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1. UVOD



Dexrazoxan je klinicky pouzivané IéCivo pfi Ié¢bé nékterymi protinddorovymi
chemoterapeutiky jako ucinné kardioprotektivum. Dexrazoxan je mozné povazovat za
prolécivo, které pronika do bunék, kde postupnym otvirdnim piperazinovych cykll vznika
pres dva Castecné oteviené meziprodukty aktivni metabolit - ADR-925. Stejnym zplisobem
dochazi k rozkladu léciva v podminkach chemické alkalické hydrolyzy. Analytické hodnoceni
dexrazoxanu je ponékud komplikovano vysokou hydrofilitou lé¢iva a predevsim pak jeho
metabolitl/rozkladnych produktl. Jistou komplikaci je také absence chromoforu, jenz
znemoznuje dostatecné citlivé detekovat léCivo a predevsim jeho metabolity/rozkladné
produkty pfi vinovych délkach > 220nm. Tyto komplikace by mohly byt odstranény vyuzitim

tzv. ,,Hydrophilic interaction liquid chromatography” (HILIC) s ndslednou MS detekci.

HPLC — ,High Performance Liquid Chromatography“ (vysokoucinna kapalinova
chromatografie) je jednou z nejprogresivnéjsich separacnich metod, kterd umoziuje
soucasné jak kvalitativni tak kvantitativni hodnoceni separovanych slozek smési. K separaci
dochazi na zakladé interakci délenych latek se stacionarni i mobilni fazi. Prednostmi této
metody je rychlost analyzy, citlivost stanoveni a minimalni mnozstvi potfebného vzorku.

V oblasti Therapeutic drug monitoring (TDM) ma vyznamné postaveni. Na rozdil od metod
imunochemickych ma prednost v selektivité metody a v tom, Ze umoznuje kvantifikovat jak

pavodni lécivo, tak i jeho metabolity.

Velmi ¢asto se tato metoda pouziva ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS). Toto

propojeni HPLC-MS umoZniuje analyzu se znacnou citlivosti a selektivitou.

Tato prace se tedy zabyva vyvojem takové HPLC metody, kterou bude mozno vyuZzit pro
HPLC-MS analyzu vhodnou pro hodnoceni dexrazoxanu a jeho metabolitl a to i

v komplikovaném biologickém materidlu.



2. TEORETICKA CAST



1.1. HPLC

1.1.1.0vod k HPLC

Kapalinova chromatografie (LC) byla objevena pozorovanim separace barevnych latek na
polarnich sorbentech, jako jsou celulézova vlakna nebo anorganické oxidy, a které byly
eluovany nepolarnimi organickymi rozpoustédly. Kdyz byly objeveny v sedmdesatych letech
minulého stoleti kolony s chemicky vazanymi fazemi, bylo brzy zfejmé, Ze systém opacné
polarity tj. s hydrofobni stacionarni fazi a mobilni fazi tvofenou vodnymi roztoky s vodou
misitelnych organickych rozpoustédel nabizi podstatné vyhody [1]. Jejich dominantni pozice
je dana schopnosti material( pouzivanych jako reverzni faze zadrzovat a separovat latky
s velkou heterogenitou ve fyzikdlné-chemickych viastnostech véetné celkové hydrofobicity
[2]. Kromé toho systém reverznich fazi umozniuje prekonat nevyhody analyzy v normalnich
fazich, jako jsou pomald ekvilibrace a stranova heterogenita sorbentu projevujici se
v nelinearnich izotermach, jenz vede k chvostujicim pikdim i posunu retencnich ¢asu
v zavislosti na koncentraci nastfikovaného analytu. Dalsi faktor, ktery podpofil oblibu HPLC
na ,reverzni fazi“ (RP) byla jeji vhodnost pro analyzu znacné ¢asti bioanalytickych vzorkd,
které byly stfredem zajmu. Nejpouzivanéjsi |éCiva se tradi¢né nachdzeji v rozmezi polarity,
které umoznuje, aby byly dobre separovany od ostatnich pfirozené se vyskytujicich latek
v krevni plasmé na oktadecyl vazajici fazi za pouziti vodnych pufri s vodou misitelnym
rozpoustédlem. Obrovska popularita RP-HPLC v pribéhu ¢asu odsunula analyzu v systému

normalnich fazi do pozadi [1].

1.1.2.Instrumentace
Jednoduchy kapalinovy chromatograf se sklada ze Sesti zakladnich jednotek. Systém
zasobnikd mobilnich fazi,odplynovac (,,deggaser”), pumpa, davkovaci zafizeni, kolona,
detektor a pocitac vybaveny pfislusnym softwarem pro zpracovani dat (viz schéma obr. 1) [3,

4],
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Obr. ¢ 1: Schéma jednotlivych soucdsti kapalinového chromatografu.

Zasobniky mobilni faze, deggaser a pumpa

Mobilni faze je pumpou za vyuziti vysokych tlakll cerpana do chromatografického
systému. Tok mobilni faze musi byt konstantni s minimem pulz(. Pro konstantni pritok

mobilni faze je nezbytné jeji odplynéni pomoci deggaseru.
Davkovac

Vzorek je davkovan nejcastéji pomoci davkovacich ventil(i (smyckovych, Sesticestnych).

Davkovani dnes probiha zcela automaticky, proto se ¢asto pouziva termin autosampler.

Kolony

Existuje znaéné mnoizstvi riznych staciondrnich fazi, které jsou dnes komercéné dostupné
jako HPLC kolony. Ty nejpouzivanéjsi jsou z mikroc¢dsticovych, pordznich silikagelovych
materiald se sférickymi silikagelovyni ¢asticemi o velikosti 3-5um. Silikagel mize byt rovnéz
modifikovan nejriiznéjsimi chemicky vazanymi funkénimi skupinami. Sorbent je naplnén do
trubice z nerezové oceli, poptipadé skla (tj. chromatografické kolony). Nejbéznéjsi
provedenim kolony je trubice z nerezové oceli o délce 5-25 cm s vnitfnim pramérem 1-4,6

mm. Konce kolony obsahuiji frity z nerezové oceli ¢i sitovinu, aby zadrZzovaly obalovy material

[3].



Detektory

Existuje mnoho detektor(, které nachazeji Siroké uplatnéniv HPLC, ale témi
nejpouzivanéjsimi pro analyzu léciv jsou spektrofotometrické (pracujici v UV popfripadé VIS
oblasti), fluorescencni, elektrochemické, radiochemické a hmotnostné-spektrometrické
detektory (MS). NejpouzivanéjSim detektorem v soucasné dobé je stéle UV detektor,
nicméné do popredi se dostdvaji stale vice také MS detektory, zejména pak v oblasti analyzy
|éCiv v biomateridlu. UV/VIS detektory maji vysokou citlivost pro mnoho lé¢iv a metabolitd,
nicméné analyty musi absorbovat zareni v UV/viditelné oblasti spektra tj. v oblasti vinovych
délek 190-600 nm. V modernich UV detektorech je dopadajici svétlo generovano z vysoce
intensivniho zdroje, jako je napf. deuteriova lampa. Zafeni o pozadované vinové délce je pak
smérovano skrz vzorek za pomoci difrakénich mrizek. Svétlo prochazi skrz vzorek a referencni
celu a je detekovano za pomoci fotonasobice. O UV/VIS detektoru se Fika, Ze je koncentraéné
citlivy tzn., Ze pro vyssi koncentrace analytu v priitokové cele ziskdme vétsi odpovéd
detektoru. Ta je dana Lambert-Beerovym zakonem. Rozsirenim vyuZziti UV detektor(l je
detektor s diodovym polem (DAD). Vyhodou DAD detektor( je ziskani informace o celém
spektru kazdého analytu, coz umoznuje a identifikovat analyt (porovnanim jeho spektra
s namérenym spektrem standardu i se spektrem z knihovny) a urcit Cistotu piku (zdali

nedochazi ke koeluci vice latek) [3].

V ptipadé, Ze analyt vykazuje pfirozenou fluorescenci, je mozné vyuzit
fluorescencni detekci. Excitaci pfi jedné vinové délce a monitorovanim svétla emitovaného
pti vyssi vinové délce pak umozZnuje selektivné detekovat analyzovanou latku. Vedle

pomérné vysoké selektivity je vyhodou této techniky vysoka citlivost [3].

Radiometricky detektor nachazi své uplatnéni predevsim v oblasti bioanalyzy IécCiv.
Jednou z ¢astych aplikaci tohoto typu detekce jsou farmakokinetické studie pfi vyvoji novych
[é¢iv. Podanim lé¢iva znaceného radioisotopem laboratornimu zvireti velmi jednoduse
zjistime, které chromatografické piky jsou pfibuzné a/anebo derivaty léCiva. Za predpokladu,
Ze je radioisotop navazany na molekulu v metabolicky stabilnim misté, Ize odlvodnéné

predpokladat, Ze vSechny piky, které byly detekovany, jsou odvozené od |éciva[3].

Nékteré |é¢iva obsahuji funkcni skupiny, které jsou schopny oxidace nebo redukce.
V takovém pfripadé je mozné pro detekci analytu vyuzit elektrochemické detektory.
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Zakladnim principem elektrochemické detekce je aplikace napéti pfi prichodu analytu skrz
elektrochemickou celu, ktera spousti oxidaéné-redukéni reakci. Tato pak vede ke vzniku
elektrického proudu. Obvykle je detekovan bud proud (amperometricka detekce), nebo
naboj (coulometricky detektor). Pfestoze je tento zplsob detekce pomérné citlivy, jeho

SirSimu vyuziti brani fakt, Ze jen pomérné mala skupina léCiv je elektrochemicky aktivni [3].

