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Seznam zKkratek

ACN - Acetonitril

ADR - 2,2"-{(1-propan-1,2diyl)bis[(2-amino-2oxoethyl)imino] } dioctova kyselina

ADR-IS - 1,2-diaminopropan-N,N,N’,N’-tetraoctova kyselina

DEX - Dexrazoxan

EDTAm - EDTA-diamid

eV - Elektronvolt

GK-450 - 4,4"-(propan-1,2-diyl)bis(1-bemzylpiperazin-2,6-dion)

H305 - 2,2"-{(1-oxoethan-1,2-diyl)bis[(2-amino-2-oxoethyl)imino] } dioctova kyselina
HPLC - Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC — UV - Vysokoucinna kapalinova chromatografie se spektrofotometrickym detektorem
ICRF-154 - 1,1-ethyl-3,5-dioxopiperazin

kV - Kilovolt

m/z - Poméru hmotnost a naboj

MPa - Megapascal

MS - Hmotnostni spektrometrie

MS/MS - Tandemova hmotnostni spektrometrie

SBZ - Sobuzoxan

SBZet - Bis(N1-ethyloxykarbonyloxymethyl-2,6-dioxopiperazin)

SBZpr - Bis(N1 —propyloxykarbonyloxymethyl-2,6-dioxopiperazin)

SRM - Sledovani rozpadu iontu

UHPLC - Ultra-vysokou¢inna kapalinova chromatografie



Abstrakt

Bisdioxopiparaziny byly syntetizovany pro 1écbu nadori s vyznamnym
antiproliferativnim ptsobenim, ale maji nizkou biologickou dostupnost po peroralnim podani.
Proto byl vyvinut sobuzoxan. Byl ptfipraven jako prolécivo bisdioxopiperazinu ICRF-154 pro
zvySeni jeho biodostupnosti a usnadnéni peroralniho podani pii 1é¢bé lymfoma a leukémie.
Ptredpoklada se, Ze je v téle metabolizovan na aktivni metabolit ICRF-154, které by mohl byt
nasledn¢ 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 uc¢inku 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 piredpokladanych metabolitt, ktera
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 bun&ného média byla
vytvofena UHPLC-MS/MS metoda s gradientovou eluci. Pro separaci analyti byla pouzita
chromatograficka kolona Zorbax Sb-Aqg (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 nejintenzivnéjsi SRM
ptrechody. Linearita metody byla ovéfena pomoci pracovnich roztokd v rizném koncentra¢nim
rozmezi pro kazdy analyt. Nasledn¢ 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 S$patnou rozpustnosti I[CRF-154. ICRF-154 bylo
rozpustné pouze v kyseliné mravenci, ktera snizovala ionizaci EDTAm. Nasledn¢ byla
testovana stabilita sobuzoxanu v bunééném médiu, kde bylo zjisténo, Ze koncentrace
sobuzoxanu klesala velmi rychle. Pro extrakci analyti z plazmy byla pouZita precipitace
proteini methanolem. Bunééné médium nebylo Zadnym zptisobem upravovano, jen bylo

nafedéno 90% methanolem.

Vyvinuta metoda bude dale optimalizovana pro pouZiti pfi analyze srde¢nich bunck
a plazmy a bude pln¢ validovana. Nasledné bude vyuzita pro analyzu vzorki z pilotni studie

bioaktivace sobuzoxanu.



Abstract

Bisdioxopiperazines have been synthesized for the treatment of tumors with
a significant antiproliferative effect. However, they have low bioavailability after oral
administration. Consequently, sobuzoxane has been developed. It has been prepared as
a prodrug of bisdioxopiperazine ICRF-154 to increase its bioavailability and ease the oral
administration for the treatment of lymphomas and leukemias. It is assumed that sobuzoxane is
metabolized to an active metabolite of ICRF-154, and then supposedly converted to open analog
EDTA-diamide. During preclinical researches of bisdioxopiperazines it has been discovered
that they reduce the adverse effects (cardiotoxicity) of anthracyclines. Dexrazoxane has the
greatest cardioprotective potential, so it has been used for 20 years as cardioprotective drug.
The exact mechanism of antiproliferative and cardioprotective effects has not been fully
understood yet. Therefore, the aim of this work is to develop UHPLC-MS / MS method which
enables the simultaneous analysis of sobuzoxane and it is anticipated metabolites, which would

help in studying bioactivation of sobuzoxane in cardiac cells, in cell medium, and in plasma.

There was developed UHPLC-MS/MS method with gradient elution for the analysis of
sobuzoxan, ICRF-154 and EDTAm in plasma and cell medium. For the separation of analytes
was used chromatographic column Zorbax Sb-Aq (100 mm, 1,8 um, Agilent) and as a mobile
phase was used methanol and 1 mM ammonium formate. After the electrospray ionization the
analytes were detected using triple quadrupole with the most intensive SRM transitions. The
linearity of this method was verified with the use of working solutions with different
concentration for every analyte. After that, the linearity was tested in plasma and cell medium
in uniform concentrations 2,5 — 150 uM for sobuzoxane, ICRF-154 and EDTAm. The
analyzes were difficult because of the different polarities of analytes and poor solubility of
ICRF-154. This substance was only soluble in the formic acid, which decreased ionization of
EDTAmM. Then the stability of subozoxane in cell medium was tested, and there was a
discovery that the concentration of subozoxane was falling very quickly. For the extraction of
analytes from plasma was used precipitation of proteins with methanol. The cell medium was

not adjusted, it was only diluted with 90% methanol.

The developed method should be further optimized for the use in the analysis of cardiac
cells and fully validated. Subsequently, it shall be used to analyze samples from the pilot study

bioactivation sobuzoxane.



Uvod

Ultra-vysokot¢inna kapalinova chromatografie (UHPLC) je velmi oblibena metoda pro
svoji rychlost analyzy, ucinnost separace a nizkou spotiebu rozpoustédel. Pfi tomto typu
separace jsou pouzity chromatografické kolony s ¢asticemi men$imi, nez jsou 2 pm. Tim
dochazi ke zvyseni tlaku v celém systému, ktery musi byt navrzen tak, aby byl schopen pfi
vysokém tlaku G¢inné separovat analyty. UHPLC je hojné vyuzivana pii analyze 1éCivych latek

Vv biologickém matridlu ke kvantitativnimu a kvalitativnimu stanoveni.

Hmotnostni spektrometrie (MS) je moderni detekéni technika, jejiz hlavni soucasti je
hmotnostni analyzétor, ktery rozdé€luje ionizované molekuly analytd podle jejich pomeéru
hmotnosti a naboje. MS je vyuzivana k identifikaci analytt a pro jejich kvantitativni stanoveni.
Pii spojeni UHPLC-MS vznika metoda s vysokou citlivosti a selektivitou, umoziujici analyzu
nizkych koncentraci latek v biologickém materidlu (napt. plazmé nebo bunééném médiu), coz
umoziuje jeji Siroké uplatnéni pti farmakokinetickém vyzkumu.

Sobuzoxan byl syntetizovan jako prolé¢ivo bisdioxopiperazinti - ICRF-154, pro zvySeni
biologické dostupnosti po perordlnim podani. Predpoklada se tedy, ze sobuzoxan je v téle
aktivovan na ICRF-154, které je pravdépodobné dale metabolizovano na EDTA-diamid.
Je pravdépodobné, Ze aktivni metabolit ICRF-154 je inhibitor topoizomerazy Il
s antiproliferativnim u¢inkem. Protoze ICRF-154 je strukturné podobné dexrazoxanu, ktery je
Jiz registrovan jako kardioprotektivum, pfedpoklada se, ze by mohl také pisobit jako ochrana
proti kardiotoxicit¢ antracyklinovych cytostatik. Ipfes tento predpokladany tucinek je
0 sobuzoxanu a jeho ochran€é myokardu pted antracyklinovou toxicitou publikovano jen velmi

malo studii.

Sobuzoxan je registrovany a klinicky uzivany v Japonsku pro 1é¢bu lymfom, leukémii
a riznych typt nadorl. Zndma je jen jedna metoda pro analyzu sobuzoxanu a ICFR-154
v plazmé. Tato HPLC-UV metoda byla vyvinuta jiz v roce 1991, ale bohuzel neumoznuje
soucasné stanoveni sobuzoxanu a ICRF-154 v plazmé, ani jiném biologickém materidlu
(bunééném médiu, srdeCnich buikach a jinych tkdnich). Navic se tato metoda nezabyva

stanovenim EDTAm.

Proto se tato prace zabyva vyvojem moderni UHPLC-MS/MS metody pro soucasné
stanoveni sobuzoxanu a jeho ptedpokladanych metaboliti (degradacnich produktll) v plasmé

a bunécném médiu. Tato metoda by nasledné mohla byt vyuzita pro analyzu pti pilotnich
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zkouskach stability v plazmé a bunééném médiu, které by pomohly objasnit mechanismu

bioaktivace sobuzoxanu.
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Teoreticka ¢ast

1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Chromatografické metody patii do skupiny separacnich metod, které jsou zaloZeny na
rozdilné distribuci délenych latek ve smési mezi dvé riizné nemisitelné faze: mobilni
(pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou). V kapalinové chromatografii je mobilni fazi
kapalina a stacionarni fazi pak mize byt pevna latka nebo kapalina ukotvena na tuhém nosiéi.
Stacionarni faze je umisténa v chromatografické koloné¢ ve form¢ sorbentu. Mobilni faze
protéka timto sorbentem. NejcastéjSim uspotadanim kapalinové chromatografie
je vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography-
HPLC). Pfi tomto uspoiddéni je mobilni fdze pfivddéna do systému pomoci Cerpadla za

vysokého tlaku (1).

Aby byla umoznéna distribuce analytu mezi stacionarni a mobilni fazi, musi existovat
fazové rozhrani. Pii separaci pak dochazi k opakovanému ustalovani rovnovahy délenych latek
mezi mobilni a staciondrni fazi. Chromatograficky systém se v idealnim pfipadé¢ mize blizit
rovnovaze. Distribuci sloZzek mezi dvé faze pak Ize pospat distribucni (rozdélovaci) konstantou

Kb (1).
Kp == (1)

Kde cs je koncentrace slozky ve stacionarni fazi a cm je koncentrace slozky v mobilni
fazi (1).

Cim vyssi je hodnota distribu¢ni konstanty pro danou latku, tim del§i dobu setrvaji jeji
molekuly ve stacionarni fazi, a tim vétSi je jeji retence. Pro déleni jednotlivych latek

kapalinovou chromatografii je tedy nutné, aby se liSily svymi distribu¢nimi konstantami (1).

12



2.1. Schéma kapalinového chromatografu

Na obréazku 1 je uvedeno schéma kapalinové chromatografu.

Obrazek 1: Schéma HPLC: 1, 2 - zasobniky mobilni faze, 3 - vysokotlaké ¢erpadlo, 4 -
kolona, 5 - autosampler, 6 - detektor, 7 - poéita¢, 8 — odpad (1)

2.1.1. Vysokotlaka ¢erpadla

Cerpadla nasavaji mobilni fazi pres filtr, aby nedoglo k poskozeni chromatografické
kolony mechanickymi necistotami. Pro pifekonani odporu na kolon¢ musi byt kapalina ¢erpana
pod tlakem (se snizujici se velikosti ¢astic na chromatografické koloné roste odpor, ktery musi
kapalina pfekonat). Musi pracovat spolehlive a piesné pti tlacich do 100 MPa. Pfi téchto tlacich
musi ziistat inertni 1 pfi pouZiti agresivnich mobilnich fazi, proto jsou vyrdbény z nerezové

oceli. Analytickd HPLC c¢erpadla dosahuji pritokt od 0,1 ml do 1,5 ml za minutu (2) (3).

2.1.2. Degasser

Degasser je umistén pied vysokotlakym cerpadlem. Zde dochazi k odplynéni mobilni
faze pro minimalizaci problému s citlivosti detekce, opakovatelnosti jak reten¢nich ¢ast, tak
davkovaného objemu vzorku a nestabilité provozu cerpadel. Odplynéni miize byt provedeno
pomoci ultrazvukovych vibraci, pomoci helia, které probublava ptes mobilni fazi, anebo filtraci
pfes filtr s jemnymi pory (2) (3).

