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Pouzité zkratky

AUC — area under the curve, plocha pogkou

DFO - desferrioxamin

EDTA — ethylendiaminetetraacetic acid, disodiiégseliny ethylendiamintetraocto-
vé

f — flow, pritok

HPLC — high performance liquid chromatography,ok@mXtinna kapalinovi chroma-
tografie

i.v. - intravenézni

LLE - liquid-liquid extraction, extrakce kapalikapalina

MS — mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie

MS" — tandemova hmotnostni spektrometrie, kde n&epmagmentaci
NMR — nukledrni magnetick& rezonance

ot./min — otéky za minutu

PBS — phosphate buffered saline, fosfatem pufrp¥ariologicky roztok

PC — personal computer, osobnéipa:

PEG — polyethylen-glykol

SIM — selective ion monitoring, selektivni sledovéont

SPE - solid phase extraction, extrakce na pewié fa

SRM - selective reaction monitoring, selektivrdrzam reakce

t'r — redukovany retemi ¢as

tw — mrtvycas kolony

tr — reteni cas

UV-Vis — ultraviolet-visible, spektroskopie ve wielné a ultrafialové oblasti
VR — retegni objem



Uvod

Vysoko&inna kapalinova chromatografie (HPLC) je modernbamatograficka meto-
da, kterd v poslednich letech nabyvéa v oblastiyaydkciv na dilezitosti. Jeji vyuZziti zahrnu-
je kvalitativni i kvantitativni stanoveni, studiustability I&iv i analyzu I€iv a metabolib v
biologickém materialu.
detekni techniky vhodné pro spojeni se sepainai technikami. Jeji vyhoda je selektivni
detekce analyt na z&klad pomeru jejich molekulové hmotnosti a ndboje. Diky MSabBaze
Ize provadt jak kvantitativni hodnoceni tak i ziskat infornea@ chemické strukia sledova-
nych analyl ve vzorku i s velmi nizkym obsahem analyzovanytaK.

Spojeni HPLC/MS pét mezi nejpouziva®si instrumentélni analytické metody, které
Ize vyuZit gi analyze vzork z farmakokinetickych studiichd&. Jeho vyhoda jefpdevsim,
selektivita, citlivost ale i nizka speba rozpougtlel a analyzovaného vzorku.

| ptes velky pokrok v protinadorové terapii stale axestcelarada nadorovych one-
mocreni, ktera jsou vicei meérg resistentni na konveéni terapii. Proto je zapitgbi vyvijet
nova I&€iva, ktera by byla €&nnd wic¢i dosud Spath IéCitelnym onemoceénim. Jeden
Z moznych pistupi je nalezeni l&v s novym mechanismentiaku. Pra¥ takovou skupinou
jsou chlelatory Zeleza ze skupiny thiosemikarb&zdedna se o lipofilni latky, které po pro-
niknuti do buiky vaZou ionty Zeleza;imZ zamezuji jejimu mnoZeni. Dp44mT je latka, ktera
je vysledkem systematického vyzkumu a vyvoje cheldkeleza jako novych protinadoro-
vych |&iv, ktery probihd na University of Sydney (vyzkumsiéupina prof. Richardsona).
Tato latka svym unikatnim mechanismefisgbeni na nadorovou tk&ykazuje selektivni
toxicitu na butky neoplasmat.

Zatim vSak chybi data ohletimosudu tohoto kva v organismu. Informace o jeho
metabolismu nebo eliminaci jsourgaineétem intenzivniho vyzkumu. Spojeni HPLC/MS
umoziuje detekovat a identifikovat hlavni metabolity atd I&iva jakoZ i provadt citlivé a
selektivni stanoveni parentni latky a jejich meliabos biologickém materialu. Po pilotnich
in vitro ain vivo experimentech byly objeveny dva metabolity I. fAzeméré d& se pedpo-
kladat, gitomnost dalSich produktmetabolismu vizném biologickém materidlu. Kram
toho nejsou dostupné informace o profilu plasmatibkkoncentraci této latky, jakoz i data o

zpasobu jeji eliminace.



Teoretickd cast

1. Vysokou ¢inna kapalinova chromatografie

Vysoko&inna kapalinova chromatografie (high performancgeid chromatography,
HPLC) je chromatograficka sepdrd metoda a jako takova je zaloZena ienych rozdlo-
vacich koeficientech anafyt To se projevuje rozdilnou afinitou analyzovanyidiek
k mobilni a stacionarni fazi. Tim dochazi k mnotsmtiému ustalovani rovnovahy mezi
dvéma vzajemn nemisitelnymi fazemi. Kazdy analyt v zavislosti pavaze stacionarni a
mobilni faze a vlastni polagije pak vymyvan rozdilnou rychlosti [1].

Historicky se HPLC vyvinula ze sloupcové kapali@amhromatografie. Kolony napl-
néné sorbentem s velikostastic 100 — 200 um nebo vice, kde mobilni fazelpatkolonou
jen diky graviténi sile a eluat je nutno sbirat po frakcich, vSekphuji naroky na moderni
chemickou analyzu,ipdevsim s ohledem n&idnost a rychlost separace. P&ad rozvoj
laboratorni techniky v8ak umoznil zvySeni efekyiviéto metody. Konstrukce vysokotlakych
pump, davkovacich systémrozsfeni palety pevnych fazi o vysoce selektivni sorbaky i
velmi &inné a selektivni detéki techniky umoznili HPLC splnit vysoké naroky naderni

analytickou techniku s Sirokym Skalou moznych agtil2].

1.1 Schéma kapalinového chromatografu

e

Nejdalezit¢jSi sokasti HPLC je kolona, na které probiha vlastni ssgarDalSimi kompo-
nentami jsowerpadla, degasser, davkovaci systém (sampler)n&eyoprostor a detektor.
Mobilni faze se nachazi ¥igruzeném zasobniku [3].

Schematické zndza¥ni je vyobrazeno na obr. 1.1.



Pumpa|Pumpa

Obr. 1.1: Schéma HPLC: A, B — zasobnik mobilni fdze autosampler, 2 — kolona, 3 - de-
tektor, 4 — poitat, 5 — odpad [3]

1.1.1. Vysokotlakécerpadlo a degasser

Cerpadlo nasava mobilni fazi ze zasobnikespfiltr, aby bylo zamezeno moznému
poskozeni kolony mechanickymi distotami z rozpoustlla. Cerpadlo pumpuje mobilni fazi
pod tlakem tak, aby bylo moZnéeghkonat odpor kolony, ktery je niémo unerny velikosti
¢astic sorbentu.idd vstupem dderpadla musi byt rozpousiio zbaveno plyé. Mobilni faze
muze byt odplygna pisobeni ultrazvukwi probublanim rozpoudtlla heliem. Vhod§Si a
bézngjSi je vSak pouziti jemného filtru, ktery je zapojed viastni pumpu [3].

Pumpa je tviiena pistem a komorou, ktera jeésrena teflonovou chlopni. émito
chloprémi prochazi &lo pistu. Chlop# na vstupni stranpumpy zamezuje Zmému toku
rozpoustdla do zasobniku. Chloppena vystupu umatuje udrzet tlak v chromatografuip
nasavani dgerpadla. Pist musi byt vyroben z materialu, ktetgléd dlouhodobémutsobeni
mobilni faze, kterg&asto obsahuje vysoké koncentrace soliai@aemmit, pokud to dovoli mate-
ridl kolony, extremni pH. Proto jsou daftji pisty vyralEny z berylového skla (safirovy
pist). Aby se zamezilo vykywn tlaku (tzv. pulzovéni), zapojuji se parateth protichidné
cerpaci hlavy a vytkaji mobilni fazi do tlumie pulai, ktery se i zvySeni tlaku roztahne a

naopak pi jeho snizeni sy pramér zmensi [3].



Vice paralela zapojenychterpadel umoiuje miseni mobilni fazesre pred vstupem

na kolonu v libovolném po#nu.

1.1.2. Autosampler

Idedlni autosampler je pivacove fizené z&zeni, které umailje presré davkovat a
nastikovat vzorek na kolonu, aniz by se vyragrzmenil tlak. K tomu se fiblizuji moderni
autosamplery, kde setem nadiku vzorku na kolonu jehlou proud mobilni faze aatkl do

premosujici vétve a po nasiku se ot vrati vSe do fivodni pozice [3].

1.1.3. Chromatograficka kolona

Stacionarni fazeipHPLC je umistna v kratkém a tenkém valci z kvalitni oceli, plas-
tu, piipadre skla, a je zde uzésna fritami. NejbznejSi kolony maji nasledujici roziry dél-
ka 5 — 25 cm, vnihi pamér negastji — 3, 4, 4.6 mm. Kolona je nagina bul’ velmi jemny-
mi ¢ast&ékami stacionarni faze (1.5-5 pmipéru) nebo tak zvanym monolitem, coz je kom-
paktni jednolita trojrozRrna porézni struktura tvena z materidlu stacionarni faze. Zfiku
byl pouzivan térer vyhradre cisty silikagel, ktery ma vSak mnoho nevyhod, ihajg omeze-
no pH, [ kterém ntize byt analyza provedena, na hodnoty 2-8 nebo mdsd pro analyzu
lipofilnich latek. Proto doslo v fbéhu let k roz&eni spektra sorbeit které v gkterych
ohledech samotny silikagetqaki. Tak se dnes, vice nedvodni silikagel, pouziva alkylova-
ny silikagel, pop. je na hydroxyly silikagelu napojen uhlovodikasgizec s éznymi funk-
nimi skupinami, aminokyselinami, alkylaryly, atpale se vyuziva slaenin hliniku, zirkonu,
titanu nebotznych forem uhliku. DalSi moznosti je pouZiti stadérnich fazi z polymernich
materiati vzniklych nap.: kopolymeraci styrenu a divinyloenzenu nebo mamgv a divi-
nylmethakrylatu, etc. [4] Charaktegkierych stacionarnich fazi umafe i separaci enanti-
omef.

