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1 ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Kandidat: Bc. Martin Smolik

Vedouci prace: PharmDr. Luka$ Lochman, Ph.D.

Konzultant: prof. PharmDr. Petr Pavek, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj LC-MS metody pro latky vyuzivané pro stanoveni

aktivity cytochromu

Cytochromy P450 (CYP450) jsou enzymy s klicovou roli v metabolismu
xenobiotik a nékterych endobiotik (cholesterol, steroidni hormony, eikosanoidy).
Vyskytuji se v jatrech, gastrointestindlnim traktu, plicich a ledvindch. Stanoveni aktivity
CYP450 je vhodnym ndstrojem pro zjiSténi moznych lékovych interakei vznikajicich
z diivodu inhibice ¢i indukce riznych izoforem tohoto enzymu.

Tato diplomova prace je vénovana vyvoji a validaci nové analytické metody
vyuzivajici  kapalinovou chromatografii  spojenou standemovou hmotnostni
spektrometrii pro stanoveni aktivity CYP450 izoforem 3A4, 2C9 a2B6, které jsou
nezbytné pro metabolismus mnoha Ié¢iv a biologicky aktivnich latek. V ramci diplomové
prace byla vyvinuta metoda poskytujici rychlé, ptesné a spolehlivé méteni aktivity téchto
enzymi na zéklad¢ kvantifikace specifickych substrati CYP450, a to midazolamu (3A4),
diklofenaku (2C9) a bupropionu (2B6) a jejich ptislusnych hydroxylovanych metaboliti
v bunééném médiu.

Analyty byly separovany na koloné¢ Phenomenex Luna® Phenyl-Hexyl
(3 wm, 1003 mm, Phenomenex), za pouziti gradientu mobilni faze s piidavkem
0,05% kyseliny octové ve vode i acetonitrilu (v/v). Detekce probihala pomoci tandemové
hmotnostni spektrometrie v rezimu monitorovani vybranych reakci (MRM) s ionizaci
elektrosprejem. Limity kvantifikace byly stanoveny na 0,05 pmol/l pro bupropion,
midazolam, 4-hydroxymidazolam a diklofenak a 0,025 pmol/l pro hydroxybupropion,
1-hydroxymidazolam a 4-hydroxydiklofenak.

Nov¢ zavedend analytickd metoda byla ¢aste¢né validovana, kdy validovanymi
kritérii byly kalibracni kfivky, kontrola kvality, pfesnost, spravnost, senzitivita,
selektivita a carry-over. Vysledky validace prokazaly, ze analytickd metoda splituje

vSechna akceptacni kritéria stanovend americkou Food and Drug Administration.



V zavéru pripravy diplomové prace byla pouzitelnost metody prokazana pfi
analyze 16 realnych vzorkii v bunééném médiu, na nichz byl testovan vliv rifampicinu na
indukci CYP450 v in vitro modelu primarnich lidskych hepatocytii ve 3D uspotadani.

Nameétena data se stanou soucasti publikace s impakt faktorem.

Klic¢ova slova:

Analyza, hmotnostni spektrometrie, kapalinova chromatografie, cytochrom P450),
3D hepatalni  bunky, midazolam, diklofenak, bupropion, I-hydroxymidazolam,
4-hydroxymidazolam, 4-hydroxydiklofenak, hydroxybupropion



2 ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmaceutical Analysis

Candidate: Bc. Martin Smolik

Supervisor: PharmDr. Luk4s Lochman, Ph.D.

Consultant: prof. PharmDr. Petr Pavek, Ph.D.

Title of thesis: Development of LC-MS method for compounds used for determination

of cytochrome activity.

Cytochromes P450 (CYP450) are enzymes that play a key role in the metabolism
of xenobiotics and some endobiotics (cholesterol, steroid hormones, and eicosanoids).
They are present in the liver, gastrointestinal tract, lungs, and kidneys.
Determination of CYP450 activity is a valuable tool to detect drug interactions resulting
from inhibition or induction of various isoforms of this enzyme.

This thesis is devoted to the development and validation of a new analytical
method using liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry for
the determination of activity CYP450 isoforms 3A4, 2C9, and 2B6, which are crucial
for the metabolism of many drugs and biologically active substances. In the framework
of this thesis, a new method was developed providing a fast, accurate, and reliable
measurement of the activity of these enzymes based on the quantification of specific
CYP450 substrates, namely midazolam (3A4), diclofenac (2C9), bupropion (2B6)
and their appropriate hydroxylated metabolites in cell culture medium.

Analytes were separated on a Luna® Phenyl-Hexyl column (3 pm, 100%3 mm,
Phenomenex), using a mobile phase gradient. Used mobile phase was composed of 0.05%
acetic acid in water and 0.05% acetic acid in acetonitrile (v/v). Detection was done using
tandem mass spectrometry in selected reaction monitoring (MRM) mode with
electrospray ionization. Lower limits of quantification were set at 0.05 pmol/l for
bupropion, midazolam, 4-hydroxymidazolam and diclofenac and 0.025 pmol/l for
hydroxybupropion, 1-hydroxymidazolam and 4-hydroxydiclofenac.

The newly introduced method was partially validated, where the validated criteria
were calibration curves, quality control, accuracy, precision, sensitivity, selectivity,
and carry-over. The validation results showed that the method meets all the acceptance

criteria set by the US Food and Drug Administration.



At the end of the diploma thesis, the method's applicability was demonstrated by
the analysis of sixteen real samples in a cell culture medium to evaluate the effect of
rifampicin on CYP450 in an in vitro model of human hepatic cells arranged in 3D. The

measured data will become part of the publication with an impact factor.

Keywords:
Analysis, mass  spectrometry, liquid chromatography, cytochrome  P450),
3D human hepatic cells, midazolam, diclofenac, bupropion, 1-hydroxymidazolam,

4-hydroxymidazolam, 4-hydroxydiclofenac, hydroxybupropion
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3 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

e 10H-MID
e 3xIS

e 40H-DCF
e 40H-MID
o AA

e AC

e ACN

e AMK

e APCI

e AUC

e BUP

o (CYP450

e DC

e DCF

e DMSO

e ESI

e FA

e FDA

e HPLC

e [ICH

e IS

e KARB

e KETOP

e ILC

e LLOQ

e MeOH

e MF

e MID

e MRM

e MS

1-hydroxymidazolam

smés 3 vnitinich standardi
4-hydroxydiklofenak
4-hydroxymidazolam

kyselina octova

sttidavy proud

acetonitril

aminokyselina

chemicka ionizace za atmosférického tlaku
plocha pod pikem

bupropion

cytochrom P450

stejnosmérny proud

diklofenak

dimethylsulfoxid

ionizace elektrosprejem

kyselina mravenci

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv
vysokou¢inna kapalinova chromatografie
Mezinarodni rada pro harmonizaci technickych poZzadavki na
1écivé piipravky

vnitini standard

karbamazepin

ketoprofen

kapalinova chromatografie

spodni limit kvantifikace

methanol

mobilni faze

midazolam

sledovani vybranych fragmentii (multiple reaction monitoring)

hmotnostni spektrometrie



MS/MS
OH-BUP
OXAZ
QC

RF

RSD

SF

SRM

tandemova hmotnostni spektrometrie
hydroxybupropion

oxazepam

kontrola kvality

radiofrekvence

relativni smérodatna odchylka
staciondrni faze

sledovani vybraného fragmentu (selected reaction monitoring)
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4 UVOD

Cytochromy P450 (CYP450) jsou rodinou enzymu, kterd hraje s podstatnou roli
v metabolismu xenobiotik a nekterych endobiotik. Ovlivnéni aktivity CYP450 je jedna
z hlavnich pfic¢in 1ékovych interakci. Z toho divodu je dilezité¢ studium vlivu 1éCiv
na aktivitu CYP450. Tyto znalosti mohou vést ke zvySeni bezpeCnosti a kvality
farmakologické péce o pacienty a lepsi predvidatelnosti u€inkt pti vyvoji novych 1é¢iv.!

Aktivita CYP450 se hodnoti na zékladé¢ sledovani zmén v koncentraci
specifickych substrati a jejich metaboliti. K tomuto ucelu je nejvhodnéjsi kapalinova
chromatografie (LC) ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS).
Tato instrumentace umoziuje piesné a selektivni méfeni i velmi nizkych koncentraci
latek vzniklych v diisledku enzymatické aktivity jednotlivych izoforem CYP450.

Tato diplomova prace je zaméfena na vyvoj analytické metody, kterd umozni
simultanni kvantifikaci specifickych substrati: midazolamu (MID), bupropionu (BUP)
a diklofenaku (DCF) a jejich hydroxylovanych metaboliti: 1-hydroxymidazolamu
(10H-MID), 4-hydroxymidazolamu (4OH-MID), hydroxybupropionu (OH-BUP)
a 4-hydroxydiklofenaku (4OH-DCF) za ti¢elem stanoveni aktivity ptisluSnych izoforem
CYP450 (3A4, 2C9 a 2B6). Metoda byla vyvijena v ndvaznosti na jiz zavedenou metodu
pro stanoveni aktivity CYP450 3A4. Tato metoda vyuzivala pro separaci kolonu
Luna® Phenyl-Hexyl amobilni fizi (MF) tvofenou acetonitrilem (ACN) a0,1%
kyselinou mravenéi (FA).> Jako vnitini standard (IS) byl pouzit oxazepam (OXAZ)
a celkova doba analyzy byla 10,4 minuty.?

Nov€ vyvinutd analyticka metoda umoziuje efektivni separaci a kvantifikaci
vSech analytl pro stanoveni aktivity CYP450 izoforem 3A4, 2B6 a 2C9 s celkovou dobou
analyzy 8,5 minut. Jako IS byly pouzity: OXAZ, karbamazepin (KARB) a ketoprofen
(KETOP). Optimalizovand MF je slozena z 0,05% kyseliny octové (AA) ve vodé a 0,05%
AA v ACN.

Metoda byla nasledné &astecné validovana dle kritérii Utadu pro kontrolu potravin
aléciv (FDA, Food and Drug Administration). Redlné vyuzitelnost metody byla nasledné
demonstrovana analyzou série 16 vzorkl vzeSlych z experimentu na in vitro modelu
primarnich lidskych hepatocytl ve 3D uspofadani, na nichz byl testovan vliv rifampicinu

na aktivitu izoforem CYP450 3A4, 2B6 a 2C9.



5 TEORETICKA CAST

5.1 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC, high performance liquid
chromatography) je nejrozsifenéjsi separacni technikou, kterd pouziva jako MF kapalinu.
Nepohybliva stacionarni faze (SF) je pti HPLC obvykle tvofena sorbentem na bazi
silikagelu, skrz ktery proudi pod tlakem MF. Pomoci HPLC lze analyzovat jak molekuly
s nizkou, tak i1 vysokou molekularni hmotnosti. V praxi tak lze HPLC instrumentaci
vyuzit napfi¢ riznymi obory, a to od klinické farmacie, toxikologie a biochemie az po

environmentalni analyzu a analyzu v oblasti proteomickych a metabolomickych studii.*?

5.1.1 Princip HPLC

Principem fungovéani LC je opakované ustalovani rovnovahy distribuce analyt
mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi, tedy SF a MF. Analyt se pohybuje SF
pomaleji, pokud s ni mé vice interakci, a tim se zpozd'uje oproti analytim, které maji
interakci se SF méné a jsou rychleji unaSeny proudem MF k detektoru. K separaci
riznych analyti pak dochazi tehdy, kdyZz se od sebe li§i mirou interakci s SF.
Tento princip je popsan na Obr. 1. Miru retence analytu urcuje pocet a sila interakci, jez
ma se SF pfi prachodu kolonou. V zévislosti na pouzitém sorbentu mize dochazet
k hydrofobnim interakcim, n-m interakcim, disperznim interakcim, u fluorovanych SF

i k fluor-fluor interakcim.*>

mobilni

faze = C staciona’rniféz; (
E> f vzorek N _D chromatogram
ad O )
= £8 Il
= £ &

Obriazek 1 Princip separace analytti v HPLC.

—
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5.1.2 Instrumentace HPLC

Kapalinové chromatografy jsou obvykle moduldrniho typu, kdy kazdy modul
HPLC ma svou konkrétni funkci. Zjednodusené schéma kapalinového chromatografu je
uvedeno na Obr. 2. MF je uloZena v zésobnich lahvich a pfed prichodem kapalinovym
chromatografem je odplynéna v odplynovaci (degasseru). O spravné slozeni MF se staraji
vysokotlaka Cerpadla a gradientovy ventil s mixazni komorou MF. Prvnim modulem,
kterym prochazi vzorek je autosampler. Ten spravné a opakovatelné davkuje vzorky
z vialek do smycky vicecestného ventilu, ktery poté vzorek uvolituje dale do proudu MF,
ktera jej unasi k SF. SF je uloZena v kolonovém termostatu, ktery udrzuje stalou teplotu.
Ptedkolona, umisténa pied analytickou kolonou, plni funkeci filtru a v bioanalytickych
aplikacich vyrazné prodluzuje délku pouzitelnosti analytické kolony. Po separaci

analytickou kolonou jsou analyty unaSeny k detektoru.*?

VICECESTNY
VENTIL

= /
"’I l ODPLYNOVAC VYSOKOTLAKA MIXAZNI KOMORA
MOBILNi FAZE CERPADLA MOBILNIi FAZE
' ' ) SMYCKA
VICECESTNEHO

ZASOBNIKY VENTILU
MOBILNICH FAZI

-1
—_——
PQCiTA¢ SE ODPAD DETEKTOR ANALYTICKA KOLONA PREDKOLONA
SBERNICI DAT

Obrazek 2 Schématické znazornéni HPLC instrumentace. (pfevzato a upraveno)®

Detektory jsou umisténé za analytickou kolonou, kde zaznamenavaji rozdily ve
sloZeni prochézejici MF. Informace o slozeni MF s analyty pfevadi do elektronického
signalu, ktery je zaznamenavdn apomoci softwaru pieveden na chromatogram.
Obvyklymi pozadavky na detektory jsou: citlivost, nizky pomér signdlu vic¢i Sumu,
vysokd frekvence sbéru dat a specifita detekce. Pro svoji jednoduchost a univerzalnost
jsou rozsitené spektrofotometrické detektory, nicméné v poslednich dekadach jsou na

istupu na tkor detekce pomoci hmotnostni spektrometrie (MS).*?



5.1.3 Stacionarni faze v HPLC

SF v LC se daji délit dle jejich chemického slozeni na polymerni SF, SF na bazi
oxidd kovii, hybridni SF a SF na bézi silikagelu, které jsou v praxi rozsifené nejvice.’
Silikagel je chemicky modifikovan tak, Ze se na silanolové skupiny na jeho povrchu
navazou funkcni skupiny, které ovliviiuji selektivitu SF. Silikagel je bézné modifikovan
navazanim alkyli nebo alkylfenyll,, pfi¢emz nejCastéji jde o navazani oktyli (C8)
a oktadecylt (C18). SF na bazi silikagelu modifikované C18 interaguji s analyty zejména
na zaklad& hydrofobnich interakci.> Alkylfenylové funkéni skupiny poskytuji SF vyssi
polaritu (oproti C18) a moznost n-n interakci s analyty, které usti ve vyssi selektivitu viici
latkdm s aromatickym charakterem.”® Pfitomnost kratkého alkylového fetézce zarovei
umoziiuje také separaci analytll na ziklad& jejich r@izné polarity.” Pii volb& SF
s alkylfenylovymi funkénimi skupinami je preferovano pouziti MF na zédkladé methanolu
(MeOH) z diivodu snizovéni selektivity alkylfenylovych SF plisobenim ACN v MF.