V poslednich letech bylo moZné pozorovat dynamicky rozvoj na poli spojeni kapalinové
chromatografie s hmotnostnimi spektrometry. To vedlo k velkému rozmachu v pouziti
hmotnostnich spektrometr( jako detektort pro kvantitativni HPLC analyzy. Vyuziti MS
detektorl umoznuje dosahnout vyborné citlivosti a selektivity detekce. Kromé toho toto
spojeni umoznuje ziskat strukturni informace o analytech, jenz je v soucasnosti Siroce
vyuzivano pri identifikaci neznamych latek, rozkladnych produktd nebo metabolitd IéCiv.
Molekuly analytd, jsou nejprve zavedeny do ionizacniho zdroje hmotnostniho spektrometru,
kde jsou ionizovany, aby ziskaly pozitivni, nebo negativni ndboje. lonty dale putuji pres
hmotnostni analyzator a dorazi do rlznych ¢asti detektoru podle jejich poméru
hmotnost/naboj (m/z). Poté co ionty dosahnou detektoru, jsou generovany vyuzitelné
signaly, které jsou zaznamenavany pocitacovym systémem. Pocitac zobrazuje signaly graficky
jako hmotnostni spektrum vyjadfujici relativni intenzitu signald podle poméru m/z [5].
Ackoliv jsou hmotnostni spektrometry drahé, pro svou mimoradnou citlivost a selektivitu

jsou Casto detektory volby pro kvantitativni bioanalyzu [3].

Soucasny chromatograf je velmi komplexni pfistroj pracujici pfi tlacich az 10 000 p. s. i.
(68,9475 MPa), ktery poskytuje priitokové rychlosti od nékolika mikrolitrd za minutu do 10 ¢i
20 ml/min v zavislosti na typu LC, kterd se pouziva. Moderni detektory by mély byt proto

.....

Skaly pratokovych rychlosti [4].

1.1.3.HPLC na reverznich fazich
Z rGznych typu LC je nejvice pouzivana HPLC na reverznich fazich. Pro RP- HPLC se
pouziva nepolarni staciondarni faze a polarni mobilni faze. Retence se zvysuje se sniZujici se
polaritou analytd a/nebo stacionarni faze a/nebo se zvysujici se polaritou mobilni faze. Ackoli

RP-HPLC muZze byt pouzita pro rlizné aplikace, jeji hlavni nevyhodou je, Ze velmi polarni a
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hydrofilni slou¢eniny nejsou retinovany nebo jen velmi nedostatecné [6]. Takové analyty

typicky postradaji silné interakce s hydrofobnim povrchem material(i reverzni faze [2].

1.1.4.HPLC na normalni fazi

Na normadlni fazi (NPLC) je oproti RP-HPLC pevna faze polarni a nepolarni rozpoustédla
jsou pouzivana jako faze mobilni (MF). Vysledkem je vzrustajici retence pfi vrlstajici polarité
analyzovanych slouéenin a/nebo pfi vzristajici polarité stacionarni faze (SF) a/nebo pfi
klesajici polarité MF [6]. Polarni analyty jsou silnéji retinovany nez nepolarni v kontrastu k RP
LC. Neutralni slou¢eniny mohou byt separovany jak RP LC tak NP LC obecné v opacném
poradi eluce. Nicméné obvykle jsou pozorovany nékteré rozdily v selektivité separace a
eluénim poradi mezi témito usporadanimi [7]. AvSak nepolarni rozpoustédla pouzivané jako
MP jsou docela drahé, ¢asto toxické a nepfiznivé pro Zivotni prostiedi. Navic polarni a

hydrofilni slou¢eniny nejsou v téchto rozpoustédlech dobre rozpustné [6].

V nevodnych mobilnich fazich je prevazujicim mechanismem adsorpce, kterd je chapana
jako kompetice mezi vzorkem a mobilni fazi o polarni adsorpcni centra lokalizovana na
specifickych mistech povrchu stacionarni faze (adsorbentu). Retence molekuly vzorku
vyZzaduje uvolnéni jedné nebo vice predtim naadsorbovanych molekul polarniho
rozpoustédla. Ze smiSenych mobilnich fazi se na povrch polarnich adsorbentl preferencné
adsorbuji polarni rozpoustédla. Kv(li znacné polarité vody je adsorpce vody na konvenéni
silikagelové adsorbenty obzvlasté silnd a v mobilnich fazich obsahujicich vice nez nékolik
stovek ppm vody se nakonec vytvati vice ¢i méné tlusta vrstva na vodu bohaté kapaliny

naadsorbované na stacionarni fazi [7].

Velmi hydrofilni vzorky jsou obvykle pfilis slabé retinovany v RP LC systémech, coz
neumoznuje jejich dostate¢nou separaci. Na druhou stranu jsou ¢asto velmi silné retinovany
v nevodnych mobilnich fazich pouzivanych pfi konvencnich adsorpénich NP LC a (nebo)
nejsou dostatecné rozpustné v nevodnych mobilnich fazich. Tento problém muze byt
vyresSen pouzitim NP LC ve vodno-organickych mobilnich fazich, kde voda je silnéjSim
rozpoustédlem. Alpert nazval tuto techniku ,,Hydrophilic Interaction Liquid

Chromatography“(HILIC), aby ji rozlisil od NP LC s konvencénimi RP mobilnimi fazemi [7].
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1.1.5.HILIC

HILIC mGzZe byt charakterizovana jako NP LC s konvencnimi RP mobilnimi fazemi. [7] HILIC
poprvé zavedena Alpertem tedy mize byt vyuzivana jako alternativa NPLC. [6] Akronym
HILIC byl navrzen pravé jim v roce 1990 ve snaze popsat chromatografickou techniku, ve
které analyt interaguje s hydrofilni stacionarni fazi a je eluovan s relativné hydrofobnim
bindrnim eluentem, ve kterém je voda silnéjSim elu¢nim ¢inidlem [1]. Je vhodnym dopliikem
k RP-HILIC pro retenci polarnich analytd jako jsou aminokyseliny, sacharidy, peptidy a polarni
IéCiva [8, 7]. PFi HILIC chromatografii se pouziva hydrofilni stacionarni faze a smés
voda/organické rozpoustédlo s vysokym obsahem organického rozpoustédla jako MP. U
HILIC rovnéz roste retence - podobné jako u NPLC, kdyzZ polarita/hydrofilita analyzovanych
sloucenin a/nebo pevné faze roste. Vyssi retence je mozno dosahnout snizenim polarity
mobilni faze tj. zvySenim obsahu organického rozpoustédla. Oproti NPLC mobilnim fazim
HILIC pouZziva mobilni faze o sloZeni voda/organické rozpoustédlo, které maji vyssi

rozpustnost pro polarni a hydrofilni slouceniny [6].

1.1.5.1. Mechanismus HILIC

Mechanismus HILIC byl poprvé navrhnut Alpertem v roce 1990 [9]. Rozdil mezi HILIC a
NPLC je stale diskutovan, nicméné definice navrzena Alpertem si podle vSeho ziskava uznani:
Termin HILIC by mél byt pouzivan (a) pokud je silné eluujicim ¢inidlem voda a (b) retencnim
mechanismem je rozdélovani [1]. | kdyZ byla HILIC zavedena jako varianta chromatografie na
normalni fazi (NP LC), jeji mechanismus je odliSny od ostatnich HPLC technik, které zahrnuiji
adsorpci analyt(i pfimo na stacionarni fazi. Mechanismus HILIC, tak jak byl definovan
Alpertem, zahrnuje rozdélovani analytu mezi prevazné poldrni organickou mobilni fazi a
vodou, ktera je ¢astecné imobilizovana na povrchu staciondrni faze. Nicméné v posledni
dobé se zda, Ze mechanismus HILIC je pomérné komplexni a zahrnuje jak jiz zminéné
rozdélovani tak také adsorpci (obr. €. 2). Tyto potvrdili v nedavno vyslém prehledovém

¢lanku také autori Hemstrém a lrgum [9].
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Obr. ¢.2: Mechanismus HILIC separace zahrnuje rozdélovdni a adsorpci rizené
hydrofilnimi a elektrostatickymi interakcemi na aminopropyl vdzajici silikagelové

staciondrni fdazi s vodno-ACN mobilni fdzi. Pfevzato z [28].

HILIC separacni mechanismus, jako v jakémkoli typu chromatografie, je dan rozdilnymi
interakcemi rozpusténych latek mezi mobilni fazi a stacionarni fazi. Interakéni sily neurcuji
jen retenci, ale také selektivitu HILIC separace. Zahrnuji vodikové vazby, které jsou zavislé
kyselosti ¢i bazicité rozpusténych latek, elektrostatické interakce a interakce dipél-dipdl,

které zdavisi na dipélovych momentech a polarizovatelnosti molekul [9].

1.1.5.2. Efekt mobilni faze
V HILIC systému mobilni faze obvykle obsahuje mezi 5 a 50% vody pro eluci sloué¢enin
na kterékoli z mnoha rliznych typ( stacionarnich fazi[9]. Nejméné 3% vody je potfeba pro
dostatecnou hydrataci ¢astic pevné faze[6]. Polarnim organickym rozpoustédlem je obvykle
ACN, ale jsou pouZivany také jiné smési jako je aceton-ethylacetat nebo dichlormethan-
methanol [9]. Acetonitril - jako jedno ze slabSich rozpoustédel poskytuje mnohem vyssi

nar(st retence v porovnani s methanolem [29].