Protoze selektivita separace a jeji rychlost jivogna teplotou, je id HPLC kolona

uloZena v termostatu, ktery zajie udrzovani teploty na nastavené hodihsL



1.1.4. Detektor

Po nadfiknuti vzorku na kolonu dochazi k separaci anal@ddilené analyty jsou
unaseny mobilni fazi do detektoru. Vysokimina kapalinova chromatografie klade na detek-
tory vysoké naroky:

» Citlivost — (ng/ml - pg/ml)

* Reprodukovatelnost a linearita odezvy

» Nezavislost odezvy na zme slozeni mobilni fazefpgradientové eluci
» Univerzalnost — detekuje vSechny poZadované slozky

Tyto pozadavky splije rekolik typt detektof a proto, v zavislosti na povaze analyt
Ize vyuzit napiklad UV-Vis, fluorometricke, elektrochemické netedraktometrické deteki
techniky. V moderni analyze se stékestji vyuziva spojeni s hmotnostnim spektrometrem.
Z detektoru jsou data odvé&th do pipojeného PC, kde jsou dale zpracovavana a vyhadnoc

vana softwarem [3].

1.2 Mobilni faze

Pro analyzu polarnich analyize vyuzit tzv. normalniho modu, kdy stacionaéxifje
silikagel a mobilni fazi jsotiasto pomdrné nepolarni rozpoustla, jako je hexan, chloroform,
diethylether, ale i acetonitril nebo methanol &jegnesi.

P pouziti tzv. reverzni faze, kdy stacionarni fggenepolarni, je néastjSi pouziti
vodnych roztok mirné polarnich organickych rozpowgdel jako mobilni faze. dmito roz-
poustdly jsou pak v praxtasto methanol, acetonitril nebo tetrahydrofuran. $&paraci latek
kyselych, bazickych nebo nidklad latek nesoucich naboj gasto pidavaji vodné roztoky
soli, slabych kyselin, bazi nebo pufr pro udrZzemigaovaného pH a Upravu miry ionizace
analyti [5].

Pro separaci komplikovanych 8si je mozno pouzit gradientovou eluci. To znamena,
Ze je v pibéhu analyzy plynule gnéna koncentrace nepolarni slozky nebo pH mobilng.faz

Tim je mozné zkratit dobu takovéto analyzy a zlepsirost pik nebo miru rozéleni latek.
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1.3Vybrané zakladni chromatografické parametry

Pri identifikaci analytu separovaného na chromatagkaf koloré je nezbytné znat
retertni ¢as nebo retémi objem. Retetni ¢as je definovan jako doba od ridiai na kolonu

po maximum daného piku. Retain objem |ze vypéitat podle vzorce (1)

Vr=tgr. T, (1)

kdeVr je reterni objem tr je reterdni cas af je objemova rychlost ptoku mobilni faze.

Mrtvy ¢as kolony je doba, od n&&u latky, kterd neni zadrzovana stacionarni faai,
kolonu do okamziku detekce maximalni koncentratee l&ky. Tuto vekinu je mozné pouzit
k vypaitu redukovaného reténihocasu, podle vzorce (2):

t’R=tR-tM, (2)

kdet'r je redukovany retémi ¢as,trje retegni ¢as analytu dy je mrtvy¢as kolony. Redu-
kovany retenni ¢as je doba, kterou stravi analyt adsorpci na staon fazi.[1]

Pro kvantifikaci analytu jetdezité znat plochu pod pikem (AUC — area underctire
ve). Dnes jsou jiz vSechny softwary vybaveny ngstnopro pd@itacovou integraci.

Pro identifikaci analyzované latky lze postupotedt, Ze se porovnaji reté&m charak-
teristiky standanll a analyt m¢fenych za danych chromatografickych podminek. tsjj-
Sim postupem identifikace analytu je ale metodadstadniho gidavku, kdy je do zanalyzo-
vaného vzorku fidan standard latky a pak je provedena druha aaalypkud se jedna o
identickou latku, bude mit shodné fyzik&lchemické vlastnosti, tzn. bude na kalatykazo-
vat stejné chovani. Z toho vyplyva, ze by sdanvyrazré z\etSit plocha pod kvkou.

Pouha shoda retémiho ¢casu za danych chromatografickych podminek nenikoaru
Ze se jedna o jednu latku. Proto je nutné prokaeahedochazi k separadivodniho analytu
a pidaného standardu ani po vyraznééminchromatografickych podminek. | ¥ipact stej-
ného chovani na kolérje vhodné pouzit i jinou analytickou metodu, ktbyaumoznila ziskat

.....

11



2. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je metoda pouZivanaékeni pondru hmotnosti a p&u
naboji analyti viontové podob (a’ uz kladnych nebo zapornych) v plynném skupenstvi
(m/32. Tyto ionty se tvéi v iontovém zdroji nabitim elektrickym nabojem.|B§sou tyto ionty
urychlovany, tidény v analyzatoru a detekovany v detektoru. Z detekfsou informace ie-
vadny do PC, kde jsou vyhodnocovany (Obr. 2.1). Vystupformace jsou jak kvalitativni
povahy (molekulovd hmotnost, informace o striktm pozorovanych fragmentovych it
tak kvantitativni (AUC). Hmotnostni spektrometnpmoskytuje vysokou citlivost detekce idnt

a tak Ize detekovat i stopova mnozstvi anig{piko az femtomoly) [6].

BPC
|
I—I deteldtor

[

| alccelerator

zdroj ionti

l—l ionti |—|

analvzator

Obr. 2.1: Schéma hmotnostniho spektrometru[3]

2.1 Odstrareni rozpousédla a iontovy zdroj

Pii HPLC/MS je nezbytné odstranittginu mobilni faze vychazejici z kolony tak, aby
nedoSlo k zahlceni analyzatoru a detektoru. Molfimé miize byt odstragna rekolika raz-
nymi zpisoby. Je mozné odkloniiast proudu eludtu z HPLC a pouZésti dovolit, aby
vstoupila do analyzatoru. Toto je vSak mozné paag@edpokladu, Ze koncentrace analytu
je dostaten¢ vysoka, aby bylo mozné ho ve zlomku objemu (a tedy zlomkovém mnoz-
stvi) detekovat. Druhou moZznosti je vyuzit snizenidiku, zvySené teploty nebo elektrického
nageti [3][7].

Aby mohl byt eluat analyzovan v hmotnostnim spakitru, je nutnéigvést neutrél-
ni molekuly na nabité molekularni ionty. @§ohi ionizace analyi existuje cel&ada. StarSi
metody vyZzadovali k ionizaci pouziti vakua, modgsha SetrtjSi metody vSak probihaji za
(tzv. mekké) ioniza&ni techniky — ionizace elektrosprejem (ESI) a cludsiionizace za atmo-
sférického tlaku (APCI) [8][7].
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2.1.1. lonizace elektrosprejem (electrospray ionizatio8))E

Elektrosprej je moderni ionizai technika vyuzivajici k odpeni rozpougidla a tvor-
b¢ ionti za atmosférického tlaku proudu plynu a elektrickéhgti. P pouZiti této techniky
témet nedochézi k fragmentaci, a protoradi mezi tzv. rskké ioniza&ni techniky.

Analyzovany vzorek je fiveden do kovové kapilary, na kterou je vlioZzendieieké
napsti v fadu jednotek kilovoit. Pomoci proudu inertniho plynu dochazi k rozprasealy-
zovaného roztoku na velice drobné kapénky, kterévéan povrchu nesou naboj. Jak se po-
stupré rozpoustdlo odpduje (diky proudu dusiku, ktery jgipadén do odp#ovaci komory),
dochéazi k zahu®vani naboje na povrchu kapénky. \item bod prevazuji odpudivé sily
¢astic nesoucich naboj naditpzlivymi silami molekul rozpoustla a dojde k rozpadu této
kapénky. Tento proces se opakuje az do Uplnéhorexipeozpousdla, takze zbude jen sa-
mostatny ion analytu, ktery je daléyaden do akceleratoru a analyzatoru [7].

2.1.2. Chemicka ionizace za atmosférického tlaku ( atmerspipressure chemical

ionisation, APCI)

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APEIYalSi ionizéni metodou vhod-
nou pro pouziti v analyzed&. Nicmért je nutné peitat s tim, Ze APCI nelze pouzit u termo-
labilnich analyi.

Pi spojeni s HPLC je eluattipeden do rozpraSove, ktery pomoci inertniho plynu
rozptyli analyzovany roztok do jemného aerosoluogel je vstikovan do vyliivané komory
(cca 400°C), kde dochazi k desolvataci. V iofidekomde je gitomny zdroj elektrického
koronalniho vyboje . Vifitomnosti reakniho plynu (dusik nebo vzduch) dochagiikpntaktu

s elektrony k tvor® primarnich ioni nasledujicimi reakcemi:

N, + e— N2+ + 2e
N2+ +2Nb — N4+ + N,

Tyto primarni ionty dale koliduji s volnymi molelami odpaeného rozpouétla, coz

v piipadt vody vede k nasledujicim reakcim:

N4+ + H,0O — H20+ + 2Nb
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H,O" + H,O — H;0" + OH
H3O" + H20 + Np = H(H0)" + N,
H(H20)n1" + H,O + No —» H(H20)," + N,

Molekuly analytu se srazi s takto vzniklymi sekamdmi ionty. Tim dochazi k nabiti
molekul a vzniku iont. Tato ionizé&ni technika je velicedinna a pordrné Setrna, protozeip
dochazi jen k minimalni fragmentaci [9][7].

