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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva studiem elektrochemického chovani vybranych
kancerostatik - dasatinibu a erlotinibu. Tato Ié¢iva jsou hojné pouzivana na Iécbu
riznych typu rakoviny. V praci bylo prokazano, Ze obé¢ tyto latky jsou elektrochemicky
oxidovatelné, ¢ehoz lze vyuzit k jejich stanoveni.

Sledovani elektrochemického chovani téchto latek probihalo pomoci linearni
(DC) a diferenéné¢ pulzni voltametrie (DPV) s tfielektrodovym zapojenim. Jako
pracovni elektroda byla zvolena elektroda ze skelného uhliku (GCE), jako referentni
argentchloridova (Ag/AgCl/1M-KCI) a pomocna platinova elektroda. U dasatinibu byl
ur&en detekéni limit 1,08 - 10° mol/l diferenéné pulzni voltametrii. U erlotinibu se jevila
pro stanoveni vhodné&j$i linearni voltametrie, ktera poskytla detekéni limit
1,52:10° mol/.

Potenciostatickou coulometrii bylo zjiSténo, zZe oxidace obou latek
je ctyfelektronova. Elektrolyzované roztoky byly dale podrobeny analyze hmotnostni
spektrometrii. Nalezené oxida¢ni produkty byly porovnany s produkty oxidativniho

metabolismu zndmymi z literatury.



ABSTRACT

This thesis deals with a study of the electrochemical behavior of anticancer
drugs - dasatinib and erlotinib. These drugs are widely used for treating various types
of cancer. This thesis demonstrates that both compounds are electrochemically
oxidizable, which can be used for their determination.

Investigation of the electrochemical behavior of these compounds was carried
out by direct current (DC) and differential pulse voltammetry (DPV). Measurements
were performed using glassy carbon electrode (GCE), a reference -electrode
(Ag/AgCI/KCI-1M) and the Pt wire counter electrode in one-compartment
electrochemical cell. The detection limit of dasatinib 1.08:10° mol/l was determined
by differential pulse voltammetry (DPV). The linear voltammetry appeared to be more
suitable for erlotinib and provided the detection limit 1.52-10° mol/l.

It was found using controlled potential coulometry that oxidation of both
substances included 4 electrons. Electrolyzed solutions were further analyzed by mass
spectrometry. ldentified oxidation products were compared with the products

of oxidative metabolism reported in the literature.
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1. Uvod

Dasatinib je 1éCivo 2. generace tyrosin kinaz, které se pouziva na lécbu
chronické myeloidni leukémie u pacientt, ktefi nereaguji na 1éCbu tyrosin
kinazami 1.generace. Erlotinib je lékem pouzivanym v nejvyssich stadiich rakoviny
pankreatu, dale pak na lé¢bu nemalobunééné rakoviny plic (NSCLC) a dalSich typu
rakoviny.

Dtlezitym tkolem pifi vyvoji 1éCiv je odhaleni metabolismu daného léCiva
anasledna charakterizace jeho metabolitt v lidském organismu. Diky témto
metabolitim miZeme zjiStovat toxicitu daného IéCiva, farmakologické chovani
a mechanismy metabolizace rodi€ovské struktury. Dasatinib a erlotinib jsou latky, které
z lidského téla odchéazeji hlavné ve formé svych metabolitli, jsou metabolizovany
cytochromem P450. Patii do skupiny tyrosin kindazovych 1éCiv, které diky své malé
molekule blokuji intracelularni signaly, které ¥idi proliferaci mnoha malignich bunék.
Tyto inhibitory jsou klicem k regulaci mnoha bunécnych cest, které zahrnuji rast
a odlisnost jedinci. V soucasnosti roste pocet téchto inhibitord kvili cilené terapii
rakoviny ™.

V dnesni dob¢ existuji metabolické studie, které popisuji extrakei 1é¢iva nebo
jeho oxidativnich metabolita z lidské nebo zvifeci moce, krve nebo mikrosomalnich
bunék z jater. Také lze nasimulovat reakce 1é¢iva s enzymy a nasledné toto 1é¢ivo a jeho
metabolity izolovat z matrice vzorku a stanovovat nej¢astéji pomoci separa¢nich metod
(HPLC, MS, GC, CE). Diky elektrochemickym metodam jsme schopni ¢asteéné
nasimulovat nékteré oxidace probihajici v lidském organismu pomoci cytochromu P450
V jednoduchych organickych matricich. Diky témto schopnostem mohou byt
elektrochemické metody pouzity v téchto studiich.

V instrumentalni analytické chemii patii elektrochemické metody k nejstar§im
a nejrozsifenéjSim. Vyvoj téchto metod mizeme datovat od prelomu 18. - 19. stoleti.
Cesky chemik Jaroslav Heyrovsky objevil v roce 1922 polarografii a polozil zéklad
elektroanalytickych metod. Za sviij objev dostal v roce 1959 Nobelovu cenu. Tyto
metody jsou v dneSni dob& zastinény stidle vice se rozvijejicimi separa¢nimi
a spektralnimi technikami. Zakladni vyhodou elektrochemickych metod je nizka cena

instrumentace a malé provozni naklady. Elektrochemické metody jsou schopny stanovit



kovy a organické latky v malych koncentracich v primyslovych vyrobach, zivotnim
prostiedi a v dal$ich oborech %

Cilem této diplomové prace bylo sledovani dosud neprozkoumanych
elektrochemickych vlastnosti kancerostatik, dasatinibu a erlotinibu, cyklickou
a diferencn€¢ pulzni voltametrii. Pro ziskdni bliz§ich informaci o poctu elektront
vyménovanych pii oxidaci byla pouzita potenciostaticka coulometrie. Hmotnostni
spektrometrie méla poskytnout informace o oxidativnich produktech 1é¢iv. Pfi studiu
elektrochemickych vlastnosti dasatinibu bylo moZzné se opfit o jiz popsané
elektrochemické chovani tyrosin kindzy 1. generace, imatinibu, ktery se vyznacuje
podobnou strukturou a elektrochemickym chovanim jako dasatinib. Tyto poznatky byly

vyuzity pro lepsi pochopeni elektrochemického chovani studovanych kancerostatik.



2. Teoreticka ¢ast

2.1. Dasatinib

2.1.1. CML - Chronicka myeloidni leukémie

CML je jednim ze ¢tyi druhti zakladni leukémie, ktera postihuje mladsi a stars$i
pacienty. Jedna se o chronické nadorové onemocnéni kostni diené zptisobené poruchou
hematopoetickych  kmenovych bun€k. Charakteristickym rysem onemocnéni
je recipro¢ni translokace mezi chromozomy 9 a 22, které produkuji tzv. ,,filadelfsky*
(Ph*) chromozom, ktery obsahuje gen BCR-ABL kédujici protein. Tento protein ma
velkou tyrosin kindzovou aktivitu a abnormalné reguluje bunécény cyklus ve sméru
zvySeni mnoZeni bunky a tim zpasobi jeji nadorovy zvrat. Pfiznaky této nemoci
vypadaji jako symptomy leukémie, ze zaCatku jsou spiSe nespecifické (tinava, horecky,
no¢ni poceni), pak se zacinaji ukazovat Vv kostni dfeni, lymfatickych uzlinach
a télesnych organech, coz zptisobuje chudokrevnost, ztratu imunity, nedostatek krevnich
desti¢ek (tvorba modiin, krvaceni z nosu, krev ve stolici). Nadorové bilé krvinky jsou
nezralé, a proto nejsou schopny podilet se na obranyschopnosti pacientt jako zralé bilé

krvinky. Toto onemocnéni se vyskytuje ve tfech klinickych stadiich 4% :

1. Chronickd faze — ohrozeni pacienta leukocytézou vyzralych granulocytt. Tato
forma mtize trvat i roky bez néjakych vétSich projevi. Lécbou této faze
je pouzivani inhibitoru tyrozin kinaz imatinibu (lékovy ptipravek Glivec,
Novartis), standardni davka je 400 mg/den, v piipadé nereagovani se pouzivaji
k 16€b¢ inhibitory 2.generace tyrosin kindz dasatinib (Sprycel, Bristol-Myers

34,7

Squibb), nebo Nilotinib (Tasigna, Novartis)

2. Akcelerovand fdze — u pacientli s pozdé stanovenou diagn6zou mize byt nékdy
pfeskocena. Provazi ji zvySena tvorba nadorovych bun€k a prohloubeni
ptiznakt. Lécba akcelerované faze se zahajuje 600 mg/den imatinibem. Pokud
dojde Kk akceleraci, pouzije se 2.tfida inhibitord. K této 1écbé se aplikuje
intenzivni chemoterapie s cilem provedeni alogenni transplantace ihned, jakmile

. 2 34,7
to Je mozne .



3. Blasticky zvrat — klinicky velmi zavazné stadium piipominajici akutni leukémii,

které bez usp&iné 1é&by vede k rychlé smrti 47

Prognoza se u kazdého pacienta lisi. Pfed samotnym zavedenim imatinibu, jako
hlavniho lé¢iva této nemoci, se spoléhalo na konvencni 1é€bu interferonem alfa
(ROFERON-A, Roche, INTRON, Schering-Plough). Ten byl standardnim Ié¢ivem pied
tyrosin kinazovou lécbou a dnes se pouziva jen okrajové na pieklenuti gravidity
pacienta, kterd by byla imatinibem kontraindikovana. Imatinib je selektivnim
inhibitorem BCR-ABL kinazy v mnoha fazich onemocnéni. Objevuji se vsak dikazy,
které naznacuji, Ze pacienti, ktefi jsou rezistentni nebo intolerantni k imatinibu, mohou
byt 1éCeni dasatinibem (tyrosin kinaza 2.generace, TKI 2). Tato intolerance
je zpusobena vytvarenim bodovych mutaci v ABL kinazové doméné BCR-ABL kinaz.
V druhé chronické fazi CML, nebo po akceleraci ¢i blastickém zvratu se pouziva jako
lécba alogenni transplantace kostni diené, kterd poskytuje lepsi vysledky nez 1éCba
imatinibem nebo TKI 2. Pfed samotnou transplantaci museji pacienti podstoupit

