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Abstrakt
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Vediici diplomovej prace: doc. PharmDr. Petra Stérbova, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Vyvoj UHPLC-MS/MS metddy na stanovenie vybranych

lieciv v biologickom materiali

Dexrazoxan je lieCivo vyuzivané na potlacenie kardiotoxicity spOsobenej
antracyklinovymi chemoterapeutikami. ICRF-193 bol syntetizovany ako novy,
efektivnejs$i analdég dexrazoxanu. Bolo zistené, Ze inhibicia topoizomerazy II, ktora je
potrebnd pre kardioprotektivny ucinok, je sprostredkovand R,S diastereoizomérom
(ICRF-193), zatial' ¢o racemicka zmes R,R a §,S enantiomérov je takmer bez ucinku.
Napriek tomu, nase in vitro experimenty s racemickou zmesou vykazovali urdity
kardioprotektivny efekt. Cielom tejto prace bolo 1) overit moznu rolu kontaminacie
Standardu racemickej zmesi ur¢itym mnozstvom ICRF-193 a 2) vyvinit’ extrakcie na
pevnu fazu (SPE) pre ICRF-193 a jeho metabolit (ICRF-193net) z plazmy. Na separaciu
ICRF-193 aracematu bol pouzity UHPLC systém spojeny s hmotnostnym
spektrometrom typu trojity kvadrup6l s ionizaciou elektrosprejom v pozitivnhom mode,
Bonus-RP koléna (100 x 3,0 mm; 1,8 um) a kyselina mrav¢ia s metanolom ako mobilna
faza. Analyza ICRF-193 a ICRF-193n prebiehala na koléne Luna Omega Polar
(100 x 2,1 mm; 1,6 um) s predkolonou. Mobilné faza bola tvorend mravéanom amonnym
a acetonitrilom. Boli testované Styri typy SPE koloniek (Discovery DSC-PH
100 mg/1 ml, Discovery DSC 18 100 mg/1 ml, Supel Select HLB 30 mg/1 ml a Hypersep
Verify AX 130 mg/1 ml), r6zne premyvacie (H20, 5% MeOH, HCOOH) a elu¢né ¢inidla
(ACN, MeOH, ACN + 10% HCOOH). V racemickej zmesi bolo zistené menej ako
0,035 % ICRF-193. Nakol'ko ICRF-193 je vysokou¢inna latka, kardioprotektivne uc¢inky
racematu mozeme CiastoCne pripisat prave tejto kontaminacii. SPE extrakcie boli
optimalizované a najvyssia vytaznost oboch analytov (ICRF-193 aICRF-193me)
zplazmy bola dosiahnutd na kolonkach Hypersep Verify AX. Elucia analytov ale
vyzadovala silno okysleny acetonitril (10% HCOOH), ktory viedol k supresii signdlu MS

detekcie. Senzitivitu sucasnej metoddy sa tak podarilo zvysit’ iba 10nasobne. Pri zamerani



iba na aktivnu latku ICRF-193 bola efektivnejSia SPE extrakcia s vyuzitim HLB sorbentu

(25nésobne nizsie LLOQ bez zahrnutia kroku zakoncentrovania).
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Dexrazoxane is a cardioprotective drug clinically used against anthracycline
induced cardiotoxicity. ICRF-193 was synthetized as a novel, more effective analogue of
dexrazoxan. It was reported that inhibition of topoisomerase II, which seems to be crucial
for cardioprotective effect, is mediated by an R,S diastereomer (ICRF-193) while the
racemic mixture of R.R and S,S enantiomers is almost ineffective. Nevertheless our
in vitro experiments with racemic mixture showed some cardioprotective effect. The aim
of this work was 1) to examine the possible role of contamination of standard of racemic
mixture with the ICRF-193 and 2) to develop solid phase extraction (SPE) for ICRF-193
and its metabolite (ICRF-193met) from plasma. The UHPLC coupled with a triple
quadrupole mass spectrometer with electrospray ionization in positive mode. Bonus-RP
column (100 x 3,0 mm, 1,8 um) and formic acid (0,25%) with methanol as a mobile
phase were used for separation of different forms of ICRF-193. Analysis of ICRF-193
and ICRF-193,e was achieved on Luna Omega Polar column (100 x 2,1 mm; 1,6 um)
with a guard column. A mobile phase containing ammonium formate and acetonitrile
were used. Four types of SPE columns (Discovery DSC-PH 100 mg/1 ml, Discovery
DSC 18 100 mg/1 ml, Supel Select HLB 30 mg/l ml, and Hypersep Verify AX
130 mg/1 ml), different types of washing solvents (H.O, 5% MeOH, HCOOH) and
elution solvents (ACN, MeOH, ACN + 10% HCOOH) were tested. Less than 0,035 % of
ICRF-193 was detected in the racemic mixture. As ICRF-193 is a high potent agent,
cardioprotective effect of racemic mixture can be partially caused by this contamination.
The SPE procedure was optimized and the highest recovery of both, ICRF-193 and
ICRF-193me from plasma was achieved on Hypersep Verify AX column. Nevertheless,
the elution of target analytes required strongly acidify acetonitrile (10% HCOOH), which

resulted into the signal supression. Therefore the sensitivity of the current method was



increases only 10 times. When focus only on the active compound ICRF-193, more
effective SPE extraction (25 times lower LLOQ without pre-concentration step)

employing HLB sorbent can be used.



Pouzité skratky
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selektivny zdznam jednej reakcie
chromatogram celkového i6nového prudu
analyzator doby letu

topoizomeraza Il

ultra-vysokoucinna kvapalinova chromatografia
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1 Uvod

Ultra-vysokouc¢inna  kvapalinovd  chromatografia =~ (UHPLC) v spojeni
s hmotnostnym spektrometrom (MS) je v sucasnosti jedna znajviac vyuzivanych
analytickych metod v ramci bioanalyzy. Hlavnym dévodom uplatnenia tejto metody je
vysoka citlivost’ a selektivita, ktora je najmé u biologického materialu, ako komplexnej
matrice, mimoriadne ddlezita. Samotnej analyze predchadza uprava vzorky, ktora je
nevyhnutnd pre odstranenie balastov z biologického materialu.

Tato praca bola zamerana na vyvoj UHPLC/MS-MS met6d na analyzu ICRF-193
a jeho metabolitu. ICRF-193 je novy a efektivnejsi analog dexrazoxanu (DEX), ktory je
v sti€asnosti jedinym registrovanym lie€ivom vyuZivanym na prevenciu kardiotoxicity
sposobenej antracyklinovymi chemoterapeutikami (ANT).

Molekula ICRF-193 je symetrickd a nachddzaju sa v nej dve chirdlne centra.
Poskytuje teda dva diastereoizoméry (R,S — mezoforma a zmes R,R a S,S — racemat). Pre
inhibiciu topoizomerazy I (TOP2B) a teda pre ¢inok je potrebna mezoforma, racemat
je takmer bez ucinku [1]. Pri in vitro $tudii zameranej na kardioprotektivitu oboch latok
vSak prejavoval urcity kardioprotektivny efekt aj racemat (pri koncentraciach > 30 puM)
[2]. Bolo teda potrebné vylucit pritomnost mezoformy ICRF-193 ako nedistoty
v racemate.

Pre d’al$i vyvoj a Studium tohto analogu je potrebné sledovat’ hladiny ICRF-193
a jeho metabolitu v plazme. Z toho dovodu je potrebnd dostatoCne citliva analyticka
metdda, ktord umozni sledovanie farmakokinetickych parametrov. Citlivost sucasnej
metddy vSak nebola dostato¢na a bolo lou mozné detegovat’ koncentracie iba do tretej,
resp. piate] hodiny od podania hydrofilného prolieciva GK-667. Z tohto dovodu bolo

potrebné zvysit’ citlivost’ metody.
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2 Teoreticka cast’

2.1 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia v porovnani

s ultra-vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou

Kvapalinova chromatografia (liquid chromatography, LC) je separacna metdda
zalozend na rozdielnej distribucii analytov medzi stacionarnu a mobilnt fazu na zaklade
rozdielnej afinity k jednotlivym fadzam systému [3]. Vysokouc¢innd kvapalinova
chromatografia (high performance liquid chromatography, HPLC) je metdda, ktora
vyuziva Casticové kolony o rozmeroch 2 — 5 pm alebo monolytické kolony a umoziuje
kontinudlny prietok mobilnej fazy, priCom spitné tlaky systému dosahuji hodnét do
400 bar [4][5]. Ultra-vysokoucinna kvapalinova chromatografia (ultra-high performance
liquid chromatography, UHPLC) umoZiuje analyzu pri pouziti ¢astic mensich ako 2 um.
Ide o systém odolnejsi voci vysokym spatnym tlakom. Zarovenl sa zlepSila ucinnost’

a doslo k zrychleniu analyzy [3].
2.1.1 Schéma kvapalinového chromatografu

Vo vSeobecnosti sa kvapalinovy chromatograf skladd zo zasobnikov mobilnej
fazy, odplynovaca, vysokotlakovych ¢erpadiel, autosampléru, chromatografickej kolony
uloZenej v termostate a detektoru. Systém je napojeny na pocita¢ vybaveny vhodnym
softwarom (obr. 1).

Na UHPLC systémy st kladené vysSie naroky nakolko musia byt schopné
pracovat za vysSSich tlakov. Okrem robustného cerpadla st dolezité minimalne
mimokolonoveé priestory, rychle davkovacie cykly, presné davkovanie malych objemov,
vysoké frekvencia zberu dat a doraz je kladeny tiez na kolony, ktoré musia byt odolné

voci vyssim tlakom [6].

Obr. 1: Schéma HPLC: 1 — zasobniky mobilnych faz, 2 — odplynovac (degasser), 3 — zmieSavac,
4 — vysokotlakové cerpadlo, 5 — davkovac vzorky, 6 — kolona, 7 — detektor, 8 — zberac frakcii, 9 — datova
stanica (upravené podla [6]).
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Zasobniky mobilnej fazy

Jedna sa o nadoby, z ktorych je mobilna faza ¢erpana cez filtre do HPLC systému.
Ulohou filtrov je zachytit' suspendované &astice, ktoré by mohli upchat kolénu.
Zasobniky mobilnej fazy musia byt vhodne uzavreté tak, aby bolo mozné Cerpanie
mobilnej fazy a zaroven aby nedochédzalo k uniku par do okolia a k znecisteniu mobilne;j
fazy prachom alebo mikroorganizmami [6]. Pri izokratickej elucii je mozné pouzit’ jednu
zasobnu nadobu s uz namieSanou mobilnou fazou. V pripade online izokratickej elucie
alebo gradientovej eltcie sa vyuziva viac zasobnych nadob a k zmieSaniu dochadza az

v chromatografickom systéme [5].