2.2 Analyzator

Srdcem hmotnostniho spektrometru je pramalyzator. Jeho funkci je co rieprejSi
selekce iont podle pomdru m/za nasledné umo#ni prichodu vybranych iofitdo detektoru.
Na pomezi iontovy zdroj - analyzator dochaziiésonu ioni z oblasti s atmosférickym tla-
kem docasti s vysokym vakuem. Mezi vystupem z iontovehmjeda vstupem do analyzato-
ru je soustava elektromagnetickyétxek, které usrérnuji ionty do jemného paprsku (obr.
1.3) [3].

lonizing Inkerface

e - Focusing Lens -
Repeller @ 9 -
Plakbe =

| —— - i
. % ®®®®®®®®®
_+ ++ ++ ++ ;

Draw out Plate
Mass SpechrometerEraciated Sour: - Enrance Lens

: | Neoo ]

Power Supply DCIRF
Signal source

Obr. 1.3 Zaogbvacicocka (focusing lens) [3]
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Po separaci iofitv analyzatoru dochazi k detekci. BgejSi zpisob detekce je pouzi-
ti detekniho rohu. Po narazu molekularniho iontu na podetektoru dochazi k emisi elek-
trond, které dale narazi do povrchu detektoru a sgpuavinovou emisi sekundarnich elek-

trond, které jsou nakonec zaznamenavansitadem [3].

2.2.1. Kvadrupdl

Historicky prvnim typem analyzatoru pouzivanym RIC/MS byl kvadrupdl. Viastni
kvadrupdl se sestava #gyit cylindrickych kovovych tyi uchycenych ve dvou keramickych
drzacich takovym zZisobem, Ze kazda z protilehlychtityezi na jednom z ramen hyperboly.
Na dw protilehlé tye je frivedeno nagti vyjadrené jako +(U+Vcosdt)), kde U je stejno-
smérné napti a Vcospt) je nagti stidavé a na druhém paructyje nagti -(U+Vcos(t)).
Podle frekvence n&fi vlozeného na kvadrupdl je trajektorie ibntsneérnéna do trojroznir-
né sinusoidy a podle pamu m/z bud’to ionty projdou analyzatorem a &fuji k detektoru
nebo s analyzatorem koliduji, ztraci naboj, a teahopnost pohybovat se v elektromagnetic-
kém poli a nelze je jiz detekovat [3][10] (obr.1.4)

Detector

resonant ion

|
| dc and ac voltages

Obr. 1.4: Schéma kvadrupodlového analyzatoru [11]

Kvadrupdly Ize zapojit i sérigva vytvdit tak nagiklad tzv. trojity kvadrupdl, ktery

slouzi k provadni tandemovych MS analyz. V tomtdipact prvni kvadrupdl funguje jako
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hmotnostni filtr a druhy jako kolizni cela, kde #azi ke kolizi iont s inertnim plynem, a
jejich fragmentaci. feti kvadrupdl pak, odvadi ionty specifickych hmatiqresp. porru
m/2 do detektoru (viz 2.3.3andemova hmotnostni spektrometrie a jeji zazfizln)

2.2.2. lontova past

lontova past je analyzator s 10 az 100 nasaolyssi citlivosti nez kvadrupdl a proto
ziskava mezi analytiky na obdibJeji velkou vyhodou je moZnost pro¥atS" experimenty.

lontova past se sklada z dvou hyperbolickych etekfa jedné prstencové elektrody
taktéz s hyperbolickym pfezem, na které je vlioZzeno jak stejnésmé, tak stidavé napti o
velmi vysoké frekvenci. V iontovém zdroji vznikl®nty jsou pivedeny do iontové pasti
otvorem ve vstupni elektrédV prostoru mezi elektrodami jsou vhodnym elektagmetic-
kym polem udrzovany widimensionalnim sférickém stabilnim orbitu. Venysonty vypu-
zeny skrz otvor ve vystupni elektkododle vzfistajici hmotnosti se vistajicim naptim na
prstencove elektrada jsou smfovany do detektoru [12]. (obr. 1.5)

KdyzZ je ion zachycen v iontové pasti je mozné fidgvnym zdrojem elektragnrozbit
na specifické fragmenty, které mohou pomadacigtentifikaci analyzovaného iontu [3].

1_?;&'\*7 /)

Obr. 1.5: Schéma iontové pasti [13]

2.2.3. Analyzator doby letu

Pro analyzu &Sich molekul, jako jsou néilad peptidy a proteiny, se nejlépe hodi

pouziti analyzatoru doby letu (time of flight angdyor). Po ionizaci molekuly a potehodu
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zamerovaci ¢ockou se sleduj&as, za ktery dorazi iont k detektoru. Ten je zgvish m/z
Mensi molekuly maji vy3si rychlost ne? molekultsi. Rychlost se pohybuje okolo 2710
m/s [3].

2.2.4. lontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transiaci

Velice pesna mifeni m/zlze provadt na analyzatoru vyuzivajici iontovou cyklotro-
novou rezonanci s Fourierovou transformaci (roalige 10). lonty z iontového zdroje jsou
piivedeny do iontové pasti, kteréa je pod velmi vysokyakuem (18° — 10* mbar). Cela je
vyrobena ze supravad, takZze fi teplotach blizicich se absolutni nule (chlazekiutym
heliem a dusikem) vykazuje velice velkou magnetickalukci (l&zn¢ 4.7 — 13 T). B styku
s takto silnym magnetickym polem setza ion misobenim Lorentzovy sily pohybovat po
kruhové trajektorii s frekvenci zavislou na jehwz Pisobenim kratkého impulzu vyso-
kofrekvertniho nagti privedeného na excitai desky cely dojde k excitaci iontu a ki&eni
poloméru kruhu, po kterém se ion pohybuM/z urcuje, @i jaké frekvenci k této excitaci do-
jde. Kdyz se zrni frekvence, ktera ion excitovala, dojde k naviantu na fivodni trajekto-

rii a excituji setéstice s jinynm/z[14].

2.3 Detekéni mody

2.3.1. Sken celého spektra (Full Scan)

Sken celého spektra je jednou z moznosti je zagnawat vSechny ionty vzniklé ioni-
zaci v pozadovanémm/z rozmezi. Mnozstvi zaznamenanych komponent vSak kedizsi
citlivosti a velkému Sumu na zakladni linii a praoteni tento moéd vhodny pro kvantitativni

analyzu.
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2.3.2. Sken vybraného iontu (SIM - selective ion monitrin

Pri selektivnim sledovani iontu (SIM) je monitorov@den (nebo &kolik) vybrany
ion o m/zmisto celého hmotnostniho spektra. To uigZ skenovat vybrané/z mnohokrat
za sekundu, a tim zvysit citlivost detekce (ops&gnu celého spektra) [3].

2.3.3. Tandemova hmotnostni spektrometrie a jeji zaznam

Nekdy pro identifikaci iontu nepostaje znat retetni ¢as a molekulovou hmotnost,
neba’ vybrany iont nemusime byt schopni v komplikovamés zachytit. V takovémijpact
Ize pouzit HPLC/MS experiment (kden je paset fragmentaci). Kolizni fragmentace j&,d
kdy se ionty po srazce &kym atomem (nap argon, xenon) nebo po dodani dostiaédo
mnoZstvi energie &i a ztracicast své molekuly. To lze zaznamenakoiika zpisoby
v zavislosti na typu analyzatoru. Lze prostadken celého spektra nebo SIM ntskgch i
dceinych ionfti v riznych kombinacich:

e Sken celého spektra mikych i dcéinych ionfi = skenovaci mod neutralni ztraty

» Sken celého spektra me&kych/SIM dcénych ionti = skenovani prekurzorovych
ionta

* SIM matdskych/ sken celého spektra diogch ionti = skenovani produktovych iant

* SIM matdskych i dcénych ionfi = selektivni monitorovani reakce (SRM)

Obzvlast SRM lze vyuzit @ identifikaci analyti z velice komplexnich sési (biolo-
gicky materiél), aniz by bylo nezbytné je dokonalmvit balast. Fi tomto médu viasth

sledujeme pouze diirou hmotu, proto je p&tba znat, jak analyt fragmentuje [3].

3. Uprava vzork a biologického materialu

Pred vlastni analyzou vzorku biologického materidusystému HPLC/MS je nutné
odcklit analyty od balastnich latek, které by ruSikrsbveni nebo poskozovali kolonu, nébo
jenom malo tyf biologickych matric (naip likvor, slzy nebo pot) je mozné n&khout na

kolonu bez pedchozi Upravy.

18



3.1. Precipitacni deproteinace

Precipitace proteinje relativré levnou, jednoduchou a Siroce vyuzivanou technikou,
ktera zahrnuje fidani kyselin, soli nebo s vodou misitelnych orgkywch rozpou&del. Po
piidani, promichéani a odstEni Ize ¢iry supernatant rovnou nainout na kolonu nebo ho
Ize zakoncentrovat odfenim a rekonstituci pozadovanym objemem rozgdigt nejlépe
mobilni fadze. Tato metoda je navic rychla, avSakz@rku Zistavaji gitomné soli a &které

endogenni balasty, coZie vést ke sniZzeni selektivity analyzy [15][7].

3.2. Extrakce na pevné fazi

Podob® jako chromatografické metody, zaloZzené nangych afinitach analyt
k mobilni a stacionarni fazi, vyuziva metoda exteaka pevné fazi (solid phase extraction,
SPE) moznost adsorpce analytwaatice sorbentu a nasledné eluce vhodnym rozutias.
| zde Ize pouzit mnohaiznych typi pevnych fazi od normalni faze (silikagetep reverzni
(alkylové, arylaklyové, polyolove, amidoveé,...) pantové vynénné sorbenty. Tato metoda
vSak neni zcela vhodna pro hydrofilni analyty, &teeobsahuji vhodné aktivni misto pouZzi-
telné pro ionto¥ vymeénnou extrakci [7].

