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1 Zoznam pouzitych skratiek

APCI (atmospheric pressure chemical ionization)

chemicka ionizacia pri atmosférickom tlaku

APPI (atmospheric pressure photoionization)

BpdeT

DAD (diode array detectors)
DFO
DNA (deoxyribonucleic acid)
DpT

DpdeT

Dp4mT

DpdpT

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid)

El (electron ionization)

EMEA (European Medicines Agency)
ESI (electrospray ionization)

FDA (Food and Drug Administration)

GC (gas chromatography)

fotoionizacia pri atmosférickom tlaku

2-benzoylpyridin-4-ethyl-3-thiosemikarba-
zén

detektory s diédovym polom
deferoxamin

deoxyribonukleova kyselina
di(2-pyridylketon)-3-thiosemikarbazon

di(2-pyridylketén)-4-etyl-3-thiosemikarba-
zén

di(2-pyridylketon)-4-methyl-3-thiosemikar-
bazén

di(2-pyridylketén)-4-fenyl-3-thiosemikar-
bazoén

disodnd sol kyseliny ethyléndiamintetra-
octovej

elektrénova ionizacia

Eurdpska liekova agentura

ionizdacia elektrosprejom

Ustav pre lieky a potraviny

plynova chromatografia

HPLC (high performance liquid chromatography, high pressure liquid chromatography)

vysokoucinna kvapalinova chromatografia



ICso (inhibiting concentration)

IC (infrared spectroscopy)

LLE (liquid - liquid extraction)

MS (mass spectrometry)

NMR (nuclear magnetic resonance)
PIH

R¢(retardation factor)

RNR (ribonucleotid reductase)
ROS (reactive oxygen species)
RSD (relative standard deviation)
SIH

SPE (solid - phase extraction)

TLC (thin layer chromatography)

koncentracia, ktora vyvola inhibiciu u 50%
pripadov

infracervenad spektroskopia
extrakcia kvapalina-kvapalina
hmotnostna spektrometria
nukledrna magneticka rezonancia
pyridoxal isonikotinoyl hydrazén
retenény faktor

ribonukleotid reduktaza
reaktivne formy kyslika

relativna smerodajna odchylka
salicylaldehyd isonikotinoyl hydrazén
extrakcia na pevnej faze

tenkovrstevna chromatografia

UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography)

UV (ultra violet radiation)

ultravysokoucinna kvapalinova chromato-

grafia

ultrafialové Ziarenie



2 UVOD

Thiosemikarbazény predstavuju nové potencidlne antiproliferativne lieciva
s unikdtnym mechanizmom Uucinku. Selektivne chelatuju Zelezo, ¢im ovplyviuju
mnoho vyznamnych biomolekul v bune¢nom cykle. Zasiahnuté su hlavne rychlo proli-
ferujuce bunky s akcelerovanym metabolizmom. K antiproliferativnemu ucinku pri-
spieva ireverzibilnd blokada ribonukleotid reduktazy (RNR), enzymu doélezitého pre
tvorbu DNA. Thiosemikarbazény vykazuju v komplexoch so Zelezom vyznamnu cyklicku

redoxnu aktivitu, ktord vedie k tvorbe reaktivnych foriem kyslika (ROS).

2-benzoylpyridin-4-ethyl-3-thiosemikarbazén (Bp4eT), vyvinuty Prof. D. Richardsonom
(University of Sydney, Australia), je veducou Strukturou v skupine thiosemikarbazénov

odvodenych od 2-benzoylpyridinu.

Tato prdca bola zamerana na vyvoj analytickej metédy vhodnej pre sucasnu detekciu
parentnej latky Bp4eT ajej metabolitov. Studium metabolizmu latky ma obrovsky
vyznam. Poskytuje poznatky o biotransformdcii lieciva, jeho redlnej ucinnosti,
bezpecnosti a dalSie iné. V literatire doposial neboli popisané biotransformacné
pochody Bp4eT. In vitro inkubacia s mikrozomalnymi frakciami pecene odhalila, Ze
metabolizmus v prvej faze prebieha oxida¢nou cestou a vysledkom su dva metabolity,
ktorych pritomnost bola potvrdena aj v in vivo experimentoch. Preto, jednym z nasich
cielov bolo pripravit a izolovat chemické standardy metabolitov a nasledne potvrdit ich

Strukturu.

Najviac vyuzivanou metddou pri metabolickych studidch je vysokoucinna kvapalinova
chromatografia, v spojeni s hmotnostnou spektrometriou (HPLC-MS). Jednd sa o vyz-
namny ndstroj kvalitativnej i kvantitativnej analyzy. Je vysoko citliva a poskytuje aj in-
formacie o Struktdre analyzovanych latok. V diplomovej praci boli vyvinuté
chromatografické podmienky HPLC-UV analyzy kompatibilné s HPLC-MS pre detekciu

Bp4eT, jeho vnutorného standardu a metabolitov.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC)

3.1.1 Charakteristika HPLC

Chromatografické metddy sa v sucasnosti soblubou pouzivaju pre kvalitativnhu
a kvantitativnu analyzu réznych chemickych zlucéenin, substancii, lieCiv i liecivych pri-
pravkov. Vysokoucinnd kvapalinova chromatografia, niekedy oznacovana aj ako vyso-
kotlakova kvapalinova chromatografia, (oba ndazvy vystihuje ta istd skratka, HPLC), je
jednou z najprogresivnejSich analytickych metéd aplikovanych nielen vo farmaceutic-

kom priemysle. W6

Princip HPLC spodiva v riadenom transporte kvapalnej fazy, nazyvanej mobilnd fiza

alebo eluent, cez porézny materidl, tvoriaci stacionarnu fazu, tiez nazyvany sorbent. “)

Zmes komponentov - analytov, nesie mobilna faza, aby sa zarucil ich uniformny trans-

port a interakcie. ' ®)(®)

Vzorka analytu je nastrieknuta do pridu mobilnej fazy a spolu s fiou je vedend cez ko-
l6nu, kde je umiestnend stacionarna faza. Ulohou mobilnej fazy je vymyvanie, ellcia
jednotlivych komponentov. Stacionarna faza ma naopak schopnost réznou silou spo-
malovat analyty. Komponenty analyzovanej zmesi sa separuju v zavislosti na rozdielnej
afinite ku stacionarnej a mobilnej faze, vysledkom je rozdielny retencény cas. Tento ¢as
je zavisly na charaktere kazdého analytu a konkrétnych podmienkach chromatografic-
kej analyzy. Najmenej zadrZovany je komponent, ktory najmenej preferuje stacionarnu

fazu. @

Pre rézne molekuly s velmi malymi rozdielmi v interakénych energiach je pritomnost
velkého povrchu vyznamn3, pretoze ¢im vacési je pocet fazovych prechodov molekul
analytu pocas prechodu chromatografickou kolénou, tym vyssi je rozdiel v ich retenc-
nom case. Optimalna chromatografickd separdcia je dosiahnuta variaciou vlastnosti

mobilnej a stacionarnej fazy. (51(6)(8) (9)



Eluované komponenty su transportované k detektoru, ktory ich zaznamena ako krivky
zvonovitého tvaru, popisanou Gaussovou funkciou. Tieto signdly sa nazyvaju piky

a poskytuju kvalitativne i kvantitativne informacie o komponentoch. *°

Separacné maédy HPLC

Separac¢né maédy HPLC systému sa rozliSuju na zaklade dominantného typu molekular-
nych interakcii. Existuju tri zakladné typy molekularnych sil. Polarne sily su hlavnym

typom interakcii u HPLC s normalnou fazou, ktorej adsorbent je polarny. Disperzné sily

su pritomné u HPLC sreverznym usporiadanim s nepolarnou stacionarnou fazou

a ionové sily uidno-vymenného typu stacionarnej fazy HPLC. Rozozndvaju sa aj iné
(5) (6)

typy HPLC ako je chiralna HPLC, HPLC na baze vylucovacieho efektu gélu a dalsie.

(8) (10)

U HPLC systému s normdlnou fazou je koldna vyplnena oxidom kremicitym (silikagel,

silica, SiO;) alebo oxidom hlinitym (alumina, Al,03). Husté osidlenie hydroxylovymi
skupinami robi povrch polarnym. Mobilnd faza pozostdva z nepoldrnych rozpustadiel
ako je hexan, heptan, tetrahydrofurdn a diethyléter s malym pridavkom poldrneho
rozpustadla typu methanol, ethanol. Prave obmenou polérnej zlozky mobilnej fazy sa
dosiahne rozdielny stupen retencie. Znaény posun spdsobi aj 1% (v/v) rozdiel polar-
neho modifikatora. ™ KedZe HPLC snormélnou fazou pouziva hlavne nepoldrne
rozpustadla, je metédou volby u hydrofébnych zlicenin, ktoré su nerozpustné

v polarnych a vodnych rozpustadlach. )

Chromatografia s reverznym usporiadanim je najpouzivanejSim typom separaéného

modu HPLC v analyze lieciv. Je zaloZena na slabych disperznych silach (hydrofébnych,
alebo van der Waalsovych). 12 Mobilna faza je polarna, zatial ¢o stacionarna faza je ne-
polarna a najéastejSie tvorenda modifikovanym oxidom kremicitym. NajbeznejSim mo-
difikditorom oxidu kremicitého su alifatické uhlovodikové retazce srdéznym pocétom
uhlikov (napriklad C4,Cs,C1g), ktoré su naviazané na hydroxylové skupiny oxidu kremici-
tého. Povrch u stacionarnej fazy je teda hydrofdbny a mobilna faza je poldrna, takze tu
uplatnenie nachadzaju hlavne vodné roztoky methanolu, acetonitrilu a vodné zmesi
pufrov. Reverznd faza je schopnd separovat Siroké spektrum zlicenin, preto

v sUc€asnosti patri medzi najpouzivanejsi separaény mad. )

10



Moznosti elicie mobilnej fazy

Pri izokratickej elucii je zloZzenie mobilnej fdzy nemenné. VyuZitie nachadza pri separa-
(5)(8)

cii analytov s podobnou afinitou k staciondrnej faze.

U gradientovej elucie sa eluénd schopnost mobilnej faze postupne zvysuje, ¢im sa

urychli vymyvanie analytov so silnou afinitou k stacionarnej faze. Uplatriuje sa pri ana-
lyzach kde sa jednotlivé komponenty separuju v znacne dlhych intervaloch medzi se-

bou, alebo ked' sti chromatografické piky prili$ Siroké. ©

3.1.2 Pristrojové vybavenie HPLC

HPLC je komplexny systém, skladajuci sa z jednotlivych modulov, ktoré su zapojené za

sebou.

Zasobniky mobilnej fazy , spravidla z kovu, skla alebo plastu, su spojené s pumpami

plastovymi kapildrami.

Pumpy zabezpecuju konstantné a kontinualne prudenie mobilnej fazy zo zasobnikov na

koldnu. Pracuju v rozmedzi tlakov 1 — 40 MPa.

