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Souhrn

Imidazopyridiny jsou medicinsky vyznamné slouceniny, které ovliviiuji celou fadu
bunénych signalnich drah, zejména v centralni nervové soustavé. Ve své podstaté jde
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hodnocenim farmakokinetickych vlastnosti (absorpce, distribuce, metabolismus

a exkrece) na ¢tyfech nove syntetizovanych imidazopyridinech metodami in vitro.

Z hlediska metabolismu latek byla hodnocena stabilita ve fosfatovém pufru, ve 100 %
lidské plazmé a v ptitomnosti lidskych jaternich mikrosomu. Déle pak metodou rychlé
rovnovazné dialyzy (RED) byla hodnocena mira vazby na plazmatické proteiny.
V neposledni fadé pomoci nebunééné metody PAMPA byla zjisténa permeabilita latek

ptes umélou membranu. Metody byly vyhodnoceny pomoci systému MS/MS-RF.
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Summary

Imidazopyridines are medically significant compounds that affect a variety of cellular
signaling pathways, particularly in the central nervous system. They are essentially
GABAA receptor agonists. In pharmacology, they are widely used in the development of
various sedatives, hypnotics, and for other therapeutic purposes. This thesis focuses on
evaluating the pharmacokinetic properties (absorption, distribution, metabolism, and

excretion) of four newly synthesized imidazopyridines using in vitro methods.

Regarding the metabolism of substances, stability was assessed in phosphate buffer, in
100% human plasma, and in the presence of human liver microsomes. Furthermore, using
the rapid equilibrium dialysis (RED) method, the degree of binding to plasma proteins
was evaluated. Lastly, the permeability of substances across an artificial membrane was
determined using the non-cellular PAMPA method. The methods were evaluated using
the MS/MS-RF system.
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1 Uvod

Farmakologie se déli na dva vyzkumné podobory — farmakodynamiku a farmakokinetiku.
Jednotlivé faze farmakokinetického procesu v téle (ADME) popisuji dispozici 1é¢iva
(osud) od jeho samotného podani do vylouceni. Absorpce popisuje prestup 1é¢iva z mista
aplikace do krevniho tecisté (Brenner a Stevens, 2012). Distribuce je proces postupu
1é¢iva z krve do intersticialnich a intracelularnich tekutin (Martinkova el al., 2007).
Metabolismus (biotransformace) je slozitd chemicka pfeména lipofilnich latek na
hydrofilni za pfitomnosti mnoha enzymd, jedna se o prvni fazi samotné eliminace latek
z t€la ven. (Parkinson a Ogilvie, 2008). Na to navazuje exkrece, coz je proces zahrnujici
drahy, kterymi se t€lo zbavuje 1é¢iva i jeho metabolitil, a nasledny transport do moci ¢i

zlu¢i (Lillmann el al., 2004).

Preklinické studie a jejich spojeni s farmakokinetickymi vlastnostmi jsou nezbytnou
a dulezitou slozkou vyvoje novych 1é¢iv. Nové chemické entity jsou v laboratofich
podrobovany in vitro testovani zakladnich farmakokinetickych procestu. Diky tomu je
mozné ziskat informace o povaze sloucenin v organismu (Vizseralek et al., 2014). Jestlize
studované latky uspéji v této fazi testovani, kde jsou hodnoceny jednotlivé féaze
farmakokinetického procesu (ADME), jsou oznaceny jako stabilni a mohou putovat do

dalSich fazi preklinického vyvoje ¢i do samotného klinického testovani.

Testované latky v ramci této diplomové prace spadaji dle své chemické struktury mezi
imidazopyridiny, které se skladaji z imidazolu a pyridinu a obsahuji dusik (Shaik el al.,
2022). Imidazopyridiny jsou velmi medicinsky vyznamné ligandy v rdmci bunécné
molekularni signalizace v centralni nervové soustavé. Zejmena se jedna o agonisty
GABAA receptort, ale maji impakt i na dal$i signalni kaskady. Vyuzivaji se hojné pro

vyvoj ruznych sedativ, hypnotik a pro dalsi terapeutické vyuziti (Vanda et al., 2019).



2 Cile prace

Cilem prace bylo skrze vypracovani teoretické ¢asti porozumét zakladnim
farmakokinetickym procesim. Déle v praktické ¢asti byly studovany ADME vlastnosti
¢tyf chemickych entit jako potencialnich 1é¢iv v rdmci preklinického vyvoje. Zaroven
v prub¢hu testovani byly piiblizeny zakladni techniky hmotnostni spektrometrie ve

spojeni s RapidFire technologii.



3 Literarni prehled

3.1 Farmakologie

Farmakologie je v&dni disciplinou zabyvajici se studiem zamyslenych i nezadoucich
ucinku 1é¢iv na organismus. Lécivo v kontextu farmakologie chapeme jako chemickou
latku o znamé struktuie, ktera vykazuje biologicky ucinek v organismu (Anzenbacher
a Chladek, 2018). Hlavnimi tkoly farmakologie jsou pak zejména charakterizace ucinku
lé¢iv na organismus a piipadné posouzeni vhodnosti lé¢iva k terapeutickym ucelim,
odhaleni mechanismu u¢inku 1é¢iva a analyza jeho osudu v organismu (Lullmann et al.,
2004). Samotné odvétvi farmakologie muzeme dale rozdélit na dva vyzkumné podobory
— farmakodynamiku a farmakokinetiku. Farmakodynamika jako takova studuje interakci
léciva s organismem. V podstaté zkouma jak a proc lécivo vyvolava dany ucinek na
molekularni urovni (Lincova a Farghali, 2007). Zahrnuje Sirokou Skalu procest vcetné
interakci 1é¢ivo-receptor, signalnich transduk¢énich drah a modulace bunéénych funkci.
Vysledkem pulisobeni 1é¢iva v organismu (mechanismus plisobeni) je zména biologické
funkce (Ldllmann et al., 2012). Diky pochopeni procest farmakodynamiky mohou
zdravotnici optimalizovat Iékovou terapii a snizit projevy vedlejsich efektli a nezadoucich
reakci (Rang et al., 2016). V kapitolach dale se budu vice zabyvat problematikou

farmakokinetickych procest, nebot’ pravé ony jsou esencialni pro tuto diplomovou préci.

3.1.1 Farmakokinetika

Farmakokinetika studuje dispozici 1éCiva v téle (jeho osud) od podani az do jeho
vylouceni a zamétuje se na zmény jeho plazmatické koncentrace. Pro jakykoli dany 1ék
a davku bude jeho plazmaticka koncentrace stoupat a klesat podle rychlosti tii procesi:
absorpce, distribuce a eliminace (Obr. 1). Samotnd eliminace léku pak zavisi na
biotransformaci 1é¢iva (metabolismu) a jeho néasledné exkreci (Brenner a Stevens, 2012).
Tyto procesy muzeme souhrnné oznaCovat jako ADME dle pocatenich pismen

jednotlivych déju (Anzenbacher a Chladek, 2018).



Léélm" Absorpce

Metabolismus
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Exkrece

Obrazek 1: Schéma farmakokinetickych procest. Pfevzato z: toolbox.eupati.eu/glossary/pharmacokinetics/

3.1.1.1 Absorpce

Absorpce nebo také resorpce se da definovat jako prestup 1é¢iva z mista aplikace do
krevniho feciste, pokud neni 1é€ivo podano piimo intraven6zné (Brenner a Stevens,
2012). Samotny proces absorpce je zavisly na fyzikéalnich pochodech diflze, ptipadné na
transportu nékterym transportnim proteinem (Liillmann et al., 2004). K absorpci 1é¢iva je
nutné, aby 1éky prosly jednou nebo vice vrstvami bunék a bunéénych membran. Léciva,
ktera jsou vstiikovana do podkozni tkdn¢ a svalu obchézeji epitelidlni bariéry a jsou
snadnéji absorbovéany prostory mezi kapilarnimi endotelialnimi bunkami. Ve stfevech,
plicich a kiizi musi byt 1é¢iva nejprve absorbovana vrstvou epitelidlnich bun¢k. Z tohoto
divodu celi 1é¢iva vétsi piekdzee absorpce po peroralnim podani nez po parenteralnim

podani (Brenner a Stevens, 2012).

Z hlediska prostupu pfes membrany mizeme lé¢iva rozdélit do tii skupin. Do prvni z nich
patii nepolarni 1é¢iva, kterd se dobfe rozpousti v tucich, a proto snadno difunduji ptes
membrény. Do druhé skupiny patii rozpustna ve vodé (nerozpustné v lipidech), kterd
téméf nedifunduji (siln€ kyseld a zasadita 1éciva). A do posledni skupiny se fadi 1éCiva,
kterd se Caste¢né rozpousti ve vode a Castecné v tucich (slabé kyselad a zdsadita 1éciva)
(Satoskar et al., 2021). Co se tyka samotného transportu latek skrze membranu do bunék,

muzeme se bavit jak o pasivnim transportu, tak i o aktivnim (Obr.2).


https://toolbox.eupati.eu/glossary/pharmacokinetics/
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Obrazek 2: Cesty transportu 1éCiv pies bunéénou membranu pti prichodu télem. Pievzato z:

https://basicmedicalkey.com/pharmacokinetics-the-dynamics-of-drug-absorption-distribution-metabolism-and-

elimination/

Pasivni transport nevyuziva k pfesunu latek do intracelularniho prostoru bunécnou
energii a jeho nejbéznéjSimi formami jsou jednoduchd a zprostfedkovana difuze
a osmoza (Alberts et al., 2015). Jednoduché diftze zahrnuje pohyb malych nepolarnich
molekul pfes membranu z oblasti s vyssi koncentraci do niz§i (Tomkins el al. 2021).
Usnadnéna difuize naproti tomu vyuziva membranové proteiny k podpote pohybu vétsich
nebo polarnich molekul. Osmoéza je specificka difuze molekul vody pies selektivné
propustnou membranu, ktera reaguje na rozdily v koncentracich rozpusténych latek
(Baumgarten a Feher, 2001). Zvlastnim typem pasivniho transportu je transport
paracelularni. Jednd se o pienos latek pies epitel mezi bunkami. Na rozdil od
transceluldrniho transportu, kde se molekuly pohybuji bunéénou membranou
a bunéénymi strukturami, paraceluldrni transport zahrnuje prichod latek mezi sousednimi
buitkami. Tato transportni draha je zvlasté dilezitd pro udrZeni integrity a homeostazy
epitelidlnich a endotelidlnich tkéni, které tvofi bariéry mezi rtiznymi télesnymi

kompartmenty. Vyznam také ma ve fyziologii ledvin a stiev (Yu a Chir, 2017).