Kolonky pro SPE jsou n&stji polypropylenové duté cylindry s otvorem pro nane
seni vzorku a s otvorem pro odsttaneluatu. Jejich objemy se pohybuji od 1 do 25aml
mnoZstvi sorbentu se pohybuje od 25 mg do 10 g.aNaad sorbentem jsou malé frity s pory
20 um, které brani pohybu velky¢hstic do prostoru se sorbentem a sorbentél piolonky.
Na paatku je nutné sorbent aktivovat naséimim rozpougtdlem vhodné polarity. iPpouziti
reverzni faze to byva ngsgji methanol. Druhym krokem je ustaleni kolonky pemghnutim
vodnym pufrem. To je nezbytné, aby nedoSlo k pragpproteiri a k ucpani kolonky. -
tim krokem je naneseni vzorku a ods#rdrbalast promytim vodou nebo vhodnym pufrem .
Poslednim krokem je eluce analytu daejgji organickym rozpoustlem nap. methanolem.
Takto ziskany methanolicky roztok Ize zkoncentromggtuSenim a rekonstituci vhodnym roz-
poustdlem nebo je ho mozn&imo nastikovat na kolonu. Protoze na kolonkach s malymi
pory je vztlak tak velky, Ze gravitai sila jiz nesté pro piitok kapaliny sorbentem, pouziva
se tlakového gradientu (podtlakem na vystufasti kolonky nebo ffetlakem na jeji vstupni
Casti) [7].
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3.3. Extrakce kapalina-kapalina

Extrakce kapalina-kapalina (liquid-liquid extraxti LLE) je gima extrakce biologic-
kého materialu (nebo jeho vodné suspenze/rozto&s ¥bdou nemisitelného rozpatdia.
Pfi LLE dochazi k vytvéeni rovnovahy v distribuci do obou vz§jeimnemisitelnych fazi

v zavislosti na jejich polagit Tento vztah Ize vyjat Nerstovou rovnici (3):

Kd=Corg/Cvoda (3)

kdeky je rozélovaci koeficientcorg je koncentrace latky v organické viSta Cyodaj€
koncentrace ve vodné vrgtw praxi je vSak mnozstvi extrahované latky z&yvish podmin-
kach extrakce jako je teplota, pH vodné vrstvy npbimer extrahujici a extrahované kapaliny.
Proto Ize zefektivnit extrakci kyselych latek smiite pH vodné vrstvy (a naopak u latek ba-
zickych) a tim zvysit podil elektroneutralnich nmalé DalSi moznosti pro zlepSeni ¥ghosti
extrakce byva zuSeni mnozstvi extrahujiciho rozpatdda. Nicmenrt, lepsSi vyEznosti byva
obvykle dosazeno opakovanou extrakci.

Tato metoda neni univerzalni a Ize s ni jen velirko izolovat latky velmi polarni
nebo latky povrchayvaktivni [7][1].

4. Cheléatory Zeleza

4.1.Zelezo a nadorova onemoéni

Zelezo je mikronutrient, ktery je ¥lé sowasti mnoha metaloprotdina (Fastni se
fady Zivotrg dalezitych biochemickych u, jako napiklad: vazba a ignos kysliku, fenos
elektroni nebo katalyza syntézy DNA [15]. Nezastupiteln&fimZeleza pro Zivotndulezité
pochody probihajici Wle je dana pedevsim jeho fyzikabkichemickymi a chemickymi vlast-
nostmi, to je schopnosti tkib komplexy s mnoha organickymi ligandy a jeho negion po-
tencidlem mezi Fe(ferro) a F& (ferri), ktery je pi neutralnim pH +772 mV [17].

Podstatn&ast organického Zeleza je vazana v proteinecitastithemu. Tak je tomu

v pifipadt hemoglobinu a myoglobinu. Krairioho setast ionfi Zeleza vyskytuje v proteinech
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navazana na jejich fugiki skupiny aminokyselin obsahujici atomy siry, Kgsinebo dusiku.
Skladovaci formou Zeleza je jeho komplex s fereitm transportnim proteinem je pak
transferrin. Dvojmocna forma je charakteristick&® pemové Zelezo, zatim co skladovaci a
transportni forma je trojmocna. To jélezité protoze ferro forma se snadno hydrolyzuje a
tvoii biologicky neaktivni koordinmi sloweniny. Za normalnich okolnosti se pouze maly
podil celkového Zeleza v organismu se vyskytuj@wazané (volné, katalyticky aktivni) for-
mg [18].

Ribonukleotid-reduktaza je jednim z metaloenézykteré obsahuji Zelezo. Tento en-
zym katalyzujede novosyntézu deoxyribonukleotida tim se stava podstatnyttankem
v mnozeni bugk. MnoZeni buik a tedy i syntéza DNA probiha v nadorovychikéch
Vv porovnani s bitkami zdraveé tk&avyrazre rychleji [19]. Diky tomu maji rychle proliferujici
nadoroveé biiky zvySenou pdebu funkni ribonukleotid-reduktazy. Toho lze vyuZit v terap
nadorovych onemoeni snahou snizit dostupnost Zeleza pro tento erayim snizit jeho
produkci. Akoliv byly chelatory Zeleza prim&mavrhovany pro terapiirptizeni organizmu
Zelezem (iron overload diseases), jakorfidgd [3-thalasemie, byl u nich experimenigtmo-
kazan také protinarodovyiimek [20]. Antiproliferativni aktivita desferrioxamu (DFO), toho
¢asu nejvyuziva¥)Siho chelaténiho ¢inidla v medicig, neni vysoka, jelikoz I&l jeho zn&-
né hydrofili€ prostupuje do butk jen velmi omeze¥) coZ ovliviiuje schopnost DFO chelato-
vat intracelularni ionty Zeleza [21]. DalSi limitgaro praktické pouZiti této latky jako antine-
oplastika je jeho powmn¢ kratky elimin&ni polatas [22]. Proto bylo pééba hledat nové che-

latory, které by rdly v porovnani s DFO vyhodisi farmakokinetické parametry.

4.2.Chelatory thiosemikarbazonového typu

viv s

ionty Zeleza, pat derivaty heteroaryl-karbaldehyd-thiosemikarbazf#8].

Di-(2-pyridyl)keton-4,4-dimethyl-3-thiosemikarbazo(Dp44mT) (viz obr. 4.1) je
slowenina ktera vykazuje vitro i in vivo mnohonasobinvyssi antineoplastickou aktivitu
nez desferrioxamin, coZ bylo potvrzeno experimejatig,na 28 liniich nddorovych bk in
vitro [24], takin vivo s vyuZitim mySi s murinnim karcinomem plic, aleysi, kterym byly
implantovany humanni nadorové tk§25]. Bylo také prokazano, ze Dp44mT m#ASY vliv
na tast rakovinnych bugk nez nadist normalnich fibriblast a to vic nez osmsetkrat @¢&=
0,03 uM/ >25 uM) [25].
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4.3.Analyzované latky

Pracovni ndzev: Dp44mT
Chemicky nazev: Di-(2-pyridyl)keton-4,4-dimethyltBiosemikarbazon
Chemicka struktura:

Obr. 4.1 Chemicka struktura Dp44mT

Sumarni vzorec: GH1sNsS

Relativni molekulova hmotnost: 285.37 [26]

logP: 2.19 [27]

Vlastnosti: Zlutooranzova krystalicka latka, krygtghlovitého tvaru. Rozpustny v orga-
nickych rozpou&dlech, Spat&rozpustny ve vod

Mechanizmus &inku: Latka pronika do hiky, kde chelatuje intracelularni Zelezo. Rela-
tivni nedostatek Zeleza vede k inhibici funkce onbkleotid-reduktazy a tim i ovliv-
néni syntézy DNA. Kromd toho, komplexy chalatoru se Zelezem cyklicky piagu
kyslikové radikaly,cimz poSkozuje citlivé buigné struktury a zsobuje buscnou
smrt narodové hiky. Bunky nadofi jsou vyrazg citlivéjSi k pisobeni Dp44mT nez
buiky normalnich tkani [20].

Metabolismus: V pilotnicln vitro ain vivo studiich byly detekovany dva metabolity 1.
faze. Prvnim byl produkt demethylace koncovéholduédi-(2-pyridyl)keton-4-
methyl-3-thiosemikarbazon - Dp4mT). Druhym metateoti byl produkt hydrolyzy
semithiokazbazonové vazby (di-(2-pyridyl)keton -K)gviz obr. 4.2).
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Obr. 4.2: Chemické struktury metabalDp44mT detekovanych v pilotnich vitro ain

vivo experimentech: Dp4mT a DpK

4.4. Pirehled publikovanych praci zabyvajicich se analyZapd4mT
Protinadorové fisobeni Dp44mT bylo poprvé hodnoceno v roce 2004 [#6to neni

v dostupné literatie¢ mnoho odkakz na analytické hodnoceni této latky a jeho metaindiro
analyzu této latky byla dosud pouzito pouze HPLC/UV

V roce 2007 byla publikovana prace, kde seialiokvi ckova et al., zabyvalin vitro
stabilitou Dp44mT. V této publikaci je popsanagplalidovand HPLC/UV metoda. Separace
Dp44mT a DpK byla provedena na kotdbiscovery HS F5 (250 mm x 4 mm, 5 um, Supelco,
Praha,Ceskéa republika) za pouZiti mobilni faze o slozemild EDTA a acetonitril (40:60,
v/v) s pfitokem 1.0 ml/min,  teplo& 40°C. Analyty byly detekovanyip275 nm a 260 nm.
Tato prace ukazala, Zze Dp44mT je won stabilni wc¢i alkalickému prosedi, avSak f pH
0.5 dochazi po 4 hodinach k 23% hydrolyze. Oxid&®26i roztokem peroxidu vodiku doSlo
k Uplné oxidaci Dp44mT za z&my kysliku za siru thiokarbonylové skupiny. Déaldybgro-
vedeny testy stability za zvySené teploty a por@zidultrafialovym zéenim, wi¢i cemuz se
zda Dp44mT porrne stabilni [28].

