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1 Uvod

Farmakokinetické procesy, mezi které fadime absorpce, distribuce, metabolismus
a vyluCovani, jsou velmi podstatné v preklinickém vyvoji a testovani novych
kandidatnich 1éCiv. Snahou je analyzovat, jak se dana struktura zachova v organismu
v prubéhu jednotlivych ADME procest a také identifikovat jejich potencionalni
nezadouci vlastnosti. Nicméné mnoho z takto analyzujicich latek nedokaze projit pies
preklinické testovani do dal§i faze zdivodu napiiklad jejich vysoké toxicity Ci
nedostateCnému biologickému uc¢inku. Pokud latka, ktera ma snahu stat se 1écivem,
projde ptes preklinické testovani, nastupuje testovani klinické. U tohoto testovani jsou
nekteré latky eliminovany. Pouze pomérné uzké spektrum testovanych kandidatnich 1éciv
uspeésné projde jak preklinickym, tak klinickym testovanim a jsou vyuzita
k terapeutickému pouziti jako lé¢iva pro rozli¢né choroby.

ADME procesy mezi které se fadi absorpce, distribuce, metabolismus a exkrece
popisuji osud l1éCiva v organismu v Case po podani. Absorpce se oznacuje prechod 1éCiva
z mista podani do krevni plazmy. Dalsi fazi je distribuce, kterou se oznacuje pohyb
molekul latky vtéle mezi krevnim feciStém, télesnymi tkanémi nebo organy.
Metabolismus latek je proces chemické zmény struktury latky v téle na jeho metabolity,
tzv. biotransformace. Posledni fazi je exkrece, ktera spociva ve vylouceni latky spolecné
s jejimi metabolity vzniklé biotransformaci.

V ramci této diplomové prace byly vyuzity kandidatni 1é¢iva pattici do skupiny
triterpenti. Triterpeny se fadi mezi pfirodni slouCeniny nachazejici se predevsim
v rostlinach ¢i ovoci. Triterpenim jsou pripisovany protizanétlivé ucinky. Dal§im
potencionalnim terapeutickym pouzitim je u riznych typt rakovin. Mezi triterpeny
muzeme zafadit kyselinu oleanolovou, boswellovou ¢i ursolovou. Tyto kyseliny dokazou

inhibovat nadorovy riast pfi studiu na mySich modelech.



2 Cile prace

Cilem této diplomové prace je v ramci teoretické prace popsani farmakokinetika
v preklinickém vyvoji 1éCiv a popsani metod vyuzitych pfi tomto procesu (hmotnostni
spektrometrie a jeho spojeni se systémem RapidFire). Dale je rozebiran pohled na
problematiku propustnosti latek pres uméle vytvorenou membranu. V ramci
experimentalni ¢asti jsou analyzovany tfi latky, které patii mezi kandidaty na nova léCiva.
Tyto latky patii do skupiny triterpent. Cilem je vyhodnoceni jejich ADME vlastnosti
v ramci preklinického vyvoje. V této praci jsou aplikovany rtizné metody, mezi které
muzeme zafadit in vitro metody analyzujici stabilitu studovanych triterpent — chemicka
stabilita ve fosfatovém pufru, plazmaticka stabilita ve 100 % plazmé, mikrosomalni

stabilita v pfitomnosti jaternich mikrosomu a vazbu latek na plazmatické proteiny.