Na rozdil od pasivniho transportu aktivni transport vynaklada buné¢nou energii, obvykle
ve formé& ATP, k pohybu molekul proti jejich koncentra¢nimu gradientu (Alberts et al.,
2015). Priklady aktivniho transportu zahrnuji sodikovo-draslikovou pumpu, ktera aktivné
transportuje ionty pies bunéénou membranu, ABC transportéry a endocytozu/exocytozu,

procesy, které zahrnuji pohlceni nebo vypuzeni velkych ¢astic vezikulami (Wu el al.,
2016).


https://basicmedicalkey.com/pharmacokinetics-the-dynamics-of-drug-absorption-distribution-metabolism-and-elimination/
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3.1.1.2 Distribuce

Po absorpci do krve 1é¢ivo krev opousti a dochazi k distribuci do intersticialnich
a intracelularnich tekutin v zavislosti na konkrétnich fyzikalné-chemickych vlastnostech
jednotlivych 1é¢iv (Martinkova et al., 2007). Léky s dostate¢nou rozpustnosti v lipidech
mohou jednoduSe difundovat pfes membrany do bunck. Jiné léky jsou koncentrovany
v buiikach fenoménem zachycovani iontd. Léky mohou byt také aktivné transportovany
do bun¢k. Nektera 1é¢iva jsou naptiklad aktivné transportovana do jaternich bunck, kde
mohou podléhat enzymatické biotransformaci (Brenner a Stevens, 2012). Lécivo se pii
distribuci mize vazat na struktury v téle (Obr. 3), tudiz je pochopitelné, Ze 1éCiva se

Vv organismu nerozd¢luji rovnomérné (Liillmann et al., 2004).

Rychlost distribuce 1é¢iva do riznych organt je do urcité miry zavisla na podilu srdecniho
vydeje, ktery organy obdrzi. LécCiva se rychle distribuuji do vysoce prokrvenych tkéni
(mozek, jatra, srdce a ledviny) a pravé to pak umoziuje rychly nastup ucinku léciva.
Pomalejsi distribuce pak probihd do méné prokrvenych tkani (kosterni svalstvo)

a mnohem pomaleji do klize, kosti a tukové tkdn€ (Brenner a Stevens, 2012).
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Obrazek 3: Piehled moznych mist vazby 1é€iva (zeleny trojuhelnik) pfi distribuci. Ptevzato z: Lillmann et al., 2004



Proces distribuce mliZeme popsat matematicky pomoci tzv. zdanlivého distribu¢niho
objemu (Va). Piedstavuje teoreticky objem, ve kterém se latka homogenné distribuuje tak,
aby bylo dosazeno stejné koncentrace jako 1é¢iva v plazmé (Chatterjee et al., 2021). Lze
jej vypocitat pomoci nasledujici rovnice:

mnozstvi 1éc¢iva v téle

vV, =
4™ "koncentrace plazmy

vvvvvv

faktorem je role hematoencefalitické bariéry, coz je pienos latek pasivni difGzi, nebo
aktivnim transportem do extracelularni tekutiny CNS (Martinkova et al., 2007). S timto
pfestupem souvisi velikost molekul 1é€iva. Tento faktor ovliviiuje distribuci u extrémné
velkych molekul, jako napiiklad u antikoagulantu heparinu (Brenner a Stevens, 2012).
Dals$im faktorem je vazba na plazmatické proteiny, kdy rozsah vazby ovlivituje zpisob
distribuce 1é¢iva do tkani v téle a je zavisly na koncentraci reagujicich slozek a na afinité
1é¢iva k proteinim. Afinita k plazmatickym proteiniim je obvykle mnohem nizsi, nez je
afinita k receptorim, a pravé proto plati pro vétSinu IéCiv, ze v rozsahu terapeutickych
koncentraci nejsou vazebna mista proteinti nasycena (Lullmann et al., 2012). Pokud by
byla vazba rozséahlejsi, omezovala by mnozstvi volné slou¢eniny dostupné pro piistup
k mistim puisobeni v buiice a metabolismus a eliminace by mohly byt pomalejsi (Trainor,
2007). Témér vsechna 1éCiva se reverzibilné vdzou na proteiny v plazmé, zejména

albumin (Brenner a Stevens, 2012).

3.1.1.3 Metabolismus (biotransformace)

Metabolismus 1€¢iv je prvni fazi jejich eliminace z téla. Jde o proces premény lipofilnich
latek, které se snadno vstfebavaji z gastrointestindlniho traktu a jinych mist na latky
hydrofilni, které jsou exkretovany moci nebo zlu¢i (Parkinson a Ogilvie, 2008).
Biotransformace 1éCiv je katalyzovand mnoha enzymatickymi systémy a obecn¢ je
rozdélena do dvou hlavnich reak¢nich fazi. V obou fazich dochdzi ke sniZzeni rozpustnosti

lipidi, a tudiz ke zvySeni eliminace (Rang et al., 2016).

V prvni fazi biotransformace dochazi zejména ke zvyseni polarity molekuly, a to bud’
vnesenim polarni skupiny, nebo pfeménou existujici skupiny na polarnéjsi. Hlavni
reakce, které v této fazi probihaji, jsou hydrolytické, redukéni a hlavné oxida¢ni. Praveé
oxidacnich reakci se ucastni nejvyznamnéjSi enzym celé¢ 1. faze biotransformace —

cytochrom P450 (viz kapitola nize) (Lincova a Farghali, 2007). Druha faze se nazyva
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syntetickd nebo konjugacni a béhem ni dochazi pravé ke konjugaci reaktivni skupiny
s endogenni molekulou. Diky tomuto procesu je vysledkem neaktivni a hydrofilni
metabolit (Parkinson a Ogilvie, 2008). Pokud mé 1é¢ivo nebo produkt 1. fdze vhodnou
organickou skupinu — hydroxyl, amino skupinu, nebo thiol je vyrazné vhodné&jsi pro
konjugaci zejména s glukuronylem (glukuronidace), sulfatem (sulfatace), methylem

(methylace), nebo acetylem (N-acetylace) (Rang et al., 2016).

Z hlediska farmakologie je vysledkem biotransformace jedna ze dvou moznych pfemén
l1é¢iva. Prvni znich je proces biodeaktivace, kdy ztrdci vytvofeny metabolit
farmakologicky ucinek, nebo je jeho ucinek velmi nepatrny. Druhou pfeménou je
bioaktivace, pti niz dojde k tomu, Ze je pivodni 1é¢ivo pfeménéno na farmakologicky

ucinny metabolit ¢i metabolit toxicky (Farghali, 2007).
Cytochrom P450

Tento protein patii do mikrosomalniho hemového enzymového systému a své oznaceni
dostal dle schopnosti absorbovat svétlo o vinové délce 450 nm v komplexu s oxidem
uhelnatym (Vrzal, 2014). Samotny mechanismus oxidace je pak umoznén pfitomnosti
NADPH, NADPH-cytochrom P450-reduktasy a kysliku. Diky témto reduktans
a oxidacné-redukénim reakcim s pfispénim CYP450 vznik4 na konci reakéni kaskady

hydroxylované 1é¢ivo (Obr. 4) (Rang et al., 2016).

orodukt (DOH) < _— lééivo (DH)

» vl Fedt

Fed* | P450 Fed*
DOH DH
/ e
(FeQ)3* Fe2*
| OH DH
-;Cj_ — 0
| Fe2*OOH Fe2*O,
| DH DH
H‘,e'

NADPH-P450 reduktasa }'—J

cytochrom bs J

Obrazek 4: Monooxidaéni cyklus cytochromu P450. Modifikovano z: Rang et al. 2003.



Cytochrom P450 se nachazi zejmeéna v jatrech, stievech a plicich, konkrétné ve vné;si
mitochondridlni membran¢ a v membrané hladkého endoplazmatického retikula. Systém
enzymu CYP450 je celd nadrodina enzymt, které jsou od sebe klasifikovany na zakladé
podobnosti v aminokyselinové sekvenci piibuznych enzymii (CYP). Nadrodina se dale

déli na rodiny, podrodiny a individuélni isoformy (Obr. 5) (McDonnell a Dang, 2013).

rodina

CYP2C9

Obrazek 5: Mozné oznaleni varianty cytochromu P450. Pievzato z: Mittal et al., 2015.

U c¢loveka se ucastni transformace xenobiotik zhruba 22 enzymi z rodiny CYP450,
Z nichz je bréna za nejvyznamnéjsi isoforma CYP3A4. Jeji vyznam neni dan jen velkym
mnozstvim v jatrech, ale hlavné jeji ucasti v metabolismu mnoha 1é¢iv diky nizké
substratové selektivité zptisobené vysokou plasticitou vazebného mista (Lincova

a Farghali, 2007).

Dal$im vyznamnym cytochromem z rodiny CYP450 je CYP2D6, ktery metabolizuje
1é¢iva hlavné v jatrech. Je také vyznamny hlavné diky svému vyraznému genetickému
polymorfismu a vétsimu vyskytu mutaci (Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001). Diky
této skutecnosti mize byt tato isoforma v riznych polymorfismech pomaly, rychly, nebo
ultra rychly metabolizator (Ingelman-Sundberg et al., 1999). Mezi dal$i vyznamné
polymorfismy patii CYP1Al, ktery zpasobuje vySsi riziko rakoviny plic
u japonské populace, anebo CYP2C19, jehoz mutace zpisobi ztratovou mutaci, hlavné

u orientélni populace (Werck-Reichhart a Feyereisen, 2000).

Jako dalsi ptiklad metabolizatori ztady CYPu mizeme uvést CYP2C9, jehoz
vyznamnym substratem je warfarin, a dale pak CYPy z podrodiny CYP1A, které

metabolizuji hlavné kontaminanty Zivotniho prosttedi (McDonnell a Dang, 2013).
3.1.1.4 Exkrece

Proces exkrece zahrnuje drahy, kterymi se télo zbavuje 1éCiva 1 jeho metabolitt.
Vylucovani probiha zejména v ledvinach a jatrech. Pravé moci a ptes zIuc je vylu¢ovano

nejvetsi mnozstvi 1é¢iv (Liillmann et al., 2004).

V ledvinach se 1é¢iva eliminuji do moci z krve nékolika cestami — pasivni glomerularni
filtraci, aktivni tubularni sekreci a pasivni renalné-tubuldrni reabsorpci. VV glomerulech
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jsou z krve filtrovany zejména malé molekuly, které nejsou navdzany na plazmatické
proteiny (Lullmann et al., 2004). Vétsi molekuly, a tim padem vétSina 1¢kt, prostupuji do
ledvinovych tubulti ptimo sekreci z nich (aktivni tubularni sekrece). Proces zahrnuje
aktivni transport proti koncentraénimu gradientu, a proto vyzaduje energii a nosice pro
transport z&kladnich 1éki, jako je dopamin a histamin a nosic¢e pro kyselé 1éky, jako je
frusemid a penicilin. Nékteré 1éky a metabolity jsou pak absorbovany zpét do krevniho
feCisté pasivnim transportem (pasivni renalné-tubuldrni reabsorpce) (Satoskar et al.,
2021).

