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ABSTRAKT

Doposud nebyla nalezena 1écba, kterd by zcela zastavila progresi Alzheimerovy
nemoci. Diive pouzivany takrin mél v terapii Alzheimerovy choroby dobré vysledky,
nicmén¢ dlouhodobé uzivani vedlo k chronické hepatotoxicité zplusobené jeho
metabolity.

Tato diplomové prace se zabyva slouCeninou 7-fenoxytakrin, ktera je jednim
znad&nych substituovanych derivati takrinu a mohla by byt jednim z kandidatt
pro potenciadlni  vyuziti v terapii Alzheimerovy choroby. Z divodu vzniku
hepatotoxickych metaboliti takrinu po biotransformaci v jatrech se jevi jako nezbytné
umolekuly 7-fenoxytakrinu identifikovat jeho vznikajici metabolity. V ramci
diplomové prace byla provedena in vitro biotransformacni studie 7-fenoxytakrinu
za pouziti lidskych jaternich mikrosomi. Pro stanoveni parentni latky a vznikajicich
sedmndcti metaboliti byla vyuzita technika vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
spojend s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Vysledky ukazaly vznik Sesti
monohydroxylovanych a jedenacti dihydroxylovanych metabolitd 7-fenoxytakrinu.
Hydroxylace je tedy hlavni metabolickd reakce po in vitro mikrosomalni
biotransformaci. Kromé identifikace metabolitli byla v ramci této diplomové prace
provedena 1 kvantifika¢ni a mikrosomalné stabilitni studie zahrnujici stanoveni ubytku
parentni latky v case. Déle byl stanoven biologicky poloc¢as a intrinsic clearance
7-fenoxytakrinu, z ¢ehoz vyplynulo, Ze se jedna o slouceninu, kterou lze zatadit mezi

rychle biotransformované molekuly.



ABSTRACT

No treatment that would completely stop the progression of Alzheimer’s disease
has not been found yet. Recently used tacrine showed good results in the treatment
of Alzheimer’s disease, however long-term use led to chronic hepatotoxicity due to its
metabolites.

This master thesis deals with the compound 7-phenoxytacrine, one of
the promising tacrine derivatives, which is one of the candidates for potential use in
the therapy of Alzheimer’s disease. Due to the formation of hepatotoxic metabolites
of tacrine after the biotransformation in human liver, it appears necessary to identify
the emerging metabolites of 7-phenoxytacrine molecule. Within this master’s thesis
in vitro biotransformation study of 7-phenoxytacrine using human liver microsomes
was performed. High performance liquid chromatography with tandem mass
spectrometry was used to determine the parent substance and the seventeen
7-phenoxytacrine metabolites. The analytical method showed the formation of six
monohydroxylated and eleven dehydroxylated metabolites of 7-phenoxytacrine. Thus,
we concluded that hydroxylation is the major metabolic reaction after in vitro
microsomal biotransformation. In addition to the identification of metabolites,
a quantification and microsomal stability study, including the determination of the
amount of parent substance after biotransformation in defined time points, was
performed.  Furthermore, the biological half-life and intrinsic clearance
of 7-phenoxytacrine were determined and we classified this compound to the group

of rapidly biotransformed molecules.
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1 TEORETICKA CAST

Tato kapitola pojednava o teoretickém podkladu k Alzheimerové chorobé
a metabolismu 1éCiv. Dale je zde rozebrdna vysokoucinna kapalinova chromatografie

a hmotnostni spektrometrie.

1.1 Alzheimerova choroba

1.1.1 Definice, etiologie

Alzheimerova choroba (AD — Alzheimer Disease) je nevylécitelné progresivni
neurodegenerativni onemocnéni. Jde o nejbéznéjsi formu demence postihujici zejména
osoby vyssiho v€ku. VEk je tedy jeden zrizikovych faktori, kdy choroba postihuje
témeét 47 % osob nad 85 let [1]. Mezi dalsi rizikové faktory se fadi komorbidity
(mrtvice, srde¢ni choroby, hypercholesterolémie, diabetes), koufeni, genetika [2],
chronicky stres, zanét, chronicka bolest [1], rodinna anamnéza a obezita [3].

Projevuje se zhorSenim kognitivnich funkci a poruchou paméti. Mezi dalsi
pfiznaky patii porucha fteci, deprese, apatie, zména chovani a osobnosti. Jde
o multifaktoridlni onemocnéni, kde hlavni pficina doposud neni znadma, proto se 1éc¢i
symptomaticky [4].

Dle vyro¢ni zpravy Ceské alzheimerovské spole¢nosti z roku 2019 trpi v Ceské
republice Alzheimerovou demenci kolem 180 000 lidi [5]. Dle WHO (World Health
Organisation) pak v Evropé kolem sedmi miliont a celosvétové az padesat miliont

pacientii [6]. Odhaduje se, Ze v roce 2050 bude incidence AD dosahovat az 150 milioni

[7].

1.1.2 Patofyziologie

Patofyziologie Alzheimerovy choroby neni doposud zcela objasnéna, existuje vSak
nékolik teorii. Vznik a pribéh AD bude pravdépodobné zplisoben kombinaci vice
faktorti.
a) SniZena cholinergni transmise:

Z patofyziologického hlediska dochézi ke snizeni cholinergni transmise, konkrétné
ke sniZeni uvoliiovani acetylcholinu a k deficitu exprese nikotinovych a muskarinovych

receptord. Za rozklad acetylcholinu jsou zodpovédné cholinesterdzy, které se v centralni
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nervové soustavé vyskytuji ve dvou typech — acetylcholinesteraza (AChE)
a butyrylcholinesteraza (BChE) [2].
b) Tvorba proteinu p-amyloidu:

Onemocnéni se rovnéZ projevuje tvorbou extracelularniho proteinu B-amyloidu
(AB). B-amyloid je protein slozeny z37-43 aminokyselin. Mezi jeho nejb&znéjsi
izoformy patii ABi140 a APi142. AP142 je mozné zaradit mezi nejvice neurotoxické
izoformy, protoze vykazuje nejvetsi potencial agregace [4]. AP vznikd degradaci
amyloidového prekurzorového proteinu APP (amyloid precursor protein) pomoci
enzymu B-sekretdzy (BACE-1 — Beta-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1)
nebo y-sekretazy [3]. Jeho tvorba a akumulace je tedy jednou z moznych pficin AD. AB
je spojen s fadou mechanismi, které se podili na poskozeni neurontl, s nimiz souvisi 1
oxidac¢ni stres, ktery vznikd inhibici mitochondridlnich enzymi B-amyloidem. Dochazi
k poruse elektronového transportu, produkce ATP (adenosintrifosfat) a k poskozeni
mitochondridlni membrany, coz mize vést k uvolnéni volnych radikali kysliku. Dale
AP ovliviiuje hladiny kovi jako je zelezo, m&d’ anebo zinek, které opét vedou k tvorbé
reaktivnich forem kysliku. Rovnéz vyssi koncentrace zeleza potencuje fosforylaci a
agregaci proteinu 1. Navic zvySené hladiny vapniku vedou ke zvySené tvorbé AP a jeho
agregaci [4].
¢) Tvorba neurofibrilarnich klubek:

Dalsi hypotéza zmifiuje tvorbu neurofibrilarnich klubek v pribéhu AD, které jsou
tvofeny linearn€ usporadanymi mikrotubuly spletenymi s proteinem 1. Tyto spletené je
nasledné¢ moZno nalézt v mozkovych bunkach. Protein t je mikrotubul-asociovany
fosfoprotein, ktery v defosforylovaném stavu umoznuje spravné sestaveni mikrotubult.
Béhem AD je naopak protein t v hyperfosforylovaném stavu, ¢imz se snizuje jeho
afinita k mikrotubulim a zvySuje se mnozstvi jeho volné frakce. Nésleduje agregace
do sparovanych spiralovych vldken, coz mé za nasledek poruchu axonalniho transportu.
Posttranslacni modifikace proteinu t jako je fosforylace, glykace nebo sitovani je
katalyzovéano transglutamindzou (TGéza). TGédza se beézné vyskytuje v organismu,
nicméné béhem AD vykazuje vyrazn€ zvySenou aktivitu. Ddle katalyzuje pfeménu
neuronalnich cytoskeletalnich proteint (véetné proteinu 1) v nerozpustnou matrix, ktera
je rezistentni viici vét§in€ proteolytickych enzymi [2].

Tato amyloid-B a t protein hypotéza prevazuje nad cholinergni hypotézou, kdy
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praveé kumulace téchto proteinli miize byt jednim ze zdsadnich faktortt AD [4]. ZvySené
oxidativni poskozeni, zanét anebo nevyvazend homeostaze kovi jsou faktory
prispivajici k patofyziologii a vaznému prabéhu AD [3].

Z morfologického hlediska dochazi k atrofii mozkové tkan¢ v disledku ubytku
neuroni a k degradaci synapsi, zejména v oblasti hipokampu, coz je pravé oblast
souvisejici s lidskou paméti a se schopnosti prostorové orientace [1].

d) Mikroglie a astrocyty v patogenezi AD:

Ptredpoklada se, ze zanét hraje roli pfi ztraté¢ neuront. Podle studii bylo zjisténo, ze
mikroglie interaguji s AP a ovliviiuji jeho hladinu v mozku [8].

Mikroglie jsou makrofagy pusobici v nervové soustaveé, které se jako prvni podili
na imunitni reakei pfi zanétu nebo trazu mozku. Jejich hlavni funkci je monitorovéani
CNS (centralni nervové soustavy) a detekce patogeni. Uastni se na prezentovani
antigenu T-buikdm a navic produkuji Siroké spektrum neuroprotektivnich latek.

Existuji dva fenotypy mikroglii — M1, které produkci prozanétlivych cytokinii nici

w1t

MV

symptomaticky, kdy tento zptsob 1écby nevede k vylé€eni onemocnéni, pouze pribch
nemoci zpomaluje. V terapii mirné az stfedné zavazné AD se pouZivaji inhibitory
acetylcholinesterdzy (AChE). Inhibici tohoto enzymu je zabranéno hydrolyze
acetylcholinu (ACh) na cholin a acetat. Nedochézi tedy k zdsadnimu poklesu hladiny
ACh. Do skupiny AChE inhibitort fadime 1é¢iva — donepezil, rivastigmin, galantamin a

historicky také takrin [4]. Struktury pouZivanych 1é¢iv jsou zobrazeny na Obr. 1.

Obr. 1 Struktura molekuly: a) donepezilu b) galantaminu c) rivastigminu.

Memantin (Obr. 2) lze na zdkladé mechanismu ucinku zatfadit do skupiny
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blokatort NMDA (N-methyl-D-aspartat) receptorti. Obsazenim receptoru memantinem
je zabranéno toku vapniku do buiiky, ke kterému bézné dochazi pti aktivaci receptoru
glutamatem [3]. Pfi nadmérné aktivaci NMDA receptoru glutamatem dochazi
k excitotoxicité, kterd v disledku nadmérného mnozstvi vapniku v buiice zplisobuje
poskozeni nervovych bunék [9].

NH,

Obr. 2. Struktura memantinu.

1.1.4 Takrin

Takrin neboli 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin je reverzibilni nekompetitivni

inhibitor acetylcholinesterazy (Obr. 3) [10].

NH,
8 9 1
7 AN 2
6 = 3
N
5 4

Obr. 3. Struktura takrinu.

Vroce 1945 byl takrin pfedstaven pro jeho ucinnou schopnost inhibovat
cholinesterazu a vroce 1993 byl FDA (Food and Drug Administration) schvalen
pro lécbu Alzheimerovy choroby, nicméné kvili hepatotoxicité byl nasledné v roce
2013 stazen z trhu [7].
derivatii takrinu vzniklych po metabolizaci v jatrech mikrosomalnim cytochromem
P450 1A2. Za metabolit, ktery je nejvice zodpovédnym za hepatotoxicitu, je povazovan
7-hydroxytakrin [11].

Vzniklé metabolity vyvolavaji reverzibilni zvySeni aktivit sérovych
transamindz — alaninaminotransferazy (ALT) a aspartataminotransferdzy (AST). Jaterni
transamindzy se za fyziologickych okolnosti vyskytuji v jaternich buiikach a odrazeji

jejich integritu. Jejich zvySeny vyskyt vkrvi ndm tedy signalizuje poSkozeni
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hepatocytu. Mezi projevy hepatotoxicity takrinu patii také snizeni hladiny glutathionu
(GSH) a zarovein zvySeni produkce reaktivnich forem kysliku (ROS — Reactive Oxygen
Species) v jaternich bunkach. GSH je hlavnim antioxidantem v sav¢ich tkanich, proto
jeho depleci dochazi k oxidativnimu stresu majici za nasledek poskozeni jater. Télo se
nedostatek GSH snazi vykompenzovat, proto po podani takrinu jsou zvySené hladiny
dvou prekurzorti GSH - glutaminu a glutamatu. Pfi oxidativnim stresu jsou
poskozovany fosfolipidy jakozto zékladni slozky bunénych membran. Poruseni
konstrukce a funkce membran jaternich bunék ma za nasledek jejich devastaci.
Zakladnimi slozkami fosfolipidi jsou cholin a fosfocholin, které po podédni takrinu
vykazuji taktéz zvySenou hladinu signalizujici ndm poskozeni bunéénych membran
[12]. Reaktivni metabolity déale plsobi na makromolekuly, napf. na DNA nebo
na proteiny, coz mize mit opét za nasledek poskozeni tkdné [11]. Takrin dale rozvraci
protonovy gradient mitochondrii a brzdi produkci ATP, coz vede k mitochondrialni
dysfunkci. Mitochondrialni dysfunkce ma za nasledek uvolnovani dalS§ich ROS, coz
vyvolava oxidacni stres, ktery poSkozuje bunééné membrany, degraduje proteiny a nici
mitochondridlni DNA. Mitochondridlni destrukce a poSkozeni bunék by mohl byt
hlavnim mechanismem, ktery je zdkladem hepatotoxicity takrinu [12].

Takrin je spojovan s velkymi farmakokinetickymi interindividudlnimi variacemi.
Predpoklada se, ze to ovliviiuje ucinnost i vyskyt nezddoucich ucinkt u jednotlivych
pacientt. Takrin ma Sirokou tkanovou distribuci (jatra, ledviny, nadledviny a mozkova
tkan), coz se odrazi v jeho velkém distribu¢nim objemu. Po perordlnim podani ma
nizkou biologickou dostupnost, o které¢ se predpoklada, ze je vysledkem rozsahlého
first-pass metabolismu, coz znamena, Ze pred vstupem do cirkulace je Cast léCiva
biotransformovéna jatry. Eliminacni polocas je kratky, 1,5 aZz 2,5 hodiny po jedné
peroralni (p.o.) a intravenozni (i.v.) dévce. Pii opakovanych p.o. a i.v. davkach je

elimina¢ni polocas 2,9 az 3,6 hodiny [13].

1.1.5 Takrinové derivaty

Takrin diky jeho vyznamné inhibici AChE, nizké molekularni hmotnosti
a schopnosti redukovat neurotoxicitu zplisobenou AP, je jednou z nékolika leading
structures vyuzivanych pro vyvoj analog. Hlavni snahou pfi vyvoji analogl je

pfedchazet nezddoucim ucinkim prokdzanym u takrinové molekuly [14]. DalSim

16



divodem, pro¢ se molekulou takrinu a jeho strukturdlnimi obménami zabyvat, je
vyhoda jeho injekéntho 1 ordlntho podani a  schopnost prochdzet
pies hematoencefalickou bariéru [15].

K ptedchazeni hepatotoxicity takrinu byla vyvinuta molekula 7-fenoxytakrin
(7-FEOTA), ktera je v souc¢asné dobé podrobovéana dalSim studiim. 7-fenoxytakrin je
dudlné puasobici sloucenina, u které byl potvrzen neuroprotektivni Gcinek srovnatelny
s memantinem. Plsobi jako inhibitor cholinesteraz, coz bylo prokazano modifikovanou
Ellmanovou metodou béhem preklinickych studii. Zaroven selektivné inhibuje podtyp
NMDA receptort, konkrétné podtyp GluN1/GluN2B a GluN1/GIuN2A. Tento dvoji
ucinek zajistuje zadouci farmakologicky efekt. Specifickd inhibice receptort
GluN1/GluN2 zabraiiuje neZadoucimu Uc¢inku excitotoxicity a ischémie. Soucasné bylo
prokdzano, ze 7-FEOTA nezpiisobuje behaviordlni nezadouci u¢inky, jako je tomu
u silnych inhibitori NMDA receptorti. Navic nizkou expresi téchto subtypti v mozecku
je mozné zvysit terapeutickou dostupnost a minimalizovat tak vedlejsi Ucinky.
7-fenoxytakrin se vyznacuje 1 dobrou CNS dostupnosti, a to diky malé velikosti

molekuly [16]. Chemicka struktura 7-fenoxytakrinu je zobrazena na Obr. 4.

