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Uvod

V této bakalarské praci jsem se vénovala studiu metaboliti (S)-2-amino-1-
fenylpropan-1-onu neboli (S)-kathinonu pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) spojené standemovou vysokorozliSovaci hmotnostni
spektrometrii (MS/MS). Biotransformacni procesy in vitro v experimentalni ¢asti byly
provedé slidskymi jaternimi mikrosomy s dobou inkubace jedna, ¢tyri a dvandact
hodin.

Vv

Téma této bakalarské prace jsem si vybrala z diivodu blizsiho poznani (S)-
kathionu a jeho derivatil, dale pak z mozZnosti zapojeni se do vyzkumu ohledné (S)-
kathinonu v Centru biomedicinského vyzkumu Fakultni nemocnice v Hradci Kralové.
Diky této moznosti jsem si mohla vyzkoust praci v analytické laboratofri a rozsirit své
znalosti ohledné vysokoucinné kapalinové chromatografie a hmotnostni

spektrometrie.

Tato prace je rozdélena na dvé hlavni €asti, a to teoretickou a praktickou cast.
V teoretické Casti se zaméfim zejména na pét hlavnich témat. Prvnim je
biotransformace, neboli metabolismus 1éCiv. Zabyvam se zde obecnym principem
biotransformace a jeho rozdélenim na prvni, druhou a treti fazi, u kterych zminuji
predevsim jednotlivé reakce, jejich princip a hlavni enzymy. Dale se v samostatné
kapitole vénuji i in vitro modelim biotransformace, s diirazem na piipravu, sloZzeni a
na obsazené enzymy. Druhym hlavnim tématem teoretické casti je popis principu a
instrumentace kapalinové chromatografie, kde je pozornost zamérena na princip
chromatografické separace a zadkladnim charakteristikdm tohoto procesu. Nasleduje
kapitola o hmotnostni spektrometrii, principu a instrumentaci této metody, kde
predstavuji typy skeni a zaznam, predevsim pak ty pouzité v experimentalni ¢asti
prace. V samostatné kapitole se vénuji i validacnim parametrim pro analytické a
bionalytické metody a obecné vyvoji metod necilené LC-MS analyzy. Posledni dil¢i
téma se pak tyka (S)-kathinonu a jeho derivatli. Tato pasaZz poskytuje informace o
ptivodu (S)-kathinonu, o jeho vyuziti a farmakologickych ucincich. V posledni kapitole
teoretické Casti se nachazi informace o soucasnych poznatcich ohledné
biotransformace této latky a jejich derivatt.

V experimentalni ¢asti je nejprve predstaven vycet chemikalii, specializovanych
pomticek, pristroji a pocitacovych programi, se kterymi je p¥i vyzkumu pracovano.
V dalSich kapitolach se nachazi souhrn pripravy vSech vzorkil a biotransformacnich
experimentl. Predstaveny jsou zvolené metody pro ucely analyzy a jeji optimalizaci.
Nakonec dochazi, coZ je vkontextu prace to nejzadsadnéjsi, k identifikaci a
charakterizaci metaboliti  (S)-kathinonu predevSim pro hodinovou a
dvanactihodinovou inkubaci v prostredi HLM. Pro obé doby inkubace se v posledni
kapitole stanovi i stabilita (§)-kathinonu, resp. jeho rozloZené mnozZstvi.
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1 Teoreticka cast
1.1 Biotransformace léciv

Slovo metabolismus bylo vyvinuto z feckého ,meta“ - pres a ,ball6“~ hazim a
anti¢ti Rekové by jim zfejmé rozuméli provedeni zmény. (prispévovatelé Wikipedie,
2019). Dnes je metabolismem neboli latkovou vymeénou chdpan soubor veskerych
chemickych déja, které probihaji uvniti organismu a které jsou katalyzované enzymy.
Metabolismus je diileZity z hlediska ziskani energie a k tvorbé potrebnych latek pro
¢innost a stavbu organismu.

VSechny Zivé organismy se dostavaji do kontaktu s cizorodymi latkami
(xenobiotiky) kazdy den. Tyto cizorodé latky se v riizné miie zapojuji do metabolismu,
podobné jako vlastni latky organismu (eobiotika). Do organismu se mohou dostat
prostirednictvim gastrointestinalniho traktu, dychacich cest nebo v mensi mire kiizi.
Mezi cizorodé latky radime napriklad 1éciva, navykové latky, aditiva nebo barviva
v potravinach. Xenobiotika mohou byt pro organismus zatéZujici ¢i nebezpecnd, a
z toho dlivodu je dilezité, aby kazdy organismus mél sviij systém, kde se tyto cizorodé
latky metabolizuji na neSkodné produkty.

Obecny princip metabolizace, resp. biotransformace, zahrnuje zménu struktury
daného xenobiotika plisobenim vSech enzym{, se kterymi se xenobiotika v organismu
setkavaji. VétSina xenobiotik se metabolizaci oxiduje na polarnéjsi molekuly, ¢im se
obvykle zamezi pripadnému prochazeni do dalSich tkani a uleh¢i se jejich eliminace
v organismu. Témito chemickymi zménami vSak vznikaji nové chemické latky, tedy
metabolity, které maji odliSné fyzikalné-chemické ¢i biologické vlastnosti. Tim je
zplUsobené i rozdilné chovani v organismu. Jako piiklad takové zmény je mozné uvést
bioaktivaci nesteroidniho protizanétlivého l1éciva nabumeton nebo
cytostatikatamoxifen, ktera se po biotransformaci stavaji biologicky aktivnéjSimi.
Metabolismus 1éciv je tedy komplexni a zpétnovazebné regulovany déj probihajici
vlivem nejriiznéjSich enzymi. Pravé na zakladé typu enzymatickych reakci a typu
premény struktury xenobiotika ho lze rozdélit na metabolismus prvni, druhé a treti
faze.

1.1.1 Prvni faze biotransformace

JelikoZ jsou biotransformace léciv vétSinou kaskddové enzymatické reakce
s asovou souslednosti, mohou byt rozdéleny do reakci 1. faze zvané jako
funkcionalizace a do reakci Il. faze pod pojmem konjugace. Béhem prvni faze
metabolismu dochazi k zavedeni polarnich skupin nebo k jejich odkryti! v molekule
léciva za iCelem usnadnéného navazani endogenni molekuly v druhé fazi metabolismu.

! Termin odkryti funk¢i skupiny se objevuje v nékterych ucebnicich biochemie (napt. Skalova et al.,
2011), kde oznacuje chemickou reakci, ktera v daném kontextu vede ke vzniku urcité relevantni funk¢ni
skupiny ve struktuie substratu (napt. hydroxylové skupiny).
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Metabolity prvni faze vznikaji oxidaci, redukci, hydrolyzou, cyklizaci, decyklizaci a
Casto i kombinaci téchto reakci.

1.1.1.1 Oxidace

Nejdtlezitéjsi a nejvice zastoupenou reakci béhem prvni faze metabolismu je
oxidace, jejiz enzymovy systém zapojeny do metabolismu se vyskytuje hlavné v
endoplazmatickém retikulu bunék jater, dale pak u bunék ledvin, plic a strev.
Katalyzatory oxidac¢nich biotransformacnich reakci mohou byt:

o Cytochrom P450 (CYP),
o Monooxygendazy obsahujici flavin (FMO).

Cytochrom P450

Cytochromy P450 (tzv. CYP) jsou hemoproteiny, vyskytujici se v membrané
hladkého endoplazmatického retikula prevazné v jatrech. Cytochromy P450 jakoZzto
fakultativni monooxygenasy katalyzuji reakce, které jsou zaloZené na principu
zavedeni atomu kysliku ze vzduchu do molekuly 1é¢iva (Clementi a Fumagalli, 2012).

JelikoZ se cytochromy P450 vyskytuji v riznych izoformach, jsou proto razeny do
genetickych rodin a podrodin podle podobnosti sekvence aminokyselin proteinovych
molekul. Prvnim c¢islem za zkratkou P450 se oznacuji rodiny cytochromt P450.
Nasledujici velké pismeno pak oznacuje podrodinu a poslednim cislem se rozliSuji
jednotlivé izoenzymy. Jako piiklad mizeme uvést izoenzym P450 1A2, ktery je clenem
rodiny 1, priCemz naleZi do enzymové rodiny A a ma izoformu 2. Do stejné rodiny patii
ty izoformy, u nichZ byla nalezena vice nez 40% homologie aminokyselinové sekvence.
Pokud by u nich byla nalezena homologie vice nez 60 %, pak by je bylo moZné priradit
do stejné podrodiny (Stiborovd et al. 1999)

Oxida¢ni reakce s CYP wvyzaduji pritomnost molekul kysliku,
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH) a oxidazového systému sestavajiciho
ze dvou enzymd, NADPH-cytochrom-P450-reduktasy a cytochromu P450,
zabudovanych do fosfolipidové matrice endoplazmatického retikula. V prvnim kroku
se substrat navaze na atom Fe3* hemu a vytvori komplex substrat-enzym. Poté se
prenosem elektronu poskytnutym NADPH-cytochrom-P450-reduktasou redukuje
Zelezity iont na Zeleznaty. Molekula kysliku je pak s dalSim elektronem z NADPH-
cytochrom-P450-reduktdsy prijatd redukovanym komplexem enzym-substrat.
Biotransformaci substratu cytochromem P450, vyzadujicim jednu molekulu aktivniho
kysliku, se vytvori jedna molekula oxidovaného substratu a voda. Toto schéma je
popsané na Obr. 1.
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Obrdzek 1: Schéma zndzorriujici katalyticky cyklus cytochromu P450. RH: substrdt,
ROH: hydroxylovany produkt. Prevzato z: Clementi, Fumagalli 2012.

Vlidském organismu se vyskytuje nékolik desitek izoforem CYP, ptricemZ 18
z nich dle poslednich studif biotransformuji xenobiotika. NejvyznamnéjSim zastupcem
CYP je izoforma CYP 3A4, ktera dokaze biotransformovat az 50 % vSech v praxi
aktuadlng uZivanych léc¢iv. Sirokospektra aktivita CYP je nicméné vyznamné
ovliviiovana rlznymi inhibitory (napi. ketonazol, makrolidova antibiotika) ¢i
induktory se schopnosti regulovat nejen jejich aktivitu, ale také i miru exprese (napf.
rifampicin, barbituraty).

V souvisloti s reaktivitou pestrych enzymi z nadrodiny CYP je nutné konstatovat,
Ze néktera léciva ¢i xenobiotika mohou ve vyse zminéném katalytickém kruhu CYP
(Obr. 1) prevzit roli molekuly kysliku Oz a stat se akceptorem elektront Zeleznatého
iontu hemu. Tento mechanismus vysvétluje moZnost reduktasové aktivity CYP, diky
némuZ se mohou nékteré substraty anaerobné redukovat. Molekuly kysliku v tomto
pripadé ptlisobi dokonce jako inhibitory katalytické aktivity CYP (Gan et al., 2009).

Flavinové monooxygenasy

Flavinové monooxygenasy (FMO) jsou dalsi enzymy, plisobici vprvni fazi
biotransformace. Nachazeji se hlavné v hepatocytech, jeZ je mozZné lokalizovat
v membranach endoplazmatického retikula. FMO Ize rozdélit do Sesti rodin, pficemz
FMOs3 enzymy jsou vjatrech prevladajici. Substraty FMO mohou byt derivované
organicke latky, které obsahuji atomy dusiku, siry, fosforu nebo selenu.

1.1.1.2 Redukce

Vjaternich mikrosomech dochazi také k redukénim biotransformacim, které jsou
ale méné casté nezZ ty oxidacni. Prikladem redukce xenobiotik je vyznamna preména
karbonylovych skupin na sekundarni alkohol, ktery pak miize vstoupit do konjugac¢ni
reakce ve druhé fazi biotransformace. Je Kkatalyzovana cytosolickymi aldo-
ketoreduktasami, pouzivajicimi NADPH jako donor elektrontd (Matous, 2010). Za
zminku stoji téZ fakt, Ze za urcitych okolnosti vykazuji reduktasovou aktivitu i enzymy

znadrodiny CYP. Podrobnéjsi informace o enzymech s reduktasovou aktivitou miize
Ctenar ziskat v odkazované odborné literature (Barski et al.,, 2008).
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1.1.1.3 Hydrolyza

Béhem prvni faze biotransformace dochazi casto k hydrolyze xenobiotik
obsahujici ve své molekule esterové ¢i amidové vazby za vzniku kyselin a prislusnych
alkoholti ¢i amind. Hydrolyza je katalyzovana esterasami, amidasami, nebo miiZe byt
katalyzovana epoxidasami, které redukuji epoxidy? na dioly. Takova reakce casto
detoxifikuje kancerogenni aromatické epoxidy na méné toxické produkty (Matous,
2010). Hydrolyzovany mohou byt téZ produkty konjugace 2. faze biotransformace.

Epoxidové hydrolazy

Epoxidové hydrolazy (EHs) plisobi na epoxidy a transformuji je v dioly. Epoxidy
jsou vysoce reaktivni elektrofilni slouceniny, které se vazou na nukleofilni skupiny v
proteinech, deoxyribonukleové kyseliné (DNA) a ribonukleové kyseliné (RNA). Tim
zapric¢inuji mutace a bunécnou toxicitu. EHs tedy slouzi k inaktivaci potencialné
toxickych metabolitd, které mohou vzniknout napf. z aromatickych latek ptsobenim
oxidas (napt. 7,8 - epoxybenzo[a]pyren plisobenim CYP).

1.1.2 Druha faze biotransformace

Reakce druhé faze biotransformace jsou relativné cetné a zahrnuji riizné skupiny
enzymi. Tyto enzymy, azZ na nékolik vyjimek, preménuji substraty na vice hydrofilni
produkty, které maji casto vysSi molekulovou hmotnost. Tyto reakce jsou
zprostiredkovany celou radou konjugacnich enzymd, které napadaji funkéni skupiny
jako -OH, -COOH, -NHz, -SH. Tyto skupiny se bud prirozené vyskytujici v cilové
molekule xenobiotika, nebo byly vytvoreny v priibéhu I. faze biotransformace.
(Clementi a Fumagalli, 2012)

1.1.2.1 Glukuronidace

Glukuronidace se da povazovat za nejdilezitéjsi reakci druhé faze
biotransformace diky vysokému poCtu endogenniho kofaktoru kyseliny
uridindifosfoglukuronové (UDP-GA), zobrazené na Obr. 2. Tyto reakce jsou
katalyzovany uridindifosfatglukuronosyl-transferasou (UGT) a vSemi jejimi
izoformami, vétSinou lokalizovanych v endoplazmatickém retikulu rtznych tkani.
Doposud bylo identifikovano devatenact gent, které kéduji UGT v lidském genomu, z
toho 9 zjich je kddovano genem UGT1 a 10 podle rodiny gentt UGT2. Tyto izoformy
reaguji s riznymi induktory a vykazuji selektivitu viici urCitym tiidam substratt.

Glukuronidac¢ni reakce spocivaji v prenosu zbytkd Kyseliny glukuronové z
kofaktoru UDP-GA na funk¢ni skupiny substrati. Kofaktor UDP-GA se produkuje
metabolismem glykogenu a vyskytuje se ve vSech télesnych tkanich. Produkty
glukuronidacnich reakci, tedy glukuronidy, jsou generovany z velkého mnozstvi latek,

2 Enzymaticky rozklad epoxidového kruhu probiha sou¢innym mechanismem, kdy kyslik karboxylatu
asparaginu epoxyhydolasy jakoZto nukleofil napadd uhlik epoxidu a vodik hydroxylu tyrosinu
epoxyhyrolasy prechazi na kyslikovy atom epoxidu. Vznikly ester se za casti histidinu epoxyhydrolasy
vodou rozkldda na diol xenobiotika a regenerovanou epoxyhydrolasu. V nékterych ucebnicich (napft.
Matous, 2010) je rozklad epoxidi povaZovan téz za redukcni proces, nebot se u epoxidu vazba 0-C
chemicky méni na O-H.
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jako napriklad alkoholdi, fenolli, hydroxylaminli, karboxylovych Kkyselin, aming,
sulfonamidii a thiold. Podle funkéni skupiny miiZeme glukuronidy rozdélit na O-
glukuronidy, tedy glukuronidy vazané na kyslik, N-glukuronidy vazané na dusik a S-
glukuronidy vazané na siru. Velmi zridka se vyskytuji i na uhlik vazané glukuronidy (C-
glukuronidy) v pritomnosti nukleofilnich atom uhliku (Clementi a Fumagalli, 2012).

HO Q
HO
o) NH
Ml odo L
| NT O
OH OH O
OH OH

Obrazek 2: Kyselina uridindifosfoglukuronovd.
1.1.2.2 Sulfatace

Dal$im dilezitym typem konjugacnich reakci je sulfatace €i sulfonace, kterou se
biotransformuji hlavné fenoly, alkoholy, aminy a v men$i mife thioly. Sulfataci
katalyzuji sulfotransferasy (SULT), coZ jsou enzymy, které se nachdazeji v cytosolu
burikach jatrech, ledvin, stiev a kliZe. SULT a jejich tfinact izoforem katalyzuji prenos
anorganickych sulfatovych skupin (tj. siranu SO4%-) na hydroxylové skupiny fenolt a
alifatickych alkohold, ¢imz se produkuji estery kyseliny sirové. Kofaktorem v téchto
reakcich je 3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfat (PAPS), ktery je syntetizovany v cytosolu ze
sulfatu a adenosintrifosfatu (ATP). Siran potiebny pro syntézu PAPS je poskytovan
cysteiny relativné komplexnim oxida¢nim procesem.