Autori Stariat et al. vyvinuli bioanalytickou HPLC/UV nwalu pro stabilitni studii
Dp44mT v plasma ze ti savad (kralika, prasete &oveka). Analyty byly izolovany extrakci
na pevné fazi. Separace byla provedena na &ddiscovery HS F5 (250 mm x 4 mm, 5 um,
Supelco, Praha& eskéa republika) za pouziti mobilni faze s naslefimjislozenim: vodny roz-
tok octanu amonného (10 mM) s EDTA (2 mM, pH 4 praveno kyselinou octovou) a ace-
tonitrilu (62:38, v/v) pi pratoku 1.0 ml a tepld@t kolony 40°C. Analyt byl detekovan UV-
analyzatoremip 275 nm a 329 nm [29].
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Cil prace

Cilem préace bylo vyvinout vhodnou chromatografickmetodu pro separaci Dp44mT
a jeho dvou metabolit nalezeni vnihiho standardu pro HPLC/MS analyzu, optimalizace
extrakéni metody Dp44mT metabalitz plasmy, m& a feces a vyuziti ziskanych informaci

pro pilotni owieni linearity vztahu koncentrace anélytplasnt — odezva detektoru.
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Experimentalni €ast

5. Pouzity material, p Fistroje, pom dcky a chemikalie

5.1. Chromatograficky material

Chromatograficka kolona - Discovery HS C18 (75.&@m, 3 um, Sigma Aldrich)

5.2. Pristroje

Analytické vahy, HelagaCeska republika

Centrifuga, Trigon Plug eskéa republika

Hmotnostni spektrometr LCQ advance MAX (Thermo Kjan) s iontovou pasti
(ESI' ionizace) spojeny s HPLC Shimadtu prominenceasest

HPLC sestava Shimadzu Prominence -20A3 degassérL@v20AD pumpy, SIL-
20AC auto-sampler, CTO-20AC column oven, CBM 20Ankmika:ni modul gipo-
jeny k PC s chromatografickym programem LC Solutid2? SP1, PDA detekce

PC s chromatografickym programem Thermo FinnigaaliKar software

Trepaka, UnimedCeska republika

Ultrazvukova laze K10, Kraintek, Slovenska republika

Vakuové zéizeni Supelco Visiprep, &hecko

5.3. Pomucky

Eppendorfky 1,5 ml, 2ml se Sroubovacim uzém
Laboratorni sklo

Mikropipety, Eppendorf, Bmecko

Sklerené vialky pro HPLC

SPE kolonky, Supleco, &thecko
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Discovery DSC-18
Discovery DSC-Ph

5.4. Chemikalie

2-benzoylpyridylketon-4-ethyl-3-thiosemikarbaz@pdeT), University of Sydney

2-benzoylpyridylketon-4-fenyl-3-thiosemikarbazd@pépT), University of Sydney

2-hydroxy-1-nafthylaldehyd thiosemikarbazon (NWhiversity of Sydney

2-hydroxy-1-nafthylaldehyd-4-methyl-3-thiosemikadon (N4mT), U. of Sydney

Acetonitril, Sigma AldrichCeské republika

Benzen, Sigma Aldricieska republika

Butan-1-ol, Lachema n.pleskoslovenské republika

Chloroform, Sigma Aldrich(eska republika

Di-(2-pyridyl)keton (DpK), Sigma AldrichCeské republika

Di-(2-pyridyl)keton-3-thiosemikarbazon (DpT), Kated Farmaceutické Chemie a
Kontroly L&iv Farmaceuticka Fakulta Univerzity Karlovy

Di-(2-pyridyl)keton-4,4-dimethyl-3-thiosemikarbaz¢Dp44mT), U. of Sydney

Di-(2-pyridyl)keton-4-fenyl-3tiosemikarbazon (DpBp University of Sydney

Di-(2-pyridyl)keton-4-methyl-3-thiosemikarbazong®mT), University of Sydney

Dichlormethan, Sigma Aldrict€eskéa republika

Disodn& 8l EDTA, Sigma Aldrich,Ceska republika

Ethylacetat, Lach-Ner s.r.@Ceska republika

Kyselina chlorista, Sigma Aldricit;eska republika

Kyselina octovd, Fluka analytical gdecko

Methanol, Sigma AldrichCeska republika

Mravertan amonny, Fluka analytical ¢fecko

n-hexan, Lachema n.fCeska republika

Préazdnéa hoszi plasma, Zooservis Div Kralové nad Labenteska republika

Prézdna krédi plasma, Zooservis O Kralové nad Labent(eskéa republika

Prazdna potkani ndpLékaska fakulta Hradec Kralové Univerzity Karloweska re-
publika

Préazdnéa potkani plasma, Lékka fakulta Hradec Kralové Univerzity Karloweskéa
republika
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Prazdné potkani feces, Lékka fakulta Hradec Kralové Univerzity Karlov§eska
republika
Toluen, Ing. Petr Svec - Penéeska republika

Ultracista voda (Millipore purification system (Schwalbadkmecko))

6. Priprava roztok d

6.1. Priprava zasobnich roztok

Pro analyzu byly fipraveny zasobni roztoky o koncentraci 1 mg/ml. fipF a
Dp4mT byly obsazeny v jednom roztoku, zatimco DpKue druhém roztoku. VSechny lat-
ky byly navazeny do odémnych bargk a rozpudiny v acetonitrilu a poté byl objem roztoku
doplren po rysku stejnym rozpoustiem. Roztoky byly skladovanyigeplo -20°C.

6.2. Priprava standardnich roztok G

Standardni roztoky bylyfpravenyiednim zasobnich roztégkna pozadovanou kon-
centraci pomoci 50% roztoku acetonitrilu ve ¥qdale ozn&ovan jako 50% acetonitril).
Standardni roztoky byly vyuzivany pro optimalizateomatografické metody, k optimalizaci

postupu extrakce anatyk biologického materialu i k pre-validaci metody.

6.3. Priprava roztok a pro ov éfeni linearity

Byl piipraven zasobni roztok o koncentraci 200 pug/ml Dp#fida Dp4mT v jednom
roztoku a DpK v druhém roztoku. Odpovidajidi@snim zasobniho roztoku byld&ipravena
koncentréni fada pracovnich roztdko koncentraci 150 pg/ml, 100 pg/ml, 40 pg/ml, 20
pg/ml a 15 pg/ml pro Dp44mT, Dp4mT i DpK.

Pracovni roztok vnihiho standardu (100 pug/ml) bytipraven rozpu&nim substance

v acetonitrilu.
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7. Vyvoj chromatografickych podminek

7.1. Vyb ér stacionarni faze, mobilni faze a detekce

Jako stacionarni faze byla zvolena kolona Discow®yC18 (75 x 4.6 mm, 3 um,
Sigma Aldrich). B hledani optimalniho sloZeni mobilni faze byladgana sms 2 mM mra-
vertanu amonného a acetonitrilu v p&mn 50:50 (v/v) a 55:45 (v/v) s rychlostigioku 0,3
ml/min. Pro dalSi praci byla vybrdna mobilni faze dozenim 2 mM mravéan amonny:
acetoniril (55:45, viv).

Kvili pravdipodobné iontové supresi balasty z biologického nétebyla vedle izo-

kratické metody vyvijena i analytickd metoda s ggatbvou eluci. Testovan byl nasledujici
elweni profil (Obr. 7.1):

- 0-20 min. 20-60% acetonitrilu, 20-31 min. 60% aaodtdu, 31-31.1 min. 60 -
20% acetonitrilu, 31.1-40 min. 20% acetonitrilu

Profil gradientové eluce

(o))
o
|

N
(@)
|

N
o
\

koncentrace
acetonitrilu (%)

o

0 10 20 30 40

€as (min)

Obr. 7.1: Profil gradientové eluce

Pri vybéru vnittniho standardu byla pouzita UV-Vis detekdgé 75 nm. Analyzy
vzorki z biologického materidlu probihaly za vyuZiti spdjHPLC a hmotnostniho spektro-
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metru s iontovou pasti v pozitivnim modu za vyu3itil, SRM, MS' (viz kapitola ,Detekni

mody* i sken celého spektra v rozmezi 100-80@( full-scan).

Na kolonu, ktera byla temperovana na 25°C, byhlbyvZastiknuto 10 pl vzorku.