3 Literarni prehled

3. 1 Farmakologie

Farmakologii definujeme jako studium 1€Civ, ktera interaguji s zivymi organismy,
organy Ci tkanémi prostfednictvim chemickych procest. Mezi tyto interakce mizeme
zaradit zejména vazbu na regulacni molekuly a néslednou aktivaci ¢i inaktivaci télesnych
procest. LéCivo je chemicka latka o znamé strukture, ktera pfi podani mize vyvolat
biologickou odpovéd’. Tyto chemické latky mohou byt jak prospésné, tak i Skodlivé pro
organismy (Bertram G. Katzung, 2004). Cilem farmakologie je poskytovani védeckych
dat, diky kterym lIze vybrat vhodnou 1écbu, kterd bude mit prokazanou terapeutickou
ucinnost a zejména bude bezpecna pro daného pacienta. Dalsi specifitou je hledani
novych 1éCiv. Prvotné jsou latky zkoumany preklinicky (experimentalni farmakologie),
nasledné pak u clovéka (klinicka farmakologie). S farmakologii tizce souvisi obor
toxikologie, ktery se zabyva nezadoucimi ucinky rtznych chemickych latek na zivé
systémy. VSechny latky mohou byt za urcitych okolnosti toxické. To zahrnuje znalost
povahy a Gcinkd riznych jedd, detekci a také 1écbu otrav, jelikoz mnoho 1€kt mize ve
vysokych davkach pusobit jako jed (Satoskar et al., 2020). Interakce mezi studovanou
latkou a zivym systémem lze rozdélit do dvou zakladnich okruhli farmakologie —
farmakodynamika a farmakokinetika. Farmakodynamikou oznacujeme ucinky 1é¢iva na
studovany organismus. Farmakokinetické procesy pak poukazuji na u€inky organismu na

1é¢ivo.

Farmakodynamika zahrnuje fyziologické a biochemické ucinky 1éciv
a mechanismus jejich U¢inkt na organismus. Zaujima tedy vztah mezi davkou a u¢inkem
daného 1é&iva. Uginna latka putuje k cilové buiice, kde se specificky vaze na vazebné
misto selektivnich proteinovych molekul, které ji rozeznavaji. Selektivnimi molekulami
oznaCujeme receptory. Pokud latka aktivuje receptor, pak se spousti procesy
zprosttedkujici  bunéCnou odpovéd’, pozd€ji tkanovou a systémovou odpoved
(Martinkova et al., 2018). U farmakodynamickych procest se musi vétSina 1éCiv vazat
na receptor, aby byl vyvolan ucinek. Farmakodynamika se také zajima studiem ucinka
1éCiv na patogenni mikroorganismy. V praxi farmakodynamika hodnoti ucinky 1éciv

z kvantitativniho hlediska.

Farmakokinetika se zabyva popisem pohybu 1éCiv v Casovém intervalu a zmén
tykajicim se mistem podanim léCiv a zpracovavani matematickych modelt. Latka po

3



podani putuje v téle riznymi systémy — krvi, prostupuje do tkani a je eliminovana
v organech. Zakladnimi dé&ji farmakokinetiky jsou absorpce, distribuce, metabolismus
a exkrece. Tyto d&je se souhrnné nazyvaji jako ADME. V praxi farmakokinetika posuzuje
Casovy prubéh ucinku IéCiva a stanovuje vhodnou koncentraci a davkovani 1éCiva.

V neposledni fadé je zdkladem pro vyvoj novych 1éCiv (Satoskar er al., 2020).

Farmakologii 1ze zatadit mezi nejstars§i védni obory. Toxické nebo prospésné ucinky
rozeznavali uz lidé v pravéku. Nicméné prvni poznatky o farmakologii sahaji do obdobi
sttedovéku. V 17. stoleti se rozvijela véda o pfiprave 1éCiv a 1ékarské pouziti drog, tzv.
materia medica. Prvni Ustav zabyvajici se farmakologii byl zalozen v roce 1847
némeckym lékarem Rudolfem Buchheim. Pozdéji na konci 19. stoleti byli navrhnuty
nekteré zakladni koncepty farmakologie Oswaldem Schmiedebergem spolecné s jeho
studenty. Oswald Schmiedeberg je dnes povazovan za otce farmakologie (Tripathi,

