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UVOD A CILE

V soucasné dob¢ se stale setkavame s ptibyvajicimi pfipady onkologického onemocnéni,
coz vede k nutnosti vyvoje novych 1éCiv, které budou €inné proti nddorovému onemocnéni.
Vhodnymi kandidaty se prave nabizi studované biologicky aktivni karborany, které vykazuji
vysokou aktivitu na karbonickou anhydrazu IX. Ta stoji za nddorovy onemocnénim, nebot’

dokaze zajistit podminky pro riist nadorovych bun¢k.

Karborany jsou molekuly slozené z molekulovych klastrii obsahujici bor, uhlik
a vodik, patii mezi aromatické latky, které se vyznacuji vysokou tepelnou a chemickou
stabilitou. Vyznamnou vlastnosti karboranti, v ramci 1écby, je jejich hydrofobni molekulérni
povrch, coz z nich déla zakladni pilite pro latky, které jsou vyuzity nasledné pro terapii.
Dalsi vlastnosti je, ze dokazou poskytovat silnou vazbu v aktivnim misté karbonické

anhydrazy IX.

Cilem prace bylo vyhodnotit ,,osud” studovanych chemickych latek, jak funguji
Vv téle organismu, jakou vykazuji stabilitu azda dokaZzou prostupovat pies biologické
membrany. Tento ¢asovy prubéh nam vyjadiuji ADME testy (absorpce, distribuce,
metabolismus a exkrece), které zkoumaji farmakokinetické vlastnosti 1é¢iv v preklinické
fazi. Jedna se 0 sérii po sob¢ jdoucich procest, které zacinaji prinikem léciva do tkané
(absorpce), naslednym transportem a distribuci uvnité organismu (distribuce), pfeména
lé¢iva na jiny metabolit (metabolismus) a vylouceni 1é¢iva z krevniho obéhu do vnéjSiho

prostiedi (eluce).

Hlavnim cilem prace bylo seznamit se s problematikou farmakokinetiky (ADME —
absorpce, distribuce, metabolismus a exkrece) a vypracovani literarni reSerse. Prakticka ¢ast
byla zamé&fena na osvojeni si a ovladani zdkladnich metod pro stanoveni a analyzu ADME

vlastnosti studovanych latek.
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1 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1.1 FARMAKOKINETIKA

Farmakokinetika (starofecky pharmacon = 1é¢ivo ¢i jed, a kinetikos = pohybovat se) je
podobor farmakologie zabyvajici se studiem dé&jti ovlivitujicich pohyb a pfitomnost 1é¢iva
od okamziku podani az po jeho vylouceni z téla organismu [Svihovec a kol., 2018]. Aby
byla vyvolana odpovéd’, je nutné, aby farmakologicky aktivni latka (prolécivo) byla
pfitomna V mist¢ ucinku (napt. v cilové tkani v blizkosti receptor) a Vv dostate¢né
koncentraci. Pokud se tato latka nepoda ptimo do krevniho ob&hu, a to formou intraven6zné
nebo intraarteridln€, musi byt nejdiive absorbovana z mista podani do krve. Nasledné dojde
k transportu krvi formou volnych nebo vazanych plazmatickych proteinti ¢i krevnich bunék.
Lécivo je pritomno ve volné forme nebo ve vazané formé v organech a tkanich. Volna forma
1é¢iva se distribuuje a vstupuje do cilovych organt atkani. Vaze se na farmakologické
receptory anaslednd vyvolava odpovéd. Cast lé¢iva muze podléhat metabolickym
pfemé&nam, tzv. biotransformaci v metabolicky aktivnich organech, napf. v jatrech, plicich,
ledvinach. Nakonec dochazi k metabolické biodegradaci a exkreci 1éCiv, tento proces je

oznacovan jako eliminace [Martinkova a kol., 2018].

Ktomu, aby byl vyvolan G¢inek je nutné, aby farmakologicky aktivni latka
v dostate¢né koncentraci pronikla do organismu a nasledné do mista ucinku (cilového
organu nebo tkdn¢). Musi prekonat pomérné velkou vzdalenost a proniknout pies
biomembrany ptedstavujici fosfolipidovou dvojvrstvu. Mezi zakladni pohyby 1éCiv patii
transport 1éciva télnimi tekutinami, difze ve stacionarnim prostfedi a prekondni

biologickych membran. [Svihovec a kol., 2018].

1.2 ADME

ADME nam zkracen¢ vyjadiuje absorpci, distribuci, metabolismus a exkreci (Obr. 1). Jedna
se 0 sled po sobé jdoucich procesti zahrnujici prinik 1é¢iva do tkané (absorpce), distribuci
do tkani a po téle (distribuce), metabolické pfemény (metabolismus) a nakonec vylouceni
latky z téla (exkrece) [Doogue a Polasek, 2013]. Dohromady nam utvaii asovy pribéh
1éCiva, slouceniny nebo nové chemické entity od jeho podani az po jeho vylouceni

z organismu [Fan a de Lannoy, 2013].
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Distribuce
Kam je lék pfendsen v
téle organismu

Absorpce

—

Jak se 1é¢ivo dostane do
krevniho obéhu?

Metabolismus «
Jak se latka v téle odbourava?

—=#% Exkrece

Jak se latka vyloudiz
téla?

Obrazek 1: Znazornéni principu ADME [pievzato a upraveno dle Chandracekaran a Tekade., 2018]

1.2.1 ABSORPCE

Absorpce piedstavuje proces, kdy dochazi k transportu 1é¢iva z mista jeho podani do
krevniho obéhu [Currie, 2018]. Rychlost a rozsah absorpce je ovlivnéna mnoha faktory,
mezi které patii fyziologické podminky gastrointestindlniho traktu (napt.: pH Zaludku,
plocha absorpéniho povrchu, doba vyprazdinovani zaludku a pasivni stfevni propustnost),
chemické faktory (lipofilita, velikost molekul), fyzikalni faktory (velikost ¢astic), zpisob
podani latky a faktory formulace 1éku (forma léku) [Svihovec a kol., 2018]. Lék je do téla
(organismu) vpravovan nejcastéji enteralné (oralné) nebo parentalné (intravendzné) [Currie,
2018]. Diftize ptes fosfolipidovou dvojvrstvu je limitujicim faktorem pro prinik 1é¢iva do
krevniho ob&hu. Pfes membranu je 1é¢ivo transportovano pasivng, a to bud’ pasivni difuzi,
difizi membranovymi pory nebo transmembranovym pienaseCovym systémem. Pasivni
difaze probihda ve sméru koncentra¢niho gradientu z mista 0 vys$si koncentraci 1éCiva do
mista 0 niz$i koncentraci, jedna se 0 transport bez spotieby energie, kde je pfenaSeno pouze
1é¢ivo, nikoliv nosné tekutina. Difuze latek membranovymi vodnimi pory, kde limitujicim
faktorem je relativné mala velikost port, zajiSt'uje transport pouze malych hydrosolubilnich
molekul a ionti. Lécivo muze také prochazet transmembranovym prenaseCovym systémem,
ktery je zprosttedkovan pomoci pfenasect vykazujicich urcitou specifitu viici 1é¢iviim, jedna

se opét 0 pasivni transport bez spotieby energie [O 'Donnell a kol., 2012].
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Jak bylo zminéno vySe, 1€k se do téla dostava enteralné nebo parentalné. Enteralni
podani 1éku je nejbéznéjsi zplisob podani. Jde 0 pohodIné vpraveni 1éku ve forme tablet.
Lécivo je absorbovéano gastrointestindlnim traktem a transportovan do jater, kde dojde
k efektu prvniho priuchodu. Efekt prvniho prichodu mize zptsobit, Ze dojde k sniZeni

koncentrace 1é¢iva.

Parentalnim zplsobem se 1é¢ivo vpravuje intraven6zné piimo do krevniho ob¢hu.
Lécivo neprochazi gastrointestindlnim traktem, ale poskytuje rychlejsi nastup ucinku

[Currie, 2018]

1.2.2 DISTRIBUCE

Distribuce nam pojednava o tom, jak je 1€k transportovan a postupné distribuovan v celém
téle. Distribuce zavisi na fyzikdln¢ chemickych faktorech 1é¢iva véetné role transportérii
1é¢iv, pH krve a tkani, vazbou na plazmatické proteiny, pritokem krve a rovnéz také na

konkrétnich fyziologickych faktorech pacienta [Starkey a Sammons, 2014].

Jamile je 1€k absorbovan musi byt distribuovan do zbytku téla v dostatecné
koncentraci, aby doslo k vyvolani terapeutického uc¢inku. Distribuce nezbytné zahrnuje
obéhovy systém, kde jsou dilezité fyzikalné-chemické vlastnosti 1é¢iva ado dobie
perfundovanych tkani vstupuje 1€¢ivo rychleji, nez je tomu U méné perfundovanych tkani.
Nasledkem toho bude mit pritok krve do tkan€ vliv na pozadovanou davku 1éku. Dal§im
zpusobem je pienos pomoci difuze urcujici kde a jakou rychlosti se 1é¢ivo distribuuje, zavisi
také na schopnosti lé¢iva prochazet bunéénymi membranami, jeZ hnaci silou je koncentra¢ni

gradient [Schmidt a kol., 2010].