1.1.2.3 Methylace

Méné vyznamna cesta druhé faze biotransformace xenobiotik je methylace, coz
jsou syntézni reakce zamérené na biotransformaci endogennich sloucenin. Nicméné
v plicich nebo jinych tkdnich se nachazeji methyltransferasy, kterymi miizou byt
methylovana néktera 1éCiva. Vyuziva se zde S-adenosylmethionin (SAM) jako kofaktor,
ktery je generovan reakci mezi methioninem a ATP katalyzovanou methionin-
adenosyltransferasou. Methyltransferasy jsou relativné specifické a miiZeme je
klasifikovat podle substratu a odpovidajictho methylovaného produktu na tii druhy
methyltransferas, a to katechol-O-methyltransferasa (COMT), fenol-O-
methyltransferasa (POMT) a thiopurin-S-methyltransferasa (TSMT).

Methyla¢ni reakce prenasi methylové skupiny ze SAM na kyslik alkoholu, na
dusik aminovych skupin nebo na siru thiolti. Produkty téchto reakci jsou methylované
substraty, které maji sniZzenou rozpustnost ve vodé a S-adenosylhomocystein.
Methylace je jednou z mala cest biotransformace, ktera mtize vést ke zvySeni lipofility
xenobiotik.

1.1.2.4 Acetylace

Acetylace patfi mezi nejcastéjSi biotransformace xenobiotik obsahujici
aromatické aminy nebo hydrazinové skupiny a vedou k N-acetylovym derivatim (tj.
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acetamidiim), které mohou byt méné rozpustné ve vodé neZ plivodni slouceniny.
Kofaktor v téchto reakcich je acetylkoenzym A produkovany z glykolyzy nebo ptimou
interakci acetatu a koenzymu A zprostredkovaného CoA-S-acetyltransferasou.
Transfer acetylovych skupin z acetylkoenzymu A je zprostredkovany cytosolovymi
enzymy, N-acetyltransferasami (NAT), které se nachazi v mnoha tkanich. U lidi jsou
NAT kédovany dvéma geny. NAT1, které jsou pritomny ve vSech tkanich a NAT2,
vyskytujici se pouze v jatrech a stievech.

1.1.2.5 Konjugace s aminokyselinami

Karboxylové kyseliny exogenniho ptivodu mohou tvorit derivaty s koenzymem A
a reagovat s endogennimi aminy za vzniku konjugatii. U konjugace s aminokyselinami
se na rozdil od jinych konjugaci aktivuje xenobiotikum (tj. karboxyl) spiSe neZ kofaktor.
Zucastnéné aminokyseliny jsou obvykle glycin, glutamin a ornithin. Dalsi
aminokyseliny jsou pak arginin a taurin, které slouZi jako acyl-akceptor pri konjugaci
zlucCovych kyselin.

Vprvnim kroku konjugace s aminokyselinami se karboxylova Kkyselina
xenobiotika aktivuje koenzymem A, pricemz tuto ATP dependentni reakci katalyzuji
acyl-CoA-synthetasy. Xenobiotikum se takto prevede na vice reaktivni thioesterovy
derivat koenzymu A. Ve druhém kroku pak vznikly thioester koenzymu A reaguje
s thiolovou skupinou cysteinu N-acyltransferasy. Nasledné je ptivodni acyl xenobiotika
prenesen na aminoskupinu endogenni aminokyseliny.

1.1.2.6 Konjugace s glutathionem

Glutathion je tripeptid tvoreny glycinem, kyselinou glutamovou a cysteinem
Vznik glutathionu je katalyzovany vy-glutamylcystein-synthetasou a glutathion-
synthetasou. Vzhledem k jeho schopnosti odstranit potencialné toxické elektrofilni
slouceniny je glutathion v organismu velmi diilezita sloucCenina. S glutathionem mohou
reagovat rtizné elektrofilni slouceniny endogenniho a exogenniho charakteru za vzniku
netoxickych konjugati. Epoxidy, nitroalkany, alkeny a azo- a nitro- aromatické
slouceniny jsou latky, které snadnéji konjuguji. Tyto konjugaty se pak mohou vyloucit
moci, Zluci nebo podstoupit dalSi metabolické procesy.

Prenos nukleofilniho glutathionu na molekulu xenobiotika obsahujici elektrofilni
heteroatom (-0, -N a -S) je katalyzovan glutathion-S-transferasou (GST), ktera se
vyskytuje v krvi, jatrech, ledvinach a nadledvinkach. U lidi bylo identifikovano vice nez
20 izoforem GST, které jsou rozdélené na cytosolické a mikrosomalni izoformy.
Mikrosomalni GST katalyzuji biotransformaci endogennich sloucenin, zatimco
biotransformaci xenobiotik a 1éCiv katalyzuji cytosolické izoformy GTS. Tyto izoformy
jsou odlisné selektivitou substratu a reakcni rychlosti, ktera je 5 az 40krat vyssi v
cytosolickych izoformach.

1.1.3 Treti faze biotransformace

V soudobé odborné literatuie se setkdvame rovnéz s 3. fazi biotransformace,
kterd predstavuje soubor rtznych biochemickych zmén a transportnich procesi
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pozorovanych u produktd konjugacni faze biotransformace xenobiotik (Almazro et al,
2017). Zustava ale otdzkou pro diskuzi, zda napt. vtéto souvislosti zminované
transportni drahy metaboliti realizované pomoci ATP-vazajicich Kkazetovych
transporteri nepovazovat spiSe za eliminacni fazi neZz za biotransformacni fazi
(Omiecinski et al,, 2010).

Prikladem biochemického procesu, ktery je povaZovan 3. fazi biotransformace,
je modifikace konjugati s glutathionem. Netoxické konjugaty, které vznikaji v reakcich
druhé faze pfi reakci s glutathionem se mohou dale biotransformovat na konjugaty
acetylcysteinu (kyselina merkapturova) (Skdlovd, 2017). Tato reakce je zobrazena na
Obr.3. Pri této reakci dochazi k odstranéni glutamylového zbytku v molekule
glutathionu pomoci y-glutamyl-transpeptidasy, coZ je enzym, ktery se vyskytuje
prevazné v jatrech a ledvinach. Ze vzniklého cysteinylglycinového konjugatu se pak
pomoci peptidas odstranénim glycylového zbytku stane cysteinovy konjugat, ktery se
podrobuje N-acetylaci za vzniku merkapturové kyseliny. N-acetylace je reakce vratna,
pricem?Z je katalyzovana N-acetyltransferasou. Dalsi vyuziti konjugatd i merkapturové
kyseliny miize byt v podobé substratu pro b-lyasu, ktera stépi thioetherové vazby
(Skdlovd, 2017).

H H H H
Rigar™ 70O Oy o N—C —COOH
‘ |
R—S—CH,-CH R—S—CH,-CH
| NH, |
HN_  H; Hp | NH,
C—C —=C ~C—COOH Glu
Il H
0
korjugat s glutathionem
Gly
SN Og O
| |
R—s—CHz-cl:H ¢ / \ R—S—CHz-ﬁ:H
HN NH,
C—CH; CoA acetyl-CoA
g konjugit s cysteinem

merkapturovi kyselina

Obrdzek 3: Preména konjugdtu s glutathionem na merkapturovou kyselinu. Prevzato z:
Skalovd, 2017.

1.2 Invitro modely biotransformace

Zakladnim cilem studia in vitro metabolitli je poskytnout piehled modelovych
systému a predikovat schopnost biotransformace xenobiotik (Asha, S., & Vidyavathi, M,
2009). Screeningové testy in vitro, které zahrnuji experimentalni systémy odvozené z
lidskych jater, predstavuji efektivni pristup k odhadu metabolickych osudii xenobiotik
in vivo. Doposud bylo vyvinuto nékolik modelt lidskych jater in vitro:

o Lidské jaterni mikrosomy
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Supersomy
Perfundovana jatra
Platky jater
Hepatocyty
Cytosolové frakce
S9 frakce

Bunécné linie

O O O O O O O

Pro svoji aktivitu vyzZaduji vSechny tyto modely kromé primarnich hepatocyt,
bunécnych linii, platki jater a izolovanych perfundovanych jater exogenni kofaktory,
jako napriklad systém regenerujici NADPH nebo uridin-difosfoglukuronovou kyselinu
(UDP-GA). NADPH je vyzadovan pro méreni oxidazové aktivity katalyzované
cytochromem P450, monooxygenazou obsahujici flavin, NADPH-P450 reduktasou a
mnoha dalsich oxidasovych enzym.

Lidské jaterni mikrosomy

Lidské jaterni mikrosomy (human liver microsomes, HLM), vyuZité v této
bakalarské praci, jsou pravdépodobné nejrozsifenéjSim in vitro systémem pro
hodnoceni metabolického profilu chemickych latek. Obsahuji vezikuly
endoplazmatického retikula hepatocytti jaternich bunék a pripravuji se homogenizaci
jater s naslednou diferencialni centrifugaci (Asha, S., & Vidyavathi, M, 2009). HLM jsou
Siroce a levné dostupné z komercnich zdrojii. Vyhody lidskych jaternich mikrosomi
jsou jejich nizké naklady, jednoduchost pouziti a snadné skladovani. HLM je také jeden
z nejlépe charakterizovanych modeld in vitro pro vyzkum metabolismu 1éc¢iv a Ize jim
studovat i rozdily mezi jednotlivci, ktefi se lisi vékem, rasou, pohlavim ¢i zdravotnim
stavem. Dalsi vyhodou je, Ze enzymaticka aktivita mizZe byt udrzovana v krystalickych
(zmrazenych) formach po mnoho let. Nevyhody zahrnuji nevhodnost pro kvantitativni
odhady in vivo lidské biotransformace, a to kvili pritomnosti CYP a UGT bez
konkurence s ostatnimi enzymy, jako jsou NAT, ST, GST, které HLM neobsahuiji.

Supersomy

Supersomy jsou cennou nahradou HLM v in vitro modelech biotransformace. Je
to mikrosomalni frakce homogenizovanych hmyzich bunék, které jsou infikované
geneticky upravenym virem baculo a exprimuji lidsky CYP nebo UGT (Asha, S., &
Vidyavathi, M, 2009). Jako kofaktor musi byt pfi biotransformacnich studiich ptidan
systém regenerujici NADPH.

Cytosolové frakce lidskych jater

Cytosolové frakce, které se dosud ve vyzkumu biotransformace xenobiotik prili$
Casto nepouzivaly, se ziskavaji diferencialni centrifugaci homogenizovanych jater, jako
je tomu napriklad u HLM. Tyto frakce obsahuji enzymy druhé faze biotransformace,
jako je glutathion-S-transferasa (GST), N-acetyltransferasa (NAT) a sulfotransferasa
(ST). Do frakce je nezbytné piidat kofaktory jako naptiklad acetylkoenzym A (acetyl
CoA) nebo dithiothreitol a acetyl CoA jako regeneracni systém pro NAT. Dale pak
adenosin-3'-fosfat-5'-fosfosulfat pro ST a glutathion (GT) pro GST. (Brandon et al.
2003).
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Lidskda jaterni S9 frakce

Frakce jater S9 se ziskava jakoZto supernatant zjaterntho homogenatu po
cengrifugaci s odstredivym zrychlenim 9000 g. S9 frakce obsahuji jak mikrosomalni,
tak cytosolové enzymy hepatocytli. . Do této frakce je nutné dodat NADPH a CYP
enzymy (Brandon et al. 2003). Frakce S9 umoznuji zobrazeni uplného profilu
metabolitd, jelikoZ zahrnuji jak vétSinu enzymu prvni faze, tak faze druhé, coz ndm
umoznuje vyhodnoceni obou fazi biotransformace.

Jaterni nddorové bunécné linie

Bunécné linie se pouzivaji hlavné pro studie cytotoxicity 1é¢iva a jeho metabolitd.
Lidské jaterni bunécné linie mohou byt izolované z primarnich nadorid jaterniho
parenchymu po chronické hepatitidé nebo cirhéze. Dllezitym poZadavkem na buné¢né
linie je podoba s normalni fyziologii lidskych hepatocyti in vivo. Pfi porovnani jsou
méné popularni na rozdil od predeslych modeli in vitro z dlivodu jejich nerozliSenych
bunécnych charakteristik a neudplné expresi vSech rodin metabolickych enzymi.
V soucasnosti rozliSujeme nékolik typi bunécnych linii. K biotransformac¢nim studiim
vyuzivame predevSim bunécné linie HepG2, coz jsou dostupné lidské burnky z
hepatocelularniho karcinomu.

Hepatocyty

K zjisténi o metabolismu xenobiotika miizeme dospét také pomoci hepatocyt,
jejichZ vysledky dobrie koleruji s in vivo. Primarni hepatocyty podléhaji postupné ztraté
jaterné specifickych funkci a dochazi k sniZeni exprese CYP, zatimco hepatocyty v
kulture si zachovavaji aktivitu vétSiny enzymi faze I a faze I (4sha, S.,, & Vidyavathi, M,
2009).

Jaterni rezy

Dal$im prikladem ke studiu metabolismu in vitro mohou byt platky jater v médiu
bohatém na Ziviny. Aktivita enzymi je vSak kratka, a to kvili narusené difuzi zivin a
kysliku v jaternich fezech. Prozatim neexistuji Zddné dostupné platky lidskych jater,
tudiZ se mohou vyuzivat jen rezy zvirecich jater.

Perfundovand jdatra

Posledni moZny a nejméné pouZzivany je model perfundovanych zvitecich jater,
protoZe jak uz bylo zminéno, tak k vyuziti lidskych jater pro ucely vyzkumu nedochazi.
Tento model ma vSak Spatnou reprodukovatelnost, je naro¢ny na pracovni silu a jeho
funk¢nost je omezena pouze na 3 hodiny. I pfes to je ale povaZovan za spravny model
biotransformace léciv, jelikoZ je nejbliz§i podminkam in vivo.
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1.3 Princip a charakterizace chromatografické separace v LC

1.3.1 Princip LC

Chromatografie je separa¢ni metoda zaloZena na selektivnim rozdéleni slozek
mezi dvé nemisitelné faze, a to mezi mobilni fazi, ktera protéka fazi stacionarni.
Stacionarni faze je tuha latka nebo kapalina umisténa na tuhém nosic¢i. Ve formeé
sorbentu je pak stacionarni faze soucast kolony, kde protékd faze mobilni, tedy
kapalina, podle které je technika pojmenovana. Princip chromatografické separace je
popsan na Obr. 4. Podle povahy mobilni fize mulzeme rozliSovat plynovou
chromatografii (GC), kapalinovou chromatografii (LC) nebo superkritickou fluidni
chromatografii (SFC) (Niessen, 2006). V této bakalarské praci je pracovano s metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC, High performance liquid
chromatography), ktera se od LC lis{ privadénim mobilni faze za vysokého tlaku.

Separace vLC je umoznéna diky rozdilné interakci latek mezi mobilni a
stacionarni fazi. Distribuci slozek mezi tyto dvé faze lze popsat distribu¢ni konstantou
Kb, kde: ¢;= koncentrace slozky ve staciondrni fdzi, c, = koncentrace sloZky v mobilni fdzi (1).

CS
Kp =— 1)

Cm

Hodnota distribu¢ni konstanty de facto u LC odpovida tomu, jak dlouho dana molekula
setrvava ve stacionarni fazi, tim tedy i jeji retenci, ktera je dana reten¢nim faktorem.

chromatogram

Au

MO’bi|n|' . I Stacionarni faze I
faze

w vzorek I

&7 |

[ % X]| i

Ri[min]

Obradzek 4: Princip chromatografické separace dvou ldtek. Au= absorb¢ni jednotka,
Re=retencni Cas. Zpracovdni: autorka.

Povahou stacionarni a mobilni faze miiZeme ovlivnit separaci a eluci slozek smési.
Eluci Ize realizovat pouZzitim bud’' isokratické nebo gradientové eluce. Pri isokratické
eluci je slozeni mobilni faze konstantni, zatim co u gradientové eluce je slozeni MF
ménéno ve prospéch slozky s vyssi elucni silou. Separované slozky jsou pak detekovany
detektorem a prevedeny v podobu chromatogramu, ktery je charakteristicky svymi
piky (elu¢nimi krivkami) (Novdkovd et al. 2013).

1.3.2 Instrumentace LC

Zakladni model kapalinového chromatografu se zpravidla skladad z nékolika
zakladnich ¢asti, které maji rtizné funkce a jsou zobrazeny na Obr. 3.
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Jednotlivé funkce kapalinového chromatografu lze rozdélit na:

Uchovavani a transport mobilni faze (zasobniky MF, vysokotlaké Cerpadlo)
Davkovani vzorku (autosampler)

Separace latek (chromatograficka kolona)

Detekce latek (detektor)

Zaznam dat a vyhodnoceni (pocitac a software)

O O O O O

Obrdzek 5: Schéma vysokoticinného kapalinového chromatografu, prevzato z:
Novdkovad, Dousa 2013.

Do transportu mobilni faze se radi zdsobniky mobilnich fazi (1), ve kterych jsou
umisténé specialni filtry, zachycujici tuhé ¢astice pred vstupem do odplynovace (2),
kde se mobilni faze odplyniuje. Odplynéni MF je velmi diilezity krok z dtivodu moznosti
uvolnéni plynti zmobilni faze vkoloné pri zméné tlaku. Pfi gradientové eluci
vyuzivame smésovac (3), ktery slouZi pro miseni proudi MF ze zasobovact. K tomuto
miseni miiZe dojit pred Cerpadlem, kdy je pak mobilni faze vedena do vysokotlakého
Cerpadla (4). Nebo k miseni dochazi za vysokotlakym Cerpadlem.

