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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Kandidat: Mgr. Jan Bure$
Skolitel: doc. PharmDr. Petra Stérbova, Ph.D.
Nazev prace: Analytické a bioanalytické hodnoceni novych potenciondlnich 1é¢iv ze

skupiny chelatort zeleza

Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC) diky svym kvalitam ziskala
dilezitou pozici v analyze 1é¢iv v biologickém materidlu. Umoziuje za vhodné zvolenych
podminek separovat témét jakoukoliv smés latek, provadét kvalitativni i kvantitativni
analyzu, a to obvykle ve velmi kratkém case. Diky modernim stacionarnim fazim a detekénim
technikdm lze detekovat i latky ve stopovém mnozstvi a v rdmci jedné analyzy je mozné
kromé koncentrace ziskat i informace o struktufe analytd. Spolehlivost pouzivanych HPLC
metod je garantovana jejich validaci na zékladé pfijatych norem.

Chelatace Zeleza se jevi jako efektivni piistup v 1é€bé celé fady patologickych stavi
od pretizeni organismu Zelezem, ptes rakovinu az po neurodegenerativni choroby. Pro vyvoj
chelatorii pro tyto indikace je vSak kliCcové nejprve jasné charakterizovat jejich vlastnosti
(vztah struktura-aktivita, metabolismus, toxicita atd.), k CemuZ je mimo jiné zapotiebi 1
spolehlivych analytickych metod.

V ramci této disertacni prace byly vyvinuty a validovany LC-UV a LC-MS metody
pro analyzu aroylhydrazonovych chelatort zeleza a jejich vybranych prolééiv v relevantnim
biologickém materidlu. B&hem prace byl studovan vztah struktura-aktivita v této skupiné
latek. Jako nejvyhodné&js$i se na zaklad€é sledovanych parametrii (pfedev§im stabilita a
selektivita G¢inku latek) ukazala substituce vodiku v blizkosti hydrazonové vazby alkylem.
LC-UV metoda byla vtéto fazi vyuzita predevSim pii hodnoceni vlivu jednotlivych
strukturnich modifikaci na stabilitu latek v plasmé.

Dale byla pozornost zaméfena na hodnoceni potencidlnich proléciv, ktera by
umoznila zacileni u€inku vlastnich aktivnich latek a omezeni systémové toxicity. Pro studium
aktivace a stability vybranych prochelatora byly pouzity LC-UV/MS metody. Bylo zjisténo,

ze prochelator BSIH vykazuje vyssi stabilitu v porovnani se SIH in vitro a ma také delsi



biologicky polo€as in vivo. Dale byla prokazédna jeho relativné nizkéd toxicita a dobra
cytoprotektivni ti€¢innost proti peroxidu vodiku. Pti aktivaci se BSIH rozklada na aktivni SIH,
ale ve vétSim mnozstvi také na salicylaldehyd, ktery vSak ptispiva k celkovému protektivnimu
ucinku.

Druhym studovanym procheldtorem byl BHAPI, odvozeny od aroylhydrazonu
s vylepsenou stabilitou (oproti pfedlohovému SIH) — HAPIL. S vyuzitim LC-UV bylo zjisténo,
ze je prolécivo aktivovano katecholaminy na HAPI v ekvimolarnim mnozstvi. Jak HAPI, tak
BHAPI (po aktivaci) snizovaly cytotoxicky uc¢inek katecholaminti a jejich oxidacnich
produktt. Z vysledkt téchto studii vyplyva, ze koncept prochelatori je velice slibny smér
v budoucim vyvoji aroylhydrazonovych 1é¢iv.

S vyuzitim LC-MS byl systematicky hodnocen metabolismus a farmakokinetika
kardioprotektivniho 1éCiva dexrazoxanu (DEX) a jeho metabolitu ADR-925. Byly
analyzovany biologické vzorky odebrané jak z in vitro, tak in vivo experimentt. Ziskana data
byla zpracovana v populacni studii a farmakokinetické parametry piiblizné¢ odpovidaji
hodnotam z klinickych studii. Prace zpochybiiuje dosud uzndvany mechanismus t¢inku DEX,
zprostiedkovany chelatujicim metabolitem, ktery mé sniZzovat produkei kyslikovych radikali
(ROS). Ziskana data naopak podporuji nejnovéjsi teorii mechanismu kardioprotekce DEX —
depleci topoizomerazy 23 (TOP2B) parentni latkou.

Posledni cast prace byla zaméfena na novy analog DEX — JR-311, ktery byl
pfipraven zaménou methylové skupiny ve spojovacim fetézci za oxo- skupinu. Pro detailni
studium jeho stability, metabolismu a priniku do srde¢nich bunék byla vyvinuta nova LC-MS
metoda. Bylo zjisténo, ze JR-311 je in vitro rychle degradovan, coz poukdzalo na nutnost
zmény designu experimentl. JR-311 vykazal jednak schopnost deplece TOP2B, ale také
kardioprotektivni u¢inek vici toxickému pisobeni daunorubicinu (DAU). Vysledky studie
prokazaly, Ze uvedend strukturni modifikace nevede ke ztrat¢ ucinku, avSak pro dalsi vyvoj
téchto latek je nutné zlepsit stabilitu novych analogi. Kromé toho prace naznacuje

vyznamnou roli TOP2 v kardioprotekci bisdioxopiperazint.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis

Candidate: Mgr. Jan Bure$
Supervisor: Doc. PharmDr. Petra Stérbova, Ph.D.
Title of Thesis: Analytical and bioanalytical evaluation of novel potential drugs from

the group of iron chelators

High performance liquid chromatography (HPLC) gained its unprecedented position
among bioanalytical techniques due to its effectivity and versatility. If tuned properly, it can
separate complex mixtures and can be used for qualitative and quantitative analysis
simultaneously, usually within a short time. Reliability of the HPLC methods is proven by
their validation performed according to accepted guidelines.

Iron chelation is considered to be an effective concept of treatment of various
pathologies — from iron overload disease to cancer or neurodegenerative disorders. To
develop new chelators for these indications it is important to investigate their structure-
activity relationship, the fate of the drug in organism and its relationship to biological effects
and toxicity etc. Modern analytical methods are essential tools for these studies.

The first part of this work presents validated LC-UV and LC-MS methods for assay
of aroylhydrazone iron chelators and related pro-drugs in biological materials. In the study,
the structure-activity relationship in the group of the aroylhydrazones was examined. We
proved that alkyl substitution of hydrogen in the vicinity of the hydrazone moiety is key in
enhancing their chemical stability due to steric hindrance of the hydrazone bond.

Additionally, utilising developed analytical methods, we proved in further
experiments that: 1) an oxidation-activated prodrug BSIH is more stable in vitro and has
better pharmacokinetic properties in vivo than its active form SIH, 2) BSIH is less toxic and
protects cells from hydrogen peroxide induced damage, 3) BSIH decomposes to SIH but also
to salicylaldehyde which augments the protective effect of the drug.

The next study was focused on the prochelator BHAPI, based on aroylhydrazone
with improved stability in plasma (compared to SIH) — HAPIL. The study proved that
the prochelator is equimolarly activated to HAPI and both BHAPI and its active form reduce



the toxicity induced by catecholamines and their oxidative products. These results show
the concept of boronated prodrugs to be a promising approach for development of new
effective chelating therapeutics.

The second part of this work deals with systematic assessment of metabolism and
pharmacokinetics of the cardioprotective drug dexrazoxane (DEX) and its metabolite
(ADR-925). A validated LC-MS method was utilised in this study to analyse samples from
both in vitro and in vivo experiments. Recorded data were processed in population study. Our
results show that the experimental model utilising rabbits for cardioprotection studies
provides high similarity in pharmacokinetics to clinical models. This work challenges
the hypothesis that the cardioprotective effect of DEX is caused by its iron chelating
metabolite — ADR-925, which should hamper Fenton chemistry in the heart. In addition,
the current data corroborate the modern theory that parent compound DEX may protect
the heart from anthracycline induced cardiotoxicity via inhibition of topoisomerase 2J3.

This new hypothesis is also augmented by the last paper included in this dissertation.
It is focused on a DEX analogue JR-311 (where one methyl group was replaced by an oxo-
group). New LC-MS method was developed to investigate stability, metabolism and
penetration to cardiomyocytes of JR-311. The study revealed that JR-311 is quickly
hydrolysed to an ADR-925-like compound — which leads to a complete loss of its protective
effect. This finding pointed at the need for significant modification of design of in vitro
experiments. The modified in vitro study showed that JR-311 interacts with TOP2B as well
as it protects the heart cells from anthracycline induced damage. Study showed that
the presented structural modification does not hamper the activity of JR-311, but future

development should be focused on more stable DEX analogues.
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Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC — High performance liquid
chromatography) patii mezi nezastupitelné nastroje jak pti vyzkumu a vyvoji novych 1é¢iv,
tak v klinické praxi. Siroké uplatnéni v soucasné dobé naléza prakticky v celém Zivotnim
cyklu lé¢iva. Hojné€ se pouziva piedevsim pii strukturni analyze novych ucinnych latek, jejich
necistot a rozkladnych produktl, pfi stabilitnich a farmakokinetickych studiich. Déle se tato
technika vyuziva pfi hodnoceni Iékovych forem, ale je také nedocenitelnd v terapeutickém
monitorovani lékovych hladin nebo toxikologické analyze. Naro¢né farmakokineticko-
farmakodynamické studie umoznuji s vyuzitim kapalinové chromatografie (pfedevsim ve
spojeni s hmotnostnim spektrometrem) odhalovat klicové strukturni prvky molekul
zodpovédné za jejich ucinek, toxicitu a metabolickou stabilitu. Diky témto poznatkim je
vyhodnéjsi farmakokinetické parametry. HPLC umoziiuje separaci mnoha latek obsazenych 1
ve velmi komplikovaném vzorku a soucasn¢ jejich kvalitativni a kvantitativni hodnoceni, a to
v pomérn¢ kratkém Case.

Latky typu biokompatibilnich chelatori nasly v pfedchozich letech uplatnéni
pfedevsim v 1é€bé pretizeni organismu Zelezem. S rostoucim poznanim se vSak ukdazalo, ze
naruSeni homeostazy zeleza v lidském organismu ma vétsi ¢i mensi vliv 1 na rozvoj celé fady
dalsich patologickych stavii (naptfiklad nadorové a neurodegenerativni onemocnéni —
Alzheimerova a Parkinsonova choroba, ischemicko-reperfizni poskozeni tkani atd.). Mimo
jiné vykazuji chelatory Zeleza do znaéné miry také antimikrobialni potencial. Siroké spektrum
jejich mozného vyuziti z nich déla velice zajimavou skupinu pro vyvoj novych 1é¢iv.

Jednou znadéjnych a vsoucasné dobé intenzivné studovanych skupin jsou
aroylhydrazonové chelatory Zeleza, které by mohly najit vyuziti pravé v téchto novych
aplikacich. Pilotni latkou této skupiny se stal pyridoxal isonikotinoyl hydrazon (PIH), na
jehoz zakladé¢ byla syntetizovana fada dalSich analogi. Mezi nejzajimavéejsi  patii
salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH). SIH je malo toxicka lipofilni mald molekula,
ktera dokaze dobie prochazet biologickymi membranami. Tento fakt souvisi s jeho klicovou
vyhodou — na rozdil od fady jinych aroylhydrazonl je mozné podévat jej peroralné. Zasadni
komplikaci je vSak jeho nizka stabilita v biologickém materialu a kratky biologicky polocas.

Jednou z mozZnosti, jak zlepSit chemickou stabilitu SIH, je modifikace struktury
scilem zvysit stabilitu hydrazonové vazby. Nové pfipraveny analog (E)-N-(1-(2-
hydroxyfenyl) ethyliden) isonikotinohydrazid (HAPI) je vyznamné stabilngj$i v porovnani se
SIH, a to bez ztraty biologického Gc¢inku. Dal§i moZnosti, jak modifikovat vlastnosti SIH, je

piiprava proléciv, ktera by byla odolngjsi vii¢i rozkladu v biologickém materidlu a ktera by
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moznost piesného zacileni ucinku do postizenych tkani, coz minimalizuje rizika spojena
s depleci zeleza v celém organismu. Jako proléciva SIH a HAPI byly ptipraveny nésledujici
latky: boronyl salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (BSIH) a (E)-N’-(1-(2-((4-(4,4,5,5-
tetramethyl-1,2,3-dioxoborolan-2-yl)benzyl) oxy) fenyl) ethyliden) isonikotinohydrazid
(BHAPI), které byly studovany z pohledu jejich aktivace.

Chelata¢ni teorie byla dlouhou dobu spojovana také s mechanismem uc¢inku
dexrazoxanu (DEX), v soucasné dobé jediného klinicky pouzivaného Ié¢iva urceného
k ochran¢ srdce pted toxickym plisobenim anthracyklinovych cytostatik. Kardioprotektivni
pusobeni bylo mnoho let pfisuzovano hydrofilnimu metabolitu parentni latky — ADR-925,
ktery je schopny véazat volné ionty Zeleza. S novymi fakty vSak byla tato teorie zpochybnéna a
souasny stav poznani naznacuje, Zze kliCovym elementem mulze byt deplece
topoizomerazy II (TOP2B). Absence ptesnych informaci o kardioprotektivnim piisobeni
DEX komplikuje studium vztahu struktura-kardioprotektivni ucinek a také vyvoj novych
potencialné uc¢inngjSich analogii DEX. Jednim z moznych néstrojli pro objasnéni mechanismu
kardioprotekce DEX je studium jeho farmakokinetiky a pfedevSim jeji korelace
s farmakodynamikou. K tomu je vsSak nezbytnd spolehlivd analytickd metoda umoziujici
stanovit parentni latkua soucasné jeji hydrofilni metabolit v relevantnim biologickém
materidlu. Takova metoda je také zdkladem pro optimalizaci podminek ptfi analyze nové

syntetizovanych analogti DEX.

Tato disertatni prace popisuje ve své teoretické casti principy HPLC, funkci
jednotlivych moduli v chromatografické sestavé, metody vyhodnoceni chromatografického
zaznamu a vybrané trendy v této oblasti. V préci je dale popsana validace analytickych metod
a také principy upravy biologickych vzorkd.

V dalsi Casti je pojedndno o vyznamu zZeleza a jeho metabolismu v lidském
organismu, o principu chelata¢ni terapie a jsou zde charakterizovany aroylhydrazonové
chelatory Zeleza, které byly v ramci této prace studovany. Posledni ¢ast je pak zaméfena na

DEX a jeho vybrané analogy.

Experimentalni ¢ast této disertani prace je tvorena komentafem k Sesti védeckym
pracim, publikovanym v zahrani¢nich Casopisech s impakt faktorem. Prvni blok se zabyva
HPLC analyzou vybranych aroylhydrazonovych chelatorti Zeleza v biologickém materidlu

s cilem studovat jejich stabilitu v plasmé in vitro a porovnat ji se SIH. Dale byly vyvinuty a
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validovany nové LC-UV a LC-MS metody pro stanoveni dvou proléciv aroylhydrazont —
BSIH a BHAPL S jejich vyuzitim jsme potvrdili, Ze nové syntetizovany prochelator BSIH je
v porovnani s piedlohovou latkou (SIH) stabilnéjsi, ma delsi biologicky polocas a je
aktivovan az oxida¢nim stresem (napf. peroxidem vodiku). Pomoci LC-UV metody jsme
studovali také aktivaci BHAPI in vitro a zjistili, Ze na rozdil od BSIH se BHAPI preméiuje
na svou aktivni formu v ekvimoldrnim mnozstvi, coz je vyhodné z pohledu jeho dal§iho
vyvoje jako potencialniho 1éciva.

Druhy blok experimentalni Casti je zaméfen na LC-MS analyzu DEX a ADR-925
vrizném biologickém materidlu. Byla validovana LC-MS/MS metoda umoznujici
kvantifikaci obou latek v plasm€, moci, myokardu, izolovanych srde¢nich bunkéach a
bunééném médium. Metoda byla pouzita pro analyzu vzorkll zim vitro experimentl
zamétenych na studium aktivace DEX v srde¢nich buiikdch a také vzorkti z komplexni
farmakokinetické studie u kralika. V posledni ¢asti prace je pozornost zaméiena na vyvoj a
validaci LC-MS/MS metody pro stanoveni nového analogu DEX — JR-311 (lisi se nédhradou
methylu ve spojovacim fetézci molekuly za oxo- skupinu). Aplikace metody pii analyze
vzorkl z in vitro experimentll umoznila zjistit, Ze absence kardioprotekce a TOP2B inhibice
pozorovana za pouziti standardniho experimentalniho protokolu je zpiisobena rychlym
rozkladem JR-311. Na zakladé téchto dat byl upraven protokol in vitro experimenti a bylo
prokazano, 7e JR-311 je schopen depletovat TOP2B a chranit buiikky pfed toxickym
pusobenim anthracyklini. Prace vyzdvihuje dileZitost multidisciplindrniho pfistupu pfi

hodnoceni novych potencidlnich 1é€iv.
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2. CIL PRACE
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Cilem této disertacni prace bylo vyvinout LC-UV a LC-MS/MS analytické metody

a prakticky je vyuzit pfi hodnoceni novych potencidlnich 1é¢iv za ucelem studia jejich

bioaktivace, stability, metabolismu a farmakokinetiky. Prace je ¢lenéna na dva tematické

bloky. Prvni pojedndva o analyze aroylhydrazonovych chelatorti zeleza, vcetné jejich

proléciv. Druhy blok se zabyvad analyzou dexrazoxanu, jeho metabolitu ADR-925 a

vybranych analogii.

Dil¢i cile prvniho tematického bloku

1)

2)

3)

4)

5)

S pouzitim  validované LC-UV  metody provést hodnoceni stability tady
aroylhydrazonovych analogti SIH v krali¢i plasmé in vitro.

Vyvinout a validovat LC-UV metodu pro stanoveni SIH a jeho prolé¢iva BSIH v pufru,
bunééném médiu a krali¢i plasmé a pouzit ji pfi studiu aktivace a stability proléciva
in vitro.

Pomoci validované LC-MS/MS metody hodnotit stabilitu SIH a BSIH v plasmé a
stanovit zakladni farmakokinetické parametry BSIH u potkana.

Upravit vyvinutou LC-UV metodu a pouzit ji ke stanoveni rozkladnych produkti SIH
a BSIH in vitro béhem studia jejich degradace.

Vyvinout a validovat LC-UV metodu pro hodnoceni HAPI a jeho prolé¢iva BHAPI

a vyuzit ji pfi studiu aktivace piisobenim katecholaminti.

Dil¢éi cile druhého tematického bloku

1)

2)

3)

4)

S vyuzitim LC-MS/MS metody studovat in vitro stabilitu a penetraci do bunék jak
parentni latky — DEX, tak 1 jeho metabolitu ADR-925.

Provést analyzu biologickych vzorkll (plasma, moc, tkdn€) z rozsahle in vivo studie po
aplikaci DEX 1 ADR-925 kralikim a pfispét tak k objasnéni redlného vyznamu
metabolismu téchto latek pro jejich kardioprotektivni t€inek.

Vyvinout a validovat LC-MS/MS metodu pro hodnoceni nového analogu DEX — JR-311

a jeho metabolitl v biologickém materialu.

Metodu pouzit pro analyzu vzorkll zin vitro studie zaméfené na studium stability,
aktivace a priniku JR-311 do srdec¢nich bun€k a porovnanim vysledkli s DEX pfispét

k objasnéni mechanismu kardioprotekce a vztahu struktura-aktivita v této skuping 1&¢iv.
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3. TEORETICKA CAST
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3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie
(High performance liquid chromatography — HPLC)

Chromatografie je fyzikalné-chemické separacni metoda, ktera umoziuje rozdéleni
jednotlivych slozek i ve velice komplikovaném vzorku. Klasicka sloupcova chromatografie je
historickym ptedchtidcem, ktery umoznil vyvoj jedné z dnes nejpouzivanéjSich analytickych
metod — vysokouc¢inné kapalinové chromatografii (HPLC) [1-3].

Podstatou této metody je rozdélovani jednotlivych latek v analyzované smési mezi
dv¢ faze — stacionarni a mobilni. Mobilni faze unasi jednotlivé slozky analyzované smeési
rtiznou rychlosti v zavislosti na jejich interakci s obéma fazemi. Cim silngji jsou tyto slozky
zadrzovany stacionarni fazi, tim pomaleji se v systému pohybuji [1, 2].