Vazba na plazmatické bilkoviny je dilezitym konceptem. Jedna se O reverzibilni
proces a mize pusobit jako rezervoar energie, to znamend, ze pii poklesu plazmatické
koncentrace dochazi k uvolfovani léCiva plisobenim plazmatickych bilkovin. Znacné
mnozstvi 1é¢iva vazaného na plazmatické bilkoviny miiZze poskytnout dlouhotrvajici Gi€inky,

nebot’ dochazi k jeho dlouhodobému uvoliiovani [Currie, 2018].

Plazma, nazloutla, tekuta slozka krve obsahujici prevazné vodu, ale také bilkoviny,
mineraly, glukézu a hormony. Plazmaticky albumin tvofi ptfiblizné 50 % plazmatickych
proteind a obvykle je zodpovédny za vazbu 1é¢iva. Vazba na plazmaticky albumin je obecné
reverzibilni proces a zahrnuje iontové, vodikové a Van der Waalsovy sily. Existuje né€kolik

vazebnych mist s rozdilnou polaritou, kde se mohou vézat rizné 1éky. Albumin obvykle vaze
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1éky obsahujici kyselou skupinu, zatimco p-glykoprotein vaze léky obsahujici bazickou
skupinu ve své struktufe. Rovnovaha je nastolena mezi volnym avazanym Iékem

[O"Donnell a kol., 2012]

Distribu¢ni objem patii mezi hlavni farmakokinetické parametry a pouziva se pro
vypocet koncentrace 1é¢iva. Jednotkou distribu¢niho objemu je litr. [Perazella a kol., 2005].
Distribu¢ni objem ndm udava pomér celkového mnozstvi 1é¢iva ku koncentraci léc¢iva

Vv krevni plasm¢ [Currie, 2018].

1.2.3 METABOLISMUS

Metabolismus 1éCiva neboli biotransformace je proces, pii kterém je lé¢ivo chemicky
pfeménéno na jinou formu metabolitu ptipravenou k exkreci [Schmidt a kol., 2010]. Tato
transformace je obvykle enzymatické a vétsina zodpovédnych enzymil se nachazi v jatrech.
[Corbett a Owens, 2011]. Metabolismus obecné snizuje schopnost 1é¢iva vytvaret
farmakologicky ucinek, atak muze dojit k tvorbé metabolitu, ktery ma vyznamny vliv,
kterym ptispiva k celkovému farmakologickému uc¢inku 1é¢iva. V piipadé proléciva, jako je
kodein, je biotransformace na pozadovany farmakologicky aktivni metabolit morfin nutna.
Ackoliv metabolismus 1é¢iv probihd v nékolika tkanich (napf.: stfevo, klize, plice, jatra),
metabolismus jater byl nejintenzivnéji prozkouman a byl rozdélen do dvou fazi [van den

Anker a kol.;2011].

Faze | zahrnuje oxidac¢ni, hydrolyza¢ni nebo redukéni reakce a obvykle maji za
nasledek ztratu farmakokinetické aktivity. Také dochéazi ke zméné struktury 1é¢iva vlivem
oxidace nebo hydrolyzy. Hlavni cestou této faze je oxidace zahrnujici enzymy zavislé na
cytochromu P450 (CYP) [van den Anker a kol.;2011]. Nazev CYP byl odvozen od enzymu,
jezjsou vazany na membrany mitochondrii a endoplazmatického retikula v burice a obsahuji
pigment hemu, ktery absorbuje viditelné svétlo 0 vinové délce 450 nm v disledku vystaveni
oxidu dusnatého. V soucasné dobé€ je pouze 6 z 57 riznych enzymt CYP450, které byly
dosud identifikovany, ajsou zodpovédné za vétSinu metabolismu 1éCiv U lidi. Genetika
ovlivituje U jednotlivych pacientli CYP systém, coz mlize mit za nasledek, jak je 1€k v téle
pacienta metabolizovan. Ptikladem miZe byt Cimetidin, ktery inhibuje aktivitu enzymu
CYP450, zatimco Rifampin indikuje nebo zvySuje aktivitu enzymi CYP450. Funkce
enzymi CYP450 miiZze byt rovnéz vyznamné ovlivnén jinymi léky, potravinami, bylinami,

a dokonce i vitaminovymi dopliky [Corbett a Owens, 2011]. Faze Il se nazyva konjugacni,
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kdy se vytvaii glukoronidy, acetaty nebo sulfaty. Ob¢ reakce jdou dulezité pfi sniZzovani
biologické aktivity léc¢iva. Vysledkem metabolismu u vétSiny 1ékt je farmakologicky
neaktivni slouc¢enina, nicmén¢ metabolity 1éiva jsou farmakologicky aktivni. Tyto 1éky jsou
oznacovany jako proléciva. Piikladem je valacyklovir (Valtrax), ktery neni UCinné
antivirotikum, ale jeho aktivni metabolit, acyklovir, je aktivni proti herpes viru. VétSina
proléciv je vyvinuta tak, aby zlepSila stabilitu 1é¢iva nebo prodlouzila dobu pusobeni.
Nekteré metabolity vSak mohou zpiisobit vedlejsi nezddouci reakce. [Corbett a Owens,

2011].

Mezi faktory ovliviiujici metabolismus 1é¢ivé latky tadime choroby (hepatitida,
zanéty a kameny zlucovych cest), veék (napt. U starSich lidi se projevuje snizena hmotnost
jater, maji celkové sniZzenou rychlost biotransformace), rod (androgenni a estrogenni

hormony mohou ovliviiovat metabolismus 1éka) [Vendelbo a kol., 2018].

1.2.4 EXKRECE

Jedna se 0 nevratny proces, kdy dochazi k vylouceni 1éCiva z téla v chemicky pozménéné
form¢é nebo v neporusené form¢ 1é¢iva. [Huang a kol., 2013]. Léky se primarné vylucu;ji
z téla nekolika hlavnimi cestami, kdy primarn¢ to jsou piedevsim ledviny prostifednictvim
moci, dale potom vykaly, sliny, pot. Vylouc¢eni metabolitii a dalSich endogennich latek
prostiednictvim moci zahrnuje glomerularni filtraci, pasivni tubularni reabsorpci a aktivni
tubularni sekreci [Currie, 2018]. Cestou glomerularni filtrace dochazi k filtraci pfes pory

vV membrané pouze volné frakce 1é¢iva nenavazaného na plazmatické proteiny [Vendelbo
a kol., 2018].

Podobné 1éky vylucované zluCovym systémem mohou byt reabsorbovany zpét ze
stfev a vraceny pres jaterni portalni zilu [Currie, 2018]. Nékteré konjugaty (glukoronidy)
jsou vylu€ovany pravé zluci a vstupuji do gastrointestinalniho traktu, kde jsou vystaveny
ucinku bakterii, coZz ma za nasledek izolaci pivodniho lé¢iva. Lécivo je poté znovu

absorbovano a miZe opé€t uplatnit své farmakologické Gcinky.

Vylouceni latky potem nebo matefskym mlékem ma velmi maly pfinos v ramci

eliminace 1éku, ale naopak muize mit velmi dulezity klinicky vyznam [O Donnell a kol.,
2012].

vvvvvv

hladiny davky 1éku. Pii urceni pocate¢ni davky léciva musi byt zjisténa funkce ledvin,
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obvykle pomoci hladiny sérového kreatininu a nasledné byt odhadnuta clearance kreatininu
[Corbett a Owens, 2011].

Clearance nam vyjadiuje objem krve (nebo plazmy), ze kterého je 1€k zcela nebo
nevratné odstranén za jednotku ¢asu. Pfevazna ¢ast 1€ki je vyluCovana ledvinami nebo jatry
[Schmidt a kol., 2010]. Renalni clearance je clearance nezménéného 1éku v moci, zatimco
jaterni clearance muZe nastat biotransformaci na metabolit nebo na metabolity s naslednym
vylu¢ovanim mo¢i nebo vyluovanim nezménéného 1é¢iva do zluCovych cest [Starkey

a Sammons, 2014].

1.3 KARBONICKA ANHYDRAZA

Karbonicka anhydraza (CA) patii do skupiny metaloenzymi katalyzujici jednoduchou, ale
nezbytnou fyziologickou reakci, ato hydrataci oxidu uhli¢itétho na hydrogenuhlicitan
a protony [Supuran, 2010]. Existuji rizné tfidy CA, které jsou roztfidény podle jejich
struktury, ale obecné se shoduji s jejich hostitelskymi organismy. Skupina aCA je primarné
exprimovana U obratlovcti, BCA v bakteriich, fasach a houbach, yCA jsou exprimovany

V archeobakteriich.

Katalyza CA je dulezitd pro mnoho fyziologickych procesli, mezi které patii
udrzovani pH ahomeostdzy hydrogenuhli¢itanu, dychani, metabolismus kosti
a karcinogeneze. VétSina vyzkumu se soustfed'uje na lidské izoformy CA, které jsou
pfedmétem studia pro 1é€bu riznych nemoci. V soucasné dob¢ existuje celkem 15 lidskych
izoforem, které se liSi nejen lokaci v tkanich, ale také enzymatickou ucinnosti [Lomelino
a McKenna, 2016]. Tato rodina enzymi je spojena s celou fadou fyziologickych
a patologickych procesii [Supuran, 2008]. Ve skuteCnosti je fada patologickych stavil
poznamenana zménou aktivity karbanické anhydrazy a terapeutické cileni zinku lidské CA
bylo uspésné€ vyuzivano po cela desetileti pii 1écbe n€kolika patologickych stavii, jako jsou
o¢ni onemocnéni, onemocnéni CNS a obezita. Bylo také zjisténo, ze lidské izoformy CA IX

a CA XII vykazuji slibné u€inky pro 1écbu rakoviny [Winum, 2018].