V soucasnosti jsou k davkovani vzorku (5) vyuZivané nejvice automatické
davkovace tzv. autosamplery. Ty jsou spojeny se zasobnikem vzork, kde se vzorky
nachazi ve sklenénych mikrozkumavkach (tzv. vialkach) v presné oznacené poloze.
Z vialky je pak vzorek nasavan do systému pomoci jehly autosampleru. Vialky mohou
mit rizné objemy, nejcastéji se vyskytuji 2 ml, pokud jsou vSak vzorky v mensSim
mnozstvi, vkladaji se do vialek tzv. inserty s menSim objemem. (Novdkovd et al. 2013)
Nasledné pak dojde k miseni vzorku s mobilni fazi pomoci Sesticetnych ventild.

SmiSena mobilni faze se vzorkem se dostane do chromatografické kolony (6),
které jsou uloZeny v termostatu a dojde k separaci latek. Kolony jsou rozdéleny do
dvou casti, a to do téla kolony a do dvou koncovek kolony. Télo kolony je tvorené
kovovym plastém, kovovou fritou, stacionarni fazi a ochrannym krouzkem. Koncovka
kolony nam zajiStuje hlavné tésnost systému. Termostat ndm zajiStuje rovnovaznou
distribuci tepla a zamezuje vzniku teplotnim vykyvim, které by pak negativné ovlivnily
separaci latek.

Detekce latek, které prosly kolonou, jsou detekovany pomoci detektoru.
Detektory zaznamenavaji zmény v signalu pii priichodu cisté mobilni faze a mobilni
faze s analytem. V této bakalarskeé praci byl jako detektor pouZzit absorb¢ni detektor
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pro ultrafialovou a viditelnou ¢ast spektra (UV-VIS) a vysokorozliSovaci spektrometr
(HRMS), ktery poskytuje i udaje o identité latky ze vzorku.

1.3.3 Zakladni charakteristiky separacniho procesu

Jako zakladni veli¢iny pro délené latky v LC uvadime retencni cas (tr) a retencni
objem (VRr). Reten¢ni ¢as je doba, ktera uplyne od nasttriku vzorku do dosaZeni maxima
kiivky (piku) v detektoru. Je kvalitativni charakteristikou dané latky. Reten¢ni objem
je objem mobilni faze, ktera protekla za retencni Cas. Stejnou rychlosti se pohybuje
inertni latka, coz je latka, ktera neni zadrZovana na stacionarni fazi a ma tedy reten¢ni
cas (to) a objem (Vo) tzv. mrtvy. Mezi kvantitativni charakteristiky pak fadime plochu
pod pikem (A) nebo vysku piku (h).

Zakladni kvantitativni veli¢inou, ktera charakterizuje uc¢innost chromatografické
separace vdaném chromatografickém systému je bezrozmérna veli¢ina nazyvana
pater, jelikoz dochazi méné k rozSifovani analytu pii prichodu kolonou. Pocet
teoretickych pater lze ovlivnit délkou kolony, retenénim c¢asem, velikosti castic
stacionarni faze, rychlosti priitoku mobilni faze, teplotou nebo viskozitou mobilni faze.
Pro vypocet N se vyuZiva rovnice, kde: w = Sitka piku v jeho prislusné vysce, casto
v poloviné oznacovand jako wso, tr=retencni cas (2).

2

N = konst (%R) (2)

JelikoZ je pro posuzovani ticinnosti chromatografické separace potiebné uvadét
délku kolony, byla zavedena veli¢ina vyskovy ekvivalent teoretického patra (H, vySka
patra), ktera se pouziva pro porovnani kolon o rtiznych délkach. Vysku patra mizeme
definovat jako ¢ast délky kolony L pripadajici na jedno teoretické patro N (3):

=1 3)

Na ac¢innost separace chromatografického procesu ma déle vliv rozmyvani elu¢ni
k rozmyvani elu¢nich z6n popisuje van Deemterova teorie. Van Deemterova rovnice
(4) je pro dany chromatograficky systém vyjadrena jako zavislost vysSkového
ekvivalentu teoretického patra H na linearni rychlosti priitoku mobilni faze, kde: A =
vitivd difiize, B = podélnd difiize, C = odpor proti prenosu hmoty ve staciondrni i mobilni
fdzi, u = linedrni rychlost priitoku mobilni fdaze.

B
H=A+—+Cu (4)

DalSi veli¢inou udavajici kvalitu chromatografické separace je tzv. asymetrie
piku, kterou lze definovat dvéma zptlisoby: faktor chvostovani (T, tailing factor) a
faktor asymetrie (A), ktery se v idealni symetrii rovna 1. Asymetrie je obecné podilem
doby trvani nartstu chromatografického piku a doby klesani piku v chromatogramu.
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Pokud ma narftstajici ¢ast chromatografického piku delsi trvani nez jeho sestupujici
Cast, jedna se o piipad frontujiciho piku. Pokud je pomér trvani nartistu a poklesu
chromotografického piku obraceny, hovorime o chvostujicim piku.

1.4 Princip a zakladni typy hmotnostni spektrometrie

1.4.1 Princip metody

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd metoda zaloZena na tvorbé ionti
z neutralnich molekul ionizaci vzorku a studiu jejich elektromagnetickych a
setrvacnych vlastnosti. Ionty se bud’ mohou pripravit ionizaci v iontovém zdroji nebo
mohou byt privedeny mobilni fazi napriklad u spojeni hmotnostniho spektrometru
s kapalinovou chromatografii. Tyto ionty jsou pak separovany nebo filtrovany podle
pomeéru jejich hmotnosti k naboji (m/z) a nasledné detekovany.

Hmotnostni spektrometr se v podstaté sklada z péti ¢asti: zavadéci element pro
vzorek, iontovy zdroj, hmotnostni analyzator, detektor a pocita¢ pro naslednou
analyzu dat. Tyto ¢asti jsou popsané na Obr. 6. Zavedeni vzorku miize byt bud’ piimé
nebo prostfednictvim separac¢niho =zarizeni, jako je plynovad chromatografie,
kapalinova chromatografie nebo kapilarni elektroforéza (CE).

\70rd\ ionty ionty ' sxmlal
Vstup Iontmw Hmomostm Det th or / pracovani
vzorku zde anal\ zator at
L ) J data
e vakuum P
T — Hmotnostni
spektrum

Obrazek 6: Zdkladni schéma hmotnostniho spektrometru. Prevzato z: Siegel, 2014.
loniza¢ni techniky

K ionizaci vzorku se vyuziva cela rada ionizac¢nich technik, které se voli podle
specifik dané latky. lonizacni techniky lze rozdélit podle velikosti vyuZzivané ioniza¢ni
energie na ,mékké“ionizac¢ni techniky, ze kterych priionizaci vznikaji tzv. protonované
Ci deprotonové molekuly, dale pak na ionizacni techniky ,tvrdé“.

Prikladem ionizac¢nich technik mékkych je ionizace za atmosférického tlaku
(API), zahrnujici (ESI), coZ je ionizace elektrosprejem. Dale pak zahrnuje i ionizaci
chemickou za atmosférického tlaku (APCI), fotoionizaci za atmosférického tlaku (APPI)
a jako posledni ionizaci desorpci laserem za dcasti matrice (MALDI).

Jak uvadi Novdkovd (2013), u tvrdych ioniza¢nich technik c¢asto dochazi
k rozsahlé fragmentaci molekul. Typickym prikladem je (EI), coZ je elektronova
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ionizace, pri niZ dochazi k ovlivnéni elektromagnetickych poli a uvolnéni valen¢niho
elektronu, coz vede ke vzniku molekularniho iontu M+-.

Hmotnostni analyzdtory

Po vytvoreni iontd v plynné fazi se dale piivedou do hmotnostniho analyzatoru,
ktery je rozdéli podle jejich poméru m/z a poté umoZni jejich urychleni a fokusaci.
Déleni iontli muzZe probihat na zdkladé rlznych fyzikalnich principti uvedenych
v Tabulce 1. Na zakladé stabilizace oscilaci iontli v kombinaci stejnosmérného
se stfidavym napétim pracuje napriklad kvadrupolovy analyzator, ktery je sloZeny ze
Ctyt rovnobézné umisténych valcovitych tyci. Protilehlé tyCe jsou nabité kladnym a
zapornym potencidlem stejnosmérného napéti a na vSechny tyce se zaroven privadi
vysokofrekvencni stiidavé napéti. lonty jsou zavedené do kvadrupolového pole a
zacnou kmitat v roviné kolmé na délku tyce. Podle jejich m/z a stabilnich oscilaci pak
prochazeji pres kvadrupoélovy filtr na detektor nebo jsou vedeny do fragmentacni ¢asti
hmotnostniho spektromentru.

Na zakladé analyzy razné frekvence harmonickych oscilaci iontd pracuje
nejnoveéjsi hmotnostni analyzator orbitrap, ktery byl pouzit v této bakalarské praci.
Orbitrap funguje na principu iontové pasti, kde se vyuziva vnéjsi a stredova elektroda,
zobrazené na Obr.7. lonty jsou privedené ke stiedové elektrodé, kolem které rotuji a
soucasné podélné osciluji v zavislosti na jejich m/z a vloZeném kvadrologaritmickém
napéti. Rozliseni iontii zavisi na helikalnich oscilacich, které jsou charakteristické pro
rizné ionty. Zachycené ionty jsou pak detekovany a pievedeny na hmotnostni
spektrum pomoci Fourierovy transformace vystupniho superponovaného
frekvenc¢niho signalu orbitrapu.

Obrazek 7: Schéma orbitrapu. a: stredovd/centrdlni elektroda, b: vnéjsi dvoudilnad

elektroda, c: izolacni keramicky prstenec, ktery slouzi k rozdéleni vnéjsi elektrody.
Prevzato z: Gross,2017.
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Tabulka 1: Typy analyzdtorti a jejich princip separace. Vytvoreno podle: Novdkovd, Dousa
2013.

Typ MS analyzatoru Symbol Princip separace
Magneticky analyzator B Zaktiveni drahy letu iont v magnetickém
poli
Kvadrupolovy analyzator Q Stabilita oscilaci ionti
Iontova past IT Stabilita oscilaci ionti
Analyzator doby letu TOF Riizna doba letu iontli
Orbitrap OT Riizna frekvence oscilaci iontli
Iontovy cyklotronova ICR Riizna absorpce energie pri cykloidalnim
rezonance pohybu iontii v magnetickém a elektrickém
poli

V této bakalarské praci byl pouZivan hybridni kvadrupél-orbitrapovy hmotnostni
spektrometr Q Exactive Plus (od firmy ThermoFisher) s vysokym rozliSenim, ktery se
sklada znékolika zakladnich casti. Prvni Casti je vyhrivany iontovy zdroj typu
elektrosprej, ktery pripravuje ionty pro hmotnostni analyzu. Za iontovym zdrojem se
nachazi evakuovana iontova optika sloZena s tzv. RF ¢ocek. Dale je zapojen pokrocily
aktivni vodic paprski (AABG), ktery zakfivuje drahu vybranych iontd do dhlu 90°. Za
vodicem parpskl je kvadrupdlovy hmotnostni filtr, ktery umoznuje presny vybér
prekurzorovych iontl pro dal$i analyzu. lonty, které prochazeji kvadrupdlem nasledné
vstupuji do specialni regulacni C-pasti, kde jsou proudy ionty bud sméfovany do
kolizni cely, nebo jsou vedeny do vlastniho orbitrapu. C-past také slouzi jako ulozisté
iontovych fragmentd, které jsou v zavislosti na skenovacim reZimu vpoustény do
z kolizni cely do orbitrapu. Koordinovanou funkci C-pasti zajiStuje elektronika a
ovladaci software. Vysoky stupen vakua a privod dusiku jako kolizniho plynu zajistuji
speciadlni pumpy a regula¢ni prvky. Q Exactive Plus byl navrzen s cilem poskytnout
analytiklim spolehlivy nastroj pro charakterizaci a kvantifikaci Siroké Skaly analyti
(Obr. 8).
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Obrazek 8: Schéma hmotnostniho spektrometru Q Exactive Plus. Prevzato z: Hoegg et
al, 2017.
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Tandemovd hmotnostni spektrometrie (MS/MS)

Experimenty pomoci MS/MS vyuzivaji spojeni dvou hmotnostnich analyzatort a
fragmentaci iontli pomoci CID (kolizné indukovand disociace), zobrazené na Obr. 9.
Pomoci prvniho hmotnostniho spektrometru se vyberou dané ionty, které projdou a
fragmentuji se srazkami s inertnim plynem. Tyto fragmentované ionty se pak analyzuji
ve druhém hmotnostnim spektrometru (Karst, 2007).

lontovy |, [EEEaE] —| M4 = EE—
zdroj —

CiD

Obradzek 9: Schéma tandemové hmotnostni spektrometrie. Prevzato z: Novdkovd,
Dousa 2013.

Detektory

U modernich detektord se nejcastéji preménuje energie dopadajicich iontli na
elektricky signal, ktery se vyhodnocuje a zpracovava pocitatem do hmotnostniho
spektra. Prikladem detektoru u hmotnostni spektrometrie je elektronovy nasobic,
Faradayliv detektor nebo jim mtze byt i orbitrap, ktery slouzi jako hmotnostni
analyzator i jako detektor. Orbitrap detekuje zachycené ionty a prevadi je na
hmotnostni spektrum pomoci Fourierovy transformace (Zdruba, 2016).

Hmotnostni spektrum

Vysledkem méreni je MS spektrum tvorici graf zavislosti intenzity (osa y) iontl
na poméru jejich hmotnosti a naboje m/z (osa x). Hodnota intenzity je prevadéna na
%, tedy nejintenzivnéjsi pik v MS spektru bude mit hodnotu 100 %.

1.4.2 Zakladni typy skenii a chromatografickych zaznami

Pomoci skenovani hmot m/z ziskavame zaznamy slouzici k identifikaci latek a
kurceni jejich molekulové hmotnosti. Hmotnostni spektrometr lze vyuZivat i
samostatné, ale béZnéjsi je jeho zarazeni za LC, kde slouZi jako detektor a umoZziiuje tak
tvorbu chromatogramii. Prvni zptisob, kterym Ize zobrazit zaznam vSech intenzit iontf,
je chromatogram celkového iontového proudu (TIC), ze kterého lze ziskat extrahovany
iontovy chromatogram (XIC), kdy se zobrazuje chromatogram pouze jednoho iontu.
(Novdkovd, Dousa 2013)

Typy MS skenii mizeme rozdélit podle pouzité metody na:

1.Jednoduché skeny, kam patfi tzv. full scan a selektivni zdznam jednoho nebo vice
jontu (single ion monitoring, SIM)

2.MS/MS skeny, kam patti sken produktovych iontd, sken iontd prekurzoru, sken
neutralnich ztrat a sken jedné nebo vice iontovych reakci
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Diky zdkladnimu skenu mérime hmotnostni spektra v plném rozsahu m/z (full
scan) a ziskavame kompletni informace o iontech analyzované latky. Zakladni sken
nam miiZe poskytnout zdznam intenzity vybrané m/z v ¢ase nazyvany rekonstruovany
iontovy proud (Reconstructed ion current, RIC). Z RIC je pomoci softwaru mozné ziskat
vySe zminény chromatogram XIC (Novdkovd, Dousa 2013). Selektivni zaznam jednoho
nebo vice iontli (Selected Ion Monitoring, SIM) ndm poskytuje vybér jednoho iontu
pomoci nastavenych parametrii. SIM méri intenzitu pouze jednoho iontu, ¢im se
vyrazné zvySuje citlivost na rozdil od zakladniho skenu. Zakladni sken, ktery
pouzivame pro kvalitativni analyzu a SIM pouzivany pro kvantitativni analyzu jsou
zobrazeny na Obr. 10.
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Obrazek 10: Selektivni zdznam vybraného iontu (m/z). Prevzato z:
http://holcapek.upce.cz/vyuka-ms-org-anal.php.

Sken produktovych neboli dcefinych iontl (Product Ilon Scan, PR) méfi
fragmentované ionty, které vznikly tandemovou spektrometrii z vybraného iontu jako
prekurzoru. PR poskytuje bohatéjSi informace o strukture latky nez sken
prekurzorovych ionti neboli rodicovskych iontli (Precursor Ion Scan, PI). Skenem
neutralnich ztrat (Neutral Loss Scan, NL) monitorujeme vSechny ionty, které podlehly
ztraté castice o urcité m/z. Dale pak mizeme sledovat fragmentacni reakce urcitého
iontu pomoci selektivniho zdznamu jedné (SRM) nebo vice reakci (MRM) (Novdkovd,
Dousa 2013).

V této bakalarské praci jsme pouzili jesté dalsi typy zaznami, a to fragmentaci
vSech iontl (all ion fragmentation, AIF) a data dependentni skenovani (dd-MSZ2)
v kombinaci s full skenem. U metody full sken/AIF se v prvnim skenovacim kroku
provadi uplna kontrola iontii v jejich daném hmotnostnim rozsahu (tzv. Full MS). V
druhém skenovacim kroku jsou pak v§echny ionty fragmentovany (AIF), shromazdény
a analyzovany (Kumar et al. 2013). Full sken a AIF se béhem analyzy stale opakuji
srozestupem nékolika desetin vteriny. Metoda Full MS/dd-MS2 zahrnuje vybér
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nejintenzivnéjSich iontd z full skenu, které pak podrobi fragmentaci a dalsimu skenu
téchto produktovych iontd.