V jaternich buiikdch jsou pfitomné podobné transportni systémy jako v ledvinach.
Hepatocyty aktivné vylucuji 1éCiva a jejich metabolity do zluci. Latky, jako jsou naptiklad
fenolftalein, doxycyklin a cefoperazon, se zde objevuji ve vysokych koncentracich.
Takova léCiva se mohou opakované reabsorbovat ze stfeva a znovu vyluCovat Zluci
(enterohepatdlni obé&h), ¢imZz mohou zpilisobit dlouhodobéjsi tcinek na organismus

(Bardal et al., 2011).

Dalsi cesty, kterymi se 1é¢ivo mlize z organismu eliminovat, oznacujeme jako minoritni
a patii k nim hlavné exkrece pies pot, sliny nebo matefskym mlékem (Martinkova et al.,
2018). Plice jsou z hlediska eliminace 1é¢iv rozhodujici pouze pro néktera z nich
(anestetika) (Lallmann et al., 2004).

Clearance

Clearance Ié¢iva mize byt definovana jako objem plazmy ve vaskularnim kompartmentu,
ktery je vycistén od 1éCiva za jednotku Casu. Clearance léCiva je vlastné vysledkem
rychlosti eliminace vztazené ke koncentraci 1é¢iva (C) v nékteré z biologickéch tekutin
(plazma, krev) (Farghali, 2007).

__rychlost eliminace

Cl C

Celkova clearance udava indikaci eliminace 1éCiva z centralniho kompartmentu bez
ohledu na mechanismus tohoto procesu (Bhosle et al., 2016). Jednotkou méfeni pro
clearance léCiva je tedy objem/Cas. Celkova schopnost téla odstranit 1é¢ivo z plazmy se

da vypocitat nasledovné:

Cl(celkova) = Cl(renaini) + Cl(hepatani)
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Je v8ak dulezité si pamatovat, ze hodnota clearance nam nefika mnozstvi uvolnéného
1éciva. Obecné plati, ze ¢im vys$i hodnota clearance je, tim rychleji se 1é¢ivo z téla

eliminuje (Horde a Gupta, 2023).
3.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka separa¢ni metoda, ktera se hojné€ vyuziva na poli
chemie, biochemie a vramci dal$ich védeckych disciplin pro analyzu biomolekul,
zejména proteint. Jeji vyuziti umoziuje urcit pfesnou hmotnost molekul a také poskytuje
poznatky o jejich struktufe, identité a vlastnostech (Domon a Aebersold, 2006). Tato
metoda je vysoce citliva, specifickd a rychla. Je sice destruktivni, ale pro samotnou

analyzu je tfeba pouze malé mnozstvi vzorku (Glish a Vachet, 2003).
3.2.1 Princip hmotnostni spektrometrie

V z&kladu stoji hmotnostni spektrometrie na principu méfeni poméru hmotnosti a naboje
(m/z) v zavislosti na jejich pohybu v elektrickem, nebo magnetickém poli (Obr. 6).
V podstaté mizeme fict, ze se jedna o separaci nabitych Castic na zakladé pravé m/z
(Ho et al., 2003).

detektor

elektrony

Obréazek 6: Schématicky diagram instrumentace hmotnostniho spektrometru. Pfevzato z: Radauscher, 2015.

Proces samotné analyzy zahrnuje n€kolik kli¢ovych kroku:

a. lonizace — pti procesu ionizace je Vzorek pifeménén na ionty. Zpusobi, jakymi je tento
krok mozné uskutecnit, je nékolik, ale vSechny ve findle umoziuji bombardovani
molekul vysokoenergetickymi elektrony, nebo jsou vystaveny laserovym paprskim.

Toto nasledné zpiusobuje, Ze molekuly ztraceji nebo ziskavaji elektrony a diky tomu
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se mohou tvofit ionty. Mezi béZné pouZivané metody ionizace patii laserova
desorpce/ionizace za pomoci matrice (MALDI), nebo ionizace elektrosprejem (ESI)
(de Hoffmann a Stroobant, 2007). Pravé technika ESI (Obr. 7) je cenna pro studium
velkych a komplexnich biomolekul, jako jsou proteiny, peptidy nebo nukleové
kyseliny (Banerjee a Mazumdar, 2012). lonizace elektrosprejem funguje na principu
aplikace vysokého napéti na kapalny vzorek obsahujici molekuly analytu. Napéti
vytvoii jemny aerosol nabitych kapiéek z roztoku vzorku, ty s sebou nesou molekuly
analytu a nasledn¢ projdou procesem Coulombické exploze, kdy se tvofi stale mensi
a menS$i kapicky, a pravé to vede k uvoliovani jednotlivych iontt v plynné fazi

(Friedecky a Lemr, 2012).

nebulizaéni plyn N,
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nabité kapicky aerosolu nabité ionty analytd

Obrézek 7: Princip ionizace elektrosprejem. Pfevzato z: Friedecky a Lemr, 2012.

b. Hromadnad separace ionti — ionty vytvofené bc&hem ionizace jsou Vvystaveny

elektromagnetickému poli, které jejich tok nasméfuje pies hmotnostni analyzator. Ten
pak oddéluje ionty na zaklad¢ m/z, pticemz leh¢i ionty se vychyluji vice nez ionty
t€z8i (Glish a Vachet, 2003).

c. Detekce — oddélené ionty jsou detekovany na detektoru a dochazi k zaznamenani
jejich poétu pii kazdé hodnoté m/z. Vysledna data z celé této analyzy jsou ve formé
tzv. hmotnostniho spektra, ze kterého muzeme vy¢ist molekularni slozeni vzorku
a molekulové hmotnosti jednotlivych komponent a jejich poc¢et (Domon a Aebersold,
2006).

V ramci analyzy je zvlasté nutné myslet na piipravu vzorku, nebot’ jeho pfiprava je

zésadnim krokem Kk zajisténi piesnych a spolehlivych vysledkt (Kalli a Hess, 2012).
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Musime brat v potaz fakt, ze specifické pozadavky na ptipravu vzorku se mohou lisit

Vv zavislosti na typu pouzité hmotnostni spektrometrie a povaze vzorku (Kalli etal., 2013).

Prvnim krokem v ptipravé vzorku je tfeba pochopit jeho povahu, tzn. jestli pracujeme
s malymi organickymi molekulami ¢i proteiny/peptidy nebo dal$imi slou¢eninami, pak
uz dle typu vzorku volime spravné chemikalie (pufry a rozpoustédla) (Stone, 2018).
Zaroven by mél byt vzorek o¢istén pomoci sloupcove chromatografie nebo rekrystalizace
od kontaminant a odsolen pies odsolovaci kolony nebo extrakce na pevne fazi (Hess,
2013). Analyt se dale zpracovava technikami vhodnymi pro jednotlivé typy ionizaci
(napt. MALDI nebo ESI) a nasledné je takto pfipraveny vloZzen do hmotnostniho
spektrometru, kde dale probihd lazeni stroje a kalibrace pro dany analyt a techniku

a nasledna analyza (Mann et al., 2001).
3.2.2 Hmotnostni spektrum

Hmotnostni spektrum je v podstaté grafické znazornéni mnozstvi (osa Yy) iontd vuci
poméru jejich hmotnosti k ndboji (m/z) (osa x). Kazdy jeden pik ve spektru odpovida
specifickému iontu/skupiné iontd s konkrétnim m/z (Obr. 8) (de Hoffmann a Stroobant,
2007).
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Obrazek 8: Demonstrativni hmotnostni spektrum latky. Pfevzato z: Maccoll, 1999.

Z hmotnostniho spektra lze vy¢ist velké mnozstvi informaci o studované latce. Prvni je
samoziejmé molekulova hmotnost latky — pik na spektru pii nejvyssi hodnoté m/z
predstavuje molekuldrni iont (M+), ktery odpovida intaktni molekule a diky zméteni
hodnot tohoto piku lze nasledné uréit molekulovou hmotnost slouceniny (Nicolescu,

2017).
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Pomoci hmotnostniho spektra mizeme také zjistit tzv. fragmentacni vzory. Diky nim
muzeme ziskat pohled na strukturu molekuly a chemické slozeni, nebot’ ion prochazejici
fragmentaci produkuje ionty dcefiné a kazdy dalsi pik za timto matetskym ptedstavuje

jeden z téchto fragmentti dcefinych iontt (Smith, 2004).

Krom¢ chemického slozeni jako takového miZeme z hmotnostniho spektra zjistit
1 hojnost izotopit ve vzorku diky skutecnosti, Zze se nckteré prvky v piirodé vyskytuji
pravé jako izotopy s riznou hmotnosti. Tyto ziskané informace jsou pak nezbytné pro

stanoveni elementarniho slozeni vzorku (Muccio a Jackson, 2009).

V neposledni fadé jsou vystupy hmotnostni spektrometrie neocenitelné pro identifikaci
neznamych slou¢enin. Jde v podstaté o porovnani spektra studované neznamé latky se
spektrem z databazi, a proto je mozné urceni identity. Tato skute¢nost se uplatiiuje ve

velkém zejména v ramci forenznich véd a objevovani 1é¢iv (Hilario et al. 2006).
3.3 RapidFire technologie (extrakce na pevné fazi)

Extrakce na pevné fazi (solid-phase extraction — SPE) je jednou z metod, ktera k extrakci
vyuziva kapalnou a pevnou fazi. Béhem samotné extrakce je velké mnozstvi kapalného
vzorku nanaseno na kolonu, ktera je naplnéna vhodnym pevnym adsorbentem a ten na
svém povrchu zachytava analyt a zaroven ho zkoncentruje (Obr. 9). Obvykle se SPE
vyuziva k vy¢€isténi vzorku pied naslednou analytickou technikou ke kvantifikaci vzorku
(Zwir-Ferenc a Biziuk, 2006).