Odplyiiovad

Mobilnt fazu je pred zavedenim na kolonu potrebné zbavit’ pritomnych plynov.
Bublinky plynu by v chromatografickom systéme mohli sposobit’ kolisanie tlakov,
nestabilitu zékladnej linie (najma pri pouziti optickych detektorov — UV, fluorescen¢ny,
refraktometricky [7]), negativne ovplyvnit’ opakovatel'nost’ analyzy a tiez znizit’ citlivost’
detekcie.

Odplynit’ mobilnu fazu je mozné dvoma spdsobmi — prebublavanim héliom alebo
vakuovym odplynovacom (degasserom). Druhy spdsob je ucinnejsi a lacnejsi a preto je
v sucasnej dobe preferovany. Mobilnd faza prechadza polopriepustnou kapilarou
umiestnenou vo vakuovej komore. Rozdielne tlaky v okoli a vnutri kapilary zabezpecuju

kontinualne odplynenie za pouZitia vdkuovej pumpy [6].

Vysokotlakové ¢erpadla

Ulohou &erpadiel je zabezpedit konstantny bezpulzny prietok mobilnej fazy
chromatografickym systémom. Pri HPLC analyze sa prietok mobilnej fazy pohybuje
v rozmedzi 0,1 — 10 ml/min a tlaky dosahujii hodnoty do 400 bar. V poslednych dvoch
desatrociach doSlo v dosledku rozvoja UHPLC analyz k vyraznému zvySeniu vykonu,
spol'ahlivosti a odolnosti pump voci vysSim tlakom. Pri UHPLC analyzach je prietok
mobilnej fazy v rozmedzi 0,01 — 2 ml/min a tlaky v systéme dosahuju hodnét do 1000 az
1300 bar [3][4].

Vysokotlakové cerpadla vytlacaju mobilnu fazu zo zasobniku piestom alebo

membranou. M6zu byt’ rozdelené do dvoch skupin:

13



e Pumpy pracujtce pri konStantnom tlaku — na vytla¢enie mobilnej fazy sa vyuziva
tlak plynu/hydraulickej kvapaliny na piest. Nevyhodou je zmena objemového
prietoku mobilnej fazy pri zmene odporu kolony.

e Pumpy pracujuce pri konstantnom objemovom prietoku — pohyb piestu

zabezpecuje mechanicky pohon [6].

V zaciatkoch HPLC analyz boli ¢asto vyuzivané Cerpadléd injek¢éného typu, ktoré
umoziovali konstantny bezpulzny prietok. Medzi nevyhody vsak patri limitovany objem
mobilnej fazy, dany objemom pracovného valca, atiez Cas potrebny k dosiahnutiu
stabilného prietoku mobilnej fazy [4][6].

V piestovych Cerpadlach je piest pohaiany elektromotorom. Mobilnu fazu naséva
zo zéasobnej naddoby cez saci ventil do pracovného priestoru valca a nasledne ju tlaci cez
vytlaény ventil d’alej do systému. Ide o kompaktné Cerpadld umoziujice kontinualny
prietok mobilnej fazy. Nevyhodou je pulzné charakteristika tlaku, ktort je vSak mozné
potlacit’ zaradenim d’alSej hlavy, ktorej piest pracuje v opacnej fdze — dvojpiestové

Cerpadla [4].

Davkovace vzorky

Pri praci s HPLC a UHPLC systémami musi byt’ mozné nastrekovat’ presne zndme
mnozstvo vzorky do pradiacej mobilnej fazy, ktord je zaroven pod tlakom. V minulosti
sa bezne vyuZzivalo manualne vstrekovanie vzorky pomocou striekacky. V st¢asnosti ma
vSak prednost’ automaticky davkovac (tzv. autosamplér), ktory umoziiuje presné, spravne
a automatické nastrekovanie vzoriek pomocou Sest’cestného ventilu a davkovacej slucky.
Objem nastreknutej vzorky je limitovany velkostou davkovacej slucky. Vdaka

automatickému davkovacu je moZna plne automaticka analyza stoviek vzoriek denne [5].
Kolona

Na kolone (obr. 2) dochadza k separacii analytov ateda ide o najddlezitejSiu
sucast’” chromatografického systému. Plast chromatografickych kolon je vyrdbany
z nerezovej ocele, ktord je vysoko odolnd voci koro6zii. Napriek tomu moézu niektoré
mobilné fazy (napr. dichlérmetan alebo acetonitril) vylihovat’ ur¢it¢é mnozstvo zeleza
a preto musi byt vnutorny povrch kolony chemicky odolny a dokonale hladky [6].

Dika kolony sa pohybuje v rozmedzi 10 az 250 mm a vnétorny priemer od 2.1
do 5 mm. Naplnené st stacionarnou fazou, ktorou mézu byt Castice o velkosti 1,5 az

5 um alebo monolity. UHPLC kolony st v porovnani s HPLC kolénami kratSie (do

14



150 mm), ich vnatorny priemer je vac¢Sinou 2,1 mm a Castice stacionarnej fazy su mensie

ako 2 pum [2][3].

'l—|

Obr. 2: HPLC koloéna: 1 — kovovy plast, 2 — porézna kovova frita, 3 — stacionarna faza, 4 — ochranny
kruzok, 5 — koncova hlavica, 6 — kapilara so skrutkou [8].

Detektory

Detektor je zariadenie, ktorého ulohou je zaznamenavat’ chemické alebo fyzikéalne
vlastnosti analytu a prevadzat’ ich na elektricka energiu. Nachédza sa priamo za kolénou
a preteka nim mobilna faza spolu s analytmi. Po detekcii je mobilnd faza odvadzané do
odpadu, zasobniku alebo na d’alsi detektor a zaznam je zobrazeny v chromatografickom
software a ulozeny do pocitaca. Idealny detektor by mal byt vysoko citlivy, univerzalny,
Specificky, nedestruktivny, nezdvisly na zmene teploty/prietoku/zlozenia mobilnej fazy,
mal by mat nulovy prispevok k mimokolonovému rozmyvaniu elu¢nych zoén, Siroky
linedrny dynamicky rozsah a mal by byt schopny poskytovat kvalitativne informacie pre
detegované piky. Neexistuje vSak detektor, ktory by disponoval vSetkymi spominanymi
vlastnostami sticasne [5].

Medzi detektory vyuzivané pri kvapalinovej chromatografii patria napriklad
detektory UV-Vis, fluorescencné, elektrochemické, vodivostné, chemiluminiscencné,
refraktometrické, univerzadlne detektory na baze aeros6lu a v neposlednom rade

hmotnostnd spektrometria [6], ktorej sa budeme venovat’ v samostatnej kapitole.
2.1.2 Mobilna a staciondrna faza

Stacionarna faza (SF, naplii kolony) a mobilna faza (MF) urcujt priebeh separacie
[5]. Ich volba tzko stvisi svolbou separacného modu (reverzny, normadlny,
16novo-vymenny, HILIC, HIC, chiralna separécia) [9].
Idedlna MF by mala mat tieto vlastnosti:
e Dobra rozpustnost’ komponentov vzorky
e Nekorozivne pdsobenie voci HPLC systému
e Vysoka Cistota, nizka cena

e Nizka viskozita, nizka toxicita a nehorl’avost’ [3]
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Volba MF zavisi na type analytu, jeho fyzikalne-chemickych vlastnostiach, type
detekcie, chromatografickom madde a tiez na pouzitej SF [9].
Zakladné charakteristiky SF m6zeme zhrntt’ nasledovne:
e Typ nosi¢a (plne porézne, povrchovo porézne, neporézne Castice): silikagel,
polymér, hybridné SF, oxidy kovov, grafit
e Naviazané skupiny: C18, C8, C4, C3, amino, kyano, fenyl...
e Velkost Castic: <2 um, 2 — 5 um
e Velkost porov: 60 —300 A
e Plocha povrchu: 100 — 500 m?/g
e Denzita ligandov: 2 — 4 pmol/m?[3]

Moderné trendy v kvapalinovej chromatografii

Snaha o urychlenie analyz a sicasné zachovanie, pripadne zlepSenie, kvality
merani viedla v zmenSovaniu Castic a teda rozvoju uz spominanej UHPLC. Sti¢asne ale
dochadzalo k rozvoju d’alSich technoldgii: vysokouc¢inné kvapalinovéa chromatografia pri
zvySenej teplote; vyuzitie poréznych necasticovych SF (monolytické SF); vyuzitie
povrchovo poréznych Castic (core-shell SF); superkriticka fluidnd chromatografia (SFC)
[6].

Monolytické staciondrne fazy su tvorené jednym kusom porézneho materialu,
ktorym modze byt organicky polymér, anorganicka latka alebo kombinacia oboch [10].
RozliSujeme u nich 2 typy pérov:

e Velké pory (makropory) — zabezpecuju rychly tok mobilnej fazy.
e Stredne vel'ké pory (mezopdry) — poskytuju dostatocne velky povrch a teda

vysoku separacnu kapacitu.

Tato Struktara umoznuje pouzitie vysokej prietokovej rychlosti MF, pri¢om
nedochadza k vyraznému zvySeniu spitného tlaku a k stratdm separacnej G€innosti [6].

Povrchovo porézne Castice (core-shell staciondrne fazy) su tvorené pevnym
jadrom a poréznym obalom. Pre dosiahnutie rovnakej chromatografickej Gi¢innosti ako
pri plne poréznych casticiach, je nutné pouzit’ Castice vacSich rozmerov. To ma za
nasledok pokles spiatného tlaku v systéme a je teda mozné zvysit prietokovu rychlost’
mobilnej fdzy. V porovnani s plne poréznymi €asticami rovnakého priemeru je difizna

vrstva podstatne kratSia, pretoze analyt nemdze prenikat’ do pevného jadra. Vyuzitim
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core-shell stacionarnych faz tak mézeme zlepsit’ separaciu a znizit’ ¢as analyzy (obr. 3)

[11].

Povrchovo porézne Castice
(Difizma vrstva je kratSia vd’aka pevnému jadru)

Pevné jadro

Vstup

A

Plne porézne Castice

Obr. 3: Porovnanie povrchovo poréznych a plne poréznych Castic (upravené podl'a [11]).