chemoterapii *>®"%,

2.1.1.1.  Chemoterapie

Pod pojmem chemoterapie si muzeme piedstavit nitrozilni vpravovani
chemickych latek (cytostatik) do organismu, které maji zastavit déleni nadorovych
bunc¢k. Tato lécba neni piesné cilend, a proto zasahuje také zdravé bunky, které
se rychle dé€li, coz jsou builky traviciho traktu, krvetvorné bunky kostni dfen¢ a bunky
vlasovych vacka. Nekteré nddory odolavaji chemoterapii a oznacujeme je jako
chemorezistentni. Ty, které neodolavaji, se nazyvaji chemosenzitivni. U vétSiny nadort
se chemoterapie pouziva jako dopliujici 1é€ba s ozatfovanim a chirurgickym zakrokem.
Délka aplikace zavisi na druhu nddoru a jeho roz§ifeni v organismu, na cilech 1écby, jeji
uspésnosti, druhu cytostatika a na celkové reakci nemocného na 1é¢bu. Pro zvySeni
ucinnosti 1écby se Casto kombinuji dva, tfi nebo i vice lékti. V nékterych ptipadech
se da chemoterapie aplikovat ambulantné ve specidlni ambulanci pro podavani

chemoterapie, nebo formou tablet, coz lze také doma. Jiny postup vyzaduje
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hospitalizaci. Lécba se opakuje v pravidelnych intervalech, které stanovi lékar
na zékladé stavu pacienta, ve v&t§ind piipadd to byva 2-4 tydny. Cim vice
se chemoterapie opakuje, tim vice se zvySuje riziko jeji net¢innosti. Mezi nezadouci
ucinky patii nauzea, mistni nekréza, kozni reakce, celkova alergickd reakce.
Dlouhodobé nasledky pak muZzou byt sterilita, jaterni cirhoza, 0steopordza,
encefalopatie. U nékterych pacientll se nezadouci G¢inky nemusi vibec vyskytovat.
Pokud se vyskytuji, jsou lékaii schopni nékteré nezadouci u€inky potlacit podplrnou
lécbou nebo podavanim specializované vyzivy. Dobfe podana chemoterapie vyrazné
zlepsuje kvalitu zZivota. Po chemoterapii se doporucuje vyhybat se mistim, kde hrozi
pienos infekénich chorob (MHD, supermarkety) a pravideln¢ dochazet na kotroly.
Nedoporucuje se fidit motorové vozidlo a podstupovat jakékoli o¢kovani. Chemoterapie
ma také svou alternativu, kterou je hormonalni 1écba u hormonalné citlivych nadort
(karcinomu prsu, karcinomu prostaty). Dilezit¢é je si uvédomit, Ze nepodani
chemoterapie vede ke snizeni pravdépodobnosti vyléCeni a zkraceni celkové doby

pfeilti 10,11,12,13,14,15

2.1.1.2.  Transplantace kostni diené

Kostni dien je mekka rosolovita tkan uprostied kosti, ve které¢ dozravaji vSechny
krvinky, nez vstoupi do krve. Transplantace kostni dfen¢ je 1écebny vykon, ktery
je dilezity provést u pacienti se Spatnou krvetvorbou. Obnovu této krvetvorby
je mozné zajistit pomoci vymény kmenovych bun€k pochazejicich od jiného

zdravého Cloveéka (alogenni), nebo od sebe samého (autologni)10‘16’17.

1) Alogenni transplantace — provadi se u t&€zSich poruch krvetvorby. Puvodni
nemocnd dfen se rozpusti pomoci chemoterapie a na jeji misto se vpravi malé
mnozstvi krvetvornych bunek od zdravého darce. Tyto buiiky se usadi v kostech
a postupné se mnozi a obnovi tvorbu normalnich bun¢k. U této transplantace
je nutné najit darce, ktery ma velmi podobné tkanové vlasnosti jako pacient.

. ~r Qs e s v - ’ 7 v r1.017
Nejlepsi darci jsou z fad rodinnych piislusniki™".

2) Autologni transplantace — k obnové krvetvorby se pouzivaji bunky samotného

pacienta. Tato transplantace se pouziva u nékterych nadort, kdy se pacientovi

11



ve vhodné fazi nemoci odeberou jeho vlastni kmenové buniky, které se zamrazi
a pouziji v dalSich fazich nemoci. Tato metoda je snazsi, ale nehodi se vzdy,

. . . . 2 ey 17
protoze se musi odebirat pouze zdravé kmenové bunky™'.

2.1.2. Vlastnosti
Dasatinib, chemickym nazvem N-(2-chlor-6-methylfenyl)-2-({6-[4-(2-
hydroxyethyl)piperazin-1-yl]-2-methylpyrimidin-4-yl}amino)-1,3-thiazol-5-carboxamid
monohydrat (obr.1), je aktivni slozka farmaceutického ptipravku Sprycel. Sumarni
vzorec dasatinibu je Cy2H26CIN7O2S s molarni hmotnosti bezvodé faze 488,01 g/mol,

jako monohydrat 506,02 g/mol*®*°.

HO
Y ﬂ@
NYN N H
CH; H;C

Obr. 1: Strukturni vzorec dasatinibu

Tato Iéciva latka je pomérné malo rozpustnd ve vodé (0,008 mg/ml) pii
24 + 4° C. Hodnota pH nasycené¢ho roztoku dasatinibu ve vodé se pohybuje okolo 6,0.
Fyzikaln¢ chemické vlastnosti dasatinibu shrnuje Tabulka 1, Tabulka 2 shrnuje

rozpustnost'°:

Tabulka 1: Fyzikaln& chemické vlastnosti dasatinibu'®*®

molarni hmotnost (bezvody) 488,01g/mol

barva bila az krémove bila

forma préasek, granule, krystalicka pevna latka
bod tani 280-285°C

bezpecnost drazdivy

dicocia¢ni konstanty pKi=3,1 pK;=6,8 pK3=10,28

UVIVIS Aax 320-330 nm

12



. 3418 (N-H), 3200 (O-H), 1620 (C=0),
1582 (C=C a C=N), 1513 (CH=CH), cm™
NMR N-H — 11,47 a 9,88 ppm

Tabulka 2: Rozpustnost dasatinibu®2°
rozpustny methanol, DMSO
slabé rozpustny etanol, polyetylenglykol, propylenglykol
velmi malo rozpustny aceton, acetonitril
nerozpustny kukuti¢ny olej

2.1.3. Popis lékové formy a pouZiti 1é¢iva

Dasatinib je silnym inhibitorem nckolika onkogennich kindz (tyrosin kinaz)
a bunéénych enzymt, které se podileji na pfenosu rustovych signali z bunécéné
membrany do jadra. Byl schvilen Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv USA
a Vv Evropské Unii v roce 2006, je aktualné schvaleny pro lécbu pacientti s CML, jejichz
nemoc nereaguje nebo je rezistentni na imatinib*®?.

Sprycel se podava ve formé potahované tablety, ktera obsahuje dasatinib
monohydrat. Dalsi pomocné latky v tableté jsou: laktdza, mikrokrystalicka celuldza,
sodna stl kroskarmelosy, hydroxypropylcelul6za a stearat hoiecnaty. Potah tablet

obsahuje hypromelosu, oxid titani&ity a polyethylenglykol*®?,

2.1.4. Farmakologické vlastnosti

2.1.4.1. Farmakodynamika
Dasatinib inhibuje aktivitu kindzy BCR-ABL a SRC-kindz, inhibuje
autofosforylaci a fosforylaci substratu v zavislosti na koncentraci. Je az 325krat
ucinng€jsi nez imatinib, protoZe se vaZze nejen na neaktivni (uzaviené), ale také na aktivni
(oteviené) konformace BCR-ABL kinaz. To je zédkladem pro zvySeni vazebné afinity
dasatinibu oproti imatinibu, coz zptsobuje snizeni sklonu ke vzniku rezistence

v disledku vzniku mutaci. Inhibuje signalizaci SRC, sniZuje rlst a indukuje zastaveni

13



bunécéného cyklu a apoptézu v podskupiné nddorovych bunék stitné zlazy. Protoze ma
jinou chemickou strukturu nez imatinib, mizou ho pouZzivat pacienti, kteti netolerovali
Glivec. U vétSiny pacientdi, ktefi nemohli dale uzivat Glivec z divodu jeho
nesnaSenlivosti nebo neucinnosti, dokazal Sprycel po nékolikamésicnim uZzivani

pozitivng ovlivnit priibéh nemoci a dokonce ji vyznamné potlagit*®?,

2.1.4.2.  Farmakokinetika'®?%?1%%%

2.1.4.2.1. Absorpce

Dasatinib se musi podavat peroraln¢. Tablety se nesmi drtit nebo krajet, aby
se minimalizovalo riziko dermalni expozice. Mohou byt podavany s jidlem nebo bez
jidla, ale musi se uzivat pravidelné, bud’ rano, nebo vecer. Absorpce mize byt ovlivnéna
nékterymi 1éCivy, ktera se pouzivaji na snizovani kyselosti zaludku. Nejvyssi

koncentrace je dosazeno po 0,5 - 3 hodinach po poziti.

2.1.4.2.2. Distribuce
Dasatinib se zna¢né vaze na lidské plazmatické proteiny (ptiblizné 96 %).
U pacienti ma velky distribu¢ni objem (2505 1), coz ukazuje, Ze 1€k je extenzivné

distribuovan do extravaskularniho prostoru.

2.1.4.2.3. Metabolismus

Dasatinib se metabolizuje extenzivné né€kolika enzymy, které se ucastni
na produkci metaboliti. Celkovy polocas rozpadu je piiblizné 5 — 6 hodin.

Dasatinib ma pét primarnich metabolitii, z nichz tti vznikaji pomoci CYP3A4
enzymu. Primadrni metabolity dasatinibu byly identifikovany jako produkty hydroxylace
na fenylovém kruhu (M20 a M24), N-oxidace na piperazinovém kruhu (MS5),
N-dealkylace hydroxyethyl skupiny (M4) a oxidace hydroxyethylové skupiny
na karboxylovou kyselinu (M6).