Silanolové funkéni skupiny neni mozné pokryt pozadovanou skupinou (C8, C18,
alkylfenyl) zcela a v analytické koloné tak zlstavaji pfitomny volné silanolové skupiny,
které mohou interagovat s bazickymi analyty azhorSovat tak tvary jejich pikd.
Tento problém je feSen pomoci tzv. endcappingu a stérického stinéni volnych silanoli.
Endcapping snizuje pocet volnych silanolovych skupin za pomoci adice menSich
organosilani (napf. trimethylsilanu) na volné silanolové skupiny. Sterické stinéni
volnych silanolii je zalozeno na zaclenéni objemnych alkylovych substituenti
(napft. diisobutylu, fenylu) do SF tak, aby volné silanolové skupiny nebyly stericky

piistupné analytim a nemohly tak s nimi interagovat.’
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5.2 HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE
5.2.1 lontové zdroje

Ioniza¢nich technik existuje Sirokd skala, nicméné z4dna z nich neni naprosto
univerzalni. Vzhledem k rozdilnym podminkam, které jsou tfeba pro spravnou funkci,
jak kapalinového chromatografu (s kapalnym stavem MF s analyty), tak hmotnostniho
spektrometru (zplynéné analyty) je evidentni nutnost pouziti specializovaného rozhrani,
které prevede analyt v MF do iontové formy. Nejcastéji se ve spojeni s LC pouzivaji
mekké ionizacni techniky za atmosférického tlaku, tedy ionizace elektrosprejem (ESI),
chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférického
tlaku.!® Na Obr. 3 je schematické zndzornéni pouzitelnosti riiznych typl ionizace
analytl v zavislosti na jejich polarité¢ a molekuldrni hmotnosti. Chceme-li analyzovat
latky s nizkou molekuldrni hmotnosti a nizkou polaritu, je vhodné pouzit fotoionizaci
za atmosférického tlaku ¢i APCI. Pokud chceme ionizovat latky polarnéjsiho charakteru,
je nejvhodnéjsim zpiisobem ionizace pomoci ESL.>? V této diplomové praci budou blize

rozebrany EST a APCI.

s
\)\_‘3 X
o o8
WO
0
AN
10000 —+
APPI ESI
1000 - (jednou nabité ionty)
APCI
100 T E|
10 .
Nepolarni Velmi polarni

g Rozsah aplikovatelny na
Rozsah aplikovatelny na analyzu za pomoci

analyzu za pomoci kapalinové chromatografie
plynové chromatografie

Obrazek 3 Typy iontovych zdrojii v zavislosti na vlastnostech analytu EI — elektronova

ionizace (pouzitelna v kombinaci s plynovou chromatografii). (pfevzato a upraveno)®



ESI

Nejrozsifengjsi a nejCastéji pouzivana ionizacni technika za atmosférického tlaku
je ESL Je to zejména z ditvodu Sirokého aplika¢niho rozsahu. ESI umoziuje ionizovat
jak malé, mén¢ polarni, tak 1ivelké polarni molekuly. Poskytuje jednondsobné,
v n¢kterych pifipadech 1 vicenasobné nabité ionty, a to bud protonované,
nebo deprotonované v zavislosti na nastaveni moédu ESI. Jednéd se o mékkou ionizacni
techniku, coz znamend, ze poskytuje minimalni fragmentaci analytd, nicméné ESI lze

nastavit i takovym zptisobem, Ze fragmentace bude v omezené mite probihat.®%!!

vzorkovaci
protielektroda kuzel shérnice
vzorek . [ — hmotnostni
[ — -=Z | — .
_L\ T = | wvtr
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yn (N,
plyn (%z) (N2) vakuum vakuum

Obriazek 4 Schematicky popis ESI a iontové optiky. (pfevzato a upraveno)!!

Na Obr. 4 je schematicky zndzornén ESI. Prvni ¢asti, se kterou ptijde MF do styku
je kapilara, na kterou je vkladano napéti v rozmezi 3 — 5 kV.'? Napéti umozni predéni
pozadovaného naboje MF. Tim se zahdji pohyb opacné nabitych iontli smérem
ke kapilare, kde se pfi styku s ni oxiduji nebo vybijeji. Tento proud iontl spolu
s povrchovym napétim vytvofi tzv. Tayloriv kuZel.!” Skrze jeho $picku unikaji ionty
shodné polarity s kapilarou a po vystupu se zacnou uvoliiovat do prostoru ve formé kapek
o rizné velikosti. Obecné se da fici, Ze tvorba menSich kapek usnadniuje desolvataci
analytu, atak izvySuje vytéZnost ionizace.” Velikost kapek je pifimo umérna
povrchovému napéti a viskozité MF. Nepfimou imérou je ovlivnéna napétim na kapilare,
a koncentraci pufii.’ Déle je velikost kapek ovlivnéna priitokem MF, ktery ovliviiuje
1 mnozstvi naboje, ktery je kapickdm MF piedan. Nasledné se kapky za¢nou vypatovat,
akdyZ repulzni sily ndboje na nich ptekonaji povrchové napéti, dojde k ptekroceni
Rayleightova limitu a k tzv. Coulombické explozi, ktera vytvoii velké mnozstvi mensich
nabitych kapicek. Tento proces se opakuje do té doby, dokud nedojde k piedani naboje

analytu a jeho uvolnéni z MF. Nasledné jsou ionty analytu unaseny do iontové optiky.
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Pokud je analytu naboj piedan jesté pred kompletnim vypatrenim MF, mtize dojit k jeho
vytrzeni z kapicky vlivem elektrického pole. Proces vypaiovani a Coulombické exploze

je zobrazen na Obr. 5.%1°

odpaiovani $tépeni §tépeni evaporace ionta

@

Obrizek 5 Proces desolvatace analytu v ESI. (pfevzato a upraveno)!!
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polem asistovana desorpce iontu

Pro nikterak nemodifikovanou ESI plati, ze jeji optimalni pritok je piiblizné
5 — 10 pl/min. Bez vyraznéjsich tprav je pro ESI vyssi pritok problematicky a miize vést
k vyraznému sniZeni citlivosti analyzy.” Aby byl ESI pouZitelna s vy$simi prittoky MF
z LC, je v bod¢€ vystupu vypoustén nahiaty nebulizacni a suSici plyn, ktery napomaha

odpafovani MF a tim také desolvataci ionizovanych analyti.®!>!3

APCI
APCI se v praxi pouzivd zejména pii analyze relativné nepolarnich
a termostabilnich molekul (analyty se pfi ionizaci mohou zahtat azna 100 °C) s hmotnosti

do 1 500 Da.'!
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Obrazek 6 Schematicky popis APCI zdroje. (pievzato a upraveno)'!



Tento iontovy zdroj je slozen ze 3 casti: nebulizatoru, ionizacniho prostoru
a iontové optiky. Jeho uspotadani je schematicky zndzornéno na Obr. 6. Vzorek v MF je
vypoustén kapildrou, pticemz je nebulizovan a odpafen dusikem o vysoké teploté
(350 — 500 °C) tak, aby do oblasti, ve které dochazi k ionizaci dorazil v plynné fazi.!!
V ionizacnim prostoru se nachazi jehla, na kterou je vkladano napéti v rozmezi 2 — 3 kV,
které ionizuje okolni plyn. Jehla vytvaii na své Spicce tzv. koronovy vyboj, skrze ktery
proudi zplynénd MF. Piedpoklada se, Ze v pozitivnim médu APCI vznikaji primdrni ionty
ve formé& N> a N4 ™, které sviij naboj dale predavaji molekulam z MF. Vznikaji tak nabité
formy vody (H3;O") a ACN (CH3;CN"), piipadné MeOH (CH3;OH:").!'! Ty nésledné
pfedaji naboj ve formé protonu analytim, ¢imz vznikaji protonované formy analytil
[M+H]". Tonty analyti jsou pak dale usmémény do hmotnostniho spektrometru.
V negativnim modu emitované elektrony spolu s plynnym dusikem a vodou primarné
tvoii OH™ ionty. Ty nésledné ptebiraji protony od analytl, ¢imZ vznikd voda a analyt
v deprotonované formé [M-HJ".>!!

APCI neni na slozeni MF pfilis§ zavislé a je schopna pracovat pfi vysSich priitocich
MF 0,5 — 2 ml/min, coz umoziuje pouziti kolon s vét§im vnitinim primeérem (4,6 mm).
Nevyhodou je vSak mozny vznik aduktl analytu sionty z MF, napf. [M+NH4]"
a [M+CH3COO07".}

5.2.2 Hmotnostni analyzatory

Kli¢ovym bodem v analyze latek pomoci MS je separace iontl dle jejich poméru
hmotnosti k naboji (m/z). Toho je mozno dosdhnout riznymi principy, na kterych pracuji
hmotnostni analyzatory. Téch je vyvinuta celd fada, kdy kazdy z nich ma rizné vlastnosti
s fadou vyhod 1 nevyhod.

Obecné¢ se analyzatory daji délit na: analyzatory skenovaci (kvadrupdly,
elektro/magnetické sektory), jeZ v jeden moment propousteji na detektor pouze ionty
o definovaném m/z, analyzatory priletové, které posilaji vSechny ionty v kratkém pulzu
skrze letovou trubici, kde se separuji diky rozdilné dobé¢ letu (analyzator doby letu)
a analyzatory vyuzivajici zachyceni iontl v pasti. Ty mohou ionty detekovat vice
zpusoby. V pifipadé jednodus$Sich iontovych pasti jsou ionty postupné vypuzovany
na detektor. Orbitélni elektrostatickd iontova past detekuje ionty na zdkladé meéfeni
proudového obrazu, ktery je indukovéan axidlni oscilaci iont v elektrostatickém poli.
Iontova cyklotronova rezonance taktéz detekuje proudovy obraz, nicméné oscilace ionti

je indukovana pfitomnosti velmi silného magnetického pole, ve kterém se ionty za¢nou
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pohybovat po cykloidalni trajektorii s urcitou cyklotronovou frekvenci, ktera je typicka

pro specifické m/z. 1413

Kvadrupol

Ptistroje vyuzivajici kvadrupo6l jako hmotnostni analyzator jsou v praxi pouzivany
nejéast&ji.'! Analyzator se sklada ze ¢tyf shodnych soubéznych elektrod ve &tvercovém
usporadani. Elektrody mohou byt cylindrické, nebo ve tvaru hyperboly.
Pomoci hyperbolické geometrie 1ze dosdhnout vyssiho rozliSeni, ale vzhledem k naro¢né

vyrobé& jsou tyto piistroje nakladngjsi, a proto i méné rozsifené. !>

Obriazek 7 Kvadrupél se zndzornénymi toky ionti. '

Na dvé& protilehlé elektrody je aplikovano soucasné stejnosmérné (DC,
direct current) a stfidavé (AC, alternating current) napéti, a to ve frekvenci mezi 20 kHz
a 300 GHz (oznacuje se jako radiofrekvencni, RF). Druhy par elektrod je ve vSem
shodny, aZna opacnou polaritu napéti. Tim je vytvofeno elektrické pole uvnitt
kvadrupolii, skrze které jsou ionty poustény. Pii definovaném DC a RF maji ionty
se shodnym m/z pii priletu elektrickym polem stabilni trajektorii, zatimco zbytek iont
ma trajektorii letu nestabilni. Kdyz amplituda jejich oscilace ptesahne hranice elektrod,
mohou uniknout mimo prostor kvadrupdlu, nebo narazit na jednu z ty¢i kvadrupolu,
kde se iont vybije a piestane tak byt nadale ovliviiovan elektrickym polem. Drahy iontl
v kvadrupélu jsou znazornény na Obr. 7.11:13

Abychom mohli ziskat hmotnostni spektrum, je postupné ménén potencial DC
a AC pfi zachovani RF, coz plsobi postupnou zménu kvadrupdlového pole tak,
7e postupné prochazi hmota s riiznym m/z.""!

Analyzatory vyuzivajici pouze kvadrupoly jsou relativné kompaktni, lehké,
relativné mechanicky jednoduché a cenové dostupné stolni piistroje, které jsou vysoce

senzitivni, s $irokym linearnim rozsahem a vysokou skenovaci rychlosti.!!



Primarni vyuziti nachdzeji v analyze nizkomolekularnich slou¢enin, nicméné¢ diky
vicenasobnému nabiti ionti pomoci ESI je jimi mozno analyzovat i biopolymery

o vyrazné vyssich molekulovych hmotnostech. !

Trojity kvadrupdl
Trojity kvadrupdl se fadi mezi tandemové hmotnostni analyzatory, tzn. jde
o kombinaci dvou nebo vice hmotnostnich analyzatort slozenych do série (Obr. 8),

jez umoziuje vice skenovacich moznosti.!!

 I— i w— A C———1
> | > =
iontovy - B ”%

; Q1 Q2 3
zdroj detektor

Obrazek 8 Schematické znazornéni trojitého kvadrupélu. (pfevzato a upraveno)'!

Po ionizaci hmoty iontovym zdrojem prochazi ionty prvnim kvadrupdlem
(na Obr. 8 oznacen jako Q1). Ten miiZze v zavislosti na skenovacim mddu propoustét
veskerou hmotu, nebo filtrovat ionty, které propusti skrz, tzv. prekurzory.
Druhy kvadrup6l (oznacen jako Q2) pracuje pouze jako iontova optika, nebo jako kolizni
cela, ve které dochézi k fragmentaci prekurzord na fragmenty. Tteti kvadrupdl (oznacen
jako Q3) opét v zavislosti na vybéru skenovaciho médu funguje jako hmotnostni filtr
vybirajici priichozi hmotu, nebo jako iontova optika propoustéjici vSechny prochézejici
fragmenty na detektor.'!

Raznymi kombinacemi méda kvadrupoli Ize docilit riznych skent a to:

o TIC soucet proudu vSech prekurzori dopadajicich na detektor
e MS sken méfeni hmotnostniho spektra prekurzor

e SIM méfeni vybraného prekurzoru v ¢ase

e MS/MS sken méfeni hmotnostniho spektra fragmentt

e Sken prekurzort méfteni prekurzori poskytujicich definovany fragment

e Sken neutrdlnich ztrdt méfeni prekurzor podstupujicich neutralni ztratu

e SRM ¢i MRM méfeni vybraného fragmentu ¢&i fragmenti v ¢ase®
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5.2.3 MS Detektory

Nedilnou soucasti hmotnostniho spektrometru je detektor. Ten ma za tikol pievést
informaci o proudu iont do formy elektrického signalu, ktery Ize déle zesilit a zobrazit
v podobé hmotnostniho spektra. MS detektory by mély byt senzitivni, pfesné, stabilni,
s nizkym Sumem, Sirokym dynamickym rozsahem a rychlou odezvou. Detektory se daji
rozdélit na ty, které jsou schopny ziskavat informace pouze o mnozstvi iontll a na ty,
které mohou sbirat informace o mnozstvi ionti a k tomu detekovat i m/z detekovanych
iontd.'"* V prvnim pfipadé ionty dopadaji stale na jeden bod detektoru a je tfeba je pred
detekci separovat hmotnostnim analyzatorem (obvykle skenovacim) tak, aby v jeden
moment dopadaly pouze ionty o jednotném a zndmém m/z. Piikladem téchto detektorti
muze byt elektronasobic¢, fotondsobi¢ ¢i Faradayova klec. V pripadé druhém je detektor
schopen ionty detekovat ive vztahu k jejich m/z.'* Ptikladem miize byt orbitalni
elektrostaticka past, iontova cyklotronova rezonance nebo detektor ohniskové roviny

pouzivany v pfistrojich s magnetickym sektorem.!'!:!4

52.4 LC-MS

Spojeni MS s LC umoznilo analyzu vzorki, které¢ byly diive analyzovany jen
velmi obtiZzné. Zejména Slo o vzorky s komplexni matrici, jakymi jsou naptiklad tkang,
&asti rostlin a vzorky pochézejici z Zivotniho prostiedi.®!!

