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Seznam zkratek

uLC-MS/MS - kapilarni kapalinova chromatografie s tandemovym hmotnostnim
spektrometrem

AUC - plocha pod krivkou

CNS - centralni nervova soustava

DDB - dimethyl-4,4‘-dimethoxy-5,6,5',6'-dimethylendioxybifenyl-2,2’dikarboxylat
EDTA - ethylendiamin tetraacetat

ESI - elektroionizacni sprej

FBA - hovézi sérum

GIT - gastrointestinalni trakt

GPC - gelova permeacni chromatografie

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie

[EC - iontové vyménna chromatografie

KD - kostni dient

LC-MS - kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

LC-MS/MS - kapalinovda chromatografie s tandemovym hmotnostnim
spektrometrem

LLC - rozdélovaci chromatografie

LLE - extrakce kapaliny kapalinou

LOD - limit detekce

LOQ - limit kvantifikace

LSC - adsorp¢ni chromatografie

MS - hmotnostni spektrometr/ie

PBS - fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
PTX - paklitaxel

SPE - extrakce pevnou fazi

TBME - terc-butylmethylether

UHPLC-MS/MS - ultra uc¢innd Kkapalinovd chromatografie s tandemovym
hmotnostnim spektrometrem

UV - ultrafialové zareni



Uvod

Vseobecné nejcennéjsi Zivotni hodnotou kazdého jedince je zdravi. Cim jsme starsi
a zkusSenéjsi, tim vice se strachujeme o zdravi své, i nasich blizkych. Co to vlastné
takové zdravi je? Existuje mnoho definic, které ho vysvétluji, avSak neznamé;jsi z
nich je definovana Svétovou zdravotnickou organizaci jako stav uplné télesné,
duSevni a socialni pohody, nikoli jen jako nepritomnost nemoci ¢i vady. (WHO,
1946). [1]

Za determinanty zdravi lze povazovat faktory osobni, spolecenské, ekonomické a
faktory Zivotniho prostredi, které se vzajemné ovliviiuji a zaroven maji vyrazny vliv
na zdravotni stav jedince ¢i skupiny lidi. Lze sem zahrnout jak socialni, ekonomické
a fyzické prostiedi jedince, tak i jeho individualni charakteristiky ¢i chovani (Zivotni
styl, dédi¢nost). [1]

Podobné jako zdravi, i nemoc ma biologicky, psychologicky i socidlni aspekt.
Piitomnost nemoci se promita do fyzické stranky, spoleCenského postaveni i
psychiky jedince a ovliviiuje jeho existenci. [2]

V soucasné dobé statisice lidi i zvifat zemfelo na zdanlivé neporazitelnou nemoc
rakovinu. Obsazuje druhé misto v nejc¢astéjsi priciné smrti a je nejcastéjsi pricinou
pracovni neschopnosti ¢i invalidity. [3]

KaZdoro¢né v Ceské republice onemocni 96,5 tisice lidi zhoubnym nadorem, z toho
priblizné 51 % muzi a 49 % Zen. Ze statistiky vyplyva, Ze zhoubné nadorové
onemocnéni v CR postihne kazdého tietiho obyvatele, na které bohuZel umira kazdy
ctvrty obyvatel (data z roku 2016). [4]

Co je to rakovina? Jak vznika? Proc je tak mala uspéSnost 1écby?

Na pojmenovani zakefné nemoci ma zasluhu recky lékar a u¢enec Hippokrates (460-
370 pt. Kr.). Ve skute¢nosti vSak nemoc byla zndma mnohem drive. Historici se
domnivaji, Ze rakovina je stara jako lidstvo samo, jen se o ni nevédélo. [5]

Lidské télo je tvoreno z mnoha bunék, které se postupné déli a rostou za dcelem
udrZet organismus v chodu. BohuZel vznikaji i situace, kdy se bunky za¢nou mnozit
nekontrolované, a témto vzniklym utvartim fikdme nadory. Nadory mohou byt
zhoubné (maligni) ¢i nezhoubné (benigni). Vice o rakoviné a moZnostech 1é¢by se
dozvite v teoretické casti.



Teoreticka cast

Cilem teoretické casti je popsat rakovinné bujeni a aktualné pouZivanou 1éc¢bu. Dale
se prace soustiedi na latku ze skupiny taxanii zvanou paklitaxel a moZnosti jeji
analyzy chromatografickymi metodami zahrnujicimi pripravu vzorku pred
analyzou a samotnou analyzu.

1 Bunécny cyklus

Jedna se o cyklické stiidani S faze (syntéza DNA) a M faze (mitéza, neboli déleni
buriky) oddélené dvéma tzv. klidovymi fazemi G1 a G2 (Obr. 1). Lze jej také popsat
jako sled interfaze (G1, S a G2 faze), profaze, metafaze, anafaze a telofaze (useky
M faze), zakonceny cytokinezi, neboli vlastnim délenim burky. Burky, které se
nedéli (tzv. klidové buriky) zlistavaji v GO fazi (neurony, svalové burky) - jsou sice
metabolicky aktivni, ale maji nulovy prolifera¢ni potencial. Priichod bunéénym
cyklem je regulovan Sirokym spektrem proteinii (kindzy, inhibitory). Pfrechody mezi
jednotlivymi fazemi jsou kontrolovany tzv. kontrolnimi body. Nachazeji se mezi G1-
S a G2-M fazemi. [6]
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Obrdzek 1: Bunécny cyklus [7]

G1 faze - v dceriné buiice probiha proteosyntéza, zvysuje se pocet organel a burika
roste, az dosdhne velikosti matei'ské burnky.

S faze - dojde k replikaci DNA v jadre a kon¢i replikaci centriolt.



G2 faze - buiika roste, syntetizuje tubulin potiebny pro vystavbu déliciho vireténka
a pripravuje se na mitozu.

Nasleduje M faze (Obr. 2), kde probiha karyokineze neboli jaderné déleni, které ma
Ctyfi na sebe navazujici stadia - profaze, metafaze, anafaze a telofaze.

Profaze - rozpadne se jaderny obal a zanikne jadérko. Chromatin kondenzuje v
chromosomy se dvéma chromatidy. Mezi centrioly se zac¢ina tvorit délici vireténko
sloZené z mikrotubuli.

Metafaze - dochazi k seskupeni chromosomti a tvori tzv. ,hvézdici.”

Anafaze - oddélenim sesterskych chromatid chromosomi se vytvori ,hvézdice”
dve.

Telofaze - zkracovanim déliciho vieténka se chromatidy presunuji k opacnym
polim buiiky, kde kondenzuji v chromatin, obnovuje se jaderny obal a vytvari se
opét jadérko.

Zavéretnou fazi bunécného déleni je cytokineze. Dochazi zde k rozdéleni
cytoplasmy a vzniknou dvé buriiky dcefiné.

Pokud karyokineze neni nasledovana cytokinezi, dojde ke vzniku mnohojadernych
buneék. [6]
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2 Rakovina a moZnosti léCby

Rakovina je multifaktoridlni nadorové onemocnéni, které muZe postihnout
kohokoliv z ndas. Pri¢cinou mohou byt rtzné vlivy vnitfniho i zevniho prostiedi.
Nejvice rizikovym faktorem byva vék, v jehoz disledku dochazi ke zvySovani
frekvence nové vzniklych somatickych mutaci, ke sniZovani repara¢nich schopnosti
a ke snadnéjsi kumulaci chyb v DNA. Kumulaci muta¢nich zmén dochazi k postupné
poruse regulace proliferace, diferenciace a k selek¢éni ristové vyhodé. Kromé
prirozeného starnuti organismu je dal$im zavaznym rizikovym faktorem také
expozice riznym muta¢nim agens. Velkd vétSina nadori vznika jako nahodny
proces, pouze 5-10 % malignich onemocnéni vznika dédicné. [9]

Nadory vznikaji z nasi vlastni tkané, da se rici z jedné bunky, ktera se dramaticky
méni po sérii genetickych zmén. V procesu replikace DNA hrozi vznik mutace, kde
bunika ztraci svlj tvar, nereaguje na rastové inhibi¢ni signdly a zacina se
nekontrolované délit. Nejen, Ze poskozuje zdravou tkan ve svém okoli, ale mize se
zacit tvorit (metastazovat) i ve vzdalenych tkanich a tim se nador stava maligni
(zhoubny). [10]

Rakovina ma vice nez sto forem, témér vsechny tkané v téle mohou podlehnout
nadorovému bujeni. Jeji IéCba je mnohem obtiZnéjsi neZ samotny vznik a takeé velice
individualni. Prozatim vyvinuté 1éCebné metody zahrnuji chirurgické odstranéni
nadort, radioterapie, chemoterapie a bioterapie. [10]

Cilem chirurgického zakroku je uplné odstranéni nadord, je-li to mozné. Pokud
tumor jesté nevytvoril metastazy, je po jeho dokonalém odstranéni nadéje na tiplné
vyléceni. V pripadé, Ze se jiz vytvorily metastazy, miliZe operativni reSeni odstranit
primarni nador a zabranit tak vzniku novym metastdzam ¢i dalSimu poSkozeni
organu. Operace byva Casto doprovazena chemoterapii a ozafovanim (mnohdy i
predopera¢nim zakrokem s cilem zmensSit nador pro jeho snadnéjSi odstranéni).
Chirurgicky zakrok je pouze jednim stavebnim kamenem z celkové terapie a lécby,
ktera se stanovuje individualné podle druhu a stadia onemocnéni. [5]

Dalsi lécebnou metodou je radioterapie - neboli lécba ozarovanim. Patii k
modernéjSim metoddm v 1éc¢bé rakoviny. Zakladnim mechanismem je poSkozeni
DNA pomoci ionizujictho zareni (vysoce energetickych paprskii), kde se dédi¢na
informace v rakovinnych bunkach poskodi tak silné, Ze nasledkem toho bunky
odumfiou. Je to lokalni metoda, kterou podstupuje vice neZ polovina pacienti s
nadory v rliznych stadiich onemocnéni. [5]

Principem chemoterapie je podavani cytostatik, coZ jsou léciva, ktera pusobi
cytotoxicky (toxické pro buiiky) a maji antiproliferativni acinek (zastavuji déleni
bunék). BohuZel cytostatika podavana v chemoterapii nenapadaji pouze rakovinné
buriky, ale ptisobi i na zdravé bunky, coz s sebou nese kromé terapeutického uc¢inku
také radu nezadoucich ucinki. Podrobnéji se o skupiné chemoterapeutik budu
zabyvat v nasledujicich kapitolach prace.

10



Bioterapii se rozumi aplikace latek, které jsou chemicky shodné ¢i podobné latkam
produkovanym burnkami lidského téla. Proti fyziologické situaci se bioterapie lisi
aplikovanou davkou a koncentraci, které vysoce prekracuji fyziologické hodnoty.
Cilem je stimulace krvetvorby, ovlivnéni imunity, ale i pfimé zpomaleni rychlosti
ristu nadorovych bunék. [3]

2.1 Chemoterapeutika

Chemoterapeutika neboli cytostatika, jsou latky, které pilisobi cytotoxicky a
zastavuji déleni bunék (antiproliferativni ucinek). Jejich ucinek se projevuje
predevsim ve tkanich tvotenych rychle se délicimi burikami, napiiklad sliznice
zazivaciho ustroji ¢i kostni dren, které jsou cytostatiky poSkozovany nejvice.