Karbonickd anhydraza | all jsou cytosolické enzymy pfitomné ve vyznamném
mnozstvi v erytrocytech. Karbonickd anhydraza |je také po hemoglobinu druhym
nejpocetnéj§im proteinem V erytrocytech. Karbonicka anhydraza II je vysoce aktivni
izoenzym podilejici se na celkové aktivité karbanické anhydrazy v fadé tkanich. Navic ma

dilezitou funkci pfi homeostazi krve a také se ukdzalo, Zze se podili na regulaci funkce
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krevnich desticek. | kdyz piesny mechanismus neni je$t¢ dosud znan, vime, ze CA II se
podili na tvorb€ nitrocysteinu a oxidu dusnatého, coz je zasadni pro inhibici krevnich
desti¢ek [Andring a kol., 2020]. Karbonicka anhydraza III se hojné vyskytuje pfevazné
Vv kosternim svalstvu, v malém mnozZstvim je také zastoupena u hladkych svald, srdce
a plicich [Harju a kol., 2020]. Karbonickd anhydraza IV je nejrozsifenéjsi ze vSech CA
asociovanych s membranami, je Siroce distribuovan v lidském téle, véetné ledvin, tlustého
stteva, plazmatické membrany pankreatu, nosni sliznice, slinnych zladz a srdec¢niho svalu.
Hraje vyznamnou roli ve vyvoji nékolika nemoci, jako je retinitis pigmentosa a glaukom
[Mickevicitté a kol., 2017]. Karbonicka anhydraza V patii mezi mitochondrialni CA, které
se dale dé¢li na 2 izoformy CA VA aCA VB, jez jsou soucasti mitochondrialnich drah
[Arechederra akol., 2013]. Karbonicka anhydraza VI nalezi mezi jediné vylucovaci
izoformy CA, vyskytuje se ve slinach, séru, mléce, dychacich cestach a v zazivacim traktu.
Nekolik studii uvedlo, ze CA VI vykazuje imunologickou funkci a piedstavuje spojeni
s vnimanim hoitké chuti nebo s ochranou nadmérnych komplikaci zptisobenych kyselosti,
véetné zubniho kazu a poranéni jicnu nebo zalude¢niho epitelu [Kazokaité a kol., 2019].
Karbonicka anhydraza VII je cytosolicky enzym exprimovany v n¢kolika organech véetné
lidského mozku. Ackoliv byla cytosolicka CA VII identifikovana jako novy enzym pied
témef 20 ti lety akatalyticka aktivita byla prokazana jiz v roce 1996, vlastnosti tohoto
1izoenzymu zustaly z velké Casti nevyfeSeny. Ve skutecnosti byla nejrozvinutéjsi oblast
vyzkumu CA VII spojena s vyvojem 1éc¢iv, jenz vedlo k objeviim nékolika silnych aktivator
a inhibitorti pro tento enzym [Bootorabi a kol., 2010]. Karbonicka anhydraza souvisejici
s proteinem VIII je katalytickym ¢lenem rodiny aCA. Tento izoenzym postrada hydratacni
aktivitu CO2 zptisobenou nedostatkem koordina¢niho zbytku Zn iontu (Zn?*) [Sanyanga
a Bishop, 2020]. U ¢loveéka byla exprese CA XaCA XI vSudypfitomné pozorovana
Vv centralni nervové soustave, zatimco slabé, ale dulezité signaly byly pozorovany v mozku
plodu. Pfedchozi studie ukazaly, ze CARP X a CARP Xl (Carbonic Anhydrase Related
Proteins) hraji roli unékolika lidskych onemocnéni, mezi které patii urCité nadory
a neurologické stavy [Aspatwar a kol., 2015]. CA XII je transmembranovy protein, ktery je
nadmérné exprimovan U lidi onemocnénych rakovinou, mezi které patii karcinom ledvin,
prsu, pankreatu, délohy, vaje¢niku nebo mozku. V hypoxickych nadorovych buitkach CA
XII spole¢né s transmembranovym proteinem CA IX pfispivaji k extracelularni acidifikaci
a udrzuji nitrobunécné pH alkalictéjsi, ¢imZ podporuji preziti nadorovych bunék v kyselém

prostiedi a médiu S nizkym obsahem hydrogenuhlicitanu [Jogaité a kol., 2013]. Studie
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distribuce izoenzymu CA XIII v lidskych tkanich prokazaly, ze podobné jako CA II se CA
X1 vyskytuje v n¢kolika organech, veetné brzliku, tenkého stfeva a tlustého stieva. Na
druhou stranu je tento izoenzym Siroce exprimovan ve varlatech béhem vSech fazi vyvoje
spermii, zatimco CA II je omezena jen na zralé spermie [Di Fiore a kol., 2008]. Karbonicka
anhydraza XIV je vysoce exprimovana ve vSech ¢astech nervového systému a v mensi mife
Vv jatrech, tenkém stievé, tlustém stievé, srdci, ledvinach, mocovém meéchyti a kosternim
svalstvu dospélého Cloveka. V oku je CA X VI lokalizovana na retinalni pigmentovy epitel
a je vysoce exprimovana vV Millerovych gliovych buiikach. CA XIV je dulezitd pro normalni
funkci fotoreceptorti U mysi. Podili se na epileptogenezi a nékterych retinopatiich. Proto
muze byt cilem 1é¢by téchto onemocnéni [Juozapaitien a kol., 2016]. Karbonicka anhydraza
XV se jevi byt unikatnim ¢lenem rodiny CA, protoze gen kodujici tento izoenzym se stal
nezpracovanym pseudogenem U lidi aSimpanzii. Nicméné ma velky vyznam pro
biomedicinsky vyzkum, protoze je exprimovan v Siroce pouzivanych modelovych

organismech, jako jsou hlodavci (mysi, krysy) [Innocenti a kol., 2009].

1.3.1 KARBONICKA ANHYDRAZA IX

Tato karbonicka anhydraza (CA IX) je jednou z15 ti izoforem a-karboanhydraz
exprimovanych v lidském organismu (Obr. 2). Jedna se 0 transmembranovy metaloenzym
zinku s extracelularnim aktivnim mistem, ktery G¢inné katalyzuje reverzibilni hydrataci
oxidu uhli¢itého za vzniku hydrogenuhli¢itanovych ionti a protond. Je znamo, ze tato
bunétna izoforma je vyhradné spojena s hypoxickymi tumory pfitomnymi v malém
mnozstvi v béZnych tkanich v epitelu gastrointestindlniho traktu. Vysoka exprese CA IX
Vv reakci na hypoxii je pozorovana U mnoha nadorti véetné zhoubnych nadorti mozku, prsu,
plic, mocového méchyte, délozniho ¢ipku a ledvin [Supuran a Winum, 2015]. Piedstavuje
tak klinicky relevantni biomarker a cil pro vyvoj protinadorovych 1é¢iv [Dvoranova a kol.,

2020].
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Obrazek 2: Struktura karbonické anhydrazy IX proteinu [Hyr$l a kol., 2011]

Karbonickd anhydraza IX také pfispivd k rezistenci na terapii, protoze nadory
vykazujici vysoké hladiny CA IX, jsou tedy méné citlivé na experimentalni 1é¢bu a inhibice
katalytické aktivity vyznamné zlepSuje jejich chemosenzitivitu nebo radiosenzitivitu. Stejné
tak, inhibice CA IX muze zlepsit uc¢inek antiangiogenni 1é¢by pomoci anti-VEGF protilatek.
Toto zjisténi nasvédcuje tomu, ze pH pro regulacni funkci CA IX je dilezité pro preziti

a ochranu nadorovych buné¢k pied toxickymi ucinky 1éki nebo zateni [Hyrsl a kol., 2011].

V soucasné dobé& existuji 2 hlavni postupy pro lécbu rakoviny s cilenym vyuZitim
CA IX. Prvni postup vyuziva funkéniho zapojeni této anhydrazy v nadorové biologii, jejichz
reakce spociva v preziti nddorovych bunék v nepratelském mikroprostiedi. Zde je vice
vénovana pozornost syntéze a vyvoji sloucenin, které inhibuji enzymovou aktivitu CA IX
vazbou nebo v blizkosti svého aktivniho mista, ¢imz narusuji jeji katalytickou funkci CA
IX. Vsoucasné dobé je tento postup zatim v preklinické fazi. Druhym a zaroven
pokrocilejSim postupem cileného vyuziti CA IX je zalozeno na zdklad¢ specifickych
monoklonalnich protilatek, jez slouzi k detekci a usmrceni nadorovych bunék exprimujicich
CA IX. Mechanismus takovéto imunoterapie miiZze zahrnovat aktivaci cytotoxické imunitni
odpovédi nebo podéani toxickych lékh. Tento postup prosel jiz tfeti fazi preklinického
testovani s velmi slibnymi vysledky, avSak ne jeSté koneénymi [Pastorek a Pastorekova,

2015; Becker, 2020].
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Soucasnou vyzvou ve vyvoji terapeutickych cinidel zaméfenych na CA IX je
navrhovani sloucenin, které specificky inhibuji tento izoenzym [Dvotakova a kol., 2020].
Izomerni dicarba-dodekarborany (obecnym ndzvem karborany) jsou nové objevené
trojrozmérné farmakofory, poskytujici hydrofobni interakce mezi biologicky aktivnimi
molekulami spojenymi s Klastrem boru a jejich receptory [Pinard a kol., 2011]. Karborany
pusobi nejen k ¢aste¢nému vyplnéni prostoru, ale mohou také zvysit energii interakce

slouceniny, in vivo stabilitu a biologickou dostupnost [Lesnikowski, 2016].