2.1.3 Vybrané zakladné chromatografické parametre

Na popis chromatografickej kolony, systému a konkrétneho separaéného procesu
moézeme vyuzit nasledujliice parametre:
e Retencny faktor (k'): Bezrozmerna veliCina, ktora uddva mieru retencie

zliCeniny za presne danych chromatografickych podmienok.

g = 8V _tr=to (1)

Vo to
V rovnici Vr predstavuje retenény objem, V) objem mobilnej fazy v systéme,
tr retencny Cas a tp mftvy cas.

4

e Ucinnost’ (V): Ide o dolezith charakteristiku chromatografickej kolony. Popisuje
stupenn rozptylenia piku pri pouziti urcitej kolony. Vyjadruje sa ako pocet

teoretickych poschodi (V) a vypocitame ju z nasledujiceho vzorca:
2

t
N =16 (—R) 2
w
Kde #z je retencny Cas analytu, a w je Sirka piku na zékladnej Ciare.

o Selektivita (a): Je schopnost’ systému rozliSit’ dva rozdielne analyty medzi sebou.

Vyjadruje sa ako pomer zodpovedajucich retencnych faktorov:

a=— 3)



¢ RozliSenie (R): Vyjadruje mieru kvality separacie dvoch susednych pikov. Zahfna
rozptyl medzi pikami a urcita formu selektivity [12]. Vyjadruje sa ako:

_ 1,18 X (tra— tgr1)

B Whzt Wpy

“4)

S

Kde tr; a tr2 st retencné Casy analytov, wy; a wi2 vyjadruju Sirku piku v polovicnej
vyske [13].

o Faktor symetrie (As): Popisuje do akej miery je tvar konkrétneho piku
symetricky. Hodnota 1,0 odpovedé dokonalej symetrii piku. V pripade As > 1,0 sa
jedna o chvostovanie piku au4s<1,0 sa jednd o Celni asymetriu piku. Na
vypocet sluzi nasledujtci vzorec:

Wo,05
. 5
>d (5

Kde hodnota wo,s je Sirka piku v 1/20 jeho vysky ad je vzdialenost medzi

AS=

kolmicou spustenou z vrcholu piku a vzostupnou castou piku v 1/20 jeho vysky
[13].

¢ Spodny limit kvantifikacie (LLOQ): Udava koncentraciu analyzovanej latky pri
ktorej je mozna kvantifikacia. Vyjadruje sa ako 10nasobok Sumu zékladnej linie

[14].

2.2 Hmotnostna spektrometria

Hmotnostna spektrometria (mass spectrometry, MS) je separacnd metoda, ktora
rozliSuje 16ny v plynnej faze ziskané po ionizacii analyzovanej latky na zaklade pomeru
hmotnosti anéboja (m/z). Hmotnostny spektrometer sa skladda zionového zdroja,
analyzatora a detektora. Ziskavané informécie st jednak kvalitativnej (molekulova
hmotnost’, Struktara), ale aj kvantitativnej povahy. Ide pritom o mimoriadne citlivi

detekciu [13].
2.2.1 Ionizacia

Pre umoznenie MS analyzy je potrebné, aby boli neutralne molekuly analyzovanej
vzorky prevedené na i6ny. lonizané techniky moézeme delit’ na tvrdé (dochadza
k rozsiahlej fragmentacii molekuly) a mékké (Setrné, k fragmentacii nedochédza) [15].

Vol'ba ioniza¢nej techniky zavisi na prchavosti, tepelnej stabilite, molekulovej
hmotnosti a polarite latky. V spojeni s HPLC su vyuZivané najmd mikké ionizacné

techniky a medzi najpouzivanejSie patria techniky pracujice za atmosférického tlaku:
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ionizécia elektrosprejom, chemicka ionizacia za atmosférického tlaku, fotoionizacia za

atmosférického tlaku a v offline spojeni tiez ionizacia laserom za i¢asti matrice [6].

Ionizacia elektrosprejom (electrospray ionization, ESI)

Tento spOsob ionizacie umozinuje analyzu velkych aj malych molekul,
neprchavych latok a tiez termolabilnych latok [16]. Roztok analytu je privedeny do
kapilary, na ktora je kladené vysoké napitie (2 — 6 kV). Za pomoci plynu (Nz), ktory
pradi okolo kapilary, dochédza k vzniku jemného aerosolu. Vd’aka napitiu kladenému na
kapilaru nest kvapdcky tohto aerosélu na svojom povrchu naboj. Nésledne dochadza
k odparovaniu rozpustadla (Comu napomdha suSiaci plyn — N;) azmensSovaniu
jednotlivych kvapiek. V dosledku toho sa zvysuje hustota naboja na povrchu kvapiek. Po
dosiahnuti bodu, kedy odpudivé sily Castic nestcich naboj prevazuju nad pritazlivymi
silami molekul rozpustadla dochddza k rozpadu kvapky. To sa opakuje az do uplného
odparenia rozpustadla a uvolnenia jednotlivych iénov analytu, ktoré postupuji d’alej do

analyzatora (obr. 4) [17].

Nebulizagny plyn lony

\ Susiaci plyn (N

W 5000V plyn (N)

Aerosol rozplstadla H
T

Vstup do dielektrickej kapilary

Dosiahnutie
fannuty Coulombova

Odparovanie mmsmesp Rayleighovho 5 Odparovanie wmmmsPp Analyzovany ion
limitu explozia
&

++ + Bae’ ++ 4 .

4-% g ©© +7 -+ + o A
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Obr. 4: Ionizacia elektrosprejom (upravené podla [17]).

Chemicka ionizacia za atmosférického tlaku (atmospheric pressure chemical

ionization, APCI)

Ide o ionizaént techniku vhodni najmid pre termostabilné, nizkomolekularne
zluceniny [18]. Sposob tvorby aerosdlu je podobny ako pri ESI, u APCI vsak tento dej
prebieha v horticej komore (250 — 400 °C). Dochéadza tak k rychlej premene rozptstadla
aanalytu na plynni fazu. V ioniza¢nej komore je pritomny koronarny vyboj. Ten

v pritomnosti reakéného plynu (N2) umoznuje tvorbu primarnych ionov, ktoré nasledne
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ionizuju molekuly rozpustadla — sekundarne i6ny. Nabité molekuly rozpustadla d’alej
ionizuji molekuly analytu a takto vzniknuté i6ny postupuju do analyzitora (obr. 5)

[17][18].

Analyt (M) a rozpustadlo
v plynnej faze

Vstup vzorky /
/ Vstup do

- ..:. [M+H]* — hmotnostného
kel .. .. analyzatora
. (]
/ . 0=o o
a .... ....
I X o .... Hs0* \ H.0
\ \ Oblast kolizie
Nebulizaény Horlca vaporizaéna Oblast koronarneho
plyn komora vyboja
Detail oblasti
koronarneho vyboja
-0 .
H,0* H,0O* Hs0
H;Cl N.: * N; +
N H.0 (H0)H*
Ny —> . —
- Nys  No
e 1 F N,

0. )
3 “, 'r/e N_“-
R
At H.0
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vybojovu ihlu

Obr. 5: APCI mechanizmus ionizacie (upravené podla [18]).

Fotoionizacia za atmosférického tlaku (atmospheric  pressure

photoionization, APPI)

APPI je analogicka technika k APCI s tym rozdielom, Ze ako zdroj ionizécie sa tu
nevyuziva koronarny vyboj, ale lampa produkujuca fotéony s vinovou dizkou
ultrafialového svetla (obr. 6) [19]. APPI mozZno vyuzit pri analyze nepolarnych
a neutralnych latok, ktoré nemozno efektivne ionizovat’ pomocou ESI alebo APCI [20].

Délezitou podmienkou ionizacie je, Ze energia fotonov musi dosiahnut’ ionizacny
potencial analyzovanych molekul. UV lampa produkuje fotony s energiou asi 10 eV, o
je dostadujuca energia na ionizaciu vacSiny organickych zlucenin. Bezné HPLC
rozpustadld maji vyssi ionizacny potencidl a teda nebudu ionizované.

V pripade, Ze ioniza¢ny potencidl molekuly je vy$si ako 10 eV a molekula teda
neméze byt priamo ionizovana posobenim foténov, vyuzivaji sa pridavné
¢inidla - dopanty (napr. toluén, aceton), ktoré prendsaju naboj na analyzované molekuly

[20].
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Obr. 6: APPI ionizacia (upravené podla [21]).

2.2.2 Analyzator

Prechod ionizovanych molekul z idnového zdroja do analyzatora je umozneny
vd'aka ststave elektromagnetickych $osoviek, ktoré iony usmeriiujti. Ulohou samotného
analyzatora je rozdelit’ i6ny na zéklade pomeru m/z a zabezpecit’ prechod tychto i6nov na
detektor [22]. Medzi najCastejSie pouzivané detektory patria Faradayov pohaér,
elektronovy nasobi¢ a fotonasobic. FT-ICR alebo orbitrap st zariadenia plniace ulohu

analyzatora a detektora sticasne [23].

Kvadrupol

Kvadrupél je vdaka svojmu kompaktnému dizajnu, odolnosti a spolahlivosti
jeden znajpopulérnejSich hmotnostnych analyzatorov [24]. Pozostdva zo Styroch
tyCovych elektrod, ktoré su voci sebe umiestnené paralelne. Na dve protil'ahlé tyce je
vlozené kladné jednosmerné napitie, na zvysné dve zaporné. Na vsetky tyCe je pritom
superponované vysokofrekvenéné striedavé napitie. I6n je privedeny do stredu osy
kvadrupdlu a zacina oscilovat. Pri konkrétnom pomere jednosmerného a striedavého
napitia moze stabilne oscilovat’ iba i6n s ur¢itym m/z. Tento 16n sa dostane aZ na detektor,

ostatné i6ny su zachytené na tyc¢iach kvadrupolu alebo zanikaju (obr. 7) [25].

Neprechadzajuci ion

Prechadzajuci
ion

Obr. 7: Kvadrupol (upravené podla [26]).

Detektor

lonizaény zdroj
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Sériovym radenim kvadrupdlov mozno vytvorit’ tzv. trojity kvadrup6l (MS/MS,
obr. 8). Prvy (Q1) a treti (Q3) takto radeny kvadrupdl sluzi ako hmotnostny analyzator.
Druhy kvadrupdl (Q2) plni tlohu koliznej cely, kde dochadza k fragmentacii vybranych

16nov ich koliziou s inertnym plynom (napr. N2) [27].
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Obr. 8: Trojity kvadrupol (upravené podl'a [28]).