Cytostatika zplsobuji inhibici syntézy nebo funkce nukleovych kyselin,
proteosyntézy, poskozuji DNA a bunétné membrany. Podavaji se ve formé tablet,
infuzi ¢i injekcf a jejich pritomnost v organismu snasi pacienti individualné. [5] Na
zakladé mechanismu ucinku je rozdélujeme také na fazové specificka a nespecificka.

Fazové specificka plisobi pouze na bunky v urcité fazi bunécéného cyklu - napft.
antimetabolity v S-fazi, ve které dochazi k replikaci DNA buriky, nebo rostlinné
alkaloidy v M-fazi, ve které dochazi ke vzniku déliciho vireténka.

Fazové nespecificka cytostatika ptlisobi ve vSech fazich bunécného cyklu - napft.

alkylacni latky. [9]
Cytostatika se déli na 4 podskupiny:

e antimetabolity

e inhibitory topoizomeraz
o alkylacni latky

e rostlinné alkaloidy [10]

2.1.1 Antimetabolity

Jsou to l1éciva strukturné podobna nukleovym kyselinam. Zasahuji do metabolismu
nukleovych kyselin a brani biosyntéze jednotlivych nukleotidli. Antimetabolity
cilové pasobi v malignich bunkach, ale c¢astecné ovliviuji i zdravé buiiky, kde
zplsobuji organovou toxicitu. Déli se do nékolika podskupin dle podobnosti
s biogennimi molekulami. [11]

e Analog kyseliny listové - methotrexat (Obr. 3)

Lécba nékterych forem leukémie a lymfomtl. Mezi nezadouci ucinky patri
poskozenti traviciho traktu, itlum kostni direné (KD) a nefrotoxicita. [11]

11
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Obrdzek 3: Methotrexdt [12]

e Analog purinii - 6-merkaptopurin (Obr. 4)

Pouziva se k lécbé nékterych forem leukémii. Hlavni funkci je inhibice tvorby
DNA a RNA. V nddorovych burnikach se aktivuje na vlastni i¢innou latku a nesmi
se podavat v kombinaci s allopurinolem (doslo by ke kumulaci 6-
merkaptopurinu a naslednému zvySeni toxicity). NeZadoucimi ucinky jsou:
pankreatitida, poskozenti jater a stievniho epitelu a titlum KD. [11]

SH
H

N | N
L2
NS
N N
Obrdzek 4: 6-merkaptopurin [13]

e Analoga pyrimidint - 5-fluorouracil (Obr. 5), gemcitabin (Obr. 6)

Pouzivd se v kombinaci pti 1é¢bé nadoru prsu, vajecniku, prostaty, plic a
gastrointestindlniho ~ traktu.  NeZadoucimi  uc€inky  jsou  naptiklad
gastrointestinalni toxicita ¢i utlum KD. [11]

o
H
>¥N

HN /

NH2

Obrdzek 5: 5-fluorouracil [14] Obrdzek 6: Gemcitabin [15]
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2.1.2 Inhibitory topoizomeraz

DNA topoizomeraza I a Il jsou nezbytné pro replikaci DNA. Zabranuji prekrucovani
vlaken DNA a ovliviiuji rozpojeni a opétovné spojeni DNA fetézci. [11]
¢ Inhibitory topoizomerazy I - topotekan (Obr. 7), irinotekan (Obr. 8)

Pouzivaji se pii 1écbé karcinomi ovaria, lymfomi a urcitych typt solidnich
nadorid. Nezadoucimi ac¢inky jsou myelotoxicita a poruchy GIT. [11]

Obrdzek 7: Topotekan [16] Obrazek 8: Irinotekan [17]

¢ Inhibitory topoizomerazy II - etoposid (Obr. 9), teniposid (Obr. 10)

Pouzivaji se pti lé¢bé leukemie, lymfomi, ovarialnich a testikularnich nadord, a
k terapii mozkovych nadori. Vyuzivaji se pii transplantacich KD. Nezadoucimi
ucinky jsou poskozeni krvetvorby, zvraceni a alopecie (vypadavani vlast,
chlupt). [11]

OH D

Obrazek 9: Etoposid [18] Obrazek 10: Teniposid [19]

OH

2.1.3 Alkylac¢ni latky

V organismu vytvareji vysoce reaktivni meziprodukty, které se vazou na nukleové
kyseliny a tim je poSkozuji. Vytvareji zlomy a brani nasedani replika¢nich enzym{.
Alkylace navozuje inhibici funkce DNA a naslednou bunécnou smrt. Zplisobuji ji
1é¢iva o rtiznych chemickych strukturach. [11]
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e [ - chlorethylaminy -chlorambucil (Obr. 11), melfalan (Obr. 12), N-
yperit

Pouzivaji se v kombinaci s jinymi protinddorovymi 1écivy k1écbé karcinomu

prsu, vajecniki a urcitych typli lymfomi a leukémie. Nezadoucimi ac¢inky jsou

utlum KD, zvraceni, nauzea a pri kontaktu s kiizi vznik puchyika. [11]

OH

(e}

Obrdzek 11: Chlorambucil [20] Obrazek 12: Melfalan [21]

e Oxizafosforiny - cyklofosfamid

Cyklofosfamid (Obr. 13) je zarazen mezi nejvyuZzivanéjsi cytostatika. PouZziva se
k 1écbé lymfomi a leukémii. Jeho imunosupresivni ucinek je uplatiiovan pri
transplantaci organt i pti nékterych autoimunitnich chorobach. Mezi nezadouci
ucinky patfti alopecie a utlum KD. [11]

Cl
ol
Se.
(e} NH

Obrdzek 13: Cyklofosfamid [22]

¢ Estery kyseliny metalsulfonové - busulfan

Busulfan (Obr. 14) ma hlavni Ucinky na KD. PouZiva se k lécbé chronické
leukémie. Mezi nezadouci Ucinky patfi gynekomastie (zvétSeni prsni zlazy u
muzi), intersticidlni pulmondlni fibréza (tzv. busulfanova plice) a kozZni
pigmentace. [11]

~ /O @]

4
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Obrazek 14: Busulfan [23]
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e Derivaty nitrosomocoviny - karmustin (Obr. 15), lomustin, fotemustin,
streptozocin (Obr. 16)

Tyto latky snadno pronikaji do CNS, coZ je uplatiiovano pfii terapii mozkovych
nadord. Nezadoucim ucinkem byva opozdéna myelotoxicita. Streptozocin je
prirozené se vyskytujici antibiotikum, které selektivné poskozuje B-bunky
Langerhansovych ostrivki Stitné zlazy. Uplatiiuje se pti terapii inzulinem. [11]

Obrdzek 15: Karmustin [24] Obrdzek 16: Streptozocin [25]

e Triazeny - prokarbazin (Obr. 17), dakarbazin

Pouzivaji se k 1é6¢bé melanomu a Hodgkinovy choroby. NeZadoucimi uc¢inky byva
uporné zvraceni, utlum KD a hemolytickd anémie. V kombinaci s alkoholem
vznika disulfiramova reakce. [11]
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Obrdzek 17: Prokarbazin [26]

¢ Slouceniny platiny - cisplatina (Obr. 18), karboplatina

Platinova cytostatika se voli u pacientl s testikularnim a ovaridlnim nadorem.
Dale se pouziva v 1é¢bé nadort mocového méchyie a nadort kréni, usni a nosni
oblasti. Mezi nezadouci uc¢inky patii nauzea, zvraceni, nefrotoxicita a ototoxicita.
[11]

Cl

Cl—Pt NH3

NH:

Obrdzek 18: Cisplatina [27]
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2.1.4 Rostlinné alkaloidy

Rostlinné alkaloidy inhibuji mitézu prostrednictvim poskozeni déliciho vieténka a
zabranuji tim dokonceni buné¢ného déleni. [11]

¢ Vinca alkaloidy - vinkristin, vinblastin

Piirodnim zdrojem byva barvinek Vinca rosea.

Vinkristin (Obr. 19) se vyuziva k 1é¢bé karcinomu prsu, plic, lymfomi a k 1é¢bé
akutni myeloplastické leukémie. NeZadoucimi u¢inky mohou byt neurotoxické
ptiznaky, jako je parestézie, poruchy nervosvalového pirenosu a paralyza hladké
svaloviny. Dale se mize vyskytnout nefrotoxicita.

Vinblastin (Obr. 20) se vyuziva k 1é¢bé testikularniho karcinomu a Hodgkinovy
choroby. Mezi jeho nezadouci uc¢inky se fadi mirna neurotoxicita a myelotoxicita.
[11]

Obrazek 19: Vinkristin [28] Obrazek 20: Vinblastin [29]

o Taxany - paklitaxel (Obr. 21), docetaxel (Obr. 22)

Jsou to jedny z nejsilnéjsich cytostatik. Jsou izolovany z tisd. Dnes se vyrabéji i
semisynteticky. PouZivaji se k1é¢bé karcinomu prsu, plic, vaje¢nikt, krku a hlavy.
NeZadoucimi uc¢inky mohou byt parestézie (periferni neuropatie), utlum KD,
bradykardie a hypotenze. [11]
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Obrdzek 21: Paklitaxel [30] Obradzek 22: Docetaxel [31]
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3 Paklitaxel

Paklitaxel (PTX) je rostlinna latka pouzivana v chemoterapeutické 1écbé. Konkrétné
se jednd o alkaloid ze skupiny taxanid. Nachazi se v rostlinach celedi tisovité
(Taxaceae) a je vysoce studovanou terapeutickou latkou proti Sirokému spektru
nadort. V Ceské republice se proddva v mnoha formach pod riznymi komerénimi
nazvy.

3.1 Historie a pivod paklitaxelu

PTXje jiZ dlouhou dobu studovana chemoterapeuticka latka. Poprvé byly jeho 1é¢ivé
vlastnosti objeveny na pocatku 60. let v programu screeningu rostlin zahajeného
Narodnim onkologickym institutem (NCI) ve Spojenych statech za ticelem hledani
novych latek s cytotoxickou aktivitou. V roce 1963 byl PTX izolovan z kiry tisu
zadpadoamerického (Taxus brevifolia) a jeho objevitelé, védci Monroe E. Wall a
Mansukh C. Wani ho pojmenovali “taxol”. Pozdéji v roce 1971 byla objasnéna i jeho
chemicka struktura.

Pozdéji bylo zjisténo, Ze se PTX nevyskytuje pouze v jiZ zminéném tisu (Taxus
brevifolia), ale je pritomen i u dalSich druhi Celedi, jako je napriklad tis cerveny (T.
baccata) nebo tis japonsky (T. cuspidata). Po diikladnéjsich studiich se ukazalo, Ze
plvodni T. brevifolia zGstava nejvétSim zdrojem taxolu.

V roce 1979 byl urcen mechanismus ptisobeni PTX a o nékolik let pozdéji zacaly
prvni Klinické zkousky.