1.4 KARBORANY

Studium téchto derivati boranti se zacalo intenzivné rozvijet od druhé poloviny 60. let
20. stoleti. Molekuly karboranti (obecny vzorec C2B1oH12) maji odlisné typy povrchovych
atomt vodiku charakterizovanych riiznymi parcidlnimi naboji, které hraji zjevné dulezitou
roli pii tvorbé komplexti [Fanfrlik a kol., 2006]. Karborany existuji jako ortho, meta a para
izomery, v zavislosti na relativni poloze dvou atoma uhliku (Obr. 3) [Zargham a kol., 2019].
Jsou slozeny z molekulovych klastrti obsahujici uhlik a bor, které s molekulou benzenu maji
mnoho spoleénych vlastnosti, mezi které patii aromati¢nost, vysoka tepelna a chemicka
stabilita. Na druhou stranu maji karborany své vlastni jedinecné vlastnosti, jako je sféricka
geometrie a hydrofobni molekularni povrch, coz z nich déla stavebni kameny pro latky, které
jsou poté vyuzity na terapii [Cheng a kol., 2017]. Nabizeji taky Sirokou skalu vyuziti jako
stavebni slozky v nadmolekuldrnim designu, medicing, katalyzatorech a nanomateridlech
[Zheng a kol., 2020]. Mimo to, selektivni chemicka substituce kazdého atomu uhliku nebo
boru v téchto klastrech umoziuje jejich pouziti jako rigidnich trojrozmérnych skeletl, na

nichz Ize konstruovat nové molekuly 1é¢iva [Zargham a kol., 2019].
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Obrazek 3: Struktura karborand v pozici ortho, meta a para [ptevzato a upraveno dle Alkorta a kol., 2020]
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Témét cely vyzkum zahrnujici karborany se zaméfil na jejich vyuziti pti navrhovani
latek dodavajici bor pro terapii zachycenim borovych neutrontt (BNCT) [Valliant a kol.,
2002]. Tato binarni radiacni terapie zavisi na selektivnim dodavani vysoké koncentrace
atomu boru do cilenych tkani. Vzhledem k tomu, ze v poslednich péti desetiletich byly témét
nepfetrzité¢ provadény pokusy na lidech terapii BNCT, existuje uz mnoho informaci spojené
s vyuzitim karboranti pro vyvoj latek [Zargham a kol., 2019; Cheng kol., 2017]. Syntéze
BNCT latek na bazi nanomaterialu proto byla vénovana vyznamna pozornost. Nosice 1éCiv
na bazi nanomaterialti obecné vykazuji nizkou cytotoxicitu v normalnich bunikach a mohou
pronikat neoplastickymi bunéénymi membranami pies kapilary do rychle se délicich
nadorovych bunék. Bylo také zjisténo, ze tyto materidly maji pfiznivou interakci
s endotelidlnimi buiikami mozkovych krevnich cév mysi, takze nanomateridly obsahujici

bor maji potencial byt u¢innymi latkami BNCT [Satapathy a kol., 2010].

Narozdil od rozséhle studovanych ikosahedralnich o-karboranu, jez dominuji chemii
karborant po vice nez pul stoleti, doslo v chemii superkarboranti k vyznamnému pokroku
az od roku 2003. Takovy prilom spocival v pouziti relativné slabsich redukujicich
slou¢enin, nido-karboranové dianionty nebo arachno-karboran-tetraanionty, jako vychozi
latky pro polyedrické expanzni reakce. Byla pfipravena a strukturné charakterizovana fada
13- a 14- vrcholovych closo-karborani, které vykazovaly jedinecné vlastnosti (Obr. 4)
[Zargham a kol., 2019].
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Obrazek 4: Polyedrické slouceniny boru, které byly pouzity pro pfipravu studovanych karboranti
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1.5 HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometr (MS) patii mezi kvantitativni metody meéieni, které spocivaji
v ur¢eni hmotnosti molekuly na zdkladé méfeni poméru hmotnosti (m) ku néboji (z)
ionizovanych molekul. Diky MS mame moznost ziskat mnozstvi kvalitativnich
a kvantitativnich informaci od elementarniho slozeni az po podrobnou strukturu meétené
molekuly. Hmotnostni spektrometrie se sklada ze t¥i hlavnich komponent, a to zdroje ionti
(slouzici k pfevodu neutradlnich molekul analytu na nabité CcCastice), hmotnostniho
analyzatoru (slouzi ndm k separaci iontli v plynné fazi za vakua podle poméru hmotnosti ku
naboji) a detektoru (slouzi k detekci iontt po jejich separaci hmotnosti ku naboji a K uréeni
relativni intenzity jednotlivych ionti) (Obr. 5) [Matthiesen a Bunkenborg, 2013]. Podle
schopnosti zaznamu iontu mizeme detektory rozdélit do dvou zakladnich skupin, a to do
skupiny, kde detektory zaznamenavaji vSechny ionty nezavisle na velikosti m/z. U téchto
detektorti se méfi velikost elektrického proudu vznikajici pii srazce iontu s dynodou. Do
druhé skupiny se tadi detektory, které zaznamendvaji ionty v zavislosti na velikosti

m/z [Friedecky, 2012].

m/z

Vzorek
l Hmotnostni spektrum
5 = Hmotnosti Zpracovani dat

Vakuum

Obrazek 5: Zakladni po sobé jdouci komponenty hmotnostniho spektrometru [pievzato a upraveno dle

Banerjee a Mazumdar, 2012]

Diky pravé svému detekénimu principu lze MS vyuzit jako nezavislou separacni
techniku. AvSak samostatné vyuziti MS ziistdva nesmirné€ narocné, protoze slozitost vzorkl
Vv rozvijejicich se oblastech, jako jsou enviromentalni, toxikologické a biomarkerové studie,

vyZzaduje vysoce citliva a selektivni méteni, aby nedochdzelo k interferencim [Loos, 2016].
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Dtlezitou soucasti kazdého hmotnostniho spektrometru je iontovy zdroj, jehoz
hlavni funkci je pfeména molekul nebo atomil na ionty v plynné fazi [Dass, 2007].
V soucasné dob¢ existuje nékolik iontovych zdroji, které mtizeme rozdélit do dvou hlavnich
skupin na principu mnozstvi dodané energie pii ionizaci na ,,tvrdé* a“ me¢kké™ [Friedecky,
2012]. Mezi tzv. ,,mekké™ ionizace patii metoda elektrosprejem (ESI), kterd je Casto
vyuzivana k produkci iontd v plynné fazi (bez fragmentace, nevyzaduje rozdéleni latky na
mens$i fragmenty) termolabilnich supramolekul [Banerjee a Mazumdar, 2012]. Proces
zahrnuje rozpusténi analytu ve vhodném rozpoustédle, kdy takto pfipraveny roztok je
ptiveden z kapalinového chromatografu k elektrospreji pomoci kovové kapilary, jez je
obklopena proudem plynu (napf.: dusiku) [Gregu$s a Novakova, 2009]. Po chvili je
rozpoustédlo z nabitych kapicek postupné odpafovano pomoci plynu za zvysené teploty,
diky ¢emuz se zvySuje jejich povrchovy ndboj [Friedecky, 2012]. Pokud hustota
povrchového naboje dosahne meze kritické hodnoty, dojde k tzv. Coulombické explozi-
rozpad kapicek na mensi kapi¢ky nesouci ndboj. Cely proces zahrnujici Coulombické
exploze probihd tak dlouho, dokud kapi¢ky nejsou dostatecné malé anasledné dojde
Kk uvolnéni protonové nebo deprotonové molekuly z jejiho povrchu, timto dochazi ke vzniku
zapornych a kladnych iontti [Gregus a Novakova, 2010]. Ze ziskanych zdznamt nam metoda
ESI poda ptesné informace 0 molekulovych hmotnostech analyzovanych latek [Hutova,
2009].

Dalsi dalezitou soucasti MS je analyzator, ktery je kli¢ovy pro separaci iontli na
zékladé poméru m/z za podminek vakua. V nasem ptipadé¢ bylo vyuzito typu trojitého
kvadrupolového analyzatoru, jez se vyuzivd v mnoha smérech kvantitativni analyzy
diagnostickych markert (Obr. 6). Princip spo¢iva v umisténi dvou kvadrupoélu, které funguji
jako hmotnostni analyzatory. Mezi nimi je umisténa kolizni cela, ve které dochazi ke srazce
prochazejicich iontd s molekulami ¢i atomy kolizniho plynu, tento proces musi probihat za
zvySeného tlaku a kolizni energie. Srazenim dochazi ke zvyseni energie, coz vede k rozpadu
iontd na jednotlivé fragmenty, které¢ dale vstupuji do druhého kvadrupolu. Ve tietim
kvadrupdlu dochéazi k vybéru specifického fragmentu, ktery bude déle pokracovat do
detektoru. Tam poté dochazi k zaznamenani dat a nasledného pievedeni do digitalniho

formatu [Friedecky, 2012].
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Obrazek 6: Schéma trojitého kvadrupdlového analyzatoru [pirevzato a upraveno dle Faktor a kol., 2012]

Chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI) je obecné znama ve spojeni
LC/MS spole¢né s ESI [Gregus§ a Novakova, 2009]. lonizace probiha na principu, Ze se do
pneumatického rozpraSovace ptivadi mobilni fdze pomoci vstupni kapilary, plast
pneumatického rozprasovace je zahfivan na vysokou teplotu (az 700 C) a diky tomu dojde
k efektivnimu odpafeni kapalné faze. Nasledn¢ dochazi ke vzniku koronarniho vyboje
z diivodu vloZeni naboje na vybojovou jehlu. lonty, které poté vzniknou z mobilni faze
ionizuji molekuly analytu (obdobné jako je to u chemické ionizace), takze dojde k ptenosu

protonu za deprotonované ¢i protonované molekuly [Zatloukal, 2015].