Pro ¢astecné odstranéni tlakovych pulsti je mozné zapojit dvé Cerpaci hlavy, které
pracuji v opaénych fazich. Cerpadla vhangji mobilni fazi do tlumiée pulzii, kde dochazi

k stlaceni vnitini ¢asti a tim dochazi k utlumeni tlakovych pulzt (2) (3).
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2.1.3. Autosampler

Automatické davkovace jsou spojené se zasobnikem vzorku, ve kterém jsou umistény
mikronadobky (vialky) uzaviené pryZovym septem. Zasobniky se vzorky jsou temperovany na
0-50°C a chranény pied svétlem. Vzorek je davkovan (Vv objemech 5 az 50 ul) pomoci
vicecestnych ventild, vétSinou jsou pouzivany Sesticestné ventily, kdy mobilni faze protéka pies
davkovaci jehlu, ¢imz je zajistén kontinualni oplach jehly (obrazek 2A). Po piepnuti ventilu
dochazi k naplnéni jehly na pozadovany objem ptes krokovy motor, ktery ovlada pist injek¢ni
stiikacky davkovace (obrazek 2B). V tomto kroku mobilni faze neprotéka ptes davkovaci jehlu.
Pti davkovani dojde opét k prepnuti ventilu, ¢imz dochazi ke zméné toku mobilni faze tak, ze
spolu se vzorkem prochazi davkovaci jednotkou (obrazek 2C) a nasledné je injekéni stiikacka

je vyprazdnéna do odpadu. Cely princip davkovani je ukazan na obrazku 2 (4) .

Obrazek 2 (4): Schéma Sesticestného davkovace: 1- ¢erpadlo, 2 - kolona, 3 — Sesticestny
ventil, 4 - pist injekéni stiikacky, 5 — krokovy motor, 6 — davkovaci jednotka, 7 — odpad

(4)

2.1.4. Kolona
K analytickym uceltim jsou dnes pouzivany kolony o vnitinim priméru 2,1 az 4,6 mm,
délce 5 az 25 cm, plnéné naplnémi o velikosti Gastic 2 az 5 pm. Céastice mensi jak 2 pm se
v HPLC nepouzivaji, protoze se zvySuje odpor kolony, ktery musi mobilni faze ptekonat

a k tomu nejsou HPLC pfistroje prizptisobeny. Kolona je slozena z kovového plasté, ktery je
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uzavien porézni kovovou fritou. Ta zabranuje uvoliiovani stacionarni faze z kolony a soucasné
umoznuje plynuly pritok mobilni faze. Oba konce kolony jsou ukonéeny ochrannym krouzkem

a koncovou hlavici, ve které je navrtan vstup pro kapilaru se Sroubem (1).
Material, ze kterého je zhotoven kovovy plast’ musi mit tyto vlastnosti:

1) Musi odolavat vysokym tlakiim a to az 100 MPa
2) Material musi odolavat chemickému ptisobeni mobilni faze

3) Vnitini povrch plasté musi byt dokonale hladky (1)

Kolona je naplnéna stacionarni fazi, kde dochazi Kk vlastnimu separa¢nimu procesu.
Na stacionarni fazi jsou kladeny ur¢ité pozadavky, které by méla spliiovat. Méla by byt tepelné
stabilni, nesmi reagovat s mobilni fdzi a nesmi dochdzek k vymyvani stacionarni faze.
Nejrozsitenéj$im sorbentem je silikagel, ktery ma polarni charakter. Silanové skupiny mu
udéluji slabe kysely charakter, proto je nutné, aby mobilni faze méla rozmezi pH mezi 1,5 -7,
aby nedoSlo k zhrouceni silanovych skupin. Silikagel je casto pouzivan jako zaklad
stacionarnich fazi, kdy jsou jeho hydroxylové skupiny modifikovany pfislusnou chemickou
reakci s vhodnymi organickymi slouc¢eninami (napt. alkyly, dioly, fenyly a aminopropyly,
kyanopropyly atd.) na jejichz charakteru zavisi selektivita pfipravené faze. Dal$imi sorbenty,
které se vyuzivaji jako stacionarni faze, jsou oxidy (oxid zirkoni¢ity, oxid hlinity a oxid
titanic¢ity), polymery a grafitovy uhlik. Jejich vyhodou je, ze maji chemickou stabilitu v celém

rozsahu pH a Ze je 1ze pouzivat za vysokych teplot (1).

Jeden z nejvyuzivanéjsich zplisobii separace je retence na reverznich fazich, ktera se da
vyuzit pro separaci riizné polarnich molekul. Kdy jsou latky s nizsi polaritou vice zadrzovany,
nez latky s vySsi polaritou. Pfi tomto typu separace je mobilni faze obvykle polarni smés vodné
slozky s organickymi rozpoustédly, ktera jsou misitelna s vodou. Stacionarni faze ma nepolarni
charakter, nejcastéji jsou to dlouhé uhlikaté fetézce navazané na povrchovém nosi¢i (napf.
silikagel, kovové oxidy). Pfi tomto typu separace vnikaji mezi analytem a absorbentem
nespecifické mezimolekulové interakce, které jsou mnohem slabsi neZ polarni interakce mezi
mobilni fazi a analytem. Polarni interakce zeslabuji nespecifické interakce mezi molekulami

analytl a stacionarni fazi. Uleh¢uji tak, navrat molekul analytu do polarni mobilni faze (1).

2.1.5. Detektory

Detektory slouzi ke snimani pfitomnosti sloucenin Vv mobilni fazi pfi prichodu

detektorem a poskytuji elektricky signal (5).
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Na detektor jsou kladeny tyto pozadavky:

e moznost detekce vSech pritomnych komponentd (univerzalnost)
e vysoka odezva a linearita detektoru

e vysoka citlivost a nizka uroven Sumu

e robustni vii¢i zménam tlaku, pratoku mobilni faze a teploty

e co nejmensi mimokolonovy ptispévek k rozsSitovani elucnich zon
e umoznit gradientovou eluci (1)

Mezi detektory pouzivané v HPLC patii spektrofotometricky, fluorescencni,

elektrochemicky, vodivostni, hmotnostni spektrometr a dalsi.

2.2. Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC)

UHPLC (Ultra Performance Liquid Chromatogrpahy) je HPLC metoda, ve které maji
Castice stacionarni faze velikost mensi, jak 2 um. Nevyhodou takto malych ¢astic je, Ze se
zvySuje zpétny tlak kolony, ktery je tfeba ptfekonat nad 100 MPa. Proto musi byt systém
navrzen tak, aby Cerpadlo dokdzalo pracovat pti vysokém tlaku. Autosampler by m¢l byt
schopen rychlého a pfesného nastfiku i1 pti nizkém objemu. Kolona by méla mit mensi pramér
vnitini ¢asti 2,1 mm a odolavat vysokému tlaku. Detektor by mél byt dostate¢né rychly pro
sbér dat s vysokou citlivosti a nizkou mezi detekce (6) (7).

Princip UHPLC je tedy zalozen na stacionarni fazi skladajici se z ¢astic mensich nez
2 um, ¢imz se meni prutokova rychlost mobilni faze, aby byla zachovéana ucinnost separace,
kterd je vyjadfena jako vySkovy ekvivalent teoretického patra H pfimo Umérny druhé
odmocniné velikosti ¢astic. Cely proces popisuje van Deemterova kiivka na obrazku 3,
kdy minimum van Deemterovy kiivky odpovida nejnizsi dosazené hodnoté H, tedy optimalni

ucinnosti za danych podminek (1).
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Vyskovy ekvivalent teoretického
patra [H, um]

10 3.5 pum Particle

| 1990's
»
ACQUITY UPLC™ System
] 1.7 um Particle
[ 2004
0 ; ; :
0 1 2 3 4 5 & 7

Flow Rate [mL/min):  Linearni pritokova rychlost [u, mm/s] .

Obrazek 3: van Deemterova kiivka (4)

Vyhody
e Vys§i ucinnost a rychlost separace
e Vyssi citlivost — ostiejsi piky
e Niz8i spotieba rozpoustédla

Nevyhody
e Vyssi cena pristroji, nahradnich dila a kolon
e Nelze vyuzit vSechny typy detektora
e Omezeny pocet stacionarnich fazi

MozZnost vyuziti
e Analyzy komplexnich smési
e Analyza velkého mnoZstvi slou€enin
e Pfi spojeni s hmotnostnim spektrometrem ziskani lepSiho spektra (zvySeny

pomer signalu k sumu) (1)
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2. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je metoda, pii které dochazi k ionizaci molekul analyzované
latky a nasledné k rozdéleni a identifikaci kladnych nebo zapornych iontt v plynné fazi
Vv zavislosti na poméru hmotnosti a naboje (M/z). Informace, které dostaneme o analyzované
molekule, jsou kvalitativni (ureni molekulové hmotnosti, informace o struktuie)
a kvantitativni (s pouzitim vnitiniho standardu) (8) (9) (10).

Vsechny hmotnostni spektrometry se skladaji ze tfi zakladnich ¢asti — iontovy zdroj,
analyzator a detektor castic (8) (9) (10).

Spojeni HPLC/MS se vyuziva pro analyzu vzorkl z biologického materidlu, protoze
obsahuje mnoho komponenti. Spojeni separa¢ni techniky se specifickym detektorem je velice
vyhodné pro zvySeni citlivosti a selektivity metody (1).

Ve spojeni HPLC/MS se mobilni faze stava soucasti ioniza¢niho procesu, proto nelze
pouzit jakékoliv rozpoustédlo, ale jen urcity typ. Nejvhodnéjsimi rozpoustédly jsou tékava
rozpoustédla (acetonitril, methanol) s malym piidavkem tékavych aditiv (do 1%), protoze pti
zvySené koncentraci dochazi k soupefeni o naboj pii procesu ionizace, a tim ke snizeni signalu

ionizovanych molekul analytu (1).

2.1. lonizace molekul

Pti spojeni HPLC s MS musi dojit k pfevedeni analyzované latky do plynné faze
a odstranéni velkého mnoZzstvi mobilni faze. Pfi tomto spojeni je také problém s tim, Ze ionizace
molekul probiha ve vakuu, kdeZto separace molekul v HPLC probiha za atmosférického tlaku.
Tento problém byl vyfeSen navrzenim specidlnich ionizac¢nich technik pro spojeni hmotnostni
spektrometrie a kapalinové chromatografie, kdy ionizace probiha taktéz za atmosférického
tlaku (11).

Nejvyuzivangj$imi technikami pro ionizaci v HPLC/MS jsou chemickd ionizace za
atmosférického tlaku, ionizace elektrosprejem a fotoionizace za atmosférického tlaku. VSechny
techniky patfi mezi ,,m&kké™ ionizacni techniky, coz znamena, Ze pii ionizaci dochazi ke
vzniku protonovanych nebo deprotonovanych molekul a ne k fragmentaci molekul, jako

u tvrdych ioniza¢nich technik (1) (11).
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2.1.1. Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmoshperic Pressure

Chemical lonisation - APCI)

Pti chemické ionizaci za atmosférick¢ého tlaku je mobilni faze, ktera vystupuje
z chromatografické kolony Cerpana do kapilary. Na konci této kapilary dochézi k rozpraseni
eluatu pneumatickym zmlzovacem. Vznikly aerosol je rychle odpafen pti vysoké teploté (az
600 °C). VloZenim napéti na vybojovou jehlu dochazi ke vzniku koronarniho vyboje, jimz jsou
nejdiive ionizovany molekuly mobilni faze pfitomné v plynné fazi, protoze jsou ve velkém
prebytku. Nasledné jsou ionizovany molekuly analytu ion-molekularnimi reakcemi s reakénim
plynem (ionty vzniklé z mobilni faze). Tato technika je vhodna pro malé ( Mr do 1500)
organické molekuly (11) (14).