Od roku 1992 Statni sprava potravin a 1é¢iv (FDA) Spojenych stati povolila uvedent
na trh a taxol se zacal vyrabét komercné pro lécbu rakoviny vajecniki. V soucasné
dobé se pouziva i pro 1écbu Kaposiho sarkomu ve druhém stadiu nemoci, 1é¢bu
nadorového onemocnéni prsu a mikrocytarniho plicntho nadoru. Diky jeho silné
antineoplastické aktivité je také vyuzivan pro lécbu rakoviny jicnu, mocového
méchyre, prostaty, délozniho Cipku, zaludku, hlavy a krku, endometria, varlat alécbu
oligodendrogliomu mozku.

Obrdzek 23: 10-deacetylbaccatin 111 [32]
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PTX byl pivodné ziskavan extrakci ze suSené kiliry tisu. AvSak z kliry jednoho stromu
lze ziskat pouze priblizné 0,5 g taxolu, coz je velice nizky obsah 1écivé latky pro
Klinické pouziti. Proto se latka ziskava semi-syntetickym zpiisobem acylaci
prekurzoru 10-deacetylbaccatinu III (Obr. 23), ktery se nachazi v jehlicich T.
brevifolia a T. baccata. Timto zplisobem lze dosdhnout vyssiho vytézku 1écivé latky
nez pavodni extrakci primo ze stromu. Kromé semi-syntetické metody lze PTX
ziskat také fermentaci rostlinnych bunék. Léciva latka je extrahovana z bunécné
kultury tisu, prociSténa chromatografii a izolovana krystalizaci. Zcela synteticka
vyroba doposud nebyla zavedena kviili ptilis sloZité strukture molekuly. [33]

3.2 Vlastnosti paklitaxelu

Jedna se o bily krystalicky prasek, jehoz teplota tani je 216-217°C. Je vysoce lipofilni
a nerozpustny ve vodé. Rozpustny je v rlznych organickych rozpoustédlech,
napriklad v ethanolu, methanolu, benzenu, chloroformu, methylenchloridu a
dalSich. [33]

Lék pouzivany v chemoterapeutické 1é¢bé je prodavan pod ochrannou znamkou
»Taxol“ - zde je PTX rozpusStén v Kolliphoru EL a v ethanolu (nosi¢). Novéjsi
pripravek se prodava pod znackou ,Abraxane”, kde je PTX vazan piimo na albumin.
Podava se ve formé infuze do krve.

3.3 Struktura paklitaxelu

PTX (Obr. 24) je podobné jako ostatni rostlinné derivaty neobvykly svou strukturou.
Jedna se o tricyklicky diterpenoid, jehoZ soucasti je taxanovy komplexni kruh a diky
své amidové funkcni skupiné se obCas povaZuje za pseudoalkaloid.

Obrdzek 24: Paklitaxel [30]

Pro jeho cytotoxickou aktivitu je nezbytny jednak taxanovy kruh, ale také i C13
postranni fetézec. Oxetanovy kruh a homochiralni esterovy retézec je diilezity pro
interakci 1é¢ivo-receptor. Vyznamnou udlohu pro zvySeni aktivity ma poloha 2
hydroxylové skupiny, ktera piredstavuje idealni polohu pro vloZeni funk¢nich skupin
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za Ucelem vytvoreni prekurzorii nebo polymernich konjugati. Naproti tomu
hydroxylova skupina v poloze 7 neni podstatnad v protinadorové 1é¢bé (mtize byt
esterifikovana, epimerizovana ¢i dokonce vylouCena bez vyrazné ztraty aktivity).
Acetylace hydroxyloveé skupiny v poloze 10 také neovliviiuje protinadorovou terapii.
[33]

3.4 Mechanismus ucinku

PTX je v prvni radé taxoidni antineoplastické, ale také antimikrotubularni ¢inidlo.
Narusuje rast mikrotubuli tim, Ze hyperstabilizuje jejich strukturu. Nasledkem toho
se znici schopnost buniky flexibilné vyuZzivat jeji cytoskelet. Presnéji se PTX vaze na
podjednotku B-tubulinu (tubulin je stavebni jednotkou mikrotubuli) a v misté
vazby dochazi k blokaci stavebni jednotky. Vysledny komplex PTX a mikrotubulti
nelze rozdélit. To negativné ovliviiuje bunécnou funkci, protoZe dynamicka
nestabilita (zkracovani a prodluzovani mikrotubulii) je dtilezitd pro transport bunék
- napriklad chromozomy vyuzivaji tuto vlastnost mikrotubuli béhem mitdzy.

PTX také indukuje v rakovinnych buiikdch tzv. programovanou buné¢nou smrt
(apoptozu) navazanim na anti-apopticky protein Bcl-2 (B cell leukemia 2) a tim
zastavi jeho funkci. [34]

Potlacuje apoptézu (bunécnou smrt) v riznych bunécnych systémech. Kontroluje
propustnost mitochondrialnich membran a tim reguluje smrt bunék.

3.5 Davkovani a farmakokinetika vybranych piipravka

Existuje nékolik registrovanych ptipravkl obsahujici latku paklitaxel pro 1écbu
zhoubnych onemocnéni. Je to napriklad Abraxane, Paclimedac, Paclitaxel ,Ebewe®,
Paclitaxel Mylan, Paclitaxel Kabi a Taxol. KaZdy z nich ma jiné davkovani, je pouZivan
na rizné typy a stadia karcinogennich onemocnéni a vykazuje jinou
farmakokinetiku. NiZe jsou uvedeny vytahy ze souhrnu udaji o pripravcich
Abraxanu (Obr. 25) a Taxolu (Obr. 26) dostupnych na internetovych strankach
Statniho uistavu pro kontrolu 1éciv.

3.5.1 Abraxane

Je to bily az Zluty prasek pro infuzni suspenzi, jeden ml suspenze obsahuje 5 mg PTX
ve formé nanocastic vazanych na albumin. Pripravek je urfen k lécbé
metastazujiciho karcinomu prsu u dospélych pacientd, u kterych selhala prvni linie
1éCby.

V kombinaci s gemcitabinem je oznacovan jako 1ék prvni linie k 1é¢bé dospélych
pacientli s metastazujicim karcinomem pankreatu (slinivky bfisni). V kombinaci s
karboplatinou je oznacovan jako 1ék prvni linie k 1écbé nemalobunécného
karcinomu plic u dospélych, ktefi nejsou c¢ekatelé na chirurgicky zakrok nebo
radiac¢ni terapii.
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Obrdzek 25: Lécivo Abraxane [35]
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Davkovani pripravku

Je-li diagnostikovan karcinom prsu, doporucend davka l1éku je 260 mg/m?2 podavana
nitroZilné po dobu 30 minut kazdé 3 tydny. Pri vyskytu neutropenie (pocet
neutrofild <500 bunék/mm3) po dobu 7 dni a vice nebo senzorickd neuropatie
béhem 1éCby, je davkovani v nasledujicich cyklech sniZeno na 220 mg/m?2. Po
opétovném vyskytu neutropenie Ci senzorické neuropatie by mélo byt provedeno
dal$i sniZeni davky na 180 mg/m?2. Pripravek nesmi byt podavan, dokud na zacatku
1é¢by nebude pocet neutrofilti >1500 bunék/mm3. U senzorické neuropatie tietiho
stupné je tfeba pozastavit 1écbu do doby, neZ se vrati na prvni ¢i druhy stupen.

U karcinomu pankreatu je pouZzivana davka 125 mg/m? pripravku v kombinaci s
gemcitabinem podavana nitrozilné po dobu 30 minut 1., 8. a 15. den kazdého
28denniho cyklu. Doporucena davka soubéZné poddvaného gemcitabinu je 1000
mg/m? podavana nitroZzilné po dobu 30 minut ihned po ukonceni kazdého podavani
pripravku Abraxane. Je nutné pred zacatkem i v pribéhu lécby kontrolovat, zda
pacient netrpi neutropenii a/nebo trombocytopenii. Pokud prvni den pred podanim
léku bude pocet neutrofili <1 500 bunék/mm3 a pocet trombocytli <100 000
bunék/mm?3, je nutné odloZit podani do obnoveni poctu bunék.

Farmakokinetické vlastnosti

Po podani pripravku Abraxane se pacientim se zhoubnym onemocnénim PTX
rovnomeérné distribuuje do krevnich bunék plazmy a ve vysoké mire se vaZe na
bilkoviny krevni plazmy (94 %). Ze studie in vitro vyplyv4, Ze vazbu PTX na bilkoviny
lidského séra neovliviiuje pritomnost cimetidinu, ranitidinu, dexametazonu ani
difenhydraminu (pfi pouziti PTX v rozmezi koncentraci 0,1 - 50 ug/m). Z
farmakokinetické analyzy lze rici, Ze celkovy distribu¢ni objem je ptiblizné 17411 a
tento velky distribu¢ni objem znaci rozsahlou extravaskularni distribuci a/nebo
vazbu PTX ve tkanich.
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Ze studie in vitro provadéné s mikrozomy lidskych jater a vzorky tkani lze ¥ici, Ze
PTX je metabolizovan predevSim na 6c-hydroxypaklitaxel a na dva vedlejsi
metabolity: 3’-p-hydroxypaklitaxel a 6a-3’-p-dihydroxypaklitaxel. Tvorbu téchto
hydroxylovanych metabolitii katalyzuji izoenzymy CYP2C8 a CYP3A4.

U pacientii s metastazujicim karcinomem prsu bylo po 30minutové infuzi ptipravku
Abraxane (v davce 260 mg/m2) vylouceno moci priimérné mnozstvi 4 % nezménéné
l1écivé latky z celkové podané davky. Metabolitli 6a-hydroxypaklitaxelu a 3’-p-
hydroxypaklitaxelu bylo moci vylou¢eno méné nez 1 %, coZ naznacuje rozsahlou
non renalni clearance. PTX se vylucuje zejména metabolismem v jatrech a biliarni
exkreci.

Pti klinickém rozmezi davek 80 aZ 300 mg/m? pripravku Abraxane se primeérna
clearance PTX v plazmé pohybuje v rozmezi 13-30 1/h/m? a priimérny terminalni
polocas se pohybuje v ¢ase 13 az 27 hodin.

Vliv poruchy funkce jater na popula¢ni farmakokinetiku piipravku Abraxane byl
studovan u pacientli s pokrocilymi solidnimi tumory. Do této analyzy byli zahrnuti
pacienti s normalni funkci jater a jiZz existujici mirnou, stiredné tézkou a tézkou
poruchou funkce jater. Vysledky prokazuji, Ze mirna porucha funkce jater nema
klinicky vyznamny vliv na farmakokinetiku PTX. U pacientd se stiedné tézkou a
téZkou poruchou funkce jater dochazi k poklesu maximalni miry eliminace PTX o
22-26 % a ke zvySeni prlimérné AUC (Area Under Curve = plocha pod kiivkou) PTX
priblizné o 20 % ve srovnani s pacienty s normalni funkci jater. Porucha funkce jater
vSak nema zadny ucinek na primeérnou Cmax PTX. Mimo to je eliminace PTX nepfimo
umérna mnoZstvi celkového bilirubinu a prfimo Umérna mnozstvi sérového
albuminu.