1.5 Metody identifikace chemickych struktur ve
vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii

Vyvoj hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (high resolution, HR)
hraje klicovou roli v identifikaci metabolit, a to se zlepSenou piesnosti, stabilitou a
kvalitou. U metody identifikace latek pomoci vysokorozliSovaci hmotnostni
spektrometrie mizeme predikovat za urcitych podminek elementarni slozeni dané
molekuly nebo pomoci fragmentace urcit strukturni vlastnosti. Elementarni sloZeni
analytu se urcuje pomoci nékolikanasobné linearni regrese nebo empiricky na zakladé
porovnani experimentalni a teoretické izotopické distribuce zkoumaného iontu
(izotopické obalky) (Holcapek, 2001). Uplatiiuji se také rliznd pravidla, ktera Ize ve
zkratce uvést takto:

hledani kombinace o¢ekavanych prvki jako C, H, O, N, S, P, popft. halogend,
sudy pocet elektront,

dusikové pravidlo,

pravidlo ekvivalentt kruhti a dvojnych vazeb (RDB pravidlo),
charakteristicka isotopicka distribuce (napft. u Cl a Br),

spravny pomér H/C atomi.

0O O O 0O O O

Pii identifikaci metaboliti se na zakladé empirickych predpokladii hleda
domnély metabolit jako nezndmy iont, charakterizovany m/z ktery ma vztah
k parentni latce. Hlavnim voditkem je tu necilena LC-MS/MS analyza metabolického
produktu, vzorku tzv. blankového biotransformacniho prostiredi a Cistého roztoku
zkoumané parentni struktury. Nezbytna je tandemova analyza MS, rozbor iontového
chromatogramu a podrobné studium hmotnostniho spektra, ze kterého vyvozujeme
strukturu metabolitu na zakladé srovnavani jednotlivych fragmentd, jejich m/z a
intenzity. Odtud ziskavame informace, jak se plvodni iont rozpadl a jakou ma
pravdépodobnou strukturu, jelikoZ funk¢ni skupiny poskytuji charakteristické ztraty
(naptiklad zména m/z= - 18,01528 z dlivodu odsStépeni molekuly vody z primarniho
alkoholu). (Zdruba, 2016) Pri velmi narocném urcovani chemické struktury z jejiho
HRMS fragmenta¢niho spektra lze s vyhodou vyuZivat specidlni software (napft.
MassFrontier, MetWorks) a databaze hmotnostni spekter (napi. HMTB, mzCloud). Dale
se vyuzivaji programy, které predikuji lipofilitu molekul (napft. log P), na jejimz zakladé
lze interpretovat pozorované chromatografické vlastnosti neznamych metabolita (tj.
retencni cas).

U identifikace struktur uplatiiujeme obecna pravidla jako (Holcapek, 2001):

1. pravidlo sudého poctu elektronti:
- Fragmentaci iontt s lichym poctem elektronii vznikaji opét ionty s lichym
poctem elektronti nebo ionty se sudym poctem elektronti
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- Fragmentaci ionti se sudym poctem elektronti vnikaji pouze ionty se
sudym poctem elektronii
2. Dusikové pravidlo, platici pro ionty EE*
- Priliché hodnoté m/z ma molekula sudy pocet dusikt
- Pri sudé hodnoté m/z ma molekula lichy pocet dusikti

1.6 Zakladni valida¢ni parametry pro analytické a bioanalytické
metody

Validace je nezbytnym krokem kontroly kvality u vyvijenych analytickych metod
a zaroven poskytuje dlikaz, Ze dana analytickd metoda bude poskytovat vysledky
odpovidajici danym specifikacim. Dle zdkona musi kazda klinicka analyticka ci
bioanalyticka laboratot provadét validaci metod. Validace se poZaduje i u odbornych
védeckych Casopisii a ¢lankd. Validaci analytickych metod se zabyvaji organizace jako
FDA (Food and Drug Administration), EMA (European Medicines Agency) a IUPAC
(International Union od Pure and Applied Chemistry) (Novdkovd, Dousa 2013).

Vybér valida¢nich parametri je dan podle predpist ICH (The International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use) a
zahrnuje:

Spravnost (accuracy),
Presnost (precission),
Selektivitu

Mez detekce

Mez stanovitelnosti
Linearitu

Rozsah

Robustnost

0O O O O o0 O O O

Spravnost metody (accuracy, u Ceského nazvoslovi maji valida¢ni Kkritéria
nékolik alternativ, kdy se napftiklad pro accuracy doporucuje pouZivat termin
presnost) definujeme jako miru shody mezi nalezenou (vysledkem meéreni) a
skutecnou (referen¢ni) hodnotou, jejichZ rozdil se nazyva chyba vysledku. Chyba
vysledku miize byt systematicka (soustavna), ne bo ndhodna, kterou nelze
odstranit. Pomér nalezené a referencni hodnoty se nazyva vytéZnost/navratnost a
znaci se v %.

Spravnost dané metody mizeme zjistit:

1. analyzou modelového vzorku,

2. analyzou vzorku s pridavkem standardni latky,
3. analyzou vzorku s pridavkem znamych necistot,
4. pouzitim jiné nezavislé metody.

Pfresnost metody (precision, popi. soucasné doporuceny cCesky ekvivalent
preciznost) vyjadifuje miru shody nalezenych vysledkii pro vice stanoveni,
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provedenych se stejnym vzorkem za predem danych podminek. Presnost mizZeme
vyjadrit jako opakovatelnost, mezilehlou presnost a reprodukovatelnost.

o Opakovatelnost (repeatability) vyjadiuje presnost metody mezi navzdjem
nezavislymi vysledky za stejnych podminek a v kratkém ¢asovém rozmezi.

o Mezilehla presnost (intermediate precision) vyjadiuje miru shody vysledki
provedené vjedné laboratofi za moZnosti analyzy jinym pracovnikem
v rozdilny den nebo na jiném zarizeni.

o Reprodukovatelnost (reproducibility) vyjadiuje presnost shody vysledki
analyzovanych mezi riznymi laboratoremi.

Linearita (linearity) se vyjadruje jako schopnost dané metody v daném rozsahu
poskytovat vysledky, které jsou pfimo imérné koncentraci analytu ve vzorku. K uréeni
linearity se pripravi sada kalibra¢nich roztoki o rtznych koncentracich, pokryvajici
rozsah metody (range). Rozsah metody se charakterizuje jako uzavieny interval
hodnot, pro ktery je dand metoda pouZitelna. Pouzivaji se zde oznaceni LLOQ (lower
limit of quantitation), coz je dolni mez stavitelnosti. A poté ULOQ (upper limit of
quantitation), tedy horni mez stavitelnosti (Novdkovd, Dousa 2013).

vV

vV

dostatec¢nou presnosti a spravnosti.

Selektivita metody (method selectivity) je schopnost dané metody
charakterizovat kvalitativni i kvantitativni sloZeni vzorku v pfitomnosti dalSich latek.
Lze ji testovat na zdkladé porovnani vysledkii namérenych vzorki se vzorky standardu.
JelikoZ je selektivita metody zavisla na pouZitém technickém vybaveni, musi se proto
vytvorit pro kazdy systém individualni program stanoveni (Novdkovd, Dousa 2013).
Selektivita metody tzce souvisi s jeji specifitou, coZ je schopnost metody mérit pouze
veliCinu, kterA ma byt stanovena. Je také potieba diikaz, Ze sledovand latka
neinterferuje s jinou latkou a zda se nevyskytuji v dané analytické metodé vyznamné
matricové efekty.

Robustnost metody je mira vlivu kolisani trovné jednotlivych parametri na
vysledek analytického stanoveni. K méreni robustnosti metody se sleduji zmény dané
metody (napf. zmény priitoku mobilni faze, zmény teploty kolonového termostatu).
Robustnost Ize stanovit pro zmény jedné proménné a vyjadrit ji dopadem na sledovany
retencni cCas, chromatografickou selektivitu, presnost kvantifikace ¢i linearitu
kvantifikace (jednorozmérna analyza dat). Lze také provést takzvanou vicerozmérnou
analyzu dat, kdy se testuji zmény na zakladé planovanych pokusti (Novdkovd, Dousa
2013). Vedle robustnosti se rovnéz ovéruje béhem validace tzv. ptsobilost systému
(system suitability test, SST), ktera v podstaté udava, zda jsou analytické pristroje pro
danou metodu vhodné a poskytuji stale spolehlivé vysledky i pii malych odchylkach
riznych technickych parametri. SST je Gzce spjat s béZnou praxi, kdy se pro validaci
analytickych metod mohou vyuZivat jen tzv. kvalifikované a kalibrované pristroje.
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1.7 Metody vyvoje necilené LC-MS analyzy in vitro metabolitt

Studie metabolismu hraji dtileZitou roli pii objevovani, vyvoji a charakterizaci
léciv. Dilezitym nastrojem pri identifikaci metaboliti 1éciv je pravé spojeni
kapalinového chromatografu s hmotnostnim spektrometrem s vysokym rozliSenim.
Diive se kstudiu metaboliti vyuzivala spiSe plynova chromatografie (GC), cozZ je
vysoce ucinna a citliva technika. Jeji nevyhoda spociva v rozsahlé pripravé vzorkd,
jelikoz se pri ni vyuzivaji pouze tékavé slouceniny nebo slouceniny, které se po
derivatizaci stavaji tékavé. Ztoho diivodu se nyni upiednostiuji vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC) a ultra vysoce uc¢inna kapalina chromatografie
(UHPLC), u kterych neni potireba derivatizace analyt{, lze je provadét pti laboratorni
teploté a je u nich mozna komplexnéjsi analyza latek s vyuZzitim pestrého spektra
stacionarnich a mobilnich fazi a elu¢nich rezimi. U necilené LC-MS analyzy se vyuziva
hmotnostni spektrometr, jako je TOF, Q-TOF nebo orbitrap, pracujici v rezimu plného
skenovani (Gorrochategui, 2016). Tento tzv. full scan reZim umoZiuje detekovat ionty
analyti v Sirokém rozmezi hodnot m/z, coz je vychodiskem pro odhaleni neznamych
latek ve zkoumaném vzorku. Z chromatografického pohledu je pro necilenou LC-MS
analyzu vhodné vyuZivat predevSim gradientové elucni programy, které mohou
separovat latky srozdilnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi béhem relativné
kratké doby.

Spojeni LC-MS a zlepSovani analytickych technik pro studium metabolitl vedlo
k rozsireni datovych soubord, jelikoZ z hmotnostni spektrometrie ziskavame velké
mnozstvi dat k velkému poctu méreni (tj. MS spektrum v kaZzdém retencnim case).
Analyzu dat proto rozdélujeme analogicky k LC-MS analyzadm na cilené a necilené
studie metaboliti. U cilenych studii se zamérujeme na vyzkum zndmych metabolitd,
zatimco u necilené studie hleddme komplexnéjsi informace ke studiu metabolitd,
abychom mohli urcit jejich nezndmou chemickou strukturu a pripadné i mnoZstvi.
Z toho dlivodu vyzaduje analyza dat pro necilené studie velmi rozsahlé zpracovani LC-
MS chromatogrami (Gorrochategui, 2016).

Vyvoj chromatografické metody zahrnuje volby podminek k dosaZeni co
nejdokonalejSi separace pro naslednou detekci latek, a to co v nejkratsim moZném
Case. Pfredné se zkousi riizné systémy stacionarni a mobilni faze. U mobilnich fazi se pti
vyvoji napf. obménuji kombinace rozpoustédel s riiznou eluc¢ni silou, upravuje s pH
nebo se pridavaji riznd aditiva a modifikatory. Klasickou soucasti vyvoje
chromatografické metody jsou testy elu¢nich reziml (normalni, polarné organicky,
reverzni) a elucnich programi (napf. gradientovy, vice krokovy). Pri vyvoji
chromatografické metody je nutné ale pamatovat na to, Ze v pripadé hmotnostné
spektrometrické detekce jsou na mobilni fazi kladené urcité podminky (napft.
nepritomnost latek s vysokou teplotou tani, nepritomnost latek s vysokou persistenci
v Castech spektrometru) (Riter et al. 2005).

Vramci necilené hmotnostné spektrometrické analyzy je nutné volit
kompromisni nastaveni, které umozni stanoveni nejvysSiho poctu predpokladanych
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analytd. V prvni radé je potieba zvolit polaritu detekéniho mdédu a nastavit iontovy
zdroj (napt. elektrické napéti, teplotu a pritok plyni u HESI). U nékterych
hmotnostnich spektrometri 1ze k nejvyhodnéj$imu nastaveni vyuzit autokonfigura¢ni
funkci nebo je mozné spravné parametry pro danou analytickou metodu nalézt
v manualu pristroje. Obecné se optimalizuje cela fada parametrt, které jsou specifické
pro konkrétni typ hmotnostniho spektrometru (napt. napéti na S ¢ockach, kolizni
energie). Pro uspésSnou identifikaci nezndmych metaboliti ma také zasadni vliv
nastaveni skenovacich rezima (napt. velikost m/z oken, nastaveni kolizni energie,
tabulek ¢i funkci pro selekci prekurzorovych iontd apod.)

Vyvoj a optimalizaci LC-MS Ize shrnout do nasledujicich kroki zobrazenych na
Obr.11. Ke konfiguraci LS-MS metod lze rovnéZ vyuZzit nékteré pocitacové programy a
statistické techniky, které jsou schopné provadét multiparametrovou optimalizaci
(Hechtetal. 2016).

Analyza fyzikalné-chemickych vlastnosti vzorku a urceni cile metody

Vybér zplsobu detekce metabolit

) 2

Volba separaéniho médu

Volba stacionarni a mobilni faze

) 2

PredbéZné experimenty s vyuzitim standartnich latek

Volba metody pro pfipravu a tupravu vzorku

Vlastni optimalizace

¥

Validace metody

Obrazek 11: Vyvoj a optimalizace analytické metody.
1.8 Metody kvantifikace v LC-MS

Cilem analytickych metod je vedle kvalitativniho urceni sloZek zkoumaného
vzorku také stanoveni mnozstvi jednotlivych sloZek. K tomuto tcelu se v LC vyuZivaji
rizné metody kalibrace, které poskytuji spolehlivy matematicky vztah mezi velikosti
odezvy detektoru a mnoZstvim zkoumané slozky vzorku. Z pohledu zpracovani
pozorovanych dat se tvorba kvantitativni metody LC vZdy opira matematickou regresi,
pomoci niZ se odvodi korela¢ni vztah mezi plochou piku v chromatogramu (popft-. i
vySkou piku za urcitych podminek) a odpovidajicim mnoZstvim sledované latky ve
vzorku. Nutnou podminkou pro spravnou konfiguraci kvantitativni analytické metody
je v podstaté splnéni validacnich kritérii, ktera byla uvedena v predchozich kapitole.
Validovanou analytickou metodou lze tedy primarné pouZit pro kvantifikaci jednoho ¢i
vice analyti.
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Principem kalibrace kvantitativnich analytickych metod je v podstaté vytvoreni
predikéniho statistického modelu na zakladé strojového uceni (tzv. machine learning)
ze znamych empirickych dat. Kalibraci detekce jak v LC-UV ¢i LC-MS metodach lze
uskutecnit pomoci série kalibra¢nich méreni, jejichZ technické provedeni zavisi na
metodé Upravy zkoumaného vzorku a typu chyb, které pri méreni ocCekavame.
V analytické praxi se vyuzivaji tyto metody (Novdkovd, 2013):

metoda vnéjsiho standardu (tzv. kalibra¢ni kiivky),
metoda pridavku standardu,
metoda vnitiniho standardu,
metoda vnitini normalizace.

0 O O O

Metoda vnéjsitho standardu neboli kalibra¢ni krivky je klasickou variantou
odvozeni kvantitativni analytické metody. Je zaloZena vétSinou na sestrojeni kalibrac¢ni
primky mezi nejméné 5 pary hodnot koncentraci a pozorovanych ploch pod pikem.
V mensi mite se také pouzivaji i jiné regresni funkce, jako je exponencidla. Tato data
se stanovi LC-UV nebo LC-MS analyzou kalibracni série analytickych standardi
s koncentracemi, které rostou geometrickou radou. Rovnice kalibra¢ni primky, ktera
udava, jaka plocha pod pikem bude pozorovana pfii analyze vzorku s urcitou
koncentraci analytu, slouZzi pak k vyhodnoceni analyzy vzork s neznamou koncentraci
analytu. ProtoZe jadrem kvantifikace je aplikace spolehlivého predikéniho modelu,
provadéji se kalibra¢ni méreni na vSech kalibra¢nich hladinach koncentraci trikrat a
pired akceptovanim modelu se hodnoti vysledna statisticka kritéria, jako je koficient
determinace, standardni rezidualni odchylka nebo normalita rezidui.

Metoda externiho standardu byla pouzita i pro kvantifikaci v této bakalarské
praci. Ostatni metody kvantifikace se pouZzivaji, kdyZz potrebujeme napt. korigovat
chyby, ke kterym dochdzi béhem upravy vzorku (napi. nepresné pipetovani,
odparovani rozpoustédla) nebo, kdyZ postacuje urceni relativni koncentrace analytu
(metoda vnitini normalizace). Podrobnosti o téchto metodach lze nalézt v citované
oborné literature (Novdkovd, 2013).