Vysokoucinna kapalinova chromatografie patii mezi zakladni techniky dnes rutinné
vyuzivané¢ ve farmaceutick¢ analyze. Vzhledem ke své rychlosti, efektivité, moznosti
kvalitativniho 1 kvantitativniho hodnoceni analyti i diky moznosti snadného uchovani a
sdileni ziskanych dat nachazi vyuziti v Siroké Skale aplikaci. Své uplatnéni najde pfti
identifikaci 1é¢iv a jejich metaboliti, pfi hodnoceni kvality farmaceutickych substanci a
béhem stabilitnich a farmakokinetickych studii. V neposledni tad¢ je pouZzivana také
v ramci terapeutického monitorovani 1ékovych hladin nebo toxikologické analyzy. Mimo to je
nepostradatelnym nastrojem v fad¢ ptibuznych obord, jako je enviromentalni nebo forenzni
analyza. Je tedy ziejmé, ze se jedna o velmi univerzalni a oblibenou metodu s vynikajicim

pomérem mezi kvalitou ziskanych informaci a naro¢nosti [1, 4, 5].

3.1.1 Instrumentace HPLC

Zasobniky mobilni faze
HPLC sestava obsahuje ve vétSin¢ ptipadi dva zasobniky. V kazdém z nich se
nachdzi slozka mobilni faze o rizné elu¢ni sile. To umoznuje ménit béhem analyzy slozeni

mobilni faze [6, 7].

Cerpadlo
Pumpy zajist'uji tok mobilni fdze HPLC sestavou. Zasadnim pozadavkem je udrzeni
konstantni pritokové rychlosti, a to pfi tlaku v tfddu az desitek megapascalli (MPa). Pti

dne$nich nérocich na chromatograficky systém jsou obvykle pouZzivdna dvojcinna cerpadla,
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cerpadla vyuzivajici vice pistd (ty pak pumpuji reciproc¢né€), piipadné jiné alternativy
umoznujici udrzeni konstantniho toku (tlaku). NejcCastéji jsou zhotoveny z oceli nebo

keramiky [8, 9].

Degasser

Pti nasati ze zasobniku obsahuje mobilni faze relativné velké mnozstvi plynt, které
je pred vlastni analyzou tfeba odstranit. Jejich pfitomnost zptsobuje kolisani tlakii v systému
a Sum zékladni linie, coz zhorSuje citlivost a opakovatelnost stanoveni a separac¢ni ucinnost
celého procesu. Soucasné chromatografické sestavy vyuzivaji k odstranéni plynii z mobilni
faze tzv. degasser. Jedna se o zafizeni, které je tvoifeno semipermeabilni trubici, skrze niz
proudi mobilni faze. Velikost pori umoznuje prichod pouze plynim a tento proces je

urychlen podtlakem generovanym v okoli trubice [7, §].

SméSovaci zaFizeni

Vyuziva-li HPLC systém vice zasobnikli mobilni faze, je tfeba jednotlivé slozky
efektivné michat dle pfednastaveného programu. SméSovaci zafizeni umoziluje béhem celé
analyzy udrzet konstantni slozeni mobilni faze (isokraticka eluce) nebo ho automaticky ménit

dle programu zadaného operatorem (gradientova eluce) [2, 8, 9].

Davkovaci zarizeni

Vzhledem k naroklim na automatizace metod se dnes pouZivaji téméet vyhradné
automatické davkovace s vicecestnymi ventily. Oproti ddvno piekonanému davkovani
injekeni stitkackou umoznuji pfesné davkovani vzorkli bez zastaveni toku mobilni faze dle
pfedem zadaného programu. S tim souvisi mozZnost analyzy velkého mnozstvi vzorki v plné
automatickém rezimu. V takovém piipadé je obvykle série vzorki umisténa v tzv.
autosampleru, ktery je termostatovany a vzorky jsou odebirdny pfiistrojem dle nastaveného

programu [7, §].

Chromatograficka kolona

Kolona je trubice v dneSni dob&¢ vyrobena nejcastéji z nerezové oceli, piipadné
z plastu. Separacni uc¢innost chromatografické kolony je ovlivnéna fadou parametri. Patii
mezi n€ délka a vnitini pramér kolony, velikost ¢astic (u¢inna plocha sorbentu), homogenita
naplné€ atd. Dnesni trh nabizi Siroké mnozstvi kolon lisicich se délkou, primérem a predevsim

vnitinim obsahem (stacionarni fazi) [2, 7, 10].
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Kolonu odd¢luji od ostatnich soucasti systému kapilarni spoje za ucelem udrzeni
minimélniho mrtvého objemu. Kolony jsou u modernich pfistroji umistény v prostoru
vybaveném termostatem. Volba vyssi teploty snizuje viskozitu mobilni faze a tedy i zpétny
tlak, je ale nutné myslet na stabilitu analyzovanych latek [1, 2].

RozliSujeme celou fadu typt kolon:

Naplnové kolony

Jejich délka se pohybuje vétSinou v rozmezi 50-250 mm a vnitini primér (internal
diameter — ID) 2,1-4,6 mm. Naplni jsou sférické Castice o primeéru 3-5 um. Kolony dosahujici
horni hranice zminénych parametrii (250 mm, ID 4,6 mm, ¢astice 5 um) se vSak v soucasné
dobé pouzivaji pouze omezené. V piipad¢ vysokotlakych systémut (ultra high performance
liquid chromatography — UHPLC) miiZze byt velikost ¢astic 1 menS$i — az 1,3 um. Se
zmenS$ujicim se prumérem castic roste celkovy povrch sorbentu, coz zlepSuje ucinnost
separace. Zaroven je vSak nutné k udrzeni proudéni mobilni faze vyvinout vyrazné vyssi
tlaky, coz vyzaduje pouziti instrumentace odolné vuc¢i témto vysokym tlakiim. Dalsi
moznosti, jak zvysit G€innost separace, je pak pouziti chromatografickych kolon plnénych
sorbenty s ¢asticemi s tuhym jadrem (tzv. core-shell). Celkova velikost ¢astic je zachovana,
mobilni faze vSak nemize pronikat do pevného jadra ¢éstice, diky cemuz je generovan nizsi
zpétny tlak. Mensi difuzni drdha tak zuZzuje ziskané piky a zlepSuje separacni ucinnost.
V porovnani s béZnymi kolonami ale maji niz8i kapacitu [1, 2, 10, 11].

K vlastni separaci analytti 1ze pouzit kolony naplnéné nosici s riznymi staciondrnimi
fazemi. Jako normalni faze mize byt pouZit silikagel, jehoZ silanolové skupiny maji polarni
charakter. Silanolové skupiny je mozné modifikovat fadou jinych polarnich skupin (amino,
kyano atd.) za ucelem ovlivnéni selektivity stacionarni faze. V dne$ni dobé jsou vSak
mnohem castéji pouZzivany nepolarni, tzv. reverzni faze. V jejich piipadé je silikagel
modifikovan pomoci nepolarnich skupin (napf. oktadecylové, pentafluorofenylové,
fenylhexylové fetézce atd.). Polaritu je dale moZzno upravovat pomoci polarn€jSich skupin za
ucelem zmény selektivity pii separaci. Déle 1ze pouzit stacionarni faze na bazi ménicl iontl
(iontoveé-vyménnd chromatografie), vysoce selektivnich interakci (afinitni chromatografie)

nebo chiralnich interakei [9, 10, 12, 13].
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Kapilarni kolony

Jednd se o tenkou kapilaru s vnitinim primérem v fadu stovek um. Mohou byt
pouzity kolony s naplni v fadu jednotek um, piipadné plni funkci sorbentu pouze povrch

kapilary. Jejich rutinni vyuziti v dnesni HPLC je vSak zanedbatelné [7, 14].

Monolitické kolony

Naplit monolitickych kolon je tvofena jednim kusem sorbentu, ktery vznika jiz pii
vyrob¢ polymerizaci pfimo uvniti kolony. Tyto bloky obsahuji velké mnozstvi port. Velké
péry (makropdry, 8 pum) umoziiuji rychly tok mobilni faze a stfedni pory (mesopory,
10-12 nm) zvySuji povrch sorbentu a ddvaji mu dostate¢nou separacni kapacitu. Monolitické
kolony umoznuji pouziti vyssich pratokd, s ¢imZ souvisi zkraceni analyzy, ale také zvySeni

spotfeby mobilni faze, z niz pfedevsim organicka slozka zatézuje zivotni prostiedi [7, 15-17].

V ptipadé analyzy vysoce hydrofilnich latek muze byt vhodné pouziti kolony
v HILIC rezimu, kdy je hydrofilni latka podstatné 1épe zadrZena. V porovnani se separaci na
reverznich fazich dojde k otoceni potadi pti eluci analytd. Zasadni vyhodou tohoto postupu je
fakt, Zze hydrofilni analyt neni eluovéan v ¢ele chromatogramu s balasty z biologické matrice,
které mohou narusit reprodukovatelnost metody, ptfipadné negativné ovlivnit detekéni a
kvantifika¢ni limity metody [18-21].

Specifické pozadavky jsou obecné kladeny na staciondrni faze v ptipad€ soucasné
analyzy latek rozdilné polarity. V takovém piipadé je vhodné pouzit kolonu se stacionarni
fazi, ktera umoznuje snizeni rozdilu reten¢nich casu latek s riznou polaritou. Tou miize byt
napiiklad kolona Zorbax Bonus-RP (Agilent Technologies) samidem zabudovanym
v Etrnéctiuhlikovém fetézci. Dal§i moZnosti je pouZziti vicemodalnich (mixed-mode) kolon, na
nichz analyzované latky interaguji se stacionarni fazi vice neZz jednim interakénim
mechanismem (napf. interakce s reverzni fazi a iontoménic¢em). Ptikladem mohou byt kolony
Acclaim Trinity nebo Acclaim Mixed Mode (Thermo Fisher Scientific). SniZit rozdil mezi
retenénimi ¢asy analyzovanych latek 1ze vSak také volbou vhodného gradientu mobilni faze
[22-24].

Mezi problematické analyty patii pfi HPLC analyze 1 latky typu chelatora (napf.
chelatory Zeleza). Tyto latky jsou velmi citlivé na pfitomnost iontd kovl, vytvaii s nimi
komplexy a dochéazi k celkovému naruSeni analyzy (zména reten¢niho chovéni, zména
detekovaného m/z atd.). V takovém piipadé muizeme ziskat nereprodukovatelné vysledky,

sniZzenou citlivost metody nebo se nam chelatacné aktivni latku nepovede viibec detekovat.
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Idealnim feSenim by bylo prostfedi bez pfitomnosti kovovych iontd. V praxi se dostatecné
osvédcilo promyti kolony pied analyzou roztokem EDTA, ptipadné maly ptidavek EDTA do
mobilni fize. Re§enim pi¥i HPLC analyze chelatort viak miZe byt i pouziti kolon plnénych
silikagelem typu C (Silica TYPE-C), ktery je charakteristicky ndhradou silanolovych skupin
Si-OH za nepolarni skupiny Si-H, sférickymi ¢asticemi, specialnim teplotnim zpracovanim a

nizkym obsahem kovil (<10 ppm) [25-27].

Detektory

K detekci je dnes mozné pouzit fadu detektorti vyuzivajicich ke své funkci rtzné
fyzikalni principy. Zména sledované vlastnosti je pfevedena na elektricky signal a pomoci
vypocetni techniky zaznamenana. Vhodny detektor vybirdme na zdkladé fyzikalng-
chemickych vlastnosti analyzovanych latek. Idedlni detektor by mél mit vysokou citlivost
(dnes az pg/ml roztoku), rychlou a reprodukovatelnou odezvu na sledovanou veli¢inu, mél by
byt univerzalni a poskytovat linearni odezvu v Sirokém koncentracnim rozmezi. Déle by jeho
odezva méla byt nezavisla na teploté a sloZzeni mobilni faze, detektor by mél byt spolehlivy a
nejlépe také nedestruktivni (tj. zachovat analyzované latky v plivodnim stavu). Ac¢koliv jsou
v praxi na detektor kladeny vysoké naroky, je vzdy nutné volit kompromis mezi vSemi

jmenovanymi pozadavky [2, 7, 10].

Spektrofotometrické detektory

Jedna se v sou€asné dobé o bézné pouzivané detektory. M¢Eifi absorbanci eludtu po
separaci na kolon¢. Kvantifikace vychazi z Lambert-Beerova zdkona. UV detektory pracuji
pfi vlnové délce elektromagnetického zéafeni 190-400 nm, v mensi mife se vyuZzivaji VIS
detektory operujici s vinovou délkou 400-800 nm. Za vlastni absorpci zafeni analytem je
zodpovédna strukturni ¢ast molekuly zvana chromofor. Spektrofotometrické detektory
vynikaji §irokym linedrnim rozsahem odezvy (az 10%) a citlivosti v fadu 10 az 101° g/ml.

V soucasné dob¢ jsou pouzivany dvé skupiny [3, 9, 10]:

» Prvni skupina spektrofotometri vyuziva deuteriovou lampu jako zdroj polychromatického
zafeni a pomoci monochromatoru je mozné nastavit pozadovanou vinovou délku pro
analyzu (nejcastéji hodnotu maxima absorbance analytu).

» Dalsi spektrofotometrické detektory, tzv. DAD (Diode Array detector), vyuzivaji
diodového pole k méfeni celého absorpéniho spektra ve zvoleném rozsahu vinovych

délek. Poskytuji trojrozmérny zaznam x-Cas, y-vinova délka, z-absorbance, ktery mimo
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retencniho ¢asu pikil poskytuje i zdkladni kvalitativni informace o pfitomnych analytech.
Ziskaného zédznamu lze vyuzit k ur€eni optimalni vinové délky pti analyze hodnocené

latky. Dale je mozné zaznam pouzit pro hodnoceni Cistoty ziskanych piki [2, 8].

Hmotnostni detektory

Hmotnostni spektrometry jsou nejdraz$im typem detektorti, ale diky jejich vysoké
citlivosti, selektivité, universalnimu pouziti a moznosti provadét strukturni analyzu patii mezi
nejperspektivnéjsi detektory ve farmaceutické analyze a bioanalyze. Detekce je zaloZena na
principu separace iontll v zavislosti na poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z) [2, 3, 28, 29].

Po prichodu vzorku (v mobilni f4zi) kolonou je v prvni fad¢ tieba odstranit mobilni
fazi a ionizovat analyty, coZ je pii spojeni LC-MS provadéno za atmosférického tlaku.
K tomuto ucelu slouzi iontovy zdroj. RozliSujeme nékolik zdkladnich typtl, z nichz mizeme
vybirat na zéklad¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti analyzovanych latek — pfedevs§im polarity
a molekulové hmotnosti [28, 29]:

» lonizace elektrosprejem (Electrospray ionization — ESI): Eluat je pomoci zmlzovaciho
plynu (dusik) rozptylen a vystaven vysokému napéti. Nabité kapky aerosolu se vlivem
teploty postupné zmensuji, dochazi k houstnuti naboje a nakonec k tzv. coulombické
explozi a uvolnéni nabitych molekul. Vznikaji molekulové ionty [M+H]" v pfipadé
pozitivni ionizace a ionty [M-H] pfi pouziti negativniho mdédu. Déle mohou vznikat
adukty typu [M+Na]" a [M+K]" (v&etné adukti s mobilni fazi) v pozitivnim nebo typu
[M+CI]" a [M+CH3COQO]" v negativnim mddu. Metoda je vhodna pro analyzu stfedné
polarnich az velmi polarnich latek. ESI umoZznuje ionizovat malé 1 velké molekuly
(s molekulovou hmotnosti nad 10.000, napf. biopolymery nebo vysokomolekuldrni
syntetické polymery) [28, 29].

» Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric pressure chemical
ionization — APCI): Taktéz APCI zachovava [M+H]", pfipadng [M-H], avSak v tomto
piipadé¢ obvykle nevznikaji adukty. Eluat je rozpraSen, vysuSen a nabit pomoci
koronového vyboje. Dochazi prevdzné k ionizaci molekul mobilni faze, které nasledné
pfedavaji naboj molekulam analyzovanych latek. Metoda se vyuziva k analyze mén¢ a
sttedné polarnich latek. V porovnani s ESI jde o mirné tvrdsi techniku, pfi niZ jsou ve
spektru Casto pozorovany také fragmentové ionty a Ize pracovat s vy$§imi prutoky mobilni
faze (v€etné nepoldrni) [28, 29].

> Fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric pressure photoionization —

APPI): Princip je velice podobny chemické ionizaci za atmosférického tlaku. Lisi se
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pouze zdrojem ionizace, kterym je v tomto pfipadé¢ UV zéfeni. Energie UV zafeni staci
k ionizaci organickych latek, ale ne slozek mobilni faze. Metoda se pouZzivé pro neutralni

a nepolarni latky [5, 28, 29].

Pro spravnou funkci hmotnostniho spektrometru je nutné zajistit pfechod mezi
oblasti atmosférického tlaku a vakua v oblasti za iontovym zdrojem. Vakuum je obvykle
generovano s vyuzitim dvou pump. Rota¢ni pumpa vytvari nizké vakuum a turbomolekularni
pumpa umoznuje dosdhnout vysokého vakua. Vlastni piechod mezi oblastmi s velmi
odlisnymi tlaky pak tvofi soustava piepazek s malymi otvory, které na jednu stranu umozni
prichod analyzovanych iontl, ale na stranu druhou dostate¢né¢ zpomaluji vyrovnavani
tlakovych gradientl. Uvnitf spektrometru jsou ionty transportovany pomoci soustavy elektrod
(iontovych €ocek). Vhodnym nastavenim napéti a geometrie této iontové optiky je mozné do
znaéné miry odd¢lit nenabité Castice, zvyhodnit pfi prichodu pozadované ionty a zlepsit tak
parametry analyzy (zvyseni citlivosti, redukce Sumu atd.) [29].

Ionizované molekuly je nutné po prichodu iontovou optikou separovat dle
rozdilného m/z. Ktomu slouzi hmotnostni analyzatory. K déleni dochazi plisobenim
magnetického nebo elektrického pole, piipadné rozdilnou dobou letu iontd ve vakuu (10 az
107 torru). Jednou ze zékladnich charakteristik hmotnostniho analyzétoru je jeho rozliovaci
schopnost (rozliSeni) a pfesnost uréeni m/z. Vysokd rozliSovaci schopnost tedy pftistroji
umoziuje piesné ur€it molekulovou hmotnost studované latky. Mezi zakladni typy
analyzatort patii [28, 30]:

» lontova past (Ion trap — IT): Jedna se o prostor ohraniceny prstencovou elektrodou a
dvéma koncovymi elektrodami. Na elektrody je pfivadéno stejnosmérné a stiidavé napéti,
které udrzuje molekuly ve vnitinim prostoru, pfipadné je dle zadaného nastaveni na
zaklad¢ urceného m/z vypousti na detektor. Mimo standardni 3D iontové pasti existuje
také linedrni iontova past, kterd usporadanim piipomina trojity kvadrupol. IT analyzator
ma niz8i rozliSeni a mensi pfesnost urceni m/z, ale umoziuje snadné provedeni MS" a je
vhodny pro studium struktury latek — napft. identifikace nezndmych metabolitt [28, 31].

» Kvadrupélovy analyzator (Quadrupole — Q): Kvadrupol se sklada ze Ctyt stejnych tyci
vétSinou kruhového prifezu. Na dvé protilehlé je vlozeno kladné stejnosmérné napéti na
zbylé dvé zaporné stejnosmerné napéti. Na vSechny Ctyfi tyCe je superponovano také
stfidavé napéti. Ionty jsou dopraveny mezi tyCe kvadrupdlu a vhodné nastaveni napéti
nasledné umoznuje spravnou oscilaci a priichod pouze zvolenému m/z. Obvykle se

pouzivaji tfi kvadrupoly zapojené sérioveé za sebou (QqQ), z nichz prostfedni slouzi jako
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kolizni cela. Vyuziti nachdzi kvadrup6l ptedevSim v kvantitativni analyze (napf.
farmakokinetické studie) hlavné diky skenovaci rychlosti, kterd umoZznuje soucasnou
analyzu vice latek najednou [28, 31].

» Analyzator doby letu (Time of flight — TOF): Jedna se o pulzni analyzator. Ionty jsou
pulzem urychleny pifi vstupu do letové trubice. RlUzné ionty leti riznou rychlosti
v zavislosti na jejich m/z, a maji tedy odliSny ¢as dopadu na detektor. Ionty s mensi
hodnotou m/z se pohybuji rychleji. Pfi ionizaci vSak ionty se stejnou hodnotou m/z
ziskavaji riznou kinetickou energii, coz rozsifuje ziskané piky, a znacné tedy zhorSuje
rozliSovaci schopnost piistroje. To je mozné kompenzovat pomoci iontového zrcadla
(reflektronu), které umoznuje vyrovnat kinetické energie iontl se stejnym m/z pied
vstupem do letové trubice. Analyzator vynikd vysokou skenovaci rychlosti a ptfesnosti
uréeni hmoty. V praxi se velmi osvédCil hybridni analyzator typu QqTOF, tedy
kombinace kvadrupélu a analyzitoru doby letu, ktery umoznuje velmi presné urceni
hmoty studované substance, a podava tedy velmi cenné informace pro uréeni struktury
latky (zastoupeni jednotlivych atom v molekule). VyuZziti nachazi naptiklad pfi
identifikaci metabolit 1éCiv [28, 30-32].