Na obrazku 2 jsou zobrazeny navrhované biotransformacéni cesty na zakladé
metabolitti nalezenych v plazmé, moci a stolici u lidi pii podani 100 mg dasatinibu

v

per 0s. Metabolity M20 a M24 jsou nejhojnéj$imi oxidativnimi metabolity. Metabolit

14



M21 je prominentnim metabolitem v lidské plazmé a vyskytuje se také jako hlavni

metabolit lidskych hepatocytll. Dal§i méné vyznamné metabolity dasatinibu M4, M5,
M6 identifikované v lidskych hepatocytech byly také identifikovany jako minoritni

v lidské plazm&®*

Metabolity.vytvorené z,vice; metabollckych»procesﬁ
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Obr. 2: Biotransformacni cesty nalezené v lidské plazm¢, moci a stolici.

2.1.4.2.4. Eliminace

Vylu¢ovani probiha prevazné stolici ve formé metabolitli. Pfi jednorazovém

podéni se vylouci 89 % dasatinibu do 10 dni od peroralniho podani.

2.1.4.2.5. Indikace

Dasatinib je protinadorovy l1éCivy piipravek, ktery je indikovan k lécbé

dospélych pacientt ve véku od 18 let s témito typy leukémie:

a) Chronicka myeloidni leukémie (CML)

chromozom (Ph")

pacienti pozitivni na filadelfsky
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b) CML — u pacientt, ktefi Spatné snaseji 1éCbu imatinibem, nebo na ni vibec
nereaguji

c) ALL — akutni lymfoblasticka leukémie — rychlé mnozeni lymfocyta

2.1.4.2.6. Nezadouci u¢inky

Pfi pouzivani dasatinibu se velmi ¢asto vyskytuji infekce bakterialniho, virového
nebo plistoveho typu. Velmi Casty je také utlum krvetvorby — pokles poctu krevnich
desti¢ek, bilych a ¢ervenych krvinek, poruchy gastrointestinalniho traktu — prijem,
zvraceni, bolesti bticha. Mezi dal$i nezadouci ucinky pak patii kozni vyrazky, sepse,
pneumonie, poruchy chuté k jidlu, deprese, bolesti hlavy. ZvySenou pozornost je nutné
mit u pacientit s poruchou srde¢niho rytmu - je vhodné hlidat jejich hladiny drasliku
a hot¢iku v krvi. Tyto nezadouci G¢inky se daji ¢asteCné odstranit pferuSenim nebo

snizenim predepsané davky.

2.1.4.2.7. Klinické studie

V hlavnich studiich bylo prokazano, Zze 90 % pacientl trpicich chronickou fazi
CML reagovalo na 1é¢by, kdy hladiny krevnich desti¢ek a bilych krvinek se navratily
na piedem definované hlavni hodnoty. A také u ¢tvrtiny az tfetiny pacienti trpicich

ALL byla zaznamenana pozitivni lécba.

2.1.5. Metody stanoveni

a) V této studii byl dasatinib stanovovan pomoci LC-ESI-MS v plasmé krys,
za pouziti C18 kolony (2.1 mm X 150 mm, 5 pm) s rychlosti pratoku
0.4 ml/min, teplotou na kolon¢ 40 °C. Hodnoty na kapildfe byly nastaveny
na 350 °C a 3500 V s tlakem na nebulizéru 25 psi. Byla pouzita gradientové
eluce a mobilni faze skladajici se z metanolu a 0,1% kyseliny mravenci.
Ionizace elektrosprejem byla provedena v pozitivnim médu s cilem objeveni
fragmentu 488,2 m/z. Kalibra¢ni kiivka byla v celém svém rozsahu

(10 - 1000 ng/ml) linearni. Tato metoda byla pozdgji validovana®.

b) V dalsi studii bylo také pouzito spojeni kapalinové chromatografie
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s tandemovou hmotnostni spektrometrii v pozitivnim moédu ionizace pomoci
elektrospreje. Teplota na kolon¢ (3.0 mm x 150 mm ) byla nastavena na 35 °C,
na kapilafe 300 °C, rychlost prutoku na kapilafe byla nastavena tak,
aby poskytovala maximalni citlivost dasatinibu. Na fragmenta¢nim spektru
se objevil frangment dasatinibu 488,2 m/z, a jeho metabolitt M4 - 444 m/z,
M5 - 504 m/z, M6 - 502 m/z, M20 - 504 m/z, M24 - 504 m/z*°,

c) V casopise Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis byl oti§tén
¢lanek popisujici stanoveni dasatinibu pomoci metody LC-MS/MS, ktera byla
nasledn¢ zvalidovana. Byla pouzita fenyl-hexylova kolona (50 mm x 2.0 mm,
3 um) Mobilni faze obsahovala octan amonny:vodu:metanol (10:37:53, v:v:v).

Napéti na kapilafe bylo nastaveno na 5000 V pii teploté 400 °C (cit.").

d) Dalsi zpusob stanoveni dasatinibu je pomoci HPLC s fluorescenénim
detektorem. Vzorky potiebné pro analyzu byly z krali¢i plasmy. Tato noveé
vivinutd metoda byla pozdéji validovana. Jako interni standard byl pouzit
montelukast. Dasatinib se nejprve extrahoval deproteinaci. Chromatografické
separace bylo vyuzito na kolon¢ C18 reverzni faze, jako mobilni faze byl pouzit
0,02 mol/l dihydrogenfosforeCnan sodny s metanolem (10:90, v/v) s rychloti
pritoku 2ml/min. Analyty byly detegovany pii excitaci 340 nm a emisi
370 nm (cit.?).

e) Dalsi pomérné jednoduchou, ekonomicky méiie naro¢nou metodou stanoveni
dasatinibu je kolorimetrie. Metoda je zaloZena na vytvofeni modrého komplexu
dasatinibu s Fehlingovym ¢inidlem a NaOH. Tento barevny komplex byl méten

pfi vlnové délce 745 nm (cit.?®).

2.2. Erlotinib

2.2.1. Vlastnosti
Erlotinib (aktivni substance farmaceutického piipravku Tarceva) chemickym

nazvem N-(3-ethynylfenyl)-6,7-bis(2-methoxyethoxy)4-chinazolinamin  se  pouziva
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ve form¢ hydrochloridu. Strukturni vzorec erlotinibu je uveden na obrazku 3, sumarni
vzorec je C22H23N304.HC| (Cit.3o'3l).

HNQ\

) + HCI
-
N

O
/O\/\o

Obr. 3: Strukturni vzorec erlotinibu.

V tabulkach 3 a 4 jsou zahrnuty zakladni fyzikaln¢ chemické vlastnosti

erlotinibu.

Tabulka 3: Nékteré fyzikalng-chemické vlastnosti erlotinibu®

molekulova hmotnost

) 429,9 g/mol
(hydrochlorid)
disociacni konstanta pK pii 25°C 5,42
bod tani 223-225 °C
skladovani -20 °C

Tabulka 4: Rozpusnost erlotinibu v jednotlivych rozpoustddlech®

rozpustny metanol, DMSO

velmi mélo rozpustny vodé

) acetonitril, aceton, hexan,
nerozpustny

ethylacetat

Rozpustnost erlotinibu hydrochloridu ve vod¢ je zavisla na hodnoté pH. Pfi nizsi
hodnoté pH nez 5 se rozpustnost zvySuje vlivem protonace sekundarniho aminu.

Maximalni rozpustnost v rozmezi pH 4,1-6,9 je ptiblizn¢ 0,4 mg/ml.
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2.2.2. Popis 1ékové formy a pouziti léciva

Toto 1é¢ivo se aplikuje pti 1éCbé pacientd s karcinomem plic (NSCLC), dale
U zhoubnych nadort pankreatu a n¢kolika dalSich typd rakoviny. Je reverzibilnim
inhibitorem tyrosin kinazy, ktery ptsobi na receptor epidermalniho rustového faktotu
(EGFR). Toto 1écivo bylo schvéleno v USA (FDA) k 1é¢bé lokalné pokrocilého nebo
metastazujiciho karcinomu plic, u kterého selhala samotna chemoterapieso‘?’z.

Erlotinib se podava v potahovanych tabletach. Tablety jsou bilé az naZloutlé.
Doporucend denni davka pro NSCLC je 150 mg uzita perordlné nejméné jednu hodinu
pied nebo dvé hodiny po jidle, pro pacienty s karcinomem pankreatu je 100 mg
peroralné¢ jednu hodinu pfed a dvé hodiny po jidle. Jadro tablet se zklada
z: monohydratu laktosy, mikrokrystalické celulosy, sodné sole karoxymetylSkrobu
typu A, natrium-lauryl-sulfatu a magnesium stearatu. Potah tablet se sklada

Z: hydroxypropylcelulosy, oxidu titani¢it¢ho, makrogolu, hypromelosy30'32.

2.2.3. Farmakologické vlastnosti>*3%%33
2.2.3.1. Farmakodynamika

Erlotinib je inhibiorem tyrosin kinazy, receptoru pro epidermalni ristovy faktor
(EGFR). Silng inhibuje intraceularni fosforylaci EGFR', ktery je exprimovan

na povrchu nomalnich a nadorovych bunék.

2.2.3.2. Farmakokinetika

Erlotinib se podava peroralné, maximalni hladiny erlotinibu v plazmé
se dosdhne po 4 hodindch po uZiti. Absolutni biologick4 dostupnost je 59 %. Distribu¢ni

objem erlotinibu je 232 litrt a je distribuovan do lidskych nadorovych tkani.
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2.2.3.2.3. Metabolismus®**

Erlotinib je metabolizovan pfedevsim v jatrech enzymem CYP3A4. Slouceniny,
které indukuji tento enzym, mohou zpuisobit snizeni koncentrace erlotinibu (napt. latky
obsazené v extraktu z tiezalky teckované).

Obrazek 4 zobrazuje tii hlavni metabolické drahy: 1.) O-demetylace postranniho
fetézce nebo obou fetézcl nasledovana oxidaci na karboxylové kyseliny M11 (29,4 %)
2.) oxidace acetylenové c¢asti molekuly na karboxylovou kyselinu M6 (21,0 %)
nasledovand O-demethylaci na M2 a O-demethylaci na postrannich fetézcich
na metabolické produkty M13, M14 a 3.) hydroxylace aromatického kruhu za vzniku
produktu M16 (9,6 %).
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HO A~ ¢
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Obr. 4: Metabolické drahy erlotinibu s moznymi strukturami jeho metabolitd.