1.9 Vlastnosti kathinonu a jeho derivatl

Kathinon, presnéji (S)-kathinon, je alkaloid obsazeny v rostliné Catha edulis u
které prispivad k jejim psychostimulacnim ucinklim. V ¢isté formé je (S)-kathinon
nazloutlym praskem s nizkou teplotou tani (Tt= 46.5 °C), ktery je dobre rozpustny
v diethyleteru a methanolu, hiife vSak ve vodé (Pubchem). Chemicky je (S)-kathinon
primarnim aminem, podobny amfetaminiim, lisf se vSak obsahem prochiralni ketonové
funkéni skupiny (Fojtikovd, 2017). Tuto strukturni podobnost mizeme vidét na
Obrazcich 12 a 13 . Pficemz mizeme rovnéz usoudit, Ze obé latky maji podobné
fyzikalné-chemicke i biologické vlastnosti.
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NH,

CHj,

Obrazek 12: Strukturni vzorec (S)-kathinonu

pKa=7,55logP=1,176 logD7,4=0,79

NH,

CH,

Obradzek 13: Strukturni vzorec amfetaminu
pKa=10,01 logP=1,804 logD74=-0,81

Catha edulis (khat) je nejznaméjsim zastupcem rodu Catha z ¢eledi Celastraceae
(jesencovité). Je to stromovity ker plvodem z Etiopie, péstuje se ale i uméle
v jihovychodni ¢asti arabského poloostrova a v fadé africkych statd, jako naptiklad v
Keni, Somdlsku a Tanzanii (Patocka, 1999). V roce 1930 byl v této rostliné
identifikovany alkaloid jménem kathin (Obr.14), ktery byl u ni povaZovan za
dominantni a hlavni aktivni sloZzku. To se ale zménilo roku 1975, kdy byly kathové listy
znovu analyzovany a zjistila se pritomnost dalsitho alkaloidu, kathinonu, ktery ma
podobnou strukturu jako kathin. Testovani uc¢inkl kathinonu v roce 1994 potvrdilo, Ze
(8)-kathinon ((S)-(-)-2-amino-1-fenyl-propan-1-on) je hlavni tc¢inna latka v rostliné
Catha edulis a kathin ((1S,25)-2-amino-1-fenylpropan-1-ol, D-norpseudoefedrin) je
jeho méné aktivni metabolit.

T

NH;

CHa

Obrdzek 14: Strukturni vzorec kathinu

pKa=9,34 logP=0,885 logD7,4=-1,09
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Obrdzek 15: Cerstvé listy khatu (Catha edulis). Prevzato z: Wolff et al. 2016.

(8)-Kathinon je nestabilni latka, ktera se pri suSeni kathy po nékolika dnech
rozkladd a dimerizuje na neaktivni 3,6-dimethyl-2,5-difenylpyrazin. Kromé (S)-
kathinonu a kathinu katha produkuje rozmanité taniny, flavonoidy, steroidy a
polyhydroxylované seskviterpeny (tzv. katheduliny). Pro své psychoaktivni ucinky se
(8)-kathinon stal predlohovou strukturou nékolika desitek syntetickych ,kathinoni*
které nachazeji uplatnéni ve farmakoterapii nebo jsou zneuzivané jako
psychostimula¢ni drogy. Dalsi informace o (S)-kathinonu jsou uvedeny v nasledujicich
podkapitolach.

1.9.1 Farmakologie a toxikologie kathinonu

Béhem zvykani mladych listi Catha edulis (Obr.15) se uvoliuji aktivni slozky
kathu, z nichz je (S)-kathinon kviili vy$s$i rozpustnosti v tucich vice psychoaktivni nez
ostatni alkaloidy. (S)-Kathinon je v rostliné enzymaticky degradovan na méné aktivni
kathin. Degradace se v dlisledku vystaveni slune¢niho svétla a tepla zrychluje, proto se
rostliny obvykle bali do bananovych listd.

Ve 100 g list khatu se vyskytuje okolo 78-343 mg (S)-kathinonu. Béhem
zvykani se uvolni okolo 90 % ucinné latky, jejichZ tcinky se objevuji do 30 minut a
trvaji okolo 3 hodin. Mezi hlavni subjektivni uc¢inky ($)-kathinonu patfti euforie, pocit
zvySené bdélosti a nadbytku energie. Hlavni cesta absorpce kathinonu je dstni sliznice,
kde se absorbuje priblizné ze 60 %. Zbytek pozitého (S)-kathinonu je nasledné
absorbovan gastrointestinalnim traktem. (§)-Kathinon se metabolizuje v lidském téle
z Casti na kathin, norefedrin a norpseudoefedrin. Ze 7 % davky se pak vylucuje
nezménény moci (Amitava Dasgupta, 2019).

Komplikace pfti uzivani (S)-kathinonu jsou podobné komplikacim pozorovanym
pfi pouzivani amfetamint. (S)-Kathinon je vSak méné psychostimula¢ni nez
amfetamin, ackoliv nékteré studie prokazaly ekvivalentni dopaminergni uc¢inek na
centralni nervovy systém (CNS). Negativni uc¢inky (S)-kathinonu na lidsky organismus
zahrnuji kardiovaskularni potiZe, zvySeny krevni tlak a je zde spojeni se zvySenym
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rizikem mrtvice a dmrti. V nékterych pripadech byla téZ pozorovana souvislost abusu
kathu se vznikem rakoviny jazyka a s poskozenim jater. Khat uc¢inkem na periferni
nervovy systém zpusobuje zacpu, zadrzovani moc¢i a akutni kardiovaskuldrni
problémy. Plsobeni na CNS dale vyvolava zvysSenou bdélost, zavislost a psychiatrické
priznaky. Vysoké davky (S)-kathinonu vyvolavaji psychotické reakce, po odeznéni
ucinku naopak prichazi deprese, podrazdénost, anorexie a nespavost.

1.9.2 Mechanismus ucinku kathinonu

(8)-Kathinon piisobi na CNS podobnymi stimula¢nimi Gcinky jako amfetaminy.
Vsechny kathinony, zahrnujici ptirodni (S)-kathinon a jeho syntetické derivaty, jsou
inhibitory monoaminovych transportérii. Mechanismus ucinku (§)-kathinonu spociva
ve stimulaci uvoliiovani dopaminu a inhibici jeho zpétného vychytavani, podobné jako
u amfetaminu. (§)-Kathinon se dale vaze na dopaminové a serotoninové receptory,
nejvyssi afinitu ma vsak k norefedrinovym receptortim.

1.9.3 Vyuziti kathinonu

Pfirodni kathinony v listech Catha edulis se mohou Zvykat nebo susit na caj,
ktery je zndmy pod nazvem ,Abyssinia“. Dale se pak khat vysuSuje na prasek, ktery lze
konzumovat jako pasta s medem, nebo se vyuzivaji jeho alkoholové vytazky. Kathinon
se objevil i ve formé tobolek, jako napiiklad kapsle Hagigat, které obsahuji 200 mg
kathinonu (Kelly John P., 2011). Tyto kapsle byly v izraelskych ulicich dostupné jako
prirodni stimulant a afrodiziakum. Globalni distribuce khatu se v poslednich
desetiletich vyrazné zvysila, tudiZ je khat dostupny na evropském i americkém trhu.
Objevil se naptiklad na nezakonnych drogovych trzich Spojenych statd, Kanady nebo
Nového Zélandu. Kathinon byl pridan do seznamu kontrolovanych latek v roce 1993 a
je zakdzan v evropskych zemich, Spojenych statech a v Kanadé. Naproti tomu je uZivani
rostlin khat legalni v Jemenu, Somalsku a Etiopii.

Syntetické kathinony se mohou uZzivat oralng, intravendzné nebo rektalné a maji
podobné ucinky kokainu a metamfetamintim. K dostani jsou syntetické kathinony
predevsim v krystalické formé jako koupelové soli a daji se zakoupit v internetovych
obchodech napf. pod anglickymi nazvy (Bliss, Magic, Meow Meow). UZivanim téchto
latek miize dojit ke komplikacim jako jsou halucinace, paranoia, neklid nebo
sebevrazedné myslenky. Dale pak k poruchdm srde¢niho rytmu, hypertenzi nebo
Spatnému prokrveni perifernich tkani.

1.9.4 Derivaty kathinonu

V soucasné dobé zname priblizné 30 derivatl kathinonu, které zahrnuji Sirokou
skalu latek, jako je naptriklad butylon, ethylon, methylon a mefedron (4-
methylmethkathinon). Tyto latky jsou takzvané beta-keto znackové 1éky a vznikly
zménou struktury kathinonu. NejbézZnéji dostupné beta-keto kathinony prodavané na
nelegdlnim trhu aZ do roku 2010 byly mefedron a methylon (Brunt et al, 2011).
Mefedron (Obr.16) je synteticka stimulacni droga, ktera miize byt ve formé kapsli,
tablet nebo bilého prasku. Do roku 2009 byl mefedron velice rozsifen jako legalni a
levna alternativa k 3,4-methylendioxymethamfetaminu (extaze, MDMA). Dale se pak
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miiZe objevit ve smési s methylonem jako produkt zvany ,bubliny” nebo jako smés s
butylonem.

CHj
H3C

Obrazek 16: Strukturni vzorec mefedronu
pKa=8,05 logP=2,122 logD7,4=1,39

DalSimi derivaty kathinonu jsou methylon a butylon, zobrazené na obrazcich
17,18. Methylon se objevil pod obchodnim nazvem ,Exploze“ kolem roku 2004 a
podobné jako mefedron vykazuje uc¢inky souhlasné k MDMA. V Nizozemsku se prodava
jako kapalina v lahvickach, oznacené jako ,osvéZovac¢ vzduchu“. (Bossong 2005)
Butylon ptsobi jako stimulant s podobnymi t¢inky jako methylbenzodioxylbutanamin
(MBDB). Spolu s methylonem je zakazan pouze ve Velké Britanii, USA a Dansku (Ldépez-
Arnau, 2012).

Obrazek 17: Strukturni vzorec butylonu

pKa=8,12 logP=1,754 logD7,4=0,96
CH,
Obrazek 18: Strukturni vzorec methylonu

pKa=7,96 logP=1,231 logD7,4=0,57

Dalsi synteticky derivat vyvinut roku 1969 jako centralni stimulant je MDPV (3,4-
methylenedioxypyrovaleron), zobrazeny na Obr.19. Podobné jako methylon se MDPV
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prodava ve specializovanych a internetovych obchodech pod riiznymi nazvy jako:
Magic, Maddie, Black Rob nebo Ivory. Obvykle se vyskytuje jako bily, hnédy nebo
zlutozeleny amorfni krystalicky prasek.

Obrazek 19: Strukturni vzorec MDPV
pKa=7,31 logP=2,987 logD7,4=2,73

1.10 Soucasné poznatky o biotransformaci kathinonu a jeho
derivatl

1.10.1 Biotransformace kathinonu

Hlavni biotransformace tzv. prvniho priichodu (neboli first-pass effect ci
predsystémovy metabolismus) (S)-kathinonu probiha u Clovéka v jatrech, kde z néj
primarné vznikd norefedrin ((1S,2R)-2-amino-1-fenylpropan-1-o0l), coZz je
diastereomer kathinu ((15,25)-2-amino-1-fenylpropan-1-ol, D-norpseudoefedrin).
Biotransformace probihd pomérné rychle, priCemz polocas eliminace kathinonu
z plasmy je priblizné 1.5 + 0.8 hodiny. Naproti tomu polocas eliminace u kathinu ma
hodnotu zhruba 5.2 * 3.4 hodiny.

Vroce 1975 provedli Maitai a Mugera experiment s moci ¢tyf dobrovolnik,
kterym byly podavané listy Catha edulis. V moci se pomoci metody TLC (thin layer
chromatography) a plynové rozdélovaci chromatografie (GLC) cilené identifikoval D-
norpseudoefedrin neboli kathin jako hlavni metabolit. Vysledek v tomto experimentu
vySel pozitivni, jelikoZ sloucenina izolovana z moc¢i méla stejnou Rf hodnotu jako
referenc¢ni kathin ve vSech pouzitych systémech rozpoustédel.

PouZita rozpoustédla:

1.butanol-kyselina octova-voda (60:15:25),
2.butanol nasyceny vodou,
3.methanol-amoniak (100:1,5),
4.isopropanol-voda-amoniak (80:15:5).

U plynové rozdélovaci chromatografie (GLC) vySel retencni ¢as pro zakladni
slouceninu izolovanou z moci stejné jako u kathinu. Tento vysledek potvrdily i pozdé;jsi
experimenty s (S)-kathinonem, kde se pracovalo také s metodou TLC a GLC (Guantai a
Maitai 1983).
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DalSim zkoumanim metabolitli (Brenneisen a Geisshiisler 1986) se zjistilo, Ze
kathinon je metabolizovan redukci 3-keto skupiny na aminoalkoholy, vylu¢ované moci.
Cilem této prace bylo identifikovat hlavni metabolity kathinonu vlidské moci a
studovat mozné rozdily v metabolické cesté opticky Cistych izomerl a racematt
syntetického kathinonu. Racemicky kathinon hydrochlorid byl syntetizovan
modifikovanou verzi Gabrielovy syntézy pouZivajici propiofenon jako vychozi
material. Enantiomery kathinonu pak byly pripraveny separaci racematu kyselinou
(+)-P-gaforsulfonovou. Opticky Cisté kathinonové enantiomery se stanovily podle
pouZzité metody Berrang et al. (1982), kde se vyuzila priprava diastereomernich,
nesymetrickych mocovin a produkty se pak analyzovaly pomoci HPLC. (5)-(-)-kathinon
byl ziskan v 96% cistoté a (R)-(+)-kathinon v 90% Ccistoté. V tomto experimentu byl
1ék podavan tfem dobrovolnikiim peroralné ve formé tablet, obsahujici (S)-kathinon
oxalat, (R)- kathinon oxalat nebo (R)-kathinon hydrochlorid. Vzorky moci pak byly
odebrany po vice nez 24 hodinach. Metabolity se identifikovaly pomoci GC/MS a HPLC
jako norefedrin a norpseudoefedrin. Pro metodu plynové chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (GC/MS) se vyuZivala metoda derivatizace Kyselinou
trifluoroctovou (TFA). Nastavené podminky pro GC analyzu byly:

1.nosny plyn helia pti priitokové rychlosti 3 ml.min-1
2.kapilarni kolona s oxidem kiemicitym OV-1701 s 25 m (Carlo Erba, Milano)
3.teplotni program od 84° do 170° pfi 3° za min-!

Vysledky metody GC/MS:

1.kathinon-TFA: reten¢ni ¢as 18,1 min a hmotnostni fragmenta¢ni spektrum
identické se spektrem ziskanym ze syntetického materialu kathinonu s ionty
m/z (rel. intenzita) 77 (40), 105 (100), 140 (3).

2.Norpseudoefedrin-TFA: reten¢ni ¢as 25,1 min, hmotnostni spektrum identické
s hmotnostnim fragmentacnim spektrem syntetického norpseudoefedrinu s
ionty m/z 77 (45), 79 (80), 105 (15), 107 (100), 126 (5), 141 (80)

3.Norefedrin-TFA: retencni Cas ve vysi 25,4 min a stejné hmotnostni spektrum jako
norpseudoefedrin-TFA

4. Amfetamin-TFA (interni standard): reten¢ni ¢as 15,6 min a ionty m/z 77 (5), 91
(50), 118 (95), 140 (100).

Vysoce Ucinna kapalinova chromatografie (HPLC) se vyuZila pro kvantitativn{
stanoveni hlavniho metabolitu kathinonu. PouZita byla achiralni stacionarni faze typu
C18 a isokraticka elu¢ni metoda. Namérené retencni Casy byly:

1.kathinon 10,6 min

2.(+)-amfetamin (inertni standard) 12,4 min
3.R/S-(-)-norefedrin 15,0 min,
4.R/R-(-)-norpseudoefedrin 15,9 min

Brenneisen a kol. prokazali dale, Ze hlavnim metabolitem (R)-kathinonu
vylucovanym moci je norpseudoefedrin ((1R,2R)-2-amino-1-fenylpropan-1-ol), a
dedukovaly tudiz zavér, Ze béhem biotransformace dochazi u obou enantiomert
kathinonu ke stereospecifické redukci ketoskupiny ze strany Si. Z jejich jednoduché
studie vyplynulo, Ze u enantiomert kathinonu dochazi pti biotransformaci k ¢astecné
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racemizaci, protoZe k racemizaci téchto latek dochazelo ziejmé diky prispévku keto-
enol tautomerie i v ¢istych vodnych roztocich. Pritomnost jinych metabolitti kathinont
v moci tato studie nezjistovala.

Taschwer a kol. vyvinuli roku 2014 chiralni isokratickou HPLC metodu, pomoci
které dokazali separovat smés 20 derivati kathinonu a 6 derivati amfetaminu.
K separaci vyuzili klasickou reverzni fazi typu C18 (tj. LiChroshper 100 RP-18e, 250 x
4 mm / 5 um) a mobilni fazi obsahujici sulfatovany [-cyklodextrin jakoZto chirdlni
selektor. Optimalni vysledky byly ziskany pii pouziti MF s 2.5 % methanolu, 97.5 %
methanolu (v/v) a 2 % sulfatovaného 3-cyklodextrinu na celkovy objem MF.

V odborné literatuie lze nalézt dalsi LC-MS studie, které se vénovaly analyze kathinonu
Ci jeho derivatli napft. ve vzorcich vlasi, slin, krve, moci ¢i odpadnich vod.

1.10.2 Biotransformace derivatd kathinonu
Mefedron:

Zjistit metabolity mefedronu bylo cilem studie z roku 2010 (Meyer M.), kdy se
zkoumala lidska a potkani moc¢ pomoci technik GC/MS. V moci potkani bylo zjiSténo
Sest fazi metabolit mefedronu, zatimco v lidské moc¢i se nalezlo sedm metabolita. Pro
metabolismus mefedronu byly stanoveny nasledujici prekryvajici se metabolické
drahy:

1. odstranénim methylové skupiny mefedronu vznikaji primarni aminy, zodpovédné
za metabolity nor-mefedron, nordihydromefedron a nor-hydroxytolyl mefedron,

2. redukci ketonové skupiny vznikaji alkoholy produkujici nordihydromefedron a 4-
karboxydihydromefedron,

3. tolylové skupiny se oxiduji na odpovidajici alkohol a karboxylovou kyselinu jako
metabolity hydroxytolyl mefedron a nor-hydroxytolyl mefedron.

