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SEZNAM ZKRATEK

ADME (absorpce, distribuce, metabolismus, eliminace)

CDK (cyklin-dependentni kinasy)

CDK:i (inhibitory cyklin-dependentnich kinas)

CYP450 (cytochrom P450)

FLT3 (receptorova tyrosin-kinasa 3)

HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie)

LC-MS (kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii)
MRM (sledovani produktu rozpadu molekulového iontu)

PBS (fosfatovy pufr)

SD (smérodatna odchylka)

UDP-glykuronosyltranferasa (urudin-5-difosfo-glukuronyltransferasa)



1 UVOD A CiL PRACE

Cyklin-dependentni kinasy (CDK) hraji ddlezitou roli v regulaci buné&ného cyklu.
Nadmeérna proliferace bunék je pFicinou vétSiny nadoru a inhibitory cyklin-dependentnich
kinas (CDKi) se v poslednich letech staly hlavnim pfedmétem studia ve vyvoji IéCiv
pro onkologickou IéCbu.

V této praci byly testovany ftfi latky odvozené od roskovitinu — BPA-302,
PP-9-3-3 a PP-102. Roskovitin je slou¢enina, ktera v souc¢asné dobé podiéha klinickém
testovani, jelikoz jevi znamky IéCiva vhodného nejen pro |éCbu rakoviny. Latky byly
testovany in vitro pomoci vybranych ADME (absorpce, distribuce, metabolismus,
eliminace) metod. Nejprve byla vyvinuta metoda kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) pro stanoveni testovanych latek.
Byly stanoveny podminky pro separaci latek pomoci kapalinové chromatografie
a podminky pro hmotnostni spektrometrii. Diky in vitto ADME metodam je mozné
odhadnout farmakokineticky profil latek. Pouzité ADME metody zahrnovaly testy stability
v plasmé&, vazbu na plasmatické bilkoviny a metabolickou stabilitu. Na zakladé
naméfenych hodnot byly vyhodnoceny farmakokinetické vlastnosti latek.

Cilem této prace je zjistit zakladni farmakokinetické vlastnosti vybranych latek
in vitro. Na zakladé ziskanych vysledku stability v plasmé, vaznosti latek na plasmatické

bilkoviny a metabolické stability posoudit vhodnost latek pro dal$i testovani, napf. in vivo.



2 TEORETICKA CAST

2.1 FARMAKOKINETIKA

Farmakokinetika je védni obor, jehoz cilem je zjistit, jakym zplsobem organismus pUsobi
na léCivo a jaky je osud l|éCiva po jeho podani (Obr.1). Hlavni napini studia
farmakokinetiky jsou predevSim interakce ovliviujici koncentraci léCiva v oblasti
jeho pusobeni a zavislost dané koncentrace na Case. V této spojitosti se vyuziva
akronym ADME, zkraceny vyraz pro absorpci, distribuci, metabolizaci a eliminaci (Radl,
2015).

FARMAKOKINETICKA FAZE
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Obr. 1: Schéma moznosti interakci léCiva v organismu. Inspirovano: Radl S.,
Hampl F., Pale€ek J., Farmakochemie, 3. upravené a rozsSifené vydani, Vysoka Skola
chemicko-technologicka v Praze, Praha, 2015, 29, ISBN: 978-80-7080-875-7.

Absorpce je prvotni proces, pfi kterém zkoumana latka vstupuje do téla.
NejCastéjsi cestou byva perordlni podani, kdy se latka vstfebava pres gastrointestinalni
trakt. Peroralni podani je pro pacienty nejdostupnéjsi a nejrychlejSi zpusob (Li, 2001).
Po absorpci nasleduje distribuce, béhem které je latka rozvadéna krvi celym télem
do rlznych tkani (svall, tuku, kosti, nador atd.). Metabolické reakce maji pomoci
pfi odstrafiovani slou€eniny ze systémove cirkulace a zvysuji eliminaci. Proces eliminace
vétSinou probiha modi, Zluci (vykaly), ale mlze probihat i vydechem. Pochopeni

farmakokinetickych vlastnosti slou€enin je klicem k vyvoji novych 1é€iv (Stoner, 2008).
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LécCivo, které je transportovano v organismu, musi pfekonat bunééné membrany,
protoZe struktury, které nesou odpovédnost za u€inek |éCiva, se vétdinou nachazeji
uvnitf bunék ¢i buné&Cnych organel. Biologické membrany tvofi pfedevSim dvojvrstva
glycerofosfolipidli, jejichz molekuly mezi sebou hydrofobné interaguji. Hydrofilni
neboli polarni skupiny molekul fosfolipidd sméfuji do vnéjSiho okoli membrany
a hydrofobni ¢asti sméruji dovnitf dvojvrstvy (Obr. 2). Pfi prostupu latek membranami
se vétSinou uplathuje pasivni transport. Prostup latek pfes membranu pasivnim
transportem zavisi na lipofilité dané latky. Vyssi lipofilita latky usnadiuje jeji prostup
(R&dl, 2015).

Obr. 2: Schéma lipidové dvojvrstvy. Lipidova dvojvrstva (1) s integralnimi (2)
a perifernimi (3) bilkovinami. Transmembranova bilkovina (4), ktera vytvari kanal
v bilkoviné. Na vnéjSi strané membrany jsou vazany sacharidy na bilkoviny (5)
a na polarni Casti nékterych lipidG (6). Vnitfni strana membrany byva zpevnéna
vlaknitymi bilkovinami (7). Inspirovano: Vodrazka Z., Krechl J., Bioanorganicka chemie,
Praha, 1991, 411, ISBN: 80-03-00547-7.

Fyzikalné-chemické vlastnosti 1éCiva jsou hlavnimi faktory, které ovliviuji
jeho prachod buné€nymi membranami. Mezi tyto vlastnosti patfi rozpustnost IéCiva
ve vodé, lipofilita, stuperi ionizace, velikost molekuly 1é€iva a vliv pH prostfedi (Stoner,
2008).
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2.1.1 In vitro ADME metody

Kromé strukturnich, fyzikalné-chemickych, biochemickych a toxickych vlastnosti,
které charakterizuji urcité I&Civo, jsou velice dullezité jeho ADME vlastnosti. In vitro ADME
vlastnosti naznacuji jeho farmakokinetiku a jsou rozhodujici v preklinickém vyvoiji.
VétSina léCiv béhem klinického vyvoje selze kvuli Spatné biologické dostupnosti
dusledkem neucinné absorpce stfev a nezadouci metabolické stability. LéCivo nemusi
byt vyfazeno béhem klinického vyvoje, ale az po jeho uvolnéni na trh.
Dlvodem pro vyfazeni mohou byt Iékové interakce, kdy jedno léCivo snizi ucinek
druhého, nebo zvysi jeho toxicitu. DalSim divodem muze byt neoCekavana toxicita latky
(Caldwell, 2014).

