Abstrakt

Bisdioxopiparaziny byly syntetizovany pro 1écbu nddord s vyznamnym
antiproliferativnim plisobenim, ale maji nizkou biologickou dostupnost po peroralnim podani.
Proto byl vyvinut sobuzoxan. Byl pfipraven jako prolé¢ivo bisdioxopiperazinu ICRF-154 pro
zvySeni jeho biodostupnosti a usnadnéni peroralniho podani pii 1é¢bé lymfoma a leukémie.
Predpoklada se, Ze je v téle metabolizovan na aktivni metabolit ICRF-154, které by mohl byt
nasledné¢ prfeménén na otevieny analog EDTA-diamid. Béhem preklinickych vyzkumi
bisdioxopiperzinli bylo objeveno, Ze snizuji nezadouci ucinky (kardiotoxcitu) antacyklind.
Nejveétsi kardioprotektivni potencidl ma dexrazoxan, ktery je uz 20 let pouzivan v klinické praxi
jako kadioprotektivum. Pfesny mechanismus ucinku antiproliferativniho a kardioprotektivniho
pusobeni, ale stale neni objasnén. Proto bylo cilem této prace vyvinout UHPLC-MS/MS
metodu umoziujici souc¢asnou analyzu sobuzoxanu a jeho piedpokladanych metaboliti, kterd
by pomohla pii studiu bioaktivace sobuzoxanu V srde¢nich buikach, v bunééném médiu

a plazme.

Pro analyzu sobuzoxanu, ICRF-154 a EDTAmM z plazmy a bunééného média byla
vytvofena UHPLC-MS/MS metoda s gradientovou eluci. Pro separaci analytti byla pouzita
chromatograficka kolona Zorbax Sb-Ag (100 mm, 1,8 um, Agilent) a jako mobilni faze byl
pouzit methanol a1l mM mravencan amonny. Analyty byly po ionizaci elektrosprejem
detekovany pomoci trojit¢ho kvadrupdlu, na kterém byly nastaveny nejintenzivnéj$i SRM
prechody. Linearita metody byla ovéfena pomoci pracovnich roztokl v rizném koncentra¢nim
rozmezi pro kazdy analyt. Nasledné byla také linearita testovana v plazmé a bunééném médiu
Vv jednotnych koncentracich 2,5 az 150 uM pro sobuzoxan, ICRF-154 i EDTAmM. Analyzy byly
komplikovany rtiznou polaritou analytli a Spatnou rozpustnosti I[CRF-154. ICRF-154 bylo
rozpustné pouze v kyseliné mravenci, ktera snizovala ionizaci EDTAmM. Nasledné byla
testovana stabilita sobuzoxanu v bunééném médiu, kde bylo zjisténo, Ze koncentrace
sobuzoxanu klesala velmi rychle. Pro extrakci analytti z plazmy byla pouzita precipitace
proteinii methanolem. Bunétné médium nebylo zddnym zpiisobem upravovano, jen bylo

nafedéno 90% methanolem.

Vyvinutd metoda bude dale optimalizovéana pro pouziti pii analyze srdec¢nich bunck
a plazmy a bude pln¢ validovana. Nasledné bude vyuzita pro analyzu vzorku z pilotni studie

bioaktivace sobuzoxanu.