Aby boli dosiahnuté spravne vysledky analyzy a zachovand funkcia éerpadla, je nutné
odstranit plyny z mobilnej fazy. Manualne sa plyny odstranuju ultrazvukom, vakuom
alebo prebublavanim s héliom. Degasser odstranuje rozpustené plyny mobilnej fazy
automaticky a to tak, Ze mobilnd faza je vedend cez poréznu trubicu v evakuovanom

priestore. (13)

Injektorom sa nastrekuje roztok analytu do pridu mobilnej fazy pred vstupom na ko-
[6nu. Autosampler (automaticky davkovac) je spojeny so zasobnikom vzoriek. Umoz-
fiuje naprogramovat nastrek pozadovanych objemov vzoriek z réznych vialiek. Vlastné
davkovanie prebieha pomocou viaccestnych (vacsinou Sestcestnych) ventilov alebo
pomocou niekolkych trojcestnych ventilov. Riziko kontaminacii vzoriek (crossover,

. . sv. veys , , . iv. . 1
cross contamination) sa znizi pouzitim vnutorného aj vonkajsieho oplachu |th.( 3

11



Koldna je miestom separacie zloziek analytu. HPLC koldny sa vyrabaju najcastejsSie
z nerezovej ocele, ale aj zo skla a titdnu. Dizka klasickych analytickych koldn suvis
s velkostou ¢astic adsorbentu. Cim mensie su ¢astice, tym kratsia je koldna. Dizka sa

pohybuje medzi 10 - 15 cm a vnutorny priemer je 2,1 - 4,6 mm u analytickych kolén,

a 25 - 50 cm a vnatorny priemer 8 - 10 mm u preparativnych kolén. Hlavnym zamera-

nim vyvoju chromatografickych metdd v poslednych rokoch bola prave snaha zvyraznit

a zvadsit medzipovrchovy kontakt separacnej plochy.

Detektor je zariadenie pre neustdle zaznamenavanie Specifickych fyzikalnych (alebo aj
chemickych) vlastnosti eluentu z kolény. Zmena urcitych vlastnosti eluentu, napriklad,
pritomnost molekuly analytu poskytuje elektricky signal, ktory je vyhodnoteny softvé-
rom. Detektor by sa mal vyznacovat univerzédlnostou, citlivostou a linedrnou zavislos-
tou jeho odozvy na koncentracii analytu. Vyber detektoru urcuje fyzikalno-chemicky

charakter analytu a poziadavky na citlivost analyzy. UV detektor s fixnou vinovou diz-

kou monitoruje a zaznamenava UV absorbancie vo vybranych vinovych dizkach. UV (-

VIS) detektor s premenlivou vinovou dlzkou umoznuje menit vinovu dlzku podla po-

treby, ¢ meranie pri viacerych vinovych di?kach. Scanning detektory dokaZu dokonca

snimat v priebehu niekolkych sekund celé absorpéné spektrum analytu v maxime jeho

piku. Detektory s diddovym polom (DAD) su zaloZzené na suc¢asnom merani signdlu

velkého poctu malych fotodidéd. Tak dokazu snimat spektra analytov po cely cas ich
elucie, popripade zistit koellciu zloZiek analytu. (4 7 inych detektorov sa pouzivaju

fluorescencné, elektrochemické, vodivostné, refraktometrické a hmotnostné.

Ziskané merania vyhodnocuje chromatograficky softvér. Jeho Ulohou je zaroven kon-
trola zadanych parametrov HPLC ako je: kontrola zloZenia mobilnej fazy, teplota na
koldne, tlak, nastrieknuté mnoistvo analytu. Dalej ziskava data z detektoru

a monitoruje vykon systému. 2)(3)5)(7) (15)

12



3.1.3 Kvalitativna HPLC analyza

Signal pristroju sa zaznamendva ako pik. Piky poskytuju kvalitativne i kvantitativne in-
formacie o molekulach analytu. Kvalitativnou vlastnostou molekuly je jej retencny cas,
ktory je vyjadreny ako ¢as od nastreku latky na koldnu po maximum jej chromatogra-
fického piku. Jedna sa o relativnu veli¢inu, ktora zavisi na zloZzeni mobilnej fazy, prieto-
kovej rychlosti atype staciondrnej fazy, avSak pri identickych chromatografickych

podmienkach je pre danu substanciu kongtantna. ¢

Retencny faktor k = kapacitny faktor k’, alebo hmotnostny distribu¢ny objem D, je
definovany ako podiel mnoZstva analytu v stacionarnej faze n; k mnozstvu v mobilnej
faze n,, pricom sa mnoZstvo vypocita ako koncentrdcia nasobena objemom C x V,

v ktorom je latka rozpustend. ™ 7

CsVs
CnVm  Vs/Vin

k =

[1]
Retencny faktor sa da vypocitat aj z hodnoty reten¢ného ¢asu:

tr —to
to

k =

[2]

tr predstavuje rentencny cas, alebo vzdialenost kolmice spustenej z maxima piku od

zaCiatku merania, ty je pociato¢ny ¢as merania.
Z hodnoty retencného Casu sa vypocita aj retenény objem Vg, pricom plati:
Ve =tg Xv
(3]

tr je retencny Cas, v je prietokova rychlost mobilnej fazy. (®)
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3.1.4 Kvantitativna HPLC analyza

Pre kvantitativne stanovenie mnoZstva sa pouZije vypocet plochy pod pikom, pripadne
vyska piku. Vyska piku ako kvantitativny parameter sa méze poufZit len pri symetrickych
pikoch. Presnost analyzy zavisi od rozsahu Sumu, stanovenia presného zaciatku a konca

piku, s dostatoénym poctom datovych bodov definujlcich tvar piku. (®)

Metody kvantitativnej analyzy

Pri stanoveni mnoZstva analytu vo vzorku je moZné pouzit viacero postupov kvantita-

tivnej analyzy.

Pri pouziti metody vonkajSieho Standardu sa porovndva odozva piku skiimaného roz-
toku s odpovedajlicou odozvou u porovnavacieho roztoku Standardu. Najprv sa na-
striekne roztok analyzovaného vzorku, signdl sa zaznamend a aZ potom nasleduje na-

strek vonkajsieho Standardu a jeho detekcia.

Avz/nvz = Ast/nst = nyz = Avz/Ast - Nst
(4]

Ayz je plocha piku u skimaného roztoku, Asr je plocha piku u porovnavacieho roztoku
Standardu, ny; je mnozstvo lakty vo vzorke skimaného roztoku a nsr je mnozstvo Stan-

dardu v porovnavacom roztoku.

Metdéda vnutorného standardu spociva v pridavku rovnakého latkového mnozstva
vnutorného Standardu k skimanému roztoku a k porovnavaciemu roztoku. Vnutorny
Standard by mal napodobriovat spravanie hodnoteného analytu vo vzorke, pretoze sa
Casto stava, Ze pocas pripravy vzorky analytu (napriklad procesom reakcie, filtracie,
extrakcie a inym) dochadza ku kvantitativnym stratdam. Vhodne zvoleny vnutorny Stan-
dard pridany pred pripravou vzoriek moze tieto straty kompenzovat. Nasledne sa po-
rovnava pomer pléch stanovovanej latky a vnutorného Standardu u skiumaného roz-

toku a porovnavacieho roztoku. *® 9



[5]

Ayz je plocha pod pikom uskdmaného roztoku, Asr je plocha pod pikom
u porovnavacieho roztoku, Assje plocha piku vnutorného Standardu, cy; je koncentracia
vzorky analytu v skimanom roztoku, csr je koncentracia Standardu v porovndavacom

roztoku.
Vnutorny $tandard by mal spifiat nasledovné parametre:

mal by byt Strukturne podobny analytu,

mal by sa eluovat samostatne, v blizkosti analytu, jeho pik by nemal interfero-
vat s pikmi analytu,

jeho chemické spravanie by malo byt podobné spravaniu analytu,

mal by byt pridavany v takej koncentracii, aby vysledkom bol pik porovnatelnej
vysky, alebo plochy pod pikom,

nemal by byt pritomny v pévodnej vzorke,

mal by byt stabilny, nereaktivny vo vztahu ku zlozkam vzorky, vyplni koldny,
alebo mobilnej faze,

poZaduje sa, aby bol dostupny v dostatocnej Cistote. (3]

Metdéda normalizacie spociva vo vypocitani percentualneho obsahu skimanej latky

z celkovej plochy vsetkych pikov, ktora tvori 100 %.
A1+ A+ A;=100%
6]
A1=x%
[7]

Kalibracnym postupom sa stanovy obsah skiumanej latky na zaklade kalibraénych za-

vislosti koncentracie a odozvy. (5]

y=kx+q :>x=¥

[8]
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pricom y je velkost odozvy, x je koncentracia analytu, k reprezentuje sklon priamky a g

je konstanta popisujuca podmienky merania. (20)

3.1.5 Charakteristika separacného procesu

Kratkodoby Sum su kolisavé zmeny zakladnej linie v nepritomnosti analytu. Pomer

signalu k Sumu sa vyjadruje ako:
S/N = 2H
/N = h

[9]

H je vySka piku merana od jeho vrcholu k extrapolovanej zakladnej linii, ktora sa sle-

duje na vzdialenosti rovné dvadsatine vysky piku, h je rozpatie Sumu signdlu.
Zdanlivy pocet teoretickych tdrovni N vyjadruje Gcinnost koldny. Plati pren matema-
ticky vztah:

tr
N = 5,54(—)?
(Wh)

[10]
Kde tgr znamena retencny ¢as a wy, je Sirka piku v jeho polovicnej vyske.

Vyskovy ekvivalent teoretického poschodia H sluzi k porovnaniu ucinnosti kolén roz-

nych dlzok. Je mierou pozdlZineho rozmiestnenia eluovanej zény na jednotkovu mieru

migracie. Pocet teoretickych Grovni je proporény k dizke koldny. (14)

L
H=x
[11]

L je dizka koldny v metroch, N je pocet teoretickych Grovni.

Faktor symetrie piku As vyjadruje osovu simernost piku. Ma akceptovatelné hodnoty
od 0,8 -1,5. Idedlna je hodnota 1,0. Pri vyssej hodnote ako 1,0 dochdadza k javu zva-

nému chvostovaniu pikov (,tailing”) a pri nizSej hodnote je pik rozmyty vpredu (, fron-
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ting” piku). @ @3

Chvostovanie vznikd ked niektoré komponenty su putané
k staciondrnej faze silnejsie, napriklad vznikaju vodikové mostiky a dané molekuly zaos-
tavaju pozadu. Opacny jav (tzv. fronting), moze nastat ked' niektoré molekuly zo sku-
piny sU spomalované inak, ako by sa ocakdvalo, napriklad pri prili§ velkom mnoiZstve

vzorky analytu. ?%

_ Wo,05
2d

[12]

Wo,05 0znacuje Sirku piku v jednej dvadsatine jeho vysky, d je vzdialenost medzi kolmi-

cou spustenou z vrcholu piku a vzostupnou castou piku v jednej dvadsatine jeho vysky.

Selektivita metddy je vyjadrena relativnou retenciou r, ktord je mierou separdcie

dvoch zloZiek zmesi. Liekopisné ¢lanky pouZivaju nekorigovanu relativnu retenciu rg.

tr2

e =
tr1

[13]
tr1tgr2 sU retencné Casy dvoch susednych pikov.

Rozlisenie je kvantitativne vyjadrenie chromatografickej separacie dvoch po sebe sa

eluujucich zloziek zmesi.