Methanol je povaZovan za relativné silné eluéni rozpoustédlo[9, 1], které poskytuje Sirsi
piky a pouze malé zmény v selektivité [1]. Pouziti alkohol( jako slabé elu¢nich rozpoustédel
muze byt uzite¢né, kdyz analyty nejsou rozpustné v ACN. Chromatografické chovani

epirubicinu 1 a jeho analogu bylo zkoumano Liem a Huangem za pouziti riznych organickych
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rozpoustédel véetné methanolu, isopropanolu, THF a ACN jako slabé eluujicich rozpoustédel
ve spojeni s 10% vodnym pufrem. Pfi pouziti metanolu jako slozky mobilni faze nebyly
analyty v podstaté retinovany, zifejmé v dlsledku jeho silné schopnosti tvofit vodikové vazby.
Ve srovnani s metanolem poskytuje isopropanol delsi retenci diky svému delSimu alkylovému
retézci, ktery snizuje jeho hydrofilni charakter. Na druhé strané ACN ma lepsi separaéni
vlastnosti, a¢koliv podle sily rozpoustédla (€°), by mél THF (€°= 0,48) zp(sobit siln&jii retenci
nez ACN (€° = 0,50). Ta viak ve skuteénosti neni pozorovana, protoze se THF chova jako
silnéjsi akceptor vodikové vazby neZli ACN. Analyzy vyzdvihuji vyznam vodikovych vazeb
nejen mezi analytem a stacionarni fazi, ale také mezi analytem a slozkami mobilni faze

béhem HILIC separaci [9].

Podle Neueho et al. je v HILIC usporadani retence ionizovatelnych sloucenin funkci pH a
sloZzeni rozpoustédel mobilni faze. Ali et al. navazali na tyto poznatky a zjistili, Ze k HILIC
separaci ¢astecné pfispiva iontova vyména. Podobny efekt byl studovan také skupinou
Yoshidy [9]. V soucasnosti snad vSichni vyrobci HILIC kolon doporucuji pouZziti pufrovanych
eluentll, aby omezili elektrostatické interakce mezi analyty nesoucimi naboj a
deprotonovanymi silanolovymi skupinami stacionarni faze. Tyto interakce jsou hlavnim
faktorem pfi separaci nabitych molekul na vsech silikagelovych kolonach; napt. basické
analyty mohou byt separovany na Cistém silikagelu pomoci ionto-vyménného mechanismu.
selektivitu nez kolony vyrobené ze silikagelu obsahujiciho necistoty kova. To je vysvétlovano
jako ,,mixed mode“fenomén, zpUsobeny vyssi kyselosti silanold ,,aktivovanych” blizkosti
kovovych necistot hlavné Zeleza a hliniku. Octan amonny ¢i mravencan amonny jsou
vétSinou doporucovany diky jejich vysoké rozpustnosti v eluentech s vysokym obsahem ACN
[1, 29], pufrovacimu rozsahu vhodném pro vétsSinu HILIC aplikaci a jsou také kompatibilni

s MS detekci diky jejich tékavosti [1].

Vedle vlivu pH hraje vyznamnou roli v retenénim mechanismu také koncentrace soli.
Vyznamny efekt byl pozorovan zvlasté pri kombinaci hydrofilnich interakci a iontové vymény
pfi pouZiti polyhydroxyethylové A nebo polysulfoethylové A stacionarni faze.
Polyhydroxyethylova A kolona ma podle vSeho malou kapacitu a omezené kation vyménné
interakce pro basické slouceniny kv(li negativné nabitym funkénim skupinam, které jsou

vysledkem vyrobniho postupu, nebo kvali interakcim zbylych silanolovych skupin. V tomto
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pfipadé je proto potieba vyuzit malé koncentrace soli k eluci v HILIC uspotfadani. Studie
Yoshida ukazuje, Ze Siroké piky a variabilni retencni ¢asy peptidd se mohou vyskytnout pfi
absenci soli. AvSak omezend rozpustnost soli a vysoce polarnich sloucenin v mobilnich fazich

s vysokym procentem organického rozpoustédla muize také ovlivnit HILIC analyzu [9].

Porovnani mezi HILIC a RPLC usporadanim bylo realizovano se separaci peptid( na
amidové koloné za pouziti ACN jako organického rozpoustédla. Vysledky ukazaly, Ze peptidy
obsahujici hydrofilni postranni fetézce byly eluovany soucasné v RPLC, zatimco v HILIC byly

dobte zadrzeny na koloné a dostatecné separovany [9].

Casto je pouZivan rezim gradientové eluce vyuZivajici k postupné retenci analyt

zvySovani polarity mobilni faze (tj. zvySovani procenta vodné slozky) [6].

1.1.5.3. Vliv stacionarni faze
V HILIC usporadani mohou byt pouzity rlizné stacionarni faze v zavislosti na konkrétnich

aplikacich. Jsou jednoduse rozdélovany do dvou kategorii: silikagelové a polymerni kolony [1,

7].

Ackoli velké mnozstvi publikovanych praci pouziva Cisté silikagelové kolony, je zde
velkym problémem ireversibilni adsorpce poldrnich analyt(i na povrch kolony. Casto je
obtizné pouZit tyto kolony pro bioanalytické separace a jiné aplikace, kde jsou analyty
pritomny ve slozZitych smésich. Pfi HILIC separaci voda chrani povrch kolony, ale nedokaze
zcela zabranit aktivaci silanolovych skupin a ndsledné indukci kation vyménného
mechanismu pro bazické analyty. Ke kontrole separace je tudiz potfeba pridavek elektrolyt(.
Aby se odstranily nevyhody prostych silikagelovych kolon, zacaly se Siroce pouZzivat
silikagelové faze vazajici poldrni skupiny. K tém patti aminopropyl-, amid-, poly(sukcinimid)-,
diol-, kyanopropyl- a sulfoalkylbetain-vazajici silikagelové faze. Vlastnosti téchto

staciondrnich fazi a jejich aplikaci byly diskutovany v HILIC pfehledu Hemstréma a Irguma [1].

Ackoliv ma silikagel omezenou rozpustnost (~100 mg/l) ve vodnych rozpoustédlech
v rozmezi pH 2-7 pfi pokojové teploté, stava se vice rozpustnym pfi pH vyssim nez 8 ¢i nizSim
nez 2. Rozpustnost roste Umérné se vzrustajicim obsahem vody. V HILIC systému je ¢asto

k eluci analytl pouzivan vyznamny obsah vody, coz mize v kombinaci s extrémnim pH vést
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k rozpousténi stacionarni faze. Za téchto podminek poskytuji nesilikagelové kolony vhodnou

alternativu [9].

:
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Obr. ¢. 3: BéZné typy na silikagelu zaloZenych HILIC staciondrnich fazi: (a) amid-, (b) poly(sukcinimid)-, (c)

sulfoalkylbetain-, (d) diol-, (e) aminopropyl-, a kyanopropyl-vazajici silikagelové kolony. Prevzato z [28]

1.1.6.Typy HILIC stacionarnich fazi

1.1.6.1. Silikagel

Nemodifikovany silikagel ma urcité vyhody v porovnani s chemicky vdzanymi
staciondrnimi fazemi. Komercéné dostupné silikagelové materidly se mohou lisit v Cistoté
v zavislosti na technologii vyroby. Typ A pfipravovany precipitaci z roztok( silikatd je kysely
kvUli kontaminaci stopami kov, které aktivuji povrch silanolovych skupin. Kromé toho muze
vytvaret komplexy s nékterymi chelatujicimi analyty, coZz ma za nasledek silnou retenci a
asymetrické piky. Novéjsi, vysoce Cisténé, méné kyselé silikagelové ¢astice oxidu kfemicitého
(typ B) jsou vytvorené agregaci solli oxidu kfemicitého ve vzduchu, obsahuji velmi malé
mnozstvi kovl a jsou vice stabilni pfi stfrednim a vys$Sim pH neZ xerogelové materidly,
maximalné do pH 9. Obecné viak poskytuji lepsi separaci obzvlasté jednoduchych vzorka [7].

Mc Calley porovnal rizné kolony se silikagelem typu B pro HILIC separace hydrofilnich bazi



v mobilnich fazich s obsahem pufru o slozeni ACN-mravenc¢an amonny, které obsahovaly
2,5-30% vody. Zaznamenal dobré ucinnosti kolon a mensi pretizeni projevujici se v symetrii
piku v porovnani s RP separacemi. Do této skupiny patti napf. Atlantis HILIC silica (Waters).
Tento materidl byl zaveden specialné pro HILIC aplikace. Pfi vy$Sim pH jsou silanolové
skupiny ionizovany a vyména kationt( hraje vyznamnou roli v retenci, zvlasté pozitivné
nabitych bazickych sloucenin. Potladeni ionizace silanoll prfidavkem TFA mizZe podporovat
ionto-parovy mechanismus. Podobné efekty se projevuji také pfi HILIC na monolitickych
silikagelovych kolonach, které poskytuji vyssi propustnost nezli ¢asticemi obalené HILIC
kolony. Muze se vsak pfi HILIC rezimu na prostém silikagelu pfilezitostné objevit ireversibilni

adsorpce [7].

Silikagel typu C s hydrosilovanym povrchem s navazanymi nepolarnimi silanovymi
skupinami misto silanolovych skupin mlze mit az 95% silanolovych skupin odstranéno, takze
je méné polarni nez silikagely s vyssim poctem silanolovych skupin. MlzZe byt pouZit pro
separaci kyselin nebo bazi pfi NP HILIC usporadani s pufrovanymi mobilnimi fazemi
obsahujicimi vice nez 50-70% organického rozpoustédla (ACN). DlleZitou charakteristikou
hydridovych fazi je mala atrakce vody a nasledné lepsi reprodukovatelnost retence v jak
organickych, tak ve vodnych NP. Silikagelové stacionarni faze s malou koncentraci silanold

mohou byt pouZity v jak RP, tak NP usporadani [7].