Dle farmakokinetickych/farmakodynamickych zkousek lze fict, Ze neexistuje Zadna
spojitost mezi funkci jater (stanovenou pocatecni hladinou albuminu nebo hladinou
celkového bilirubinu) a neutropenif po Upravé expozice Abraxanu.

Byla také studovana porucha funkce ledvin u pacientti se solidnimi tumory. Byli zde
zahrnuti pacienti s normalni funkci ledvin a drive existujici mirnou, stredné téZzkou
a tézkou poruchou funkce ledvin. Mirna az stiredné tézka porucha funkce ledvin
nema zadny Klinicky vyznamny uc¢inek na maximalni miru eliminace a systémovou
expozici (AUC a Cmax) paklitaxelu. Farmakokinetické udaje pro pacienty s tézkou
poruchou funkce ledvin jsou nedostatecné a pro pacienty s terminalnim selhanim
ledvin jsou nedostupné.

Do popula¢ni farmakokinetické analyzy byli zahrnuti pacienti ve vékovém rozmezi
24-85 let a bylo prokazano, Ze vék nema vyznamny vliv na maximalni miru eliminace
a systémovou expozici PTX. Dale populacni farmakokinetické analyzy ukazuji, Ze
pohlavi, rasa a typ solidniho tumoru nemaji klinicky vliv na systémovou expozici
PTX. Pacienti s vAhou 50 kg méli AUC PTX priblizné o 25 % niZsi nez ti, kteri vazili
75 kg. Klinicky vyznam téchto zjiSténi je nejisty. [36]
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3.5.2 Taxol

Je to Ciry, bezbarvy nebo lehce naZloutly roztok. Jeden ml koncentratu pro infuzni
roztok obsahuje 6 mg PTX.

Taxol se vyuziva pfi primarni 1é¢bé karcinomu ovaria v pokrocilém stadiu nebo s
residuem nadorové tkané vétsim nez 1 cm po predchozi laparotomii ¢i u pacientti s
pokrocilym nemalobunécnym karcinomem plic, u nichZ primarné nelze provést
chirurgicky zakrok ¢i ozareni. V téchto pripadech se pouziva v kombinaci s
cisplatinou.

Dale se pripravek Taxol pouziva k inicidlni 1é¢bé metastazujiciho karcinomu prsu
nebo v pokrocilém stadiu bud’ v kombinaci s antracyklinem (u pacientek, pro které
je to vhodné) nebo trastuzumabem (u pacientek s nadmérnou expresi receptoru
HER-2 na urovni 3+ podle imunohistochemického vySetieni, ¢i u pacientek, u
kterych antracyklin neni vhodny). PouZiva se také jako samostatny pripravek pri
lé¢bé metastazujictho karcinomu prsu po selhdni predchozi standardni
antracyklinové terapie nebo u pacientek, pro které neni antracyklinova terapie
vhodna.

V neposledni radé je Taxol pouzivan pro lécbu pacientli s pokrocilym Kaposiho
sarkomem u nemocnych s AIDS, u kterych selhala predchozi liposomalni
antracyklinova terapie.
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Obrdzek 26: Lécivo Taxol [37]
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Davkovani pripravku

Je-li diagnostikovan karcinom ovaria, doporucuje se pripravek podavat s
cisplatinou. Davkovano je bud 175 mg/m? pripravku intraven6zné v prubéhu 3
hodin s naslednym podanim 75 mg/m? cisplatiny kazdé tii tydny nebo 135 mg/m?
pripravku intravenézné v pribéhu 24 hodin s naslednym podanim 75 mg/m?2
cisplatiny kazdé tfi tydny.

U nemalobunécného karcinomu plic je doporucena davka pripravku 175 mg/m?
podavana v priibéhu 3 hodin s naslednym podanim cisplatiny v davce 80 mg/m? s
tritydennim odstupem.

Farmakokinetické vlastnosti

Po iv. aplikaci pripravku Taxol bylo zjiSténo, Ze uUcinna latka PTX vykazuje
dvoufazovy pokles plasmatické koncentrace.

Farmakokinetické vlastnosti PTX byly zjiStovany po 3 a 24 hodinovych infuzich v
davkach 135 a 175 mg/m2. Polocas eliminace se pohybuje v rozmezi 3 aZ 52,7 hodin
a hodnoty celkové clearance mezi 11,6 az 24,0 1/hod/m?2. Celkova clearance se pri
vysSich plazmatickych hladindch PTX sniZzuje. Hodnota distribu¢niho objemu se
pohybuje v rozmezi 198 aZ 688 1/m?2, ¢imzZ lze vyvodit rozsahlou extravaskularni
distribuci, respektive vazbu ve tkanich.

Podle studii in vitro lze ¥ici, Ze na proteiny lidského séra se vaZze 89-98 % lécivého
pripravku. Pridavné latky (cimetidin, ranitidin, dexamethason a difenylhydramin)
vazbu PTX na bilkoviny neovliviiuji.

Zptsob eliminace PTX u lidi nebyl zatim zcela objasnén. Mo¢i se vylouci 1,3-12,6 %
podané davky v nezménéné formé, coz prokazuje rozsahlou extrarenalni clearance
latky. Hlavnimi elimina¢nimi mechanizmy PTX jsou nejspiS metabolismus v jatrech
a vylucovani Zluc¢i. PTX se primarné metabolizuje enzymatickym systémem
cytochromu P450. Po podani znaceného PTX se priimérné 26 % radioaktivity
vyloucilo stolici v podobé 6a-hydroxypaklitaxelu, 2 % jako 3'- p-hydroxypaklitaxel
a 6 % jako 6a-3’-p-dihydroxypaklitaxel. Vznik téchto hydroxylovanych metabolita
katalyzuji izoenzymy CYP2C8 a CYP3A4 (eventualné -2C8 a -3A4).

V Kklinickych studiich, kde byl Taxol podavan soucasné s doxorubicinem, byla
distribuce a eliminace doxorubicinu (a jeho metaboliti) prodlouzena. Celkova
plasmaticka expozice doxorubicinu byla o 30 % vyssi, pokud se Taxol podaval ihned
po doxorubicinu (nez kdyZ byl mezi nimi 24hodinovy interval). [38]
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4 Analyza paklitaxelu

4.1 Priprava vzorku pred analyzou

Pfed samotnym LC stanovenim musime nejprve upravit a vycistit vzorek. Hlavni
nevyhodou HPLC-UV testi pro kvantifikaci taxanl je detekce prti relativné nizké
vinové délce 227 nm, pri které 1ze oCekavat potenciondlni interference endogennich
sloucenin. U LC-MS testli jsou preferovany CcCisté vzorky z dlvodu sniZeni
matricovych efekti. Pro predbéznou upravu vzorkii pred chromatografickou
analyzou taxant se vyuZziva proteinové srazeni vzorku, LLE a SPE. [39]

4.1.1 Proteinové srazeni

Tato metoda neni zcela preferovana k predbézné upravé vzorkt pro HPLC-UV testy
kvili potencionalnim interferencim endogennich sloucenin. Vzhledem k tomu, Ze
spektralni interference pochazejici z endogennich slouCenin jsou méné
pravdépodobné pri MS analyzach kvili zvySené specificnosti, je tato metoda
proteinového srazeni vice vyuzivana u LC-MS testt.

U proteinové precipitace (srazeni) musi rozpousStédlo zvySit interakci protein-
protein, coz vede k agregaci (shlukovani) a srazeni proteinti. Kromé toho,
rozpoustédlo musi vést k vysokému vytézku pozadovanych analytli. VytéZnost
vzorku se obvykle testuje porovnanim odezvy analytu ve zpracovaném vzorku s
odezvou analytu v c¢istém roztoku nebo s odezvou analytu vzorku, ktery je
zpracovan na slepy vzorek. Jako srazeci cinidlo se obvykle pouziva acetonitril,
methanol nebo jejich kombinace a vytéZnost extrakce se pohybuje mezi 75-100 %.
Pokud se k ¢inidlu ptida 0,1% kyselina mravenci, vytéZnost reakce se zvysi na 90 %.
[39]

Proteinova precipitace je rychlou metodou v predbéZné upravé vzorku s velkou
vytéZnosti Vysoké signaly na pozadi nebo endogenni interference vSak mohou
branit citlivé kvantifikaci. Endogenni slouCeniny ve vzorku mohou zpiisobit také
iontovou supresi béhem ionizace v MS testech a robustnost LC metody miize byt
negativné ovlivnéna kvili kovalentni vazbé proteini na analytickou kolonu. To
miiZe vést ke zvySeni protitlaku analytické kolony a ke sniZzeni poctu teoretickych
pater vedoucich ke sniZzeni rozliSeni metody. [39] Priklady upravy vzorkt
proteinovym sraZenim jsou uvedeny niZe.

Mysi tkai

Mysi tkanovy homogenat obsahujici PTX byl zpracovan nasledovné. 200 pl
homogenatu bylo napipetovano do 1,7 ml mikrocentrifugacni zkumavky. Bylo
ptridano 400 pl roztoku acetonitrilu s 0,1% kyselinou octovou obsahujici 50 ng/ml
vnitfniho standardu (1 mg/ml docetaxel s acetonitrilem obsahujici 0,1% kyselinu
octovou). Po promichani na vortexu se vzorky 10 minut centrifugovaly pri 17000
ot/min. Poté bylo 20 ul supernatantu vstrikovano do LC-MS/MS systému. [40]
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Lidska plazma

Vzorky lidské plazmy byly 10 minut centrifugovany pri 3000 ot/min, pfi teploté 4°C.
Do propylenovych zkumavek bylo nadavkovano 100 pl standardu, kontrol a vzork
plazmy. Do kazdé zkumavky bylo pridano 5 pl pracovniho roztoku vnitiniho
standardu o koncentraci 4 pg/ml (nafedénim 100 pg/ml zasobniho roztoku
methanolem). Smés se kratce promichala a poté se k ni pridalo 400 pl methanolu s
0,1% kyselinou mravenci, aby se dosahlo proteinového srazeni. Zkumavky se kratce
promichaly a nechaly se 15 minut centrifugovat pii 16000 ot/min., pti 4°C. 150 pl
supernatantu bylo preneseno do sklenéné vialky s automatickym vzorkovacem pro
analyzu LC-MS/MS. [41]

Psi plazma

Do 2 ml zkumavky se nadavkovalo 0,05 ml pracovniho roztoku (vnitini standard II
= klopidogrel bisulfat), bylo pridano 50 pl vzorku psi plazmy a 200 pl acetonitrilu.
Zkumavky byly 1 minutu vortexovany a nasledné centrifugovany po dobu 5 minut
pii 6641 ot/min. 10 pl supernatantu bylo preneseno do vialky pro analyzu pomoci
LC-MS/MS. [42]

Kvalitu a vytéZnost proteinového sraZeni ovliviiuje hlavné pouZité precipitacni
¢inidlo. Spravné promichani, doba a rychlost centrifugace je také dilezity faktor u
proteinového srazeni. Z vySe uvedenych metod lZe fici, Ze se Zadna neshoduje
v pouZitém precipitacnim ¢inidlem, ani v rychlosti a ¢asu centrifugace. Dlivodem
toho miiZe byt rozdilny druh vzorku.