2.1.2. lonizace elektrosprejem (electrospray ionization, ESI)

Ionizace probiha aplikaci vysokého napéti (2 - 5 kV) na kapilaru, do které vstupuje
mobilni faze s analyty, takze malé kapi¢ky vznikajici na vystupu z kapilary nesou vlivem
vysokého elektrického pole kladny nebo zaporny ndboj podle polarity vlozené¢ho napéti na
kapilaru. Tvorba aerosolu je podporovana koaxialné¢ proudicim zmlzujicim plynem.
Rozpoustédlo je z nabitych kapi¢ek béhem velmi kratkého ¢asu postupné odpatrovano proudem
plynu a zvysenou teplotou, ¢imz se zvysuje jejich povrchovy naboj. Coulombické odpuzovani
v jistém okamziku ptekona povrchové napéti a dochazi k explozi nabité kapicky za vniku
mensich kapi¢ek, mezi kterymi je distribuovan pivodni naboj. Nasledné dochazi ke vzniku
ionti dvéma mechanizmy - bud’ vznikne zbytkovy ndboj (odpafeni rozpoustédla z nabité
kapi¢ky za vzniku iontll), nebo vypafenim ionti (povrchové napéti vytrhne ion analytu
z kapicky) (8) (9) (12).

K ionizaci touto metodou jsou vhodné stfedné€ polarni i iontové latky s malou i velkou

molekulovou hmotnosti (8).

2.2. Analyzatory

Po ionizaci putuji ionizované molekuly do analyzatoru, kde dojde k jejich separaci dle
poméru hmotnost a naboj (M/z) v elektrickém nebo magnetickém poli, ¢i jejich kombinaci, aby

mohly byt poté detekovany. Separace na rozdil od ionizace probiha ve vysokém vakuu (13).
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Mezi hlavni charakteristiky analyzatoru patfi:

. rozliSovaci schopnost (rozliSeni) — schopnost analyzatoru
poskytnout rozliSené signaly pro ionty s podobnou m/z

. spravnost ur¢eni m/z - mira schopnosti analyzatoru urcit spravnou
hodnotu m/z

. hmotnostni rozsah — rozsah m/z hodnot, ptes ktery analyzator mize
Zzaznamenat spektra

. dynamicky rozsah - rozmezi koncentraci, v nichz je odezva
(linearn¢) zavisla na koncentraci

. rychlost — rychlost zaznamu spekter (14)

Mezi dvé bézné kategorie hmotnostni spektrometrie patii hmotnostni spektrometrie
s vysokym rozliSenim (HRMS) a hmotnostni spektrometrie s nizkym rozlisenim (LRMS).
Hmotnostni spektrometry s vysokym rozliSenim mohou méfit hmotnost tak ptfesné, ze jsou
detekovany nepatrné rozdily v hmotnosti mezi dvéma slouc¢eninami, které¢ by se zdaly byt

identické pii detekci hmotnostnimi spektrometry s nizkym rozlisenim (18).

Mezi nejCastéji analyzatory, ve spojeni HPLC/MS, patii kvadrupol, iontova past

a analyzator doby letu.

2.2.1. Kvadrupol

Kvadrupdl se sklada ze ¢tyt kovovych ty¢i paralelné uspofddanych do ¢tverce. Na dvé
protilehlé tycCe je vzdy privedeno stejnosmérné napéti kladné a na druhé dvé zaporné a na
vSechny Ctyfi ty¢e je superponovéano stiidavé napéti. lonty jsou sméfovany do stifedu
kvadrupolu kde zac¢inaji kmitat. V uréitém pomeéru stejnosmérného a stiidavého napéti, jsou
stabilni pouze ionty s ur¢itym pomérem m/z, které projdou kvadrupélem az k detektoru. Ostatni
nestabilni ionty jsou zachyceny na ty¢ich kvadrupolu (13) (16).

Kvadrupol se hodi spise pro kvantitativni stanoveni. (13).

Trojity kvadrupol
Velmi popularni diky cenové dostupnosti, vysoké citlivosti, specificité a robustnosti pfi
analyze slozitych biologickych matric. V principu jsou zde umistény tfi kvadrupdly za sebou,

prostfedni z nich (q2) slouzi jako kolizni cela se zavedenym koliznim plynem, ktery zptisobuje
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kolizni excitaci vybranych ionti kvadrupolovym analyzatorem Q1 a jejich naslednou

fragmentaci. Vzniklé fragmenty jsou analyzovany pomoci Q3 (9) (16).

2.2.2. lontova past

Tento typ analyzatoru je typ kvadrupoélu, ktery se sklada z 2 kruhovych elektrod, na
které je dano stfidavé napéti a prostor mezi nimi je uzavien 2 dal$imi elektrodami, na které je
privadéno stejnosmérné napéti. lonty, které vstoupi do pasti otvorem ve vstupni elektrod¢, jsou
,uvéznény* v elektromagnetickém poli, diky vhodnym pomériim stejnosmérného a sttidavého
napéti. Postupnou zménou napéti jsou ionty vypuzovany vystupnim otvorem koncové elektrody
(13) (16).

Tento typ analyzatoru je vhodny jak pro kvalitativni, tak pro kvantitativni hodnoceni

(13).

2.2.3. Analyzator doby letu

Tento analyzator je zalozen na tom, Ze vSechny ionizované molekuly jsou urychleny
napétovym pulzem do letové trubice. Méfime Cas potiebny k priletu iontu letovou trubici az
k detektoru. lonty s mensim pomérem m/z leti rychleji nez ty s vétSim pomérem m/z pfi stejné
kinetické energii (13) (16).

Nejrychlejsi MS analyzator s vysokym hmotnostnim rozsahem a vysokou citlivosti
(13).

2.2.4. Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS)

Jde 0 kombinaci hmotnostnich analyzatort, ve které prvni hmotnostni analyzator (MS1)
provadi vybér prekurzorového iontu. Vybrany ion podléha kolizné€ indukované disociaci (CID)
a dochazi k jeho fragmentaci, druhy hmotnostni analyzator (MS2) provadi hmotnostni analyzu
produktovych iontli. Tato uspofddani nachéazeji znacné uplatnéni pii identifikaci latek
v komplexnich smésich, pro kvantifikaci latek ve vzorcich nebo pifi fragmentacnich
experimentech, predevsim ve spojeni s meékkymi technikami, kde v iontovém zdroji ziskdvame
pouze molekularni ion. Nejcastéjsi spojeni v tandemové hmotnostni spektrometrii je trojity
kvadrupo6l, kvadrupol spojeny s analyzatorem doby letu nebo iontovou cyklotronovou

rezonanci a iontova past spojena s iontovou cyklotronovou rezonanci nebo orbitrapem (1) (9).
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2.3. Detekcni mody
2.3.1. Chromatogram celkového iontového proudu (Total lon Current — TIC)

Je to signal hmotnostniho spektra v zavislosti na intenzité. V kazdém bod¢ TIC Ize
ziskat kvalitativni informaci v podob¢ spektra, ze zdznamu lze také kdykoliv extrahovat
chromatogram urcitého iontu, ktery slouzi k rozliSeni koeluci nebo ionti chromatografického

pozadi (1).

2.3.2. Sken celého spektra (Full Scan)

Me¢fteni hmotnostniho spektra v plném jeho rozsahu m/z. Podava kompletni informace

o iontech vzniklych z analyzované latky (1).

2.3.3. Sken vybraného iontu (Selective lon Monitoring — SIM)

Selektivni zaznam jednoho nebo vice vybranych iontt z celého spektra, slouzi k zvyseni

citlivosti hmotnostniho analyzatoru pro dany ion (1).

2.3.4. Nekteré typy zaznami v tandemové hmotnostni spektrometrii

Sken produktovych ionti

MS1 propousti ion s definovanou hodnotou m/z, ktery je nasledné fragmentovan
Vv kolizni cele (CID). MS2 pracuje v rezimu skenovani v definovaném rozsahu m/z. Vsechny
vzniklé fragmenty jsou zaznamenadvany detektorem. Ziskavame kompletni informaci

o fragmentaci vybraného iontu. Tento typ spektra je vyuzivan k objasnéni struktury analytu (1)

9).

Sken prekurzorovych iontt

MS1 pracuje v rezimu skenovani m/z, ¢ili postupné propousti do kolizni cely ionty se
zvysujici se hodnotou m/z, kde jsou nasledn¢ fragmentovany. MS2 po celou dobu propousti
pouze jeden specificky fragment, ktery je detekovan. Tento sken je pouzivan pro identifikaci

strukturné blizkych latek ve smési (9).

Sledovéni rozpadu iontu
V tomto modu ( Selected Reaction Monitoring - SRM) MS1 slouzi k vybéru iontu
prekurzoru, ktery je v kolizni cele fragmentovan za podminek optimalni kolizni energie pro

nejintenzivnéj$i produktovy ion, ktery je vybrdn pomoci MS2. Kvalitativni parametr
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definovany dvéma hodnotami m/z odpovidajici prekurzorovému a produktovému iontu se
nazyva hmotnostni pfechod. SRM je velmi selektivni a sou¢asné mimotadné citlivy méd, ktery
se pouziva pro kvantifikaci. Dalsi vyhodou je vysoka rychlost méteni, proto je mozné béhem
analyzy pomoci SRM méfit az stovky analyz, coZz je pon€kud nepiesné oznacovano, jako

(Multiple reaction monitoring - MRM) (1) (9).

2.4. Detektory

lonty, které proSly hmotnostnim analyzatorem, mohou byt elektricky detekovany.
Vybér detektorti je zalozen na pozadované citlivosti detekce a rychlosti. Dale je urcen dalSimi

pozadavky pro konkrétni aplikace, jako je naptiklad tepelna a chemicka stabilita (16) (17).

3. Uprava vzorki biologického materialu

Pted vlastni analyzou je nutné odstranit balastni latky z biologického matrialu (plazma,
sérum, mo¢, tkanové extrakty), protoze analyt je obsazen V minimalnim mnoZzstvi oproti
endogennim latkam (proteiny, lipidy, soli atd.), které snizuji citlivost a selektivitu metody pro
dany analyt. Dalsim divodem je také reakce mezi mobilni fazi a balastnimi latkami, kdy
vznikaji nerozpustné komplexy (pf. precipitované proteiny), které mohou ucpat

chromatografickou kolonu (15).

3.1. Extrakce kapalina-kapalina (liquid liquid extaction - LLE)

LLE je metoda pouzivana pro separaci smési do dvou nemisitelnych rozpoustédel.
Ve vétsin€ LLE se jedna o vodny roztok (biologicky vzorek) a organické rozpoustédlo. Pii této
extrakci se analyty rozdé€luji do téchto fazi na zakladé své polarity.

Distribuce dle Nernstovy rovnice, kde KD je distribu¢ni konstanta, Co je koncentrace

analytu v organické fazi a Cag je koncentrace analytu ve vodné fazi (18).
KD =Co/ Caq (17)

Pro extrakci je také dilezité, jestli je extrahovany analyt neutralni, nebo jestli je kysely
¢i bazicky. Pokud ma kyselou nebo bazickou povahu, musi dojit k apravé pH, aby byla

potla¢ena ionizace a latka mohla ochotnéji projit do organického rozpoustédla. Proto jestli jde
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o kyselou latku, musi byt pH o dvé hodnoty nizsi, nez je hodnota pKa analytu a pokud je analyt
zasadity, musi byt pH o dvé hodnoty vyssi nez je pKa analytu (15) (18).

Pti provedeni LLE tedy dochazi k upravé pH vzorku, pokud je to potieba. Nasledné je
pridano rozpoustédlo, které se nemisi s vodou, celd soustava je po ur¢itou dobu tfepana. Vrstvy
jsou od sebe odd€leny pomoci centrifugace. Organicka vrstva, ktera obsahuje analyt, je
odpatfena. Zbytek po odpafeni je rozpustén ve vhodném rozpoustédle (v mobilni fazi)
a analyzovan. Pro vétsi vytéznost je zapotiebi extrakci opakovat (15).