Extrakce na pevné fazi ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (SPE
MS/MS) predstavuje automatizovany piistroj, ktery se sklada ze tfi hlavnich komponent-
autosampler, SPE cartridge (mohou byt pouzity opakovang) a piepinaci ventily. SPE
MS/MS pracuje na principu odstranéni soli a dalSich balastnich latek, a zaroven zadrzeni
analyzovaného vzorku na kolonce. Vzorek nésledné postupuje do hmotnostniho
spektrometru pomoci organického rozpoustédla [Friedecky, 2016]. Cyklus je opakovatelny
a jeho trvani zavisi na chemické struktute analytd, stacionarni fazi kolony, sloZzeni mobilnich
fazi ajejich pritoku. Nasledny vystup analyzy vzorkd nam vyjadiuje chromatograficky
zdznam sekvence, kde se chromatografické piky sjednocuji pomoci software, jez rozdéluje
zaznam podle sekvence. Vyhodou online SPE-MS/MS systému je jeho rychlost, nebot’
analyza jedné 96tijamkové desti¢ky trva mén¢ nez 30 min [Vrobel a kol., 2018].

Soucasti MS je integrovany systém RapidFire (Obr. 7), ktery ulehéuje ptipravu
vzorku a je schopen analyzy zalozené pravé na SPE-MS/MS. Jedna se o rychlou metodu,
kdy vzorek je zpracovan béhem 6-10 s, coZ potom vede k rychlejsi propustnosti. Tento
proces vyzaduje dva dilezité kroky pohybu, jeden pohyb pro nasdvani vzorku a druhy pohyb

pro pfipojeni se vstfikovacim ventilem [Jonas akol., 2009]. Systém funguje na
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automatickém pohybu desticek, které ptresouva do ptislusné polohy. Poloha desticky je
umisténa tak, aby umoziovala automatickému vzorkovaci nasat vzorek postupné z kazdé
jamky na desti¢ce. Odebrany vzorek se vstfikne na extra¢ni kolonu, kde je nasledné promyt
aunasen dale do MS. Cely cyklus se opakuje, dokud automatické rameno neodebere

posledni vzorek z desticky [Rohman a Wingfield, 2016].

e

Obrazek 7: Vysoce rychlostni automatizovany systém RapidFire [Agilent Technologies, 2018]
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2 MATERIAL A METODY

2.1 PRISTROJOVE VYBAVENI

Analytické vahy (Schoeller instruments s.r.o.)
Centrifuga combi 514R (Hanil science industrial)
Lyofiliza¢ni systém — chladici box (Scanvac cool safe), vakuova pumpa (Wertheim
germany), centrifuga (Thermo Scientific)

Magneticka michacka (MR Hei-Tec)

Hmotnostni spektrometr (AB Sciex)

pH metr pH50 (Chromservis)

Predvazky PS 1500/X (Radwag)

RapidFire (Agilent Technology)

Termoblok TS-100C (Biosan)

Ttepacka orbital shaker — inkubator ES-20 (BIOSAN)
Vortex (Merci)

2.2 POUZITE SOUPRAVY

Deska pro PAMPU esej (Merck Millipore; Donor — Multiscreen transport receiver
plate, kat. ¢. MATRNPS50, Akceptor — Multiscreen filter plates, kat. ¢.
MAIPNTR10)

Rapid Equilibrium Dialysis Device Inserts (Life Technologies; kat. ¢.: 90006)

2.3 POUZITE CHEMIKALIE

Acetonitril (WVR,; kat. ¢.: 83640.320)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Penta; kat. ¢.:12300)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (Penta; kat. ¢.: 12330)
Dimethylsulfoxid (Milipore; kat. ¢.: 1.02952.1011)

Dodekan (Sigma Aldrich; kat. ¢.: D221104)

Ethanol (Penta; kat. ¢.: 71250).

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Penta; kat. ¢.: 15140)
Hydroxid draselny (Penta; kat. ¢.: 15520)
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e Chlorid draselny (Penta; kat. ¢.: 16200)

e Chlorid sodny (Penta; kat. ¢.: 16610)

e Isocitrat dehydrogenaza (Sigma, kat. ¢.: 12002)

e Lecitin (Sigma Aldrich; kat. ¢.: 61755)

e Methanol LC-MS ¢istoty (WVR; kat. ¢.: 9822)

e Mravencan amonny (Fluka; kat. ¢.: 70221)

e Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (Sigma; kat. ¢.: N0505-16)
e Trisodna sul kyseliny L-isocitronové (Sigma; kat. ¢.: 11252-106)
e Voda pro HPLC LC-MS ¢istoty (WVR; kat. ¢.: 83645.320)

Studované karborany byly syntetizovany skupinou RNDr. Bohumira Griinera, Csc.,

Ustav anorganické chemie AV Cr, v.v.i.

2.4 BIOLOGICKY MATERIAL

e Lidské jaterni mikrosomy (GIBCO; §.:HMMCPL, USA)
e Lidska plazma (transfizni oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc, Ceska

republika)

2.5 POUZITE ROZTOKY

e 100 mM fosfatovy pufr (pH 7,4): rozpustit 3,4 g KH2PO4 v 250 mL vody, pH
upravit KOH na hodnotu 7,4

¢ 100 mM siranu hote¢natého: rozpustit 2,46 g MgSO4 ve 100 mL H20

e NADPH generujici systém: 0,5 mM NADP, 4 mM trisodna stl kyseliny citronové,
6 U/mL isocitrat dehydrogenaza a 5 mM MgSO4, rozpustit ve 100 mM fosfatovém
pufru (pH 7,4)

e 1x PBS pufr (pH 7,4): 0,137 M NaCl, 0,0027 M KCI, 0,01 M NaH2P0O4.2H20,
0,01 M NAH2PO4.12H20, rozpustit za stalého michani v dH20 a pH upravit
pomoci NaOH

e Mobilni faze pro RF-MS
o Mobilni faze A: 95 % 5SmM mravencan amonny, 5% acetonitril

o Mobilni faze B: 95% acetonitril, 5 % SmM mravencan amonny
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2.6 METODY

2.6.1 CHEMICKA STABILITA

Podstatou chemické stability je rozpusténi testované latky ajeji nasledna inkubace ve
fosfatovém pufru zajist'ujici optimalni podminky, pfedevsim pH. Mnoho in vitro screeningt
je provadéno pravé pii fyziologickém pH, aby byla napodobena situace in vivo. Metoda nam
zjiStuje postupnou neenzymatickou degradaci testované latky v urcitych casovych

intervalech, ¢imz dojde k vysledku, jak stabilni latka je [Kerns a kol., 2007].

V ramci chemické stability byla studovana stabilita vybranych testovanych
karborant. Do kazd¢ jamky 12tijamkové desti¢ky bylo napipetovano 1349 uL 1x PBS pufru
alpulL 10mM roztoku testované latky, Spi¢kou pipety byly roztoky fadné promichany.
Vzorky smési byly nasledné odebirany v ¢asovych intervalech odbéru 0, 15, 30, 60 a 120
minut. Mezi témito intervaly byla desticka se vzorky umisténa do tfepaciho inkubatoru
0 teplot¢ 38 C. Odbér kazdého vzorku byl uskuteénén multikanalovou pipetou v triplikatu
0 objemu 75 uL a pienesen do 96jamkové desticky. Nasledné k pfenesenému objemu bylo
ptidano 150 pL vymrazeného methanolu na zastaveni reakce, desticka byla do nasledujiciho
odbéru ponechana v chladu. Pii poslednim odbéru v intervalovém ¢ase 120 minut se desti¢ka
nechala 10 minut v chladu apoté byly vzorky lyofilizovany. Jako odbér v ¢ase 0 byl
povazovan hned prvni odbér pii piidani testované latky k 1x PBS pufru. Koncentrace v ¢ase
0 minut je 100 %, a s kazdym odbérem tato koncentrace klesa. Po lyofilizaci byla stanovena

koncentrace vzorku pomoci RF-MS.

Pied samostatnou analyzou byla desti¢ka pfipravena tak, Ze ke kazdému vzorku bylo
piidano 200 puL. mobilni faze s internim standardem (IS), ktery zajistuje labilitu a ztratu

analytu béhem piipravy vzorku.

Chemickou stabilitou se zjistuje, jak je latka stabilni, tzn. jak klesa koncentrace
Vv jednotlivych ¢asech. Proto byly vzorky odebirany v raznych ¢asovych intervalech, aby se
vedelo, jak se latka chova. Zda je nestabilni jiz po 15 ti minutach, nebo je celou dobu stabilni
a ve 120 minuté nastane zvrat. Proto se veSkera kinetika nasi latky pocité tak, Ze koncentrace
v ¢ase 0 je 100 %, a my chceme védet jaka je relativni koncentrace v ostatnich ¢asech oproti

¢asu 0. Timto zjistime, jak je prave latka stabilni a jak rychle degraduje.
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2.6.2 PLAZMATICKA STABILITA

V ramci plazmatické stability byly testované latky inkubovany v lidské plazmé. Stanoveni
stability novych chemickych entit v plazm¢ je dulezité, protoze latky, které v plazmé rychle
degraduji obecné vykazuji Spatnou G¢innost in vivo. Plazmaticka stabilita je uzite¢na pfi

screeningu proléciv, kde je vhodna rychla pfeména v plazmé [Di a kol., 2005].