Kondicionace Déavkovani vzorku Promyvani Eluce
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Obrazek 9: Extrakce na pevné fazi. Pievzato z: Alkarawi, 2016.
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Tradi¢ni metody SPE se Casto potykaji s asov€ naro€nymi protokoly a také provozni
neefektivitou, pravé proto je RapidFire velmi inovativni platformou ke zefektivnéni
extrakce. Podstata RF spoc¢iva v jeho schopnosti urychlit proces piipravy vzorku, aniz by
byla ohrozena kvalita a piesnost analyzy (Wagner a Shou, 2023). Toho je dosazeno
hlavné zmenSenim SPE kolon a zvySenim dynamiky tekutin, coz umoZiiuje rychlou
interakci mezi matrici vzorku a materialem sorbentu. RF skytd mnoho vyhod v analyze
vzorkl, a to hlavné zvySenou propustnost vzorkli a vyssi pfesnost umoznénou lepSim
fizeni toku analytu. Vyuziti RF také vede ke sniZzené spotiebé rozpoustédel, tudiz
i k produkci odpadu (Veach et al., 2019). Dalsi vyhodou je integrace s vysoce vykonnymi
systémy a kompatibilita s pokro¢ilymi analytickymi nastroji, jako je pravé hmotnostni
spektrometrie (RF-MS).

Na obréazku 10 je schematické zndzornéni principu RF-MS/MS systému méfeni vzorkd.
Automatizovany extrakéni systém se tfemi pumpami HPLC je napojen na trojity
kvadrup6lovy hmotnostni spektrometr, ktery vyuziva obvykle ionizaci elektrosprejem.
Celkova doba jednoho cyklu méfeni se pohybuje zhruba kolem 30 sekund, tzn. ze analyza
celé 96-jamkové desky netrva obvykle déle nez 30 minut (Veach et al., 2017).

PUMPY

0 S 10 15 2

CAS (sekundy)

Obrazek 10: Schématické znazornéni systému RF-MS/MS. Modifikovano z: Veach et al., 2017.

RapidFire je vcelku novou a unikatni technologii, ktera se vyuziva pravé ve
farmakologickém vyzkumu pii studiich ADME, kde zajiStuje rychlejsi screening 1ékt
a analyzu metaboliti. Dal$i uplatnéni nasla i pti analyzach zivotniho prostiedi, testovani

bezpecénosti potravin a klinické diagnostice (Veach et al., 2019).
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3.4 Metody studia latek v ramci preklinického vyvoje 1é¢iv

Predikce vlastnosti ADME potencialnich 1é¢iv hraje nepostradatelnou roli pti objevovani
a vyvoji léki. Stanoveni fyzikalné-chemickych vlastnosti poskytuje uzitecny piistup pro
tento ucel, nebot’ farmakokinetické chovani latek zavisi na inherentnich molekularnich
vlastnostech (Vizseralek et al., 2014). Tyto predikce zaroven pomahaji pii vybéru
cilovych sloucenin pfed dosazenim klinickych zkousek a také témito procesy lze
a nakladi. Vzhledem k absorpci 1é¢iva jsou studie rozpustnosti a rozpousténi zv1asté
dulezité¢ pro Spatné€ rozpustna 1éciva, zatimco u jinych slouenin miize byt absorpce

omezena permeabilitou stfevni membrany (Effinger et al., 2018).
3.4.1 Testovani stability latek

Testovani stability studovanych latek je zasadni aspekt v ramci objevovani a vyvoje 1é¢iv.
Zjisténi stability kandidatnich latek je zasadni pro zaruceni jeji odolnosti a trvanlivosti
v rdmci organismu. Obecné se testuje zejména stabilita chemicka, plazmaticka
a mikrosomalni, aby bylo zji$téno, ze studovana latka nebude v organismu degradovat
(Di a Kerns, 2009).

3.4.1.1 Chemicka stabilita

Chemické stabilita se tyk&d zejména schopnosti latky si zachovat svou chemickou
strukturu a integritu v prabéhu casu. Pouze rozpusténa frakce se mulZe pohybovat
membranami difuzi nebo transportnimi mechanismy ¢i interagovat s receptory/enzymy.
Pti vyvoji 1éCiv jsou rozpustnost a chemicka stabilita velmi diillezitym faktorem, nebot’
diky jejich hodnoceni mizeme predikovat chovani sloucenin in vivo. Nedostatek stability
muze byt zptisobeno neenzymatickymi procesy (hydrolyza, oxidace, degradace apod.)
Takovéto degradace mohou vést ke snizeni ucinnosti, zvySené toxicité nebo tvorbé

nezadoucich vedlejsich produkti (Kerns, 2007).

Pii testovani chemické stability je studovana latka vzdy napted rozpusténa v pufru, ktery
ma vhodné pH a latka v ném nebude nestabilni. Ve své podstaté se screening stability
provadi v pufru za kyselého, neutralniho a zasaditého pH, av§ak mnoho in vitro testd se
provadi i za pH fyziologickeého (7,4). Pokud je slou¢enina za téchto podminek nestabilni,
je mozné, Ze se takto vytvoiené vzorky pii in vitro screening budou rychle rozkladat (Di

et al., 2006). Obecné se hledi zejména na chemickou stabilitu pti nizkych hodnotach pH
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pozorovanych v zaludku, nebot’ peroralni podavani je stézejni volbou novych léku.
Informace o stabilité¢ studované latky pti pH 2 je tedy zasadni informaci pro predpoklad

problému s oralnim podavanim léku (Medvedikova et al., 2021).
3.4.1.2 Plazmaticka stabilita

Krevni plazma je tekutd ¢ast krve, ktera tvofi pfiblizné 55 % objemu celé krve. Je to
bezbarva a pruhledna tekutina, ve které je rozpusténo mnoho biomolekul jako jsou
napiiklad nukleové kyseliny, enzymy a hlavné proteiny (albuminy, globuliny,
fibrinogeny). Plazmaticka stabilita 1é¢iv je esencialni pro udrZeni piijatelné koncentrace
1é¢iva a polocasu rozpadu, aby se dosahlo zadoucich farmakologickych ucinki (Di et al.,
2005). Nestabilita latek v plazmé mutze vést k rychlé clearance, kratkému poloc¢asu
rozpadu a $patné vykonnosti in vivo. Zaroven takto nestabilni 1atky mohou zptisobovat
potize ve farmakokinetickych studiich, protoze degradace mize probihat i poté, co byl

odebran vzorek krve (Medvedikova et al., 2021).

Na druhou stranu pro tzv. prolé€iva je tato nestabilita Zadouci, nebot’ prolécivo obsahuje
ve své molekule ochrannou skupinu, diky které je farmakologicky neaktivni, ale vykazuje
lepsi rozpustnost nebo piiznivou intersticialni absorpci. Pokud dojde k plazmatické
hydrolyze, tak se aktivni forma Ié¢iva rychle uvolni (Song et al., 2002). Pravé i proto je
testovani plazmatické stability velmi uzite¢né pii screeningu proléciv, kde je zadouci

rychla konverze v plazmé¢ (Medvedikova et al., 2021).
3.4.1.3 Mikrosomalni stabilita

Test mikrosomalni stability v in vitro podminkach je modelem volby pro studium
metabolismu 1é¢iv a také pro studie 1ékovych interakci (Medvedikova et al., 2021). Latky
jsou testovany v ptitomnosti jaternich mikrosomi, nebot’ celé hepatocyty jsou velmi
drahé. Tyto mikrosomy jsou vezikuly endoplazmatického retikula hepatocytt a obsahuji
membranové enzymy 1. faze biotransformace, jako jsou cytochromy a rtzné
monooxygenazy, ale také i enzymy Il. faze, hlavné¢ UGT (Knights et al., 2016). Obvykle
je tento test zaloZen na konkrétni metabolické draze CYP450, kde se aplikuje systém
generujici NADPH (Medvedikova et al., 2021).

Je dulezité si vSak pamatovat, ze nejen I. faze mikrosomalniho metabolismu mitize
ovliviiovat plazmatickou clearance. Tu mohou ovliviiovat i dalsi procesy jako je II. faze

biotransformace, extramikrosomalni metabolismus hepatocyti, renalni exkrece a dalsi. Je
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tedy jasné, ze kazda sloucenina bude pfeménéna Vv rizné mife a riznymi mechanismy.
Musime zminit i fakt, ze mikrosomalni stabilita je sice hlavnim mechanismem
plasmatické clearance, avSak zaroven je pouze jednim z nékolika mechanismi in vivo
clearance (Di et al., 2008).

3.4.2 Vazba na plazmatické proteiny

Jak jiz bylo zminéno Vv Kkapitole distribuce (str. 4), vazba studovanych latek na
plazmatické proteiny je jednim z hlavnich faktort, které mohou ovlivnit distribuci
slouCenin a jejich ucinnost v organismu. Predpoklada se totiz, Zze pouze volna frakce
1éc¢iva je dostupna pro interakci s cilem onemocnéni a vykazuje tak farmakologické
u¢inky (Medvedikova et al., 2021). Hlavnim proteinem, ktery se v plazmé nachazi a vaze
na sebe sirokou $kalu sloucenin, je aloumin. Tento protein ma vice hydrofobnich vazeb,

a je tedy schopen vazat vice endogennich ligandi a 1é¢iv (Trainor, 2007).

Pro méfeni nenavazané frakce in vitro bylo vyvinuto mnoho metod, nejpouzivanéjsi
z nich je metoda rovnovazné dialyzy. Pro tuto metodu se pouziva zafizeni pro rychlou
rovnovaznou dialyzu RED (Obr. 11), které je navrzeno pro efektivni provadéni
vazebnych testi na proteiny. Vyuziva inzerty, které jsou sloZzeny ze dvou komurek —
Cervené a bilé, ty jsou oddéleny semipermeabilni membranou. Tato membrana ma vysoky

pomér plochy povrchu k objemu, a to umoziuje rychlou rovnovahu (Ye et al., 2017).

komarka
pro plasmu

Obrézek 11: Zatizeni pro rychlou rovnovaznou dialyzu RED. Modifikovéano z: Liempd et al., 2011.
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3.4.3 Paralelni test permeability umélé membrany (PAMPA)

Paralelni test permeability umélé membrany se vyuziva k simulaci pasivni absorpce
permeability studovanych latek pies umélou membranu, zejmeéna pasivni difuzi (Avdeef,
2005). Touto cestou totiz prostupuje vétsina malych a lipofilnich 1é¢iv do krevniho ob&hu.
V principu se jedna o migraci 1éCiva z prostiedi s vysokou koncentraci do prostiedi
o koncentraci niz$i do té chvile, nez se koncentrace na obou stranach nevyrovnaji. Proces

probihd bez spotieby energie a dalSich transportnich ¢initelt (Medvedikova et al., 2021).

