativni informaci o iontech dopadajicich na

detektor [26].
Zaznam vybraného iontu (Selected ion monitoring, SIM)

Zde se zaznamenava pouze intenzita jedné vybrané hodnoty m/z. V zavislosti na rozliSovaci
schopnosti analyzatoru a vybraném rozmezi m/z miZe takovy chromatogram poskytnout

zékladni kvantitativni informaci [26].
Tandemova hmotnostni spektrometrie (Tandem mass spectrometry, MS/MS)

V hmotnostni spektrometrii dochazi (fizené nebo samovolné¢) k disociaci iontli za vzniku
iontovych fragmentl. Tyto fragmentace probihaji podle vice ¢i méné znamych zékonitosti a
jejich sledovanim lze odhadnout pravdépodobnou chemickou strukturu analytu [26].
Tandemova hmotnostni spektrometrie je dle IUPAC definovana jako: "zdzrnam a studium
spekter produktovych iontit nebo prekurzorovych iontu pro ionty o vybrané hodnoté m/z, nebo
prekurzorovych iontii pro vybrané neutralni ztraty.” [27]. MS/MS lze provést bud’ v Case

(iontové pasti) nebo v prostoru (vice analyzatort v jednom pftistroji).

Podle potieby jsou pfi MS/MS monitorovany prekurzorové, produktové nebo oba typy ionti.

V zavislosti na typu skent 1ze rozdé€lit MS/MS analyzy nasledovné:

Pti skenu produktovych ionti je sledovana fragmentace jedné prekurzorové m/z a
zaznamename tzv. fragmentacni spektrum. Toto spektrum je zékladni vstupni informaci pro

strukturni analyzu.

Sken prekurzorovych iontd umoziuje sledovat vSechny prekurzorové ionty poskytujici

vybrany fragment.

Sken neutralnich ztrat detekuje prekurzorové ionty, které fragmentaci ztrati definovanou

hodnotu m/z — napt. Am/z = 176 pro glukuronidy.
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Sken vybranych reakci zaznamenava pouze vybrané fragmentové ionty vzniklé z vybranych
prekurzorovych iontd. Tento mod, téz nazyvany SRM (selected reaction monitoring), se
nejcasteji pouziva v kvantitativni analyze, protoze umoznuje specifickou hmotnostni detekci

s minimem interferenci.

2.3.2 Konstrukce hmotnostniho spektrometru
Hmotnostni spektrometr se sklada z nékolika soucasti:

1) Iontovy zdroj
2) Piechod mezi atmosférickym tlakem a vakuem a iontova optika
3) Hmotnostni analyzator

4) Detektor
Iontovy zdroj

Toto zafizeni slouzi k pfevodu analytil (v ptipadé¢ LC-MS v kapalné fazi) do plynného stavu a
k jejich ionizaci. Energie potfebnd pro zplynéni a nabiti je doddvana v podobé¢ tepla,
elektrického napéti, elektromagnetického zateni nebo jejich kombinaci. Nékteré iontové zdroje
vyZaduji pro svoji ¢innost sniZzeny tlak plynu, coz je ovSem v piipadé LC-MS nepraktické.
V soucasné dobé se pro spojeni LC-MS vyuzivaji hlavné dvé ionizacni techniky: ionizace
elektrosprejem (ESI) a chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Mnoho vyrobct
umoznuje rychlou a relativné jednoduchou vymeénu téchto iontovych zdroji, coz zvysuje

mnohostrannou uplatnitelnost téchto ptistroji.

Ionizace elektrosprejem (Electrospray ionisation, ESI)

Beze sporu nej€astéji vyuzivanou technikou v analyze stfedné polarnich aZ polarnich analytt
se Sirokym rozsahem hodnot m/z je ionizace elektrosprejem. Obrazek €. 1 ilustruje konstrukci
a princip ionizace elektrosprejem. Mobilni faze proudi do elektrospreje tenkou kapildrou, na
jejimz konci horky plyn (nejcastéji dusik) kapalinu zmlZzuje a zaroven vysoké napéti — v fadu
jednotek kilovoltd — udéluje kapkdm nédboj. Postupnym odpafovanim kapaliny z kapicek
vzniklého aerosolu dochazi k hromadéni néboje az do kritického okamziku — Rayleighova
limitu — kdy odpudivé sily zplisobi tzv. Coulombickou explozi a tim prostorové ,,nafedéni*

naboje. Na konci tohoto procesu se vyskytuji samostatné ionty s jednim nebo 1 vice naboji [28].
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Obrazek €. 1: Princip ionizace elektrosprejem [29]

Dva modely popisuji mechanizmus vzniku iontti v elektrospreji: 1) model zbytkového néboje,
ktery pfic¢ita vznik jednotlivych iontl mnohocetnym opakovanim Coulombickych explozi nez
zbyde jediny ion [30, 31] a 2) model vypafeni iontd, ktery popisuje vznik samostatnych iontii
jako proces, kdy povrchové napéti vytrhne ion analytu z kapicky [32, 33]. Vzhledem k tomu,
ze k ionizaci dochazi jesté v kapalné fazi, Ize relativné pohodIné¢ ionizovat i makromolekuly,
které by jinak do plynné faze neptesly. Vicekrat nabité molekuly o velké molekulové hmotnosti
maji navic niz§i pomér m/z, a tak je mozné je analyzovat hmotnostnim spektrometrem s béznym
rozsahem m/z hodnot (cca 50-2000). V roce 2002 byla udélena Johnu B. Fennovi Nobelova
cena za chemii, pravé za vyvoj elektrosprejové ionizace ESI a jeji vyuZiti v analyze velkych

molekul a rozvoj rutinni LC-MS analyzy [34].

Za jistou nevyhodu ESI Ize povaZovat, jeho nachylnost vii¢i k tzv. matricovym efektim, kdy
interference ve vzorku bud’ snizuji (suprese) nebo zvySuji (enhancement) u¢innost ioniza¢niho
procesu [35]. To se pfi analyze mlze projevit predevsim nelinearitou odpovédi detektoru,
ztratou (nebo zvySenim) citlivosti a zhorSenim opakovatelnosti analyz [36]. V soucasné dobé
existuji tfi teorie pfi¢iny matricovych efektii: 1) molekuly analyti soupefi s jinymi molekulami
o naboj v kapénkach sprejovaného aerosolu, 2) velké mnozstvi interferujicich slozek méni
viskozitu a povrchové napéti kapének a 3) pfitomnost netékavych slozek zplsobi koprecipitaci

s analytem nebo zamezi tvorbé efektivné malé kapénky nezbytné pro uvolnéni iontu [37].
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Resenim tohoto problému je oddéleni potencialné interferujicich slozek bud’ vhodnou tpravou

vzorku, nebo separaci napi. na chromatografické kolon¢€ — nejcastéji pak kombinaci obojiho.

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric pressure chemical ionisation, APCI)

Druhou nejcastéji vyuzivanou ionizacni technikou ve LC-MS je chemicka ionizace za
atmosférického tlaku. Ta techniky nabizi oproti ESI moznost uziti vyssich prutokt, lepsi
ucinnost ionizace sttedné polarnich az nepolarnich analytii a mensi nachylnost k matricovym
efektim [38, 39]. Jeji nevyhoda je pfedevsim v problematické ionizaci velmi netékavych latek

a ve fragmentaci termolabilnich analytd.

Ioniza¢ni mechanismus je zobrazen na obrazku €. 2: Kapalina je ve zdroji jemné zmlZena
proudem horkého plynu, ¢imz je zaroven rychle odpafena. V prostoru iontového zdroje je
umisténa kovova jehla, na kterou je ptivedeno vysoké napéti (v kilovoltech), ¢imz dochazi k
tvorbé koronarniho vyboje. Tim se nejprve ionizuji molekuly rozpoustédla, které jsou ve
zna¢ném nadbytku. Ion-molekuldrnimi reakcemi je tento naboj ptfedavan molekulam analytu,

které jsou pak elektromagnetickym polem usmérniovany do analyzatoru/detektoru [40].
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Obrazek €. 2: Princip chemickeé ionizace za atmosférického tlaku [41]

Dtivod pro rozdilné matricové efekty APCI v porovnani s ESI neni dosud spolehlivé objasnén
— zC&asti 1 proto, Ze neni objasnén samotna pticina matricovych efektli. Z dostupnych informaci

se totiz zda, Ze matricoveé efekty mohou mit vice pficin a rozdil v ionizaénim mechanismu pak
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muze zdiiraznit jednu nebo vice z nich. Matricové efekty nelze zatim spolehlivé predvidat a je
nutno je systematicky testovat jakou soucast valida¢niho procesu [42, 43]. Tato technika
produkuje typicky spektrum bez adduktovych iontd, s jednou nabitym analytem, a mtize vést k
castecné fragmentaci analytu v iontovém zdroji — jinymi slovy technika je to tvrdsi nez ESI, ale

stale je klasifikovana jako tzv. m¢kka technika [26].