7.2. Vybér vnit Fniho standardu a jeho p Fiprava

Z nékolika dostupnych, struktuénpodobnych latek byly testovany — Dp4pT, NT,
N4AmT, Bp4pT a DpT (chemické struktury viz. Obr.)7.Rrvni 4 latky byly jiz pedem pi-
praveny na spolupracujicim pracovisti (Universitysgdney). DpT byl fipraven v naSi labo-
ratafi kondenzaci komeéné dostupnych surovin di-(2-pyridyl)ketonu s nadbytke3-
semithiokazbazidu ve veédza gimési nékolika kapek kyseliny octové. Po prdinuti reakce
(4 hodiny) doSlo k vysrazeni produktu, zatimco ekyhezreagovaného 3-semithiokarbazidu
zastal rozpusdiny ve vod. Srazenina byla odfiltrovana a 3-krat promyta ittlestinou vodou

(5ml). Struktura a&istota DpT byla potvrzena HPLC analyzou, MS analyaoNMR spekt-

rem.
CO OH S N S
\
NH% NH%
\I\{ NH / \N NH
NH‘\/S —
NH‘CH3
Dp4pT Bp4pT
o8
__ S
\NH—< ~N
\ s
NH, NH\\/
NH,

NT
Obr. 7.2: Struktury latek testovanych jako ¥mitstandard
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8. Uprava biologického materialu a vyvoj metody izo  lace analyt &

8.1. Plasma

K 197 ul prazdné plasmy bylaigano 1 pl standardnich roziokak, aby vysledna
koncentrace odpovidala 350 ng/ml pro parentni latknetabolity a 500 ng/ml viiiti stan-
dard (DpT). Dale bylo ke vzorkuipgano 20 pl 20 mM roztoku EDTA ve véddéle ozné&o-
vano jako 20 mM EDTA). Taktoijpraveny vzorek byl promichavan na vortexu 10 minut
Pro isolaci analyi z plasmy a byly zkouSeny nasledujici postupy:

» Extrakce kapalina-kapalina (Liquid-liquid extractjd_LE) — Ri tomto
zpasobu extrakce byla pouzita nasledujici rozpadidt benzen, chloro-
form, toluen, ethylacetat. Pd@igani 1 ml organického rozposdta byl
vzorek 10 minitepan naiepace. Pak byla za pouziti centrifugy @dd
lena organicka a vodna vrstva (5 min., 10000 on)nf),8 ml organické
vrstvy bylo odp&eno pod proudem dusiku a odparek byl rekonstituovan
100 pl 50% acetonitrilu a ndB¢nut na kolonu.

» Precipitace bilkovin — K deproteinaci byla pouZitgselina chlorista
v poneru k biologickému vzorku 20:1 (v/v) nebo acetohitripoméru
1:3 (v/v). Kyselina byla zneutralizovana ekvimaolin mnoZstvim
26% amoniaku. Poflani ¢inidla byl vzorek 10 minutiepan naie-
pace. Precipitat byl odstdn (5 min, 10000 ot./min.), supernatantu
byl poté odp#en pod dusikem, rekonstituovan100 pl 50% acetandri
nakonec analyzovan.

» Extrakce na pevné fazi (Solid phase extraction,)SPEolonky byly
aktivovany 1 ml methanolu a naslédpromyty 1 ml 2 mM roztoku
EDTA ve vod (dale ozn&ovan jako 2 mM EDTA). Na aktivované ko-
lonky byl nanesenifpraveny vzorek plasmy. Nasledovalo promyti ko-
lonky 1 ml 2 mM EDTA. Nakonec byly analyty eluovarsp0 ul
methanolu. Rozpouidlo bylo odp#eno proudem dusiku, odparek byl

rozpusén ve 100 pl 50% acetonitrilu a byl analyzovan.
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8.2. Moé€

K 295,5 ul prazdné potkani gidoylo piidano 1,5 pl standardnich roztolbp44mT,
Dp4mT, DpK a DpT, takze koncentrace analgyla 350 ng/ml a koncentrace \mitho stan-
dardu byla 500 ng/ml. Tyto vzorky byly pouzity pertrakce nasledujicimi apoby:

o Ziedni vzorku mai organickym rozpoustllem — bylo pouzito 600 ul aceto-
nitrilu (pomer 1:2). Nasleda byl vzorek michan na vortexu 10 minut. Po té byl
vzorek odstedin na centrifuze (5 min., 10000 ot./min.), bylo odato 500 pl
supernatantu a rozpowdto bylo odp&eno pod proudem dusiku. Zbytek byl
rekonstituovan 100 pl 50% acetonitrilu a figkstut na kolonu.

» Extrakce na pevné fazi (Solid phase extraction,)SPEolonky byly aktivo-
vany 1 ml methanolu a promyty 1 ml 2 mM EDTAigraveny vzorek md
byl nanesen na aktivované kolonky. Nasledovalo gtokolonek 1 ml 2 mM
EDTA a nasledné eluce analys00 pl methanolu. Methanol byl odpa pod
dusikovou atmosférou do sucha. Zbytek byl rozpuse 100 pl 50% acetonit-

rilu a analyzovan.

8.3. Feces

Feces byly zmrazenyfidanim suchého ledu a ropmty ve teci misce. Po vysubli-
movani suchého ledu byly navazené feces smisesgst@asobnym mnozstvim vody. Nasle-
dovala hruba dispergace, ktera byla provedena meexto michanim po dobu 10 minut.
Vznikla suspenze byla vloZena do ultrazvukové dakde dale byla 15 minut desintegrovana.
Takto gipravena suspenze slouzila jako blankovy vzorekn@&irdni vzorek bylijpraven
nasledujicim zfisobem.

K 243,75 ul suspenze feces byladano 2,5 pl roztoku mateké latky, meta-
bolita a 1,25 ul vniniho standardu, takze kamg objem byl 250 ul a koncentrace byla 700
ng/ml pro Dp44mT, Dp4mT a DpK a 500 ng/ml pro ¥mitstandard. K této suspenzi bylo
piidano 20 pl 20 mM EDTA. V rdmci optimalizace exi¢ako procesu byly zkouSeny nasle-
dujici postupy:
» Extrakce kapalina-kapalina (Liquid-liquid extrakdd,E) — Ke vzorku feces

bylo piidano 1 ml testovaného organického rozpéullat (toluen, chloroform,
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ethylacetéat, dichlormethan, benzen, n-hexan, nAmlitaVzorek byl 10 minut
michan na vortexu, 10 minutepan naitepace. Nakonec byla na centrifuze
odctlena organickd a vodné vrstva (5 minut, 10000 @t.JmBylo odebrano
800 pul organické vrstvy. Rozpoudto bylo odp#&no pod proudem dusiku,
odparek byl rekonstituovan 100 pl 50% acetonitilanalyzovan.

* Precipitace organickych zbytkve feces kyselinou chloristou — k vodné sus-
penzi feces a analytbyla gidana kyselina chlorista v pamu 20:1. Vzorek
byl promichéan na vortexu. Kyselina byla zneutraltaoa ekvimolarnim mnoz-
stvim 26% amoniaku. Vzorek byl o#istEn na centrifuze a supernatantu byl
dale upravovan extrakci kapalina-kapalina dle vyS8edeného postupu

s pouzitim dichlormethanu.

9. Priprava vzork a pro ov éfeni linearity

Do 197 ul plasmy bylidan vzdy 1 ul pracovnich roztbktakze vznikla‘ada vzork
plasmy o koncentracich 750 ng/ml, 500 ng/ml, 200mhg100 ng/ml a 75 ng/ml Dp44mT,
Dp4mT a DpK a 1 pl standardniho roztoku ¥miitho standardu. K taktaipravenému vzorku
bylo poté pidano 20 pul 20 mM EDTA. Taktorpravené vzorky byly podrobeny extrakci na
pevné fazi na kolonkach DSC-Ph dle vySe uvedenébtupu (viz. kapitola 8.1).

Linearita byla hodnocena metodou linearni regreggogramu Microsoft Excel za

vyuZziti vnittniho standardu.

10. Invivo experiment

V pilotnim experimentu bylo podano potkanovi Dp44iV. 1 mg / kg Zivé vahy) roz-
pustno ve formulaci sloZzené z fysiologického roztokuyethylen-glykolu (PEG-300) a
ethanolu (70:20:10, v/viv). V definovany¢hsech byly odebirany vzorky plasmy. Na konci
experimentu byla odebrana i tha feces.

Vzorky byly odebirany odbornym pracovnikem s korepet prace se Zivymi ztty, Dr.

M. KuneSem. Tyto vzorky byly vyuZity k éveni gitomnosti metabolit, které byly deteko-
vany dive poin vitro inkubaci I€iva s lidskymi mikrosomy. Tyto vzorky biologickémoate-

rialu byly pred HPLC-MS analyzou extrahovany postupem popsanéue.dPro vzorky

32



plasmy a mdi byla vyuZzita SPE extrakce (viz. kapitola 8.1 )& pro feaces LLE s vyuzitim
benzenu (kapitola 8.3)
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Vysledky

11. Vyvoj chromatografickych podminek

11.1. Vybeér vnit Fniho standardu

Pri vybéru vnittniho standardu bylo jasné, Ze by idéatmlo jit o isotopicky zn&e-
nou latku. AvSak pro finami nar@nost bylo rozhodnuto o pouziti jiné, struktéiqpodobné
latky, ktera by opisovala chovani analytii gxtrakci i analyze. Mo se jednat o latku, ktera
by se dala snadno obstarat, attaua koupi u komenich dodavatél nebo snadnou syntézou
z bkeZzre dostupnych prekurzar Dale bylo pateba, aby doslo k dostéted separaci na kolén
a chromatogram obsahoval piky rélhé az k zakladni linii.

JelikoZ se v nasi labordiracuje s vice latkami semithiokarbazonového tiply
Z paiatku testovany pravony. Jmenovit se jednalo o NT, NAmT, Bp4pT a Dp4pT. AvSak
tyto latky, by’ dostupné, nevyhovovaly svymi reteimi ¢asy, protoZze&ast&n¢ nebo Upls
koeluovaly s piky naSich analytpiipadré zbyteiné prodluZzovaly dobu analyzy. Proto jsme
se rozhodli gpravit dalSi latku, u které bylipdpoklad vhodného retémiho chovani — DpT
(postup viz. kapitola 7.2). Syntéza je ama jednoducha, lze zajistit dostat®u cistotu,
chemicka struktura je velice podobna niskému I€ivu i jeho demethylovanému metabolitu
a tudiz se dadekavat, Ze jejich chovaniipextrakci budu podobné. Naslednou HPLC analy-
zou jsem poté potvrdili, Ze tento vimt standard spbval nejlépe naSe pozadavky (reten
¢as, separace od ostatnich anabystrukturni podobnost).

Kromé toho HPLC/UV-Vis analyza ukazala, ze DpT se \yuZziti SPE extrahuje
z plasmy ve vyZku cca 90%. Jeho ret#ni ¢as za nami zvolenych isokratickych chromato-
grafickych podminek byl 5.7 minuty.