MDPYV (3,4-Methylenedioxypyrovalerone):

Studie provedend Meyerem roku 2010 na zdkladé analyzy moci potkana
oxidaci a hydroxylaci. Stejného roku provedli Strano-Rossi a jeho kolegové vyzkum,
kde pouzili in vitro model s pomoci lidskych jaternich mikrosomi a bunéénych S9
frakci. Vysledné metabolity byly nasledné extrahovany a analyzovany jako derivaty
trimethylsilylu (TMS) pouZitim plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem (GC/MS). Dale byl pouzit kapalinovy chromatograf ve spojeni
s kvadrupo6lovym hmotnostnim spektrometrem s mérenim doby letu (LC / QTOF) pro
presné potvrzeni struktury metabolitl. Studie prokazaly, Ze hlavnimi metabolity MDPV
jsou katechol a methylkatecholpyrovaleron.
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2 Cil a metodologie prace

Cilem této bakalarské prace bylo provést in vitro biotransformaci (S)-kathinonu
pomoci lidskych jaternich mikrosomd a s vyuzitim vysokoucinné kapalinové
chromatografie spojené s vysokorozliSovacim hmotnostnim spektrometrem
identifikovat a charakterizovat vzniklé metabolity.

Cile bakalarské prace mizeme vyjadrit nasledujicimi body:

Popsat zaklady biotransformace a jeji zakladni in vitro modely
Charakterizovat zaklady LC ve spojeni s MS

Uvést poznatky o (§)-kathinonu a jeho biotransformaci

Provést biotransformacni experiment s (S)-kathinonem v prostredi HLM
Navrhnout a optimalizovat LC-MS metodu

Identifikovat a charakterizovat metabolity (S)-kathinonu

Stanovit stabilitu (S)-kathinonu v HLM prostiedi

O O O O O O O
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3 Prakticka cast
3.1 Pouzité chemikalie

V experimentalni Casti této bakalaiské prace byly jako in vitro modely
biotransformace vyuzité lidské poolované jaterni mikrosomy (HLM), k jejichz aktivaci
byl pouzit roztok RapidStart. HLM se ptipravily z lidské jaterni tkdné od 200 darcta
rizného pohlavi a dodavatel u HLM deklaroval aktivitu cytochromu b5 (0,369
nmol/mg proteinu), aktivitu cytochromi P450 (0,478 nmol/mg proteinu) a NADPH
cytochromu-c-reduktasovou aktivitu (162+7 nmol/mg proteinu/min). Roztok
RapidStart NADPH regeneracni systém byl sloZzen z 0,5 ml 100 mM NADP, 0,5 ml 500
mM glukoézy-6-fosfatu a 0,5 ml glukéza-6-fosfat-dehydrogenasy. HLM i Rapid start byli
zakoupeny od firmy XenoTech.

(S)-kathinon pouZity v této bakalarské praci byl zakoupen od firmy Sigma Aldrich
jako roztok (S)-hydrochloridu v methanolu o konctentraci 1 mg/ml (oznaceni C-019-
1ML).

K ptipravé vzorku pro metabolickou studii byl pouZit chlorid hotetnaty (HPLC
Cistota, Sigma Aldrich), fosfatovy pufr (HPLC ¢istota, Sigma Aldrich) a ultracista voda
(kvalita ASTM typu I). Pro ukonceni metabolického experimentu se pouZzival
vychlazeny acetonitril (ACN, LCMS ¢istota, Sigma Aldrich) na -20°C.

Mobilni faze A byla pripravena pridanim Kkyseliny mravenci (FA, LCMS Cistota,
Sigma Aldrich) do ultracisté vody (0,1 %, v/v). U mobilni faze B se FA pridala do
acetonitrilu (0,1 %, v/v).

3.2 Pouzité pristroje, pomicky a pocitacové programy

3.2.1 Pristrojové vybaveni

o Kapalinovy chromatograf Dionex UltiMate 3000 sloZeny z binarniho
vysokotlakého Cerpadla LPG - 3400RS, vakuového odplynovace, kolonového
termostatu TCC - 3000, autosampleru WTS - 3000 s nastrikovou smyckou o
objemu 25 pl a UV/VIS detektoru DAD - 3000 (ThermoFisher Scientific,
Némecko)

o Hmotnostni spektrofotometr Q Exactive Plus (ThermoFisher Scientific,
Némecko)

o Analytické vahy Sartorius CPA225D - OCE (Sartorius AG, Némecko)

Pristroj pro ultracistou vodu Barnstead Smart2Pure 3 UV/UF (ThermoFisher

Scientific, Bremen, Némecko)

Trepacka Labdancer IKA (Merci, s.r.o, Brno)

Ultrazvukova lazen Elma S 40 (UNIPRO - ALPHA C. S,, spol s r.o., Praha)

Pristroj Eppendorf ThermoTop Thermomixer C (Eppendorf, North America)

Ultracentrifuga Universal 320R (Schoeller Instruments s.r.o., Praha)

o

o O O O
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3.2.2 Pomicky

o Pipety Eppendorf® Reference (0,5 - 10 pl, 10 - 100 pl, 100 - 1000 pl)
o Sklenéné konické inserty (Fischer Scientific)

o Laboratorni Spicky Eppendorf® pro pipety

o Lednice (- 20 °C) a hlubokomrazici box (pro - 80 °C)

3.2.3 Vypocetni programy

Chromeleon 6.80

Xcalibur 3.0.63

Mass Frontier 7.0
ChemOffice 2012
MarvinSketch 18.10
Microsoft Excel 365 ProPlus

0O O O 0O O O

3.3 Pouzité chromatografické kolony

o Kolona Kinetex C18, 150x3 mm, 2,6 um, Phenomenex
o In-line filtr s kovovou fritou s velikosti p6rt 2 um

3.4 Priprava vzorki (S)-kathinonu a mikrosomalniho prostiedi

Zasobni roztok (S)-kathinonu v methanolu (¢ = 1 mg/ml) byl uchovavan v
chladnicce pti - 20 °C bez pristupu svétla. Pfed pouZitim byl zasobni roztok (S)-
kathinonu vytaZen zlednice a na laboratornim stole samovolné vytemperovan na
laboratorni teplotu. Ze zdsobniho roztoku (S)-kathinonu se poté pripravila kalibra¢ni
rada roztoku (S)-kathinonu v methanolu o koncentraci 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 puM, 75
uM a 100 pM. Vypocitané mnoZstvi zdsobniho roztoku (S)-kathinonu bylo rozpusténo
v methanolu tak, aby objem vysledného roztoku ¢inil 1 ml.

Dale jsme si pripravili i lidské jaterni mikrosomy a aktiva¢ni roztoky RapidStartu.
Zmrazené HLM jsme po doruceni nechali volné rozmrazit pti laboratorni teploté a poté
je rozdélili do plastovych mikrozkumavek (tzv. eppendorfek) po 25 pl. Tyto
eppendorfky jsme nasledné popsali a ulozili do hlubokomraziciho boxu pfti teploté — 80
°C pro dalsi pouziti. Roztoky RapidStartu jsme pripravili smichanim 1,5 ml ptivodniho
RapidStartu s 3,5 ml ultracisté vody. Tento roztok jsme protiepali na tfepacce, rozdélili
je do vialek po 50 pl, popsali a uloZili do hlubokomraziciho boxu pfti -80 °C. Z alikvoti
HLM a RapidStartu bylo pripraveno mikrosomalni prostredi pro biotransformacni
experimenty, jak je podrobné popsano v nasledujici kapitole.

3.5 Biotransformacni experimenty

Biotransformacni experiment byl proveden ve tiech eppendorfkach, kdy se do
kazdé z nich ptidalo 25 pl HLM a 50 pl RapidStartu. Tato smés se poté 10 sekund
trepala na laboratorni tfepacce (vortexu) a nasledné se do ni pridalo 10 pl roztoku (S)-
-kathinonu v methanolu o takové koncentraci, aby ve finalnim objemu 500 pl bylo
dosazZeno téchto koncentraci (S)-kathinonu: 25 uM, 50 uM a 75 uM. Nasledné se do
eppendorfek pridalo 405 pl zpripraveného roztoku solno-fosfatového pufru
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v ultracisté vodé (c = 200 mM, pH = 7.4), Solno-fosfatovy pufr byl pripraven
rozpusténim 1 tablety PBS v 200 ml ultracisté vody. Jako posledni se pridalo 10 pl
roztoku chloridu horec¢natého v ultraCisté vodé o koncentraci 200 mM. Tyto tri
eppendorfky se u prvniho experimentu umistily na 12 hodin do temperované trepacky
a inkubovaly se pri 37 °C a 500 otackach/minutu. U dalSich experimentd se doba
inkubace lisila a dany experiment se inkuboval po dobu 1 hodiny a 4 hodin. Po
dokonceni inkubacni doby se metabolismus ukoncil pridanim (tzv. zhaSenim) 500 pl
ACN vychlazeného na -20°C. Po ukonceni metabolismu se eppendorfky umistily do
centrifugy a vznikld mikrosuspenze se separovala pfi 20 °C po dobu 20 minut a
odstredivé sile 21250 g. Z eppendorfek se pak odebralo 200 pul supernatantu do tii
sklenénych insertii s plochym dnem a nasledovala LC-MS/MS analyza. Tento postup
byl vyvinut vlaboratofi CBV a navazoval na piedchozi biotransformacni studie
(Nepovimova et al., 2015).

3.6 Navrh a optimalizace LC-MS metody pro analyzu metaboliti
kathinonu

Pro kazdou analyzu jsme si nejprve pripravili mobilni faze o slozeni MF1: H20+
0,1% FA, MF2: ACN+ 0,1% FA. Takto pripravené mobilni faze jsme odplynili
v ultrazvukové lazni po dobu minimalné 5 minut a poté zapojili do chromatografického
systému. Podminky metody HPLC pred spusténim metody jsme nastavili podle
Tabulky 2 a podminky metody hmotnostni spetrometru podle Tabulky 3.

Tabulka 2: Parametry nastaveni HPLC metody.

Parametr metody Hodnota
Délka metody 20 min
Prutok mobilni faze 0,4 ml/min
Nastrikovy objem 5ul
Teplota kolonového termostatu 27 °C
Teplota autosampleru 10 °C
Eluc¢ni program Linearni gradient
Kolona Kinetex C18, 150x3 mm, 2,6 pm

MF1: H20 + 0,1% FA (v/v)
MF2: ACN + 0,1% FA (v/v)
Vinové délky pri UV-VIS detekci 210, 254, 270, 290 nm
VInové délky pro spektralni detekci
3D Field

Mobilni faze

210-350 nm / krok 2 nm

Tabulka 3: Parametry nastaveni MS metody.

Parametr metody Hodnota
Pritok stiniciho plynu 50
Pritok pomocného plynu 13
Prutok rozptylového plynu 3
Teplota sprejovaci kapilary 300 °C
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Teplota pomocného plynu 300 °C

Pocet mikroscanti 1
Nastaveni S-lens 50
Maximalni nastrikovy cas 200 ms
Kontrola automatického zisku 3e6
Napéti sprejovaci kapilary v MS+ 3.5 kv
modu
Normalizovana kolizni energie NCE 35

V této bakalarské jsme pouZili tfi typy zdznam@ hmotnostniho spektrometru. A
to fragmentaci vSech iontt (all ion fragmentation, AIF), data dependentni skenovani
(dd-MS2) v kombinaci s Full MS. A jako treti selektivni zdaznam jednoho nebo vice iontti
(Selected Ion Monitoring, SIM). Parametry danych typli zdznami jsou uvedeny
v Tabulce 4.

Tabulka 4: Typy zdznamii MS a jejich parametry.

Metoda Full-MS/AIF SIM /MS?2 Full-MS/ddMS?
RozliSeni 140 000 140 000 70 000
AGC 3e6 5e5 2e5
Maximalni IT 100 ms 100 ms 100 ms

NCE 35 35 35
Rozsah skenovani = 50 to 750 m/z 50 to 750 m/z 50 to 750 m/z
Pocet smycek - 1 1
Izolac¢ni okno - 4.0m/z 4.0m/z

Béhem LC-MS analyz bylo nastaveni MS rGzné obménovano, ale celkové
nejlepsich vysledki co do poctu identifikovanych metabolit bylo dosazeno metodami
popsanymi v Tabulce 4. U metody SIM/MS? byly na zdkladé predchozich analyz,
provedenych v této bakalaiské praci, do tzv. inclusion listu zahrnuty 4 ionty, které
odpovidaly protonovanym iontim (S)-kathinonu a jeho 3 identifikovanym
metabolitim (tj. m/z =151.091, 152.107, 166.086, 182.081).

LC-MS metoda byla vyvinuta s vyuZzitim citované odborné literatury a na zakladé
nasich analytickych zkuSenosti.
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3.7 ldentifikace a charakterizace metabolitli (S)-kathinonu

3.7.1 LC-MS analyza roztoku (S)-kathinonu v methanolu (c = 50 uM)

Jako prvni se analyzoval roztok parentni latky, tedy (S)-kathinonu v methanolu
pomoci LC-MS/MS analyzy s virazenou UV detekci, diky cemuz se zkoumané latky
charakterizuji jak pomoci UV chromatogramu (Obr.21), tak pomoci extrahovaného
iontového chromatogramu (XIC, Obr. 22) a fragmenta¢niho hmotnostniho spektra.

Pro chromatografické analyzy byl pouzivan elucni systém reverzniho typu,
pricemZ mobilni faze byla kombinovana linedrnim gradientem ze dvou slouZek (MF1:
H20 + 0.1 % FA (v/v), MF2: ACN + 0.1 % FA). Podrobnosti o nastaveni analytické
metody byly uvedeny v Tabulkach 3. a 4. PouZity linedrni gradient je charakterizovan
na Obrazku 20.
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Obrazek 20: Pouzity linedrni gradient pro LC-MS/MS analyzu.

UV chromatogram (S)-kathinonu stanoveny LC-UV analyzou je zobrazen na Obr.
21, chromatograficky pik ma retenéni cas 7,639 minut a spolu s dalSimi
chromatografickymi vlastnostmi je uveden v Tabulce 5.
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Obrdzek 21: UV Chromatogram roztoku S-kathinonu v methanolu (c = 50uM).
Chromatogram byl ziskdn gradientovou elu¢ni metodou na staciondrni fdzi typu C18 pri
vinové délce 254 nm.

Tabulka 5: Chromatografické vlastnosti kathinonu S stanovené pomoci LC-UV analyzy, kterd je
zobrazend na Obrdzku ¢.21.

Parametr Hodnota
Retencni ¢as [min] 7,637
Vyska piku [mAU] 10,699
Plocha pod pikem [mAU.min] 0,566
Sitka piku v poloviné vysky [min] 0,05
Koncentrace [uM] 50
Asymetrie 1,16
Pocet teoretickych pater 140351
S/N éislo 189,1
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Obrazek 22: Extrahovany iontovy chromatogram (XIC) (S)-kathinonu (m/z = 150.089

- 150.092).
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Obrazek 23: Fragmentacni spektrum S-kathinonu s vyznacenymi nejintenzivnéjsimi
fragmenty.

Na zakladé komplexni analyzy fragmentacniho spektra (Obr. 23) jsme nasledné
urcili hypotetické fragmenty parentni latky, které l1ze vidét na Obr. 24. Tyto fragmenty
a jejich sumarni vzorce jsme urcovali pomoci programu X-calibur a Mass frontier. Téz
jsme vyuzivali rlizna empiricka pravidla pro rozbor hmotnostnich spekter, jako napft.
RDB pravidlo, a v neposledni radé také vlastni chemickou intuici.
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Obrazek 24: 5 hypotetickych fragmetii S-kathinonu. Pod jednotlivymi vzorci jsou
uvedeny vypocitané (vyp.) a experimentdlné stanovené (exp.) hodnoty m/z.

Problematika odvozeni hypotetickych struktur fragmenti bude dutkladné
rozebrana az v kapitole Diskuze. Nyni jen zddraznime, Ze hypotetické struktury
fragmentd by bylo potieba nejprve ovérit kvantové-chemickou studii a pokrocilou
tandemovou MS vyssich radti, abychom je mohli povazovat za prijatelné.
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3.7.2 Biotransformacni experimenty s kathinonem v prostredi HLM

Metabolity (S)-kathinonu byly zkoumany tremi biotransformac¢nimi
experimenty s hodinovou, ¢tyfhodinovou a dvanactihodinovou inkubaci. Podrobné si
nyni probereme vysledky u hodinové a dvanactihodinové inkubace, kdy bylo na
hmotnostnim spektrometru zaznamenano nékolik metabolit{, a to M1, M2 a M3.

3.7.2.1 Inkubace 1h

Pritomnost nizké koncentrace metabolitd (S)-kathinonu lze prokazat pomoci
UV chromatogramu na Obr. 25, porovnanim s Cistym vzorkem HLM (Blank HLM), kde
se nenachazi (S)-kathinon. Na Obr. 26 pak mame zobrazeny iontovy chromatogram (S)-
kathinonu v pritomnosti HLM o koncentracich 25 pM, 50 uM a 75 puM.

kathinon 5 uM

Blank HLM 25uM 50uM =——75uM
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Obrazek 25: UV chromatogram (254 nm) (S)-kathinonu po biotransformaci v
pritomnosti HLM.
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Obrazek 26: lontovy chromatogram S-kathionu, ziskany LC-MS analyzou reakéni smési
po 1h inkubaci s HLM.