ProtoZze nejzadanéjSi cestou podani léCiva je peroralni podani, je dullezité,
aby se vyvijené léCivo efektivné absorbovalo stfevnim epitelem. Hlavnim mechanismem
vstiebavani léCiva stfevnim epitelem je pasivni difize, ktera je pohanéna koncentracnim
spadem. Protoze existuje spousta transportnich cest I&Civ, nemuze byt absorpce
stfevnim epitelem prfesné odhadnutelna pouze na zakladé fyzikalné-chemickych
vlastnosti (lipofilita, rozpustnost). Pokud se léCivo Spatné absorbuje, nemuze byt
transportovano na cilené misto, a tudiz se neprojevi jeho ucinek. Proto byly vyvinuty

bunkach pro testovani intestinalni propustnosti tzv. CaCo-2 bunécny systém (Li, 2001).

2.1.2 Stabilita v plasmé

Plasmaticka stabilita urcité latky ma vliv na rychlost eliminace a uc€inek IéCiva. Pokud je
stabilita v plasmé& nedostateCna, mize byt ovlivnéno i dal$i testovani vin vitro
podminkach, jako napfiklad vazba na plasmatické bilkoviny. Plasmaticka nestabilita je
z velké Casti vysledkem enzymatické hydrolyzy plasmatickych esteras, ale také jinymi
cirkulujicimi enzymy, jako jsou napfiklad amidasy, lipasy, fosfatasy a peptidasy.
Nestabilita v plasmé& v8ak muze byt vyhledavana u proléciv. Proléciva jsou latky,
které ve své molekule obsahuji chranici skupinu, coz zajiStuje farmakologickou
neaktivitu a lepSi stfevni absorpci nebo lepSi rozpustnost. Po hydrolyze pak dojde
k uvolnéni aktivni formy léCiva (Zhang, 2012).

In vitro testovani stability v plasmé je pomérné jednoduché. Béhem inkubace
pfi teploté 37°C zlstavaji enzymy aktivni az 24 hodin. VétsSina plasmatickych enzym{,
vCetné esteras, nevyzaduje kofaktory a reakce tak probé&hne jednoduSe za pfidavku
testované latky do plasmy. Inkubace je ukonCena pfidanim organického rozpoustédia

a naslednou centrifugaci za odstranéni vysrazenych protein (Zhang, 2012).
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Testovani stability v plasmé tedy pfinasi uzite¢né informace pro upfednostnéni
latek vhodnéjSich pro dalsi in vivo experimenty. Stabilitu sloueniny je mozné zlepsit

pomoci strukturnich modifikaci (Di, 2005).

2.1.3 Vazba na plasmatické bilkoviny

Vazba na plasmatické bilkoviny je jednou z velmi dulezitych vlastnosti pro latky,
které jsou transportovany krvi. Vazba na plasmatické bilkoviny hraje dulezitou roli béhem
vyvoje léCiva, protoze urCuje vztahy mezi farmakokinetickymi a farmakodynamickymi
vlastnostmi, udava zakladni pfedstavy o davkovani IéCiva a ovliviiuje i jeho terapeuticky
uCinek (Kalamaridis, 2014).

Jestlize se léCivo vaze pfFili§ na plasmatické bilkoviny, hladina volného |éCiva
nemusi nikdy dosahnout terapeutické koncentrace, a je tedy nutné vyssi davkovani.
DalSim problémem pfi vysoké vaznosti jsou také mozné toxické ucinky léciva.
PFikladem mohou byt Iékové interakce. Pfi sou¢asném podani dvou riznych léCiv miize
jedno lécivo vykazovat vétsi vaznost, ¢imz se zvySi volna frakce druhého IéCiva
a tim se také zvySi jeho koncentrace v krvi, kterd v takovém pfipadé muze byt jiz toxicka.
Mensi vaznost je zadanégjsi, jelikoz nenavéazané, volné léCivo se lépe distribuuje
v organismu a Iépe prochazi z krevniho obéhu do tkani (Kalamaridis, 2014).

Krevni plasma obsahuje mnoho bilkovin, které pfenaseji molekuly pfes ob&hovy
systém. NejCastéjSimi bilkovinami v plasmé, které se vazou na IéCiva, jsou albumin,
oa-kysely glykoprotein a lipoproteiny. Vaznost IéCiva s bilkovinou je spjata
s molekulovou hmotnosti I&Civa, pfi¢emz lépe se vazou léCiva s menSi molekulovou
hmotnosti (Howard, 2010).

NejpouzivanéjSi metody pro testovani vazby na plasmatické bilkoviny
jsou rovnovazna dialyza, ultrafiltrace a ultracentrifugace. Rovnovazna dialyza (Obr. 3)
vyuziva semipermeabilni membranu pro oddéleni nevazané a vazané frakce (Howard,
2010).
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Cast obsahuijici bilkoviny Cast bez obsahu bilkovin

Plasmaticka Testovana
bilkovina latka

Obr. 3: Schéma rovnovazné dialyzy. Inspirovano:

Everything you need to know about ADME,
2nd edition, Cyprotex Guide, 74, 2016.

Pro vypocet vazané frakce se pouziva rovnice:

vazana slozka (%) = (1 - (Z—“)) - 100,

p

kde c. je ziskana koncentrace testované latky v pufru a c, je koncentrace testované latky
v plasmé (Wang, 2013).
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2.1.4 Metabolicka stabilita

Mnoho nové objevenych [éCiv vykazuje slabou biologickou dostupnost.
Metabolicka pfeména IéCiva v organismu redukuje jeho koncentraci a zvySuje eliminaci.
Metabolismus |éCiv spocCiva v jejich chemické modifikaci a probihd obvykle ve dvou
fazich, které jsou zprostfedkovany enzymatickymi reakcemi. Prvni faze je oxidaéni
a zahrnuje oxidaci na cytochromu P450 (CYP 450) a druha faze je konjugacni (Kerns,
2003).

Cytochromy P450 jsou obsahlou doménou hemoproteinl, coz jsou bilkoviny
obsahujici hem a jsou vyznamné nejen svym pusobenim v metabolismu léCiv, ale také
mnozstvim  substratl, jejichz pusobenim mohou vznikat nové derivaty,
které mohou mit pozitivni U&inek, ale mohou byt také toxické. Z hlediska klasifikace
se CYP nadrodina déli na rodiny, podrodiny a jednotlivé isoformy (Obr. 4) na zakladé
podobnosti v aminokyselinové sekvenci apoproteinu. Nejvice jsou CYP450 obsazeny
pravé v jaternich burkach. Hlavni funkci CYP450 je zabudovani atomu Kkysliku
do substratu lipofilni molekuly, a tim pfevedeni slou€eniny na vice polarni. Rozpustna
latka je schopna se rychleji eliminovat. Disledkem oxidacni faze je zména ucinku latky
a toxicity (Skalova, 2011).

CYESAS

CYTOCHROM P450 RopiNA ISOFORMA
PODRODINA

Obr. 4: Déleni skupin cytochromu P450.

