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Abstrakt

Tato diplomova prace byla zaméfena na vyvoj UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni
laktonové a karboxylatové formy topotekanu ve vodnych pufrech (prvni ¢ast) a na vyvoj
HPLC-MS/MS metody pro sledovani ucinnosti extrakce 6 organickych UV filtrGi z vodnych
matric pomoci hluboce eutektickych rozpoustédel a terpenti (druha cast).

Topotekan je dilezitym protirakovinnym 1é¢ivem, které¢ inhibuje topoizomerasu I,
farmakologicky aktivni je vSak pouze jeho laktonova forma. V prvni ¢asti této prace byla
studovana ¢asova zména poméru laktonové a karboxylatové formy topotekanu v zavislosti na
pH vzorku a na pH vodné sloZzky mobilni faze. K tomu byla vyvinuta 19minutovd metoda
UHPLC-MS/MS s C18 stacionarni fazi, gradientovou eluci a elektrosprejovou ionizaci
v pozitivnim rezimu. Bylo pozorovano, ze se vzristajicim pH mobilni faze a se vzrustajicim
pH vzorku dochézelo ke zvySovani hmotnostniho zlomku karboxylatové formy topotekanu ve
vzorku, stejny trend byl pozorovan také se vzristajicim ¢asem od piipravy vzorku. U vzorku
s pfidavkem methanolu doslo ke stabilizaci laktonové formy a pomalejSimu pfechodu na
karboxylatovou formu. Tyto poznatky mohou byt dale pouzity k optimalizaci vyuziti
topotekanu v 1¢karstvi.

Utinné odstrafiovani organickych UV filtri z vodnych slozek Zivotniho prostiedi a
z odpadnich vod je velmi dileZité, protoze 1 nizké koncentrace téchto latek, povazovanych za
endokrinni disruptory, jsou nebezpecné pro Cloveéka 1 volné Zijici Zivo€ichy. Druha ¢ast této
prace byla zaméfena na analyzu vybranych UV filtrii na bazi benzofenonu (BP, BP-1, BP-2,
BP-3, BP-8, MOBP) a jejich extrakci z vodnych matric. K tomu byla vyvinuta 10minutova
metoda HPLC-MS/MS s wvyuzitim C18 stacionarni faze, gradientovou eluci a
elektrosprejovou ionizaci v pozitivnim reZimu. Bylo pfipraveno celkem 10 hluboce
eutektickych rozpoustédel (deep eutectic solvents, DES), ktera ptedstavuji Setrnéjsi
alternativu k drahym a obtizn¢ recyklovatelnym tradi¢nim organickym rozpoustédlam. Jejich
ucinnost extrakce byla porovndna také s extrakci vybranych analyti dvéma terpeny —
terpineolem a linaloolem. Jako nejefektivnéjsi extrakeni c¢inidlo se jevil samotny terpineol,
z pouzitych DESi pak ten o slozeni menthol:kaprylova kyselina v molarnim poméru 1:1,

ktery extrahoval vSechny sledované analyty s u€innosti vyssi nez 99,6 %.



Abstract

This thesis is focused on the development of an UHPLC-MS/MS method for
the determination of lactone and carboxylate form of topotecan in aqueous buffers (Part 1)
and on the development of a HPLC-MS/MS method for monitoring the extraction efficiency
of 6 organic UV filters from aqueous matrices using deep eutectic solvents and terpenes
(Part 2).

Topotecan is an important anticancer drug that inhibits topoisomerase I, but only its
lactone form is pharmacologically active. In the first part of this work, the change in the ratio
of lactone and carboxylate form of topotecan in time was studied as a function of sample pH
and the pH of the aqueous component of the mobile phase. For this purpose, a 19-minute
UHPLC-MS/MS method with a C18 stationary phase, gradient elution and electrospray
ionization in positive mode was developed. It was observed that with an increasing pH of
the mobile phase and the pH of the sample, the mass fraction of the carboxylate form of
topotecan in the sample increased as well. The same trend was also observed with increasing
time since sample preparation. If methanol was added to the sample, a stabilization of
the lactone form and a slower transition to the carboxylate form was observed. These findings
can be further exploited to optimize the use of topotecan in medicine.

The effective removal of organic UV filters from aquatic environmental compartments and
wastewater is very important because even low concentrations of these substances, considered
endocrine disruptors, are dangerous for humans and wildlife. The second part of this work
was focused on the analysis of selected benzophenone-based UV filters (BP, BP-1, BP-2,
BP-3, BP-8, MOBP) and their extraction from aqueous matrices. For this purpose,
a 10-minute HPLC-MS/MS method with C18 stationary phase, gradient elution and
electrospray ionization in positive mode was developed. In total, 10 deep eutectic solvents
(DES) were prepared, DESs represent a more environmentally friendly alternative to
expensive and difficult to recycle traditional organic solvents. Their extraction efficiency was
also compared with the extraction of selected analytes by two terpenes — terpineol and
linalool. Terpineol alone was found to be the most efficient extraction reagent, and among
the used DESs, the composition with menthol:caprylic acid in molar ratio 1:1 was the most

effective, it extracted all the studied analytes with an efficiency higher than 99.6 %.
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

A plocha piku [AU min]

AU relativni mérnd jednotka (arbitrary unit)

b smérnice kalibra¢ni zavislosti # na ¢, [AU 1 g ']

BDM 4-terc-butyl-4'-methoxydibenzoylmethan, avobenzon

BP benzofenon

BP-1 2,4-dihydroxybenzofenon, benzofenon-1

BP-2 2,2°,4,4" -tetrahydroxybenzofenon, benzofenon-2

BP-3 2-hydroxy-4-methoxybenzofenon, benzofenon-3

BP-4 5-benzoyl-4-hydroxy-2-methoxybenzenesulfonova kyselina, benzofenon-4
BP-5 5-benzoyl-4-hydroxy-2-methoxybenzensulfonat sodny, benzofenon-5
BP-8 2,2’-dihydroxy-4-methoxybenzofenon, benzofenon-8

BP-12 2-hydroxy-4-(oktyloxy)benzofenon, benzofenon-12

c molarni koncentrace [mol 17']

Cm hmotnostni koncentrace [g 17!]

C8 kaprylova kyselina

C10 dekanova kyselina

Cl12 laurova kyselina

Cl4 myristova kyselina

C18 oktadecylovéa skupina

cov Cistirna odpadnich vod

DAD detektor s diodovym polem (diode array detector)

DES hluboce eutektické rozpoustédlo (deep eutectic solvent)

ELISA metoda enzymoveé imunoanalyzy (enzyme-linked immunosorbent assay)
ESI ionizace elektrosprejem (electrospray ionization)

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration)
GC plynova chromatografie (gas chromatography)

h vyska piku [AU]

HMS 3,3,5-trimethylcyklohexylsalicylat, homosalat



HPLC

IMC
IS

LC
LDso

LLE
LLME
LOD
logKow
LOQ

MBC
MF
MOBP
MRM
MS
MS/MS
m/z

n

NHANES

OCT
psi

q

Q
Ok
On
R2
Rb

vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie (high performance liquid
chromatography)

isopentyl-4-methoxycinnamat, amiloxat

vnitini standard (internal standard)

linalool

kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

letalni davka neboli davka latky, ktera je smrtelnd pro 50 % testovanych
organismil

extrakce kapalina—kapalina (liquid-liquid extraction)

mikroextrakce kapalina-kapalina (liquid-liquid microextraction)

limit detekce (limit of detection)

rozdélovaci koeficient oktanol/voda uvadény v logaritmické formeé

limit kvantifikace (limit of quantification)

menthol

3-(4-methylbenzyliden)kafr, enzakamen

mobilni faze

4-methakryloxy-2-hydroxybenzofenon

multiple reaction monitoring

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

tandemova hmotnostni spektrometrie

pomér hmotnosti a naboje iontu

pocet méteni

Nérodni prizkum zkousek zdravi a vyzivy (National Health and Nutrition
Examination Survey)

2-ethylhexyl-(2-kyano-3,3-difenyl)akrylat, oktokrylen

anglosaska jednotka tlaku (pounds per square inch)

hmotnostni pfechod pouzivany k potvrzeni detekce analytu, kvalifikator
hmotnostni ptfechod pouzivany ke kvantifikaci, kvantifikéator

kritickd hodnota Deanova-Dixonova testu

kritérium Deanova-Dixonova testu

koeficient determinace

retinoblastom



RP-HPLC HPLC s reverznimi fazemi (reversed phase HPLC)

s smerodatna odchylka (standard deviation)

SF stacionarni faze

SIM sledovani jediného iontu (single ion monitoring)

SPE extrakce pevnou fazi (solid phase extraction)

SPF faktor ochrany proti slunci (sun protection factor)

SPME mikroextrakce pevnou fazi (solid phase microextraction)

SRM sledovani rozpadu iontu (selected reaction monitoring)

TPT topotekan

T terpineol

tr reten¢ni ¢as [min]

Tt teplota tani [°C]

UHPLC ultra-uc¢innd kapalinovd chromatografie (ultra-high performance liquid
chromatography)

UV/VIS ultrafialovo-viditelné svétlo (ultraviolet—visible light)

v/v pomér objemil

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

w/w pomér hmotnosti

X aritmeticky primér

Xe hmotnostni zlomek TPT karboxylatu

X1 hmotnostni zlomek TPT laktonu

Xmax maximalni hodnota statistického souboru

Xmin minimalni hodnota statistického souboru

Xn n-ty €len statistického souboru
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1 Uvod

1.1 Vyznam topotekanu

Rakovina je celosvétoveé jednou z nejcastéjSich pficin umrti, v roce 2020 na ni podle
Svétové zdravotnické organizace (World Health Organization, WHO) zemfelo témeér
10 miliond lidi'. Chemoterapie je dominantni 1é¢ebnou metodou pro onkologické pacienty,
ale jeji Gc¢innost nemusi byt dostacujici. Mezi nejCastéjsi problémy spojené s klinickym
pouzitim chemoterapeutik patfi obtizny prinik 1é¢iva do nadorové tkan€, vysokd toxicita,
poskozeni zdravych tkani a chemorezistence? .

Topotekan je cytostatikum plsobici jako inhibitor topoizomerasy I, stabilizuje ptechodny
Stépitelny komplex topoizomerasy I s DNA. Topotekan je ucinny proti riznym typim
karcinomtl, mezi néz patfi malobunéény karcinom plic, karcinom délozniho hrdla, karcinom
prsu, karcinom vajecnikt a také retinoblastom. Hlavnimi nevyhodami pfi terapii s vyuzitim
topotekanu jsou rychld pfeména na jeho neaktivni formu v biologickych systémech,
nezadouci vedlejsi UCinky a zkiiZzend rezistence nddorovych bunék vici Sirsi skuping
protinddorovych 1é¢iv> 4,

V ptipad¢ topotekanu by lokalizovana lécba mohla zvysit terapeutickou uUc€innost a
minimalizovat neZadouci vedlej$i ucinky chemoterapie. Ve snaze optimalizovat 1écbu
retinoblastomu pomoci cytostatik topotekanu a vinkristinu Cocarta et al.* zahajili vyzkum
zaméfeny na vyuziti hydrogelovych implantati pro transskleralni podavani téchto 1é¢iv. Tento
vyzkum vyZaduje spolehlivou metodu umoziujici stanoveni ufinné formy topotekanu
v riznych matricich. Ve spolupraci s Mgr. Barborou Mudrovou a RNDr. Jakubem Sircem,
Ph.D., ktefi jsou soucasti zminéného vyzkumu, byla v prvni ¢asti této diplomové prace
vyvijena metoda ultra-u¢inné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
(UHPLC-MS/MS) pro stanoveni obou forem topotekanu, tedy jeho farmakologicky ucinné

laktonové formy 1 net¢inné karboxylatové formy.

1.2 Vyznam UV filtra

UV-A zafeni (vinova délka 315-400 nm) a UV-B zafeni (vinova délka 280-315 nm) jsou
¢astmi slunecniho zateni, které miize pronikat na povrch Zemé. Kromé benefitli spojenych

s expozici sluneénimu zafeni ma UV-A a UV-B zéafeni také negativni G€inky na zdravi
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Cloveéka, mezi né patii predCasné starnuti kiize, zvySené riziko vzniku kozniho maligniho
melanomu a erytematogenni ptsobeni. Je proto doporuceno pouzivat ptripravky chranici kiizi
pred nezadoucimi u¢inky UV zéafeni®.

Organické UV filtry jsou latky obsazené v ochrannych prostfedcich proti UV zafeni, které
maji schopnost absorbovat UV zafeni o ur¢itém rozsahu vinovych délek. Rozsahld vyroba a
pouzivani pripravkl obsahujicich organické UV filtry vede k jejich uvoliovani do zivotniho
prostiedi, pfedev§im do vodnych slozek. Kontaminace zivotniho prostiedi témito latkami je
problematicka zejména z divodu jejich genotoxicity, neurotoxicity, potencialu plsobit jako
endokrinni disruptory a schopnosti bioakumulovat se v tukovych tkdnich Zzivych
organismt®’.

Tato diplomova prace se blize zabyva benzofenonovymi UV filtry. Konven¢ni zplisoby
¢isténi odpadnich vod c¢asto neumoziuji Uplné odstranéni téchto latek. Bylo zjisténo, ze
v nékterych Cistirndch odpadnich vod je uc¢innost odstranéni benzofenonu-2, benzofenonu-3 a
benzofenonu-8 niz§i nez 50 % (cit. ®). Je proto vhodné studovat alternativni zpiisoby
odstranovani benzofenonl z vodnych matric. Druha ¢ast této diplomové prace se soustfedila
na sledovani ucinnosti extrakce 6 benzofenonovych UV filtri z vodnych matric pomoci

hluboce eutektickych rozpoustédel a terpend.

1.3 Cile prace

Cilem prvni ¢asti této diplomové prace bylo vyvinout metodu UHPLC-MS/MS pro
stanoveni laktonové a karboxylatové formy topotekanu ve vodnych pufrech. Tato metoda
méla byt vyuZzita ke studiu pfechodu mezi laktonovou a karboxylatovou formou topotekanu
v zavislosti na pH vzorku, pH vodné slozky mobilni faze a doby uplynulé od ptipravy vzorku.
Dalsim cilem bylo sledovat vliv pfidavku methanolu na pozorovanou rovnovédhu mezi obéma
formami topotekanu.

Cilem druhé casti této diplomové prace bylo vyvinout metodu HPLC-MS/MS
k simultdnnimu stanoveni vybranych organickych UV filtri ve vodé. Dale bylo cilem
pripravit 10 hydrofobnich hluboce eutektickych rozpoustédel a otestovat jejich schopnost
extrahovat vybrané UV filtry z vodnych matric. Jejich extrakéni Gcinnost pak méla byt

porovnana se dvéma terpeny.
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2 Teoreticka cast

2.1 Topotekan

2.1.1 Objev topotekanu

Topotekan (TPT) je semi-synteticky derivat camptothecinu. Camptothecin patii do skupiny
pentacyklickych alkaloidii, poprvé byl izolovan zrostliny Camptotheca acuminata,
vyskytujici se na jihu Ciny, jeho pfitomnost viak byla zji§téna i v nékolika dalsich druzich
rostlin, jako je naptiklad Ervatamia heyeano, Nothapodytes feotida nebo Merrilliodendron
megacarpum. V experimentalnich studiich byl objeven protinadorovy uc¢inek camptothecinu a
latka byla dale zkoumdana a upravovéna za ucelem optimalizace jejitho pouziti v 1ékatstvi.
Camptotheciny se povazuji za jedny z nejslibn&jsich protirakovinnych 1é¢iv 21. stoleti’.

Hlavnim cilem strukturni modifikace camptothecinu bylo syntetizovat latku 1épe
rozpustnou ve vod¢ s vice stabilnim laktonovym analogem. Bylo zjisténo, ze =za
fyziologického pH totiz camptothecin pfechazi z laktonové do karboxylatové formy, kterd je
biologicky inaktivni, vaZe se na lidsky sérovy albumin a snizuje tak u¢innou koncentraci
1é¢iva v krvi. Labilni charakter laktonové formy camptothecinu je pfipisovan hydroxylové
skupiné tvotici intramolekularni vodikové mistky. Nicméné modely vztahti mezi strukturou a
aktivitou camptothecinu ukazaly, ze o-hydroxy-9-laktonovy kruh musi byt v 1é¢ivu ptitomen
pro zachovani in vivo protinadorové aktivity®.

Kingsbury et al.!'® poprvé syntetizovali 9-[(dimethylamino)methyl]-10-hydroxy-
camptothecin neboli topotekan, jehoz hydrochloridova sil ma 400krat vyssi rozpustnost ve
vodé nez camptothecin. Topotekan byl vtéZe studii vyhodnocen jako nejvice aktivni
protinadorovy analog camptothecinu rozpustny ve vodé. Vyhodou topotekanu je nizsi toxicita

oproti camptothecinu. Struktura camptothecinu a topotekanu je uvedena na obrazku 1 (cit. '!).
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Obrazek 1: Struktura camptothecinu (A) a topotekanu (B), obrazek byl vytvotfen v programu Biovia
Draw (Dassault Systémes)

2.1.2 Mechanismus ptisobeni topotekanu

Topotekan slouzi jako inhibitor topoizomerasy I. Topoizomerasa 1 je enzym, ktery
kolem druhého intaktniho vldkna, ¢imZ se uvolni torzni napéti DNA v oblasti replikacni
vidlice. Topoizomerasa | néasledné znovu spoji preruseny fetézec, aby se obnovila integrita
dvoutetézcové DNA. Topoizomerasa byla objevena v 70. letech 20. stoleti, v 80. letech bylo
zjisténo, e topoizomerasa I je jedinym molekularnim cilem camptothecinu® ! 12,

Inhibitor topoizomerasy I se reverzibilné¢ véze na St€pitelny kovalentni komplex
topoizomerasy I s DNA, stabilizuje ho a tim sniZzuje kapacitu k replikaci. Tvorba tohoto
komplexu je reverzibilni, nicméné pii posunu replikacni vidlicky do dané¢ho mista nastava
letalni S$tépeni dvouSroubovicové DNA a nasledné¢ bunécnd smrt. Cytotoxicka aktivita

topotekanu je z4avisla na fazi buné&ného cyklu, je nejucinngjsi béhem S-faze® ' 13,



Teoreticka ¢ast 15

2.1.3 Farmakologie topotekanu

Topotekan existuje ve vodném roztoku v laktonové a karboxylatové formé, jejich pomér je
zavisly na pH roztoku. Pouze laktonova forma topotekanu umoziuje pasivni difuzi do bunky
a navazani topotekanu na Stépitelny komplex topoizomerasy I s DNA. Rovnovdha mezi
obéma formami topotekanu je zndzornéna na obrazku 2 (cit. '*13).

Mezi nejvice ovlivnéné ¢asti organismu pii podavani topotekanu patii hematopoeticky
systém, lymfaticka tkéan, gastrointestinalni trakt, vlasové cibulky, varlata a vajecniky.
Topotekan snadno penetruje pies hematoencefalickou bariéru, coz je diilezité u pacienti
s invazi retinoblastomu do centralni nervové soustavy!® 4 15,

Castymi toxickymi u¢inky jsou myelosuprese a anémie, nicméné n&kolik studii prokézalo,
ze hematologicka toxicita topotekanu je zavisla na didvce a muize byt omezena snizenim
pocateéni davky I1éku nebo vyuzitim hematopoetickych stimula¢nich faktort. Lécba
topotekanem mulze také zplsobovat intersticidlni plicni onemocnéni, gastrointestinalni
poruchy jako je nauzea, zvraceni a prijem, aleopecii a dalsi komplikace. Letalni davka LDso
topotekanu pro mys bilou je 5-50 mg/kg (cit. '* 15:16),

Eliminace topotekanu z téla probiha predev§im rendlni cestou po hydrolyze laktonové

formy na formu karboxylatovou. Biologicky polo¢as eliminace ¢&ini asi 2,2 hodin (cit. '3).

Obrazek 2: Rovnovaha mezi laktonovou (A) a karboxylatovou (B) formou topotekanu zavisla na pH,

obrazek byl vytvofen v programu Biovia Draw (Dassault Systémes)
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2.1.4 Vyuziti topotekanu v lékarstvi

Topotekan patii v Ceské republice do anatomicko-terapeuticko-chemické skupiny
LOICEO1, tedy cytostatika a imunomodula¢ni 1é¢iva, inhibitory topoizomerasy L.
Registrované 1é¢ivé piipravky v Ceské republice obsahujici topotekan hydrochlorid jsou:
Hycamtin, Potactasol, Topotecan Accord, Topotecan Hospira a Topotecan Pharmagen. Lécivé
ptipravky obsahujici topotekan se v souc¢asné dob¢ pouzivaji pfedevsim v monoterapii k 1é¢bé
karcinomu ovarii a k 1é¢bé malobunécného plicniho karcinomu v piipadé nevyhovujicich 1éka
prvni volby, nebo v kombinaci s cisplatinou k 16¢bé& karcinomu délozniho hrdla'> 7.