Iénova pasca

I6nova pasca sa sklada z troch elektrod (jedna prstencova a dve koncové), na
ktoré je vlozené napitie, podobne ako u kvadrupdlu. Iény st do pasce privadzané
vstupnym otvorom jednej z koncovych elektréd. Vhodnym pomerom napétia vlozeného
na elektrody st iony v pasci zadrzané. Nasledne dochddza k zmenam napitia
a postupnému vypudzovaniu i6nov s konkrétnym m/z na detektor cez vystupny otvor.

I6nové pasce mézu byt’ v 3D alebo linearnom prevedeni (obr. 9) [25].

Obr. 9: a) 3D i6nova pasca, b) 2D linearna i6nova pasca [29].

Analyzator doby letu

Analyzator doby letu (time-of-flight, TOF, obr. 10) pozostava z letovej trubice
(oblast’ bez pol'a), na zaciatku ktorej st i0ny urychl'ované napatovym pulzom. Na konci
tejto trubice sa nachadza detektor. Kazdy i6n na zaciatku ziskava rovnakl inicidlnu
kinetick(l energiu. Nasledne sa meria doba jeho letu trubicou. Cas, za ktory ién dopadne
na detektor, sa u i6nov s rozdielnym m/z bude lisit’ (¢im mensi 16n, tym rychlejsi prelet

trubicou). V sti¢asnosti sa vyuzivaju tiez TOF analyzatory s reflektronom, ktorych tilohou
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je predizit dobu letu. Vd’aka tomu je mozné vyrovnavat malé rozdiely v inicidlnej

kinetickej energii i6nov [24].

I6novy zdroj
Urychovag iér;:lJ_u:ﬁ— Detektor
N L Ll

Letova trubica

Velkost | Rychlost
® |+
@ ++

@ | +++

Reflektron

Obr. 10: TOF analyzator s reflektronom (upravené podla [30]).

Ionova cyklotronova rezonancia s Fourierovou transformaciou (FT-ICR)

Ide ojednu znajcitlivejSich metdéd detekcie i6nov a vyznacuje sa obzvlast
vysokym rozli§enim (>107). Iény vstupuju do cely, ktora je pod vysokym vikuom
a teplota v nej sa blizi absolttnej nule. T4to cela je umiestnend uprostred vel'mi silného
magnetického pola (4,713 T). Po vstupe do magnetického pola sa posobenim
Lorentzovej sily i6ny zacinaju pohybovat' po kruhovej trajektorii. Frekvencia tohto
pohybu je zavisla na ich pomere m/z. Kratky impulz vysokofrekvenéného napétia sposobi
excitaciu 16nu a zvicsenie polomeru kruhu, po ktorom sa i16n pohybuje. Frekvencia, pri
ktorej k tejto excitacii dochadza je dand pomerom m/z. Takto excitované i6ny indukuju
striedavy prid medzi detektorovymi doskami. Frekvencia tohto prudu je rovnaka ako
cyklotrénova frekvencia i6nov a intenzita je imerna poctu idnov. Po zmene frekvencie,
ktora 16n excitovala, sa i6n vracia na svoju povodnu trajektoriu a dochddza k excitécii

Castic s inym m/z [31].

Orbitrap

Orbitrap sa sklada z dvoch koncovych elektrod a centralnej vretenovej elektrody,
na ktoru je privadzany jednosmerny prud. To vedie k vysokému statickému napétiu medzi
koncovymi elektrodami. [6ny, ktoré do orbitrapu vstupuju, su zachytené k vretenovej

elektréde a zacinaji okolo nej kruzit. Iony osciluju medzi vonkajSimi elektrodami
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o roznych frekvenciach a rozdelia sa do samostatnych pasiem na zéklade ich rozdielnej

m/z. Pre kazdu hodnotu m/z je typickd konkrétna oscilacna frekvencia, ktora je pomocou

Fourierovej transformacie prevedena na vystupny signal [32][33].

2.2.3 Typy zaznamov

7zl zaznam oré o0zeme ziskat v pripa 7e v priebehu analyz
Med n , ktoré mozem kat’ ipade, ze riebeh 1

nedochadza k fragmentacii sledovanych molekil, patri:

Chromatogram celkového i6nového prudu (total ion current, TIC) —
skenovanie prebieha v celom rozsahu ocakavanych m/z. V kazdom bode TIC
je mozné ziskat’ kvalitativne informacie v podobe hmotnostného spektra. Tiez
je mozné extrahovat’ chromatogram urcit¢ého konkrétneho i6nu
(rekonstituovany i6novy prad) [6].

Selektivny zdznam jedného alebo viacerych i6nov (selective ion monitoring,
SIM) — Monitorovany je jeden alebo viacero vybranych i6nov s konkrétnym
m/z. Vdaka tomu je mozZné rychlejSie skenovanie a zvySuje sa citlivost

detekcie [22].

V pripade tandemovej hmotnostnej spektrometrie, kedy v priebehu analyzy

dochadza k fragmentacii vybranych molekul (napr. pri vyuZiti trojitého kvadrupoélu),

je mozné pracovat’ s d’al§imi typmi zdznamov:

Sken produktovych i6nov — sken i6nov, ktoré vznikli fragmentaciou
selektivne vybraného prekurzorového i6nu. VyuzZiva sa na objasnenie
Struktary analytu [6].

Sken prekurzorovych i6nov — sken poskytujaci spektrum vSetkych
prekurzorovych i6nov, z ktorych mohol vzniknit’ dany fragment. VyuZiva sa
na identifikovanie Strukturne podobnych latok [6]. Napriklad na kvantifikaciu
fosfolipidov po uprave vzorky biologického materialu, ¢im je mozné overit’
Cistotu vzorky po extrakcii [34].

Sken neutralnych strat — monitorované st vsetky prekurzory podliehajuce
vybranej neutrdlnej strate. Vyuziva sa na identifikaciu Struktirne podobnych
latok.

Selektivny zdznam jednej (SRM) alebo viacerych (MRM) reakcii — sledovanie
Specifickej fragmentacnej reakcie vybraného i6nu. VyuZiva sa v kvantitativnej

analyze analytov obsiahnutych v zloZitych zmesiach [6].
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2.3 Uprava vzoriek biologického materidlu

Vel'ké mnozstvo vzoriek biologického materialu nemoéze byt priamo zavedené do
LC/MS systému a je nutnd ich prava. Biologicky materidl totiz predstavuje mimoriadne
komplexna matricu, ktorej sucastou su okrem iného proteiny, fosfolipidy, soli a d’alSie
zlozky, ktoré nie siu kompatibilné s chromatografickym systémom. Tieto zlozky mézu
jednak zvySovat’ matricovy efekt (potlacenie/zosilnenie ionizacie) a u proteinov hrozi
riziko precipitacie v systéme a nasledné upchavanie kolony. Tiez je dolezité, aby vzorka
bola v kvapalnom skupenstve a pre umoznenie dobrej ionizacie, s vyuzitim ESI alebo
APCI, by vzorka nemala obsahovat’ neprchavé kyseliny, bazy alebo soli. Upravou vzorky
sme tiez schopny zakoncentrovat’ analyt a zvysit' tak citlivost’ analyzy [35]. Ide teda
o dolezity a asovo najnaro¢nejsi krok (az 80 % celkového Casu analyzy), v ktorom

mozeme sucasne izolovat’ a zakoncentrovat’ analyt [36].
2.3.1 Precipitdacia proteinov

Ide o proces, pri ktorom dochadza k odstraiiovaniu proteinov z biologického
materialu (najCastejSie plazma alebo sérum). Ako precipitacné ¢inidlo sa pouziva s vodou
mieSatelné organické rozpustadlo, kyselina alebo sol. Po pridani, premieSani
a odstredenti sa €iry supernatant moze priamo nastreknut’ na kolonu. V pripade potreby je
mozné supernatant odparit’ a nasledne rekonstituovat’ do mensieho mnozstva vhodného
rozpustadla, ¢im dojde k zakoncentrovaniu analytu.

Tento spdsob upravy vzorky je jednoduchy, rychly a vhodny takmer pre vSetky
typy malych molekul, priCom nezalezi na ich polarite. Takto upravend vzorka ale stale
obsahuje fosfolipidy a malé endogénne molekuly, ktoré mozu interferovat’ s ionizaénym
procesom hmotnostného spektrometru, znizovat' G¢innost’ LC kolony a tieZ zvySovat’

matricovy efekt. Daldou nevyhodou je riziko vizby analytu na precipitat [35][37].
2.3.2 Extrakcia na pevnu fazu (solid phase extraction, SPE)

Je to metdda Upravy vzorky, pri ktorej dochadza k naneseniu analyzovaného
biologického materidlu na kolonku naplnent sorbentom, naslednej interakcii analytu
s touto stacionarnou fazou, vymytiu balastov a v zavere k elucii ¢istého analytu. Analyt
moze so sorbentom interagovat réznymi mechanizmami (podobne ako je tomu
v kvapalinovej chromatografii) a pri SPE kolonkach je tiez k dispozicii Siroké spektrum

stacionarnych faz:
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Reverzné SPE (-C8, -C18, -fenyl atd’.)
Normalne SPE (-CN, -NH> atd’.)
I6novo-vymenné SPE (slabé a silné organické kyseliny a bazy)

Molekularne vtlacené polyméry [35]

Cela extrakcia pozostava zo Styroch hlavnych krokov (obr. 11). Pre prechod pouzitych

rozpustadiel a samotného biologického materialu sorbentom je potrebné vakuum.

1)

2)

3)

4)

Aktivacia a kondicionacia — Navlh¢enie sorbentu a umoZnenie interakcie
analytu so stacionarnou fazou. Pri nepolarnych sorbentoch sa najéastejsie
pouzivaju s vodou miesatelné organické rozpustadla. Nasledne musi byt’
sorbent premyty vodou alebo vhodnym pufrom, aby nedoslo k precipitécii
proteinov z biologického materidlu. Pri pouziti polarnych staciondrnych
faz sa pouzivaju nepolarne rozpustadla.

Nanesenie vzorky — vtomto kroku dochadza k prechodu vicsiny
proteinov, makromolekul a soli cez sorbent do odpadu a k zachyteniu
analytu na stacionarnej faze.

Premytie — v tomto kroku dochadza k vymytiu balastov, ktoré ostali
v sorbente.

Elicia — dochadza k uvolneniu analytu zo stacionarnej fazy.

Nasledne je mozné eluat odparit’ pod pradom dusika a rekonstituovat do mensieho

mnozstva vhodného rozpustadla, ¢im dojde k zakoncentrovaniu [35][38].