» Orbitrap: Jedna se o nejnovéjsi typ analyzatoru. Sklada se ze dvou elektrod — stiedové a
vngjsi. Privedené ionty se pohybuji podél a okolo stiedové elektrody a indukuji proud.
Hmotnostni spektrum se ziskd po Fourierové transformaci signalu. Orbitrap kombinuje
velmi dobrou ptesnost ur€eni m/z a rozliSeni s pfijatelnymi potizovacimi naklady. Vyuziti
nachazi predevsim ve strukturni analyze, a to hlavné v kombinaci s linearni iontovou pasti
[28].

»> lontova cyklotronova rezonance (Ion cyclotron resonance — ICR): Ionty se v silném
magnetickém poli  (cca 7 tesla) pohybuji po cykloidalni trajektorii se
specifickou cyklotronovou frekvenci. Detekce spoc¢iva v méfeni indukovaného proudu na
detek¢nich deskach. Diky Fourierové transformaci je mozné piepocist ziskané hodnoty a
pievést je do spektra m/z. ICR vyrazné piekonava vSechny ostatni analyzatory vynikajici
pfesnosti urceni hmoty a rozliSenim. Jeho zdsadni nevyhodou je vSak obrovskd cena,
slozity provoz a pomald skenovaci rychlost, proto je v porovnani s pfedchozimi
analyzatory vyuZzivany méné [28].

Moderni pfistroje, tzv. hybridni, nékdy vyuzivaji také kombinace principii riznych

analyzatorti a vhodné spojuji jejich vyhody [28].
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Poslednim krokem v analyze je pak detekce dopadajicich ionti a prevedeni
informace do analytického softwaru v PC. Jako detektor se pouziva napt. elektronovy nasobic
nebo fotondsobic [28].

Pro ziskdni pozadovanych informaci mizeme pfi praci s hmotnostnim
spektrometrem vyuzit nékolika typt skeni (skenovacich moda):
> Sken celého spektra hmot, zakladni sken (Full scan): Dochazi k zaznamu celkového

iontového proudu, tedy vSech m/z prochéazejicich detektorem v Case. Tento typ zaznamu
poskytuje velké mnozstvi informaci. Je mozné z né¢j vybrat konkrétni hodnotu m/z a
sledovat ji v Case, zjistit spektrum v ur¢itém case, odecist spektrum mobilni faze od
vzorku atd. Pro kvantifikaci je vSak tento sken u pfistroju s jednotkovym rozliSenim méné
pamétova zafizeni vzhledem k velikosti jeho soubori v PC.

» Selektivni ziznam vybraného iontu (Selected ion monitoring — SIM): V tomto piipadé
zaznamenava detektor pouze zvolenou hodnotu m/z v Case. Diky tomu dochazi ke
znaénému ndrastu citlivosti 1 selektivity v porovnani se skenem celého spektra. Je mozné
sledovat i n€kolik zvolenych m/z soucasné. Tento typ zdznamu se vyuZziva v kvantitativni
analyze.

» Zaznam zvolenych iontovych reakci (Selected reaction monitoring — SRM):
Umoziiuje sledovat pfechod konkrétniho parentniho m/z na konkrétni fragment (nebo
nékolik fragmentil), coZ je vysoce specificky zplsob detekce. Oproti zdkladnimu skenu
poskytuje podstatné vyssi citlivost a selektivitu, proto se jednd o nejpouzivanéjsi typ
skenu v kvantitativni analyze.

» Sken produktovych ionti (Product ion scan — PR): Sleduji se produktové ionty po
fragmentaci vybrané¢ho prekurzoru (vybraného m/z). Tento zdznam poskytuje informace
o struktufe latky a vyuZziva se ke strukturni analyze.

» Zaznam prekurzorovych ionti (Precursor ion scan — PI): Pro vybrany produktovy iont
se zjistuje plivodni iont prekurzoru (resp. vSechny m/z, které produktovy iont generuji).
Také tento sken poskytuje informace o struktufe latky. UmoZiuje detekci analytl
obsahujicich vybranou funkéni skupinu nebo detekci sloucenin s podobnou strukturou na
zékladé jejich charakteristického fragmentového iontu.

» Sken neutralnich ztrat (Neutral loss scan — NL): Umoznuje detekci latek se stejnou
funkéni skupinou, u kterych dochézi ke ztraté stejné neutralni ¢astice o konkrétnim m/z.
Zjisténi ptitomnosti raznych charakteristickych skupin (konkrétni ztraty m/z) je vyhodné

ve strukturni analyze latek [28].
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Je tedy zfejmé, ze hmotnostni spektrometr poskytuje v porovnani s jinymi detektory
celou fadu informaci o struktufe analyzovanych latek a umoznuje specificky zvolit typ skenu
dle pozadavku analyzy [28].

Je tfeba ale zdUraznit, ze specifickymi pravidly se pii pouziti hmotnostniho
spektrometru fidi vybér mobilni faze. Aby nedoSlo k poSkozeni pfistroje zanesenim jeho
vnitinich casti (pfedevSim iontové optiky) netékavymi slozkami mobilni faze, je nutné pii
analyze pouzivat pouze tékavé mobilni faze. Netékavé slozky mobilnich fazi pouzivané pii
jinych zpusobech detekce, typicky fosfatové pufry, je tieba nahradit slozkami t€kavymi, napf.
mravencanem amonnym. Existuji vSak situace, kdy je uziti net€kavé slozky mobilni faze
nezbytné. U nékterych latek typu chelator Zeleza bylo zjiSténo, Ze reprodukovatelné
vysledky lze efektivné zajistit ptidavkem malého mnozstvi EDTA do mobilni faze. Pti pouziti
5 uM EDTA v mobilni fazi nebyla pozorovana kontaminace pfistroje spojena se snizenou
citlivosti. Mnozstvi mobilni faze (s ptfidavkem EDTA) vstupujici do iontového zdroje je
mozné minimalizovat pomoci vhodné naprogramovaného piepinaciho ventilu. Dale je tieba
myslet na parametry mobilni faze, které mohou ovlivnit ionizaci. Obecné je tfeba pouZit
niz§ich pritokd a dostatecného zastoupeni organické slozky mobilni faze (methanol,
acetonitril), coZ usnadiiuje odstranéni mobilni faze pred vstupem do analyzatoru. Uginnost
ionizace analyzovanych latek obvykle ovliviiuje také ptfitomnost slozek matrice. Mluvime
v tomto piipadé€ o tzv. ,.efektu matrice®, ktery vede bud’ ke sniZeni nebo naopak ke zvySeni
intenzity signalu. Tento jev pak ovliviiuje zejména detekéni a kvantifikacni limity a

opakovatelnost metody [7, 25, 26, 28, 33].

Dalsi pouzivané detektory v HPLC

» Fluorescenéni
» Refraktometrické

» Elektrochemické

» Corona charged aerosol detectors (CAD)

» Evaporative light scattering detectors (ELSD) [2, 6, 7, 10]

Zavizeni pro zpracovani dat
Kazdy detektor poskytuje jako wvystup elektricky signal, ktery je zpracovan
analytickym softwarem. Software dale zajiStuje ovladani celého HPLC systému. Vlastni

méfeni série vzorkli muze probihat po naprogramovani zcela automaticky. PC umoziuje
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ptehlednou a efektivni praci se ziskanymi daty (integrace piki, vypocty linearity, symetrie
piki atd.). Data mohou byt snadno uchovéna. Je vSak tfeba pocitat s ¢im dal vys$Simi naroky

na kapacitu pamét'ovych zatizeni (HRMS zaznamy piesahuji i 10 GB) [8].

3.1.2 Soucasné trendy v HPLC analyze 1é¢iv

Mezi vyznamné trendy v chromatografické analyze patfi mimo jiné snaha o
miniaturizaci ve spojeni se zachovanim vysoké citlivosti detekce. Stejné jako ve vsech
odvétvich lidské Cinnosti je i zde kladen diiraz na ochranu zivotniho prostfedi, zejména na
snizovani spotfeby organickych rozpoustédel. Vzhledem k ¢im dal vy$sim narokiim na pocet
provedenych méfeni je klicova také snaha o zkrdceni analyz, ale pfi zachovani kvality
ziskanych dat. Proto byla vyvinuta celd fada modernich metod, které spliuji vyse zminéné
pozadavky, jez jsou dnes na bioanalytické metody kladeny [34, 35].

Nize jsou okomentovany vybrané trendy v HPLC sohledem na jejich vyuziti

v analyze 1&Civ:

Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (Ultra-high performance liquid
chromatography — UHPLC)

Jednd se o modifikaci klasické HPLC instrumentace, kterd umoZziuje pracovat
s vysSimi tlaky v systému (az 130 MPa). Vyssi tlakovéa odolnost téchto chromatografickych
sestav je dana specidlni konstrukci, kdy jsou méné¢ odolné plastové ¢asti nahrazeny obvykle
nerez oceli, je pouzito pevnych spoju a také pump a ventild odolnych vici vysokému tlaku.
Dtlezitou roli v UHPLC systému hraje také zpiesnény automaticky nastfikovy systém a
minimalizovany mrtvy objem, kterého je dosazeno za pouziti kapilar s malym vnitinim
prumérem [36, 37].

S vyssi tlakovou odolnosti systému je spojena mozZnost pouzit chromatografické
kolony plnéné malymi ¢asticemi sorbentu (pod 2 pum), coz pfindsi znané zvySeni separacni
ucinnosti. To v kombinaci se zkracovanim kolon a zmensovanim jejich vnitiniho pruméru
umoziuje docilit podstatného zrychleni provadénych analyz. Pti pfenosu metody z HPLC na
UHPLC systém tedy obvykle ziskdme ostiejSi piky v krat§im case. Mezi dal§i vyhody
UHPLC patfi nizs$i spotieba analyzovanych vzorkli a organickych rozpoustédel, s ¢imz
souvisi vyssi ekologicnost 1 ekonomicnost metody. Stejné jako v pfipadé¢ HPLC miiZe byt

UHPLC systém vhodné optimalizovan dle potfeb analyzy. Lze pouZit Siroké spektrum
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dostupnych chromatografickych kolon s riiznymi stacionarnimi fazemi a vSech dostupnych
detektorti véetné hmotnostniho spektrometru [36-39].

Nevyhodou je vSak v porovnani s HPLC podstatné vyssi cena tohoto systému a
ucpani kolony vzhledem k pouziti mensSich ¢astic sorbentu. UHPLC je mozné vyuzit ve vSech
aplikacich jako HPLC. Vzhledem k uSetfenému casu a vSestrannosti metody je dnes UHPLC

v bioanalyze uptednostiiovano [38, 39].

Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie (Hydrophilic interaction liquid
chromatography — HILIC)

Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie je velmi podobnd separaci na
normalnich fazich. Byla vyvinuta pfedev§im pro separaci velmi polarnich latek, které jsou na
reverznich fazich Spatn¢ zadrzovany. HILIC kolony jsou naplnény hydrofilni stacionarni fazi,
ktera se obvykle vlastni separace neucastni, ale vaze na svém povrchu vodu z mobilni faze.
Mobilni faze mé vysoky podil organické slozky (i pies 90%), nejcastéji se pouziva acetonitril.
Vodna slozka mobilni faze vytvari imobilni vrstvu na povrchu stacionarni faze kolony. Do
této vrstvy se z mobilni faze rozdé€luji separované analyty. Hydrofilngjsi latky jsou silngji
zadrzovany a eluuji se pozd&ji. Potadi separovanych latek je obvykle stejné jako pii
chromatografii na normélnich fazich (tj. opacné oproti RP chromatografii). Vyssi obsah vody
v mobilni fazi v tomto ptipadé zvysuje jeji eluéni silu. Diky vysokému obsahu organické
slozky v mobilni fazi je mozné pouzit vyssich pritokt a ¢asto dochazi ke zvySeni citlivosti pii
MS detekci. Vzhledem ke schopnosti metody dobie separovat polarni latky byva HILIC casto

vyuZivana v bioanalyze (proteomika, separace polarnich metabolitt atd.) [19, 40-42].

Chromatografie na ¢ipech

Jedna se v podstaté¢ o nahradu chromatografické kolony. Mizeme se setkat i s tzv.
laboratofi na Cipu, kterd spojuje rizné analytické postupy na malé desticce o rozméru
nékolika centimetrii étvereénich. Cip tedy obsahuje miniaturni pumpy, kanaly, smé&ovace,
ventily — kompletni instrumentaci nutnou pro analyzu. Chromatografie na ¢ipech umoziuje
velmi rychlou analyzu, tj. moznost provedeni vice analyz za stejnou ¢asovou jednotku. Dalsi
vyhodou jsou nizké naroky na mnozstvi organickych rozpoustédel a analyzovaného vzorku,
coz je vyhodné naptiklad u vzorkd slz, mozkomiiniho moku atd. Cipy lze propojit s MS
detekci. V soucasné dob¢ se vyuzivaji predev§im v analyze proteintl, peptidi, nukleotidd, ale 1

malych molekul [35, 43].
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Dvourozmérna kapalinova chromatografie (2D-HPLC)

V systétmu dvourozmérné chromatografie jsou frakce eluované z prvni kolony
prevadény pomoci piepinacich ventili a davkovacich smyc¢ek do kolony druhé. Cilem metody
je zvyseni separacni ucinnosti chromatografického systému. V porovnani s béznou HPLC
poskytuje metoda vyssi rozliseni a selektivitu. Na druhou kolonu jsou ptevadény bud’ vSechny
frakce z prvni kolony (Gplnd 2D-HPLC), nebo jen vybrané frakce (Caste¢na 2D-HPLC).
Uplna varianta je vhodna pro komplexni smési, separace v druhé dimenzi vSak musi byt
velice rychla (vzdy rychlejsi nez v dimenzi prvni). Caste¢nou 2D-HPLC je mozné separovat
koeluujici piky z problematické ¢asti prvni dimenze. V tomto piipad¢€ jsou ndroky na rychlost
separace v druhé dimenzi niz8i. 2D-HPLC lze vyuzit k separaci komplikovanych smési latek

podobnych vlastnosti (smési peptidi, lipida atd.) [34, 44].

3.1.3 Vyhodnoceni ziskanych dat

Vystupni informaci pii HPLC analyze je kiivka zavislosti ¢as-odezva detektoru, tzv.

chromatogram. Umoziiuje nam provést jak kvalitativni, tak kvantitativni analyzu [1, 7].

Kvalitativni analyza

Identifikaci latky lze provést srovnanim retencniho casu analytu se znadmym
(referencnim) standardem za stejnych podminek analyzy. V piipad€ analyzy neznamého
vzorku ukazuje na vysokou pravdépodobnost shody se standardem az shoda retencnich Cast
na dvou stacionarnich fazich s odliSnou selektivitou. Déle miize k identifikaci latek pfispét
pouziti vhodného detektoru, napi. UV detektoru s diodovym polem, ale predevSim

hmotnostniho spektrometru, ptipadné NMR [1-3].

Kvantitativni analyza

Kvantitativni analyza se v drtivé vétSiné pripadd provadi pomoci plochy
chromatografickych piki — ta odpovidd mnozstvi stanovované latky. Integraci lze provést
s pomoci vhodné nastaveného software automaticky. Pro kvantifikaci l1ze vyuzit nésledujici

zakladni ptistupy [1, 7, 45]:
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Metoda vnéjsiho standardu

Provedou se dvé méfeni za stejnych podminek. V jednom méfeni se analyzuje vzorek
o neznamé koncentraci analyzované latky, v druhém pak standard hodnocené latky o znamé
koncentraci. V idealnim ptipad¢ se pouzije chemicka referencni latka (CRL). Obsah
hodnocené latky se vypocitd na zakladé poméru ploch v obou vzorcich a koncentrace
standardu [3, 46].

Pomoci série standardi o rizné znamé koncentraci lze také ptipravit kalibracni
piimku (kfivku) — zavislost odezvy detektoru na koncentraci. Po zméfeni vzorku
s hodnocenou latkou je mozné z odezvy vypocitat ptislusnou koncentraci. Oproti srovnani

s jedinym standardem je tato metoda piesnéjsi [2].

Metoda vnitiniho standardu

Jedna se o analogicky postup jako u metody vnéjSiho standardu. I v tomto ptipad¢ je
tteba proméfit standardni a neznamy vzorek. Na rozdil od pfedchozi metody se vSak do obou
vzorkld pfida znamé stejné mnozstvi tzv. vnitiniho standardu (internal standard — IS).
K vypoctu jsou nasledné pouzity pomeéry ploch stanovované latky k vnitinimu standardu
(plati jak pro stanovovany, tak znamy vzorek) [2, 45, 46].

Pti vybéru vhodného vnitfniho standardu je tieba dbat na to, aby mél podobné
vlastnosti jako hodnocena latka. Musi byt jasné charakterizovan a dostupny v dostatecné
Cistoté, nesmi Zadnym zpisobem narusit analyzu (interference s mobilni fazi, latkami vzorku,
HPLC systémem atd.) a mé&l by byt eluovan v blizkosti analyzované latky. I za pouziti této
metody je mozné sestavit kalibra¢ni pfimku. Plati zde stejna pravidla jako u metody vné&jsSiho
standardu. Jedinym rozdilem je, Ze kalibra¢ni pfimka je zavislost poméru ploch analytu/IS ku
koncentraci. [45].

Do jist¢ miry specificky je vybér vnitiniho standardu pii pouziti hmotnostné
spektrometrické detekce. V tomto piipad€ se Casto vyuziva vnitini standard znaceny stabilnim
isotopem (stable isotopically labeled — SIL). Jednda se o hodnocenou latku, v niz byly
napiiklad n&které atomy vodiku nahrazeny deuteriem nebo doslo k ziméné uhliku za '*C.
Doporucuje se, aby se molekulova hmotnost SIL oproti analytu liSila minimalné o tfi, idealné
o Ctyfi az pét daltont. Dojde tak ke zméné hodnoty m/z, ale zlstanou zachovany ostatni
fyzikéalné-chemické vlastnosti latky. Diky tomu by mél SIL standard v kvantitativni
bioanalytické studii velmi dobfe kompenzovat piipadné problémy se stabilitou, vytéZnosti i

efektem matrice. Obvykle je vSak pomérné drahy a u novych latek nemusi byt vzdy komercné
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dostupny. V tomto piipadé se pro LC-MS analyzu vyuziva stejné jako u jinych zpiisobil
detekce strukturné blizky analog s podobnym retencnim chovanim [47-49].

Pouziti vnitiniho standardu je klicové predevsim u komplikovanych vzorki, resp.
slozitych postupli upravy vzorkll pred analyzou. Typickym ptikladem je hodnoceni 1éCiv
v biologickém materialu. Pii analyze s vyuzitim LC-MS je pouziti IS pro kvantifikaci analyt

doporuceno vzdy [4, 45].

Metoda standardniho pfidavku

Zméii se analyzovany vzorek a stejny vzorek po pfidani zndmého mnozstvi
analyzované latky. Dojte k narastu plochy hodnocené latky, kterd je pfimo imérnd pridanému
mnozstvi. S vyuZitim série vzorkl s riznymi pridavky lze sestavit také kalibra¢ni ptimku
(kiivku). Tuto metodu je nutné pouzit, pokud neni dostupnd Cistd matrice (tedy bez
analyzované latky) pro pfipravu standardniho porovnavaciho vzorku. Typickym ptikladem je

analyza endogennich latek v biologickém materialu nebo toxikologicka analyza [2].

Metoda vnitini normalizace

Jedna se o jednoduchou metodu, pii které se méii pouze jeden vzorek. Po analyze se
zintegruji vSechny piky zéznamu. Jednotlivé plochy pikd odpovidaji procentudlnimu

zastoupeni danych latek. V bioanalyze se vSak tato metoda nevyuziva [2].
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3.2 Uprava vzorki pied HPLC analyzou
3.2.1 Biologické vzorky

Nedilnou soucasti HPLC analyzy je faze piipravy vzorkl. VétSinu biologickych
vzorkll neni mozné bez tpravy do chromatografického systému vibec nastiiknout. Jedna se
Casto o velice komplikované smési obsahujici fadu necistot a balastii (soucasti matrice atd.).
Tyto latky je pted analyzou tfeba odstranit nebo alesponn minimalizovat jejich mnozstvi, nebot’
maji Casto negativni vliv na ziskané vysledky. Mohou zhorsit citlivost detekce, piky balastt
mohou interferovat s piky analyzovanych latek, ale pfedev§im mutize fada téchto nezadoucich
necistot (napfiklad proteiny) ucpat a tim n¢kdy i nenavratné znicit chromatografickou kolonu.
[50, 51].