Dalsi iontové zdroje

Existuje celd fada dalSich ioniza¢nich technik. Jejich detailni vycet, ale piesahuje zamér tohoto
piehledu. Rutinn€ pouzivané jsou jen nékteré, predevsim elektronova ionizace (EI) a laserova
desorpéni ionizace za ucasti matrice (MALDI), avSak jejich spojeni s kapalinovou
chromatografii je pfi nejleps§im komplikované. Za zminku stoji naptiklad fotoionizace za
atmosférického tlaku (atmospheric pressure photoionisation, APPI), coz je komplementarni
technika k ESI a APCI, ktera se da s vyhodou vyuZit pro ionizaci nepolarnich malych molekul.
Tato technika zaujimala v roce 2012 na Web of Science zhruba 2 % vSech publikaci tykajicich
se ionizacnich technik za atmosférického tlaku [44]. Zajimavou vétvi ve vyvoji ioniza¢nich
technik jsou takzvané techniky ambientni (napt. desorptivni ionizace elektrosprejem - DESI,
pfimé analyza v redlném case - DART, desorptivni fotoionizace za atmosférického tlaku —
DAPPI). Do roku 2011 byly vyvinuty desitky téchto ionizacnich technik [45], které se
vyznacuji tim, ze vzorky lze analyzovat ptimo, bez vétsi pravy. Tim zrychluji vlastni analyzu
technicky pfili§ ndro¢nych a malo robustnich pro rutinni vyuZiti, ziskdva takzvané hmotnostné-
spektrometrické zobrazovani na oblibé pro forenzni analyzu povrchii, nebo in vitro a in vivo
diagnostiku. Vyznamny uspéch zaznamenala tato technika v letech 2010-2012 konstrukei tzv.
iKnife, coz je hmotnostni spektrometr spojeny k laserovému chirurgickému nozi, ktery
v realném Case rozpozna zdravou tkan od tkan€ rakovinné [46]. Na jeho rutinni vyuziti v praxi
si ovSem, kvili nedostate¢né robustnosti a absenci potifebnych spektralnich knihoven, budeme

muset jest¢ n€jakou dobu pockat.

Piechod mezi vakuem a atmosférickym tlakem a iontova optika

Hmotnostni spektrometry pracuji vzdy za snizeného tlaku, a proto je nutné zajistit 1) tvorbu
vakua, 2) pfechod mezi atmosférickym tlakem a vakuem a 3) transport iontl z oblasti

s atmosférickym tlakem a vakuem.

18



Vakuum je standardné tvofeno soustavou 2 a vice pump — pomalejsi rotacni pumpou, kterd
generuje podtlak v jednotkach pascalll a rychlejsi turbomolekuldrni pumpou, kterd generuje
vysoké vakuum. Historicky hraly pii tvorbé vysokého vakua roli i jiné systémy: olejové difusni
pumpy nebo kryopumpy, avsak od jejich pouzivani se upustilo. Difusni pumpy maji vysokou

spotfebu energie a vyzaduji silné chlazeni a kryopumpy lze pouZit jen pfi jiz snizeném tlaku a

nelze s nimi pracovat bez preruseni [23].

Ptechod mezi atmosférickym tlakem a vakuem je zprostiedkovan soustavou bariér s malymi

otvory, které umozni piechod iontt, ale zpomali vyrovnani tlakového gradientu.

Pro transport iontl uvniti hmotnostniho spektrometru slouzi tzv. iontova optika. Jedna se o
systém elektrod, ktery svym elektromagnetickym polem usmériiuje a zaostfuje proud iont do
analyzatoru. Vhodné geometrické usporadani téchto iontovych cofek — predevsim jejich
zakiiveni — umozni oddéleni nabitych a nenabitych ¢astic. To je vyhodné ptedevSim pro
zabranéni nezadoucich kolizi napt. s molekulami vzduSnych plynil, zvySovani tlaku v oblastech

s vakuem a snizeni Sumu detektoru [47, 48].

Hmotnostni analyzator

Analyzator je srdcem celého hmotnostniho detektoru. Analyzator déli jednotlivé ionty ve vakuu
podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z). K tomu se vyuziva jednoho z 5 principi:
1) zakfiveni trajektorie v elektromagnetickém poli; 2)rozdilnd stabilita oscilaci iontd
nékolikarozmérné kombinaci stejnosmérného a vysokofrekvenéniho stfidavého napéti; 3) rlizna
doba letu urychlenych iont ve vakuu; 4) rozdilna frekvence harmonickych oscilaci nebo 5)
rizna absorpce energie pti pohybu iontd v elektrickém a magnetickém poli. V analyze 1éCiv se
vyuziva cela fada hmotnostnich analyzatorti — nejéastéji kvadrupdlové analyzatory, analyzatory

na principu iontovych pasti a analyzator doby letu.

Kvadrupdlovy analyzdator (Quadrupole, Q)

Kvadrupdl je zdkladni skenovaci analyzator, ktery se sestdva ze soustavy Ctyf vzajemné
izolovanych kovovych ty¢i, na které je pfivedeno stejnosmérné a vysokofrekvencni sttidavé
napéti (viz Obrazek €. 3). Frekvence stfidavého napéti urcuje, které ionty kvadrupdlem projdou
a které se na téchto tyc¢ich vybiji. V praxi jsou nejcastéji kvadrupoly vyuzivany jako iontové

filtry v kombinaci s jinymi analyzatory a to bud’ s dal§imi kvadrupdly (trojity kvadrupdl, QqQ)
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[49] nebo s linearni iontovou pasti (QLIT) [50], analyzatorem doby letu (QTOF) [51] a dalsimi.
Principidlné stejné jsou v soucasné dob¢ pouzivané multipdly, které maji té€chto ty¢i vice [26].
Nejvétsi vyhodou kvadrupdlovych analyzatort (tzv. trojitého kvadrupélu) je rychlost méteni a
moznost provadéni fragmentace s naslednou detekci produktovych ionti (,,Selected reaction
monitoring® - SRM, viz vyse). Proto se nejCastéji vyuzivaji pro kvantitativni analyzu slozitych

smesi.

resonant ion

Source

' | dc and ac voltages

Obrazek ¢. 3: Schéma kvadrupolového analyzatoru [52]

Trojrozmérnd iontovd past (3D-Ion trap, IT)

Iontové pasti umoznuji uchovévat ionty ve vakuu a provadét s nimi MS" experimenty, ¢ehoz se
hojn€ vyuziva v kvalitativni analyze. V soucasné dob¢ jsou komeréné dostupné dva typy toho
analyzatoru, a to jeji trojrozmérnd a line4rni varianta. V obou pfipadech jsou zadrZené ionty

vypuzovany zmeénou frekvence napéti na detektor.

Trojrozmérnd iontova past — jeden z hmotnostné-spektrometrickych aparati ocenénych
Nobelovou cenou [53] — se sklada z prstencové elektrody a dvou koncovych elektrod (Obrazek
&. 4). Princip je analogicky jako u ostatnich pastovych analyzatorti [53]. Uéinnost zachytu ionti
v 3D pasti je pomérné nizka (cca 5%), a zaroven je tento analyzator citlivy k pieplnéni a tvorbé
tzv. prostorového naboje, ktery zhorsi rozliSeni a piesnost uceni m/z [53]. To vede ke znacné

limitaci predevSim kvantitativnich aplikaci.
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Obrazek €. 4: Schéma trojrozmérné iontové pasti [54]

Linedrni iontovd past (Linear ion trap, LIT)

Linearni iontova past je v principu podobna kvadrupdlu, avsak na obou koncich ma elektrody,
které umoznuji uchovani lapenych iontd [55]. Tento typ analyzatoru se vyznacuje lepsi
kapacitou neZ u jeji trojrozmérné varianty a moznosti pracovat v modu pasti nebo kvadrupo6lu
[55]. Oproti trojitému kvadrupolu je vSak SRM mod u linearni iontové pasti méné spolehlivy,

a proto je tento analyzator méné vhodny pro kvantitativni analyzu [56].
Analyzator doby letu (Time of flight analyser, TOF)

V analyzatoru doby letu jsou ionty urychleny elektromagnetickym pulzem do letové trubice (s
vysokym vakuem bez elektromagnetického pole) a déle je zaznamenand doba letu ve vakuu
[23]. Ionty s mensi hodnotou m/z maji pfi stejné energii pulzu vétsi zrychleni (stejné jako to pro
bézna télesa popisuje druhy Newtoniv zakon - F = f(ma), kde F je sila pusobici zménu
pohybu, m je hmotnost a a je zrychleni) a tedy ,,leti rychleji. V fadu nano- aZ mikrosekund je
schopen prométit pomérné Siroké rozmezi hodnot m/z, a tudiz se fadi mezi rychlé pulzni
analyzatory. RozliSeni TOF analyzéatoru neni samo o sobé vysoké, ale vyuzZitim iontového
zrcadla (reflektronu — soustavy elektrod, které ,,obrati smér letu™ iont a tim prakticky
zdvojnasobi délku trubice — Obrazek €. 5) lze dosdhnout spravnosti uceni hodnoty m/z

v jednotkach ppm [57, 58].
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Obrazek €. 5: Zjednodusené schéma analyzatoru doby letu s reflektronem [59]

Iontova cyclotronovd rezonance s Fourierovou transformaci (Fourier transform — Ion cyclotron

resonance, FT-ICR)

Tento instrument pied¢i vSechny ostatni analyzatory co do velikosti, technickych parametri,
tak do pofizovacich i provoznich ndkladi. Vlastni analyzator je umistén ve velmi silném
magnetickém poli. lonty lapené v analyzatoru se vlivem tohoto pole pohybuji po kruhové
trajektorii a jsou dale excitovany vysokofrekvenénim napétim — polomér oscilacni drahy, ktery
je zavisly na poméru m/z, se vyznamné zvétsi. Po ukoneni plisobeni tohoto napéti je detekovan

proud indukovany ve vnéj$ich sténach stény a Fourierovou transformaci je pfeveden na signal

(Obrazek &. 6).