_ 1,18(tgs — tgy)
Wh1 T Who

N

[14]

Whi, whz su Sirky pikov v polovici ich vysky, tg;tg; sU retencné casy dvoch susednych

pikoy, 12161 (15)
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3.2 Hmotnostna spektrometria v spojeni s HPLC (HPLC-MS)
3.2.1 Charakteristika MS

Hmotnostnd spektrometria sa uplatfiuje hlavne ako detektor pre GC a HPLC. Spojenie

HPLC-MS predstavuje silny analyticky nastroj pre kvalitativne i pre kvantitativne hod-

notenie lie€iv, ich metabolitov i zlu€enin pritomnych v nizkych koncentraciach. (5)(22) (23)

Vyhodami MS analyzy je:

schopnost stanovit molekulovi hmotnost z ktorej je mozné urcit elementarne
zloZenie zluceniny,

e identifikacia roznych fragmentov molekuly,

e schopnost detekovat velmi malé koncentracie analytov,

e vysokd citlivost. )

Princip MS spociva v ionizacii chemickych zlG¢enin, ¢im sa generuju ionizované mole-
kuly a molekulové fragmenty, ktoré su nasledne rozdelené podla pomeru hmotnosti

a velkosti ndboja (m/z).

Vysledné hmotnostné spektrum je zdavislost mnozstva ibnov na pomere m/z. Naviac,
MS s vysokym rozlisenim a presnym urc¢enim hmoty dokaze urcit elementéarne zloZenie

jak parentnej latky tak aj idnovych fragmentov. (24)

3.2.2 Pristrojové vybavenie MS

Na prevedenie neutralnych molekul analytu na nabité Castice je potrebny idnovy zdroj.

NajcastejSie sa vyuziva elektrénova ionizdcia (El), ionizacia elektrosprejom (ESI), che-

mickad ionizacia za atmosférického tlaku (APCI), a fotoionizacia za atmosférického tlaku

(APPI). Elektrénova ionizdcia je tvrda ionizacna technika rozsiahlej fragmentacie
prebiehajuca za védkua. VyuZiva sa viac v spojeni s GC nez s HPLC. Najviac pouZivanou
technikou pre spojenie HPLC-MS je ionizacia elektrosprejom. Je Setrnejsia, pretoze
prebieha pri atmosférickom tlaku. Vysledkom jemnej ioniza¢nej techniky su iény, ktoré

poskytuju informdcie o molekuldrnej hmotnosti a Strukture analytu. (5(15)
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Hmotnostny analyzator sluzi k rozdeleniu iénov v plynnej faze podfa pomeru hmot-

nosti a naboja (m/z). K tomu sa pouZivaju analyzatory typu linedrnych iénovych pasci,

sférickych idnovych pasci, kvadrupdlov, trojitych kvadrupdlov analyzatorov doby letu,

ionovej cykldnovej rezonancie s Fourierovou transformdciou, magnetickych analyzato-

rov, alebo vysoko presného Orbitrapu. (* %)

I6ny po separdcii sU zaznamenané detektorom. Softvérom sa urcuje, pripadne dopo-

¢ita ich relativna intenzita.

Nevyhodami vyuZitia HPLC-MS je ich vysoka cena, vysoké ndroky na zrucnosti
a skusenosti operatora a vysoké technické naroky na mobilnu fazu, ktorej vsetky zlozky

musia byt prchavé. **
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3.3 Tenkovrstevna chromatografia (TLC)
3.3.1 Charakteristika analytickej TLC
Tenkovrstevna chromatografia (TLC) je rychlou analytickou metdédou pouZivanou na

separdciu komponentov zmesi. Principom separdcie je rozdelenie jednotlivych latok

medzi mobilnu fazu rozpustadla a stacionarnu fazu, ktora je tvorena adsorbentom na-

nesenom v tenkej vrstve na dosku zo skla, plastu, alebo hlinikovej félie. Adsorbent je z
porézneho materidlu ako oxidu kremicitého, oxidu hlinitého ¢i celuldézy. Na TLC doske
sa priblizne 1,5 cm od spodného okraja vyznaci Startovacia linia. Analyzovanad latka sa
nanesie kapildrou na jedno miesto na Startovacej linii, pricom plosné prevedenie
umoznuje subeznu analyzu viacerych analytov vedla seba. Po naneseni vzoriek sa TLC
doska vlozi do vyvijacej komory, ktorou je zvycajne skleneny kontajner uzavrety ve-
kom. Komora obsahuje mobilnud fazu - rozpustadlo a cely systém je vopred nasyteny
jeho parami. Z rozpustadiel sa pouziva napriklad hexan, pentan, benzin, toluén, dich-
[6rmetdn, dietyléter, ethylacetat, acetonitril, acetén, methanol, triethylamin, alebo

kyselina mravcia a octova. Nakoniec sa systém zavrie vekom a mobilna faza zacne vzli-
r (13) (2
nat. (13) (26)

Aby bolo moiné vysledky TLC hodnotit je potrebné jednotlivé Skvrny zvizualizovat.
Casto sa pridava malé mnoistvo fluorescenénej latky do adsorbentu. Pod UV lampou
fluoreskuje cely adsorbent okrem miest, kde sa zadrzal komponent, tie ,zhasaja”.
VyuZiva sa taktiez postrek TLC dosky vhodnym detekénym cCinidlom. Po detekcii je
mozné stanovit retencny faktor (Rf), ktory je pomer vzdialenosti Skvrny od Startu
k vzdialenosti ¢ela od Startu. Jednd sa o bezrozmernu velic¢inu, jej hodnoty siahaji od 0
do 1, pricom vzdialenost Eela od 3tartu je rovna 1. Celom na vyvijacej doske sa rozumie
linia, ktord vytvorilo rozpustadlo pocas vzlinania. Ked ¢elo dosiahne 1-2 cm pod horny
okraj dosky, analyza sa prerusi a doska sa ponecha vysusit. Podla povahy testovanych

, vi e s A , o . , 2
latok sa pouzivaju rozne vhodné vyvijacie sustavy.( 6
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3.3.2 Preparativna TLC chromatografia

Preparativna TLC chromatografia vyuziva rovnaké stacionarne aj mobilné fazy ako
analytickd TLC. Rozdiel je predovsetkym vrozmeroch a hrubke adsorbentu dosky.
Obvykle prebieha preparativna TLC na doskach s rozmerom 20cm X 20cm, ale aj 25cm
x 50cm, s hrubkou vrstvy adsorbentu a? 3 mm. Dal$i rozdiel v porovnani s analytickym
prevedenim je, Ze sa koncentrovany roztok latky nanasa v suvislej vrstve ¢im vznikd 2
az 3 mm Siroky prazok.

Preparativnej TLC Casto prechadza analytickd TCL, na ktorej sa odskusa vhodnost pou-

Zitia staciondrnej i mobilnej faze. (26)
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3.4 Uprava biologickych vzoriek

Biologické vzorky su komplikované zmesi organickych a anorganickych latok. Pritomné
zlu€eniny su napriklad voda, bielkoviny, sacharidy, lipidy, soli a dalSie. 15 Medzi
najcastejSie analyzované materidly patri plazma, mo¢, sérum, krv, mozgomiesSny mok

alebo stolica.
Pre Upravu vzoriek z biologického materialu sa najc¢astejSie vyuzivaju tieto techniky:

e deproteinacia
o precipitacna deproteindcia
o ultrafiltracia
o enzymova deproteindcia
e extrakcia kvapalina- kvapalina (LLE)

e extrakcia na pevnej faze (SPE). ™

Vyvoj technik prebieha smerom k minimalizacii a automatizacii. SPE extrakcia umoz-
fiuje oboje. Navyse ma dobru vytaznost a reprodukovatelnost. Prave preto je najcas-

tejSie vyuzZivanou metddou pre Upravu vzoriek pred HPLC analyzou. (24)

SPE extrakcia

Komponenty analyzovaného roztoku sa pri SPE extrakcii zadrZiavaju v zavislosti na ich
charaktere a type pouZitého sorbentu. Podla vlastnosti analytu sa zvoli vhodny sorbent
tak, aby doslo k retencii balastnych latok na sorbente, alebo naopak, k zadrzZiavaniu
analytu. V prvom pripade sa vymyva analyt, v druhom pripade sa vymyvaju necistoty
z biologického materidlu a aZ nasledne, vhodne zvolenym rozpustadlom, dojde k elucii

analytu. (27) (28)

Typicky SPE sorbent pozostava z 40-60 um velkych Castic silikagélu, na ktoré je navia-
zany uhlovodikovy zvySok ako butyl, oktyl, oktadecyl, cyklohexyl, alebo fenyl. @4 sor-
bent je naplneny do polypropylenového obalu minikoldnky, tvarom pripominajucom
injekénd striekacku. Sustava SPE je napojend na vyvevu a cely proces extrakcie pre-
bieha pri znizenom tlaku. Nasledovny princip extrakcie uvadza pripad, pri ktorom

dochdadza k zadrziavaniu analytu, pricom balastné latky su vymyvané.

22



1. aktivacia sorbentu,
2. nanesenie vzorky,
3. vymytie balastov,

4. izolacia analytu.

Pevna faza sorbentu sa najprv musi aktivovat premytim vhodnym rozpustadlom (zvy-
¢ajne methanolom, alebo acetonitrilom), ktory navlhéi vypliovy material a solvatuje
funkcné skupiny sorbentu. Po aktivacii sorbentu sa kolénka premyje vodnou fazou za
Ucelom odstranenia zvysSkov organického rozpustadla, ktoré by mohlo zapricinit preci-
pitaciu proteinov pritomnych vo vzorku, a tym upchanie SPE koldnky. Nanesie sa analyt
a nasledne vodou alebo vhodnym pufrom zmyju balastné latky z biologického mate-

ridlu. Nakoniec sa organickym rozpustadlom eluuje finalny roztok vzorku. (27)(28)
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3.5 Vybrané parametre validacie bioanalytickych metod

Za zakladné smernice pre proces validacie sa povazuju:

- Dokument amerického Uradu pre lieky a potraviny (FDA): Guidance for
Industry, Bioanalytical Method Validation *®
- Dokument Eurdpskej liekovej agentury (EMEA): Guideline on validation of

bioanalytical methods *°

Hlavnym ciefom validacie je zaistit Ze metdda je schopna poskytovat spravne
a spolahlivé vysledky pri analyzach, pre ktoré je urcena. Preto je validacia dolezita pre

kazdy vyvoj metddy a mala by byt opakovana ked sa metdda meni. (18) (19) (29)

Zakladné parametre pre validaciu bioanalytickych metdd su spravnost, selektivita,
presnost, kalibracnd krivka, stabilita a kvantifikacny limit. Doplfiujice parametre za-

hfniaju urcéenie spodného limitu detekcie, vytaznost, opakovatelnosti a robustnosti. (19)

(30)

Spravnost (accuracy) analytickej metédy popisuje blizkost priemeru hodnét ziskanych
touto metdédou k skutoénej koncentracii analytu. Spravnost je stanovenda opakovanymi
meraniami vzoriek obsahujucich zname mnoizstvo analytu. Selektivita (selectivity) je
schopnost analytickej metédy odliSovat a kvantifikovat analyt za pritomnosti inych
komponentov vo vzorke. Pre selektivitu by mali byt premerané slepé vzorky
a selektivita metddy by mala byt potvrdena meranim vzorky so spodnym kvantifikac-

nym limitom. (18) (19) 31)

Presnost (precision) popisuje vzdjomnu blizkost opakovanych merani analytu. Mate-
matickym vyjadrenim presnosti je relativna smerodajna odchylka RSD (variacny koefi-

cient CV) (18) (19).