20



2.2.3.2.4. Eliminace
Erlotinib je pfevazné¢ vylucovan ve formé metaboliti stolici, v ledvinach

se eliminuje pouze 9 %. K dosazeni stabilni plazmatické koncentrace potiebujeme
7-8 hodin.

2.2.3.2.5. Nezadouci ucinky

NejcastéjSim nezddoucim ucinkem je vyrazka, kterd se vyskytuje u vétSiny
pacientll. Tato vyrazka se podoba akné a vyskytuje se nejcastéji na krku nebo obliceji.
Mezi dal$i nezadouci ucinky patii prujem, ztrata chuti k jidlu, unava, zfidka kdy

se objevuje dusnost, ztrata vlasti a o¢ni poruchy.

2.2.3.2.6. Indikace
a) Nemalobuné¢ny karcinom plic (NSCLC) — indikovan v prvni linii 1é¢by
pacientt s lokaln¢ pokro¢ilym nebo metastazujicim nemalobunéénym
karcinomem plic (NSCLC) s aktivujicimi mutacemi EGFR. NSCLC se obvykle
lé¢i chirurgickym zakrokem. 80 — 90 % pacientl s touto nemoci bylo
dlouhodobé vystaveno tabakovému koufi, u 10 — 15 % pacient dochazi k této
nemoci pri¢inou genetickych faktori, zneciSténim vzduchu, nebo koufem
z pasivniho koufeni'23*.
b) Karcinom pankreatu — operace nadoru je nejlep$im feSenim pro pacienta, ktera
mu poskytuje velkou Sanci na vyléfeni. V pokrocilejSich stadiich nemoci
je mozna pouze 1é¢ba ozaienim nebo chemoterapii v kombinaci s gemcitabinem,

nebo fluorouracilem!?3#,

2.2.3.2.7. Klinicka studie

Ukazalo se, ze koufeni cigaret snizuje expozici Erlotinibu o 50 - 60%. Proto
je stavajicim kufakiim doporuceno piestat koufit, protoze cigarety snizuji mnozstvi
tohoto léku v krvi a mize byt tedy méné G€inny.

U pacientl pouzivajicich toto 1é¢ivo se miiZe postupem Casu vytvofit rezistence.

U Erlotinibu k tomu dochazi okolo 8. — 12. mésice od zahdjeni 1éCby.
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2.2.4. Metody stanoveni

a)

b)

d)

V tomto c¢lanku byla pouzita CI18 kolona (50 mm X 4.6 mm, 2.6 pum,
Phenomenex) a mobilni faze tvofena acetonitrilem a mraven¢anem amonnym
(20 mmol/l) o pH 4,0. Teplota na koloné pfi separaci byla 20 °C. Byla pouzita
gradientova eluce s rychlosti prutoku 0,3 ml/min. Byl pouzit pozitivni mod
ionizace elektrosprejem, napéti na kapilaie bylo 3000 V s proménlivou teplotou
od 140-350°C. Tato metoda byla pozdé&ji validovana. Ve fragmentacnim

spektru mél pik 394,0 m/z odpovidajici molekularnimu iontu erlotinibu®®.

V dal$im ¢lanku se na chromatografickou separaci pouzila SB-C18 kolona
(2,1 mm x 150 mm, 5 um, Zorbax). Byla pouzita gradientova eluce, jako
mobilni fdze se pouZila smes acetonitrilu s 0,1% kyselinou mravenci. Ionizace
byla v pozitivnim modu pomoci elektrospreje. Susici rychlost byla 6 I/minutu
s 25 psi, teplota susiciho plynu byla 350 °C a napéti na kapilate 3 000 V. Tato

metoda byla validovéana®’.

V tomto clanku se na chromatografickou separaci pouzila C18 kolona (50 mm
X 3 mm, 3 um, Dionex Co, USA) s mobilni fazi sloZzenou z acetonitrilu a vody.
Ionizace byla provedena v pozitivnim modu pomoci elektrospreje, s napétim na
kapilate 4 500 V pii 400 °C a 50 psi. Byly navrzeny chemické struktury
rodiCovskych a fragmentovanych iontd. 394,4m/z —» 278,1 m/z a 394,4 m/z —»
336,2 m/z (cit.*®).

Kapilarni zonova elektroforéza byla pouzita pro stanoveni erlotinibu
a dasatinibu. Byla pouzita kifemenna kapilara, 100 mmol/l fosfatovy pufr
0 pH 2,75. Napéti na kapilafe bylo zvoleno 25 kV, s Casem vstiikovani 5 S
zatlaku 5 mbar a detekci pti 240 nm. Za téchto podminek analyza trvala

asi 8 minut (cit.*®).

Erlotinib se da také stanovovat pomoci spektrofotometrickych metod. Tato

metoda je zalozena na reakci erlotinibu s fenolovou ¢erveni, bromokresolovou
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zeleni a eriochromcerni T. Absorpéni maxima byla zjiSténa pomoci
spektrofotometrie pii 418 nm, 424 nm a 333 nm. I po vice nez 4 hodinach od

F1so s . . . 4
smichani byla intenzita barev stejna*

2.3.  Imatinib
Imatinib (ac¢inna latka farmaceutického ptipravku Glivec) je velmi podobnou
latkou jako dasatinib. Jedna se o tyrosin kindzu 1.generace. Je jednim z nejucinéjSich
invitro a invivo inhibitorem  ABL-kindz, ktery patii do  skupiny
2-fenylaminopyrimidinu. Toto kancerostatikum se pouzivda na 1éCbu chronické
myeloidni leukémie. Jeho molekulova hmostnost je 493,603 g/mol se strukturnim

vzorcem (obr. 5) (cit.*}).

CH3
ESN 0+ CH;S0;H

Obr 5: Strukturni vzorec imatinibu

Elektrochemické vlastnosti imatinibu jsou do zna¢né miry prozkoumané.
V ¢lanku Voltammetric Behavior of Antileukemia Drug Glivec. Part | —Electrochemical
Study of Glivec* se na elektrochemické méfeni pouzili tiielektrodové zapojeni
s pracovni GCE, pomocnou platinovou a referentni argentchloridovou elektrodou.

Elektrochemické chovani imatinibu bylo zkouméano metodami cyklicke,
diferen¢ni pulzni a square-wave voltametrie. Bylo zjiSténo, ze oxidace zavisi na pH.
Ve velmi kyselém prostfedi se neprojevily zadné oxida¢ni piky imatinibu. Oxidace
probiha pouze v rozmezi pH 2,6 —9,2 a zahrnuje ptenos 2 elektronii a 2 protoni
za vzniku elektroaktivniho produktu, Pgiivec, ktery se silné adsorbuje na povrchu GCE.
Tento elektroaktivni produkt se na cyklickych voltamogramech projevil reverzibilni
dvojici pikii. Elektrochemicka redukce je také zavisla na pH a irreversibilni process

zahrnuje pfenos 2 elektronti a 2 protont, pii které uz nevznika elektroaktivni produkt.
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Diftizni koeficient byl spoéitan na 7,35 -10° cm?s pii pH 4,5 v octanovém pufru

(0,1 mol/l). Mechanismus elektrochemickych reakci imatinibu nebyl navrzen.

2.4. Napodobeni oxidativniho metabolismu EC

Toxicita celé tady Iékt, naptiklad paracetamolu, byva spojena s jejich
schopnosti tvofit reaktivni metabolické meziprodukty. Tyto meziprodukty vznikaji
oxidaci latky na elektrofilni meziprodukt, ktery nasledn¢ muze reagovat s nukleofilnimi
funk¢énimi skupinami bunécnych biomakromolekul, jako jsou proteiny a DNA. N&které
reaktivni metabolické meziprodukty, napiiklad, nékteré epoxidy a acylglukuronidy,
maji pomérné dlouhy poloc¢as rozpadu a proto mohou byt detekovany v biologickych
vzorcich. Ostatni reaktivni metabolity, naptiklad, chinony a chinonaldehydy, iminy,
maji kratky poloc¢as rozpadu v biologickych vzorcich a ¢asto mohou byt identifikovany
pouze nepiimo, jako reakéni produkty vytvorené s endogennimi molekulami jako jsou
konjugaty glutathionu43.

Elektrochemie je pouzivana jako nastroj pro napodobovani biologickych reakci
jako je oxida¢ni metabolismus 1é¢iv. Pouziva se k napodobeni aromatické hydroxylace,
dehydrogenace, O- a N-dealkylace, tabulka 5. Cyklicka voltametrie se pak pouziva
k ziskavani informaci o reak¢nich rychlostech mezi elektrochemicky generovanymi

produkty**.

Tabulka 5: Oxidaéni reakce napodobené pomoci EC*

Typicka katalyticka oxidace CYP450 EC simulace
hydroxylace uspésné
allylového a H napodobena

o R—CH,CH; ——>  R—CH—CHs .
alifatickych pti vysokych
fetézcl potencialech

N N snadno

i N—CH,R ~ —— NH + R—CHO .
dealkylace aminu N—CH, P napodobitelné

) - dobte
oxidace na L EIJ dobiel

S —_ A napodobitelna
heteroatomu (N) RTGTNHR R—¢—N—R
R R pouze v
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kyselé oblasti

OH
hydroxylace

R R | napodobitelna
benzylu —

uspesné
OH P
napodobeni,

velmi
hydroxylace na
. , ey —
aromatickém jadie R

4

pro aromaty s

donorem

snadné
napodobeni,
dehydrogenace —_— zvlasté pokud
nasleduje

HN -
R R chinon

On-line spojeni EC s LC-MS se vyvinulo jako silny nastroj pro objasnéni
a studium metabolickych reakci 1é¢iv. Reakce oxida¢niho metabolismu jsou
simulovany elektrochemicky a metabolity jsou oddéleny pomoci HPLC
a identifikovany MS. Ackoli standardni in vivo a in vitro piistupy, jako je napiiklad
analyza jaternich mikrosomi, urcité nelze nahradit EC-LC-MS, Cisté instrumentalni

technika viak nasla své uplatnéni k ziskavani dopliujicich informaci***.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Chemikalie

Zakladni roztoky dasatinibu (volné baze) a erlotinibu hydrochloridu (oba
Woburn, MA, USA) byly pfipraveny rozpousténim navazené¢ho mnozstvi téchto latek
v metanolu, aby jejich vysledna koncentrace &inila 10 mol/l.