NH,
OO
N
Obr. 4. Struktura 7-fenoxytakrinu.

Dal$im potencidlnim kandidatem na 1écbu Alzheimerovy choroby je derivat
takrinu 7-methoxytakrin (7-MEOTA). 7-MEOTA vykazuje anticholinergni aktivitu
a zéroven prozatim nebyl klinickymi studiemi potvrzen vazny neZzadouci Uc¢inek [17].
7-MEOTA je nadéale testovana, nicméné jiz byla zjiSténa niz§i Uc¢innost oproti

7-fenoxytakrinu [16].
Multi-target-directed ligands:

Za zminku stoji 1 multi-target-directed ligands (MTDLs) syntéza takrinovych
derivati. Kvili komplikované patogenezi AD spojenou s n€kolika hypotézami, které se
podili na progresi nemoci, jsou MTDLs léciva jednou z raciondlnich moznosti, jak
bojovat proti Alzheimerové chorobé. MTDLs strategie piedpovida vyvoj jedné
molekuly, ktera piisobi na nékolik klicovych cilti souvisejicich s etiopatogenezi AD [3].

Jde o 1éCiva, ktera jsou sloZzend ze dvou farmakoforii s riznym farmakologickym
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ucinkem. MTDLs maji nékolik vyhodnych vlastnosti jako je inhibice A} agregace, nizsi
toxicita na rizné typy bunék, niz§i hepatotoxicita a schopnost redukce oxidativniho
stresu. Je zde ale problém s vysokou molekulovou hmotnosti zplisobenou spojenim vice
molekularnich celkti, ¢imz se omezuje prichod ptes hematoencefalickou bariéru [4].

MTDLs slouceniny zalozené na struktufe takrinu jsou stale pfedmétem vyvoje.
Je snahou piredchézet nezddoucim uCinkiim, které metabolity takrinu zpisobuji a
zaroven zachovat jeho uc¢innost. Zjednodusené jde o slouceniny, kde takrin s dobrou
schopnosti zpomalovat progresi onemocnéni je pomoci linkeru napojen na farmakofor,
ktery cili nadal$i systémy souvisejici s patofyziologii AD (napi. na inhibitory
BACE-1, ...).

Existuji struktury na bazi takrinu plsobici jako inhibitory AChE a BChE
(butyrylcholinesterazy) jako jsou napf. hybridni molekuly takrinu a lophinu, pfipadné
takrinu s melatoninem, nebo také tetracyklické analogy takrinu. Dale
takrin-8-hydroxyquinolin  hybridi, kteti vykazuji jak inhibi¢ni aktivitu vuci

cholinesterazam, tak i zaroven ptisobi antioxidacné [10].

1.2 Metabolizace 1é¢iv
1.2.1 Biotransformace

Biotransformace je proces, béhem kterého pomoci biotransformacnich enzymu
vznika z parentni (vychozi) latky metabolit. Metabolit je latka jiné chemické struktury a
o jinych chemicko-fyzikalnich vlastnostech oproti parentni latce. Proto muizeme
v organismu pifedpokladat odlisné chovani metabolitu od parentni latky. Existuje
nespocet metabolickych cest, kterymi mohou byt 1éCiva biotransformovana.

Metabolismus 1é¢iv probiha ve dvou fazich. Jedna latka mtze podléhat nékolika
reakcim jak v prvni, tak 1 ve druhé fazi metabolizace, proto zjedné latky muze
vzniknout nékolik metabolitli. Tyto reakce mohou probihat i obousmérné [18].

Je nékolik faktori, které ovliviiuji metabolizaci. Velky vliv na vysledek
metabolizace ma geneticky polymorfismus, kde kazdy jedinec se miize liSit kvalitativni
1 kvantitativni  expresi genii pro  biotransformaéni enzymy a  ovlivnit
tak buné¢nou odpovéd’ na danou latku. Genovy polymorfismus se tykd zejména
cytochromil P450 — zndme alespont 58 ruznych lidskych genti, které koduji odlisné

cytochromalni izoenzymy. Dal$im faktorem je mezidruhovy rozdil. Kazdy druh miZze
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na podanou latku reagovat jinak, coz je dano odliSnou enzymatickou vybavou
jednotlivych druhti. U muza a Zen je taktéz metabolismus odlisny kvili metabolickym
a hormondlnim rozdilim. Pokud je v téle pfitomna dal§i latka, napft. lécivo, miize
to taktéz ovlivnit metabolizaci v disledku vzajemnych interakci [19].

Metabolizace se s vyhodou vyuziva u proléciv, které se az po metabolizaci

v organismu stavaji aktivnimi [18].

1.2.2 Biotransformacni enzymy

Biotransformac¢ni enzymy se podili na metabolizaci xenobiotik vcetné 1écCiv.
Meéni jejich chemickou strukturu pfeménou na hydrofiln€jsi metabolit, ¢imz usnadni
jejich eliminaci z organismu [19]. Struktura lé¢iva a enzymatickd vybava organismu
predurcuje, jak se bude 1é¢ivo v organismu chovat [18].

Nejveétsi mnozstvi téchto enzyml nalezneme v jatrech, coz je nejvyznamnéjsi
biotransformacni organ. Je to dano nejcastéjSim vstupem latek do téla skrze travici trakt,
odkud po absorpci do kapilarniho ftecisté tenkého stieva je krev odvadéna
prostfednictvim vena portae (vratnicova zila) pravé do jater [19].

Na Obr. 5 je znazornéné zastoupeni biotransformacnich enzymii podilejicich se
na metabolizaci 1€Civ v téle. Enzymy cytochromu P450 jsou hlavni biotransformaéni
enzymy, z nichZ nejhojnéji je zastoupen CYP3A4. Dale se na metabolizaci podili UGT
(UDP-glukoronosyltransferaza), FMO (monooxygendza obsahujici flavin), NAT

(N-acetyltransferaza) a MAO (monoaminooxidaza) [20].

NAT 1A1

Esterases

uaTt

Obr. 5. Zastoupeni biotransformac¢nich enzymu v téle (pfevzato z [20]).

Cytochrom P450:

Mezi hlavni enzymy I. faze fadime skupinu cytochromu P450 (CYP450).
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Cytochrom P450 je hemoprotein, ktery se vyskytuje v nékolika izoformach. Je zndmo
vice jak 1000 izoforem, zatimco vétSina jejich endogennich substrati ziistava prozatim
neznama. CYP450 se v nejvétsi mife vyskytuje v jaternich bunkach (hepatocytech),
nalezneme zde zejména izoformy CYP 3A4, 2C9, 2C8, 2E1 a 1A2. Daéle se vyskytuje
i v travicim traktu, plicich a ledvindch. Lze v ur€ité mife najit v kazdé tkéni. Nachazi
se taktéz napfi¢ organismy, kromé lidské buniky ho nalezneme i v rostlinné buiice ¢i
bakterii. Nicméné zastoupeni jednotlivych izoforem neni v kazdém organismu stejné.
Na zaklad¢ podobnosti sekvence aminokyselin v apoproteinu se cytochromy rozdélu;ji
do nékolika podskupin. Tato sekvence zaroven predurcuje substratovou selektivitu [21]

V ramci bunky se CYP450 nachazi na hladkém endoplazmatickém retikulu
(SER), kde kromé casti metabolismu lipidi a hemu, dochédzi také k metabolismu
xenobiotik. Strukturalné je SER dlouhé nepravidelna organela trubicovitého tvaru, jejiz
stény jsou lipofilni a uzplisobeny tak pro piijem lipofilnich 1éciv [22]. Na Obr. 6 je
vyobrazen hepatocyt véetné¢ hladkého endoplazmatického retikula, v jehoz sténé je

situovan cytochrom.

~M Hiube

\\_Jf ————— endoplazmatické

retikulum

=

Hladké endoplazmatické
retikulum

Cytochrom P450

Obr. 6. Jaterni burika (pfevzato a upraveno dle [22]).

Cytochromy jsou slozeny zapoproteinu (polypeptidovy fetézec) a
protoporfyrinu obsahujici Zelezo v centru porfyrinového kruhu. Na tento porfyrinovy
kruh je Fe*" navazano pomoci 4 vazeb. Na apoprotein je pak Zelezo navazano skrze
thiolatovy aniont a skrze Sestou vazbu je regulovana voda [18].

Enzymy cytochromu P450 katalyzuji oxidacni, peroxida¢ni a redukcni reakce
souvisejici nejen s transformaci 1éCiv, ale 1 pfirodnich aendogennich latek [23].
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Ve skuteCnosti se jednd o monooxygendzy. Aby cytochromy mohly fungovat, potiebuji
kofaktor NADPH jako zdroj elektronti a CPR (cytochrom P450 reduktazu) pro jejich
pienos [24]. Reakce =zacina pienosem elektroni zNADPH na CPR, nebo
na ferredoxinreduktazu a nehemovy Fe-S protein v mitochondriich. AZ poté se elektron
pfenese na konkrétni cytochrom, ktery po vlastni redukei aktivuje molekulu kysliku —
jeden atom kysliku je zanesen do molekuly substratu a z druhého atomu vznikéd voda
[23].

Cytochromy jsou hlavnim zdrojem variability ve farmakokinetice 1é¢iv. Jsou
popsany geneticky zavislé variability jednotlivych aktivit a urovni CYP450, které
vysvétluji odpovéd organismu na Iéky. Obecné alely zplsobuji bud defektni,
kvalitativné pozménéné nebo snizené €i zvySené aktivity enzyml CYP450. VétSina
cytochromovych enzymu je povaZzovana za geneticky polymorfni. Krom genetiky dale
aktivitu enzymu ovliviiuje vék (s vékem metabolismus 1é¢iv klesd), pohlavi, zdravotni
status a v neposledni fadé induktory a inhibitory [21], [25]. Multialelické genetické
polymorfismy, které silné zavisi na etnickém plvodu, hraji roli ve funkci CYP2D6,
2C19, 2C9, 2B6, 3A5 a 2Al a vedou k odlisSnym farmakogenetickym fenotypiim, které
byvaji oznacovany jako pomali, stfedni, extenzivni a ultrarychli metabolizatoti [25].

Nejhojnéji rozsifenou izoformou cytochromu P450 je CYP3A4, ktera se podili
na metabolizaci vétSiny 1€k, jejichz biotransformace je ndm znama. Jeji aktivita je
nékterymi  substancemi indukovatelnd, napf. rifampicinem, karbamazepinem,
barbituraty nebo dexametasonem. Naopak miiZze byt i inhibovana. Mezi inhibitory
fadime napf. klarithromycin, erythromycin, ketokonazol, dilthiazem anebo také
grapefruitovy dzus [21], [24].

CYP2D6 je dalsi zdulezitych izoforem cytochromu P450. Podili se
na metabolizaci 25 % 1é¢iv na trhu. Napiiklad inhibitory této izoformy ovliviuji
koncentraci antidepresiv, neuroleptik, antiarytmik a dalSich. Je zde vyznamny geneticky
polymorfismus, proto by u konkrétnich jedinch mélo byt individualné nastavené
davkovani 1éciva, které se pravé na izoformé 2D6 metabolizuje. Jedinci, s fenotypem
ozna¢ovanym jako ultrarychly metabolizator, by davky mély byt nastaveny vyS$si nez
bézné terapeutické, aby se davka léciva v dusledku rychlé metabolizace pohybovala
v terapeuticky u¢inném rozmezi, a ne pod nim. Naopak davky pomalého metabolizatora

by mély byt niz$i nez bézné terapeutické, aby nedochdzelo k intoxikaci vysokou
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koncentraci 1é¢iva zpisobenou pomalou metabolizaci xenobiotika [26].

Podrodina 2C je tvofena dvéma podstatnymi izoforma 2C9 a 2C19. Podili se
na jaterni metabolizaci kolem 15 procent 1éCiv. Pro 1éCiva ze skupiny nesteroidnich
antiflogistik, kam patii napt. diklofenak nebo ibuprofen je izoforma CYP2C9 zasadni.
Warfarin, sartany (skupina léCiv snizujici krevni tlak antagonistickym plisobenim
na receptor AT pro angiotensin II) a progesteron jsou taktéz substraty CYP2CO [27].

Z toxikologického hlediska je vyznamna izoforma CYP2EI, ktera se podili
na metabolismu ethanolu [18].

Po metabolizaci 1é¢iv mohou vznikat jak aktivni, tak i1 toxické metabolity.
CYP450 se Casto ucastni 1ékovych interakci, které mohou ovliviiovat hladinu 1é¢iva
vplazmé. I mala zména koncentrace léCiva v plazmé muze pak zplsobit vazné
nezadouci ucinky. Z klinického pohledu je znalost jednotlivych cytochromil (véetné

jejich substratl, inhibitord 1 induktori) a jejich vyskyt v organismu tedy nezbytna [24].

1.2.3 1. faze biotransformace

Béhem 1. faze metabolizace dochazi ke vzniku hydrofilnéjSich metaboliti, které
se snadné&ji odstranuji z organismu. Dochézi k tomu nejcastéji zavedenim atomu kysliku
do sloucenin, ¢imz se slouceniny stavaji polarnéjSimi. Mezi reakce této faze patii
oxidace, redukce, hydratace, izomerace nebo pomoci hydrolytické reakce. Slou€eniny
se stanou nejen vice polarni, ale jsou schopny podstoupit fazi II, tzv. konjugaci, ¢imz se
stanou vysoce hydrofilnimi a usnadni se tim jejich eliminace z organismu. Slouceniny,
jejichZz soucasti je hydrofilni funkéni skupina, mohou pfimo podstoupit konjugacni
reakei [22].

Vzacnosti je, pokud metabolizaci vznikne lipofilné€jS$i produkt. Je tomu tak
napf. u sulfonamidt,, kdy N-acetylaci vznikd ve vodé¢ méné rozpustny acetylovany
metabolit, ktery mize vykrystalizovat v tubulech ledvin a zpasobit krystalurii [28].

Na zékladé¢ reakce, kterou enzymy katalyzuji, mize byt 1. faze biotransformace

délena do tii kategorii — oxidace, redukce a hydrolyza [22].

Oxidace:
Oxidace jsou nejbeznéjsi reakce 1. fadze metabolizace zahrnujici enzymy
cytochromu P450 a monooxygendzy uvnitf mikrosomll. Vné mikrosoml pulsobi

monoaminooxiddzy (MAO), diaminooxidazy (DAQ) a xantinoxidaza (XO) [29]. B€hem
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oxidace je latka hydroxylovéana, dealkylovdna, oxida¢n¢ deaminovéna, oxida¢né
dehalogenovana nebo N- a S- oxidovana. Poptipadé mize dochéazet k oxidaci alkoholti a
aldehydu.

Nejcastéjsim typem oxidace je hydroxylace. Zavedenim hydroxylové skupiny
do molekuly se snizi jeji lipofilita a dale bude molekula snadné€ji podléhat dalSim
konverzim nebo konjuga¢nim reakcim [18]. VétSina latek, které obsahuji aromatické
jadro podléhaji aromatické hydroxylaci. Vzniké epoxid, ze kterého dale vznika fenol
[28]. Tyto reakce jsou nejcastéji katalyzovana enzymy cytochromu P450.

Redukce:

Je pravdépodobné, ze cytochromy diive metabolizovaly latky pomoci redukce
kvili nedostatku kysliku v rané fazi vyvoje Zemé a az poté se jim vyvinula schopnost
oxidace. V dneS$nich podminkach je redukce méné Casta. I tak se v té€le vyskytuji rizné
reduktazy (nitroreduktazy, ketoreduktazy, NADPH reduktazy), které metabolizuji
xenobiotika [22].

Hydrolyza:

V prvni fazi metabolizace miZe také dochazet k hydrolyze, a to bud’ za pomoci
enzymi (karboxylesteraza, pseudocholinesteraza, arylkarobyxyesteraza, ...) nebo také
neenzymové. Stépnému metabolismu hydrolyzou podléhaji zejména latky s estery a
amidy ve své struktufe. Pfi této reakci se pfidd molekula vody, kdy z plvodni latky
vznikaji dva samostatné metabolity. Timto zplisobem je napf. metabolizovan aspirin,
prokain a enalapril. Hydrolyzovdny mohou byt i konjugaty vzniklé ve II. fazi

metabolizace [29].