100SD
RSD(%) =

[15]
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x je priemer nameranych hodndt a SD je smerodajnd odchylka pre pocet jednotlivych

merani a ich jednotlivé vysledky x; definovand ako:

V2O —y)?

SD =
n—1

[16]

Kalibraéna krivka (calibration curve) je vztah medzi odpovedou pristroja a znamou
koncentraciou analytu (viz vzorec [8], kapitola 3.1.4). Spodny limit kvantifikacie (lower
metdda spolahlivo odli$it od Sumu pozadia. Vytainost (recovery) analytu v teste je
odpoved detektoru ziskana pridanim urcitého mnoiZstva analytu do biologického
materialu, ndsledne extrahovanom a porovnanom s odpovedou detektoru pre sku-

toénu koncentréaciu Cistého étandardu. 819
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3.6 Biokompatibilné chelatory Zeleza

3.6.1 Zelezo ajeho tiloha v protinadorovej terapii

Nadorové onemocnenia dnes patria medzi najcastejSie pri¢iny umrtia. Predmetom

mnohych studii je prave ich vyskum a ndjdenie vhodnej terapie.

Zelezo, okrem iného, je nenahraditelné pre proliferaciu normalnych, tak i rakovinovych
buniek. Pri nedostatku Zeleza, bunky nedokdazu prejst z G, fazy do S fazy bunecného
cyklu. (52) Schopnost zastavit rast rakovinovych buniek pomocou cheldtorov Zeleza bola
preto prizndvand najma zamedzeniu dostupnosti Zeleza bunke a ndsledne inhibiciou

RNR. Vyznamna je aj redoxna aktivita Zeleza v komplexoch s thiosemikarbazénmi,

ktord vedie k tvorbe ROS. V malej miere k ucéinku prispieva vlastna redoxnd aktivita

volného Yeleza.

V poslednej dobe vSak existuji dohady Ze sa jednd iba o zlomok ucinkov

a v skutocnosti je za vysledny efekt zodpovednd kaskdda bunecnych reakcii sposobe-

nych vychytavanim eleza. ®¥ Nedavno sa zacal aktivne skimat G&inok chelatorov na

transkripciu génov. Nedostatkom Zeleza su znacne ovplyvnené gény ako napriklad tu-

mor supresivny gén p53, p21C|PI/WAF|

, cykliny, cyklin-dependentné kindzy a HIF-1a. Naj-
novsie vyskumy ukazali aj vplyv na tieto gény: BNIP3,CITED2, EGR1, ERO1L, GDF15,

HIG2, PNRC1, PPM1D. ¥

Mechanizmus Uc€inku chelatorov Zeleza je teda komplexny. V prvom rade ide
o selektivnu chelataciu Zeleza, ¢im bunky prichddzaju o podstatni sucast mnohych
biomolekul, a obmedzuju sa ich buneéné fyziologické funkcie ako syntéza DNA a mito-
chondridlna respiracia. Najviac zasiahnuté su proliferujuce rakovinové bunky, kedze ich

metabolizmus je niekolkokrat akcelerovany v porovnani s normalnymi bunkami.
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3.6.2 Vyvoj chelatorov Zeleza

Chelatacia idnov Zeleza v Zivych organizmoch je v suéasnosti jednou z progresivnych
stratégii vo vyskume a vyvoji novych protinddorovych lie¢iv. > ©® |ch dginnost bola

doloZend v experimentalnych Studidch a dokonca aj v klinickych experimentoch. (57) (38)

(39)

Struktira chelatorov umozfuje tvorbu komplexov s viacmocnymi iénmi pomocou ko-
ordinacnych vazieb. Prvotny vyskum cheldtorov Zeleza bol zamerany hlavne pre ich
pouzitie v terapii prebytku Zeleza (iron overload). 401 (41) 1out0 poruchou trpia pacienti
s genetickou poruchou vstrebdvania Zeleza, hemochromatdézou, ale aj napriklad pa-
cienti s defektom syntézy hemoglobinu, ktori dostavaju pravidelnu transfaziu krvi.
Nadbytok Zeleza je skladovany hlavne v peleni, pankrease, ale aj srdci avedie
k zvySenému podielu volného Zeleza. V plazme volné Zelezo prechadza stavom medzi
oxidovanou a redukovanou formou. Takto p6sobi ako katalyzator a produkuje mnoz-
stvo hydroxylovanych radikdlov vo Fentonovej reakcii @) ktoré su zodpovedné za ne-
vratné poskodenie endogénnych zlu¢enin ako napriklad lipidov, proteinov

a nukleovych kyselin. Vysledkom je zlyhanie tychto organov a nasledne smrt. (42) (43)

Fe** + H,0, » Fe** + OH + OHe

Fentonova reakcia vediica K vzniku hydroxylovych radikdalov

Protinadorové p6sobenie cheldtorov Zeleza bolo po prvy krat popisané u deferoxaminu
(DFO), nasledne bol vyvinuty thiosemikarbazénovy analég Triapin (3-aminopyridin-2-
karboxaldehydthiosemikarbazon), a dalej derivaty arylhydrazénu, kde je veducou zlu-
¢eninou latka pyridoxal isonikotinoyl hydrazén (PIH). 8 pogas vyskumu chelatorov sa
identifikovala Struktira 2-pyridylketénu ako délezitd pre protinadorovu aktivitu aryl-

hydrazénov (séria PKIH) a thiosemikarbazénov (séria DpT). (“4)
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Rozdiely v Strukture chelatorov ovplyviuju tvorbu komplexov so Zelezom, ktoré pod-
poruju alebo zabranuju tvorbe ROS v bunke. Kym prooxidativne vlastnosti thiosemi-
karbazénov su uzitoéné pre dizajn perspektivnych protirakovinovych lieciv, antioxi-

dacnd povaha DFO je vyuzZivana najma pri terapii prebytku Zeleza. 43)

DFO, produkovany baktériou Streptomyces pilosus, preukazatelne spomaluje nadorovy
rast. ) Jeho aktivita je vSak obmedzend pre jeho kratky biologicky polcas a hydrofilny
charakter, ktory je dévodom slabej membranovej permeability a absorpcie. & “9
Podanie je narocné, vyZzaduje dlhé periddy subkutdnnej infazie a to znizuje compliance
pacientov. “3) preto, dalii vyvoj bol zamerany na zvySenie lipofility a membranovej per-

meability cheldtorov. (40)

Triapin (3-aminopyridin-2-karboxaldehyd thiosemikarbazon) inhibuje enzym RNR.

Bolo preukazané (46)

, 2e Zelezity komplex Triapinu sa redukuje na reaktivny komplex
Zeleznaty. Vznik Zeleznatého komplexu podnecuje tvorbu ROS a teda zni¢enie samot-
ného RNR enzymu. (42) Triapin je v sucasnosti predmetom klinickych studii v terapii

solidnych tumorov, metastazujucej rakovine prsnikov, & leukémii. 4%

PIH je mozZné pripravit Schiffovou kondenzaciou pyridoxalu s hydrazidom kyseliny iso-
nikotinovej. PIH je ucinny perorélne a s vysokou u¢innostou prenikd do tkaniv. Znizuje

riziko kardiomyopatii spojenych s Friedriechovou ataxiou. “5)

Analdg PIH, SIH vznikol nahradenim pyridoxalu viacej hydrofébnou salicylaldehydovou
skupinou. SIH vykazuje protektivny uc¢inok na srdce, brani jeho oxidativnemu poskode-
niu. Mechanizmom ucinku je redukcia tvorby ROS viazanim intracelularneho Zeleza a
tym zabranenie jeho Ucasti vo Fentonovej reakcii. Napriek sfubnym vysledkom, SIH ma

relativne kratky biologicky polocas a je nachylny na hydrolyzu. 3]

Séria DpT vykazuje vysSiu in vitro stabilitu v plazme v porovnani s arylhydrazénovymi
predchodcami. Ich cytotoxicita je pripisovana chelatacii Zeleza veducej k inhibicii RNR,
enzymu obsahujuceho Zelezo. K ucinku prispieva redoxna aktivita Zeleza a jeho vplyv
na genovu transkripciu. B8 Balsie obmeny Struktdry viedli k nahradeniu 2-pyridyl

Struktury za 2-benzoylpyridin (BpT) a odhalili ich vysSiu antitumérnu aktivitu ako u ich
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DpT predchodcov. Komplexy série BpT so Zelezom vykazuju nizsi redoxny potencial nez

adekvatne komplexy DpT, ¢im sa zvyrazfiuje ich redoxna aktivita. (37) (47) (48)

3.6.3 Bp4eT

SN MM ot

| N
=N S

Obrazok 1: Strukttira BpdeT
2-benzoylpyridin-4-etyl-3-thiosemikarbazén, Bpd4eT (Obrdzok 1), ktorého analytické
hodnotenie je predmetom tejto prace, je novym potencidlnym protirakovinovym lieéi-
vom z rodiny thiosemikarbazénovych chelatorov Zeleza. Tieto latky navrhnuté profeso-
rom Richardsonom (University of Sydney, Austrdlia) vykazuju unikdtny mechanizmus
ucinku. Experimenty in vitro aj in vivo odhalili vysokd antineoplastickd ucinnost BpT
chelatorov. ¥”) Podanie tychto zlu¢enin mysSiam neindukovalo celkovy nedostatok zZe-
leza, nebolo ani pozorované Ziadne naruSenie hematologickych a biochemickych uka-
zovatelov. ®8 Vzhladom na nizke hodnoty ICsg je mozné podat Bp4eT v nizkych dav-
kach. **) vdaka svojej vysokej antiproliferativnej U¢innosti, selektivite ucinku a nizkej
akutnej aj chronickej toxicite bol 2-benzoylpyridin-4etyl-3-thiosemikarbazén vybrany

ako veduca zlucéenina pre pilotné Studie biotransformacie.
Fyzikdlno-chemické vlastnosti:

molekulova hmotnost M, = 284 g/mol, (44)

o logpP=4,01,

e vyskytuje sa vo forme interkonvertibilnych izomérov Z/E, pri¢om
v pevnej faze prevazuje Zizomér a v kvapalnej fazy oba izoméry koexis-
tuju,

e rozpustnost vo vodnych roztokoch je slaba. K roztoku Bp4eT je potrebny

pridavok kosolventov. Napriklad zmes 1:1 PEG 300/0,14 mol/I
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fyziologického roztoku vyrazne zvysila rozpustnost a lieCivo sa tak méze

aplikovat intravendzne. (44)

Pre nové thiosemikarbazénové chelatory ale neboli doposial popisané farmakokine-
tické vlastnosti. Pilotné Studie, vedené profesorom Richardsonom (nepublikované
data) naznacuju pomerne rychlu eliminaciu lie€iva z organizmu. Z in vitro vyzkumov

(4

prevedenych na nasej fakulte 3 je zndme, Ze sa latka metabolizuje oxidaciou

a vysledkom su dva metabolity, priCom jeden z nich sa vyskytuje vo forme dvoch

izomérov. Preto daldim krokom je identifikdcia tychto metabolitov. *”

Kvantitativna analyza Bp4eT je zloZita, hlavne pre skutoénost, Ze existuje ako interkon-
vertibiny Za E izomér (Obrazok 2). Analyticky Standard E izoméru nie je dostupny
a izolacia alebo syntéza je znemoZnena jeho rychlym prechodom v druhy izomér. Ana-
lyza na DAD detektore ukazala Ze kazdy izomér ma absorpéné maximum v inej vinovej
dizke. Prave to robi celkovi kvantifikaciu oboch izomérov analyticky naro¢nou. Alter-

nativnou metdédou kvantifikacie bolo vyuzitie hmotnostnej detekcie. #2 44

AN

N

NH  NH  CH,
\N/ \H/ \/

S

Obrazok 2: Struktura E a Zizoméru BpdeT
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3.6.4 Studium metabolizmu lieéiv

Zvlastnu pozornost pocas vyskumu a vyvoja novych lieciv si vyZaduje studium elimina-
cie lieciva. Parentna latka sa moze vylucovat v nezmenenej forme, vtedy hovorime

o exkrécii, alebo moézZe podstupit premenu, tzv. biofransformaciu na metabolity.