Vyhodou LLE je, Ze je to jednoducha a relativné efektivni technika (vytéZznost az 90%).
Mezi nevyhody patii velka spotfeba rozpoustédla (neni to ekonomické, ani ekologické), casova

naro¢nost a mozna tvorba emulze pii tfepani dvou nemisitelnych rozpoustédel (18).

3.2. Extrakce na pevné fazi (solid phase extraction, SPE)

Extrakce na pevné fazi ¢astetné nahradila Kklasickou extrakci kapalina-kapalina.
Principem je zadrzovani organickych molekul na stacionarni fazi, kterd je umisténa ve formé
sloupce v malé kolonce. Hlavnim cilem SPE je dosahnout izolace, zakoncentrovani a Cistoty
vzorku v jednom kroku. Toho mize byt dosazeno vhodnym vybérem typu sorbentu, nebo jejich
kombinaci (18) (20).

Proto se pii vybéru sorbentu vyuziva specifickych interakci vyplyvajicich z polarity
analytu, iontové povahy analytu nebo ptfitomnosti specifickych funkénich skupin. Pfi SPE se
pouzivaji tyto stacionarni faze:

A) Reverzni faze zahrnuje polarni nebo mirné polarni vzorek (mobilni faze) a nepolarni
stacionarni fazi. Extrahovany analyt je nepolarni. Jako reverzni faze pro SPE jsou
vyuzivany sorbenty na bazi oxidu kfemicité¢ho s vazanymi alkyly (C18, C8) nebo
fenylem. Dale je vyuzivan grafitovy uhlik a polymery.

B) Normalni faze zahrnuji mirné€ polarni aZ nepolarni vzorek (mobilni faze) a polarni
stacionarni faze. Extrahovany analyt je polarni. Polarni stacionarni faze je silikagel
samotny nebo s navazanymi polarnimi skupinami (CN, NHz, OH)

C) Iontové vyménna SPE slouzi k izolaci sloucenin, které jsou ve vodném vzorku
(mobilni faze) zaporné nabité (anionty), které mohou byt izolovdny pomoci
kvartérnich aminti vazanych na povrchu oxidu kfemicitého. Nebo kladn¢ nabité
(kationty), které jsou izolovany pomoci sulfonovych kyselin navazanych na oxidu

kfemic¢itém (18) (19).
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Pii provedeni extrakce nejdiive kolonku proplachneme piedepsanym rozpoustédlem,
aby doslo k aktivaci stacionarni faze pro interakci s analytem. Nasledné proplachneme
vhodnym rozpoustédlem, ¢imz je upraveno prostiedi kolonky pro vzorek. Pak naneseme vzorek
do kolonky. Pii tomto kroku dochazi k absorpci analytu na stacionarni fazi. Po tomto kroku
dojde opét k promyti kolonky vhodnym rozpoustédlem, aby doslo k vymyti zbytka biologické
matrice z kolonky. Potom uz jen promyvame kolonku elu¢nim rozpoustédlem, aby doslo
k desorpci analytu do eluatu (20).

Vyhodou je prace s mensimi objemy vzorki, jednoduché provedeni (rychlé a levné),
snadna automatizace. Nevyhodou je, Ze nejsou na trhu vhodné kolonky — nespecificka izolace

analytu (18).

3.3. Precipitace proteini

Toto je velmi jednoducha technika pro extrakci analytu z matrice, ktera je zaloZena na
precipitaci (sraZeni) proteinti vhodnym ¢inidlem (rozpoustédlem). Mezi vhodna rozpoustédla
patii organicka rozpoustédla, jako je acetonitril nebo methanol, silné kyseliny (chlorista,
trifluroctova, trichloroctova atd), soli vicemocnych iontli (siran zine¢naty nebo médnaty,
hydroxid barnaty atd). Po pfidani téchto rozpoustédel dochazi ke K precipitaci proteind.
Nasledné je vzorek centrifugovan po dostatecné dlouhou dobu, aZ jsou vSechny vysrazené
slozky biologické matrice na dné¢ a je oddélen ciry supernatant, ktery je piefiltrovan
a analyzovan (15) (18).

Precipitace se pouziva pro odstranéni proteint z plazmy, séra a moci. Metoda je rychla
a jednoducha. Nevyhodou ale zlstava, Ze odstrani pouze proteiny a také mozna vazba analytu

na precipitat (15).

4. Sobuzoxan

4.1. Inhibitory topoizomerazy |1 s interkalacni aktivitou

Topoizomerazy jsou nuklearni enzymy, které maji zasadni vyznam pro hladky pribéh
replikace. Dvojspirala DNA prodélava torzi kolem vlastni osy, coz mize vést K prekrouceni a
indukci zlomu v jednom ¢i obou fetézcich dvousroubovice DNA. Topoizomeraza I se vaze na
jeden fetézec DNA, ktery rozpoji, uvolni nadmérnou torzi a pteruseny fetézec opét spoji, coz

umozni kontinuitu replikaéniho procesu. Topoizomeraza II se vaze na oba fetézce
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dvousroubovice, plisobi jejich pieruseni a opetovné spojeni. Umozni tak separaci chromozomit
pii mitdze (21).

Mezi inhibitory topoizomerazy II patii antracykliny (doxorubicin, daunorubicin,
epirubicin a idarubicin), které se pouzivaji k 1é¢bé lymfom, leukémii, karcinomu prsu, ovarii,
mocového méchyie, plic a dalsich. Dalsim mechanizmem u¢inku téchto 1é¢iv je interkalace,
kdy se molekula cytostatika vmezeii mezi dvojsroubovici DNA, kde se navaze vodikovymi
mustky a inhibuje replikaci a transkripci (22) (23).

Antracyklinova cytostatika maji velky kardiotoxicky ucinek, ktery vznika pisobenim
kyslikovych nebo hydroxylovych radikalii, jenz vnikaji pfi metabolizaci antracyklinti.

Po opakovaném podavani antracyklinii pak postupné dochazi destrukci cardiocytd, ktera vede

k tézkému poskozeni funkce srdce (23).

4.2. Puasobeni sobuzoxanu

Sobuzoxan je derivatem bisdioxopiperazinu, ktery patii do skupiny inhibitorQ
topoizomerazy. Byl vyvinut pro peroralni podani, protoze piedchazejici 1é¢iva odvozena od
bisdioxopiperazinu se $patné absorbovala z gastrointestinalniho traktu. Sobuzoxan je prolécivo,
které se v bunice ziejmée aktivuje, za odstépeni formaldehydu, oxidu uhli¢itého a jinych molekul
na ucinnou latku 1,1-ethyl-3,5-dioxopiperazin (ICRF-154), které je inhibitorem topoizomerasy
I1. Da se ptedpokladat, ze ICRF-154 by mohl byt v organismu dale metabolizovan na 2,2"-{(1-
ethan- 1,2diyl)bis[(2-amino-2oxoethyl)imino]}dioctovou kyselinu (EDTA-diamid). Schéma
predpokladané metabolické pfemény sobuzoxanu je uvedeno na obrazku 4. Pro klinické uziti,
1é¢bu leukémie, lymfomu a nékterych nadort, je sobuzoxan schvalen v Japonsku. Bylo také
objeveno, ze pti soucasné terapii s antracykliny zvysuje tvorbou duktd (antracyklinu a DNA),
¢imz je urychlena apoptéza nadorovych bunék, coz nasledné vede ke snizeni davek téchto
cytostatik, nebo se da také vyuzit pfi snizené odpovédi na 1é¢bu antracykliny. Dosud neni jasné,
jestli se inhibice topoizomerasy II ti¢astni pouze ICRF-154 nebo i sobuzoxan (24) (25).

Pti preklinickych studiich bisdioxopiperazinti doslo k objeveni ochrany tkani (zejména
myokardu) pied pisobenim antracyklinti. Jako Kkardioprotektivum je zatim schvalen jen
dexrazoxan (derivat bisdioxopierazinl), ktery je v téle matbolizovan na ADR-925. Tomuto
metabolitu je zatim pfipisovan kardioprotektivni Gc¢inek, kdy dochazi k chelataci kovt (volného
zeleza), které nasledné nemuze tvorit komplex s antracykliny za vzniku kyslikovych radikald,
které poSkozuji srdce. Nové studie naznacuji moznost jiného mechanizmu uc¢inku - inhibice

B topoizomerasy II, ktera je specificka pro srdce, parentni latkou (dexrazoxanem). I pfesto, ze
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je dexrazoxan tak dlouho pouzivan, neni znam piesny mechanizmus kardioprotekce a navic
panuji obavy, ze snizuje ucinek antracyklint (24) (25).
Proto Ze je ICRF-154 strukturné podobny s dexrazoxanem a EDTA- diamid s ADR-925,

da se predpokladat, Ze mechanismus G¢inku kardioprotekce bude podobny, mozna i stejny (24)
(25).

NH

EDTAm
HOOC—

N _—COOH
H,NoCc—" N\
\—CONH,

Obrazek 4: Metabolismus sobuzoxanu (24) (25)
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4.3. Chemickda charakteristika analyzovanych latek

Sobuzoxan
Chemicky nazev: Bis(N1-isobutyloxykarbonyloxymethyl-2,6-dioxopiperazin)
Sumarni vzorec:C22H34N4O10

Relativni molekulova hmotnatost: 528,55

ICRF-154 (k6dové oznaceni dané substance)
Chemicky nazev: 1,1-ethyl-3,5-dioxopiperazin
Sumarni vzorec: C10H14N4O4

Relativni molekulova hmotnatost: 254,24

EDTA-diamid

Chemicky nazev: 2,2 -{(1-ethan-1,2diyl)bis[(2-amino-20xoethyl)imino]} dioctova
kyselina

Sumarni vzorec: C10H22N4Oe¢

Relativni molekulova hmotnatost: 294,31

Chemické struktury analyzovanych latek jsou uvedeny na obrazku 4.
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Cil prace

Cilem této prace je vyvinout UHPLC-MS/MS metodu pro soucasnou analyzu
sobuzoxanu a jeho ptedpoklddanych metaboliti (rozkladnych produktli), ovéfit linearitu
metody pro stanoveni téchto analyti v biologickém materialu a V pilotnim experimentu

hodnotit stabilitu sobuzoxanu v buné¢ném médiu za fyziologicky relevantnich podminek.
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Experimentalni ¢ast

5. Pouzité chemikalie, material, pristroje a pomiicky

5.1. Chemikadlie
1,1-ethyl-3,5-dioxopiperazin (ICRF-154), Sigma Aldrich, Némecko
1,2-diaminopropan-N,N,N",N"-tetraoctové kyselina (ADR-IS) Sigma Aldrich, Ceska
republika
2,2"-{(1-ethan- 1,2diyl)bis[(2-amino-2oxoethyl)imino] } dioctova kyselina, EDTA-diamid
(EDTAmM), syntetizovana na Katedie anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta

v Hradci Kralové Univerzity Karlovy v Praze, Ceské republika
Acetonitril LC-MS ¢istoty, Merck, Némecko

2,2"-{(1-propan-1,2diyl)bis[(2-amino-2oxoethyl)imino] } dioctova kyselina (ADR),
syntetizovana na Katedfe anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta v Hradci

kralové Univerzity Karlovy Praze, Ceska republika
Amoniak, Sigma Aldrich, Ceska republika

Bis(N1-ethyloxykarbonyloxymethyl-2,6-dioxopiperazin) (SBZet), syntetizovan na Katedie
anorganické a organické chemie, Farmaceutickd fakulta v Hradci kralové Univerzity Karlovy
v Praze, Ceska republika

Bis(N1-isobutyloxykarbonyloxymethyl-2,6-dioxopiperazin), sobuzoxan (SBZ), syntetizovan
na Katedie anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Univerzity Karlovy, Ceska republika

Bis(N1 —propyloxykarbonyloxymethyl-2,6-dioxopiperazin) (SBZpr), syntetizovan na Katedie
anorganické a organické chemie, Farmaceutickd fakulta v Hradci kralové Univerzity Karlovy

v Praze, Ceska republika

Bunééné médium, Dulbeccova modifikace Eaglova media, Lonza, Svycarsko

Cisténa voda piipravena reverzni osmoézou (Millipore purification system), Merck-Milipore,
Némecko

1,1"-propyl-3,5-dioxopiperazin, dexrazoxan (DEX), syntetizovana na Katedie anorganické a
organické chemie, Farmaceuticka fakulta v Hradci kralové Univerzity Karlovy v Praze, Ceska

republika
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Draseln4 stl ethylendiamintetraoctové kyseliny, Sigma Aldrich, Ceska republika

4,4’-(propan-1,2-diyl)bis(1-bemzylpiperazin-2,6-dion) (GK-450), syntetizovan na Katedie
anorganické a organické chemie, Farmaceutickd fakulta v Hradci kralové Univerzity Karlovy

v Praze, Ceska republika

2,2’-{(1-oxoethan-1,2-diyl)bis[(2-amino-2-oxoethyl)imino]}dioctova kyselina
(H305), syntetizovana na Katedie anorganické a organické chemie, Farmaceuticka fakulta v

Hradci kralové Univerzity Karlovy v Praze, Ceské republika

Krali¢i plazma, Zooservis Dviir Kralové nad Labem, Cesk4 republika
Kyselina mravenéi, Sigma Aldrich, Ceska republika

Methanol LC-MS &istoty, Sigma Aldrich, Ceska republika

Mravencan amonny, Fluka Analytical, Némecko

U veskerych substanci pfipravenych na Katedie anorganické a organické chemie byla

prokézana totoznost pomoci NMR a MS.