Bylo zkoumano také vyuZiti topotekanu u pediatrické populace k 1é¢bé rekurentnich nebo
progresivnich solidnich nadort, jako naptiklad Ewingliv sarkom, neuroblastom, osteoblastom,

rabdomyosarkom nebo retinoblastom'> 1%,

2.2 Retinoblastom

4

Retinoblastom (Rb) je nejéastéjsi intraokularni nador détského véku vznikajici v sitnici oka
(latinsky retina). Celosvétove nejvice pripadl se objevuje v Asii (53 %), oproti tomu v Evropé
se vyskytuje pifiblizné 6 % vSech piipadl retinoblastomu. Celkem je evidovano ve svété asi
8 000 novych piipadii retinoblastomu kazdy rok. Objevuje se nejvice u déti do 4 let, v Ceské
republice je retinoblastom diagnostikovan kazdoro&né v priméru u 6 az 7 déti* 151920,

Asi ve 40 % ptipadl se jedna o hereditarni retinoblastom, ktery vznikéd zarode¢nou mutaci
retinoblastomového (Rb1) genu a vétSinou postihuje obé oci. V 60 % piipadu je retinoblastom
nehereditarni, postihujici obvykle jen jedno oko, v takovém piipadé je Rbl gen mutovan
pouze v nadorové tkani'® 1°,

Celkova pravdépodobnost pieziti pii onemocnéni retinoblastomem ve vyspélych zemich je
97 %, nicméné signifikantni procento pacientll ztrdci nebo ma omezené zrakové funkce po

zbytek Zivota. Ve Fakultni nemocnici v Motole v Praze se podafilo vylé€it bez nutnosti

enukleace pouze 56,4 % postizenych o¢i v obdobi let 1999-2014 (cit. ! 19),
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2.2.1 Pristupy k 1é¢bé retinoblastomu

Lécba retinoblastomu je prizpiisobena kazdému jedinci na zaklad¢ velikosti a umisténi
nadoru, hrozby vzniku metastdz, systémového stavu, laterality onemocnéni a odhadované
zrakové prognozy?'.

Cilem 1écby retinoblastomu je predevSim dlouhodobé pieziti pacienta, snizeni pozdéjSich
nasledki a snaha o zachovani co nejlepSich zrakovych funkci postizeného oka. Mezi mozné
pfistupy k 1é€bé retinoblastomu patii chemoterapie, zevni radioterapie, brachyterapie,
kryoterapie, transpupilarni termoterapie, chirurgicky zasah a enukleace'® 2°.

V 70. letech 20. stoleti byl k chemoterapii retinoblastomu vyuZzivan ptedevS§im vinkristin,
cyklofosfamid, cisplatina a doxorubicin. Od 90. let pak vzrostlo vyuziti karboplatiny.
Na pocatku 21. stoleti byly mezi chemoterapeutika proti retinoblastomu zaclenény latky
etoposid, topotekan, melfalan a dalgi*?.

Pro systémovou chemoterapii retinoblastomu metodou chemoredukce se z uvedenych 1é€iv

nejéastéji vyuziva karboplatina, etoposid a vinkristin, které se pouzivaji kombinovang!# 1821,

Pouiti topotekanu proti retinoblastomu bylo publikovéano uz v roce 1998, Nitschke et al.??
ve své studii testovali chemoterapii topotekanem u déti s pevnymi nadory rezistentnimi ke
standardni terapii. Mezi nimi byl 1 jeden pacient s retinoblastomem, ktery vykézal ¢astecnou

remisi po 1écbé topotekanem. Chantada et al.'*

publikovali vroce 2004 studii aktivity
topotekanu proti retinoblastomu u 9 pacienti, v ni byly potvrzeny protinddorové ucinky
topotekanu proti extraokularnimu a relabujicimu/refrakternimu nitroo¢nimu retinoblastomu.

Od pocatku 21. stoleti se strategie podavani chemoterapie postupné odklani od systémové
chemoterapie k pokroc€ilym technikam selektivnéjSiho podavani 1éc¢iv pifimo do oka, aby
se zvySila expozice nadoru, maximalizovala se uCinnost a minimalizoval se vyskyt
nezadoucich u¢inki*.

Chemoterapii pouZivanou k 1écbé retinoblastomu délime podle zplsobu podani na
intravenozni, intraarteridlni, intravitredlni (do sklivce), periokularni (okolo oka) a

intrakameralni (do o¢ni komory)'® 2% 24 Pro lepsi ilustraci je na obrazku 3 zndzornéna

anatomie oka.
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Obrazek 3: Anatomie oka, pfevzato z Barash, P. G., Cullen, B. F., Stoelting, R. K. & kolektiv.
Klinicka anesteziologie: Pteklad 6. vydani. (Grada Publishing a.s., 2015)

2.2.2 Koncept dvouvrstvého hydrogelového implantatu

Cocarta et al.* se ve své studii vénovali vyvoji hydrogelového implantatu, ktery by umoznil
podavani aktivni chemoterapeutické latky lokalng, aby se zabranilo retindlni a systémové
toxicit¢ chemoterapie retinoblastomu. Navrzeny hydrogelovy implantat se aplikuje
periokuldrné a chemoterapeutikum projde do zadniho o¢niho segmentu transskleralni difazi.

Navrzeny hydrogelovy implantat se skladd ze dvou vrstev, vnitini hydrofilni vrstvy
naplnéné chemoterapeutickymi latkami a vné&j$i hydrofobni vrstvy chranici okolni
vaskularizovanou tkan pred cytotoxicitou chemoterapeutickych latek. Experimenty na
zvitecich modelech prokazaly, ze obé testovand chemoterapeutika topotekan 1 vinkristin
mohou difundovat skrze skléru a dostat se do sklivce, kde se nachazi retinoblastom.
Hydrogelovy implantat poskytuje nizs§i celkovou expozici chemoterapeutika, prodlouzeny
ucinek 1éku, absorpci bez prichodu krevnim fecistém a mensi riziko cytotoxicity nebo
nekrozy diky kontrolované koncentraci 1€¢iva v misté aplikace v porovnani se systémovou
aplikaci®.

Béhem experimentii bylo také pozorovano, ze stabilita topotekanu je silné¢ ovlivnéna
koncentraci 1éCiva, teplotou a typem média. Byl pozorovan rozklad topotekanu ve vodném

roztoku uz pii 4 °C (cit. 4).
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2.3 UV filtry

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.2, expozice UV zafeni mize ohrozovat zdravi ¢loveka.
pronika 1 do hlubsich vrstev kiize. UV-B zéfeni je erytematogenni (zodpovédné za spaleni od
slunce) a karcinogenni, pronika jen na povrch kiize. Je odhadovéno, Ze u populace se svétlou
kazi je podil rizika kozniho maligniho melanomu zpisobeného expozici UV zéfeni od 60 %
do 96 % (cit. >2%:26),

Ptirozenou ochranou lidského organismu proti UV zafeni je pigment melanin, nicméné tato
ochrana nemusi byt dostate¢na pro zabranéni Skodlivym uc¢inkiim, a je proto doporuceno
pouzivat piipravky s UV filtry, latkami chranicimi proti UV-A a UV-B zéfeni. UV filtry
dé&lime na organické (chemické) absorbéry a anorganické (fyzikalni) blokatory > 2.

Organické UV filtry absorbuji UV zafeni o urCitém rozsahu vlnovych délek, ¢imz
prechazeji do excitovaného stavu. To umoznuji pfedevsim konjugované systémy dvojnych
vazeb pfitomné v jejich struktufe. Pfebyte¢nd energie je nasledné uvolnéna emisi zafeni
vysSich vinovych délek nebo relaxaci fotochemickymi procesy, jako je naptiklad izomerizace
a uvoliovani tepla. Kazdy organicky UV filtr ma omezené pasmo absorpce UV zafeni,
ve vétsiné ochrannych prostredktt proti UV zafeni je proto obsazena kombinace nékolika
raznych UV filtrG. Mezi organické UV filtry patii benzofenony, para-aminobenzoaty, kafry,
triazoly, triaziny, salicylaty, derivaty kyseliny skoficové a dalsi> .

Anorganické UV filtry, jako je oxid titaniCity a oxid zine€naty, chrdni pokozku tim,
7e odrazeji a rozptyluji UV zéaieni™®.

V soucasné dobé¢ je v Evropské unii povoleno pro pouZiti v kosmetice 48 UV filtrl, z nichz
40 je organickych a 8 anorganickych. Kromé& kosmetickych produktli mohou byt UV filtry
pfidavany také do nékterych industridlnich produktl, jako jsou plasty, lepidla, barvy a laky
nebo textilni produkty, za i€elem ochrany produktl proti fotodegradaci a prodlouZeni jejich

Zivotnosti> 7?7,
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2.3.1 Vybrané organické UV filtry

Tato diplomova prace se blize zabyva UV filtry odvozenymi od benzofenonu, jehoz
struktura je zndzornéna na obrazku 4, ptehled téchto UV filtri je uveden v tabulce 1. Mezi
dalsi vyznamné UV filtry pouzité v experimentalni c¢asti této diplomové prace patii
avobenzon (BDM, 4-terc-butyl-4'-methoxydibenzoylmethan), enzakamen (MBC, 3-(4-
methylbenzyliden)kafr), amiloxat (IMC, isopentyl-4-methoxycinnamat), homosalat (HMS,
3,3,5-trimethylcyklohexylsalicyldt) a  oktokrylen (OCT, 2-ethylhexyl-(2-kyano-3,3-
difenyl)akrylat), jejich piehled je uveden v tabulce 2 (cit. ).

Rozdélovaci koeficient oktanol/voda uvéadény v logaritmické formé logKow (nékdy
oznacovan logP) udava, jakym zplisobem se sloucenina rozd€li mezi oktanolovou a vodnou
fazi ve dvoufazovém systému oktanol-voda a vypovida o hydrofilité¢ nebo lipofilit¢ analytu.
Hodnoty logKow typicky nabyvaji hodnot od —3 (velmi hydrofilni charakter) do +10
(extrémné hydrofobni charakter)®® 2°.

Benzofenon a jeho derivaty se ptfirozené vyskytuji v kvetoucich rostlinach, jako je mango a
vinnd réva muskat, ale pro komeréni pouziti jsou syntetizovany. BP-3 je v soucasnosti
pravdépodobné nejcastéji vyuzivanym UV filtrem v opalovacich krémech a kosmetice. BP-3
byl poprvé syntetizovan v roce 1906 a americky Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and
Drug Administration, FDA) schvalil jeho pouZiti v opalovacich piipravcich v 80. letech 20.

stoleti®’.

R; R, R,

Ry

Obrazek 4: Struktura benzofenonu s naznacenymi postrannimi fetézci, obrazek byl vytvoten v
programu ACD/ChemSketch (ACD/Labs)
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Tabulka 1: Pfehled vybranych, studovanych UV filtri odvozenych od benzofenonu, jejich nazvy,
zkratky nazvi, postranni fetézce a hodnoty logKow (cit. *!*3?). Znazornéné postranni fetézce byly
vytvoteny v programu ACD/ChemSketch (ACD/Labs), oznaceni R; az Rs odpovida tém na obrazku 4

Analyt Zkratka Postranni retézce logKow
R.=H R.=H R.=H
1 3 5 3.18
benzofenon BP _ _ )
R,=H R,=H
‘ 2,4- BP.1 R=0OH R,;=H R,=H 2.96
dihydroxybenzofenon R,=OH R,=H
tetrahydrcz)fyétﬁz;fenon BP-2 RTOR RO Re=H 2,78
R,=OH R,=OH
el ey RIOCH R R 3
2" 4"
5-benzoyl-4-hydroxy-2- R,=H R,=O-CH, v
methoxyb Ifonat BP-5 - - b
ybenzensulfona R,=H R.=SO,Na
sodny
R,=OH
me%flz();gliolle};lir(f)tzﬁ)t BP-8 R;=0-CH, Ry=OH R,=H 3,82
R,=OH R,=H
R,=O(CH,).,CH R.=H
2-hydroxy-4- PO > 6,96
(oktyloxy)benzofenon BP-12 R,=OH R,=H ,
R.=H
0 R3=H
4-methakryloxy-2- B _CH, N 4.20
hydroxybenzofenon MOBP R1_O/Uﬁ/ R,=H
CHj
R,=OH R.=H

2 5
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Tabulka 2: Pfehled dalsich vybranych UV filtrt, jejich nazvy, zkratky ndzvi, struktura a hodnoty
logKow (cit. **3%), zndzornéné struktury byly vytvoieny v programu ACD/ChemSketch (ACD/Labs)

Analyt Zkratka Struktura logKow
0 0
avobenzon BDM O O CH3 4,30
HaC
0 CHg
CHs
HsC
CHs

H3C /O

enzakamen MBC \ 5,58
CHs
o CH,
o, X O/\)\CH;;
amiloxat IMC 3,64
HaCo
o)
CHs
CHs
homosalat HMS dLO CHs 4,14
OH

oktokrylen OCT 6,88
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2.3.2 Vliv organickych UV filtri na Zivotni prostredi a na ¢lovéka

Siroké pouzivani opalovacich krémil a dalich ochrannych prosttedkii proti UV zéfeni
nevyhnutelné znamena, ze se UV filtry dostavaji do zivotniho prostfedi, a to predev§im skrze
vodni slozky. Pro zabezpecCeni co nejvyssi hodnoty SPF (,,sun protection factor, faktor
ochrany proti slunci) jsou pouzivany razné kombinace organickych i anorganickych UV
filtri, a proto je i v Zivotnim prostedi diverzita UV filtrdl je pomérné vysoka™ .

Organické UV filtry maji lipofilni charakter, coz pfispiva k jejich persistenci v Zivotnim
prostiedi, jsou ekotoxické a nebezpecné pro vodni prostiedi. Lipofilita UV filtrii také zvySuje
jejich potencial pro bioakumulaci, UV filtry byly nalezeny v mnoha druzich zivych
organismil, coz naznaduje rozsifenou expozici> .

Nejzavaznéj$i problém predstavuji estrogenni uc¢inky nékterych UV filtri na biotu a
¢loveéka, které mohou byt spojené s negativnim ovlivnénim reprodukce. Latky ovlivijici
hormondlni systém organismi jsou oznacovany jako endokrinni disruptory. Ne&které
organické UV filtry plisobi jako antagonisté na androgennich a progesteronovych receptorech

a agonisté na estrogennich receptorech> > 3°

. Specifické organické UV filtry, jako je
benzofenon-3 neboli oxybenzon, mohou zvysit expresi estrogenu a vyvolat tim genotoxické
ucinky. Estrogen stimuluje bunécnou proliferaci a motilitu, indukuje poSkozeni DNA a je
hlavnim rizikovym faktorem v etiologii rakoviny prsu. Majhi et al.

poskozeni DNA vlivem BP-3.

popsali zvySené

Kromé toho byla zjisténa také neurotoxicita nékterych organickych UV filtr, opét
zejména BP-3, ktery neptiznivé ovliviiuje Zivotaschopnost nervovych bunck posilenim
procesu apoptdzy. V souvislosti s témito poznatky by UV filtry mély byt uvazovany jako

mozné faktory v patogenezi neurodegenerativnich onemocnéni’.

2.3.3 Farmakologie organickych UV filtri

Byly popsany tfi hlavni zplisoby expozice ¢loveka vici organickym UV filtrim: dermalni,
peroralni a inhalacni. Pfi dermalni expozici je kritickym parametrem koZni permeace,
americky FDA potvrdil, Ze nékteré aktivni slozky opalovacich krémt, vcetné BP-3, jsou
absorbovany skrze kiizi do krevniho obéhu. Vyznamna je také expozice oralnim pozitim
kontaminované vody, n¢kolik studii prokazalo kontaminaci pitné vody organickymi UV filtry,
napt. Li et al.>” v Cin& nebo da Silva et al.’® v Brazilii. Vzduch v uzavienych prostorech je

také nezanedbatelnym zdrojem vystaveni Clov€éka mnoha semi-volatilnim organickym
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chemikaliim, véetné organickych UV filtra”> .

Farmakologické vlastnosti jednotlivych UV filtr se liSi v zavislosti na jejich struktufe a
fyzikélné-chemickych vlastnostech. Tato kapitola bude blize zaméfena na BP-3, ktery je
hojné vyuzivan®.

1.4 ve své studii uréovali toxikokinetické parametry BP-3 u krys. Biologicky

Jung et a
polocas pii transdermalni aplikaci ¢inil 18,3 = 5,8 hodin a vyznamné se liSil od polocasu
uréené¢ho z intravenézni aplikace, coz naznacuje flip-flop kinetiku. Flip-flop efekt je
pozorovan, kdyz je rychlost absorpce z oblasti davkovani do krve vyrazné niz$i nez rychlost
eliminace latky, to ma za nésledek prodlouzenou systémovou expozici organismu. Hodnota
biologické dostupnosti byla 6,9 + 1,8 %. Pfi intravendzni infuzi byl BP-3 distribuovan
v nejvyssi mite do tlustého stieva, plic a ledvin.

BP-3 mize byt metabolizovan na BP-1 nebo konjugovan v jatrech s glukuronovou
kyselinou, je vyluGovan piedev§im moci v konjugované, ale i nekonjugované formé&®.
Gonzalez et al.*! provedli studii na 25 dobrovolnicich, ktefi 5 dni v fadé opakované aplikovali
opalovaci krém, bylo zjisténo, ze 1,2-8,7 % (w/w) z celkového dermalné podaného mnozstvi
BP-3 bylo vylouceno moci béhem 10 dnii (sledovano jesté 5 dni po posledni aplikaci), coz
naznacuje bioakumulaci BP-3.

Od roku 2017 byl povoleny obsah BP-3 v Evropské unii snizen z 10 hm. % vyrobku na
maximalné 6 hm. % v opalovacich krémech a maximalné 0,5 hm. % v ostatnich kosmetickych
piipravcich. Podobné regulace plati napi. v USA, Japonsku a Koreji** %°. Sougasti Narodniho
prizkumu zkouSek zdravi a vyzivy (National Health and Nutrition Examination Survey,
NHANES) provedeného v USA v roce 2003-2004 bylo sledovani koncentrace BP-3 v moci
u obyvatel USA starSich 6 let, pfitomnost BP-3 byla detekovana u 96,8 % z 2 517 testovanych

jedinct®.

2.4 Vyskyt a odstranovani UV filtri z vodnych matric

2.4.1 Vyskyt organickych UV filtri ve vodnich zdrojich

Ri¢ni voda je matrici, ktera vykazuje riizné typy UV filtr a je proménliva v zavislosti na
lokaci. Maximdlni hladina BP-3 zji§ténd v fi¢ni vodé byla 114 ng 1! a byla nalezena ve
Slovinsku®> *®. Ma et al.¥ nalezli vfece Yangtze v Ciné vroce 2015 koncentrace 0,15—

447ng1™' BP-1 a n.d.(nedetekovdno)—45,1 ng 1! BP-3. Da Silva et al.*® nalezli
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v jihovychodni Brazilii v #i¢ni vodé vletech 2012-2014 maximalni koncentraci BP-3
44 ng1!. Kameda et al.** nalezli v fekach v Japonsku v roce 2008 rozmezi koncentraci 31—
82 ng I'! BPa 1641 ng 1! BP-3. Wick et al.** stanovili koncentraci 0,9 = 0,3 ng 1"! BP-1
v fece Ryn v Némecku v letech 2008 a 2009, BP-2 a BP-3 nebyly detekovany.

Bazény jsou v 1ét¢ Siroce vyuzivany pro rekrea¢ni aktivity, coZ umoziuje ptimy vstup UV
filtrti do vody®. Ye et al.*® analyzovali UV filtry benzofenonového typu ve vzorku bazénové
vody z Ciny (Wuhan) a detekovali koncentrace az 18 800 ng1™' BP, 8700 ng I"' BP-1 a
4500 ng 1"! BP-3.

Koncentrace UV filtrii ve vodnich zdrojich v CR byla pfedmétem studie Grabicové et al.*’,
kteti se zabyvali méfenim koncentrace tii organickych UV filtrGi v podpovrchovych vodach
v Jiznich Cechach v &ervenci 2011. Koncentrace BP-3 ve venkovnich plaveckych bazénech se

pohybovala v rozmezi 26-620 ng 17!, v rekreacnich rybnicich 21-550 ng 1'! a v ¥i€nich

lokalitdch pod zdrojem zne&isténi 12-67 ng 17!

2.4.2 Odstranovani UV filtra v Cistirnach odpadnich vod

Utinnost odstrafiovani UV filtrii z odpadnich vod zavisi na pouzitych technologiich
osetieni vody v riiznych ¢&istirnach odpadnich vod (COV). Primarni oetieni vody zahrnuje
pfedevSim sedimentaci, koagulaci a flokulaci, odstranovani UV-filtri v tomto kroku neni
pfili§ ucinné a je zaloZeno predevSim na sorpci lipofilnich latek na kal. Sekundarni oSetieni
vody, ne€kdy také oznaCovano jako biologické, vyuzivd mikroorganismy k degradaci
organickych latek. Do této kategorie se fadi technologie aktivovaného kalu, modifikovany
Ludzack-Ettingertiv proces nebo pouziti sekvencnich davkovych reaktor. V tomto kroku
neni vzdy jasné, jestli skutecn€ doslo k degradaci organickych UV filtrli, anebo se jednalo
opét o odstranéni sorpci na aktivovany kal. Tercidrni oSetfeni vody je vyuzivano jen
v minoritnim mnozstvi COV, zde jsou vyuzivany vice sofistikované metody upravy vody*s#.