Octanovy pufr byl pfipraven ze zasobniho roztoku 99,7 % kyseliny octové
(p.a., Sigma-Aldrich, Némecko) jejim nafedénim na 0,1 mol/l a upravou pH pomoci
0,2M-NaOH na 4,5.

Fosfatovy pufr byl pfipraven ze zasobniho roztoku 85 % kyseliny fosforecné
(p.a., Penta, Chrudim) jejim zfedénim na 0,1 mol/l a Gpravou pH na 7,17 titraci
0,2-M NaOH.

Zakladni Britton-Robinsontuv pufr byl pfipraven 2z Kkyseliny borité
(p.a., Chemapol, Praha), 85 % kyseliny fosfore¢né (p.a., Penta, Chrudim) a 99 %
kyseliny octové (p.a., Sigma-Aldrich, Némecko) jejich ziedénim destilovanou vodou
tak, ze vysledna koncentrace kazdé kyseliny byla 0,04 mol/l. Série pufri v rozmezi pH
2 — 12 byla piipravena smichdnim 20 ml zakladniho pufru, s potiebnym mnoZstvim
0,2 mol/l hydroxidu sodného (p.a., Lach-Ner, Neratovice) a vypo¢tenym mnozstvim
1 mol/l chloristanu sodného (p.a., Fluka, Neu Ulm, Némecko) na Gpravu iontové sily
na hodnotu | = 0,15. Pro méfeni kalibra¢ni zavislosti jsem tento pufr upravila titraci
0,2M-NaOH na pH 5,02 pro dasatinib a na pH 2,08 pro erlotinib.

Poslednim pouzivanym elektrolytem byla 0,01 molarni kyselina chlorista
(ptipravena ze 70 % HCIO4, p.a., Lachema, Neratovice), jejichz hodnota pH byla 2.

Pro coulometrickd méfeni byly piipraveny roztoky pufra z 80 % Kkyseliny
mravenéi (p.a., Merck, Darmstadt, Némecko), kterd byla ziedéna 25 % vodnym
roztokem amoniaku (p.a., Lach-Ner, Neratovice), pro dasatinib na pH =5,30

a pro erlotinib na pH = 2,30.
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3.2. Pristroje

Voltametrickda méfeni byla provadéna na piistroji Eco-Tribo-Polarograf
(Polaro-Sensors, Praha) s tfielektrodovym zapojenim fizeny programem Polar v.4.
Vtomto programu byly také vyhodnocovany voltametrické kiivky. K piipravé
a kontrole pH vsech pufrd slouzil pH-metr inoLab 720 s kombinovanou sklenénou
elektrodou SenTix 41 (vse WTW, Némecko). Ziskana data byla zpracovana v programu
Microsoft Excel 2010 a QC.Expert (TriloByte Statistical Software).

Pro potenciostatickou coulometrii byl pouzit pfistroj Autolab PGSTAT 128N
(Metrohm, Utrecht, Holansko). Hmotnostné spektrometricka analyza byla provedena
na pristroji LC/MSD TRAP 1100 Series (Agilent Technologies, Palo Alto, USA)
S ionizaci elektrosprejem. Vzorky byly do hmotnostniho spektrometru davkovany
mikrostiikackou Hamilton (250 pl) pomoci linearni pumpy NE-1002X (New Era Pump
Systems, Farmingdale, USA).

3.3.  Pracovni postupy

3.3.4. Priprava zakladnich roztoku
Zakladni roztok dasatinibu byl pfipraven rozpusténim 1,95 mg dasatinibu volné
baze ve 4 ml metanolu. Ziskana koncentrace dasatinibu &inila 10 mol/l. Rozpousténim
1,78 mg erlotinibu hydrochloridu ve 4 ml metanolu jsem ziskala koncentraci 10 mol/I.

Tyto roztoky je nutné skladovat pti -20° C.

3.3.5. SloZeni zédkladniho elektrolytu
Pred kazdym voltametrickym métfenim byl pfipraven zékladni elektrolyt (ZE)
do malé voltametrické nadobky o objemu 2 ml. Elektrolyt tvofila vzdy smés 0,5 ml
ptislusného pufru, 0,4 ml destilované vody a 0,1 ml metanolu. Pouze v ptipadé kyseliny
chlorist¢ bylo smichano 0,9 ml kyseliny s 0,1 ml metanolu. Pfi méfeni roztoku
dasatinibu nebo erlotinibu byl pfiddvan misto metanolu roztok vzorku. Ziskana
koncentrace lé¢iva v roztoku vzorku ve voltametrické nadobee &inila 107 mol/l,

viz. 3.3.1. V piipadé¢ meteni kalibracnich zavislosti jsem pridavala takové mnozstvi
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roztoku vzorku a metanolu, aby byl zajistén konstantni obsah metanolu (10 %, v/v)

definovany objem 1 ml v malé 2 ml voltametrické nadobce.

3.3.6. Voltametricka méreni

Pro samotné méfeni jsem pouzivala tfielektrodové zapojeni, skladajici
se z: pracovni elektrody ze skelného uhliku (GCE), argentchloridové referentni
elektrody (Ag/AgCI/AM KCI) a platinové pomocné elektrody. Celkovy objem méteného
roztoku byl 1 ml. Pfed zac¢atkem samotného méteni byl roztok vzorku probublavan
dusikem, slouZicim k odstranéni rusSivych vlivli kysliku. Pred kazdym méfenim byl
obnovovan povrch pracovni elektrody na lestici tkaniné (Buehler, USA) se suspenzi
aluminy (<50 nm, Sigma-Aldrich, Némecko). V nékterych ptipadech méfeni, hlavné
u roztoku erlotinibu, toto obnoveni povrchu nestacilo, protoze se latka pfili§ silné
adsorbovala na povrchu elektrody. Proto byl vyvinut systém ¢isténi s parametry
(tabulka 6), které pomohly obnovit povrch elektrody. Nejprve jsem vy¢istila elektrodu
na aluminé a poté jsem dala elektrody do roztoku pufru, nachazejici se ve voltametrické

nadobce 20 ml, a provedla voltametrické méfeni.

Tabuka 6: Parametry pro cisténi GCE.

pocatec¢ni potencial - 400 mV
kone¢ny potencial 1350 mV
rychlost skenu 100 mV/s
pocet skenti 2

bublani 600 s
Cisténi 1s

vyska pulzu 50 mV
Sitka pulzu 80 ms

3.3.6.1.  Zavislost na rychlosti skenu
Pro méfeni zdvislosti na rychlosti skenu jsem pouzivala pufry o rozdilnych

hodnotach pH, pro roztoky dasatinibu a erlotinibu. Jednalo se o pufr octanovy (pH 4.,5),
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fosfatovy (pH 7,2), Britton-Robinsoniiv (pH 10) a kyselinu chloristou (pH 2).
V tabulce 7 jsou shrnuty zakladni parametry pro oba zakladni roztoky dasatinibu
a erlotinibu, jejich? vysledna koncentrace ve voltametrické nadobce byla 10™ mol/l.
Pouzivanou metodou byla cyklicka voltametrie (CV). Rychlosti skenu byly: 5, 10, 20,
30, 50, 100, 200, 300, 400, 500 mV/s. M¢feni jsem zacinala vzdy od nejvyssi rychlosti

v v

ve dvou cyklech, hodnoceny byl vzdy prvni anodicky pik latky.

Tabulka 7: Parametry cyklické voltametrie pro méfeni zavislosti na rychlosti skenu.

pocatecni potencial - 400 mV

kone¢ny potencial 1350 mV

rychlost skenu 5, 10, 20, 30, 50, 100, 200, 300, 400,
500 mV/s

pocet skent 2

bublani 600 s

¢isténi 1s

vyska pulzu 40 mV

Sitka pulzu 80 ms

3.3.6.2.  Zavislost na pH
Pro méfeni zavislosti na pH jsem si nejprve piipravila sérii 19 pufrti s hodnotami
pH v rozsahu 2 — 12 a iontovou silou 0,15. Samotné voltametrické méfeni probihalo
dvémi metodami a to CV a diferen¢né pulzni voltametrie (DPV). Pro ob¢ latky jsem

pouzivala stejné parametry (tabulky 8, 9).
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Tabulka 8: Parametry pro cyklickou voltametrii pfi méfeni zavilosti na pH.

pocatecni potencial 0 mV
konecné potencial 1300 mV
rychlost scanu 100 mV/s
pocet scanu 2

bublani 600 s
Cisténi 1s

Tabulka 9: Parametry pro diferenéné pulzni voltametrii pro méteni zavislosti na pH.

pocatecni potencial 600 mV
kone¢ny potencial 1300 mV
rychlost scanu 10 mV/s
pocet scanu 1

doba ¢isténi 1s
klidova doba 5s

vyska pulzu 50 mV
Sitka pulzu 80 ms

3.3.6.3.  Kalibracni zavislost
Kalibra¢ni zavislosti dasatinibu byly méfeny metodou DPV v roztoku B-R pufru
pH 5,02. U erlotinibu byl pouzit B-R pufr o pH 2,08 a méfeni bylo provedeno metodami
DC a DPV. Parametry méteni uvadi tabulky 10, 11. Vysledky ziskané obéma metodami

byly vzajemné porovnany.
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Tabulka 10: Parametry diferen¢né pulzni voltametrie pii méfeni kalibracnich zavislosti

pro dasatinib a erlotinib.

dasatinib erlotinib
pocatecni potencial 550 mV 700 mV
kone¢ny potencial 1200 mV 1300 mV
rychlost scanu 10 mV/s 10 mV/s
pocet scanu 1 1
doba ¢isténi 1s 1s
klidova doba 5S 0
vyska pulzu 50 mV 50 mV
Sitka pulzu 80 ms 80 ms

Tabulka 11: Parametry linearni voltametrie proméfeni kalibra¢nich zavislosti erlotinibu.

pocatecni potencial 700 mV
kone¢ny potencial 1300 mV
rychlost scanu 10 mV/s
pocet scanu 1

3.3.7. Coulometricka méreni

Pro potenciostatickou coulometrii (CPC) bylo pouzito tiielektrodové zapojeni,
skladajici se z pracovni velkoplosné grafitové elektrody, argentchloridové referentni
elektrody (Ag/AgCl/IM KCI) a platinové pomocné elektrody. Byla pouzita
dvoukomorové nadobka s anodovym a katodovym prostorem oddélenym porézni fritou.
Celkovy objem méfeného roztoku Vanodovém prostoru byl 1 ml. Katodovy prostor
obsahoval pomocnou a referentni elektrodu v roztoku ptislusného pufru. V pribéhu
celého méfeni byl roztok v anodovém prostoru probublavan dusikem, ktery zajistoval
michani roztoku a soucasné inertni atmosféru.