1.2.4 1I. faze biotransformace

Tato faze se vyznacuje konjugaci s endogenni sloucCeninou. Jednotlivé reakce

jsou katalyzovany enzymy, které jsou uvedeny v Tab. 1.
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Tab. 1 Enzymy Il. faze biotransformace (Cerpano z [31]).

Reakce Enzym
Glukuronidace UDP-glukuronosyltransferaza
Glukosidace UDP-glukosyltransferaza
Sulfatace Sulfotransferaza
Methylace Methyltrasferaza
Acetylace Acetyltransferaza
Konjugace s glutathionem Glutathion-S-transferaza

Konjugaéni enzymy atakuji funk¢ni skupiny, které bud’ vznikly v 1. fazi
metabolizace nebo se pfirozené vyskytuji na molekule 1é¢iva. Vznikaji tak vysoce
hydrofilni metabolity, které jsou snadno vylucitelné moci nebo zluci. Tyto konjugaéni
enzymy se podili 1 na metabolizaci endogennich substratl, mezi néZz patii
napf. bilirubin, steroidy a biogenni aminy. Proto je mozné ocekavat, Ze xenobiotikum a
endogenni slou¢enina mohou soutézit o stejny konjugacni enzym [30].

Glukuronidace:

Glukuronidace je dulezitd metabolizatni a detoxikacni drdha 45 az 75 %
xenobiotik vcetné klinicky pouZzivanych 1é¢iv [31]. Reakce je katalyzovdna enzymem
uridin-5'-difosfo(UDP)-glukuronosyltransferazou  (UGT), ktery pifenasi cukry
(glukuronova kyselina, glukosa nebo xylitol) na aglykon [32]. UGTs jsou nadrodinou
proteinli vazanych na membranu endoplazmatického retikula a u lidi jsou klasifikovany
do ¢ty podskupin —UGT1, UGT2, UGT3 a UGTS. Dilezitym ko-substraitem je
uridin-5'-difostat-a-D-glukuronova kyselina (UDPGA) slouzici jako donor glukuronové
kyseliny, kterd je pienesena na nukleofilni atom (preferovany jsou funkéni skupiny —
hydroxyl, fenol nebo acetyl) molekuly substratu. Vzniklé glukuronidové konjugaty jsou

exportovany skrze transportéry do Zluc¢e anebo moci [31].

1.2.5 Metabolismus takrinu

Studie metabolismu in vitro prokazaly vyznam cytochromu P450 (CYP1A2)
v biotransformaci takrinu na 1-, 2-, 4- a 7- hydroxylované metabolity. U lidi byly
identifikovany mono- a dihydroxylované konjugaty takrinu a glukoronidu. Primérni
cestou vylucovani je pak moc [13].

V prvni fazi metabolizace je takrin hydroxylovan, jejimz vysledkem jsou
monohydroxylované a dihydroxylované metabolity. Hlavnimi metabolity takrinu
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jsou 7-hydroxytakrin a 1-hydroxytakrin. 7-hydroxytakrin je povazovan za nejvice
toxicky metabolit. V mens$i mife také vznikaji metabolity 2- a 4-hydroxytakrin,
a z dihydroxylovanych metaboliti vznikd 1,3- a 1,7-dihydroxytakrin. V druhé fazi
metabolizace  dochdzi nejCastéji ke konjugaci s kyselinou glukuronovou,

popt. s kyselinou sirovou (viz Obr. 7) [11].

NH, NH, NH, OH
HO HO
GAO N AN X
- | —
Z Z
N/ N N

Konjugat s kyselinou glukuronovou 7-hydroxytakrin 1,7-dihydroxytakrin
NH, NH2 NH,
N ot N N
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2-hydroxytakrin Takrin 4-hydroxytakrin OH
NH, OH NH, OH
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Obr. 7. Schéma metabolismu takrinu.

1.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie
1.3.1 Zakladni charakteristika

HPLC je zkratka pouzivana pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
(angl. High performance liquid chromatography). Jde o jednu z chromatografickych
metod vyuZivanych primarné pro separaci, identifikaci a kvantifikaci analyti jako jsou
napf. organické,  anorganické,  biologické nebo  polymerni latky  [33].
Je charakterizovana témét univerzalnim pouzitim, Sirokou Skalou zafizeni, kolon a
dalsich materialti, které jsou komeréné¢ dostupné [34]. HPLC nalezne uplatnéni
ve farmaceutickém a potravinafském pramyslu, v oblasti Zivotniho prostfedi, v klinické
oblasti (napf. jedy, extrakty moci,...), ve forenzni chemii a biochemii, tudiz je soucasti

témet kazdé laboratote zabyvajici se analyzou chemickych sloucenin [33].
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Separace je zalozena na rozdilné distribuci mezi dvé nemisitelné faze —
stacionarni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou) fazi. Latky na zékladé rozdilné
afinity ke stacionarni fazi jsou v ni riizn¢ zadrzovany, ¢imz dochazi k rozdé€leni latek
smési v Case [35]. Vstup do porh stacionarni faze je na zakladé difuze, retence je
zalozena na specifickych mezimolekuldrnich interakcich s povrchem sorbentu a
nespecifickych interakcich latky s mobilni fazi [36].

Mobilni faze je pumpovana ze zasobniku pomoci pumpy pies degasser
do davkovaciho ventilu, ktery slouzi pro néstiik vzorku. Po nastiiku je vzorek unasen
mobilni fazi na chromatografickou kolonu, kde probihd samotné separace. Jednotlivé
casti vzorku putuji zkolony dale do detektoru. Vysledny zaznam se nazyva
chromatogram [37].

K identifikaci latky se pouziva retencni cas, coz je Cas od néstfiku do maxima
piku ptislusné latky. Pro urceni koncentrace latky ve vzorku se vyuziva tzv. plochy
pod pikem. Se zménou koncentrace vzorku se retencni Cas latek neméni, naopak ale
dochazi ke zméné velikosti plochy pod pikem [34].

RozliSujeme dva zdkladni separatni mdédy — NPC (normal phase
chromatography), pii kterém je kolona naplnéna polarni stacionarni fazi a protéka skrze
ni nepolarni mobilni faze. Druhym, Castéji vyuzivanym modem (az 85 % aplikaci [36]),
je RPC (reverse phase chromatography), kde kolonou s nepoldrni stacionarni fazi
protéka nejcastéji voda nebo pufr ve smési s organickym rozpoustédlem [38].

Dale rozliSujeme dva druhy eluce — isokratickou a gradientovou. Bé&hem
1sokratické eluce se slozeni mobilni faze v ¢ase neméni, kdezto gradientova eluce se
vyznacuje zménou procentudlniho zastoupeni slozek mobilni faze v pribéhu analyzy
[38]. Gradientova eluce je pouzivangjsi a U€inngjsi technikou, protoze poskytuje lepsi

rozliSeni a kapacitu separace nez isokraticka eluce [36].

1.3.2 Instrumentace HPLC

V dne$ni dob& je bézné, ze komponenty HPLC systému jsou dodavany
od jednoho vyrobce jako celek. Vyjimku tvoii napt. MS detektory, které mohou byt
¢asto dodavany 1 od jinych vyrobci.

ZjednoduSené schéma zékladnich komponent HPLC systému je zobrazeno

na Obr. 8.

26



Pumpa Autosampler

Zasobni Kolona _
lahev

/

Y —

Kolonovy
termostat

|
|
- -l - -

: 1]

e eee
Poéitac se .
softwarem Detektor

i
L

Obr. 8. Zakladni schéma HPLC systému (pievzato a upraveno z [34]).

Zasobnik mobilni faze je prostd soucast HPLC systému, nejbéZnéji se jedna
o sklenénou lahev, ktera je uzaviena Sroubovacim uzavérem tak, aby nedochézelo
k postupnému vyparovani mobilni faze a zaroven, aby nedochézelo ke kontaminaci MF.
Pro isokratickou eluci postaci pouze jedna ldhev s mobilni fazi, pfi gradientové eluci se
vyuzivd miseni MF z vice zasobnikli. Mobilni fazi je doporuceno pied analyzou
filtrovat pomoci vakuové filtrace. Mezi zasobnikem a cCerpadlem MF je piivodni
hadicka, opatiena na konci fritou, ktera ptisobi nejen jako zavazi, ale zaroven také jako
filtr [34].

Jednim z probléml (zejména u RPC) tykajici se mobilni faze je pfitomnost
bublin plynu, proto je pied analyzou nutné tyto vzduchové bubliny eliminovat, nejlépe
pomoci degasseru. Bublina v pumpé muze v extrémnich ptipadech zptsobit az
zastaveni doddvky mobilni faze na kolonu. U optickych detektord mulze vzduch
rozptylovat svétlo a zptsobit tak vznik Sumu v chromatogramu. K odplynéni se vyuziva
in-line vakuovy odplynova¢ tvofeny semipermeabilni membranou a vakuovou
komorou. Efektivniho odplynéni mize byt dosdhnuto pomoci helia, nicméné kvuli nizsi
dostupnosti helia je v dnesni dob¢ jeho pouziti nizsi. Dalsi Casto vyuzivanou moznosti
je off-line odplynéni v ultrazvukové lazni (sonikace) [39].

K zajisténi proudéni mobilni faze skrze HPLC systém je zapotiebi
vysokotlakého cCerpadla. Tyto pumpy Cerpaji mobilni fazi bud’ z jednoho nebo vice
rezervoari podle toho, jaky elu¢ni mod je zvolen. U gradientové separace dochazi
k miseni mobilni faze v mixéru, ktery je v ptipad¢ vysokotlakého gradientu umistén za
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Cerpadlem a v ptipad¢€ nizkotlakého gradientu pted cerpadlem [34].

Déavkovani vzorku na kolonu je provadéno davkovacem. Lze davkovat manudlné

vvvvvv

vvvvvv

davkovani pomoci autosampleru. Davkovac zajiStuje dodani spravného a piesného
mnozstvi vzorku do mobilni fize a nasledné¢ na kolonu. Vyuziva se Sesticestného
oto¢ného ventilu, ktery obsahuje vstup pro vzorek, vstup pro MF z pumpy, vystup
pro odpad a vstup na kolonu. Tvoii smycku, kterd ma dvé polohy — naplnit, vstiiknout
[34].

Misto, kde se odehravd samotnad separace, se nazyva kolona. Jde nejcastéji
o ocelovou trubici, kterd je naplnéna stacionarni fazi. Vlastnosti kolony jsou dany
typem staciondrni faze (monolitické, porézni, neporézni), geometrii (objem a primér
port, velikost a tvar castic) a slozenim nosiCe staciondrni faze (oxid kfemicity,
polymery, uhlik) [40].

S kolonou je propojen detektor. Idedlni detektor by mél byt citlivy, selektivni a
stabilni, mél by mit pfedvidatelnou odpovéd’, nemél by byt ovliviiovan teplotou, mél by
mit linearn¢ se zvySujici odezvu s mnozstvim rozpusténé latky, mél by byt
nedestruktivni vi¢i analyzované latce a meél by =zajistit kvalitativni informace
o detekovaném piku [41]. Mezi béZné detektory fadime spektrofotometricky (pro latky
s chromofory), fluorimetricky (pro analyty vykazujici fluorescenci), refraktometricky a
elektrochemicky detektor [42].

V dneSni dobé je hojné vyuzivano spojeni kapalinové chromatografie
s hmotnostnim spektrometrem (LC-MS). Technika LC-MS kombinuje separaéni
schopnost kapalinové chromatografie a schopnost vysoce kvalitni detekce pomoci
hmotnostniho spektrometru. Diky vysoké citlivosti a selektivité je mozné detekovat a

potvrzovat identitu molekuly [34].

1.4 Hmotnostni spektrometrie (MS)
1.4.1 Zakladni charakteristika MS

Hmotnostni spektrometrie (MS — mass spectrometry) je analytickd technika
pouZzivana zejména k identifikaci a charakterizaci analytd pfitomnych ve vzorku. Vesla

do poptedi diky své citlivosti, vysokému rozliSeni, rychlosti skenovani a vyuzitelnosti
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v rozmanitych aplikacich. Pomoci MS je mozné detekovat i izotopické zastoupeni
prvklt v molekule analytu. Uplatnéni naSla pii vyzkumu metabolismu 1éCiv,
v proteomice a pii analyze novych léCiv. Rutinni uplatnéni nasla rovnéz ve forenzni
chemii, v potravinarstvi, v kontrole Cistoty ovzdusi apod. [43].

Principem MS je generovat ionty z organickych nebo anorganickych sloucenin a
na zaklad¢ jejich poméru m/z, kde m odpovidd hmotnosti a z elementarnimu naboji
iontu, ionty rozdélovat a nasledné tyto nabité molekuly detekovat [44]. Jednéd se
o destruktivni metodu.

Vysledny zdznam z MS analyzy se nazyva hmotnostni spektrum. Ptiklad
hmotnostniho spektra 7-fenoxytakrinu je uveden na Obr. 9. Jde o PRM (Parallel
Reaction Monitoring) zaznam. Na ose x je pom¢r hmotnosti a ndboje m/z a naose y je

znazornéna odezva signalu.
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Obr. 9. PRM zéaznam 7-fenoxytakrinu.

1.4.2 Instrumentace MS

Hmotnostni spektrometr se skladd ze tfi hlavnich casti — iontového zdroje,
analyzatoru a detektoru. Davkovani vzorku miZe byt pfimé, pomoci injekéni stiikacky,
nebo lze realizovat pomoci chromatografické soustavy (GC — gass chromatography
nebo LC - liquid chromatography). Oproti GC je v soucasnosti kapalinova
chromatografie spojend s hmotnostni spektrometrii metodou preferovanou, zejména
pro jeji univerzalngjsi vyuziti [43].

Analyzator a detektor jsou pod vysokym vakuem, aby u vzniklych iont

nedochazelo ke kolizi s molekulami plynu a aby byla zachovana jejich trajektorie [43].
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1.4.3 Ionizaéni techniky

Aby latka mohla byt v hmotnostni spektrometrii detekovana, musi nést naboj
(byt ionizovana). Ionizace probihd v iontovém zdroji. V soucasnosti jsou pro MS
dostupné mékké a tvrdé techniky (viz Tab. 2). Pifi tvrdé ionizaci dochazi vétSinou
k n¢kolikandsobnému S$tépeni molekuly analytu, zatimco mékké ioniza¢ni technika je
z pohledu fragmentace mnohem Setrnéjsi [45]. Dal$i moznosti ionizace je pomoci
ambientni ionizacni techniky, kterd& umoziiuje pfimou ionizaci surového vzorku
bez predchazejici Gpravy za atmosférického tlaku [46]. Vyjimku tvoii MALDI (Matrici

asistovana laserova desorpce/ionizace) technika, kde ke vzorku je nutné dodat matrici.

Tab. 2 Prehled ioniza¢nich technik.

Tvrda ioniza¢ni technika ~ Mékké ionizacni techniky Ambientni ioniza¢ni techniky

Direct analysis in real time

Elektronova ionizace Ionizace elektrosprejem
(DART)
Chemicka ionizace za Desorption electrospray
atmosférického tlaku ionization (DESI)
Fotoionizace za atmosferického
MALDI

tlaku

Chemicka ionizace

Elektronova ionizace (EI):

Zékladni komponentou iontového zdroje pro tento typ ionizace je vyhiivané
vldkno emitujici elektrony, které jsou urychlovany smérem k anodé (viz Obr. 10).
V ioniza¢ni komirce se elektrony o energii 70 eV sraZeji s plynnymi molekulami
vzorku, coz vede k uvolnéni elektronu z molekuly vzorku a ke vzniku kladné nabitého

iontu:
M+ e” (70eV) » M* + 2e-.

Pii vyuziti elektronové ionizace je piitomna vétSinou rozsahld fragmentace
analyzované latky, v nékterych pifipadech muize vyustit i ve stoprocentni fragmentaci

molekuldrniho iontu [45].
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Obr. 10. Zdroj elektronové ionizace (ptevzato z [45], str. 16).

Chemicka ionizace:

Chemicka ionizace (CI) je zalozena na ion-molekularni reakci, kdy dochazi
k ptenosu elektronu, protonu nebo iontu mezi reaktanty. Za reaktant povaZujeme
neutrdlni molekulu nebo ionty, které vznikly zreakéniho plynu (methan, isobutan,
vodik, diethylether, ...) lontovy zdroj je obdobny jako u EI, ale je zde nutné schopnost
udrzet tlak reakéniho plynu. Déle je nutnd vétsi energie elektront (200 eV) a stabilni
teplota. Do reakéni komurky je pfivadén reakéni plyn, ktery je vybirdn na zakladé
protonové afinity. Aby doSlo k ionizaci, musi dojit k dostatecnému mnozstvi srazek
reaktantil, coZ je zajisténo zvysenym tlakem reakéniho plynu na 2,5 x 10 Pa [45].