Mezi metody terciarniho oSetfeni vody patii chlorace a oxidace pomoci UV zéfeni,
kombinaci UV/H20,, UV/persulfat, foto-Fenton a UV/fotokatalyza. Hlavni nevyhodou téchto
procesti jsou vznikajici degradac¢ni produkty, které mohou mit toxické uinky na Zivé
organismy. Dale je to reverzni osmoza, kterd se v soucasné dob¢ jevi jako nejucinné€jsi zptisob
odstrafiovani UV filtri v COV, nicméné ta neni kviili cenové naro&nosti §iroce vyuzivana’® %,

Golovko et al.*® sledovali sezénni u&innost odstrafiovani 16 1é¢iv a piipravkil osobni

hygieny, vcetné BP-1, BP-3 a BP-4 (5-benzoyl-4-hydroxy-2-methoxybenzenesulfonova
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kyselina), v COV v Ceskych Budgjovicich od biezna 2011 do tmora 2012. V této COV je
vyuzivana technologie biologicky aktivovaného kalu s castecnou nitrifikaci a termofilni
anaerobni stabilizaci kalu. BP-1 vykazoval u¢innost odstranovani od 73 do 100 % v prab&hu
roku. BP-3 vykazoval v jarnim obdobi nizkou u¢innost odstranovani, od kvétna do srpna se
poté u¢innost zvysila z 10 na 65 % a zistala pfiblizné konstantni az do tinora. U¢innost
odstraiiovani BP-4 se pohybovala mezi 13 a 70 %.

Chiriac et al.® se ve své studii vénovali distribuci, u¢innosti odstraiovani a hodnoceni
environmentélnich rizik benzofenonovych a salicylatovych UV filtr v COV a povrchovych
vodach v Rumunsku vroce 2019. Na zdkladé¢ primérné nalezené koncentrace UV filtri
v ptitoku a odtoku 5 COV byla vypoéitana G¢innost jejich odstrafiovani. Primérna hodnota
G&innosti odstrafiovani napii¢ 5 COV byla 95 % pro BP-1, 53 % pro BP-2, 74 % pro
BP-3, 66 % pro BP-8 a 72 % pro HMS. Nicméné v nékterych COV byla Géinnost odstranéni
BP-2, BP-3, BP-8 nebo HMS nizsi nez 50 %.

Tsui et al.*® se zaméfili na sezénni vyskyt, U¢innost odstrafiovani a hodnoceni rizik
n&kolika t¥id organickych UV filtrt v COV v Cin& v roce 2012. V nejvétsi ze sledovanych
COV (Stonecutters Island) obsluhujici oblast pro 3 500 000 obyvatel, ktera zpracovava asi
1400 000 m*® vody denné, byly na zakladé publikovanych hodnot koncentrace UV filtrii
v pritoku a odtoku vypocitdny ucinnosti odstraniovani. Pro BDM se ucinnost odstrafiovani
pohybovala okolo 80 %, pro BP-1 uc¢innost postupné vzrostla z 16 % v Gnoru na 40 %
v listopadu, pro BP-3 se hodnoty pohybovaly okolo 65 %, pro BP-4 a BP-8 mezi 31 a 54 %,
pro HMS ucinnost vzrostla z 41 % v unoru na 67 % v listopadu, pro IMC se ucinnost
odstrafiovani pohybovala mezi 15 a 49 % a pro MBC mezi 37 a 50 %. Tato COV pouziva
upravu vody pomoci flokulace, sedimentace s chloridem Zelezitym a s polymery a pomoci
chlorace. Je zfejmé, ze u¢innost odstranéni UV filtri je Casto nizsi nez 50 %.

Ramos et al.¥ porovnavali rizné studie zabyvajici se vyskytem a zplisobem odstrafiovani
UV filtrti v riznych COV po celém svétd v letech 2000 az 2015. Dosli k zavéru, Ze derivaty
benzofenonu BP-1, BP-2, BP-3 a BP-4 vynikaly mezi ostatnimi skupinami UV filtrt
vysokymi koncentracemi jak v piitoku, tak vodtoku COV, coz poukazuje na jejich

nevyhovujici i€innost odstranovani v COV.
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2.4.3 Hluboce eutekticka rozpoustédla

Hluboce eutektickd rozpoustédla (deep eutectic solvents, DES) jsou moderni extrakéni
¢inidla, kterd byla vyvinuta jako Setrnéjsi alternativa k drahym a obtizné¢ recyklovatelnym
tradicnim organickym rozpoustédliim a iontovym kapalinam. DESy se svymi vlastnostmi
podobaji iontovym kapalindm, nicméné nemusi byt tvofeny pouze ionty, ale 1 nenabitymi
molekulami. Vétsina DESH je netoxickd, biokompatibilni a biologicky odbouratelna®!> 2,

DESy se obecné skladaji ze dvou nebo vice slozek, které spolu interaguji prostiednictvim
vodikovych vazeb, a jejich smés ma nizsi teplotu tani nez individualni slozky. Vlastnosti
DESu Ize upravit zménou molekularni struktury a poméru jednotlivych slozek, takto lze
docilit bud’ hydrofobniho, nebo hydrofilniho charakteru rozpoustédla®’. DESy jsem blize
popisovala ve své bakalarské praci ,,HPLC-MS/MS analyza toxinl z Psilocybe semilanceata“
v kapitole 2.3.1 (cit. *%).

V této diplomové praci byla studovana schopnost DES{ odstrafiovat organické UV filtry,
povazované za polutanty zivotniho prostfedi, z vodnych matric — deionizované vody, fi¢ni
vody, stojaté vody a vody z koupalisté. Pro porovnani také byla provedena extrakce
sledovanych analyti pomoci terpenti terpineolu a linaloolu. Extrakce zde neslouzila
k prekoncentraci analytil pfed samotnou analyzou.

Jelikoz sledované analyty mély hydrofobni charakter, coz ukazuji hodnoty logKow uvedené
v tabulce 1 a tabulce 2, také extrakéni €inidla musela byt hydrofobni. Hydrofobni DESy jsou
zaloZzeny na pouziti hydrofobnich sloucenin jako je tetrabutylamoniumbromid, menthol,
thymol a mastné kyseliny slouZici jako akceptory vodikovych vazeb, které jsou pouZivany
v kombinaci s alkoholy a karboxylovymi kyselinami s dlouhym alkylovym fetézcem
slouzicimi jako donory vodikovych vazeb™* 3.

Tabulka 3 uvadi strukturu a nékteré fyzikalné-chemické vlastnosti slozek DESU a terpenti
pouzitych v této diplomové praci. Menthol slouzil pfi tvorbé DESU jako akceptor vodikové
vazby a karboxylové kyseliny (C8, C10, C12 a C14) jako donory nebo akceptory vodikové
vazby. VSechny latky uvedené v tabulce 3 jsou bézné se vyskytujici ptirodni latky.
Karboxylové kyseliny (C8, C10, C12 a C14) se vyskytuji v kokosovém oleji, palmovém oleji
a masle. Terpeny se nachdzi v esencidlnich olejich riznych rostlin, linalool je obsazen
v koriandru, menthol v maté, terpineol v borovici, myrtovitych rostlinich a

v pomeran¢ovniku’® 7.
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Tabulka 3: Piehled, struktura, teploty tani a hodnoty logKow (cit. 2% 35% 6%) slozek DESH a terpentl,

znazornéné struktury byly vytvofeny v programu ACD/ChemSketch (ACD/Labs)

Analyt Zkratka Struktura Tt [°C] logKow
(0]
kaprylova kyselina C8 HSCM oH 16,5 3,05
(0]
: : 31,4 4,09
dekanova kyselina Cl10 HscM o ) >
(]
laurova kyselina Cl2 H3CMOH 43,8 4,60
o
myristova kyselina Cl4 chWOH 54,2 6,10
HsC ><j\_<CH3
linalool L HO —cH, CH, <-=100 °C 2,84
CHj,
HaC
menthol M CH 34-36 3,40
OH
HO CHj
terpineol T H3C@ 15-35 2,60
CH,

2.5 Metody analyzy

Tato kapitola je zaméfena na metody v soucasnosti vyuzivané k analyze topotekanu a/nebo

organickych UV filtrli. Principy kapalinové chromatografie, UV/VIS detekce a hmotnostni

spektrometrie jsou detailngji popsany v mé bakalarské praci>>.

2.5.1 Extrakce

Extrakéni techniky slouzi k pfedupravé vzorku, primarné k izolaci a prekoncentraci

analytii®" %2, Pro extrakci topotekanu a/nebo organickych UV filtr(i jsou vyznamné nasledujici

techniky:
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Extrakce pevnou fazi (solid phase extraction, SPE)

SPE je jednoduchd, Casto vyuzivand a snadno proveditelna extrakéni technika. Béhem
procesu SPE kapalny vzorek prochazi skrze imobilizovanou fazi, kde je pozadovana slozka
zachycena a poté extrahovana vhodnym, nejcastéji organickym rozpoustédlem. Nevyhodou
SPE je spotieba velkého objemu vzorku (0,3—1 1) a nutnost vyuziti organickych rozpoustédel
pro desorpci analyti (10-15 ml). Pro SPE se bézné pouzivaji C18 pevné faze, protoze
zadrzuji velké mnozstvi organickych analyt®!: 6% 63,

Online SPE-LC-MS/MS metoda byla vyuzita v praci Belay et al.** pii analyze 10 1é¢iv
véetné topotekanu, eluce z SPE kolony byla provedena gradientem vodné faze s 0,1 obj. %
mravenci kyseliny a methanolem, vytéznost ¢inila 92-96,6 %.

1.65

Ve studii Tashiro et a

113 %, jednalo se o extrakci smési obsahujici mimo jin¢ BP, BP-3, HMS, MBC a OCT

byla pii SPE 18 UV filtrii pozorovdna vytéznost v rozmezi 80—

eluovanych pomoci dichlormethanu.

Mikroextrakce pevnou fazi (solid phase microextraction, SPME)

SPME umoznuje snizeni objemu vzorku a mnozstvi organickych rozpoustédel potifebnych
k extrakci a produkuje mensi mnozstvi odpadu nez SPE. Dal§imi vyhodami této techniky jsou
snizeni matricového efektu a vy3si rychlost oproti konvenéni SPES! %3,

Metoda SPME pro predipravu vzorkl topotekanu neni v odborné literatute Casta.

Dobré vytéznosti (80—106 %) byly ziskany pro extrakci skupiny 14 organickych UV filtrt
véetné¢ BP-1, BP-3, BP-4, BP-8, HMS, IMC, MBC a OCT pomoci SPME ve studii

Vila et al.®

Extrakce kapalina—kapalina (liquid—liquid extraction, LLE)

LLE je zaloZena na rozd¢leni analytu mezi dvé nemisitelné kapalné faze, typicky vodu a
organické rozpoustédlo. LLE je tradi¢ni technika pouZivand mimo jiné k extrakci riznych
kontaminantt ze vzorkli zivotniho prostfedi. Dochézi ke spotiebé pomérné velkého mnozstvi
vzorku (obvykle 200-500 ml), srovnatelného s SPE, a k pouziti organickych rozpoustédel.
Po extrakci vétsinou nasleduje filtrace extraktu nebo odpafovani rozpoustédla®!- ©2,

Extrakci topotekanu pomoci LLE popsali napf. Arellano et al.®, ktefi provedli extrakci

pomoci dichlormethanu pfi pH 7,0-7,5 s vytézZnosti 85 %.
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LLE byla pouzita naptiklad ve studii Kung et al.*’ k extrakci 5 organickych UV filtri (BP,
BP-1, BP-3, BP-8 a MBC) pomoci n-oktanolu s vytéznosti 77-116 %.
K LLE lze misto tradi¢nich organickych rozpoustédel pouzit DESy>°.

Mikroextrakce kapalina-kapalina (liquid-liquid microextraction, LLME)

Mikroextrakce kapalina-kapalina umoznuje minimalizaci pouzitych rozpoustédel a je
Siroce vyuzivana k extrakci UV filtrii ze vzorkti vody®'.

Metoda LLME pro piedupravu vzorktl topotekanu neni v odborné literature Casta.

Ve studii Wang et al.’! byla vyuzita disperzni LLME za pomoci ultrazvuku k extrakci UV
filtrd BP, BP-1 a BP-3. Pii této technice je do vzorku vody vstiiknuta smés extrakéniho
rozpoustédla (nemisitelného s vodou) a disperzniho rozpoustédla (misitelného s vodou).
Velké kontaktni plocha mezi vytvofenymi jemnymi kapi¢kami extrakéniho ¢inidla a vzorkem
usnadiiuje pfenos hmoty analytl do extrakéniho ¢inidla. K extrakci byl pouZzit DES slozeny
z trioktylmethylamoniumchloridu a kyseliny dekanové (C10), metoda poskytla dobré
vytéznosti extrakce v rozmezi 90,2—103,5 %. Metoda LLME pomoci DESu byla déle vyuzita
k extrakci UV filtri nap¥. ve studii Zhang et al.®®

2.5.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie (high-performance liquid chromatography,
HPLC) je separac¢ni metoda zalozena na distribuci analytii mezi kapalnou mobilni fazi (MF) a
pevnhou nebo kapalnou staciondrni fazi (SF), kde mobilni faze je cCerpdna pres
chromatografickou kolonu pod vysokym tlakem. Pokud je velikost ¢astic SF mensi nez 2 um
a tlak mize dosdhnout az 1 000 bar, hovofime o ultra-U¢inné kapalinové chromatografii
(ultra-high performance liquid chromatography, UHPLC)% 7°.

Metody HPLC a UHPLC jsou pravdépodobné nejcastéjSimi metodami analyzy jak
topotekanu, tak organickych UV filtri. V obou pfipadech se pouzivd predevSim

chromatografie s reverznimi fazemi (reversed phase, RP) na oktadecylové (C18) SF, kterd je

nepolarni a nejsilnéji zadrzuje nepolarni analyty®’.
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Detekce UV/VIS

Principem detekce UV/VIS je méfeni absorbance, kterd vyjadiuje miru absorpce UV/VIS
zafeni analytem. Detektory s diodovym polem (diode array detector, DAD) dokézi simultanné
detekovat intenzitu zafeni vSech vinovych délek ve zvoleném rozmezi a dokazi tak zaznamenat
celé UV/VIS absorpéni spektrum’'.

Celkovy topotekan byl spolecné s paklitaxelem stanovovan metodou HPLC-UV ve studii

1.7? pii vlnové délce 227 nm s limitem kvantifikace 70 ng ml™!.

Jaineta
Metoda HPLC-UV byla vyuzita pro analyzu UV filtri napiiklad ve studii Wang et al.>!,
BP-1 a BP-3 byly detekovany pii vinové délce 290 nm a BP pii 254 nm. Limity detekce se

pohybovaly v rozmezi 0,15-0,30 ng ml ™.

Fluorescencni detekce

Slouceniny, které vykazuji fluorescenci nebo jsou fluorescenéné znaeny, lze detekovat
fluorescenénim detektorem s vysokou citlivosti a specificitou. Na detekéni celu dopada
primarni elektromagnetické¢ zafeni o vhodné vinové délce, to je absorbovano analytem a
vyvola emisi fluorescen¢niho zéfeni, které je detekovano. Citlivost mize byt az 1000krat
vyssi nez u UV detekce®.

Fluorescenéni detekce se ¢asto vyuziva pro analyzu topotekanu. Ve studii Bai et al.”* byl
detekovan topotekan a jeho metabolit N-desmethyltopotekan v laktonové formé a celkovém
mnozstvi. Excitace byla provedena zafenim o vinové délce 530 nm, emise byla detekovana
pfi 376 nm. Limity kvantifikace byly v rozmezi 0,10-0,25 ng m1".

Pro analyzu organickych UV filtri neni fluorescen¢ni detekce typicka.

Detekce pomoci hmotnostni spektrometrie

Principem hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry, MS) je generovat ionty
analyzované latky a separovat je podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z), slouzi ke
kvalitativni 1 kvantitativni analyze. Ionizace elektrosprejem (electrospray ionization, ESI)
vyuziva tvorbu spreje vysoce nabitych kapicek aplikaci silného elektrického pole na kapalinu
vstupujici do hmotnostniho spektrometru a je kompatibilni pro spojeni s HPLC. ESI je
vhodnou metodou ionizace pro topotekan lakton a karboxylét i pro organické UV filtry’*,

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) spociva ve vybéru iontll pomoci MS (ty se

oznacuji jako prekurzorové ionty), které nasledné podléhaji strukturni zméné, vzniklé ionty
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jsou podrobeny dalsi MS analyze a jsou detekovany (ty se oznacuji jako produktové ionty)’*.

Siroce rozsifenym uspotadanim MS/MS je trojity kvadrupél, kde prekurzorové ionty
vybrané prvnim kvadrupolem vstupuji do kolizni cely druhého kvadrupdlu, jsou
fragmentovany srazkami s atomy kolizniho plynu a wvzniklé produktové ionty jsou
analyzovény v tietim kvadrupolu’.

Trojity kvadrup6l mize pracovat v nékolika rezimech, volba vhodného rezimu zavisi na
tom, jakou informaci z analyzy chceme ziskat. Rezim sledovdni rozpadu iontu (selected
reaction monitoring, SRM) slouzi ke sledovani specifického hmotnostniho ptfechodu
z prekurzorového iontu na produktovy, SRM je velmi selektivni a citlivy mod, ktery je
vhodny ke kvalitativni 1 kvantitativni analyze. Pokud chceme selektivitu SRM moddu jesté
zvysit, je mozné simultdnné sledovat pro jeden analyt vice hmotnostnich pfechodl. Pfechod
poskytujici nejintenzivnéjsi signal se typicky pouziva pro kvantifikaci (kvantifikator, Q), dalsi
pfechod (pfipadné¢ vice piechodll) pak mulze byt pouzit k potvrzeni detekce analytu
(kvalifikator, q) a k zajisténi spolehlivého kvantitativniho stanoveni. Sledovani vice SRM
prechodl pro jeden analyt nebo sledovani pfechodi mnoha analytl v jedné analyze je n¢kdy
ozna¢ovano jako MRM (multiple reaction monitoring)’* 7> 7°,

Metodu UHPLC-MS/MS pro analyzu TPT laktonu a karboxylatu pouZili napt. Li et al.”’,
kteti sledovali mimo jiné pfechod mezi obéma formami TPT v zéavislosti na pH. Ve svém
¢lanku uvedli, Ze topotekan byl stabilni v laktonové formé pii nizkém pH (pH < 4), pii
pH 8-9 ob¢ formy koexistovaly a pii pH 10 byl pozorovan pouze pik karboxylatu. Limity
kvantifikace byly 0,5 ng ml™! pro celkovy topotekan a 0,1 ng ml™! pro topotekan v laktonové
form&. LC-MS metoda byla vyuzita také ve studii Arellano et al.®, LC-MS/MS ve studii
Shu et al.”®, Jeong et al.””, Khuroo et al.® a dalsich.

Kung et al.%” analyzovali 5 organickych UV filtrii (BP, BP-1, BP-3, BP-8 a MBC) metodou
LC-MS/MS ve vzorcich vody s pfedupravou pomoci LLE. Limity detekce se pohybovaly
vrozmezi 2,3-24,4 pg 1", Ve studii Meng et al.** byla vyuzita HPLC-MS/MS metoda
k analyze 15 organickych UV filtrd (BP, BP-1, BP-2, BP-3, BP-6, BP-8, BP-10, BP-12,
HMS, IMC, MBC a dalsich) v opalovacich krémech. LC-MS/MS byla dale vyuzita napft. ve

studii Wick et al.** nebo Grabicova et al.*’
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2.5.3 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (gas chromatography, GC) je separacni metoda zaloZzend na
distribuci analytd mezi MF, tvofenou inertnim nosnym plynem, a kapalnou nebo pevnou SF.
Plynovd chromatografie je vhodna pfedevSim pro analyty s molekulovou hmotnosti do

500 g mol~! a bodem varu do 400 °C (cit. 8").

Detekce pomoci hmotnostni spektrometrie

Analyza topotekanu plynovou chromatografii neni vyhodna z divodu jeho nizké stability
pti vysokych teplotach.

GC-MS vyuzili ke stanoveni UV filtri napt. Tashiro et al.%°, ktefi provedli piedipravu
vzorku pomoci SPE a pro 18 analytti uvedli limity detekce pohybujici se v rozmezi 0,1—
3,0ng I"!. Metoda GC-MS/MS byla vyuzita k analyze 14 UV filtrii v praci Vila et al.®®
s predupravou pomoci SPME a s limity detekce 0,045-8,2 ng 1!