Aktivacia

a
kondiciondcia

Nanesenie
vzorky

Premytie
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Obr. 11: SPE extrakcia (upravené podla [39]).
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2.3.3 Extrakcia kvapalina-kvapalina (liquid-liquid extraction, LLE)

LLE je spdsob upravy vzorky, kedy dochadza k extrakcii analytu z biologického
materidlu (vodnad faza) do organického rozpusStadla, ktoré je s vodou nemieSatelné.
Vicsina komponent matrice (fosfolipidy, proteiny, anorganické soli...) pritom ostdva vo
vodnej faze. Tento sposob extrakcie je vhodny najma pre nepoldrne latky, ktoré ochotne
prestupuju do organickych rozpustadiel. Pre polarne latky je vhodné zvolit’ iny sposob
upravy vzorky. Distribiciu analytu medzi jednotlivymi fazami popisuje rozdelovaci
a distribuény koeficient, hodnoty log P alog D. Z vodnej do organickej fazy moze
prestupovat’ iba neionizovana molekula. V pripade, Ze je molekula schopna ionizécie, je
potrebné upravit’ pH hodnotu roztoku. Tak dochddza k potlaceniu ionizacie analytu
a podporeniu extrakcie. Na upravu pH sa vyuzivaju kyslé, bazické alebo tlmivé roztoky.
KedZe je analyt extrahovany do organického rozpustadla nemiesateI'ného s vodou, ktoré
nie je kompatibilné s LC na reverznych fazach, je po extrakcii nutné vzorku

rekonstituovat’ do vhodného rozpustadla [35][37].
2.3.4 Mikroextrakcéné techniky

Vyuzitie konvencénych metdd upravy vzorky je do urcitej miery limitované
(potreba velkého mnozstva vzorky a vysokd spotreba organickych rozpustadiel, nizsia
selektivita atd’.). Tieto nevyhody su redukované pouzitim mikroextrakénych technik
upravy vzorky. Nielenze ide o environmentalne prijatel'nejSi spdsob Upravy vzorky, pri
ktorom dochadza k vyrazne menSej spotrebe organickych rozpustadiel. Zaroven je
potrebné mensSie mnoZstvo samotnej vzorky avyhodou je tieZ moZnost’

automatizacie/semi-automatizacie [40]-[42].

Mikroextrakcia kvapalinou (liquid-phase microextraction, LPME)

LPME je technika zaloZena na principe LLE. V tomto pripade je ale spotreba
rozpustadla len par pl. RozliSujeme tri zékladné kategorie mikroextrakcie kvapalinou
[43].

Mikroextrakcia dutym vldknom — Zakladom je porézne vlakno (najCastejSie
vyrobené z polypropylénu), ktoré je zavedené do vialky naplnenej vzorkou (vodna faza).
Pory dutého vldkna st vyplnené organickym rozpustadlom nemieSatelnym s vodou.
Lumen dutého vldkna je vyplneny akceptorovym médiom, ktoré moéze byt zhodné
s organickym rozpustadlom vypliajucim pory (dvojfazovy systém — uplatnenie nachadza

najmd pri analyzach neutralnych molekul s vyuzitim plynovej chromatografie (GC))
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alebo nim moéze byt vodny pufer (trojfazovy systém — vhodny pre extrakciu
kyslych/bazickych analytov). Analyzovana latka je extrahovana zo vzorky, cez
rozptstadlo vypliajuce pory, az do akceptorového média bud’ na zaklade pasivnej difuzie
(dvojfazové systémy) alebo na zéklade pH gradientu (trojfazové systémy). Akceptorové
médium moéze byt po extrakcii rovno analyzované (GC/LC). Pre trojfazové systémy
existuje aj 96-jamkova alternativa, ktora sa oznacuje PALME (parallel artificial liquid
membrane extraction) [44].

Mikroextrakcia jednou kvapkou (obr. 12) — Extrakcia z vodného roztoku
prebieha do malej kvapky (rddovo nl az pl) organického rozpustadla nemiesateI'ného
s vodou. Tato kvapka je umiestnena na $picke mikrostriekacky, po skonéeni extrakcie sa
nasaje do striekacky a moéze byt priamo analyzovand. Téato metdda je ciastocne
komplikovand nizkou stabilitou kvapky aje potrebné opatrné zaobchédzanie.
Ciastoénym rieSenim tejto nestability je ale ,head-space” mikroextrakcia jednou
kvapkou, kedy sa ihla spolu s kvapkou nachadza nad hladinou analyzovanej vzorky.
V tomto pripade je mozné rychlejSie mieSanie vzorky pricom nedochadza k naruSeniu

kvapky [45].

GC mikrostriekacka

- -

lhla

Kvapka org. -
rozpustadla

Vodné rozpustadlo

Miesadlo

Obr. 12: Mikroextrakcia jednou kvapkou (upravené podl'a [43]).

Disperzna mikroextrakcia kvapalina-kvapalina (obr. 13) — Do vodnej vzorky je
vstreknuté extrakéné ¢inidlo (10 — 250 pl), ktoré ma vyssiu hustotu ako voda a je s vodou
nemieSatel'né. Sucastou vstrekovanej zmesi je tiez disperzné cinidlo (0,15 —2,5 ml),
ktoré je rozpustné stcasne vo vzorke aj v extrakénom Ccinidle. Nasledne dochadza
k vzniku ,,cloudy solution®, ¢ize vyraznému rozptyleniu extrakéného ¢inidla vo vzorke.
Vdaka velkému medzifazovému povrchu je extrakcia z vodnej fazy velmi rychla.

Nasleduje centrifugacia a odber sedimentovaného extrakéného ¢inidla, ktoré sa d’alej
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analyzuje. Ako disperzné c¢inidlo najcastejSie sluzi aceton, metanol, etanol alebo

acetonitril [46].

Vstreknutie disperzného
a extrakéného €inidla

Centrifugacia

_'- — ——)

Vodny roztok vzorky
»Cloudy solution” Sedimentovand faza

Obr. 13: Disperznéa mikroextrakcia kvapalina-kvapalina (upravené podla [43]).

Sorpéné mikroextrakéné techniky

Mikroextrakcia pevnou fazou je technika, pri ktorej sa vyuziva kremenné vlakno
potiahnuté tenkou vrstvou polymérovej stacionarnej fazy. Toto vldkno je zasunuté
v ochrannej ihle. Pri extrakcii prepichneme septum ochrannou ihlou a nasledne
vysunieme vldkno bud’ priamo do analyzovanej vzorky alebo nad vzorku (,,head-space*
extrakcia). Po extrakcii sa vlakno zasunie naspit’ do ihly a prenesie k analyze. V pripade
GC analyz dochadza k termdalnej desorpcii analytu z vldkna, u LC analyz je potrebna
desorpcia do vhodného rozpustadla [47]. Okrem vldkna mdzu byt sorbentom obalené aj
iné predmety (tenky film, mieSadlo). Pri mieSadlovej mikroextrakcii dochadza k extrakcii
analytu z matrice na mieSaciu ty¢inku, ktora je potiahnuta tenkou vrstvou polyméru [48].

Mikroextrakcia sorbentom naplnenym v striekacke je technika, pri ktorej je
sorbent priamo v striekacke (medzi ihlou a piestom). Oproti klasickému SPE je pouzité
podstatne menSie mnozstvo sorbentu a navyse je mozné opakované pouzitie (viac ako
100krat). Podobne ako u SPE pozostava extrakcia zo Styroch zakladnych krokov:
kondicionacia, nabratie vzorky, vymytie balastov a elucia [49]. Na podobnom principe,
kedy k extrakcii analytu na pevnu fazu dochéadza pri prietoku vzorky, funguju aj d’alSie
mikroextrakéné techniky. Sorbentom mdZze byt’ potiahnuta napriklad vnatorna strana ihly,

alebo kapilary, pripadne nim mézu byt naplnené Spicky mikropipety [48].

2.4 Kardioprotektivne latky

Kardiotoxicita je zdvazny neZiadlci ti€inok lie¢iv vyuZzivanych na lie€bu Sirokého
mnozstva nadorovych ochoreni — antracyklinovych chemoterapeutik (ANT). Ide
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o neziaduci ucinok zavisly na kumulativnej davke, priCom sa méze vyskytovat’ v akutnej
(do tyzdna), chronickej (do roka) a neskorej (desiatky rokov) forme. NajzavaznejSia je
chronicka a neskord forma kardiotoxicity, ktora moze viest k srdcovému zlyhdvaniu,
arytmiam a d’alsim vaznym poskodeniam myokardu [50]. Hlavnym cielom ANT je
topoizomeraza 2 (TOP2). ANT interaguji s oboma izoformami TOP2 pri¢om pre G¢inok
je klicova interakcia s topoizomerazou 2a (TOP2A) [51]. Mechanizmus kardiotoxického
posobenia ANT nie je uplne objasneny. Predpoklada sa, ze je dany bud’ schopnost'ou
antracyklinov chelatovat’ voI'né Zelezo, ¢im vznika komplex Zelezo-ANT. Tento komplex
reaguje s kyslikom atak sa zvySuje produkcia reaktivnych foriem kyslika
v kardiomyocytoch. Nasledne dochadza k zvySovaniu oxidativneho stresu
a poSkodzovaniu DNA [52]. Druhou moznou tedriou kardiotoxického pdsobenia je
samotnd vdzba ANT na TOP2B v kardiomyocytoch, ¢im dochddza k poskodzovaniu
buniek [53].