VySe uvedené priklady srazeni funguji na stejném principu, ale lisi se druhem vzorku
akazdy vzorek vyuZziva trochu odliSného postupu a precipitacnich ¢inidel. Naptiklad
pro srazeni mysSi tkané se vyuziva kombinace acetonitrilu s kyselinou octovou,
zatimco u lidské plazmy se vyuziva methanol s kyselinou mravenci. KdyZ porovnam
postupy, je zajimavé, jak moc odliSné jsou od sebe doby a rychlosti centrifugace -
napriklad, Ze lidska plazma se centrifuguje 15 minut pri 16000 ot/min, zatimco psi
plazma pouze 5 minut pti 6641 ot/min. Metody se liSi i ¢asovou narocnosti, kde dle
stanoveni psi plazmy nam zabere nejméné Casu. Zajimavy je také poznatek, Ze
lidskou plazmu je nutné udrZovat pri precipitaci i centrifugaci neustale pri nizkych
teplotach (4°C) chlazenim. Nejlepsi vytéZnost precipitace (kolem 90 %) bude mit
lidska plazma a mysi tkaiiovy homogenat z diivodu piitomnosti Kyseliny. Naopak
nejnizsi vytéznost (80 %) bude mit vzorek psi plazmy, u kterého se pouzil pouze
acetonitril. VSechny tfi skupiny pouzily své supernatanty pro stanoveni kvantifikace
metodou LC-MS/MS.

4.1.2 LLE

,Liquid - Liquid Extraction“ neboli extrakce z kapaliny do kapaliny. Je to ¢asové
narocnéjsi metoda neZ precipitace bilkovin nebo SPE, ale zato dosahuje nejlepsi
hodnoty LLOQ pfi testovani taxant. [39]
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Kapalinova extrakce je kombinace dvou nemisitelnych kapalin (vodna a organicka),
kde v jedné je latka plvodné rozpuSténd a poté CasteCné prejde do druhé.
Podminkou je ustanoveni fazové rovnovahy po protiepani dvou kapalin v délici
nalevce, které popisuje Nernstiiv rozdélovaci zakon:

Corg
KD =
Caq
Kb rozdélovaci konstanta (Nernstiv rozdélovaci koeficient)
Corgeennesreens rovnovazna latkova koncentrace sloZky v organickém rozpoustédle
Cageeeereeenes rovnovazna latkova koncentrace slozky ve vodé

Rozdélovaci konstanta popisuje danou latku v systému voda - organické
rozpoustédlo pri urcité teploté a tlaku. Vétsi hodnota Kp znamena vétsi podil slozky
v organickém rozpoustédle. Jeji hodnota pro extrahovanou latku by méla byt
vyrazné vys$si nez 1. [43]

Nékolik pracovnich skupin se pokouselo nalézt nejlepsi zplisob a nejvhodnéjsi
kapaliny pro tuto metodu, aby dosahli co nejvétSiho vytézku cCisté latky. Z jejich
poznatki lze ftici, Ze diethylether a terc-butylmethylether jsou nejlepSimi
extrak¢nimi rozpoustédly pro LLE taxan(i. OvSem objem extrakéniho rozpoustédla
je vysoce variabilni. Pouzivaji se objemy v rozsahu 3 az 20-ti nasobku objemu
vzorku. [39] Priklady upravy vzorkt metodou LLE jsou uvedeny niZe.

Lidska plazma

K 200 pl vzorku lidské plazmy obsahujici PTX bylo pridano 20 pl standardu, dale 1,3
ml studeného roztoku TBME a 2 minuty michano. Po deseti minutové centrifugaci
pri 10000 ot/min byl 1 ml vysledného supernatantu prenesen do dalSi zkumavky a
suSen pod proudem dusiku pti 35°C. K vysuSenému zbytku bylo ptridano 200 pl
roztoku methanol-voda obsahujici 20mM chloridu sodného (80:20) a michano 30
sekund na vortexu a 10 minut centrifugovano pti 10000 otackach/min. Supernatant
byl prenesen do vialky autosampleru HPLC a 10 pl alikvotni Casti vzorku se
injikovalo do UPLC-MS-MS. [44]

Hlodav¢i plazma

Jeden ze zpusobtli pripravy hlodavci plazmy vyuziva nasledujiciho postupu. Do
centrifugacnich zkumavek o objemu 10ml bylo nadadvkovdno 50 pl pracovniho
roztoku PTX (pripraveny v methanolu v koncentracich od 0,4016 ng/ml do 2,008
ug/ml) a 40 pl vnitfniho standardu - docetaxel (o koncentraci 1,6 ug/ml). Po
odpareni rozpoustédla pod proudem dusiku bylo do zkumavek pridano 100 pl
hlodav¢i plazmy. Zkumavky byly kratce michany a poté byly pridany 2 ml TBME.
Nasledovalo michani po dobu 3 minut na vortexu a odstred’'ovani 10 minut pti 3000
ot/min. 1,5 ml z horni organické vrstvy se prevedlo do nové zkumavky a odparilo
do sucha pod proudem dusiku ve vodni lazni pri 35°C. Ke kazdému vysusenému
zbytku bylo piidano 100 ul smési methanol-voda (90:10), 30 sekund promichano na
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vortexu a zcentrifugovano pri 15000 ot/min po dobu 5 minut. Poté byly
supernatanty preneseny do vialek HPLC autosampleru. Pro analyzu bylo do LC-MS-
MS systému vstrikovano 20 pl kazdého vzorku. [45]

Dals$i z metod vyuZziva extrakci ethylacetdtem. 100 pl mysi plazmy se smichalo
s 10 ml ethylacetatu, ktery obsahoval 100 ul DDB (dimethyl-4,4'-dimethoxy-
5,6,5',6'-dimethylen dioxy bifenyl-2,2’dikarboxylat) o koncentraci 7,5 pg/ml
(vnitfni standard). Po péti minutové centrifugaci pri 2500 ot/min byla prevedena
organicka vrstva do Cisté zkumavky a nasledné odparena do sucha tlakovym plynem
pii 40°C. Odpatreny zbytek se smichal se 100 ul 40% roztoku acetonitrilu. 75 pl bylo
vstrikovano do HPLC systému. [46]

Na zakladé uvedenych postupi je nejvhodnéjsim rozpoustédlem pro metodu LLE
terc-butylmethylether, pricemz se dosahne vysoké vytéznosti a minimalizuji se
endogenni interference. Navic matricové ucinky v taxanovych testech jsou
sniZovany praveé terc-butylmethyletherem. [39]

Pfi porovnani tfi vySe zminénych metod lze Fici, Ze funguji na stejném principu, ale
lisi se rozpoustédly, dobou centrifugace, roztoky pro rekonstituci a kone¢nym
analyzatorem vzorku. Prvni dvé metody jsou si hodné blizké, 1isi se akorat jinymi
poméry davkovanych latek a trochu jinou dobou a rychlosti centrifugace.

U lidské plazmy a jednoho prikladu hlodav¢i plazmy se pouZilo rozpoustédlo TBME.
Zajimavé je, vjakém poméru se TBME nadavkovalo. Naptiklad u 200 ul lidské
plazmy se davkovalo pouze 1,3 ml TBME a u 100 pl hlodav¢i plazmy se davkovalo
dokonce 2 ml TBME. TudiZ u hlodav¢i plazmy je nutné pouZit mnohem vice
rozpoustédla. Treti skupina také stanovovala hlodavéi plazmu, ale zvolila si
ethylacetat jako rozpoustédlo. Dalsi rozdil, ktery bych rada zminila je, Ze u lidské
plazmy se centrifuguje pti 10000 ot/min, zatimco u hlodav¢i plazmy je to mnohem
méné (2500-3000 ot/min). VSechny tri skupiny suSily supernatant pod proudem
dusiku pri 35-40°C. Prvni dvé skupiny pouzily stejnou rekonstituci smési voda-
methanol v podobném pomeéru a stejném objemu, kdeZto treti skupina zvolila pro
rekonstituci 40% roztok acetonitrilu. Zvlastni poznatek je, Ze prvni dvé skupiny po
rekonstituci jeSté provadély 5-10 minut centrifugaci a nasledné injikovaly urcity
objem supernatantu do LC-MS/MS systému, zatimco treti skupina ihned po
rekonstituci injikovala zvoleny objem do HPLC systému.

Pfi shrnuti vSech tii skupin bych rekla, Ze ¢asové nejméné narocna bude metoda
treti skupiny, kde neprovadi druhou centrifugaci po rekonstituci vysuSeného
vzorku. BohuZel se ale neda fici, Ze tato metoda dosahne nejvétSiho vytézku cisté
latky, z dGvodu prave chybéjici centrifugace, ktera oddéli supernatant od poslednich
necistot. Navic jejich stanoveni dale pokracuje do HPLC systému, ktery je méné
citlivy nez LC-MS/MS systém.
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4.1.3 SPE

,S0lid Phase Extraction® neboli extrakce pevnou fazi je v souasné dobé nejmocné;jsi
technikou pro rychlou a selektivni pripravu vzorku. Podstatou je zachyceni molekul
latky na tuhém sorbentu, pres ktery protékd vzorek. Vyuziva se fyzikalné-
chemickych vlastnosti molekul, které v disledku mezimolekulovych interakci
zlistavaji na sorbentu - je to tzv. “chemicka filtrace".

SPE je nejvyuZzivanéjsi a vyhodnéjsi metodou pripravy vzorku nezZ jiné separacni
techniky (LLE), a to diky dobré selektivité, ¢asové nendrocnosti a Uspoie
organickych rozpoustédel. SPE lze snadno automatizovat a navazat na dal$i metody.

Lze ji pouZit na Cisténi latky, zakoncentrovani stopovych mnozstvi latek, k vymeéné
rozpoustédel (analyt je preveden z jedné specifické matrice do jiné, napt. z vodné
do organické) nebo k derivatizaci, kde je analyt zachycovan na sorbent, preveden na
derivat a pak eluovan.

Kapalny vzorek je veden pres SPE kolonu, ktera obsahuje sorbent, a slouceniny ze
vzorku se do néj zachycuji. Nezadouci smési mohou byt z kolony selektivné
odstranény promytim spravnym rozpoustédlem. Zadouci analyty mohou byt z
kolony znovu ziskany elu¢nim rozpoustédlem v podobé vysoce Cistého extraktu
(mél by mit vys$si koncentraci analytu, nez mél ptivodni vzorek).

Jako sorbent se nejCastéji pouzivaji chemicky modifikované castice silikagelu.
Pritok kapaliny pres kolonu Ize urychlit vakuem na vystupu z kolony, tlakem na
vstupu kolony nebo centrifugaci.