Zakladnym cielom metabolizmu je premena lipofilnych molekidl na molekuly s nizSou
lipofilitou. Lipofilné latky s lahkostou prechadzaju membranami a su schopné interak-
cie v mieste ucinku, kym v procese metabolizmu sa stavaju hydrofilnejsie a to vedie k

vyluceniu najma cez mocové cesty. (24)

Prva faza metabolizmu materskej molekuly najcastejSie pozostdva z oxidacie, hydro-
lyzy, redukcie a hydratacie. NajdélezZitejSou skupinou enzymov tejto fazy metabolizmu
u zvierat a ludi su cytochrémy P-450, ktoré su zodpovedné za zavadzanie funkénych
skupin ako OH, COOH, NH; a SH do molekuly lieciva. Tieto skupiny umozfuju odstrane-
nie lie€iva z tela, bud' priamo, alebo cez konjugéciu, ktora je hlavnym procesom v dru-
hej faze metabolizmu. V oboch pripadoch sa stdva molekula viac polarnejsia, ¢im sa
ulahdi jej eliminacia z tela. (24)

Hodnotenie metabolizmu in vitro zahriiuje najma pouzitie preparatov pecene, ktoré sa
odlisuju stupriom bunecnej integrity. Mézu sa pouzit bunec¢né rezy, S9 mikrozomalna
a cytosolicka frakcia. @4 |dentifikacia metabolizmu lie¢iv bola v minulosti zalozena na
porovnavani retencnych c¢asov z ultrafialovych (UV) spektralnych dat a vysokoucinnej
kvapalnej chromatografie (HPLC) izolovaného neznameho metabolitu zo syntetizova-
nymi Standardmi. Hmotnostna spektrometria (HPLC-MS) ma schopnost separovat mo-
lekuly s minimalnym Struktirnym rozdielom a preto je vyznamnym ndstrojom iden-

tifikacie metabolitov. %

Ziskanie molekuldrnej hmotnosti metabolitov je zvy€ajne prvym a podstatnym krokom
procesu identifikacie. 4 25) chemické Struktury metabolitov su navrhnuté na zaklade
MS fragmentdcie. Konecnd identita je potvrdend pripravou chemickych Standardov
potencidlnych metabolitov a napokon prebehne ich analyza pomocou NMR a IC spek-

trometrie.

31



3.6.5 Metabolismus Bp4eT

Z chemickej Struktury Bp4eT sa da predpokladat jeho konvertacia na hydrofilny
metabolit. V prvej faze metabolizmu by mohlo dochdadzat k odstiepeniu etylovej sku-
piny, pripadne k vzniku N-oxidu. Okrem toho by mohlo dochdadzat k Stiepeniu iminove;j
vazby za vzniku prislusného thiosemikarbazidu a aromatického keténu. V druhej faze

by mohlo déjst ku konjugacii s kyselinou glukuronovou alebo sirovou . (44

Na zdklade in vitro inkubdcie s ludskymi a potkanimi hepatocytarnymi mikrozémami a
cytosolom (100uM, 37 °C, 60 min) a naslednej HPLC-MS analyzy na koléne Discovery®
HS C18 (75 x 4.6 mm, 3 um) boli navrhnuté moziné metabolity vznikajluce oxidaciou
thiokarbonylovej skupiny. “ 9 pri analyze zmesi po oxidacii Bp4eT boli detekované
dva metabolity. Pre metabolit s hmotou m/z 269, ktory sa vyskytuje vo dvoch
geometrickych izoméroch (Obrazok 3), bol navrhnuty nazov
2-benzoylpyridin-4-ethyl-3-semikarbazén (dalej oznacdovany ako semikarbazon).
Metabolit s hmotou m/z 253 (Obrazok 4) bol nazvany ako N*-ethyl-N'-[fenyl(pyridin-2-
yl)methylen]-formamidrazén (dalej referovany ako amidrazén). “Y Oba metabolity boli

najdené aj v in vivo experimetoch, v plazme aj moci potkanov.

Nasledné urcenie Struktury Standardov bolo vykonané pomocou NMR a IR spektier.

. NH NH  CH
X N/ ~_ 3

=N »O

Obrazok 3: oxidaény metabolit Bp4eT semikarbazén (m/z 269), vyskytujuci sa vo
dvoch geometrickych izoméroch
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Obrazok 4: oxidaény metabolit Bp4eT amidrazén (m/z 253)
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4 HLAVNE CIELE

L Optimalizacia HPLC podmienok pre separdciu Bp4eT a jeho hlav-
nych metabolitov (semikarbazénového metabolitu a amidrazonu)

IL. Vyber vhodného vniitorného standardu pre kvantifikdaciu Bp4eT

IIL. Priprava a izoldcia standardov metabolitov Bp4eT pomocou TLC
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5 EXPERIMENTALNA CAST

5.1 Chemikalie a materialy

2-benzoylpyridin-4-ethyl-3-thiosemikarbazén
di(2-pyridylketén)-3-thiosemikarbazén
di(2-pyridylketén)-4-metyl-3-thiosemikarbazén
di(2-pyridylketén)-4-etyl-3-thiosemikarbazoén

(Bp4eT),

(DpT),

(Dp4mT),
(Dp4eT),

a di(2-pyridylketén)-4-fenyl-3-thiosemikarbazén (Dp4pT) boli ziskane od Prof.

Richardsona (Sydney, Austrdlia).
Methanol, Merck, Nemecko.
Ethanol, Merck, Nemecko.
Triethylamin, Sigma- Aldrich, Nemecko.
Acetonitril, Merck, Nemecko.
Diethyléter, Sigma- Aldrich, Nemecko.
Tetrahydrofuran, Sigma-Aldrich,Nemecko.
Ethylacetdt, Lachema, Ceskd Republika.
Chloroform, Penta, Ceska Republika.
Acetdn, Penta, Ceskd Republika.
Benzin, Lachema, Ceskda Republika.
Toluén, Penta, Ceska Republika.
Mravencan amoénny, Sigma- Aldrich, Nemecko.

Disodna sol kyseliny ethyléndiamintetraoctovej (EDTA), Sigma-

Nemecko.

Cistend voda.
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Pouzité chemikalie boli analytickej Cistoty (p.a.).

Biologicky material: prazdna krali¢ia plazma- ZOO Servis, Dvir Kralové, Ceska Repub-

lika.
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5.2 InsStrumentalne vybavenie

5.2.1 HPLC, MS, SPE

Pre vacsSinu experimentov bola pouzZitd nasledujuca HPLC zostava: Shimadzu
Prominence System (Duisburg, Nemecko), ktory pozostaval z DGU-20A3 degaséru,
dvoch LC-20AD pump, SIL-20AC autosampléru, CTO-20AC priestoru pre kolénu, a CBM
20A komunika¢ného modulu pripojeného na DAD detektor. VSetky data boli spraco-

vané v LabSolution softvére firmy Shimadzu.

Pri overovani identity izolovanych Standardov metabolitov bola HPLC zostava spojena

online s MS detektorom umozZnujlcim ionizaciu ESI a APCI a analyzu v iénovej pasci

(LCQ Advantage MAX, ThermoScientific, USA).

Spracovanie biologického materidlu prebiehalo na membranovej vakuove] vyveve
VIPREP SPE (Supelco, Nemecko) a na koldnke DISCOVERY, DSC-PH 1mg/1ml (Supelco,

Nemecko).
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5.2.2 TLC material

Pre Uvodné testy boli pouZité dosky hlinikovej félie Silicagel 60 F;s4, 5cm x 10cm
(Merck, Nemecko). Na naslednu separaciu oxidac¢nych produktov sme pouzili sklenené
dosky s nanesenym silikagélom Uniplate Silicagel GF, 20cm x 20cm (Analtech, Newark,

USA).
Vyvijanie chromatogramu prebiehalo v sklenenych komorach uzavretych vekom.

5.2.3 Dalsie zariadenia a pomécky

Analytické vahy, Helago, Ceska Republika.

Centrifuga, MLW Trigorplus, Nemecko.

Trepacie zariadenie, Unimed, Ceska Republika.

UV lampa 254 nm, Camag, Svajéiarsko.

Ultrazvukova vana K10, Kraintek, Slovenska Republika.

Automatické pipety, Eppendorf, Nemecko.
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5.3 Priprava roztokov

Zasobné roztoky (1mg/ml) Bp4eT a internych Standardov: DpT, Dp4eT, Dp4mT, Dp4pT
boli pripravené rozpustenim odpovedajuceho mnoistva pevnej substancie
v methanole. Pracovné roztoky pre optimalizaciu podmienok HPLC (0,02 mg/ml) boli

pripravené zriedenim zdsobnych roztokov acetonitrilom a vodou v pomere 1:1.

Vzorky pred MS analyzu boli pripravené zriedenim zasobného roztoku a zmesou aceto-

nitrilu a vody (1:1) na vyslednu koncentraciu 0,001 mg/ml.

Prvotnda TLC analyza prebiehala s pracovnymi roztokmi Bp4eT o koncentrécii 2 mg/ml.
Zmes oxidacnych produktov bola taktiez pripravovana z tohto pracovného roztoku. Pre

findlnu TLC analyzu boli pouzivané pracovné roztoky Bp4eT koncentracie 6 mg/ml.
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5.4 Optimalizacia oxida¢nych podmienok

V uvodnych analyzach bola zmes oxida¢nych produktov ziskana zmieSanim zasobného
roztoku Bp4eT s rovnakym mnozstvom 30% peroxidu vodika. Oxidacny proces prebie-
hal 40 minat a zmes bola po nariedeni na koncentraciu 0,02 mg/ml oxidacného meta-
bolitu Bp4eT analyzovana pomocou HPLC. Neskér bol skimany vplyv ¢asu oxidacie (5,
10 a 30 min) a koncentracie peroxidu vodika (1%, 3% a 30%) na vysledné zloZenie

a pomer jednotlivych oxidaénych produktov v zmesi.

Optimalna oxidacia bola prevedend zmiesanim 200 ul Bp4eT (2 mg/ml) a rovnakého

mnozZstva 3% peroxidu vodika a proces oxidacie trval 10 minut.