Jednou z moznosti prevencie kardiotoxicity je pouzitie kardioprotektivnych latok.
Jediné v st¢asnosti registrované lie€ivo s kardioprotektivnym U¢inkom je dexrazoxan

(DEX) [50].
2.4.1 Dexrazoxan (DEX)

Dexrazoxan (obr. 14a) je vo vode rozpustné liecivo, analdog kyseliny
etyléndiamintetraoctovej (EDTA). Po hydrolyze molekuly dochddza k vzniku metabolitu
podobného EDTA (ADR-925, obr. 14b), ktory je silny chelator Zeleza [52]. Podobne ako
pricina kardiotoxicity nie je presne zndma, mechanizmus u¢inku DEX taktieZ nie je uplne
objasneny. Tradi¢nd tedria tvrdi, ze kardioprotektivny Uc¢inok je dany schopnostou
otvorené¢ho metabolitu chelatovat’ vol'né Zelezo, vdaka comu je obmedzeny vznik
komplexu Zelezo-ANT. Sucasné Stadie vSak tvrdia, Ze kardioprotektivny ucinok je
pravdepodobne dany interakciou parentného lieciva DEX s TOP2B, vd’aka comu nemo6zu
ANT vytvérat’ komplex ANT-TOP2B v kardiomyocytoch (kardiomyocyty s terminalne
diferencované bunky a neexprimuju TOP2A) [51][53].

a) b)
J\/ HLNH J\/ rcom-|2
OY\N N\/go HooC™ N7 N~ ACOOH
NH HZNOC)

o

Obr. 14: Chemicka Struktira dexrazoxanu (a) a jeho metabolitu ADR-925 (b).
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2.4.2 Novy analog dexrazoxanu s lepSim kardioprotektivnym ucinkom:
4,4'-(butan-2,3-diyl)bis(piperazin-2,6-dion) (ICRF-193)
Latka ICRF-193 (obr. 15a) bola syntetizovana ako jeden z analégov DEX. In vitro
[54] a pilotné in vivo $tidie naznacuju, ze tato latka ma lepsi kardioprotektivny uc¢inok
ako DEX. V molekule ICRF-193 sa nachadzaji dve chiralne centra, sucasne ide

o symetricki molekulu. Poskytuje teda dva diastereoizoméry.

a) Q c) 9
HLNH NH
reanalEroane

o)

N

~_-COOH OY\N/-\/N\/&O

z H -
H,NOC

0]
Obr. 15: Chemicka $truktira ICRF-193 (a), jeho metabolitu ICRF-193 . (b) a racematu (c).

2
pd

Schopnost’ inhibicie TOP2B vykazuje R,S diastereoizomér (mezoforma,
ICRF-193). V pripade zmesi S,S a R,R enantiomérov hovorime o racemate, ktory je
takmer bez G¢inku (obr. 15¢) [1].

Podanie ICRF-193 do organizmu je ale do znacnej miery komplikované jeho
nedostatocnou rozpustnost’ou vo vode. Preto bolo vyvinuté proliecivo GK-667, ktoré je
dobre rozpustné vo vode apo podani do organizmu sa rychlo premienia na G¢inny

ICRF-193, ktory nasledne metabolizuje na neucinny ICRF-193,¢ (obr. 15b) [55].
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3 Ciel’ prace
Ciel'om tejto prace bolo:
1) Vyvinit® UHPLC-MS/MS metédu na separaciu diastereoizomérov ICRF-193
(mezoforma) a racematu a overit tak ¢istotu Standardného roztoku racematu.

2) Vyvinat’ a optimalizovatt SPE extrakcie ICRF-193 ajeho metabolitu
(ICRF-193met) z plazmy a zvysit’ tak citlivost’ su€asnej metody.
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4 Experimentalna cast’

4.1 PouZity materidl, pristroje, pomocky a chemikdalie

4.1.1 Chemikalie

mezo-4,4'-(butan-2,3-diyl)bis(piperazin-2,6-dién) (ICRF-193), Katedra organicke;j
a bioorganickej chémie, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova

rac-4,4'-(butan-2,3-diyl)bis(piperazin-2,6-dion) (d’alej oznacovany len ako racemat),
Katedra organickej a bioorganickej chémie, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,
Univerzita Karlova

Kys. mezo-N,N'-bis(karbamoylmetyl)-2,3-diaminobutan-N,N'-dioctova (ICRF-193p.),
Katedra organickej a bioorganickej chémie, Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové,
Univerzita Karlova

rac-4,4'-(propan-1,2-diyl)bis(1-metylpiperazin-2,6-dion) (GK-627, 1.S.icrr-193), Katedra
organickej a bioorganickej chémie, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové,
Univerzita Karlova

(propan-1,2-diyldinitrilo)tetraacetamid (4AMD , L.S.icrr-193met), Katedra organickej
a bioorganickej chémie, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova

Metanol LC-MS ¢istoty, Merck, Nemecko

Acetonitril LC-MS Ccistoty, Merck, Nemecko

Kyselina mravéia LC-MS ¢istoty, Merck, Nemecko

Mravcan amonny LC-MS ¢istoty, Merck, Nemecko

Dimetylsulfoxid HPLC cistoty (DMSO), Merck, Nemecko

Prazdna krali¢ia plazma s heparinom ako antikoagulaénou prisadou, ITEST plus, Ceska
republika

Milli-Q voda pripravovand pomocou Millipore Cistiaceho systému, Merck Millipore,
Nemecko

Disodna sol’ etyléndiamintetraoctovej kyseliny (EDTA), Merck, Nemecko
4.1.2 Chromatograficky material

Kolény:
ZORBAX Bonus RP (100 % 3,0 mm; 1,8 um), Agilent, USA
Luna Omega Polar (100 x 2,1 mm; 1,6 pm), Phenomenex, USA
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Predkoléna:
SecurityGuard ULTRA Cartridges UHPLC Fully Porous Polar C18 2.1mm ID
Columns (Phenomenex, USA)

4.1.3 Pristroje

Chromatograficky systém (Shimadzu, Japonsko):

Hmotnostny spektrometer s analyzatorom typu trojity kvadrupdl — ESI" ionizacia
(LCMS-8030) spojeny s UHPLC zostavou (Nexera X2).

UHPLC zostava Nexera X2 Shimadzu — degasser 20 As , dve LC- 30 AD pumpy
(jedna s integrovanou kontrolnou jednotkou), CTO - 30A kolénovy termostat.
Chromatograficky program LabSolutions.

Dalsie pristroje:

Analytické vahy CPA225D-0CE (Sartorius, Nemecko)

IEC CL31R Multispeed (Thermo, USA)

Ultrazvukovy kupel’ Ecoson U-3 STH (Ecoson, Slovensko)

SPE vékuovy manifold Visiprep 5-7030 (Supelco, Nemecko)

Elektricka odsavacka Mevacs M46 (Medist, Slovensko)

Wizard advanced IR Vortex (Velp Scientifica, Taliansko)

4.1.4 Pomocky

SPE kolonky:
Discovery DSC-PH (100 mg/1 ml, Supelco, Nemecko)
Select HLB SPE (30 mg/1 ml, Supelco, Nemecko)
Discovery DSC-18 (100 mg/1 ml, Supelco, Nemecko)
Hypersep Verify AX (130 mg/1 ml, Thermo Scientific, USA)
Millex-GV filters (0,22 um)

4.2 Priprava roztokov

4.2.1 Zasobné roztoky

Zasobné roztoky boli pripravované v koncentracidch 1 mg/ml. Priprava
prebiehala rozpustenim pozadovaného mnoZstva substancie v potrebnom mnoZstve
rozpustadla: metanol (I.S.icrr-193met), 50% roztok metanolu vo vode (ICRF-193me

a L.S.icrr-193) a DMSO (ICRF-193). Rozpustanie ICRF-193 bolo potrebné podporit
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vlozenim roztoku do ultrazvukového kupela na 10 minat. Takto pripravené zasobné

roztoky boli skladované pri teplote -20 °C a stabilné po dobu jedného mesiaca.
4.2.2 Pracovné roztoky

Pracovné roztoky boli pripravené nariedenim potrebného mnozstva zasobného
roztoku na pozadovani koncentraciu za pouzitia zhodného rozpustadla. Boli skladované
pri teplote 4 °C a pouzitelné po dobu siedmich dni. Pracovné roztoky ICRF-193
a ICRF-193 e boli pripravené v koncentraciach 1 — 50 uM. Pracovné roztoky vnutornych
Standardov boli pripravené v koncentraciach 0,25 mg/ml pre L.S.icrr-193 a 0,5 mg/ml pre

L.S.1CRF-193met.
4.2.3 Standardné roztoky

Standardné roztoky boli pripravované v &as potreby riedenim zo zasobnych alebo
pracovnych roztokov do Milli-Q vody na koncentraciu 100 pM. V pripade vyvoja metody
na sepraraciu ICRF-193 aracematu bol Standardny roztok pripraveny riedenim do
metanolu (c =5 pg/ml). Tieto roztoky boli vyuzité pri optimalizacii SPE extrakcii a pri

vyvoji chromatografickych metod.

4.3 Nastavenia MS detekcie

Pouzitou ionizacnou technikou bol elektrosprej nastaveny v pozitivnom mode.
Analyzatorom bol trojity kvadrupol a na kvantifikaciu bol pouzity SRM mod. Parametre

MS st uvedené v tab. 1. SRM prechody jednotlivych analytov st uvedené v tab. 2.

Tab. 1: Nastavenie parametrov hmotnostného spektrometra.

Parametre MS

Prietok nebuliza¢ného plynu 3 I/min
Prietok susSiaceho plynu 15 I/min
Napitie rozhrania 4,5kV
Teplota DL 250 °C
Teplota "heat" bloku 400 °C
CID tlak plynu 230 kPa
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Tab. 2: SRM prechody pre kvantifikaciu.

SRM prechody
Prekurzorovy iéon  Produktovy ion  Kolizna energia
(m/z) (m/z) (eV)
ICRE-153, 2833 169,1 -12
racemat

ICRF-193 et 319,1 187,2 -16
LS 97 1 169,0 -14
.S.ICRF-193 , 84.1 5
127,1 -26

L.S.1CRF-193met 303,1 58.1 )

4.4 Vyvoj chromatografickej metody na separdciu ICRF-193

a racematu

Analyza prebiehala s vyuZitim UHPLC-MS/MS systému na kolone ZORBAX
Bonus RP, s vyuZitim mobilnej fazy zloZenej z 0,25% kyseliny mravcej (A) a metanolu
(B). Testované boli rozne izokratické elucie (20 az 50% organickej fazy). Prietok bol
0,3 ml/min, teplota na koldne 30 °C, néstrek 1 pl a dizka analyzy 6 minat.

Pri vyvoji metody a vybere vhodného pomeru mobilnej fazy sme pracovali
so Standardom analyzovanych latok v metanole (c =35 pg/ml). Pri analyze samotnej
vzorky racematu sa jednalo o metanolicky roztok o koncentracii 200 pg/ml pricom pik
racematu bol odvadzany do odpadu aby nedoslo k presyteniu detektora. Na stanovenie
koncentracie ICRF-193 vo vzorke bola vyuZitd metdda vonkajSieho Standardu

(c=0,2 pg/ml).