5.2. Chromatograficky material
Kolony

Hypercarb (3x100 mm, 3 um,), Thermo Scientific, Massachusetts, USA

Zorbax Sh-Aq (3x150 mm, 3,5 um), Agilent, Kalifornie, USA

Zorbax Sh-Ag (3x100 mm, 1,8 um,), Agilent, Kalifornie, USA

Synergi 4u Polar — RP (3x150 mm nebo 75 mm, 4 um), Phenomenex, Kalifornie USA
Ptedkolona:

Acquity UPLC ® BEH C18 1.7um VanGuard (2,1x5 mm 1,7 um), Waters, Irsko
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5.3. Pristroje
Chromatografické systémy:
1/HPLC-MS/MS

Hmotnostni spektrometr LCQ Advance MAX, Thermo Finnigan (Massachusetts, USA)
s iontovou pasti (ESI* ionizace) spojeny s HPLC Shimadzu prominence sestavou

(Shimadzu, Japonsko).

HPLC sestava Shimadzu Prominence -20A3 degasser, dvé LC-20AD pumpy, SIL-20AC
auto sampler, CTO-20AC column oven, CBM 20A komunika¢ni modul pfipojeny k PC.

Chromatograficky program Thermo Finnigan Xcalibur software, Thermo Finnigan
(Massachusetts, USA)

2/ UHPLC-MS/MS

Trojity kvadrupol LCMS-8030, Shimadzu, Japonsko spojen s UHPLC Nexera X»
(Shimadzu, Japonsko).

UHPLC sestava Nexera X> Shimadzu — degasser 20 As, dvé 2C- 30 AD pumpy,
CTO - 30A column oven. Chromatograficky program LabSolutions (Shimadzu,

Japonsko).

Dalsi pfistroje:

Analytické véhy, Kern, Ceska republika

Ultrazvukova lazen K10, Kraintek, Slovenska republika
Centrifuga, Thermo Finnigan, Massachusetts, USA
Vortex Wizard, Scientifica, Italie

Thermomixer comfort, Eppendorf, Némecko

Phree Phospholipid Removal Plates,Phenomenex, Kalifornie USA
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5.4. Pomiucky
Aparatura pro filtrovani mobilni faze s filtry (0,22 pm), Sigma Aldrich, Ceska republika
Laboratorni sklo
Sklenéné vialky pro HPLC
Automatické mikropipety, Eppendorf, Némecko
Eppedorfky 1,5 ml se Sroubovacim uzavérem

Filtry pro filtrovani plazmy (4 mm, 0,2 pm), Whatman, Velka Britanie

6. Priprava roztoki

6.1. Priprava zasobnich roztokii

Jako zasobni roztoky pro analyzu byly pouzivany roztoky o koncentraci 1,6 mM
(EDTAm a ADR-IS), 1,1 mM (SBZ, SBZy a GK-450), 3,3mM (H305 aADR),
2,2mM (ADR), 3,7 mM (DEX), 4 mM (ICRF-154) a 160 uM (ICRF-154). Byly ptipraveny
rozpusténim piislusné substance v potifebném mnozstvi (nejéastéji 1 ml) 50% roztoku
acetonitrilu (EDTAmM), 50% roztoku methanolu, 100% acetonitrilu (SBZ, SBZpr, SBZet),
100% methanolu (DEX), ziedéném amoniaku (ADR-IS) nebo 100% kyseliné mravenci
(4 mM ICRF-154). Dale byly vsechny roztoky umistény do ultrazvukové lazné na 20 sekund
az 15 minut k jejich dokonalému rozpusténi. Roztok ICRF-154 o koncentraci 160 uM byl
pfipraven jako nasyceny roztok ve vodé a jeho koncentrace byla zjistovana pomoci kalibracni

kiivky. Roztoky byly skladovany pii teploté 5°C.

6.2. PFiprava standardnich roztokii

Tyto roztoky byly pfipravovany v ¢as potfeby odebranim potfebného mnozstvi
zasobniho roztoku. Toto mnozstvi zasobniho roztoku bylo nafedéno 90% methanolem. Tyto

roztoky byly pouzivany pii vyvoji chromatografickych metod a k optimalizaci precipitace.
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7. Nastaveni MS detekce

Pro ionizaci separovanych latek byl vyuzit elektrosprej nastaveny v pozitivnim moédu.
K detekci ionizovanych molekul byly pouzity dva analyzatory - iontova past a trojity

kvadrupdl. Pro kvantitativni stanoveni byl pouzit v obou ptipadech SRM méod.

7.1. Iontova past

Teplota zdroje: 200 °C

Pritoky plynt: zmlZzujici plyn 50 arbitrarni jednotka
susici plyn 20 arbitrarni jednotka

Napéti na kapilaie: 4 KV

Optimalizované SRM ptechody, pro iontovou past jsou uvedeny v tabulce 1.
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Substance SRM piechody Kolizni energie
Sl [M+H*]: m/z 291 — m/z 273 35%
[M+Na*]: m/z 313 — m/z 269 35%
[M+K*]: m/z 329 — m/z 285 35%
ADR [M+H*]: m/z 305 - m/z 173 35%
[M+Na*]: m/z 327 — m/z 238 36%
[M+K*]: m/z 343 — m/z 299 34%
ADR-IS [M+H*]: m/z 305 — m/z 173 34%
[M+K*]: m/z 343 — m/z 299 34%
SBZ [M+H*]: m/z 515 — m/z 483 35%
[M+NH*,]: m/z 532 — m/z 341 32%
[M+Na*]: m/z 537 — m/z 407 32%
SBZet [M+H*]: m/z 459 — m/z 369 35%
[M+NH*,]: m/z 476 — m/z 369 35%
[M+Na*]: m/z 481 — m/z 23 32%
GK-450 [M+H*]: m/z 450 — m/z 246 35%
ICRF-154 [M+H*]: m/z 255 — m/z 141 35%
DEX [M+H*]: m/z 269 — m/z 155 32%

Tabulka 1: Optimalizované SRM prechody pro iontovou past

Vnitini standardy H305 a SBZpr nebyly jeste syntetizovany, proto tady nejsou uvedeny.

7.2. Trojity kvadrupol

Teplota zdroje: 250°C

Pritoky plyni: zmlzujici plyn 3 I/min

susici plyn 15 I/min
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Napéti na kapilare: 4,5 kV

Optimalizované SRM piechody, pro trojity kvadrupdl, jsou uvedeny v tabulce 2.

Substance SRM piechody Kolizni energie
EDTAmM [M+H*]: m/z 291 — m/z 159 -17eV
[M+Na*]: m/z 313 — m/z 78 -45 eV
[M+K*]: m/z 329 — m/z 165 -25eV
ADR [M+H*]: m/z 305 — m/z 173 -15eV
H305 [M+H*]: m/z 305 — m/z 145 -16 eV
SBZ [M+H*]: m/z 515 — m/z 341 -25eV
[M+NH*,]: m/z 532 — m/z 341 -20 eV
[M+Na*]: m/z 537 — m/z 363 -30 eV
SBZet [M+H*]: m/z 459 — m/z 369 30 eV
[M+NH*,]: m/z 476 — m/z 369 -15eV
[M+Na*]: m/z 481 — m/z 23 -30 eV
SBZpr [M+NH*,]: m/z 509 — m/z 465 -13eV
GK-450 [M+H*]: m/z 449 — m/z 24 -20 eV
[M+Na*]: m/z 471 — m/z 23 -30 eV
ICRF-154 [M+H*]: m/z 255 — m/z 141 -15eV
DEX [M+H*]: m/z 269 — m/z 155 -13 eV

Tabulka 2: Optimalizované SRM piechody pro trojity kvadrupol

Nebyl zde zkouSen ADR-IS, jako vnitini standard pro EDTAm, protoze nedoSlo
k oddéleni pikit ADR-IS a EDTAmM pti separaci na HPLC-MS.
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8. Vyvoj chromatografickych podminek

8.1. Vybér staciondarni faze a mobilni faze

Pro analyzu byly testovany tyto kolony: Zorbax Sb-Aq (pro HPLC), Zorbax Sh-Aq
(pro UHPLC), Synergi 4u Polar-RP, Hypercarb.

8.2. Optimalizace sloZeni mobilni faze

Byly zkouSeny riizné poméry vodné a organické faze. Jako vodna slozka byly testovany
rizné koncentrace mravenc¢anu amonného od 0,1 mM do 2mM (bez upravy pH). Jako
organicka slozky mobilni faze byly zkouSeny methanol a acetonitril v riznych pomérech vodné

a organické slozky. Byly testovany nasledujici izokratické a nasledné i gradientové metody.
8.2.1. lzokratické metody pro HPLC-MS/MS

Na koloné Zorbax Sb-Aq (pro HPLC) a Synergi 4u Polar-RP byly testovany izokratické
metody s prutokem 0,15 ml/min a 0,3 ml/min a nastfiku 5 pl, pfi teploté na kolong, ktera
byla 25 °C. Jako mobilni faze byl pouzit mraven¢an amonny a methanol v poméru od
80:20 (v/v) do 70:30 (v/v) pro EDTAmM, ADR a ADR-IS. Od 30:70 (v/v) do 10:90 (v/v) pro
ICRF-154 od 70:30 (v/v) do 40:60 (v/v) pro SBZ, SBZet a GK -450 30:70 (v/v) do 10:90 (v/v).

Na koloné Hypercarb byly testovany metody s prutokem 0,3 ml/min a nastiiku 10 pl,
pii teploté¢ na kolon¢ 25°C. Jako mobilni faze byl pouzit 0,2 mM mravencan amonny
a acetonitril v poméru 70:30 (v/v) pro EDTAm, ADR a ADR-IS, pro ICRF-154 a DEX od 50:50
(v/v) do 30:70 (v/v), pro SBZ, GK-450 a SBZet v poméru 10:90 (v/v) nebo 5:95 (v/v).

SBZpr, jako vnitini standard pro SBZ, byl testovan azZ na trojitém kvadrupolu.
8.2.2. Gradientové metody pro HPLC-MS/MS.

Na kolon¢ Synergi 4u Polar-RP byly testovany gradienty s pritokem 0,2 ml/min,
nastiku 5 pl, pfi teploté na koloné 25°C. Jako mobilni faze byl pouzit mravencan amonny

a methanol.

Na koloné Zorbax Sb-Ag (3x150 mm, 3,5 um, Agilent) byly testovany gradienty
s prutokem 0,2 ml/min, nastiikem 5 pl, pfi teploté na kolon€ 25°C. Jako mobilni faze byl pouzit

mravencan amonny a methanol.