Mezi enzymy konjugacéni faze patfi UDP-glukuronosyltranferasy, sulfotrasferasy,
metyltransferasy a dalSi. Hlavnim cilem této faze je vznik neaktivni hydrofilni latky,
ktera se lehce vylouci z téla ven (Skalov4a, 2011).

Testovani metabolické stability se nejsnaze provadi pomoci jaternich mikrosomu.
Jaterni mikrosomy jsou subcelularni frakce endoplasmatického retikula jaternich bunék.
Tyto jaterni mikrosomy obsahuji jak oxida&ni enzymy cytochromu P450, tak i enzymy
konjugaéni faze, konkrétné UDP-glukuronosyltransferasy. V ramci prvotniho testovani
mikrosomalni stabilit se jaterni mikrosomy inkubuji s testovanou latkou, pufrem
a kofaktorem enzymu prvni faze metabolismu nikotinamidadenindinukleotidfosfatem
(NADPH) (Kerns, 2003).
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Béhem testovani se méfi ubytek koncentrace l|éCiva v Case, vétSinou v nékolika
Casovych intervalech. Z ¢asovych intervall se vypocita biologicky poloCas tin
a vnitfni clearance testované latky (CLin).

DelSi polocas eliminace znali stabilngjSi latku, coz znamena také nizsi frekvenci
davkovani. Vnitfni clearance je schopnost jaternich enzymu metabolizovat testovanou
latku bez ostatnich vliva v in vivo systému, jako je vazba na bilkoviny nebo prutok krve
jatry (Stoner, 2008).

Rovnice pro vypocet polo¢asu eliminace (t12):

In2 = |
ti2 = _—y [min],

ve které In2 je pfirozeny logaritmus (0,693) a k je eliminaéni konstanta (smérnice

regresni pfimky sestrojené z pfirozeného logaritmu koncentrace testované latky v ¢ase).

Rovnice pro vypocet vnitfni clearance (CLiny):

V-1In2 o
CLint = U [|.11 ‘min

1

-mg~],

ve které V je objem inkubacni smési v mikrolitrech/mnozstvi proteinu v miligramech
(Cyprotex, 2016).
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2.2 INHIBITORY CYKLIN-DEPENDENTNICH KINAS

2.2.1 Cyklin-dependentni kinasy

Cyklin-dependentni kinadsy (CDK) hraji dudlezitou roli v regulaci bunéfného cyklu
(Obr. 5). Jedna se o serin/threonin proteinkinasy, které fosforyluji bilkoviny
na jejich serinovych ¢i threoninovych aminokyselinach, ¢imz dochazi k jejich aktivaci.
Kazdé CDK odpovida urCity cyklin a ve vzajemné interakci ovliviiuji chod bunééného
cyklu. Hladiny CDK jsou v buné€ném cyklu stalé a jejich aktivita je kontrolovana cykliny,
jejichz hladiny béhem bunécného cyklu kolisaji. CDK kontroluji transkripci genu
a metabolickou funkci bunék. Jednotlivé CDK jsou rozdéleny podle Cisel do skupin —
CDK1, CDK2, CDK3, CDK4/6 az CDK20 (Roskoski, 2016).

Profaze, metafaze, anafaze, telofaze a cytokineze

\ G2-M M->A /

M-CDK

CDK1-cyklin B
zahajuje vstup

GO

a vyvoj faze M G1-S CDK
CDK4, CDK6
CDK1-cyklin a'-.::ykliny’typu' D
B se aktivuje pfipravuji S fazi
v G2 fazi
CDK1-cyklin A G1-S
zprostfedkovava kontrolni nebo restrik&ni
prestup z S faze bod
do G2 faze

S-CDK

S-CDK CDK2-cyklin E zahajuje S fazi

CDK2-cyklin A zprostiedkovava
pokraovani S faze

Obr. 5: Znazornéni bunééného cyklu a zapojeni jednotlivych CDK. Inspirovano:
Roskoski R., Cyclin-dependent protein kinase inhibitors including palbociclib as

anticancer drugs, Pharmacological Research, 249-275, 2016.
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2.2.2 Inhibitory cyklin-dependentnich kinas

Nekontrolovana proliferace bunék je pfi¢inou mnoha typl rakovin. Tato pficina
je spojovana s nespravnou regulaci CDK. Proto byl v poslednich letech vénovan velky
zajem vyvoji inhibitord CDK pro IéCbu a prevenci rakoviny (Roskoski, 2016).

Mezi prvni méné selektivni (panselektivni) inhibitory, které postoupily do faze
klinického testovani byly Alvocidib (Flavopiridol) a Seliciclib  (R-roskovitin).
Bylo v8ak zjisténo, ze tyto inhibitory maiji nepfiznivé vedlejSi UCinky jako je nevolnost,
Gnava, zvraceni a porucha jaternich funkci (Whittaker, 2017).

V soucasnosti se vyvoj zamérfuje spiSe na selektivni CDK (Whittaker et al., 2017).
Nedavno byly schvaleny tfi CDK4/CDK®6 inhibitory k [é€bé rakoviny prsu — Palbociclib,
Abemaciclib a Ribociclib (Laderian, 2017).

2.2.3 2,5,9-trisubstituované puriny a latky odvozené

Roskovitin (Obr. 6) je jeden z prvnich objevenych CDK inhibitord, ktery patfi do skupiny
derivata 2,6,9-trisubstituovanych purinti. Uginnost CDK inhibitord navrZzenych kolem
purinového heterocyklického skeletu je do zna¢né miry uréovana purinovym 2,6,9-
substituénim vzorem, ale mulze byt také ovlivnéna distribuci atomu dusiku

v heterocyklickém jadru (Gucky, 2013).

i

CH, OH

Obr. 6: Struktura R-roskovitinu.

Pfi in vitro testovani bylo zjiSténo, Ze roskovitin vykazuje velkou vaznost
na plasmatické bilkoviny a dobrou stabilitu v plasmé (Vita, 2005a). Pfi testovani in vivo
v potkanech bylo jisténo, ze roskovitin se rychle eliminuje z obéhu a dostava do tkani
(Vita, 2005b).
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PFi porovnani metabolizace roskovitinu v jaternich mikrosomech z rdznych zdroju
bylo zjisténo, Ze nejrychleji metabolizace probéhla u mySich mikrosoma,
naopak nejpomaleji u psich mikrosomu. Bylo dokazano, ze proces glukoronidace je vice
zastoupen Vv metabolizaci a vyluCovani, nez metabolismus zprostfedkovany
pomoci CYP450, konkrétné pfi peroralnim podani u potkant (McClue, 2008).

Optimalizaci struktury 2,6,9-trisubstituovanych purin byly ziskany dal$i velmi
aktivni CDK inhibitory. Ackoliv prochazi klinickym testovanim spousta inhibitord CDK,
vétSina z nich dosud nebyla schvalena pfedevsim pro jejich nezadouci vedlejSi u€inky
nebo toxikologické vlastnosti (Gucky, 2013).