Pokud bychom tyto vzorky chtéli analyzovat pouze pomoci LC, nejspiSe bychom
dosli k zavéru, Ze ne vSechny analyty je mozné zcela separovat a ze ptipadnou koeluci
analytl ani nemusime odhalit. Navic urceni totoZnosti jednotlivych analyti probihd pouze
na zéklad€ porovnani retencnich ¢asti se standardy, kdy shodné reten¢ni vlastnosti mohou
mit i latky navzajem strukturalng odlisné.’

MS umoziuje analyzu pestré Skaly analytii, kdy hmotnostni spektra danych latek
jsou dostatecné specifickd ke spolehlivému urceni totoznosti fady latek. Jsou vSak
ptfipady, ve kterych je aplikace MS problematickd z divodu pfiliSné podobnosti
ve struktufe analytli, kterd znemozZiiuje absolutni jistotu v jejich rozpoznani (izomery).
Z toho divodu je nutné takové latky od sebe pred MS detekci chromatograficky
separovat. Separaci mlzZeme také dosdhnout potlaceni vlivu interferujicich latek
a matricovych efekti.!”

Vzhledem ke kratkému trvani eluce piki nelze ke spojeni LC a MS pouzit
hmotnostni detektory s pomalou frekvenci sbéru dat 0,5 — 2 Hz (napt. magneticky sektor

nebo iontovou cyklotronovou rezonanci s Fourierovou transformaci)® a je mozné pouzit



pouze detektory, jez sbiraji data s minimalni frekvenci 5 Hz. Je tomu proto,
ze ke spolehlivé kvantifikaci je tieba alesponi 10 bodt na pik. Pokud pocet bodii klesne,
je kvantifikace velmi znesnadnéna. S dostatecnou frekvenci jsou schopny méfit
hmotnostni analyzatory zalozené na iontovych pastich (2—-10 Hz), kvadrupdlech
(2—-10 Hz), analyzatorech doby letu (10—100 Hz) a modernich elektrostatickych
orbitalnich pastich (1 — 40 Hz).3!!

Pro LC-MS aplikace je teoreticky pouzitelna vétSina na trhu dostupnych kolon,
ale v praxi je vhodnéjsi pouzivat takové kolony, které jsou pro LC-MS urcené. Je to z toho
divodu, Ze pfi vyrobnim procesu SF je kladen narok na minimalni obsah kovii a zaroven
na minimdlni tzv. krvaceni kolony. To je proces, pii kterém se postupem casu z kolony
vymyvaji skupiny, kterymi byl silikagel modifikovan, ¢imz je zvySovan Sum zékladni
linie chromatogramu.’

Vybér slozek MF pro LC-MS s reverzni fazi je pomé&rné limitovan. Je to z diivodu
nutné té€kavosti pouzitych rozpoustédel. Pouzitelnymi slozkami pro tvorbu MF jsou
ethanol, propanol, propan-2-ol, butanol a ethylacetat, nicméné nejvhodné;jsi vlastnosti
maji MeOH a ACN.>!'® Uziti vys$iho procenta organické slozky ma pozitivni vliv
naionizaci analytu (snizuje povrchové napéti). Pfi pouziti gradientové eluce je
doporucené, aby k eluci prvniho analytu dochédzelo soucasné s alespoii 10% zastoupenim
organickych rozpoustédel v MF.! I pro aditiva plati, Ze musi byt t€kava, a tak je jejich
vybér omezen na FA, AA, kyselinu trifluoroctovou ahydroxid amonny v nizkych
koncentracich. Pti pouziti vysSich koncentraci aditiv mohou soutéZzit o naboj a snizovat

tak ionizaci analytu.>!°
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Matricové efekty

Jednim z vyraznych problémi, kterému je tfeba celit pii vyvoji metody pro
LC-MS analyzu jsou matricové efekty, které se nejcastéji projevuji pti ESI, nicméné jsou
pfitomny i pii APCIL. V obou pfipadech jak v pozitivnim, tak negativnim mddu ionizace.
U ESI jde zejména o snizeni mnozstvi ionizovaného analytu, u APCI je sniZzeni méné
Casté a vyskytuje se 1zvySeni ionizace analytl, zejména v piipadech, kdyz je v MF
obsazeno vyssi procento organické slozky.!® Matricové efekty mohou byt zodpovédné
za snizeni pfesnosti, spravnosti a ztratu senzitivity do takové miry, kdy se hledané analyty
mohou stat nedetekovatelnymi.!® To je zplisobeno tim, Ze jednotlivé slozky z matrice
(napft. soli, elektrolyty, polarni latky, fenoly, moc€ovina, cukry, fosfolipidy, metabolity)
se pfi separaci v kapalinovém chromatografu mohou eluovat v riznych Casech a pfi
prichodu iontovym zdrojem blokovat pfistup k povrchu kapky béhem desolvatace
¢1 soutézit o naboj s analyty. Tim mohou v prib¢hu analyzy neptedvidatelné ovlivnit
miru vzniku ionizovanych molekul analytu. Z toho diivodu je vhodné pti vyvoji metody
ovetit vliv matricového efektu. To se Casto provadi kontinualnim postkolonovym

piidavkem sledovaného analytu béhem néstiiku matrice. (viz Obr. 9).>°

QOdezva detektoru

0 5 10 15

Retenéni ¢as [min]

Obrazek 9 Chromatogram postkolonového piidavku metoxyfenozinu (SRM,
piechod z m/z 367 na m/z 149). Plnou ¢arou je zobrazena odezva pii nastiiku 50% ACN

a te¢kovanou ¢arou odezva pfi nastiiku extraktu matrice. (pfevzato a upraveno)’



5.3 VALIDACE ANALYTICKE METODY

Validace analytické metody zajistuje, ze vysledky ziskané ovéfenymi metodami
jsou spolehlivé a reprodukovatelné. Jedna se o zakladni metodiku, pomoci které jsme
schopni hodnotit vhodnost analytické metody pro danou aplikaci. Pozadavky na valida¢ni
parametry se mohou liSit podle organizace, ktera validaci vyZzaduje, adle typu
doporugeni.'’

Hlavnimi autoritami v oblasti doporuceni k valida¢nim kritériim jsou v soucasné
dobé FDA vydavajici dokument s ndzvem ,,Bioanalytical Method Validation Guidance

for Industry*!’

a mezinarodni Rada pro harmonizaci technickych pozadavkl pro 1écivé
ptipravky (ICH, International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use) vydavajici dokument ,ICH guideline M10
on bioanalytical method validation“?°. Diive bylo v praxi pouZzivano také evropské
doporuceni zpracované European Medicines Agency, nicméné to bylo od ¢ervence 2022
nahrazeno dfive zminovanymi doporucenimi od ICH, které oficiadlné vesla v platnost
21. ledna roku 2023.20-2!

V této diplomové praci bude teoretickd ¢ast omezena na validacni kritéria spojena

s experimentalni casti této prace, tedy kalibraci metody, kontrolou kvality (QC),

selektivitou, piesnosti, spravnosti, senzitivitou a hodnocenim carry-overu.

5.3.1 Kalibrace metody
Kalibra¢ni kiivka demonstruje zavislost mezi koncentraci analytu a odezvou
pristroje.?’ Doporudeni pro kalibraci od FDA!' a od ICH? jsou si velmi podobna a obé
doporuceni se shoduji v narocich na:
e Pouziti blanku a nulového kalibratoru pti kazdé kalibraci.
e PouZiti minimalné Sesti kalibra¢nich bodl pti kazdé kalibraci.
e Pouziti shodné matrice pro kalibraci a vzorky.
e Aplikaci co nejjednodussiho regresniho modelu poskytujici adekvatni vysledky.
e Akceptacnich kritériich kalibrace: alespon 75 % kalibratord by mélo byt
odchyleno maximalné o 15 % od nomindlni koncentrace kalibratoru, s vyjimkou
kalibratoru na hladiné spodniho limitu kvantifikace (LLOQ), ktery muze
vykazovat odchylku aZ do 20 % nominalni koncentrace.
V podstaté jedinym rozdilem mezi t€émito doporucenimi je skutecnost, ze ICH explicitné
uvadi,?° Ze pii replikaci méfeni je nutné, aby vyse uvedend akceptaéni kritéria kalibrace

platila alespoti pro 50 % replikatsi, kdezto FDA tento narok neuvadi.!>-*
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5.3.2 Kontrola kvality
Vzorky pro QC by mély byt pfipraveny ve stejné matrici jako analyzované vzorky
a aby bylo dosazeno co nejvétsi spravnosti vysledkti, mély by byt uchovéavany stejné,
jako analyzované vzorky. Jejich smyslem je ovéfeni funkcnosti analytické metody,
pokud by naméfené koncentrace nespliiovaly akceptacni kritéria, nelze tvrdit, Ze je
analytickd metoda spolehlivd anaméifené hodnoty budou odpovidat redlnym
koncentracim.?’
Doporuceni od FDA a ICH pro QC jsou si vzikladu velmi podobna.
Obé doporuceni pozaduji 4 hladiny pro QC vzorky, kdy se 1i8i v definicich
koncentraéniho rozmezi pro jednotlivé QC vzorky:'*2°
o 1. QC na hladin¢ LLOQ
* FDA i ICH jej definuji jako koncentraci LLOQ
o 2. QC pro nizkou hladinu
* FDA jej definuje jako trojnasobek koncentrace LLOQ
* [CH jej definuje jako hodnotu do trojnasobku koncentrace LLOQ
o 3. QC pro stfedni hladinu
* FDA jej definuje jako stfedni hodnotu (bliZe nespecifikuje)
» ICH jej definuje jako 30 — 50 % kalibracniho rozmezi
o 4. QC pro vysokou hladinu
» FDA jej definuje jako vysokou hodnotu (blize nespecifikuje)
» ICH jej definuje jako alesponl 75% horni meze kvantifikace
V doporuceni FDA jsou akceptacni kritéria analyzy uvedena tak, Ze naméfené
hodnoty QC by mély ve vice nez 67 % vSech, aalespon 50 % vysledki na jedné

koncentra¢ni hlading splfiovat odchylku od nominalni koncentrace do 15 %."?

5.3.3 Presnost a spravnost

Sprévnost je definovana jako: ,, tésnost shody mezi namérenou hodnotou veliciny
a pravou hodnotou mérené veliciny** a presnost méfeni je definovana jako: ,,tésnost
shody mezi indikacemi nebo namérenymi hodnotami veliciny ziskanymi opakovanymi
mérenimi na stejném objektu nebo na podobnych objektech za specifikovanych
podminek**?, kdy tyto hodnoty se vypoéitaji z naméfenych koncentraci QC vzorki. Ty by
mély byt provedeny alespoi v péti replikatech a analyzovat by se mély nejméné 3krat.!*2

Aby byla dle FDA 1 ICH metoda piijatelné piesna, nesmi relativni smérodatna

odchylka (RSD) ptesahnout 15 % s vyjimkou hladiny LLOQ, kde je limit pro RSD



az 20 %. Metoda je povazovana za spravnou, pokud odchylka méfeni nepiesahuje 15 %

(pro LLOQ 20 %) od nominélni koncentrace.!**?

5.3.4 Selektivita

Selektivita je definovdna jako schopnost analytického instrumentu rozlisit
a spravné kvantifikovat analyt v p¥itomnosti potencialng interferujicich latek z matrice.?”
Jak FDA, tak 1ICH ktomuto problému piistupuji velmi podobné. Ob¢ autority
doporucuji, aby byla selektivita testovana alespoi na Sesti slepych vzorcich, jez by mély
byt ziskané z odlisnych zdroju. Kritéria pfijatelnosti metody jsou pak od obou agentur
nastavena tak, Ze by v retencnich ¢asech analytl a IS nemélo dochazet k signifikantnim
interferencim zptisobenym latkami v matrici vzorku. ICH dale specifikuje, Ze tato odezva
by pro analyty neméla ptesdhnout 20 % LLOQ pfislusného analytu. ICH 1 FDA urcuji,
ze odezva interferujicich latek v Case eluce IS by neméla presahnout 5 % pramérné

plochy pod pikem (AUC) IS ve vzorcich.!%%

5.3.5 Carry-over

Podle ICH lze carry-over definovat jako zménu naméfené koncentrace z diivodu
piitomnosti pozilistatku analytdi z predchozi analyzy.?’ FDA i ICH se shoduji v kritériu
pro piijatelnost metody a pro analyty nepfipousti carry-over vyssi, nez je 20 % AUC
LLOQ. FDA sice explicitné nespecifikuje, po jaké koncentraci analytu v piedeslé analyze
by m¢l byt carry-over hodnocen, nicméné 1ze piedpokladat, Ze jako v ptipad¢ doporuceni
ICH jde o koncentraci odpovidajici nejvyssi kalibra¢ni arovni.'**° Z doporuceni ICH déle
plyne, Ze pokud dochdzi ke carry-overu IS, neméla by AUC IS v blanku média

presahovat 5 % primérné odezvy IS.%°

5.3.6 Sensitivita

Sensitivita analytické metody je dle FDA definovana jako koncentrace analytu,
ktera ma vysku piku alesponl v pétindsobku Sumu nulového kalibratoru a zaroven spliiuje
QC (na koncentra¢ni urovni LLOQ) ptesnost do 20 % RSD. ICH urcuje LLOQ pouze
jako koncentraci, pii které ma analytickd metoda akceptovatelnou piresnost

a spravnost.'>?
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5.4 CYTOCHROMY P450

CYP450 predstavuji Sirokou nadrodinu hemoproteinti. Své jméno ziskaly na
zaklad¢ toho, ze v redukovaném stavu snavazanym CO vykazuji charakteristickou
absorpci elektromagnetického zafeni v pasu okolo 450 nm. CYP450 jsou dulezité
enzymy v metabolismu mnoha endogennich (eikosanoidy, cholesterol, steroidni
hormony) iexogennich latek, vcetn¢ vétSiny léCiv. Jejich vyskyt je velmi rozsifen,
od jejich objevu v roce 1958 nebyl dosud identifikovén jediny eukaryotni ¢i prokaryotni
organismus, ve kterém by se alespon nékteré izoformy tohoto enzymu nevyskytovaly.
Obecné se CYP450 nejhojnéji vyskytuji v jatrech, nicméné ve vyznamném mnoZstvi jsou

exprimovany i v gastrointestindlnim traktu, plicich a ledvinach."?

5.4.1 Struktura a aktivita cytochromi P450

U prokaryotnich bun¢k se CYP450 volné¢ pohybuji rozpusténé v cytosolu.
U eukaryot jsou CYP450 ukotveny na membranu hladkého endoplazmatického retikula
a v mens$i mife také na mitochondriich."?* CYP450 zastava asi 12— 15 % z celkové
hmotnosti endoplazmatického retikula.?