Upravu vzorkd je obvykle nutné z vétsi ¢asti provadét manualng, s ¢imz souvisi i
vyznamné vysSi Casovd ndroCnost v porovnani s ndslednou automatizovanou analyzou.
Vyznamny vliv lidského faktoru ve zpracovani vzorkl také zpisobuje, Ze vétSina chyb béhem
celého analytického procesu nastava v této fazi. Proto je modernim trendem snaha
automatizovat 1 pripravu vzorkl, jeji ¢ast, nebo alesponn pouziti co nejjednodussich
manudlnich postupll. V ramci snahy o ochranu prostiedi je kladen diraz i na redukci spotteby
organickych rozpoustédel a nebezpecnych latek [51, 52].

Vhodné zvoleny procesu Upravy vzorku ndm vSak muZe poskytnout i nékolik vyhod
dialezitych pro naslednou analyzu. Vzorek je naptiklad mozné zakoncertovat a tim zvysit
citlivost metody, nebo analyt derivatizovat a ovlivnit tim jeho fyzikdlné-chemické vlastnosti,
obvykle s cilem zlepSeni detekce (napf. zavedeni fluoroforu a podobn€) nebo zvySeni
tékavosti [50, 53].

V dne$ni dobé muze byt analyzovan v podstaté libovolny biologicky vzorek,
nejcastéji se vSak setkdvame s krvi, plasmou, mo¢i, stolici atd., avSak ani analyzy slin, zluci,
lyzath riznych tkani nebo subceluldrnich frakci nejsou vyjimecné. Obecné plati, Ze z pohledu
Upravy jsou mén¢ komplikované tekutéj$i vzorky. Jejich zpracovani je méné technicky i
asové naroéné. Uplné bez tpravy lze viak do systému nastiiknout naprosté minimum vzorkd

(napf. mo¢, mozkomis$ni mok) [52, 54].
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3.2.2 Zakladni metody tpravy vzorki

Deproteinace
Deproteinace (odstranéni proteinil) je zakladni a v porovnani s ostatnimi metodami
méné naroCnou variantou Upravy biologického vzorku. Lze ji provadét nékolika rtiznymi

zpusoby [54, 55].

Precipitace — Deproteinace chemickymi ¢inidly

Metoda spociva v denaturaci (nevratné zméné terciarni a kvartérni struktury)
bilkovin obsazenych ve vzorku. Toho lze dosahnout nejcastéji pifidavkem organického
rozpoustédla (methanol, ethanol, acetonitril atd.), ale 1ze pouZit i1 silné kyseliny, zasady, soli
tézkych kovl nebo lze provést denaturaci ptisobenim tepla. Precipitacni Cinidla je mozné
pouzit i v riznych kombinacich. Pfi volbé precipitacniho ¢inidla je tfeba zohlednit fyzikalné-
chemické vlastnosti analytu. Napftiklad pouziti silnych kyselin/zasad mlze zpisobit rozklad
hodnocenych latek. Precipitovany vzorek se nasledné centrifuguje, aby bylo mozné odebrat
Cisty supernatant. Obvykle nasleduje i filtrace ziskaného supernatantu pro odstranéni zbytku
necistot a zajisténi maximalni ochrany chromatografické kolony [52, 53, 55].

Precipitace je pouzivana piedevsim pro jeji rychlost, jednoduchost a cenu provedeni.
Na druhou stranu miize dochdzet ke snizeni citlivosti analyzy vlivem zfedéni vzorku a
ptipadné k interferencim ze zbytkovych balasti. Déle existuje riziko vazby analyzovanych

latek na vznikly precipitat [52, 54, 55].

Enzymova deproteinace

K odstranéni proteinti lze vyuzit také enzymy (napf. proteolytické enzymy trypsin,
papain). Vzhledem k Casové narocnosti se vSak jedna pouze o okrajové pouzivanou metodu.

[54].

Ultrafiltrace

Ultrafiltrace vyuziva semipermeabilni membrany k oddéleni dvou frakci vzorku —
vysoko a nizkomolekularni. Separaci lze ovlivnit volbou pozadované velikosti pora
membrany. V praxi je z ¢asovych divodi nutné proces urychlit. Lze toho docilit naptiklad
tlakem pistu nebo odstredivou silou centrifugy. Vzhledem k tomu, ze volna frakce 1é¢iva

projde membréanou, ale frakce vazand na bilkoviny zlistane na druhé stran¢ membrany,
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vyuziva se metoda pro stanoveni latek s nizkou vaznosti na plazmatické proteiny nebo pfi

stanoveni volné frakce 1éCiva [9, 54, 56].

Extrakce organickym rozpoustédlem (Liquid-liquid extraction — LLE)
LLE je zalozena na rozdélovani latek mezi dvé nemisitelné kapaliny na zaklade
Nernstova rozdélovaciho koeficientu, ktery definuje pomér mezi koncentracemi latky

rozpusténé v téchto dvou kapalinach:

k=C0/Cv (1)

k — rozd¢€lovaci koeficient
co — koncentrace latky v organické slozce

¢v — koncentrace latky ve vodné slozce

Vlastni biologicky vzorek je v tomto pfipad€ vodnou fazi, nepolarni fazi pfedstavuje
pfidané organické rozpoustédlo. Do organického rozpoustédla ptechazeji neutrdlni lipofilni
latky. Latky hydrofilni povahy (napf. nabité ionty) zlstavaji pfevazné ve vodné fazi. Pro
dosazeni maximalni extrak¢éni vytéznosti je tieba, aby ¢, dosahovala co nejvyssi hodnoty, coz
je mozné ovlivnit mnoha faktory [9].

Optimalni je pro extrakci pouZit organické rozpoustédlo s polaritou blizici se
analyzované latce. Dale je potfeba optimalizovat délku a intenzitu vytfepavani. Vyssi
vytéznosti je obvykle dosazeno opakovanou extrakci z vodné slozky, a to spravné zvolenym
mnozstvim rozpoustédla (¢asto v poméru vodna / organicka slozka v rozmezi cca od 1:5 do
1:10). Naprosto zasadni roli pak hraje volba pH vodné faze. Pomoci vhodného pH Ize ovlivnit
selektivitu extrakce — zvySeni pH usnadni extrakci bazickych molekul, naopak sniZzeni pH
usnadni piechod kyselin do organické faze (potlaceni ionizace). Hodnotu pH lze ptizptsobit
pomoci pufrl, piipadné kyselin a bazi [9].

Bézn¢ se extrakce provadi za pouziti ethylacetatu, chloroformu, ethert,
dichlormethanu, alifatickych uhlovodikii a podobné. Ziskanou organickou slozku
s rozpuSténym analytem je mozné odpafit a zbytek rekonstituovat dle potfeby v mensSim
objemu rozpoustédla kompatibilniho s analytickym systémem. Tento krok vede
k zakoncentrovani analytu a zvySeni citlivosti metody, coZ umoziuje analyzovat i stopové
koncentrace latek. Metoda neni pfiliS§ ndro€nd na vybaveni a pfi vhodné zvolenych

podminkach nabizi dobrou vytéznost pro latky s riiznou polaritou. Je ovS§em pomérné pracna,
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zdlouhava a vzhledem k nutnosti pouziti vétsiho mnozstvi organickych rozpoustédel zatézuje

zivotni prostiedi [9, 52].

Extrakce na pevnych fazich (Solid phase extraction — SPE)

SPE je moderni metodou Upravy biologického vzorku a nachazi v chromatografické
analyze ¢im dal ¢astéjsi uplatnéni. Jednotlivé interakce a retenéni mechanismy SPE vychazi
ze stejnych principti jako v pfipad¢ separace na HPLC. V idedlnim ptipadé je zachyceno
maximum hodnoceného Ié¢iva a minimum balastnich latek [52, 54, 57].

Nejcastéji se vyuziva sorbentll na principu reverznich fazi, ale lze uplatnit i dalsi
separacni mechanismy (iontoménice, mixed-mode sorbenty, grafiticky uhlik atd.). Na rozdil
od HPLC kolon maji SPE sorbenty fadové vétsi ¢astice (desitky pm), a tak k pohybu kapaliny
skrz né neni tfeba tak vysokych tlakli. Obvykle se jako hnaci sila procesu pouziva podtlak
vytvoreny vakuovym ¢erpadlem. VEtsi ¢astice se nepouzivaji, aby byla zachovana dostate¢na
sorpcni kapacita. Zaroven je dulezité, aby sorpce analytu byla reverzibilni [54, 57].

Vlastni sorbent je nejCastéji umistén do polypropylenovych kolonek ve tvaru
stiikacek (cartridge). Dal§i moZnosti je pouziti extrak¢nich diskil, kde je sorbent uspotadan do
sit¢ vlaken, pouziti jednotlivych vlaken potazenych sorbentem — tzv. SPME (Solid phase
microextraction) nebo vpraveni SPE sorbentu pfimo do pipetovacich Spicek. Z casovych
davodu se pii extrakei pomoci SPE kolonek pouziva zatizeni umoznujici extrakci na nékolika
kolonkéch zaroven, coZ proces zna¢né urychluje. Vlastni extrakce se sklada z n¢kolika krokt
[9, 57]:

» Aktivace sorbentu: Pred pouzitim je nutné aktivovat funk¢ni skupiny sorbentu, ¢ehoz je
v ptipadé€ reverzni faze nejCastéji dosazeno pomoci methanolu ¢i acetonitrilu. Nésledné se
kolonka obvykle promyje vodou nebo pufrem, aby bylo odstranéno nadbytecné organické
rozpoustédlo, které by mohlo zplisobit precipitaci vzorku a ucpani kolonky.

» Naneseni vzorku: Pfed nanesenim vzorku by kolonka jiz neméla vyschnout. Po naneseni
vzorku na extrakéni kolonku dochazi k zachyceni analytu na sorbentu.

» Odstranéni nelistot: Kolonka se promyje, aby doslo k odstranéni balastnich latek
(zbytkli matrice atd.). V ptipad€ reverznich fazi se k promyti pouziva pfedevsim voda a
pufry, které efektivné odstrani hydrofilni latky. Spektrum vymytych a odstranénych latek
1ze ovlivnit ptimeési organického rozpoustédla. Analyty jsou zadrzeny sorbentem kolonky.

> Eluce analytu: K vymyti analytu se pouzije silngjsi elucni ¢inidlo (methanol, acetonitril

atd.), které naru$i vazby mezi analytem a sorbentem. Takto ziskany eluat lze jiz ptimo
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nastiiknout do HPLC systému nebo dle potieby dale upravit (zakoncentrovat,
derivatizovat, zménit rozpoustédlo atd.).

» Reaktivace sorbentu: SPE kolonky jsou ve vétsing ptipadi na jedno pouziti. Pii analyze
jednodussich biologickych matric bez ptitomnych proteinti (napt. moc€) lze vSak kolonky

pouzit i vicekrat a proces tak financné zefektivnit [9, 57].

Metoda umoznuje velice ucinné oddéleni analytu od zbytku necistot, a tak v idealnim
piipadé ziskame velmi Cistou frakci bez balastnich latek. Zaroven proces SPE vzorek filtruje
coz odstrani ptipadné pevné ¢astice. Dalsi vyhodou zejména pro stopovou analyzu je moznost
zakoncentrovani vzorku. Diky men$i spotfebé organickych rozpoustédel je metoda
ekologicka. Hlavnimi nevyhodami této metody jsou moznosti mirnych odchylek mezi
jednotlivymi Sarzemi extrakénich kolonek, pracnost a cena [9, 54].

Postup je mozné do zna¢né miry automatizovat s vyuzitim on-line SPE-HPLC.
V tomto usporadani je modifikovana extrakéni kolona pfipojena pfimo k HPLC systému
pomoci vicecestného ventilu, ktery na zakladé nastaveného programu automaticky provede
cely SPE postup. Necistoty jsou z kolonky odvedeny do odpadu, vlastni analyt je pomoci
ventilu po vymyti pfesmérovan na HPLC kolonu. Tento postup je vyhodny z hlediska uspory
Casu, spotfeby rozpoustédel, rizika kontaminace vzorku i redukce drobnych odchylek ve
zpracovani vzorkil, které se mohou objevit pfi ruénim postupu. Nevyhodou metody je
predevsim nakladnost vybaveni [58].

Dalsi zajimavou modifikaci bézného SPE ptedstavuje také tzv. hybrid SPE, které se
vyuziva k selektivnimu odstranéni fosfolipidii a precipitovanych proteini z analyzovaného
vzorku. Fosfolipidy jsou selektivné zadrZzeny diky interakci typu Lewisova kyselina-baze
mezi orbitaly molekul oxidu zirkonicitého, které jsou vazany jako soucast stacionarni faze, a
fosfatovou skupinou fosfolipidii. Jako precipitacni €inidlo se vyuziva piedev§im acetonitril.
Tento postup je obzvlasté vhodny pii pouziti detekce pomoci hmotnostniho spektrometru,
nebot’ dochazi ke zna¢né redukci efektu matrice [59, 60].

SPE extrakce je také vhodnd k miniaturizaci. Na principu miniaturizace SPE je
zalozena napf. metoda MEPS (Microextraction by packed sorbent), pfi niz se misto SPE
kolonky pouziva k extrakci vzduchotésna patrona naplnéna sorbentem. Lze ji vyuZzit pro
vzorky o objemu od 10 do 1000 pl a stejné jako v ptipadé¢ SPE lze postup modifikovat za
ucelem on-line propojeni s HPLC. V porovnani s SPE je MEPS jednoduchy a rychly postup,
Setfi spotiebu organickych rozpoustédel a pouzivané sorbenty 1ze pouZit aZ na sto analyz [59,

61].
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3.3 Validace bioanalytickych metod

3.3.1 Vyznam validace metody

Pted pouzitim pro analyzu redlnych vzorki je potfeba provést validaci metody, tj.
prokazat, ze je metoda spolehlivd a vhodnd k zamySlenému ucelu. Toho Ize docilit
provedenim pfedepsanych experimentli a vyhodnocenim definovanych parametrt [7, 45].

Validace bioanalytickych metod se vétSinou provadi dle dokumentu s nazvem
»Quidance for Industry — Bioanalytical Method Validation®, ktery byl vyddn americkym
ufadem pro kontrolu potravin a 1€kt (Food and Drug Administration — FDA). Tato smérnice
shrnuje vSechny hodnocené parametry, jejich ptipustné odchylky a postupy pii validaci
bioanalytické metody (napt. hodnoceni 1é€iv a metabolitii v biologickém materidlu). Jedna se
vSak pouze o doporuceni a postupy mohou byt specificky modifikovany dle pozadavki
validované metody a jejiho ucelu. V soucasné dobé¢ je v pripominkovém fizeni aktualizovana
verze FDA smérnice, ktera by jiz méla byt vice zaméfena na nejmodernéjsi naroky analyzy,
pfedevsim z hlediska selektivity a matricovych efekt. Evropskou obdobou tohoto dokumentu
je smérnice ,,Guideline on Validation of Bioanalytical Methods®, kterd byla vydana
evropskou agenturou pro 1é¢iva (EMA). Oproti pivodni FDA smérnici se jednd o noveéjsi
dokument, ktery odrdzi nejnovéj$i pozadavky na analytické metody. Zahrnuje tedy jiz i
nekteré dalsi parametry, jako matricovy efekt nebo dilu¢ni integritu [62, 63].

Validaci Ize rozdélit na tfi typy:

Plna validace
Plna validace zahrnuje hodnoceni vSech pfedepsanych valida¢nich parametrt, je tedy

wevr

pfipadné pii kvantifikaci dfive nehodnoceného metabolitu 1é¢iva a podobné [62, 63].

Caste¢na validace

Provadi se pfi pozménéni jiz pouZivané metody (zména detekéni techniky, jina
biologickd matrice atd.) nebo pifi pfesunu metody mezi laboratofemi. Dle charakteru
provedené zmény muze byt vyzadovéano rychlé ovéfeni nékolika validacnich parametrd, ale

také provedeni téméf plné validace [62, 63].
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K¥iZova validace
Jedna se o porovnani parametrd dvou analytickych metod (napf. porovnani dvou
metod Upravy vzorku nebo zptsobt detekce), pfipadné stejné metody pouzivané v riznych

laboratotich. Rozdil namétenych hodnot by nemél byt vétsi nez 15 % [62, 63].

Provedeni validace probiha na zdkladé predem zpracovaného valida¢niho protokolu,
ktery vychazi obvykle ze smérnice FDA, ale zohlediiuje vlastnosti analytu, acel metody a
podobné. Soucésti tohoto protokolu jsou kritéria, ktera musi metoda splnit. Pokud
v jakémkoliv z kritérii metoda nevyhovi, je tieba ji upravit a validaci provést znovu. Pokud je
to mozné, provadi se validace s chemickym referen¢nim standardem dané latky. Pokud neni
dostupny, je nutné pouzit co nejlépe chemicky definovanou latku (pomoci MS, IC, NMR
apod.) [62, 63].

Hodnoceni valida¢nich parametrii neni ukonceno ani po validaci metody. V bézném
provozu je nutné i u zvalidované metody neustale ovétovat jeji spolehlivost. Toho je docileno
provadénim testu zptlisobilosti systému (System suitability test — SST), ktery mé byt navrZzen
béhem procesu validace a ovétuje rizikové parametry metody. Pokud metoda nevyhovi testu
zpusobilosti, je mozné provést drobné (definované) upravy a test opakovat. Bézné
hodnocenymi  parametry jsou faktor symetrie pikl, rozliSeni, citlivost nebo
reprodukovatelnost metody. Pii méfeni kazdé série redlnych vzorkd se také pfipravuje
kalibra¢ni kiivka a posledni trovni ovéteni funk¢énosti metody je ovéfeni spravnosti vypoctu
koncentrace QC vzorkil (vzorky kontroly kvality), které jsou pfidany mezi analyzované

vzorky [46, 64].

3.3.2 Valida¢ni parametry

Hodnoceni jednotlivych valida¢nich parametri musi byt provedeno zvlast' pro

kazdou analyzovanou latku. Mezi tyto parametry patii [62, 65]:

Selektivita (Selectivity)

Selektivita vyjadiuje schopnost metody detekovat hodnocené analyty, odlisit je od
ostatnich soucasti biologické matrice (plasma, mo¢, krev atd.). K jejimu ovéteni se pouZzivaji
prazdné vzorky (tzv. blankové vzorky — bez pfitomného analytu) daného biologického

materidlu. Aby byla vylou¢ena mozna variabilita, pouziva se tento material minimaln¢ z Sesti
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ruznych zdroji. Selektivita metody musi byt dostatecnd i na nejniz§im limitu kvantifikace

(Lower limit of quantitation — LLOQ) [7, 62].

Presnost (Precision)

Pfesnost vyjadfuje pomoci relativni smérodatné odchylky (RSD) rozptyl
jednotlivych naméfenych koncentraci analytu v alesponi péti vzorcich pfipravenych stejnym
postupem (ve stejny Cas, ze stejného zdroje). Toto hodnoceni se provadi na minimaln¢ tfech
(v ptipadé EMA c¢tyfech) koncentracnich trovnich (z nichz 2 ohranicuji kvantitativni rozsah

metody).

2)

RSD(%) = 100SD / x 3)

x — pramérna hodnota zmétené koncentrace
N —pocet provedenych stanoveni

x; — jednotlivé zmétené koncentrace

Hodnoceni pfesnosti mizeme dale rozdélit na ur¢eni presnosti v ramci jednoho dne,
jedné série vzorku (opakovatelnost) a hodnoceni mezi riznymi sériemi (mezilehld piesnost),
mezi nimiz mize probehnout nékolik dni, ptipadné jsou ptipraveny za pouziti riznych Sarzi
chemikalii. Hodnota RSD nesmi ptesdhnout 15 %. Vyjimku tvoii LLOQ, kde je dle smérnice
tolerance 20 % [7, 45, 62, 63].