FT
receiver plate / /\/\f
gl s
time-domain
signal

mass
spectrum

Magnetic
Field, B

transmitter plate

trap plate

Obrazek €. 6: Princip iontové cyklotronové rezonance s Fourierovou transformaci signalu [60]
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Elektrostaticka orbitdlni past (Orbitrap)

V roce 2005 uvedla firma Thermo Fischer na trh analyzator na principu orbitalni pasti. Tento
analyzator se vyznacuje vysokym rozliSenim a vysokou spravnosti uréeni m/z [61]. Navic je
tento pristroj pomémé cenové dostupny, a tak zapocal dal$i fazi evoluce hmotnostni
spektrometrie. Je totiz vzhledem ke svoji velikosti (l1ze postavit na still), rychlosti méteni a
rozliSovaci schopnosti vhodnou alternativou pro rutinni laboratofte, a to jak pro kvalitativni tak
pro kvantitativni aplikace [62, 63]. Tento analyzator se sestava z centralni vietenovité a vnéjsi
trubicové elektrody. Tonty v této pasti se pohybuji kolem a podél centralni elektrody (Obrazek
¢. 7). Svazek iontl tvofi prstenec, ktery osciluje kolem vietenovité elektrody. Proud generovany
pohybem iontll ve vnéjsi elektrod€ je Fourierovou transformaci pfevadén na signal, ktery je
vyhodnocovan vypocetni jednotkou. Frekvence axialni oscilace je nepifimo umérna druhé

odmocniné m/z [61].

lon packet

Orbitrap
analyzer

Voltage ramp

| | Detected
signal

Amplifier

Obrazek €. 7: Schématické zndzornéni orbitalni pasti [64]
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Detektor

Detektor slouzi ke zndsobeni signdlu a zaznamenani iontd a tento signal je vyhodnocovan
vypocetni jednotkou. Nejcastéjsi 3 typy detektorti jsou elektronasobic (dopadajici ionty emituji
sekundarni elektrony, které se nasobi na dalsi elektrod€, az jsou zaznamenany jako signal),
fotonasobic (ionty dopadajici na fosforovou desku emituji fotony, které jsou dale nasobeny) a
Faradayova Kklec (ionty emituji z dopadové dynody elektrony a indukuji v kleci proud, ktery
je konvertovan na signal) [65]. Nékteré typy analyzatorti nepotiebuji detektor (napt. Orbitrap
nebo FT-ICR), protoze se v nich zaznamenava indukovany proud, ktery se transformuje na

signal.

2.3.3 LC-MS v analyze 1é¢iv

Vyhoda spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii oproti star§im
analytickym technikdm spociva predevsim v rozSifeni spektra analytd, zrychleni analyz
komplexnich vzorkti a v nékterych ptipadech ve zjednoduseni Upravy vzorku. Proto si
vybojovala své dominantni misto ve farmaceutické analyze a to pfedevSim ve stabilitnich
studiich, identifikacich slozek smési, kvantifikaci i nizkych koncentraci, bioanalyze 1éciv a
mnoha dalSich oblastech [66, 67]. V soucasné dobé naristd vyuziti analyzatorti s vysokou
rozliSovaci schopnosti, pfedevsim v oblasti kvalitativni analyzy, kdy na zaklad¢ piesn¢ urcené
hodnoty m/z a ptipadné interpretace fragmentacniho spektra mize zkuSeny analytik navrhnout
pravdépodobnou strukturu analytu. V kvantitativni analyze umoZni samotny skenovaci méod
s vysokym rozliSenim odstranéni isobarickych interferenci a pouZiti tandemové spektrometrie
tuto selektivitu jeste zvysi. V tom piipade je hlavnim limitujicim faktorem stabilita kalibrace

piesnosti uréeni hodnoty m/z a skenovaci rychlost.
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2.4 Validace metod

Existuje celd fada doporuceni globélnich i lokalnich autorit a odbornych spole¢nosti — které
vychazeji z norem ISO15189 a ISO17025 — a které se shoduji ve svém ucelu: navést analytika
na takovy soubor experimentli, diky kterym miize statisticky popsat vypovédni hodnotu
informaci, které diky metod¢ ziska [68, 69]. V zavislosti na typu vzorku a ucelu metody je

potieba zvolit adekvatni validacni proceduru:

1) Pro bioanalytické studie jsou to smémice Utadu pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and
Drug Administration, FDA) a Evropské Lékové Agentury (European Medicine Agency, EMA)
[70, 71]. V souCasn¢ dobé ziskavd smérnice EMA na vyznamu, pfedev$im protoze lépe
reflektuje potfeby modernich LC-MS analyz. FDA ovSem pfipravuje novelu svoji smérnice,
kterd je ale t.C. v pfipominkovém fizeni [72]. Rozdily mezi témito dvéma smérnicemi je

diskutovana dale.

2) Pro analytické aplikace pak doporuceni Mezinarodni rada pro harmonizaci technickych
pozadavkl pro 1é¢iva pro humanni uziti (International Council on Harmonization of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use, ICH) [73]. I pfesto, Ze se jednotliva
doporuceni 1i8i v ndzvoslovi a provedeni, zakladni sledované valida¢ni parametry jsou
v podstaté stejné:

e Selektivita

e Preciznost (Precision)

e Presnost (Accuracy)

e Opakovatelnost

e Kalibra¢ni zavislost a citlivost

e VytéZnost a matricove efekty

e Stabilita

2.4.1 Validace bioanalytickych metod dle FDA a EMA

Selektivita je schopnost rozlisit a stanovit analyt v pfitomnosti jinych slozek smési. Hodnoti se
analyzou matrice bez pfitomnosti 1éCiva z minimalné 6 individualnich zdroji, ptipadné
s pfidavkem ocekavanych interferujicich analytli. Platnd verze FDA smérnice pro validaci
bioanalytickych metod de facto diskutuje selektivitu a matricové efekty dohromady, a to

pomérné neurcité. Novy néavrh je jiz konkrétnéjsi a klade téméf stejné pozadavky jako
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doporuc¢eni EMA. Matricové efekty se podle téchto smérnic hodnoti porovnanim odezvy
detektoru u extraktd blankové matrice, do kterych je po extrakci pfidano definované mnozstvi
analytu proti vzorkim v odpovidajicim Ccistém rozpoustédle, a to nejméné na dvou

koncentracich [70-72].

Preciznost (precision [74]) je blizkost individualnich méfeni, pokud se dana procedura pouzije
na nékolik alikvotnich homogennich biologickych vzorkti. FDA doporucuje provétit preciznost
na alespoil 3 koncentracich (EMA doporucuje 4 koncentrace) a to minimalné v péti
opakovanich. Lze ji testovat na vzorcich ptfipravenych v jedné sérii (intra-batch, intra-day) nebo
na n¢kolika sériich (inter-batch, inter-day). Vyjadiuje se jako variacni koeficient a hodnota
nesmi byt vétsi nez 15 %, kromé spodni meze stanovitelnosti, kde mtize byt az 20 %. V ptipade¢,
ze se vzorky ze studie vyskytnou nad horni kalibra¢ni mezi, je potieba je natedit a preciznost

tohoto stanoveni musi byt také zdokumentovana [70-72].

Presnost (accuracy [74]) je mira shody mezi primérnou stanovenou hodnotou a hodnotou
skute¢nou. Podle FDA je nutné provést alespont 5 méfeni na 3 koncentrac¢nich urovnich, podle
EMA pak 5 méfeni na 4 hladinach. Primérna hodnota nesmi byt mimo limit 85-115 %, kromé¢

spodni meze stanovitelnosti, kde je tento limit 80-120 % [70-72].