U CI probiha z divodu niz$i vnitini energie k mensi fragmentaci nez u EI.
Vznikaji spektra s men$i nebo Zadnou fragmentaci, ve kterych je vétSinou mozné
molekularni iont nalézt. Casto byva technikou dopliujici elektronovou ionizaci a vyuziti

naléza zejména u GC-MS [45].

Ionizace za atmosférického tlaku (API):

API (Atmospheric pressure ionization) je ionizacni technika pouZivana prevazné
ve spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie (LC-MS). Existuji tii
zakladni typy ionizace za atmosférického tlaku — ionizace elektrosprejem (ESI-—
Electronspray lonization), chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI-—
Atmosheric Pressure Chemical lonization) a fotoionizace za atmosférického tlaku
(APPI — Atmospheric Pressure Photoionization Ionization) [47]. Ptehled vyuziti
ionizacnich technik za atmosférického tlaku v zavislosti na fyzikalné¢ chemickych
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vlastnostech analytu je znazornén na Obr. 11.
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Obr. 11. Prehled vyuziti API v zavislosti na fyzikalné-chemickych vlastnostech analytu v¢etné
schématického zobrazeni jednotlivych iontovych zdroji (pievzato z [48]).
Ionizace elektrosprejem (ESI):

Pro elektrosprej ionizacni techniku je nejdfive nutny pfevod analytu z kapalné
do plynné faze. Roztok analytu je piivadén kovovou kapilarou, kterd ma elektricky
potencial nékolik kV. Na vystupu z kapilary vznikaji pomoci zmlzujiciho plynu
(nejcastéji dusiku) nabité nanokapky. Tyto nanokapky jsou diky suSicimu plynu (horky
proud dusiku) zmenSeny odpafenim zbytku mobilni faze (rozpoustédla). Zaroveil
dochazi k zakoncentrovani naboje na povrchu nanokapky a pii dosazeni kritické
hodnoty dochdzi ke coulombické explozi. Vznikaji nabité Castice, které jsou
usmérilovany za pomoci iontové optiky do hmotnostniho analyzatoru (viz Obr. 12).
Ionizace probihd za atmosférického tlaku. Jednd se o meékkou ionizacni techniku,

dochazi tak k minimalni nebo zadné fragmentaci [49].
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Obr. 12. Schématické zobrazeni elektrospreje (pfevzato a upraveno dle [49]).
Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI):
Pti volbé této techniky dochazi k ionizaci pomoci koronového vyboje, ktery
vznikd na vybojové elektrodé. Nejdiive jsou ionizovany molekuly mobilni faze,
nasledné naboj skrze ion-molekuldrni interakci prechdzi na analyt. Tato technika je

vhodna pro latky stfedn€ polarni az polarni [50].

Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI):

Tato velmi citlivd metoda ionizace je vhodna zejména pro malo poldrni
az nepolarni latky. Zdrojem ionizace je zde UV-lampa, ktera po privodu odparené smési
analytu a mobilni faze ionizuje pomoci fotonli molekuly vzorku [51]. Jednd se tedy
oobdobu APCI, hlavnim rozdilem je pouziti vybojky emitujici fotony misto

koronového vyboje [45].

Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace (MALDI):

Matrici asistovana laserova desropce/ionizace, zkrdcené MALDI (z angl.
Matrix-Associated Laser Desorption/Ionization), je ioniza¢ni technika, ve které matrice
absorbuje energii z laseru a vytvari iont z velké molekuly s minimalni fragmentaci. Je to
oblibena technika vyuzivana v klinickych biologickych laboratofich. Nejcastéji najdeme
tuto ioniza¢ni techniku ve spojeni s TOF (Time of Flight) detektorem. Tato metoda ndm
umoziuje rychlou, piesnou a citlivou identifikaci biomolekul (napt. DNA a peptidd).
Vyhodou techniky MALDI-TOF je, ze vzorek nevyZaduje naroCnou upravu pied

analyzou a samotnd analyza je velmi rychlé a efektivni [52].

Desorp¢éni elektrosprej (DESI):
DESI z angl. Desorption Electrospray lonization je ambientni ioniza¢ni technika,
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tzn. ze analyt je ionizovan vné hmotnostniho spektrometru. ESI generuje nabité
kapicky, které¢ dopadaji na povrch nesouci analyt a néasledné desorbuji ionty analytu.
Tyto vzniklé mikrokapky jsou nasavany do vstupu hmotnostniho spektrometru, kde jsou
zanalyzovany. Vyhodou je, ze tato technika vyzaduje minimalni nebo zadnou upravu
vzorku. Nevyhodou je vsak slozitost spekter, proto se pro ionizaci velkych molekul tato

ionizacni technika v praxi vétSinou nevoli [53].

Prima analyza v realném ¢ase (DART):

Direct Analysis in Real Time (DART) je dalsi z ambientnich ioniza¢ni technik.
V prvnim kroku se v iontovém zdroji vytvaii vysokorychlostni proud zahtéatych iontt
plynu (nejcastéji hélia). Dale nésleduje interakce metastabilnich vysoce zahtéatych
molekul hélia s molekulami vzorku a vzduchu, coz vede k tepelné desorpci molekul
ze vzorku za vzniku iontll. Tato technika se vyznacuje nizkym detekénim limitem a

minimalnim pozadavkem na upravu vzorku [54].

1.4.4 Hmotnostni analyzatory
Ionty nesouci néboj jsou za pomoci iontové optiky posouvany do analyzétoru,
kde jsou na zéklad¢ jejich poméru hmotnosti a naboje separovany. Separace je zaloZena
bud’ na elektrickém, nebo magnetickém poli, anebo na kombinaci téchto dvou [45].
Zadouci vlastnosti analyzatoru jsou:
1. Siroky hmotnostni rozsah m/z, ve kterém miize analyzator méfit.
2. Pfesnost — vyjadrena v ppm (parts per million — urceni rozdilu mezi naméfenou
a teoretickou hmotou).
3. Spréavnost ur¢eni hodnoty m/z
4. RozliSovaci schopnost — poskytnuti odliSnych signalii pro dva ionty s podobnym
pomérem m/z.
5. Rychlost analyzy (skenovéani) — vyjadiuje se v hmotnostnich jednotkach
za sekundu s/,
6. Linearni dynamicky rozsah [43].
Analyzator doby letu:
Anglicky ekvivalent pro analyzitor doby letu je TOF — Time of Flight.
Analyzator je tvofen letovou trubici o znamé délce, ve které se pohybuji ionty rychlosti,

ktera je dana jejich pomérem hmotnosti a ndboje m/z a na zéklad¢ této rychlosti jsou
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separovany. Castice s niz$im pomérem m/z doleti na konec letové trubice diive neZ
castice s vyS$i hodnotou m/z. V pfipadé tohoto analyzitoru je teoreticky mozné
separovat ionty bez omezeni teoretické horni hranice poméru m/z. Nejcastéji nachazi
uplatnéni v kombinaci s iontovym zdrojem MALDI. Tato kombinace je oznaCovana

zkratkou MALDI-TOF [55].

Kvadrupol:

Kvadrupdl je analyzator tvotfeny ¢tyfmi paralelnimi ty¢emi. Dvojice protilehlych
tyCi jsou piipojeny ke zdroji stejnosmérného napéti o velikosti U, soucasné€ je na tyce
ptivedeno stfidavé napéti o velikosti V. Schéma zapojeni kvadrupélu je zobrazeno
na Obr. 13. Napéti na ty¢ich generuje ¢asoveé promeénlivé elektrické pole. Nabita ¢astice
se vtakovémto poli pohybuje surcitou oscilaci (pomér napéti ovliviiuje stabilitu
trajektorie). lonty se stabilni oscilaci prochazi kvadrupdlem bez dotyku ty¢i smérem
k detektoru. Pokud by doslo k dotyku, byl by iont vybit a nebylo by ho mozné nasledné
detekovat. Vhodnou volbou U a V napéti dochazi k postupnému prochézeni

jednotlivych iontid s hodnotou m/z [43].

Obr. 13. Schéma zapojeni kvadrupolu upraveno dle [56].

Kvadrupdlovy analyzator je rovnéz vhodny pro tandemovou MS/MS analyzu,
kdy jsou za sebou zapojené tii kvadrupoly a mluvime o tzv. trojitém kvadrupolu.

Mezi nevyhody kvadrupolu patii niz$i rozliSeni a omezeny hmotnostni rozsah
[43], [45].

Iontové pasti:

Analyzatory typu iontovych pasti vyuZivaji elektrického pole k zachytu iontd.
Klasifikujeme dva zdkladni typy pasti — 2D (LIT — linear ion trap) a 3D (QIT —
quadrupole ion trap) iontové pasti [43].

Sférickd kvadrupdlova iontova past zachycuje ionty do tzv. pasti a ndsledné je
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propousti smérem k detektoru v potadi vzestupného poméru m/z. Past je tvofena tfemi
elektrodami netypického tvaru — prvni dvé elektrody jsou témét identické, pfipominajici
obraceny talit (tzv. end-cap elektrody), s rozdilnym poc¢tem otvora. Prvni elektroda méa
pouze jeden centralni otvor, kudy prochazi ionty, druhé elektroda mé téchto centralné
usporadanych otvort pro prinik iontd do detektoru vice. Tteti elektroda je prstencového
tvaru a je umisténa mezi end-cap elektrodami [57]. Uspotadani elektrod je zndzornéno

na Obr. 14.

Vrchni end-cup elektroda

Prstencova elektroda

Spodni end-cup elektroda

Obr. 14. Usporadani elektrod v kvadrupolové iontové pasti (pfevzato a upraveno dle [57]).

Lineéarni iontova past (2D) je zaloZena na CtyftyCovém usporadani kvadrupdlu
zakoncenym cocCkami. Cely analyzator je rozdélen do tfi segmentl — dva segmenty
(krajové) jsou tvoreny koncovymi elektrodami, na které je vklddano stejnosmérné
napéti, ¢imZ jsou ionty odpuzovany smérem do sttedu pasti. lonty zachycené uvniti LIT
mohou byt vypuzeny selektivné na zdkladé hmotnosti, a to bud’ podél osy pasti
(axidln€), nebo kolmo na tuto osu (radidln€). V piipad€ axialniho vybéru je mezi tyce
linedrni pasti a coCku ptivedeno stfidavé napéti. U radidlni selekce iontti jsou
u protilehlych ty¢i otevieny sloty a na tyto tyCe je ptivedeno vhodné napéti. Vyhodou
LIT oproti 3D pasti je jeji vysSSi kapacita zachytu iontll, zaroven niz§i nachylnost

ke vzniku prostorového naboje [59].

Orbitalni past:

Mezi novéjSi analyzatory je mozné zaradit orbitalni pasti. Jde o typ
elektrostatické pasti, kdy jsou ionty zachycovany v elektrickém poli. Vyznacuje se
vysokym rozliSenim a senzitivitou — tyto vlastnosti jsou esencidlni pro nespocet oblasti,
a to nejen v rutinni analyze, ale rovnéz v proteomice. Zakladni myslenkou pro vynalez
orbitalni pasti, byla snaha vytvofit analyzéator, ktery neméa nedostatky analyzatori

objevenych difive. Priklady nedostatkli jsou — sloZitost a velikost analyzatori iontové
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cyklotronové rezonance s Fourierovou transformaci, historicky nizka citlivost a rozsah
analyzatoru doby letu (TOF), a také omezend presnost iontové pasti [60].

Orbitalni past je tvofena tfemi elektrodami. Dvé vnéjsi elektrody, které jsou
oddé€leny dielektrickym centralnim krouzkem, slouzi pro vytvofeni pole zachycujici
ionty a jako pfijimajici desky pro detekci axialni oscilace. Centralni elektroda
vietenovitého tvaru drzi past pohromad¢. Elektrické pole mezi vnéjsi a centrdlni
elektrodou a odstiediva sila umoznuji iontdm udrzet si axialni oscilace. Tyto oscila¢ni
frekvence (stabilni trajektorie iontu tvofena rotacnim pohybem kolem centréalni
elektrody, radidlnim pohybem o urc€ité frekvenci a axialni oscilaci podél elektrody
o dané frekvenci) jsou detekovany vné&jSimi elektrodami ve formé casového pribéhu
proudu. Signal je déale zpracovan Fourierovou transformaci a nasledné pifeveden
do hmotnostniho spektra [61]. Dle [62] je frekvence téchto oscilaci opa¢né umérna
poméru m/z iontd. Tato frekvence zavisi pouze na hmotnosti a geometrické konstanté.
Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci:

Iontovy cyklotronovad rezonance je nejcastéji uvadéna pod zkratkou FT-ICR
(Fourier Transform Cyclotron Ion Resonance). V téchto analyzatorech sledujeme
zaktiveni drahy iontu v magnetickém poli, které je produkované supravodivym
magnetem. Pokud je rychlost iontu nizkd a pokud je magnetické pole dostatecné
intenzivni, pak je iont zachycen do kruhové cirkulace magnetického pole [45]. Kazda
nabitd castice vykazuje specifickou cyklotronovou frekvenci. Stanoveni hmotnosti
v tomto piipad¢€ spociva v urceni frekvence:

o = &,
kde g predstavuje naboj iontu a B indukci magnetického pole. Po zméfeni frekvence je
tedy mozné pomoci Fourierovy transformace pfevést signal do hmotnostniho spektra
[63].

Nicméné polomér drahy iontu po vstupu do cyklotronu je nedetekovatelny,
proto musi byt iont ozafovan elektromagnetickou vlnou, kterd ma stejnou frekvenci jako
iont v cyklotronu (rezonance — dojde ke shod€ kmitoctlt). To vede k narlstu kinetické
energie (k excitaci orbitu), coz zplisobi zvétSeni poloméru drahy [45].

FT-ICR je nejselektivnéjsi MS technika s rozliSenim vice jak 1 000 000, coz je
idedlni pro stanoveni elementdrniho sloZzeni a k identifikaci slouceniny. AvSak kvuli

nutnosti pfitomnosti magnetu je zapotiebi tekuté helium a dusik, coz je pro provoz
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nakladné. Rovnéz prostorové naroky pro tento typ analyzatoru jsou v porovnani

s ostatnimi pomérné zna¢né [59].

1.4.5 Hmotnostni detektory

Nejbéznéjsim typem detektoru je Faradaylv pohar nebo elektronovy
multiplikator.
Faradayiv pohar:

Faradayiiv pohér je tvofen kovovym valcem s malym otvorem, do kterého
postupné pronikaji ionty, které jsou nasledné neutralizovany pfijmutim nebo
odevzdanim elektronu pii kontaktu se sténou klece, kterd je tvofena sekundarné
emitujicim materidlem. Po dopadu iontu jsou tedy emitovany elektrony indukujici
proud, ktery je nasledné zesilen a detekovan [43].

Elektronovy multiplikator (nasobic):

Kdyz nabitad castice, kterd zasdhne povrch elektronového nasobice, uvolni
z povrchové vrstvy atomu sekundarni elektron. Pocet uvolnénych elektronli zavisi
na typu dopadajici primarni ¢astice a na jeji energii.

Dynoda je vakuova elektroda, ktera emituje elektrony po narazu iontu nebo
elektrony s dostate¢nou kinetickou energii. Elektronovy multiplikator spojuje fadu
takovychto dynod, diky cemuZ sekundarni emise probiha opakované a exponencidlné se
tak zesiluje pocet elektroni.

Existuji dva typy multiplikdtord elektronti pouzivanych v hmotnostni
spektrometrii — multiplikator elektronti s diskrétni dynodou a multiplikétor elektroni

s kontinualni dynodou [64].

1.4.6 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemova MS, taktéz nazyvand MS/MS technika slouzi k fragmentaci
vybranych prekurzorovych iontd na produktové ionty (fragmenty). Diky takto
vznikajicim fragmentlim je pak nasledné mozné ¢éstecné, ¢i uplné objasnit chemické
struktury analyzovanych latek.

Tandemova MS zahrnuje tfi odlisné kroky: selekce — fragmentace — detekce.
Tyto tfi kroky lze realizovat v prostoru nebo v ¢ase.