Bol prevereny vplyv zvyskov peroxidu vodika na chromatograficky zaznam. Pre tento
ucel boli po prebehnutej oxidacii s peroxidom vodika (po dobu 5 minat) oxidacné
produkty vytrepané do toluénu. Na vytrepanie 0,5 ml oxidaéného produktu bolo
potrebné 1 ml toluénu. Na oddelenie vrstiev bola pouzitd centrifugdcia pri otdckach
10000 x g po dobu 10 minut. Pridavok toluénu, trepanie a centrifugdcia boli
prevedené este raz. Vytrepky z hornej Casti sa spojili a vzorka sa zakoncentrovala odfu-
kanim dusikom do sucha. Nasledne bola pripravend testovacia vzorka pre analyzu na

HPLC rozpustenim suchej zmesi oxida¢nych produktov v zmesi acetonitril/voda (1:1).
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5.5 Optimalizacia chromatografickych podmienok pre analyzu Bp4eT

a jeho metabolitov

5.5.1 HPLC-UV

Stacionarna faza

Pocas optimalizacie chromatografickych podmienok boli testované koldény:

e Discovery® HS C18 (75 x 4.6 mm, 3 um), Sigma Aldrich, Nemecko.
e Synergi Polar® RP (150 x 3mm, 4 um), Phenomenex,USA.

Mobilna faza

Pri vyvoji metddy bola zvolena izokraticka eltcia. Skimané boli r6zne kombindcie zlo-
Zenia mobilnej fazy. Anorganicku cast reprezentoval 2 mmol/l mraven¢an aménny bez
Upravy pH (zlozka A), pricom organicka cast mobilnej faze pozostavala zo zmesi

acetonitrilu a methanolu (zlozka B) .

Boli testované r6zne pomery mieSania anorganickej a organickej zlozky mobilnej fazy
a menil sa aj pomer zloZenia organickej fazy. Anorganicka zlozka (mravencan amdnny)

sa nemenila.
Na koléne C18 boli testované nasledujice mobilné fazy:

e mravencan amoénny (2 mmol/l): acetonitril 50:50 (v/v),
e mravencan amonny (2 mmol/l): zmes acetonitril/methanol (1:1); 40:60 (v/v),

e mravencan amonny (2 mmol/l): zmes acetonitril/methanol (1:1); 43:57 (v/v).
Na koldne Polar boli skisané zmesi:

e mravencan amoénny (2 mmol/l): acetonitril 50:50 (v/v),
e mravencan amoénny (2 mmol/l): zmes acetonitril/methanol (1:1); 40:60 (v/v),
e mravencan amoénny (2 mmol/l): zmes acetonitril/methanol (1:1); 43:57 (v/v),

e mravencan amoénny (2 mmol/l): zmes acetonitril/methanol (1:3); 40:60 (v/v).
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Vybrané podmienky pre HPLC analyzu Bp4eT a jeho metabolitov

Pre HPLC-UV bola vybrana stacionarna faza Discovery® HS C18 (75 x 4.6 mm, 3 um) a
mobilna faza v zloZeni: mravenéan aménny (2 mmol/l): zmes acetonitril/methanol

(1:1); 43:57 (v/v).
Tymito podmienkami bolo moZné separovat jednotlivé zlozky zmesi po oxidacii Bp4eT.

Ostatné chromatografické podmienky

Teplota v autosampleri bola 25°C, v pripade analyzy biologického materidlu bola tep-
lota 20°C. Vzorky analytov boli nastrekované v mnozstve 20 pl. Pred kazdym nastre-
kom analytu bola nastrieknutd EDTA (20 mmol/l), taktiez v mnozstve 20 pl. Prietok

mobilnej fazy bol 0,3 ml/min.

Detekcia prebiehala v rozsahu vinovych dizok 190 nm- 400 nm. Signély boli vyhodno-

cované pri vinovej dizke 319 nm.

5.5.2 HPLC-MS

Pre HPLC-MS analyzu bola pouZita rovnaka stacionarna faza a rovnaké zlozenie mobil-
nej fazy ako v pripade HPLC-UV analyzy. lonizacia bola prevedena elektrosprejom (ESI).

MS data boli ziskané v pozitivnom maéde za vyuzitia plného skenovania (100-800 m/z).

5.5.3 TLC separacia metabolitov Bp4eT

Pre pilotné experimenty bola pouzitad hlinikova doska. Na zakladnu liniu boli nanesené

tri vzorky: roztok Bp4eT, slepd vzorka a zmes po oxidacii Bp4eT. Ako pracovny roztok

bol pouZity koncentrovanejsi roztok Bp4eT (2 mg/ml) rozpusteny v ethanole (96%).
Slepa vzorka bola pripravena zmieSanim 200 pl peroxidu vodika 3% a 200 pl ethanolu
(96%). Nanesené bolo mnoZstvo 60 pl oxidaénej zmesi a z ostatnych vzoriek 30 pl

pomocou kapildry. Vyvijanie prebiehalo po dobu cca 10 minat.
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Mobilné fazy

Z mobilnych faz boli pouZité zmesi chloroformu, toluénu, triethylaminu, benzinu,

ethylacetdtu a tetrahydrofurdnu v réznych pomeroch aby boli dosiahnuté najlepsie

vysledky separacie. Zmesi mobilnych faz boli napriklad:

e chloroform/toluénu/triethylaminu v pomere 8:8:1 (v/v/v),
e benzin/ethylacetat v pomere 2:1 (v/v),

e benzin/ethylacetat/triethylamin 2:1:0,174 (v/v/v),

e chloroform/tetrahydrofuran 20:1 (v/v),

e benzin/ethylacetat/triethylamin 1:1:0,116 (v/v/v),

e toluén/tetrahydrofuran 20:1 (v/v),

e chloroform/tetrahydrofuran 20:3 (v/v),

e benzin/aceton 2:1 (v/v),

e chloroform/toluén/trietylamin 11:5:1 (v/v/v),

e methanol/toluén/triethylamin 4:4:1 (v/v/v),

e chloroform/toluén/triethylamin 4:4:1 (v/v/v).

Vyvinuté podmienky pre TLC separaciu standardov metabolitov

Konecénd separacia Standardov metabolitov prebiehala na preparativnej sklenenej TLC
doske. Zmes oxidacnych produktov bola pripravend zmiesanim Bp4eT (6mg/ml) s 3%
peroxidom vodika a ponechanim po dobu 10 minut. Na zdkladnu liniu boli rovhomerne
aplikované 2 ml tejto zmesi. Chromatograficka sustava bola vyvijana asi 45 minut. Ako
findlna mobilna faza pre TLC izolaciu Standardov metabolitov bola zvolenda mobilna

faza v zlozeni chloroform/toluén/triethylamin v pomere 4:4:1 (v/v/v).
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5.5.4 TLCizolacia chemickych Standardov oxidacie Bp4eT

TLC dosky boli vizualizované pod UV svetlom pri 254 nm. Spodnd cast Skvrny
s retencnym faktorom R¢= 0,32 bola zoskraband a rozpustena v zmesi acetonitril/voda
1:1 (v/v). Nasledne prebehla centrifugacia pri otackach 10 000 x g po dobu 10 minut.
Silikagél z dosky bol usadeny na dne a vrchna vrstva obsahujiuca oxidacny produkt bola
odobrana. VysuSenim na vdkuovej odparke bolo ziskané dostatocné mnoZstvo

chemického standardu oxidacie Bp4eT amidrazénu s hmotou m/z 253.

Metodika bola opakovana pre Skvrny s retenénym faktorom R¢ = 0,39 a 0,42, pricom po
zoSkrabani, centrifugdcii, odobrani vrchnych vrstiev aich vysuSeni boli ziskané

Standardy jednotlivych izomérov semikarbazénu s hmotou m/z 269.

Pre ziskanie vacSieho mnoZstva chemickych Standardov oxidacie Bp4eT bola izolacia
prevedend na preparativnej sklenenej TLC doske. Bol pouZity rovnaky postup ako
v pripade analytického prevedenia TLC. Zoskrabdvané boli celé pdsy s retenénymi

faktormi 0,68; 0,78 a 0,84.

Potvrdenie Struktury bolo prevedené pomocou fragmentov na MS, a kone¢na identifi-
kacia prebehla na Katedre anorganickej a organickej chémie (UK, Hradec Kralové)

pomocou NMR a IC spektier.
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5.6 Opakovatel'nost SPE extrakcie pre Bp4eT a vnutorny Standard

Pre SPE extrekciu boli pouzZité pracovné roztoky Bp4eT (2 mg/ml) a vnatorného Stan-
dardu Dp4pT (1 mg/ml) a prazdna krali¢ia plazma. Pracovné roztoky boli pripravené
rozpustenim odpovedajuceho mnoistva pevnej substancie v acetonitrile. Vzorky pre
SPE extrakciu boli pripravené tak, ze do 142,5 ul prazdnej plazmy sme pridali 7,5 ul
pracovného roztoku Bp4eT a 7,5 pl pracovného roztoku vnuatorného Standardu

a vysledna koncentracia Bp4eT bola 100 pg/ml a Dp4pT 50 ug/ml.

5.6.1 Prevedenie testu opakovatel'nosti SPE analyzy

Extrakcia na pevnej faze prebiehala nasledovne. Boli pouzité 1 ml SPE kolénky
s fenylovou staciondrnou fazou. Na aktivaciu sorbentu bol pouZzity 1,0 ml methanolu,
a nasledne 2 ml 2 mmol/| roztoku EDTA vo vode. Potom bola na kolonku nanesena
vzorka. Nenaviazané zvysky balastov boli vymyté pouzitim 1 ml roztoku 2 mmol/I

EDTA, a nakoniec bola eluovana vzorka analytu pouzitim 1 ml methanolu.

Eluent bol nasledne zakoncentrovany odfukanim rozpustadla plynnym dusikom. Pevny
zvysok bol rozpusteny v 100 pl zmesi acetonitril/voda 1:1 (v/v) a dalej analyzovany na
HPLC-UV za poutZitia chromatografickych podmienok popisanych v kapitole 5.5.1. Plo-
chy pod pikmi boli integrované a opakovatelnost metddy vyjadrena relativnou smero-

dajnou odchylkou (RSD). (18) (19)

Smerodajna odchylka bola uréena ako pomer ploch pod pikom oboch izomérov BpdeT
k ploche pod pikom Dp4pT. Plocha pod pikmi izomérov Bp4eT bola integrovana pri
vinovej dizke 330 nm a jednotlivé plochy oboch izomérov séitané. Plocha pod pikom

pre Dp4pT bola od¢itana pri vinovej dizke jeho maxima, teda 337 nm.
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6 VYSLEDKY A DISKUSIA

6.1 Vyvoj chromatografickych podmienok pre analyzu Bp4eT a jeho

metabolitov

Tato Studia bola zamerana na vyvoj HPLC podmienok a analytické hodnotenie nového

potencidlneho antiproliferativneho lieciva Bp4eT a jeho metabolitov.

Pri vyvoji HLPC metddy bolo moziné vychadzat zo Studie Stariat, J.; Kovarikova, P.;
Klimes, J.; Kalinowski, D.S.; Richardson, D.R. o vyvoji LC-MS/MS metddy pre analyzu

interkonvertibilnych Z/E izomérov Bp4eT. (44

Chromatografické podmienky pre HPLC-UV boli obmieriané s ohladom na kompatibilitu
s HPLC-MS pristrojom. GY preto napriklad, roztok EDTY nebol sucastou mobilnej fazy,
ale bol predradeny pred kazdym nastrekom analytu. Jej tlohou bolo chelatovat mozné

necistoty na koldéne.