U eukaryot ma CYP450 podobu trojbokého hranolu sjednim hrotem
nasmérovanym do cytosolu. SloZen je z protoporfyrinu IX s atomem Fe*" a apoproteinu,
jez je tvoten pouze jednim polypeptidickym fetézcem o délce 45 az 55 kDa. Atom Fe**
v centru protoporfyrinu je obklopen ¢tyfmi atomy dusiku, které slouzi jako ligandy
v plandrni roviné. Dale je na n& jako paty ligand vazéan thiolatovy anion cysteinu
z apoproteinu. Sestym ligandem naproti thiolitovému anionu je molekula vody.'**

Atom Fe*" se miize nachazet v CYP450 ve dvou stavech, a to v tzv. low spin stavu,
kdy ma maximalné sparované 3d valen¢ni elektrony a v high spin stavu, kdy ma naopak
maximalné nesparované 3d valencni elektrony. Pokud neni tfeba, aby byl CYP450

aktivni, je rovnovéha mezi témito stavy znacné¢ vychylena ve prospéch low spin stavu.

Pti interakci CYP450 s hydrofobnim substratem dochazi k indukci posunu rovnovahy ve

Mrwe

se sou¢asnym zrudenim vazby molekuly vody (Obr. 10).1%
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Obrizek 10 LS a HS stav Fe*" atomu v protoporfyrinu IX. (pfevzato)!



Tento posun zplisobi zménu redoxniho potencialu z -350 mV u low spin stavu

na -175mV u  high coZ  umozni elektronu

mV).

spin  stavu, pienos
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Timto zpisobem je zahdjen katalyticky cyklus, kdy popsany mechanismus je jeden ze

z nikotinamidadenindinukleotidfosfatu redoxnim  potencidlem -365

zptisobl regulace aktivity CYP450. CYP450 v organismu piisobi zejména jako
monooxygenazy (Obr. 11), nicméné mohou zprostfedkovavat vice druht katalytickych

reakei. 2

Monooxidazova aktivita CYP450

R-H

\

CYP Fe*t CYP Fe**

R-OH ‘\
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%
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H,0 H e

Obriazek 11 Katalyticky cyklus CYP450 — monooxygendzova reakce. (pievzato)!

Souhrn reakce: RH+ O, +2e +2H" — ROH + H,0

Nejcastéji CYP450 v organismu figuruji jako monooxygenazy. Z molekuly O»
odstépi jeden atom kysliku, ktery nasledné zabuduji do molekuly substratu. Druhy atom

kysliku reaguje s 2 H" za vzniku molekuly vody (Obr. 11).1:3

Peroxidazova aktivita CYP450
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Obrazek 12 Katalyticky cyklus CYP450 — peroxidazova zkratka. (pievzato)'
Souhrn reakce: RH + XOOH — XOH + ROH

Pro oxidaci xenobiotik neni vzdy tfeba vzduSny kyslik a k oxidaci substratl miize

dochdzet i1 za anaerobnich podminek. Peroxiddzova aktivita CYP450 zajiStuje oxidaci
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xenobiotik za vyuziti kysliku z molekuly H>O», peroxidovanych lipida, peroxidovanych

steroidil, nebo organickych hydroperoxidii (Obr. 12).124

Rozpojovaci reakce CYP
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CYP Fer CYP Fest CYP Fexr
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CYP Fe?'
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Obrazek 13 Katalyticky cyklus CYP450 — rozpojovaci reakce. (pievzato)

Souhrn reakce: 0, +2e +2H" — H,O»

Za urcitych okolnosti mohou CYP450 redukovat molekulu Oz na superoxidanion
radikal (a tak tvofit H2O2) aniz by vyuZily kyslik k monooxygenazové aktivité.
Tato aktivita je zejména pfitomna u CYP450 podrodiny 2B au izoformy 2EI.
Nekteré latky tuto reakci zvySuji tim, ze se navazou do vazebného mista, aniz by sami
podléhali oxygenaci (Obr. 13). V tomto spociva podstata toxického ucinku nékterych

latek (perfluoro-n-hexan, trichlorethan, nékteré barbituraty atd.).!»?

Reduktazova aktivita

\
I

CYP Fe¥* CYP Fe?!

Obriazek 14 Katalyticky cyklus CYP450 — reduktazova reakce. (pievzato)!

Souhrn reakce: RH +e¢ H— RH»

Nékdy miize byt misto Oz akceptorem elektronu substrat, ktery se tak redukuje.
K této reakci vétSinou dochazi za anaerobnich podminek, pficemz kyslik figuruje jako
kompetitivni inhibitor (Obr. 14). MlZe jit o mechanismus toxicity nékterych latek, napft.

redukce halogenderivatii alkand, ktera vede ke vzniku reaktivnich volnych radikalt.!-?®



5.4.2 Klasifikace cytochromu P450 a jeho izoforem

CYP450 se od sebe mohou navzajem liSit sekvenci aminokyselin (AMK)
v apoproteinu. To zapfiCiiiuje i preferenci riznych substrati (pro jeden substrat je vice
CYP450, které jsou schopny jej metabolizovat) a rozdilnou citlivost vic¢i inhibitoriim
jeho aktivity.!?* CYP450 se déli do: rodin pii 40% shodé v AMK sekvenci, podrodin pfi
60 —70% shodé v AMK sekvenci a na jednotlivé izoformy. Rodinu CYP450 oznacuje
prvni &islo, podrodinu pismeno a konkrétni izoformu znaéi posledni &islo v oznadent.!
Dosud bylo u ¢lovéka identifikovano 57 izoforem CYP450, kdy nejdilezitéjsi izoformy
z hlediska metabolismu 1é¢iv jsou uvedeny v grafu 1.27-?® Z n&j vyplyva, Ze metabolismus

vétsiny 1é¢iv je zprosttedkovan pouze omezenym mnozstvim izoforem CYP450.!%

Graf 1 Podil enzym a jednotlivych izoforem CYP450 na metabolismu 1é¢iv.%
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" CYP1B1
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5.4.3 Cytochrom P450 3A4
Tabulka 1 Seznam substratll, inhibitorl a induktord CYP450 3A4."%3

midazolam,  cyklosporin,  ergotamin,  erytromycin,

Xi jotické i : i .. :
enobiotické substraty aflatoxiny, kokain, kodein, lidokain, metadon

makrolidova  antibiotika,  ketokonazol,  dilthiazem,

Inhibi ) . S
nhibitory lovastatin, chinin, grapefruitovy dzus

barbituraty fenytoin rifampicin dexamethason
I b . 9 9 9
nduktory karbamazepin

v

Jedna se o nejvyznamné;jsi lidsky CYP450, ktery je zodpovédny za metabolismus
ptiblizné€ 30 % veSkerych xenobiotik a az 50 % vSech 1éCiv. V tabulce 1 je uveden seznam
substrati, inhibitorh a induktortt CYP450 3A4. Nizka substratova specifita této izoformy
je zpusobena silnou plasticitou vazebného mista pro substrat. CYP450 3A4 je lokalizovan
pfedev§im v jatrech a stievé, nicméné v mensSim zastoupeni se vyskytuje také
v ledvinach, plicich, mozku a placenté. Jeho aktivita je siln¢€ interindividualné variabilni
z divodu vyrazné indukovatelnosti a citlivosti vic¢i inhibitorim. Jeho exprese je

regulovana prostfednictvim pregnanového X receptoru.!?
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5.4.4 Cytochrom P450 2B6
Tabulka 2 Seznam substratt, inhibitorti a induktord CYP450 2B6.!%

bupropion, efavirenz, pethidine, ketamin, propofol,

Xenobiotické substraty cyklofosfamid, artemisinin, aflatoxin B1

nelfinavir, efavirenz, ritonavir, paroxetin, sertralin,

Inhibitor g ; .
Y norfluoretin, fluvoxamin, vorikonazol

Induktory barbituraty, fenytoin, rifampicin, efavirenz

CYP450 2B6 muze jak snizovat toxicitu xenobiotik, tak i aktivovat fadu
prokarcinogentl, vcetné nékterych pesticidll a herbicidi. Seznam substrati, inhibitorti
a induktord je uveden v tabulce 2. Aktivita tohoto CYP450 je velmi interindividuélné
variabilni kviali vysokému genetickému polymorfismu napti¢ lidskou populaci.
Jeho exprese je regulovana prostfednictvim pregnanového X receptoru a konstitutivniho

androstanového receptoru.*’

5.4.5 Cytochrom P450 2C9
Tabulka 3 Seznam substrat(l, inhibitort a induktord CYP450 2C9.1%3

warfarin, tolbutamid, sartany, fluvastatin, fenytoin,

X . . k I'e z . , . . .
enobiotické substraty . idni antiflogistika

Inhibitory sulfafenazol, amiodaron, flukonazol

Induktory barbituraty, rifampicin, steroidy

CYP450 2C9 byl identifikovan pouze jako deaktivacni, tzn. dosud nebyla
nalezena latka, kterd by se po metabolizaci touto izoformou stala vice toxickou.
Nejvyznamng;jsi substraty, inhibitory a induktory CYP450 2C9 jsou uvedeny v tabulce 3.
Geny pro tento enzym podl€haji vyraznému genetickému polymorfismu, a proto je i jeho
exprese napfi¢ lidskou populaci znacné variabilni. Jeho exprese je taktéz regulovdna

prostiednictvim pregnanového X receptoru a konstitutivniho androstanového receptoru.'



5.5 STANOVENI AKTIVITY CYTOCHROMU P450

Pro studium reak¢nich mechanizmtt CYP450 se historicky uplatnily tyto techniky:
spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti spektra, fluorescencni spektroskopie,
Ramanova, Mdssbauerova a rentgenova spektroskopie.? Polymorfismy (tedy existenci
vice variant genu v populaci s ¢etnosti nad 1 %) nebo bodové mutace v genech pro
CYP450 jsou studovany za pomoci sekvenovani deoxyribonukleové kyseliny kodujici
prislusné geny.?® Expresi CYP450 pak lze studovat pomoci kvantifikace mediatorové
ribonukleové kyseliny. K tomuto se pouziva kvantitativni polymerazové fetézové reakce
s reverzni transkripci.® Ke studiu struktur nové objevenych izoforem CYP450 se jako
nejvhodnéj$i metoda jevi nuklearni magnetické rezonance.?

Aktivita CYP450 se stanovuje in vitro ve vzorcich bunéénych kultur z divodu
studia mozného vlivu xenobiotika na expresi ¢i metabolismus CYP450, a tak i vzniku
potencidlnich 1ékovych interakci,*! nebo i in vivo pro zisk klinicky relevantnich informaci
o metabolismu 1é¢iv na zakladé, kterych je mozné individualizovat terapii.?®

Stanoveni aktivity CYP450 se provadi sledovanim metabolismu specifickych
substrati. To jsou latky, které jsou metabolizovany pouze jednou izoformou CYP450
(seznam v tabulce 4).> Timto zpiisobem Ize stanovit, zdali vlivem zkoumané latky
dochéazi k inhibici enzymatické aktivity, ¢i k expresi CYP450 a naslednému zvySeni
metabolizace substratu.! Koncentrace metabolitii specifickych substrati je standardné

méfena za pomoci LC-MS.?

Tabulka 4 Specifické substraty izoforem CYP450.

Izoforma CYP450 Specifické substraty
1A1 7-(2-chloroethoxy)-3H-fenoxazin-3-on>>
1A2 fenactin®*34
2A6 nikotin®’
2B6 bupropion®**®
2C19 omeprazol*’, S-mephenytoin®*
2C8 repaglinid®, paclitaxel®*
2C9 losartan®3, diklofenak>*
2D6 dextrometorfan’?®

2E1 chloroxazon®?

2J2 astemizol*?

3A4 midazolam?#3°

V ramci piipravy této diplomové prace bylo nutné se nejprve seznamit s diive

publikovanymi védeckymi ¢lanky, které se vénuji problematice analyzy specifickych
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substratli a jejich metaboliti pro hodnoceni aktivity CYP450. Vysledky reSerse jsou
zpracovany v textu nize a piehled vybranych parametrti analytickych metod je uveden
v tabulce 5.

Vychozi metoda pro tuto diplomovou praci byla jiz diive publikovana v odborném
¢lanku.®> PGvodni prace se vénovala analyze MID ajeho metabolith 10H-MID
a40OH-MID v bunétném médiu z experimentl s bunécnymi kulturami primarnich
lidskych hepatocytii ve 2D a 3D uspotadani pomoci LC-MS/MS. K analyze byl vyuzit
trojity kvadrupdl ajako IS byl pouzit OXAZ. LLOQ metody byla pro vSechny
analyty 0,1 uM.?

Studie autora Gerin et al.*° se vénovala analyze BUP, OH-BUP, MID, 10H-MID,
40H-MID, DCF a40H-DCF v supernatantu bunécnych kultur lidskych hepatocyti.
Dalsimi analyty byl fenacetin a acetaminofen. K analyze byl pouzit trojity kvadrupol
ajako IS byly pouzity izotopicky znacené standardy hydroxylovanych metaboliti.
LLOQ metody byla pro OH-BUP 0,00373 uM, pro 10H-MID 0,0029 uM a pro
40H-DCF 0,00961 pM.3¢

Studie autora Grangeon et al.?® se podrobné zabyvala analyzou BUP, OH-BUP,
MID, 10H-MID a 40H-MID v plazmé a moc¢i pacientd za pouziti LC-MS/MS
instrumentace. DalSimi analyty zahrnutymi do této studie byly kofein, tolbutamid
(prour€eni aktivity CYP450 2C9 misto DCF), omeprazol, dextromethorfan
a chlorzoxazon. Pro analyzu byl vyuzit trojity kvadrupdl, pficemz jako IS byly pouzity
izotopicky znaCené formy vSech uvedenych analytli. Rozmezi kvantifikace se liSilo
v zé4vislosti na analyzovaném biologickém materialu.*®

Studie autora Lee et al.’” se zaméfila na analyzu OH-BUP a 10H-MID ve vzorcich
obsahujicich smés lidskych mikrozomi s LC-MS/MS analyzou. Dalsi analyty zahrnovaly
acetaminofen, 7-hydroxykumarin, 4-hydroxytolbutamid (pro urfeni aktivity
izoformy 2C9), 4'-hydroxymefenytoin, dextrorfan, 6-hydroxychloroxazon
a 6B-hydroxytestosteron. Pro analyzu byl vybran trojity kvadrupol, pficemz jako IS byl
pouzit KARB. LLOQ této analytické metody ¢inila 0,000977 uM.?’

Studie autora Linder et al’® se vénovala analyze OH-BUP, 10H-MID
a 40H-DCF ve smési lidskych mikrozomi prostiednictvim LC-MS/MS. Dalsi analyty
zahrnovaly acetaminofen, 7-hydroxykumarin, 6a-hydroxypaklitaxel,
4'-hydroxymefenytoin, dextrorfan a 6-hydroxychloroxazon. K analyze byl pouzit trojity

kvadrupél s tolbutamidem jako IS. LLOQ v ¢ldnku uveden nebyl.*®



V pribéhu reSerSe analytickych metod pouZzivanych k simultdnni determinaci
aktivity izoforem CYP450 3A4, 2B6 a 2C9 byly nalezeny 4 clanky, které se touto
problematikou zabyvaly.?3¢38 Vychozi metodou pro navrh optimalizované metody byla
jiz zminénd metoda pouzivand pro analyzu MID a jeho metabolith za pomoci
LC-MS/MS.?

Zdroje *® a 3 analyzovaly analyty za pomoci vice LC metod, coZ zvy$ovalo dobu
analyzy kviali nutnosti opakovaného nastfiku vzork, vzdy za upravenych
chromatografickych podminek.?%3

Zdroj 37 popisoval metodu, kterou lze analyzovat BUP, OH-BUP, MID
a 10H-MID bé&hem 4,1 min, avSak retencni ¢asy OH-BUP a 10H-MID jsou si velmi
blizké. V gradientu metody nebyla zahrnuta opétovna ekvilibrace kolony po eluci analytt
a Ize predpokladat, Ze doba trvani této metody bude delsi. Jako IS byl pouzit KARB.?’