Typicky tandem v prostoru je trojity kvadrupol (QQQ — Triple Quadrupole), kde
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jsou tii kvadrupdly setazeny za sebou (viz Obr. 15). Prekurzorovy iont je vybran v Q1,
nasledné v Q2 pomoci kolizniho plynu fragmentovan a dale jsou ionty analyzovany

v Q3 [65].

: Hmotnostni Hmotnostni
lonizace . Fragmentace . Detekce
analyza analyza
-) @O @
Ly @&
@I @O
Q1 Q2 Q3

Obr. 15. Schéma trojitého kvadrupolu (pfevzato a upraveno dle [66]).

Iontova past nebo FT-ICR jsou ptikladem tandemové MS v ¢ase. V iontové pasti
je ponechan pouze vybrany iont (ostatni jsou z pasti odstranény), ktery je nasledné
fragmentovan. Po této fragmentaci dojde k detekci produktii reakce.

Mezi vyhody tandemové MS-MS patii citlivost a rychlost skenu [43].

MozZnosti tandemové MS-MS analyzy u orbitrapu:

Jednou z moznosti MS-MS analyzy je spojeni kvadrupélu s orbitrapem. Orbitrap
poskytuje prostiedi, kde dochdzi k zachycovani iontt a k méteni s vysokym rozliSenim,
avsak za cenu del$i doby méteni. Kvadrupdl zde slouzi jako Sirokopdsmovy hmotnostni
filtr, ktery izoluje konkrétni hmotnostni rozsah.

K dopraveni ionti do orbitrapu se vyuziva zafizeni C-trap. C-trap je
vysokofrekvencni zafizeni, které nejen shromazd'uje ionty a tvofi iontovy mrak, ale je
také schopné ho urychlit skrze maly otvor ve vnéjsi elektrodé orbitrapu az k centralni
elektrod€. Aby ionty po vstiiku do orbitrapu byly zachyceny, je zapotiebi, aby se napéti
centralni elektrody orbitrapu na kratkou dobu prudce zvysSilo. C-trap je dulezita
pomocna ¢ast Q-Orbitrapu, avSak je zodpovédnd za fadu omezeni. Jednim z omezeni je
iontova kapacita. Je nezbytné, aby nedoslo k pfeplnéni C-trapu ani orbitrapu, protoze by
mohlo dojit ke ztraté n¢kterych ionti.

Spojeni kvadrupdlu s orbitrapem poskytuje fragmentaci iontd na fragmenty.
Fragmentace molekul probihd v HCD (Higher Collision Dissociation) bufice zbytkovym

plynnym dusikem (viz Obr. 16) [67].
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KVADRUPOL C-TRAP  HCD

ORBITRAP

Obr. 16 Schéma Q-Orbitrapu (ptevzato z [68]).

Tohoto spojeni se hojn¢ vyuziva v proteomice, metabolomice, analyze rezidui a
v analyze potravin a zivotniho prostifedi. Q-Orbitrap ma podobné vlastnosti jako QQQ,

ale poskytuje vyssi hmotnostni rozliSovaci schopnost [67].
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2 CIL PRACE

Pfedmétem této prace byla in vitro biotransformacni studie 7-fenoxytakrinu.

Tato studie méla hlavni a dil¢i cile mezi nez patfi:

e Provést metabolické experimenty.

e Vyhodnotit ziskana spektra.

e 7 fragmentacnich spekter navrhnout strukturu fragmenta parentni latky.

e Zapomoci struktur fragmentii navrhnout strukturu metabolitti.

e Stanovit nartst jednotlivych metabolitl v Case.

e Stanovit ubytek parentni latky v case.

e Stanovit #;2 a intrinsic clearance 7-fenoxytakrinu.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Biologicky material

Jako zdroj biotransformacnich enzymu I. faze byly k provedeni experimentu
pouzity lidské jaterni mikrosomy od vyrobce Sekisei XenoTech s katalogovym cislem a
Sarzi HO0620/LOT no. 1410230. Mikrosomy této Sarze jsou slozeny zenzymi
cytochromii P450, cytochromu bs a NADPH-cytochrom ¢ reduktdzy. Mikrosomy byly
ziskany frakcionaci z jater 50 osob rtzného pohlavi a rGzného etnického ptvodu.
Uchovéavaly se v tekutém dusiku pii —196 °C. Pfed samotnym zahdjenim experimentt
byly rozalikvotovany do Eppendorf mikrozkumavek o objemu 1,5 ml po 25 pnl
(ptipadné po 15 pl). Pro dalsi experimenty byly uloZeny do hlubokomraziciho boxu
o teplot¢ —80 °C a v ptipad¢ potieby se pfislusné mnozstvi nechivalo rozmrznout
na laboratornim stole pfi laboratorni teploté.

Roztok RapidStart K5000/LOT no. 1910008 slouzil jako NADPH regeneracni
systém k aktivaci mikrosomil. Nafedéni roztoku bylo provedeno dle instrukei vyrobce
[69]. Roztok byl déale rozalikvotovan po 50 pl (pfip. 25 pl) do Eppendorf
mikrozkumavek. Pro dal§i experimenty byl stejné jako mikrosomy rozalikvotovany
roztok uchovavan v hlubokomrazicim boxu a v pfipadé pouziti, tésn¢ pred danym

experimentem, volné rozmraZen pii laboratorni teploté.

3.2 Chemikalie

Jako rozpoustédlo pro piipravu zdsobnich roztokli byla pouzita ultracistd voda
stupné kvality typu I dle norem ASTM. Voda je ptipravovdna dvoustupniovou reverzni
osmozou kombinovanou s ultrafiltraci nebo destilaci. K ptipravé této ultracisté vody
slouZzil ptistroj Barnstead Smart2Pure 3 UV/UF. Dal§im pouzZivanym rozpoustédlem byl
dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma Aldrich, Némecko), ve kterém se dobie rozpoustéla
analyzovany latka 7-fenoxytakrin.

Mobilni faze pro chromatografickou analyzu byla slozena z acetonitrilu (ACN)
stupné kvality pro LC/MS analyzu a ultracisté vody. Dale byla do mobilni faze jako
aditivum pfidavana 0,1% (v/v) kyselina mravenci k podpote ionizace latky.

Béhem vypracovavani této diplomové prace byl rovnéZ pouzit hydroxid draselny

(KOH) a dihydrogenfosforecnan draselny (oba Sigma Aldrich, Némecko).
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3.3 Pracovni a zasobni roztoky

Roztok 0,IM dihydrogenfosfore¢nanového pufru (KH2POs4) byl pfipraven
rozpu$ténim 0,68045 g Cist¢tho KH>2PO4 v 50 ml ultracisté vody s naslednou tpravou
pH na hodnotu 7,4 pomoci ptidavku 5M roztoku hydroxidu sodného KOH.

Ptiprava zasobniho roztoku stanovované latky spocivala v navazeni daného
mnozstvi 7-fenoxytakrinu podle potfebné koncentrace, jeji rozpusténi v 0,5 ml DMSO a
doplnéni ultracistou vodou do 1 ml. V rdmci experimentl této diplomové prace se
pracovalo se ¢tyfmi koncentracemi zasobnich roztokti — 3 uM, 30 uM, 60 uM a 90 uM.

Roztok vnitiniho standardu (IS) byl pfipraven v 50% dimethylsulfoxidu. Jako
vhodny wvnitini standard byl pro mikrosomalné stabilitni studii  zvolen
7-(4-chlorfenoxy)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin (Obr. 17) zejména kvuli strukturni
podobnosti a vyssi lipofilit€ v porovnani s molekulou 7-fenoxytakrinu. IS se ptfidaval
do ACN, ktery slouzil pro zastaveni metabolické reakce po kultivaci zkouSené latky

s mikrosomy. Roztok ACN s IS byl ochlazovéan v —20 °C.

NH,
O | X
=
Cl N
Obr. 17 Struktura vnitiniho standardu 7-(4-chlorfenoxy)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-aminu.

3.4 Technické vybaveni

Aby mohl byt experiment realizovan, bylo zapotiebi nékolika laboratornich
pristroji. Kromé pfistrojii bylo zapotiebi laboratorniho skla, wvialek s vicky,
mikrozkumavek a $pi¢ek Eppendorf®. Dale bylo pouZivano ostatni technické zazemi
laboratote.

Vézeni vzorkl bylo provadéno na analytickych vahach Sartorius CPA225D-0CE
(Sartorius AG, Némecko). K odméfeni objema rozpoustédel byly pouzivany pipety
Eppendorf Reference® (0,5 — 10 pl, 10 — 100 pl, 100 — 1000 pl, 0,5 — 5 ml). Pro ziskani
homogenniho vzorku a usnadnéni rozpousténi byla pouZivana tfepacka Labdancer IKA
(IKA, Némecko). Popiipadé byly vzorky promichany na malé tfepacce Vortex Mixer
ttepacka Wizard (P-LAB a.s., CZ). Pomoci pH metru Hanna EDGE® (Hanna
Instruments, Italie) bylo méteno pH pii ptiprave fosfatového pufru. Vzorky byly ttepany

43



na tfepacce s inkubatorem Eppendorf ThermoMixer C (Sigma Aldrich, Némecko). Aby
mohl byt odebiran supernatant pro samotnou analyzu, bylo nutné vzorky centrifugovat
za vyuziti centrifugy Universal 320 R (Hettich Zentrifugen, Némecko).
Pro zakoncentrovani vzorku pro identifikacni studii byl vzorek odpafen
na koncentra¢nim vakuovym rotatoru (Labconco Corporation, Kansas City, MO, USA).

Ultrazvukova lazenn Elma S 40 (P-LAB a.s., CZ) slouzila k odplynéni HPLC
mobilnich fazi. Samotna analyza probihala na kapalinovém chromatografu ve spojeni

s hmotnostnim spektrometrem.
Kapalinova chromatografie:

Analyza vzorkl probihala na kapalinovém chromatografu Dionex UltiMate 3000

RS od firmy ThermoFisher, Némecko (Tab. 3).

Tab. 3 Instrumentalni slozeni kapalinového chromatografu.

Cerpadlo Binarni vysokotlaké HPG-30400RS

Vakuovy odplynovac

Kinetex C18, 150 x 3 mm, 2,6 um, 100 A (Phenomenex)
Kolony Kinetex C18 EVO, 50 x 2,1 mm, 1,7 um, 100 A
(Phenomenex)
Kolonovy termostat TCC-3000

Automaticky davkovac WTS-3000 (nastfikova smycka o objemu 25 pul)
Detektor Q-Orbitrap
Program Chromeleon 6.80

Hmotnostni spektrometr:

Detekce metabolizované latky po HPLC separaci probihala v hmotnostnim
spektrometru Q Exactive Plus od firmy ThermoFisher Scientific. HESI (heated
electrospray ionization) slouzil jako iontovy zdroj. Jako hmotnostni analyzator byl
pouzit hybridni kvadrupol-orbitrap. Pro vyhodnocovani dat byl pouzivan software
Xcalibur 3.0.63.

MassFrontier 7.0 byl vyuZivan k predikci fragmenti a program ChemDraw
Professional 15.1, ktery slouzil k modelaci molekul. Déle byl pouzivan program

Microsoft Excel.
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3.5 Popis zkoumané latky

7-fenoxytakrin (7-FEOTA) je naZloutla krystalickd latka se systematickym

nazvem 7-fenoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin. Struktura 7-fenoxytakrinu je

NH,
0]
©/ m
=
N
Sumarni vzorec: CoH;gN,0O
Mol. hmotnost: 290,36600

Elementarni slozeni: C 78,59; H 6,25; N 9,65; O 5,51
[M + H]™: 291,14919

zobrazena na Obr. 18.

Obr. 18 Struktura 7-fenoxytakrinu.

Vygenerovany pomér hmotnosti a ndboje v programu ChemDraw jednondsobné
nabit¢ molekuly je m/z = 291,14919. Nami experimentdlné¢ stanovend hodnota je
m/z=291,15012 (3 ppm) (viz Obr. 19). Na Obr. 19 je uvedena experimentalné
namefena izotopicka obalka molekuly 7-fenoxytakrinu, ktera 7-FEOTU charakterizuje.
Experimentalné¢ naméfené izotopické zastoupeni prvkd je 291,15012 (100 %),
292,15335 (24 %) a 293,15601 (2 %). Izotopické zastoupeni prvkll vygenerované
v programu ChemDraw je 291,14919 (100,0 %), 292,15254 (20,5 %), 293,15590
(2,0 %).
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Obr. 19 Experimentalné stanovena izotopicka obalka 7-FEOTY.

3.6 Metodika experimentu

Pracovni postup pro metabolickou studii latky 7-fenoxytakrin vychazi
z metabolické studie Nepovimova et al [70] a ze stabilitniho protokolu vyrobce
mikrosomil Cyprotex [71]. V prubéhu vypracovéni této diplomové prace byly podminky
experimentll dle postupné ziskdvanych vysledkli upravovany. Jednalo se zejména
o koncentrace zasobnich roztokl, ¢asy inkubace a parametry LC-MS metod. Piehled

jednotlivych experimenti je uveden v Tab. 4.

Tab. 4 Piehled jednotlivych experimenti provadénych v ramci diplomové prace.

1. experiment 2. experiment 3. experiment 4. experiment
. . Identifikace Kvantifikace Kvantifikace tbytku
Typ studie Identifikace . odezvy g
Kvantifikace metaboliti parentni latky
N 15/30/45/60/90/120 | 5/10/15/30/45/60/ .
Inkubaéni ¢asy 24 h 150 min 90/120 min 0/5/15/30/45/60 min
Koncentrace
sasobniho roztoku 30/60/90 uM 30/60/90 uM 90 uM 3uM
Délka metody 30 min >0 min (1denj[.)/10 5,5 min 7,5 min
min(kvantif.)
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3.6.1 Identifikacni a kvantifika¢ni experimenty
Priprava vzorku:

Pti piipravé vzorkli pro prvni, druhy a tieti experiment se k predem
rozpipetovanym a rozmrazenym 25 pl HLM ptidalo 50 ul RapidStartu a 420 ul 0,1M
fostatového pufru (pH = 7,4). Smés se nechala pii laboratorni teploté (tj. cca 20 — 23
°C) 5 minut na tfepacce inkubovat pii malych otackach (300 RPM). Do takto piipravené
smési se ze zasobniho roztoku napipetovalo 5 pl vzorku o potfebné koncentraci.

Vysledné roztoky o objemu 500 pl se nechaly inkubovat pozadovany cas, viz
Tab. 4. Inkubace probihala v tfepac¢ce vytemperované na 37 °C pti otackach 400 RPM.
Po uplynuti inkubace byla reakce zastavena ptfidanim 500 pl na —20 °C vychlazeného
ACN. Po centrifugaci vzorkdh (12 000 RPM, 5 min) bylo odebrano zkazdé
mikrozkumavky 800 pl supernatantu, ktery byl nasledné¢ podroben kvantifikacni
LC-MS/MS analyze. Pro identifika¢ni experiment bylo z divodu zakoncentrovani
jednotlivych komponent vzorku 800 pl supernatantu odpafeno dosucha a poté
rekonstituovan, viz. nize.

Rekonstituce vzorki:

K odpafenym vzorkiim bylo pfidano 100 pl 50 % ACN, coz bylo nasledné
zvortexovano a ultrazvukovdno po dobu 5 minut. Nésledné opét zvortexovano,
centrifugovano (3000 RPM; 3 min) a odebrano do vialky s konickym inzertem. Takto
piipravené vzorky byly analyzovany pomoci LC-MS/MS.

Kontrolni vzorky:

V neposledni fad€ byly pro experimenty 1, 2 a 3 pfipraveny kontrolni vzorky
(K), pomoci kterych byla ovéfena funkcnost jak mikrosomli tak i RapidStartu.
Podminky a pribéh preinkuba¢niho a inkubaéniho experimentu byly u kontrolnich
vzorki shodné jako u vzorkd uvedenych vyse, pouze slozeni vstupnich komponent bylo

dle Tab. 5.

Tab. 5 Slozeni kontrolnich vzorku.

Ki 25 pl mikrosomy + 50 pl H2O + 5 pl zasobni roztok
K2 25 pl H20 + 50 pl RapidStart + 5 pl zasobni roztok
K3 25 wl mikrosomy + 50 ul RapidStart + 5 ul 5% DMSO
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Kalibra¢ni rada:
Dale byla vytvofena kalibraéni tada o 5 koncentraénich hladinach
7-fenonxytakrinu — 10 uM, 30 uM, 50 uM, 70 uM a 90 uM nafedénim potiebného

mnozstvi zasobniho roztoku v 50% ACN.