V publikovanej praci @4 dosiahli autori uspokojivé vysledky pre separaciu izomérov
Bp4eT pomocou kolény Synergi 4u Polar RP. V nasom pripade bola analyzovana nielen
parentna latka, ale aj testované vnutorné Standardy a zmes oxidacnych produktov.
Separdcia bola dostato¢nd, no tvar pikov nevyhovoval. Pri mobilnej faze pozostavajucej

z mraven¢anu aménneho (2 mmol/l): acetonitril 50:50 (v/v) sa vyskytlo chvostovanie

pikov a ani obmenou mobilnej fazy sa nepodarilo ziskat symetrické piky. Menilo sa zlo-

Zenie a podiel organickej Casti mobilnej fazy na 60 %, neskér na 57 % zmesi

acetonitril/methanol 1:1. Pozmenili sme aj pomer zloZiek organickej fazy na zmes

acetonitril/ methanol 1:3, pricom podiel organickej ¢asti v mobilnej faze bol 60 %. Tvar

pikov na koléne Polar ale stale nebol symetricky.

Daldie analyzy prebehli na koléne C18. Piky boli na za&iatku nesymetrické, objavuje sa
chvostovanie a metéda je znacne dlha. Mobilnd faza pozostava z mravencanu

aménneho (2 mmol/l): acetonitril 50:50 (v/v) (Obrazok 5). Chromatograficky zaznam

ukazuje detekciu pri vinovej dizke 319 nm.
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Obrazok 5: Chromatograficky zaznam analyzy Bp4eT a vnutornych standardov name-
rany na koldne C18. Retencné casy: Bp4eT 17,5 a 37,2 min; DpT 5,9 min; Dp4mT 8,4
min; Dp4eT 11,8 min; Dp4pT 23,7 min

Analyza na koldne C18 pri pouziti mravencanu amdnneho a zmesi acetonitril/methanol

(1:1) v pomere 40:60 (v/v) sice poskytla simerné piky, ale piky st velmi blizko pri sebe.

Aby bolo pocas buducich stadii mozné stanovit mnoistvo Bp4eT a metabolitov
v biologickom materidli, je potrebné najst vhodny vnutorny standard. Pre tento Gcel

boli testované potencidlne interné standardy, konkrétne: DpT, Dp4mT, Dp4eT, Dp4pT.

Z toho sa eluoval ako prvy DpT, DpdmT, za nimi DpdeT eSte pred izomérmi Bp4eT.
Dp4eT ma retencny Cas podobny retenénému casu jedného oxidacného produktu
(Obrazok 7), preto nie je ako vnutorny Standard vhodny. Pik Dp4pT sa na
chromatograme nachadza medzi izomérmi. Prave pre jeho elu¢ny ¢as medzi dvoma

izomérmi bol Dp4pT (Obrazok 6) vybrany ako buduci vnutorny Standard.

Na koléne C18 sa podarilo dosiahnut optimalne podmienky pre separaciu Bp4eT, tes-
tovanych vnutornych Standardov azmesi oxidacénych produktov. Ako finalne
podmienky pre HPLC-UV chromatografiu bolo vybrané zloZenie mobilnej fazy
mravenc¢an amoénny (2 mmol/l): zmes acetonitril/methanol (1:1) 43:57 (v/v) (Obrazok
7). Analyza je dlhSia ako sa oc¢akavalo. Piky su vSak symetrické a oddelené na zakladnu
liniu. KedZe vsetky sucasti mobilnej fazy su prchavé je tdto metdéda vhodnd aj pre

analyzu na HPLC-MS .
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Obrazok 7: Chromatograficky zaznam analyzy Bp4eT, vnutornych Standardov Dp4mT,
Dp4eT, Dp4pT a zmesi oxidacnych produktov na koldne C18. Retencné casy: BpdeT
18,3 a 32,0 min; Dp4mT 8,2 min; Dp4eT 11,3 min; Dp4pT 24,2 min; oxBp1l
(semikarbazoén) 9,0 min; oxBp2 (amidrazon) 11,2 min; oxBp3 (semikarbazén) 16,4
min
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6.2 Priprava, izolacia a identifikacia oxida¢nych produktov

Snahou bolo vyvinut podmienky separdcie zmesi oxidacnych produktov Bp4eT a ziskat
Standardy metabolitov semikarbazénu s amidrazénu v takom mnoZstve, aby bolo

mozné previest ich charakterizaciu pomocou NMR a IC spektier.

6.2.1 Priprava oxida¢nych produktov Bp4eT

Priprava oxidacnych produktov bola zamerand na zachytenie skoro vznikajucich oxi-
dacnych produktov. Jednoducha oxidacia prebiehala zmieSanim zasobného roztoku
Bp4eT (1 mg/ml) s 1%, 3%, 30% peroxidom vodika (v pomere 1:1) na ¢as 5, 10, 30 mi-
nut. Nasledna analyza prebehla na HPLC-UV na koldne C18 za pouZitia mobilnej fazy
mravencan amoénny (2 mmol/l): zmes acetonitril/methanol (1:1) 50:50 (v/v). Ostatné

chromatografické podmienky neboli pozmenené (Obrazok 8).

Vytrepanie oxidacnej zmesi do toluénu ateda odstranenie peroxidu vodika nemalo
zasadny vplyv na chromatograficky zdznam. Polarne balasty boli eluované na zaciatku
chromatogramu a neinterferovali s analyzovanymi latkami. Preto sme sa rozhodli
pripravovat zmes oxidacnych produktov jednoduchym zatazenim materskej latky

peroxidom vodika.

Vzorka po 5 minutovej oxidacii 1% peroxidom vodika vykazuje najvacsi pik v ¢ase 11,5
minut, ktory odpoveda druhému izoméru semikarbazénu. Piky balastov a prvého izo-
méru semikarbazénu v ¢ase 5,2 a amidrazénu v ¢ase 6,7 boli zastupené v omnoho
mensom mnozstve, pricom pik amidrazénu bol najmensi. Domnievame sa, Ze oxidacia
prebehla v malom rozsahu. Pri tej istej koncentracii peroxidu vodika a po 10 minutovej
oxidacii, mal najvacsi pik druhy izomér semikarbazénu v ¢ase 11,5 minut, no piky pr-
vého izoméru semikarbazénu a amidrazonu su uz vyssSie ako pri 5 minutovej oxiddacii.
Oxidacia silnejSim peroxidom vodika vyustila vo vaési pomer oxidaénych produktov
s kratSim elu¢nym €asom. Pri pouziti 3% peroxidu vodika a oxidacii 5 minut sme uz po-
zorovali vacsi pik amidrazénu, no stale najvacsi patril druhému izoméru semikarba-
zonu, mensie piky patrili balastom a prvému izoméru semikarbazénu. Oxidacia po
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dobu 10 minut 3% peroxidom vodika vykazuje uz mensie rozdiely medzi vySkou piku
druhého izoméru semikarbazénu a amidrazénu. NavysSe piky na zaciatku analyzy su
o mnoho mensie. Najlepsie vysledky boli dosiahnuté oxidaciou parentnej latky BpdeT

v koncentracii (1mg/ml) s 3% peroxidom vodika po dobu 10 minut.

w
] 11,52(oxBp3)
400000
30000¢-
200000
: 6,7 (oxBp2)
] 5,2 (oxBp1)
100000‘ 2,3 3,2 23,8

fi
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Obrazok 8: HPLC analyza zmesi oxidacnych produktov pripravenych roznymi
sposobmi. Cierne piky: oxidacia 1% po dobu 5 mintt, ruzové piky: oxidacia 1% po
dobu 10 minut, modré piky: oxidacia 3% po dobu 5 minut, hnedé piky: oxidacia 3%
po dobu 10 minut

6.2.2 Chromatografické podmienky pre TLC izolaciu metabolitov

Pri vyvoji podmienok pre izoldciu metabolitov Bp4eT (semikarbazénu a amidrazénu)
bolo nasou snahou najst vhodné podmienky, ktoré umoznia ich oddelenie a izolaciu

v Cistom stave.

Podmienky pripravy oxida¢nej zmesi su uvedené v kapitole 6.2.1.
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Prvé analyzy vykazovali malo viditelné Skvrny pri pouZiti zasobného roztoku Bp4eT 1
mg/ml, preto sme sa rozhodli pouZit koncentrovanejsi pracovny roztok Bp4eT a teda 2

mg/ml.

Analyza na HPLC-UV a HPLC-MS poskytla cenné informacie o Cistote Skvrny, jej

retencnom Case a hmote v nej obsiahnute;.

Amidrazén (m/z 253) vykazoval na HPLC analyze (chromatografické podmienky viz kap.
6.2.1) pik s retenénym ¢asom v okoli 6,6 — 6,7 minut. Analyza semikarbazéonu (m/z 269)
na HPLC-MS potvrdila existenciu jeho dvoch izomérov, prvy sretenénym casom

priblizne 5,2 minat a druhy v ¢ase 11,5 minat (Obrazok 8).

Na HPLC-MS sme analyzovali skvrny zo zmesi benzin/acetén 2:1 (v/v). Analyza Skvrny s

Rf=0,17) ukazala pritomnost Cistej hmoty m/z 269, jej retencny c¢as bol 5,2 minuty
z ¢oho sa da usudit e ide o sty prvy izoméru semikarbazénu. Skvrna s R¢=0,11
obsahovala pritomnost oboch hmét: m/z 253 a m/z 269 a javi 3 piky s casmi 5,2; 6,2;
8,9. Pritomné su teda oba izoméry semikarbazénu a medzi nimi hladany amidrazén

hmoty m/z 253.

Pri pouziti mobilnej fazy pozostadvajicej zchloroformu, toluénu a triethylaminu

v pomere 8:8:1 (v/v/v) bolo pod UV svetlom detekovanych priblizne 5 $kvfn. Skvrna

s Rf= 0,31 obsahovala hmotu m/z 269, prislichajicu prvému izoméru semikarbazénu.
Retenény €as tejto $kvrny na HPLC bol 5,2 minut. Skvrna s R¢= 0,26 obsahovala uZ obe

Ziadané hmoty a piky v ¢ase 5,2; 6,5 a 9,0 minut.

Dalej bola testovana mobilna faza: benzin/ethylacetdt v pomere 2:1 (v/v) av tomto

pripade sa Skvrny drzali na Starte. Pri mobilnej faze benzin/ethylacetat/triethylamin

2:1:0,174 (v/v/v) Skvrny na zaciatku chromatogramu neboli rozdelené. V dalsich
analyzach sme sa snazili o minimalizadciu a pokial moZno vynechanie triethylaminu.