Kalibraéni krivka (calibration/standard curve) dokumentuje vztah mezi koncentraci analytu a
odpovédi detektoru. Kalibracni kiivka ma byt sestrojena pro kazdy analyt, v odpovidajici
matrici a z méfeni na alespon Sesti hladinach vyjma blankového a nulového vzorku (tj. prazdna
zpracovana matrice s a bez vnitiniho standardu.) Mé&l by byt pouzit co nejjednodussi model
(linearni); komplexnéj$i postupy musi byt jasn€ oditvodnéné. Vylouceni bodl by nemél pouzity
model zménit. Pfi zpétném piepoctu musi alespon Ctyfi ze Sesti nenulovych vzorkl odpovidat
nasledujicim pozadavkim: 1) na spodni mezi stanovitelnosti nesmi byt nominalni koncentrace
vychylena o vice nez 20 % (FDA i EMA), a 2a) zadny z ostatnich kalibra¢nich vzorkl nesmi
byt vychylen o vice nez 15% (FDA) nebo 2b) 75% vSech kalibra¢nich vzork — minimalné 6 —
musi toto kritérium spliiovat. Pokud se méti kalibra¢ni fada opakovang, je limit stanoven na 50

% meéteni pro kazdou kalibraéni troven. (EMA) [70-72].

Spodni mez stanovitelnosti (lower limit of quantitification) je nejnizsi koncentrace, kterou Ize
stanovit spolehlivé opakovatelné a s lep$i preciznosti a ptesnosti nez 20 % a u niz je odpoveéd’

detektoru alespon Skrat vyssi nez u blanku [70-72].

VytéZnost (recovery) popisuje ztraty analytu béhem piipravy vzorku. Porovnava se odpoveéd

detektoru extrahovaného vzorku proti standardu na nékolika (alesponi 3) koncentracich. V praxi
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se provadi porovnani signalu extrahovaného vzorku proti prazdnému tzv. blankovému extraktu
s ptidavkem odpovidajiciho mnozstvi analyti. Vytéznost musi byt opakovatelnd, ale nemusi

dosahovat 100 % [70-72].

Hodnoceni stability (stability) ma pfedchazet vlastnimu experimentu a ma byt provedeno za
takovych podminek, jakym budou vystaveny vzorky béhem studie. Informace o stabilité se
vztahuji pouze na konkrétni matrici a obalovy materidl. Hodnoti se: 1) kratkodoba stabilita
(short-term) — obvykle za laboratorni teploty v rozsahu 24 hodin, 2) dlouhodoba stabilita
(long-term) — za skladovacich podminek po dobu delsi nez je doba od odbéru do posledni
analyzy vzorku, 3) stabilita po rozmraZeni a zamraZeni (freeze-thaw) — alespon tfi cykly, 4)
stabilita zpracovanych vzorki (post-preparative) — interval od zpracovani vzorku do posledni
analyzy a 5) stabilita zasobnich roztokii (stock solution) — jak za podminek skladovéani, tak za

pracovnich podminek [70-72].

2.4.2 Validace analytickych metod podle ICH

Tabulka €. 1 je soucasti smérnice Q2B a dava doporuceni pro jednotlivé typy zkousek: zkousky

totoznosti, hodnoceni Cistoty a stanoveni obsahu.

Specifita (specificity) ma v této smérnici obdobnou definici jako selektivita u FDA — to
znamena schopnost metody analyzovat dany analyt v pfitomnosti jinych analyti. Provedeni
tohoto testu je zavislé od zamysleného uziti: Bud’ se provadi porovndnim vzorkd s obsahem
analyzované latky a bez ni nebo v pifipadé zndmych a dostupnych necistot 1ze prokdzat, ze

piidavek necistoty neovlivituje stanoveni analytu [73].

Mez detekce (detection limit) je hranice, kdy 1ze jednoznacné prokazat pfitomnost analytu.
Mez detekce mlize byt niz§i nez mez stanovitelnosti a Ize ji stanovit 3 zdkladnimi zpisoby: 1)
vizualn¢ — pro neinstrumentalni metody, 2) na zadklad¢ poméru signal/Sum — Casto 3:1 nebo 2:1
a 3) odhad na zéklad¢ parametrii kalibracni pfimky. At uZ je pouZita jakdkoli metoda, vZdy je

potieba zplsob urceni této meze udat ve valida¢ni dokumentaci [73].

Mez stanovitelnosti (quantitation limit) je stejné jako spodni mez stanovitelnosti u piedchozi

v

pouzit stejné metody jako pro mez detekce, avSak limity jsou vySsi (napf. pomér signal/Sum

10:1) [73].
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Kalibra¢ni kiivka (tak jak je definovana dle FDA) je v ICH smérnici rozdélena na linearitu a
rozsah. Linearita (linearity) prokazuje pfimou uméru mezi koncentraci a signalem. Prokazuje
se prométenim minimalné pétibodové kalibracni fady a ndslednou regresni analyzou. Smérnice
a usek pifimky se musi uvést ve validacni dokumentaci. Rozsah (range) je rozpé€ti koncentraci,
ve kterém je metoda linearni, precizni a pfesna. Limity jsou zéavislé na ucelu metody: 1) 80-
120 % pro stanoveni obsahu, 2) 70-130 % pfi obsahové stejnomérnosti, 3) = 20 % nad
specifikovany rozsah pro testy disoluce a 4) od spodniho limitu pro necistoty (,,reporting level*)

po 120 % povoleného limitu pro stanoveni necistot [73].

Presnost [74] je definovana ve vSech tfech smérnicich stejné. I zde je jeji provedeni zavislé na
typu analyzy: naptiklad pro stanoveni obsahu v dodané nebo vyrobené substanci lze pouzit
referenéni materidl, porovnat vysledky s nezdvislou dobfe popsanou metodou nebo ji

predpokladat, pokud metoda splni pozadavky na preciznost, linearitu a specifitu [73].

Dalsi rozdil je v ndzvoslovi u preciznosti (precision [74]), kdy FDA a EMA pouziva oznaceni
»intra-batch® a ,,inter-batch® ptfesnost a ICH pouziva terminy opakovatelnost, mezilehla
preciznost a reprodukovatelnost (repeatability, intermediate precision a reproducibility);
vyznamem jsou vsak tyto pojmy podobné. Provedeni je ovSem u ICH doporuceni ponékud
jednodussi co do poctu vzorkll na experiment, protoze vyzaduje pouze 3 opakovani na 3
koncentracich nebo 6 opakovani na 100% obsahu. Naproti tomu vSak ICH pocitd i s ovéfenim

variability v ramci riznych pracovnikd, stroji, laboratofti atd [73].
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Type of analytical | IDENTIFICATION TESTING FOR ASSAY
procedure IMPURITIES ) )
- dissolution
(measurement only)
- content/potency
characteristics quantitat. limit
Accuracy - + - +
Precision
Repeatability - + - +
Interm.Precision - + (1) - + (1)
Specificity (2) + + + +
Detection Limit - -(3) + -
Quantitation Limit - + - -
Linearity - + - +
Range - + - +

- signifies that this characteristic is not normally evaluated
+ signifies that this characteristic is normally evaluated

(1) in cases where reproducibility (see glossary) has been performed, intermediate
precision 1s not needed

(2) lack of specificity of one analytical procedure could be compensated by other
supporting analytical procedure(s)

(3) may be needed in some cases

Tabulka €. 1: Rozpis parametrl pro validaci analytické metody [73]
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2.5 Farmakokinetika

Farmakokinetika je vyznamnym podoborem farmakologie, ktery se zabyva studiem osudu
xenobiotik v organismu [75]. Bioanalytické metody poskytuji vstupni informace o metabolické
pieméné a plasmatickém profilu 1éCiv a jejich metaboliti. [76]. Pravé tyto informace jsou
stézejni pro raciondlni vyvoj novych 1éCiv: jesté vroce 1991 vypadlo cca 40 % léCiv
z klinického hodnoceni pro nevhodné farmakokinetické vlastnosti. V roce 2000 to bylo jiz jen

10 % diky posunuti hodnoceni farmakokinetiky do preklinické faze [77].

2.5.1 Farmakokinetické modely

Protoze jsou farmakokinetické procesy zna¢né komplikované, uzivaji se pro jejich popis
zjednoduSené matematické modely. V praxi nejuzivanéj§imi jsou kompartmentové modely, ve
kterych se telo skladé z jednotlivych vzajemné propojenych kompartmentii [78]. Kompartment
v tomto pojeti je teoretické prostiedi, v némz je koncentrace 1é¢iva uniformni. Modely nam
umoznuji do ur€ité miry piedpovidat chovani 1é¢iva v organismu, ¢ehoz se vyuziva napft. k
vypoctu davkovaciho rezimu, ktery bude vhodny pro dosazeni potifebnych plasmatickych
hladin. Pfi farmakokinetickych studiich se méfi zavislost plasmatickych koncentraci 1é€iva
na Case a k popisu tohoto chovani se vzdy pouzije ten model, ktery nejlépe popisuje priibéh této
zavislosti. Proto 1é¢ivo malo distribuované do tkani popiSe spravné nejjednodussi
jednokompartmentovy model a naopak pro léCiva vyznamné distribuovana

vicekompartmentové modely [79].