1.1.6.2. Chemicky vazané faze

Nitrilové, diolové, aminové a dalsi funkéni skupiny vazajici faze pouzivané pfi HILIC jsou
vétsinou vyrabény chemickou modifikaci silikagelového povrchu analogicky jako v pfipadé C
18 nebo C8 fazi pro RP LC. Obvykle sila polarnich interakci s analytem vzrista v poradi:
propylnitrilcdiol<aminopropyl<< silikagelové stacionarni faze, nicméné selektivni interakce
mohou zménit toto poradi. Kolony s aminopropylovymi zbytky jsou relativné ¢asté v HILIC
usporadani [7]. Zatimco bazické analyty jsou €asto silné retinovany na silikagelu vodikovymi
vazbami a ionto-vyménnymi interakcemi se silanolovymi skupinami, kyselé slouceniny jevi
zvysSenou afinitu k aminopropyl-silikagelovym kolonam, které mohou ob¢as vést dokonce
k ireversibilni adsorpci (ionto-vyménny efekt) téchto analytt [7, 8]. Prilezitostné mohou byt
pozorovany dlouhé ekvilibracni ¢asy pfi pouziti nékterych pufrd jakozto soucdsti mobilnich

fazi a/nebo tzv. ,krvaceni“(bleeding) vazané faze. Chemicky vazané diolové faze s 2,3-
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dihydroxypropylovymi zbytky maji vysokou polaritu a schopnost tvofit vodikové vazby.
Neobsahuji ionizovatelné skupiny jiné nez zbylé nezreagované silanolové skupiny. Jsou proto
vhodné pro HILIC techniku. Staciondrni faze s undecyl-1,2-diolovym zbytky vazanymi na
silikagel obsahuji dlouhy hydrofobni fetézec nesouci polarni diolovou funkci na konci. Muze
byt pouzivand jak v RP LC uspotadani s nizkym obsahem organického rozpoustédla, tak

v HILIC s vysokym obsahem organického rozpoustédla v zavislosti na vybéru mobilni faze.
Tato faze byla pouzita k urceni distribuce alkylovych fetézci a oxyethylenovych skupin

v ethoxylovanych tensidech [7].

Silikagel modifikovany kyanopropylem postrada schopnost tvorby vodikovych vazeb [1,
7], a proto je retence polarnich sloucenin ve vodno-organickych mobilnich fazich velmi mala.
Tato faze neni tedy pfilis vhodna pro HILIC separace [7]. Chemicky vazajici faze s jinymi
funkénimi skupinami jako je polyetylenglykol, pentafluorobenzen, nebo alkyly s navazanymi
amidovymi ¢i karbamatovymi skupinami jsou obecné uréeny pro RP aplikace v mobilnich
fazich bohatych na vodu. Avsak pti vysokém procentu organiky se retence mnoha sloucenin

zvysuje se stoupajici koncentraci ACN ¢i metanolu, coz je typické chovani pro HILIC [7].

Rada kolon tvorenych silikagelem s navdzanym amidem jsou dobfe pouzitelné pro HILIC
analyzy [7]. Amidova skupina je navazana k povrchu silikagelu prostrednictvim kratkého
alkylového retézce a oproti aminoskupinam nema bazické vlastnosti, takZe retence je méné
zavisla na pH a tak je ireversibilni adsorpce analytd v téchto pfipadech méné pravdépodobna
[1, 7, 30]. Nékteré amidové faze byly specificky vyvinuty pro HILIC pouziti, jako je napfiklad
»,carbamoyl-slica HILIC TSK-gel Amide-80“, poly(2-hydroxyethylaspartamid) nebo
poly(sukcinimid).

Pro chirdlni separace se pouzivaji cyklodextranové na silikagelu zaloZzené stacionarni faze
se schopnosti rozpozndni chiralnich sloucenin. Tato schopnost je ddna nékolika spojenymi
glukopyranosidovymi jednotkami v Sesti-, sedmi- nebo osmiclennych kruzich s mnozstvim

vicinalnich hydroxyskupin [1, 7, 30].

Monolytické silikagelové kolony s polyakrylamidovou vrstvou vyrobené ,,on —column®
polymerizaci maji lepsi chemickou stabilitu a vyssi retenci v porovnani s nepotazenym

silikagelem [7].
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1.1.6.3. Iontovyménné a zwitterionické stacionarni faze
Separace sacharid( [30] a dalSich neutralnich sloucenin na iontovych vymeénicich pfi
typickych HILIC podminkach je zndma jiz dlouhou dobu. Jak na kation-vyménnych, tak anion-
vyménnych styren-divinylbenzenovych pryskyficich retence neionickych polarnich slouc¢enin
vzrlsta se vzrustajici koncentraci ethanolu v ethanol-vodnych mobilnich fazich. Tyto prvni
prekvapivé vysoce selektivni separace méli malou ucinnost a byly ¢asové naroc¢né a byly

proto pozdéji prehodnoceny [7].

HILIC separace mohou byt v soucasné dobé uskute¢nény na mnohem vice ucéinnych
iontovyménnych kolonach. Napriklad nékteré monosacharidy, glykoly a glycerol byly
separovany na poroznich styren-divinylbenzen kation vymeénnych pryskyficich s jen mirné
sulfonovanym povrchem v ACN-voda mobilnich fazich. Pro separaci hydrofilnich peptidd byl
pouzivan poly(2-sulfoethyl)aspartamid jakozto silny kation vyménny material ve vodno-
organickych mobilnich fazich obsahujicich 50% ¢i vice ACN. Kvali prfitomnosti ionto-
vyménnych skupin, smiSeny HILIC/ionto-vyménny mechanismus urcuje retenci a mlze
pUsobit specifické selektivni efekty. SmiSeny anion vymeénny/ kation-vymeénny/HILIC
mechanismus na silikagelu zaloZzenych slabych ionto-vymeénnych pryskyfic s malymi pory se
ukazal uzite¢nym pro analyzu a Cisténi dipeptid( a dalsich sloucenin jak biologického, tak
syntetického plvodu za pouziti kombinovaného gradientu pH a vzristajici koncentrace vody
[7]. Slabé kation iontoménice pfipravené polymerizaci ,,on-column” kyseliny akrylové na
monolitickych kapilarnich silikagelovych kolondch byly pouZzity pro HILIC a kation-vyménné

separace polyaminoderivatizovanych cukr(, peptidd, protein(i a nukleosid( [7].

Nedavno byly zavedeny pro HILIC separace anorganickych soli, malych organickych
iontovych sloucenin a proteinl zwitterionické sulfoalkylbetainové stacionarni faze, které jsou
uzite¢né i pro dalsi typy sloucenin. Aktivni vrstva, ktera je navdzana na vysoce pordzni
silikagelovy nebo polymerovy nosic, obsahuje jak silné kyselé zbytky kyseliny sulfonové, tak
silné bazické kvarterni amoniové baze oddélené kratkym alkylovym mUstkem. Obé dvé
opacné nabité skupiny jsou zastoupeny v molarnim poméru 1:1. Na povrchu navazané vrstvy
je pritomna velmi fidka sit negativniho naboje, ktera se prisuzuje vétsim vzdalenostem
sulfonovych skupin od silikagelového povrchu [7]. Tento ndboj je pouze malo ovliviiovan pH

[1, 7, 29]. Proto se predpoklada, Ze iontovyménné interakce zwitterionické stacionarni faze
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jsou slabsi v porovnani s iontoménici a vazanymi amino-fazemi. Uvadi se, Ze elektrostatické
interakce jsou zde dokonce slabsi nez u prostého silikagelu, amid a jiné funkéni skupiny
vazajicich fazi, jelikoz jsou zbylé silanolové skupiny ucinné stinéné vlastni asociaci s opacné
nabitymi funkénimi skupinami [7]. Proto se chromatografické vlastnosti zwitterionickych

materiald vyznamné lisi od ostatnich HILIC fazi [1].

Zwitterionické kolony jsou komercéné dostupné pod obchodnimi zna¢kami ZIC-HILIC (na

silikagelovém nosici) a ZIC-pHILIC (na polymernim nosici) [7, 8].

1.1.6.4. Organické polymerni stacionarni faze
Polymerni zwitterionické kolony pro HILIC separace jsou vyrdbény napf. polymerizaci 2-
methakryloyloxyethyl fosforylcholinu na povrchu silikagelu. Tepelna ko-polymerizace N,N-
dimethyl-N-methakryloxyethyl-N-(3-sulfopropyl)amonium betainu a ethylendimethakrylatu
uvniti kapilary s vnitfnim primérem 100 pum da vzniku zwitterionickym kapilarnim
monolitickym kolondm vhodnym pro HILIC separace neutralnich, basickych a kyselych

sloucenin ve vodno-organickych mobilnich fazich s 60% ci vice procenty ACN [7].

1.2. Chelatory Zeleza

Chronicky zvySena hladina Zeleza je stav, ktery se témér vyluéné objevuje u pacientl s
genetickymi defekty, které pozménuji regulovanou absorpci Zeleza ze stfeva (napf.
hemochromatéza) nebo vedou k defektu v syntéze hemoglobinu. Lé¢ba téchto onemocnéni
vyzaduje pravidelné krevni transfuze jako prevenci vazné anemie (napf. talasemie). Hlavni
pozornost byla v minulosti zaméfena na pouziti chelatort Zeleza k odstranéni nadbytku
Zeleza z téla u pacientl s talassemia major, protoze lidské télo nema efektivni zplsob jak
vylucovat Zelezo nahromadéné z krevnich transflizi. V soucasnosti jsou pacienti, ktefi trpi
thalasemii Ié¢eni deferoxaminem, deferipronem nebo novéji deferasiroxem. Po podani

téchto Ié¢iv je Zelezo vylu¢ovano ve formé chelatu do moci a stolice[10].