V ramci systému PAMPA je vyuzivana membrana, ktera je doplnéna lipidovym roztokem
a oddéluje dva oddily — donor (spodni dil) a akceptor (horni dil) (Obr. 12). Cely systém
desticky a obou oddilt se sestavi a po inkubaci se kvantifikuje mnozstvi slou¢eniny, které

spontanné difunduje do akceptorového oddilu (Ponmozhi et al., 2021).

donor

testovana latka

~__— uméla membrana
pufr

- akceptor

Obrézek 12: Schéma systému PAMPA. Modifikovano z: Ponmozhi et al., 2021.

PAMPA je velmi uziteCny nastroj pro preklinické testovani potencidlnich 1éciv, a to
hlavné diky poskytnuti prediktivnich dat o jejich absorpci, zaroven umoznuje klasifikovat
testované slouceniny na zaklad¢ jejich pasivnich difdznich vlastnosti. Tyto informace
jsou cenné hlavné zohledu na fakt, Ze ktomuto druhu transportu dochazi

z gastrointestinalniho traktu a mozku do dalsich ¢asti lidského téla (Avdeef, 2005).
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3.5 Imidazopyridiny

Imidazopyridiny jsou heterocyklické slou¢eniny chemicky slozené =z imidazolu
a pyridinu a obsahuji ve své struktuie dusik (Shaik et al., 2022). Z medicinského hlediska
jsou imidazopyridiny vyznamnymi ligandy v ramci molekularni signalizace v centralni
nervové soustavé (Khatun et al., 2021). Zde mohou rizné varianty byt silnymi
modulatory onemocnénich spojenych pravé s CNS, vycet téchto impakti je zobrazen na
obrazku 13.

4 " )

' GSK-3 D, receptor
N2
GABA, receptor 5-HT, receptor
imidazo[1,2-a]pyridin
_ PDE10A CB2 receptor. Alzheimerova choroba
-
SN-Z OX1 receptor /7—//:\-\ Insomnie
Y. p—
imidazo[1,5-a]pyridin ( // \/:\ \ Deprese
N \
N \ e i
N -~
p& \) \(( - }-(‘ S Parkinson
H FAAH g - y/ Demence
P BACE1
imidazo[4,5-b]pyridin« D, receptor 54T, recephon Schizofrenie
DYRK1A .
5-HT¢ receptor LRRK2

K imidazo[4,5-clpyridin a dalsi... adali... /

Obrazek 13: Vycet biologickych aktivit a terapeutického vyuziti imidazopyridini. Modifikovano z: Vanda et al., 2019.

Imidazopyridiny jsou rozdéleny do c¢tyt skupin dle pozice jednotlivych dusikt
vychazejicich zriznych postaveni imidazolu s pyridinem (Obr. 14). Kazdé
imidazopyridinové jadro se pak lisi svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, diky tomu
mohou jednotlivé skupiny ovlivitovat parametry ADME cilové slou¢eniny (Vanda et al.,

2019). Charakteristikou jednotlivych skupin se budu zabyvat niZe.

Z~=N N = =~ N\ NZ N\
\) N < I 2 |
s N-Z N N" TN X N

| | 1 v
imidazo[1,2-a]pyridine imidazo[1,5-alpyridine imidazo[4,5-b]pyridine imidazo[4,5-c|pyridine

Obrazek 14: Struktura imidazopyridinovych jader ze skupin I - IV. Pfevzato z: Vanda et al., 2019.

Nejvyznamnéjsi a nejcastéji vyuzivanou skupinou jsou imidazo[1,2-a]pyridiny, které
vykazuji Sirokou Skalu biologickych aktivit, jako jsou protizanétlivé, protinadorove,

antiviroveé, analgetické a jiné vlastnosti (Shaik et al., 2022). Mimo jiné pusobi také jako
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modulatory GABAA a benzodiazepinovych receptorii. To umoziuje vyuziti pro vyvoj
riznych sedativ a hypnotik, jako je naptiklad alpidem nebo zolpidem. Obecné je jejich

terapeutické vyuziti ale mnohem §irs$i (Bagdi et al., 2015).

Do druhé skupiny téchto slou¢enin spadaji imidazo[1,5-a]pyridiny. Diky své jedine¢né
a vSestranné struktufe a hlavné diky svym biologickym vlastnostem jsou molekuly
obsahujici imidazo[1,5-a]pyridinovou skupinu $iroky zabér biologickych aktivit (Reddy
etal., 2022). Aktivni derivaty této skupiny zahrnuji tfi agonisty kanabinoidniho receptoru
typu 2, coz z nich dé¢la slibna terapeutika pii 1écbé chronické zanétlivé a neuropatické
bolesti (Vanda et al., 2019). Jejich pouziti je vyhodné zejména proto, ze se vyhybaji
nezadoucim  psychotropnim  ucinkam, které jsou zprostfedkovany aktivaci

kanabinoidniho receptoru typu 1 (Dhopeshwarkar a Mackie, 2014).

Imidazo[4,5-b]pyridiny byly pfedmétem obsahlych studii hlavné diky jejich
bioisosterové blizkosti k puriniim, které maji $irokou $kalu u¢inkd. Obecné maji tyto
molekuly schopnost ovlivnit rizné cile v centralni nervové soustavé, a tim padem jsou
velmi uziteéné ve farmakologickém vyvoji 1€kt (Vanda et al., 2019). Mezi jejich hlavni
vlastnosti patii modulace GABAA receptoru, schopnost vazat se na 5-HTs serotoninové
receptory a inhibice fosfodiesterazovy PDE10A (Krause et al., 2017). Posledni skupinou
jsou strukturné piibuzné imidazo[4,5-c]pyridiny, které jsou taktéZ uzce spjaty
s purinovym skeletem. Jsou tak piedurceny k tomu, aby pasobily jako i¢inné modulatory

ruznych biologickych procesu (Krajéovicova et al., 2021).
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4  Material a metody

4.1 Materiél
4.1.1 Biologicky materiél

o Lidska plazma (transfuzni odd&leni Fakultni nemocnice Olomouc, CR)
o Lidské jaterni mikrosomy (HMMCPL, Thermo Fisher Scientific, USA)

4.1.2 Pouzité chemikalie

o Acetonitril LC-MS c¢istoty (VWR,; kat. ¢. BDH83640.100E)

o Dihydrogenfosforecnan draselny (Penta, kat. ¢. 12300-31000)

o Dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat (Penta; kat. ¢. 12330-31000)
o Dimetylsulfoxid (EMSURE; kat. ¢. 1029521000)

o Dodekan (Sigma-Aldrich; kat. ¢. 8205430100)

o Etanol (Penta, kat. ¢. 71250-11001)

o Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekagydrat (Penta; kat. ¢. 15140-31000)
o Hydroxid draselny (Penta, kat. ¢. 15520-31000)

o Chlorid draselny (Penta; kat. ¢. 16200-31000)

o Chlorid sodny (Penta; kat. ¢. 16610-31000)

o lIsocitrat dehydrogenaza (Sigma-Aldrich; kat. ¢. 12002)

o Kyselina chlorovodikova (Penta, kat. ¢. 19360-11000)

o Kyselina mravenci (Fluka; kat. ¢. 94318)

o Lecitin (Sigma-Aldrich; kat. ¢. P3782)

o Metanol LC-MS cistoty (VWR,; kat. ¢. 102775-450)

o Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (Sigma-Aldrich; kat. ¢ N0505)
o 2-Propranol pro HPLC (VWR,; kat. ¢. BT211315)

o Siran hotec¢naty (Sigma-Aldrich; kat. ¢. SAFA203726)

o Trisodna sul kyseliny L isocitronové (Sigma-Aldrich; kat. ¢. 1252)

o Voda pro HPLC LC-MS ¢istoty (VWR, kat. ¢. BDH23595.400)

Studované imidazopyridiny byly syntetizovany skupinou prof. Miroslava Sourala, Ustav
organické chemie, Univerzita Palackého v Olomouci. Zasobni roztoky studovanych latek
byly ptipraveny pracovniky chemické knihovny UMTM v koncentraci 10 mmol-I*
roztoku DMSO.
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Pouzité roztoky

1x PBS pufr (pH7,4): 8,01 g NaCl + 0,21 g KCI + 1,5 g NaH2PO4- 2H,0 + 3,6 ¢
Na;HPO4 - 12H,0, rozpustit za stalého michani v 500 ml dH2O, upravit pomoci
HCI na pozadované pH, doplnit vodou do 1 000 ml

NADPH generujici systém: 0,44 mg NADP rozpustit v 71 ul 1x PBS pufru, 1,135
mg isocitratu rozpustit v 71 ul 1x PBS pufru a oba roztoky smichat, ke vzniklému
roztoku piidat 14,3 pl isocitrat dehydrogenazy a 56,25 pl MgSOa4

100 mM dihydrogenfosforecnan draselny (pH 7,4): rozpustit 6,8 ¢
dihydrogenfosforecnanu draselného v 500 ml vody, hydroxidem draselnym
upravit na pozadované pH

Mobilni faze +

A: objem 1000 ml: smichat 950 ml vody, 50 ml acetonitrilu a 1 ml kyseliny
mravenci

B: objem 1000 ml: smichat 950 ml acetonitrilu, 50 ml vody 1 ml kyseliny

mravenci

Pouzité soupravy

Deska pro PAMPA esej (Merck Millipore, donor — kat. ¢. MATRNPS550
a akceptor — kat. ¢. MAIPN4550)
Rapid Equilibrium Dialysis Device Inserts (Life Technologies, kat. ¢. 90006)

Pristroje a zarizeni

Analytické vahy GR202 2202G (Schoeller Instruments s.r.o.)

Centrifuga 514R (Hanil)

Digestoi Biohazard Thermo (Thermo Scientific)

Lyofilizacni systtm — CoolSafe (ScanVac), vakuova pumpa (Vacuubrand),
a centrifuga (Thermo Scientific)

Magneticka michacka s ohfevem MR Hei-Tec (Heidolph Instruments)

pH metr pH 50 VioLab DHS s pH sondou 201T (VioLab)

Piedvazky PS 1500/X (Radwag)

Termoblok TS-100C (BIOSAN)

Trepacka PSU-10i (Grant Instruments)
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Trepacka temperovana ES-2 (BIOSAN)

o Vortex Genius 3 (IKA)

o Vortex MS 3 BASIC (IKA)

o RapidFire 300 (Agilent) a hmotnostni spektrometr QTRAP 5500 (AB SCIEX)

o

4.2  Metody

4.2.1 Chemicka stabilita

Testované latky byly inkubovéany ve fosfatovém pufru, aby bylo zabranéno degradaci
neenzymatickymi procesy. Do 12-jamkové fadné oznacené desticky bylo napipetovano
1349 ul 1x PBS pufru a nasledné byl ptidan 1 ul zdsobniho roztoku latky, roztok byl

resuspendovan a inkubovan pii 37 °C v tiepacim inkubatoru (70 rpm).