Testované latky, jejich koncentrace byla 10mM, bylo tfeba nafedit v 1x PBS pufru
na pozadovanou koncentraci 1 mM roztoku. Poté bylo do 12tijamkové desky napipetovano
1495 uL plazmy a 4,95 pL 1mM studované latky. Z jamek 12tijamkové desky byl odebiran
Vv intervalech ¢asu 0, 15, 30, 60 a 120 minut triplikat 75 pL kazdého vzorku Reakce byla
nasledné zastavena piidanim 150 pL acetonitril:methanol v poméru 2:1 ke kazdému vzorku.
12tijamkova desticka s testovanymi latky byla uloZena po dobu inkubace v tfepacim
inkubatoru pfi teploté 37 'C. Odbeér testované latky v Case O je povazovan jako stanoveni
relativni koncentrace 100 %. Jakmile byl proveden posledni odbér v ¢asovém intervalu 120

minut, desticka byla zalepena parafilmem a umisténa do mrazaku o teploté -80 C ptes noc.

Druhy den byla desti¢cka se vzorky rozmrazena pii pokojové teploté a nasledné
vloZena do centrifugy pti 4 C a4 000 RPM po dobu 10 minut. Poté bylo odebrano 120 pL
supernatantu do nové Cisté 96tijamkové desticky. Vzorky byly vlozeny do lyofilizatoru

nasledné podrobeny méteni koncentrace pomoci metody RF — MS.

Vyhodnoceni probiha totozné, jako u chemické stability, kdy se uvadi procento
zbyvajici testované latky v roztoku v jednotlivych ¢asovych intervalech vzhledem ke vzorku

odebraném v ¢ase 0.

2.6.3 VAZBA NA PLAZMATICKE BILKOVINY

Vazba latky na plazmatické proteiny muze vyrazné ovlivnit terapeuticky ucinek 1éCiva,
protoZze jen volné, nenavazané 1é¢ivo se muze distribuovat v organismu. Vazba na
plazmatické bilkoviny vyuziva metody rovnovazné dialyzy obsahujici polopropustnou

membranu, ktera zajistuje oddéleni volné a vazané frakce 1é¢iva [Bohnert a Gan, 2013].

Testovani vazby na plazmatické bilkoviny bylo vyuZito soupravy Rapid Equilibrium
Dialysis sestavajici ze dvou komurek R (red) a W (white), které jsou od sebe oddélené

dialyza¢ni membranou (Obr. 8). Komitirkova zakladna byla promyta 20% ethanolem po dobu
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10ti minut, nasledné byl ethanol odstranén ultracistou vodou. Po vysuseni byly na zédkladnu

umistény komurky.

Lidska plazma byla rozmrazena pii pokojové teploté a ziedéna 1x PBS pufrem tak,
abychom dostali vysledny 50% roztok plazmy. Roztoky testovanych latek byly pfipraveny
ziedénim 999 pL 50% plazmy a 1 pL 10 mM latky. Do komirky R bylo umisténo 300 pL
roztoku 50% plazmy s testovanou latkou a do komirky W bylo umisténo 500 uL 1x PBS
pufru. Komurky byly nasledné piclepeny adhezivni folii, aby se roztoky neodpaiovaly
a umistény do inkubatoru po dobu 4 hodin pii teploté 37 C za stalého tfepani (250 RPM). Po
inkubaci bylo z R komirky odebrano 200 pL roztoku vzorku a pteneseno do 48jamkové
desticky, k odebranému objemu bylo ptidano 200 pL 1XPBS. Z W komirky bylo odebrano
200 pL pufru a pteneseno do 48jamkové desticky, nasledné k odebranému objemu bylo
pfiddno stejné mnozstvi plazmy. K obéma roztoktim bylo pfiddno 400 puL sraZeciho ¢inidla
acetonitril:methanol (2:1), a desticka byla ptelepena adhezivni folii a umisténa pies noc do
mrazéaku pfti teploté¢ — 80 C. Dalsi den byla desticka pozvolné rozmrazena pti pokojové
teploté a nasledné stocena v centrifuze pfi teploté 4 C a otackach 3800 RPM. Poté bylo do
96jamkové desticky ptfeneseno 200 pL supernatantu, a vzorky na desticce z Cervené
komurky byly oznaceny pismenem R a vzorky z bilé komurky pismenem W. Nasledovala

lyofilizace vzork, a poté analyza vzorkd metodou RF-MS.

White komiirka, zde byl

¢ : insert napipetovan 1x PBS pufr
t I +
napipetovéna plasma

testovana latka

Red kom(rka, zde byla

Zakladni deska

Obrazek 8: Souprava Rapid Equilibrium Dialysis sestavajici ze dvou komurek R (red) a W (white) [pievzato

a upraveno dle van Liempd a kol., 2011].

Po analyze vzorki bylo na zdkladé¢ rozdilnych koncentraci v komurce
R a W vypocitana vazba latky na plazmatické bilkoviny a mnoZstvi latky, kterd tvofila

nenavazanou frakci. K vypoctu byl pouzit vzorec uvedeny nize:
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PC—PF)
)

fu=1-("%

kde fu je mnozstvi volné frakce, PC je koncentrace testované latky v Cervené
komurce, PF je koncentrace testované latky v bilé komtrce. Vysledek se prepocita na 100%
plazmu dle vzorce:

fusoo

fuioon = 5—F—
* 02— fusoy

Timto vypoctem se ziskd hodnota nenavazané frakce ve 100% plazmé, ale v naSem

pfipad¢ je potieba ziskat hodnotu navazané frakce, a to pomoci vzorce:
1_fu100%:x*100: %

Témito vzorci ziskame vysledek vazby studované latky v procentech. Cim vyssi

procentudlni vysledek, tim je vysok4 mira vazby testované latky na plazmatické proteiny.

2.6.4 MIKROSOMALNI STABILITA

Ke stanoveni mikrosomalni stability testovanych latek bylo vyuzito pfitomnosti jaternich
mikrosomi. Jaterni mikrosomy jsou subcelularni frakce jaternich bun¢k endoplazmatického
retikula obsahujici enzymy, které se podileji na metabolismu latky. Mikrosomy se snadno
pfipravuji a lze je také skladovat po delsi dobu. Jsou snadno ptizpusobitelné high-throughput
screeningu, jez umoziuje rychlé alevné skenovani velkého poctu latek. Obvykle je test

mikrosomalni stability zaloZen na konkrétni metabolické cesté¢ CYP450 [Di a kol., 2003].

Do 12tijamkové desti¢ky byl smichan roztok fosfatového pufru (913 L), 67,2 uL
NADPH g.s. a28 pL mikrosomt a nasledovalo 5 minut preinkubace v termobloku pfi
teploté 38 C. Po preinkubaci bylo do kazdé jamky ke smési pfidano 127 puL 50 uM roztoku
testované latky, pomoci pipety byly latky dikladné promichany. Vzorky byly umistény do
inkubatoru pfi teploté 38 C za stalého tfepani a pro stanoveni stability latek byly odebirany
triplety v ¢asovych intervalech 0,15,30 a 60 minut. Pfi pfeneseni roztoku latky ke smési se
uskutecnil odbér v ¢ase 0, byl odebran triplikat vzorku z kazdé jamky o objemu 75 uL do
96tijamkové destiCky. Nasledné bylo ke kazdému vzorku v jamce ptidano 100 pL
acetonitril:methanol v poméru 2:1. Desticka byla prelepena adhezivni folii a umisténa do
chladu. Pti poslednim odbéru, v ¢asovém intervalu 60 minut, se desti¢ka umistila na 10 min
do chladu a nasledné byla podrobena centrifugaci pii 4 C a otatkach 3000 RPM po dobu

6 minut. Ze stoCené desticky bylo odebrano 120 pL supernatantu do ¢isté 96jamkové
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desticky. Nasledovala lyofilizace a poté méfeni koncentrace testovanych latek pomoci

metody RF- MS.

Takto ziskame informaci, jak moc je dana latka metabolizovana jaternimi

mikrosomy. Z naméfenych hodnot vypocitame vnitini clearance dle vzorce:

Vx0,693

Clint = ,
t

1
2

kde V je objem inkubace v puL vztaZzeny k hmotnosti mikrosomalniho proteinu v mg na
reakci, ti/2 je polocas rozpadu vypocitany dle rovnice ti2 = 0,693/k, kde k je smérnice ptimky

zavislosti pfirozeného logaritmu procenta zbyvajici slouc¢eniny v ¢ase.