3.6.2 Mikrosomalné stabilitni experiment

Experiment ¢. 4 byl provadén zejména jako kvantifikacni a mikrosomalné
stabilitni studie, aproto se postupovalo mirné¢ pozménénym zpilsobem nez
u pfedchozich experimentd (dle protokolu Cyprotex: [71]). Bylo vyuzito
rozalikvotovanych mikrosomti po 12,5 pl a RapidStartu po 30 pl, se kterymi se
v prib¢hu experimentu pracovalo na ledu. Pfipravilo se 5 vzorkd odpovidajicich
jednotlivym casovym bodim inkubace (0 — 45 minut). Vzorky byly pfipraveny
smisenim 12,5 pl mikrosomti s 5 pl zasobniho roztoku fenoxytakrinu o koncentraci
3 uM. Osmy vzorek byl tvoren 12,5 pl mikrosomi a 5 pl 50% DMSO a slouzil jako
biologickd kontrola Ks (viz Tab. 6). Ktémto Sesti vzorkim se pfidalo 458 pnl
fosfatového pufru a smés se nechala preinkubovat 5 minut na tfepacce pii malych
otackach (300 RPM). Pripravené vzorky se op€t uchovavaly na ledu a podle
inkubacnich intervald se po pridani 25 pul RapidStartu vkladaly na tiepacku. Vzorky se
inkubovaly pti 37 °C, 400 RPM otackach po zvoleny inkubacni cas (0, 5, 15, 30 a
45 min). Reakce byla zastavena piidanim 500 pl ochlazeného ACN (20 °C)
s pfidavkem 1 uM IS (7-(4-chlorfenoxy)-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amin) a tato smeés
byla ihned protfepadna. Poté se vzorky centrifugovaly (12000 RPM, 5 minut).
V poslednim kroku se odebralo 400 pl supernatantu do vialky s insertem a takto
ptipravené vzorky byly kvantifikovany pomoci HPLC-MS.

SloZeni kontrolnich vzorkl pouZzitych v experimentu €. 4 je uvedeno v Tab. 6

Tab. 6 SloZeni kontrolnich vzorki v experimentu €. 4.

12,5 pl mikrosomt + 5 pl zasobni roztok + 25 pl H>O
+ 458 pl fosfatového pufru

Ks 5 ul zasobniho roztoku (3 uM) + 495 ul fosfatového pufru

12,5 pl mikrosomi + 5 pl 50% DMSO + 25 pl RapidStartu
+ 458 pl fosfatového pufru
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3.7 LC-MS analyza
Konkrétni parametry HPLC metody viz Tab. 7.

Tab. 7 Parametry HPLC metody.

Typ eluce Gradientova

Délka metody Obmeénovana (7,5 — 50 min)
Teplota autosampleru 10 °C

Teplota kolonového prostoru 27 °C (40 °C u identifikac¢ni studie)
Pritok MF 0,4 ml/min (0,5 ml/min u stabilitni studie)

V dalsim kroku se pfipravila mobilni faze. Pro vSechny analyzy byla zvolena
gradientova eluce, proto bylo zapotiebi pfipravit dvé zasobni lahve s mobilnimi fazemi.
Jedna lahev s mobilni fazi se pfipravila smisenim ultracisté vody a 0,1% (v/v) kyseliny
mraven¢i. Druhd zasobni lahev byla naplnéna ACN kvality LC-MS s pridavkem
0,1% (v/v) HCOOH. MF byla poté zdivodu odplynéni sonifikovana 15 minut

na ultrazvukové lazni.

Po provedeni screeningového experimentu 1 (30minutova metoda; teplota 40 °C;
Kinetex C18, 150 x 3 mm; gradient uveden na Obr. 20) bylo nutné lehce optimalizovat

podminky metody, protoze pii takto zvolenych podminkach nedochézelo k separaci

jednotlivych metaboliti.
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Obr. 20 Schéma gradientu 30 minutové metody v ramci identifikaéniho experimentu 1.

Pfi druhém experimentu doslo pii méfeni k upravé gradientu. Diky této zméné
doslo k vyraznému vylepSeni separace jednotlivych metabolitii. Celkovéa optimalizace
podminek metody pro identifikaci metabolitti vSak nebyla cilem této diplomové prace.
Vysledny 50minutovy gradient pro identifika¢ni experiment je uvedeny na Obr. 21.
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Obr. 21 Schéma gradientu optimalizované 50minutové identifikacni metody (experiment 2).
Pro kvantifikaci byla zvolena rychlejsi 10minutova metoda (teplota 27 °C;
kolona Kinetex C18 EVO, 50 x 2,1 mm), jejiz prub¢h gradientu je uveden na Obr. 22.
Na Obr. 23 je zobrazen gradient MF pouzity v radmci experimentu 4 (teplota 27 °C;
Kinetex C18 EVO, 50 x 2,1 mm). Jde o 7,5minutovou metodu.
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Obr. 22 Schéma gradientu 10minutové kvantifikacni metody.
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Obr. 23 Schéma gradientu metody pro mikrosomalné stabilitni studii (experiment 4).

Pro Full-MS méfeni mél analyzator nastaven hmotnostni rozsah 50 — 750 m/z a
disponoval rozliSenim 70 000. AGC (kontrola automatického zisku) hodnota byla
5% 10°.

Pfi PRM méfeni byla nastavena normalizovana kolizni energie (NCE) nejprve
na —90, ale poté, co vznikala spektra s velmi rozsahlou fragmentaci, byla sniZena
na—70. Pro fragmentaci byly vybrany poméry m/z — 291,14919 (M + H"
7-fenoxytakrinu), 307,14410 (M + H" monohydroxylovanych metabolittl) a 323,13902
(M + H' dihydroxylovanych metabolit). RozliSeni hmotnostniho analyzatoru bylo
17 500. Hodnota AGC byla nastavena na 1 x 10%

3.8 Vyhodnoceni

Data byla ziskdvana zprogramu Chromeleon a Xcalibur a nasledné¢ byla
vyhodnocovana. Byly extrahovany iontové chromatogramy, hmotnostni a fragmentac¢ni
spektra.

3.8.1 Vyhodnoceni identifika¢nich experimenti

Na zakladé€ dat byly urCovany struktury fragmentl parentni latky a dale fragmenty
metabolitl. Nasledn¢€ jsme se pokusili na zékladé fragmentt jednotlivych metaboliti
navrhnout strukturu metabolitu.

Pro predikci moznych vznikajicich fragmentl poslouzil program MassFrontier.
MassFrontier je program, ktery ze znamé struktury molekuly parentni latky na zakladé
algoritmi a experimentalnich spektralnich a fragmentacnich knihoven predikoval
mozné struktury fragmentd. Navrzené struktury fragmenti byly prekresleny

do programu ChemDraw, ze kterého byly néasledné ziskany dalsi teoretické informace
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o konkrétnim fragmentu — pfesna m/z, izotopova obalka a elementarni slozeni.

Samotné navrzeni struktury jednotlivych fragment probihalo na zaklad¢é shody
teoretické a naméfené experimentdlni hodnoty m/z. Identifikace probihala
na hmotnostnim spektrometru, ktery pracoval s vysokou pfesnosti a spravnosti urceni
m/z. Aby bylo mozné navrzenou a experimentalné zjiSténou strukturu fragmentu
povazovat za totoznou, byla nutnd shoda na alespon tii desetinnd mista. Nutna byla
rovnéz shoda navrzené teoretické a experimentalné naméiené izotopické obalky. Dale
byla pro usnadnéni navrzeni konkrétni struktury fragmentu z fragmenta¢niho spektra
vyuzita predikce sumarniho vzorce pomoci programu Xcalibur zadanim ocekavanych

chemickych prvki v daném iontu — v nasem piipadé¢ C, H, N a O.

3.8.2 Vyhodnoceni kvantifika¢ni a mikrosomalné stabilitni studie

V ramci této diplomové prace se provadéla i kvantifikacni a mikrosomalné
stabilitni studie. Sledoval se ubytek parentni latky v Case a nartst intenzity metabolitti.
Pro kvantitativni stanoveni fenoxytakrinu byla sestavena kalibra¢ni tada, kterd se
prométila, nésledné se nastavila softwarov€é procesni metoda a v programu
ThermoXcalibur se vysledky vyhodnotily metodou linedrni regrese. V experimentu 4
byl pro mikrosomaln¢ stabilitni stanoveni pouzit vnitini standard a na zékladé¢ poméru

plochy vzorku a plochy IS byla zjiSténa koncentrace parentni latky.

52



4 VYSLEDKY A DISKUSE

Metabolismus 1é¢iv, jako jeden =z farmakokinetickych parametri, je nutné
sledovat, protoze muize vyznamné zménit farmakologicky profil 1éCiva, naptiklad
vznikem metaboliti zodpoveédnych za biologickou aktivitu nebo také toxicitu [70].

Pro in vitro biotransformacni studie jsou jednou z moznosti volby lidské jaterni
mikrosomy, které simuluji metabolickou aktivitu jaternich lidskych bunék. Nicméné je
nutné vzit v Gvahu, ze mikrosomdlni metabolickd aktivita mize byt rozdilna
od metabolické aktivity v lidskych jaternich bunkach. Jednou z dal§ich nevyhod je
omezena inkubaéni doba, kdy aktivita enzymi rapidné klesd po nckolika hodinéch
inkubace [72]. Na zaklad¢ téchto informaci musime brat v uvahu, Ze naSe studie je
zjednodusena studie metabolismu, a proto je mozné, Ze se metabolismus 1é¢iva in vivo
muze lisit.

4.1.1 Identifika¢ni experiment

Jednim z dil¢ich cili prace byla identifikace fragmentli vznikajicich pti PRM
z parentni latky a jednotlivych vznikajicich metabolitt. K identifikaci byla vyuzita
vysokorozliSujici hmotnostni spektrometrie, predikce fragmenti MassFrontierem,
sumarni vzorec predikovany programem Xcalibur a porovnavani izotopickych obalek
jednotlivych fragmentt.

Zékladem pro celou studii je spravnd metodika experimentu a spravné nastaveni
parametrll analytické metody, v naSem pfipadé LC-MS/MS metody. Vychézeli jsme
ze studie dle Nepovimov¢ et al, 2015 [70]. Identifikace prob¢hla za vyuziti tandemové
MS-MS analyzy Q-orbitrapu. Méfilo se v pozitivhim modu, protoze se piredpokladala

protonizace molekuly.

PARENTNI LATKA

V prvnim kroku byla nejprve proméfena parentni latka 7-FEOTA, viz Obr. 24.
7-fenoxytakrin mé& hodnotu jedenkrat nabité molekuly m/z = 291,14932 a
na chromatogramu se eluuje v 37,30 minuté. Charakteristickd izotopickd obalka

7-fenoxytakrinu je uvedena na Obr. 19.
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Obr. 24 Experimentalné stanoveny chromatogram 7-FEOTY.
Pro snadnéjsi uréeni vznikajicich metabolitl, bylo nejdiive potfebné prostudovat
fragmenty parentni latky —7-FEOTY. MassFrontierem predikované fragmenty
7-FEOTY lze vidét na Obr. 25. Experimentdln¢ naméfené fragmentacni spektrum

7-FEOTY s m/z=291,14932 je zobrazeno na Obr. 26.
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Obr. 25 MassFrontierem navrzené struktury fragmentti 7-FEOTY.
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Obr. 26 PRM spektrum 7-fenoxytakrinu.

Nejintenzivnéj$im iontem ve spektru je m/z = 291,14914, ktery odpovida
jednonasobné nabitému molekuldrnimu iontu 7-FEOTY. Jako dal$i intenzivni
fragmenty 7-FEOTY jsou fragmenty m/z = 230,10506; 197,10745; 263,11798 a
186,11522. Navrh struktur téchto fragmentt probihal na zakladé predikovanych struktur
MassFrontierem a elementarniho slozeni predikovaného programem Xcalibur. Némi
navrzené struktury fragmentii 7-FEOTY jsou zobrazeny na Obr. 27. U téchto struktur

byla potvrzena i izotopicka obalka.
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Obr. 27 Navrzené struktury fragmentd 7-FEOTY.

METABOLITY

Z chromatogramu 7-FEOTY namétfeného po inkubaci s mikrosomy je patrné, Ze
vznikaji dvé hlavni skupiny metabolitii se dvéma riiznymi hodnotami m/z (307,14410 a

323,13902) (Obr. 28) Pro naslednou fragmentaci byly tedy vybrany prekurzorové ionty
s m/z=307,14410 a m/z = 323,13902.

IEOTA
[M+H] =291,14919

c 50
N monoQOH-FEOTAS
g% IM+HI" = 307,14410
£30 S

5 diOH-FEOTAS

0 [M+H]' = 323,13902

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Cas [min]

Obr. 28 Chromatogram 7-fenoxytakrinu vcetné oznacenych pravdépodobnych metabolita.
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Na zéklad¢ rozdilu m/z = 291,1419 a m/z = 307,1441 bylo vydedukovano, ze
v piipad€ prvni skupiny by mohlo jit o zavedeni OH skupiny do molekuly 7-FEOTY.
Jak jiz bylo uvedeno vyse, zavedenim hydroxy-skupiny v prvni fazi metabolizace
do molekuly vede ke wvzniku hydrofilnéjSiho produktu. Tato mySlenka byla dale
podpofena faktem, ze v 1. fazi metabolizace takrinu je hydroxylace rovnéz majoritni
cestou eliminace. Vramci ndmi zvolenych chromatografickych podminek se
pohybujeme nareverznich fazich, zcehoz vyplyva, Ze by se dle teorie meély
hydroxylové metabolity eluovat s nizSim retenénim Casem v porovnani s parentni
latkou. Tento teoreticky bod byl rovnéz prokazan i v radmci naSeho méfeni, jelikoz
parentni latka se eluuje v case 37,30 min a jeji monohydroxylované metabolity
v rozmezi 29,50 — 31,78 min. Z vySe uvedenych teoretickych poznatki vyplyva, ze by
se tedy mélo s nejvétsi pravdépodobnosti jednat o monohydroxylaci molekuly. Nicméné
tuto domnénku je vhodné ovéfit interpretaci jednotlivych spekter.

Druhé skupina metabolit s m/z = 323,1390 ma hmotnostni odchylku od parentni
latky fenoxytakrinu m/z = 291,14932 o 31,9897 m/z. Tato odchylka pravdépodobné
odpovidéa dvojnasobné hydroxylaci molekuly.

Na zéklad¢ téchto informaci tedy predikujeme, ze 7-fenoxytakrin se v I. fazi
in vitro biotransformace pravdépodobné preménuje z 90 % na monohydroxylované a
z 10 % na dihydroxylované metabolity (Obr. 29). V dal§im kroku bylo cilem diplomové
prace zjistit polohu hydroxylové skupiny, resp. skupin. Nabizelo se n€kolik moZznych

variant.

7-FEOTA \
m/z (teor.): 291,14919

NHs } m/z (exp.): 291,14932 %

m/z (teor.): 307,14410 m/z (teor.): 323,13902
m/z (exp.): 307,14410 m/z (exp.):323,13901

Obr. 29 Predpokladané vznikajici mono- a dihyroxylované metabolity 7-fenoxytakrinu.

MONOHYDROXYLOVANE METABOLITY

Na extrahovaném iontovém chromatogramu (EIC) sm/z = 307,1441 lze

58



pozorovat 6 monohydroxylovanych metaboliti vznikajicich ze 7-FEOTY, viz Obr. 30.
Metabolity jsou oznaceny M1 — M6 a jsou fazeny postupné dle retencnich cast
od nejpolarn€jsiho  metabolitu. Na zakladé porovndvani fragmentaCnich spekter
jednotlivych metabolitli jsme rozdé€lily monohydroxylované metabolity do dvou skupin
(Obr. 31 a Obr. 35). Do prvni skupiny (Obr. 31) spadaji metabolity M1, M2, M3 a M5.
Tyto Ctyfi metabolity se vyznacuji velmi podobnymi koliznimi spektry. Druhou skupinu
(Obr. 35) pak tvofi metabolity M4 a M6, které maji navzijem téZ velmi podobna

spektra, avSak od prvni skupiny se do jisté miry lisi.

M5
M4
M6
]o' T A

M3
M1 M2
o ‘29‘5‘ T 30‘0 ‘

. a0s
Cas [min

‘ 25‘5 o 29‘0 ‘
Obr. 30 EIC zaznam monohydroxylovych metabolitii o m/z =307,1441.