11.2. Vybeér mobilni faze a profilu analyzy

Ze dvou testovanych isokratickych mobilnich faziobzjiSténo, Ze mobilni faze tvo-

fend mravetanem amonnym a acetonitrilem v p&mn 55/45 (v/v) je pro analyzu Dp44mT a
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jeho metabolii vhodrejSi. Pra¥ pri tomto sloZzeni mobilni faze doSlo k separaci attialgtk,
Ze byly piky oddleny aZ na zakladni linii a jejich symetrie byladanych podminekipatel-
na.

Doba analyzy zasthto podminek byla 12 minut. Posledni analyt ( DpXse eluo-
val v retegnim case 8.9 minuty. (Obr. 11.1)

Pro separaci mateké latky a jejich metabalitz maii a feces se zidvodu zn&né ion-
tové suprese biologickou matrici dl€¢e@avani ukazala jako vhogii gradientova eluce
s nasledujicim profilem:0-20 min. 20-60% acetohifr20-31 min. 60% acetonitrilu, 31-31.1
min. 60 - 20% acetonitrilu, 31.1-40 min. 20% acétdn

RT: 0.0-12.1
57 NL:
100+ 2.88E7
" TICF: +cESI
80 SIM ms [
| 257.50-
60 258.50] MS
40— 44
20—
0
8.8 NL:
© 1007 5.93E7
o
c ol TICF: +cESI
K 80 SIM ms [
S ol 271.50-
-5 60 272.50] MS
o 40+ 44
=
8 20
< 20
= 0
6.5 NL:
100+ 5.15E7
ul TICF: +cESI
80 SIM ms [
—| 285.50-
60 286.50] MS
40— 44
20
0
47 NL:
100+ 1.52E6
- TICF: +cESI
80 SIM ms [
| 184.50-
60 185.50] MS
40— 44
57 6. 6 9.3 101
204 67 76 86
0 T T T T T T T LI 1
0 2 4 6 8 10 12

Time (min)
Obr. 11.1: Chromatogram analyzy vzorku plasmy —408ng/ml pro Dp44mT (6.5 min),
Dp4mT (8.8 min), DpK (4.7 min) a 500 ng/ml pro D.7 min), Zaznamy byly ziskany
v SIM za pouziti [M+H]J.

12. Vysledky metod izolace analyt u z biologického materialu

Protoze vysledky této prace budou po dalSi opiraai a validaci pouzity k dalSimu
zkoumani osudu tohotodi&a v organismu, bylo p&¢ba vyvinout metodu izolace andiyt

biologického materialu, aby nedochazelo k poSkomablélony. Dale bylo nezbytné, aby tato

viv s

extrakce z biologického materialu jsou: metodaakde na pevné fazi (SPE), extrakce kapa-
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lina-kapalina (LLE), pro plasmu se dé&kndy s vyhodou vyuzit precipitace plasmatickych pro-
teind mineralni kyselinou nebo organickym rozp@d&m. ProtoZe se jedna o p&nmé kom-
plexni matrice, j&asto problém vyvinout jednoduchou metodu extraktesa by byla dosta-
tecné cinna a dostateé selektivni pro dané analyty. Zbytky matrice pakhow kompliko-
vat analyzu jednak iontovou supresi a jednak zvp$&umu a tim zjsobit obtizgjSi kvanti-
fikaci analyfi z chromatogramu. Proto je nezbytné vyvinout takowtetodiku, aby se dalo
tomuto jevu zabréanit nebo jej alespabejit

V této praci byly tedy jako extréki metody byly testovany SPE, liquid-liquid extrak-
ce, precipitani deproteinace mineralni kyselinou, organickympmistdiem a pima extrak-

ce do organického rozpotéta.

12.1. Plasma

Pro demonstraci jsou hlavni vysledky testovanychtyg@ jsou uvedeny v tabulce
12.1.

Vytéznost analyi z plasmy v %

Precipitace LLE
Analyt _ SPE (DHC-Ph)
HCIO, dichlormethan
Dp44mT 0,80 0,84 94,31
Dp4mT 7,12 80,88 101,59
DpK 16,73 58,47 21,77

Tabulka 12.1: Vysledky extrakce z z plasmy

Jak je z tabulky 12.1 patrné, je metoda preaipitaleproteinace nevhodna pro nizky
vytézek, ktery nefesahuje ani v jednomripact 17%. Ri vyuZiti precipitace acetonitrilem
byla vy&Znost vSech analyese nizsi (u Zadného analytu egraiila vytéZnost<9%).
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N LAY

dichlormethanu. Pro oba metabolity byly &mosti vyssi (Dp4dmT=80%, DpK=58,5%) nez
v piedchozim fipadt, ale parentni latka se touto metodou extrahovata\i nepatrnych
mnozZstvich, ktera népsahla 1% éekavaného mnozstvi.

Pro dalSi isolaci analyzovanych latek z plasmyejpe os¥déila metoda SPE na ko-
lonkach s fenylovym sorbentem, ktera zajistila dtmshy vytezek vSech sledovanych andlyt
krom¢ DpK (Dp44mT i Dp4AmT >90%, DpK=21%).

SPE extrakce, jako nejvhogjdi z dosud vyvinutych metod byla naslégmouzita pro
Upravu vzorku plasmy in vivo experimentu. Obr. 12.1 ukazuje chromatogram agalz
vzorku plasmy ktery byl odebran 60 minut po intra¥eni aplikaci Dp44mT potk@am. Na
zaznamu byla detekovana parentni latka (Dp44mT4ta6n), i jeden z metabolit(Dp4mT,
t=8.7 min), a takéipdany vnitni standard (DpT, t=5.7 min). Druhy metabolit (Dpe de-
tekovan nebyl

RT: 0.2-117
5.7 NL: 2.58E5

100 TIC F: + ¢ ESI SIM
ms [ 257.50-258.50]
80 MS data04
60—
40
20|
0 8.7 NL: 4.98E5
g 100 TIC F: + ¢ ESI SIM
2 ms [ 271.50-272.50]
3 80 MS data04
5 60|
<
o 40+
2
£ 20+
['4
0 64 NL: 9.23E5
100 TICF: + ¢ ESI SIM

ms [ 285.50-286.50]

80 MS data04

60—
40+
20—

NL: 3.48E4

m/z= 184.50-185.50
F:+CcESISIMms [
184.50-185.50] MS
datal04

100+
80
60
40
20

Time (min)

Obr. 12.1: Chromatogram — plasma —60 minut pcaplikaci Dp44mT; Dp44mT (6.4 min),
Dp4mT (8.7 min), a 500 ng/ml DpT (5.7 min), Zaznalyy ziskany v SIM za pouZiti
[M+H]".
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12.2. Moé¢

V pripact analyzu vzorlt meti byly vSechny chromatografické podminky s vyjimkou
gradientového profilu mobilni faze totoZzné jakoiippct analyzu vzork plasmy. Gradiento-
va eluce byla zvolena pro zmmeou iontovou supresiipanalyze &chto vzorki za izokrtaic-
kych podminek. Vysledky v§Znosti SPE extrakce jsou uvedeny v tabulce 12.2.

Ani jeden ze zkouSenych postupebyl vhodny pro kvantitativni extrakci andiyt
z mai. Postupem s nejlepSimi vysledky vSak byla exteaka pevné fazi (SPE)figkterée
jsme dosahli vgiznosti okolo 30%. # ziedéni vzorku mai organickym rozpousgtlem ne-
doSlo k dostat;mému odstraimi matrice, a proto nebylo mozné tyto chromatograrytyod-

notit.

VytéZznost analyi

zmai v %
Analyt SPE (DSC-Ph)
Dp44mT 25,51
DpdmT 36,37
DpK 31,92

Tabulka 12.2: Vysledky extrakce z to

Metoda SPE byla pouZita pro zpracovani vzorkuo zvo experimentu, potkani nib
sebrané z metabolické klece za 24 hodin trvani gwkNa chromatografickém zaznamu (Obr.
8.2) Ize opt detekovat jak parentni latku (Dp44mT, t= 14.6 yntak i jeji demethylovany
metabolit (Dp4mT, t= 18.4 min). Druhy metabolit, ©Og moci detekovan nebyl.
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Obr. 8.2: Chromatogram — @4 hodin po i.v. aplikaci Dp44mT; Dp44mT (14.6 min

Dp4mT (18.4 min), Zaznamy byly ziskany v SIM za pitiyM+H]".

12.3. Feces

Jako metody Upravy vzaikeces byly zkouSeny LLE a precipitace kyselinoloab-

lou s naslednou LLE.

Vysledky LLE ziskané ifp pouziti vybranych rozpouidel

12.3.

jsou uvedeny v tabulce
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VytéZznost analyi z feces v %

LLE LLE LLE HCIO,, 26%
Analyt .
dichlormethan Benzen Butan-1-ol NHs, LLE
Dp44mT 63,65 97,21 21,70 0
DpdmT 47,64 83,95 47,41 29,85
DpK 57,70 44,09 16,73 12,52

Tabulka 12.3: Vysledky extrakce z feces

viv s

do benzenu. MoZnost precipitace organickych zZbytkuspenzi feces kyselinou chloristou, s
neutralizaci 26% amoniakem a néslednou LLE dichédhanem se neukazala jako vhodny
pristup. Ri této metod nebyl Dp44mT vubec detekovana a také ostatni analyty byly extraho-
vany v podstathinizSich vyg&znostech (<30%) neZipsamotné LLE benzenem nebo dichlor-
methanem. NejvysSi wiZnosti byly dosazenyipLLE dichlormethanem (63%, 47%, 57%) a
benzenem (97%, 84%, 44%). Benzen vykazal vy&8hast extrakce nepol&jsich analyi,
ale v porovnani s nimi vykazoval DpK vyraznizsi vy€zky. Pro analyzu vzotku in vivo
experimeni byly pouzity extrakce aima rozpousidly.