2.5.4 Imunochemické metody

Pro stanoveni topotekanu mohou byt vyuzity imunochemické metody, napf. metoda
enzymové¢ imunoanalyzy ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), ktera je zaloZena na
principu kompetice mezi enzymem znacenym a neznacenym léCivem. Znaceny a neznaceny
topotekan soutéZi o navazani na imobilizovanou protilatku a vytvofeni imunokomplexu.
Nésledné je méfena aktivita markerového enzymu imunokomplexu navdzan¢ho na pevnou
fazi. Metoda ELISA poskytuje vysokou citlivost a specificitu®,

Metodu ELISA vyuzili napf. Saita et al.’? ke stanoveni laktonové formy topotekanu,

dosahli limitu detekce 80 pg ml™".

2.5.5 Analyza topotekanu ve sklivci a krevni plazmé

Pro 1ékatské vyuZiti topotekanu jsou Casto provadény analyzy sklivce a krevni plazmy po
podani topotekanu. Pro takové analyzy je nutné provést nejprve precipitaci bilkovin, obvykle

pomoci nadbytku methanolu, a centrifugaci. Methanol zarovei stabilizuje pomér laktonové a

karboxylatové formy topotekanu’” 83,

Ve studii Buitrago et al.®?

byl detekovan topotekan lakton i karboxylat, vzorky sklivce a
krevni plazmy byly smichany v poméru 1:3 (v/v) s methanolem. Kalibrace byla provedena pfti

pH 3 pro topotekan lakton a pii pH 10 pro topotekan karboxylat.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

K ptipravé mobilnich fazi pro chromatografické analyzy byl pouzit methanol (=99,9%,
LC-MS Chromasolv, Honeywell Riedel-de Haén, Némecko), mravenci kyselina (~ 98% p.a.,
Lach-Ner, Ceska republika), octova kyselina (99% p.a., Penta, Ceska republika), amoniak (25%,
Sigma-Aldrich, Ceska republika), octan amonny (>98,5% p.a., Penta, Ceska republika) a
deionizovana voda.

K ptipravé standardnich roztokd topotekanu byl pouzit topotekan hydrochlorid (U. S.
Pharmacopeia, USA) a jako interni standard byl pouzit topotekan-ds (Toronto Research
Chemicals, Kanada). Standardy byly skladovany pii teplot¢ —20 °C, k jejich rozpusténi a
fedéni byla pouzita kyselina chlorovodikova (35% p.a., Lach-Ner, Ceska republika) a tytéz
chemikalie jako k ptipravé mobilnich fazi.

K ptipravé standardnich roztokt UV filtri byl pouzit benzofenon (BP, 99%, ReagentPlus,
Sigma-Aldrich, Cina), 2,4-dihydroxybenzofenon (BP-1, 99%, Sigma-Aldrich, Cina),
2,2°,4,4"-tetrahydroxybenzofenon (BP-2, 97%, Sigma-Aldrich, USA), 2-hydroxy-4-
methoxybenzofenon  (BP-3, 98%, Sigma-Aldrich, Cina), 5-benzoyl-4-hydroxy-2-
methoxybenzensulfonat  sodny  (BP-5, Sigma-Aldrich, USA), 2,2"-dihydroxy-4-
methoxybenzofenon (BP-8, 98%, Sigma-Aldrich, USA), 2-hydroxy-4-(oktyloxy)benzofenon
(BP-12, 98%, Sigma-Aldrich, Cina), 4-methakryloxy-2-hydroxybenzofenon (MOBP, > 99%,
Sigma-Aldrich, USA), amiloxat (IMC, Sigma-Aldrich, Kanada), avobenzon (BDM, Sigma-
Aldrich, USA), enzakamen (MBC, > 98,0%, Sigma-Aldrich, Cina), homosalat (HMS, Sigma-
Aldrich, Cina), oktokrylen (OCT, Sigma-Aldrich, USA) a jako interni standard slouzil
diazepam-ds (> 98,5%, Lipomed, Svycarsko). Standardy byly skladovany pfi teploté 5 °C
nebo pfi laboratorni teploté podle pokynti pro doporucené skladovani, k jejich rozpusténi a
fedéni byly pouzity tytéz chemikalie jako k ptipravé mobilnich fazi.

K ptipravé extrakénich cinidel byl vyuzit menthol (M, 99%, Sigma-Aldrich, USA),
kaprylova kyselina (C8, > 98%, Fluka, Malajsie), dekanova kyselina (C10, > 98%, Sigma-
Aldrich, Némecko), laurova kyselina (C12, p.a., Sigma-Aldrich, Malajsie), myristova
kyselina (C14, p.a., Merck, Malajsie) a terpineol (T, smés izomerti, Sigma-Aldrich, Francie),
linalool (L, 97%, Sigma-Aldrich, Cina).

K feseni problémi carry-overu byl pouzit methanol (>99,9%, LC-MS Chromasolv,
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Honeywell Riedel-de Haén, Némecko), acetonitril (> 99,9%, LC-MS Chromasolv, Honeywell
Riedel-de Haén, Némecko) a 2-propanol (= 99,9%, LC-MS Chromasolv, Fluka, Némecko).

3.2 Instrumentace

Ptredvazky Highland HCB 123 (Adam Equipment, Velkd Britanie) byly vyuzity k navéazce
octanu amonného, pouzivané¢ho k ptipravé pufru. Pro odvézeni standardi topotekanu a
standarda UV filtrG byly pouzity analytické vahy APX-100 (Denver Instrument, Némecko).

Me¢éieni pH vodnych slozek mobilnich fazi bylo provedeno pomoci pH metru 3540
Combined pH & Conductivity (Jenway, Velka Britanie). Ke kalibraci byl pouzit roztok pufru
o pH 4,0 obsahujici citronovou kyselinu, hydroxid sodny a chlorid sodny (Honeywell Fluka,
Némecko) a roztok pufru o pH 7,0 obsahujici hydrogenfosfore¢nan sodny a
dihydrogenfosforec¢nan draselny (Honeywell Fluka, Némecko).

Centrifugace byla provadéna pomoci minicentrifugy Gusto (Carl Roth, Némecko). Ttepani
vzorkd bylo provedeno pomoci Multi Speed Vortex (Biosan, LotySsko). Zahtivani
extrak¢énich ¢inidel bylo provedeno pomoci Arex Digital Heating Magnetic Stirrer (Velp
Scientifica, Italie).

Chromatografické analyzy byly provedeny pomoci ultra-vysokou¢inného kapalinového
chromatografu Agilent 1290 Infinity (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) slozeného
z vysokotlaké pumpy (Agilent 1290 Infinity), termostatovaného automatického davkovace
(Agilent 1290 Infinity), kolonového termostatu (Agilent 1290 Infinity) a detektoru diodového
pole (1290 Infinity).

K detekci byl vyuzit hmotnostni spektrometr Agilent 6460 Triple Quadrupole LC/MS
System (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) s ionizaci elektrosprejem.

Chromatografické analyzy topotekanu byly provedeny na koloné Acquity UPLC BEH C18
(100 x 2,1 mm, 1,7 um, Waters, Irsko) a analyzy UV filtrii na kolon¢ Kinetex EVO C18
(100 x 3 mm, 2,6 um, Phenomenex, USA).

Nameétfend data byla vyhodnocena v pocitacovém programu Agilent MassHunter
Workstation Software (Agilent Technologies) a v programu Microsoft Excel 2016 (Microsoft
Corporation).
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3.3 Priprava a uchovani vzorki pro HPLC analyzy

3.3.1 Priprava standardnich roztoki TPT

Pro experimenty zaméfené na optimalizaci parametrti fragmentace byl pouZit standardni
roztok TPT o koncentraci 1 mg ml™! piipraveny rozpusténim 1 mg TPT hydrochloridu
v podobé Zlutého prasku v 1 ml deionizované vody upravené mravenci kyselinou na pH 3,4,
ktery byl ponechan 30 minut pti pokojové teploté, aby bylo dosazeno konverze na laktonovou
formu. Takto pfipraveny roztok byl zfedén na koncentraci 1 pg ml™' ve smési methanol:voda
v poméru 1:1 (v/v) s piidavkem 0,1 obj. % mravenci kyseliny.

Pro experimenty zaméfené na vybér chromatografického systému byl pii analyze
laktonové formy pouzit okyseleny roztok TPT o koncentraci 1 mg ml™!, jehoZ piiprava je
popsana vyse, ziedény na koncentraci 1 a 50 ug ml™!' ve smési methanol:voda v poméru 1:1
(v/v) s ptidavkem 0,1 obj. % mravenci kyseliny. Pfi analyze karboxylatové formy byl pouzit
zésadity roztok TPT o koncentraci 1 mg ml! pfipraveny rozpusténim 1 mg TPT
hydrochloridu v 1 ml deionizované vody upravené vodnym roztokem 25 obj. % amoniaku na
pH 8,3, ktery byl ponechan 30 minut pfi pokojové teploté, aby bylo dosazeno konverze na
karboxylatovou formu. Takto pfipraveny roztok byl zfedén na koncentraci 1 a 50 ug ml™! ve
smési methanol:voda v poméru 1:1 (v/v) s piidavkem 7,5 - 10~* obj. % amoniaku.

Roztok interniho standardu o koncentraci 1 mg ml™' byl pfipraven rozpu$ténim 1 mg
topotekanu-ds v 1 ml deionizované vody s 0,07 obj. % chlorovodikové kyseliny usnadiujici
jeho rozpusténi. Zasobni roztok byl poté ziedén methanolem na koncentraci 0,5; 5; 12,5 a
500 ng ml ™",

Pro ¢asovou studii zmény poméru laktonové a karboxylatové formy TPT v zavislosti na
pH byl pouzit vodny standardni roztok TPT o koncentraci 1 mg ml™!, ktery byl ziedén na
koncentraci 50 ug ml™! ve vodném roztoku octanu amonného (¢ = 5 mmol 17!), jehoz pH bylo
upraveno pifidanim octové kyseliny nebo vodnym roztokem 25 obj. % amoniaku. Byly
ptipraveny roztoky o pH 4.5; 5,5; 6,6; 7,4; 8,0 a 10,0. Déle byl ptipraven standardni roztok
TPT o koncentraci 50 ug ml™! ve smési vodného roztoku octanu amonného (¢ = 5 mmol 17,
pH =10,0) a methanolu v poméru 1:1 (v/v) pro sledovani vlivu methanolu na stabilizaci

pfechodu mezi laktonovou a karboxylatovou formou.
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3.3.2 Priprava roztoki pro kalibraci TPT

Nezavisle na sob¢ byly piipraveny dvé kalibracni fady, jedna v kyselém prostiedi pro
kalibraci TPT laktonu a jedna v zasaditém prostiedi pro kalibraci TPT karboxylatu. Roztoky
pro kalibraci byly pfipraveny fedénim vodného standardniho roztoku TPT o koncentraci
1 mg ml™! pomoci vodného pufru octanu amonného (¢ = 5 mmol 1™') o pH 3 nebo 10.
Vysledné roztoky dale obsahovaly 50 obj. % methanolu (vychlazeného na —20 °C), 40 obj. %
deionizované vody a interni standard topotekan-de o koncentraci 12,5 ng ml ™!,

Kalibracni fada TPT laktonu byla pfipravena v pufru o pH 3 a obsahovala roztoky
o koncentraci 0,5; 1; 5; 10; 25; 50 a 100 ng ml'. Kalibraéni fada TPT karboxylatu byla
pfipravena v pufru o pH 10 a obsahovala roztoky o koncentraci 1; 5; 10; 25; 50 a 100 ng ml .
Nasledné byla stejnym zpiisobem piipravena fada roztoku v pufru o pH 7,4 obsahujici ob¢
formy TPT, ktera slouzila k ovéteni funkénosti metody pii fyziologickém pH a obsahovala
roztoky o koncentraci 1; 5; 10; 25; 50 a 100 ng ml'.

Vsechny roztoky pro kalibraci a jeji ovéfeni byly ptipraveny v duplikidtech a byly
ponechany stat ptes noc (asi 15-20 hodin) pii teploté 5 °C, aby bylo dosazeno rovnovahy
konverze mezi obéma formami TPT. Analyza probéhla pomoci metody UHPLC-MS/MS
popsané v kapitole 4.2.

3.3.3 Priprava standardnich roztoka UV filtri

Pro experimenty zaméfené na optimalizaci parametrii fragmentace a na vybér
chromatografického systému byly pouZity standardni roztoky BP, BP-1, BP-2, BP-3, BP-5,
BP-8, BP-12 (rozpusténi pfi laboratorni teploté pfes noc), MOBP, BDM a MBC o koncentraci
1 mg ml™! rozpusténé v methanolu, kazdy roztok analytu byl pfipraven samostatng. V piipadé
analytt HMS, IMC a OCT, které jsou kapalné za laboratorni teploty, bylo pozadované
mnozstvi odpipetovano a zvdzeno, nasledné pak ziedéno methanolem na koncentraci
I mgml!. Pro optimalizaci fragmentace byly pouZity standardni roztoky zfedéné
methanolem na koncentraci 1 a 100 pg ml™'.

Pro experimenty zaméfené na vybér chromatografického systému byl pouzit smésny roztok
vSech standardli, nebo roztoky vybranych kombinaci standardi o koncentraci vSech analytd
10, 100 a 1 000 ng ml™!. Tyto roztoky byly pfipraveny z vyse popsanych standardnich roztoki
jednotlivych UV filtrd fedénim pomoci methanolu, smési methanol:voda v poméru 1:1 (v/v)

s ptidavkem 0,1 obj. % mravenci kyseliny nebo deionizované vody. Takto pfipravené roztoky
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UV filtrit v deionizované vod¢ obsahovaly pouze zanedbatelné mnozstvi methanolu, proto
jsou v pozd¢jsich kapitolach oznaCeny zjednodusené jako roztoky UV filtrii v deionizované

vodé.

3.3.4 Priprava roztoki pro kalibraci UV filtri

Kalibrace byla pfipravena pouze pro smés standardi BP, BP-1, BP-2, BP-3, BP-8 a
MOBP, ostatni UV filtry nebyly v ramci této diplomové prace kvantifikovany. Roztoky pro
kalibraci byly ptipraveny fedénim smésného roztoku vySe zminénych standardii ptipravené¢ho
ve smési methanol:deionizovand voda v poméru 1:2 (v/v) o koncentraci vSech analytl
10 uygml™! a 100 ng ml™!. Vysledné roztoky obsahovaly 33 obj. % methanolu, 66 obj. %
deionizované vody a interni standard diazepam-ds o koncentraci 50 ng ml ™.

Kalibra¢ni tada obsahovala roztoky o koncentraci 1; 5; 10; 20; 50; 100; 500 a
1000 ng ml™!. Kazdy kalibra¢ni roztok byl analyzovan tfikrit. Analyza probéhla pomoci
metody HPLC-MS/MS popsané v kapitole 4.6.

3.3.5 Priprava roztoka UV filtra pro testovani extrakce

Pro ptipravu roztokd UV filtrG urcenych k testovani extrakce byl pouzit smésny roztok
standardiit BP, BP-1, BP-2, BP-3, BP-8§ a MOBP v methanolu o koncentraci vSech analytl
100 ug ml™!. Tento zasobni roztok byl zfedén na koncentraci 5; 10 a 20 pg ml™' pomoci:
deionizované vody, fi¢ni vody (Vltava, odebrano 1.3.2023 v lokalité Park Ciheln4, Praha 1),
stojaté¢ vody (Albertov, odebrano 2.3.2023 v lokalit¢ Studni¢kova, Praha 2) nebo vody
z koupalisté (Petynka, odebrano 20.6.2023 v lokalité Oteviena 1072/4, Praha 6).

3.3.6 Uchovavani standardnich roztoki a realnych vzorki

Vodné roztoky standard TPT jsou nestabilni a termolabilni, a to i vii¢i opakovanému
zmrazeni a rozmrazeni, proto byly analyzovany co nejdiive po jejich pfipravé, piipadné byly
uchovavany pii teploté 5 °C. Methanolické roztoky byly skladovéany pfi teploté —20 °C.

Veskeré roztoky standardt UV filtrl 1 vzorkid vody byly uchovavany pfi teploté 5 °C.
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3.4 Provedeni extrakce UV filtru

3.4.1 Priprava extrakc¢nich Cinidel

Byly pfipraveny nasledujici DESy:
a) menthol s kaprylovou kyselinou v molarnim poméru 1:1 (M:C8 1:1)
b) menthol s dekanovou kyselinou v molarnim poméru 1:1 (M:C10 1:1)
¢) menthol s dekanovou kyselinou v molarnim poméru 1:2 (M:C10 1:2)
d) menthol s dekanovou kyselinou v molarnim poméru 2:1 (M:C10 2:1)
e) menthol s laurovou kyselinou v molarnim poméru 2:1 (M:C12 2:1)
f) terpineol s kaprylovou kyselinou v molarnim poméru 1:1 (T:C8 1:1)
g) kaprylova kyselina s dekanovou kyselinou v molarnim poméru 1:1 (C8:C10 1:1)
h) kaprylova kyselina s dekanovou kyselinou v molarnim poméru 2:1 (C8:C10 2:1)
1) kaprylova kyselina s dekanovou kyselinou v molarnim poméru 1:2 (C8:C10 1:2)
j) kaprylové kyselina s laurovou kyselinou v molarnim poméru 2:1 (C8:C12 2:1)
Dale byl k extrakci pouzit terpineol a linalool.
Smés T:C8 1:1 byla pfipravena prostym smichanim obou slozek v pozadovaném molarnim
poméru bez nutnosti zahtivani, ostatni DESy byly pfipraveny nasledovné: Obé slozky
ptipravovaného DESu byly vzdy smichany v poZadovaném molarnim poméru a nasledné byly

za stalého michani zahtivany na 85 °C po dobu 15 minut od jejich zkapalnéni.

3.4.2 Postup extrakce UV filtri a upravy vzorku pred analyzou

Extrakce byly provedeny pfii laboratorni teploté. 500 pl smésného vzorku standardi BP,
BP-1, BP-2, BP-3, BP-8 a MOBP o koncentraci analytt 5, 10 a 20 pg ml™! ve vodné matrici
bylo tfepano 15 minut pfi 1 500 rpm s 50, 250 nebo 500 pl testovaného DESu nebo terpenu.
Pti testovani vlivii na extrakci byla upravena doba tiepani nebo rychlost tfepani, tyto
experimenty jsou bliZze popsany v kapitole 4.9.3. Ve vSech ptipadech nasledovala centrifugace
po dobu 5 minut pti 2 500 rpm.

Vodné faze po extrakci byla ziedéna methanolem v obj. poméru 2:1 a byl k ni pfidan
vnitini standard diazepam-ds (¢ = 50 ng ml!). Nésledn& byla provedena HPLC-MS/MS
analyza popsana v kapitole 4.6. Kazda extrakce byla provedena duplicitné a kazdy duplikat

byl analyzovan dvakrat.



Experimentalni ¢ast 40

3.5 Priprava mobilnich fazi pro HPLC analyzy

3.5.1 Mobilni faze vyuzivané pri analyze TPT

Jako mobilni faze pti analyze TPT byla vyuzivana deionizovand voda s 0,1 obj. %
mravenéi kyseliny, vodny roztok octanu amonného (¢ = 5 mmol I'!) o pH 4,5; 5,5; 6,6 a 7,4,
kde pH bylo upraveno ptidavkem octové kyseliny nebo vodného roztoku 25 obj. % amoniaku.
Jako organickd slozka mobilni faze byl pouzit methanol bez upravy nebo s piidavkem

0,1 obj. % mravenci kyseliny.

3.5.2 Mobilni fiaze vyuzivané pri analyze UV filtri

Jako mobilni faze pfi analyze UV filtrti byla vyuzivana deionizovana voda s 0,1 obj. %
mravenc¢i kyseliny nebo s 0,1 obj. % octové kyseliny, pfipadné vodny roztok mravencanu
amonného (¢ = 10 mmol 1) o pH 3,5, kde pH bylo upraveno piidavkem mravenéi kyseliny.
Organickou slozkou byl methanol bez upravy nebo s pifidavkem 0,1 obj. % mravenci

kyseliny.

3.6 Kvalitativni hodnoceni analyz

Kvalitativni analyza byla provedena na zakladé experimentli se standardy. Identifikace
latek nebo vylouceni jejich pfitomnosti bylo provedeno srovnanim reten¢nich ¢ast analytd
s reten¢nimi Casy standardd a sledovanim specifickych hmotnostnich piechodi analyt
prostfednictvim tandemové hmotnostni spektrometrie v rezimu MRM. Podminky fragmentace
véetné vhodnych prekurzorovych a produktovych iontl byly optimalizovany, optimalizace je

popséna v kapitolach 4.1 a 4.5.