2013).
3. 1. 1 Farmakokinetika

Farmakokinetika se zabyva otazkou ,,Co organismus udéla s lé¢ivem?*“. Popisuje osud
1éCiva v organismu v Case po podani. Zahrnuje faze absorpce, distribuce, metabolismus
a exkrece 1éCiv, souhrnné ADME (Obr.1). Tyto procesy jsou klicovymi faktory ¢asového
prubé&hu pasobeni 1éCiv v raznych Castech téla, a také ¢asového pribéhu ucinku 1éciva po
podani. Pro farmakokinetiku je dulezity popis chovani 1éCiv za pomoci matematickych
rovnic. Ty jsou dualezité pro pochopeni riznych farmakokinetickych procest.
Farmakokinetika se uplatiiuje ve vSech fazich pti vyvoji 1éCiv. Studujeme jejich chovani
u ruznych druht zvitat, které 1ze nasledné vyuzit k predpokladu ADME u lidi. Stejné tak
se vyuziva k navrhovani a pfipravé vhodného davkovani 1€¢iv pro pouziti v preklinickém

a klinickém vyvoji 1éku (Hedaya et al., 2012).



p poziti 1égiva
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Absorpce

prechod do krve

Metabolismus

zpracovini léki previzné jitry
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Eliminace ledvinami, plicemi & 2luci

Obriazek 1- Schéma procesu farmakokinetiky (ADME); pievzato z https://g2c5z3j6.rocketcdn.me/image/ ADME-

pharmacokinetics-studies-assays.jpg, upraveno

K vyvolani odpovédi na 1éCivo je dulezité, aby se dana latka dostala do blizkosti
receptort. Kdyz je 1ék podavam piimo do krve musi se nejprve absorbovat z mista podani
a az poté je transportovan bud volny, vazany na plazmatickych proteinech anebo
krevnimi bunkami. LéCivo pritomné ve volné formé podléhd distribuci a vstupuje
do cilovych organa. V organech se 1éCivo vyskytuje jak ve volné formé (rozpusténo
v extracelularni nebo intracelularni tekuting) tak ve vazané forme. Lécivo se posléze vaze
na prislusné farmakologické receptory, ¢imz muze vyvolat odpovéd. Pokud je 1éCivo
dlouhodobé vazano na receptor a vaze se vyznamné mnozstvi 1éCiva, oznacujeme tuto
vazbu jako depotni. Tato vazba muze prodlouzit pobyt 1éCiva v téle. Piikladem depotni
vazby muze byt arsen vazany ve vlasech. V jatrech, ledvinach, stievé ¢i v plicich maze
1écivo byt metabolicky preménéno procesem tzv. biotransformace. Tyto metabolity se
pak nachazeji volné nebo véazané v plazmé, krvi nebo v tkanich. Eliminaci se poté
oznacuje metabolickd pfeména latek na neucinné produkty a jejich nasledna exkrece

(Martinkova et al., 2007).

Farmakokinetickymi parametry popisuji zavislosti koncentrace 1é€iva na podani za
pomoci matematickych vztahd jsou distribu¢ni objem, celkova clearance, biologicky
polocas eliminace a dalsi. Distribuci v téle popisuje veli¢ina distribu¢ni objem Va.

Distribucni objem nam udava pomér mezi podanou davkou 1éciva a jeho plazmatickou


https://g2c5z3j6.rocketcdn.me/image/ADME-

koncentraci, jehoz jednotkou jsou litry (L) (Obr.2). Lze ho také definovat jako celkovy
objem lécCiva, které muselo byt rozptylené v téle, aby byla dosahnuta stejna koncentrace
1éCiva jako je v plazmé. Nicméné se léCivo rozptyluje nerovnomérn€, a proto je
distribucni objem pouze zdanlivym objemem, ve kterém by se davka 1éCiva v téle musela
distribuovat homogenné, aby koncentrace 1éCiva byla stejna jako v krvi. Vysoké
naméiené hodnoty Vg poukazuji na distribuci ucinné latky do intracelularniho prostoru
(Iéciva s vysokou rozpustnosti) na rozdil od nizsich hodnot stanovujici setrvani 1éciva
v extracelularnim prostoru a vysoké koncentrace v krvi (Ié¢iva s nizkou rozpustnosti)

(Sliva a Votava, 2011).