Elektrolyzovany roztok léciva obsahoval vzdy smés mravencanového pufru
opH 5,3 (pro dasatinib) resp. pH 2,3 (pro erlotinib) a methanolu v objemovém

poméru 1:1. Koncentrace piislusného 1é&iva vroztoku byla 10* mol/l. Roztok
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dasatinibu byl elektrolyzovan pii potencialu 900 mV, roztok erlotinibu pii 1300 mV.
Doba clektrolyzy byla v obou pfipadech 120 min. S frekvenci 1 Hz byly registrovany
hodnoty proudu v zavislosti na Case. Jako slepy pokus byla za stejnych podminek
elektrolyzovana smés pufru s methanolem bez 1é¢iva. Elektrolyzované vzorky léciv
byly déle analyzovany hmotnostni spektrometrii.

Naboj pottebny pro oxidaci 1é¢iva byl zjistén integraci plochy pod I — t kiivkou
zaznamenanou S roztokem vzorku Ié¢iva po odecteni plochy pod | — t kiivkou
zékladniho elektrolytu. Ze ziskaného ndboje byl pomoci Faradayova zakona vypocten

celkovy pocet vyménénych elektrond.

3.3.8. MS analyza

Hmotnosni spektrometrii byly analyzovany jednak standardy obou lé¢iv, jednak
roztoky 1éCiv elektrolyzované za konstantniho potencialu (kap. 3.3.4). . Vzorky byly
do hmotnostniho spektrometru davkovany mikrostiikackou Hamilton (250 pl) pomoci
linearni pumpy rychlosti 8 ul/min. Oba analyty byly ionizovdny v pozitivhim
modu elektrospreje. Napéti na kapilaie bylo 4500 V, tlak suSiciho plynu (dusiku) byl
20 psi pii rychlosti pratoku 10 I/min a susici teploté 300 °C. Jako kolizni plyn v iontové
pasti bylo pouzito hélium. Celkovy iontovy proud se skenoval v rozsahu m/z 50 — 1000.
Vybrané ionty byly v iontové pasti izolovany a fragmentovany. P¥islusna MS? spektra
byla zaznamenana. K vyhodnoceni spekter byl pouzit program DataAnalysis 3.3
(Bruker Daltonik, Brémy, Némecko).
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Meéreni dasatinibu a erlotinibu pomoci cyklické voltametrie
Oxidace dasatinibu a erlotinibu na GCE byla nejprve proméfovana v roztoku
octanového pufru s pH 4,5. Na obrazcich 6, 7 vidime jeden anodicky pik dsatinibu

(Epia =+ 923 mV) a jeden pik erlotinibu (Epia = + 1030 V) zaznamenané v roztocich

16¢iv 0 koncentraci 1 - 10™* mol/l, pii rychlosti scanu 100 mV/s. V obraceném sméru
polarizace byl u obou latek zfetelny pomérné mensi redukéni pik s potencidlem Epoc =
+ 135 mV pro dasatinib, Epc = + 105 mV pro erlotinib. Tento katodicky pik souvisi
s oxidaci dasatinibu, poptipadé¢ erlotinibu, nebot’ je pozorovatelny po piepnuti sméru
polarizace elektrody v hodnoté potencialu piku léciva nebo vyssi. Tento pik byl
viditelny az pti rychlosti scanu 100 mV/s a vice.

Ve druhém cyklu se na voltamogramech obou latek objevil novy anodicky pik
2A s potencidlem niz§im, neZ ma oxidacni pik 1A plvodniho 1é€iva (Eppa = 360 mV
pro dasatinib a 197 mV pro erlotinib). Soucasné byl sledovan zna¢ny pokles proudu
prvniho anodického piku (o 62,5 % u dasatinibu, 0 32,7 % u erlotinibu). Pokles proudu
ziejmé souvisi se zmensenou plochou elektrodového povrchu dostupnou pro oxidaci
puvodni latky v duasledku adsorpce produkti elektrochemické oxidace.

Ve stejném experimentu opakovaném s vyssi rychlosti skenu (100 mV/s)
aplikovanou na vycisténou elektrodu byl zaznamenan rozdil hodnot Epa — Epc =
106 mV pro erlotinib a 134 mV pro dasatinib, coz naznaCuje kvazireverzibilni
elektrochemickou reakci adsorbovanych oxida¢nich produkti kancerostatik nazvanych
Pdass Per. Proud katodického piku 2C se zvySoval s rostouci rychlosti skenu. Hodnota
rozdilu se od niz8i rychlosti po vyss$i zvySovala, coz vede k dalSimu potvrzeni

kvazireverzibilni reakce (106 mV/s — 137 mV/s — pro erlotinib).
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Obr. 6: Cyklicky voltamogram dasatinibu (¢ = 1-10* mol/l) v octanovém pufru pH 4,5;
polariza¢ni rychlost 100 mV/s, 2 cykly, ZE (Cerna) 1 cyklus.
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Obr. 7: Cyklicky voltamogram erlotinibu (c = 1-10* moV/I) v octanovém pufru pH 4,5;
polariza¢ni rychlost 100 mV/s, 2 cykly, ZE (¢erna) 1 cyklus.

Pfi zkoumani zavislosti proudu piku 1A na odmocniné z rychlosti skenu
v roztoku o stejné koncentraci dasatinibu resp. erlotinibu (c = 1 - 10 mol/l), se objevily
mensi odchylky od linearity, coz miize byt zptisobeno adsorpci Pgas resp. Pen Na povrchu
elektrody. Zavislosti logaritmu proudu piku na logaritmu rychlosti skenu (obr 8, 9) jsou

linearni. Z hodnot smérnic téchto zavislosti, uvedenych v tabulce 12,13, je patré,
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ze reakce jsou fizeny difuzi. S narlstajici hodnotou pH dochazi k vétSimu vlivu
adsorpce na povrchu elektrody. V neutralnim pH (fosfatovy pufr) je vliv adsorpce
nejvétsi, v alkalickém (B-R pufr) je opét mensi. V zasaditém prostiedi jsou CV piky
obou latek ploché a Spatn¢ odecitatelné.

Se zvysujicim se poétem opakovanych skeni se proudy pikti 1A dasatinibu
i erlotinibu postupné snizuji. Toto je také jedna z charakteristik oxidace kancerostatik
na povrchu elektrody, podobné, jak to bylo popsano u Ié¢iva imatinibu [2.3.]. Divodem
poklesu proudu je pravdépodobné zmenSeni dostupného povrchu elektrody. Béhem
elektrolyzy se na povrchu elektrody tvofi vrstvicka oxidativniho produktu, kterd
pokryva urcitou plochu elektrody, vytvaii na ni tenky povlak, ktery brani volnym

molekuldm kancerostatika difundujicim z roztoku vzorku v jejich oxidaci.

Tabulka 12: Parametry regresnich ptimek zavislosti log | — log v pro dasatinib.

usek smérnice )
prostiedi R
[nA] [1A - 1/mol]
HCIO, 2,68 0,56 0,99703
octanovy pufr 2,40 0,66 0,99843
fosfatovy pufr 2,11 0,76 0,97577
B-R pufr 1,83 0,67 0,98843
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Obr. 8: Zavislost logaritmu proudu piku 1A dasatinibu (c = 1 - 10 mol/l) na logaritmu

rychlosti méfena v riznych elektrolytech skenu.

Tabulka 13: Parametry regresnich piimek zavislosti log | — log v pro erlotinib.

usek smérnice )
prostiedi R
[nA] [1A - 1/mol]
HCIO, 2,59 0,53 0,98887
octanovy pufr 2,35 0,50 0,993
fosfatovy pufr 1,52 0,66 0,98741
B-R pufr 1,65 0,57 0,82541
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Obr. 9: Zavislost logaritmu proudu na logaritmu rychlosti skenu pro erlotinib.

4.2. Zavislost na pH dasatinibu a erlotinibu
Elektrochemicka oxidace dasatinibu a erlotinibu byla studovana v rozmezi
pH 2 — 12 Britton-Robinsonovych pufri. Diferencné pulzni voltamogramy byly
zaznamenavany v roztoku vzorku o koncentraci kancerostatika 1 - 10 mol/l. V rozmezi
hodnot pH 1,81 — 2,5 byly vidét dva anodické piky u dasatinibu, druhy pik dasatinibu
se v zasadit€j$i oblasti ztracel, az zmizel Gplné€. V rozmezi pH 3 - 6,8 byly vidét dobie
definované piky 1A, pro obé léCiva. S baziCtéjsi oblasti pH se piky vice rozliSovaly

a jejich maxima byla obtizné odecitatelna pro obé kancerostatika (obr. 10, 11).
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Obr. 10: Anodické vétve cyklickych voltamogrami dasatinibu (¢ = 1-10™mol/l)
Vv riznych pufrech pfi rychlosti skenu 100 mV/s.
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Obr. 11: Anodické vétve cyklickych voltamogrami erlotinibu (¢ = 1-10™mol/I)
v riznych pufrech pfi rychlosti skenu 100 mV/s.

Zavislost potencidlu DPV piku dasatinibu na pH je linedrni se smérnici - 57 mV
na jednotku pH (obr. 12). Tato hodnota vypovida o vymeéné stejného poctu protonti jako

elektront pfi oxidaci dasatinibu. U erlotinibu je hodnota smérnice linearni zavisloti
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proudu piku - 51 mV na jednotku pH (obr. 13). Tato hodnota urcuje, ze pti oxidaci

erlotinibu se vyménuje stejny pocet elektronti a protond.
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Obr. 12: Zavislost potencialu (m) a proudu (m) piku dasatinibu na pH.
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Obr. 13: Zavislost potencialu (m) a proudu (m) piku erlotinibu na pH.
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Pro kazdé kancerostatikum jsem vybrala vhodné pH, pii kterém poskytovaly
latky nejlépe tvarované piky s nejvyssimi proudy: pro dasatinib pH 5,3 a pro erlotinib

pH 2,1. Toto prostfedi jsem pak pouzila pro dalsi kalibra¢ni méteni.