3.7 Kvantitativni hodnoceni analyz

Kvantitativni analyza byla provedena metodou vnitiniho standardu (internal standard, IS)
s 1izotopicky znacenym standardem topotekanem-ds pro analyzu TPT laktonu a karboxylatu a
diazepamem-ds pro analyzu UV-filtrti. Pouziti IS umoziuje minimalizovat chyby kvantifikace
zpusobené napf. ndhodnymi chybami ionizace v hmotnostni detekci.

Izotopicky znaceny standard byl ve stejném mnozstvi pfidan do vSech vzorkl urcenych ke
kvantifikaci, v€etn€ roztokti kalibrace. Nasledné byla provedena (U)HPLC-MS/MS analyza

v rezimu MRM. Pro kazdy kvantifikovany analyt byla sestrojena kalibra¢ni zavislost poméru
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plochy piku analytu 4 a interniho standardu A4is na hmotnostni koncentraci analytu c.
Pti vypoctu koncentrace bylo zapocitano fedéni vzorku.

Limit detekce (limit of detection, LOD) a limit kvantifikace (limit of quantification, LOQ)
byl uréen vypoctem za vyuziti smérnice b kalibracni zavislosti poméru vysky piku analytu / a
interniho standardu /1s na hmotnostni koncentraci analytu ¢,. Limit detekce byl urc¢en jako
koncentrace, jejiz vyska piku odpovidd trojnasobku hodnoty Sumu zakladni linie
chromatogramu, limit kvantifikace pak jako jeji desetinasobek®*. Vztahy pro vypoc¢et LOD a

LOQ jsou uvedeny v rovnici (1) a (2).

3:Sum 1
LOD = (1
10 - Sum 2
LOQzT 2)

V ptipad€ n poctu opakovanych méteni byly vysledky statisticky zpracovany na hlading
vyznamnosti a = 0,05. Odlehlé vysledky byly vylouceny na zékladé Deanova-Dixonova testu,
pokud kritérium Q, vypocitané podle rovnice (3) bylo vétsi nez tabelovana kritickd hodnota
Ok. Vrovnici (3) x, zna¢i n-ty Clen statistického souboru, xmax maximalni hodnotu a xmin
minimalni hodnotu. Vysledky jsou uvadény jako aritmeticky primér X doprovazeny
smérodatnou odchylkou s (standard deviation)®>. Vztah pro vypocet smérodatné odchylky je

uveden v rovnici (4).

Q, = n T Xn-1 (3)

4
s = jZ(xi -0/~ 1) Y
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Optimalizace tandemové hmotnostni detekce TPT

Hmotnostni analyzéator pracoval v rezimu pozitivnich iontd (ESI+ mdd), jeho nastaveni
bylo nésledujici: ¢as pfechodu (dwell time) 200 ms, napéti na sprejovaci kapilare +4 000 V,
teplota desolvata¢niho plynu (dusiku) 300 °C, pratok desolvata¢niho plynu 10 1 min~!, tlak
nebulizéru 55 psi.

Pii prvotnich experimentech byl pouzit standardni roztok TPT o koncentraci 1 ug ml™" ve
smési methanol:voda v poméru 1:1 (v/v) spridavkem 0,1 obj. % mravenci kyseliny.
V kyselém pH (zde zasobni roztok o pH 3,4) je TPT pfitomen pouze v laktonové forme.
Davkovano bylo 10 pl. Mobilni faze byla sloZena z vody a methanolu v poméru 50:50 (v/v),
kde ob¢ slozky mobilni faze obsahovaly 0,1 obj. % mravenci kyseliny pro zvyhodnéni
laktonové formy TPT.

Ve skenovacim reZimu hmotnostniho analyzatoru bylo proméfeno rozmezi hmot m/z 100
az 500, v ziskaném hmotnostnim spektru byl nalezen ion s nejintenzivnéj$Sim signalem
s m/z 422,1. Tento ion slouzil dale jako prekurzorovy ion fragmentace laktonové formy TPT,
vznikl pfijetim protonu H" analytem.

Nasledné bylo u prekurzorového iontu optimalizovano napéti na fragmentoru v rezimu
SIM (single ion monitoring), aby bylo dosaZeno co nejvyssi intenzity signalu. Bylo testovano
napéti na fragmentoru 95, 105, 115, 125 a 135 V. Prekurzorovy ion mél nejvyssi intenzitu pii
napéti 135 V.

Déle byla v rezimu ,,product ion“ sledovana fragmentace prekurzorového iontu, v rozmezi
hmot m/z 100 az 500 byl nalezen nejintenzivnéj$i produktovy ion s hodnotou m/z 377,0.
Z prekurzorového iontu pravdépodobné vznikl odstépenim dimethylaminové skupiny
-N(CH3),. Za tcelem dosaZeni co nejintenzivnéj$iho signalu zvoleného produktového iontu
byla optimalizovana kolizni energie laktonové formy TPT. Béhem téchto experimentii byla
hodnota kolizni energie zvySovana, dokud se sniZzovala intenzita ptisluSného prekurzorového
iontu. Z testovanych hodnot kolizni energie 5, 10, 15, 20 a 25 V se ukdazala jako optimalni

hodnota 15 V.
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Pro TPT karboxylat a interni standard TPT-d¢ byly zvolené prekurzorové a produktové
ionty uréeny na zakladé experimentu popsaného v kapitole 4.2.2 a odborné literatury’”> 78 %,
ostatni zvolené parametry fragmentace byly totozné jako pro TPT lakton a jsou uvedeny

v tabulce 4.

Tabulka 4: Optimalizované podminky MS/MS detekce TPT laktonu, karboxylatu a IS TPT-ds (byla
sledovana jeho laktonova forma)

Analyt Prekurzorovy Produktovy ion Napéti na Kolizni energie
ion [m/z] fragmentoru [V]
[m/z] [VI
TPT karboxylat 440,1 330,9 135 15
TPT lakton 422,1 3717,0 135 15
TPT-de lakton 428,0 377,0 135 15

4.2 Vybér chromatografického systému pro analyzu TPT

Na zékladé odborné literatury citované v kapitole 2.5.2 teoretické casti této diplomové
prace byla pro separaci laktonové a karboxylatové formy TPT zvolena kolona Waters Acquity
UPLC BEH CI18 (100 mm x 2,1 mm, 1,7 um), kde separace probihd na oktadecylové
stacionarni fazi obsahujici ethylenové mustky, které zajiStuji vysokou chemickou stabilitu
kolony. Teplota kolony byla béhem vSech experimentli termostatem udrZovdna na 15 °C,
teplota autosampleru byla nastavena na 8 °C. Davkovano bylo vzdy 10 ul vzorku.

Separace byly zpocatku provadény s riznymi druhy mobilnich fazi a rGznymi obsahy
organickych modifikatortt v mobilni fazi za pouZiti izokratické eluce. Nasledné byla separace

optimalizovéna navrZenim gradientové eluce.

4.2.1 Eluce laktonové formy TPT v zavislosti na sloZzeni MF

Byla sledovdna eluce laktonové formy TPT v zavislosti na obsahu organického
modifikdtoru v mobilni fazi v MRM rezimu hmotnostniho spektrometru podle
optimalizovanych podminek a pomoci UV/VIS detekce pii 227, 258 a 390 nm s referencni
vlnovou délkou 500 nm. Kyselé pH vzorku i MF zajistilo ptitomnost TPT pouze v laktonové

formé. Davkovan byl standardni roztok TPT o koncentraci 1 ug ml™' ve smési methanol:voda
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v poméru 1:1 (v/v) s ptidavkem 0,1 obj. % mravenci kyseliny, takto upravena vodna slozka
mela pH 2,6. Mobilni faze byla tvofena 0,1 obj. % vodnym roztokem mravenc¢i kyseliny
(slozka A) a methanolem s 0,1 obj. % mravenci kyseliny (slozka B), byly testovany MF
s poméry A:B 20:80, 30:70, 40:60, 60:40, 65:35, 70:30 a 80:20 (v/v). Pritok mobilni faze byl
0,15 ml min~'. Mé&feni byla provedena ve tiech opakovanich.

Retencni Cas laktonové formy TPT se postupné zvySoval od hodnoty 1,94 min. pfi
testovani MF s 80% obsahem methanolu az k hodnot€ 7,30 min. s 30% obsahem methanolu
v MF. Pti 20% obsahu methanolu v MF doslo k velmi silnému zachyceni TPT na stacionarni
fazi, kdy analyt nebyl ani po 30 minutach eluovan z kolony, jeho eluce byla vyvolana zvySenim
obsahu methanolu v MF na 40 %. Tento poznatek byl pozdé€ji vyuzit pti navrhu gradientové
eluce k lepsimu oddéleni laktonové a karboxylatové formy TPT.

Pii UV/VIS detekci byla v chromatogramu kromé elu¢ni kiivky laktonové formy TPT,
potvrzené hmotnostni detekci, zaznamenana jesté dalsi eluéni kifivka v mrtvém case kolony
1,5-1,6 min., kterd pfi méfeni s vysokym obsahem methanolu v mobilni fazi splyvala s elu¢ni
kfivkou analytu. Pivod této eluc¢ni kiivky byl podrobngji zkouman a analyzovan ve
skenovacim rezimu hmotnostniho spektrometru, eluéni kiivka byla zaznamenédna také
v chromatogramu slepého vzorku, mohlo se tedy jednat o necistotu z rozpoustédla nebo

o necistotu uvolnénou z chromatografické kolony béhem analyzy.

4.2.2 Eluce karboxylatové formy TPT v zavislosti na sloZzeni MF

Byl pfipraven zasadity standardni roztok TPT, vnémz se ocekavala piitomnost
karboxylatové formy TPT, o koncentraci 1 pg ml™' ve smési methanol:voda v poméru 1:1
(v/v) s ptidavkem 7,5 - 10™* obj. % amoniaku, takto upravena vodna slozka méla pH 8,3. Pro
analyzu byla pouZita kyseld mobilni faze stejnd jako v kapitole 4.2.1 v poméru A:B 60:40
(v/v) o priitoku 0,15 ml min~!. Detekce byla provedena ve skenovacim rezimu hmotnostniho
spektrometru v rozmezi hmot m/z 100 az 500 a pomoci UV/VIS detekce pii 227, 258 a
390 nm s referen¢ni vinovou délkou 500 nm.

V hmotnostni detekci i1 UV/VIS detekcei se objevila elu¢ni kiivka laktonové formy TPT,
o stejné intenzité jako v experimentech popsanych v kapitole 4.2.1, i elu¢ni kiivka necistoty,

nicméné nebyla nalezena karboxylatova forma TPT.
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Aby bylo mozné vyloucit potencialni koeluci karboxylatové formy TPT s elu¢ni kiivkou
necistoty, byl analyzovan vzorek o vyssi koncentraci TPT a byla navrzena gradientova eluce.
S pouzitim stejné mobilni faze byla aplikovana gradientova eluce A, jejiz prib¢h je popsan
v kapitole 4.2.3. Davkovan byl standardni roztok TPT o koncentraci 50 pg ml™' ve smési
methanol:voda v poméru 1:1 (v/v) spiidavkem 7,5 - 10 obj. % amoniaku. Opét byla
zaznamenana laktonova forma TPT 1 elu¢ni kiivka neznamé necistoty. Ani v tomto
experimentu nebylo mozné identifikovat karboxylatovou formu TPT. Lze pfedpokladat, ze
z diivodu kyselé mobilni faze béhem analyzy topotekan pieSel z karboxylatové formy do
laktonové formy.

Aby bylo mozné karboxylatovou formu detekovat, bylo nutné upravit pH mobilni faze.
Pro dal§i experiment byla pouzita MF slozena z vodného roztoku octanu amonného
(c=5mmol I'!, pH = 6,6, slozka A) a methanolu (slozka B) s gradientovou eluci A. PouZit
byl tentyz vzorek TPT jako v pfedchozim experimentu. Ve skenovacim rezimu hmotnostniho
spektrometru byla zaznamenana elucni kiivka s nejintenzivnéj§im m/z ve spektru 440,1,
coz odpovida [M+H]" iontu karboxylatové formy TPT.

Karboxylatova forma byla nicméné zastoupena mnohonasobné méné nez laktonova forma
TPT, jak lze vidét v chromatogramech uvedenych v grafu 1. Divodem mohla kromé& hodnot
pH vzorku a mobilni fdze byt i nedostatecnd doba ustaveni rovnovahy mezi laktonovou a
karboxylatovou formou ve vzorku ptfed méfenim. Vliv ¢asu a pH na rovnovédhu mezi

laktonovou a karboxylatovou formou TPT je podrobnéji popisovan v kapitole 4.3.
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Graf 1: Chromatogramy standardniho roztoku TPT (¢ = 50 ug ml™!) ve smési methanol:voda 1:1 (v/)
s piidavkem 7,5 - 107 obj. % amoniaku pii UV/VIS detekci pfi 227 nm (A) a hmotnostni detekci ve
skenovacim rezimu (B), elu¢ni kiivka TPT karboxylatu (1) a TPT laktonu (2), hmotnostni spektrum

TPT karboxylatu (C) a TPT laktonu (D). MF byla tvofena vodnym roztokem octanu amonného
(¢ =5 mmol I'!, pH = 6,6) a methanolem, analyza byla provedena gradientovou eluci A

4.2.3 Navrzeni gradientové eluce pro analyzu TPT

Separace laktonové a karboxylatové formy TPT byla provedena s vyuzitim gradientové
eluce, aby se zamezilo koeluci s elu¢ni kiivkou nec€istoty, aby se prodlouZila retence analytl a
aby se optimalizovala separace. Gradientova eluce zacinala nizkym obsahem methanolu
(slozka B) v mobilni fazi, poté byl postupné obsah methanolu zvySovan, pficemz se zvySovala
také elucni sila mobilni faze, nakonec byla provedena ekvilibrace na pocatecni podminky.
Testovano bylo celkem 8 programi gradientové eluce, pribéh 3 nejvyznamnéjsich z nich je
uveden v tabulce 5. Pritok mobilni faze byl ve vSech piipadech 0,15ml min'. Jako

nejvhodnéjsi byl zvolen gradient C.
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Gradient A byl prvnim navrzenym gradientem. Nasledujici gradienty byly navrzeny za
ucelem zkraceni doby separace, upraveni strmosti gradientu a optimalizace pocatecniho a

koncového slozeni mobilni faze v gradientu.

Tabulka 5: Prubeh gradientové eluce A, B a C analyzy TPT laktonu a karboxylatu. Slozeni mobilni
faze je uvedeno v obj. %

Gradient A Gradient B Gradient C
¢ [min] slozeni MF [%] ¢ [min] sloZeni MF [%] ¢ [min] sloZzeni MF [%]

A B A B A B
0 95 5 0 80 20 0 80 20
3 95 5 2 80 20 2 80 20
13 10 90 8 10 90 6 30 70
18 10 90 11 10 90 9 30 70
28 95 5 17 80 20 14 80 20
35 95 5 24 80 20 19 80 20

4.3 Zmény v poméru laktonové a karboxylatové formy TPT v
zavislosti na pH

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.1.1, medicinsky vyznamna je pouze laktonova forma
TPT. Pravé z tohoto divodu je pro vyzkum TPT a jeho vyuZiti pro hydrogelové implantaty
nutné pifi analyze rozliSovat mezi farmakologicky uc¢innou laktonovou a neucinnou
karboxylatovou formou TPT. Aby bylo moZné vice porozumét rovnovaze mezi t€émito dvéma
formami TPT, byla provedena ¢asova studie zmény poméru laktonové a karboxylatové formy
TPT v zavislosti na pH vzorku a na pH vodné sloZky mobilni faze.

Detekce byla provedena pouze v MRM reZzimu hmotnostniho spektrometru, UV/VIS
detekce jiz nebyla vyuzivana, jelikoz vlivem pouzitého gradientu se zvysil limit UV/VIS
detekce a v porovnani se MRM hmotnostni detekci dosahovala vyrazné nizsi citlivosti.
Davkovan byl standardni roztok TPT o koncentraci 50 pg ml™! ve vodném roztoku octanu
amonného (¢ = 5 mmol I'!) o riizném pH. Mobilni fize byla tvofena vodnym roztokem octanu
amonného (c=5mmol 1) o rizném pH a methanolem, analyzy byly provedeny
gradientovou eluci B, jejiz prib¢h je uveden v tabulce 5. Zpusob piipravy vzorkii a mobilnich

fazi je uveden v kapitole 3.3.1 a 3.5.1. B¢hem experimentu byly opakované pouZzivané vzorky
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uchovany pfi teploté 5 °C. Vysledky provedenych experimentl jsou uvedeny v tabulce 6.

Z vysledkt v tabulce 6 je patrné, ze se vzrustajicim ¢asem od ptipravy vzorku dochazi ke
zvySovani hmotnostniho zlomku karboxylatové formy TPT ve vzorku, dale se vzristajicim
pH mobilni faze nebo se vzristajicim pH vzorku dochazi ke zvySovani hmotnostniho zlomku
karboxylatové formy TPT. Vyjimku tvoii vzorek s pfidavkem methanolu, kde je mozné
pozorovat stabilizaci laktonové formy a pomalejsi piechod na karboxylatovou formu. Dalsi
drobné¢ odchylky od vyse zminénych trendii mohou byt dany ndhodnou chybou méfeni.
Graficka ilustrace téchto trendu je znazornéna v grafu 2.

V pribéhu métfeni bylo pozorovéno, Ze se v hmotnostni detekci v MRM piechodu
laktonové formy TPT objevuje druhd eluéni kiivka v retenénim Case karboxylatové formy
TPT. S kazdym bodem cCasové studie je tato druhd elucni kiivka vyraznéjsi, stejné tak je
vyrazngj$i pti vyssich pH rozpoustédla vzorku. Z toho Ize vyvodit, Ze tato druha elu¢ni kiivka
v MRM ptechodu laktonové formy TPT roste se zvySujicim se obsahem karboxylatové formy
TPT ve vzorku. MiiZze byt zplisobena tim, ze karboxyldtova forma TPT také poskytuje
prechod m/z 422,1 — 377,0, toto tvrzeni nebylo mozné experimentaln¢ dokazat, jelikoz
nebylo mozné upravit podminky separace tak, aby nebyl pfi métfeni pfitomen zadny obsah
laktonové formy TPT. Nicméné plocha této druhé elucni kiivky v MRM piechodu laktonové
formy TPT nebyla pfi kvantitativni analyze brana v potaz. Tento trend je moZné pozorovat

také v grafu 3 (B).
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Tabulka 6: Casova studie zmény poméru TPT laktonu a TPT karboxylatu v zavislosti na pH, kde x je
hmotnostni zlomek TPT karboxylatu a x; je hmotnostni zlomek TPT laktonu. Data byla ziskana
analyzou standardnich roztok TPT (c = 50 ug ml ™) pfipravenych ve vodném roztoku octanu
amonného (¢ = 5 mmol 1'!) o pH 4,5; 5,5; 6,6; 7,4; 8,0; 10,0 nebo ve smési vodného roztoku octanu
amonného (¢ =5 mmol I'!, pH = 10,0) a methanolu v poméru 1:1 (v/v). MF byla tvofena vodnym
roztokem octanu amonného (¢ = 5 mmol/l) o pH 4,5; 5,5; 6,6 nebo 7,4 a methanolem, analyzy byly
provedeny gradientovou eluci B

pH mobilni faze
t 4,5 5,5 6,6 7.4
pH vzorku [h] Xc Xl Xc X1 Xc X1 Xc X1
[%]
0 0,1 99,9 - - - - 1,9 98,1
45 2 1,3 98,7 - - - - 3,3 96,7
’ 4 1,4 98,6 - - - - 4,3 95,7
25 1,5 98,5 - - - - 6,0 94,0
0 - - 0,6 99,4 - - - -
2 - - 4.5 95,5 - - - -
>3 4 - - 7,3 92,7 - - - -
25 - - 17,1 82,9 - - - -
0 1,3 98,7 1,9 98,1 3.4 96,6 2,2 97,8
6.6 2 14,9 85,1 16,7 83,3 13,0 87,0 16,7 83,3
’ 4 23,6 76,4 22,2 77,8 19,9 80,1 21,4 78,6
25 50,5 49,5 44,0 56,0 42,0 58,0 42,3 57,7
0 - - - - - - 2,9 97,1
2 - - - - - - 22,8 77,2
74 4| - i i i i . 300 700
25 - - - - - - 49,5 50,5
0 1,7 98,3 3,1 96,9 8,2 91,8 - -
2.0 2 25,3 74,7 23,9 76,1 35,7 64,3 - -
’ 4 37,5 62,5 33,6 66,4 47,6 52,4 - -
25 67,0 33,0 61,2 38,8 63,1 36,9 - -
0 79,3 20,7 81,3 18,7 85,1 14,9 79,7 20,3
10.0 2 87,8 12,2 93,0 7,0 91,3 8,7 91,5 8,5
’ 4 87,5 12,5 92,3 7,7 91,2 8,8 91,1 8,9
25 87,9 12,1 93,0 7,0 92,2 7,8 91,3 8,7
0 33,7 66,3 27,7 72,3 35,4 64,6 33,5 66,5
2 80,8 19,2 81,9 18,1 77,2 22,8 83,6 16,4
10,0 MeOH 4 87,0 13,0 89,1 10,9 88,0 12,0 90,1 9,9
25 86,7 13,3 91,3 8,7 89,9 10,1 90,4 9,6

- nebylo analyzovano
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Graf 2: Sloupcové grafy ¢asové zmény pomeru TPT laktonu a karboxylatu pii riznych pH vzorku a
MF, ziskané analyzou standardnich roztok TPT (¢ = 50 pg ml™") ptipravenych ve vodném roztoku
octanu amonného (¢ = 5 mmol I'!) o0 pH 4,5 (A); 5,5 (B); 6,6 (C); 7,4 (D); 10,0 (E) nebo ve smési
vodného roztoku octanu amonného (¢ = 5 mmol I"!, pH = 10,0) a methanolu v poméru 1:1 (v») (F).
MF byla tvofena vodnym roztokem octanu amonného (¢ = 5 mmol 1'") o pH 4,5 (A); 5,5 (B); 6,6 (C)
nebo 7,4 (D, E, F) a methanolem, analyzy byly provedeny gradientovou eluci B. Data pouzita k
sestaveni grafil jsou uvedena v tabulce 6
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4.4 Stanoveni obsahu laktonové a kraboxylatové formy TPT
ve vzorku

4.4.1 Problém carry-overu TPT

Pravdépodobné v diisledku provadéni mnoha analyz se vzorky o vysoké koncentraci TPT
(c =50 pg ml™") byl zjitén problém carry-overu. V kontextu HPLC pojem carry-over (Sesky
pienos) oznacCuje jeden typ systematické chyby, ktera vznikd z ptedchoziho vzorku a je
pfenesena do dal§tho vzorku. Protoze carry-over zpusobuje chybu pfi kvantifikaci
nasledujiciho vzorku, je tfeba jej vzit v tvahu pfi vyvoji metody a je nutné jej co nejvice
omezit. Omezeni carry-overu muZe byt dosazeno napf. pouzZitim vhodnych cinidel
k promyvani autosampleru a promyvanim systému pomoci vhodné mobilni faze za ucelem
¢isténi kolony a LC systému®®.