Pii separaci vyuzivame rtizné mechanismy zachycovani latek na zakladé riznych
molekularnich interakci mezi analytem a sorbentem, napi. van der Waalsovy sily
(nepolarni interakce), vodikové vazby a dipdl-dip6lové interakce (polarni
interakce) a kation-aniontové interakce (iontové interakce typu elektrostatickych
pritazlivych sil mezi opacné nabitymi ionty). [43]

Jako u metody LLE, tak i u SPE se mnoho pracovnich skupin snazilo pfrijit s
nejjednodussi a nejlepsi variantou. Z védeckych diskuzi l1ze usoudit, Ze kolona C18
poskytuje velice dobrou vytéZnost s minimdalnimi interferencemi. Jestlize je
vytéznost Casové omezend, doporucuje se pouziti kyanové kolony z diivodu vyssi
procentudlni vytéznosti (85-100 %). Pro dalsi sniZeni rusivych elementi na pozadi
je treba optimalizovat rozpoustédlo. Online SPE miiZe snizit ¢as manipulace se
vzorkem pomoci prepinani mezi filtracnimi a analytickymi kolonami ve srovnani s
offline SPE bez ovlivnéni vycCisténi vzorku. Priklady dpravy vzork metodou SPE
jsou uvedeny niZe.
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Lidska moc¢

Byla pouzita kolona Cyano Bond Elut (1 ml, Betron Scientific, Rotterdam,
Nizozemsko), ktera byla postupné promyvana 2 ml methanolu a 0,01M pufrem
octanu amonného o pH 5. Ddle byl na kolonu nanesen 1 ml vzorku - zfedéna smés
moci s 0,2M pufrem octanu amonného (pH 5). Kolona se poté promyla 2 ml 0,01M
octanem amonnym, 1 ml smeési methanolu a 0,01M octanu amonného (2:8,
obj./obj.),a 1 ml hexanu. Kolona byla suSena 1 min ve vakuu. Analyty byly vymyvany
z kolony 2 ml smési acetonitrilu a triethylaminu (1000:1, obj./obj.). Eluent byl
odparen do sucha pod proudem dusiku pri 30°C. Vzorek byl rekonstituovan 200 pl
AMW (smés acetonitrilu, methanolu a destilované vody v poméru 4:5:1) a
promichan na vortexu. Rekonstituovany vzorek byl prenesen do vialek
autosampleru a 50 pl kazdého vzorku bylo vstiikovano do HPLC-UV systému. [47]

PTX neni v lidské modi stabilni. Ke stabilizaci se k moci pridava smés dehydrovaného
alkoholu Cremophor EL. Stabilizace je vysoce uUc¢innd po dobu 17 meésici.
Nestabilizované vzorky mohou byt extrahovany pomoci SPE metody, ale musi byt
zpracovany do 7 dna po odbéru. Vyhodou SPE je vysoka citlivost. Stabilizované
vzorky moci vSak nemohou byt zpracovany pomoci SPE kvili pritomnosti
dehydrovaného alkoholu Cremophoru EL, proto byl vyvinut a upfednostiiovan
postup LLE (butylchlorid). Nevyhodou LLE je relativné dlouha doba chodu a niZsi
citlivost. [47]

Bunécné kultury A121a ovarialniho karcinomu

Kultury bunék A121a byly péstovany v 25 cm?3 barikach pti 37°C v kultivacnim
médiu. Po odstranéni kultivacniho média byla buné¢na vrstva rychle promyta 3 ml
fosfatem pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS) obsahujicitho 5% FBS (hovézi
sérum), poté dalsimi 3 ml PBS a nakonec byly inkubovany pii 37°C v 0,5 ml 0,05%
trypsinu obsahujici 1mM EDTA (ethylendiamin tetraacetat). Po 3-4 minutach
inkubace byly disociované buiiky premistény do zkumavky a barika po buné¢nych
kulturach byla promyta 1,5 ml PBS, v kombinaci s bunécnou suspenzi. Z baiiky byly
odebrany 2 ml suspenze, kde 0,2 ml bylo pouZito na pocitani bunécné koncentrace
a ke zbytku (1,8 ml) bylo pridano 3,2 ml 50% methanolu fedéného vodou. Vzorky
byly rychle zmrazeny v kapalném dusiku a rozmrazeny ve vodni lazni pii 37°C.
Rychlé zmrazeni a rozmrazeni se provedlo 2x a poté byly vzorky skladovany pri -
80°C aZ do analyzy.

Dvé rGzné skupiny pouzily nasledujici piipravu vzorku pred jeho
chromatografickym stanovenim. Postup byl témér totoZzny aZ na par drobnych
vyjimek.

Pro analyzu se vzorky rozmrazily, ptidala se k nim kyselina fosfore¢na pro dosazeni
3% koncentrace (aby doSlo k disociaci 1é¢iva navazaného na protein) a promichaly
se. Do kazdého vzorku byl pridan vnitini standard (docetaxel) do koncentrace 600
pg/ml (prvni skupina) a do koncentrace 300pg/ml (druha skupina). V obou
pripadech byly pouZity Oasis HLB kolony (Waters, Milford, USA), které se

29



kondiciovaly 5 ml methanolu a 5 ml vody. Poté bylo napipetovano 5 ml vzorku prvni
skupinou a 1,8 ml bunéc¢nych lyzat druhou skupinou. Nasledovalo promyvani, kde
prvni skupina pouzila 10 ml vody a 5 ml 70% methanolu. Pro eluci analytu pouzila
5 ml 97,5% methanolu. Druha skupina promyvala 5 ml 35% methanolu obsahujici
3% kyselinu fosfore¢nou a 5 ml 70% methanolu. Pro eluci analytu pouzila 5 ml
97,5% methanolu s obsahem 0,1% kyseliny mravenci.

Eluaty obou skupin byly suSeny pod proudem dusiku, rekonstituovany byl nejdrive
1 ml methanolu, znovu byly suSeny pod dusikem, podruhé rekonstituovany (prvni
skupina pouzila 200 pl, druha skupina pouze 100 pl) 35% methanolem a byly
prevedeny do propylenovych centrifugacnich zkumavek. Centrifugovany byly 20
minut pti 7600 (prvni skupina) a 10000 ot/min (druha skupina). Supernatant byl
poté zanalyzovan systémem pLC-MS/MS. [48], [49]

VySe uvedené tri priklady SPE maji stejny princip, ale lze poukazat i na jejich
odlisnosti.

Diilezitou roli v SPE stanoveni hraje pouZzita kolona. V prvni skupiné zvolili pro
stanoveni lidské moci kolonu Cyno Bond Elut, ktera pouziva kyano skupinu, diky
které je schopna navazovat nenabité polarni ionty, coZ taxol spliiuje. Druha a treti
skupina zvolila kolonu Oasis HLB, ktera je schopna navazovat hydrofilni i lipofilni
latky a je vhodna pro stanoveni PTX ve vzorku bunécnych lyzatt.

DalSim dtlezitym faktorem je také volba elu¢niho rozpoustédla. Prvni skupina
zvolila smés acetonitrilu a triethylaminu v poméru 1000:1. Zatimco druha a treti
skupina pouZila k eluci podobné sloZeni rozpoustédla a to 97,5% methanol, s tim
rozdilem, Ze tieti skupina ho navic zkombinovala s 0,1% kyselinou mravenci, ktera
zlepSuje vytéZnost PTX témér na 100%.

Prvni skupina PTX dale stanovovala HPLC-UV metodou, zatimco druha a treti
skupina pokracovala ve stanoveni koncentrace PTX hmotnostnim spektrometrem.

vivs

odstred'ovani, naopak nejméné casové narocnd bude metoda prvni skupiny, kde
v podstaté neprobiha zadna zdlouhava centrifugace, ale postali pouhé 30
sekundové promichani na vortexu. Nejvétsi procento ucinnosti metody bude mit
ovsem metoda treti skupiny diky pritomnosti kyseliny mravenc¢i v elu¢nim
rozpoustédle, kterd zaruci témér 100% vytéznost PTX.

30



4.2 Techniky vyuZzitelné pri analyze PTX

4.2.1 HPLC-UV

,High-Performance Liquid Chromatography“ neboli vysoce-u¢innd kapalinova
chromatografie s detekci pomoci ultrafialového zateni, je béZzné pouzivanou
kvalitativni i kvantitativni metodou pro analyzu léciv, a je tedy vyuzivana i pro
kvantitativni analyzu taxanl. VétSina testd bylo vyvinuto pro analyzu PTX, ale
existuji také testy pro dalsi ¢leny skupiny taxani, jimiZ jsou docetaxel, larotaxel,
felotaxel a ortotaxel. Existuji testy na stanoveni jednoho taxanu, ale také existuje
kombinovana analyza pro vice druhii zaroven. VétSina testl pro analyzu taxant se
provadi v lidské nebo hlodav(i plazmé, nékteré metodiky jsou vSak pouZitelné také
na analyzu séra, tkané, moci ¢i vykall. [39] Samotnd analyza se provadi na
modernich chromatografickych systémech (Obr. 27).

HPLC je instrumentalni analyticka metoda urc¢end k separaci (oddélovani) a detekci
jednotlivych slozek z kapalné smési vzorku. Pomoci této metody lze zanalyzovat
Siroké pole prirodnich vzorka. Stanoveni Ize provést z velmi malého mnoZzstvi (nebo
koncentrace) analytti, zejména organickych, i v komplikovanych matricich. [50]

Principem separace je interakce jednotlivych latek smeési s mobilni fazi (pohybliva)
a stacionarni fazi (nepohybliva), ktera je ukotvena na koloné. [50] Jako mobilni fazi
vyuziva kapalinu, ktera unasi vzorek kolonou, kdeZto stacionarni faze se sklada z
kolony (nej¢astéji z nerezové oceli), ktera je naplnéna kapalinou (LLC), gelem (GPC)
¢i pevnou latkou (LSC). Jednotlivé délené latky (analyty) se liSi afinitou ke
stacionarni fazi. [51]

Je zde vyuZivano riznych fyzikalné-chemickych vlastnosti latek, jako je napriklad
jejich rozpustnost, schopnost adsorpce, velikost oddélovanych castic i
elektrostaticka sila. Pri priichodu kolonou je smés latek rozdélovana na jednotlivé
slozky, které postupné prochazi detektorem a jsou vyhodnocovany. [50]

(]

Obrazek 27: Gradientovy HPLC systém ECOM series 200, jehoZ soucdsti je gradientové
cerpadlo, davkovaci ventil, kolonovy termostat, UV/VIS detektor, HPLC kolona C8 a
C18, datastanice CLARITY s rizenim LC Control [52]



Hlavni soucasti moderniho HPLC chromatografu (Obr. 28) jsou:

zasobnik mobilni faze

pumpa

zarizeni pro davkovani vzorku
separacni kolona

detektor spojeny se zapisovacem

Mobilni faze postupné protéka vSemi soucastmi. Pumpa tlac¢i kapalinu kolonou za
pomoci vysokého tlaku (nékolika MPa) kviili velkému odporu kapaliny. Kolona je
trubice plnéna stacionarni fazi o velikém povrchu tvorena ¢asticemi o velikosti 1,7-
10 pm, ve které probiha chromatografické déleni. Detektor podava informace o
sloZeni mobilni faze pomoci pikli vyobrazenych v chromatogramu v zavislosti
signalu detektoru na Case.