Na obou kolonach byly zkouseny, gradienty které jsou uvedeny v tabulce 3.
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Cas (min) Koncentrace organické faze (%)
Gradient 1: 0-3,7 20
3,7-3,8 20-50
3,8-9 50
9-9.1 50-85
9,1-22 85
22,1-30 20
Gradient 2: 0-10 10-90
10,1-18 90
18,1-28 10
Gradient 3: 0-8 30-95
8,1-18 95
18,1-25 30

Tabulka 3: Gradienty, testované na kolonach Synergi 4u Polar-RP a Zorbax Sb-Aq

Na koloné Hypercarb byly testovany gradienty s pritokem 0,3 ml/min, nastéikem 10 pl,
pii teploté na kolon¢ 25°C. Jako mobilni faze byl pouzit mravencan amonny a acetonitril.

Na této kolon¢ byly testovany gradienty uvedené v tabulce 4.
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Cas (min) Koncentrace organické faze (%)
Gradient 1: 0,1-5 30

51-12 90

12,1-18 30
Gradient 2: 0-4 30

4,1-12 95

12,1-18 30
Gradient 3: 0-4 35

4,1-12 95

12,1-18 35

Tabulka 4: Gradienty testované na koloné Hypercarb

8.3. Metody pro UHPLC-MS/MS

Po ptechodu na UHPLC/MS/MS byly na koloné Zorbax Sb-Aq (pro UHPLC) znovu
testovany rizné koncentrace mraven¢anu amonného od 0,1 mM do 2 mM. 1 mM mravencan
amonny byl dale testovan jako soucast mobilni faze pii izokratickych i gradientovych
metodach, protoze pii jeho pouziti doSlo k oddé€leni analyzovanych substanci a byla zde

nejvyssi citlivost detektoru pro dané analyty.

Izokratické metody s 1 mM mravenéanem amonnym a methanolem byly nastaveny
v poméru od 80:20 (v/v) do 70:30 (v/v) pro EDTAm, ADR a ADR-IS. Od 30:70 (v/v) do
10:90 (v/v) pro ICRF-154 od 70:30 (v/v) do 40:60 (v/v) pro SBZ, SBZet a GK-450 30:70 (v/v)
do 10:90 (v/v). S prutokem 0,3 ml/min, nastiikem 5 pl a teplotou na koloné 30°C.

Nasledné¢ byly sestaveny gradienty, které byly testovany S témito podminkami na koloné
Zorbax SB-Aq (pro UHPLC). Pritok 0,3 ml/min, nastiikem 5 pl, teplota na kolon¢ 30°C. Jako
mobilni faze byl pouZit 1 mM mravencan amonny a methanol a mél elu¢ni profil uvedeny

v tabulce 5.
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Cas (min) Koncentrace organické faze (%)
Gradient: 0-3,5 30-90

3,51-7 90

7,01-13 30

Tabulka 5: Vyvinuty gradientovy profil pro UHPLC-MS/MS analyzu

Pro analyzu z biologického materidlu bylo nutné gradient poupravit ptidanim

izokratické ¢asti, gradient je uveden v tabulce 6.

Cas (min) Koncentrace organické faze (%)
Gradient: 0-15 5

1,51-5 5-90

5,1-8,5 90

8,51-13 5

Tabulka 6: Vyvinuty gradientovy profil pro UHPLC-MS/MS analyzu z biologického

materialu

8.4. Vybér vnitiniho standardu (1S)

Ze strukturné podobnych a dostupnych substanci byly pro EDTAm testovany ADR,
ADR-IS a H305, pro SBZ byly testovany GK-450, SBZet a SBZpr, pro ICRF-154 byl testovan
DEX.

Na obrazku 5 jsou zobrazeny chemické struktury substanci, které byly testovany jako

vnitini standardy.

ADR H305

HOOC
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Obrazek 5:Testované vnitini standardy

8.5. Hodnoceni linearity UHPLC-MS/MS metody
Linearita byla méfena pomoci gradientu v tabulce 5.

Pracovni vzorky byly pfipraveny nafedénim zésobnich roztoki do 90% methanolu

Vv nasledujicich koncentracich:

pro EDTAmM: 0,03 uM, 0,08 uM, 0,16 uM, 0,33 uM, 0,66 uM, 1 uM, 1,67 uM, 2,5 uM,
3,3 uM

pro ICRF: 0,04 uM, 0,1 uM, 0,2 uM, 0,4 uM, 0,8 uM, 1,2 uM, 2 uM, 3 uM, 4 uM
pro SBZ: 0,02 uM, 0,05 uM, 0,1 uM, 0,2 uM, 0,4 uM, 0,6 uM, 1 uM, 1,5 uM, 2 uM

Jako wvnitini standardy byly testovany pro H305 (EDTAm) v koncentraci 0,5 uM, DEX
(ICRF-154) v koncentraci 0,2 uM a SBZpr (SBZ) v koncentraci 0,5 uM.

9. Uprava biologického materialu

9.1. Plasma

K prazdné krali¢i plazmé (100 ul) byly pfidany takové objemy zasobnich roztokd, aby
vysledna koncentrace byla 5 uM pro SBZ, ICRF-154 a EDTAm. Vnitini standardy byly pfidany
v takovych objemech, aby vysledna koncentrace byla 2,7 uM pro SBZpr (SBZ), 4,4 uM pro
DEX (ICRF-154) a 3,3 uM pro ADR (EDTAm). Byly pfipravovany dva typy vzorku - jeden
pro SBZ a ICRF-154 a druhy pro EDTAm, protoze byl pouzit zasobni roztok ICRF-154, ktery

obsahuje kyselinu.
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9.1.1. Precipitace

K ,,spikované* plazmé bylo piidano 900 pl methanolu, vzorek byl protiepan na vortexu
a poté centrifugovan 10 min na 10 000 otacek/min pii 25°C. Poté bylo odebrano maximalni
mozné mnozstvi supernatantu a piefiltrovano pres filtr (velikost poru 0,22um) do vialky. Takto

pripraveny vzorek byl analyzovan.

9.1.2. Odstranéni fosfolipida

Pro zkousku odstranéni fosfolipidd bylo k ,,spikované” plazm, ptidano 500 pl
methanolu. Vse bylo promichano na vortexu a centrifugovano po dobu 5 minut pti 13 000
otaCkach /min pfi teploté 25°C. Nasledné bylo odebrano asi 400 pl supernatantu a bylo
pieneseno do kolonky pro odstranéni fosfolipidi (Phree Phospholipid Removal Plates)

a prefiltrovano do vialky. Takto upraveny vzorek byl pouzit pro analyzu.

9.2. Bunécné medium

K prazdnému bunéénému médiu (100 pl) byly ptidany takové objemy zasobnich
roztokt, aby vysledna koncentrace analytd byla 5 uM pro SBZ, ICRF-154 a EDTAm, 2,7 uM
pro SBZpr, 4,4 uM pro DEX a 3,3 uM pro ADR. Nasledné bylo odebrano 20ul ,,spikovného*
bunééného média a bylo nafedéno 90% methanolem, anebo 90% methanolem s 0,1% kyselinou

mravenci na vysledny objem 1 ml. Byl pouZit nasyceny roztok ICRF-154.

9.3. Ovéieni linearity v plazmé a bunécném mediu
9.3.1. Linearita stanoveni v plasmé

K danym objemtm plazmy byly vzdy pfidany takové objemy zasobnich roztoki, aby
vysledny objem byl 100 pl a vysledna koncentrace pro EDTAm, ICRF-154 a SBZ byla 2,5 uM,
5uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM a 150uM. U vnitinich standardl byla vysledna
koncentrace 33 uM pro H305 (EDTAm), 45 uM pro DEX (ICRF-154) a 28 uM pro SBZpr
(SBZ). Vsechny vzorky byly precipitovany 900 pl methanolu, centrifugovany a piefiltrovany
do vialky. Byly pfipraveny dvé kalibracni fady, jedna pro EDTAm a druha pro
SBZ a ICRF-154.
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9.3.2. Linearita stanoveni v bunééném médiu

K danym objemim bunétného média byly vzdy pfidany takové objemy zasobnich
roztokl, aby vysledny objem byl 100 pl a vysledné koncentrace pro EDTAmM a SBZ byly
25uM, 5uM 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM a 150 uM. Nasledné bylo vse
protfepano a odebrano 20 pl ,,spikovaného* bunééného média. K tomuto objemu média byly
piidany ruzné objemy zasobnich roztoku tak, aby vysledné koncentrace pro ICRF-154 byla
25uM, 5uM 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM a 150 uM. Vnitini standardy byly
pridany v konstantnich objemech tak, aby vysledna koncentrace byla pro ADR 1,7 uM, pro
DEX 0,9 uM a pro SBZy 0,1 uM. Nasledné bylo vse ziedéno 90% methanolem, nebo
90% methanolem s0,1% kyselinou mraven¢i na vysledny objem 1ml a opét bylo vse
protiepano. Takto byly vytvoreny dvé kalibra¢ni fady, jedna s 90% methanolem a druha s 90%

methanolem s 0,1% kyselinou mravenéi. Pro ptipravu byl pouzit nasyceny roztok ICRF-154.

9.4. Stabilita sobuzoxanu v bunécném médiu

100 pul zasobniho roztoku SBZ o koncentraci 0,5 mg/ml bylo napipetovano do 900 ul
bunééného média, aby vysledna koncentrace v médiu byla 100 uM a vse bylo inkubovano po
dobu 24 hodin pii 37°C v termomixu za mirného tfepani. Ve stanovenych ¢asovych intervalech
(0 min, 30 min, 1 hod, 2 hod, 3 hod, 4 hod, 5 hod, 6 hod a 24 hod) bylo vzdy odebrano 20 pul
média, ke kterému byl pfidan takovy objem vnitfniho standardu SBZpr, aby vysledna
koncentrace byla 0,4 uM. Nasledné bylo vSe ziedéno 980 pl 90% methanolu nebo 90%
methanolu s 0,1 % kyselinou mravenci. Stabilita byla vyjadiena jako pokles koncentrace
SBZv case.
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Vysledky a diskuze

10. Priprava roztoki

Pii piipravé zasobnich roztokli bylo nejprve nutné vyfeSit nizkou rozpustnost
ICRF-154. Bylo zjisténo, ze je tato latka rozpustnd pouze v 100% kyseliné mravenci.
Pfitomnost této kyseliny ve vzorku vSak sniZzovala signal pro EDTAmM, coz bylo systematicky
ovéfeno analyzou vzorkit EDTAm a H305 (IS) (5 pg/ml) se zvySujici se koncentraci kyseliny.
Protoze EDTAm nelze analyzovat spolu s ICRF-154, které bylo rozpusténo v kyseling, byl
pfipraven nasyceny roztok ICRF-154 ve vodg¢, ktery signal EDTAm neovliviiuje.

Pii ptipravé pracovnich roztokt byly zkouseny rizné koncentrace methanolu. Bylo zjisténo, ze
pro separaci analytl nejvice vyhovoval 90% methanol, proto jim byly pracovni roztoky fedény,

pokud mobilni faze obsahovala methanol a puft.

Jestlize byl soucasti mobilni faze acetonitril a puft, byly vzorky fedény 20% methanolem,

protoZze se zvysila citlivost pfi této koncentraci methanolu.