Metabolity M1, M2, M3 a MS5:

Jako prvni monohydroxylovany metabolit je metabolit M1, ktery je eluovan
v 29,52 minuté. Metabolit M2 je eluovan v 29,86 minuté. NejintenzivnéjSim
monohydroxylovanym metabolitem je M3, ktery je eluovan v 30,14 minuté. Do této
skupiny monohydroxylovanych metabolitd, které se vyznacuji velmi podobnymi
fragmentacnimi spektry, jesté¢ fadime metabolit M5, ktery je eluovan v 31,36 minuté a
jde o druhy nejintenzivngj$i monohydroxylovany metabolit. Fragmentacni spektra

monohydroxylovanych metaboliti M1, M2, M3 a M5 jsou uvedeny na Obr. 31.
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Obr. 31 Fragmenta¢ni spektra metaboliti M1, M2, M3 a M5 s ozna¢enymi nejintenzivnéj$imi
fragmenty.
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Obr. 32 Navrzené struktury fragmentti M1, M2, M3 a MS5.

Z fragmentacnich spekter (Obr. 31) lze vidét opakovany vyskyt jistych
fragmentl. Navrzené struktury téchto fragmentl jsou zobrazeny na Obr. 32. Co se tyce
rozdilu mezi jednotlivymi spektry této skupiny monohydroxylovanych metabolitl, tak
lze vidét zejména v intenzité nékterych fragmentl. Intenzita fragmentl se znacné¢ méni
u molekularniho iontu, kdy v potadi od M1 po M5 postupné m/z =307,14441 ubyva a
u metabolitu M3 a M5 neni ve fragmentacnich spektrech M3 a M5 vidét. Z toho
muzeme vyvodit, Ze metabolity M1 a M2 budou vice stabilni nez metabolity M3 a MS5.
Naopak v piipadé m/z = 274,11029 je intenzita nejvyrazné&jsi u M5 a postupné k M1
klesa.

Dale ¢eho je mozné si ve fragmentacnim spektru M1 povSimnout, je fragment

m/z= 246,09991 (Obr. 33), ktery se vostatnich spektrech této skupiny
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monohydroxylovanych metaboliti nevyskytuje. Navrzena struktura tohoto fragmentu je
zobrazena na Obr. 33.

NH;

X

—

N

m/z (teor.) = 246,09981
m/z (exp.) = 246,09991
Sum. vz.: Programem Xcaibur nebyl Zadny vyhovujici predikovan.

Obr. 33 Navrzena struktura fragmentu m/z = 246,09991 vyskytujici se ve spektru M1.

U této prvni skupiny metaboliti M1, M2, M3 a M5 predpoklddame polohu
hydroxylové skupiny na nasycené €asti akridinu, tzn. v polohach 1 — 4 7-FEOTY. Tato
nase hypotéza vychazi za prvé z fragmentu m/z = 228,08933, ktery ndm vyloucil polohy
hydroxylovych skupin na fenoxy-skupin€. Nejzasadnéjsim faktem, na zékladé kterého
predikujeme polohu hydroxylovych skupin na nasycené casti molekuly u metabolitil
M1, M2, M3 a M5 je fragment m/z = 289,13385, kde rozdil mezi molekularnim iontem
m/z=307,14429 a timto fragmentem odpovidd Am/z = 18. Tato odchylka vypovida
o rozdilu hydroxy-skupiny a soucasném zavedenim dvojné vazby do molekuly. Vznik
fragmentu s touto dvojnou vazbou vyloucil moZznost polohy hydroxylové skupiny
v polohdch 5, 6 a 8, protoze pokud by se vyskytovala hydroxylova skupina praveé
v téchto polohach, nevznikal by takovyto fragment. Podobné je to u fragmentu
m/z =195,09195, ktery v rozdilu Am/z mezi molekuldrnim iontem a timto fragmentem
kromé& odstépeni hydroxy-skupiny a zavedeni dvojné vazby, navic zahrnuje odStépeni
fenoxy-skupiny. Dal§im z diivodd, pro¢ predikujeme hydroxy-skupiny na nasycené ¢asti
molekuly, je, Ze metabolity M1, M2, M3 a M5 jsou metabolity s velmi podobnym
fragmentaCnim spektrem, a proto je piedpokladdna vzajemna podobnost téchto
metabolitl. Z logiky véci jsou pouze Ctyfi volné pozice na molekule tak, aby si
metabolity zachovaly podobnost, a to tedy pouze na nasycené ¢asti molekuly. Dale je
tato teorie podpotena studii Patocka et al, 2008 [11] tykajici se metabolismu takrinu,
u kterého taktéz vznikaji primarn€ hydroxylované metabolity v nasycené cCasti
akridinové¢ struktury.

Dale bychom mohli na zaklad€¢ logP a reten¢niho ¢asu metabolitu urcit mozné
pofadi téchto monohydroxylovanych metaboliti v chromatogramu. Dle Obr. 34
miuZeme vidét dvé teoreticky moZné vznikajici skupiny hydroxylovanych
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7-fenoxytarinti. 1-hydroxy-7-fenoxytakrin a 4-hydroxy-7-fenoxytakrin s ClogP = 3,995
a 2- a 3-hydroxy-7-fenoxytakrin s ClogP = 3,695. Na zaklad¢ téchto informaci mizeme
usoudit, ze pokud by se hydroxylova skupina vyskytovala v poloze 1 nebo 4, tak by tyto
metabolity byly eluovany az po hydroxylovanych metabolitech v poloze 2 a 3. Z toho
vyplyva, ze pravdépodobné M1 a M2 odpovidd 7-fenoxytakrinu hydroxylovanym
v poloze 2 nebo 3. A u M3 a M5 predikujeme tyto hydroxylaci v polohach 1 nebo 4.

4 +
NH; OH NH;
0 N O N
©/ N/ ©/ N/
CLogP: 3.995 CLogP: 3.995 OH
+ +
NH; NH3
O™ OO
©/ N/ N/ OH
CLogP: 3,695 CLogP: 3,695

Obr. 34 Hydroxylované 7-fenoxytakriny s ur¢enou ClogP.
Tuto nasi hypotézu jsme dale podpofili informaci o stabilit¢ molekuldrniho iontu
m/z = 307,14429, ktery byl intenzivnéjsi ve fragmentacnich spektrech M1 a M2.
Ze sterického hlediska ptfedpokldadame, ze 2- nebo 3-hydroxy-7-fenoxytakrin je
stabiln¢j$i molekula, nez 1- nebo 4-hydroxy-7-fenoxytakrin. Z tohoto divodu jsme
ptifadili fragmentacni spektra se zachovalym molekuldrnim iontem (M1 a M2) pravé
metabolitim s hydroxylaci v poloze 2 nebo 3. Bohuzel jsme dale ze ziskanych

informaci nebyli schopni rozlisit M1 od M2 a M3 od MS5.

Metabolity M4 a M6:

Ve druhé skupiné monohydroxylovanych metabolitl pak velmi podobna spektra
mély metabolity M4 a M6 (Obr. 35), které navic maji podobné fragmentacni spektrum
se samotnym 7-fenoxytakrinem.

Metabolit M4 je eluovan ve 30,85 minuté a metabolit M6 se eluuje v 31,78
minuté. Na zaklad€ fragmentacnich spekter byly navrhovéany struktury jednotlivych
fragmentt, které¢ jsou zobrazeny na Obr. 36. Podafilo se navrhnout nékolik struktur

fragment(, jejichZ struktura byla potvrzena na zakladé hodnoty poméru m/z, sumarniho
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vzorce predikovaného v ChemDraw i v programu Xcalibur, a dale byla i vizualné
potvrzena izotopova obalka.

Z fragmentacnich spekter metabolitu M4 a M6 je vidét, Ze se nékteré hmoty m/z
v obou spektrech opét opakuji a nckteré naopak chybi. Po porovnani fragmentacnich
spekter téchto dvou metabolitih mizeme vidét rozdil v intenzit€¢ hmoty m/z = 230,10535,
kterd je v piipadé¢ M4 intenzivnéj$i nez u M6. Daéle ve spektru mizeme zpozorovat
rozdil intenzity molekularniho iontu m/z = 307,14453, kterd je naopak intenzivnéjsi
u M6. Dalsi rozdilnost mezi témito metabolity jsou u fragmenti m/z = 252,10216 a
m/z =215,11829, které se ve spektru M4 vyskytovaly pouze v minimalni intenzité. Déle
se spektra lisi fragmentem m/z = 183,09203, ktery je intenzivngj$i u M4. Opacné je to
u fragmentu m/z = 186,11543, ktery je intenzivnéjsi u M6.

- 230.10529
o 80
25 307.14441
£ & 197.10767
g 503
£ 40
g % 183.00203
= 0] L 21411021 | 27911815 |
O :: ‘l . \Iw T | . T Iw . ; i . . ! .
0090200020220 200240 D0 260 20 280290 300 510
m/z
o 307.14444
s M6
80
3 703 230.10533
=
o 603
of 197.10767
£ w0
S 30 27911334 305.12878
£ 203 185G A 215.11829
103170.08412 | ‘ | | 252.10216 | |
0 1, A i . | A | ol I | I i
170 180 190 200 210 220 230 240 280 260 270 280 290 300 310

m/z

Obr. 35 Fragmentacni spektrum M4 a M6.
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NH3
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OH
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. . Sum. vz.: C13H4N,O m/z (exp.) = 230,10535
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N
| HO
_ .
N
m/z (teor.) = 186,11515 m/z (teor.) = 252,10191 H
m/z (exp.) = 186,11543 m/z (exp.) = 252,10216
Sum. vz.: C1oH4Np+ Sum. vz.: C1gH4NOy*

A +
N NH3
X O Z
| + 2 \
N
m/z (teor.) = 183,09167 m/z (teor.) = 279,11280
m/z (exp.) = 183,09206 m/z (exp.) = 279,11313
Sum. vz.: CyoHqyNo+ Sum. vz.: C47H15N20,"
+
NH3 NH3
= \
. q / OH
N N
m/z (teor.) = 170,08385 m/z (teor.) = 307,14410
m/z (exp.) = 170,08414 m/z (exp.) = 307,14441
Sum. vz.: Cq1HigNo™ Sum. vz.: C1gH1gN205*

Obr. 36 Prehled navrzenych struktur fragmentt M4 a Mé6.

Na zéklad¢ fragmentu m/z = 279,11313 nalezeného ve spektrech metaboliti M4 a
M6, ktery neumoziuje vznik dvojné vazby na nasycené ¢asti molekuly, predikujeme
polohy hydroxylové skupiny u téchto metabolitii v aromatické ¢asti molekuly. Rovnéz
ionty sm/z = 197,10767; 214,11021 a 230,10529 neindikuji, Ze by se u téchto
metabolith meéla hydroxy-skupina vyskytovat v nasycené casti molekuly. DalSim
divodem je, ze pokud by se potvrdily polohy hydroxylové skupiny u M1, M2, M3 a M5
na nasycené casti molekuly, nemohly by tato mista obsazovat hydroxylové skupiny M4
nebo M6.

Souhrnny obrazek s nami navrzenymi strukturami monohydroxylovanych
metabolitli je zobrazen na Obr. 37. Déle je nutné zminit, Ze byly nalezeny stopy

metabolitu 7-hydroxytakrinu, nicméné nejednd se o preferencni metabolickou cestu

7-FEOTY, a proto domnéla pfic¢ina toxicity by méla byt minimalizovéna.
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Obr. 37 Navrzené struktury monohydroxylovanych metabolitt.

DIHYDROXYLOVANE METABOLITY

Analogickym zplsobem byly analyzovény a interpretovany i piedpokladané
dihydroxylované metabolity. V ptipad¢ skupiny dihydroxylovanych metabolitl jich je
dle chromatogramu (Obr. 38) pfedpokladano 11 a jsou oznaCovany opét dle retencénich
Castt od nejpolarnéjStho jako M7 — MI17. Pro dokonalejsi separaci jednotlivych
metaboliti by bylo vhodné provést dikladné;si optimalizaci chromatografické metody.

Tato optimalizace vSak nebyla cilem této diplomoveé préce.

@ 30
g MI10
"‘20;
103 M7 Mg j\ /\ MllMl’

el T
230 235 240 230

cas [mm

Obr. 38 EIC dihydroxylovanych metabolit o m/z = 323,13901.
Na zaklad€ podobnosti fragmentacnich spekter byly dihydroxylované metabolity
podobné jako monohydroxylované metabolity rozdéleny do dvou skupin. Do prvni

66



skupiny dihydroxylovanych metaboliti jsme zatadili M7 — M11, do druhé skupiny jsme
pak zaradili metabolity M12 — M17.

Metabolity M7 — M11:

Jako nejpolarnéjsi metabolit 7-FEOTY je v 23,24 minuté eluovan metabolit M7.
Metabolit M8 se eluuje ve 23,42 minuté¢ a metabolit M9 v 23,91 minuté. Ve 24,65
minuté se eluuje metabolit M10. Podobné fragmentacni spektrum ma i M11, ktery se
eluuje v 24,92 min. Jednotliva spektra (Obr. 39) téchto dihydroxylovanych metabolith
byla rozebirdna a porovnavana, nasledn¢ byly navrhovany struktury fragmenti. Nami
navrzené struktury fragmentd dihydroxylovanych metaboliti M7 — M11 jsou zobrazeny
na Obr. 40.

Molekularni iont m/z = 323,13907 je zachovdn pouze u M7, u ostatnich
dihydroxylovych metabolitli doslo k jeho uplné fragmentaci, a proto neni v zddném
fragmenta¢nim spektru vidét. Pro rozliSeni mezi jednotlivymi dihydroxylovymi
metabolity této skupiny, bylo nutné podrobnéji rozebirat jednotliva spektra. M7 se
od ostatnich metaboliti lis§i fragmenty m/z = 279,11703 a m/z = 246,10040, které
uMS8— MII nejsou k nalezeni. U metabolitu M8 jsme pozorovali znacny ubytek
na intenzit¢ fragmentu m/z = 290,10580. U M9 nabyva nejveétsi intenzity fragment
m/z =228,08933. Fragment m/z = 181,07632 je k nalezeni u M9 a M10, pak dale
v minimalni intenzit¢ u MI11l. MI10 se vyznacuje intenzivnimi fragmenty
m/z =195,09529; m/z = 228,08995; m/z = 290,10580 a m/z =305,12854, které jsou

intenzivnéjsi neZ u metabolitt M7, M8 a M9.
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Obr. 39 Fragmentacni spektra M7 — M11.

68



+
— .
i ? - OH
m/z (teor.) = 197,10732 _
m/z (exp.) = 197,11072 N
m/z (teor.) = 195,09167

m/z (exp.) = 195,09529 m/z (teor.) = 228,08933
m/z (exp.) = 228,08995

+
NH; A

NZ 0. N OH
M7 — M11 N OH
+/
m/z (teor =181,07602 m/z (teor.) = 246,09989
m/z (exp.) = 181,07632 m/z (exp.) = 246,10040
+
NH;

oC N\H% Spesed

-
m/z (teor.) = 305,12845 N m/z (teor.) = 279,11280
m/z (exp.) = 305,12854 ©/ oH m/z (exp.) = 279,11703
+/
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Obr. 40 Navrzené sktruktury fragmenti metabolitt M7 — M11.

U dihydroxylovanych metabolitt M7 — MI11 predpokladame polohu jedné
hydroxylové skupiny na nasycené casti molekuly a druhou hydroxylovou skupinu
pfedpokladdme v aromatické casti molekuly, tzn. bud’ v polohach 5, 6, 7, anebo
na fenoxy-skupin€ 7-FEOTY. Predikce prob¢hla na zakladé fragmentt m/z = 228,10040
a 195,09506 které predikuji vznik jedné dvojné vazby, ktera mize vznikat pouze
v nasycené ¢asti molekuly. Fragmenty m/z = 287,11816; 226,07776 a 194,08734, které
by predikovaly vznik dvou dvojnych vazeb na nasycené ¢asti molekuly, nebyly v téchto
fragmenta¢nich spektrech zaznamendny, a proto je piedpoklad pro druhou

hydroxylovou skupinu na aromatické ¢asti molekuly.

Metabolity M12 az M17:
Pro ptehlednost byla vytvotfena tabulka s retenc¢nimi ¢asy M12 — M17 (Tab. 8).
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Tab. 8 Prehled retenénich ¢asu M12 — M17.

Metabolit Retencni Cas [min]
M12 25,18
M13 25,33
M14 25,87
M15 26,03
M16 26,49
M17 26,53

Na Obr. 41 a Obr. 42 jsou uvedeny fragmenta¢ni spektra metaboliti M12 —
M17. Fragmentacni spektra této skupiny dihydroxylovanych metaboliti mély nékolik
podobnych fragmentd, jejichz ptehled je zobrazen na Obr. 43. Dale jsou nize popsany
zpozorované rozdily mezi t€émito jednotlivymi metabolity. Nutno dodat, ze molekularni

iont m/z =323,13901 byl opét cely rozfragmentovan, a proto nelze ve spektrech nalézt.