V této praci byly testovany vybrané potencialni CDK inhibitory BPA-302 (Obr. 7),
PP-9-3-3 (Obr. 8) a PP-102 (Obr. 9), které se li§i modifikacemi ve své struktufe.
Latka BPA-302 byla identifikovana jako silny inhibitor FLT 3, ktery zpusobuje aktivaci
signalnich drah podporujicich proliferaci myeloidnich bunék (akutni myeloidni leukémie)
(Gucky, 2018). Dle vysledku testu biologické aktivity latek, které byly provedeny
na Oddéleni chemické biologické a genetiky Centra regionu Hana PFirodovédecké
fakulty Univerzity Palackého a Ustavu experimentaini botaniky AV CR byla u latky

(Padrtova, 2018).

I
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Obr. 7: Struktura testované latky BPA-302.
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Obr. 8: Struktura testované latky PP-9-3-3.
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Obr. 9: Struktura testované latky PP-102.
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2.3 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Pomoci kapalinové chromatografie (LC) jsou separovany slozky ve vzorku za ucelem
detekce jejich pfitomnosti a mnozstvi (koncentrace). Metoda je zalozena na rozdilné
distribuci latek délenych ve vzorku mezi dvé nemisitelné faze — mobilni (pohybliva)
a stacionarni (nepohyblivd). U kapalinové chromatografie je mobilni fazi kapalina.
Stacionarni faze byva nejCastéji tuha latka nebo kapalina uchycena
na tuhém nosi¢i a je umisténa v chromatografické koloné ve formé sorbentu,
kterym proték& mobilni faze. Jak separaci, tak eluci jednotlivych slozek ve vzorku
ovliviuje povaha stacionarni i mobilni faze. Pfi vyuziti mobilni faze o konstantnim
slozeni, tedy stejné elucni sile, je provedena isokraticka eluce. Isokraticka eluce je
vhodna pro latky, které maji podobné fyzikalné-chemické vlastnosti. Naopak gradientova
eluce se vyuziva pro separaci latek s odliSnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi.
PFi gradientové eluci se mobilni faze béhem eluce méni ku prospéchu silngjsi eluéni

slozky (Novékova, 2013). V této praci byla vyuzita gradientova eluce.

2.3.1 Usporadani kapalinového chromatografu

NejpouzivangjSim uspofadanim kapalinového chromatografu je vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC), ktera vyuziva vysokotlaka Cerpadla pro pfivod
mobilni faze do systému (Novakova, 2013). V této praci byla taktéz vyuzita HPLC, proto
bude v nasledujicich odstavcich popsano uspofadani tohoto systému.

Kapalinovy chromatograf (Obr. 10) se sestava z téchto ¢asti: zasobniky mobilni
faze, davkovac vzorku, separace latek, detektor latek a pocitaCovy systém s pfislusnym
softwarem. U gradientové eluce jsou proudy vedené i z vice zasobnik(l do sméSovace,
ktery se nachazi pred vysokotlakym Cerpadlem. V odplyfiovadi dochazi k odplynéni
mobilni faze predevsim, aby se pfi zméné tlaku zabranilo vzniku bublinek u vystupu
z chromatografické kolony nebo pfimo v ni. Mobilni fazi byva nejCastgji organické

rozpoustédlo (methanol, acetonitril), voda nebo rizné elektrolyty (Novéakova, 2013).
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Obr. 10: Schéma vysokoucginného kapalinového chromatografu. (1) Zasobni lahve
s mobilni fazi, (2) odplyfiovac, (3) smésovac, (4) vysokotlaké Cerpadlo, (5) davkovac
vzorku, (6) chromatografick& kolona, (7) detektor, (8) sbérac frakci, (9) datova stanice.
Inspirovano: Novakova L., Dousa M., Moderni HPLC separace v teorii a praxi I., 2013,
32, ISBN: 978-80-260-4243-3.

Vysokotlaké ¢erpadlo zajistuje konstantni pratok mobilni faze o malych objemech
za vysokého tlaku (Novakova, 2013). Separace vzorku probiha v chromatografické
koloné&, coz je nejCastéji kovova trubice pInéna sorbentem. Délka kolony se pohybuje
mezi 5-30 cm a vnitfni primér byva 1-4 mm. Sorbenty mohou byt polarni nebo nepolarni
(Novéakova, 2013).

Detektory HPLC systému jsou umistény za chromatografickou kolonou.
Zachycuji rozdil v signalu mezi prichodem ¢isté mobilni faze a mobilni faze s analytem.
Existuje mnoho detekénich systému, dfive se vice vyuzivaly spektrofotometrické
detektory nebo fluorescencni, ale v poslednich letech je nejpouzivangjSim systémem

detekce hmotnostni spektrometrie (Novakova, 2013).

2.3.2 Kapalinova chromatografie na reverzni fazi

Vyuziti HPLC s reverzni fazi je bézné pro kvantitativni analyzu Ié€iv, a proto bylo vyuzito
v experimentalni c¢asti této prace. Vtomto uspofadani je mobilni fazi polarni
rozpou$tédlo, nejcastéji methanol nebo acetonitril. Stacionarni faze je nepolarni
a obsahuje sorbent, ktery nese chemicky modifikované dlouhé uhlikaté fetézce
C18 nebo C8 (Zhang, 2013). Sila eluce mobilni faze roste s klesajici polaritou
organického rozpoustédla, coz je rozdil oproti uspofadani na normalni fazi. Zadrzovani

latek na reverznich fazich roste s klesajici polaritou analytd (Novakova, 2013).
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2.4 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd metoda, ktera pfevadi molekuly na ionty,
které jsou déleny podle jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z) v prostfedi vysokého
vakua. Vzniklé ionty jsou nasledné detekovany v hmotnostnim analyzatoru.
MS poskytuje informace o elementarnim sloZeni vzorku, struktufe biomolekul
a organickych molekul, kvantitativnim i kvalitativnim sloZeni vzorku, struktufe a slozeni
povrchl a také izotopickych pomérech atomu ve vzorku. V sou€asné dobé se jedna
0 nejpouzivanéjsi metodu kvantitativni analyzy, jelikoZz vykazuje vysokou citlivost,
rychlost a rozmanitost pfi riznych aplikacich (Hoffman, 2007).

Soucasti hmotnostniho spektrometru (Obr. 11) je iontovy zdroj, hmotnostni
analyzator a detektor (Hoffman, 2007). V nasledujicich podkapitolach budou popsany
Casti a techniky hmotnostniho spektrometru, které byly vyuzity béhem experimentalni

Casti této prace.

Vstup

m | Hmotnostni Detektor =) Datovy systém

lontovy zdroj analyzator ionth (potitag)

Obr. 11: Slozeni hmotnostniho spektrometru. Inspirovano: Novakova L. Dousa M.,
Moderni HPLC separace v teorii a praxi |, 1. vydani, Praha, 2013, 83, ISBN: 978-80-260-
4243-3.