Klasifikace vnitini clearance studovanych latek byla provedena na zékladé nésledujici

tabulky (tab. 1)

Tabulka 1: Obvyklé hodnoty pouzivané pro kategorizaci slou¢enin pro nizkou a stiedni clearance (pievzato

Z Www.cyprotex.com)

Kategorie Vnitfni Clearance (pL/min/mg bilkovin)
Clearance Clovék Opice Pes Potkan Mys
Nizka <8,6 <12,5 <5,3 <13,2 <8,8
Vysoka > 47,0 >67,8 > 28,9 >71,9 > 48,0

2.6.5 MODEL PASIVNIi DIFUZE PAMPA

PAMPA (Parallel Artificial Memmbrane Permeability Assay) ptedstavuje propustnost pres
uméle vytvorenou membranu. Tato metoda poskytuje in vivo model pro pasivni difuzi, coz
je proces, kterym se vétSina malych a lipofilnich 1é¢iv dostava do ob&hu. Prostfednictvim
tohoto procesu 1ék migruje z prostiedi s vysokou koncentraci 1é¢iva do prostiedi s nizsi
koncentraci lé¢iva, dokud nedojde k vyvaZeni koncentraci na obou stranach, je to také jediny
transportni proces nevyzadujici pfitomnost membranovych proteind a energie. Pasivni
difaze je dulezitym faktorem pii transportu gastrointestinalnim traktem, hematoencefalickou
bariérou nebo pies bunéénou membranu a mezi jeji vyhody patii finanéni nenaro¢nost

a rychlost [Oh a kol., 2017].

Membrana, jez je pouzita v PAMPA testovani, je aktivovana lipidovym roztokem
a oddéluje dvé casti oddili, ato darce (donorové plato obsahujici latku) a piijemce
(akceptorové plato, neobsahujici slouceninu) (Obr. 9). Ob¢ desticky (akceptorové

a donorové plato) se zasadi do sebe, a po inkubacni dobé je kvantifikovano mnozstvi latky,
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které samovolné difundovalo do akceptorové casti. Tento test poskytuje prediktivni data

tykajici se absorpce novych chemickych entit [Avdeef, 2005].

Do 12tijamkové desti¢cky bylo pfipraveno 2 ml 20 uM roztoku latky, ktery byl
pripraven smichanim 10 mM zasobniho roztoku a 1x PBS roztoku, ktery oznacujeme jako
inicialni roztok. Do druhé 12tijamkové desti¢ky bylo pieneseno 450 pL inicialniho roztoku
a knému bylo piidano 225 pL 1x PBS pufru, takto pfipravena smés byla oznaCovana
equilibrialni. Na jamku donorového (spodniho) plata bylo napipetovano 300 uL roztoku 20
uM latky rozpusténé v PBS. Nasledné byl ptipraven 10% roztok lecitinu v dodekanu. Takto
piipravena smés byla opatrné napipetovana v objemu 5 uL na akceptorovou membranu tak,
aby se $picka pipety nedotkla membrany. Membrana se po aplikaci zprihlednila a nejpozdé;ji
do 10 ti minut muselo byt napipetovano 150 pL1x PBS pufru do jamek aktivovanych
lecitinem akceptorového plata. Nasledné byly desky zasazeny do sebe tak, ze akceptorové
plato bylo umisténo na donorové, aby se spodni strana membrany dotykala roztoku s latkou
v donorovém platu. Takto slozené desky byly ptikryty vickem aumistény do krabicky
a obaleny navlh¢enou vatou. Nasledné byla krabicka s desti¢kami umisténa na 18 hodin ve
tm¢ na tfepacku pii pokojové teplote. Po 18hodinové inkubaci bylo pfepipetovano 120 pL
vzorku do 96jamkové destiCky. Vzorky byly nésledné lyofilizovany a poté byla méfena
koncentrace latky pomoci RF-MS.

————————————————————

Akceptor

Donor "™~ Uméla membrana
Obrazek 9: Model PAMPA — uspotadani akceptorového a donorového plata

Permeabilita studované latky se vypocita dle nasledujiciho vzorce:

[létkaacceptor] )

latkaequilibrium]

Papp =Cx—ln<1—[

Vp xVy

C =
(Vp + V) x plocha x ¢as inkubace
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kde Vp je objem donorové ¢asti, Va objem akceptorové ¢asti, plocha membrany je
v cm? a ¢as inkubace se udava v sekundach. Studované karborany byly nasledné rozdéleny

do kategorii dle jejich log Papp podle nasledujici tabulky (tab. 2):

Tabulka 2: Hodnoty pro uréeni stupné permeability

Stupen permeability
Kategorie Vysoka Stredni Nizka
log Papp (cm/s) <(-5) (-5)-(-6) > (-6)

2.6.6 ANALYZA POMOCI SYSTEMU RAPIDFIRE VE SPOJENi S HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIi

Koncentrace testovanych latek po provedeni ADME testl byla stanovena pomoci systému

RapidFire s hmotnostnim spektrometrem (RF — MS).

Ditlezitym krokem je naladéni studované latky na hmotnostnim spektrometru.
Detekce testovanych karborant probihala v negativnim modu, coz znamena, ze odstépuji
svij proton do prostiedi, takze jejich hlavni hmota je 0 jeden proton nizs§i. Pro kazdou
slouceninu byly identifikovany jednotlivé parametry jako jsou nalezené pfechody MRM
(Parametr Q1, Q3), kolizni energie (CE), potencial na vystupu kolizni cely (CXP)

a deklasteriza¢ni potencial (DP).

Dalsim krokem je stanoveni vhodnych podminek extrakce na pevné fazi u systému
RapidFire. Dle vysledkid byla nejvhodnéjsi kolonka C4 a extrakéni cyklus mél nasledujici
parametry: Aspirate (nasava vzorek), jez trva 6000 ms, load/wash (promyti) — 3000ms, elute
(vymyvani z kolonky) jehoz hodnota je 8000 ms, areequilibrium 1200 ms. Pritok na
jednotlivych pumpach RapidFire extraktoru byl nasledujici: pumpa 1 - 1,5 ml/min, pumpa

2 - 1,25 ml/min, pumpa 3 - 0,4 ml/min,

Pfed analyzou je dulleZité zkontrolovat komunikaci mezi hmotnostnim
spektrometrem a RapidFire. Poté do hmotnostniho spektrometru se musi zadat vhodna
metoda, kterd se bude provadét. Nasledné se nastavi RF, aby taktéz védél, jaké jamky vzorki
ma analyzovat, Po zahajeni analyzy se spusti jednotlivé pumpy. Pumpa 1 pumpuje mobilni
fazi A, pumpa 2,3 ma na starost mobilni fazi B, pumpa 4 je peristaltickd, pohani vodni
a organickou fazi. Pumpy pohéani tzv. degassen (=sméSovac). VSe musi probihat pod

vakuem, jinak by se vzorek nemohl nasat a nemohlo by probihat ani promyvani.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 CHEMICKA STABILITA

Chemické stabilita u testovanych latek byla sledovana v pribéhu dvou hodin, pficemz
vzorky byly odebirany v ¢asovych intervalech 0, 15, 30, 60 a 120 minut. Do grafu byl
vynesen procentualni tibytek relativni koncentrace v zavislosti na ¢ase a chybové tsecky,

které vyjadiuji + SD (Obr. 10).
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Obrazek 10: Zavislost chemické stability [%] testovanych latek na ¢ase inkubace [min]

Studované latky vykazovaly velmi dobrou stabilitu i po dvou hodinach inkubace ve
fosfatovém pufru, a to vySsi nez 90 %. Nicméné U latky OR-48 doslo k malicko rychlejsi
degradaci, nez tomu je U ostatnich sloucenin, kdy vidime pokles stability na 85 %. To muze
byt zplsobeno neenzymatickymi procesy, jako je hydrolyza, oxidace nebo degradace vlivem

svétla.

3.2 PLAZMATICKA STABILITA

Plazmaticka stabilita byla stanovena inkubaci nasich testovanych latek v lidské plazmé po
dobu dvou hodin, pfi¢emz byly postupné¢ odebirany vzorky v ¢asovych intervalech 0, 15, 30,
60 a 120 minut. Grafické znazornéni poklesu koncentrace U jednotlivych latek je zobrazeno

na obrazku 11.
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Obrazek 11: Zavislost koncentrace v plazmé [%] testovanych latek na dobé inkubace [min]

Krevni plazma je nazloutla slozka krve obsahujici velké mnozstvi biomarkert véetné
rozpu$ténych proteint, nukleovych kyselin a enzymu. Stanoveni stability je dilezitym
faktorem pro udrzeni piijatelné koncentrace 1éCiva a polocasu rozpadu, aby se dosahlo
zadoucich farmakologickych ucinkl. Studované slou¢eniny OR-55, OR-56, OR-57 a OR-59
vykazuji vysokou stabilitu, nebot’ po dvou hodinach inkubace ve 100% plazmé je jejich
stabilita vyssi nez 90 %. Pokles stability OR-48 a OR-53 byl na 84 a 89 %, respektive
Z kontrolniho vzorku. | ptes takovy pokles se mohou tyto latky povazovat za témér stabilni
ve 100 %. Nicméné latka OR-51 vykazovala nestabilitu (pokles na 71 %). Muze to byt
zpusobeno tim, ze tato sloucenina, oproti ostatnim testovanym latkadm, méa geometrii klastru

otevienou (nido-klastr), a tudiz vykazuje nizsi stabilitu.