4.5 Vyvoj metody extrakcie na pevnu fazu pre ICRF-193 a jeho

metabolit

4.5.1 Chromatografické podmienky a vnutorné standardy

Meranie prebiehalo taktieZ na UHPLC-MS/MS systéme za vyuzitia kolony Luna
Omega Polar s rovnakym typom predkoldény, mobilnymi fazami boli 1 mM mravcéan
amonny (A) a acetonitril (B). Na zéklade predchadzajucich experimentov realizovanych
na nasom pracovisku bol na analyzu vzoriek po SPE zvoleny nasledujici gradient:
0,0 — 1,0 min (20 % B), 1,01 —4,5 min (50 — 80 % B), 4,7 — 6,0 min (20 % B). Prietok
bol 0,25 ml/min, teplota na koléne 30 °C, nastrek 1 pl a dizka analyzy 6 minit.
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Nakol'’ko mobilna fadza mohla obsahovat’ idny Zeleza, ktoré by ICRF-193 et mohol
chelatovat’ a kolona je z nerezovej oceli (I1thovanie i6nov), bol na premytie kolony pred
analyzou pouzivany 2 mM roztok EDTA a acetonitrilu (80 :20; v/v) a premyvanie
prebiehalo 4 hodiny pri prietoku 0,25 ml/min. Nésledne bola kolona minimalne 2 hodiny
premyvana mobilnou fazou, aby bola EDTA z kolony dostato¢ne odstranena.

Ako vnutorné Standardy boli pouzité Struktirne analdégy. Pre ICRF-193 bol
vybrany analég GK-627 (obr. 16a), pre ICRF-193y¢ to bol 4AMD (obr. 16b).
Reprezentativny chromatogram s vyznac¢enym gradientom je uvedeny na obr. 17.
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Obr. 17: Reprezentativny chromatogram pre stanovenie ICRF-193 a ICRF-193 .

4.5.2 SPE extrakcie

Testované kolonky a podmienky extrakcie

Optimalizacia SPE extrakcie prebiehala z vodného Standardu alebo zo spikovanej
plazmy (100 uM). Testovali sme Styri typy SPE koloniek: Select HLB SPE, Discovery
DSC-PH, Discovery DSC-18, Hypersep Verify AX. Pri optimalizacii extrakcie na prvych
troch menovanych kolonkach sme pracovali s ¢inidlami uvedenymi v tab. 3a. Pri
optimalizécii extrakcie na kolonke Hypersep Verify AX boli pouzité ¢inidla uvedené

v tab. 3b.
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Tab. 3: Podmienky SPE extrakcie: a) pre kolonky Select HLB SPE, Discovery DSC-PH a Discovery
DSC 18; b) pre kolonku Hypersep Verify AX.

Podmienky SPE extrakcie

Aktivacia:
Kondicionacia:

a) Nanesenie vzorky:

metanol (1 ml)
Milli-Q voda (1 ml)
prazdna plazma + ICRF-193 + L.S.icrr-193 (100 pul)

Premytie: Milli-Q voda alebo 0,25% kys. mrav¢ia (300 — 500 pl)
Eltcia: metanol, acetonitril (300 pl)
Aktivécia: metanol alebo acetonitril (1 ml)
Kondicionacia:  Milli-Q voda, 0,5% kys. mrav¢ia (1 ml)

Nanesenie vzorky:
b) Premytie:

Elucia:

Rekonstitucia:

vodny Standard, spikovand plazma (100 pl)

Milli-Q voda (300 pl)

zmes acetonitril/kys. mravéia 9 : 1 (v/v) (300 pl)
zmes acetonitril/kys. trifloroctova 99 : 1 (v/v) (300 pl)
20% acetonitril (200 pl)

Pre zaistenie dostatocnej Cistoty vzoriek boli eluaty ziskané po extrakcii z plazmy

centrifugované (4 min, 3500 ot.). VSetky eluaty boli na zaver filtrované (0,22 pm)

a nésledne prenesené k analyze.

Vyvbrané valida¢né parametre

Po vybere vhodnej kolonky a optimalizacii extrakcie boli metddy Ciastocne

validované. Hodnotend bola linearita, vytaznost’ a matricové efekty (n = 3).

e Linearita v plazme bola testovana v rozsahu 0,02 — 1 uM, vzorky boli pripravené

pridanim 3 pl pracovného roztoku o potrebnej koncentracii a 3 pl vnutorného

Standardu do 147 pl prazdnej plazmy. Nasledne bolo 100 pl plazmy pouzitych na

extrakciu.

e Vytaznost z plazmy bola vypocitana v percentdch ako priemerna hodnota pomeru

plochy pod pikom spikovanej prazdnej plazmy (10 uM) pred a po extrakénom

procese.

e Matricové efekty boli vypocitané ako priemerna hodnota pomeru plochy pod

pikom spikovanej prazdnej plazmy (10 pM) po extrakénom procese a plochy pod

pikom cistého Standardného roztoku.
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5 Vysledky a diskusia

5.1 Vyvoj chromatografickej metody na separdaciu ICRF-193

a racemdtu a analyza vzorky racemdtu

5.1.1 Vyvoj metody

Vzhl'adom k vy$Sie zmienenému cytoprotektivnemu ucCinku racematu proti
ANT-indukovanej toxicite nastala otdzka, ¢i racemat neobsahuje necistotu ICRF-193
(mezoforma), ktora by mohla pri vysSich koncentraciach tato protekciu buniek
navodzovat. V pripade kontamindacie analyzovanej vzorky racematu ur¢itym mnozstvom
ICRF-193, sa predpokladalo, ze pdjde o stopové mnozstvo a preto bolo potrebné
analyzovat’" vzorku racemdtu v dostatocne vysokej koncentracii, aby bolo pripadné
ICRF-193 detekovatel'né. Tuto skutocnost’ bolo nutné zohladnit' aj pri vyvoji
chromatografickej metdody a teda bolo potrebné dosiahnut’ ¢o najvysSie rozliSenie
analyzovanych latok. Chromatograficka metdda bola vyvinuta na zéklade modifikacie uz
validovanej metddy pouzivanej pre analyzu DEX ajeho metabolitu (ADR-925).
Testované boli ré6zne pomery organickej a vodnej zlozky MF pri izokratickej elucii.
Prehl'ad testovanych pomerov spolu s faktormi symetrie a rozliSenim pikov je uvedeny
v tab. 4. Chromatogramy jednotlivych merani su uvedené na obr. 18. NajvysSie rozliSenie
pri sicasnom zachovani symetrie pikov bolo dosiahnuté pri izokratickej elucii 80 : 20

(A : B, v/v).

Tab. 4: Vybrané chromatografické parametre optimalizovanej metédy na separaciu ICRF-193 a racematu.
Parametre st vypocitané podl'a rovnice 4 a 5.

MF (A : B, Retencny ¢ . I
( Analyt ¢ enc.ny cas Faktor symetrie RozliSenie
v/v) (min)
racemat 1,8 1,1
80:20 23,3
ICRF-193 4,9 1,2
racemat 1,6 1,4
70 : 30 10,0
ICRF-193 3,0 1,6
racemat 1,6 2,1
60 : 40 6,0
ICRF-193 2,2 1,7
racemat 1,5 2,0
50:50 33
ICRF-193 1,9 1,8
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Obr. 18: Separacia ICRF-193 a racematu pri izokratickej elucii. Reprezentativne chromatogramy
testovanych pomerov MF (A : B, v/v) a) 50 : 50; b) 60 : 40; ¢) 70 : 30; d) 80 : 20.

5.1.2 Analyza vzorky racemadtu

Pri samotnej analyze sme pracovali so vzorkou o koncentracii 200 pg/ml.
Vzhl'adom k tak vysokej koncentrécii a snahe zabranit’ presyteniu detektora bol cely pik
latky eluovanej v retenénom cCase racematu odvadzany do odpadu. Detekéné okno
ICRF-193 bolo v ¢ase 4,2 — 6 min. Koncentracia Standardu ICRF-193 bola 0,2 pg/ml
a chromatograficky zdznam necistoty a Standardu je uvedeny na obr. 19. Na zaklade
kvantifikdcie metdodou vonkajSieho Standardu bolo zistené, Ze koncentracia ICRF-193 vo
vzorke racematu (200 pg/ml) bola 70,4 ng/ml ateda racemat obsahoval iba 0,035 %
ICRF-193. Vzhladom k vysokej uc€innosti latky ICRF-193 mdZeme pozorované
protektivne U€inky racematu vo vysokych koncentraciach Ciasto¢ne pripisat’ prave tejto

kontamindcii [2].
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Obr. 19: Analyza vzorky racematu.

5.2 SPE extrakcia ICRF-193 a ICRF-193 e

Sucasna analytickd metoda, z ktorej sme vychadzali, vyuzivala na Gpravu vzorky
proteinovi  precipitdiciu  avSak nebola dostatocne citliva na  stanovenie
farmakokinetického profilu ICRF-193 v plazme. Ztoho doévodu sme sa pokusali
o zvySenie citlivosti, konkrétne sme sa zamerali na krok upravy vzorky. Vzhl'adom
k rozdielnej polarite analytov bola pri analyze DEX, jeho analégov a metabolitov vo
vicSine $tadii vyuzitd proteinovad precipitacia [56]-[59]. LLE je v tomto pripade
nevhodna z dovodu vysokej hydrofility analytov (zaporné hodnoty log P). SPE extrakcie
boli podl'a naSich zisteni doposial’ pouzité len raz a extrahovany bol iba DEX a jeho
analogy, nie polarny metabolit [60]. Zamerali sme sa teda na SPE extrakcie, ktoré naviac
umoziiuju zakoncentrovanie analytu. Analyza a Gprava vzorky oboch analytov je vSak
komplikovana ich rozdielnou polaritou (log P Struktirne podobného dexrazoxanu = -2,6

[61]; ADR-925 = -6,7 [62]).
5.2.1 SPE extrakcia ICRF-193

Kvoli vyssie spomenutému rozdielu v polarite jednotlivych analytov sme sa
v prvom kroku zamerali na SPE extrakciu samotného ICRF-193. Pre vSetky testované
kolonky (Discovery DSC-PH, Select HLB SPE, Discovery DSC-18 ) boli kroky extrakcie
rovnaké (vid' kapitola 4.5.2, tab. 3). Ako premyvacie ¢inidlo bola pouzitd voda
a testované boli dve elu¢né ¢inidla (metanol a acetonitril). Najvyssia odozva detektoru
bola dosiahnuté pri pouZiti koloniek ,,Select HLB SPE* (obr. 20). Nasledne bola metdda
optimalizovana a to hlavne krok oplachu a elucie. V ramci oplachu bol okrem vody
testovany tiez 5% vodny roztok metanolu a 0,25% vodny roztok kyseliny mravce;j.