2.4.1 lontovy zdroj

V iontovém zdroji dochézi k ionizaci molekul. Dle mnozstvi energie Ize ioniza¢ni techniky
rozdélit na tvrdé a mékké. Tvrdé ionizacni techniky maji dostateCné velkou energii na to,
aby z neutralni molekuly vytvofily ion, ktery se bude dal stépit. Mezi tvrdé ionizacni
techniky patfi elektronova ionizace a chemicka ionizace. Mékké ioniza¢ni techniky maji
podstatné mensi energii, ionizovana molekula ziskava mensi mnozZstvi energie

a ve spektrech jsou pozorovany ionizované molekuly a minimum fragmentovanych iontd.
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Mezi mékké ionizaCni techniky patfi ionizace elektrosprejem, chemicka ionizace
za atmosférického tlaku, ionizace termosprejem a fotoionizace za atmosférického tlaku.
lonizaci je umoznén pfevod iontd z roztoku do plynné faze. Za atmosférického tlaku
pusobi na kapalinu prochazejici kapilarou silné elektrické pole. Vznik silného
elektrického pole zplUsobuje napéti o 3-6 kV, které je aplikovano mezi kapilaru
a protielektrodu. Takto vznikaji malé nabité kapicky. Cim vice je rozpoustédlo ze vzorku
odpafovano, tim mensi jsou vytvofené nabité kapicky. Dochazi ke zvySovani hustoty
povrchového napéti az dojde ke Coulombické explozi, kdy se malé nabité kapitky
rozpadnou na jes$té mensi a mezi témi je transportovan plvodni naboj az ke vzniku

molekularniho iontu (Obr. 12) (Hoffman, 2007).

Konec kapilary

Oxidace Redukce

Elektrony
Elektrony

Zdroj napajeni
(3-6 kV)

Obr. 12: Schéma ionizace elektrosprejem v pozitivnim ionizaénim maddu. Inspirovano:
Hoffman E., Stroobant V., Mass Spectrometry: Principles and Application, 2007, 51-52,
ISBN: 978-0-470-03311-1.

2.4.2 Trojity kvadrupdl

Zakladem kvadrupdlového systému jsou Ctyfi paralelni kovové tyGe. Na dvé protilehlé
tyCe je vlozeno kladné stejnosmérné napéti, na zbylé dvé zaporné stejnosmérné napéti
a soucasné na vSechny tyCe je vlozeno vysokofrekvenéni stfidavé napéti.

Jakmile do prostoru mezi tyCe vstoupi ion, bude pfitahovan k opacné nabitym tycim,
nez je jeho naboj. lon bude oscilovat v zavislosti na jeho poméru m/z, podle néhoz pak
dojde aZ k detektoru. NejpouzivanéjSim analyzatorem pro kvantitativni analyzu je trojity
kvadrupdl, ktery je slozen ze tfi kvadrupdlu ulozenych za sebou (Obr. 13).

V prvnim kvadrupdlu dochazi k selekci vychoziho iontu. Druhy kvadrupdl slouzi
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jako kolizni cela. Ve tfetim kvadrupdélu dochazi k analyze fragmentovanych iontd.
V tomto usporadani se vyuziva tzv. MRM médu (MRM pfechod), coz je sledovani
produktu rozpadu molekulového iontu. PFi zapojeni vice hmotnostnich analyzatort se

jedna o tandemovou hmotnostni spektrometrii (Hoffman, 2007).
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Obr. 13: Trojity kvadrupdl. (1) lontovy zdroj, (2) iontova optika, (3) prvni kvadrupdl, (4)
kolizni cela, (5) tfeti kvadrupdl, (6) detektor. Inspirovano: Yost R. A., Enke C. G., Triple
Quadrupole Mass Spectrometry, Analytical Chemistry, 1251A-1264A, 1979.

2.4.3 Detektor

Detektory zachycuji a transformuji ionty, které projdou hmotnostnim analyzétorem,
v podobé signalu. Detektory jsou schopné generovat z iontl elektricky proud, ktery je
umérny jejich mnozstvi. Detekce vzdy zavisi na naboji, hmotnosti
a rychlosti iontu. Existuji detektory, které jsou zaloZzené na méreni elektrického proudu
vzniklého pfimym dopadem stanovovanych iontl, anebo detektory vyuzivajici efekt
nasobeni elektrond. Cast&ji vyuzivanym typem detektorti jsou detektory zalozené

na efektu nasobeni elektron (Hoffman, 2007).
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3 EXPERIMENTALNIi CAST

3.1 PRISTROJOVE VYBAVENi A MATERIAL

Analyticka kolona: ACQUITY UPLC BEH C18 Column, 130A, 1.7 ym, 2.1 mm, X 50 mm
(Waters, USA)

Analytické laboratorni vahy

Centrifuga Heraeus Megafuge 16R (Thermo Scientific, USA)

Hmotnostni spektrometr Quattro micro APl Tandem Quadropole System (Waters, USA)
Kapalinovy chromatograf ACQUITY Ultra Performance (Waters, USA)

pH metr

Systém na Upravu vody Milipore Direct-Q 3, UV-R (Merck KGaA, Némecko)

Trepaci inkubator Thermo Shaker Grant Bio (Botgal, USA)

Trepacka Wizard Advanced IR 30x100 (Velp Scientifica, Italie)

Ultrazvuk Elma Transsonic 310 (Labexchange, Némecko)

Vyparnik Caliper Life Sciences TurboVap LV (GenTech Scientific, USA)

Zarizeni pro rovnovaznou dialyzu (Thermo Scientific, USA)
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3.2 POUZITE CHEMIKALIE

3.2.1 Chemikdlie a biologicky material

Amoniak (EMD Milipore, 25%)

Dimethylsulfoxid — DMSO (Sigma-Aldrich, USA)

Ethanol (96%, Sigma-Aldrich, USA)

Fosfatovy pufr (PBS): 100 mM dihydrogen fosfore€nan draselny, pH 7,4

Chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina mravenci (eluent additive for LC-MS, 98%, p.a., Honeywell Fluka, USA)
Methanol (gradient grade for liquid chromatography, Sigma-Aldrich, USA)

Mikrosomy (Biopredic, Francie)

Slozky NADPH generujiciho systému: glukosa-6-fosfat (Sigma-Aldrich, USA), NAPD+
(Sigma-Aldrich, USA), glukosa-6-fosfat dehydrogenasa (Sigma-Aldrich, USA), chlorid
hofeCnaty hexahydrat (Sigma-Aldrich, USA)

Plasma (zdravi dobrovolnici)

3.2.2 Standardy a testované latky

Atenolol (Sigma-Aldrich, Némecko)

BPA-302 (syntéza Oddéleni chemické biologie a genetiky Centra regionu Hana, Dr.
Gucky), N2-(4-amino-cyclohexyl)-9-cyclopentyl-N°-(4-morpholin-4-ylmethyl-fenyl)-9H-
purin-2,6-diamin

PP-9-3-3 (syntéza Oddéleni chemické biologie a genetiky Centra regionu Hana, Dr.
Gucky), NS-((1r,4r)-4-aminocyklohexyl)-N’-(4-morfolinomethyl)fenyl)pyrazolo[1,5-
a]pyrimidin-5,7-diamin

PP-102 (syntéza Oddéleni chemické biologie a genetiky Centra regionu Hana, Dr.
Gucky), N’-(4-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6-yl)fenyl)-N°-((1r,4r)-4-aminocyklohexyl)-
3-cyklopentylpyrazolo[1,5-a]pyrimidin-5,7-diamin

Prokain (Sigma-Aldrich, Némecko)

Propranolol - HCI (Sigma-Aldrich, Némecko)

R-roskovitin (syntéza Oddéleni chemické biologie a genetiky Centra regionu Hana)

Verapamil - HCI (Sigma-Aldrich, Némecko)
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3.3 PRIPRAVA ROZTOKU
Byla pfipravena mobilni faze A, ktera obsahovala 1,5-102 M mravenan amonny

0 pH 4,0 (upraveno vodnym roztokem amoniaku). Mobilni faze B obsahovala Cisty
methanol.