3.7.2.2 Metabolity - inkubace 1h

Na nasledujicich obrazcich se nachazi iontové chromatogramy jednotlivych
metabolitli S-kathinonu v koncentracich 25 uM, 50 puM a 75 puM. Metabolity jsme
stanovili hledanim vy$$i hodnoty m/z neZli ma S-kathinon, tedy hodnoty m/z v rozmezi
150-200. Ktomu byly aplikovany 3 metody MS, a to fullms/aif, fullms/ddMS?2 a
sim/MS2. Pro metabolit M1 je m/z=152,1069, pro metabolit M2 je m/z=166,0863 a pro
M3 m/z=182,0812. Strukturni vzorce téchto metabolitli jsou zobrazeny na Obr.27, 28,
29. Pro jednotlivé metabolity jsme zkoumali i fragmenta¢ni spektra a jednotlivé
fragmenty jsou vypsané v Tabulce 6.

NH,'

Chs

Obrazek 27: Strukturni vzorec M1 s m/z=152,1069

pKa=7,55 logP=-1,86 logD74=-1,05
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NH:

CH,

OH

Obrazek 28: Hypoteticky strukturni vzorec M2 s m/z=166,0863
pKa=7,51 logP=-2,16 logD74=0,69

MNH3

CH;

Obrazek 29: Hypoteticky strukturni vzorec M3 s m/z=182,0812

pKa=7,36 logP=-2,46 logD7,4+=0,08

Z Obr.30 iontového chromatogramu metabolitl pii koncentraci 25 pM je patrné,
ze M1 eluuje pri reten¢nim case 1,199 minut, M2 pfi Rt 2,28 a druhy pik v minuté 4,84.
Pro posledni metabolit M3 je retencni ¢as 6,24 minut.
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Obrazek 30: Extrahované iontové chromatogramy metabolitii S-kathinonu pro
koncentraci 25 uM.

Z Obr. 31 iontového chromatogramu metabolitli pti koncentraci 50 uM eluuje
M1 také prti retencnim Case 1,199 minut, M2 eluuje v minuté 2,22 a 4,89. Metabolit
M3 u koncentrace 50 uM eluuje v 7,27 minuté.

— M1 M2 M3

5,00E+06 -
4,00E+06 -

3,00E+06 -

Intenzita

2,00E+06 -

1,00E+06 -
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Obrdzek 31: lontovy chromatogram metabolitii S-kathinonu pro koncentraci 50 uM.

Z Obr. 32 iontového chromatogramu metabolitl pti koncentraci 75 uM
pozorujeme, Ze M1 eluuje pii retencnim ¢ase 2,01 minut. Metabolit M2 ma pri
koncentraci 75 puM tri piky v reten¢nich ¢asech Ri=2,24 Rt=4,91 a Rt=8,58. Metabolit
M3 eluuje v 6,24 minuté.
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Obrazek 32: lontovy chromatogram metabolitii S-kathinonu pro koncentraci 75 uM.

Zkoumanim fragmentacnich spekter M1, M2 a M3 pti hodinové inkubaci jsme
objevili nasledujici fragmenty:

Tabulka 6: m/z fragmentii metabolitii M1, M2 a M3 stanovené LC-MS/MS. Fragmenty jsou
serazené podle klesajicich relativnich intenzit.

M1 M2 M3
135,0443 114,0913 108,0440
149,0235  124,0872 123,0565
136,0619 102,0919 136,0619

3.7.2.3 Inkubace 12h

Dasi experiment byl proveden pii dvanactihodinové inkubaci a stejné jako pri
hodinové jsme zde extrahovali UV chromatogram, ktery je zobrazeny na Obr.33 a
iontovy chromatogram, zobrazeny na Obr.34.
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Obrazek 33: UV chromatogram (254 nm) (S)-kathinonu po biotransformaci v
pritomnosti HLM. Doba inkubace 12h.
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Obrazek 34: lontovy chromatogram S-kathionu, ktery byl stanoven po experimentu
v prostiedi s HLM. Doba inkubace 12h.
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3.7.2.4 Metabolity — inkubace 12h

Stejné jako u hodinové inkubace, jsme pro dvanactihodinovou inkubaci
vyextrahovali iontové chromatogramy metaboliti o m/z pro M1 =152,1069, M2 =
166, 0863 a M3 = 182,0812. lontovy chromatogram pro koncentraci S-kathinonu 25
uM se nachazi na Obr.35, pro koncentraci 50 pM na Obr.36 a 75 uM iontovy
chromatogram na Obr.37. Pomoci fragmentacnich spekter jsme pak urc¢ili m/z
fragmenti téchto metabolitl. Fragmenty jsou vypsané v Tabulce 7.

Z iontového chromatogramu o koncentraci 25 puM jsme pro metabolit M1 urcili
celkem tri elu¢ni casy v minuté 1,926, 3,250 a 7,415. Metabolit M2 ma retencni Cas
v minuté 2,202 a 5,265. Pro posledni metabolit M3 je retenc¢ni ¢as 1,964 minut.

— M1 M2 M3

5,00E+06
4,00E+06
3,00E+06
2,00E+06
1,00E+06

0,00E+00 l
0 5 10 15 20

Obrazek 35: Extrahované iontové chromatogramy metabolitii S-kathinonu pro
koncentraci 25 uM.

U koncentrace 50 uM eluuje metabolit M1 v ¢ase 1,983 min, 4,345 min a 6,456
min. Metabolit M2 ma retenc¢ni ¢as v minuté 3,116 a 5,171. Pro posledni metabolit M3
je retenc¢ni ¢as 1,984 a 2,790 minut.
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Obrazek 36: Extrahované iontové chromatogramy metabolitii S-kathinonu pro
koncentraci 50 uM.

U koncentrace 75 uM eluuje metabolit M1 v ¢ase 1,926 min, 3,577 min a 6,475
min. Metabolit M2 ma reten¢ni ¢as v minuté 2,176 a 5,266. Posledni metabolit M3 ma
retenc¢ni ¢as 1,964 a 2,790 minut.
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Obrazek 37: Extrahované iontové chromatogramy metabolitii S-kathinonu pro
koncentraci 75 uM.

Pomoci fragmentacnich spekter jsme pro kazdy metabolit urcili a zaznemanili
nasledujici fragmenty:

Tabulka 7: m/z fragmentii metabolitii M1, M2 a M3. Fragmenty jsou serazené podle klesajicich
relativnich intenzit.

M1 M2 M3
84,9602 @ 71,9525 @ 80,0499
117,0574 102,9705 123,0552
102,9706 120,0808 110,0350
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3.8 Stanovenit stability kathinonu v mikrosomalni prostredi

Stabilitu S-kathinonu v této bakalarské praci jsme urcili pomoci metody vnéjsiho
standadu, zaloZené na analyze kalibracnich roztokii o nasledujicich koncentracich 5
uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM a 100 pM. Touto kvantitativni analyzou jsme zjistili
mnozstvi S-kathinonu rozloZzené béhem metabolickych procesii. U kalibrace se urcuje
zavislost koncentrace dané latky na ploSe pod pikem a pomoci rovnice primky y=a+bx
(a=koncentrace vzorku, b= smérnice kalibra¢ni primky, x=hodnota plochy pod pikem)
jsme vypocitali mnoZstvi metabolizované latky.

3.8.1.1 Ikubace 1h

Hodnoty pro kvantitativni analyzu pri hodinové inkubaci S-kathinonu se ziskaly
z HPLC i z MS. Graf kalibra¢ni zavislosti S-kathinonu z hodnot HPLC je zobrazen na
Obr.38 a z hodnot MS na Obr.40. Obé kvantitativni analyzy charakterizuje Standardni
residudlni odchylka a koeficient determinace (R2), jejichZ hodnoty jsou vypsané
v Tabulce 8. Stabilitu kathinonu jsme vyjadrili pomoci sloupcového grafu zobrazeném
na Obr. 39, Obr.41 a pomoci hodnot v Tabulce 8 a 9.

Tabulka 8: Hodnoty standardnfi residudini odchylky a korelaéniho koeficientu pro HPLC a MS.

HPLC MS
Standardni residualni 3,4344 Standardni residualni 6,5601
odchylka [puM] odchylka [uM]
R2 0,9872 R2 0,9727
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Obrazek 38: Kalibracni primka zdvislosti plochy pod pikem na koncentraci S-kathinonu
vytvorena ze zdznamii LC-UV pri 254 nm. Doba inkubace 1h.
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Obrazek 39: Sloupcovy graf stability S-kathinonu v mikrozomdlnim prostredi pri 1h
inkubaci. Hodnoty ziskané z LC-UVC pri 254 nm.

Tabulka 8: Stabilita S-kathinonu v mikrozomdlInim prostredi pri 1h inkubaci. Hodnoty ziskané
z HPLC pri 254 nm.

Vychozi mnozstvi S-kathinonu 25 uM 50 uM 75 uM
Zbylé mnozstvi S-kathinonu [uM] 20.43+0.49 49,28+0,15| 73,91+0,22
Zbylé mnozstvi S-kathinonu [%] 81,73 98,55 98,55
6,00E+08 y = 5E+06x + 2E+07
R2=0,9727 PY
5,00E+08
cEJ 4,00E+08
.=
S : °
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Obrazek 40: Kalibracni primka zdvislosti plochy pod pikem na koncentraci S-kathinonu
vytvorena ze zdznamii LC- MS. Doba inkubace 1h.
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Obrazek 41: Sloupcovy graf stability S-kathinonu v mikrozomdlnim prostredi pri 1h
inkubaci. Hodnoty ziskané z LC-MS.

Tabulka 9: Stabilita S-kathinonu v mikrozomdlInim prostredi pri 1h inkubaci. Hodnoty ziskané
z MS.

Vychozi mnoiZstvi S-kathinonu 25 50 75
Zbylé mnozstvi S-kathinonu[uM] 19,2948+0,52 48,1984+0,36 | 62,2348+0,48
Zbylé mnozstvi S-kathinonu [%] 77,16 96,40 82,98

3.8.1.2 Inkubace 12h

Graf kalibra¢ni zavislosti S-kathinonu pii dvanactihodinnové inkubaci
z hodnot HPLC je zobrazen na Obr.42, pro hodnoty z MS pak na Obr.44. Obé tyto
analyzy charakterizuje Tabulka 10, kde se nachazi hodnoty Standardni residualni
odchylky a koeficientu determinace. Pro hodnoty z HPLC jsme sestrojili sloupcovy
graf (Obr.43), ktery vyjadruje stabilitu S-kathinonu, podrobné jsou pak hodnoty
zobrazené v Tab. 11. Sloupcovym grafem (Obr.45) jsme vyjadrili i hodnoty
dvanactihodinové inkubace z MS a stejné i hodnotami v Tabulce 12.

Tabulka 10: Hodnoty standardni residudIni odchylky a korelacniho koeficientu pro kalibraéni
krivku stanovenou pomoci LC-UV a LC- MS.

HPLC MS
Standardni residualni 4,978502 Standardni residualni 9,635356
odchylka [uM] odchylka [uM]
R2 0,9941 R2 0,9875
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Obrazek 42: Kalibracni primka zdvislosti plochy pod pikem na koncentraci S-kathinonu
vytvorena ze zdznami HPLC pri 254 nm. Doba inkubace 12h.
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Obrazek 43: Sloupcovy graf stability S-kathinonu v mikrozomdlnim prostredi pri 12h
inkubaci. Hodnoty ziskané z HPLC pri 254 nm.

Tabulka 11: Stabilita S-kathinonu v mikrozomdlInim prostredi pi 12h inkubaci. Hodnoty
ziskané z HPLC p¥i 254 nm.

Vychozi mnoZstvi S-kathinonu 25 50 75
Zbylé mnozstvi S-kathinonu[uM] 2,31+0,13 | 6,48+0,13 | 10,17+0,16
Zbylé mnoizstvi S-kathinonu [%] 9,24 12,96 13,56
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Obrazek 44: Kalibracni primka zdvislosti plochy pod pikem na koncentraci S-kathinonu
vytvorena ze zdznamii LC-MS. Doba inkubace 12h.
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Obrazek 45: Sloupcovy graf stability S-kathinonu v mikrozomdlnim prostredi pri 12h
inkubaci. Hodnoty ziskané z LC-MS.

Tabulka 12: Stabilita S-kathinonu v mikrozomdlInim prostredi pii 12h inkubaci. Hodnoty
ziskané z MS.

Vychozi mnoZstvi S-kathinonu 25 50 75
Zbylé mnoizstvi S-kathinonu[uM] 3,59+0,15 7,00+0,17 | 9,18+0,23
Zbylé mnoizstvi S-kathinonu [%] 14,36 14,00 12,24
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4 Diskuze

Metabolismus xenobiotik hraje klicovou roli této bakalarské prace a bézné se
déli do tri fazi diikladné popsanych v kapitole 2.1. Prvni faze biotransformace vede
obecné k oxidaci, redukci, hydrolyze nebo cyklizaci parentni 1atky a je katalyzovana
hlavné jaternimi cytochromy P-450. Metabolicky experiment v této bakalarské praci
byl proveden s lidskymi jaternimi mikrozomy (HLM) za ticelem identifikace metaboliti
[. faze a naslednému vyhodnocenti in vitro stability S-kathinonu po 1 h a 12h inkubace
za podminek napodobujicich lidsky jaterni enzymovy systém. Aby bylo moZné ziskat
kvantitativni ionformace o metabolickych procesech, byla sestavena kalibra¢ni fada o
6 koncentracich (5 uM, 10 pM, 25 puM, 50 uM, 75 puM a 100 pM), které byly vSechny
méreny trikrat za pouziti systému LC-UV-MS/MS.

Vyvoj metody LC-UV-MS/MS a jeji optimalizace byl v této bakalarské praci
inspirovan biotransformacni studif z roku 2015 (Nepovimova et al.). Tato univerzalni
LC-UV-MS/MS metoda je zaloZzena na chromatografické separaci produktu
metabolizace s HLM pomoci klasické reverzni stacionarni fize C18 a gradientového
elucntho programu, ktery kombinoval acetonitril a vodu s pridavkem 0.1 % (v/v)
kyseliny mravenci. VysokorozliSovaci hmotnostni spektrometr byl nastaven pomoci
autokonfigura¢ni funkce ovladaciho softwaru, pricemz se béhem analyz ladily
piedevsim riizné typy skenovacich rezimt. Byly zaznamenavané MS /MS spektra a také
UV-chromatogramy detekované pii 210, 254, 278 290 nm a UV spektrum. VSchny
parametry tykajici se nastaveni HPLC a MS metod jsou uvedeny v tabulkach 2,3 (viz
kapitola 3.6). U hmotnostniho spektrometru jsme pouZili tfi typy skenovacich a
fragmentacnich rezimt. A to AIF, dd-MS2 a SIM/MS?, jejichZ parametry jsou uvedené
v tabulce 4 také v kapitole 3.6. Pomoci téchto analytickych pristupi jsme nejprve
charakterizovali chromatografické vlastnosti (S)-kathinonu a s vyuZitim tandemové
HRMS jsme urcili hodnoty m/z jeho majoritnich fragmenti. K predikci chemickych
struktur jsme kromé empirickych pravidel (napf. vypocet sumarniho vzorce, RDB
hodnoty, intuitivni navrhy chemickych struktur fragmentl rozloZenim parentnich
struktur) vyuzivali profesionalni sotware MassFrontier 7.0. Pomoci pristupi necilené
analyzy jsme nasledné hledali viontovych chromatogramech ionty, které nebyly
pritomné viontovych chromatogramech ziskanych LC-UV-MS/MS analyzou Ccisté
parentni latky a tzv. blankovych mikrosomi. Predpokladali jsme, Ze biotransformaci
(8)-kathinonu budou vznikat metabolity, které budou mit vy$si m/z neZ parentni latka,
dalsi atomy kysliku. Diky informacim ziskanym pftireSersi odborné literatury jsme také
predpokladali, Ze po experimentu s HLM objevime v reakéni smési ionty sm/z =
152,1069, které odpovidaji diastereomerim norefedrinu a norpseudoefedrinu.
Podrobnou analyzou iontovych chromatogrami jsme zjistili, Ze reakéni smési po
biotransforma¢nim experimentu s HLM se vyskytuji 3 chemicka individua, ktera
odpovidaji principtim biotransformace I. Tyto nalezené metabolity (S)-kathinonu jsme
oznacili kédy M1, M2 a M3 (tj. m/z = 152,107, 166,086, 182,081) a podrobili je dalsim
analyzam.

Chromatografické specifikace metaboliti M1-M3 jsou v souladu s principy
metabolismu a dané metabolity se vyskytly v nizsi retencni ¢as na chromatogramech
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nez retencni ¢as S-kathinonu (Rt = 7,639 min, c=50 pM, [M+H]* = 150,091). V pripadé
hodinové inkubace pfi koncentraci 50 uM mél metaboli M1 ([M+H]* = 152.107)
retencni ¢as v minuté 1,19. Metabolit M2 ([M+H]* = 166.086) mél retenc¢ni ¢as v minuté
2,22 a 4,89. Metabolit M3 ([M+H]* = 182.081) mél pak reten¢ni ¢as v minuté 7,27. Pro
dvanactihodinovou inkubaci o koncentraci 50 uM byly reten¢ni ¢asy pro M1 Rt=1,983
min, 4,345 min a 6,456 min, pro M2 Rt=3,116 min a 5,171 min. Pro posledni metabolit
M3 byl Rt=1,984 min a 2,790 min.