3.3 VAZBA NA PLAZMATICKE PROTEINY

Vazba na plazmatické proteiny byla stanovena inkubaci testovanych latek v 50% lidské
plazm¢é pomoci RED testu. Podle naméfenych koncentraci bylo vypocteno procentudlni

zastoupeni vazané frakce testované latky (Obr. 12) (Tab. 3).
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Obrazek 12: Graf zobrazujici mnozstvi navazané frakce latek

Tabulka 3: Hodnoty pro urceni stupné permeability

Testovana latka Navazana frakce (%)
OR-48 98,62 £ 0,23
OR-51 96,05 £ 0,87
OR-53 98,17 £ 0,47
OR-55 85,52+1,15
OR-56 98,3+1,85
OR-57 91,59+ 1,25
OR-59 97,51+0,87

Vazba studovanych molekul na plazmatické proteiny miliZze ovlivnit jejich distribuci
a ucinnost, protoze se predpoklada, Ze je k dispozici pouze volnad frakce léciva, kterd
interaguje s cilovym mistem onemocnéni avykazuje farmakologické ucinky. Mezi
plazmatické proteiny, které jsou schopné vazat slouceninu nebo jeji metabolity se fadi
predevsim albumin a al-glykoprotein. U vSech testovanych latek, mimo latky OR-55 a OR-
57, lze vidét, Ze bylo navazano témét 100% testované latky na plazmatické proteiny.
Karboran OR-57 se vazal z 91 % a OR-55 z 85 %. Jak bylo popsano vySe, niz§i ndvaznost
na plazmatické proteiny je zadouci, protoze volna frakce latky se 1épe distribuuje po téle do
cilovych tkéni a organti. Na druhou stranu vysokéd vaznost mize zvySovat riziko vzniku
s podobnou  strukturou, které byly provadény v laboratofi farmakologie na Ustavu
molekularni a translacni mediciny, vime, Ze karborany celkové vykazuji vyS$si vaznost na
plazmatické bilkoviny. Vysoka vazba na proteiny ale neni eliminac¢ni faktor. V praxi jsou

léciva s vysokou vazbou na proteiny, a i presto vykazuji dobré farmakologické vlastnosti,
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napiiklad ibuprofen [Aarons a spol, 1983]. Vazba na proteiny je dynamicka a reverzibilni,

tedy se lé¢ivo mize uvoliiovat postupné.

3.4 MIKROSOMALNI STABILITA

Mikrosomalni stabilita testovanych latek byla sledovana v pribéhu jedné hodiny po kterou
byly latky inkubovany v pfitomnosti jaternich mikrosomt. Vzorky karborant byly
odebirany v ¢asovych intervalech 0, 15, 30 a 60 minut. Grafické znazornéni stability béhem

¢asu inkubace je na obrazku 13.
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Obrazek 13: Zavislost mikrosomalni stability [%] testovanych latek na ¢ase inkubace [min]

vvvvvv

uvedenych na trh je metabolizovano jaternim cytochromem P450. Mikrosomalni stabilita
nam urcuje, jak rychle se studovand latka metabolizuje v pfitomnosti mikrosomi. Jaterni
mikrosomy jsou subceluldrni frakce, které obsahuji na membranu véazané enzymy
metabolizujici 1é¢iva. U studované slouceniny OR-51 byl pozorovan vyraznéjsi pokles
koncentrace, kdy z pocatecni koncentrace klesla po hodin€ na 53 %. Mén¢ metabolizovaly
karborany OR-53 a OR-55, na 67 % a 63 %, respektive naopak nejvyssi stabilitu vykazovaly
latky OR-48 a OR-59, kdy jejich stabilita po hodiné€ inkubace byla vice nez 80 %. Dale
z vysledki byla vypocitana vnitini clearance (CLint) (tab. 4). Pro vypocet vnitiniho byl
pouzit vzorec:

0,693
t1

2
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kde V piedstavuje objem inkubace v pul vztazeny k hmotnosti mikrosomalniho
proteinu v mg na reakci, ti2 je polocas rozpadu vypocitany dle rovnice t12 = 0,693/k, kde k je

smérnice piimky zavislosti pfirozeného logaritmu procenta zbyvajici slouceniny v Case.

Vnitini clearance nam udava, jak by jatra testovanou latku metabolizovala bez dalsich vliv

vin vivo systémd, jakou jsou napiiklad prutok krve jatry nebo vazba na plazmatické

proteiny.
Tabulka 4: Klasifikace latek do kategorii na zaklad¢ vnitiniho clearance
Testovana latka (:T/I:i:'/:::z;i::;) Kategorie
OR-48 5,8+2,25 Nizka
OR-51 21,3+2,83 Stredni
OR-53 12,5+0,42 Stredni
OR-55 15,5+0,71 Stredni
OR-56 10,2+1,39 Stredni
OR-57 11,9+ 0,99 Stredni
OR-59 3,7+1,75 Nizka

Jednotlivé karborany byly zarazeny do 3 klasifika¢nich tiid na zaklad¢ tabulky na
www.cyprotex.com. Jednotlivé tfidy vypovidaji 0 schopnosti jater metabolizovat latku
z krevniho fecisté. Dle klasifikace se latky OR-48 a OR-59 fadi do kategorie s nizkou
hodnotou vnitini clearance, tedy tyto latky metabolizuji pomalu. Rychlost metabolizace

U ostatnich testovanych latek ukazuje sttedni kategorii clearance.

3.5 PAMPA

Model pasivni difuze je in vitro model, ktery byl uréen pro stanoveni propustnosti latek pies
uméle vytvofenou membranu. Testované latky byly inkubovany 18 hodin ve tmé¢, kdy

nasledné byla stanovena kategorie propustnosti studovanych latek, které jsou shrnuty

v tabulce 5.
Tabulka 5: Kategorie propustnosti studovanych latek
Testovana latka logPapp (cm/s) Kategorie
OR-48 -5,88 + 0,05 Nizka
OR-51 -7,32+£0,00 Nizka
OR-53 -6,96 £ 0,01 Nizka
OR-55 -6,52 £ 0,03 Nizka
OR-56 -6,63 £ 0,08 Nizka
OR-57 -6,55+ 0,01 Nizka
OR-59 -7,50+ 0,03 Nizka
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PAMPA je bezbunéény test, ktery simuluje pasivni propustnost sloucenin pies
umélou membranu. Tento test studuje pasivni difuzi slouCenin, kdy vétSina malych
a lipofilnich 1é¢iv vstupuje do krevniho ob&hu. Prostfednictvim tohoto procesu 1€k migruje
z prostiedi s vysokou koncentraci 1é¢iva do prostfedi s nizs$i koncentraci 1é¢iva, dokud
nejsou koncentrace na obou strandch vyrovnany. Pasivni difuze je jedinym transportnim
systémem, pii kterém neni nutnd pfitomnost dalSich membranovych proteini a pfitomnost
energie. Také je dilezitym faktorem pii urCovani transportu pies gastrointestinalni trakt,

praniku hematoencefalickou bariérou a transportu pies bunécné membrany.

Jednotlivé kategorie byly vyhodnoceny na zékladé vypocitanych hodnot logaritmu
relativni permeability (log Papp) a ptirazeny dle www.cyprotex.com. Z tabulky vyplyva, ze
vSechny naSe testované latky méli relativné vyssi zapornou hodnotu log Papp, tudiz byly
zafazeny do kategorie s nizkou propustnosti. Pro preskrinink novych 1é¢iv je vyhodné;jsi,
pokud slouceniny vykazuji vy$$i propustnost, ¢imz se ptredpoklada i vyssi biologicka
dostupnost. Avsak tento test je pouze model pasivni difuze, coz znamend, ze tam mohou

pracovat ostatni mechanismy, jako je aktivni a paracelularni transport.
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ZAVER

V této bakalarské praci jsem testovala pomoci ADME metod farmakologické vlastnosti
vybranych karboranti, predstavujici potencionalni protinadorova léciva. Testovani bylo
podrobeno 7 vybranych latek, které byly oznaceny nazvem OR-48, OR-51, OR-53, OR-55,
OR-56, OR-57 a OR-59, pficemz U kazdé jednotlivé latky jsem studovala chemickou,
plazmatickou a mikrosomalni stabilitu. Dale jsem testovala propustnost latek pies uméle
vytvofenou membranu, ptestavujici model pasivni difuze (PAMPA) a urcila vazbu latek na

plazmatické proteiny.

V ramci chemické stability, kdy byly latky inkubovany ve fosfatovém pufru,
vykazovaly stabilitu vyS$§i nez 90 %, vyjimkou byla latka OR-48 u které doslo k rychlejsi
degradaci, a tim poklesu stability na 85 %. Pti inkubaci latek v lidské plazmé vykazuji latky
vysokou stabilitu, ktera byla vy$$i nez 90 %, naopak ulatek OR-48 a OR-53 byl
zaznamenam pokles stability na 84 %, respektive na 89 %. Pfi testovani navaznosti latek na
plazmatické proteiny bylo zjiSténo, Ze bylo navazano témeét 100 % latky na plazmatické
proteiny, vyjimku pfedstavovaly latka OR-57, ktera se vazala z 91 % a latka OR-55, ktera
se vazala z 85 %. Vysledkem mikrosomalni stability bylo zatfazeni testovanych latek do
kategorie na zakladé hodnoty vnitini clearance. Karborany OR-48 a OR-59 byly zatazeny
do kategorie snizkou hodnotou jaterni vnitini clearance, ostatni testované latky byly
zafazeny do kategorie Se stfedni hodnotou clearance. Pfi testovani propustnosti latek pies
uméle vytvofenou membranu z naméfenych vysledku vyplyva, Zze vSechny nase testované
latky méli relativné vys$si zapornou hodnotu log Papp, a byly tedy zatazeny do kategorie

S nizkou propustnosti.

Vsechny naSe testované latky (az na vyjimky) vykazuji relativné vysokou stabilitu,
tedy mohou dale byt zkoumany a testovany v dal$im preklinickém testovani @ mohou se stat
vhodnymi kandidaty, pravé diky svym vlastnostem, pii 1écb€ rakoviny a dalSich

onemocnéni.
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