PFiprava roztoku testovanych latek — BPA-302, PP-9-3-3 a PP-102. Nejprve byly
latky navazeny, pfiblizné 1 mg, a nasledné navazky rozpustény ve vypoéteném mnozstvi

100% DMSO tak, aby vychozi koncentrace testovanych latek byla 1- 101 M.

Pro pfipravu kalibraéni fady byly latky fedény na poZadované koncentrace

v DMSO a pak déle fedény 1000x ve fyziologickém roztoku tak, aby vysledné
koncentrace v analyzovanych vzorcich byly 1-10% 2,5-10% 5-10%, 1-107,
2,5-107,5-107,1-10%a 2,5-10° M.

Jako vnitfini standard byl pouzit roskovitin. Zasobni roztok roskovitinu
byl v koncentraci 1-10°3M ve 100% DMSO, tento roztok byl fedén 40 000x methanolem,
aby byla ziskana koncentrace 2,5-10® M. Roztok vnitiniho standardu v methanolu byl
pouzivan jako cinidlo pro precipitaci proteini ve vzorcich. Koncentrace vnitfniho
standardu v analyzovanych vzorcich i kalibracich ¢inila 1- 10" M, kromé vzorkU stability
v plasmé u testovanych latek, kde byla 1,5-107 M.

Byly pfipraveny zasobni roztoky referenénich (kontrolnich) latek: prokainu
o koncentraci 1-10° M ve 100% methanolu, atenololu, propranololu a verapamilu
o koncentraci 1-10°M ve 100% DMSO. Pro ptipravu kalibraéni fady byly referenéni latky

fedény na pozadované koncentrace v DMSO a pak dale fedény 1000x ve fyziologickém

roztoku tak, aby vysledné koncentrace referen¢nich latek v kalibraénich vzorcich byly

1-108M,5-10%M, 1-10"M,5-10"M a 1-10° M.
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3.4 PRIPRAVA VZORKU

3.4.1 Stabilita v plasmé

Zasobni roztoky testovanych latek a referenéni latky prokainu byly pfidany zvlast
do 1 ml lidské plasmy tak, aby jejich vysledna koncentrace v plasmé byla 1:10° M.

Slepy vzorek obsahoval pouze &istou lidskou plasmu.

Latky byly v plasmé inkubovany 4 hodiny na termostatované tfepacce pfi 250 rpm
a teploté 37 °C. V €asovych bodech 0, 30, 60, 120, 180 a 240 minut bylo odebrano
25 ul testovanych latek v triplikatu, 50 ul referencni latky prokainu v duplikatu.
50 ul slepého vzorku bylo odebrano v 0, 120 a 240 minuté.

Odebrané vzorky byly pfipraveny pro analyzu v nasledujicich krocich.
25 ul spikované plasmy vzork( testovanych latek bylo smichano s 300 yl methanolu
s vnitfnim standardem, 50 ul plasmy s referencni latkou a 50 pl slepého vzorku bylo
smichano s 200 pl methanolu s vnitfnim standardem. VSechny vzorky byly promichany
na tfepaCce a nasledné centrifugovany 10 minut pfi 9 900 xg a teploté 4 °C.
Supernatant byl odebran a pfenesen do mikrozkumavky s mikrofiltrem, zcentrifugovan
3 minuty pfi 9 900 xg, teploté 4 °C a poté vysuSen na vyparniku (N»). Pfed LC-MS
analyzou byly vzorky rozpustény v 50 ul 50% methanolu, promichany na tfepacce,

ponechany 10 minut v ultrazvuku, pfepipetovany do insertu (120 pl) a nastfiknuty.

3.4.2 Vazba na plasmatické bilkoviny

Zasobni roztoky testovanych a referencnich latek (atenolol a propranolol) byly pfidany
do lidské plasmy tak, aby jejich vysledna koncentrace v plasmé byla 1-10° M.

Bylo pfipraveno zafizeni pro rovnovaznou dialyzu. Do jedné &asti insertu bylo
pfidano 300 ul spikované plasmy, do druhé d&asti bylo pfidano 500 ul PBS.
Od testovanych a referencnich latek byly pfipraveny 3 inserty, od slepého vzorku
1 insert. Vzorky v insertech byly inkubovany 4 hodiny na termostatované tfepacce
pfi teploté 37 °C a 300 rpm. Poté bylo z ¢asti insertu, ve které byla spikovana plasma
odebrano 50 pl této plasmy do mikrozkumavky, pfidano 50 yl PBS a 200 ul methanolu
s vnitfnim standardem. Z &asti, ktera obsahovala PBS bylo odebrano 50 ul PBS
do mikrozkumavky a pfidano 50 ul Cisté plasmy a 200 uyl methanolu s vnitfnim
standardem. VVzorky byly promichany na tfepa&ce a centrifugovany pfi 9 900 xg a teploté
4 °C, 10 minut. Nasledné byl odebran supernatant a pfeveden do mikrozkumavky
s mikrofiltrem. Opét bylo centrifugovano pfi 9 900 xg a teploté 4 °C, 3 minuty. Poté byl
odebran supernatant a vysuSen na vyparniku (N2). Pfed LC-MS analyzou byly vzorky

rozpustény
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v 50 ul 50% methanolu, promichany na tfepacce, ponechany 10 minut v ultrazvuku,

prepipetovany do insertu (120 pl) a nastfiknuty.

3.4.3 Metabolicka stabilita

Zasobni roztoky testovanych a referenénich latek (verapamil a propranolol) byly
nafedény v PBS na koncentraci 1-10% M.

NADPH generujici sytém obsahujici gluk6zo-6-fosfat, chlorid hofecCnaty
hexahydrat, gluk6zo-6-fosfat dehydrogenazu a NADP byl pfipraven dle protokolu
(Ackley, 2004). Inkubaéni smés, obsahovala PBS, testovanou nebo referencni latku
o koncentraci 1-10% M, NADPH generujici systém a mikrosomy (0,2 mg/ml proteinu).