Najlepsie vysledky boli dosiahnuté za podmienok uvedenych v tab. 5.
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Obr. 20: Vysledky SPE extrakcie ICRF-193 na troch testovanych kolonkach.

Tab. 5: Podmienky optimalizovanej SPE extrakcie ICRF-193 na HLB sorbente.

Aktivacia Kondicionacia Vzorka Oplach Elucia
Spikovana 0,25%
Pouzité ¢inidlo MeOH H.O p HCOOHvo MeOH
plazma
vode
Objem (ml) 1,0 1,0 0,1 0,4 0,3

Dalej bola metdda &iastoéne validovana. Linearita bola vypogitana ako pomer
plochy piku analyzovanej latky a jej vnutorného Standardu — bola stanovena
v koncentraénom rozmedzi 0,02 — 1 uM s koeficientom determinacie (R?) > 0,9995 (obr.
21). Vytaznost’ a matricovy efekt boli vypocitané sposobom uvedenym v kapitole 4.5.2.
Vytaznost ICRF-193 na kolonkach Select HLB SPE bola 98,7 % a matricovy efekt
99,7 %. Spodny limit kvantifikdcie bol 0,02 uM, o je 25x menej ako pri vyuziti
proteinovej precipitacie v pilotnych meraniach (LLOQ = 0,5 uM).
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Obr. 21: Linearita metody extrakcie na HLB sorbente.
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5.2.2 SPE extrakcia ICRF-193 a ICRF-193 et

Na zaklade vysledkov z predchddzajiceho merania sme na rovnakej kolonke
(Select HLB SPE) testovali sti¢asnu extrakciu ICRF-193 aj ICRF-193,e. HLB sorbent je
hydrofilne-lipofilne vyvazeny sorbent. Ide o polymér na baze styrénu, ktorého retencny
mechanizmus je zaloZeny prevazne na interakcii analytu s reverznou fazou. Vd'aka
hydrofilnej modifikacii v§ak dochadza aj k retencii polarnejsich zlticenin [63] a preto sme
na tychto kolonkach skusali stcasne extrahovat’ aj polarny metabolit. Pre overenie
retencie metabolitu na sorbente sme najprv pracovali s vodnym Standardom
analyzovanych latok a analyzovany bol kazdy krok extrakcie. Z obr. 22 je ale zjavné, ze
vdzba metabolitu na sorbent nebola dostatocna a v priebehu extrakcie dochadzalo
k vyraznym stratdm. V dosledku nizkej vytaznosti (15 az 20 %) na tychto kolonkach teda
nebola mozna sucasna extrakcia ICRF-193 a jeho metabolitu (ICRF-193 ).

1004 g iCRF-193,.,
go{ W ICRF-193

»
o
1

404

&

Vzorka Oplach Eldcia

extrahovany analyt (%)

o
1

Obr. 22: Priebeh SPE extrakcie ICRF-193 spolu s metabolitom na kolonkach Select HLB SPE.

Nakolko je kysla ¢ast molekuly ICRF-193met plne ionizovand v Sirokom
rozmedzi pH (ionizacia Struktarne podobného ADR-925 je uvedend na obr. 23) na SPE
extrakciu boli otestované koldonky obsahujuce viacmodalny sorbent tvoreny dvoma
funkénymi skupinami — reverzna faza (C8) aidénomeni¢ (kvartérny amin - anex).

Konkrétne i8lo o kolonky Hypersep Verify AX.
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Obr. 23: Ionizacia ADR-925 v zavislosti na zmene pH [64].

V ramci extrakcie boli testované rozne ¢inidla (vid’ kapitola 4.5.2, tab. 3). Ked'ze
ide o i6novymenny sorbent, na eliiciu bolo potrebné pouzit’ silne kysly roztok. Aby nebol
silne kysly extrakt nastrekovany na kolénu, bolo nutné zahrnt’ aj krok vysuSenia pod
pradom dusiku a rekonstiticie do 20% acetonitrilu. Napriek tomu vSak dochadzalo
k vyraznej supresii signdlu pre ICRF-193n a zhorSeniu tvaru piku (obr. 24), ¢o
vyzadovalo upravu chromatografickej metddy. V ramci modifikacie metody boli
testované rozne mobilné fazy (metanol, acetonitril, mrav€an aménny a kys. mravcia).
Najlepsich vysledkov bolo dosiahnutych pri pouziti 0,25% kys. mravcej (A) a metanolu
(B) pri nasledujucom gradiente: 0,0 — 1,0 min (20 % B), 1,01 — 3,0 min (50 — 65 % B),
3,01 —4,5 min (65 —90 % B), 4,51 — 6,0 min (20 % B). Nakol'’ko metanol generuje vyssi
spétny tlak, bol tiez upraveny prietok na 0,2 ml/min. Reprezentativny chromatogram
takto upravenej metddy spolu s grafickym zndzornenim pouzité¢ho gradientu je uvedeny

na obr. 25.
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Obr. 24: Zhorsenie tvaru piku pre ICRF-193 .
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Obr. 25: Reprezentativny chromatogram pre stanovenie ICRF-193 a ICRF-193 . pri SPE extrakciach na
kolonkach Hypersep Verify AX.
Pri vyuziti tychto koldniek uz k stratdm analytu v skorSich fazach extrakcie (t. j.
nanesenie vzorky aoplach) nedochddzalo (obr. 26). Nasledne bola metdda

optimalizovana (tab. 6) a Ciasto¢ne validovana.
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Obr. 26: Priebeh SPE extrakcie ICRF-193 spolu s metabolitom na kolénkach Hypersep Verify AX.

Tab. 6: Podmienky optimalizovanej SPE extrakcie ICRF-193 a ICRF-193, na kolonkach Hypersep
Verify AX.

Aktivacia Kondicionacia Vzorka Oplach  Elicia  Rekonstitacia

10%

L L ,
1;;’1:;3‘1‘: ACN H,0 Sp‘f:;rvlf;a H:0 HCOOHv 2V A’V’;gel\l vo
P ACN
Objem (m) 1,0 1.0 0.1 0,3 0,5 0.2

V ramci validdcie bola hodnotend linearita (obr. 27) — vypocitand ako pomer
plochy piku analyzovanej latky a jej vnutorného Standardu. Stanovend bola

v koncentranom rozmedzi 0,05 — 1 uM (hodnota 0,02 uM do grafu nebola zahrnuta
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nakol’ko bol u nej pomer signalu k Sumu prili§ vysoky ateda nebola opakovatelnd)

a koeficient determinacie (R?) pre ICRF-193 bol > 0,9988; pre ICRF-193met > 0,9963.
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Obr. 27: Linearita metody extrakcie ICRF-193 a ICRF-193 . na kolénkach
Hypersep Verify AX.

Vytaznost’ a matricovy efekt boli vypocitané sposobom uvedenym v kapitole 4.5.2. Pre
ICRF-193 bola vytaznost’ 99,8 % a matricovy efekt 104,4 %. Pre ICRF-193¢ bola
vytaznost' 47,4 % a matricovy efekt 75,9 %. Dovodom nizSej vytaznosti pre ICRF-193 et
bolo zadrZiavanie analytu na SPE kolonkach sorbentom ionomenica. VysSej vytaznosti
by sa nam pravdepodobne podarilo dosiahnut’ pri pouziti koléniek so slabym anexom.
S vyuzitim koloniek ,,Hypersep Verify AX* bol spodny limit kvantifikécie pre ICRF-193
a ICRF-193ne 0,05 uM, Co je 10x menej ako pri vyuZiti proteinovej precipitacie
v pilotnych meraniach (LLOQ = 0,5 puM).
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6 Zaver

V ramci tejto diplomovej prace bola vyvinutda UHPLC-MS/MS metoda na
separaciu ICRF-193 aracematu. Analyza prebiehala na kolone ZORBAX Bonus RP
(100 x 3,0 mm, 1,8 um) aako mobilnd faza bola vyuzitd 0,25% kys. mravéia (A)
a metanol (B) pri izokratickej elicii 80 : 20 (A : B, v/v). Tato metéda bola nasledne
pouzitd na analyzu vzorky racematu, priCom sa zistilo, Ze vzorka obsahovala 0,035 %
ICRF-193. Vzhladom k vysokej ucinnosti latky ICRF-193 modzeme pozorované
protektivne ucinky racematu vo vysokych koncentracidch Ciasto¢ne pripisat’ prave tejto
kontamindcii.

Zaroven boli vyvinuté SPE extrakcie pre ICRF-193 a ICRF-193wet z plazmy
s cielom zlepSenia citlivosti stanovenia. S vyuzitim koldniek ,,Select HLB SPE* bolo
mozné analyzovat iba samotny ICRF-193, pricom LLOQ sa ndm, oproti proteinovej
precipitacii vyuzitej v pilotnych meraniach, podarilo zniZit’ 25nasobne. Citlivost’ by bolo
d’alej mozné zvysit’ zavedenim kroku odparenia a naslednej rekonstitiicie vzorky.

ICRF-193 ¢, vzhladom k jeho vysokej polarite, na tychto kolonkach nebol
zadrziavany, dochéadzalo k jeho vymyvaniu v skorSich fazach extrakcie a pri extrakcii
z vodného roztoku bola vytaznost’ iba medzi 15 — 20 %. Na zaklade toho boli testované
kolonky ,,Hypersep Verify AX“. Vyhodou tychto koloniek bol sorbent tvoreny dvoma
funkénymi skupinami (reverznd faza a ibnomeni¢ — anex). Na tychto kolonkach bola
mozna sucasna extrakcia ICRF-193 aj ICRF-193e pri dosiahnuti relativne dobrej
a opakovatelnej vytaznosti polarneho metabolitu (47,4 %) adoslo k 10nasobnému
znizeniu LLOQ. Vzhl'adom k silnej vizbe metabolitu na anexovy sorbent bola na eliciu
vyuzivana 10% kyselina mravc¢ia a v dosledku kyslosti extraktu bolo potrebné zahrnut
krok rekonstitucie. Napriek rekonstitucii ale dochadzalo (pravdepodobne pritomnostou
kyseliny mravcej) k vyraznej supresii signdlu pre ICRF-193ne abolo potrebné
modifikovat’ chromatograficki metodu. ZlepSenie signalu a tvaru piku metabolitu bolo
dosiahnuté upravou mobilnej fazy, kedy bola namiesto mrav€anu amoénneho
a acetonitrilu pouzita 0,25% kys. mravc¢ia (A) a metanol (B). Metdda bola ¢iasto¢ne

validovana overenim linearity, matricovych efektov a vytaznosti.
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