Spravnost (Accuracy)

Spravnost metody se ovéfuje méfenim minimalné péti vzorkli o presné znamé
koncentraci na minimalné tfech (v pfipadé EMA ctyfech) koncentracnich urovnich. Popisuje
rozdil mezi namétenou hodnotou a skute¢nou koncentraci analytu ve vzorcich. Stejné jako
v ptipad¢ presnosti se koncentracni irovné voli dle oc¢ekavanych koncentraci redlnych vzorki
a dv¢ z téchto Grovni ohranicuji kvantifikacni rozsah metody. Maximalni tolerovand odchylka

od skutecné koncentrace na LLOQ je 20 %, na ostatnich urovnich nesmi pfesdhnout 15 % [7,
45, 62, 63].
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Vytéznost (Recovery)

Vytéznost popisuje kvalitu upravy biologického vzorku pred nastfikem na kolonu. Je
vyjadiena procentualnim rozdilem v plose piku analytu, ktery byl v jednom ptipad¢ ptidan do
prazdné matrice pred tpravou vzorku a v druhém ptipadé po provedeni extrakce. Hodnoceni
vytéznosti se pro vSechny analyzované latky provadi na tfech koncentrac¢nich urovnich.
Vnitini standard se hodnoti pouze na t¢ koncentraci, na které bude pouzivan. Ziskané hodnoty
se nemusi nezbytné blizit 100 %. Je vSak tfeba, aby byly reprodukovatelné a pokud mozno na

vSech koncentra¢nich trovnich stejné [62, 65].

Kalibraéni krivka (Calibration curve)

Aby bylo mozné kvantifikovat analyty pfitomné ve vzorku, je tfeba popsat zavislost
odezvy detektoru na jejich koncentraci. K tomuto ucelu slouzi kalibra¢ni kiivka a jeji
matematické vyjadieni. Pro jeji sestaveni se vétSinou pouziva Sest az osm vzorkii o znamé
ruzné koncentraci, ktera je v rozmezi ocCekdvanych koncentraci redlnych vzork vcetné
LLOQ. Soucasné se pro kontrolu proméiuji vzorky blankové matrice a tzv. nulové vzorky
(bez pridaného analytu, ale s vnitinim standardem) [7, 62, 63].

Vztah koncentrace-odezva detektoru nemusi nezbytné popisovat piimka. Volime
nejjednodussi matematicky model, ktery tento vztah adekvétné popisuje. K vypoctu se
nepouzivaji blankové ani nulové vzorky. Kalibraéni kiivka vyhovuje poZadavkiim smérnice,
pokud se odectend koncentrace alespont 75 % standardi (minimalné vSak Sesti) nelisi od
skutecné koncentrace o vice nez 15 %. V ptipadé¢ LLOQ je tolerance opét az 20 %. Vynechani
nevyhovujicich bodl nesmi ovlivnit pouzity matematicky model. Dle smérnice EMA by mély
byt vyhodnoceny alespon tii kalibracni kiivky pro kazdy analyt. Déle je nutné, aby byl pik
analytu na Urovni LLOQ dobfe separovany, jasné identifikovatelny, alesponi pétkrat vyssi
v porovnani s blankem a pifi jeho hodnoceni musi byt dosazeno spravnosti s relativni

smérodatnou odchylkou do 20 % [62, 63].

Stabilita (Stability)

Stabilitu analyzovanych latek je tfeba ovéfit, abychom si mohli byt jisti, Ze v dobé
nastfiku vzorku na kolonu je v ném stale stejné mnozstvi 1é¢iva jako pii jeho odbéru, a
zméfend koncentrace tedy nebude ovlivnéna rozkladem latky. Na stabilitu dané latky ma vliv
cela fada faktord, od jejich fyzikaln&-chemickych vlastnosti aZ po okolni vlivy, jako teplota,

svétlo, atmosféra atd. Hodnoceni stability by mélo co nejlépe odpovidat podminkédm, kterym
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budou vzorky vystaveny pfi redlnych analyzach (ptiprava vzorku, doba skladovani, teplota
okoli atd.). Hodnoceni stability se provadi zvlast pro kazdou matrici i skladovaci zaftizeni,
protoze i zaména skladovaciho zafizeni mize stabilitu znacné ovlivnit. Dle potieb metody

muZze byt nezbytné ovéfit jak kratkodobou, tak dlouhodobou stabilitu [62, 63].

Stabilita po zmrazeni a rozmrazeni

Provadi se predevSim pro vzorky ur¢ené k dlouhodobému skladovani, které mohou
byt vicekrat analyzovany, a tedy i rozmrazeny. Zmrazeni a rozmrazeni za laboratorni teploty
se vétSinou opakuje ttikrat, a to se vzorky o vysoké a nizké koncentraci 1éCiva. K zamrazeni je

mozné pouzit i teploty -70 az -80 °C [62].

Kratkodoba stabilita

Vzorky jsou rozmrazeny a ponechiny za podminek, za kterych bude probihat
ptiprava realnych vzorkid (Cas, teplota, svétlo atd.). Kratkodobd stabilita se mize hodnotit

v rozsahu od né¢kolika desitek minut az po 24 hodin [62].

Dlouhodoba4 stabilita

Hodnoti se za ocekavanych skladovacich podminek. Hodnocend doba musi
ptesahovat o¢ekdvanou dobu od odbéru vzorkl az po vlastni analyzu a pouzité vzorky musi
mit dostatecny objem, aby z nich bylo moZné provést nejméné tii analyzy. Opét se hodnoti

vzorky o vice koncentracich (nizkéd/vysoka) [62].

Stabilita v zasobnim roztoku

Slouzi k ovéfeni stability zasobnich roztokt, ze kterych budou v praxi pfipravovany
standardni vzorky (linearita, QC vzorky). Hodnoti se u vSech pouzitych analytii, ale také

u roztoku vnitiniho standardu [62].

Stabilita hotovych vzorku

Vzorky se obvykle pfipravuji ve vétSich sériich, a nemohou byt tedy vSechny
analyzovany okamzité. Proto je dal§Sim hodnocenym parametrem stabilita jiZ pfipravenych
vzork, které jsou uskladnény v autosampleru piistroje, kde ¢ekaji na analyzu. V zavislosti na
poctech vzorki a délce HPLC metody se zvoli také délka tohoto hodnoceni. Vhodné je pocitat
s dostatecnou rezervou, pokud by bylo tfeba n€které analyzy nebo celou sérii opakovat (napf.

z divodu vypadku proudu, chyby v softwaru a podobn¢) [62].
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Diluéni integrita (Dilution integrity)

Pokud budeme pracovat se vzorky o vyssi koncentraci, nez pro kterou byla metoda
validovéana (napf. z dGvodu nedostatecného linearniho rozsahu metody ve vysokych
koncentracich), je nutné je fedit. Redéni nesmi ovlivnit pfesnost a spravnost metody. Diluéni
integrita se oveéfuje pomoci vzorku, které byly pfipraveny o koncentraci analytu vyssi, nez je
horni limit kvantifikace (Upper limit of quantitation — ULOQ, obvykle nejvyssi kalibracni
bod). Tyto vzorky jsou nasledn¢ nafedény Cistou matrici na Groven odpovidajici kalibracni
kiivce. Provadi se alesponn pét individudlnich fedéni a ziskané vysledky musi spliiovat
pfedepsané parametry (obvykle pfesnost a spravnost do 15 %). Dilucni integrita by méla byt

ovéfena v rozsahu koncentraci, které jsou ocekavany u redlnych vzorka [63].

Efekt matrice (Matrix effect)

V piipad€ pouziti hmotnostniho spektrometru by mél byt ovéten také efekt matrice.
K tomuto ucelu se pouzije biologickd matrice alespoinl z Sesti rtiznych zdroji (idedlné velmi
rozdilnd — naptiklad hemolyticka, hyperlipidemickd, z populace se zménénou funkei jater
nebo ledvin atd.). Pro kazdy analyt a IS se zméfi plocha jeho piku v dané¢ matrici a také
v ¢istém rozpoustédle. Hodnotu matricového efektu ziskdme porovnanim téchto dvou ploch.
IS normalizovany matricovy efekt se dale vypocita vydélenim matricového efektu analytu
matricovym efektem vnitiniho standardu. Variabilita IS normalizovaného efektu matrice by

nem¢éla presahnout 15 % [63].
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3.4 Chelatory Zeleza

3.4.1 Zelezo v lidském organismu

Zelezo je jednim zklicovych biogennich prvki. Existuje ve dvou oxida¢nich
formach, mezi kterymi dokdze za vhodnych podminek prechdzet a umoziuje tak pienos
elektronu (pfechod mezi Fe*" a Fe*"). Z tohoto diivodu je Zelezo naprosto nepostradatelné pro
fadu funkci lidského organismu, jako napiiklad transport kysliku hemoglobinem nebo pienos
elektronii v dychacim fetézci. V lidském organismu ho nalezneme ptiblizn¢ 4,0 az 4,5 gramu,
coz dostatecné pokryva vSechny jeho vitalni funkce a zaroven poskytuje dostate¢nou rezervu

pro piipad kratkodobého nedostatku [66-69].

Fyziologicky metabolismus Zeleza

Vétsinu potiebného zeleza si télo udrzuje diky jeho recyklaci. Z pfijimané potravy
pak organismu sta¢i ziskat cca 5-10 % na pokryti riiznych ztrat. Pi{jem Fe** probiha pomoci
aktivniho transportu a je ovlivnén epitelidlnimi bunkami uvnitt zazivaciho traktu (povrch
tenkého stieva). Nasledné¢ dochazi k uskladnéni zeleza ve stievnich buiikdch ve formé
feritinu. Protein ferroprotin dale umoznuje piechod Zeleza ptes bazolaterdlni membranu
enterocytli a jeho nasledny transport plasmou ve vazb& na transferin. Timto zplsobem se
dostava na mista svého vyuziti, kde je nezbytné pii tvorbé enzymi a dalSich klicovych
funkcich, ptipadné je opét uskladnéno ve formé feritinu. Na rozdil od absorpce je pfi
transportu a skladovani Zelezo pfitomné vyhradné v oxidované formé Fe*'. K jeho eliminaci
ztéla dochazi v podstaté pouze vylucovanim odumielych enterocytl, pfipadné krevnimi
ztratami, nebot’ lidsky organismus neni vybaven G¢innym mechanismem exkrece zeleza. [66,

69-71].

NaruSeni homeostazy Zeleza

Je vSak nutné zdlraznit, ze stejné jako nedostatek, mize i prebytek zeleza plsobit
vazné problémy. Neni tedy piekvapenim, Ze za fyziologického stavu je v téle homeostdza
zeleza precizné fizena fadou regula¢nich mechanismi, predev§im pomoci skladovacich a
transportnich proteini. Mnohé patologické stavy vSak vedou k naruseni této rovnovahy.
Nejvetsi riziko pak predstavuje volna (iontovd) forma zeleza bez vazby na pfisluSny protein

(tzv. Labile iron pool — LIP). Zminé€n4 schopnost pfechodu Zeleza mezi oxidovanou a
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redukovanou formou se v ptipadé nadbytku této volné frakce stava pro organismus zédsadnim
problémem. Pusobenim tzv. Fentonovy reakce totiz zelezo v redoxnim prostfedi umoziuje

vznik vysoce reaktivnich forem kysliku (Reactive oxygen species — ROS) [68, 72-74].

Fe?" + H,0, — Fe*" + OH" + OH"

Vznikly oxidacni stres je lidsky organismus schopen do ur¢it¢ miry tolerovat
s vyuzitim ochrannych mechanismi, piedevsim piisobenim fady antioxidant. Je-1i vSak tento
kompenzacni mechanismus ptetizen, ROS narusuji celou fadu klicovych bunéénych struktur.
Dochézi k peroxidaci proteinli a lipoproteind, hydroxylaci DNA, ale také k poskozeni
bunéénych membran atd. Mtze dojit az k nezvratnému poskozeni a smrti bunky [68, 72, 75].

K nejc¢astéjSim porucham rovnovahy zeleza fadime tzv. ptetizeni organismu zelezem
(iron overload). Lokalni naruSeni homeostazy vsak miize byt spojeno s celou fadou dalSich
poruch a patologickych jevii. Mezi né patii ischemicko-reperfizni poskozeni (srde¢ni tkan),

hemochromatoéza a dalsi [72, 75, 76].

3.4.2 Chelatacni terapie

K odstranéni zeleza (a pfipadn¢ dalSich iontl) z organismu je mozné vyuZzit tzv.
chelatacni terapie. Provadi se pomoci latek, tzv. chelatort, které dokaZzi tvofit komplexy
sionty kovi. Ve form¢ komplexi je organismus schopen piebytecné zelezo vyloucit
pfirozenymi exkrecnimi mechanismy — moci, stolici a podobné. Kromé tvorby koordinacnich
vazeb jsou vSak pro biologické aplikace kladeny na chelatory Zeleza vysoké naroky.
Pfedevsim je nutné, aby byly tyto latky co nejméné toxické (Siroky terapeuticky index). Je
tteba, aby vykazovaly dostate¢nou lipofilitu pro prichod bunéénou membranou. Vznikly
komplex vSak nesmi byt redoxné aktivni. V idedlnim piipadé by pak chelator mél byt
selektivni pro vybrany kov (zde Zelezo), ale zaroven by mél co nejméné naruSovat jeho
fyziologické koncentrace. Splnéni vSech zminénych podminek je velmi slozité, a proto je
nezbytné volit urcity kompromis mezi pozadovanymi vlastnostmi [70, 71, 77].

Prvnim klinicky vyuZivanym cheldtorem se stal deferoxamin (Obr. 1A). Toto 1éCivo
je vSak pomérné malo lipofilni, mé kratky biologicky polocas a velmi Spatné se vstiebava ze
zazivaciho traktu. Jeho nizka biologickd dostupnost pii perordlnim podani vede k nutnosti

podavat jej subkutanni infuzi, a to kazdych nékolik dni [77-79].
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Obr. 1: Strukturni vzorce: A) deferoxamin, B) deferipron, C) deferasirox

Jednodussi a pohodInéjsi aplikaci prinesl vyvoj lipofilngjSich latek, které lze podat
peroralng. Dil¢im tUspéchem se stal chelator deferipron (Obr. 1B), ktery vSak vyznamné
ovliviiyje fyziologické koncentrace Zeleza a také vykazuje nizkou selektivitu k Zelezu. Proto
nasledujici vyzkum sméfoval k latkdm, které by bylo moZzné podat peroralné, byly by
selektivnéjsi pro zelezo, ale nezasahovaly by pfili§ do jeho homeostazy [79-81].

Mezi posledni registrové biokompatibilni chelatory patii deferasirox (Obr. 1C). Je to
malo toxicka lipofilni latka s malou molekulou a dostate¢né dlouhym biologickym polo¢asem
umoznujicim perordlni poddvani jednou denné. Toto ma velmi pozitivni vliv na kompliance
pacientil, coz také zvySuje praktickou pouzitelnost 1éciva. Pro klinickou aplikaci ho schvalila
FDA jiz vroce 2005. PouzZivd se pfedevSim u pacientli s beta-talasemii (pfipadné jinou
chronickou anemii), ktefi dostdvaji opakované krevni transfuze, a jsou tedy vystaveni
zvySenému prisunu Zeleza. Dvé molekuly deferasiroxu vytvaii sjednim iontem Zzeleza
komplex, ktery miize byt nasledné snadno vyloucen z téla ven [82].

Vyse popsané biokompatibilni chelatory byly ptivodné vyvijeny piedev§im k terapii
pfetizeni organismu Zelezem. Béhem let se v§ak ukazalo, Ze Zelezo hraje podstatnou roli také

u celé fady jinych patologickych déji. Jeho oxido-redukéni vlastnosti mohou mit vliv pii

45



rozvoji neurodegenerativnich chorob, ateroskler6zy, ischemicko-reperfizniho poskozeni
myokardu atd. Bylo vSak také zjisténo, ze vychytavani zeleza by mohlo byt prospésné i
v naprosto odlisnych situacich, napiiklad v protinadorové 1é€bé. Rychle proliferujici bunky
maji mnohem vyssi metabolické naroky. Odstranéni zeleza by tedy mélo zpomalit az zastavit
jejich proliferaci. Mimo to redoxné aktivni komplexy tvoii ROS piimo uvniti nadorovych
bunck, a tim mohou vést k jejich nevratnému poskozeni a usmrceni. VSechny tyto nové
poznatky vedly k postupnému nartstu zajmu o 1é¢iva ze skupiny chelatort zeleza a umoznily
jejich soucasny rychly rozvoj [73, 81, 83, 84].

Vzhledem k tomu, Ze tyto potencidlni aplikace chelatanich 1é¢iv jiz nesouvisi
s pretizenim organismu zelezem, je nutné brat v ivahu podstatné vyssi riziko deplece Zeleza a
mozné naruSeni vitalnich funkci na mnoha trovnich (transport kysliku, funkce metaloenzymii
atd.). Pfi vyvoji chelatori pro tyto indikace tedy musi byt kladen z4sadni diraz na jejich
selektivitu a v idedlnim ptipad¢ zacileni ucinku do mista potfeby bez ovlivnéni homeostazy

ve zbytku téla [76, 81].

3.4.3 Aroylhydrazonové chelatory

Aroylhydrazonové chelatory zeleza pifedstavuji nadéjnou a v soucasné dobé
intenzivné studovanou skupinu potencidlnich 1é¢iv. Oproti deferoxaminu se jedna
o lipofiln¢j$i molekuly, které jsou dobie tolerované a malo toxické. Studovany jsou predevsim
pro jejich antioxidacni, cytoprotektivni, antiproliferativni nebo také antimikrobidlni Gc¢inky

[73, 80, 85, 86].

Pyridoxal isonikotinoyl hydrazon (PIH)

PIH (Obr. 2A) je zakladni pfedlohovou latkou této skupiny potencialnich 1éciv. Svou
pozornost ziskal diky vyhodnym biologickym vlastnostem — nizké toxicité, afinité k Zelezu a
vhodné lipofilit¢ pro prinik bunéénou membranou. Tento cheldtor vytvaii s trojmocnym
zelezem (Fe*') komplexy v poméru 2:1 diky uspoiadani tii donorovych atomid — kyslik

karbonylové skupiny, dusik iminové skupiny a kyslik fenolové skupiny [87, 88].
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Obr. 2: Strukturni vzorce: A) PIH, B) SIH

Po nadéjnych vysledcich in vitro a in vivo experimenta se vSak vyvoj latky zastavil
v prvni fazi klinickych testl. Po podani do lidského organismu PIH neprokazal dostatecny
ucinek, coz ziejme souviselo s jeho nizkou biologickou dostupnosti po peroralnim podéani. To
vedlo k vyvoji novych aroylhydrazonovych analogli s vyhodnéjSimi vlastnostmi (stabilita,

zacileni u€inku apod.) [70, 85, 89].

Salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (SIH)

SIH (Obr. 2B) je novgjsim aroylhydrazonovym chelatorem odvozenym od PIH.
Nahradou pyridoxalu salicylaldehydem bylo dosaZeno dalsiho zvySeni lipofility. Uvnitf bunék
pak SIH ucinné blokuje vznik ROS, ¢imZ chrani bunééné struktury pfed oxidacnim stresem.
Vazba na zelezité ionty je dokonce siln€j$i nez u predlohové latky PIH. Stejné jako v ptipadé
PIH ma tato molekula potencidl pro perordlni podani diky dostatecné lipofilit¢ a malé
molekulové hmotnosti [90, 91].

SIH disponuje Sirokym spektrem biologickych ucinkii (cytoprotektivni, antioxidacni
pusobeni atd.), které z n¢j udé€laly vhodného kandidata pro vyvoj novych 1é¢iv. V porovnani
s deferasiroxem vykazuje podobny protektivni u€inek proti oxidaénimu poSkozeni srde¢nich
bun¢k peroxidem vodiku, avSak pii podstatné snizené toxicité. /n vivo byla na modelu
chronické kardiotoxicity u kralika prokdzana dobra tolerance SIH po opakovaném podani a
pfiznivy pomér antioxidacniho a kardioprotektivniho G¢inku a jeho toxicity [92, 93].

Krom¢ antioxidacniho a cytoprotektivniho piasobeni vykazuje SIH také
antiproliferativni, antimalarické a antituberkulotické Uc¢inky. Do urcité miry byl dokonce
pozorovan jeho protektivni vliv vii¢i gama zafeni [72, 73, 80, 85, 94].

Hlavni nevyhodou této latky je vSak jeho kratky biologicky poloc¢as (ti2 = 18 min

u kralika), jez pravdépodobné souvisi s nizkou stabilitou hydrazonové vazby v biologickém
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materidlu, zejména v plasmé&. Proto byl dalsi vyzkum zaméfen do oblasti chemické
modifikace struktury s cilem zlepsit stabilitu latky a optimalizovat jeji farmakokinetiku, a to
pii zachovani nizké toxicity a srovnatelné biologické ucinnosti. Z tohoto divodu bylo
v poslednich letech syntetizovano velké mnozstvi novych analogh se fadou strukturnich
modifikaci. Tyto zmény vedly dvéma sméry. Prvnim bylo zvySeni chemické stability

hydrazonové vazby, druhym pak syntéza proléciv [73, 84, 85, 91].