mnozstvi léCiva v téle
d =

Cc

Obrazek 2 - Vypocet distribu¢niho objemu; legenda: Vq4— distribu¢ni objem, ¢ — koncentrace 1éCiva v krvi €i v plazmé

Clearanci se udava objem biologické tekutiny, kterd byla kompletné ociSténa
od sledovaného 1éku za jednotku Casu. VétSinou se udava rendlni ¢i jaterni clearance,
ktera stanovuje mnozstvi biologické tekutiny ocisténé od 1é¢iva pomoci ledvin/jater za
jednotku Casu. Pokud secteme vSechny tkanové clearance dostaneme hodnotu celkové
clearance. Clearance nam neudava, jaké mnozstvi latky bude metabolizovano, ale kolik
bude eliminovano z organismu (z organtl). Clearance je tedy velmi dulezitou konstantou
v piipadé spravného dlouhodobého davkovaciho rezimu. Jednotkou clearance je objem,
ktery je vztazen na jednotku ¢asu napt. I/h ¢i ml/s. Clearance matematicky vyjadiime jako

podil rychlosti eliminaci lé¢iva a jeho koncentraci v plazmé ¢i v krvi (obr.3).

rychlost eliminace
Cl = . [[/h;ml/s]

Obrizek 3 — Vypocet clearance; legenda: Cl — clearance, ¢ — koncentrace 1é¢iva

Dalsi konstantou je biologicky poloc¢as eliminace(ti2), ktery stanovuje dobu, ktera je

pottebna ke snizeni koncentrace léciva v plazmé na polovinu od pocatecni hodnoty a je
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definovan jednotkou Casu (hodina, minuta ¢i den) (obr.4). Biologicky polocas eliminace
je z pohledu matematiky linearni, avSak v praxi se lé¢ivo vylouci za 4-5 biologickych
poloCast. Tento parametr je velmi dilezity ke stanoveni spravného davkovani u

opakujicim se podani ¢i u infuzi.

0,693 _
ti2 = v [h; min; den]
e

Obrazek 4 — Vypocet biologického polocasu eliminace; legenda: ti2 — polocas rozpadu latky, ke — elimina¢ni konstanta

Farmakokinetika zahrnuje modely, diky nimz dokazeme popsat pravdépodobné
chovani 1éku v organismu za pomoci matematickych vypoctd, které zahrnuji
farmakokinetické parametry (Mohsen A. Hedaya ef al., 2012). Nejjednodus§im modelem,
kterym lze popsat distribuci 1é¢iva v téle je jednokompartmentovy, kde se povazuje celé
télo jako jeden kompartment. U tohoto modelu je podstatné jeho rozdé€leni, zda je dané
1écivo podavano intravenozné ¢i extravaskularné. V pfipad€ intravendzniho podani
odpada faze absorpce na rozdil od extravaskularniho, kde je absorpce soucasti.
Jednokompartmentovy model se vyuziva k popisu latky, ktera se rychle, rovhomérné
distribuuje a nésledné je eliminovana. Nicméné nelze oCekévat, ze 1é¢ivo bude v téle
rovnomérn€ rozptyleno, a proto musime brat v potaz nepiesnost matematickych vypoctu.
Tento typ modelu je vSak dulezity k vyhodnoceni a predikci pohybu latky v ¢asovém
intervalu po jejim podani. DalSim modelem je dvoukompartmentovy, ktery charakterizuje
vyménu latek mezi dvéma kompartmenty, centralnim a perifernim, s cilem zachovani
rovnovahy. Centralni kompartment zahrnuje krev a poté siln€ prokrvené organy mezi
které fadime srdce, jatra, ledviny a dals§i. Naopak mezi periferni fadime tukovou tkan
nebo kosterni svalstvo, tedy tkané méné prokrvené. Dvoukompartmentovy model je
podstatny v piipadé€ zabyvanim se vnitini struktury jednotlivych kompartmentt (Burtis et

al., 2006; Dostalek et al.,2006).