Typicky ptipad ilustruje obrazek ¢. 8, ve kterém je semilogaritmicky zndzornéna zavislost

koncentrace 1éCiva v plasmé na ¢ase po jednorazovém intraven6znim podani.
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C, (ugmL-")

@)

Time (h)

Obrazek €. 8: Semilogaritmické znazornéni prubehu plasmatické koncentrace 1é¢iva v Case

po jednorazovém nitrozilnim podani s jednokompartmentovym modelem [75]

Tuto kiivka popisuje rovnice:

Cp = (Cp)oe_kt (1)

Kde C, je plasmatickd koncentrace v case t, a (Cp)o je koncentrace v cCase ¢=0.

Monoexponencialni rovnice ukazuje na jednofazovy prubéh distribuce 1é¢iva v organismu.

Graf na obrazku ¢. 9 ukazuje zménu plasmatické koncentrace v Case pfi identickém zplisobu
podani jako v pfipadé jednokompartmentového modelu, avSak u IéCiva vyrazné
distribuovaného do tkani. Kinetiku pohybu takového 1éCiva Iépe popisuje
dvoukompartmentovy model. Bifazicky pribéh kiivky zaroven ukazuje, Ze v tomto ptipadé

bude vhodnéjsi pouZit biexponencialni rovnici:

C, = Ae™™ + Be Pt 2)
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Parametry 4 a a popisuji fazi distribuce a ¢leny B a f fazi post-distribu¢ni. Zde dochazi
k distribuci mezi dvéma kompartmenty (faze A) a teprve, kdyz je ustanovena rovnovaha, kiivka

dostane linedrni prab¢h (faze B).

Distribution or
/ o phase

Post-distribution or
B phase

C, (ugmL)

Time (h)

Obrazek €. 9: Semilogaritmické znazornéni prubehu plasmatické koncentrace 1é¢iva v Case

po jednorazovém nitrozilnim podani s dvoukompartmentovym modelem [75]

Vseobecné jsou uznavané 4 faze popisujici osud lé¢iva v organizmu: absorpce, distribuce,

metabolismus a exkrece (ADME). Zakladni parametry i s vypocCty jsou uvedeny v tabulce €. 2.
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Velicina Zkratka Definice Vypocet

Soucast designu

Davka D Mnozstvi podané latky experimentu
Stanovena nebo
Nejvyssi koncentrace Crmax extrapolovana nejvyssi Me¢feno
koncentrace
Cas od podani do Cmax Tmax - Me¢fteno
Objem, ve kterém by se
musela rozpustit cela davka, D
Distribu¢ni objem Vq aby byla dosaZena stejna Vg = Il
koncentrace 1é¢iva jako 0
v plasmé.
Cas, za ktery klesne In(2)
Biologicky polocas Ty, koncentrace 1é¢iva v plasmée Ty = p
na polovinu e
Ciselna hodnota vyjadfuje
. r 7 Cl
Elimina¢ni konstanta ke rychlost, 5Ja k,o b Sl.OChaZI k= —
k odstranéni 1éCiva z v,
organizmu
Objem plasmy, ktery se uplné D
Clearence Cl oCisti od 1éciva za jednotku Cl= —
Casu AUC
Ciselna hodnota vyjadiuje In (&)
Absorp¢ni konstanta ka rychlost, s jakou dochazi ke _ ke
RO . Tmax -
vsttebani do organizmu ko — ke
. ., Cast 16¢iva vstiebatelna po AUCy . X Dy,
BA = ———M
Biologicka dostupnost BA perordlni podani AUC,y X Dyy

Integral zavislosti
koncentrace 1é¢iva na Case
(po jedné davce nebo
Vv rovnovazném stavu)

[oe]

AUC,—o =f C dt
0

Plocha pod kiivkou AUC

Tabulka €. 2: Popis vybranych farmakokinetickych parametri [78]
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2.5.2 Absorpce

Absorpce neboli vsttebani do krevniho ob&hu je zavislé na chemickych vlastnostech 1éciva,
zpusobu podani, 1€kové forme, mistnim prokrveni, nutri¢nim stavu atd. [80]. Mezi zakladni
parametry popisujici miru a rychlost vstiebavani patii: maximalni plasmaticka koncentrace
(Cmax), €as od podéni do dosazeni maximalni plasmatické koncentrace (Tmax), absorpéni

konstanta (ka), biodostupnost (BA).

2.5.3 Distribuce

Distribuce popisuje pohyb 1éciva v organismu. Je zdvisld na propustnosti cév, lokalnim
prokrvenim, srde€nim vydeji, vaznosti 1é¢iva na proteiny a lipidy plasmy a tkani, pH prostiedi
a chemickych vlastnostech 1é¢iva [75]. Mlze byt popisovdna napt. zddnlivym distribucnim

objemem (Vq) a distribu¢ni rychlostni konstantou (kq).

2.5.4 Metabolismus

Metabolismus xenobiotik mé za kol eliminovat U¢inek latky télu cizi a urychlit jeji odstranéni
z organismu. VéEtSina metabolickych pfemén 1é¢iv zahrnuje hydrolyzu, oxidaci, hydroxylaci,
redukci, dealkylaci — v prvni fazi — a konjugaci (s kyselinou glukuronovou, sirovou,
glutathionem, ...) — ve fazi druhé [81]. Metabolismus vétSiny xenobiotik se odehrava v jatrech
(ménég pak v ledvinach, plicich a jinych organech) za i€asti naptiklad cytochromt P450 [82-
84],  flavin-obsahujicich  monooxygendz  (FMO), monoaminooxidaz  (MAO),

alkoholdehydrogenaz, esterdz a dalSich enzymu [85-87].

Lécivo a jeho metabolity mohou mit rozdilnou biologickou aktivitu. Toho se cilen€ vyuZiva u
tzv. proléciv, kdy vlastni podana latka je farmakologicky neaktivni a k jeji aktivaci dochazi az
po podani [88]. V nékterych ptipadech — ma-li metabolit silnéjsi ucinek nez samotné 1€¢ivo —
muze byt metabolismus Ié¢iva pfiCinou zdvazné intoxikace [89]. Existuji ovSem 1 opacné
ptipady, kdy 1é¢ivo ztraci rychle svij Gcinek pravé skrze rychlou pfeménu na neaktivni
metabolit [90]. A prave ptispévek metabolismu a farmakokinetiky k farmakologii nebo toxicité

(PK/PD/TD) lé¢iva mé zasadni vliv na raciondlni vyvoj 1éCiv.
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2.5.5 Exkrece

Exkrece — nenavratné vylouceni 1é¢iva z organismu — probiha nej¢astéji ledvinami a moci, jatry
do Zluce a stolice, ptipadné dechem, potem a matefskym mlékem [78]. Miru a rychlost
eliminace popisuyji: eliminac¢ni konstanta (ke), celkova clearence (Cl), biologicky polocas (t12)

a ¢ast vyloucend v nezménéné podobg.
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2.6 Stabilita 1éCiv

Hodnoceni stability 1éCiv se vztahuje jak na stabilitu u¢innych latek (active pharmaceutical
ingredient - API), tak i lécivych pfipravkl. Nedostatecna stabilita je casto spojend s
neadekvatnim u¢inkem nebo nezadoucimi interakcemi ucinné latky s organismem ¢i slozkami
lé¢ivého pripravku. Stabilitni studie maji za kol popsat kritické body stability a piipadné
formulovat ur¢ita omezeni pro vyrobu, manipulaci a uziti. Stabilitni studie se podle provedeni
déli na 1) zatézové zkousky, 2) zrychlené zkousky, 3) dlouhodobé zkousky a 4) dalsi testy

(naptiklad provadéné pii zménach registraci)

Doporuceny postup pro stabilitni hodnoceni 1é¢iv a 1éCivych ptipravkil je obecné popsan ve

smérnicich ICH, v odborné literatufe ale i v americkém Iékopise (USP) [91-94].

Pro pocatecni informaci o stabilité¢ 1é¢iva se pouziva zatézovy test, kdy se vzorek vystavi
extrémnim podminkam (teplota, pH, oxidativni prostedi, vlhkost, svételné zareni) s cilem
ziskat informace o zplsobu a mife rozkladu studované slozky [93, 94]. Tyto experimenty
mohou také poskytnout smési rozkladnych produktti, u nichZ lze s vyuZitim LC-MS, ideélné
s instrumentem s vysokym rozliSenim a moznosti fragmentaci (napt. QTOF, Orbitrap, LIT-
Orbitrap, ...) studovat strukturu bez potieby izolace vétSich mnozstvi Cisté substance. V tom
ptipadé se ma analyt rozkladat pouze z 10-20%, aby se piedeslo sekundarnimu rozpadu [91].
Vzorky ziskané z téchto studii také slouzi k ovéfeni vhodnosti analytické metody hodnotit

stabilitu (tzv. stabilitu indikujici analytickd metoda).