11. Nastaveni MS detekce

Pro spojeni HPLC-MS/MS byl jako ioniza¢ni zdroj pouzit elektrosprej, protoze je
Vhodny pro ionizaci latek s riznou polaritou. Prvotni metody pro analyzu separovanych iontl
byly provedeny na iontové pasti, kde byly pomoci full-scanu vybrany SRM ptechody s nejvétsi
intenzitou signalu. Posléze byly analyty testovany na UHPLC z divodu rychlejsi a G¢inngjsi
separace a vyssi citlivosti. UHPLC byl, jako vhodnégjsi detektor, zvolen trojity kvadrupol,
protoze podava rychlou analyzu separovanych iontt, je selektivni pro dany iont a je vhodny pro
kvantitativni stanoveni. Pomoci full-scanu byly opét vybrany nejvyssi SRM piechody. Na
zékladé publikované prace (26) bylo vyzkousSeno pouziti 5x jednoho SRM piechodu pro
zvySeni citlivosti. Ke zvySeni citlivosti detektoru doslo jen u EDTAmM u ICRF-154 a EDTAmM
nebylo zvyseni citlivosti tak patrné. Oba detektory byly pro vSechny analyty ladény pouze
Vv pozitivnim modu, protoze zde méli vétsi intenzitu signalu. SRM piechody pouzité pro

UHLPLC-MS/MS analyzy jsou uvedeny v tabulce 7.
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Substance SRM piechody Kolizni energie
EDTAmM [M+H*]: m/z 291 — m/z 159 -17eV
H305 [M+H*]: m/z 305 — m/z 145 -16 eV
SBz [M+NH*,]: m/z 532 — m/z 341 -20 eV
SBZpr [M+NH*,]: m/z 509 — m/z 465 -13 eV
GK-450 [M+H*]: m/z 449— m/z 24 -20 eV
ICRF-154 [M+H*]: m/z 255 — m/z 141 -15eV
DEX [M+H*]: m/z 269 — m/z 155 -13 eV

Tabulka 7:Optimalizované SRM piechody pro trojity kvadrupoél

12. Vyvoj chromatografickych podminek

Pfi vybéru stacionarni faze bylo nutné brat v potaz riznou polaritu analytd, proto byly
pro separaci testovany tfi rizné kolony s reverzni fazi, kterd je nejvice pouzivana pro slozité
smési latek s riznou polaritou. Nejdiive byly zkouseny izokratické metody na koloné Zorbax
Sb-Aq (pro HPLC), jejiz stacionarni faze obsahuje alkyly navazané na silikagel, které jsou
dilezité pro absorpci hydrofilnich latek. Tato kolona je stabilni 1 pfi pouZiti vysokého procenta
pufru v mobilni fazi. Dalsi testovanou kolonou byla Synergi 4u Polar — RP, obsahujici na
silikagelu étericky vazanou fenylovou skupinu, kterd ma schopnost vazat vysoce polarni latky,
jez nelze rozdélit na kolnach obsahujici alkylovou fazi. Posledni testovana kolona byla
Hypercarb, jejiz stacionarni faze je sloZzena z grafitového uhliku, ktery je vhodny pro separaci

strukturné podobnych a poléarnich latek.

Jako vodna cast v mobilni fazi byly testovany rizné koncentrace pufru pfi riznych
izokratickych podminkach. Nasledné byla zvolena takova koncentrace pufru, ktera poskytovala

nejlepSi separaci a ionizaci stanovovanych substanci. Pro iontovou past byl vybran 2mM
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mravencan amonny. Po pfechodu na kvadrup6l byly znovu zkouSeny riazné izokratické
podminky, jako mobilni faze byl zvolen 1 mM mravencan amonny a methanol. Tato kombinace
poskytovala nejlepsi separaci (oddéleni pikli az na zakladni linii, pfijatelnd symetrie piki)

a citlivost detektoru.

Po provedeni izokratickych metod na kolonach uvedenych v pfedchozim odstavci bylo
zjisténo, ze na kolonach Zorbax Sh-Aq a Synergi 4u Polar — RP bylo docileno odd¢leni piku
analytu a vnitiniho standardu a zvySeni citlivosti pfi pouziti 2 mM mravenc¢anu amonného
a methanolu v poméru 70:30 (v/v) pro EDTAm, ADR a ADR-IS, 45:55 (v/v) pro ICRF-154
a DEX, 10:90 (v/v) pro SBZ, GK-450, SBZet. Na koloné¢ Hypercarb, byl testovan pufr
o0 koncentraci 0,2 mM, protoze pii jeho pouziti byla zvysena citlivost. Jako organicka slozka
mobilni faze byl pouzit acetonitril z divodu lepsi symetrie a oddéleni pikdi. Vhodné poméry
pufru a acetonitrilu pro analyzu jsou tyto 65:35 (v/v) pro EDTAm, ADR a ADR-IS, 55:45 (v/v)
pro ICRF-154 a DEX a 5:95 (v/v) pro SBZ, GK-450 a SBZet.

Na vsech kolonach byl problém s nizkou intenzitou signdlu EDTAm, pravdépodobné
kvili chelatacnim vlastnostem. Tento problém byl ¢aste¢né vyfeSen promytim kolony pied
pouzitim 2mM roztokem EDTA a methanolem 80:20 (v/v). Kolona byla promyvana 2 mM
EDTA po dobu minimaln¢ 2 hodin a nésledné byla promyta mobilni fazi po dobu minimaln¢ 2
hodiny.

Jelikoz se dané analyty eluuji v riznych pomérech mobilni faze. Byly vytvofeny
gradientové metody, které byly opét vyzkouseny na vSech tfech kolonach.

Na koloné Synergi 4u Polar — RP byly postupné pouzity 3 rizné gradienty. Jejich finalni
upravy jsou uvedeny v experimentalni ¢asti (kapitola 8.2.2, tabulky 3).

V prvnim skokovém gradientu s timto profilem (0-3,7 min. 20% methanolu, 3,7-3,8 min
20-50% methanolu, 3,8-9 min 50% methanolu, 9-9,1 min 50-85% methanolu, 9,1-22min
85% methanolu, 22,1-30min 85% methanolu) byly pfili§ dlouhé elu¢ni casy nejdelsi me¢l SBZ.
Proto bylo vyzkouSeno postupné zvySovani organické faze v nasledujicim gradientu 2
(0-10 min 10-90% methanolu, 10,1-18 min 90% methanolu, 18,1-28 min 10% methanolu),
¢imz doslo jesté k vétSimu prodlouzeni retencnich casti. Nasledné bylo vyzkouSeno opét
postupné zvySovani organické faze v gradientu 3 (0-8 min 30-95% methanolu, 8,1-18 min
95% methanolu, 18,1-25 min 30% methanolu). Timto zvySenim bylo docileno velkého zkraceni
retencnich Casti ICRF-154, DEX, SBZ a GK-450. Pfi této separaci byly od sebe analyty

oddéleny, ale ¢as separace 25 min je nevyhovujici, protoZe je poZadovana rychla analyza.
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Na koloné Zorbax Sh-Aq (pro HPLC)byly vyzkouSeny ty samé gradienty. Pro srovnani
separace a retencnich ¢asi 1 az 3 gradientu s gradienty na koloné Synergi 4u Polar — RP.
Na kolon¢ Zorbax Sb-Aq (pro HPLC) byl zkracen hlavné elucni ¢as SBZ (asi o 4 minuty)
a tedy 1 celkovy Cas analyzy, protoze SBZ se eluuje, jako posledni analyt. Pti separaci na této

kolon¢ méla také EDTAm nejvyssi intenzitu signalu.

Na koloné Hypercarb byly vyzkouSeny gradienty uvedené v experimentalni ¢asti
(kapitola 8.2.2. tabulka 4), jako soucast mobilni faze tady byl pouzit ACN a 0,2 mM pufr,
protoze pfi jejich kombinaci dochazi K lepsi separaci a ionizaci analytd. | pfesto, ze na této
kolon¢ doslo ke zkraceni retencnich Cast vSech slozek, coz se da ocekavat, protoze tato kolona
je krats$i nez predchozi dvé kolony. Kolona Hypercarb vSak nelze pouzit, protoze dochézi
k vysokému zadrzeni SBZ na kolong, ktery je postupné vymyvan. Pro kontrolu zadrzeni SBZ
na kolon¢ byl pfipraven pracovni roztok SBZ o koncentraci 0,2 uM natedény 20% methanolem,
ktery byl analyzovan a nasledné bylo n¢kolikrat za sebou (3x) nasttiknuto jen €isté rozpoustédlo
(ACN). Tim bylo prokazano, ze se SBZ zadrzuje na koloné a k jeho eluci dochazi béhem dalsich

analyz.

Kolona Zorbax Sh-Aq (pro HPLC) poskytovala nejlepsi podminky pro separaci analytt
S riznou strukturou, proto byla pro UHPLC-MS/MS analyzu vybrana kolona stejného typu
Zorbax Sb-Aq (pro UHPLC).

Na UHPLC byly znovu testovany rdzné izokratické metody, aby bylo potvrzeno
Vv jakych pomérech organické a vodné faze se analyty eluuji. Nasledné byl pouZit gradient 3,
(kapitola 8.2.2. tabulka 3), ve kterém m¢ly analyty vysokou citlivost, linearitu a opakovatelnost.
U gradientu 3 byly upraveny cCasy, ve kterych dochazelo ke zméné poméru organické a vodné
faze, navic zde doslo ke snizeni organické faze z 95% na 90%.

Vyvinuty gradient byl pouzit pro dal$i analyzu a je uveden v experimentalni Casti
(cast 8.3. tabulka 5).

Pro separaci latek z biologického materialu bylo nutné, aby byla na zacatek pouzita
izokraticka ¢ast, protoze H305 ma reten¢ni Cas praveé v té dobé&, kdy dochdzi k eluci balastnich
latek z biologického materialu. Gradient ma tento profil 0-1,5 min 5% methanolu, 1,51-5 min
5-90% methanolu, 5,01-8,5 min 90% methanolu, 8,51-13 min 5% methanolu. To vSak
nepomohlo, proto bylo testovano ADR jako vnitini standard pro EDTAm pii analyzach

Z biologického materialu.
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12.1. Vybér vnitinich standardit

Vybér vnitinich standardi byl proveden pro kazdy analyt zvlast’ na zaklad¢ podobnosti
ve struktufe, fyzikalné-chemickych vlastnostech a chovani pii analyze. Pro ICRF-154 byl
testovan DEX. Jako vnitini standardy pro SBZ byl nejdiive zkousen GK-450, ale z divodu
dostupnosti a vétsi strukturni podobnosti byl testovan SBZet. Nasledné byl testovan SBZpr,
ktery je svou strukturou nejvice podobny SBZ. Pro EDTAmM byly testovany ADR a ADR-IS na
iontové pasti a8 ADR a H305 na trojitém kvadrup6lu. ADR-IS nebylo na trojitém kvadrupdlu

zkouseno, protoze jeho retencni ¢as ¢astecné koleuloval s pikem EDTAm.

H305 bylo Iépe separovano od EDTAm nez ADR. Proto bylo pouzito H305 k ovéteni
linearity metody (UHPLC-MS/MS metoda), ale pii zkouSkach linearity v biologickém
materialu byl jeho retencni Cas blizko latkdm, které obsahuje biologickéd matrice, proto bylo pro

tyto analyzy testovano ADR.

12.2. Ovéieni linearity UHPLC-MS/MS metody

Pro dalsi vyvoj metody bylo zapotiebi ovéfit, zda je metoda v daném koncentra¢ni
rozmezi linearni. Coz bylo testovano na koloné Zorbax Sb-Aq (UHPLC) a gradientem
uvedeném v experimentalni ¢asti (kapitola 8.3. tabulka 5). U vSech analyti byl potvrzen
linearni prubéh intenzity signalu, ktery byl pocitan jako pomér plochy piku analyzované latky
a jejiho vnitfniho standardu s koeficientem determinace R%>0,996. Kalibraéni pfimky jsou

uvedeny pro kazdy analyt zv1ast’ na obrazcich 6 az 8.

Linearita byla méfena soucasné pro vSechny analyty (ve smési), proto bylo nutné
k pripravé standardnich roztokd pouzit nasyceny roztok ICFR-154 o koncentraci 175 pM.
Pouzity roztok ICRF-154 obsahuje vodu, ktera nesnizuje signal EDTAm tak, jako kyselina

obsazena v zasobnim roztoku ICRF-154 0 koncentraci 4 mM.
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EDTAmM

y =5.9834x - 1.0638
R>=0.9967
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Obrazek 6:Kalibra¢ni primka pro EDTAm

ICRF-154

y =5.6978x - 0.1112
R2=0.9977

Pomér ploch ICRF/IS

Obrazek 7:Kalibrac¢ni pfimka pro ICRF-154
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Obrazek 8:Kalibraéni pfimka pro SBZ

Na obréazku 9 jsou uvedeny chromatogramy pro separovan¢ analyty, pro EDTAm a H305 musel

byt chromatogram pfiblizen (obrazek 10), protoze ma nizkou intenzitu signalu.