Carry-over se projevoval pfitomnosti eluc¢nich kiivek laktonu a karboxylatu ve slepych
vzorcich a v poskytovani faleSné vysSich vysledkli namétenych koncentraci TPT pfi
naslednych analyzéich, a to pfedevSim u TPT laktonu. V ptipad€ vSech experiment bylo
vyuzito vnéjsiho oplachu davkovaci jehly autosampleru pfed kazdou analyzou, a to pomoci
methanolu po dobu 10 s. Po zjisténi problému carry-overu bylo zatazeno pravidelné
promyvani autosampleru déavkovanim Ccistych rozpoustédel — methanolu, acetonitrilu a
isopropanolu, a sledovanim pfitomnosti carry-overu. Problém carry-overu byl nakonec
vyfeSen promyvanim systému roztokem amoniaku s methanolem, jeho bliZsi popis je uveden
v diplomové praci Mgr. Barbory Mudrové ,,Vyvoj LC-MS metody pro studium topotekanu*
v kapitole 4.4 (cit. 87).

4.4.2 Kalibrace laktonové a kraboxylatové formy TPT

Kalibrace byla provedena zvlast’ v kyselém prostiedi vzorku pro TPT lakton a v zasaditém
prostiedi pro TPT karboxylat. Pfiprava roztokidi pro kalibraci je popséna v kapitole 3.3.2.
Mobilni faze byla tvofena vodnym roztokem octanu amonného (¢ = 5 mmol 1'') o pH 7,4 a
methanolem. Byly analyzovany roztoky IS o rtiznych koncentracich pro nalezeni optimalni
koncentrace IS, ktera poskytuje adekvatni odezvu a ktera nasledné€ byla vyuZita jako finalni
koncentrace v roztocich kalibrace. VSechny analyzy byly provedeny pomoci gradientu C

popsaného v tabulce 5. Ziskané retencni Casy, regresni rovnice kalibracnich zavislosti spolu
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s koeficientem determinace, LOD, LOQ a linedrnim dynamickym rozsahem jsou uvedeny
v tabulce 7. Reten¢ni cas IS ¢inil 9,8 min. Hodnoty LOD a LOQ byly vypocitané

pomoci rovnic (1) a (2).

Tabulka 7: Retenéni ¢as, regresni rovnice kalibrace, koeficient determinace (R?), LOD, LOQ a linearni
dynamicky rozsah pro TPT karboxylat a TPT lakton

Linearni
t Regresni rovnice LOD LOQ dynamicky
Analyt R?
[min] kalibrace [ng ml”'] [ng ml!] rozsah
[ng ml]
TPT
8,4 y =0,030 x 0,9998 0,3 0,8 1-100
karboxylat
TPT
9,8 y=0,188 x — 0,080 0,9995 0,1 0,5 0,5-100
lakton

Nésledné byla pomoci analyzy fady roztokti TPT pfipravenych v pufru octanu amonného
o pH 7,4 ovétena funkénost kalibrace. Bylo zvoleno pH 7.4, jelikoz napodobuje fyziologické
pH krve. Vysledky téchto analyz v¢etné zastoupeni TPT laktonu a karboxylatu pii pH 7,4,
souctu obou forem a relativni chyby méfeni (vypocitana jako pomér absolutni chyby celkové
koncentrace TPT k teoretické hodnot¢) jsou uvedeny v tabulce 8. Chromatogramy analyzy
roztoku TPT o koncentraci 50 ng ml™! pii pH 7,4 jsou uvedeny v grafu 3.

Z tabulky 8 je patrné, Ze ackoliv by mél pomér zastoupeni laktonové a karboxylatoveé
formy byt stabilni, vidime nérlst zastoupeni karboxylatové formy se vzristajici teoretickou
koncentraci TPT. Piestoze roztoky byly ponechany pies noc (15-20 hod.) stat pfi teploté 5 °C
pro ustaveni rovnovahy, mizeme vidét, ze nedoslo k iplnému ustaveni rovnovahy, ale vzrista
pofadi, v jakém byly méfeny. Nicméné cilem experimentu bylo urcit relativni chybu méteni a
ovetit tak, jestli provedend kalibrace je spolehliva. Nejvétsi relativni chyba méteni 24,2 %
byla nalezena u roztoku o koncentraci 1 ng ml™!, u ostatnich roztokii byla nalezena ptijatelna
relativni chyba méfeni, a tedy prezentovana kalibrace je pouZitelnd pro kvantifikaci TPT

laktonu a karboxylatu.
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Graf 3: MRM chromatogramy TPT karboxylatu (A), laktonu (B) a TPT-d¢ (C) ziskané analyzou
roztoku TPT o koncentraci 50 ng ml™! v pufru octanu amonného (¢ = 5 mmol 1'") o pH = 7,4. MF se
skladala z téhoz pufru octanu amonného a methanolu. Analyzy byly provedeny gradientovou eluci C
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Tabulka 8: Primérné namétené koncentrace (n = 2) TPT laktonu a karboxylatu, uvedené se
smérodatnou odchylkou, ziskané analyzou roztoku TPT v pufru octanu amonného (¢ = 5 mmol 1)
o pH = 7,4. MF se skladala z t¢hoZ pufru octanu amonného a methanolu. Vysledky jsou uvedeny
vcetn¢ relativni chyby méfeni

¢(TPT, c¢(TPT
¢(TPT lakton) ¢(TPT, celkova) Relativni chyba
teoreticka) karboxylat)
[ng ml] [ng ml] méieni [%]
[ng ml7!] [ng ml™!]
1 0,11+0,05 1,13 +0,00 1,24 +£ 0,05 24,2
5 1,71 £ 0,11 3,66 + 0,08 5,37+ 0,19 7,4
10 3,74+ 0,12 6,27 + 0,06 10,01 £ 0,19 0,1
25 10,14 + 0,32 15,63 £0,51 25,77+ 0,83 3,1
50 21,41 +1,34 28,64 +0,13 50,05 + 1,47 0,1
100 64,93 £ 0,29 39,42+ 0,42 104,35 £0,71 4,4

Vsechna zjisténa data byla vyuzita pro dal§i experimenty provedené v praseci krevni
plasmé a sklivci, kterym se vénovala Mgr. Barbora Mudrové ve své diplomové praci®’. Moje
spoluprdce na experimentech s topotekanem byla ukoncena, jelikoz jsem v ramci
magisterského studia odjela do zahrani¢i na dobu 5 mésici na projekt Erasmus+. Po névratu
do CR jsem se vénovala novému projektu zaméfenému na vyvoj metody HPLC-MS/MS
k simultannimu stanoveni vybranych organickych UV filtrli ve vodé€ a k testovani schopnosti

10 DESH a 2 terpent extrahovat vybrané UV filtry z vodnych matric.
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4.5 Optimalizace tandemové hmotnostni detekce UV filtra

Hmotnostni analyzéator pracoval v rezimu pozitivnich iontd (ESI+ mdd), jeho nastaveni
bylo stejné, jako je uvedeno v prvnim odstavci kapitoly 4.1.

Jako prvni byla provedena optimalizace tandemové hmotnosti detekce benzofenonu.
Ve skenovacim rezimu hmotnostniho analyzatoru bylo nastaveno rozmezi hmot m/z 100 az
400, v ziskaném hmotnostnim spektru byl nalezen ion s nejintenzivnéjSim signalem
s m/z 183,0, coz odpovida iontu [M + H']. Tento ion slouzil dale jako prekuzorovy ion
fragmentace BP. U prekuzorového iontu bylo optimalizovano napéti na fragmentoru v rezimu
SIM, pro BP byly vyzkouseny nasledujici hodnoty napéti na fragmentoru: 95, 105, 115, 125,
135 a 145 V, optimalni byla hodnota 135 V.

Pfi analyze BP (i ostatnich analytl) byly sledovany dva hmotnostni pfechody, ale pouze
jeden byl pouzit pro kvantifikaci (oznacen Q), druhy slouzil jako kvalifikator (oznacen q).
V rezimu ,,product ion“ byla sledovana fragmentace prekurzorového iontu BP, v rozmezi
hmot m/z 50 az 300 byl nalezen nejintenzivngj$i iont s hodnotou m/z 105,0 (Q, odpovida
ztrat€¢ fenylu), druhy nejintenzivnéj$i pak byl ion s m/z 77,0 (q, odpovida ztraté
benzyloxyskupiny). Za ucelem dosazeni co nejintenzivnéjSiho signalu zvolenych
produktovych iontd byla optimalizovana kolizni energie. Pro benzofenon byly vyzkouSeny
nasledujici hodnoty koliznich energii: 5, 10, 15, 20, 30 a 40 V. Ion s m/z 105,0 mél nejvyssi
intenzitu pii kolizni energii 10 V, ion s m/z 77,0 pii 30 V.

Analogicky postup byl aplikovan 1 u 12 dalSich organickych UV filtrii, které byly
pfedmétem analyzy. V ptipadé€ potieby byla pfiddna nebo odebrana né&jaka testovand hodnota
napéti na fragmentoru nebo kolizni energie. U IS diazepamu-ds byl prevzat hmotnostni
pfechod jiz optimalizovany RNDr. TomaSem Hlozkem, Ph.D. a byl sledovan pouze
kvantifika¢ni produktovy ion. Podminky detekce diazepamu-ds byly nasledujici: prekurzor
m/z 291,1, napéti na fragmentoru 116 V, produkt m/z 199,1, kolizni energie 43 V. Pro
prehlednost jsou vSechny optimalni prekurzorové ionty, produktové ionty, hodnoty napéti na
fragmentoru a kolizni energie pro vSech 13 UV filtri uvedeny v tabulce 9.

Prekurzorovy ion obvykle odpovidd protonované molekule analytu [M + H'], vyjimku

tvoii BP-5, kde doslo ke ztraté Na* a k protonaci.
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Tabulka 9: Optimalizované podminky MS/MS detekce 13 sledovanych organickych UV filtri.
Q oznacuje kvantifikator, q kvalifikator

Napéti na Kolizni Kolizni
Analyt Prekurzorovy fragmentoru Produktovy energic Produktovy energic
ion [m/z] ion Q [m/z] ion q [m/z]
[VI Q VI qlV]

BP 183,0 135 105,0 10 77,0 30
BP-1 2149 125 136,9 15 81,0 40
BP-2 246,9 125 136,9 40 81,0 15
BP-3 229,0 145 150,9 15 77,0 40
BP-5 308.,9 115 230,8 20 134,8 30
BP-8 245,0 115 120,9 10 150,9 20
BP-12 327,1 115 215,0 20 137,0 30
MOBP 283,0 135 205,0 10 104,9 10
BDM 311,0 95 161,0 20 135,0 20
HMS 263,0 95 138,9 5 120,9 15
IMC 249,0 115 161,0 10 133,0 20
MBC 255,0 105 171,0 10 157,0 10
OCT 362,1 115 250,1 5 232,0 20

4.6 Vybér chromatografického systému pro analyzu UV filtri

Cilem prvotnich experimentd bylo nalézt vhodné chromatografické podminky pro separaci
13 sledovanych UV filtri. Volba MF 1 SF vychazela zejména z odborné literatury citované
v kapitole 2.5.2. Byla zvolena kolona Kinetex EVO C18 (100 x 3 mm, 2,6 um) s technologii
core-shell, kde cCastice maji nepropustné jadro a porézni povrch, technologie core-shell
umoZiuje vyssi u¢innost separace diky rychlej$imu prenosu hmoty do pérti SF®®. Separace
probihala na oktadecylové staciondrni fazi obsahujici ethylenové mistky, které zajiStuji
vysokou chemickou stabilitu kolony. Teplota kolony byla béhem vSech experimenti
termostatem udrZzovéna na 25 °C, teplota autosampleru byla nastavena na 20 °C. Davkovano

bylo vzdy 10 pl vzorku.
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Pro separaci byly nejprve vyzkouSeny rizné mobilni faze s vyuzitim izokratické eluce.
Jako vodné slozka A byla vyzkouSena deionizovana voda s 0,1 obj. % mravenci kyseliny
nebo s 0,1 obj. % octové kyseliny a vodny roztok mravenc¢anu amonného (¢ =10 mmol/l)
o pH 3,5. Jako organicky modifikator B byl vyuzit methanol bez Gpravy nebo s 0,1 obj. %
mravenci kyseliny. Nejintenzivnéj$i signaly a nejlepsi tvary piki poskytovala analyza s MF
sloZzenou z deionizované vody s 0,1 obj. % mravenci kyseliny (A) a methanolem s 0,1 obj. %
mravenéi kyseliny (B). Prittok MF byl 0,5 ml min™!.

Pfi objemovém poméru obou vyslednych slozek MF A:B 20:80 byl retencni Cas nejvice
zadrzovan¢ho analytu BP-12 18,8 min. a nejméné zadrzovany analyt BP-2 byl eluovan
s mrtvym casem kolony pifi 0,9 min. Pfi pouziti izokratické eluce dochdzelo k piekryvu
elucnich kiivek 9 analytti béhem prvnich 4 minut separace. Izokratickou eluci nebylo mozné

dosahnout vyhovujici separace analyti v ¢ase do 20 minut, proto byla nasledné¢ navrzena

gradientova eluce.

4.6.1 Navrzeni gradientové eluce pro analyzu 13 UV filtri

Cilem gradientové eluce bylo dosahnout piijatelné retence BP-2 a piijatelné separace vSech
13 analytd v co nejkratSim Case a optimalizovat tvary elu¢nich kiivek analytd. Vyhodou
rezimu MRM je moznost sledovat vice hmotnostnich pfechodli ve stejném case, proto
castecny prekryv n€kterych analytll nepfedstavoval problém, nicméné piekryv piili§ velkého
poctu analytl by mohl omezit citlivost detekce.

B¢éhem programu gradientové eluce byl postupné zvySovan obsah methanolu (slozka B)
v mobilni fazi a snim 1 elu¢ni sila mobilni faze, nasledné byla provedena ekvilibrace na
pocatecni podminky. Testovano bylo celkem 14 programi gradientové eluce, pritok mobilni
faze byl ve vSech piipadech 0,5 ml min~'. Jako nejvhodngjsi byl zvolen gradient N, jehoZ
prubéh je uveden v tabulce 10. Reten¢ni ¢as BP-12 €inil 10,3 min. a retencni ¢as BP-2 byl
1,2 min. Chromatogramy analyzy roztoku standardfi 13 UV filtrii o koncentraci 1 000 ng ml™!

v methanolu pomoci gradientu N jsou uvedeny v grafu 4.
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Tabulka 10: Pribéh gradientové eluce N analyzy 13 organickych UV filtrti. SloZzeni mobilni faze je
uvedeno v obj. %

Gradient N
sloZzeni MF [%)]
t [min]
B
0 30 70
3 30 70
4 20 80
7 10 90
10 10 90
13 30 70
17 30 70
R <] 14
= A > B
3,55 11,6
2,8 9,2
g 2,05 g 63
= T
g" 13 :ff 44
0,55 2
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Graf 4: MRM chromatogramy BP-2 (A), BP-1 (B), BP-8 (C), BP (D), BP-5 (E) a BP-3 (F) ziskané
analyzou sm&sného roztoku standardii 13 UV filtri o koncentraci 1 000 ng ml™!' v methanolu
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Graf 4: MRM chromatogramy MOBP (G), IMC (H), MBC (I), OCT (J), BDM (K), HMS (L) a BP-12
(M) ziskané analyzou smé&sného roztoku standardf 13 UV filtri o koncentraci 1 000 ng ml™!
v methanolu

Smés 13 organickych UV filtri byla nasledné pfipravena v deionizované vod¢ (piiprava je
popsana v kapitole 3.3.3), aby bylo mozné sestrojit kalibracni zéavislost. Byly pfipraveny
roztoky o koncentraci 10, 100 a 1 000 ng ml™'. Nicméné v roztocich se tvofil bily zakal a bylo

zjisténo, ze ve vodné smési 13 analytl neni dosazeno uplného rozpusSténi vSech analyti,
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coz znemoziiuje kvantifikaci. Pfi analyze roztoku o koncentraci 1 000 ng ml~! v methanolu a
ve vodé byly ve vod¢é naméteny az 10krat nizsi plochy piki nékterych analytu.

Jelikoz cilem diplomové prace bylo stanoveni organickych UV filtri ve vodé a sledovani
extrakce z vodnych matric, bylo nutné kalibraci pfipravit v roztocich obsahujicich vétSinu
vody. To u smési 13 UV filtri nebylo mozné, proto bylo rozhodnuto snizit pocet
kvantifikovanych analytt.

Byly pfipraveny rizné kombinace smési UV filtrit v deionizované vodé o koncentraci 100
a 1000 ng ml™!, a posléze byly vyfazeny ty se vznikajicim zdkalem. Potencidlné vyhovujici
smési byly analyzovany. Z plivodni smési 13 analyti byly vyfazeny analyty nejméné
rozpustné ve vod¢, a to BP-12, OCT, MBC, BDM, IMC. Ddile byly vyfazeny analyty
poskytujici ve zvoleném chromatografickém systému velmi nizkou odezvu oproti ostatnim
analytim a majici nevyhovujici tvar piku — HMS a BP-5. Smés UV filtra v deionizované vodé
urc¢end ke kvantifikaci tedy obsahovala 6 zbyvajicich analyti: BP, BP-1, BP-2, BP-3, BP-8 a

MOBP, vsechny z nich obsahuji ve své struktuie benzofenon.

4.6.2 Navrzeni gradientové eluce pro analyzu 6 UV filtra

Pro skupinu 6 vybranych benzofenonii byly navrzeny dva programy gradientové eluce
A aB, které¢ jsou uvedeny v tabulce 11. Pritok mobilni faze byl v obou ptipadech
0,5 ml min~!. P¥i optimalizaci gradientu byly nejprve provedeny analyzy roztokti standardi
6 UV filtrii o koncentraci 1 000 ng ml™! v methanolu a ve smési methanol:deionizovana voda
v poméru 1:2 (v/v) pomoci gradientu A. Roztok s vodou obsahoval 33 % methanolu z divodu
leps$i rozpustnosti analytu.

Gradient A se pii experimentech s deionizovanou vodou jevil jako vyhovujici, nicméné
kdyZz byla deionizovand voda nahrazena redlnymi vzorky vody z Zivotniho prostfedi (fi¢ni
voda, stojatd voda), na pocatku analyzy eluovaly necistoty, které by mohly ovliviiovat
stanoveni BP-2, ktery m¢l reten¢ni ¢as 1,2 min. Z toho divodu byl navrzen gradient B, kde
retencni ¢as BP-2 ¢inil 2,9 min. Gradient B byl pouzit ke vSem pozdé¢jSim experimentiim.
Chromatogramy analyzy roztoku standardii 6 UV filtrii o koncentraci 50 ng ml™' ve smési
methanol:deionizovana voda v poméru 1:2 (v/v) za vyuziti gradientu B jsou uvedeny v grafu 5

(kapitola 4.7.2).
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Tabulka 11: Pribéh gradientové eluce A a B pro analyzu 6 organickych UV filtrt. Slozeni mobilni
faze je uvedeno v obj. %

Gradient A Gradient B
slozeni MF [%] sloZzeni MF [%)]
t [min] t [min]
A B A B
0 30 70 0 50 50
5 20 80 5 20 80
6 30 70 7 50 50
10 30 70 10 50 50

4.7 Stanoveni obsahu 6 vybranych UV filtri

4.7.1 Problém carry-overu UV filtri

Béhem experimenti zamétenych na vybér chromatografického systému byly analyzovany
vzorky o vysoké koncentraci UV filtrdi 1 pg ml™!, coz zpisobilo carry-over u BP, BP-1 a
BP-3. Carry-over se projevoval pfitomnosti elu¢nich kiivek BP, BP-1 a BP-3 ve slepych
vzorcich a v poskytovani fale$né vyssich vysledki namétenych koncentraci téchto analytl pfi
naslednych analyzach.

