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5. Diskuse a zavér

Vétsina vysledki je diskutovéna v publikacich pfiloZenych k disertaci,
proto v této kapitole shrmu jen kratce.

Nejprve byly navrZeny predpokladané cesty biotransformace
dimefluronu na zakladé pfedchozich zkuZenosti s biotransformaci
benfluronu.

S vyuZitim pomérné jednoduchych chemickych modifikaci struktury
dimefluronu a jeho prekurzoru 3,9-dimethoxy-5-hydroxy-7H-
benzo[c]fluoren-7-onu popsanych detailngé v kapitole 4.1. bylo
pfipraveno 6 standardi potencidlnich metabolitd (produkti
N-desmethylace, O-desmethylace, N-oxidace a karbonylredukce) a
vnitini standard (vy33i homolog dimefluronu). Viechny tyto standardy
byly charakterizovany NMR a MS spektry a &istota kontrolovéna
HPLC a TLC analyzami.

S pouzitim téchto standardd byla vyvinuta a zvalidovana nova
gradientova bioanalytickd metoda stanoveni dimefluronu a jeho
metabolitt  pomoci HPLC vyuZivajici pentafluorophenylpropyl
kolonu, photodiode-array a hmotnostng spektrometricky detektor.
Experimenty prokdzaly analytickou sflu hyphenaéniho spojeni
chromatografie s  photodiode-array (PDA) a  hmotnostné
spektrometrickym (MS) detektorem, kdy pouze kombinace retenénich
charakteristik a spektrélnich tdaji (UV, MS) umoZnila jednoznaéné
prokazat  strukturu urcitého metabolitu. Napfikiad
3-O-desmethyldimefluron a 9-O-desmethyldimefluron maji identick4
UV a MS spekira, rozliit se daji pouze chromatograficky (rfizné
retenéni charakteristiky v HPLC a TLC, odli¥na absorpce ve viditelné
oblasti na TLC). V UV spektralni analyze se daly rozlisit pouze dva
typy chromofort [3,9-dimethoxy-5-(2-alkoxy)-7H-benzo[c]fluoren-7-
on a 3,9-dimethoxy-5-(2-alkoxy)-7H-benzo[c]fluoren-7-o0l]
v porovnani se €tyfmi typy chromoforfi, které byly identifikovany
ubenfluronu a jeho metabolitd.  Pro identifikaci  dalsich
(nesyntetizovanych) metabolitd dimefluronu tedy byla hyphenagni
kombinace HPLC-PDA-MS velmi diileZitd.

Celkem se podafilo identifikovat ve stolici a mo&i potkanil deset
metabolith 1. fize biotransformace a zatim dva metabolity 2. fize
biotransformace dimefluronu. Na identifikaci dal§ich metabolitfi
2. faze biotransformace se pracuje. Byly rovnéZ nalezeny podminky
pro chirdlni separaci racemického redukovaného dimefluronu a
prokazala se enantiospecificita v redukci dimefluronu.
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Obr. 12: NavrZené schéma biotransformace dimefluronu
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Vyvinutd achirdlni metoda stanoveni dimefluronu a jeho metabolith
byla pouZita ke studiu osudu dimefluronu po podani potkaniim
vdavce 250 mg/kg Ziskané " wvysledky byly zpracovany
do pfehlednych grafli. P¥i srovnéni grafi byly nalezeny intersexualni
rozdily v metabolismu a exkreci dimefluronu a jeho metabolitd.
Uobou pohlavi je zaznamendno tendence vyluovat trusem
nezménény dimefluron. Hlavnimi metabolity jsou produkty
O-desmethylace, pfi€emZ u samci je preferovana O-desmethylace
vpoloze 3, zatimco u samic dochdzi k O-desmethylaci vice
v poloze 9. Nésledné je mozné z grafii odedist, Ze maximalni mnoZstvi
metabolitl se eliminuje stolici v prvnich tfech dnech po podani.
Pfitemz u samic dohézi k 24 hodinovému zpoZdéni. Tento efekt maze
byt zplsoben volnym podavanim stravy b&hem pokusu. Vliv by
mohlo mit i umisténi potkantl, kdy umist&ni v metabolickych klecich
mohlo byt pro samice stresujici. Hypotézy by viak bylo nutné
podpofit dal§imi vyzkumy na vé&t$im souboru jedinci obou pohlavi.
P¥i analyzach vzorkii mo&e a experimentech s enzymovou inkubaci
téchto vzorkli bylo zjidt&no, Ze nalezené metabolity 2. faze
biotransformace vznikly pfemé&nou
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3-O-desmethyldimefluronu, respektive jeho v poloze 7 redukované
formy. ProtoZe hlavni biotransformaéni reakci je glukuronidasace,
piedpokladam, Ze nalezené metabolity jsou glukuronidy (glukuronova
kyselina ve druhém vzorci v Obr. 130br. 13 miiZe byt alternativné
vazéna ptes sekundami alkoholovou skupinu). K této domnénce mne
vede také fakt, Ze sulfatasa neni dostate¢né specificky enzym a §t&pi i
nékteré glukuronidy.

Obr. 13: Struktura nalezenych metabolitd 2. fize biotransformace
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Zaverem bych chté] konstatovat, Ze syntetizované standardy
metabolitd dimefluronu a vyvinuté a zvalidovana metoda LLE-HPLC-
PDA-MS  budou pouZity kdal§im farmakokinetickym a
biotransforma¢nim studiim potencilniho antineoplastika dimefluronu.
Bude nyni nezbymé potvrdit pfedpoklad, Ze na (rovni mikrosomalni
frakce lidskych jater nebo na urovni lidskych hepatocyti probihaji
preferenéné O-desmethylace dimefluronu a nikoli redukce karbonylu
znamé z lidské biotransformace benfluronu. Teprve pak by se mohl
dimefluron stat zajimavou strukturou, kterd biotransformaci neztraci
své potencialni interkala¢ni vlastnosti zmin&né v kapitole 3.1.4.
Postupy navrzené k syntéze dimefluronovych metabolith budou
vyuZity k syntéze vé&t$tho mnozstvi téchto metabolitd, aby mohl byt
testovan farmakodynamicky a toxikologicky profil tSchto latek
(v€etn& parentniho dimefluronu).
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