Chemicka stabilita latek v pufru byla sledovana v péti riznych Casovych intervalech
odbéru, ato 0, 15, 30, 60 a 120 minut. V momenté ptidani latek do 12-jamkové desticky
k pufru se jednalo o ¢as 0 a hned po ptidani bylo co nejrychleji odebrano 75 ul suspenze
v triplikatu do ptipravené 96-jamkové desticky. Reakce byla zastavena piidanim 150 pl
ledové chlazeného methanolu do kazdé jamky a destiCka se vzorky byla mezi
jednotlivymi odbéry ulozena v mrazéku. Takto bylo postupovano i u nasledujicich
intervald. Po poslednim odbéru v ¢ase 120 minut byla desti¢ka ponechana na 10 minut

v mrazéku a poté byly vzorky lyofilizovany.
4.2.2 Plazmaticka stabilita

Stanoveni stability latek v plazmé probihalo metodou inkubace latek v lidské 100%
plazmé¢. Testované latky byly nafedény ze zasobniho roztoku v 1x PBS pufru na
koncentraci 1 mmol-It. Nasledn& bylo do 12-jamkové desticky napipetovano 1 495 pl
plazmy a k ni poté bylo pfidano 4,95 ul ziedéné testované latky, roztok byl resuspendovan

a inkubovan pfi 38 °C v tiepacim inkubatoru (70 rpm).

Stabilita latek v plazm¢ byla sledovana v péti riznych ¢asovych intervalech, a to 0, 15,
30, 60 a 120 minut. V moment¢ piidani latek do 12-jamkové desticky k plazmé¢ se jednalo
o ¢as 0, a tudiz byla latka v plazmé rychle resuspendovana a nasledné bylo odebrano 75

ul suspenze v triplikatu do piipravené 96-jamkové destiCky. Reakce byla zastavena
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ptidanim 150 pul ACN:MeOH v poméru 2:1 do kazdé jamky a desticka se vzorky byla
mezi jednotlivymi odbéry pielepena parafilmem a ulozena v mrazéku. Takto bylo
postupovano i u nasledujicich casovych odbért. Po poslednim odbéru v case 120 minut
byla desticka ponechana pifes noc v mrazaku na -80 °C. Druhy den byla desticka pii
pokojové teploté rozmrazena a vzorky byly stoceny v centrifuze pii 4 °C a 4 000 rpm po
dobu 10 minut. Poté bylo opatrné ptepipetovano 100 ul supernatantu do ¢isté 96-jamkové

desti¢ky a takto byly vzorky lyofilizovany.
4.2.3 Mikrosomalni stabilita

Metabolickd stabilita byla provadéna v piitomnosti lidskych jaternich mikrosomd,
kofaktoru enzymi NADPH prvni faze metabolismu a pufru. NADPH generujici systém
byl ve zkumavce pfipraven z pozadovanych latek dle protokolu a v zavislosti na poctu

testovanych latek.

Testované latky byly nafedény v 1x PBS pufru na pozadovanou koncentraci 50 pmol-I™2.
Do 12-jamkové desticky byla pfipravena smés z 913 ul dihydrogen fosfore¢nanu
draselného, 27 ul lidskych jaternich mikrosomt a 67,4 ul NADPH generujiciho systému.
Takto ptipravena desticka se suspenzi byla preinkubovana v termobloku pfi teploté 38 °C
po dobu 5 minut. Po uplynuti preinkubace bylo k suspenzi pfidano 127 ul zfedéné
testované latky a roztok byl fadné resuspendovan. Pripravené vzorky byly inkubovany

pfi teploté 38 °C (70 rpm).

Mikrosomalni stabilita latek byla sledovana v ¢asech 0, 15, 30 a 60 minut. V momenté
ptidani latek do 12-jamkové desticky k suspenzi se jednalo o ¢as 0, a tudiz byla latka
rychle resuspendovana a nasledné bylo odebrano 75 ul suspenze v triplikatu do
ptipravené 96-jamkové desticky. Reakce byla zastavena pfidanim 100 ul ACN:MeOH
Vv poméru 2:1 do kazdé jamky a desti¢ka se vzorky byla mezi jednotlivymi odbéry
ptelepena parafilmem, piikryta vikem a uloZena v mrazdku na -80 °C. Takto bylo
postupovano i u nésledujicich ¢asovych odbérii. Po poslednim odbéru v ¢ase 60 minut
byla desticka ponechana na 10 minut v mrazaku, sto¢ena v centrifuze pii 4 °C a 4 000
rpm po dobu 10 minut a nasledné bylo 120 ul supernatantu piepipetovano do Cisté 96-

jamkové destic¢ky a takto ptipravené vzorky byly lyofilizované.
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4.2.4 Vazba na plazmatické proteiny

Test vazby na plazmatické proteiny byl proveden pomoci RED testu (Rapid Equilibrium
Dialysis), ktery je slozen zc¢ervené (R) a bilé (W) komirky a ty jsou oddéleny
semipermeabilni membranou, diky niz se oddéluje navazania a nenavazana frakce.
Zakladna pro komiirku byla promyta 20% ethanolem po dobu zhruba 10 minut, ethanol
byl odstranén a zakladna byla promyta redestilovanou vodou. Takto pted¢isténa zakladna
byla vysuSena v inkubétoru a nasledné¢ byly do zakladny opatrn¢ umistény komirky

(,,cartridges®).

Nejprve byla rozmrazena lidska plazma pii pokojové teploté a nasledné byla smichana
s 1x PBS pufrem, tak aby vznikl 50% roztok plazmy. Do ptipravenych mikrozkumavek
bylo napipetovano 500 ul 50% plazmy a kni bylo pfipipetovano 0,5 ul latky
(10 nmol-I"). Takto ptipravena suspenze byla fddné& zvortexovana. Do bilé komtirky (W)
bylo napipetovano 500 ul PBS pufru a do ¢ervené komurky (R) bylo napipetovano 300
ul pripravené suspenze plazmy s latkou. Piipravena komurka byla pielepena adhezni folii
a byla inkubovana po dobu 4 hodin pii 37 °C za stalého trepani (250 rpm). Po uplynuti
inkubace bylo pieneseno stejné mnozstvi roztok (200 ul) z ¢ervené a bilé komurky na
48-jamkovou desticku a nasledné bylo ptidano k roztoku pufru (bila komurka) 200 pl
Cisté plasmy a k roztoku plazmy s testovanou latkou (¢ervena komurka) bylo ptidano 200
ul PBS. Ke vzorkiim bylo nasledné piidano 400 ul ACN:MeOH v poméru 2:1 k zastaveni
reakce a desticka byla piekryta parafilmem a zamrazena pies noc na -80 °C. Druhy den
byla desticka pfi pokojové teploté rozmrazena a vzorky byly stoceny v centrifuze pii
4 °C a 3800 rpm po dobu 10 minut. Nasledné bylo dvakrat 200 pl supernatantu pteneseno

do nové 96-jamkové desticky, vzorky byly fadné oznaceny (W a R) a lyofilizované.
4.2.5 Model pasivni difize PAMPA

Pro stanoveni propustnosti testovanych latek byla vyuzita metoda zvand PAMPA
(Parallel Artificial Membrane Permeability Assay), ktera vyuziva uméle vytvoienou

membranu predstavujici in vitro model pasivni difuze.

Do 12-jamkové desky byl pfipraven inicialni roztok smichanim 1 996 pl 1x PBS pufru

se 4 ul z&sobniho roztoku testované latky. Na donorove (spodni) plato bylo napipetovano
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300 ul inicialniho roztoku v tripletech. Poté byl v ultrazvukové lazni ptipraven roztok
10% lecitinu v dodekanu a nasledné bylo vzdy 5 pl 10% lecitinu opatrné v digestoti
napipetovano na membranu akceptorového (horniho) plata tak, aby $picka neposkodila
membranu. Pfidanim lecitinu membrana zprihlednila, doslo tak Kk jeji aktivaci.
Nejpozdéji do 10 minut po aktivaci muselo byt na membrany naneseno 150 ul 1x PBS
pufru. Desky byly zkompletovany nasazenim akceptorového plata na donorové tak, aby
spodni strana membrany byla ve styku s roztokem testované latky na platu donorovém.
Takto sestavené sendvi¢ové uspotradani desek bylo inkubovano za laboratorni teploty na
tiepacce (70 rpm) 18 hodin ve tmé. Béhem inkubace byl piipraven ve 12-jamkoveé
desti¢ce ekvilibrialni roztok smichanim 450 ul roztoku inicialniho a 225 ul 1x PBS pufru
a deska byla umisténa do chladici mistnosti. Po uplynuti inkubace bylo ptepipetovano
v tripletech 120 ul vzorku do 96-jamkové desti¢ky v nasledujicim porfadi: akceptorovy,

ekvilibrialni, donorovy a inicialni roztok. VVzorky byly nasledné pies noc lyofilizovany.
4.2.6 Stanoveni koncentrace pomoci systéemu RF-MS/MS

Po provedeni ADME testovani byla koncentrace parentni slou¢eniny stanovena pomoci
systému RapidFire RF300 a hmotnostnim spektrometrem QTRAP 5500 (RF-MS/MS).

Prvni krok piipravy metody bylo ladéni studovanych molekul na hmotnostnim
spektrometru QTRAP 5500. Hmotnostni spektrometr byl optimalizovan na jednotlivé
stanovovane imidazopyridiny a pracoval v MRM modu. MS detekce studovanych
imidazopyridini probihala v pozitivnim modu za ionizace turbosprejem. Takto byly
stanoveny parametry, jako je deklasterizacni potencial (DP), kolizni energie (CE),
potencidl na vystup kolizni cely (CXP) a MS/MS ptechody. Naméfené hodnoty parametri
jsou demonstrovany pro latku LEMO00230523 v tabulce 1. Pro studované latky byly
pouzity nasledujici nalezené MS/MS piechody: LEMO00230523 (339/203),
LEMO00230909 (308,1/106), LEM00230905 (318/138,9) a LEM00230907 (338,6/292,2).
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Tabulka 1: Parametry nalezené pii optimalizaci MS detekce latky LEM00230523.

Q1 Mass Q3 Mass DP CE CXP
[Da] [Da] [Volts]
338,995 137,1 246 35 6
167 246 59 12
203 246 37 10

Ve druhém kroku byly stanovovany vhodné podminky extrakce na pevné fazi na
RapidFire, ty vychazely z jiz vyuzivanych metod pro tyto latky na oddéleni farmakologie
na UMTM. Pied samotnou piistrojovou analyzou bylo Kk lyofilizovanym latkam p¥idano

200 ul mobilni faze A s internim standardem (IS).