Moderni chromatografje fizen pocitacem, ktery obstarava davkovani vzorku, fizeni
pritokové rychlosti, casovy priibéh gradientu teploty i sloZzeni mobilni faze, zaznam
a vyhodnoceni chromatogramu, které obnasi porovnani plochy pod pikem s
kalibra¢ni krivkou. [53]
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separacni K
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Obrdzek 28: Schéma kapalinového chromatografu [54]

Separac¢ni mechanismy u HPLC:

Gelova permeacni chromatografie (GPC) - ZaloZena na déleni molekul v
porech gelu na zakladé jejich rozdilnych velikosti.

Rozdélovaci chromatografie (LLC) - ZaloZena na rozdilné rozpustnosti
molekul v analytu mezi dvéma nemisitelnymi kapalinami.

Adsorpc¢ni chromatografie (LSC) - ZaloZena na rozdilné adsorpci molekul
v analytu na povrchu pevné faze s aktivnimi centry.

Iontové vyménna chromatografie (IEC) - ZaloZena na rozdilné vyménné
adsorpci iontl (analyt) na povrchu iontového ménice. [51]

Slouceniny se urcuji na zakladé jejich retenc¢niho ¢asu ve sloupci s pouzitim grafu -
tzv. chromatogramu. Retencni as je uveden na ose x, zatimco osa y zavisi na metodé
detekce, coz je UV detektor, ktery méri intenzitu absorbance. Miize byt pouzit i jiny
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detektor, napt. MS neboli hmotnostni spektrometr, ktery zajistuje vyssi citlivost nez
UV detektor. [55] Priklady stanoveni PTX metodou HPLC-UV jsou uvedeny niZe.

1)

HPLC systém se skladal z ¢erpadla (Waters Assoc., Milford, MA, USA) a autosampleru
(Spectra Physics, Santa Clara, CA, USA) s objemem vstrikovani 50 pl. Byla pouZzita
APEX oktylova analytickd HPLC kolona (Jones Chromatography, Lakewood, CO,
USA), ktera byla chranéna predkolonou naplnénou materidlem LiChrospher RP-8
(Merck, Darmstadt, Némecko). Mobilni faze se skladala ze smési acetonitrilu,
methanolu a 0,02M pufru octanu amonného pii pH 5 (4:1:5, obj./obj.). Detekce byla
provedena UV detektorem SP 200 pri vinové délce 227 nm. Pro zpracovani dat byl
pouzit integrator SP 4290 propojeny s datovym systémem WINner. Pti této analyze
byly vyuZity 2 metody Upravy vzorku SPE a LLE. VytéZnost analyzy PTX v moci SPE
metodou byla 103-114 % s relativni odchylkou 1,1-4,0 %. LOQ byl definovan pri
koncentraci 0,01 pg/ml pfi injikaci 50 pl vzorku. VytéZnost analyzy LLE metodou
byla vytéznost 100,0-100,4 % s relativni odchylkou 3,8-7,3 % a LOQ byl definovan
pri koncentraci 0,25 pg/ml pri injikaci stejného mnozstvi vzorku. Ve vysledku lze
tici, Ze zalezi na spravném vybéru predbéZného zpracovani vzorku, ale obé metody
jsou spravné a presné pro analyzu PTX v lidské moci. [47]

2)

HPLC systém série HP1100 (Agilent Technologies, USA) se skladal z odplyiiovace
G1322A, binarniho ¢erpadla G1312A, autosampleru G1313A, termostatu G1316A a
detektoru - diodového pole G1315A. Data byla zpracovdna chromatografickym
softwarem HP Chemstation (LC Rev. A.06.03 [509], Agilent Technologies).
Chromatografickych separaci bylo dosazeno za pouZiti kolony 218MR54 (C18,
Vydac, USA) pri teploté 25°C. Mobilni faze se skladala z deionizované vody a
acetonitrilu. Rychlost pritoku byla 1,0 ml/min. UV detekce byla provadéna pri
vinové délce 227 nm. Pro predupravu vzorku pouZili metodu LLE a limit detekce
(LOD) a limit kvantifikace (LOQ) byl 5 ng/ml a 10 ng/ml pii pouziti 100 pul vzorku
plazmy. V této citlivé a presné metodé byl poprvé pouZit DDB jako vnitini standard
pro analyzu PTX a byl ispéSné aplikovan i na kvantifikaci PTX v mysi plazmé. [46]

3)

HPLC systém se skladal z cerpadla constaMetric 3200 (LDC Analytical, Fl, USA),
autosampleru Waters 717 plus (Milford, USA), kolonové pece SpH99 (Spark
Holland, USA) a UV detektoru 2000 Spectra Physics (San Jose, USA). Stacionarni fazi
byla kolona ODS-80A z nerezové oceli vyplnéna 5 pm vrstvou Inertsilu (GL Science,
Tokyo, Japan), chranéna kolonou Lichospher 100 RP-18. Mobilni faze byla smés
slozend z vody, methanolu, tetrahydrofuranu a hydroxidu amonného
(37,5:60:2,5:0,1 obj./obj.) s upravenym pH na 6 pomoci kyseliny mravenc¢i. Rychlost
pritoku mobilni faze byla 0,1 ml/min. Chromatografické stanoveni probéhlo pri
vlnové délce 230 nm, pri teploté kolony 60°C. Pro zpracovani dat byl vyuZit systém
Chrom-Card pripojeny k ICW chromatografické stanici (Fisons, Italy). Pro
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piredbéZnou upravu vzorku pouzili metodu LLE a LOQ byl stanoven na 10 ng/ml. Lze
fici, Ze tato metoda je citliva, presna a dostate¢na pro stanoveni PTX v klinickych
studiich. [56]

Kalibracni rozsah PTX byva v rozmezi koncentraci 25 ng/ml az 10 mg/ml. Pro
predupravu vzorku se ve vétSiné pripadl vyuziva metoda LLE. LOQ se pohybuje v
rozmezi 3-10 ng/ml a objemy vzorku 100-500 pl. Napriklad lidska plazma ma LOQ
3 ng/ml pri pouziti 500 pl vzorku, zatimco na hlodav¢i plazmu nam postaci pouze
100 pl vzorku, ale LOQ je azZ 10 ng/ml. Pro UV detekci se pouZivaji nizké vinové délky
(227-230 nm). Metodou HPLC-UV Ize stanovit mo¢, tkan i plazmu a Casova
narocnost metody je 10-25 minut. [39]

V prvni skupiné jako mobilni fazi pouzili smés acetonitril-methanol-octan amonny.
Ve druhé skupiné pouZili smés acetonitril-deionizovana voda, a ve tretim pripadé
byla pouZita smés voda-methanol-tetrahydrofuran-hydroxid amonny o pH 6 diky
kyseliné mravenci.

Prvni skupina se soustiedila na stanoveni PTX v lidské moci a dospéla k zavéru, Ze
lze pouzit SPE i LLE k predupravé vzorki, aby nasledna kvantifikace byla citliva,
dostatecné rychla a presna. Zjistili, Ze koncentrace vylucovaného PTX mocije o 10 %
niz$i nez u plvodni podané latky. Jako problém by se mohla zdat nizka
reprodukovatelnost - PTX nebyl stabilni pii dlouhodobém skladovani pri -30°C a
musel se stabilizovat dehydrovanym alkoholem Cremophor EL, aby se jeho
zivotnost prodlouzila minimalné na 17 mésicli. Bohuzel stabilizované vzorky nelze
zpracovavat metodou SPE. TudiZ se vyuziva spiSe metody LLE, ktera je vSak ¢asové
narocnéjsi a méné citliva.

Druhé skupina pouzila vzorek mysich tkanovych homogenati a plazmy, a dospély k
zavéru, Ze byla tato metoda spravné pouzita k rychlé a presné kvantifikaci PTX. Pro
predupravu vzorki pouZili metodu LLE a maximalni koncentrace PTX byla zjiSténa
v nadoru 1-2h po intraven6znim podani.

Treti skupina se zabyvala stanovenim PTX v lidské plazmé a téz lze tici, Ze jejich
metoda byla selektivni, vysoce presna, reprodukovatelna a rychla. Celkova doba
chromatografie byla 30 minut a nevyskytovaly se Zadné interference jinych sloZek
(kromé léc¢iva paroxetin podavaného pri 1écbé). Lze timto zplisobem urcit
koncentrace PTX vrozmezi 10-500 ng/ml. Vtéto metodé byl také aplikovan
Cremophor EL kvili eliminaci interferenci sjinymi lécivy. Tato metoda byla
aplikovana pri studii PTX v kombinaci s cisplatinou u pacientii s pokrocilym
solidnim karcinomem. Zavérem lze Fici, Ze tato metoda pro stanoveni PTX v lidské
plazmé je specifickd, presnd, selektivni a citlivd (10 ng/ml), a je dostacujici pro
klinické studie. Tato metoda vyuziva LLE jako jednostupniovou extrakci. Lze vSak

vvvvvv

analyzach.

Pri porovnani téchto metod nelze urcit, ktera je nejvice vyhovujici, nejrychlejsi a
nejpresnéjsi, protoZze se jedna vzdy o rozdilny Kklinicky vzorek. Presto vSechno
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miiZeme Fici, Ze vSechny metody jsou spravné, presné a trvaji primérené stejnou
dobu. Pro vSechny tfi metody je nejvice vyhovujici zpracovavat vzorek metodou
LLE.

4.2.2 LC-MS

,Liquid Chromatography - Mass Spectrometry“ neboli kapalinova chromatografie s
hmotnostnim spektrometrem (Obr. 29). Metoda LC-MS kombinuje separacni
schopnost metody HPLC pro latky s vysokou molekularni hmotnosti a schopnost
hmotnostniho spektrometru selektivné detekovat identitu molekul. Kombinace
dvou analytickych metod sniZuje experimentalni chyby a zlepsSuje piesnost. [57]

Hmotnostni spektrometrie (MS) ionizuje atomy nebo molekuly, aby ulehcila jejich
detekci v souladu s jejich molekularni hmotnosti a naboji (hmotnostni pomér m/z).
Vzorek se v nebulizéru prevadi na aerosol (s vyjimkou plynnych vzorki a tepelné
stabilnich vzork) a zavede se pres vstup do ioniza¢ni komory. Dojde k ionizaci, pti
niz vzorek vlivem elektrického pole vytvari kationty nebo anionty. Nasleduje
separace, v niZz se vzniklé ionty oddéluji podle poméru hmotnost/naboj
hmotnostnim analyzatorem a nakonec detekce, pti které detektor urc¢i druh a
mnoZstvi kazdého iontu.

MS je velmi pfesnd a vysoce citlivdA metoda pro detekci molekul. Avsak pokud je
poZadovana latka pritomna ve velmi sloZité smési, je idealni kombinovat MS s jinym
separa¢nim procesem, jako je pravé HPLC. [55]

Kombinace LC-MS je Casto pouZzivana pri kvantitativni analyze taxant v biologickych
materialech. Podobné jako u HPLC metody je vétSina LC-MS testd provadéna z lidské
a hlodav¢i plazmy. U této metody Ize pro kvantifikaci taxanii jesté navic pouZit psi
plazmu, lidské a hlodavdi sérum, tkan, ultrafiltrat, moc, vykaly, oralni tekutiny, a
dokonce i vzorky v postmortalnim stavu. [39] Ptiklady stanoveni PTX metodou LC-
MS jsou uvedeny niZe.