Analytickd metoda autora Gerin et al.*® umoziiovala analyzu BUP, MID, DCF
ajejich  metaboliti ~ OH-BUP, 10H-MID,  40H-MID a  40H-DCF.
1OH-MID a 40H-MID m¢li velmi blizké reten¢nimi Casy, coz muze byt pii podobnosti
MRM prechodil problematické. Analytickd metoda byla urcena pro kvantifikaci velmi
nizkych koncentraci analytll v séru a v mo¢i, nikoliv v bunééném médiu.¢

Nejcastéji byl k analyze pouzivan gradient MF slozené z FA, H,O a ACN.
Jako SF byly voleny kolony se sorbentem na zdkladé C18 modifikovaného silikagelu.
Analyza publikovanych metod prokazala, ze ptistup k analyze vybranych analytl zcela
neni jednotny a vétsSina publikovanych metod neumoziuje simultdnni analyzu substrat

a metabolitl pro vice izoforem CYP45(.%28-36-38
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Tabulka 5 Shrnuti vybranych parametrti publikovanych analytickych metod.

Retenéni  Oznaceni SF Slozeni MF Detekce,
cas Rozméry SF Pritok,
Analyty [min] Velikost ¢astic gradient teplota  Zdroj
MF A =0,1% FA v H,O
MF B = ACN
MRM
Phenomenex, Cas MF A MEB
10 S0 Luna Phenyl-Hexyl [rmin] %] Ll
10H-MID 3,2 1 z Y 0.00-2.50 70— 63 30 —37 0,4 ml/min 3
4OH-MID 2.9 00 mm x 3 mm 250-2.51 6345 37— 55
3 > 3 um 251-520 45 55
520-530 4515 55— 85 25°C
530-730 15 85
730-740 15—70 85— 30
740-104 70 30
= 0, 1 A
BUP 5.4 . m]l:: g: g,(lj 1\?) kys. trifluoroctova v H,O
OH-BUP 49 Agilent MRM
MID S5 emelne e w
10H-MID 5.5 b [min] [%] [%] neuveden 36
XDB-C18 00-1,0 95575 525
40H-MID 5,4 04
- > 50 mm x 2,1 mm 1,0-45 75—-50 25—50
DCF 79 5 um 45-55 5010 50— 90 neuvedena
40H-DCF 7,1 ey o0
’ 75-11 10—-95 90—5
MID isokraticka eluce (40:60; V/V), 8 min
G ggll: i ’2 S OTHENS: MF A = mravenc¢an amonny 10 mM, pH 3 MRM
- , ’ MF B = ACN
MID 52 e 350 umin 28
10H-MID 4.8 3 um BUP isokraticka eluce (40:60; V/V), 11 min
_ MF A =0,01% FA v H,O o
L 40 MF B =0,01% FA v ACN 40°C
MF A =0,1% FA v H,O
. MFB=0,1% FA v ACN MRM
BUP - Waters Corporation,
OH-BUP 4,0 Atlantis dC18 - .
’ ¢ MF A MF B
MID ’ 150 mm x 4.6mm [m?:] ool ool 0,7 ml/min 37
- 5 um 0,0-0,1 100 0
10H-MID 3.9 H 0,1-4,0 10050 0— 50 30 °C
4,0 - 4,1 50 50
MF A =0,1% FA v H,O
MF B =0,1% FA v ACN
Gradient pro analyzu OH-BUP
Cas MF A MF B
[min] [%l] 1%l MRM
Agilent 0-08 95 5
g 08-33 9552 598
OH-BUP - oo ot 0.4 — 0,6
10H-MID - e oS Gradient pro analyzu 10H-MID = L 38
4OH-DCF Plus C18 Cas MFA  MFB ml/min
- - 50 mm x 2.1 mm [min] [%] [%]
0-08 90 10
3,5 pm 08-28 90—5 10—095 neuvedena
Gradient pro analyzu 4OH-DCF
Cas MF A MF B
[min] [%l] [%l
0-03 95 5
03-28 95—5 595




6 CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat analytickou metodu
pro simultanni kvantifikaci specifickych substratt MID, BUP, DCL a jejich metabolita
pro CYP450 3A4, 2B6 a 2C9 ve Williamsové E bunééném médiu.

Dil¢i cile prace byly:

a. Vyvinout analytickou metodu vyuzivajici LC-MS/MS pro kvantifikaci BUP,
MID, DCF a jejich hydroxylovanych metabolitt OH-BUP, 10H-MID, 40H-MID
a 40H-DCF.

b. Tuto metodu optimalizovat pro simultanni kvantifikaci vSech vyse uvedenych
analytl a jejich metabolitl se zachovanim kratkého Casu analyzy.

c. Novou analytickou metodu ¢éastecn¢ validovat dle validaénich kritérii FDA.
Vybrané validacni parametry jsou: kalibra¢ni kiivky, QC, selektivita metody,
carry-over, sensitivita, pfesnost a spravnost.

d. Prokazat funkénost metody stanovenim aktivity CYP450 izoforem 3A4, 2B6
a2C9 v 16 realnych vzorcich pochazejicich z experimentu na in vitro modelu
primarnich lidskych hepatocytli ve 3D uspofadani, na kterych byl zkouman vliv

rifampicinu na expresi izoforem CYP450 v rliznych casovych intervalech.
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7 PRAKTICKA CAST
7.1 CHEMIKALIE A SPOTREBNI MATERIAL

Rozpoustédla:
e ACN LC-MS grade VWR Chemicals (Ceska republika)
e MeOH LC-MS grade VWR Chemicals (Ceska republika)
e ultraCista deionizované voda Milli-Q® 1Q 7000 Merck (Némecko)
e dimethylsulfoxid (DMSO) Merck KGaA (Némecko)
Standardy:
e MID Toronto Research Chemicals (Kanada)
e 10OH-MID Toronto Research Chemicals (Kanada)
e 40OH-MID Toronto Research Chemicals (Kanada)
e BUP Merck KGaA (Némecko)
e OH-BUP Merck KGaA (Némecko)
e DCF Merck KGaA (Némecko)
e 40H-DCF Merck KGaA (Némecko)
e KARB Merck KGaA (Némecko)
e kyselina flufenamova Merck KGaA (Némecko)
e OXAZ Merck KGaA (Némecko)
e KETOP Merck KGaA (Némecko)

Ostatni chemikalie:
FA LC-MS grade VWR Chemicals (Ceska republika)
AA LC-MS grade  Honeywell (USA)

amoniak 28%

bunééné médium

Spotiebni material:

VWR Chemicals (Ceska republika)
William’s E medium; ThermoFisher Scientific (USA)

injekeni stifkacky  Injekt®-F LuerSolo, 0,01 ml — 1 ml; B. Braun (Némecko)

injekent filtry

primarni lidské h:

MF-Millipore™ 0,22 um PVDF Hydrophilic; Merck (Némecko)
epatocytd v 3D uspotadani  BiolVT (USA)



7.2 PRISTROJOVE VYBAVENI
LC-MS systém Nexera X2 + LCMS-8030 (Shimadzu Corporation, Japonsko) slozeny z:

e degasser DGU-20As5

e 2x Cerpadla LC-30AD

e autosampler SIL-30AC

e kolonovy termostat CTO-30A

e program pro sbér dat LabSolutions, Verze 5.85
e hmotnostni spektrometr LCMS-8030

ColumnGuard C18; Phenomenex (USA)
Luna® Phenyl-Hexyl (3 pm, 100x3 mm,100 A); Phenomenex (USA)

e predkolona

e kolona
Ptistroje a pomucky:

e pH metr pH 8+ DHS, XS Standard, T-BNC DHS; XS Instruments (Italie)
e tiepacka WIZARD IR; VELP Scientific Inc. (Italie)

e analytické vahy CPA225D-0CE; Sartorius AG (Némecko)

7.3 PRIPRAVA MOBILNI FAZE

Béhem vyvoje metody bylo pfipraveno nékolik typi MF. Jako finalni byla
vybrana MF s pfidavkem 0,05% AA (v/) ve H2O i v ACN. Ptiprava MF probihala
nasledovné: do 500 ml odmérné banky naplnéné vodou (MF A) nebo poZadovanym
rozpoustédlem (MF B) bylo ptidano pozadované mnozstvi AA nebo FA. Odmérna banka
byla nasledné¢ doplné€na rozpoustédlem po rysku. MF s obsahem amoniaku byla
ptipravena Upravou MF s 0,1% obsahem AA v H,O (v/v). pH této MF bylo upraveno

na 4,50 pomoci 5% roztoku (v/v) amoniaku. Pfipravené MF jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6 Seznam pfipravenych MF.

MF A MF B
0,05 % AA v H20 ACN s 0,05 % AA
0,05 % AA v H20 ACN
0,05 % AA v H20 MeOH

0,1 % AA v H20
0,1 % AA v H20

ACN s 0,1 % AA
ACN

0,1 % AA v H,O + NH;3; ACN

0,2 % AA v H,O ACN s 0,2 % AA
0,3 % AA v H,O ACN s 0,3 % AA
0,4 % AA v H,O ACN s 04 % AA
0,1 % FA v H.O ACN

0,1 % FA v H.O MeOH

Pozn.: Veskera uvedend procenta v tabulce jsou vyjadiena jako (v/v).
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7.4 PRIPRAVA ROZTOKU STANDARDU A VZORKU

Zasobni roztoky standardl byly pfipraveny rozpusténim latek v DMSO. BUP byl
pfipraven jako 10 mM a40 mM roztok. OH-BUP, 10H-MID a4OH-DCF byly
piipraveny jako 1 mM a 10 mM roztoky. MID, 40H-MID a DCF byly piipraveny pouze
jako 10 mM roztoky. Tyto roztoky byly uchovavany pii -80 °C. Zasobni roztoky
jednotlivych IS o koncentraci 10 mM byly pfipraveny v ACN abyly uchovavany
v lednici pii 4 °C.

Roztok smési tfi vnitinich standardd (3xIS) v 50% ACN byl pfipravovan
nasledovné: do odmérné banky (50 ml) s 25 ml vody byly pfidany 10 mM zasobni roztoky
IS, ato 10 ul KARB, 20 pul OXAZ a 100 pul KETOP. Néasledné se objem odmérné banky
doplnil po rysku ACN.

Ze zédsobnich roztokli standard se dale pfipravovaly zasobni roztoky
pro kalibratory (tabulka 7) apro QC vzorky o koncentracich dle tabulky 8. Zasobni
roztoky kalibratorti a QC vzorka byly uchovavany pti 4 °C.

Tabulka 7 Ptiprava zasobnich roztokt kalibratora.

Objem Objem Objem

Kalibraéni 1 mM 10 mM 40 mM Objem Celkovy
urovenn Koncentrace standardu standardu standardu ACN objem

(pocet analyti) [uM] [pl] [pl] [ul] [pl] [pl]
L0 0,025 2,5 - - 992,5 1000
L1 0,05 - 0,5 - 996,5 1000
L2x 0,1 - 0,5 - 496,5 500
L3 0,2 - 1 - 493 500
L4 0,5 - 2,5 - 482,5 500
LS 1,0 - 5 - 465 500
L 6> 3,0 - 15 - 395 500
L7 5,0 - 10 - 130 200
L8 8,0 - 12 - 66 150
L9 10,0 - 15 - 45 150
L 10 12,0 - 18 - 24 150
L11@ 16,0 - - 4 96 100
L 12 20,0 - - 5 95 100

Tabulka 8 Koncentrace QC vzorkd.

BUP OH-BUP MID 10H-MID 40H-MID DCF 40H-DCF

[uM] [uM] [uM] [uM] [uM] [uM] [uM]
QC1 0,05 0,05 0,05 0,025 0,05 0,05 0,025
QC2 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1
QC3 10 5 5 5 5 5 5
QC4 20 10 10 10 10 10 10
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Pracovni roztoky kalibratori a QC vzorki byly pfipravovany tak, ze k 495 ul
bunééného média bylo pifidano 5 pl prislusného zasobniho roztoku pro vybranou
koncentra¢ni hladinu a 500 pl 3xIS. Poté byla smés promichana 15 sna tiepacce.
150 pl smési bylo nasledné zfiltrovano pies injekéni filtr (0,22 um, PVDF) do vialky
s inzertem.

Pro automatické ladéni parametrit MS pomoci programu obsazeného v softwaru
LabSolutions byly pouzity 50 uM roztoky analytii rozpusténé v 50% ACN.

Redlné vzorky zbiologickych experimenti byly po rozmrazeni promichany
na tfepacce (15 s). 100 pl vzorku bylo odebrano do 0,5 ml zkumavky Eppendorf
a smichéno se 100 pl 3xIS. Smés byla promichdna 15 s na tfepacce a zfiltrovana pies
injekent filtr (0,22 pm, PVDF) do vialky s inzertem.

Pro analyzu BUP a DCF bylo nutné vzorky natedit z divodu pfili§ vysokych
koncentraci téchto analyti. K pfipravé vzorku bylo pouzito 50 pl vzorku a 50 pl
bunééného média, které byly smichidny a nasledné zpracovany dle vySe uvedené¢ho

postupu.
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7.5 LC-MS PODMINKY A JEJICH OPTIMALIZACE

Analytickd metoda vyuzivajici LC-MS byla vyvijena na zéklad¢ jiz zavedené
metody, kterd byla uréena k analyze MID a jeho metabolith 10HMID a 4OHMID.?
Z toho diivodu byla pro analyzu zvolené kolona Luna® Phenyl-Hexyl (3 um, 100%3 mm,

Phenomenex), ktera se jiz diive pro tento typ analytii osvédcila.

7.5.1 Typ MF

MF byly testovany s ohledem na ionizaci a retencni chovéani analytt. Hodnoceny
byly odezvy analytd, reten¢ni Casy, tvary pikil a separace analytq.

U MF A byla testovana moZznost pouziti tlumivych roztokii s FA, AA ¢i AA s pH
upravenym pomoci amoniaku. Dale byly zkouseny rizné koncentrace AA (0,05%, 0,1%,
0,2%, 0,3% a 0,4%).

U MF B byla testovana moznost vybéru MeOH ¢i ACN. Posléze byla testovana
vhodnost ptidavku AA do MF B (vzdy ve stejné koncentraci AA jako v MF A).

7.5.2 Gradient, teplota kolony a pritok MF

Vychozi gradient pro vyvijenou analytickou metodu byl ptevzat viz tabulka 9.3
Gradient byl déale optimalizovan tak, aby bylo docileno lep$i separace analytl
za soucasné¢ho zkraceni celkové doby analyzy. Optimalizovany gradient je

uveden v tabulce 10.

Tabulka 9 Program gradientu vychozi metody.

Cas MF A MF B
[min] [%] [%]
0.00 — 2.50 70 — 63 30 — 37
2.50 —2.51 63 — 45 37 55

2.51-5.20 45 55
5.20 - 5.30 45 — 15 55 — 85
5.30 —7.30 15 85
7.30 — 7.40 15— 70 85 — 30
7.40 —10.40 70 30



Tabulka 10 Program gradientu optimalizované metody.