Nové analogy SIH

V ramci strukturnich modifikaci s cilem zvysit stabilitu hydrazonové vazby bylo
nejprve testovano zavedeni alkylu (methyl, ethyl) na spojovaci fetézec vedle hydrazonové
vazby. Tato uprava by méla zlepsit jeji sterickou ochranu. Déle bylo testovano zavedeni
hydroxy-, methoxy-, nitro- skupin a chloru na fenolicky kruh za t¢elem ovlivnéni elektronové

hustoty v molekule (Obr. 3) [73, 95].
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Z OH
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SIH H H
HAPI CH; H
HPPI CoHs H
2,4DHAPI CHj 4-OH
2,6DHAPI CHj 6-OH
MHAPI CHj 4-OCH;
CHAPI CH; 5-C
NHAPI CH;  5-NO,
A2,4DHAPI CHs;  4-OH, 5-COCHj

Obr. 3: Vybrané strukturni modifikace aroylhydrazoni

Ukéazalo se, Ze stabiln€j$i analogy maji niz$i akutni toxicitu, ale pii delSich

experimentech se jejich toxicita naopak zvySuje. Tento jev by mohl byt vysvétlen snizenou
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produkei toxickych degradacnich produkti v prvnich fazich experimentd a zaroven
zpusobenou depleci zeleza nerozlozenymi chelatory ve fazich pozdé¢jsich [73].

Jednim z nadéjnych analogii se ukdzal byt predevsim HAPI (Obr. 3), ktery in vitro
vykazuje silné antioxidacni a cytoprotektivni u¢inky. Latka je pomérn¢ stabilni v biologickém
materidlu, coz ma zifejm¢& pozitivni vliv na akutni toxicitu (nizkd produkce toxickych
rozkladnych produkti). HAPI by mohl nalézt uplatnéni zejména v indikacich vyzadujicich
kratkodobé podani 1é¢iva (napt. reperfuzni poskozeni po infarktu myokardu). K dlouhodobé
terapii je vSak spiSe nevhodny vzhledem k nevyhnutelné depleci zeleza [73].

V ramci této prace byla studovana stabilita a vybrané biologické vlastnosti pro dalsi

sérii novych aroylhydrazonti (Obr. 4):
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Obr. 4: Nov¢ aroylhydrazony studované v ramci této prace
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Proléciva aroylhydrazoni

Bylo prokazano, ze prochelatory hodnocené v této praci nevykazuji pred aktivaci
témef zadny chelata¢ni UcCinek, coz snizuje riziko jejich interference s metabolismem Zeleza
ve zbytku organismu. Provedené modifikace také umoziuji zacileni efektu latek piimo do

mista o¢ekdvaného uc¢inku a snizuji jejich dlouhodobou toxicitu [76, 96].

Boronyl salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazon (BSIH)

Velice zajimavou modifikaci SIH pifedstavuje latka s oznacenim BSIH (Obr. 5). Jde
o prolécivo, kde je fenolicka skupina nahrazena heterocyklem, ktery je na benzenové jadro
navazan esterovou vazbou pifes atom boru (analog kyseliny borité). K vlastni aktivaci
proléciva dochéazi rozstépenim esterové vazby za uvolnéni SIH, jenZ je schopen efektivné
vazat zelezité ionty a blokovat Fentonovu reakci (Obr. 5). Proces aktivace probiha ptisobenim
oxidacnich ¢inidel, naptiklad peroxidem vodiku nebo piisobenim katecholaminii. Diky tomu
dochazi k zacileni u¢inku BSIH (resp. aktivniho SIH) pfimo do postizenych mist. Ve zbytku
téla k vyznamné aktivaci latky nedochéazi. Zaroven bylo v jeho ptipadé oproti ptedloze

dosazeno zvySeni stability v bunééném médiu [76, 79].
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Obr. 5: Schéma aktivace BSIH
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Prolé¢ivo BHAPI

Stejné jako v ptipadé SIH bylo na zakladé chelatoru HAPI pfipraveno prolécivo —
BHAPI (Obr. 6). Se zvySenou stabilitou HAPI souvisi i jeho potencialné¢ delsi plisobeni
v celém organismu, a tedy i1 vys$i riziko deplece zeleza. Proto je v tomto piipad¢ koncept

proléciva obzvlasté vhodny [96].

Obr. 6: Strukturni vzorec BHAPI

HPLC analyza aroylhydrazont

Aroylhydrazonové cheldtory Zeleza (PIH, SIH, latka s kodovym oznacenim o-108)
byly dosud s vyuzitim HPLC analyzovany v pufrech a bunénych médiich, ale v mensi mife
také v plasmé&. Separace byla provadéna na pomérné velkych kolondch (délka 25 cm, Castice
5 um) se sorbenty typu reverznich fazi (Cis Nucleosil — Watrex, LiChrospher 100 — Merck).
Pouzit¢ mobilni faze se skladaly ptevazné z fosfatového pufru s ptidavkem EDTA a
methanolu (n€kdy s pfidavkem acetonitrilu). Pfi nékterych separacich PIH vsak bylo vyuZito i
iontoveé parového Cinidla (sodna sil kyseliny 1-heptansulfonové). Béhem analyz pak bylo
pouzito predevsim UV detekce. Z aroylhydrazonovych prochelatort byl dosud pomoci HPLC
(soubéZzné se vznikem této disertacni prace) analyzovan také BHAPI. V jeho piipad¢ byla
pouzita analytickd kolona Waters XBridge (opét délka 25 cm) a mobilni faze sloZena z vody a
acetonitrilu v gradientovém reZzimu. K detekci byl pouZzit hmotnostni spektrometr. Separace
vSak trvala 30 minut, coz je pro rutinni pouziti pomérné nepraktické. Z vyse uvedeného je
tedy ziejmé, ze aC se jedna o nadéjnou skupinu potencialnich 1éciv, zkusSenosti s HPLC
analyzou aroylhydrazonl a ptedevs§im jejich proléciv jsou v soucasné dobé velmi omezené

[85, 91, 96-98].

51



3.5 Dexrazoxan jako kardioprotektivum v protinadorové 1écbhé

Dexrazoxan (DEX, ICRF-187)

patologické stavy. SoucCasna lécba vyuziva piedevsim rychlého rustu nadorovych bunék a
zamétuje se na prvky (poskozeni DNA, omezeni pfisunu zivin atd.), jejichz zdsah ma nejvétsi
dopad na rychle se mnozici buniky. Velice u¢innou skupinou protinddorovych 1é€iv jsou
anthracyklinova cytostatika. Ta vSak vykazuji znacnou toxicitu, a proto je lze vyuzit jen
v omezeném mnozstvi. Pouziti vysSich davek zplsobuje nevratné poskozeni srdce spojené
s ndslednym srde¢nim selhanim. Do urcité miry lze tento nezadouci u¢inek kompenzovat
preventivni aplikaci kardioprotektivni latky béhem terapie anthracykliny, kterd zmirni
zpusobené poskozeni [99-102].

Jedinym lé¢ivem pouzivanym v klinické praxi za ucelem ochranéni myokardu pted
toxickymi ucinky anthracyklinii je bisdioxopiperazinovy derivat dexrazoxan (Obr 7A).
Prestoze je k terapii vyuzivan jiz n€kolik let, jeho mechanismus t¢inku nebyl dosud piesné
objasnén. Tento fakt znacné komplikuje vyvoj novych a G¢innéjsich bisdioxopiperazinovych

kardioprotektiv [99, 103, 104].
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Obr. 7: Strukturni vzorce: A) DEX, B) ADR-925, C) ICRF-161, D) JR-311
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Obecné uznavana teorie mechanismu plsobeni povazuje dexrazoxan za prolécivo,
které je dostate¢n¢ lipofilni pro prinik biologickou membranou do mista ucinku
(kardiomyocyty), kde je transformovan otevienim obou heterocyklti na aktivni formu —
ADR-925 (Obr. 7B). Tento chelata¢né aktivni produkt je pak schopen odnimat ionty Zeleza
z komplexu anthracyklin-zelezo, ktery je jinak znacné redoxné aktivni a produkuje velké
mnozstvi volnych radikali, které poSkozuji okolni tkan. Chelatace tedy zabrani redoxnimu
cykleni, vzniku radikali a poSkozeni myokardu [104-106].

Tuto teorii vSak v poslednich letech zpochybnily vysledky fady studii, které
prokdzaly ze: 1) Antioxidanty (naptiklad koenzym Q10, N-acetylcystein, kyselina askorbova a
dalsi) nevykazuji zadnou ochranu proti anthracykliny zpiisobené cytotoxicité. 2) ADR-925
ani jiné chelatory nechrani kardiomyocyty proti anthracyklinim in vitro. 3) Strukturni analog
dexrazoxanu ICRF-161 (Obr. 7C) nechrdni builkky ani navzdory faktu, Ze je schopen
poskytnout chelatacné aktivni produkt bioaktivace podobny ADR-925 [99, 107].

Nejnovejsi poznatky tedy naznacuji, Zze mechanismus kardioprotekce DEX je
komplexnéjsi a Ze vyznamnou roli bude hrat spiSe Uc¢inek parentni latky. V tomto ohledu je
nejcastéji diskutovana a studovana inhibice topoizomerdzy II (TOP2), konkrétné jeji beta
isoformy (TOP2B). Tuto teorii podporuji predevsim zjisténi, ze i jiné inhibitory TOP2 (napf.
merbaron) chrani kardiomyocyty proti anthracykliny indukované kardiotoxicit¢ a také Zze
srde¢ni selhani nebylo pozorovano po podani doxorubicinu mySim se selektivni deleci genu
kédujiciho TOP2B v kardiomyocytech [99, 108-111].

Ackoliv vysledky nejnové¢jSich studii naznacuji  kardioprotektivni plisobeni
dexrazoxanu prostiednictvim deplece TOP2B, pochopeni tohoto mechanismu vyzaduje
komplexni studium metabolismu a bioaktivace 1éCiva in vivo, zejména pak v misté uc¢inku.
Prozatim byl vSak popsan pouze farmakokineticky profil DEX [112-115].

Pro zasazeni vyznamu metabolismu pro kardioprotekci DEX do SirSiho kontextu je
taktéz potieba studovat soucasné farmakokinetiku DEX a jeho metabolitu. To je vSak znacné
komplikovéno sloZzitosti analyzy téchto latek v biologickém materialu. Latky totiZ neni mozné
analyzovat s vyuzitim UV detekce pro jejich nedostatecnou absorbanci v této oblasti.
V minulosti bylo publikovano stanoveni DEX za pouZiti UV detekce pfi vinové délce kolem
205 nm. Nicméné¢ tato vinova délka je pro stanoveni v biologickém materialu malo selektivni
a umoznuje stanoveni pouze relativné vysokych koncentraci. ADR-925 pak bylo
chromatograficky analyzovano v komplexu s terbiem s vyuzitim fluorescencni detekce
(excitacni vinova délka 200 nm, emisni 544 nm), coz je z pohledu soucasné farmaceutické

analyzy nepraktické. K detekci lze totiz s vyhodou pouzit hmotnostni spektrometr. Dal§im
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problémem je pak velky rozdil v lipofilité parentni latky a jejitho metabolitu — ADR-925, ktery
je vysoce hydrofilni, a je tedy Spatné¢ zadrzovan na béznych reverznich fazich. Analyzu
komplikuje 1 vyrazna chelata¢ni aktivita ADR-925. Pokud neni chromatograficky systém
predem zbaven ionti kovl, dochazi ke vzniku komplexti a k naslednému zhorSeni
reprodukovatelnosti a detekéniho limitu metody [116-118].

S absenci znalosti o pfesném mechanismu kardioprotektivniho pisobeni DEX
souvisi také nedostatek informaci o vztahu struktura-kardioprotektivni aktivita v celé
bisdioxopiperazinové skupiné¢ potencialnich 1éCiv. S cilem objasnit tento vztah byla
ptipravena celd skupina analogh DEX i ADR-925 a byly podrobeny studiu in vitro, ptipadné
in vivo. Bylo zjisténo, Ze analogy ADR-925 nevykazuji na modelu anthracyklinové toxicity
vyznamny protektivni ucinek. V pifipad¢ analogli parentniho léCiva se jevi jako nadéjnd
obmeéna spojovaciho fetézce bisdioxopiperazinovych cykli. Timto zpisobem byl pfipraven
analog s oznacenim JR-311, tedy 4,4’-(1-oxoethan-1,2-diyl)bis(piperazin-2,6-dion) (Obr. 7D),
ktery byl vybran pro bioanalytické hodnoceni [99, 105, 119].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

(KOMENTAR K PUBLIKOVANYM PRACIM)
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4.1 Analytické hodnoceni novych aroylhydrazoni a jejich proléciv
v biologickém materialu

Aroylhydrazony patii mezi nad&jna potencidlni 1éCiva s Sirokou Skalou moznych
aplikaci. Vykazuji fadu biologickych uc¢inki  (antioxidacni, antiproliferativni a
cytoprotektivni) pii relativné nizké toxicité. Jejich nejvétsi nevyhodou je vSak kratky
biologicky poloc¢as, ktery souvisi srychlym stépenim hydrazonové vazby v biologickém
materialu.

Ve snaze o zvySeni stability byla syntetizovana fada strukturnich analogl
odvozenych od piedlohové struktury (SIH) a bylo testovdno jejich vybrané biologické
pusobeni. Cilem studie bylo pfispét k objasnéni vztahu struktura-aktivita v této skupiné, coz
je zakladnim ptfedpokladem pro budouci cileny vyvoj aroylhydrazonovych 1é¢iv (Prace €. 1).

Mezi testované chemické modifikace struktury patfily: 1) redukce hydrazonové
vazby latek SIH a jeho derivath HAPI a HPPI scilem zhodnotit vyznam vazby pro
biologickou aktivitu latek, 2) bromace fenolického kruhu HAPI a HPPI v poloze 5, protoze
substituce chlorem prokézala v predchozi studii zvySeni cytotoxicity, 3) nahrada fenolického
kruhu HAPI za pyridinovy heterocyklus (byla testovdna pro zdménu atomu Ucastnicich se
chelatace — O, N, O za N, N, O). Nakonec byly pfipraveny 4) aroylhydrazony odvozené od
HAPI a HPPI s rGznymi alkylovymi (propyl, isopropyl, isobutyl, cyklohexyl) skupinami
sousedicimi s hydrazonovou vazbou a 5) analog HAPI, u néjz se pfipojeny alkyl stal soucasti
indanového kruhu.

U pfipravenych latek byla testovdna stabilita v plasmé, chelatacni ucinnost, redoxni
aktivita a schopnost protekce vii¢i oxidacnimu stresu navozenému peroxidem vodiku. Dale
pak cytotoxicky efekt na buniky prsniho adenokarcinomu (MCF-7) a kardiomyoblasty (H9c2)
s cilem zjistit selektivitu cytotoxického ucinku.

Stabilita novych analogli SIH v plasmé in vitro byla hodnocena s vyuZitim
chromatografického systému Prominence LC 20A (Shimadzu) s UV nebo DAD detektorem.
Pro analyzu novych chelatori bylo testovano ne€kolik kolon. Z hlediska separace a tvaru piki
se jako nejvhodnéjsi ukazala kolona Ascentis C18 (100x3 mm, 3 pm) chranéna predkolonou
stejného typu. Pfi hodnoceni jednotlivych latek byly vyuzity rizné poméry mobilni faze
slozené¢ z1 mM EDTA v 5 mM fosfatového pufru a methanolu tak, aby byla zachovana
dostate¢na separace analytli, vnitinich standardll a balasti z matrice. Pro kazdy analog byly

chromatografické podminky optimalizovany. Piidavek EDTA byl nezbytny pro zachovani
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reprodukovatelnych vysledki analyz chelator. Detekce probihala pii vinové délce v oblasti
maxima absorbance analytii (254 a 297 nm). Vzorky plasmy byly precipitovany methanolem.
V piipadé nékterych latek bylo nutné po Upravé vzorku ziskany roztok natedit deionizovanou
vodou vpomeéru 1:1, aby byly zachovany ostré tvary piki. Metody stanoveni kazdého
z novych analytli byly validovany ovéfenim vybranych valida¢nich parament — selektivita,
pfesnost, spravnost a linearita v koncentracnim rozmezi 5-100 uM.

V ramci stabilitni studie bylo prokézano, ze redukce hydrazonové vazby znacné
zvySuje stabilitu v ptipadé redSIH (zstalo 30 % plivodni koncentrace na konci experimentu —
600 min), ale naopak ji snizuje v ptipadé redHAPI a redHPPI (detekovano 23 a 25 %
puvodnich koncentraci na konci experimentu). Zavedeni isopropylu a cyklohexylu do
spojovaciho fetézce mélo za nasledek kompletni rozklad analytd jiz béhem 180 minut
experimentu. Naopak pozitivni vliv na stabilitu byl zjiStén pii zavedeni nerozvétveného
propylu a isobutylu (detekovano 60 a 69 % na konci experimentu) do sousedstvi hydrazonové
vazby a také bromace fenylového cyklu.

V této praci bylo uréeno nékolik strukturnich parametri kli¢ovych pro
aroylhydrazonové chelétory Zeleza a jejich budouci vyvoj. Bylo zjisténo, ze: 1) hydrazonova
vazba je nezbytna pro chelatacni aktivitu téchto latek, 2) bromace fenylového kruhu vede ke
snizeni selektivity cytotoxického ucinku, 3) zdména fenolického kysliku za pyridinovy dusik
vede taktéz ke sniZeni selektivity toxicity latky, 4) zavedeni kratkého alkylu do blizkosti
hydrazonové vazby je naopak vhodnou modifikaci zpohledu zvySeni stability a
protinadorového plsobeni. Takto byly alkylovany analogy H17 (propyl) a H18 (isobutyl),
které pii hodnoceni dosahly nejlepSich vysledkli. Vzhledem ke zvySené stabilité¢ a dobré
selektivité¢ vici studovanym nadorovym bunkam si tyto latky zaslouZi pozornost pii dal§im
vyvoji této nadéjné skupiny potencialnich léciv.

Kromé¢ nizké stability v biologickém materialu v§ak miize byt potencialni nevyhodou
aroylhydrazonli také silnd chelata¢ni aktivita. Stou je spojeno vysSi riziko toxicity pii
dlouhodobém podani v disledku ovlivnéni fyziologickych koncentraci zeleza. Jednim z feSeni
by mohlo byt zacilenim U¢inku pomoci prochelatort. Jako prvni byl pfipraven prochelator
odvozeny od SIH — BSIH, ktery je aktivovan aZ v pfitomnosti oxidacniho stresu.

V ramci dalSiho vyvoje bylo tfeba charakterizovat vybrané biologické vlastnosti
BSIH, zejména jeho aktivaci in vitro a také jeho zékladni farmakokinetické parametry in vivo
(Prace ¢. 2). Ktomuto ucelu byly vyvinuty a validovany dvé nové analytické metody
(LC-UV a LC-MS) umoznujici soucasné stanoveni koncentraci SIH a BSIH v relevantnich

biologickych materidlech. Hned v pocatku vyvoje metod bylo zjisténo, ze BSIH ve vodném
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prostiedi témef okamzité odStépuje pinakol zchranici skupiny za vzniku esteru borité
kyseliny a SIH (tzv. BASIH). Proto neni mozné BSIH analyzovat v jeho pivodni formé¢, ale
pouze jako BASIH. Ten je vsak stale prolécivem aktivovatelnym peroxidem vodiku a nijak
nezhorsuje vlastnosti prochelatoru BSIH. Ma ale podstatné nizsi lipofilitu, a tim padem 1
krat$i retencni Cas.