287.11816
w0y M12
o 803
-r_g 703
D 803
s 2 194.08734
£ 30. 226.07776
E 2 182.08707 275.12299 305.13455
0 L | ; ‘ L | o
150 160 170 180 190. 200 210 220 .230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
mfz
o 305.12900
«] Mi3
o 803
F 703 183.09210
o 603
= 40:
5 . roaogary 21609007 5oy 22013400
E 20 |
= ol 17210159 | | 226.07799 |
0 R | T P I Ll | | 13 \
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5 B8O
«_‘\:3 70:
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Obr. 41 Fragmentacni spektra metabolith M12 — M14.
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Obr. 42 Fragmentacni spektra metaboliti M15 — M17.
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Obr. 43 Navrzené struktury fragmentd spolecné pro metabolity M12 — M17.
Ve fragmenta¢nim spektru M12 jsme zpozorovali nejvétsi intenzitu u fragmentu
m/z = 287,11807. Intenzita tohoto fragmentu klesla u M13. AvSak M13 ma vyrazné
fragmenty m/z = 305,12455 a m/z = 183,09207. Ve fragmenta¢nim spektru M13 dale
muzeme navic zpozorovat fragmenty m/z = 244,08455 a m/z = 277,13400 (Obr. 44).

ool [odok:

m/z (teor.) = 277,13354 m/z (teor.) = 244,08424
m/z (exp.) = 277,13400 m/z (exp.) = 244,08455

Obr. 44 Navrzené struktury fragmentt typickych pro M13.
Ve spektrech M14 a MI15 je navic oproti ostatnim dihydroxylovanym
metabolitim fragment m/z = 260,10742, jehoz pravdépodobnd struktura je zobrazena
na Obr. 45. Déle je mozné si v§imnout m/z = 194,08424, ktery u M14 a M15 nabyva

vyrazné intenzity.
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Obr. 45 Fragment m/z = 260,10742 typicky pro M14 a M15.

Metabolit M17 je nejintenzivnéjSi dihydroxylovany metabolit. Spektrem se
velmi podobnd M16. Od ostatnich metabolitd této dihydroxylové skupiny se tyto dva
metabolity odliSuji fragmenty m/z = 216,08963; m/z = 244,08463 a m/z = 263,11826,
viz Obr. 46. Déle si nelze nepovSimnout zna¢né intenzity fragmentu m/z = 275,11823.
Nicméné od sebe navzjem tyto dva metabolity nebylo z doposud zjisténych informaci

mozné rozlisit.

+
HN NH;
: 0. OH o
T $ @] Cfi
NS
N OH N
H
m/z (teor.) = 216,08933 m/z (teor.) = 244,08424 m/z (teor.) = 263,11789
m/z (exp.) = 216,08936 m/z (exp.) = 244,08463 m/z (exp.) = 263,11826

Obr. 46 Navrzené struktury fragmenti metabolitd M16 a M17.

V ptipad¢ skupiny metaboliti MI12 — MI17 predpokladame polohu obou
hydroxylovych skupin v nasycené c¢asti molekuly 7-FEOTY. Hypotéza vznikla
na zékladé experimentalné zjisténych dat, podobné jako v pfipadé monohydroxylovych
metabolitd. Fragmenty m/z=287,11816; 226,07776 a 194,08734 vyloucily polohy
hydroxylovych skupin na aromatickych ¢astech molekuly, protoze rozdil Am/z mezi
molekuldrnim iontem a témito m/z predikuje vznik dvou dvojnych vazeb, které mohou
vznikat pouze v nasycené ¢asti molekuly (Obr. 47).

Z divodu podobnosti fragmenta¢nich spekter jednotlivych dihydroxylovych
metabolitli, vétsSitho poctu vznikajicich metabolit a velkého poctu a kombinaci mist
hydroxylace na 7-fenoxytakrinu, neni dale znaSich experimentdlnich dat mozné
jednotlivé dihydroxylované metabolity od sebe vice rozlisit. Nami zjisténé a navrzené
struktury dihydroxylovanych metabolitd jsou proto pouze schématicky ilustrovany

na Obr. 47.
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Obr. 47 Navrzené struktury dihydroxylovanych metabolitd.

Pokud by vsSak n¢jaky z metaboliti mél byt s jistotou uren, bylo by nutné tuto
hypotézu dale potvrdit. Jednou z moznosti by byla syntéza standardii t€chto metabolita
a nasledn¢ na zéklad¢ shody retenc¢niho ¢asu a fragmentac¢niho spektra standardu a nami
detekovaného metabolitu potvrdit strukturu molekuly. Potvrzeni by mohlo rovnéz
probéhnout za pomoci preparativni chromatografie, kdy by se jednotlivé frakce
odseparovanych metabolitd odd¢lily, dale by se vzorky s jednotlivymi metabolity

upravily, a nakonec by se podrobily NMR (nuklearni magneticky rezonance) analyze.

4.1.2 Kvantifika¢ni experiment

Za ucelem stanoveni ubytku parentni latky v case byl proveden kvantifikacni
experiment. Jiz pfi prvnich experimentech, kde zpocatku byly zvoleny déle trvajici
kultivace, bylo zjisténo, ze se od tfi hodin kultivace intenzita jednotlivych metabolitt
neméni, proto byly vysledky zpracovany zexperimentl, kde se kultivacni Casy
pohybovaly od 5 — 120 minut.

Pro kvantitativni analyzu byla sestavena kalibracni kiivka o 5 koncentracnich
hladinach. Jde o zévislost plochy pod pikem (odezva detektoru MS) na koncentraci
analytu, viz Obr. 48. LC-MS/MS analyza kazdého vzorku kalibra¢ni kfivky probé&hla
3krat.
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Obr. 48 Graf kalibracni ktivky 7-FEOTY vytvoreny z dat z hmotnostniho spektrometru.

Z rovnice piimky byla dopocitana koncentrace parentni latky. Bohuzel v tomto
experimentu nebyl pozorovan signifikantni pokles koncentrace FEOTY, pouze byl
pozorovan mirny ndrlst intenzity metaboliti. Divodem muze byt vysyceni mikrosomil
nebo spotfebovani RapidStartu, proto bylo nasledné nutné provést mikrosomalné
stabilitni experiment s niz$i koncentraci zasobniho roztoku FEOTY.

Nartst intenzity odezvy v case byl sledovan u kazdého metabolitu.
Pro vyhodnoceni byla zvolena koncentrace 90 puM. Jako demonstrativni piiklad je
na Obr. 49 uveden graf narstu M1, ostatni metabolity vykazovaly velmi podobny profil
narastu.
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Obr. 49 Graf narustu intenzity metabolitu M 1.
Velmi podobny nérGst intenzity metabolitli v ¢ase byl pozorovan i v piipadé

dihydroxylovanych metaboliti, s rozdilem absolutni hodnoty intenzity, kterd byla o dva
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fady nizsi. Priklad naristu dihydroxylovanych metabolitu M9 v zévislosti na Case je

znazornéno na Obr. 50.
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Obr. 50 Graf nartstu intenzity metabolitu M9.

4.1.3 Mikrosomalné stabilitni studie

V dnes$ni dob¢ se pro odhad a predikci in vivo metabolismu nové chemické
entity pouzivaji metody in vitro, které maji nékolik vyhod. Nejprve umoziluji stanovit
metabolické vlastnosti v rané fazi vyvoje nového 1é¢iva. Dale jsme pomoci téchto studii
schopni urc¢it metabolickou stabilitu. Metabolicka stabilita je vyjadiena jako polocas
in vitro a vnitini clearance. Na zdklad¢ téchto hodnot mizeme piedpokladat, jakou
nachylnost bude k biotransformaci slou¢enina vykazovat [72].

U experiment 4 jsme vychazeli ze stabilitni studie dle protokolu firmy Cyprotex
[71]. Béhem mikrosomalné stabilitni studie se pracovalo s niz§i koncentraci zasobniho
roztoku fenoxytakrinu (3 uM) a ke kvantifikaci se zvolila metoda vnitfniho standardu.
Z ploch pod pikem parentni latky a IS se vypocital pomér, ktery byl nasledné
zlogaritmovan. Z hodnot zlogaritmovanych poméra v ¢ase 45 a 0 minut byl vypocitan
procentudlni ubytek parentni latky — po 45 minutach se zmetabolizovalo 45,84 %
parentni latky. Ze zavislosti zlogaritmovaného poméru ploch na kultivaénim case byl

sestaven graf (Obr. 51), jehoZ soucasti je i rovnice piimky.
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Obr. 51 Graf zavislosti poméru ploch pod pikem na inkuba¢nim case.
Z rovnice primky (ze smérnice) byl vypocitan ¢;2, ktery byl na stanoven

na t;2 = 7,58 minut. Vypocet byl stanoven ze vzorce [71]:

0,693
tig = =

kde k odpovida rychlostni konstanté eliminace, resp. zaporné hodnoté smérnice ptimky.
Hodnota #;, byla vyuzita pro vypocet intrinsic clearance vypovidajici o wvnitini
schopnosti jater odstranit 1é€ivo. Hodnota clearance byla stanovena na Cli,, = 182,98
pl/min/mg proteinu. K vypoctu bylo nejdiive zapottebi dopocitat objev V [ul/mg]

pomoci vzorce:

objem inkubované smési [ul]

V=

protein v inkubaci [mg]

Pro vypocet intrinsic clearance bylo #;> a spocitany objem pouze dosazen

do vzorce:

V x 0,693

Cline =
int tl/z

Jako standard pro porovnani hodnot byl zvolen a nasi metodou naméfen pomalu
odbouravany diazepam a jako standard pro rychlé odbouravani byl zvolen verapamil

[71].
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Tab. 9 Hodnoty biologického polocasu a intrinsic clearance standardii a 7-FEOTY.

ti2 [min] Cline [ul/min/mg proteinu]
Diazepam 990 1,401
Verapamil 18,14 76,4
7-FEOTA 7,58 182,98

Z hodnot z Tab. 9 mizeme vyvodit, Ze 7-FEOTA ma velmi kratky biologicky
polocas, tzn. za 7,58 minuty poklesne jeji koncentrace na polovinu. Tomu odpovida i
vysoka hodnota Cliy, z niz miize byt nasledné predikovana lidska clearance.

Zaveérem k mikrosomalné stabilitni studii l1ze shrnout, ze bylo na zaklad¢ hodnot
tiz a Cliy prokazéno, ze 7-FEOTA je slouCenina, kterd rychle podstupuje
biotransformaci. Déle by se tedy dalo ptredpokladat, Ze dle nasich dosavadnich vysledkli
bude biologicka dostupnost tohoto 1éCiva in vivo pravdépodobné nizkd. Tyto vypocitané
hodnoty mohou predikovat biotransformaci 7-FEOTY v lidském téle, nicméné je
potfeba brat v uvahu, Ze in vitro mikrosomalni biotransformace neni totozna s lidskou

in vivo biotransformaci, proto miize dochazet k jistym odchylkam.
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5 ZAVER

Diplomova prace se zabyva in vitro metabolismem 7-fenoxytakrinu s hlavnim
cilem stanovit metabolity 7-FEOTY po inkubaci s mikrosomy. Bylo zjisténo, ze
z 7-fenoxytakrinu po biotransformaci vznikd 17 metaboliti. U vSech téchto metabolitl
I. faze je predpokladana oxidacni reakce za vniku monohydroxylovanych a
dihydroxylovanych metabolitii. Byly navrzeny majoritni fragmenty téchto metabolitd,
pfesto se nepodafilo urCit piesnou pozici hydroxylovych skupin. Nicméné tyto
fragmenty mohou byt uzite¢né v dalSich identifikacnich studiich této latky.

Cely metabolicky experiment byl stanovovan pomoci vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie s vysokorozliSovacim hmotnostnim spektrometrem. V pribchu studie
byly n€kolikrat upravovany parametry metody. Byla zkracovana délka metody, byl
upraven gradient, dale bylo zapotfebi snizit kolizni energii a v neposledni fadé se
pracovalo s riiznymi koncentracemi zéasobnich roztokd 7-FEOTY. Tyto tpravy vedly
k optimalizaci podminek experimentu a dosazeni lepSich vysledk.

V neposledni tfad¢ byla provedena kvantifikatni a mikrosomalné stabilitni
studie. V ramci kvantifikacni studie byl zjistén ubytek parentni latky po 45 minutach
o téméf polovinu své plvodni koncentrace, presnéji o 45,84 %. Dale byl sledovan
narlst intenzity jednotlivych metabolit. Soucasti mikrosomalné stabilitni studie bylo za
cil stanovit biologicky polocas a intrinsic clearance. Z téchto hodnot bylo usouzeno, Ze
7-fenoxytakrin je latka, kterd podléha rychlé metabolizaci. Tyto hodnoty byly dale i
porovnany se standardy diazepamem a verapamilem.

Na zavér lze dodat, Ze jednotlivé cile diplomové prace byly ¢aste¢né naplnény a
bylo ziskdno mnoho novych experimentalnich poznatkii o doposud metabolicky

nestudované latce. Prace tak ptinasSi cenné informace pro dalsi studium FEOTY.
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SEZNAM SYMBOLU, VELICIN A ZKRATEK

ACN
AD
AGC
ACh
AChE
ALD
ALT
APCI
API
APP
APPI
AST
ATP
AP
AB1-40
BACE-1
BChE
CI
CNS
CPR

CYP450

Acetonitril

Alzheimer disease

Kontrola automatického zisku
Acetylcholin

Acetylcholinesteraza
Alkoholdehydrogenaza
Alaninaminotransferaza

Atmospheric pressure chemical ionization
Atmospheric pressure ionization
Amyloid precursor protein

Atmospheric pressure photoionization
Aspartataminotransferaza
Adenosintrifosfat

B-amyloid

B-amyloid izoforma 1-40

Beta-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1
Butyrylcholinesteraza

Chemical ionization

Centralni nervova soustava

Cytochrom P450 reduktaza

Cytochrom P450
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CYP3A4

DAO

DART

DESI

DMSO

DNA

EI

EIC

ER

ESI

FAD

FDA

FMO

FT-ICR

GC

GSH

HCD

HESI

HLM

HPLC

HEB

IL-1

IS

1.V.

LC

Cytochrom P450 3A4

Diamino oxidaza

Direct Analysis in Real Time
Desorption Electrospray lonization
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleova kyselina

Electron ionization

Extrahovany iontovy chromatogram
Endoplazmatické retikulum
Electrospray Ionization
Flavinadenindinukleotid

Food and Drug Administration
Flavin-containing monoxydase
Fourier-transform Ion cyclotron esonancre
Gas chromatography

Glutathion

Higher-energy collisional Dissociation
Heated Electrospray lonization
Human liver microsomes

High performance liquid chromatography
Hematoencefalicka bariéra
Interleukin-1

Vnitini standard

intra-venous (injek¢ne)

Liquid chromatography
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LC-MS
LIT
MALDI
MAO
MF

MS
NAT
NCE
MTDLs
NADP
NADPH
NMDA
NMR
NPC
p.o.
PRM
QIT

QQQ
ROS

RPC
SER
TGaza
TIC
TNF-a

TOF

Liquid chromatography-Mass spectrometry
Linear ion trap

Matrix-Associated Laser Desorption/Ionization
Monoamineoxidase

Mobilni faze

Mass spektrometry

N-acetyltransferase

Normalizovana kolizni energie
Multi-target directed ligands
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
Redukovany nikotinamidadenindinukleotidfostat
N-methyl-D-aspartat

Nuklearni magneticka rezonance

Norlmal phase chromatography

peroralni

Parallel Reaction Monitoring

Quadrupole ion trap

Triple Quadrupole

Reactive Oxygen Species

Reverse phase chromatography

Smooth endoplasmatic reticulum
Transglutaminaza

Celkovy zdznam iontli (Total Ion Current)
Tumor nekrotizujici faktor-a

Time-of-flight
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UDP Uridin-5'-difosfat

UDPGA Uridin-5'-difosfat-a-D-glukuronova kyselina
UGT Uridin-5'-difosfo(UDP)-glucuronosyltransferaza
uv Ultraviolet

WHO World Health Organisation

X0 Xantinoxidaza

2D Dvourozmérny

3D Tfirozmérny

7-FEOTA 7-fenoxytakrin

7-MEOTA 7-methoxytakrin
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