Cas MF A MF B

[min] [%] [%o]
0.00 — 3.30 65 35
3.30 —3.40 45 — 65 35 - 55
3.40—5.20 45 55
5.20-5.30 545 55 95
5.30—7.00 5 95
7.00—7.10 65— 5 95 — 35
7.10 — 8.50 65 35

Vliv teploty na separaci byl testovan pii 25, 35, 40 a45 °C. Teplota byla
optimalizovéna tak, aby analyza méla co nejkrat$i Cas a aby byla zachovéna separace
analytt. Stejnym zptisobem byl optimalizovan pritok MF. Ten byl testovan pii hodnotach

0,4 ml/min a 0,6 ml/min.

7.5.3 Objem nastriku
Testovany byly nasledujici objemy nésttiku: 1 pl, 5 pl a 10 pul. Koneény objem
nastiiku byl zvolen podle opakovatelnosti, odezvy analytii a tvaru pikl analytli. Na zavér

byl pro dal$i optimalizaci metody zvolen nasttik 5 pl.

7.5.4 Rozhrani LC-MS
Pfi optimalizaci metody se hledalo nejvhodnéj$i nastaveni pro nasledujici
parametry:
e Uhel ESI — (thel, ktery svira vystup z ESI se vstupem do desolvataéni linie) Byly
zkouseny hodnoty -2°, 0° a 2°.
e Pritok zmlZujiciho plynu (Nebulizing gas flow) — ZkouSen byl pritok 2 1/min,
2,5 1/min a 2,9 1/min.
e Pritok suSiciho plynu (Drying gas flow) — Zkousen byl priitok 10 I/min, 15 I/min,
18 I/min a 20 1/min.
e Teplota desolvatacni linie (Desolvatation Line temperature) — Byla zkouSena
teplota 200 °C, 250 °C a 300 °C.
e Teplota tepelného bloku (Heat block temperature) — Zkousena teplota 350 °C,
400 °C a 450 °C.
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7.6 OPTIMALIZOVANA LC-MS METODA

Finalni vyvinutd metoda, ktera byla pouzita k analyze redlnych vzorka vyuzivala
kolonu Luna® Phenyl-Hexyl s pfedkolonou ColumnGuard C18. Separace byla provedena
pomoci gradientu (tabulka 10) MF A slozené z 0,05% AA (v/v) a MF B z0,05% AA
v ACN (v/v). Teplota kolony byla udrzovana na 35 °C a pratok MF byl 0,4 ml/min.
Na kolonu bylo nastfikovano 5 pl vzorku. Jako IS pro BUP a OH-BUP byl zvolen KARB
v koncentraci 1 uM, pro MID, 10H-MID a 40H-MID byl vybran OXAZ v koncentraci
2 uM a pro DCF a 40OH-DCF byl zvolen KETOP v koncentraci 10 uM. Rozhrani LC
a MS bylo nastaveno nasledovné: pritok zmlZujiciho plynu 2,9 I/min, pritok suSiciho
plynu 20 1/min, teplota desolvata¢ni linie 200 °C, teplota tepelné¢ho bloku 450 °C a tihel
ESI 0°. Zptsob ionizace, kolizni energie a MRM piechody jsou zaznamenany

v tabulce 12.

7.7 KVANTIFIKACE ANALYTU A KALIBRACE
Kalibratory, QC vzorky a redlné vzorky byly vzdy nastfikovany v triplikatu.
Kvantifikovany byly pomoci metody vnitiniho standardu s pouzitim kalibrac¢nich kiivek.
Kalibra¢ni kifivky byly konstruovany v zavislosti na kalibracnim rozsahu

konkrétniho analytu, viz tabulka 11.

Tabulka 11 Rozsah kalibrace a pocet kalibratori.

Analyt Rozsah kalibrace Pocet
[uM] kalibratori

BUP 0,05 -20 12
OH-BUP 0,025 -12 11
MID 0,05 -12 10
10H-MID 0,025 -12 11
40H-MID 0,05 -12 10
DCF 0,05 12 10
40H-DCF 0,025 -12 11

Soucasné s kalibratory byl vZzdy méfen 1 blank media a nulovy kalibrator.
Kalibraéni kiivky byly konstruovany v programu GrapPad-Prism. Jako matematické
modely pro zavislost odezvy sytému na koncentraci analytii byly pouZzivany polynomy
prvniho fadu (pfimka). V ptipadé¢ DCF bylo pro kalibraci nutné pouZit polynom druhého
fadu, jehoz funkci je kvadraticka rovnice. Vzhledem k Sirokému rozsahu kalibracnich
kiivek bylo pii jejich tvorbé pouzivano vazeni hodnot jako 1/X, nebo 1/X?. Kritéria pro

hodnoceni vybéru spravného matematického modelu popisujici kalibra¢ni kiivku byla:



Dopocitana odchylka kalibratoru od nominalni koncentrace. Dle doporuceni
FDA bylo hlavnim kritériem piijatelnosti modelu kalibracni kiivky vyhodnoceni
velikosti odchylky zpétné dopocitané koncentrace kalibratoru viici jeho nominalni
koncentraci. Kritériem pfijatelnosti byla velikost odchylky, kdy na LLOQ nesmi
odchylka ptesahnout 20 % nomindalni koncentrace, a u ostatnich kalibratora 15 %.
Distribuce rezidui kalibra¢ni krivky. Byla hodnocena distribuce rezidui
kalibra¢ni kiivky. Reziduum je definované jako vzdalenost hodnoty kalibratoru
od regresni kiivky. Pokud by rezidua nebyly normélné rozdélené (Gaussovo
rozd&leni), je pravdépodobné, Ze k regresi nebyl pouZit spravny regresni model.>
Pro tento ucel byly pouzivany statistické testy D’ Agostino-Pearsontiv omnibus,
Anderson-Darling, Shapiro-Wilk a Kolmogorov-Smirnov. Akceptovany byly ty
kalibra¢ni kiivky, které splnovaly alespoii dva z nich.

Hodnota RZ2. Pokud bylo pfijatelnych vice variant kalibracnich kfivek a ve
zbyvajicich kritériich pfijatelnosti byly obdobné, byly preferovany kalibra¢ni
kiivky s vy$si hodnotou R2.

45



46

7.8 VALIDACE METODY

Validace byla provadéna dle doporuceni FDA'. Vzhledem k pouziti metody pro

vyzkumné ucely byla vyvinuta analytickd metoda validovana c¢aste¢né, a to z hlediska

téchto kritickych parametra:

Kalibraéni krivka — Akceptacni kritérium pro kalibracni kiivky stanovuje, Ze:
béhem kalibrace ma byt analyzovan i blank a nulovy kalibrator, ma byt
kalibrovano za pomoci nejméné Sesti koncentracnich urovni, matrice vzorka
a kalibratoru musi byt shodnd a maximalni pfipustnd odchylka zpétné
prepocitanych koncentraci kalibratori od nomindlni koncentrace je nanejvyse
15 % (na hlading LLOQ az 20 %)."

QC — Hladiny (LLOQ, nizka, stfedni, vysokd) koncentraci QC vzorkil byly
zvoleny podle tabulky 8. VSechny urovné QC byly pfipraveny v 5 replikatech.
Akceptacni kritérium pro QC je nastavené tak, ze alespoit 67 % vsech a nejméné
50 % vysledkti z jedné hladiny QC musi vykazovat odchylku od nominélni
koncentrace mensi nez 15 %, u LLOQ mensi nez 20 %."

Selektivita — Aby byla metoda akceptovatelnd, nemély by se v blancich media
vyskytovat interference z matrice vétsi nez 20 % LLOQ."

Carry-over — Po nastiiku kalibratoru pro nejvyssi uroven koncentrace analytu
(pro vSechny analyty 12 pM, pro BUP 20 uM) byl nésledné nastiiknut blank
média. Akceptaéni kritérium pro carry-over je, Ze po predchozi analyze nesmi mit
v blanku média pik analytu AUC vy3si nez 20 % LLOQ."

Sensitivita — Jako LLOQ byl stanoven kalibrator, jez vykazoval akceptovatelnou
Presnost a spravnost — Jsou vypocteny z naméienych koncentraci replikati QC
vzorkll. Spravnost metody je akceptovatelnd, pokud maximalni odchylka mezi
naméefenou a nomindlni koncentraci neptesahuje 15 % (na hladiné LLOQ az
20 %). Metoda je akceptovatelné piesnd, pokud RSD nepiesahuje 15 % pro
viechny hladiny krom LLOQ, kde je akceptovatelna hodnota RSD az 20 %."°



8 VYSLEDKY A DISKUZE

Vyvoj nové analytické metody navazoval na jiz zavedenou metodu.’ Ta byla
urcena ke stanoveni aktivity CYP450 3A4 pomoci kvantifikace MID a jeho metabolita
10H-MID a 40H-MID.? Cilem diplomové prace bylo analytickou metodu upravit
a optimalizovat tak, aby bylo mozno méfit jak MID a jeho metabolity, tak i BUP a DCF
s jejich metabolity OH-BUP a 40H-DCF, a tak umoznit stanoveni aktivity CYP450
izoforem 3A4, 2B6 a 2C9. Z reserse (kapitola 5.5 Stanoveni aktivity cytochromu P450)
vyplyva, Ze pro analyzu téchto analyti pomoci LC-MS/MS je zavedeno nékolik metod,
které jsou si navzajem podobné zejména ve volbé MF tvorené FA a ACN a pouziti SF na
bazi modifikovaného C18 silikagelu.?®%3% Jako IS byly nejcastéji pouzivany izotopicky
znacené analogy analytli a KARB, ktery byl nasledné pii vyvoji metody pouzit jako IS
pro BUP a OH-BUP. Na zéklad¢ reSerSe a vychozi metody byla nejprve vyzkouSena MF
s MF A tvotenou 0,1% FA (v/v) a MF B tvotfenou ACN.

Nejprve bylo nutné nové analyty tzv. naladit, tedy nalézt takové parametry pro
MS, které budou poskytovat signdl analyt. Ladénymi parametry MS byly m/z
prekurzord, m/z fragmentl, kolizni energie pro tvorbu fragmenti a pre-rod bias
kvadrupolt v MS. Béhem tohoto kroku bylo zjisténo, ze pouziti FA v MF neni vhodné.
Z tohoto divodu byla pro dalsi optimalizaci pouZivana MF s obsahem AA.

Po nalezeni parametri MS, které poskytovaly odezvu analyti byla
provedena optimalizace LC a LC-MS rozhrani. Pro separaci byla zvolena kolona,’
Luna® Phenyl-Hexyl. Optimalizovdno bylo procentudlni zastoupeni AA v MF A
a v MF B, mozZnost nahrazeni ACN za MeOH, priitok MF, teplota kolonového prostoru,
objem nastfiku vzorku a program gradientu MF. Testovani téchto parametrii je popsano
v kapitole 7.5 LC-MS podminky a jejich optimalizace.

Metodika piipravy kalibratori, QC vzorkd a redlnych vzorkll byla ptevzata
z vychozi metody a je podrobnéji vysvétlena v kapitole 7.4 Priprava roztokii standardii
a vzorkii.>Po optimalizaci podminek pro LC a MS probéhla kalibrace, ¢4ste¢na validace

metody a nasledné také oveéteni metody na sérii Sestnacti redlnych vzorkd.
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8.1 OPTIMALIZACE LC A MS PODMINEK
Cilem optimalizace LC-MS podminek byla moZznost méfeni v Sirokém
koncentra¢nim rozsahu pro vSechny analyty a dosazeni separace analytd na zékladni linii.

Ditiraz byl kladen také na zachovani co nejkratSiho celkového Casu analyzy.

8.1.1 LC
Stacionarni faze

Stejn¢ jako ve vychozi metodé byla pro analyzu vybrana kolona Luna
Phenyl-Hexyl, jelikoZ v kombinaci s MF tvofenou AA a ACN poskytovala optimalni
separa¢ni podminky.

Byl testovan vliv teploty na separaci pti 25, 35, 40 a 45 °C. Teplota kolony ve
vychozi metod¢ byla nastavena na 25 °C. Zména na 35 °C pfinesla mirné zlepSeni
separace mezi piky BUP a OH-BUP, prodlouZeni reten¢nich ¢asti pro MID, 10H-MID
a 40H-MID a souc¢asné zkraceni retencnich casii pro 4OH-DCF a DCF.

Mobilni faze

Vychozi MF byla sloZzena z MF A tvotené 0,1% FA (v/v) a MF B tvofenou ACN.
Kritickym parametrem pro vybér MF byla ionizace 4OH-DCF, ktery vykazoval slabou
odezvu v MS. Pii pouziti MF zaloZzené na FA 40H-DCF neionizoval a nebylo mozné jej
detekovat. Z tohoto diivodu se dale metoda vyvijela pouze s MF obsahujici AA.

Dale byl testovan vliv koncentrace AA v MF A av MF B s: 0,05 %, 0,1 %, 0,2 %,
0,3 % a 0,4 % AA. Z namétenych dat vyplyvalo, Ze ionizaci 4OH-DCF nejvice podporuje
MF s 0,4% AA, ale z diivodu nevyhovujicich kalibraci pro vSechny analyty nebyla déle
MF s 0,4% AA pouzivana. Druha MF, ktera podporovala ionizaci 4OH-DCF, byla MF
s 0,05 % AA, a proto byla zvolena jako zédklad MF pro dalsi optimalizaci.

Byla testovana pouzitelnost MeOH a ACN jako typ MF B. MF s MeOH
potlacovala ionizaci 4OH-DCF, kdezto MF s ACN nikoliv. Z toho dGvodu byly dale
pouzivany MF B s ACN.

Testovan byl 1vliv obsahu AA v MF B. Z namétenych dat plynulo, Ze jeji
pfitomnost zvySuje ionizaci 4OH-DCF pfiblizné o 15 %. Nakonec bylo vybrano toto

optimalizované slozeni MF: MF A 0,05 % AA (v/v) a MF B ACN s 0,05 % AA (v/v).



Pritok MF

Na zéklad¢ vychozi metody byl pritok zvolen na 0,4 ml/min. Bylo testovano
zvySeni prutoku 0,6 ml/min, které umoznilo zkrdceni analyzy, ale zptisobilo snizeni
separa¢ni ucinnosti. Zaroven doslo ke zkraceni retenéniho ¢asu OH-BUP pod 1,8 min,
které je nezddouci z diivodu mozné koeluce s balasty z matrice. Z toho ditvodu byl nadale

ponechan pratok 0,4 ml/min.

Nastrikovany objem vzorku

vyvijenou metodu. V rdmci optimalizace metody byly zkouSeny 1 néstiiky 1 pl a 10 pl,
nicméné 1 pl nastiiky neumoziiovaly dostatecnou citlivost pro stanoveni metabolit

a 10 pl nastriky neposkytovali akceptovatelnou opakovatelnost.

Gradient MF

Vychozi gradient (tabulka 9) byl pievzat z plivodni metody.> Béhem vyvoje
optimalizované¢ metody byl upraven tak, aby byly vSechny analyty separované na
zakladni linii. Upraveny gradient je uveden v tabulce 10 s ukazkovym chromatogramem
na Obr. 15. Celkovy ¢as analyzy s pouzitim optimalizovanych podminek se zkratil
z ptivodnich 10,4 minuty na 8,5 minuty.’
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Obrazek 15 Chromatogram vSech analytl a IS méfeno s optimalizovanymi
podminkami metody (koncentrace kalibraéni arovné L7 5 uM). OH-BUP (1, t; 1,9 min),
BUP (2, t: 2,3 min), 4OH-MID (3, t; 2,6 min), MID (4, t; 3,3 min), lOH-MID
(5, t- 3,7 min), KARB (6, t: 4,9 min), OXAZ (7, t: 5,1 min), 4OH-DCF (8, t. 5,7 min),
KETOP (9, t: 5,9 min), DCF (10, t; 6,8 min).
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8.1.2 MS
Ladéni parametri MS

Parametry pro MRM piechody MID, 10H-MID a 40H-MID bylo mozné ptevzit
z vychozi metody.? Vysledky ladéni pro analyty jsou shrnuty v tabulce 12.