Byla provedena stejna opatieni jako pfi feSeni carry-overu TPT — bylo vyuZivano vnéjsiho
oplachu davkovaci jehly autosampleru pfed kazdou analyzou, autosampler byl pravidelné
promyvan davkovanim cistych rozpoustédel methanolu, acetonitrilu a isopropanolu, a carry-
over byl kontrolovan méfenim slepych vzorki mezi analyzami. Kolona byla také nékolikrat
promyta a prevedena do skladovaciho roztoku acetonitril:deionizovand voda 65:35 (v/v).
Problém carry-overu byl timto zpiisobem postupné minimalizovan na zanedbatelnou Uroven,

ptilezitostné se ale znovu objevil pii analyze vzorku o vysoké koncentraci téchto analytd.

4.7.2 Kalibrace UV filtru

Jelikoz smés vSech 13 UV filtrii ve vodé vykazovala problémy s rozpustnosti, byla
nakonec provedena kvantifikace pouze u skupiny 6 benzofenonl. Ptiprava roztokli pro
kalibraci je popsana v kapitole 3.3.4. Volba interniho standardu byla ovlivnéna jeho
dostupnosti na trhu. Jako interni standard ptipadal v ivahu napt. BP-dio, BP-1-ds nebo

BP-3-ds, nicméné vSechny znich byly obtizné¢ dostupné. V odborné literatuie jsou
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HPLC-MS/MS analyzy UV filtri Casto provadény bez IS, v takovém piipadé ovSem nelze
vylou¢it ndhodné chyby ionizace, zplsobujici nepfesné vysledky kvantifikace. Jako IS
standard byl nakonec zvolen diazepam-ds. Ackoliv méa odliSnou strukturu nez sledované
analyty, ma velmi podobnou hodnotu logK,w a podobny retencni ¢as jako BP-1.

Vsechny analyzy byly provedeny pomoci gradientu B popsaného v tabulce 11. Ziskané
regresni rovnice kalibracnich zavislosti spolu s koeficientem determinace, LOD, LOQ a
linearnim dynamickym rozsahem jsou uvedeny v tabulce 12. Hodnoty LOD a LOQ byly
vypocitané pomoci rovnic (1) a (2). Retencni Cas IS €inil 4,7 min. Chromatogramy analyzy
roztoku standarddi 6 UV filtr{i o koncentraci 50 ng ml™! ve smési methanol:deionizovana voda

v poméru 1:2 (v/v), pouZzitého k méteni kalibrace, jsou uvedeny v grafu 5.

Tabulka 12: Retenéni ¢as, regresni rovnice kalibrace, koeficient determinace (R?), LOD, LOQ a
linearni dynamicky rozsah pro 6 vybranych UV filtrii

Linearni
Analyt # [min] Regresni rovnice R? LOD LOQ dynamicky

kalibrace [ng ml”!] [ng ml] rozsah

[ng m17!]
BP 5,1 y=0,118 x + 0,098 0,9997 1,5 5,0 5-500
BP-1 4,7 y=0,045x + 0,079 0,9997 0,9 2,9 5-500
BP-2 2,9 y=0,018 x + 0,003 0,9997 0,9 2,9 5-500
BP-3 6,2 y=0,117 x - 0,026 0,9963 0,2 0,7 1-1000
BP-8 5,0 y =0,028 x + 0,065 0,9996 0,4 1,3 1-1000

MOBP 6,9 y=0,014 x - 0,041 0,9984 0,8 2,6 5-1000
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Graf 5: MRM chromatogramy BP-2 (A), BP-1 (B), IS diazepamu-ds (C), BP-8 (D), BP (E), BP-3 (F)
a MOBP (G) ziskané analyzou smésného roztoku standardii o koncentraci 50 ng ml™! ve smési
methanol:deionizovand voda v poméru 1:2 (v/v)
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4.8 Testovani vzorki vody na pritomnost 6 vybranych UV filtri

Metoda HPLC-MS/MS vyvinuta v této diplomové praci nebyla urCena ke stanoveni
stopovych mnozstvi UV filtri ve vzorcich vody, pro takovy ucel by bylo nutné vyuzit
prekoncentraci vzorku napt. pomoci metod extrakce, uvedenych v kapitole 2.5.1. Piesto byla
u kazdého vzorku vody (fi¢ni voda Vltava, stojata voda Albertov a voda z koupalisté Petynka)
bez jakékoliv pfedupravy provedena analyza vyvinutou HPLC-MS/MS metodou.

Ve vzorcich vody z Vltavy a Albertova nebyl nalezen zadny z 6 kvantifikovanych analyti.
Ve vzorku vody z koupalisté Petynka byl nalezen benzofenon, nicméné v mnozstvi pod mezi

kvantifikace.

4.9 Extrakce 6 UV filtri z vodnych matric

4.9.1 Zvolena extraké¢ni ¢inidla

Zakladnim ptredpokladem pro vybér extrakéniho €inidla pro LLE byla jeho nemisitelnost
s vodou, proto byly zvoleny hydrofobni DESy. Dale byla pro jednoduchost provedeni zvolena
extrak¢ni ¢inidla kapalna pfi laboratorni teploté. Ve snaze nalézt co nejvhodnéjsi extrakéni
¢inidlo pro studovanou smés 6 UV filtri byly testovany rizné kombinace slozek DESu
uvedenych v tabulce 3 v riznych molarnich pomérech.

Zména slozek DESu a zména molarniho poméru donoru a akceptoru vodikové vazby méni
fyzikalni vlastnosti DESu — je mozné tak ovlivnit hydrofobicitu, viskozitu a bod tani, a tim
také teplotu, pfi které lze pouzit DES jako rozpoustédlo. Z tohoto ditvodu nemohly byt
nckteré DESy pfipraveny v molarnim poméru 1:1, jelikoz byla pozorovana krystalizace po
vychlazeni smési na laboratorni teplotu. Postup pfipravy zvolenych DESU a postup extrakce
je uveden v kapitole 3.4.

Hodnoty logKow jednotlivych kombinaci DESU nejsou tabelovany a nebyly experimentalné
stanoveny v ramci této diplomové prace, hydrofobicita ptipravenych DESi{ tedy byla pouze

odhadovéna na zdklad¢ hydrofobicity jednotlivych sloZek.
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4.9.2 Extraké¢ni u€innost DESt v experimentech s deionizovanou vodou

Experimenty pro urCeni extrakéni ucinnosti DESU byly provedeny ve vzorcich
deionizované vody o objemu 500 pl s pfidanymi standardy 6 sledovanych UV filtra (BP,
BP-1, BP-2, BP-3, BP-8 a MOBP) o koncentraci viech analytd 5 ug ml™', 10 ug ml™! a
20 pg ml™!. Ke vzorku vody bylo pfidano p¥isluiné extrakéni ¢inidlo o objemu 500 pl.

Ve vzorcich o pocate¢ni koncentraci 5 pg ml™! byly u analyti BP-1, BP-3, BP-8 a MOBP
po extrakci vétSinou DEStG namétené zbytkové koncentrace pod limitem jejich kvantifikace,
coZ znamend, ze extrakéni G€innost byla vyssi nez 99,9 % v ptipadé BP-3 a BP-8 a vyssi nez
99,8 % v ptipad¢ BP-1 a MOBP.

Ve vzorcich o pogateéni koncentraci 10 a 20 ug ml™! byla prokdzana vynikajici G¢innost
extrakce > 97,8 % pro vSechny testované analyty a DESy. Analyt s celkové nejnizsi ucinnosti
extrakce napfi¢ vSemi extrak¢énimi Cinidly byl BP-2, coz byl nejméné hydrofobni analyt.
Z testovanych extrakénich ¢inidel méla nejniz$i ucinnost napfi¢ vSemi analyty smés M:C12
2:1. Naopak celkové nejvyssi ucinnost extrakce byla sledovana u analytu MOBP a BP-1,
z extrakénich ¢inidel u terpineolu, z DESU pak u T:C8 1:1 a M:C8 1:1. Vysledné extrakéni
ucinnosti jsou znazornény v grafu 6.

U extrakce pomoci M:C12 2:1 pii po¢atecni koncentraci analytd 20 ug ml™! byl pozorovan
zakal ve vodné fazi po extrakci, coz je pravdé€podobné pfi¢inou niZSich pozorovanych
extrakénich i¢innosti u viech analytfi v porovnani s poc¢ateéni koncentraci 10 pg ml™".

Problémem u extrakénich ¢inidel obsahujicich terpineol a linalool byla pfitomnost Sumu na
pozadi chromatogramli v okoli mrtvého €asu kolony. Terpineol a linalool mély ze vSech
extrakénich ¢inidel nejnizsi hodnotu logKow, mohlo tedy dojit v malé mite k jejich rozpusténi
ve vodné fazi a zptsobit tak pozorovany Sum.

Celkové vysoka ucinnost extrakce je dana piedev§im hydrofobicitou benzofenont, kterou
definuje hodnota logKow pohybujici se u stanovovanych analytd v rozmezi 2,78-4,20 (viz
tabulka 1), coZ znaci vysokou afinitu analytd k hydrofobni DES fazi. Mezi nejefektivnéjsi

extrakéni Cinidla, kterd byla podrobena dal§im experimentiim, patfil terpineol a M:C8 1:1.
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Graf 6: Srovnani extrak¢nich Gc¢innosti 10 DES# (T:C8 1:1, M:C8 1:1, C8:C10 2:1, C8:C12 2:1,
C8:C10 1:1, M:C10 2:1, C8:C10 1:2, M:C10 1:1, M:C12 2:1, M:C10 1:2) a 2 terpent1 (T a L) pro
jednotlivé analyty (BP-2, BP-1, BP, BP-3, BP-8, MOBP) pfi pocatecni koncentraci vSech analytti ve
vzorku deionizované vody 10 ug ml™' (A) a 20 pg ml™! (B), DESy i analyty jsou sefazeny od nejméné
hydrofobnich (vlevo) po nejvice hydrofobni (vpravo)
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4.9.3 Vlivy na extrakei T a M:C8 (1:1) v experimentech s deionizovanou
vodou

Byly testovany rizné parametry, které mohou ovliviiovat G€innost extrakce. Mezi né patfil
pomér voda:extrakéni Cinidlo, testovany byly poméry 500:50, 500:250 a 500:500 (v/v), dale
rychlost tiepani 300, 1500 a 3500 rpm a doba tfepani 5, 15 a 20 minut. Experimenty byly
provedeny s 500ul vzorky deionizované vody s pfidanymi standardy 6 UV filtri o koncentraci
20 ug ml™.

Béhem experimentti byl pozorovan pokles extrakéni ucinnosti se sniZzenim objemu
extrak¢éniho €inidla. U terpineolu byla pfi poméru voda:extrakéni ¢inidlo 500:50 pozorovéana
ucinnost extrakce o 1-2 % nizsi nez pii poméru 500:500, stejny pokles byl pozorovan i u
extrakéniho ¢inidla M:C8 1:1 svyjimkou BP-2, kde byl tento pokles jesté¢ vyraznéjsi a
zbytkova koncentrace BP-2 se nachdzela nad linedrnim dynamickym rozsahem kalibrace.
Tyto poznatky naznacuji, ze kapacita 50 pl extrakéniho ¢inidla byla mirn€ ptekrocena.
Pti poméru voda:extrakéni ¢inidlo 500:250 byl pozorovan pokles ucinnost extrakce do 1 %
oproti poméru 500:500 u obou extrakcnich ¢inidel, opét s vyjimkou BP-2 pii extrakci M:C8
1:1, kde byl pokles 2 %. Pro dosaZeni maximalni extrakéni ucinnosti je vyhodné vyuzit
poméru voda:extrakéni ¢inidlo 500:500.

Snizeni rychlosti tfepani z 1 500 rpm na 300 rpm u experimentl s terpineolem zpusobilo
snizeni extrak¢éni G¢innosti o 0,2—1,5 %, u experimentii s M:C8 1:1 doslo k jesté vyraznéjSimu
sniZzeni mimo rozsah kalibrace, tedy u nckterych analyth o vice nez 7 %. Zvyseni rychlosti
ttepani z 1 500 rpm na 3 500 rpm nepfineslo u extrakci pomoci terpineolu ani M:C8 1:1
zvySeni extrakéni uCinnosti, vysledné extrakéni uc€innosti byly srovnatelné s témi ziskanymi
pii rychlosti tfepani 1 500 rpm. Rychlost tfepani 1500 rpm lze tedy povazovat za
dostatecnou.

Experimenty zamétené na dobu tiepani byly provedeny pii poméru voda:extrakéni ¢inidlo
500:50, aby bylo mozné trend pozorovat vyraznéji. U experimenti s terpineolem snizeni doby
ttepani z 15 minut na 5 minut zpiisobilo pokles extrakéni G€innosti o 1,54 %, u experimentl
s M:C8 1:1 byl u vSech analytii pozorovan mirn¢jsi pokles o 0,4-1,5 % kromé& BP-2, jehoz
zbytkova koncentrace se nachédzela nad linedrnim dynamickym rozsahem kalibrace. ZvySeni
doby tfepani z 15 minut na 20 minut u extrakci pomoci terpineolu a M:C8 1:1 poskytlo
srovnatelné extrakéni UCinnosti jako pfi 15 minutich, dobu tfepani 15 minut lze tedy

povazovat za dostatecnou.
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494 Extrak¢ni acinnost T a M:C8 (1:1) v experimentech s realnymi
vzorky vody

Dvé zvolena nejefektivnéjsi extrakéni Cinidla terpineol a smés M:C8 1:1 byla pouzita
k extrakci UV filtrG z redlnych vzorkii vody obsahujicich rizné polutanty. Experimenty byly
provedeny s 500ul vzorky stojaté vody Albertov, vody z koupalisté Petynka a ficni vody
Vltava s pfidanymi standardy 6 UV filtrii o koncentraci 10 a 20 pg ml™'. Uinnosti extrakce

pro jednotlivé analyty spolecné se smérodatnou odchylkou méfeni jsou uvedeny v tabulce 13.

Tabulka 13: Primérné ucinnosti extrakce 6 UV filtra (BP-2, BP-1, BP, BP-3, BP-8, MOBP) pomoci T
a M:C8 1:1 pfi pocatecni koncentraci vSech analytii ve vzorku vody Albertov, Petynka nebo Vltava
20 pg ml!. Vysledky jsou uvedené se smérodatnou odchylkou (n = 4)

Ucinnost extrakce [%%]
Analvi Albertov Petynka Vlitava
Y mecs T M:C8 T M:C8 T
1:1 1:1 1:1

BP 199,70+0,12 99,76 +£0,00|99,81 £0,04 99,84 + 0,02 (99,60 + 0,15 99,64 + 0,19
BP-1 99,42 +0,22 99,49 +£0,21/99,53 £0,08 99,93 +0,01{99,19+ 0,04 99,28 + 0,26
BP-2 |97,98 £0,28 99,49 +£0,02|94,14* £ 1,25 99,92+ 0,01[96,77 £ 0,13 99,65+ 0,13
BP-3 [99,75+0,14 99,89 +£0,01[99,93 +£0,00 99,93 +0,02(99,39+0,13 99,64 +0,11
BP-8 (99,60 +0,18 99,70 +£0,01]99,76 +0,05 99,86 +0,03 /99,36 +£0,06 99,52 +£0,14
MOBP (99,87 £0,08 99,95 +0,01{99,95+0,01 99,94 +0,02|99,69 + 0,05 99,88 + 0,05

*odhadovana hodnota, nad linearnim dynamickym rozsahem kalibrace

U experimentl s realnymi vzorky byly dle ocekavani pozorovany niz$i hodnoty
extrakénich U€innosti nez u experimentl s deionizovanou vodou. To lze vysvétlit pfitomnosti
organickych polutantd sniZujicich kapacitu extrakéniho c¢inidla pro UV filtry. Nejvice
ovlivnénym analytem byl BP-2, u ostatnich analyti bylo sniZeni extrak¢ni UcCinnosti
nevyznamné. Nejmensi pokles €innosti extrakce oproti deionizované vodé poskytovala voda
Petynka, kde s vyjimkou BP-2 byla u¢innost extrakce srovnatelna s u¢innosti u deionizované
vody. Lze tedy predpokladat, Ze voda v koupalisti byla ocisténa od vétSiny organickych latek.

Z vysledki v tabulce 13 je patrné, Ze extrakéni ucinnost terpineolu pro sledované analyty
je vyssi nez extrakéni Gcinnost M:C8 1:1, nicméné jak jiz bylo zminéno v kapitole 4.9.2,

nevyhodou terpineolu jako extrakéniho ¢inidla je zvySeny Sum pozadi chromatogrami v okoli
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mrtvého Casu kolony. Nejvétsi pozorovany rozdil se tykal analytu BP-2, u ostatnich analyta
byl zpravidla rozdil mezi obéma extrakénimi Cinidly nevyznamny. Z toho divodu byla jako
optimalni extrak¢éni ¢inidlo zvolena smés M:C8 1:1, u niz bylo dale testovano opakované

pouZziti.

4.9.5 Opakované pouziti M:C8 (1:1) k extrakci UV filtri

Opakované pouziti extrakénich ¢inidel umoziuje snizit jejich spotiebu a snizit tak ndklady
na extrakci a vznikajici odpad. Byla testovana moznost opakované vyuzit 500 pl smési M:C8
1:1 k extrakci 6 vybranych UV filtri z vody. Experiment byl proveden s 500ul vzorky
deionizované vody a vody Albertov s pfidanymi standardy 6 UV filtri o koncentraci
20 pg ml™!'. Po provedeni extrakce byla DES faze odebrana a znovu pouzita k extrakci dalsiho
vzorku vody s UV filtry. Timto zptisobem bylo provedeno 5 extrak¢nich cykli, vysledné
extrakéni ucinnosti pro jednotlivé analyty pii extrakci UV filtri z vody Albertov jsou
znazornény v grafu 7.

Od druhého extrakéniho cyklu doSlo u BP-2 k naméfeni velmi vysokych zbytkovych
koncentraci po extrakci, které se nachazely nad linearnim dynamickym rozsahem kalibrace.

Hodnoty t¢innosti extrakce pro BP-2 uvedené v grafu 7 jsou proto pouze odhadované.
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Graf 7: Uginnosti extrakce 6 sledovanych UV filtr (BP-2, BP-1, BP, BP-3, BP-8, MOBP) pomoci
DESu M:C8 1:1 pfi po&ate¢ni koncentraci viech analytl ve vzorku vody Albertov 20 pug ml ™,
pii 5 opakovanych pouzitich téhoz extrak¢niho ¢inidla, n =2
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V grafu 7 mizeme vidét, Ze u kazdého analytu dochazi k riizn¢ vyraznému poklesu
extrak¢ni Uc¢innosti pfi opakovaném pouziti extrak¢éniho Cinidla M:C8 1:1. Nejvyraznéjsi
pokles extrakéni G€innosti byl pozorovan u BP-2, coZ je nejméné hydrofobni analyt, u kterého
také byla zaznamendana celkové nejnizsi G€innost extrakce napfi¢ vSemi extrakénimi Cinidly.
U 5 zbyvajicich analytl byl pokles extrakéni uc€innosti pozvolny, i po 5 extrak¢nich cyklech
bylo stale dosazeno extrakéni i€innosti vyS$si nez 95 %.

Stejny trend byl pozorovan také u experimentu s deionizovanou vodou, ale extrakcni
ucinnosti zde byly celkové u vSech analyti mirné vyssi, jelikoz voda neobsahovala jiné

organické polutanty snizujici kapacitu extrakéniho €inidla.
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5 Zavér

V prvni casti této diplomové prace byla vyvinuta citliva metoda UHPLC-MS/MS
s gradientovou eluci ke stanoveni farmakologicky aktivni laktonové a neaktivni
karboxylatové formy topotekanu ve vodnych pufrech. Kalibrace byla provedena zvlast
v kyselém prostiedi vzorku (pH = 3) pro topotekan lakton a v zasaditém prostiedi (pH = 10)
pro karboxylat. FunkCnost kalibrace byla ovéfena analyzou fady roztokli topotekanu
piipravenych v pufru octanu amonného o pH 7,4. Limit detekce topotekanu laktonu byl
0,1 ng ml™ ! a karboxylatu 0,3 ng ml ™.