Pii samotném méfeni byla pouzita extrakéni kolonka s naplni C4 a extrakéni cyklus mél
nasledujici prubéh: nasati vzorku — 600 ms (10 ul), nastiik vzorku na kolonku — 3000 ms
(mobilni faze A), eluce — 7000 ms (mobilni faze B) a reekvilibrace — 1500 ms. Priitok na
jednotlivych pumpéch RapidFire extraktoru byl nésledujici: pumpa 1 — 1,5 ml/min,

pumpa 1 — 1,25 ml/min, pumpa 3 — 0,4 ml/min.
5 Vysledky a hodnoceni

5.1 Hodnoceni a interpretace dat

Hodnoceni dat je demonstrovano na postupu vyhodnoceni plazmatické stability u latky
LEMO00230523 surcenym internim standardem LEMO00230907. B&hem testovani
plazmatické stability byl vzdy v kazdém €asovém intervalu (0, 15, 30, 60 a 120 minut)
odebran triplikét vzorku a nasledné byly ptipravené vzorky analyzovany systéemem RF-
MS/MS. Byla stanovena plocha pikd testovanych imidazopyridini a jejich internich
standardt. Data ziskand z této analyzy byla zpracovana softwarem RapidFire Integrator
a takto interpretovana data byla pfevedena do programu Microsoft Excel. Kompletni data
Z méfeni plazmatické stability latky LEM00230523 jsou uvedena v tabulce 2.

28



Tabulka 2: Kompletni data plazmatické stability latky LEM00230523.

Cas odbéru Latka LEM00230523 Cas odbéru
[min] (339/203) Primér [min] IS LEM00230907 (338.6/292.2) Primér
0 3825447 4145368 4236700 4069172 0 1573822 1543415 1609760 1575666
15 3735551 3897541 4094799 3909297 15 1508248 1487508 1559500 1518419
30 3659685 4009323 3533054 3734021 30 1591260 1560814 1591944 1581339
60 3774211 3989603 4185522 3983112 60 1518900 1574331 1509620 1534284
120 3809689 4139377 4150978 4033348 120 1584543 1685857 1561759 1610720
Cas odbéru
[min] Studovana latka/IS Primér SD SD [%)] Finalni [%]
0 2,431 2,686 2,632 2,583 0,134 5,207 100
15 2,477 2,620 2,626 2,574 0,084 3,281 99,66760977
30 2,300 2,569 2,219 2,363 0,183 7,744  91,47617352
60 2,485 2,534 2,773 2,597 0,154 5,925 100,5569974
120 2,404 2,455 2,658 2,506 0,134 5,353  97,02036389

Ve vyslednych grafech byla vyuzita procentudlni relativni koncentrace, kterd byla
vypocitana na zakladé poméru ploch piki studované latky ku zvolenému IS. Byl stanoven
prumér téchto hodnot a smeérodatné odchylky. Ke smérodatnym odchylkdm bylo
pfistupovano tak, ze pokud u nékterého z odbérovych ¢asu presahovala 10 %, byl vzorek

znovu zméren.

Vsechna zméfena data byla vyhodnocena ve statistickém programu Statistica a statisticka
vyznamnost byla vypoétena pomoci neparametrického testu Man-Whitney U test.
Rozdily s korigovanymi hodnotami p < 0,05 byly povazovany za vyznamné. Chybové

usecky v pouzitych grafech jsou smérodatné odchylky.
5.2 Chemicka stabilita

Testované imidazopyridiny byly inkubovany ve fosfatovém pufru, ktery piedstavoval
fyziologicky roztok. Samotna chemicka stabilita vzorku byla stanovena pii jednotlivych
odbérech v ¢asech 0, 15, 30, 60 a 120 minut. V grafu 1 je uvedeno grafické znazornéni

stability imidazopyridinu v ¢asech.
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Graf 1: Zavislost relativni koncentrace [%] imidazopyridini na dobé inkubace [min] ve fosfatovém pufru.
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U testovanych imidazopyridini byla naméfena chemicka stabilita nad 85 %, a to
konkrétné u LEM00230905, LEM00230907 a LEM00230909. Tato skute¢nost znaci
vysokou chemickou stabilitu ve fosfatovém pufru. Posledni latka LEMO00230523
vykazovala stabilitu tésné pod hranici 85 %, vykazovala tedy jistou tendenci k degradaci.
To mohlo byt zpisobeno neenzymatickymi procesy, kterym tento konkrétni
imidazopyridin podléhal.

5.3 Plazmaticka stabilita a vazba na plazmatické proteiny

V piipadé testovani plazmatické stability byly testované imidazopyridiny inkubovany se
100 % lidskou plazmou. Stabilita v plazmé byla stanovena pfi jednotlivych odbérech
v Casech 0, 15, 30, 60 a 120 minut. V grafu 2 je uvedeno grafické znazornéni stability

imidazopyridint v ¢asech.
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Graf 2: Z&vislost relativni koncentrace [%] imidazopyridinti na dobé inkubace [min] ve 100% lidské plazmé.
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V grafu mizeme vidét, ze vSechny imidazopyridiny vykazovaly stabilitu v plazmé nad
85 %, tfi znich LEM00230905, LEM00230909 a LEMO00230523 se blizili dokonce
100 %.

U latek byla taktéZ stanovena vazba na plazmatické proteiny pomoci RED testu (Rapid
Equilibrium Dialysis). Na zaklad¢ rozdilu naméfenych koncentraci v komuirce R a W byla

podle vzorce vypocitana navazana frakce latky na plazmatické proteiny:
—1 (PC = PF)
o= PC

Vysledky z vypocti véetné smérodatnych odchylek jsou uvedené v tabulce 3. Z nich lze
vidét, Ze u vSech testovanych imidazopyridinl bylo naméteno vysoké procento navazané

frakce na plazmatické proteiny.

Tabulka 3: Procento vazané frakce imidazopyridini na plazmatické proteiny.

Testované latky Véazana frakce [%0]
LEM00230905 96,35 + 0,58
LEM00230907 95,89 + 0,59
LEM00230909 95,94 + 0,22
LEM00230523 96,35+ 0,04
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5.4 Mikrosomalni stabilita

Mikrosomalni stabilita byla stanovovéana na rozdil od stability chemické a plazmatické
Vv pritbéhu jedné hodiny. Jednotlivé odbéry byly provadény v casech 0, 15, 30 a 60 minut
a testované vzorky byly inkubovany s lidskymi jaternimi  mikrosomy
v piitomnosti NADPH generujiciho komplexu. V grafu 3 je uvedeno grafické znazornéni

stability imidazopyridint v ¢asech.

Graf 3: Zavislost relativni koncentrace [%)] imidazopyridini na dob& inkubace [min] v pfitomnosti lidskych jaternich

mikrosomu.
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Z grafu je patrné, Ze vSechny Ctyfi testované imidazopyridiny vykazovaly pokles
koncentrace v zavislosti na ¢ase. Nejmensi pokles byl pozorovan u latky LEM00230523,
kdy byla koncentrace po hodiné na 69 %. Nejvétsi propad v koncentraci vykazovala latka
LEM230907, u ni se koncentrace po hodin¢ pohybovala na 36 %. Informace z méteni

byly dale vyuzity pro vypocet vnitiniho clearance (CLin{) pomoci uvedeného vzorce:

0,693

1/2

CLline =V~

pricemz V je objem inkubace [ul/mg] a hodnoty pro ti2 (polocas rozpadu) byly vypocteny
dle nasledujici rovnice:

0,693
b =——
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kde k reprezentuje sklon primky zavislosti pfirozeného logaritmu procenta zbyvajici
slouCeniny na case. Dle vysledné hodnoty vnitini clearance byly imidazopyridiny
rozdéleny do kategorii dle tabelovych hodnot uvedenych na www.cyprotex.com. Tyto

udaje v¢etné smérodatnych odchylek jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Klasifikace imidazopyridinii do kategorii z hlediska vnitini clearance.

Testované latky CLint [pl/min/mg] Kategorie
LEMO00230905 29,13+1,33 Stiedni
LEMO00230907 34,27 +1,94 Stiedni
LEMO00230909 16,37 + 1,63 Stiedni
LEMO00230523 11,53 +1,45 Stiedni

5.5 Model pasivni difuze PAMPA

Propustnost latek pies umélou membranu byla testovana pomoci nebunééné metody
PAMPA, ktera ptedstavuje in vitro model pasivni difuze. Samotnd propustnost
testovanych imidazopyridini byla provadéna ve zkompletovanych destickach pro
PAMPA esej v prubéhu 18hodinové inkubace. Latky byly nasledné na zaklad¢ vysledka
rozdéleny do kategorii podle propustnosti. Tyto tdaje véetné smérodatnych odchylek jsou

uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Kategorie propustnosti imidazopyridint skrze umélou membranu.

Testované latky log Paap Kategorie
LEMO00230905 -6,47 £0,542 Nizka
LEMO00230907 -7,387 + 0,084 Nizka
LEMO00230909 -7,072 £ 0,120 Nizka
LEM00230523 -7,661 + 0,604 Nizka

Relativni permeabilita testovanych imidazopyridint skrze umélou membranu (Paap) byla

vypocitana dle uvedeného vzorce:

p =cxl (1 [koncentrace akceptorového roztoku])
app = Lxn [koncentrace equilibrialniho roztoku]
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Zaroven byla vypoctena hodnota C dle nasledujiciho vzorce:

V4 Vp)

V- AT

kde Vp a Va piedstavuji objemy donorového a akceptorového roztoku, A je plocha
membrany [cm?] a T oznaCuje ¢as inkubace [s]. Equilibrialni koncentrace roztoku
predstavuje koncentraci testovaného imidazopyridinu v celkovém objemu donorového i

akceptoroveho kompartmentu.

Dle vypoctenych hodnot byly vSechny testované imidazopyridiny oznaceny jako latky

S nizkou propustnosti. Kategorie byla uréena podle www.cyprotex.com.
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6 Diskuse

V rémci diplomové préce bylo nakladano s latkami, které se dle chemické struktury fadi
mezi imidazopyridiny. Tyto latky jsou vyznamné zejména z medicinského hlediska,
nebot’ byvaji ¢asto modulatory mnoha bunéénych procest v centralni nervové soustave
(Khatun et al., 2021). VVzhledem k jejich terapeutickému vyuziti a taktéz v rozdilech
farmakokinetickych vlastnosti mezi jednotlivymi skupinami téchto latek je znalost
zékladnich ADME vlastnosti ziskanych z preklinického testovani kriticka pii jejich
hodnoceni v ramci objevovani novych 1é¢iv (Vanda et al., 2019). Prace se tedy zabyvala
preklinickym in vitro testovanim &tyf nové syntetizovanych derivati imidazopyridint

jakozto kandidatnich latek na nova l1éciva.