Tabulka 12 Shrnuté MS parametry metody

ESI méd Prekurzor Fragmentl CE1 Fragment2 CE?2

BUP pozitiv 240,25 184,00 -20,0 131,00 -40,0
OH-BUP pozitiv 256,25 238,05 -22,5 139,00 -27,0
MID pozitiv 326,30 291,10 -29,0 222,10 -50,0
10H-MID pozitiv 342,30 324,05 -21,0 168,05 -42,0
40H-MID pozitiv 342,30 325,00 -23,0 109,00 -30,0
DCF negativ 295,65 252,20 12,0 - -
40H-DCF pozitiv 313,65 231,95 -30,0 230,10 -34,0
KARB pozitiv 237,00 194,00 -20,0 192,00 -24.,0
OXAZ pozitiv 287,20 241,00 -25,0 269,00 -16,0
KETOP negativ 252,95 209,15 8,0 - -

Naméfené fragmenty analyti byly porovnavany s hmotnostnimi spektry
nalezenymi v knihovnéach spekter a hmotnostnimi spektry v literatufe. Byly nalezeny tyto
shody u prechodfi pro: BUP z240 — 1848, pro OH-BUP z256 — 139?336 3238%,
pro MID z 326 — 2912, pro 10H-MID z 342 — 324°7, a pro 4OH-DCF z 313 — 231°¢,

Rozhrani LC a MS

Vychozi parametry rozhrani LC a MS byly zvoleny na zédklad¢ jiz zavedené
metody pro analyzu MID a jeho metabolitt.

Vzhledem k nizké odezvé€ DCF a zejména 4OH-DCF bylo rozhrani LC a MS
optimalizovano s ohledem na co nejvétsi zesileni jejich signdlu. Souhrn nejvhodnéjsich
parametri pro rozhrani LC a MS je uveden v kapitole 7.6 Optimalizovanda LC-MS

metoda, namétené hodnoty jsou uvedeny v grafech 2 — 6.
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Graf 2 Zavislost AUC analytl na pratoku zmlzujiciho plynu.

Pratok zImZujiciho plynu 2,0 ml/min
m 2,5 ml/min
R ® 2,9 ml/min
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V grafu jsou zndzornény primérné AUC. Méfeni bylo provedeno v triplikatu. Referen¢ni hodnoty

(pfevzaté z vychozi metody) jsou oznaceny jako R.
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Graf 3 Zavislost AUC analytii na pratoku susiciho plynu

Pratok susiciho plynu 10 ml/min
® 15 ml/min
R m 18 ml/min
III II m 20 ml/min
+13%  +7% 30%  +2%
+11% I Q%II I +17%. - ] -54%_‘1 _“
OH-BUP 10H-MID 40H-MID DCF 40H-DCF

V grafu jsou zndzornény primérné AUC. Méfeni bylo provedeno v triplikatu. Referenc¢ni hodnoty

(pfevzaté z vychozi metody) jsou oznaceny jako R.
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Graf 4 Zavislost AUC analytt na teploté tepelného bloku

Teplota tepelného bloku 350 °C
R =400 °C
I m 450 °C
2% R 2% -6% I -8% | R I 13% 4% R . % R +14%

OH-BUP 10H-MID 40H-MID 40H-DCF

V grafu jsou zndzornény primérné AUC. Méfeni bylo provedeno v triplikatu. Referenc¢ni hodnoty

(ptevzaté z vychozi metody) jsou oznaceny jako R.

AuC
4000 000

3000 000
2000 000
1000 000

0

Graf 5 Zavislost AUC analytil na teploté desolvataéni linie

Teplota desolvatacni linie 200 °C
Rm250°C
W 300 °C
+38% +13% +11% -10% +13% R -10%
II II B ——
OH-BUP 10H-MID 40H-MID 40H-DCF

V grafu jsou zndzornény primérné AUC. Méfeni bylo provedeno v triplikatu. Referenéni hodnoty

(pfevzaté z vychozi metody) jsou oznaceny jako R.
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Graf 6 Zavislost AUC analytti na uhlu ESI vii¢i vstupu do MS
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V grafu jsou znazornény primérné AUC. Méfeni bylo provedeno v triplikatu. Referen¢ni hodnoty

(pfevzaté z vychozi metody) jsou oznaceny jako R.

8.2 PRIPRAVA VZORKU

Proces piipravy vzorkil vychazel z vychozi metody a principialné nebyl ménén.?
Z divodu analyzy vice latek soucasné byly do smési ACN s IS pridany dalsi 2 IS.
Vybrané byly tak, aby méla kazda skupina latek ve vzorku IS, ktery je ji strukturné
podobny. Pro BUP a OH-BUP byl na zdkladé reserse jako IS zvolen KARB.*” Pro DCF
a 40H-DCF byla jako IS nejprve zkousena kyselina flufenamova, nicméné kvili jejimu
carry-overu byla nahrazena KETOP. Na rozdil od vychozi metody bylo nutné vzorky
zpracovavat pro analyzu v jak nefedéné, tak ifedéné podobé. Redéni vzorkii bylo
zavedeno kvili pfekro€eni horniho limitu kvantifikace u analyti BUP a DCF. Kalibratory
a QC vzorky byly ptipravovany totoznym zpisobem jako v ptipadé vychozi metody,

jen s rozdilem pfitomnosti vice analytti v zasobnich roztocich.



8.3 KALIBRACE

Z naméfenych AUC analyta v kalibracnich roztocich byly sestrojeny kalibracni

kfivky pro piislugné analyty. Jejich rovnice, rozsah a hodnota R? jsou uvedeny v tabulce

13. Kalibracni kiivky jsou graficky zobrazené na grafech 7 — 9 vcetné jejich rezidui

na grafu 10.
Tabulka 13 Parametry kalibra¢nich kiivek.
Rozsah
Analyt Rovnice kalibra¢ni krivky R? kalibrace
[uM]

BUP y = —0,00045 + 0,1015 - x 0,9958  0,05-20
OH-BUP y = 0,000892 + 0,1200 - x 0,9935 0,025-12
MID y = 0,001651 + 0,4542 - x 0,9982 0,05-12
10H-MID y = 0,000817 + 0,4549 - x 0,9950 0,025-12
40H-MID y = 0,001535 + 0,2446 - x 0,9978  0,05-12
DCF y = 0,005141 + 0,1934 - x + (—0,00549) - x2  0,9994 0,05 12
40H-DCF y = —0,00058 + 0,1610 - x 0,9980 0,025-12

Modely kalibra¢nich kiivek byly podle doporuceni FDA sestavovany tak,

aby byly vyjadieny co nejjednodussim modelem.!® Pro DCF nebylo mozné pouzit

linearni matematickou funkci pfimky s rovnici y = ax + b, jako u ostatnich analytt.

Z toho divodu bylo pro DCF zvolen model polynomu druhého fadu (kvadraticka rovnice

majici tvary = ax + b + c-x?).
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Graf 8 Kalibra¢ni kiivka MID, 1OH-MID a 40H-MID
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Graf 9 Kalibra¢ni k¥ivka DCF a 40H-DCF
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Grafy distribuce vazenych rezidui lze pouzit pro hodnoceni vhodnosti vybéru
regresniho modelu.* Z grafii 10, A — C je patrné normalni rozdéleni vazenych rezidui.
Z toho lIze usoudit, ze vybrané regresni modely odpovidaji funkci zavislosti AUC/AUC;s

na koncentraci analyti.
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8.4 VALIDACE METODY

Analytickd metoda byla ¢aste¢né validovdna na zdkladé doporuceni FDA.'
Validovany byly tyto parametry: kalibra¢ni kiivky, QC, selektivita metody, carry-over
a presnost a spravnost.

Validace metody nebyla pro 4OH-MID provedena z diivodu naméieni koncentraci
nizsich nez LLOQ ve vSech vzorcich. Nejvyssi namétena koncentrace 4OH-MID byla

interpolaci kalibra¢ni kfivky odhadnuta na 0,04 uM.

Kalibraéni krivky

Kalibraéni kfivky byly konstruovany na zdkladé doporuceni od FDA. Pti zpétném
prepoctu koncentraci vSechny kalibratory splituji akceptacni kritéria, tedy vSechny zpétné
vypocitané koncentrace jsou od nominalnich koncentraci odchyleny do 15 % a na LLOQ
do 20 %.'"” Namétené hodnoty jsou uvedeny v tabulkach 16 — 18 v piiloze diplomové

prace.

Kontrola kvality

QC vzorky splnovaly akceptacni kritéria FDA, tedy alespoii 67 % vSech
anejméné 50 % vysledkl z jedné hladiny QC je od nomindlni koncentrace odchyleno
maximalng o 15 % (na LLOQ maximaln& o 20 %).!° Naméfend data jsou uvedena

v tabulkach 19 — 21 v pftiloze této diplomové prace.

Selektivita a Carry-over

Analyza naméfenych chromatogramii neprokéazala pfitomnost interferujicich latek
v ¢asech eluce analytt.

Carry-over byl ovéfen néstiikem kalibratord s nejvyssi hladinou analytt (L12 pro
BUP a L10 pro ostatni analyty) a naslednym nastiikem blanku media.
Vysledné chromatogramy blank media jsou na Obr. 16 a 17, kdy je zietelné, ze ke

carry-overu nedochazi.
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Obrazek 16 Chromatogram blanku media po ptedchozi analyze kalibratoru L10
(koncentrace analyth 12 uM). Na chromatogramu jsou uvedeny zdznamy odpovidajici
MRM piechodim analytt OH-BUP (1), BUP (2), 4OH-MID (3), MID (4),
10H-MID(5), KARB (6), OXAZ (7), 40H-DCF (8), KETOP (9), DCF (10).
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Obrazek 17 Chromatogram blanku media po pfedchozi analyze kalibratoru L12
(koncentrace BUP 20 uM). Na chromatogramu jsou uvedeny zaznamy odpovidajici
MRM piechodim analytt OH-BUP (1), BUP (2), 4OH-MID (3), MID (4),
10H-MID(5), KARB (6), OXAZ (7), 40H-DCF (8), KETOP (9), DCF (10).



Sensitivita

Jako LLOQ byla pro analyty OH-BUP, 10H-MID a4OH-DCF testovana
i koncentra¢ni hladina 0,01 uM, avSak signal analytd pfi této koncentraci nebyl
dostateéné ptesny. Z toho divodu byl pro OH-BUP, 1O0H-MID a 4OH-DCF LLOQ
stanoven na koncentraci 0,025 uM. Pro BUP, MID, 4OH-MID a DCF byl LLOQ

stanoven na koncentraci 0,05 uM.

Pfesnost a spravnost

Metoda dosahovala pfesnosti a spravnosti, jez je dle akceptacnich kritérii FDA
pfijatelna. Pfesnost je vyjadiena v procentech jako velikost RSD. Spravnost je vyjadiena
jako procentudlni odchylka naméfena od nominalni koncentrace. Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 14. Namétené koncentrace replikatl jsou uvedeny v tabulkach 19-21.

Tabulka 14 Pfesnost a spravnost metody.

) Koncentraé¢ni hladina Spravnost RSD
Analyt Urovei QC [uM] [%] [%]

QC1 0,05 1 9

QC2 0,2 0 9

BUP QC3 10 -3 11
QC4 20 -7 3

QC1 0,05 -5 5

E QC2 0,1 8 4
OH-BUP QC3 5 3 5
QC4 10 -9 3

QC1 0,05 2 3

QC2 0,2 3 1

MID QC3 5 -13 1
QC4 10 -15 1

QC1 0,025 -16 1

QC2 0,1 -4 3

10H-MID QC3 5 14 1
QC4 10 -5 14

QC1 0,05 13 3

QC2 0,2 14 1

DCF QC3 5 14 1
QC4 10 1 3

QC1 0,025 12 0

X QC2 0,1 14 1
40H-DCF QC3 5 14 3
QC4 10 8 5

Pozn.: QC vzorky byly na kolonu nastiiknuty tfikrat (pocitano s priimérnou hodnotou)

po péti replikatech na jednu koncentracni hladinu.

Analytickd metoda byla c¢éaste¢né validovana dle doporuceni FDA. Z vyse

uvedenych vysledki vyplyva, ze nové zavedena metoda spliiuje akceptacni kritéria.
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8.5 ANALYZA REALNYCH VZORKU

Vyvinuta metoda ajeji pouzitelnost byla ovéfena analyzou redlnych vzorki
z experimentu na in vitro modelu primarnich lidskych hepatocytli ve 3D uspofadani,
na kterych byl testovan vliv rifampicinu. Tyto vzorky byly poskytnuty Katedrou
farmakologie a toxikologie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy.
Ve vzorcich byla stanovena aktivita CYP450 3A4, 2B6 a 2C9 za pomoci kvantifikace
BUP, OH-BUP, MID, 10H-MID, 40H-MID, DCF a4OH-DCF. Celkem bylo
analyzovano 16 vzorkd.

Chromatogram redlné¢ho vzorku €. 8 a jeho pfiblizend ¢ast je na Obr. 18 a 19.
Naprvnim chromatogramu je patrnd vysoka koncentrace parentnich latek,
zejména pak BUP.

Studie byla navrZena tak, Ze kazdy vzorek byl pfipraven v duplikdtu. Naméfena
data jsou uvedena v tabulce 22 kdy jsou duplicitni vzorky pro snazsi porovnani uvedeny

vedle sebe. Zprimérované koncentrace duplikovanych vzorki jsou uvedeny v tabulce 15.

Tabulka 15 Zprimérované namétené koncentrace analyt ve vzorcich.

BUP OH-BUP MID 10H-MID 4OH-MID DCF 40OH-DCF

Vzorek WMl [pM]  [uM]  [uM]  [uM]  [uM]  [uM]
24 h DMSO 26,85 0,007 5,97 0,190 0,023 9,26 0,036
48 h DMSO 28,70 0,010 6,79 0,210 0,025 10,60 0,045
72 h DMSO 33,15 0,007 7,85 0,176 0,024 12,71 0,030
120 h DMSO 25,94 0,006 5,90 0,091 0,011 9,14 0,058
24 h Rifampicin 10 uM 28,16 0,054 6,47 0,264 0,027 10,58 0,090
48 h Rifampicin 10 uM 29,58 0,094 7,33 0,347 0,024 11,26 0,093
72 h Rifampicin 10 pM 31,61 0,096 7,37 0,316 0,024 10,74 0,086
120 h Rifampicin 10 pM 28,15 0,050 6,35 0,198 0,018 9,50 0,128
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Pozn.: Cervené ozna¢ené hodnoty jsou pod trovni LLOQ.

Byly vypocitany zmény koncentrace analyti ve vzorcich (ovlivnénych
rifampicinem) vici piislusné kontrole (pouze s DMSO) béhem rizné doby ptlisobeni
rifampicinu (24, 48, 72 a 120 hodin). Vysledné zmény v koncentracich metabolitli jsou
uvedeny v grafu 11. Zména koncentraci vsSech tii parentnich latek (BUP, MID a DCF)
zUstala napfi¢ ¢asem bez vyraznych zmén a pohybovala se v rozmezi 0,8 — 1,1 ndsobném
narastu. 4OH-MID se vyskytoval ve vSech vzorcich v koncentracich pod LLOQ a z toho

diavodu neni dale diskutovan.