Slepy vzorek obsahoval PBS, NADPH generujici systém a mikrosomy.

Vzorky byly inkubovany na termostatované tfepacce pfi teploté 37 °C a 250 rpm.
Inkubace referencnich latek byly pfipraveny v triplikatu, testované latky v triplikatu.
50 ul vzorku bylo odebirano do pfedem nachystanych mikrozkumavek obsahujicich
200 pl methanolu s vnitfnim standardem v ¢asech 0, 10, 20, 30 a 40 minut. V8echny
vzorky byly promichany na tfepacce a nasledné centrifugovany 10 minut pfi 9 900 xg
a teploté 4 °C. Supernatant byl odebran a vysuSen na vyparniku (N.). Pfed LC-MS
analyzou byly vzorky rozpustény v 50 pl 50% methanolu, promichany na tfepacce,

ponechany 10 minut v ultrazvuku, pfepipetovany do insertu (120 pl) a nastfiknuty.

3.4.4 LC-MS analyza a kvantifikace

LC-MS metoda pro analyzu testovanych latek byla vyvinuta v ramci této bakalarské
prace a popsana Vv kapitole 4.1 a 4.2. Referencni latky byly analyzovany vlastnimi
LC-MS metodami vyvinutymi na pracovisti Laboratofe rastovych regulatorg.

Vzorky byly kvantifikovany na kalibraéni kfivky pfipravené ve stejné matrici:
plasma (stabilita v plasmé), plasma s PBS (vazba na proteiny), PBS s mikrosomy
a NADPH generujicim systémem (stabilita v mikrosomech). Pro testované latky byla

pfipravena spole¢na kalibracni fada v rozmezi koncentraci 1-10% M az 2,5-10° M
(8 kalibraénich bodu), pro referenéni latky v rozmezi koncentraci 1-10° M az 1-10° M

(5 kalibra¢nich bodu).
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 SEPARACNI PODMINKY

PFi volbé separacnich podminek se vychazelo z pfedchozi metody pro analyzu latek
podobné struktury (Siroka, 2018). Retenéni vlastnosti testovanych latek o koncentraci

1-10-5 M byly sledovany v rezimu snimani celého hmotnostniho spektra v pozitivnhim

ionizacnim médu. Podminky separace jsou uvedeny v Tabulce 1 a na Obr. 14.

Tabulka 1: Podminky separace latek BPA-302, PP-9-3-3, PP-102 a roskovitinu.

LC systém Acquity UPLC system
Analyticka kolona Acquity UPLC BEH C18, 1.7 um; 2.1 x 50 mm
Prutok 0,25 ml/min
Teplota na koloné 40°C
Teplota v autosampleru 4°C
Objem nastfiku 10 ul
Mobilni faze A 1,5-10%M HCOONH,, pH4
Mobilni faze B Methanol
120
__100
S /._T
m 80
GN) /
W 60
2 40 =
=
20
0
0 1 2 3 4 5 6

Cas [min]

Obr. 14: Gradient mobilni faze B (methanol).
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4.2 HMOTNOSTNE SPEKTROMETRICKE PODMINKY

V rezimu skenovani produktovych iontd v pozitivnim ionizaCnim modu byla naméfena
fragmentacni spektra testovanych latek (Obr. 15 a 16). Pro tyto experimenty byla pouzita
koncentrace testovanych latek 1-10-5 M. Pro nejintenzivnéjSi fragmenty kvantifikacni
(Q) a konfirmacni (K) byly optimalizovany parametry kolizni energie, napéti na kénusu
a napéti na kapilare (shrnuto v Tabulce 2, dale Obr. 17-25). Byly vybrany hodnoty,
pfi kterych byla plocha piku analytd nejvétsi. Podminky MS detekce roskovitinu byly
pFevzaty z jiz publikované metody (Siroka, 2018).
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Obr. 15: Extrahované iontové chromatogramy testovanych latek BPA-302 a PP-9-3-3.
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Obr. 16: Extrahované iontové chromatogramy testované latky PP-102 a vnitfniho

standardu roskovitinu.
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Tabulka 2: Napéti na kapilafe, napéti na kénusu, MRM pfechod, kolizni energie

a retenéni Casy pro nejintenzivnéjsi fragmenty analytd.

Kolizni
Napéti na Napéti na MRM _ Retencni
Analyt . i . energie . .
kapilare [kV] kénusu [V] pfechod V] €as [min]
e
BPA-302 491,3 >
© 20 4041 18
’ 1,66
BPA-302 491,3 >
25 40
(K) 319,2
PP-9-3-3 490,3 >
© 40 403.3 28
0,5 ’ 2,43
PP-9-3-3 490,3 >
40 38
(K) 306,2
PP-102 (Q) 45 488,3> 45
321,2
2,95
488,3 >
PP-102 (K) 40 32
391,2
Roskovitin 355,5 >
45 40 3,06
Q) 90,86

——Q =K

600000
500000 /“\
3 400000
a
o 300000
c
()
: \
o 200000 \
100000
0 4I—I—I—I—I—=.}<..\.

0 10 20 30 40 50
Kolizni energie [eV]

Obr. 17: Optimalizace kolizni energie pro latku BPA-302 (Q, K).
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Obr. 18: Optimalizace napéti kdnusu pro latku BPA-302 (Q, K).

—a—Q —=—K

120000

100000

80000

40000

Plocha piki

20000

\H—FJ—- = a

0O 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5
Napéti na kapilafe [eV]

Obr. 19: Optimalizace napéti na kapilare pro latku BPA-302 (Q, K).
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Obr. 20: Optimalizace kolizni energie pro latku PP-9-3-3 (Q, K).
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Obr. 21: Optimalizace napéti konusu pro latku PP-9-3-3 (Q, K).
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Obr. 22: Optimalizace napéti na kapilafe pro latku PP-9-3-3 (Q, K).
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Obr. 23: Optimalizace kolizni energie pro latku PP-102 (Q, K).
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Obr. 24: Optimalizace napéti kdnusu pro latku PP-102 (Q, K).
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Obr. 25: Optimalizace napéti na kapilare pro latku PP-102 (Q, K).
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4.3 STABILITA V PLASME

Stabilita latek BPA-302, PP-9-3-3 a PP-102 v plasmé byla provedena ¢&tyfhodinovou
inkubaci, pfiemz jednotlivé body byly odebirany v ¢asech 0, 30, 60, 120, 180
a 240 minut (n = 3 pro testované latky, n = 2 pro referenc¢ni latky). Z kazdého ¢asového
byl vypocéten primér a odchylka (SD). Do grafu byl vynesen procentualni Ubytek
koncentrace v zavislosti na ¢ase a chybové usecky, které vyjadfuji £SD.