4.3. Meéreni kalibracnich zavislosti

Kalibracni zavilost pro dasatinib jsem meéfila metodou diferencné pulzni
voltametrie (DPV) v rozsahu 1-10° - 1-10* mol/l. Tato zavislost je linearni pouze
vrozsahu 1-10° - 2:10°mol/l (obr. 14), coz miZeme vysvétlit adsorpei dasatinibu
na pracovni elektrod¢, ktera se projevuje pii vySsi koncentraci molekul dasatinibu
v roztoku vzorku. Vypoctené meze detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) podle rovnic
1, 2 jsou uvedeny v tabulce 14. Ze statistického softwaru QC.Expert jsou LOD a LOQ
vypo&tené metodou podle IUPACu: LOD 2,1:10° mol/l a LOQ 3,0-10°® mol/l.

Erlotinib jsem méfila metodou diferencné pulzni a linearni voltametrii. Pfi
méfeni DC byla zavislost linearni v rozsahu 1-10° - 2:10°mol/l a poté se mirné
zahybala od 2-10°- 1-10*mol/l (obr.16). Tento ohyb miZeme opét piipisovat silné
adsorpci erlotinibu a jeho oxidativniho produktu na pracovni elektrodé. Pifi méteni
DPV byla kalibratni zavislost v rozsahu 1-10°-2-10°mol/l také mirnd zahnuta
v disledku adsorpce analytu, nicméné model kalibracni ptimky statisticky vyhovoval
(obr.15). Pi porovnani téchto dvou metod jsem zjistila, ze lepSich vysledku je dosaZeno
pomoci linearni voltametrie (DC). Podle rovnic 1,2 jsem vypocitala LOD a LOQ
pro jednotlivé metody (tabulka 14). Ve statistickém softwaru QC.Expert jsou hodnoty
LOD a LOQ podle IUPACu: LODppy2,9 - 10° mol/l, LOQppv 4,2 - 10° mol/l,
LODpc 2,6:10°° mol/l, LOQpc 3,7-10° mol/l.

LOD =

3-smérodatna odchylka (1)
smérnice

LOQ _ 10-smérodatna odchylka (2)

smérnice
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Obr. 14: Kalibra¢ni zavislosti dasatinibu, DPV, (m) 0,1 - 20 umol/I,
(m)0,1-110 pmol/l.
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Obr. 15: Kalibra¢ni zavislosti erlotinibu, DPV voltametrie, (m) 10- 20 umol/I.
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Obr. 16: Kalibra¢ni zavislosti erlotinibu, DC voltametrie, (m) 0,1 - 20 pmol/I,
(m) 0,1-110 umol/l.

Tabulka 14: Parametry regresnich kalibra¢nich piimek, meze detekce a stanovitelnosti

pro dasatinib a erlotinib.

smérnice
usek ) LOD LOQ
slouc¢enina | ¢ [mol/l] [nA - R metoda
[nA] [mol/l] | [mol/]
l/mol]

dasatinib 10° - 5 5
(volnd baze) 2.10° 97,8 2E+Q7 0,9958 |1,1-10 | 3,6-10" | DPV
erlotinib 107 - 5 5
(hydrochlorid) 2.10° 43,5 1E+07 0,9914 | 2,010 | 6,710 | DPV
erlotinib 10° -

59,6 | 1E+07 0,9933 |1,5:10° | 5,1-10° | DC

(hydrochlorid) | 2-10°

4.4. Potenciostaticka coulometrie

Coulometricka méfeni byla provadéna za tucéelem urcit pocet elektront
vyméiovanych pii elektrochemické oxidaci zkoumanych 1é¢iv. Do voltametrické
nadobky byl napipetovan 1 ml roztoku vzorku obsahujici 1 - 107 mol lé&iva, a pii
konstantnim potencidlu pracovni elektrody (Ec = 900 mV pro dasatinib a 1300 mV
pro erlotinib) byl kazdou sekundu zaznamenavan proud po dobu dvou hodin.
Za stejnych podminek byl elektrolyzovan i roztok samotného elektrolytu. Po ukonceni

méfeni byla provedena integrace ploch pod | — t kifivkami a ndboj potiebny
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k elektrolyze 1é¢iva byl ziskan odeCtenim hodnot plochy vzorku a zakladniho
elektrolytu, (tabulka 15). Z Faradayova zakona (rovnice 3), byl urfen pocet

vyménénych elektronti z pro obé¢ latky:

7=2 (3)

nF
kde Q je naboj spotiebovany na oxidaci IéCiva, n je latkové mnozstvi léciva
a F je Faradayuv naboj (96 485,34 C/mol). V tabulce 15 jsou uvedeny naboje zjisténé

Z jednotlivych méteni a pocty elektronli ur¢ené pro obé latky.

Tabulka 15: Vysledky coulometrickych méfeni a pocty vyménénych elektront.

naboj pri naboj pri pocet
slou¢enina elektrolyze elektrolyze vyménénych
vzorku (C) elektrolytu (C) elektront
dasatinib
0,0517 0,0142 3,9
(volna baze)
erlotinib
) 0,0760 0,0363 4,1
(hydrochlorid)

Vysledky ukazuji, ze elektrochemicka oxidace obou IéCiv je Ctyfelektronova.

45. Meéreni MS

4.5.1. Dasatinib
Nejprve bylo zméfeno hmotnostni spektrum roztoku dasatinibu v prostiedi 50%
metanolu a mravenéanového pufru o pH 5,3. Molekularni ion [M+H]" s m/z 488 byl
izolovan a fragmentovan. Fragmentacni spektrum (obr.17) ukazuje piky hlavnich

fragmentovych iontt s m/z 427, 401, 319, 232, vtabulce 16 jsou zaznamenany

neutralni ztraty molekularniho iontu dasatinibu m/z 488.
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Obr. 17: Fragmenta¢ni spektrum molekularniho iontu m/z 488 dasatinibu.

Tabulka 16: Neutralni ztraty molekularniho iontu dasatinibu m/z 488.

m/z neutralni ztrata
[M+H]" relativni hmotnost mozny VZOrec

488

470 18 H,O

444 44 CH,=CH-OH

427 61 H2N-CH,-CH,-OH

401 87 CH,=CH-NH-CH,-CH,-
OH

375 113 (CHz=CH);-NH-CHa-
CH,-OH

319 169 CsH3CI(CH3)-NH-COH

260 228 CH,=CH-NH-CH,-CH,-
OH, CgH3CI(CH3)-NH,

232 256 CH,=CH-NH-CH,-CH,-

OH, CeH3CI(CHs)-NH-
COH

Poté bylo v pfimém néstiiku vzorku po ustdleni signalu zméteno hmotnostni
spektrum roztoku dasatinibu elektrolyzované¢ho v coulometrickém experimentu. Vedle
piku s m/z 488 (obr.18) protonizované molekuly dasatinibu [M+H]" se ve spektru
objevil dalsi intenzivni pik s m/z 444 ktery nalezel oxida¢nimu produktu PD1. Podle
reSerSe by produkt PD1 mohl odpovidat metabolickému produktu M4 (obr.2

Vv teoretické Casti), ktery vznika odStépenim hydroxyethylové skupiny z piperazinového

kruhu.
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Obr. 18: Hmotnostni spektrum elektrolyzovaného roztoku dasatinibu.
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Fragmentacni spektrum izolovaného iontu m/z 444 je znazornéno na obrazku 18.

V tabulce 17 jsou uvedeny neutralni ztraty a jejich mozné struktury, které odpovidaji

ptislusSnym iontim nalezenym ve fragmentacnim spektru.

Intens. +M52(444.0), 0.0-0.6min #(2-22)

27541

303.1
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Obr. 18: Fragmentac¢ni spektrum izolovaného iontu s m/z 444,

Tabulka 17: Neutralni ztraty oxida¢niho produktu PD1 s m/z 444.

m/z neutralni ztraty
[M+H]" | relativni hmotnost moZny VZorec
444
427 17 NH;
CH,=CH-NH,
401 43
275 69 (CH,=CH),-NH
303 141 CsH3CI(CH3)-NH;
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CsH5CI(CH3)-NH-COH
275 169
CH,=CH-NH;,
260 184 CsH3CI(CH3)-NH,
CH,=CH-NH;,
232 212 CsH5CI(CH3)-NH-COH

Dalsi intenzivni pik s m/z 518 ve spektru elektrolyzovaného roztoku dasatinibu
pattil oxida¢nimu produktu PD2. Molekularni ion se stejnou hodnotou m/z poskytuji
produkty oxidativniho metabolismu dasatinibu M7 a M23 (obr. 2 v teoretické casti),
které vznikaji hydroxylaci a oxidaci na karboxylovou kyselinu. Podle literatury (cit.24)
vSak tyto metabolity poskytuji jind fragmentacni spektra nez produkt elektrochemické
oxidace PD2 nalezeny vtéto praci. Na zakladé¢ analyzy fragmenta¢niho spektra
produktu PD2 (obr.19) lze fict, Ze substituovany fenyl tohoto produktu je stejny jako
u dasatinibu a koxidaci (¢i hydroxylaci a nasledné oxidaci) dochazi ziejmé
na piperazinovém a pyrimidinovém kruhu a/nebo jejich substituentech. Na fenylovém

kruhu k hydroxylaci nedochazi, jak vyplyva z fragmentacniho spektra iontu m/z 518.