Graf 11 Nartst koncentrace metabolitii ve srovnani s kontrolnimi vzorky.

Narust koncentrace Narast koncentrace metabolitd v ¢ase
oproti kontrole
14,0 . OH-BUP (CYP450 2B6)
' 10H-MID (CYP450 3A4)
12,0 40H-DCF (CYP450 2C9)
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Z grafu 11 vyplyva, Zze CYP450 2B6 (metabolit OH-BUP) a 2C9 (metabolit
40H-DCF) v in vitro modelech primarnich lidskych hepatocyti ve 3D usporadani
vykazuji nejvyssi aktivitu po 72 hodinach pisobeni rifampicinu. CYP450 3A4 vykazuje

nejvyssi narast aktivity po 120 hodinach plisobeni rifampicinu.
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Obrazek 18 Chromatogram vzorku €. 8 po plsobeni 10 pM rifampicinu v intervalu
48 hodin, OH-BUP (1, t; 1,9 min), BUP (2, t; 2,3 min), 4OH-MID (3, t; 2,6 min),
MID (4, t; 3,3 min), IOH-MID (5, t; 3,7 min), KARB (6, t; 4,9 min),

OXAZ (7, t: 5,1 min), 4OH-DCF (8, t: 5,7 min), KETOP (9, t; 5,9 min),

DCF (10, t; 6,8 min).
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Obrazek 19 Ptiblizeny chromatogram vzorku €. 8 po pisobeni 10 uM rifampicinu
v intervalu 48 hodin, OH-BUP (1, t; 1,9 min), BUP (2, t; 2,3 min),
40H-MID (3, t; 2,6 min), MID (4, t; 3,3 min), IOH-MID (5, t; 3,7 min),
KARB (6, t: 4,9 min), OXAZ (7, t: 5,1 min), 4OH-DCF (8, t: 5,7 min),
KETOP (9, t: 5,9 min), DCF (10, t: 6,8 min).
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9 ZAVER

Vsechny cile diplomové prace byly splnény. Byla vyvinuta analytickd metoda
vyuzivajici LC-MS/MS, kterd umoziuje spolehlivou kvantifikaci BUP, MID, DCF
a jejich metabolitt OH-BUP, 10H-MID, 40H-MID a 4OH-DCF. K analyze byla pouzita
kolona Luna® Phenyl-Hexyl s gradientovou eluci MF. MF A byla tvofena 0,05 % AA
(v/v) aMF B ACN s 0,05 % AA (v/v). SouCasna kalibrace metody umoznuje analyty
kvantifikovat v rozmezich: BUP 0,05 — 20 uM, MID 0,05 — 12 uM, DCF 0,05 — 12 uM,
OH-BUP 0,025 -12 uM, 10H-MID 0,025-12 pM, 40H-MID 0,05-12 uM
a 40H-DCF 0,025 — 12 uM.

Tato metoda byla ¢astecné validovana dle doporuceni FDA. Kalibra¢ni kiivky
a QC spliuji akceptacni kritéria. Dale byly validovéany selektivita metody, carry-over,
sensitivita, pfesnost a spravnost. VSechny validované parametry splnily akceptacni
kritéria.

Na zavér byla pouzitelnost metody demonstrovana analyzou 16 realnych vzorka
z experimentu na bunéénych kulturdch primarnich lidskych hepatocytii v 3D usporadani,
na kterych byl zkouman vliv rifampicinu na aktivitu izoforem CYP450 3A4, 2B6 a 2C9.
Vysledky méfeni realnych vzorki, které se stanou soucasti ptipravované publikace
v odborném casopise s impakt faktorem, potvrdily, Ze metoda je uZiteCnym nastrojem pro
stanoveni aktivit téchto izoforem. Do budoucna je planovano rozsifeni analytické metody

pro umoznéni stanoveni aktivity dalSich izoforem CYP450.
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Tabulka 16 Odchylka kalibratorti pro BUP a OH-BUP.

Zpétné Odchylka od
Nominalni prepoctena nominalni
koncentrace koncentrace koncentrace

Analyt [nM] [uM] [Yo]
0,05 0,052 4
0,1 0,099 1

0,2 0,179 11

0,5 0,451 10
1 0,918 8

3 2,69 10
BUP 5 5,09 2
8 7,54 6

10 10,97 10
12 12,96 8

16 17,90 12
20 21,85 9
0,025 0,026 5
0,05 0,048 5
0,1 0,097 3
0,2 0,184 8
0,5 0,471 6
OH-BUP 1 0,947 5
3 2,80 7
5 5,32 6
8 8,45 6

10 10,98 10
12 12,87 7

Pozn.: Kalibratory byly méfeny v triplikatu.



Tabulka 17 Odchylka kalibratorti pro MID, 10H-MID a 4OH-MID.

Zpétné Odchylka od
Nominalni prepoctena nominalni
koncentrace koncentrace koncentrace
Analyt [nM] [uM] [Yo]
0,05 0,049 2
0,1 0,106 6
0,2 0,194 3
0,5 0,500 0
1 0,983 2
MID 3 2,93 2
5 5,16 3
8 7,95 1
10 10,10 1
12 11,93 1
0,025 0,026 2
0,05 0,049 2
0,1 0,101 1
0,2 0,186 7
0,5 0,477 5
10H-MID 1 0,931 7
3 2,87 4
5 5,26 5
8 8,31 4
10 10,64 6
12 12,82 7
0,05 0,049 3
0,1 0,107 7
0,2 0,195 3
0,5 0,502 0
1 0,989 1
40H-MID 3 2.85 5
5 5,16 3
8 7,93 1
10 10,32 3
12 11,83 1

Pozn.: Kalibratory byly méfeny v triplikatu, uvedena primérna hodnota.



Tabulka 18 Odchylka kalibratorti pro DCF a 40H-DCF.

Zpétné Odchylka od
Nominalni prepoctena nominalni
koncentrace koncentrace koncentrace
Analyt [nM] [uM] [Yo]

0,05 0,042 16

0,1 0,107 7

0,2 0,208 4

0,5 0,525 5

1 1,02 2

DCF 3 2,89 4
5 5,10 2

8 7,82 2

10 10,13 1

12 12,00 0

0,025 0,025 1

0,05 0,053 5

0,1 0,098 2

0,2 0,187 6

0,5 0,503 1

40H-DCF 1 1,06 6
3 3,11 4

5 5,25 5

8 7,85 2

10 9,88 1

12 11,09 8

Pozn.: Kalibratory byly méfeny v triplikatu, uvedena primérna hodnota.
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Tabulka 19 Vysledky QC pro BUP a OH-BUP.

Nominalni Nameéiena Odchylka od
koncentrace koncentrace  nominalni  UspéSnost na Celkova

QC QC koncentrace hladiné QC tspésnost QC
Analyt [nM] [nM] [%o] [Yo] [Ye]
0,055 9
0,053 5
0,05 0,044 12 60
0,069 38
0,073 46
0,262 31
0,262 31
0,2 0,225 12 60
0,189 5
0,186 7
BUP 11,55 15 70
9,34 7
10 - - 80
9,28 7
8,66 13
18,44 8
18,90 6
20 - ¥ 80
17,74 11
19,39 3
0,051 2
0,044 11
0,05 0,047 7 80
0,047 5
0,078 56
0,111 11
0,109 9
0,1 0,110 10 100
0,109 9
0,100 0
OH-BUP 530 6 95
4,90 2
5 4,82 4 100
4,69 6
4,66 7
9,07 9
9,50 5
10 8,71 13 100
8,99 10
9,13 9

Pozn.: Cervené jsou oznadeny vysledky, jez neodpovidaji akcepta¢énim kritériim FDA (tzn. jsou

od nominalni koncentrace odchyleny o vice nez 20 % na hladiné LLOQ a o vice nez 15 %
na ostatnich hladinach).
Kazdé QC méfeno v triplikatu, uvedena primérna hodnota.

* Pii méfeni doslo k chybé a koncentrace BUP nebyly naméfené.



Tabulka 20 Vysledky QC pro MID a 10H-MID

Nominalni Namérena Odchylka od

koncentrace Kkoncentrace  nominalni Celkova
QC QC koncentrace I'Jspéﬁnost QC uspésnost QC
Analyt [nM] [nM] [Yo] [Ye] [Ye]
0,050 0
0,050 1
0,05 0,050 1 100
0,051 3
0,053 7
0,205 2
0,206 3
0,1 0,207 3 100
0,208 4
0,209 4
MID 441 B 80
4,28 14
5 4,06 19 60
3,94 21
4,34 13
8,51 15
8,60 14
10 7,11 29 60
8,51 15
7,32 27
0,021 15
0,021 16
0,025 0,021 15 100
0,021 14
0,021 17
0,097 3
0,094 6
0,1 0,091 9 100
0,098 2
0,101 1
10H-MID 4.40 5 90
4,31 14
5 4,32 14 100
423 15
427 15
8,57 14
8,56 14
10 11,43 14 60
8,24 18
8,28 17
Pozn.: Cervené jsou oznaceny vysledky, jez neodpovidaji akceptaénim kritériim FDA (tzn. jsou

od nominalni koncentrace odchyleny o vice nez 20 % na hladiné LLOQ a o vice nez 15 %
na ostatnich hladinach).

Kazdé QC meéteno v triplikatu, uvedena primérna hodnota.
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Tabulka 21 Vysledky QC pro DCF a 4OH-DCF

Nominalni Nameéiena Odchylka od

koncentrace Kkoncentrace nominalni Celkova
QC QC koncentrace I'Jspéﬁnost QC uspésnost QC
Analyt [nM] [nM] [%o] [Yo] [Ye]
0,054 8
0,055 11
0,05 0,060 20 100
0,056 13
0,057 13
0,230 15
0,225 13
0,2 0,228 14 80
0,228 14
0,249 25
DCF 5.63 3 95
5,76 15
5 5,76 15 100
5,62 12
5,63 13
10,45 4
10,41 4
10 9,69 3 100
9,76 2
9,98 0
0,037 48
0,038 52
0,025 0,028 12 60
0,028 12
0,028 13
0,112 12
0,115 15
0,1 0,115 15 60
0,118 18
0,116 16
40H-DCF 573 T 70
5,45 9
5 5,95 19 60
5,68 14
5,82 16
10,33 3
10,51 5
10 11,20 12 100
11,52 15
10,35 4

Pozn.: Cervené jsou oznadeny vysledky, jez neodpovidaji akceptaénim kritériim FDA (tzn. jsou

od nominalni koncentrace odchyleny o vice nez 20 % na hladin€¢ LLOQ a o vice nez 15 %
na ostatnich hladinach).

Kazdé QC meéteno v triplikatu, uvedena primérna hodnota.



Tabulka 22 Vysledky analyzy realnych vzorkd.

Vzorek 1 12523 24n DMSO

Vzorek 3 12.823 24h DMSO

BUP
OH-BUP
MID
10H-MID
40H-MID
DCF
40H-DCF

21,02 uM

0,009 uM pod LLOQ
7,17 uM

0,199 uM

0,018 uM pod LLOQ
6,97 uM

0,049 uM

Vzorek 2 12.823 24h 10uM rifampicin

BUP
OH-BUP
MID
10H-MID
40H-MID
DCF
40H-DCF

24,51 uM

0,057 uM
7,77 uM

0,230 uM

0,017 uM pod LLOQ
8,53 uM

0,080 uM

Vzorek 5 13523 48h DMSO

BUP
OH-BUP
MID
10H-MID
40H-MID
DCF
40H-DCF

25,90 uM

0,017 uM pod LLOQ
7,96 uM

0,203 uM

0,021 pM pod LLOQ
9,57 uM

0,061 uM

Vzorek 6 13.8.23 48h rifampicin 10 uM

BUP
OH-BUP
MID
10H-MID
40H-MID
DCF
40H-DCF

26,96 uM
0,120 uM
9,74 uM
0,363 uM
0,024 uM pod LLOQ
10,45 uM
0,107 uM

Vzorek 9 14523 72n DMSO

BUP
OH-BUP
MID
10H-MID
40H-MID
DCF
40H-DCF

30,44 uM
0,013 uM pod LLOQ
10,25 uM
0,182 uM
0,024 uM pod LLOQ
12,12 uM
0,043 uM

BUP 27,93 uM
OH-BUP 0,018 uM pod LLOQ
MID 8,24 uM
1OH-MID 0,212 uM
40H-MID 0,028 uM pod LLOQ
DCF 10,46 uM
40H-DCF 0,045 uM
Vzorek 4 12.823 24h rifampicin 10 uM
BUP 26,84 uM
OH-BUP 0,082 uM
MID 8,95 uM
1OH-MID 0,336 uM
40H-MID 0,040 uM pod LLOQ
DCF 1127 uM
40H-DCF 0,129 uM
Vzorek 7 13.8.23 48h DMSO
BUP 26,44 uM
OH-BUP 0,019 uM pod LLOQ
MID 9,58 uM
IOH-MID 0,250 uM
40H-MID 0,031 uM pod LLOQ
DCF 10,29 uM
40H-DCF 0,054 uM
Vzorek 8 13.8.23 48h rifampicin 10 uM
BUP 26,97 uM
OH-BUP 0,113 uM
MID 9,20 uM
IOH-MID 0,379 uM
40H-MID 0,026 uM pod LLOQ
DCF 10,59 uM
40H-DCF 0,109 uM
Vzorek 11 14823 72n DMSO
BUP 30,00 uM
OH-BUP 0,016 uM pod LLOQ
MID 10,03 uM
10H-MID 0,199 uM
40H-MID 0,025 uM pod LLOQ
DCF 11,42 uM
40H-DCF 0,038 uM

Pozn.: Vzorky byly méfeny v triplikatu, uvedena primérna hodnota.
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Vzorek 10 14823 72n rifampicin 10 uM

Pokracovani tabulky 22 Vysledky analyzy redlnych vzorkda.

Vzorek 12 14823 72h rifampicin 10 uM

BUP
OH-BUP
MID
1OH-MID
40H-MID
DCF
40H-DCF

26,97 uM
0,123 uM
9,29 uM
0,355 uM
0,021 uM pod LLOQ
10,56 uM
0,093 uM

Vzorek 13 16.8.23 120n DMSO

BUP
OH-BUP
MID
10H-MID
40H-MID
DCF
40H-DCF

27,64 uM

0,025 uM pod LLOQ
8,05 uM

0,132 uM

0,015 uM pod LLOQ
9,68 uM

0,083 uM

Vzorek 14 16.8.23 120h rifampicin 10 uM

BUP
OH-BUP
MID
10H-MID
40H-MID
DCF
40H-DCF

24,99 uM

0,066 uM
7,76 uM

0,212 uM

0,018 uM pod LLOQ
8,74 uM

0,147 uM

BUP 30,67 uM
OH-BUP 0,116 uM
MID 9,74 uM
10H-MID 0,323 uM
40H-MID 0,029 uM pod LLOQ
DCF 9,55 uM
40H-DCF 0,108 uM
Vzorek 15 165823 1200 DMSO
BUP 19,65 uM
OH-BUP 0,001 uM pod LLOQ
MID 7,19 uM
10H-MID 0,070 uM
40H-MID 0,005 uM pod LLOQ
DCF  7,55uM
40H-DCF 0,059 uM
Vzorek 16 16.8.23 120h rifampicin 10 uM
BUP 26,33 uM
OH-BUP 0,062 uM
MID 8,63 uM
IOH-MID 0,215 pM
40H-MID 0,018 uM pod LLOQ
DCF 9,17 uM
40H-DCF 0,144 uM

Pozn.: Vzorky byly méfeny v triplikdtu, uvedena primérna hodnota.