Jako referencni latka byl pouzit prokain, u kterého byla dokazana nestabilita.
Ubytek jeho plochy piku byl vyrazny jiz b&hem prvni hodiny testovani (Obr. 23).
Testované latky vykazovaly stabilitu po celou dobu inkubace (Obr. 24, 25 a 26),

coz odpovida vlastnostem roskovitinu viz kap. 2.2.3.
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Obr. 26: Prokain, ubytek plochy piku v zavislosti na Case.
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Obr. 27: BPA-302, ubytek koncentrace v zavislosti na Case.
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Obr. 28: PP-9-3-3, Ubytek koncentrace v zavislosti na ¢ase.
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Obr. 29: PP-102, ubytek koncentrace v zavislosti na Case.
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4.4 VAZBA NA PLASMATICKE BILKOVINY

Vaznost latek BPA-302, PP-9-3-3 a PP-102 na plasmatické bilkoviny byla provedena
¢tyfhodinovou inkubaci latek ve 100% lidské plasmé a PBS pomoci rovnovazné dialyzy
(n = 3 pro testované latky, n = 3 pro referencni latky). Podle naméfenych koncentraci
bylo vypoc&teno procentualni zastoupeni vazané a nevazané (volné) frakce testované
latky dle (Wang, 2013). Jako referen¢ni latky byly pouzity atenolol
a propranolol (Obr. 27). Do grafu byl vynesen primér procenta vazané frakce v zavislosti

a chybové usecky, které vyjadfuji +SD.

100

80

60

40

20

Atenolol Propranolol

Obr. 30: Graf zobrazujici vaznost referen¢nich latek v procentech.

Atenolol vykazoval niz8i vaznost, primérné 20,22 %. V porovnani s literarnimi
Udaji, které ukazuji vaznost 36,0+4,9 % (Wang, 2013), se blizi této hodnoté, avsak je
zde znatelnd odchylka. Propranolol vykazoval vysSi vaznost, pramérné 87,44 %.
V porovnani s literarnimi udaji, ve kterych vaznost &inila 73,6+1,8 % (Wang, 2013), jde

opét vidét, ze se skutecné k této hodnoté blizi.
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Jak Ize vidét na Obr. 28, nejvétsSi vaznost na plasmatické bilkoviny vykazovala
testovana latka PP-102. Podobné vlastnosti méla i latka PP-9-3-3. U latky BPA-302 byla
vaznost nejmenSi v porovnani s ostatnimi. Jak bylo popsano v teoretické casti
této prace, nizsi vaznost latek na plasmatické bilkoviny je Zadanéjsi, protoze volna frakce
se |épe distribuuje z krve do tkani. Vysoka vaznost také zvySuje riziko vzniku toxicity
I&éCiva nebo nezadoucich uginkd. Proto by byla latka BPA-302 vhodnéjsi pro dalsi

testovani. Obecné vSak lIze fici, ze tyto latky vykazuji vysokou vaznost, stejné
jako roskovitin viz kap. 2.3.3.
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Obr. 31: Graf zobrazujici vaznost testovanych latek v procentech.
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4.5 METABOLICKA STABILITA

Testované a referenéni (verapamil a propranolol) latky byly inkubovany 40 minut
spole¢né s mikrosomy a NADPH generujicim systémem. V ¢asovych bodech 0, 10, 20,
30 a 40 minut byly odebirdny vzorky pro analyzu (n = 3 pro testované latky, n = 3
pro referencni latky). Do grafu byl vynesen procentualni tbytek koncentrace v zavislosti
na Case a chybové usecky, které vyjadfuji £SD a u referencnich latek byl vypocten
i polo¢as eliminace a clearance dle vzorce uvedeného v kapitole 2.1.4. U verapamilu byl
zaznamenan vyrazny Ubytek koncentrace jiz po prvnich 10 minutach (viz Obr. 29),
coz odpovida skuteCnosti, ze verapamil m& nizkou metabolickou stabilitu.
Naopak u propranololu za¢ala koncentrace nejvice ubyvat az po 30 minutach inkubace
(viz Obr. 30), coz dokazuje jeho vy8Si metabolickou stabilitu (viz Riley, 2005).
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Obr. 32: Verapamil, ubytek koncentrace v zavislosti na ¢ase.
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Obr. 33: Propranolol, ubytek koncentrace v zavislosti na Case.
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Eliminaéni polo€as verapamilu &inil 9,9 minut na rozdil od propranolu, jehoz
eliminacni polo¢as byl 173,25 min. To znamena, Ze verapamil se rychleji metabolizuje.
Clearance u verapamilu ¢inila 35 ul-min*-mg*, hodnota byla vy$si, nez u propranololu,
u kterého byla clerance 2 pl-mint-mg? to odpovida srovnani s literarnimi Gdaji (Riley,
2005).

Vzhledem kvelkym odchylkam Ize jen obtizné metabolizaci hodnotit
(viz Obr. 31-33). Pravdépodobné vSak budou, stejné jako roskovitin,
malo metabolizovany CYP450 viz kap. 2.3.3. Kvuli této skuteCnosti nebyl vypocten

u testovanych latek elimininacni poloCas a clearance.
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Obr. 33: BPA-302, ubytek koncentrace v zavislosti na Case.
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Obr. 34: PP-9-3-3, ubytek koncentrace v zavislostl na ¢ase.
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Obr. 35: PP-102, ubytek koncentrace v zavislosti na Case.
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5 ZAVER

V této praci byly testovany farmakokinetické vlastnosti tfi potencialnich inhibitor(i cyklin-
dependetnich kinas, latky BPA-302, PP-9-3-3 a PP-102. Byly pouzity in vitro metody
stabilita v plasmé&, vaznost na plasmatické bilkoviny a metabolicka stabilita. U stability
v plasmé byla u vSech tfi testovanych latek prokazana dobra stabilita. Dobréa stabilita
v plasmé je dulezita pro spravny uc€inek IéCiva. Stabilita v plasmé mUze také ovliviiovat
dalS$i in vitro testovani, jako napfiklad vazbu na plasmatické bilkoviny.
Vazba na plasmatické bilkoviny byla u v8ech testovanych latek vysoka, coz nemusi byt
vzdy Zzadouci. Pfi vysoké vaznosti totiz nemusi |éCivo dosahovat terapeutické
koncentrace, coz znamena, Ze je tfeba vys8i davkovani. DalSim problémem pfi vysoké
vaznosti jsou lékové interakce. Experiment metabolické stability neni snadné
interpretovat kvuli vysokym odchylkam, ale pfi srovnani s metabolickou roskovitinu Ize
pfedpokladat podobné vlastnosti, tedy, Ze latky nejsou pfili§ metabolizovany
cytochromem P450 a jsou tak stabilngjsi.

Diky in vitro ADME metodam Ize odhadnout farmakokineticky profil latek
in vivo. Ze vS8ech tfi testovanych latek vykazovala latka BPA-302 nejvhodnégjsi
farmakokinetické vlastnosti pro pfipadné testovani in vivo. Latka BPA-302 vykazovala
dobrou stabilitu v plasmé, nizSi vaznost na plasmatické bilkoviny a pfi testovani

metabolické stability jevila vySSi stabilitu a také byly zaznamenany nejmensi odchylky.
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