Vedle této plvodni indikace vSak cheldtory Zeleza také vykazuji jiné zajimavé Gcinky,
které sou v soucasnosti v popredi vyzkumnych aktivit. Klinicky uzivany dexrazoxan plsobi
vyznamné kardioprotektivné pfi sou¢asném podani s anthrackliny. Chelator furildioxim je
vyvijen jako fotoprotektivni agens. Zileuton, inhibitor enzymu 5-lipoxygenasy, ktera

katalyzuje tvorbu leukotrien(i z arachidonové kyseliny, je pouzivan k Ié¢bé astmatu.
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Chelatory zeleza mohou byt také uzitecné v prevenci tvorby hydroxylovych radikald, lécbé
rakoviny, maldrie, postischemického reperfizniho poskozeni a neurodegenerativnich

onemocnéni[10].

1.3. Anthrachinonové chemoterapeutika

Anthracykliny jsou cytotoxicka IéCiva Siroce pouZivana v klinické praxi pfi [éCbé
hematologickych malignit (leukémii, lymfom [11]) a solidnich nadora (Zaludku, prsu a
vajecniktd [11]). Ackoliv jsou nova protinadorova léciva velmi slibnd, anthracykliny jsou stale
vyznamnou a nepostradatelnou soucasti rady terapeutickych rezim( napft. v [éCbé rakoviny

prsu [12].

Anthracyklinové chemoterapeutikum doxorubicin (DOX) je inhibitor topoisomerasy Il [10,
13], které zastavuje bunécné déleni zabranénim replikace DNA [10]. Doxorubicin zGstava
jednim z nejvice pouzivanych protinadorovych IéCiv. Je cennou soucasti rliznych
chemoterapeutickych reZzimd pouzivanych pfi l[écbé karcinomu prsu a plicniho
malobunécného karcinomu. U metastazujiciho karcinomu stitné Zlazy je pravdépodobné
nejlepsi dostupnou lécbou. Je také vyznamny pro Uspésnou lécbu Hodgkinovy nemoci a non-
Hodgkinovych lymfom. Avsak efektivni pouziti pri [éCbé vSech téchto malignit ma svij velky

limitujici faktor [14].

Dlouhotrvajici lé¢ba anthracykliny p¥i kumulativni davce pfiblizné 550 mg/m? zptisobuije
neobvyklou srde¢ni toxicitu znamou jako anthracykliny indukovana kardiotoxicita [10]. U
témé¥ poloviny viech pacient lé¢enych doxorubicinem v davce 21000 mg/m? se béhem
Zivota projevi srdecni selhani. Kardiotoxicita se objevuje az v 71% pacientu, ktefi byli |é¢eni
anthracykliny jako déti. Zatimco pravdépodobnost kardiotoxicity jasné souvisi s kumulativni
davkou anthracyklind, je dllezité pamatovat, Ze Ucinky téchto latek na srdce zacinaji od prvni
davky. Skute¢né chronické srdeéni selhani bylo popsano po jediné dévce 50 mg/m?
doxorubicinu. P¥i davkach 200 — 250 mg/m?” se znamky kardiotoxicity nemusi klinicky
projevit, ale mohou byt odhaleny napt. mérenimi ejekéni frakce levé komory [15]. Vedle
doxorubicinu byla kardiotoxicity prokazana i u dalSich protinddorovych anthracyklin( jako je
daunorubicin, epirubicin a idarubicin. [9] Na molekularni drovni doxorubicin vytvari pfi
neutralnim pH Fe(lll)-(DOX); komplex. Ten pak mize podléhat redukci za vzniku Fe(ll)-(DOX);

komplexu, coz je spojeno s produkci hydroxylovych radikal(i prostfednictvim Haber-Weissovy
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reakce. Toto mUzZe mit za nasledek peroxidaci kardiolipidG vnitfni mitochondridlni
membrany, cozZ vede k ireversibilnimu poskozeni srde¢nich myocytl a selhani srde¢niho
svalu [10]. Specificka senzitivita myokardu v{i¢i anthracyklinim je pravdépodobné
zpUsobena nizkymi koncentracemi kataldzy a superoxid dismutdsy (SOD) v srdecnich

kardiomyocytech [16].

Doxorubicin je chinon, ktery mlze byt aktivovany tim, Ze je redukovan pomoci rdznych
reduktas jako je xanthinoxidasa, cytochrom P450 reduktasa a NADH dehydrogenasa na svij
semichinonovy radikal [13, 17]. Semichinonovy radikal pak rychle reaguje s kyslikem za

vzniku reaktivnich forem kysliku jako je superoxidovy anion a peroxid vodiku [13].
DOX™+ 0, - DOX + 05 [18]

Vysledky rady studii ukazuji, Ze doxorubicin je schopen indukovat jak apoptoézu, tak

nekrdézu srdecnich myocytl (pfi vyssich koncentracich doxorubicinu) [17, 11, 16, 14].

Nahodna extravazace anthracyklind je dalSi obavanou komplikaci |éCby témito latkami.
Odhaduje se, Ze se vyskytuje u 0,5-6% vsech pacient( lé¢enych chemoterapii. Lokalni toxicita
je charakterizovana okamzitou bolesti, erytémem a otokem v misté extravazace[12].
Tkanové poskozeni mize progredovat béhem dnt a tydnU plsobice bolest a rostouci riziko
infekce, destrukci kloubu, 1ézi nervi a trvalé dysfunkéni a kosmetické zmény v dané oblasti.
Vse mlze vyustit i v nutnost amputace postizené koncetiny [19]. Ulcerace se nemusi projevit
béhem nékolika dni ¢i dokonce tydn( a mliZe se zhorSovat po mésice, pravdépodobné
z dlvodu difuze do pfilehlé tkané [12]. Anthracykliny mohou pretrvdvat ve tkanich tydny ci
dokonce mésice po extravazaci [19]. Zatimco malé rany se mohou hojit, velké ulcerace

vyZaduji chirurgické odstranéni nekrotické tkané [12] a/nebo transplantaci kGze [19].

1.4. Dexrazoxan a jeho metabolity

1.4.1.Klinické pouziti
Dexrazoxan se klinicky pouziva ke sniZzeni doxorubicinem indukované kardiotoxicity [20].
Snizuje kardiotoxicky ucinnek anthracyklini a dovoluje bezpecné poutziti jejich vy$sich davek.

Vaha dukaz( poukazuje na to, Ze neovliviiuje protinddorovou aktivitu anthracyklina [15].
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Kromé své schopnosti predchazet doxorubicinem indukované kardiotoxicité, dexrazoxan
prokdzal na zvirecich experimentdlnich modelech snizeni ¢i prevenci mortality zplsobené
ischemii predniho mozku, neomycinem indukované plicni toxicity, isoproterenolem
indukované karditoxicity, acetaminofenem indukované hepatotoxicity, alloxanem
indukovaného diabetu a hyperoxii indukovanym plicnim poskozenim. Je pravdépodobné, ze
vétsina ¢i vSechny tyto toxické ucinky zahrnuji néjaky kriticky krok na zZelezu zavislé produkce

kyslikovych radikal( [21].

Do neddvna neexistovala zadna efektivni Iécba nicivych nasledk( anthracyklinové
extravazace. Preklinické a klinické studie vedou k zarazeni dexrazoxanu do klinické praxe
jako prvniho a jediného uc¢inného antidota. Ve dvou multicentrickych studiich provadénych v
Evropé dexrazoxan prokazal, Ze je vysoce ucinny v prevenci nekrézy kize a ulceraci. V kazdé

vV

tkanového poskozeni zplisobeného extravazaci anthracyklinu [19].

1.4.1.1. Nezadouci ucinky
Méné Casto prechodna leukopenie nebo trombocytopenie, zvyseni hodnot transaminaz,

alergické kozni reakce; vzacné alopecie; velmi vzacné anafylakticky Sok [22].

1.4.1.2. Kontraindikace
Precitlivélost na dexrazoxan, gravidita, laktace; opatrnosti je tfeba u Utlumu krvetvorby

nebo tézké poruchy funkce jater ¢i ledvin [22].

1.4.1.3. Davkovani
Dexrazoxan se aplikuje 30 minut pfed zahajenim infuze doxorubicinu, nebo epirubicinu
nitrozilni infuzi trvajici alespon 15 minut; ddvka dexrazoxanu odpovida dvacetindsobku

aplikované davky doxorubicinu, nebo deseti nasobku aplikované davky epirubicinu [22].

1.4.2.Chemicka struktura a fyzikalné - chemické vlastnosti
Dexrazoxan (ICRF-187 [19]) je (+)-(S)-enantiomer racemického razoxanu (ICRF-159), ktery
byl plvodné vyvinut jako protinddorové Iécivo [23]. Jedna se derivat bisdioxopiperazinu [13].
Muze byt povaZzovan za neutrdlni analog tetrasytné kyseliny chelatujici kovy — EDTA. Cely

strukturni nazev je (S)-(+)-1,2-bis(3,5-dioxopiperazin-1-yl)propan [19].
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Obr. ¢ 4: Vzorec dexrazoxanu.