Intens. +hISZ(518.0), 0.0-0 Bmin #(2-22)
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Obr. 19: Fragmentaéni spektrum oxida¢niho produktu dasatinibu PD2 s m/z 518.
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Tabulka 18: Neutralni ztraty oxida¢niho produktu PD2 s m/z 518.

m/z neutralni ztraty
[M+H]* relativni hmotnost vzorec
518
500 18 H,O
490 28 CO
472 16 CH3-CH,-OH
444 74 CO, CH3-CH,-OH
429 89 CHzZNO-CHz-CHz-OH
401 117 CO, CHzZNO-CHz-CHz-OH
377 141 CeH3CI(CH3)-NH,
349 169 CeH3CI(CH3)-NH-COH

Jako PD3 byl ozna¢en oxida¢ni produkt dasatinibu s m/z 490 (obr.20). Z dat
naméfenych na pouzitim hmotnostnim analyzatoru nemuZzeme s jistotou tvrdit, jak
se tento oxida¢ni produkt fragmentuje, protoze hodnota m/z 490 je spole¢na pro produkt
PD3 a izotopicky ion m/z 488, samotného dasatinibu. Fragmentac¢ni spektrum
izolovaného iontu m/z 490 proto poskytuje piky piislusejici jak oxida¢nimu produktu

PD3, tak i dasatinibu. MS analyza struktury produktu PD3 by byla mozna po ptedchozi

chromatografické separaci slozek elektrolyzovaného roztoku.
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Obr. 20: Hmotnostni spektrum elektrolyzovaného roztoku dasatinibu s iontem
oxidaéniho produktu PD3 s m/z 490
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Obr. 21: Intenzity signalu vybranych iontu pied a po elektrolyze dasatinibu.

Z tohoto obrazku 21 vyplyva, Ze roztok vzorku dasatinibu se chova odlisné pied

apo elektrolyze. Intenzity piki oxida¢nich produkta PD1 (m/z 444), PD2 (m/z 518)

aPD3 (m/z 490) se po elektrolyze vyrazné zvétsily, kdezto intenzita piku dasatinibu

s m/z 488 se snizila, protoze doslo k oxidaci tohoto Ié¢iva.

4.5.2. Erlotinib

Podminky métfeni na MS byly pro erlotinib zvoleny stejné jako pro dasatinib.
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22: Fragmentacni spektrum izolovaného molekularniho iontu erlotinibu

Na obrazku 22 je zobrazeno fragmentacni spektrum protonizované molekuly

erlotinibu m/z 394. Hlavni fragmenty poskytuji piky s m/z 336 a 278. V tabulce 19

jsou zobrazeny navrzené struktury téchto fragmentd. Hodnota m/z 426,2 ziejmé

odpovida aduktu s metanolem.

Tabulka 19: Navrzené struktury hlavnich fragmentt erlotinibu.

neutralni
m/z
ztraty
navrzené struktury
. relativni
[M+H]
hmotnost
394 o N
\O/\/ SN
/O\/\O N/)
HN’ : \\\CH
336 HaClg™ O XN 58
ch/o o] N/)
336
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278

HN/©\\

“SCH

116

Po ptimém nastiiku elektrolyzovaného roztoku erlotinibu do hmotnostniho

spektrometru s rychlosti pratoku 8 ml/min a ustaleni signalu byl proveden sken

celkového hmotnostniho spektra elektrolyzatu erlotinibu (obr.23). Byly nalezeny dva
hlavni produkty oznacené jako PE1 (m/z 408) a PE2 (m/z 410).
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Obr. 23: Hmotnostni spektrum elektrolyzovaného roztoku dasatinibu.
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Obrazek 24 zobrazuje fragmentacni spektrum oxida¢niho produktu erlotinibu PE2

m/z 410. V tabulce 20 jsou zobrazeny navrzené neutralni ztraty oxida¢niho produktu

erlotinibu PE2.
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Obr. 24: Fragmentacni spektrum oxida¢niho produktu erlotinibu PE2 (m/z 410).

Tabulka 20: Neutralni ztraty oxida¢niho produktu PE2 m/z 410.

m/z neutralni ztrata
[M+H]* relativni hmotnost vzorec
382 28 CO
352 58 H,C=CH-0O-CH3
H,C=CH-O-CHg,
320 90
H3;C-OH

Byl proveden pokus oxidovat ERL v pfimém zapojeni coulometrické pritokové
cely s uhlikovou nebo platinovou pracovni elektrodou k hmotnostnimu spektrometru
(EC/MS). ERL se vsak siln¢ adsorboval na povrch pracovnich elektrod, takze v MS
spektru standardu erlotinibu nebyl viditelny molekularni pik ERL o dostate¢né intenzité.
Proto byla provedena off-line analyza roztoku ERL elektrolyzovaného v coulometrické
cele (obr.25).

150 000 000
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Obr. 25: Intenzity signal ionti m/z 394 pied a po elektrolyze erlotinibu.
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Obr. 26: Intenzity signali vybranych iontd pfed a po elektrolyze erlotinibu.

Obrazek 26 zobrazuje intenzity hlavnich MS piki zaznamenanych v roztocich

erlotinibu pied a po elektrolyze. Intenzity pikti s m/z 408 a 410 po elektrolyze vzrostly.

Lze tedy usuzovat, Ze se jedna o produkty oxidace erlotinibu. Z coulometrického méfeni

bylo zjiSténo, Zze oxidace erlotinibu je ctyfelektronovd. Tomu odpovidaji i struktury

nalezenych oxidaénich produktti PE1 (m/z 408) PE2 (m/z 410). Na obr. 27 je uvedeno

navrzené schéma oxidace erlotinibu. Pik m/z 783 je dimerni molekulou erlotinibu

(obr. 28). Intenzita MS piku tohoto dimeru po elektrolyze také vzrostla.
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Obr. 27: Struktury nalezenych oxida¢nich produktt PE1 m/z 408, PE2 m/z 410.
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Obr. 28: Struktura dimerni molekuly erlotinibu m/z 783.
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5. Zavér

Byla analyzovana kancerostatika dasatinibu a erlotinibu diferenéné pulzni
a cyklickou voltametrii. Pfi oxidaci téchto 1é¢iv byl zaznamenan anodicky pik 1A.
V obraceném sméru polarizace byly zaznamenany pomérné mensi redukéni piky 2C,
které souvisi s produkty oxidace kancerostatika na povrchu GCE. Ve druhém skenu byl
zaznamenan novy oxidacni pik 2A s niZsim potencidlem, neZ mél oxidacni pik 1A
pivodniho kancerostatika a soucasné doslo k poklesu piku 1A. Tento pokles
je zpusoben pasivaci GCE adsorbovanym oxida¢nim produktem.

Dalsim potvrzenim adsorpce 1é¢iva na povrchu GCE byl fakt, Ze pii zkoumani
zévislosti proudu piku na odmocniné rychlosti doSlo k mensim odchylkam od linearity.
Také pii zvySovani poétu opakovanych skent dochazelo ke snizovani anodického piku
1A. Ze smérnice zavislosti logaritmu proudu na logaritmu rychlosti je patrné, ze reakce
jsou ovlivilovany diftzi.

V kyselém prosttedi se kancerostatika oxidovala s mensimi obtizemi, nez to bylo
u prostfedi zasaditéjsiho, ve kterém byly piky Spatné odecitatelné z voltamogrami. Jako
nejvhodnéjsi prostiedi pro dasatinib bylo zvoleno pH 5,3 a pro erlotinib pH 2,8.

Linearni kalibra¢ni zavislost dasatinibu byla méfena pomoci DPV, hodnota LOD
byla 1,1:10° mol/l a LOQ 3,6-10°° mol/I. Erlotinib byl m&ten DPV s LOD 2,0-10°® mol/I,
LOQ6,7-106 mol/l a CV s LOD 1,5-10° mol/l, LOQ 5,1-10° mol/I. Cyklicka
voltametrie byla shledana jako citlivéjsi metoda pro stanoveni erlotinibu.

Z méteni potenciostatické coulometrie bylo zjiSténo, Ze oxidace obou IéCiv
je Ctyfelektronovy déj. Smérnice linearnich Gseki zavislosti potenciala DPV piki na pH
naznacily, Ze oxidace je provdzena odstépenim stejného poctu, tedy 4 protond.

Z hmotnostnich a fragmentacnich spekter namétenych v roztocich 1éciv
elektrolyzovanych za konstantniho potencialu byly ziskdny informace o oxida¢nich
produktech dasatinibu a erlotinibu. Oxidaéni produkt dasatinibu PD1 (m/z 444) je podle
fragmentacniho spectra totoZzny s metabolitem vznikajicim v lidském organismu.
U erlotinibu byly nalezeny dva oxida¢ni produkty PE1 a PE2 a navrzeno sChéma

elektrochemické oxidace tohoto 1é¢iva.
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6. Seznam pouzitych zkratek

DAS dasatinib

DC linearni voltametrie

DPV diferen¢né pulzni voltametrie
CML chronicka myeloidni leukemia
CPC potenciostatickd coulometrie
EC elektrochemie

ERL erlotinib

FDA Food and Drug Administration — ufad pro kontrolu potravin a lé¢iv
GCE elektroda ze skelného uhliku
LOD mez detekce

LOQ mez kvantifikace

MS hmotnostni spektrometrie
NSCLC nemalobuné¢nd rakovina plic
TK1 tyrosin kinaza 1.generace
TK2 tyrosin kinaza 2.generace
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7. Slovnik lékaiskych pojmii

BCR-ABL

CYP3A4

DNA
EGRF

Je enzym produkovany leukemickymi buiikami, zptisobuje
nekontrolované mnozeni.

Je dilezitym enzymem v lidském téle, ktery oxiduje mal¢, cizorodé
organické latky (xenobiotika-jedy,toxiny,léky), aby mohly byt z téla
odstranény.

deoxyribonukleonova kyselina

Epidermalni rtstovy faktor je bunécny povrchovy protein, ktery se vaze
na epidermalni ristovy faktor. Sklada se z 53 aminokyselin a stimuluje
bunééné déleni mnohych eukaryotickych bunék. Vazba proteinu s
ligandem indukuje dimerizaci receptoru a tyrosin autofosforylaci a vede
k bunééné proliferaci. Mutace v tomto genu jsou spojeny s rakovinou

plic.

Encefalopatie poskozeni mozku

Granulocyty typ bilych krvinek

Jaterni cirh6za poSkozeni jater

Karcinom

Leukémie

Lymfocyty

zhoubny nador
rakovina bilych krvinek

typ bilych krvinek

Mistni nekréza odumieni tkani v misté vpichu

Nauzeum
Ph*

Pneumonie

Osteoporoza

SRC

Sepse
Sterilita

pocit zvraceni

Filadelfsky chromozom, ktery produkuje enzym vedouci ke vzniku
leukémie.

zanét plic

zvySena kiehkost kosti

Je genem a stejnojmennym proteinem ze Src rodiny, ktery funguje jako
nereceptoricka tyrosinkinaza.

tézka infekce

neplodnost
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