Nejprve byla vyvijena LC-UV metoda, kterda by byla vhodna pro studium aktivace
BSIH na jeho aktivni formu — SIH pomoci peroxidu vodiku a ke studiu stability téchto latek
in vitro (ADS pufr a DMEM bunécné médium). Pro analyzy byl pouzit stejny HPLC systém
jako v pfipad¢ analyz novych analogii SIH. Pfi vyvoji chromatografickych podminek byla
v navaznosti na predchozi praci nejprve testovdna kolona Ascentis C18. Avsak v tomto
ptipadé¢ nebylo mozné na této koloné ziskat symetricky pik BSIH (BASIH). Proto byla
nasledné vyuzita kolona Zorbax Bonus-RP (150x3 mm, 3.5 pm) chranénd ptedkolonou
stejného typu. Tato kolona je obzvlast¢ vhodnéd pro analyzu latek s rozdilnou polaritou a
umoznila snizeni rozdilu reten¢nich ¢asti hodnocenych analytti a zkraceni Casu analyzy na
pfijatelnou hodnotu. Jako vodnéd slozka mobilni faze byla pouzita 2 mM EDTA v7 mM
fostatovém pufru, jejiz pH bylo upraveno na hodnotu 6,0 hydroxidem sodnym, coz bylo
nezbytné pro dosazeni symetrického piku BSIH. Vyssi hodnoty pH mobilni faze vedly ke
koeluci BSIH a slozek bunécného média. Organickd ¢ast mobilni faze byla tvofena smési
methanol a acetonitril v poméru 40:60 (v/v). Pokus o jeji zjednoduSeni a nahrazeni ¢istym
acetonitrilem vedl sice ke zlepSeni tvaru piki, ale také k castecné koeluci BSIH a balastt
bunééného média. Vlnova délka UV detekce 297 nm byla zvolena s ohledem na absorp¢ni
maxima hodnocenych latek. Vzorky ADS a DMEM byly pfed analyzou fedény methanolem.
Metoda byla validovana dle smérnice FDA [62]. Linearita byla prokdzdna v rozmezi
4-115 uM pro SIH a 7-115 uM pro BSIH v ADS pufru i bunééném médiu. Déle byla ovéfena
stabilita analytd, selektivita, pfesnost a spravnost metody.

Vyvinuté chromatografické podminky byly dale modifikovany tak, aby byly
kompatibilni s MS detekci, s cilem studovat stabilitu SIH a BSIH v plasmé¢ a stanovit zakladni
farmakokinetické parametry BSIH u potkana. LC-MS analyzy byly provedeny s vyuZitim
hmotnostniho detektoru typu iontové pasti — LCQ Advantage Max (Thermo Finnigan).
Fosfatovy pufr a EDTA z mobilni faze bylo nutné nahradit net€kavymi komponenty. V tomto
pfipadé byl pouzit 2 mM mravencan amonny bez upravy pH. Vyfazeni EDTA jako slozky
mobilni faze vSak bylo nezbytné pro zachovani akceptovatelné reprodukovatelnosti metody
kompenzovat dikladnym promytim celého systému a kolony pomoci 2 mM roztoku EDTA

pifed vlastni analyzou. K detekci bylo vyuzito SRM piechodi pro zajiSténi maximalni
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selektivity metody. Vzorky plasmy byly pfed MS analyzou precipitovany methanolem. Stejné
jako LC-UV byla i1 tato metoda validovéana dle smérnice FDA, avSak v koncentracnim
rozmezi 0,24-23 uM pro SIH a 0,06-23 uM pro BSIH. V ptipadé¢ LC-MS metody byla navic
hodnocena extrak¢ni vytéznost, matricovy efekt a dilucni integrita.

Bylo potvrzeno, ze obé& latky jsou stabilni v ADS pufru a BSIH je vyznamné
stabiln€jsi oproti SIH také v DMEM médiu. Po 24 hodinové inkubaci BSIH v médiu bylo
stadle detekovano 85 % jeho piivodni koncentrace. Naopak v ptipadé SIH bylo detekovano
méné nez 50 % jeho piivodni koncentrace jiz v Sesté hodiné experimentu. Také bylo zjiSténo,
ze BSIH je peroxidem vodiku rychle aktivovan na SIH. Tato konverze vSak neni ekvimolarni
a vznikd pouze cca 25 % ocekavaného mnozstvi SIH. Zbyly BSIH se zfejmé rozklada na jiné
degradacni produkty. BSIH prokazal také vyznamné vyssi stabilitu v plasmé in vitro a delsi
biologicky polocas (to,s = 69 min) v porovnani se SIH (to,s = 18 min). Je vSak nutné brat
v uvahu, Ze se jedna o pilotni data, nebot’ zakladni farmakokinetické parametry BSIH byly
stanoveny u potkana na rozdil od SIH, jehoz farmakokinetika byla studovana u kralika [91].
Vysledky mohou tedy byt zatizeny mezidruhovou variabilitou.

Zjisténi, Ze konverze BSIH na SIH neni ekvimolarni, poukazalo na nutnost bliz$iho
studia rozkladného procesu BSIH. Pozornost byla zamétena zejména na detekci a kvantifikaci
dalsich moznych rozkladnych produktti a hodnoceni efektu srde¢nich bunék (H9c2) na tento
proces. Dale bylo tfeba charakterizovat vybrané biologické vlastnosti rozkladnych produkta.
Pozornost byla zaméfena na isoniazid, salicylaldehyd a jejich oxida¢ni produkty — kyselinu
salicylovou a pyrokatechol (Prace €. 3).

Za timto Ucelem byla upravena HPLC-UV metoda pouzitd v piedchozi fazi prace pro
analyzu SIH a BSIH. Vzhledem k vétSimu mnoZstvi hodnocenych latek vSak bylo nutné
optimalizovat chromatografické podminky, aby nedochdzelo ke koeluci Zadného ze
sledovanych analyti. Bylo zvySeno pH vodné slozky mobilni faze na 7,0 pro zlepSeni tvaru
pika (predevsim BSIH) a slozeni organické ¢asti bylo modifikovano na methanol a acetonitril
v poméeru 30:70 (v/v). Navzdory provedenym upravdm nebylo mozné separovat vSechny
analyty na zékladni linii za isokratickych podminek. Proto byl pouZit gradient, coZ v§ak mélo
za nasledek prodlouZeni analyzy vzhledem k nutnosti ustileni kolony po provedeni kazdé
separace. K detekci byly vzhledem k absorpénim maximim pouzity dvé vinové délky —
254 nm pro salicylaldehyd a 297 nm pro vSechny ostatni analyty. LC-UV metoda byla
validovana dle smérnice FDA v koncentra¢nim rozsahu 2,5-100 uM pro SIH a salicylaldehyd
a v rozsahu 5-100 uM pro BSIH a salicylovou kyselinu. Byla hodnocena linearita, selektivita,

piesnost a spravnost. Pyrokatechol nebyl v zadném z pilotnich experimentli detekovén, proto
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pro jeho stanoveni nebyla metoda validovana. Isoniazid nebylo mozné stanovit vzhledem
k jeho koeluci s balasty z DMEM media, kterou se nepodatilo odstranit.

Diky upravé LC-UV metody byla v bunééném médiu pii aktivaci BSIH plisobenim
peroxidu vodiku (kromé vznikajiciho SIH) detekovana piedevsSim vysoka koncentrace
salicylaldehydu. Ani v tomto ptipad¢ se vSak nejednalo o mnozstvi ekvimolarni k rozkladu
BSIH. Toto zjisténi je mozné vysvétlit vysokou tékavosti salicylaldehydu, coz bylo potvrzeno
porovnanim vysledkl stabilitnich experimentii provedenych v uzaviené a oteviené nadobé.
Piisobeni peroxidu vodiku nemélo na rozklad SIH a salicylaldehydu zadny vliv. V pfitomnosti
H9c2 bunék vsak dochazelo k rychlejsimu poklesu koncentrace SIH, BSIH i salicylaldehydu.
Zasadni vliv pak méla ptitomnost bunék piekvapive pii inkubaci s BSIH a peroxidem vodiku.
Oproti experimentu bez bunc¢k se vtomto piipad€ aktivace dramaticky zpomalila, coZz
pravdépodobné souvisi s metabolizaci peroxidu bunkami.

BSIH, isoniazid a salicylova kyselina vykazaly v testovanych koncentracich na rozdil
od SIH a salicylaldehydu nulovou toxicitu. U BSIH i degradacnich produkti byl dale
hodnocen jejich chelataéni potencial a protektivni ucinek proti oxidaénimu stresu
zpiisobenému peroxidem vodiku. Bylo zjisténo, Ze BSIH nevykazuje (pfed aktivaci
peroxidem vodiku) Zadnou chelatacni aktivitu. Salicylaldehyd naopak vykazal cca 50 %
chelata¢ni aktivity stanovené pro SIH. To se vSak jevi jako relativné vyhodné vzhledem
k faktu, ze pfi aktivaci BSIH vznika spole¢né se SIH také salicylaldehyd, a miZe se tedy
podilet na vysledném celkovém ucinku.

Tato studie prokézala, Ze je BSIH v biologickém materidlu vyznamné stabilnéjsi
v porovnani se SIH, vykazuje nizkou toxicitu a neni chelata¢né i€inny. Snizenou toxicitu lze
vysvétlit niz§im uvoliovanim toxickych degradacnich produkth diky zvySené stabilité.
Pozitivni vliv mé& v tomto ohledu pravdépodobné i absence chelatacni aktivity. Z tohoto
divodu BSIH nezptisobi depleci Zeleza ani pti delsi expozici. Vedle SIH vznika jeho aktivaci
v médiu také salicylaldehyd, ktery je taktéz chelatacné aktivni a mohl by se spolupodilet na
vysledném antioxida¢nim a cytoprotektivnim ucinku léciva. BSIH by tedy mohl byt vhodny
vzor pro nové strukturni modifikace aroylhydrazonovych proléciv.

Vedle BSIH bylo pfipraveno také proléc¢ivo BHAPI, odvozené od jednoho
znov¢jSich aroylhydrazonovych analogh — HAPI. Ten vykazuje v porovnani se SIH
vyznamné vyssi stabilitu pfi srovnatelné biologické ucinnosti. V tomto piipadé byla zamétena
pozornost na studium potencidlu HAPI a zejména BHAPI v ochrané tkéni (naptiklad
myokardu) pted toxickym vlivem katecholaminii a ROS vzniklych v disledku jejich pisobeni

(Prace ¢. 4).
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Konkrétnimi cili prace proto bylo: 1) studovat schopnost katecholaminli a jejich
oxidacnich produktii aktivovat BHAPI, 2) stanovit schopnost HAPI a BHAPI pronikat do
bunck a vazat zde volné Zelezo, 3) zhodnotit protektivni u¢inek obou latek proti toxicité
zpusobené katecholaminy a jejich oxida¢nimi produkty, 4) ovéfit vlastni toxicitu obou latek a
jejich schopnost snizovat mnozstvi produkovanych ROS.

Pro studium stability HAPI a BHAPI, ale také aktivace BHAPI pomoci epinefrinu
(EPI) a jeho oxidované formy (oxEPI) v ADS pufru a bunécném médiu in vitro bylo potfebné
optimalizovat chromatografické podminky. Pfi analyze bylo nutné separovat piky balasti
bunéén¢ho média, HAPI a dva izomery BHAPIL Vyvoj chromatografickych podminek
vychazel z uvodni prace tohoto bloku. Bylo vSak modifikovano slozeni mobilni faze.
Separace bylo dosazeno s pouzitim 15 mM fosfitového pufru a acetonitrilu. V ptipadé
analyzy HAPI a BHAPI nebylo nutné ptiddvat EDTA do mobilni faze. Pro zachovani
reprodukovatelnosti analyz posta¢ilo promyti kolony a chromatografického systému pomoci
2 mM EDTA pfed sérii analyz a nasledna ekvilibrace kolony mobilni f4zi. Pro dosazeni tiplné
separace izomert BHAPI bylo opét nutné pouzit gradient. Detekce analytii probéhla
s ohledem na absorp¢ni maxima latek — 270 nm pro BHAPI a 283 nm pro HAPIL. Odebrané
vzorky bunééného média a ADS pufru byly pied analyzou fedény acetonitrilem v poméru 1:1.
Dle smérnice FDA byla ovéfena selektivita, pfesnost a spravnost metody. Linearita byla
prokazéana v rozmezi 1-100 uM pro oba analyty v ADS pufru i bunécném médiu.

Vtéto praci bylo zjisténo, Ze HAPI byl schopny sniZit produkci ROS
zprostfedkovanou pusobenim katecholamini a signifikantné zredukovat kardiotoxicitu
oxidacnich produktii katecholamind. Byla potvrzena dobra chelatacni uc¢innost HAPI a jeho
relativné nizka toxicita po 24 hodinovém experimentu. Na druhou stranu, toxicita HAPI se
znaén€ zvysuje po 72 hodinéch, coz pravdépodobné souvisi s depleci pro buniky potiebného
zeleza. Tomuto jevu lze vSak pfedejit pouZzitim prochelatoru, coz jsme potvrdili ovéfenim
nizs8i toxicity BHAPI po 72 hodinach experimentu. Taktéz BHAPI prokéazal vyznamné sniZeni
produkce toxickych produktii katecholamini a protekci proti poSkozeni srde¢nich bunék
oxidovanymi katecholaminy, a to témét stejné¢ U€inné jako HAPIL. Zarovenl vSak nebyl
schopen chelatace pfed aktivaci pomoci ROS.

S vyuzitim LC-UV metody bylo zjisténo, ze: 1) HAPI i BHAPI jsou pomérné
stabilni v pufru 1 v bunééném médiu, 2) BHAPI je po vystaveni u€inkiim katecholaminim
v bunééném médiu kompletné rozlozen (aktivovan) béhem 7 hodin, 3) pii aktivaci vzniké
témeét ekvimolarni mnozstvi HAPIL. Mirny pokles jeho ocekavané koncentrace byl

pravdépodobné ovlivnén vlastni stabilitou HAPI. Proces aktivace byl v§ak vyrazné zpomalen
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v bunééném médiu v pritomnosti bunék. Tento jev mlze byt vysvétlen pisobenim bunéénych
antioxidac¢nich mechanismi.

Béhem prace byl potvrzen vliv volného bunécného zeleza na oxidaci a kardiotoxicitu
katecholaminti a schopnost HAPI a BHAPI tomuto procesu branit. Byly popsany vyhodné
biologické vlastnosti jak HAPI, tak BHAPI. Na rozdil od konverze BSIH na SIH je aktivace
BHAPI velice efektivni a jejim produktem je primarné HAPI. Z téchto divodu 1ze doporucit

ob¢ latky k dalSimu studiu a pfipadnym in vivo experimentiim.
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4.2 Analytické hodnoceni dexrazoxanu a jeho analogt

Dexrazoxan je v soucasné dob¢ jedinym klinicky uzivanym léc¢ivem, které chrani
myokard pied poSkozenim béhem cytostatické terapie anthracykliny. Mechanismus ucinku
DEX vsak stale neni pIlné objasnén. Pro objasnéni tohoto mechanismu je potieba ziskat
informace o osudu DEX v organismu, zejména pak v misté¢ ucinku (v srdci a srdecnich
bunkach). Ziskand data pak dale umozni korelovat vztah mezi farmakokinetikou a
farmakodynamikou. Tato prace byla zaméfena na detailni studium farmakokinetiky
a metabolismu DEX in vitro 1 in vivo za podminek, kdy 1é¢ivo piisobi kardioprotektivné
(Prace ¢. 5).

Pro stanoveni koncentraci DEX a jeho metabolitu ADR-925 v biologickém materialu
byla vyuzita LC-MS metoda vyvinuta v nasi vyzkumné skupin€ v minulosti pro analyzu
bunééného media a srdecnich bunék [117]. V rdmci této prace byla metoda zvalidovana dle
smérnice FDA pro stanoveni obou analyti v ADS pufru a bunééném médiu (oba analyty
8-100 uM), buitkach (DEX 4-80 pmol/10° bunék; ADR-925 7-70 pmol/10° bunék) plasmé
(DEX 2-340 uM; ADR-925 1-100 uM), moci (oba analyty 15-1500 uM) a tkénich (DEX
3,7-200 nmol/g; ADR-925 1,6-16 nmol/g vlhké tkan¢).

Byl pouzit chromatograficky systém Shimadzu Prominence LC 20A on-line
propojeny s hmotnostnim spektrometrem typu iontové pasti — LCQ Advantage Max. Separace
byly provedeny na chromatografické koloné Synergi Polar-RP (150x3 mm, 4 um) za vyuZiti
mobilni faze slozené z 5% MeOH v 2 mM mravencanu amonném (slozka A) a methanolu
(slozka B). Pfi separaci bylo nutné vyuzit gradientového modu. Abychom zabranili vzniku
komplexti chelataéné aktivniho ADR-925 na koloné a nasledné =ztraté citlivosti a
reprodukovatelnosti metody, byl systém pied analyzou dikladné promyt roztokem 2 mM
EDTA a nésledn€ v ném byla ustalena mobilni faze. K detekci analyti byl vyuzit SRM mod
pro zachovani vysoké selektivity metody.

Metoda byla pouzita pro analyzu vzorkd neonatalnich potkanich kardiomyocytl
(neonatal ventricular cardiomyocytes — NVCM) a bunééného média po inkubaci s DEX a
ADR-925 a pro analyzu vzorkli odebranych po aplikaci DEX a ADR krélikiim (60 mg/kg, i.p.
nebo 30 min i.v. infuze).

V ptedlozené studii bylo zjiSténo, ze v bunéném médiu za ptitomnosti NVCM
bunck klesa koncentrace DEX po 24 hodinach pfiblizn€ na 30 % ptivodni hodnoty. Témé&r

totozny rozklad byl zaznamenan v médiu bez NVCM buné¢k, coz naznacuje, Ze za rozklad
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DEX na ADR-925 je zodpovédna spiSe spontdnni hydrolyza nez metabolické aktivita bunck.
ADR-925 byl v bunéném médiu stabilni.

Po inkubaci s DEX byl uvnitt bunék detekovan jak DEX, tak metabolit ADR-925.
V piipadé inkubace NVCM bunék se samotnym ADR-925 byly v buiikkach detekovany
dokonce vyssi koncentrace metabolitu nez po inkubaci s DEX. Metabolit tedy zjevné¢ muze
prostupovat do bun¢k sdm o sob¢, coz vyvraci teorii, Ze by ADR-925 nepronikalo buné¢nou
membranou [107]. Aby bylo mozné objasnit mechanismus priichodu ADR-925 membranou,
byl prichod testovan pifi nckolika koncentracich latky a rtznych teplotich. Pokles
prostupnosti pfi 4 °C poukazuje na roli aktivniho transportéru. Na druhou stranu nebyl
pozorovan stropovy efekt ani pfi koncentraci 1000 pM metabolitu. Pii koncentracich
pouzitych v experimentu tedy transport nebyl plné nasycen.

Na zékladé profilu koncentraci DEX a ADR v plasmé stanovenych po aplikace DEX
kralikim byly vypocitany populacni farmakokinetické parametry. Mira exkrece 1éCiva byla
vypocitana na zékladé¢ stanoveni koncentraci obou latek v moci. V analyzovanych tkanich byl
stanoven profil koncentraci obou latek v casech (0,5, 3, 6 a 12 h). Stejny experiment byl
proveden pro ADR-925. Bylo zjiSténo, ze zakladni farmakokinetické parametry DEX v této
studii u kralika jsou podobné parametriim pozorovanym v klinickych studiich. To naznacuje,
ze pouzity model je vhodny pro studium metabolismu DEX a ADR-925 a ziskana data
odpovidaji teoretickym hodnotdm u ¢loveka.

Stanovené koncentrace DEX v myokardu a jatrech byly témét dvojnasobné oproti
kosternimu svalu, coz by mohlo byt vysvétleno rozdilnym prokrvenim téchto tkani. Postupny
pokles koncentrace DEX v tkdnich nebyl doprovazen ocCekavanym nartstem koncentraci
ADR-925. Metabolit tedy zfejme nevznika a nekumuluje se diky své hydrofilité v tkanich, jak
velmi dobfe korelovaly, avSak v ptipadé ADR-925 tomu bylo naopak. Dale bylo zjiSténo, Ze
hlavni cestou exkrece ADR-925 je renélni vylouceni v nezménéné forme.

V poslednim kroku studie byly oba analyty inkubovény s jaternimi a srdec¢nimi
homogenaty, v plasmé a v ADS pufru in vitro za G¢elem ovéteni ptimého vlivu metabolismu
v tkanich na rozklad obou latek. V ptipadé¢ myokardu doslo pouze k nizkému tbytku DEX po
6 hodindch a mnozstvi srde¢ni tkdn€¢ v homogenatu nemélo vyznamny vliv. Naproti tomu
v jatrech probihal rozklad rychleji a byl zavisly na mnozstvi pouzité jaterni tkané. Je tedy
zfejmé, ze se biotransformace DEX ucastni né¢které jaterni enzymy. TaktéZ v krali¢i plasmé se

DEX pfeménil na metabolit podstatné rychleji nez v ADS pufru.
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Tato studie systematicky popsala osud DEX a jeho metabolitu ADR-925 v srde¢nich
bunkach a u kralika in vivo. Déle doplnila klicové informace nutné pro pochopeni
metabolismu DEX a ADR-925 a celkového vyznamu obou latek pro vlastni kardioprotekci.
Tato data budou nasledn¢ vyuzita pro korelaci farmakokinetiky a farmakodynamiky
dexrazoxanu. Provedené experimenty poukazuji na fakt, Ze mnozstvi ADR-925 v misté
ucinku (myokardu) je ovlivnéno predevsim distribuci z krevniho ob¢hu. Ziskana data hovofti
proti dfive uznavanému mechanismu u¢inku DEX prostfednictvim chelatacné aktivniho
metabolitu (redukce ROS) a podporuji novéjsi teorii, kterd povazuje za kliCovou depleci
TOP2. Studie také ukazuje, ze kralik je vhodny experimentdlni model pro studium
kardioprotekce DEX, nebot’ vykazuje velkou podobnost s daty z klinickych studii.