Molekuldrni vzorec je C11H16N404; molekularni hmotnost je 268,3. Dexrazoxan je bily az
krémové bily prasek s teplotou tani 194 + 3°C. Je rozpustny v dioxanu a 0,1 M HCI, mirné
rozpustny ve vodé, tetrahydrofuranu, citratovém pufru pfi pH 4,0 a fosfatovém pufru pfi pH
7,0. Disocia¢ni konstanty pak jsou 2,5 (pro terciarni dusik piperazinu) a 9,7 (pro dusik

imidové skupiny). Log P je -2,135 [19].

1.4.3.Intracelularni hydrolyza dexrazoxanu

Bylo zjisténo, Ze je DHPasa zodpovédna za enzymatickou hydrolyzu dexrazoxanu na
meziprodukty B a C. DalSim enzymatickym plsobenim (DHOasa) pak dochazi k uplné
hydrolyze léc¢iva na ADR-925 (viz obr. 5). Stejnym zplisobem probiha také chemicka
hydrolyza v alkalickém prosttredi hydroxidu sodného. Dexrazoxan je schopen pronikat do
bunék a tak mlze byt pfimo vychytavan tkanémi. Skute¢nost, Ze ADR-925 se rychle objevuje
v plasmé, poukazuje na to, Ze je dexrazoxan rychle metabolizovan ve tkanich a Ze jeho
metabolity nesouci ndboj dostatec¢né prochazi bunécnou sténou, aby byly rychle uvolnény
do krve. Z toho vyplyva, Ze i kdyZ neni dexrazoxan metabolizovan v srdci, metabolity
pravdépodobné dobfe pronikaji buné¢nou membranou do krve, aby byly vychytavany
srde¢ni tkani a vytvofily zde dostate¢né koncentrace [24]. Cisténa DHPasa katalyzuje
otevreni jednoho kruhu dexrazoxanu za vzniku produktt B/C, jejichZz pomér je v rozsahu 2,9-
6.1 v zavislosti na pH. DHOasa, kterd je pfitomna v srdci, jatrech, ledvinach a krvi,

enzymaticky hydrolyzuje meziprodukty B a C (nikoliv dexrazoxan) na ADR-925 [24].

1.4.4.Mechanismus ucinku
| kdyZ dosud nebyl mechanismus kardioprotektivniho plisobeni dexrazoxanu detailné
objasnén, predpoklada se, Ze jde o prolécivo, které pronika do bunky, kde je hydrolyzovano

na své meziprodukty B a C s jednim otevienym kruhem az na na svoji pIné otevienou formu
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vazajici kovy — ADR-925, kterd ma strukturu podobnou EDTA (schéma je uvedeno na obrazku
€. 5) [23]. Dexrazoxan je tedy mozné povazovat za bidentdtni chelator bivalentnich kationt
[25]. Vysledky fady experimentalnich studii poukazuji na to, Ze anthracyklinovd toxicita mlze
byt zplsobena na Zelezu zavislé tvorbé volnych kyslikovych radikald plsobicich na relativné
nechranény srdecni sval[20]. (Ten obsahuje relativné malo antioxidac¢nich enzymua [24].)
Dexrazoxan tedy mUze prostrednictvim aktivniho metabolitu ADR-925 odstrariovat Zelezo

z komplexu Zelezo - doxorubicin, nebo vyvazovat volné Zelezo, a tak branit na Zelezu zavislé
tvorbé kyslikovych radikal(i [20]. ADR-925 je silné chelatacni Cinidlo, které je schopné tvorit

stabilni komplexy kromé Zeleza i s médi a dalSimi ionty kovi [19].

HN N /—Co0
— _\>—NL
o) CH; “—CONH,
DHPESE/ g gHOase
O
N 0 00—
HN N /—<’ N /—Co0
b,_/ _B—N NH HQNDCJ _S—N
J CHs \—Q CH; \—CONH,
dexrazoxane 0 ADR-925
DHPase\ /
DHOase
“00C—, O
N /_/<
H.NOC—/ TN W
CHy 4
@]
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Obr. ¢. 5: Metabolicka hydrolyza dexrazoxanu (ICRF-187).
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1.5. Prehled pouzitych metod pro HPLC analyzu dexrazoxanu

Hasinoff a Aoyama poutzili HPLC analyzu vyuzivajici jako staciondarni fazi kolonu 10 um
puBondapak 3,9 x 300mm RP C;5 (Waters, Mississauga). Mobilni faze byla slozena z 500 uM
Na,EDTA (pH 3,5)/ 20 mM heptansulfonové kyseliny (90/10, v/v) a methanolu, jehoz
koncentrace se béhem 10 min linedrné zvySovala z 0 na 8% (v/v). Toto sloZzeni MP
(Na,EDTA/heptansulfonova kyselina/metanol, 82:10:8, v/v/v) bylo udrzovano p dalsich 14
min do konce analyzy, naceZ byla kolona reekvilibrovana pocatecni MP po 8 min. Byla uZita
derivatizace zaloZena rychlé deprotonizaci imidové skupiny dexrazoxanu, meziproduktu B
nebo C za vzniku imidového aniontu, ktery ma absorpéni maximum pfi 227 nm. K derivatizaci

byl pouzit 30 mM NaOH [23].

Stejni autofri pouzili isokratickou eluci pro separaci dexrazoxanu a jeho enantiomeru
razoxanu. Mobilni faze byla sloZzena z 85% (v/v) alkoholu (90% ethanolu, 5% methanolu, a 5%
isopropanolu (v/v)) a 15% (v/v) hexanu (>95% n-hexanu). Detekce byla provadéna pfi 207
nm, pritok mobilni faze byl nastaven na0,5 ml/min. Jako stacionarni faze byla pouZita kolona
Chiracel OD chiralni celuldsa tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) (10 um, 4,6 x 250 mm) (Chiral
Technologies Exton, PA) [26].

Schroeder a Hasinoff pouzili fluorescenéni metodu vyuzivajici chelata¢ni indikator kalcein
k detekci ADR-925 v krevni plasmé. Dexrazoxan a jeho metabolity s jednim otevienym
kruhem byly stanoveny pomoci HPLC (C18-reverzni faze; viz [23]). Fluorescence kalceinu je
silné zhadena Co®" ionty, se kterymi vytvafi pevny 1:1 komplex. Stanoveni zahrnuje zpétnou
titraci Co?" ionty. P¥i této analyze dochazi nejprve k navazani Co®* na ADR-925 a
nezreagované Co”" ionty pak reaguji s kalceinem. Zbytek volného kalceinu byl stanoven
fluorimetricky pritokovou injekéni analyzou. Limit detekce ADR-925 v plasmé byl odhadnut

na 1 uM [24, 27].

Schroeder et al. poutzili stejnou metodu s tim, Ze mnozstvi ADR-925 v plasmé jednoho
pacienta bylo stanoveno pomoci HPLC na koloné C;g za isokratickych podminek (500 uM
Na,EDTA/10 mM oktansulfonova kyselina, pH 2,8, 1 ml/min) Detekce probihala pfi 207
nm[24].
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Marry L. et al. pro ucely farmakokinetické studie pouzili gradientovou eluci na koloné Cig
(150 x 4,6 mm; Phenomenex, Torrance, CA) a UV detekce pti 209 nm. Mobilni fazi A byl 0,01
M fosfatovy pufr (pH 4,7) s 0,1 mM EDTA a mobilni fazi B byl 100% methanol. Gradientovy
program byl nasleduijici: linearni nardst z 2 na 7% B béhem 8 min, ddle 7% B do 18 min;
linedrni nardst ze 7 na 15% B béhem 22 min, udrzovano na 15% B do 31 min; linearni pokles
z 15 na 2% B do 33 min; a ekvilibrace pti 2% B do 40. min. Pritok byl 1,2 ml/min. Za pouZiti
téchto podminek byly retencni ¢asy dexrazoxanu a vnitfniho standardu 15,4 a 28,8 min.

Spodni limit detekce byl 10 ng/ml a spodni limit kvantifikace byl 20 ng/ml [25].

Rosing et al. vyvinuli metodu pro kvantifikaci dexrazoxanu v lidské plasmé a moci pro
ucely farmakokinetické studie. Pfiprava vzorku plasmy zahrnovala precipitaci bilkovin
s acetonitrilem nasledovanou extrakci s 10% 2- methyl-2-propanolem v chloroformu (v/v).
Vzorky moci byly ziedény destilovanou vodou a nasledné extrahovany s 10% 2-methyl-2-
propanolem v chloroformu (v/v). Chromatografické separace bylo dosazeno po odpafeni
organického rozpoustédla na koloné pBondapak Phenyl column (s vnitfnim pramérem 4,6
mm a délkou 300 mm; velikost ¢astic 10 um (Waters Assoc. Inc., Milford, MA) pfti laboratorni
teploté s mobilni fazi slozenou z 0,01 M fosfore¢nanem draselnym o pH 4,7 a methanolu
(8:2, v/v). Pratok byl udrzovan pfi 1,0 mL/min, nastfikovan byl objem 50 pL a detekce
probihala pfi 208 nm. Touto metodou je moZné stanovit koncentraci dexrazoxanu v plazmé
v rozsahu od 0,1 do 100 pg/ml a v moci od 10 do 1000 pg/ ml pfi uziti 1000 pl objem vzorku
[28].
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2. CiL. PRACE
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Cilem této prace bylo studovat moznosti analyzy kardioprotektivniho |é¢iva dexrazoxanu
a jeho rozkladnych produkt(l/metabolitli na stacionarni fazi Ascentis HILIC za podminek

kompatibilnich s hmotnostni detekci.
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. Pouzity chromatograficky material, piistroje, pomiicky a

chemikalie

Chromatograficky material:

Chromatografickd kolona Ascentis Express 15cmx3mm; 2,7um, Supelco, Némecko.