Na zaklad¢é experimentl sledujicich zménu v poméru laktonové a karboxylatové formy
topotekanu v zédvislosti na pH bylo zjiSténo, Ze hmotnostni zlomek karboxylatové formy roste
se vzrustajicim pH vzorku, pH mobilni fize a se vzristajicim ¢asem od piipravy vzorku.
Pti pH vzorku 4,5 a mobilni faze 7,4 byla po dvou hodindch od pfipravy laktonova forma
zastoupena z 96,7 hm. %. Pti pH vzorku 10 a mobilni faze 7,4 byla po dvou hodinach
od pfipravy karboxylatova forma zastoupena z 91,5 hm. %. Pfechod mezi obéma formami je
mozné zpomalit pfidavkem methanolu, ktery mé stabilizacni funkci.

Ve druhé c¢asti této diplomové prace byla snaha vyvinout metodu HPLC-MS/MS
s gradientovou eluci k simultdnnimu stanoveni 13 organickych UV filtrG ve vodé¢, které jsou
povazovany za polutanty zivotniho prostfedi. Tato smés ovSem vykazovala problémy
s rozpustnosti ve vod¢, proto byla metoda HPLC-MS/MS optimalizovana ke stanoveni pouze
6 benzofenonovych UV filtrd (BP, BP-1, BP-2, BP-3, BP-8, MOBP). Bylo dosazeno limit
detekce 0,2—1,5 ng ml ™",

Bylo pfipraveno celkem 10 hydrofobnich hluboce eutektickych rozpoustédel, které¢ byly
spolecné s terpineolem a linaloolem pouzity k extrakci 6 UV filtri z vodnych matric.
Vyvinutd HPLC-MS/MS metoda byla pouzita k analyze zbytkového obsahu UV filtri ve
vodné matrici po extrakci. NejefektivnéjSim z testovanych extrakénich ¢inidel byl terpineol,
ktery poskytl extrakéni G€innosti ze vzorklli deionizované vody vyS§i nez 99,9 %,
ale zptsoboval také vyrazny Sum zakladni linie chromatogramu. Z toho dvodu byl jako
nejvhodnéjsi extrakéni Cinidlo zvolen DES o slozeni menthol:kaprylova kyselina (M:C8)
v molarnim poméru 1:1, ktery extrahoval vSechny sledované analyty s uinnosti vySsi

nez 99,6 % a nezptusoboval problém Sumu.
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Byly optimalizovany parametry ovliviiyjici G¢innost extrakce — pomér voda:extrakcni
¢inidlo, rychlost a doba tfepani. Terpineol a smés M:C8 1:1 byly pouzity k extrakei UV filtri
ptidanych do vzorkl fi¢ni vody Vltava, stojaté vody Albertov a vody z koupalisté Petynka.
Nejnizsi Gc¢innost extrakce byla pozorovéna u analytu BP-2, coz byl nejméné hydrofobni
analyt. Ve vzorku fi¢ni vody Vltava Gc¢innost extrakce BP-2 pomoci M:C8 1:1 odpovidala
96,77 + 0,13 %, u vzorku vody z koupali§té¢ Petynka byla namétfena zbytkova koncentrace
po extrakci nad linedrnim dynamickym rozsahem kalibrace. Zbyvajicich 5 analytii bylo
ze vSech zminénych vzorkli vody extrahovano terpineolem i M:C8 1:1 s vynikajici uc¢innosti
vy$si nez 99,1 %. Byla testovana také moznost opakované vyuzit smés M:C8 1:1 k extrakci
6 vybranych UV filtri z vody, kromé BP-2 bylo po 5 extrakénich cyklech u vSech analyti

stale dosazeno extrak¢ni ucinnosti vyssi nez 95 %.



Pouzita literatura 73

Pouzita literatura

9.

10.

11.

12.

. Ferlay, J. et al. Global Cancer Observatory: Cancer Today. Lyon: International Agency for

Research on Cancer. Citovano 2.3.2023. Dostupné z https://gco.iarc.fr/today (2020).

. Alshammari, M. K. et al. Nanoplatform for the delivery of topotecan in the cancer milieu:

An appraisal of its therapeutic efficacy. Cancers (Basel). 15 (2023).

. Naguib, Y. W. & Cui, Z. Nanomedicine: The promise and challenges in cancer

chemotherapy. Adv. Exp. Med. Biol. (2014).
Cocarta, A. L. et al. Hydrogel implants for transscleral drug delivery for retinoblastoma

treatment. Mater. Sci. Eng. C 103, 109799 (2019).

. Ramos, S., Homem, V., Alves, A. & Santos, L. Advances in analytical methods and

occurrence of organic UV-filters in the environment - A review. Sci. Total Environ.
526,278-311 (2015).

Gago-Ferrero, P., Diaz-Cruz, M. S. & Barcel6, D. An overview of UV-absorbing
compounds (organic UV filters) in aquatic biota. Anal. Bioanal. Chem. 404, 2597-2610
(2012).

. Huang, Y., Law, J. C. F., Lam, T. K. & Leung, K. S. Y. Risks of organic UV filters: a

review of environmental and human health concern studies. Sci. Total Environ. 755,

142486 (2021).

. Chiriac, F. L., Paun, 1., Pirvu, F., Iancu, V. & Galaon, T. Distribution, removal efficiencies

and environmental risk assessment of benzophenone and salicylate UV filters in
WWTPs and surface waters from Romania. New J. Chem. 45, 2478-2487 (2021).
Sriram, D., Yogeeswari, P. & Bal, T. R. Camptothecin and its analogues: A review on their
chemotherapeutic potential. Nat. Prod. Res. 19, 393-412 (2005).
Kingsbury, W. D. et al. Synthesis of water-soluble (aminoalkyl)camptothecin
analogues: Inhibition of topoisomerase I and antitumor activity. J. Med. Chem. 34, 98—
107 (1991).
Mancini, G. et al. Structural and dynamical effects induced by the anticancer drug
topotecan on the human topoisomerase I - DNA Complex. PLoS One S, (2010).
Gokduman, K. Strategies targeting DNA topoisomerase | in cancer chemotherapy:
Camptothecins, nanocarriers for camptothecins, organic non-camptothecin compounds

and metal complexes. Curr. Drug Targets 17, 1928-1939 (2016).



Pouzita literatura 74

13.

14.

15.

16.
17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Lorusso, D. et al. Review role of topotecan in gynaecological cancers: Current
indications and perspectives. Crit. Rev. Oncol. Hematol. 74, 163—-174 (2010).
Chantada, G. L. ef al. Activity of topotecan in retinoblastoma. Ophthalmic Genet. 25,
37-43 (2004).

Statni ustav pro kontrolu 1éciv. Hycamtin. Souhrn udaju o pripravku 0029338, 1996
(2006).

U. S. Pharmacopeia. Topotecan Hydrochloride. MSDS 1672257, 2013 (2018).

Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv. ATC skupina LOICEO1. Citovano 10.6.2023, dostupné
z https://prehledy.sukl.cz/prehled leciv.html#/.

Svojgr, K. Retinoblastom. Onkologie 10, 215-217 (2016).

Carolina, M. A. Pediatrie: Preklad 6. vydani. (Grada Publishing a.s., 2014).
Ancona-Lezama, D., Dalvin, L. A. & Shields, C. L. Modern treatment of
retinoblastoma: A 2020 review. Indian J. Ophthalmol. 68, 2356—65 (2020).

Shields, C. L. & Shields, J. A. Basic understanding of current classification and
management of retinoblastoma. Curr. Opin. Ophthalmol. 17, 228-234 (20006).
Schaiquevich, P. et al. Treatment of retinoblastoma: What is the latest and what is the
future. Front. Oncol. 12, 1-15 (2022).

Nitschke, R. et al. Topotecan in pediatric patients with recurrent and progressive solid
tumors. J. Pediatr. Hematol. Oncol. 20, 315-318 (1998).

Ako-Adounvo, A. M. & Karla, P. K. Transscleral drug delivery to retina and posterior
segment disease. Drug Deliv. Retin. Posterior Segm. Dis. 215-227 (2018).

Martin, R., Martin, S., Elke, S. & Walter, B. Kapesni atlas dermatologie. (Grada
publishing, 2018).

Lucas, R. M. et al. Human health in relation to exposure to solar ultraviolet radiation
under changing stratospheric ozone and climate. Photochem. Photobiol. Sci. 18, 641—
680 (2019).

The European Chemicals Agency. Cosmetic Products Regulation, Annex VI - Allowed
UV Filters. Citovano 4.4.2023, dostupné z https://echa.europa.eu/cs/cosmetics-uv-
filters (2022).

Lide, D. R. CRC Handbook of chemistry and physics, internet version 2005. CRC
Press, Boca Raton, FL (2005).



Pouzita literatura 75

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Cumming, H. & Riicker, C. Octanol-water partition coefficient measurement by a
simple 1H NMR method. ACS Omega 2, 6244—6249 (2017).

Mustieles, V. et al. Benzophenone-3: Comprehensive review of the toxicological and
human evidence with meta-analysis of human biomonitoring studies. Environ. Int. 173,
(2023).

Imamovi¢, B. et al. Stability and removal of benzophenone-type UV filters from water
matrices by advanced oxidation processes. Molecules 27, 1874 (2022).

National Library of Medicine. 4-Benzoyl-3-hydroxyphenyl methacrylate. Citovano
10.7.2023, dostupné =z https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/4-Benzoyl-3-
hydroxyphenyl-methacrylate (2023).

Meng, X. et al. Simultaneous separation and determination of 15 organic UV filters in
sunscreen cosmetics by HPLC—ESI-MS/MS. Int. J. Cosmet. Sci. 39, 386-392 (2017).
Stien, D. et al. Metabolomics reveal that octocrylene accumulates in Pocillopora
damicornis tissues as fatty acid conjugates and triggers coral cell mitochondrial
dysfunction. Anal. Chem. 91, 990-995 (2019).

Schreurs, R. H. M. M., Sonneveld, E., Jansen, J. H. J., Seinen, W. & van der Burg, B.
Interaction of polycyclic musks and UV filters with the estrogen receptor (ER),
androgen receptor (AR), and progesterone receptor (PR) in reporter gene bioassays.
Toxicol. Sci. 83,264-272 (2005).

Majhi, P. D. et al. Effects of benzophenone-3 and propylparaben on estrogen receptor—
dependent r-loops and DNA damage in breast epithelial cells and mice. Environ.
Health Perspect. 128, 1-15 (2020).

Li, N. et al. Ultra violet filters in the urine of preschool children and drinking water.
Environ. Int. 133, 105246 (2019).

da Silva, C. P., Emidio, E. S. & de Marchi, M. R. R. The occurrence of UV filters in
natural and drinking water in Sdo Paulo State (Brazil). Environ. Sci. Pollut. Res. 22,
19706-19715 (2015).

Matta, M. K. et al. Effect of sunscreen application under maximal use conditions on
plasma concentration of sunscreen active ingredients: A randomized clinical trial.
JAMA - J. Am. Med. Assoc. 321, 2082-2091 (2019).

Jung, W. et al. Toxicokinetics, percutaneous absorption and tissue distribution of

benzophenone-3, an UV filtering agent, in rats. Toxics 10, 672 (2022).



Pouzita literatura 76

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Gonzalez, H., Farbrot, A., Larkd, O. & Wennberg, A. M. Percutaneous absorption of
the sunscreen benzophenone-3 after repeated whole-body applications, with and
without ultraviolet irradiation. Br. J. Dermatol. 154, 337-340 (2006).

Calafat, A. M., Wong, L. Y., Ye, X., Reidy, J. A. & Needham, L. L. Concentrations of
the sunscreen agent benzophenone-3 in residents of the United States: National Health
and Nutrition Examination Survey 2003-2004. Environ. Health Perspect. 116, 893—897
(2008).

Ma, X. et al. Occurrence of benzophenones, parabens and triclosan in the Yangtze
River of China, and the implications for human exposure. Chemosphere 213, 517-525
(2018).

Kameda, Y., Kimura, K. & Miyazaki, M. Occurrence and profiles of organic sun-
blocking agents in surface waters and sediments in Japanese rivers and lakes. Environ.
Pollut. 159, 1570-1576 (2011).

Wick, A., Fink, G. & Ternes, T. A. Comparison of electrospray ionization and
atmospheric pressure chemical ionization for multi-residue analysis of biocides, UV-
filters and benzothiazoles in aqueous matrices and activated sludge by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry. J. Chromatogr. A 1217, 2088-2103
(2010).

Ye, L., Liu, J., Yang, X., Peng, Y. & Xu, L. Orthogonal array design for the
optimization of ionic liquid-based dispersive liquid-liquid microextraction of
benzophenone-type UV filters. J. Sep. Sci. 34, 700-706 (2011).

Grabicova, K. et al. Presence of UV filters in surface water and the effects of
phenylbenzimidazole sulfonic acid on rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) following
a chronic toxicity test. Ecotoxicol. Environ. Saf. 96, 41-47 (2013).

Tsui, M. M. P., Leung, H. W., Lam, P. K. S. & Murphy, M. B. Seasonal occurrence,
removal efficiencies and preliminary risk assessment of multiple classes of organic UV
filters in wastewater treatment plants. Water Res. 53, 58—67 (2014).

Ramos, S., Homem, V., Alves, A. & Santos, L. A review of organic UV-filters in

wastewater treatment plants. Environ. Int. 86, 24—44 (2016).



Pouzita literatura 77

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.
59.
60.
61.

Golovko, O., Kumar, V., Fedorova, G., Randak, T. & Grabic, R. Removal and seasonal
variability of selected analgesics/anti-inflammatory, anti-hypertensive/cardiovascular
pharmaceuticals and UV filters in wastewater treatment plant. Environ. Sci. Pollut. Res.
21, 7578-7585 (2014).

Wang, H. et al. Deep eutectic solvent-based ultrasound-assisted dispersive liquid-liquid
microextraction coupled with high-performance liquid chromatography for the
determination of ultraviolet filters in water samples. J. Chromatogr. A 1516, 1-8
(2017).

Hlozek, T., Bosdkova, T., Bosdkova, Z. & Tuma, P. Hydrophobic eutectic solvents for
endocrine disruptors purification from water: Natural and synthetic estrogens study.
Sep. Purif. Technol. 303, 122310 (2022).

Hrabdkova, K. HPLC-MS/MS analyza toxint z Psilocybe semilanceata. (Univerzita
Karlova, bakalarska prace, 2021).

El Achkar, T., Greige-Gerges, H. & Fourmentin, S. Basics and properties of deep
eutectic solvents: a review. Environ. Chem. Lett. 19, 3397-3408 (2021).

Lee, J., Jung, D. & Park, K. Hydrophobic deep eutectic solvents for the extraction of
organic and inorganic analytes from aqueous environments. 774C - Trends Anal.
Chem. 118, 853-868 (2019).

Tvrzicka, E., Kremmyda, L. S., Stankova, B. & Zak, A. Fatty acids as biocompounds:
Their role in human metabolism, health and disease - a review. Part 1: Classification,
dietary sources and biological functions. Biomed. Pap. Med. Fac. Univ. Palacky
Olomouc Czech Repub. 155, 117-130 (2011).

Banik, B. K., Sahoo, B. M. & Tiwari, A. Terpenoids: Chemistry, biochemistry,
medicinal effects, ethno-pharmacology. (CRC Press, 2022).

Merck Life Science spol. Terpineol. SDS 86480 (2023).

Merck Life Science spol. Menthol. SDS M2772 (2023).

Merck Life Science spol. Linalool. SDS 12602 (2022).

Cadena-Aizaga, M. 1., Montesdeoca-Esponda, S., Torres-Padrén, M. E., Sosa-Ferrera,
Z. & Santana-Rodriguez, J. J. Organic UV filters in marine environments: An update of
analytical methodologies, occurrence and distribution. Trends Environ. Anal. Chem.

25, €00079 (2020).



Pouzita literatura 78

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.
72.

73.

74.

Buszewski, B. & Szultka, M. Past, present, and future of solid phase extraction: A
review. Crit. Rev. Anal. Chem. 42, 198-213 (2012).

Vila, M. et al. Simultaneous in-vial acetylation solid-phase microextraction followed
by gas chromatography tandem mass spectrometry for the analysis of multiclass
organic UV filters in water. J. Hazard. Mater. 323, 45-55 (2017).

Belay, M. H., Precht, U., Mortensen, P., Marengo, E. & Robotti, E. A fully automated
online SPE-LC-MS/MS method for the determination of 10 pharmaceuticals in
wastewater samples. Toxics 10, 1-18 (2022).

Tashiro, Y. & Kameda, Y. Concentration of organic sun-blocking agents in seawater of
beaches and coral reefs of Okinawa Island, Japan. Mar. Pollut. Bull. 77, 333-340
(2013).

Arellano, C., Gandia, P., Bettuing, L., Woodley, J. & Chatelut, E. Quantification of
topotecan by liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS). Application to
intestinal transport using rat everted gut sacs. J. Chromatogr. B 878, 645—652 (2010).
Kung, T. A, Lee, S. H., Yang, T. C. & Wang, W. H. Survey of selected personal care
products in surface water of coral reefs in Kenting National Park, Taiwan. Sci. Total
Environ. 635, 1302-1307 (2018).

Zhang, K., Li, S., Wang, Y., Fan, J. & Zhu, G. Air-assisted liquid-liquid
microextraction based on solidification of floating deep eutectic solvent for the analysis
of ultraviolet filters in water samples by high performance liquid chromatography with
the aid of response surface methodology. J. Chromatogr. A 1618, 460876 (2020).
Meyer, V. R. Practical high-performance liquid chromatography: 5th edition. (Wiley,
2010).

Xu, Q. A. Ultra-high performance liquid chromatography and its applications. (Wiley,
2013).

Cazes, J. Analytical instrumentation handbook: 3rd edition. (CRC Press, 2004).

Jain, A. et al. Development and validation of the HPLC method for simultaneous
estimation of paclitaxel and topotecan. J. Chromatogr. Sci. 52, 697-703 (2013).

Bai, F. et al. Determination of plasma topotecan and its metabolite N-desmethyl
topotecan as both lactone and total form by reversed-phase liquid chromatography with
fluorescence detection. J. Chromatogr. B 784, 225-232 (2003).

Gross, J. H. & Roepstorff, P. Mass spectrometry: A textbook. (Springer, 2011).



Pouzita literatura 79

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

Friedecky, D. & Lemr, K. Uvod do hmotnostni spektrometrie. Klin. Biochem. Metab.
20, 152-157 (2012).

Delatour, T., Mottier, P. & Gremaud, E. Limits of suspicion, recognition and
confirmation as concepts that account for the confirmation transitions at the detection
limit for quantification by liquid chromatography—tandem mass spectrometry. J.
Chromatogr. A 1169, 103—110 (2007).

Li, N. et al. Absolute bioavailability studies of a new oral topotecan formulation in
Chinese patients using UHPLC-MS/MS. J. Pharm. Biomed. Anal. 76, 252-256 (2013).
Shu, P. et al. Application of an innovative high-throughput liquid chromatography-
tandem mass spectrometry method for simultaneous analysis of 18 hazardous drugs to
rule out accidental acute chemotherapy exposures in health care workers. J. Oncol.
Pharm. Pract. 26, 794-802 (2020).

Jeong, S. H., Jang, J. H. & Lee, Y. B. Pharmacokinetic comparison of three different
administration routes for topotecan hydrochloride in rats. Pharmaceuticals 13, 1-16
(2020).

Khuroo, T. et al Topotecan-tamoxifen duple PLGA polymeric nanoparticles:
Investigation of in vitro, in vivo and cellular uptake potential. Int. J. Pharm. 473, 384—
394 (2014).

Kusch, P. Gas chromatography: Derivatization, sample preparation, application.
(IntechOpen, 2019).

Saita, T., Fujito, H. & Mori, M. Determination of topotecan by ELISA. Biol. Pharm.
Bull. 24, 321-326 (2001).

Buitrago, E. et al. Pharmacokinetic analysis of topotecan after intra-vitreal injection.
Implications for retinoblastoma treatment. Exp. Eye Res. 91, 9-14 (2010).

Novékova, L. & Dousa, M. Moderni HPLC separace v teorii a praxi II. (Europrint a.s.,
2013).

Miller, J. N. & Miller, J. C. Statistics and chemometrics for analytical chemistry 6th
edition. (Pearson Education Limited, 2010).

Zeng, W., Musson, D. G., Fisher, A. L. & Wang, A. Q. A new approach for evaluating
carryover and its influence on quantitation in high-performance liquid chromatography
and tandem mass spectrometry assay. Rapid Commun. Mass Spectrom. 20, 635-640
(2006).



Pouzita literatura 80

87. Mudrova, B. Vyvoj LC-MS metody pro studium topotekanu. (Univerzita Karlova,
diplomova prace, 2023).

88. Hayes, R., Ahmed, A., Edge, T. & Zhang, H. Core-shell particles: Preparation,
fundamentals and applications in high performance liquid chromatography. J.

Chromatogr. A 1357, 36-52 (2014).



