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Nazov dizertaCnej prace Analytické hodnotenie lie€iv a potencialnych lie€iv zo skupiny latok
chelatujucich Zelezo

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC) ma v analyze lie¢iv dominantné
postavenie, pretoze patri medzi robustné techniky, umoZhujice dosiahnutie Uuginnej
separacie vacsiny analytov pritomnych vo vzorku, a zarover ich kvalitativne aj kvantitativne
hodnotenie. Pokroky vo vyvoji stacionarnych faz a detekénych technik umozniuju vyrazne
skratit ¢as analyzy, a zaroven ziskat celé spektrum informacii o povahe analytov pritomnych
vo vzorkach aj vo velmi nizkych koncentraciach.

Nadorové ochorenia sa stale radia medzi vyznamné pri€iny smrti, z oho vyplyva
poziadavka na vyvoj novych lieGebnych postupov. Stratégia zaloZzena na chelatacii Zeleza
vnutri nadorovych buniek by mohla vyraznou mierou prispiet k zlepSeniu prognézy
u pacientov s tumormi rezistentnymi voci Standardnej chemoterapii. Tento mechanizmus
antiproliferativného pdsobenia je aktivne rozvijany u novej skupiny potencialnych lieciv
Strukturne odvodenych od thiosemikarbazonu, u ktorych bol cytostaticky u€inok pozorovany
in vitro aj in vivo Dal$i pokrok v tejto oblasti je vyraznou mierou zavisly na dostupnosti
vhodnych bioanalytickych metéd pre hodnotenie tychto potencialnych lie€iv v biologickom
materidli.

Princip chelatacie Zeleza je taktiez spominany aj v pripade mechanizmu ucinku dexrazoxanu
— jediného klinicky dostupného kardioprotektiva schopného chranit myokard pred toxickymi
ucinkami antracyklinov. Tento princip vSak doposial nebol jednoznaéne potvrdeny, ¢o je do
istej miery spésobené nedostupnostou bioanalytickej metédy schopnej hodnotenia tohto
lieCiva a jeho aktivnych metabolitov v mieste jeho posobenia — v srde€nom tkanive.

Prvy tematicky celok tejto dizertacnej prace bol zamerany na analytické hodnotenie
cheldtorov Zeleza odvodenych od thiosemikarbazonu. V Uvodnej faze boli vyvinuté
a validované HPLC-UV metddy pre hodnotenie in vitro stability u 2-hydroxy-1-naftylaldehyd-
4-methyl-3-thiosemikarbazonu (NAmT) a di(2-pyridyl)keton-4,4-dimethyl-3-
thiosemikarbazonu  (Dp44mT) v plazme, ktora  bola  zarover porovhana so
stabilitou pyridoxal-isonikotinoylhydrazonu (PIH) — materskej latky aroylhydrazonovych
chelatorov. Vysledky tejto prace poukazali na vysSiu stabilitu novych thiosemikarbazonov
v porovnani s ich aroylhydrazonovymi predchodcami.

Nasledne bola vyvinutd a validovana HPLC-MS/MS metéda schopna kvantifikacie E/Z
izomérov 2-benzoylpyridin-4-ethyl-3-thiosemikarbazonu (Bp4eT). Metéda bola vyuzita v
Studiu rozpustnosti Bp4eT vo vodnych rozpustadlach a farmaceutickych kosolventoch,
a sucasne bolo navrhnuté zlozenie formulacie vhodné pre i.v. podanie tejto latky.

Vzapati bol $tudovany in vitro ain vivo metabolizmus 1. faze u Bp4eT. Struktary dvoch
metabolitov detegovanych v in vitro vzorkach boli navrhnuté na zaklade vysledkov HPLC-
MS/MS experimentov, a nasledne potvrdené pomocou NMR aIC spektrometrie. Oba
oxidacné metabolity boli taktiez detegované in vivo, a zaroven tu bol identifikovany novy



hydroxylovany metabolicky produkt.

Posledna praca prvého celku bola venovana novo pripravenému thiosemikarbazonovému
analégu - di(2-pyridyl)keton-4-methyl-4-cyklohexyl-3-thiosemikarbazonu (DpC), u ktorého bol
detailne skumany in vitro metabolizmus 1. a 2. faze pomocou UPLC-QTOF metédy.
Struktary metabolitov boli spo&iatku navrhnuté na zaklade dat ziskanych analyzou
s vysokym rozliSenim a presnym uréenim hmoty a vzapati potvrdené pomocou Studia ich
fragmentacie. Spolu bolo detegovanych 10 metabolitov 1. faze medzi ktoré patrili produkty
oxidacie thiokarbonylovej skupiny, N-demethylacie, hydroxylacie, otvorenia cyklohexylu
spojeného s adiciou vody, azaroven rbzne kombinacie tychto reakcii. V pripade
konjugaénych metabolitov boli detegované dva glukuronidy, zatial ¢o sulfaty a konjugaty
s glutathionom neboli objavené.

Naplhou druhého celku bolo Studium moznosti separacie a popisu mechanizmu retencie u
dexrazoxanu a jeho metabolitov v HILIC mdéde za podmienok kompatibilnych s hmotnostnou
detekciou. Separacia vSetkych analytov bola dosiahnuta iba na koléne so stacionarnou
fazou na baze zwiterionov. Vysledky tejto prace taktiez potvrdzuju pritomnost komplexného
mechanizmu retencie v HILIC mdde, v ktorom sa mdze uplatnit adsorpcia, rozdelovanie
a iénova interakcia.