Pti zrychlenych zkouskach stability l1ze zvySenou zatéZi popsat zavislost stability na daném
parametru a extrapolovat tuto informaci na skladovaci podminky. Tak lze napiiklad pro
informaci o teplotni stabilit¢ sestrojit Arrhenitiv graf (zavislost pfirozenych logaritmi
rozkladnych konstant na pfevracené hodnoté absolutnich teplot pouZitych pfi experimentalni
degradaci) [95]. Z n¢j 1ze potom jednoduchou matematickou tivahou vypocitat aktivacni energii
analytu, které poskytne cennou informaci o stabilit¢ toho konkrétniho chemického systému
[96]. Jejim naslednym feSenim lze do jisté miry predpovédet stabilitu pii nizSich (napf.

skladovacich) teplotach.

Pro toto pouziti se doporucuje vyuziti validovanou stabilitu indikujici metody, kterd umoziuje
piesné a precizni stanoveni ucinné latky a jeji odliSeni od necistot, pomocnych latek a
rozkladnych produktii. Tato analyticka metoda je pouzitelna nejen pii hodnoceni stability

behem vyvoje, ale i béhem kontroly jakosti pii vyrobé [97].
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Dlouhodobé zkousky stability jsou nejvice vypovidajici testy pro popis stability za
skladovacich podminek. Dlouhodobé skladovani za planovany podminek slouzi k potvrzeni
zaveéra zrychlenych testl, ovefeni stabilitu Sarzi pfipravenych pro ke klinického hodnocenti,

piipadn¢ formulaci podminek skladovani a doby pouzitelnosti.
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2.7 Studovana léCiva

2.7.1 Thiosemikarbazony

Thiosemikarbazony jsou biokompatibilni lipofilni chelatory iontii kovl (piedevSim ionti
zeleza, médi, v mensi mife zinku), u nichz bylo popsano celé spektrum biologickych uéinka —
napi. antibakteridlni, antivirova a antineoplastickd [98-100]. Laboratof profesora Dese R.
Richardsona na Univerzit¢ v Sydney se poslednich 25 let zaméfuje na studium role Zeleza
v rozvoji riznych onemocnénich lidského organismu. Vysledkem mnohaletého systematického
vyzkumu jejich protinddorového ucinku je skupina thiosemikarbazoni odvozenych do
benzoylpyridinu a dipyridylketonu. Oba typy latek vykazovaly v preklinickych studiich
vysokou antiproliferativni ucinnost vuci celé fadé¢ nadorovych linii (napt.: MCF-7, HL-60,
HCT116, ...) a zaroven nizkou toxicitu vi¢i nenddorovym tkanim [2, 101, 102]. V pribéhu let
zjistili, Ze tyto latky nemaji pouze schopnost tlumit riist nddoru, ale zaroven zabraiiuji jeho
metastdzim a v nékterych piipadech jsou schopny vyuzit urcitého typu rezistence pro zvyseni
svého ucinku [103]. Mechanizmus uc¢inku téchto thiosemikarbazont je spletitym spojenim
redoxni aktivity komplexl s ionty zeleza a médi, inhibici ribonukleotid-reduktazy, regulaci
onkogenll a tumor a metastaze potlacujicich mechanizma [104, 105]. Prvnimi dvéma latkami
uréenymi pro pokrocilé preklinické hodnoceni byly Bp4eT (2-benzoylpyridin
4-ethyl-3-thiosemikarbazon, Obrazek ¢. 8) a Dp44mT (di-2-pyridylketon 4,4-dimethyl-3-
thiosemikarbazon, Obréazek ¢. 8). Preklinické studie vSak prokézaly, ze ob¢ latky zpiisobuji
zédvaznou methemogloninémii a Dp44mT dokonce poskozuje myokard, je-li podan ve
vysokych davkach [4, 102]. Zatim poslednim vystupem védeckého snazeni nékolika tymi bylo
posunuti nejnovejsiho z thiosemikarbazonti — DpC (di-2-pyridylketon 4-cyklohexyl-4methyl-
3-thiosemikarbazon, Obrazek ¢. 10) do prvni faze klinického hodnoceni na zac¢atku roku 2016.
Analyzou téchto tfi novych protinddorovych 1é€iv v biologickém materidlu s cilem ziskat
informace o jejich osudu v organismu (farmakokinetice) se zabyva podstatna cast této disertacni

prace.

_N

s
BpdeT Dp44mT DpC

Obrazek ¢. 10: Chemické struktury studovanych thiosemikarbazontl.
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2.7.2 Karfilzomib

Karfilzomib ireverzibiln€ blokuje bunécny proteasom, ktery zodpovidé za degradaci bilkovin a
peptida. Tim plisobi kumulaci polyubiquitinovanych proteint, coz vede k zastaveni bunééného
cyklu a apoptdze nadorovych bunek. Z chemického pohledu se jedna o synteticky tetrapeptid —
derivat epoxomicinu — ktery obsahuje 5 opticky aktivnich center, morfolinovy kruh a keto-
epoxy-skupinu (obrazek ¢. 11). Pravé epoxy-skupina zajistuje vazbu na chymotrypsinovou ¢ast

20S podjednotky proteasomu, a tim i inhibici jeho proteolytické funkce [106].

'Ill,"'
0,

%
: HN

Karfilzomib
Obrazek €. 11: Chemicka struktura karfilzomibu

FDA schvalila v roce 2012 — ve zrychleném fizeni — pouZiti karfilzomibu u pacienti trpicich
mnohocetnym myelomem, u nichZ nebyla uspésna 1écba jinym schvalenym chemoterapeutikem
[107]. V prvni a druhé fazi klinického hodnoceni byla potvrzena jeho vyssi terapeuticka
ucinnost proti mnohocetnému myelomu v porovnani s jeho predchiidcem — bortezomibem
[108]. V soucasné dobé prochazi 1écivo 3. fazi klinickych studii; jedna z poslednich studii
odhalila vyssi ucinnost karfilzomibu v kombinaci s lenalidomidem a dexamethasonem oproti

samotné dvoukombinaci [109].

Pro analyzu karfilzomibu byly dobé vypracovani pfilohy €. 5 publikovany pouze 2 metody,
které¢ se zabyvaly stanovenim karfilzomibu v biologickém materialu [110, 111]. Tyto
bioanalytické LC-MS metody byly vyuZity v klinickém hodnoceni pro studium metabolismu a
farmakokinetiky.
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3 Cile prace

Tato disertatni prace je veénovana analytickému a bioanalytickému hodnoceni novych
protinadorovych 1é¢iv s vyuzitim kapalinové chromatografie zejména ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii. Tyto analytické techniky byly vyuzity ke studiu osudu potencialnich 1é¢iv
odvozenych od thiosemikarbazonu v organismu jako soucast jejich preklinického vyvoje. Déle
byla vénovdna pozornost aplikaci metody do studia stability nové registrovaného

ireverzibilniho inhibitoru proteasomu — karfilzomibu.

3.1 Dilci cile:

e Vyvoj extrakénich metod pro biotransformacni in vitro a in vivo studie
thiosemikarbazonti

e Vyvoj chromatografickych a hmotnostné spektrometrickych metod pro identifikaci
metabolitl sledovanych thiosemikarbazoni

e Optimalizace a validace LC-MS/MS a UHPLC-MS/MS metod pro stanoveni
thiosemikarbazont v riznych biologickych materialech.

e Aplikace vyvinutych bioanalytickych metod do studia farmakokinetiky a metabolismu
thiosemikarbazont a zasazeni ziskanych vysledkt do Sir§iho kontextu — pro objasnéni
vztahu struktura-farmakokinetika-farmakodynamika

e Vyvoj a validace stabilitu indikujici UHPLC-UV/MS metody pro hodnoceni
karfilzomibu

e Hodnoceni stability karfilzomibu v zavislosti na teploté, pH a UV zéfeni, vCetné

identifikace rozkladnych produkti
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4 Experimentalni Cast — komentar
k publikovanym pracim

4.1 Bioanalytické hodnoceni potencidlnich protinddorovych
1éciv

I prestoze byla v minulosti thiosemikarbazonovym protinddorovym latkdm vénovana velka
pozornost z pohledu popisu vztahu G¢inku a struktury a molekuldrni irovné farmakodynamiky,
jejich metabolismus a farmakokinetika nebyly doposud dostate¢né popsany. Zakladnim
nastrojem pro toto studium osudu Ié€iv v organismu jsou v soucasné dobé bioanalytické metody
vyuzivajici separacnich technik ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Pravé absence vhodnych
bioanalytickych metod a odlisny toxikologicky profil tfech hlavnich zastupci téchto
potencidlnich 1é¢iv nas inspiroval ke studiu jejich metabolické pfemény a farmakokinetiky,
s cilem zjistit jejich ptipadny podil na toxicite.