Testované imidazopyridiny byly syntetizovany na katedie organické chemie (PiF, UPOL)
skupinou pana doc. RNDr. Miroslava Sourala, Ph.D. a vzhledem Kk tomu, Ze tyto latky
nebyly doposud patentovany, nejsou uvedeny v piekladané praci jejich chemické
struktury. Misto toho jsou uvedeny svymi LEM koédy (LEM00230905, LEM00230907,
LEMO00230909 a LEMO00230523), coz je oficialni oznaceni z chemické knihovny na
UMTM.

V ramci preklinického testovani byly vyuzity in vitro modely, diky kterym bylo mozné
charakterizovat farmakokinetické vlastnosti kandidatnich latek, coz bylo i hlavni naplni
praktické ¢asti prace. Ke stanoveni stability latek (chemické, plazmatické
a mikrosomalni) byly vyuzity metody testovani ve fosfatovém pufru, lidské plazmé
a V piitomnosti lidskych jaternich mikrosomi. Vazba na plazmatické proteiny byla
stanovena pomoci RED testu (Rapid Equilibrium Dialysis) a propustnost latek byla
hodnocena nebunéénou metodou PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeability
Assay). Veskeré vysledky nové syntetizovanych imidazopyridint ziskané z jednotlivych

experimentd jsou shrnuty v tabulce 6.
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Tabulka 6: Vyhodnoceni ADME vlastnosti nové syntetizovanych imidazopyriding.

Metabolismus VRELN KA PlaEaitickE Permeabilita
proteiny
in vitro in vitro in vitro
Chemicki stabilita | Plazmatick stabilita Mikrosomélni stabilita Ry"‘"::"‘yf'z"ﬂ“é PAMPA
Zbyvajici Zbyvajici Zbyvajici .
SEEdovanE Cas [min] | sloudenina Cas [min] | sloucenina Cas [min] | slou¢enina Wit Navizani frakce [%] | log Papp | Kategorie
latky clearance
[%] [%] [%]
0 100 0 100 0 100
15 105 15 95 15 73
LEMO00230905 30 99 30 107 30 58 STREDN{ 96,35 -6,473
60 92 60 105 60 41
120 90 120 98
0 100 0 100 0 100
15 97 15 106 15 68
LEMO00230907 30 101 30 101 30 43 STREDNI 95,89 -7,387
60 94 60 102 60 36
120 102 120 89
0 100 0 100 0 100
15 104 15 96 15 87
LEMO00230909 30 100 30 103 30 67 STREDNI 95,94 -7,072
60 99 60 99 60 61
120 99 120 99
0 100 0 100 0 100
15 99 15 100 15 82
LEM00230523 30 96 30 91 30 78 STREDNI 96,35 -7,661
60 92 60 101 60 69
120 83 120 97
Testované imidazopyridiny byly nejprve podrobeny testovani stabilit v danych

prostiedich. Jak je patrne z tabulky 5, tii ze ¢tyt latek (LEMO00230905, LEM00230907
a LEM00230909) vykazovaly pomérné vysokou stabilitu ve fosfatovém pufru. Po dvou
hodinach inkubace u téchto latek bylo ptitomno 90 a vice % ptvodniho mnozstvi latky.
Latka LEM00230523 vykazovala o néco nizsi stabilitu (83 %), a da se tedy predpokladat,

ze mohlo dojit k ur¢itym neenzymatickym procestiim vedoucim k degradaci latky.

Dale byla testovana stabilita ve 100% lidské plazmé a v tomto ptipadé bylo zjisténo, ze
po dvou hodindch inkubace bylo u tiéi slou¢enin (LEMO00230905, LEMO00230909
a LEMO00230523) ptitomno téméf 100 % puvodniho mnozstvi latky. U latky
LEMO00230907 bylo naméfeno témét 90 % ptivodniho mnozstvi. Z pohledu hodnoceni

plazmatické stability mizeme latky brat jako stabilni.

Poslednim hodnocenim metabolismu bylo testovani stability latek v pfitomnosti lidskych
jaternich mikrosomi. Jaterni mikrosomy jsou ¢asto voleny pro in vitro testovani
metabolismu z divodu jejich ceny a snadného vyuziti pro ,high-throughput® analyzy
(Koe a Koudriakova, 2014). Jsou to v podstaté castice, které vznikaji pti degradaci
endoplazmatického retikula v hepatocytech, a tudiz obsahuji enzymy I. i II. faze

biotransformace (Penner et al., 2012). Samotné hodnoceni probihalo za pfedpokladu, Ze
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enzymatické reakce ve vyuzitych podminkach nejéastéji probihaji dle kinetiky I. fadu
zalozené na modelu Michaelise a Mentenové (Chao et al., 2010). Po provedeni
experimentu byl pozorovan uUbytek v mnozstvi puvodni slouceniny u vSech Ctyf
testovanych derivati. Nejvétsi pokles vykazovala latka LEM00230907, ktera po uplynuti
inkubace byla pouze na 37 % plvodniho mnozstvi. Nasledné byla u vSech testovanych
latek z namétenych dat vypoctena hodnota vnitini jaterni clearance nevazané frakce latky.
Testované imidazopyridiny byly dle vypoctu rozdéleny podle stupné rychlosti eliminace
z krevniho fecisté za jednotku casu do tii kategorii s nizkou, stfedni, nebo vysokou
hodnotou vnitini clearance. Rozdé€leni probéhlo porovnanim vysledku s tabelovymi
hodnotami na strankach cyprotex.com. Vsechny testované imidazopyridiny spadaly do
kategorie se stiedné vysokou hodnotou vnitini clearance (CLint= 8,6 — 47,0 um/min/mg),
latky tedy podléhaly rychlejsimu metabolismu. Obecné plati, ze by kandidatni 1é¢ivo
nemélo podléhat piili§ rychlé biotransformaci z dtivodu ptred¢asného vylouceni z téla.
Naproti tomu ani pomalu metabolizovana latka neni vhodna, nebot’ mtze dochazet

k nastupu toxickych G¢inkt (Gonzales a Tukey, 2006).

Vzhledem k vysoké stabilité latek v plazmé se dalo piedpokladat vysoké procento vazby
na plazmatické bilkoviny. Vazba na tyto proteiny je vyznamnym parametrem
v hodnoceni  farmakokinetickych vlastnosti chemickych entit, nebot’ kontroluje
dostupnost koncentrace volného 1é¢iva a pouze volna frakce 1é¢iva je schopna vyvolat
terapeuticky u¢inek (LUllmann et al., 2012). U studovanych imidazopyridinti se navazana
frakce latek pohybovala kolem 96 %, a tudiz takovéto latky s vysokou vaznosti by mohly
byt zachyceny v krevnim fecisti @ mohla by byt omezena distribuce do tkéani a také
nasledna eliminace (Trainor, 2007). Zaroven by takovato rozsahla vazba mohla mit vliv
na dalsi farmakokinetické parametry, hlavné¢ na distribu¢ni objem a biologickou
dostupnost latek (Benet a Hoener, 2002). Z hodnot, které byly pii experimentu ziskany

muzeme soudit, Ze by latky mohly byt zachyceny v plazmatickém kompartmentu.

V neposledni fadé byla v rdmci diplomové prace testovana permeabilita studovanych
imidazopyridind pomoci nebunééné metody PAMPA. Propustnost latek pies bunécné
membrany je Uzce spjata s absorpci 1é¢iva, a proto je tato metoda vyuzivana k predikci
penetrace sloucenin pies hematoencefalickou barieru. Pravé prostup pies tuto bariéru je
velmi dalezitym aspektem v hodnoceni kandidatnich 1é¢iv, nebot’ muze taktéz ovlivnit

distribuci 1é¢iva v centralni nervové soustavé (Vanda et al., 2021). Z hlediska samotnych
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vysledkd vysla u vSech ¢tyf latek vysoka hodnota zaporného log Papp. Latky tudiz
Vv pribéhu experimentu vykazovaly relativné nizkou schopnost pronikat skrze umélou
membranu pomoci pasivniho transportu, a proto byly zafazeny mezi kategorii latek
s nizkou permeabilitou (log Papp < - 0,5). Podobny trend miizeme vidét naptiklad ve
studii zroku 2021 publikované Davidem Vandou a kolektivem, kde jejich testované
imidazopyridiny byly taktéz fazeny do kategorie latek s nizkou permeabilitou. Je nutné
vSak zminit, ze experiment cilil pouze na pasivni transport skrze membrany. Vzhledem
k tomu, zZe existuje vice transportnich bunéénych drah, latky nebyly vylouceny z dalSich

naslednych experimentt.
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7 Zavér

V piedkladané praci bylo cilem vyhodnotit farmakokinetickeé vlastnosti ¢ty nové
syntetizovanych imidazopyridind in vitro. Ve fosfatovém pufru vykazovaly tii ze Ctyt
latek velmi dobrou stabilitu, pfi¢emz latka LEMO00230523 nejspiSe podléhala
neenzymatické degradaci. Stabilita v plazmé byla u vSech latek vysoka. Lze tedy fici, ze
latky LEMO00230905, LEMO00230907 a LEMO00909 by mohly v relativné vysokém
procentu z podané davky dosdhnout systémové cirkulace v krevni fecisti. V ramci
hodnoceni mikrosomalni stability podléhaly vSechny latky pomérné rychlému
metabolismu, coz mize byt problém z hlediska dosazeni terapeuticky G¢inné koncentrace

po podani lé¢iva. Je tedy nutné podavat vyssi davky 1é¢iva, nez je standard.

Metodou rovnovazné dialyzy byla zjiSténa vysoka vazba na plazmatické proteiny
a nebunééna metoda PAMPA poskytla informaci o nizké pasivni permeabilité latek
bunéénymi membranami. Nicmén¢ to neznamena, ze latky nemohou dobte prochazet

membranami pomoci aktivniho transportu.

Vime tedy, ze studované imidazopyridiny nemaji dostate¢né vhodné nékteré
farmakokinetické vlastnosti pro dalsi kroky vyvoje. Nicméng, jak bylo jiz zminéno,
rozdily v chemickych strukturach imidazopyridind jdou i ruku v ruce s rozdilnymi
ADME vlastnostmi. A pravé studiem vztahi mezi chemickou strukturou sloucenin
a jejich biologickymi vlastnostmi se zabyva tzv. SAR analyza (Structure Activity
Relationship). Tato analyza dokaze detekovat funkéni skupinu, ktera je praveé zodpovédna

za pozadovany farmakologicky ucinek v organismu (Tong et al., 2009).
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