Mobilnd faza chloroform/tetrahydrofuran 20:1 (v/v) poskytla zretelne ohrani¢ené

$kvrny. Pod UV lampou sme viak videli Ze $kvrny st v inom poradi. Dalej sme vyskusali:

toluén/tetrahydrofuran _ 20:1  (v/v); chloroform/tetrahydrofuran _ 20:3  (v/v);

benzin/ethylacetat/triethylamin 1,5:1,5:0,174 (v/v/v); chloroform/toluén/triethylamin

v pomere 11:5:1 (v/v/v), ¢i zmes methanol/toluén/triethylamin v pomere 4:4:1 (v/v/v).
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Ani jedna z predchdadzajucich metéd neposkytla samostatnu Skvrnu s obsahom Cistého
amidrazénu. Preto sme sa vratili k analyze, kde bolo detekovanych najviac Skvrn:

chloroform/toluén/triethylamin v pomere 8:8:1 (v/v/v) a skusili sme pozmenit pomer

zloziek tak, aby mobilna faza obsahovala chloroform/toluén/triethylamin v pomere

4:4:1 (v/v/v). Vyssi pomer triethylaminu k ostatnym zlozkdm mobilnej fazy prispel
k lepsej separacii sSkvin. Pri pouZiti tejto mobilnej fazy sa nam podarilo izolovat Cisty
amidrazoén na spodnej Casti Stvrtej skvrny s retenénym faktorom R; = 0,32 a zaroven
aj Cisty prvy izomér semikarbazénu s retencnym faktorom R; = 0,39 a druhy izomér

semikarbazonu s rentenénym faktorom R¢= 0,42 (Obrdzok 9).

o O
© @ oXBp3

o0xBpl
C:::ﬁ oxBp2

| | |
BpdeT oxBpdeT slepy vz

Obrazok 9: TLC analyza Bp4eT, zmesi po oxidacii Bp4eT a slepej vzorky.
Chromatografické podmienky: chloroform/toluén/triethylamin v pomere 4:4:1
(v/v/v). Retencné faktory: amidrazon (oxBp2): 0,32; prvy izomér semikarbazénu

(oxBp1): 0,39; druhy izomér semikarbazénu (oxBp3): 0,42
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6.2.3 Priprava chemickych standardov oxidacie a identifikacia oxida¢nych
produktov Bp4eT

Cielom bolo ziskanie Standardov oxiddcie Bp4eT semikarbazénu a amidrazéonu v takom

mnoZstve, aby bolo moZné previest ich charakterizaciu pomocou NMR a IC spektier.

Pre pripravu Standardov bola pouZzitd TLC chromatografiu vo velkom formate na skle-
nenej doske. Podmienky oxidacie si uvedené v kapitole 6.2.1. Optimalne zloZzenie mo-
bilnej fazy bolo chloroform/toluén/triethylamin v pomere 4:4:1 (v/v/v). Vysledkom boli
oddelené pasy, z ktorych sme na zdklade predchadzajlcej separacie zoskrabali spodnu

Cast pasu s retencnym faktorom 0,68, pas s retenénym faktorom 0,78 cm a 0,84 cm.

Takto ziskané chemické $tandardy boli predmetom identifikdcie pomocou NMR a IC

spektier.

NMR alC spektra chemickych $tandardov oxida¢nych produktov semikarbazénu

a amidrazénu odpovedali ndvrhom na Strukturu ziskanych pomocou HPLC- MS analyzy.
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6.3 Opakovatel'nost SPE extrakcie pre izolaciu Bp4eT z plazmy

Vzorky biologického materidlu obsahuju mnozZstvo balastnych latok. Pred HPLC analy-
zou je nutné tieto balasty odstranit jednak preto, aby neinterferovali s pikmi analytov
ale taktiez aby neposkodzovali chromatograficky systém. Pre tento ucel bola pouzita

extrakcia na pevnej faze (SPE).

Opakovatelnost SPE extrakcie pre izolaciu BpdeT z prazdnej kraliej plazmy bola
overenad analyzou Siestich vzoriek plazmy obsahujicich Bp4eT (100 pg/ml) a vnutorny

Standard Dp4pT (50 pg/ml).

Tabulka uvddza plochy pod pikmi izomérov E aZ Bp4eT, plochu pod pikom Dp4pT
a pomer tychto dvoch udajov, pricom kazda hodnota pre danu vzorku roztoku je prie-

merom dvoch nastrekov.

E+Z Dp4pT E+Z/DpapT

1. 7 537 028,00 2 665 950,50 2,83

2. 7 923 836,00 2777 898,00 2,85

3. 7 986 778,00 2 782 160,50 2,87

4 8 848 647,50 3441 333,50 2,57

5. 8 877 818,00 2 366 001,00 3,75

6 8963 466,50 2 822 497,50 3,17
Priemer 8 356262,33 2 809 306,83 3,00
SD 612 832,19 351 689,14 0,41
RSD 7,33 12,52 13,69

Tabulka 1: plochy pod pikmi izomérov E a Z Bp4eT, plocha pod Dp4pT a ich vzajomny
pomer

Vysledné hodnoty relativnej smerodajnej odchylky su pre plochy pod izomérmi BpdeT
priblizne 7,3 %; pre Dp4pT 12,5 % a pre ich vzajomny pomer 13,7 %. Hodnoty neprevy-
Suju 15 % ¢im sa dokazuje opakovatelnost SPE extrakcie pre izolaciu Bp4eT z plazmy

metddou popisanou v kapitole 5.6.
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7 ZAVER

V mojej diplomovej préci je popisany vyvoj chromatografickych podmienok pre separa-
ciu Bp4deT a jeho hlavnych metabolitov. Jednotlivé kapitoly sa venuju vyberu vnutor-
ného Standardu adalej priprave aizoldcii Standardov metabolitov Struktury
amidrazénu a semikarbazénu. Nakoniec je popisany test opakovatelnosti SPE extrakcie

pre BpdeT z plazmy.

Za optimalne podmienky HPLC analyzy sme zvolili ako stacionarnu fazu kolénu
s reverznou fdzou Discovery® HS C18 (75X 4,6 mm, 3um) Phenomenex, USA ,
a mobilnu fazu zlozenia mravenc¢an aménny (2 mmol/l): zmes acetonitril/methanol
(1:1) 43:57 (v/v) bez Gpravy pH. Prietok mobilnej fazy bol 0,3 ml/min. Detektorom bola

UV lampa s DAD. Odozva detektoru bola zaznamenana pri vinovej dizke 319 nm.

Za vnutorny Standard sme zvolili Dp4pT pretoze jeho elucny Cas je prave medzi pikmi

izomérov Bp4eT.

Daldim experimentom boli pripravené $tandardy metabolitov Bp4eT ato zataZenim
parentnej latky 3% peroxidom vodika po dobu 10 minut. Na separaciu oxidacnych pro-
duktov bola pouzitd TLC sklenena doska Uniplate Silicagel GF (20cm X 20cm), Analtech,
Newark, USA, pokryta silikagélom amobilnd fdzu vzlozeni chloro-

form/toluén/triethylamin v pomere 4:4:1 (v/v/v).

Chemicku Struktidru separovanych produktov sme potvrdili pomocou HPLC-MS analyzy.

lonizacia bola prevedena elektrosprejom (ESI) a detektorom bola idénova pasca.

Po izolacii bola $truktira metabolitov findlne charakterizovana pomocou NMR a IC

spektier.

V zavere bola potvrdend opakovatelnost SPE extrakcie pre izolaciu Bp4eT z plazmy.
Vysledky mojej analyzy prispeli k analytickej charakteristike a dékladnému preskima-

niu zli€eniny Bp4eT a jej oxidacnych metabolitov.
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Skolitel: PharmDr. Petra Kovafikova, PhD.

Nazov diplomové prace: Bioanalytické hodnotenie novych potencialnych lieciv

odvodenych od thiosemikarbazénu II.

Maligné neoplazmy (rakovina) su v sucasnosti Stvrtou najcastejSou pri¢inou Umrtia.
Preto terapia a najdenie vhodnej lieCby pritahuje pozornost vedcov po celom svete.
Nové potencialne lieCivo, 2-benzoylpyridin-4-ethyl-3-thiosemikarbazén (Bp4eT), vyvi-
nuté prof. Richardsonom (University of Sydney, Austrdlia), bolo uréené ako veduca
Struktura 2-benzoylthiosemikarbazdnovej série. Tieto zlU¢eniny, zndme ako cheldtory
Zeleza boli vyvinuté pre lieCbu metabolickej poruchy pretazenia Zelezom. Len nedavne
vyskumy poukazali na ich antiproliferativne vlastnosti a vysoko selektivny mechaniz-

mus ucinku v terapii malignich neoplazmov.

Pocas tejto studie boli vyvinuté optimalne podmienky pre HPLC-UV a HPLC-MS analyzu
Bp4eT ajeho rozkladnych produktov. Di(2-pyridilketon)-4-fenyl-3-thiosemikarbazén
(Dp4pT) bol navrhnuty ako vnutorny Standard.

Predchadzajuce sStudie, pocas ktorych bol BpdeT inkubovany s potkanimi a ludskymi
mikrozomalnymi frakciami pecene, potvrdili metabolizmus oxida¢nou cestou a deteko-
vali dva produkty prvej faze metabolizmu. Analyza na HPLC-MS ukazala Ze oba meta-
bolity su produktmi oxidacie thiokarbonylovej skupiny. Prvy metabolit, identifikovany
ako 2-benzoylpyridin-4-ethyl-3-semikarbazén, ma hmotu m/z 269 a vyskytuje sa vo
forme dvoch E/Z izoméroch, druhy metabolit, N3—ethyI—N1—[fenyl(pyridin—2—
yl)methylen]-formamidrazénu, ma hmotu m/z 253. Nasim dalsim cieflom bolo izolovat
a pripravit chemické Standardy prave tychto dvoch metabolitov. lzoldcia bola

prevedend na TLC. Ich identita bola potvrdena pomocou NMR a IC spektier.
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Nakoniec bola overené opakovatelnost SPE extrakcie pre Bp4eT a vnutorného Stan-

dardu z plazmy.
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Title of diploma thesis: Bioanalytical evaluation of new potential agents derived from

thiosemicarbazone Il.

Nowadays, malignant neoplasms (cancer) are listed as the 4th most frequent cause of
death. Therefore, its successful therapy and proper drug treatment attract scientific
attention all over the world. New potent anticancer agent, 2-benzoylpiridine-4-ethyl-3-
thiosemicarbazone (Bp4eT), developed by Prof. D. Richardson (University of Sydney,
Australia) was identified as aleading compound of the 2-benzoylpiridine
thiosemicarbazone series. These compounds, known as iron chelators, were originally
developed to treat metabolic iron overload but recent investigations revealed their
antiproliferative properties and highly selective mechanism of action in the therapy of

malignant neoplasms.

In this study optimal conditions for HPLC-MS analysis of Bp4eT and its degradation
products were developed. Also, di(2-pyridilketone)-4-phenyl-3-thiosemikarbazone

(Dp4pT) was chosen as an internal standard.

Previous studies, during which Bp4eT was incubated with rat and human liver
microsomal fractions, confirmed oxidative way of metabolism and revealed two
phase | metabolites. HPLC-MS analysis detected that both of them resulted from the
oxidation of  thiocarbonyl group. First metabolite, identified as
2-benzoylpyridin-4-ethyl-3-semikarbazone, has the mass of 269 m/z and is present in

the form of two E/Z isomers, while the second, N*-ethyl-N'-[fenyl(pyridin-2-
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yl)methylen]-formamidrazne, has the mass of 253 m/z. Our further goal was to
prepare chemical standards of these metabolites. Isolation of the chemical standards
was performed by TLC. Their identification was confirmed using the NMR and IR

spectra.

Finally, the reproductibility of the SPE extraction of Bp4eT and internal standard from

plasma was confirmed.
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