Iontové chromatogramy metabolitd M1-M3 byly ziskany extrakci z TIC podle
jejich hodnot m/z. Ve vSech pripadech se v XIC metaboliti objevilo vice pika se
stejnymi hodnotami m/z, avSak s rozdilnymi intenzitami a reten¢nimi Casy. Tento fakt
lze vysvétlit tak, Ze béhem biotransformac¢niho experimentu doslo ke vzniku rtiznych
izomerd, které vykazuji stejné hodnoty m/z. Podrobnym zkoumanim fragmentac¢nich
spekter isobarickych iontl v rozdilnych retec¢nich ¢asech byly odhaleny vice méné
drobné rozdily hodotach m/z a intenzitich produktovych iontd. V pripadé M1 bylo
vZdy detekovano jen nepatrné mnozstvi iontdi, ackoli byly rozptylené do nékolika pikii
viontovém chromatogramu. Tento vyskyt mnohocetnych pikii byl pozorovan
predevsim v datech ziskanych metodami Full MS/AIF. V mensi mife se objevoval v
SIM/MS? a Full MS/dd-MS2. U M2 a M3 byl nalezeny dva velké piky, respektive jeden
velky pik, a nékolik malych piki se stejnymi hodnotami m/z.

Odvozeni hypotetickych struktur danych metabolitd (m/z 152,107, 166,086,
182,081) probihalo na zakladé analyzy izotopové obalky iontl, predikovanych
sumarnich vzorcl a srovnanim fragmentacnich spekter metaboliti s fragmentacnim
spektrem parentni latky. VSechny tii metabolity zahrnovaly vloZeni jednoho nebo dvou
atomt Kkysliku, které byly snadno stanoveny pomoci matematické predikce
molekularniho vzorce zhodnot m/z s vysokym rozliSenim v programu Xcaliburu
3.0.63. K objasnéni chemické struktury a navrhovani hmotnostni danych struktur jsme
dale vyuzili i program Mass Frontier 7.0. Hmotnosti navrhovanych fragmentt struktur
nalezenych metabolitd souhlasily s experimentalni hmotnosti fragmenti v MS/MS.
Korespondence mezi predikovanymi a nalezenymi fragmenty metabolitti M1-M3 vSak
nebyly kompletni. Abychom mohli hypotetické struktury metaboliti M1-M3 potvrdit,
bylo by nutné provést dals$i experimenty a vypocty, coz by presdhlo ramec této
bakalarské prace. Konecny zavér o skutecné strukture nalezenych metabolitii by bylo
mozné vyslovit aZ po jejich separaci a analyze metodami NMR ¢i rengentostrukturni
analyzou.

Hypotetickad struktura metabolitu M1 byla odvozena z jeho m/z = 152,107.
Nejprve jsme predikovali sumarni vzorec metabolitu a zjistili jsme, Ze obsahuje oproti
parentni strukture jeden atom vodiku navic. Na zakladé znalosti literatury jsme navrhli
pro tento metabolit strukturu, kterd opovidd kathinu, tedy redukovanému (S)-
kathinonu. Pomoci programu Mass Frontier 7.0 jsme metabolit M1 hypoteticky
navrzeny jako (2S)-1-hydroxy-1-fenylpropan-2-aminium, neboli kathin fragmentovali
(strukturni vzorec na Obr.27, viz kapitola 3.7.2.2). Zkoumanim spektra produktovych
iontli po hodinové inkubaci jsme objevili tfi majoritni ionty s m/z = 135,0443, m/z
=149,0235 a m/z = 136,0619, které odpovidaly predikovanym produktovym iontim.
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Podobné vysledky byly nalezeny v experimentu s 12h inkubaci. Analyzou dat SIM /MS2
a Full MS/dd-MS? byly odhaleny stejné fragmenty iontu M1.

Hypotetickd struktura metabolitu M2 byla ve full MS charakterizovana
s hodnotou m/z = 166,086. Rozdil mezi m/z hodnotami pro parentni latku a M2 cini,
15,995, coz odpovida pripojeni jednoho atomu kysliku. Vzhledem k tomu, Ze jsme
béhem literarni reSerSe nenasli Zadné informace o metabolitech (S§)-kathinou s m/z
odpovidajici M2, pokusili jsme se navrhnout strukturu M2 intuitivné. Ze studii
biotransformace u¢inkem enzymi z nadrodiny CYP je moZné dedukovat, Ze k oxidacim
na aromatech dochazi v polohach ortho a para, je-li vpoloze 1 na aromatickém
substratu funk¢ni skupina s kladnym mezomernim efektem (M+) (Rudik et al,, 2016). U
aromatického jadra, které ma v poloze 1 substituent se zapornym mezomernim
efektem M-, je mozné mozné predpokladat, Ze tzv. site of metabolism (SOM) bude
v poloze meta. Na zakladé této ivahy a naSich zkuSenosti s in vitro biotransformaci
v prostiedi HLM jsme navrhli hypotetickou strukturu M1 jako meta hydroxyderivat
(8)-kathinonu. Pomoci programu Mass Frontier 7.0 jsme metabolit M2 jakoZto (2S)-1-
(3-hydroxyfenyl)-1-oxopropan-2-aminium (Obr.28, viz  kapitola  3.7.2.2.)
fragmentovali a porovnali s experimentalnimi fragmenta¢nimi spektry. Zkoumanim
spektra produktovych iont pro pik M2 s nejvyssSim retencnim ¢asem po hodinové
inkubaci (zaznamenana pro m/z = 166,086) jsme narazili na tfi majoritni ionty s m/z
=114,0913, m/z = 124,0872 a m/z = 102,0919. U dvanactihodinové inkubace jsme
nalezli ionty s m/z =71,9525, m/z = 102,9705 a m/z = 120,0808, které mély relativné
nejvyssi intenzitu. Pozorovani a predikce fragmenti M2 korespondovaly jen v nékolika
pripadech. To miiZe byt ale zplsobeno tim, Ze MassFrontier 7.0 je program pro
obecnou fragmentaci iontf, ktery nezohlediiuje napf. typ hmotnostniho spektrometru
a jeho nastaveni. O limitech MassFrontieru 7.0 jsme se presvédcili pri porovnani
experimentalniho a predikovaného fragmentacniho hmotnostniho spektra v pripadé
LC-MS/MS analyzy standardu (S)-kathinonu, kde je struktura znama. [ zde byl souhlas
mezi predikci a naSim experimentem pouze ¢astecny.

Pri interpretaci struktury M2 je ovSem nezbytné vzit v avahu, Ze odpovidajici
hodnota m/z vytvari vXIC chromatogramech dva majoritni piky srozdilnym
retencnim casem. Proto je nutné zdlraznit, Ze struktura M2 metabolitu je pouze
spekulativni a na zakladé provedenych studii ji nelze ani potvrdit ani vyvratit. Je moZné
se domnivat, Ze pri oxidaci aromatického kruhu (S)-kathinonu v prostiredi HLM
dochazi ke vzniku polohovych izomerid sriizné vazanou hydroxyskupinou. TéZ je
moZné uvazovat o oxidaci jiného mista (S)-kathinonu neZ je aromaticky uhlik. V ivahu
by pri experimentech s HLM prichazela N-oxidace na primarni aminoskupiné (S)-
kathinonu. Na zakladé analyzy fragmentacnich spekter iontd s m/z = 166,086, které
eluovaly pri riznych retencnich Casech, jsme vSak nebyli schopni zachytit vyznamny
rozdil. ProtoZe pouzity Q Exactive Plus dokaZe analyzovat jen MS/MS spektra s nejniZsi
hodnotou m/z = 50, ponechali jsme vyreSeni otazky struktury isobarickych iontd
s hodnotou m/z = 166,086 pro dalsi vyzkumny projekt.

Hypotetickd struktura metabolitu M3 byla odvozena z m/z = 182,081. S
vyuZitim podobnych uvah jako v pripadé M2 jsme navrhli pro M3 sktukturu, ktera
odpovidala zavedeni dvou hydroxylovych skupin do molekuly (S)-kathinonu. Tuto
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hypotézu podporuje skutecnost, Ze rozdil mezi m/z hodnotami M3 a parentni latky ¢ini
31.990, coz je presnd hmotnost dvou atomti kysliku. I zde mlizeme SOM u (S)-
kathinonu predikovat na zakladé delokalizace elektronti, nebot’ je zndmo, Ze oxidace
enzymy z rodiny CYP ma obvykle elektrofilni mechanismus. Jako vyhodna pozice pro
vstup dalsi hydroxylové skupiny na aromatické jadro (S)-kathinonu se jevi poloha para,
a proto jsme pro M2 navrhli strukturu(2S)-1-(3,4-dihydroxyfenyl)-1-oxopropan-2-
aminium. (strukturni vzorec metabolitu M3 na Obr.29 viz kapitola 3.7.2.2). Pomoci
programu Mass Frontier 7.0 jsme tedy metabolit M3 fragmentovali a porovnali se
spektry produktovych iontd u nejintenzivnéjsiho piku pro M3 viontovém
chromatogramu. V hmotnostnim spektru produktovych iontd M3 u hodinové inkubace
(zaznamenana pro m/z = 182.081) jsme narazili na tfi majoritni ionty sm/z =
108,0440, m/z=123,0565 am/z=136,0619. U dvanactihodinové inkubace sme nalezli
ionty s m/z =80,0499, m/z= 123,0552 a m/z = 110,0350. Pri Kkritickém pohledu na
vysledky ziskané analyzou metabolitu M3 lze vyslovit podobné argumenty, jako
v pripadé metabolitu M2, i kdyZ v pfipadé M3 jiZ nalézame v iontovém chromatogramu
pouze jeden majoritni pik s odpovidajichi hodnotou m/z.

Celkové mizeme z vySe popsané kvalitativni analyzy produktd biotransformace
(S)-kathinonu odvodit zavér, Ze pfi biotransformaci nepochybné dochazi ke vzniku
Sirstho spektra metabolitli nez jen ke vzniku diastereomerii norefedrinu, jak je
uvedeno v citované literature. Hydroxylované metabolity jsou typickym produktem 1.
faze biotransformace, a proto neni prekvapivé, Ze byly objeveny nasi analyzou i
v pripadé (S)-kathinonu. Bylo by vSak potreba studie ovérit, a to napriklad syntézou
piedpokladanych metaboliti M1-M3 a jejich analyzou LC-MS/MS. Takto by bylo mozZné
potvrdit chromatografické vlastnosti metaboliti M1-M3 (tj. retenc¢ni ¢as) a také ovérit
jejich fragmentacni spektra.

Stabilita S-kathinonu v HLM prostifedi byla urcéena kvantitativné metodou
vnéjsiho stanndardu pomoci kalibrac¢ni kiivky z hodnot ploch pod pikem ziskanych
UV i MS detekci. Kvantifikace zbytkového (S)-kathinonu vreakéni smési byla
provedena u biotransformacnich experimentli jak po hodinové, tak 12-hodinové
inkubaci. Kalibra¢ni pfimky odvozené linearni regresi dat zUV i MS detekce jsme
charaketerizovali koeficientem determinace, ktery udava miru variability
pozorovanych dat vysvétlenou regresni pfimkou a standardni rezidualni odchylkou,
kterd udava primérnou odchylku mezi predikovanymi a skute¢nymi hodnotami
nezavisle proménné (tj. koncentrace). Pro experiment s hodinovou inkubaci jsme na
zakladé LC-UV kalibrace odvodili regresni vztah s R2=0,9872, z udaji ziskanych
z hmotnostniho spektrometru pak vztah s R2=0,9727. Hodnota koeficientu
determinace pro dvanactihodinovou inkubaci z idaji LC-UV je R2=0,9941 a z udaji MS
je R?2=0,9875. Pomoci kalibra¢ni rovnice jsme vypocitali jednotlivé koncentrace (S)-
kathinonu po biotransformaci v prostiedi HLM. Z téchto statistickych charakteristik
vyplyvd, Ze kalibrace s vyuzitim UV detekce je robustnéjsi, ackoli se jednalo o jedny a
tytéZ analyzy, kde MS detekce nasledovala bezprostiedné po UV detekci. LC-UV je ale
pro kvantifikaci v komplexnim vzorku nespolehliva a museli jsme vyuZit jen LC-MS
variantu kalibrace. Z hodnot uvedenych v tabulkach 9 a 11 (idaje z MS) si lze vSimnout,
Ze se parentni latka pomérné malo metabolizuje pfi 1h inkubaci na rozdil od 12h
inkubace. U hodinové inkubace se latka z vychozi koncentrace 25 uM zmetabolisovala
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z 23 % na rozdil od dvanactihodinové inkubace, kdy se zmetabolisovala z 86 %. U 12h
inkubace jsme nepozorovali vyrazny vliv vychozi koncentrace (S)-kathinonu na miru
biotransformace, ale u 1h inkubace je mozZné zaznamenat, Ze zvySena vychozi
koncentrace (S)-kathinonu biotransformaci ponékud inhibuje a po ukonceni exprientu
(S)-kathinonu zbyva v reakéni smési vice.
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Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo provedeni metabolického experimentu in vitro
s latkou (S)-kathinon v prostfedi HLM snaslednou identifikaci a charakterizaci
vzniklych metaboliti pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie a
vysokorozliSovaci tandemové hmotnostni spektrometrie. Kathinon je alkaloid
obsazeny v rostliné Catha edulis, u které prispiva k jejim psychostimula¢nim t¢inkim.
Chemicky je kathinon primarnim aminem, podobny amfetaminim, lisi se vSak
obsahem ketonové funkcni skupiny. Charakterem a identifikaci metaboliti kathinonu
a jeho derivati se zabyvala rada studii. Nékteré z nich jsou zminéné i v této bakalarské
praci.

Prace odhalila, Ze hlavni faktor, ktery plisobil na tvorbu metabolitii byla doba
inkubace. Experiment byl proveden pii hodinové, ¢tyrhodinové a dvanactihodinové
inkubaci, pricemz nejlepsi vysledky jsme ziskali z idaji dvanactihodinové inkubace.
Charakterizované byly tri hypotetické struktury metaboliti s m/z =152,107, 166,086,
182,081, u kterych zména struktury zahrnovala vloZeni jednoho nebo dvou atomi
kysliku. Soucasné se tato prace zabyvala i stanovenim stability S-kathinonu v prostiedi
HLM. U dvanactihodinové inkubace se latka zmetabolizovala z 86 %, tedy vzorek
obsahoval 14 % zbylého S-kathinonu. Na rozdil od hodinové inkubace, kdy vzorek
obsahoval 77 % zbylého kathinonu, tedy zmetabolisoval pouze z 23 %.

Zavérem lze rici, Ze latka S-kathinon poskytuje zajimavé metabolity a pro
biotransformacni analyzy této latky je piinosnéjsi dvanactihodinova doba inkubace.
V ramci této bakalarské prace tak byly naplnény vSechny vytycené cile.
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Seznam zKkratek

(v/v)
AIF
APCI

API
APPI

ATP
CE
CID
COMT
CNS
CYP
DNA
EHs
EI

ESI
FMO
GC
GLC
GST
HCD
HLM
HPLC
HR
HRMS

LC
LOD
LLOQ
MALDI
MBDB
MDMA
MDPV
MF
MRM
MS
MS/MS
NADPH
NAT
NL
PAPS
PI
POMT

Objemova procenta

Rezim fragmentace vSch ionti (All lon Fragmentation)
Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure
Chemical Ionization)

lonizace za atmosférického tlaku

Fotoionizace za atmosférického tlaku ( Atmospheric Pressure
Photolonization)

Adenosintrifosfat

Kapilarni elektroforéza

Kolizné indukovana disociace
Katechol-O-methyltransferaza

Centralni nervova soustava

Cytochrom P450

Deoxyribonukleova kyselina

Epoxidové hydrolazy

Elektronova ionizace

Ionizace elektrosprejem

Monooxygendazy obsahujjici flavin

Plynova chromatografie (Gass Chromatography)
Plynova rozdélovaci chromatografie (Gass-Liquid Chromatography)
glutathion-S-transferaza

Higher Energy Collisional Dissociation

Lidské jaterni mikrosomy (Human liver microsomes)
Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysoké rozliSeni (High Resolution)

VysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie (High Resolution Mass
Spectrometry)

Kapalinova chromatografie

Deteké¢ni limit, mez detekce (limit of detection)

Dolni mez stanovitelnosti (Lower limit of quantitation)
Ionizace desorpci laserem za ucasti matrice
Methylbenzodioxylbutanamin
3,4-methylenoxy-N-methylamfetamin
3,4-methylendioxypyrovaleron

Mobilni faze

Selektivni zaznam vice reakci

Hmotnosni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
N-acetyltransferasa

Sken neutralnich ztrat (Neutral Loss Scan)
3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfat

Sken prekurzorovych iontl (Precursor lon Scan)
Fenol-O-methyltransferasa
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PR Sken produkovanych iontii (Product lon Scan)

RIC Rekonstruovany iontovy proud (Reconscructed Ion Current)
RNA Ribonukleova kyseolina

SAM S-adenosylmethionin

SIM Selektivni zaznam jednoho nebo vice iontt (Selected lon Monitoring)
SF Stacionarni faze

SFC Superkriticka fluidni chromatografie

SRM Selektivni zaznam jedné reakce

ST Sulfotransferaza

SULT Sulfotransferasa

TFA Kyselina trifluoroctova

TIC Chromatogram celkového iontového proudu

TOF Analyzator doby letu (Time Of Flight)

TSMT Thiopurin-S-methyltransferasa

UDP-GA Kyselina uridin difosfoglukuronova

UGT Uridindifosfat-glukuronosyl-transferasa

ULOQ Horni mez stavitelnosti (Upper Limit Of Quantitation)

XIC Extrahovany iontovy chromatogram
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