Zpocatku jsme vyuzili spojeni HPLC-MS pro studium in vitro a in vivo metabolismu pro
Bp4eT (2-benzoylpyridin 4-ethyl-3-thiosemikarbazon), Dp44mT (di-2-pyridylketon 4,4-
dimethyl-3-thiosemikarbazon) a DpC (di-2-pyridylketon 4-cyklohexyl-4-dimethyl-3-
thiosemikarbazon), (PFilohy 1 a 2). Struktura analytl je uvedena na obrazku ¢. 10. V ptipadé
Bp4eT a Dp44mT jsme po inkubaci s lidskymi a potkanimi hepatocytarnimi mikrosomy a
cytosolem vzorky nafedili 50% vodnym acetonitrilem (1:1, v/v) a po centrifugaci jsme
analyzovali ziskany supernatant. Pro separaci jsme vyuzili kolonu Discovery HS C18 (75 x 4.6
mm, 3 pum, Sigma-Aldrich, Némecko) s 2 mM mravenanem amonnym a acetonitrilem
v gradientovém modu jako mobilni fazi. Pro detekci byla pouZita iontova past s moznosti
provadéni MS" experimenti (LCQ Advantage Max, Thermo Scientific, CA, USA). Pfi této
studii jsme identifikovali tfi oxida¢ni produkty pro Bp4eT — dva isomery Bp4eS (2-
benzoylpyridin ~ 4-ethyl-3-semikarbazon) a  Bp4eA  (N-ethyl-N’-[fenyl(pyridin-2-
yl)methylen]formamidrazon). V ptipadé Dp44mT jsme odhalili pouze jeden vyznamny
metabolit, a to produkt dealkylace na terminalnim dusiku Dp4mT (Di-(2-pyridyl)keton 4-
methyl-3-thiosemikarbazon). Vedle toho jsme detekovali také stopovd mnozstvi dalSich
hydrolytickych a oxida¢nich produktt, které se ale ukazaly byt produkty chemického rozkladu
spiSe neZ metabolismu, napf. DpK (di-2-pyridylketon) nebo Dp44mS (di-2-pyridylketon 4,4-

dimethylsemikarbazon). /n vitro hodnocenim metabolismu DpC se zabyvaji ve své praci Stariat
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a kolegové, ktefi s vyuzitim hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim popisuji 10

metaboliti 1. fAze a 2 metabolity 2. faze [67].

Nésledné jsme se zaméfili na identifikaci metaboliti Bp4eT, Dp44mT a DpC in vivo u
potkana. V téchto experimentech jsme potvrdili pfitomnost vSech tiech in vitro metabolith
Bp4eT v plasmé, moci i feces u potkanti (Wistar). Navic jsme odhalili dalsi, in vivo specificky
hydroxylovany metabolit - HO-Bp4eA (N-ethyl-N’-[hydroxyfenyl(pyridin-2-yl)methylen]
formamidrazon). Dp44mT se dealkyluje v potkanim organismu stejné¢ jako jsme popsali
v nasich in vitro experimentech, avsak v piipadé¢ DpC jsme ve vzorcich potkani plasmy
detekovali pouze velmi mala mnozstvi 2 metabolitd — DpC-A (N-cyklohexyl-N’-(di(pyridin-2-
yl)methylen-N-methylformohyrazonamid) and DpC-S (di-(2-pyridyl)keton 4-cyklohexyl-4-
methylsemikarbazon). Identita relevantnich metaboliti byla ovéfena LC-MS analyzou
piislusnych standardi, které byly syntetizovany a charakterizovany (NMR, MS, UV, piipadné
IR) ve spolupréci s kolegy z Katedry anorganické a organické chemie, Farmaceutické fakulty

v Hradci Krélové, Univerzity Karlovy v Praze.

V pribéhu téchto experimentli jsme rovnéz vyvinuli metody tpravy vzorku plasmy pired LC-
MS analyzou. Testovany byly tradi¢ni metody precipitacni deproteinace, extrakce kapalina-
kapalina a extrakce na pevné fazi. Precipitaéni metody bohuZzel neposkytovaly dostatecné Cisté
extrakty, a navic u nich doslo k nafedéni vzorktl, coz by vedlo k nizsi citlivosti metody a
zkomplikovalo analyzu redlnych vzorkli z in vivo farmakokinetického experimentu. Pro
analyzu Bp4eT a jeho metabolitl byla vyvinuta metoda extrakce na pevné fazi s vyuZzitim
silikagelovych SPE-kolonek v 96-jamkovém formatu (priloha €. 3). Metoda poskytla Cisté
extrakty, s opakovatelnou vytéznosti a pii méteni vétSich sérii vzorki (pti farmakokinetické
studii) byla doba extrakce piepocitand na jeden vzorek pfijatelna. I v ptipadé Dp44mT a DpC
jsme se snazili adaptovat tuto metodiku. AvSak relativné nizké limity detekce, nespecificka
vaznost téchto analytll a vysoka chelata¢ni aktivita latek ndm znemoZnila dostate¢né citlivou
a opakovatelnou analyzu. Proto byla vyvinuta metoda kombinujici precipita¢ni deproteinaci
acetonitrilovym roztokem amoniaku (1.25 %) sextrakci kapalina-kapalina do
dichlormethanu (pFiloha €. 1). Navic jsme zjistili, Ze analyzu vyraznou mérou usnadiiuje
pfidavek EDTA (ethylendiamintetraoctové kyseliny) — a to ve vSech krocich manipulace se
vzorkem. Pfi LC-MS analyze je ovSem potieba pracovat s takovymito netékavymi
slouceninami s velkou obezfetnosti, protoze mohou interferovat s hmotnostni detekci,

v krajnim ptipadé mohou hmotnostni detektor poskodit. Tato metoda, a¢ pomérné€ pracna,
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poskytla kyZenou citlivost a opakovatelnost. K tomu bezesporu ptispél i posun z HPLC ve

spojeni s iontovou pasti k pouziti UHPLC s trojitym kvadrup6lem na misté detektoru.

Mimoto jsme v ptipadé¢ Bp4eT vyuzili extrakéni SPE metodu pro Bp4eT a jeho metaboliti
z mo¢i a potvrdili jsme piitomnost vSech Ctyi analytii v tomto materidlu. V piipad¢ feces jsme
optimalizovali extrakci kapalina-kapalina z homogenatu v Cisté vodé. K extrakci bylo vzdy
testovano nekolik rozpoustédel odlisSnych polarit (ethylacetat, chloroform, dichlormethan,
toluen, diethylether, benzen, ...). Nejlepsi vytéznost pro Bp4eT a Bp4eS jsme pozorovali u
dichlormethanu, toluenu a ethylacetatu (> 60 %). V téchto extraktech z potkanich feces byla

prokdzana ptitomnost jak parentni latky, tak vSech tfech metabolitt.

Nasledné po identifikaci hlavnich metaboliti u potkant jsme vyvinut¢ LC-MS/UHPLC-
MS/MS metodiky zvalidovali podle doporuceni FDA, a to pro kvantifikaci jak parentnich
latek (Bp4eT, Dp44mT a DpC), tak jejich hlavnich metabolitd. Pro validace jsme zvolili
nasledujici parametry: selektivita, linearita, presnost, spravnost, vytéZnost, matricové
efekty a stabilita. Rozsah testované linearity vzdy reflektoval pozadavky na konkrétni
koncentra¢ni rozmezi, které bylo zjisténo analyzou biologickych vzorkl z pilotnich in vivo
experimentl. Pouze u DpC bylo nezbytné testovat také dilu€ni integritu, aby se zajistila

moznost rozsifeni stanovitelného rozmezi.

Po 1uspésné validaci jsme tyto metody vyuzili pro stanoveni koncentracniho profilu
jednotlivych analyt v plasmé odebrané po aplikaci thiosemikarbazonli potkantim (p¥Filohy ¢.
1 a 3). VSechny parentni thiosemikarbazony a dva jejich metabolity (Bp4eA a Dp4mT) se v
plasmé vyskytovaly v koncentracich vySSich nez byl spodni limit kvantifikace metod; ostatni
metabolity byly bud’ pod nim, nebo dokonce pod limitem detekce. Tato data jsme vyuzili
k vypoctu zakladnich farmakokinetickych parametri. V nasich studiich jsme zjistili, ze tii
generace thiosemikarbazonl — strukturné pfibuznych latek — se zasadné 1isi ve zplsobu a mife
metabolické premény, v plasmatickém polocase a plochach pod kfivkou. Vyznamné delsi
plazmaticky polo¢as u DpC si dokonce vyzadal dodate¢ny experiment, ktery zajistil dostatek
naméfenych informaci pro pfesny popis eliminaéni faze. Odhadnutd expozice organizmu
potkana (vyjadienad jako plocha pod koncentra¢né-Casovou kiivkou) vii¢i metabolitim, Bp4eA

byla = 20 % a vici Dp4mT = 50 % plochy pod kiivkou parentnich thiosemikarbazoni.