Pristroje:

Analytické vahy, Sartorius Analytic, Némecko.

pH — meter, pH 510, Eutech Instruments, Singapur.
Ultrazvukovad lazen K 10, Krainte, Slovenska Republika.
Zafizeni na mobilni faze, Supelco, Némecko.

Chromatograficka sestava Shimadzu,- LC 20 (Shimadzu, Duisburg, Némecko) sloZzena z:
DGU degasser-20A3, dvou LC-20 AD pump, SIL-20 AC autosampleru, CTO-20AC kolonového
termostatu, SPD-20AC UV-VIS detektoru a CBM-20AC komunikacni jednotky.

Pomiicky:

Laboratorni sklo.
Mikropipety.

Chemikalie:

Dexrazoxan-ziskany z |éCivého pfipravku Cardioxane inj. sicc. (Novartis).
Aqua purificata- Cisténi reverzni osmézou.

Acetonitril- Merck, Darmstadt, Némecko (deklarovana Cistota umoznovala pfimé pouZiti

na kolonu jakoZzto soucast mobilni faze).
Mravencan amonny — Sigma Aldrich, Némecko.
Hydroxid sodny - Riechel- de Haen, Némecko.

Kyselina chlorovodikova — Riedel-de Haen, Némecko.
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Priprava mobilni faze:
Acetonitril byl pfimo pouZit jako organicka soucast mobilni faze. Vodna slozka pak byla

tvofena vodnym roztokem pufru.

Vodny roztok pufru byl pfipraven rozpusténim prislusSného mnozstvi mravencanu
amonného v destilované vodé s naslednou Upravou na pozadované pH pridavkem zfedéné
kyseliny mravenci nebo amoniaku. Roztok byl nakonec prefiltrovan pres filtr o velikosti por(

0,45 pm.

Priprava zasobnich roztoku analytii:

Zasobni roztok dexrazoxanu: Rozpusténim pfislusného mnozstvi lyofilizované soli

dexrazoxan-hydrochloridu ziskané z léCivého pripravku Cardioxane inj. plv. sol. v destilované

vodé byl ziskan zasobni roztok dexrazoxanu o koncentraci 10 mg/ml.

Zasobni roztok meziprodukt(i: Caste¢nou hydrolyzou tohoto zasobniho roztoku

dexrazoxanu byly ziskany meziprodukty B a C s jednim otevienym kruhem. Céste¢né
hydrolyzy bylo dosazeno pfidavkem 50 pl 5 M roztoku NaOH na ml do 10 mg/ml zasobniho
roztoku dexrazoxan hydrochloridu. Hydrolyza byla zastavena po 45 minutach pfi 25°C

pridavkem 45 ul 5 M roztoku HCl na ml.

Zasobni roztok ADR-925: ADR-925 bylo pfipraveno podle dfive publikovaného

postupu[20]. ADR-925 byl pfipraven rovnéz hydrolyzou zdsobniho roztoku dexrazoxan-
hydrochloridu (10 mg/ml) pfi 25°C pfidavkem 50 ul 5 M roztoku NaOH na ml zasobniho

roztoku. Hydrolyza byla zastavena po 48 hodinach pridavkem 45 ul 5 M roztoku HCI/ml.

Piiprava vzorki pro analyzu:
50 pl kazdého zasobniho roztoku spolu s 950 pl 60% acetonitrilu bylo napipetovdno do
vialky. Takto pfipravené roztoky — roztok dexrazoxanu, roztok meziproduktd a roztok ADR-

925 byly oznadené uchovavany pfi teploté 4 °C. Na kolonu byl nastfikovan objem 1pl.
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3.2. Vyvoj chromatografickych podminek pro stanoveni
dexrazoxanu, jeho meziprodukti a ADR-925 pomoci HILIC s UV
detekci

HPLC analyza dexrazoxanu a jeho rozkladnych produkt(i/metabolit(i probihala na

chromatografické koloné HILIC Ascentis Express (15 cm x 3 mm; 2,7 um).

Vybér mobilni faze

Pro separaci analytd byly vyzkousené nasledujici chromatografické podminky:

Pritok mobilni faze 0,3 ml/min, teplota na koloné 25 °C a detekce pfi 205 nm byly pouZity
u vSech nasledné jmenovanych mobilnich fazi.

1. mobilni faze o pH 7 -slozka A: 5 mM mravencanovy pufr

-slozka B: acetonitril

-pomérA/B:  78:22 (v/v)
75 : 25 (v/v)
70:30 (v/v)

2. mobilni faze o pH 6 -slozka A: 5 mM mravencanovy pufr

-slozka B: acetonitril

-pomér A/B:  78:22 (v/v)
75 : 25 (v/v)
70:30 (v/v)

3. mobilni faze o pH 5 -slozka A: 5 mM mravencanovy pufr

-slozka B: acetonitril

-pomér A/B:  80:20 (v/v)
78 :22 (v/v)
75 : 25 (v/v)
70:30 (v/v)

4. mobilni faze o pH 4 -slozka A: 5 mM mravencanovy pufr

-slozka B: acetonitril

-pomér A/B:  78:22 (v/v)
75 : 25 (v/v)
70:30 (v/v)
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5. mobilni fdze o pH 7 -slozka A: 10 mM mravencanovy pufr

-slozka B: acetonitril

-pomér A/B:  78:22 (v/v)
75 : 25 (v/v)
70 :30 (v/v)

6. mobilni faze o pH 6 -slozka A: 10 mM mravencanovy pufr

-slozka B: acetonitril

-pomér A/B:  78:22 (v/v)
75 : 25 (v/v)
73:27 (v/v)
70 :30 (v/v)

7. mobilni faze o pH 5 -slozka A: 10 mM mravencanovy pufr

-slozka B: acetonitril

-pomérA/B:  78:22 (v/v)
75: 25 (v/v)
70:30 (v/v)

8. mobilni faze o pH 4 -slozka A: 10 mM mravencanovy pufr

-slozka B: acetonitril

-pomér A/B:  78:22 (v/v)
75 : 25 (v/v)
70:30 (v/v)

9. mobilni fadze o pH 7 -slozka A: 2,5 mM mravencanovy pufr

-slozka B: acetonitril

-pomér A/B:  78:22 (v/v)
75 : 25 (v/v)
73 :27 (v/V)
70:30 (v/v)
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10. mobilni fdze o pH 6 -slozka A: 2,5 mM mravencanovy pufr

-slozka B: acetonitril

-pomér A/B:  78:22 (v/v)
75 : 25 (v/v)
70 :30 (v/v)

11. mobilni faze o pH 5 -slozka A: 2,5 mM mravencanovy pufr

-slozka B: acetonitril

-pomér A/B:  78:22 (v/v)
75 : 25 (v/v)
70 :30 (v/v)

12. mobilni faze o pH 4 -slozka A: 2,5 mM mravencanovy pufr

-slozka B: acetonitril

-pomérA/B:  78:22 (v/v)
75 : 25 (v/v)
70:30 (v/v)
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4. VYSLEDKY A DISKUSE
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Snahou bylo nalézt optimalni podminky pro sou¢asnou HPLC analyzu dexrazoxanu, vSech
jeho rozkladnych produkti/metabolit( (meziprodukty B, C a ADR-925) - a to predevsim

sloZzeni mobilni faze, které by bylo kompatibilni s MS detekci.

HPLC kolona urcena pro HILIC byla vybrana s ohledem na to, Ze dexrazoxan a predevsim
jeho metabolity jsou diky své chemické strukture vysoce hydrofilni, a tak jsou na béznych
reverznich staciondrnich fazich velmi malo retinovany. Proto je pro analyzu tohoto léciva na
reverznich fazich potfeba pouzit mobilni fazi s vysokym procentem vodné slozky, coz neni
s ohledem na zamyslené uziti MS detekce Zadouci. UZiti moderni kolony pro tzv. HILIC
chromatografii umozniuje dosdhnout akceptovatelnou retenci hydrofilnich latek za pouziti
mobilni faze o pomérné vysokém procentu organické slozky. Mobilni faze obsahujici vysoké

procento organického rozpoustédla jsou obvykle vyhodné pro HPLC/MS analyzy.

Na koloné Ascentis Express HILIC 15x3, 2,7 um byla pouzivana mobilni faze slozend
z acetonitrilu a mravencanu amonného jakozto vodné slozky za podminek isokratické eluce.
Testovany byly mobilni faze s postupné snizovanym obsahem organické slozky pfi sile pufru
5 mM pro jednotlivé hodnoty pH 7, 6, 5 a 4 pfi pratoku 0,3 ml/min. Teplota na koloné byla
25 °C a detekce probihala pfi 205 nm.

Vliv sloZeni mobilni faze na retenci analytii:

Retence byla sledovana v pomérné uzkém rozmezi 70-78% acetonitrilu pfipadné 70-80%
(pro mobilni fazi o pH 5), ve kterém bylo dosazeno jinak pomérné problematické separace
meziprodukt(l a soucasné bylo moZné analyzovat také ADR-925. Pfi vy$Sim procentu
organické slozky dochazelo k silné retenci ADR-925 na koloné, ktera se projevila velmi
nesymetrickym tvarem piku. Naopak, pfi nizsSim procentu dochdzelo ke koeluci

meziproduktU.

Piky se eluovaly v poradi dexrazoxan, meziprodukty B a C a ADR-925 podle snizujici se

lipofility téchto analyt(.