Chromatograficky zaznam analyzy vzorkinzivo experimentu je ifloZzen jako obra-
zek 12.3. Lze naam vidét oba metabolity (Dp4mT, t= 18.1 min; DpK t= 7.4mniDp44mT

ve feces detekovan nebyl.
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Obr. 12.3: Chromatogram — feces (LLE do dichlormaatl) 24 hodin po i.v. aplikaci
Dp44mT; Dp4mT (18.1 min), DpK (7.4min), Zaznamyyiskany v SIM za pouZziti
[M+H] "

Testovany byly itzné modifikace LLE. Byla zkouSenakolikanasobna extrakce,
kdy bylo odebrané mnoZstvi rozpotdit nahrazeno rozpodstem novym a vzorek byl zno-
vu trepan. Nasledovalo odebrani 800 pl organické vrategly postup se je@Sjednou zopa-
koval. VSechnyii vytrepky byly spojeny a vysuSeny proudem dusiku do auakonstituo-
vany a analyzovany. Tentoigob vSak zfisobil, Ze bylo extrahovano takové mnozstvi balas-
tt, Ze to znemoznilo vyhodnoceni analyzy. Zda sezal@a vyZznost ma vliv dobarépani na
trepace, protoze zkraceni doby bylo doprovazeno snizemiwZstvi extrahovaného analytu.

13. Ovéreni linearity pro stanoveni analyt & v plasm é

V procesu validace metody je nezbytnéity Ze dana metoda je v zadaném koncent-
ratnim rozmezi linearni. Nejvice vypovidajici weliou je pondr AUC analytu a vnihiho
standardu. Vysledky jsou uvedeny na obr. 13.1, 431.3.3

U vSech sledovanych latek, jak Dp44mT, tak Dp4nek,i DpK, bylo v daném roz-
mezi dosaZeno linearnihaipihu s koeficientem determinacep R=0,9900.
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Obr. 13.1: Kalibrani primka pro porér AUC Dp44mT a DpT a koncentraci v rozmezi 75 —
750 ng/ml
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Obr. 13.2: Kalibrani piimka pro ponir AUC Dp4mT a DpT a koncentraci v rozmezi 75 —
750 ng/ml
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Obr. 13.3: Kalibrani piimka pro pomir AUC DpK a DpT a koncentraci v rozmezi 75 — 750
ng/mi
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Zaver

V této praci byla vyvinuta vhodna separametoda pro Dp44mT a jeho metabolity
Dp4mT a DpK. Separace byla dosaZzena na reverzi@ fazl a, v zavislosti na biologickém
materiélu, ze kterého byly analyty izolovany bylai¥ita izokraticka nebo gradientova meto-
da. V gipadt plasmy bylo pouzito s#ési 2 mM mravetanu amonného a acetonitrilu (55/45,
vlv), pro m@ a feces byla vyvinuta gradientova eluce s profilem

0-20 min. 20-60% acetonitrilu, 20-31 min. 60%taodrilu, 31-31.1 min. 60 -

20% acetonitrilu, 31.1-40 min. 20% acetonitrilu.

Gradientu bylo pdtba pouzit pro vyraznou iontovou supresisgbenou fitomnosti n&istot
z biologického materialu.

Druhym krokem této prace byl v§ovhodného vniniho standardu. Ze zkouSenych
latek byla zvolena latka strukturivlizkd, totiz di-(2-pyridyl)keton-3-thiosemikarb@z, ktera
byla nasyntetizovana z kondet dostupnych prekurzow nasi laborati.

Dale bylo testovanodkolik moznosti isolace analytz plasmy, mé&i a feces. Pro iso-
laci z plasmy a m® se z testovanych postiupro Dp44mT, Dp4mT a DpK zda nejvhaghi
extrakce na pevné fazi s pouzitim fenylovych kolorero feces byla vypracovana metoda
extrakce kapalina-kapalina, ktera ukazuje dobroumnost i isolaci Dp44mT a Dp4mT.
VSechny metody se zdaji byt problematické, co se tgolace DpK. Zde je moZnost, Ze
z divodu vySsi polarity ma DpK nizsi afinitu jak k fdayym SPE kolonkam, tak k vysoce
nepolarnim rozpou&dlim jako je nap benzen nez k prasdi biologické matrice. Toto pak
vede k nizké vyZnosti extrakce. Dale je mozné, Ze diky potatdto latky dochézi k vyssi
iontové supresi. DalSi moznosti je, Ze se DpK digernacastice precipitatu a tak je jeho
dostupnost pro extréki rozpoustdlo snizena. Je tedy mozné, Ze k celknizké vytznosti
DpK prispivaji vSechny vySe diskutované moznostitym dilem. A proto bude tento jev
predmétem budouciho zkoumani.

Poslednim zasmem této prace bylo proveést pilotni experimentrktey mél orienta-
né¢ owit linearitu vztahu odezva MS detektoru a koncesgranalytu v plastnpro danou
metodu. Linearita byla @ena v rozmezi 750 — 75 ng/ml a je vyi@dad jako porér ploch
pikia analytu a vniiniho standardu v zavislosti na koncentraci analytu.

V ramci této prace byly vyvinuté metody pouzitypdtvrzeni pitomnosti metabolit
odhalenych \n vitro experimentu i ve vzorcich niioa feces z potkan kterym bylo intra-

venozrt podano Dp44mT . V mio bylo detekovano matské I€ivo a demethylovany meta-
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bolit - Dp4mT. Ve feces parentni latka ckiidy ale byly zde itomny oba ¢ekavané metabo-
lity (Dp4mT i DpK).
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Abstrakt

Mezi dynamicka odstvi farmaceutického vyzkumu gabezesporu snaha o objeveni
novych antineoplastik, ktera by ro#ikl paletu protinadorove ¢éy a/nebo zvysila citlivost
nadof refrakternich na s@asnou terapii. Bylo prokazano, Ze selektivni clagkatnitrobu-
nécného Zeleza (Fe) apobuje selektivni toxicky efekt na nadorovéiky Biokompatabilni
chelatory Fe odvozené od thiosemikarbazonu jsoouasnosti v centru pozornosti farma-
ceutického vyzkumu. Mimo Triapinu, tolkasu ve 2. fazi klinického zkouseni, ved| systema-
ticky vyzkum kobjevu dalSi generace chelatorzeleza - di-(2-pyridyl)keton-3-
thiosemikarbazony (DpTs). Na zékéawhnohychin vitro ain vivo experimenti, byl za vedou-
ci sloweninu, vhodnou pro dalSi vyzkum, vybran di-(2-pytjketon-4,4-dimethyl-3-
thiosemikarbazon (Dp44mT).

Cilem této studie bylo vyvinout LC-MS metodu prabyzu Dp44mT a jeho hlavnich
metabolifi 1. f4ze v biologickych materidlech (plasma,¢naofeces). Pilotnin vivo experi-
ment prokazal fitomnost dvou jeho metabadlit - di-(2-pyridyl)keton-4-methyl-3-
thiosemikarbazon (Dp4mT) a di-(2-pyridyl)keton (DpR/Sechny analyty byly separovany
na kolor¢ Discovery HS C18 (75 x 4.6 mm, 3 um, Sigma Aldyigh pouziti mobilni faze
sloZzené z 2 mM roztoku mrav&amu amonného a acetonitrilu. Byl také syntetizostamktur-
ni analog mateského Iéiva di-(2-pyridyl)keton-3-thiosemikarbazon (DpT)eky byl vyuzit
pii analyze jako vnini standard. Analyty byly izolovany ze vzérglasmy a mé extrakci na
pevné fazi. Pro vzorky feces, byla vyvinuta metestaakce kapalina-kapalina. Byla&ena
linearita pro kvantifikaci Dp44mT a jeho metabliMetoda vyuzZivana v této praci budedln

validovana a pouzita pro analyzu vzibkfarmakokinetického experimentu.
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Abstract

Development of novel anti-cancer drugs which wobébst current therapeutic re-
gimes and/or overcome the resistance against conumemotherapy ranks among the most
progressive fields of modern drug discovery. Setedargeting of intracellular iron (Fe) has
been recognized as a new strategy for anti-canmogrdkvelopment. Biocompatible Fe chela-
tors structurally derived from thiosemicarbazonhbg to the most intensively studied anti-
cancer agents. Apart from Triapine, currently imgdn 1l of a clinical trial, the systematic in-
vestigation led to development of a new generatioinon chelators — di-2-pyridylketone thi-
osemicarbazones (DpTs). Based on the outcomesménowsin vitro andin vivo experi-
ments and di-2-pyridylketone-4,4-dimethyl-3-thioseanbazone (Dp44mT) was selected as

the lead compound for further development.

The aim of this study was to develop an LC-MS radtfor the analysis of Dp44mT
and its main phase | metabolites in biological make (plasma, urine and faeces). The pilot
in vivo experiment revealed that di-2-pyridylketone (D@d Dp4mT are the main metabo-
lites of this drug. All compounds were separated@tovery HS C18 column (75 x 4.6 mm,
3 um, Sigma Aldrich) using the mixture of 2 mM anmmuon formate and acetonitrile as the
mobile phase. The structural analog of the parenig ddi-2-pyridylketone-3-thio-
semicarbazone (DpT) was synthesized and used iaseamal standard. The plasma and urine
samples were treated by solid phase extractionevehllquid-liquid extraction using solvents
of various polarities was tested for isolation lo¢ tompounds from faeces. Linearity of the
method for the determination of Dp44mT and its nragtabolites in plasma was tested. LC-
MS method developed in this study will be fully idaited and employed for the analysis of

samples from the pharmacokinetic experiment.
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