Abychom mohli popsat prispévek metabolitii k celkové toxicité téchto latek, zaméfili jsme se
s kolegy z Katedry biochemickych véd na hodnoceni jejich antiproliferativni aktivity, toxicity
a potencialu interagovat s ionty zeleza in vitro (prilohy 1 a 4). Terapeutické indexy metabolitti
(1 az 33) dokazuji, ze metabolicka pfeména piisobi zménu specifity toxického piisobeni,

43



avSak ICso byly ve vSech pfipadech nejméné o 3 fady vyssi nez u parentnich latek — s jednou
vyjimkou — Dp4mT. Stfedni inhibi¢ni koncentrace zde byla pouze 125krat vyssi v piipadé linie
HL-60. Toto ¢aste¢né zachovani farmakologického ucinku lze ptisoudit zbytkovou, ale stale
statisticky vyznamnou, schopnosti tvofit komplexy se zelezem. Z plasmatického
koncentra¢niho profilu, ktery jsme vSak stanovili, se zda velmi nepravdépodobné, aby tento

metabolit doséahl in vivo toxickych koncentraci.

V této praci jsme vyvinuli moderni bioanalytické metodiky pro hodnoceni metabolismu tfi
generaci protinadorovych thiosemikarbazonl in vitro a in vivo a néasledné optimalizovali a
zvalidovali vyvinuté metodiky pro kvantifikaci téchto latek a jejich hlavnich metaboliti
v potkani plasmé. Validované metody jsme pak vyuzili ve zkouméni farmakokinetiky
zkoumanych potencidlnich 1é¢iv. Zjistili jsme, ze 1) existuji zna¢né rozdily v metabolismu a
farmakokinetice (jak kvalitativni tak kvantitativni) u tfech strukturné blizkych
thiosemikarbazonti; 2) objemnd substituce na koncovém dusiku chrani thiosemikarbazony
pred enzymatickou pFreménou a s tim spjatou ztratou schopnosti koordinovat ionty zeleza;
3) dosazeni toxickych koncentraci metabolith in vivo neni pravdépodobné a
4) pravdépodobné neexistuje prima souvislost mezi farmakokinetikou a rozdilnymi
toxicitami u téchto tii generaci thiosemikarbazonovych protinddorovych latek. Vyhodné
farmakokinetické parametry DpC, soucasné lead compound, poukazuji na vhodnost uziti této
struktury v 1é¢bé malignich onemocnéni, a proto vstoupila v roce 2016 do prvni faze klinického

hodnoceni.
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4.2 Analytické hodnoceni protinadorovych léCiv — stabilitni
studie

V této Casti jsme se zaméfili na vyuziti UHPLC s UV detekci a hmotnostni spektrometrii
s vysokym rozliSenim pro hodnoceni stability nového inhibitoru proteasomu — karfilzomibu
(Priloha ¢. 6).

Protoze byl karfilzomib registrovan americkou FDA v roce 2012 ve zrychleném rezimu, nebyla
v literatufe dostupnd vhodnéd metodika k hodnoceni stability tohoto syntetického tetrapeptidu
ani podrobnéjsi informace o jeho stabilité. Tato latka navic obsahuje strukturni prvky, které
mohou mit dopad pravé na chemickou stabilitu: 1) peptidické vazby, které mohou podléhat
hydrolyze; 2) stereogenni centra, ktera mohou racemizovat a 3) epoxidovou skupinu, kterd
je chemicky velmi reaktivni (obrazek ¢. 11).

Cilem této prace bylo tedy vyvinout a validovat stabilitu indikujici metodu (HPLC-UV) pro
karfilzomib, vyuzit ji pro hodnoceni stability za stresovych podminek a v relevantni
farmaceutické formulaci, a s pomoci UHPLC-QTOF identifikovat hlavni degradacni
produkty.

Byla vyvinuta jednoducha UHPLC-UV metoda, ktera dokazala rozd¢lit smés degradacnich
produktt pfitomnych ve vzorcich ze stabilitnich experimentti a umoznila separaci celkem 9
neznamych pikd. Testovali jsme 3 kolony s octadecylovanym silikagelem: Acquity BEH C18
(50 x 2.1 mm, 1.7 um, Waters, Ireland), Kinetex C18 (100 x 2.0, 1.7 um, Phenomenex, CA,
USA) a kolonu se silikagelem typu C Cogent Bidentate C18 (100 x 2.1 mm, 2.2 pm, 100 A,
Microsolv, NJ, USA). Jako mobilni faze byly testovany metanol a acetonitril a voda, 0.1%
kyselina mraven¢i a 2mM mraven¢an amonny (bez upravy pH) v isokratickém i gradientovém
modu. Pro finalni separaci byla vyuZita mobilni faze ve sloZeni acetonitril a 2 mM mravencan
amonny v gradientovém modu s celkovou dobou analyzy 6 minut. Tato mobilni faze je
kompatibilni s MS detekci, coZ usnadnilo pfechod na tento detektor pfi pozdéjsi strukturni
analyze. Na zaklad¢ téchto UHPLC-QTOF analyz jsme navrhli chemické struktury
degradacnich produkti — produktt hydrolyzy, oxidace, cyklizace a izomerizace.

U zminéné UHPLC-UV metody byla ovéfena specifita, linearita (10-250 pg/mL), pfesnost,
opakovatelnost, mezilehla preciznost podle doporuceni ICH. Navic byla testovana i robustnost
jakozto vliv zmény v mobilni fazi, prutoku, néstfikovém objemu a teploté separace. Tuto

zvalidovanou metodu jsme pouzili v hlubSim studiu stability karfilzomibu. Provedenim
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zatézovych zkousek jsme zjistili, ze karfilzomib je 1) staly v neutralnim a slabé kyselém
prostfedi, avSak je pomérné nestabilni v obou extrémech pH; 2) nachylny k oxidaci a
fotodegradaci a 3) stabilni ve formulaci stejného sloZzeni jako komer¢né dostupny 1écivy
piipravek. Z naméfenych dat jsme byli schopni stanovit aktiva¢ni energii degradace
v bazickém prostiedi, a ta je blizkd primérné hodnotée aktivacnich energii uvedenych v platném
americkém Iékopise [92].

Tato prace prezentuje prvni publikovanou stabilitu hodnotici metodu pro karfilzomib, kterou
1ze pouzit pii vyvoji potencidlniho generika, pro ptipadné experimentalni vyuziti v laboratotich
pii vyvoji alternativnich formulaci nebo jako vychozi bod pro vyvoj dalSich metod pro
stanoveni karfilzomibu. Dale dokumentuje stabilitu karfilzomibu za stresovych podminek a

navrhuje mozné degrada¢ni produkty.
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5 Zaver

Tato prace ve své teoretické Casti popisuje stru¢né charakteristiky vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie — dvou analytickych technik hojné vyuzivanych v
moderni farmaceutické analyze. Dale poskytuje kratky vhled do valida¢niho procesu jak pro
analytické, tak bioanalytické aplikace a do problematiky, které je vénovana experimentalni ¢ast:
farmakokinetice, stabilit¢ 1é¢iv a samotnym lé¢iviim, kterd byla pfedmétem publikovanych

praci.

V prvnim tematickém celku experimentalni prace jsou diskutovany 4 publikace, jichz je
ptedkladatel prvni autor nebo spoluautor. Tykaji se zejména bioanalytického hodnoceni
potencidlnich protinadorovych latek, z nichZ je jedna v soucasné dobé v klinickém hodnoceni.
Tyto latky — chelatory iontd zeleza a médi — vykazuji silny a selektivni protinddorovy ucinek,
avsak jejich toxikologické profily se lisi. Tyto prace jsou zaméfeny na vyvoj a validaci
bioanalytickych technik pro hodnoceni pfispévku farmakokinetiky a metabolismu k témto
farmakodynamickym odliSnostem. Z vlastnich praci pak vyplyva, Ze ackoli jsou tyto latky
chemicky velmi blizké, jejich farmakokinetika a metabolismus, ackoliv se od sebe u

jednotlivych latek 1isi, pravdépodobné nehraji zasadni roli v rozdilné toxicité téchto latek.

Druhy tematicky celek je pak vénovan komentafi jedné publikace, jiz je pfedkladatel prvni
autor, a kteréd se zabyva analytickym hodnocenim nového inhibitoru proteasomu, karfilzomibu
— 1éciva schvaleného americkou FDA pro 1é€bu refrakterniho mnohocetného myelomu. Tato
prace je zaméfena na vyvoj a validaci stability indikujici metody, kterou jsme vyuZili
ve stabilitni studii. Provedenim zatéZzovych zkouSek jsme zjistili, Ze karfilzomib je pomérné
stabilni 1éCivo, které je v extrémnich podminkach (oxidativni prostiedi, extrémy pH, ozafeni
svétlem) ndchylné k hydrolyze, cyklizaci, racemizaci a oxidaci, coZz jsme dokumentovali

navrhem chemickych struktur pravdépodobnych degrada¢nich produkta.
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