Pti stoupajicim procentu organické slozky v mobilni fazi se zvySoval retencni ¢as analytu
pti vSech pH. Zavislost byla vyraznéjsi u meziproduktl a u ADR-925, neZli u dexrazoxanu (viz
obrazek 6 a 7). RozliSeni pik(h meziproduktu B a C, které méli tendenci ke koeluci, rovnéz

rostlo se zvySujicim se procentem acetonitrilu v mobilni fazi.
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Obr. ¢. 6: Zavislost retencniho ¢asu ADR-925 na procentu organické sloZzky v mobilni fazi (5mM mravencanovy

pufro pH 7).
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Obr. & 7: 5mM mravencanovy pufr o pH7; zavislost retence dexrazoxanu a meziprodukti na procentu organické

sloZky.

39



Vliv pH a sily pufru:

Vliv pH mobilni faze na retenci analytl byl sledovdn v rozmezi 4-7, nejprve za pouZziti
pufru o sile 5mM. Zavislost byla opét vyraznéjsi u ADR-925, zatimco retence dexrazoxanu
byla ovlivnéna minimalné. PFi rostoucim pH vodné slozky v rozmezi 4 az 6 se retencni ¢as
vSech analytl zkracoval. Zavislost retence ADR-925 na pH je znazornéna na obrazku 8, pro
meziprodukty je stejna zavislost uvedena na obrazku 9. Dalsi zvySovani pH mobilni faze (od

pH 6 do pH 7) pak naopak vedlo ke zvySeni retence.

Stejnym zpUsobem byly testovany mobilni faze, kde vodna slozka obsahovala mravencan
amonny o koncentraci 2,5 mM a 10 mM. Pouzitim mobilni faze s 2,5 mM pufrem nebylo
dosaZzeno dostatecné separace. U mobilnich fazi s 10 mM pufrem se projevila v pfipadé ADR-

925 opacna zavislost retence na pH néz u mobilnich fazi s 5 mM pufrem (viz obrdzek 10).

25 ~

15 -

10 -

2 3 4 5 6 7 8 pH

Obr. ¢. 8: Zavislost retencniho ¢asu na pH (ADR-925; mobilni faze s obsahem 75% ACN a 25% 5mM

mravencanového pufru).
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Obr. ¢. 9: Zavislost retencniho ¢asu na pH (meziprodukty B a C; mobilni faze s obsahem 75% ACN a 25% 5 mM

mravencanu amonného).
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Obr. ¢. 10:Zdvislost retencniho ¢asu na pH (ADR-925; mobilni faze s obsahem 75% ACN a 25% 10 mM

mravenéanu amonného).
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Chromatografické zaznamy separace dexrazoxanu, meziprodukt(i B a C a ADR-925 —
systematickym vyvojem chromatografickych podminek, Ze je mozné dosahnout dostatecné
separace vSech analytd za pouziti mobilni faze s 5mM mravencanovym pufrem o pH 5 nebo
7 a acetonitrilu. V obou pfipadech bylo separace vsech analytli dosaZzeno pfi poméru slozek
22:78 (pufr/acetonitril). Separace za pouZiti mobilni faze o pH 5 je demonstrovana na

chromatografickém zaznamu vzorku zatizeného alkalickou hydrolyzou po dobu 1,5 hod. (obr.

11)
mAU
1205nm.,4nm (1.00) 2
] 3
4Oi meziprodukty — ADR-927
] ©
30+ &
1 ©
dexrazoxan
20-
10-
0- -
-10-
T T T Tl RN T i
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 min

Obr. ¢. 11: Mobilni faze se78% ACN a 22% 5mM mravenéanu amonného o

pH 5; piky dexrazoxanu, meziprodukti B a C a ADR-925.

Analyza dexrazoxanu a jeho rozkladnych produktl s pouzitim mobilni faze o pH 7 je
znazornéna na obrazcich 12 a 13. Vzorek obsahujici dexrazoxan a meziprodukty byl
pfipraven ¢astecnou hydrolyzou dexrazoxanu (obr. 12). Analyza vzorku ADR-925 za poufZiti

stejnych chromatografickych podminek je zndzornéna na obrazku 13.
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Obr. ¢. 12: Mobilni faze s obsahem 78% ACN a 22% 5 mM mravencanu amonného o

pH 7; pik dexrazoxanu a piky meziproduktu.
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1 ADR-925

Obr. . 13: Mobilni fdze s obsahem 78% ACN a 22% 5 mM mravencanu amonného

o pH 7; pik ADR-925.
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5. ZAVER
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V diplomové praci byly vypracované chromatografické podminky umoznujici separaci
dexrazoxanu a jeho tfi rozkladnych produktl/metabolitl na chromatografické koloné

Ascentis Express HILIC 15cmx3mm; 2,7um za podminek kompatibilnich s MS detekci.

Bylo otestovano vice jak 39 rGznych mobilnich fazi. Systematicky bylo ménéno slozeni

mobilni faze, zejména pak procento acetonitrilu, pH a sila pufru.

Nejlepsich vysledkl bylo dosazeno pfi pouziti mobilni faze tvorené 5 mM mravencanem
amonnym o pH 5 nebo pH 7 a acetonitrilem v poméru 22:78 (v/v). Mobilni faze protékala
kolonou rychlosti 0,3ml/min, kolona byla temperovana na 25 °C. Detekce byla provadéna
v UV oblasti pfi vinové délce 205 nm. Za téchto podminek pfi isokratické eluci dochazelo
k déleni pik( az na zakladni linii (véetné pikl strukturné velmi podobnych meziproduktd B a
C). Pri pouziti mobilni faze o pH 7 doslo k separaci vsech analytli do deseti minut. Vyhodou
této analyzy je rychlost separace spolu s vysokym procentem organické slozky, ktera je

tékava, coz je preferovano pro pozdéji zamyslené vyuziti MS detekce.

Separace vsech analytl bylo rovnéz dosazeno s pouZitim mobilni faze stejného slozeni,
pouze s pH 5. Retencni ¢asy analytd vsak byly v tomto pripadé o néco delsi, coZ prodluzuje

celkovy Cas analyzy.
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6. ABSTRAKT
Vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC) je jednou z nejpouzivanéjsich
separacnich metod instrumentalni analyzy umoznujici zaroven jak kvalitativni tak

kvantitativni analyzu latek.

Anthracykliny jsou cytotoxicka |éCiva Siroce pouzivana v klinické praxi pfi [écbé
hematologickych malignit (leukémii, lymfom) a solidnich nador (Zaludku, prsu a vajecnikt).
Lécba témito IéCivy vSak ma svij zavazny limitujici faktor. Timto faktorem je anhracykliny
indukovana kardiotoxicita, kterd je zplisobena hydroxylovymi radikaly a dalSimi reaktivnimi

formami kysliku. V jejich tvorbé maji klicovou tlohu komplexy anthracyklint se Zelezem.

Dexrazoxan je derivat bisdioxopiperazinu, ktery se pouziva ke snizeni kardiotoxického
ucinku anthracyklinG. Pfredpoklada se, Ze pUsobi prostrednictvim svého aktivniho metabolitu
ADR-925, ktery pUsobi jako chelator vyvazujici Zelezo, a tak brani na Zelezu zavislé tvorbé

kyslikovych radikald.

Tato prace se zabyva moznostmi analyzy dexrazoxanu a jeho rozkladnych
produktl/metabolitl na stacionarni fazi Ascentis HILIC za podminek kompatibilnich

s hmotnostni detekci (MS).

NejlepSich vysledkl bylo dosazeno za podminek izokratické eluce pfi pouziti mobilni faze
tvorené 5mM mraven¢anem amonnym o pH 5 nebo 7 a acetonitrilem v poméru 22:78 (v/v).
Mobilni faze protékala kolonou rychlosti 0,3 ml/min, kolona byla temperovana na 25 °C.

Detekce byla provadéna v UV oblasti pfi vinové délce 205 nm.

Vysledky této prace budou vyuzity pfi vyvoji HPLC-MS metody pro hodnoceni
dexrazoxanu a jeho rozkladnych produkti/metabolitd a to i v komplikovaném biologickém

materidlu.
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7. ABSTRACT

High performance liquid chromatography (HPLC) is one of the most used separating
methods of instrumental analysis enabling both qualitative and quantitative analysis of

substances.

Anthracyclines are cytotoxic drugs widely used in clinical practice for treatment of
hematological malignancies (leucaemias, lymphoms) and solid tumours (stomach, breast,
ovarian cancer). Treatment by these drugs has a serious limiting factor, however. This factor
is an anthracycline induced cardiotoxicity, which is caused by hydroxyl radicals and other

reactive oxygen forms. The main role in their formation play the complexes with iron.

Dexrazoxane is a derivate of bisdioxopiperazine, which is used to reduce the cardiotoxic
effect of anthracyclines. It is supposed that it takes effect by the means of its active
metabolite ADR-925, which works as a substance chelating iron. This mechanism hinders the

iron dependant formation of oxygen radicals.

This thesis deals with analysis options of dexrazoxane and its hydrolysis
products/metabolites on the stationary phase Ascentis HILIC in conditions compatible with

mass spectrometric detection (MS).

The best results were achieved in conditions of isocratic elution using mobile phases
containing 5 mM ammonium formiate with pH 5 or 7 and acetonitrile in ratio 22:78 (v/v).
Mobile phase flowed through the colony at speed 0, 3 ml/min; the colony was temperate at

25 °C. Detection was performed in UV area at the wavelength of 205 nm.

The results of this thesis will be utilized for further development HPLC-MS method for
determination of dexrazoxane and its hydrolysis products/metabolites even in complicated

biological material.
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