Ve snaze o pochopeni vztahu struktura-aktivita ve skupiné bisdioxopiperazinli byla
také syntetizovana cela fada analogli DEX i ADR-925. VétSina modifikaci v§ak vedla k uplné
ztraté kardioprotektivniho ucinku. Jako jeden z mala nadéjnych analogli se jevil 4,4'-(1-
oxoethan-1,2-diyl)bis(piperazin-2,6-dion) (JR-311). V ndvaznosti na posun ve studiu
mechanismu kardioprotekce v této skupiné 1é¢iv smérem k depleci TOP2, byl JR-311 vybran
pro dal$i studium, protoze v pilotnim in vitro screeningu vykazoval interakci s TOP2
(Prace ¢. 6). Oproti DEX se JR-311 li§i ndhradou methylu ve spojovacim fetézci za oxo-
skupinu. Vzhledem ke strukturni podobnosti s DEX bylo mozné predpokladat, ze bude i
v piipad¢ této molekuly dochazet k hydrolytickému $tépeni piperazinovych kruhii za vzniku
polootevieného (JR-H1) a plné otevieného analogu (JR-H2).

Za pouziti standardniho experimentalniho protokolu bylo vSak zjisténo, ze JR-311
ma v porovnani s DEX nulovy antiproliferativni uc¢inek na HL-60 bunky a pouze maly
synergicky efekt pii pouZziti spolecné¢ s DAU. Dale bylo prokazéno, Ze v testovanych
koncentracich je JR-311 netoxicky pro kardiomyocyty, ale na rozdil od DEX je neni schopen
chranit pred toxickym plsobenim DAU, coz byl v porovnani s pilotnim experimentem
piekvapivy vysledek.

Proto byla pozornost dale zaméfena na odhaleni pfi¢iny nulového u¢inku JR-311 a
rozporu s pilotnim screeningem. Zakladnim cilem této studie bylo ziskat detailni informace
o osudu JR-311 v bunéc¢ném médiu a srdecnich bunikédch za podminek in vitro experimenta.
Za timto ucelem byla vyvinuta novd LC-MS/MS metoda pro soucasné stanoveni JR-311,
JR-H1 a JR-H2 v ADS pufru, bunééném meédiu a NVCM bunkach. Jako zdkladu bylo pfii
vyvoji vyuzito metody pro analyzu DEX, ktera vSak byla za ucelem zrychleni analyzy
upravena pro UHPLC. Béhem analyz byl pouZzit chromatograficky systém Nexera UHPLC
spojeny s trojitym kvadrupolem (Shimadzu LCMS-8030). Separace analytii byla testovana na
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fadé¢ kolon (Ascentis C18, Zorbax Bonus-RP), ale nejlepSich vysledkli bylo dosazeno na
kolon¢ Synergi Polar-RP (150x3 mm, 4 pum). To bylo s ohledem na strukturni podobnost
JR-311 a DEX do jist¢é miry ocekavatelné. Stejné jako v piipadé analyzy DEX bylo nutné
promyt pied analyzou chromatograficky syst¢tm 2 mM roztokem EDTA, abychom zajistili
reprodukovatelné vysledky chelataéné aktivniho metabolitu JR-H2 (analogie s ADR-925).
EDTA byla néasledné vymyta mobilni fazi, ktera se skladala z 2 mM mraven¢anu amonného
(A) a methanolu (B). Pii analyze byl pouzit gradientovy madd. I kdyz byly vSechny analyty
eluovany do 10 minut, byla relativné dlouh4 doba (8 minut) nezbytna pro ekvilibraci kolony
po skonceni gradientu. Zkraceni této doby vedlo k nereprodukovatelnym méfenim metabolitu
JR-H2. Selektivita metody byla zajisténa pouzitim SRM moddu pii detekci vSech analytil i
vnitiniho standardu. Metoda byla validovana dle smérnice FDA s ohledem na selektivitu,
pfesnost, spravnost, stabilitu analyti a vliv matrice. Linearita pro kvantifikaci vSech
hodnocenych latek byla ovéfena v rozmezi 2-200 uM v ADS pufru a bunéném médiu a
v rozmezi 1,5-50 pmol/10° NVCM bungk.

Validovanad metoda byla nésledné pouzita pii studiu stability JR-311 v bunééném
médiu a ADS pufru a pfi hodnoceni priniku JR-311 do NVCM bunék. Bylo zjisténo, ze
JR-311 podléha v bunééném médiu rychlému rozkladu, ktery byl doprovdzen rychlym
vznikem meziproduktu JR-H1 a postupnym nérGstem koncentrace chelatatné aktivniho
JR-H2. Stejny, ackoliv pomalejsi proces byl pozorovan v ADS pufru. Pfitomnost NVCM
bun¢k v médiu neméla vyznamny vliv na rychlost rozkladu. Na rozdil od DEX bylo moZzné
stanovit JR-311 uvniti bunék pouze na pocatku experimentu. Naopak metabolity JR-H1 i
JR-H2 bylo mozné kvantifikovat v intracelularnim prostoru po celou dobu experimentu.
Chelata¢né aktivni metabolit JR-H2 byl uvniti bun¢k po 24 hodinové inkubaci pozorovéan
dokonce ve v&tsim mnozstvi nez ADR-925 v analogickém pokusu s DEX. Analyza vzorka
z in vitro experimentl odhalila, Ze hlavni limitaci latky JR-311 je jeji rychly rozklad, ktery je
ziejme zodpoveédny za absenci biologickych uc¢inkt latky in vitro. Na zaklad¢ tohoto zjisténi
bylo modifikovano provedeni in vitro experimentl, kdy byl béhem inkubace do média
kontinualné¢ pfidavan JR-311, aby byl kompenzovan jeho rozklad. V tomto uspotadani JR-311
prokazal jak schopnost deplece TOP2B, tak signifikantni protekci viici toxickému vlivu DAU.

S ohledem na vystaveni bun€k vysokym koncentracim rozkladnych produktd pfi
in vitro experimentech byla dale zaméfena pozornost na studium chelatace. JR-311 a JR-H1
nebyly chelata¢né G¢inné. Na druhou stranu JR-H2, ktery byl ve vysoké koncentraci pfitomny
uvnitit NVCM bunék po inkubaci s JR-311, byl schopen chelatace Zeleza uvnitt bunck a byl

taktéz schopen odnimat ionty Zeleza z komplext s anthracykliny. V piipadé, ze by byla tato
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vlastnost pro kardioprotekci klicova, dalo by se pfedpokladat, Ze diky vysokym koncentracim
JR-H2 v buiikéch by byl i ve standardnim in vitro experimentu pozorovan kardioprotektivni
ucinek JR-311. Tato zjisténi opét poukazala na fakt, Ze klicovym faktorem v kardioprotekci
DEX by mohla byt deplece TOP2, a ne diive uvadéna chelatace Zeleza metabolitem
ADR-925. Nase data jsou tedy v souladu s nejnovéjsi teorii mechanismu kardioprotekce
DEX, tj. prostfednictvim deplece TOP2B.

Ptedlozena studie umoznila s vyuzitim multidisciplinarniho pfistupu prokazat pti¢inu
uvodniho netspéchu JR-311 v kardioprotekci a pfinesla dals$i argumenty pro definitivni
objasnéni mechanismu uc¢inku bisdioxopiperazinti. Taktéz bylo prokdzéno, ze zameéna
methylu za oxo- skupinu ve spojovacim fetézci dexrazoxanu nevede ke ztraté jeho ucinku, ale
pouze ke snizeni stability struktury. Toto zjiSténi je dualezit¢ pro dalsi vyvoj

bisdioxopiperazinovych analogt.
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4.3 Publika¢ni ¢innost

4.3.1 Publikace zahrnuté v disertacni praci

Prace Cislo 1

Potuc¢kova E., Hruskova K., BureS J., Kovatrikova P., Spirkové LLA., Pravdikova K.,
Kolbabova L., Hergeselova T., Haskova P., Jansovd H., Machacek M., Jirkovskd A.,
Richardson V., Lane D.J., Kalinowski D.S., Richardson D.R., Vavrova K., Simfinek T.,
Structure-activity relationships of novel salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone (SIH)
analogs: iron chelation, anti-oxidant and cytotoxic properties, PLoS One 2014; 9(11)

(IF2014: 3.234)

Podil predkladatele na publikaci

» Vyvoj LC-UV metod pro analyzu nové¢ ptipravenych analogti STH
» Validace vyvinutych LC-UV metod
» Hodnoceni stability testovanych aroylhydrazonl v plasmé in vitro

» Podil na textu publikace (HPLC metodika a stabilitni studie)

Priace cislo 2
Bures J., Jansova H., Stariat J., Filipsky T., Mladénka P., Simtnek T., Kucera R., Klimes J.,
Wang Q., Franz K.J., Kovatikova P., LC-UV/MS methods for the analysis of prochelator-
Boronyl salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone (BSIH) and its active chelator
salicylaldehyde isonicotinoyl hydrazone (SIH), J. Pharm. Biomed. Anal. 2014; 105: 55-63
(IF2014: 2.979)

Podil ptedkladatele na publikaci
Vyvoj a validace LC-UV metody pro hodnoceni SIH a BSIH v ADS a DMEM

Analyza vzorki z in vitro aktivaéniho experimentu a vyhodnoceni vysledkt
Vyvoj a validace LC-MS metody pro hodnoceni plasmé
Hodnoceni stability latek v plasmé in vitro

Analyza vzorkl z in vivo studie a vyhodnoceni farmakokinetickych parametri

V V V VYV V V

Hlavni podil na textu publikace
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Priace cislo 3

Jansova H., Bures J., Machacek M., Haskova P., Jirkovskd A., Roh J., Wang Q., Franz K.J.,
Kovaiikova P., Simiinek T., Characterization of cytoprotective and toxic properties of
iron chelator SIH, prochelator BSIH and their degradation products, Toxicology 2016;
305: 15-24 (IF2016: 3.582)

Podil predkladatele na publikaci

» Vyvoj LC-UV metody pro studium rozkladu hodnocenych latek
» Validace LC-UV metody
» Analyza a vyhodnoceni vzorkt in vitro studia rozkladu latek

» Podil na textu publikace (zejména Casti zabyvajici se HPLC stanovenim)

Priace cislo 4

Haskova P., Jansova H., Bure$ J., Machacek M., Jirkovska A., Franz K.J., Kovafikova P.,
Siminek T., Cardioprotective effects of iron chelator HAPI and ROS-activated boronate
prochelator BHAPI against catecholamine-induced oxidative cellular injury, Toxicology

2016; 371: 17-28 (IF2016: 3.582)

Podil predkladatele na publikaci
» Vyvoj LC-UV metody pro analyzu HAPI a BHAPI
» Validace vyvinuté LC-UV metody

» Analyza vzorkl in vitro studia aktivace/stability latek a vyhodnoceni vysledkt

» Podil na textu publikace (zejména casti zabyvajici se HPLC stanovenim)
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Prace ¢islo 5

Jirkovsky E., Jirkovskd A., Bure§ J., Chladek J., Lencova O., Stariat J., Pokornd Z.,
Karabanovich G., Roh J., Brazdova P., Siminek T., Kovaiikova P., Stérba M.,
Pharmacokinetics of the cardioprotective drug dexrazoxane and its active metabolite
ADR-925 with focus on cardiomyocytes and the heart, J. Pharmacol. Exp. Ther. 2017;
364(3): 433-446 (IF2016: 3.867)

Podil pfedkladatele na publikaci
» Validace LC-MS/MS metody pro stanoveni DEX a ADR-925 v pouzitych matricich

Analyza vzorkl z in vitro inkubaci ADR-925
Analyza vzorkl z farmakokinetické studie s DEX 1 ADR-925
Inkubace DEX v plasm¢, ADS a bunéénych homogenatech in vitro, analyza vzorkl

Podil na textu publikace (zejména LC-MS/MS metodika)

YV V V VY

Prace ¢islo 6

Bures J., Jirkovska A., Sestak V., Jansova H., Karabanovich G., Roh J., Stérba M, Simiinek
T., Kovatikova P., Investigation of novel dexrazoxane analogue JR-311 shows significant
cardioprotective effects through topoisomerase IIbeta but not its iron chelating

metabolite, Toxicology 2017; 392: 1-10 (IF2016: 3.582)

Podil predkladatele na publikaci
» Vyvoj pouzit¢ LC-MS/MS metody pro stanoveni JR-311, JR-H1 a JR-H2

» Validace vyvinuté LC-MS/MS metody v pouzitych matricich
» Analyza vzorkl in vitro studia stability a penetrace latek do bunék, vyhodnoceni vysledkt

» Vyznamny podil na textu publikace
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Prace ¢islo 7
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Holeckova M., Mokry J., Kovarikova P., Bures J., Sterba M., Micuda S., Deferoxamine but

not dexrazoxane alleviates liver injury induced by endotoxemia in rats, Shock 2014;

42(4): 372-379 (IF2014: 3.045)

Prace ¢islo 8

Sestak V., Stariat J., Cermanova J., Potuckova E., Chladek J., Roh J., Bures J., Jansova H.,
Prusa P., Sterba M., Micuda S., Simunek T., Kalinowski D.S., Richardson D.R., Kovarikova
P., Novel and potent anti-tumor and anti-metastatic di-2-pyridylketone
thiosemicarbazones demonstrate marked differences in pharmacology between the first
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Prace ¢islo 9
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Siminek T., Stérba M., Are cardioprotective effects of NO-releasing drug molsidomine
translatable to chronic anthracycline cardiotoxicity settings?, Toxicology 2016; 372: 52-
63 (IF2016: 3.582)
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5. ZAVER
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Teoreticka cast této disertani prace se zabyva zakladnimi principy
chromatografické separace a HPLC instrumentaci, véetné¢ vybranych trendti v dané oblasti.
Déle jsou zde rozebrany vlastnosti biologickych vzorkli, zplsoby jejich zpracovani
a pozornost je vénovana také validaci bioanalytickych metod. Posledni ¢ast teoretické sekce
disertac¢ni prace pojednava o dllezitosti zeleza pro organismus, vyznamu jeho chelatace a
o vlastnostech vybranych 1é¢iv a potencialnich 1é¢iv ze skupiny chelatort zeleza, které byly

v ramci prace analyzovany.

Prvni tematicky blok experimentalni ¢asti prace shrnuje vysledky studia stability a
vybranych biologickych vlastnosti aroylhydrazonovych chelatorti zeleza. V prvni fad¢ jsme
prostudovali nékolik strukturnich modifikaci a jejich vliv na biologické vlastnosti a stabilitu
aroylhydrazonli. Pro hodnoceni stability novych analogii v plasmé byly vyvinuty nové
LC-UV metody. Ovéfili jsme, ze piitomnost hydrazonové vazby v molekule je nezbytna pro
chelata¢ni aktivitu téchto latek. Jako nejvhodnéjsi modifikace zpohledu stability a
protinadorového piisobeni se ukazala substituce vodiku v blizkosti hydrazonové vazby
alkylem (analog H17), ptipadné iso-alkylem rozvétvenym dale od hydrazonové vazby (analog
HI18). Prace vedla klepSimu poznani vztahu struktura-aktivita ve skupiné
aroylhydrazonovych chelatori a k vybéru dvou potencidlnich kandidatt pro dalsi studium.

Krom¢ studia vztahu struktura-aktivita jsme se zabyvali moznosti zacilit G¢inek
aroylhydrazonl do mista potieby a sniZit tak jejich toxicitu pii dlouhodobém podani. V tomto
ohledu se ukazal byt vyhodny princip prochelatoru, ktery by byl aktivovan az v misté
oxidacniho stresu. Pro studium stability a aktivace vybranych prochelatord (BSIH a BHAPI)
jsme vyvinuli LC-UV a LC-MS metody. S jejich vyuzitim jsme potvrdili, Ze prochelator
BSIH je stabilngjsi v bunééném médiu 1 plasmé a mé v porovnani s pfedlohovou latkou lepsi
farmakokinetické vlastnosti (pfedev§im biologicky polocas). Zaroven jsme ovéfili, Ze je
peroxidem vodiku rychle aktivovan na uCinnou latku, které¢ vSak vzniklo pouze 25 %
o¢ekavaného mnozstvi.

V nésledujici préci jsme prostudovali rozklad BSIH a prokazali, Ze pfi jeho aktivaci
vznikd krom¢ SIH také velké mnoZzstvi salicylaldehydu. To se ukazalo jako relativné
vyhodné, protoze salicylaldehyd vykazuje cca 50 % chelatatni tucinnosti SIH a
pravdépodobné tak pfispivd k celkovému cytoprotektivnimu ucinku SIH. Zarovenn jsme
prokdzali, Ze je BSIH relativné netoxicky, pted aktivaci neni schopen chelatace, a nemiize
tedy narusit homeostdzu Zzeleza v organismu. Vzhledem k popsanym vlastnostem se BSIH

jevi jako dobry kandidat pro dal$i studium.
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Konceptu  procheldtoru  vyuzivda také BHAPI, ktery je prolécivem
aroylhydrazonového chelatoru HAPI se zvySenou stabilitou v plasmé (v porovnani se SIH).
V posledni casti tohoto bloku jsme studovali moznou ochranu bunék proti toxickému
pusobeni katecholaminti s vyuzitim aroylhydrazonit HAPI a BHAPI. Pii hodnoceni stability a
aktivace jsme vyuzili vyvinutou LC-UV metodu. Béhem studie jsme potvrdili, ze BHAPI neni
pfed vystavenim oxidacnimu stresu chelatacné aktivni a ze pii jeho aktivaci vznika
ekvimolarni mnozstvi HAPI. Prokazali jsme vliv Zeleza na oxidaci a toxicitu katecholaminti a
také schopnost obou studovanych latek branit tomuto jevu. Vzhledem k vyhodnym

biologickym vlastnostem se taktéz HAPI a BHAPI hodi k dal§imu studiu.

Druhy blok experimentilni ¢asti disertacni prace je nejprve zaméfen na analyzu
kardioprotektiva dexrazoxanu. Cilem prace bylo systematické studium metabolismu DEX
invitro 1 in vivo s dirazem na misto ofekdvaného U¢inku — myokard. Uplatnéni nalezla
vyvinutd LC-MS,; s jejimz vyuzitim byly analyzovany vzorky z komplexni in vitro i in vivo
studie. Prace popisuje chovani DEX a jeho metabolitu ADR-925 v bunééném médiu
v pritomnosti a absenci NVCM buné¢k a také potvrzuje schopnost hydrofilniho metabolitu
ADR-925 prostupovat bunéénou membranou pusobenim aktivniho transportu. Béhem prace
jsme dale studovali farmakokinetiku DEX a ADR-925 u kralika. Stanovili jsme koncentracni
profily v plasmé i tkanich (myokard, jatra, kosterni sval). Prdce poukazuje na fakt, Ze
ADR-925 se do bunék dostava spise distribuci z krevniho fecisté nez aktivaci DEX na misté a
podporuje nejnovejsi teorii 0 mechanismu kardioprotektivniho u€inku DEX prostfednictvim
deplece TOP2.

V dal§i casti prace jsme se veénovali vztahu struktura-aktivita ve skupiné
bisdioxopiperazinii. Konkrétn€ jsme studovali novy analog DEX — JR-311, ktery vznikl
nahradou methylu ve spojovacim fetézci molekuly za oxo- skupinu. JR-311 ma podobné
vlastnosti jako DEX a je transformovan na chelatacné aktivni metabolit JR-H2. Pro studium
stability a priniku JR-311 do buné€k jsme vyvinuli novou LC-MS metodu. Dikladnym
studiem in vitro jsme zjistili, Ze JR-311 vykazuje stejné¢ jako piedlohova molekula
kardioprotektivni uc¢inky vici toxickému plsobeni DAU a zplsobuje depleci TOP2B. Jeho
hlavnim problémem je vSak nizka stabilita, kterd limituje jeho dal$i vyuziti. Prace rozsifuje
o mechanismu kardioprotekce DEX (chelatace metabolitu ADR-925) a vyzdvihuje klicovou
roli TOP2B v kardioprotekci. V neposledni fad¢ studie poukazuje na dileZitost

multidisciplinarniho pfistupu pfi hodnoceni novych potencialnich 1éc¢iv.
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