Hmotnostni spektrometr

-_ Vstiikovéni vzorku

Injekéni

Hm. analyzator
stfikacka
Detektor Vystup

Obrdzek 29: Jednoduché schéma systému LC-MS [58]

LC-MS zahrnuje separaci smési podle jejich fyzikdlnich a chemickych vlastnosti,
identifikaci sloZzek v kazdém piku a detekci na zakladé jejich hmotnostniho spektra.
Priitoky v LC-MS jsou obvykle nizsi nez u HPLC, ¢imz je zajiSténa uplna ionizace a
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zachovana citlivost. Pro vstiikovani vzorku Ize ru¢ni davkovani pomoci injekéni
strikacky nebo vstiikovaciho Cerpadla, nebo je moZné tento proces automatizovat a
vyuzit autosampler, ktery je soucasti chromatografické ¢asti pristroje. [55]

1)

UPLC-MS-MS systém byl sloZeny z bindrni pumpy, autosampleru, odplyiiovace a
UPLC BEH kolony C18 (Water Corporation). Mobilni faze (methanol a 0,1% kyselina
mravenci v poméru 75:25) byla ¢erpana pies kolonu pfti pritokové rychlosti 0,4
ml/min po dobu 2 minut pri 25°C. LC eluat byl napojen primo k hmotnostnimu
spektrometru obsahujici ioniza¢ni elektrosprej (ESI). Technika MRM+ (positive
multiple reaction monitoring) byla pouZita pro kvantifikaci pomoci softwaru
MassLynx 4.1. Hmotnostni prechody m/z 876,2 — 307,9 a 882,2 — 313,9 byly
optimalizovany pro paklitaxel Na* adukt a 13Ce paklitaxel adukt, respektive s
prodlenim 0,5 sekund a internim skenovanim 0,02 sekund. Parametry zdroje
elektrospreje byly nasledovné - kapilarni napéti 3,5 kV, kuZelové napéti 50 V,
teplota zdroje 100°C, desolvatacni teplota 250°C. Dusik byl pouzit jako rozprasovaci
plyn (30 1/h) i jako desolvatacni plyn (300 1/h). Jako kolizni plyn byl pouzit argon
(3x10-3 mbar) a energie pri stretu byla 31 eV. Nasobic¢ napéti byl nastaven na 650 V.
Kalibrac¢ni krivka byla vytvofena ze 7 roztokli PTX v lidské plazmé o znamé
koncentraci. Pri pouziti objemu vzorku 200 pl bylo zjiSténo, Ze LOD PTX je 2 ng/ml
aLOQ je 5 ng/ml. Pro preddpravu vzorku pouzili LLE metodu s TBME. [44]

2)

Pouzity HPLC systém se skladal z autosampleru, detektoru fotodiodového pole a LC
Cerpadla - vSechno znacky Finnigan (Thermo Electron San Jose, CA).
Chromatograficka separace probihala na koloné Cis Hypersil (Hanbon Science &
Technology Co., Jiangsu, China). Mobilni faze se sklddala z methanolu a 0,1%
kyseliny mravenci (80:20). Priitok kolonou trval 6 minut rychlosti 1 ml/min pfi
teploté 30°C. TSQ Quantum Ultra AM trojkvadrupdlovy hmotnostni spektrometr
Finnigan, pracujici v rezimu ESI*-SRM, byl pouZit pro vSechny analyzy. Jako
nebulizac¢ni a kryci plyn byl pouZit dusik a jako kolizni plyn byl pouzit argon. Pro
kvantifikaci PTX v hlodav¢i plazmé byly pouZity nasledujici parametry: iontovy sprej
piinapéti 5 000 V, kapilarni teplota 350°C, tlak kryciho plynu 35 psi, kolizni energie
30V, disociace vyvolana zdrojem kolizniho napéti 12 V a tlak pomocného plynu 2
psi. ReZim SRM byl pouZit pro kvantitativni stanoveni analytu s nasledujicimi
parametry: 876,3 = 307,9 pro PTX Na*adukt a 830,3 — 549,1 pro docetaxel adukt,
s dobou prodlevy 0,5 sekund. Systém byl provozovan se softwarem Thermo
Finnigan Xcalibur 1.4 SRI. Poméry plochy piku PTX k vnitfnimu standardu byly
vyneseny do grafu proti nominalni koncentraci a byla pouzita linearni regrese
metodou nejmensich ¢tvercli pro vygenerovani kalibra¢ni krivky, s vahou 1/x.
Veskeré zpracovani dat bylo rizeno pomoci aplikace Microsoft Excel (verze 2003).
LOQ byl v plasmé hlodavcii 0,2 ng/ml s presnosti 84-112 %. Pro predupravu vzorku
zvolili LLE metodu s TBME. Lze fici, Ze metoda této skupiny byla tispésSné pouZzita
pro kvantifikaci PTX v hlodav¢i plazmé. [45]
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3)

Sytém HPLC 1100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) se skladal z binarniho
Cerpadla, vakuového odplyrniovace a autosampleru. Byla pouZzita kolona C18
Phenomenex Luna. Mobilni faze A byla 0,1% kyselina octova s acetonitrilem (70:30,
obj./obj.) a mobilni faze B byla 0,1% kyselina octova s acetonitrilem (10:90,
obj./obj.). Rychlost priitoku byla 400 pl/min a celkova doba béhu byla 3,5 min.
Vystup byl pripojen na trojkvadrupo6lovy hmotnostni spektrometr ABI/MDS Sciex
Model API 4000 vybaveny turbo-ioniza¢nim sprejem. Nulovy vzduch pro
nebulizacni a turbo plyny a dusik pro kryci a kolizni plyn byly poskytnuty
generatorem Peak Scientific. Pro kvantifikaci PTX v plazmé a ve tkanich byla
nastavena teplota 215°C a napétiiontového spreje bylo 5900 V. Prechod pro PTX byl
nastaven na 854,4 — 286,2 a prechod vnitfniho standardu na 808,5 — 527,5.
Veskeré zpracovani dat bylo rizeno softwarem Analyst, verze 1,2. LOQ byl naméren
0,2 ng/111ml u PTX v plazmé. V tkaniové smési byl LOQ naméien 0,495 ng/ml PTX.
Pro preddpravu vzorku pouzili metodu LLE s TBME. Tato rychla, citlivd a
jednoducha metoda byla tspésné pouzita pro kvantifikaci PTX v mysi plazmé a
tkanich. [40]

Pii pouziti MS techniky je citlivost analyz vyrazné vys$i nez pri pouziti UV
detekce.[39] Extrakty vzorki se injikuji na C18 HPLC kolonu a kvantifikuji se za
pouziti hmotnostniho spektrometru. Metodou LC-MS lze kvantifikovat hodnoty 0,1-
0,25 ng/ml. Metoda vyzaduje objemy 10-200 pl vzorku. Pro dpravu vzorki se
vyuziva vétSinou LLE s TBME, nékdy ale i proteinova precipitace. Hmotnostni
pirechod u PTX byva nastaven na 854 — 286 nebo 854 — 509. Metodou LC-MS lze
stanovit plazmu a vzorky tkani. Casova naro¢nost metody je 3-10 minut. [39]

Pfi srovnani jednotlivych metod vSech tfi skupin lze najit par shod. Vzdy byla
pouzita kolona se sorbentem C18, pro dpravu vzorku metodoa LLE za pomoci terc-
butylmethyletheru. RozpraSovaci nebuliza¢ni a kryci plyn byl dusik a kolizni plyn
byl argon. Dale dvé z nich se shodovali sloZenim mobilni faze (methanol a kyselina
mravenci) a hmotnostni spektrometr vyuzival ESI. VSechny tfi zminéné metody jsou
piresné, vysoce citlivé, jednoduché a rychlé pro stanoveni PTX v rtznych vzorcich.
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Zavér

Ve své praci jsem se zabyvala taxoidni latkou jménem paklitaxel, jejim vlivem na
lé¢bu urcitych typi rakoviny a jejim stanovenim. Paklitaxel se pouziva hlavné
v 1é¢bé nemalobunécného karcinomu plic, karcinomu prsu, ovaria a pankreatu. Lék
existuje v nékolika formach, jimiz jsou napriklad Abraxane, Taxol, Paclimedac.
VétSinou se podava intravendzné a ucinky jsou individualni stejné jako samotna
1écba.

Bakalarska prace je zpracovana formou reserze, kde se podrobnéji zabyvam teorii
rakoviny, moznostmi jeji 1éCby a analytickym stanovenim, kde popisuji metody
pripravy a chromatografického stanoveni paklitaxelu ve vzorku.

Byla vyvinuta spousta moZnosti pro stanoveni kvantifikace taxand od
biochemickych testli, imunotestli aZ po chromatografické testy. Nejvice jsou vsak
vyuzivany HPLC-UV a LC-MS/MS, protoze spliiuji poZadavky z hlediska selektivity a
citlivosti. Systém HPLC-UV je levnéjsi a dostupnéjsi metoda nez LC-MS/MS, ale LC-
MS/MS poskytuje vétsi selektivitu a citlivost. LC-MS/MS je takeé diky své citlivosti
vhodna pro stanoveni i velmi malého mnozstvi taxant. Zavérem srovnani téchto
metod lze vyvodit, Ze LC-MS/MS je nejlepsi vhodna metoda pro kvantifikaci taxanti,
a LLE metoda pro predbéZné zpracovani vzorku. Pomoci LLE terc-

vV

vivs

nez SPE metoda, ale kvtili své citlivosti je uprednostiiovana. I kdyz v dnesni dobé lze
vyuzit i SPE metodu, protoZe jiZ existuji nové hmotnostni spektrometry se zvysSenou
citlivosti. Nelze opomenout zminit, Ze neustale se vyvijeji nové citlivéjsi a jednodussi
metody s rychlejSim prichodem vzorku. [39]

Kazdy znas si casto klade otdzku, pro¢ je tak malda dspésnost 1é¢by v boji
s rakovinou, kdyZ existuje tolik 1éCebnych moZnosti? Pro¢ nékteri lidé umiraji i
presto, Ze se jim rakovina podchyti v samém zacatku? Timto problémem se zabyvaji
1ékari, védci a vyvojari celého svéta a nikdo zatim nezna odpovéd. Jak rika americky
lékar a védec Dan Theorodescu: ,UZ dnes jsme schopni nékteré typy rakoviny
vylécit, sprovodit z povrchu zemského ji ale nedokaZzeme nikdy.“

BohuZel rakovina je smutnou soucasti zivota kazdého z nas, at' uz v nas samotnych
nebo v okoli naSich blizkych. Rakovina ma mnoho pricin a zatim nikdo nevi, jak
jejimu vzniku predejit. Mizeme ale doufat, Ze jednou nad ni nadobro zvitézime.
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