Chromatogram
6000000
8
‘N
5
2 4000000 -
ﬂ
=
2
a)
< 2000000 -
PfibliZena na obr. 10 ’ * \\
0 I T MI T T T 1
0 T 2 3 4 5 6 7
Retenc¢ni ¢as (min)

Obrazek 9: Chromatograficky zaznam separovanych substanci EDTAmM (1,7 min), H305
(1,4 min), ICRF-154 (2,4 min), DEX (2,8 min), SBZpr (4,1 min), SBZ (4,5 min)
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Chromatogram (vystfizek z obr.9)
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Obrazek 10: ZvétSeny chromatograficky zaznam pro EDTAmM (1,7 min), H305 (1,4 min)

13. Uprava biologickych roztoki

ProtoZe cely vyvoj metody je zaméfen na analyzu z biologického materialu, bylo
zapotfebi vyvinout metodu extrakce z biologického materialu.,

V ramci moji diplomové prace byla provedena precipitace proteintt methanolem
a odstranéni fosfolipidi pomoci kolonky Phree Phospholipid Removal Plates,Phenomenex. Pfi
precipitaci proteini nedoslo ke vzniku precipitatu ve vzorku obsahujici ICRF-154, které bylo
rozpusténo v kyseling. Pravdépodobnym diivodem neochoty precipitovtat, byla asi pfitomnost
kyseliny, ve které je ICRF rozpusténo. Pro precipitaci bylo pouZzito 100 pl ,,spikované* plazmy
a 900 pl methanolu, je vSak mozné, Ze pfi zmén€ poméru objemll plazmy a methanolu by
precipitace probéhla, ale to vSak nebylo testovano.

Z toho plyne, Ze v nasledujici praci bude potifebné metodu extrakce analytt z plazmy
dale optimalizovat, zejména s ohledem na extrakci ICRF-154. Napiiklad jiz zminovanou
zménou pomért plazmy a methanolu.

Pro odstranéni fosfolipidi byly pouzity specidlni kolonky, které umoziiuji odstranit
proteiny a fosfolipidy v jediném kroku, protoZe obsahuji dvoji filtr jeden pro zadrZeni proteini
a druhy pro zadrZeni fosfolipidi. Fosfolipidy mohou snizovat citlivost metody pro analyty,

protoze jsou v plazmé obsazeny ve velké koncentraci. Metoda odstranéni fosfolipidi vSak
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nebyla Gspésna, protoze dochazelo ke snizeni ploch pikii v§ech separovanych slozek, coz mtize
Protoze bunééné médium obsahuje jen nizké procento proteinll, nemusi byt upraveno a

1ze jen natedit, v nasem piipadé bylo fedéno 90% methanolem.

13.1. Ovéieni linearity UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni analytit v biologickém

materidlu
Ov¢étovani linearity bylo provedeno v plazmé a bunééném médiu.

Pti pokusech ovéteni linearity v plazmé nebylo docileno pozadovanych vysledk.
U vSech analytii byla pozorovdna nizka citlivost, opakovatelnost nastiiki a v nizSich
koncentracich nebylo detekovano EDTAm. CoZz pravdépodobné zapfi¢inéno Spatnym
extrakénim postupem pfi izolaci analytl, proto se musi nejdiive optimalizovat postup extrakce,

aby mohla byt ovéfovana linearita z plazmy.

Médium bylo pouze natedéno, coz je mozny divod, pro¢ bylo testovani linearity
uspésné provedeno. Linearita byla ovéfovana v koncentracnim rozmezi od 2,5 az 150 uM pro
EDTAmM, ICRF-154 a SBZ. Pro ovéfeni, zda analyty interferuji s pozadim bunécného média,
bylo analyzovano i prdzdné bunééné médium. Pii téchto analyzach bylo objeveno, Ze doposud
pouzivany H305 (vnitini standard pro EDTAm) interferuje s pozadim bunécného média. Proto
byla ptfiddna na zacatek tohoto gradientu izokraticka ¢ast s 5% methanolu to vSak nepomohlo,
a proto je pii analyzach z biologického materidlu testovano ADR, jako vnitini standard pro
EDTAm. Gradient pouZity pro tyto analyzy je popsan v experimentalni casti
(kapitola 8.3. tabulka 6).

Pii ovéfovani linearity, byl pro nafedéni bunééného média pouzit 90% methanol
a 90% methanol s 0,1% kyselinou mravenci, aby bylo evidentni, zda kyselina ovliviiuje signaly
vSech analytii. Kalibra¢ni kiivka byla stejné, jako pii oveéfovani linearity metody, vyhodnocena
pomoci Excelu metodou linearni regrese. Linedrni pribéh byl opét pocitan z poméru ploch pikt
analyzované latky a jejiho vnitiniho standardu, koeficienty determinace se liSily v zavislosti na

pouzitém rozpoustédle a jsou uvedeny v tabulce 8.

Na obrazku 11 jsou znazornény dvé kalibracni pfimky pro ICRF-154, ze kterych je
patrné Ze kyselina ovliviiuje separaci a ionizaci ICRF-154, jen z minimalni casti. Z toho

vyplyva, ze pokud by se podatilo rozpustit ICRF-154 v jiném rozpoustédle, nez je kyselina
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mravenci, nemélo by to ovlivnit signal ICRF-154. Pro tyto analyzy byl proto pouzit nasyceny
roztok ICRF-154 ve vodé.

Na obréazku 12 jsou uvedeny dvé kalibra¢ni ptimky pro SBZ, kde je vidét, ze pokud je
médium natedéno 90% methanolem s kyselinou, linearita intenzity signalu SBZ ,,vysla lépe*
korelaéni koeficient ma hodnotu blize 1 a body lezi na pfimce, nez pokud je fedén pouze
90% methanolem. Z rozdilu korela¢nich koeficientt pro SBZ v tabulce 10 tedy plyne, Ze pro
analyzu SBZ je pouziti malého procenta kyseliny vhodné, z divodu vétsi stability sobuzoxanu
vV mirn¢ kyselém prostiedi.

Na obrazcich nejsou uvedeny kalibracni pfimky pro EDTAm, protoze nem¢li linearni
charakter. Pokud byl pro ptipravu pouzit 90% methanol s kyselinou, dalo se oc¢ekavat, ze
kyselina bude potlacovat signal EDTAm, coz je mozny divod pro¢ body lezi mimo piimku.
Ale pfi pouziti 90% methanolu, neni pfesné zndm diavod, proc kiivka neméla linearni charakter
(body lezi mimo pfimku), je vSak mozné, Ze latky obsazené v bunécném médiu potlacuji signal

EDTAmM.

A) fedéno 90% methanolem B) fedéno 90% methanolem s 0,1% kyselinou mravenci
EDTAm: R?=0,9727 EDTAmM: R?=0,8485
ICRF-154: R*>=0,9892 ICRF-154: R? =0,9969

SBZ: R?=0,9339 SBZ: R? =0,9859

Tabulka 8:Tabulka s koeficienty determinace pro EDTAm, ICRF-154, SBZ
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Obrazek 11:Kalibra¢ni primka pro ICRF-154 p¥i analyze z bunééného média redéného

90% methanolem nebo 90% methanolem s 0,01% Kyselinou mraven¢i
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Obrazek 12:Kalibra¢ni pfimka pro SBZ pfi analyze z bunééného média redéného 90%

methanolem nebo 90% methanolem s 0,01% kyselinou mravenc¢i
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Na obrazku 13 a 14 jsou uvedeny chromatogramy z analyzy buné¢ného média. Na obrazku 13
je intenzita signdlu EDTAm velmi mald oproti intenzité signalu ICRF a SBZ, proto byl

chromatogram pfiblizen na obrazku 14.

Chromatogram
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Obrazek 13: Chromatograficky zaznam EDTAmM (1,63 min), ADR (1,65 min), ICRF-154
(4,8 min), DEX (5,2 min), SBZ (7,0 min), SBZpr (6,75 min)
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Obrazek 14: Priblizeny chromatograficky zaznam EDTAmM (1,63 min), ADR (1,65 min)
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13.2.Stabilita SBZ v bunécéném médiu

Stabilita je vlastnost 1é¢iva zachovat si svoji ptivodni strukturu po urc¢itou dobu v daném
prostiedi. V nasem pfipadé¢ byla stabilita testovana pouze v bunééném médiu, protoze zde byla
ovétena linearita metody. Stabilita byla hodnocena jako pokles koncentrace sobuzoxanu v Case.

Koncentrace SBZ klesala velmi rychle, za tfi hodiny Kklesla na 5% z ptivodniho
mnozstvi. Pokles koncentrace SBZ vbuné¢ném médiu po nafedéni methanolem
s 0,1% kyselinou mravenci, je znazornén na obrazku 15.

V ptipadé¢ kdy bylo médium pro analyzu nafedéno jen 90% methanolem, doslo nejdiive
k poklesu koncentrace SBZ a nasledné k jejimu zvySeni.

EDTAm a ICRF-154 nebylo v bunééném médiu detekovano v zadném ¢ase. Divod pro¢

k detekci nedoslo, neni znam.

Stabilita SBZ
100
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S
8 60
S
5
o 40
o
X
20
0 ) ) ) . T 1
10 15 20 25 30
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Obrazek 15: Stabilita SBZ v bunééném médiu (naredéno 90% methanolem s 0,1%

kyselinou mravenci)
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Zavér

Pro analyzu sobuzoxanu, ICRF-154 a EDTA-diamidu z biologického materialu byla
vyvinuta UHPLC-MS/MS metoda na koloné Zorbax Sb-Aq (100 mm, 1,8 um, Agilent). Jako
mobilni faze byl pouzit methanol a 1 mM mravencan amonny S nasledujicim profilem:
0-1,5 min 5% methanolu, 1,51-5 min 5-90% methanolu, 5,1-8,5 90% methanolu a 8,51-13 min

5% methanolu. Jako vhodny detektor byl vybran trojity kvadrupdl, na kterém byly pro

kvantifikaci nastaveny vybrané SRM z nejintenzivnéjSich iontd ve spektru.

Bylo zjisténo, ze kyselina, obsazend v zasobnim roztoku ICRF-154, potlacuje ionizaci
EDTAm, proto byla EDTAm analyzovana oddélené od ICRF-154 a SBZ. Pokud byly analyty
testovany soucasné, pii analyzach byl pouzit nasyceny roztok ICRF-154 ve vod¢€. Rozpustnosti

ICRF-154 by bylo vhodné se zabyvat, aby mohlo dojit k analyze vSech analyti soucasng.

Jako vnitini standard pro EDTAm bylo zatim vybrano ADR, i kdyZ jeho retenc¢ni Cas je
velmi blizko EDTAm, ale diky riznych SRM piechodii mohou byt ADR i EDTAm separovany

a detekovany.

V této praci byly vyzkouSeny, pro izolaci analytl, pouze metody precipitace proteint
a odstranéni fosfolipidl z plazmy. Bylo by vhodné se zabyvat extrakci téchto latek z plazmy,
ale i dalSich biologickych matric. Protoze izolace analyti z biologického materidlu je velmi

dilezita pro dalsi analyzu SBZ a jeho predpokladanych metaboliti.

I presto, ze linearita metody byla hodnocena, jak v plazmé, tak bunééném médiu
stabilita byla hodnocena jen v bunééném médiu, protoze kalibra¢ni pifimka v plazmé neméla
linearni charakter, coz je mozny nasledek nevhodného postupu izolace analyti z plazmy. Pti
ovétovani stability bylo objeveno, Ze se koncentrace SBZ velmi rychle snizuje, ale nedoslo

k detekci ICRF-154 ani EDTAm.
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