Pro absorpci 1éCiva a jeho nasledny transport je dulezité znat jeho fyzikalni
a chemické vlastnosti, mezi které patfi velikost 1éCiva, tvar, rozpustnost ve vodé ¢i
v tucich atd. Lécivo je transportovano za pomoci aktivniho transportu, pinocytézy, filtraci
¢i, nejCastejsi pro 1é€iva rozpustna v tucich, pasivni difuzi. Lipofilita vyrazné ovliviiuje

rychlost absorpce, penetrace i eliminace. Pasivni difuze je mechanismus transportu, pii



kterém je hnaci silou rozdil koncentraci 1éCiva na obou stranach membrany bez spotieby
energie ve formeé ATP. LéCivo se mize chovat jako slaba kyselina ¢i zasada, kdy velmi
zalezi na pH prosttedi a pKa (disociacni konstanta) (Trejtnar, 2016). Farmakokinetika se
vyuziva zejména Kk monitorovani koncentrace v prubéhu terapie, méfeni
farmakokinetickych parametrd. Také se pouziva k predikci koncentrace 1éCiva

v organismu a lékovych interakci (Lincova, 2007).

Farmakologie se zejména vyuziva k popsani Casového prubéhu pravé u léku po
podani. Nicméné ji muzeme aplikovat spolecné sjejimi principy na jakoukoliv
slouceninu (hormon, toxin, pesticid, ziviny a dalsi), ktera se absorbuje do téla (Mohsen

A. Hedaya et al., 2012).

3. 1. 1. 1. Absorpce latek

Prechod lé¢iva z mista podani do krevni plazmy se oznacuje jako absorpce. Rychlost
absorpce zavisi na misté a také cesté podani léciva. Musime zvazit absorpcni plochu,
napftiklad u tenkého stieva dojde k vétsi rychlosti absorpce nezli v zaludku z divodu veétsi
absorpcni plochy. Rychlost absorpce je velmi dulezity aspekt pti zkoumani 1€Civ, jelikoz
rychlé vstiebavani 1éku vede k rychlému nastupu ucinka. Tato vlastnost je zakladnim
pozadavkem pfi podéni v akutnich situacich. AvSak u nékterych onemocnéni je vhodnéjsi
pomala absorpce, jako naptiklad hypertenze ¢i diabetes, jelikoz zde dochazi k malému
kolisani koncentrace 1é¢iva v krvi pii pomalé absorpci (Mohsen A. Hedaya e al., 2012).
Dale rozhoduje taktéz prokrveni mista absorpce nebo patofyziologické zmény pii nemoci,
mezi které fadime naptiklad prijmy a zvraceni. V neposledni fade je dilezita také 1ékova
forma. Pokud je podani intraven6zni nebo intraarteridlni nehovofime zde piimo

o absorpci.

Existuje mnoho zpasobti podani léCiva. LéCivo se muze aplikovat lokaln€,
napfiklad aplikaci na kuzi ¢i sliznici o¢i a nosu. Lokalni podani je urCeno pro mistni
ucinek. Patfi zde emulze, masti Ci roztoky. Dalsim zplisobem podani 1éciva je celkové
podani, které je urCeno pro systémové ucinky. Tento zptsob je urcen rychlosti absorpce,
a také podanou davkou lécCiva. Celkové podani délime dale podle mista vstupu, kde
muizeme zahrnout enteralni nebo parentalni. Enteralni vstup neboli pfimo do travici
soustavy, zahrnuje nejcastéjsi peroralni vstup a perrektalni (vstup kone¢nikem). Peroralni
vstup neboli podani Usty je pfirozenou cestou vstupu léciva a zde je absorpce urena

z GIT nebo z dutiny Gstni do krve. V pripadé GIT se projeveni 1éCiva, které jsou v podobé



napfiklad tablety, pohybuje pfiblizn€ 30 min po podani. V ptipadée parentalniho se jedna
o vstup, které obchazeji travici systém. Do této skupiny zafazujeme napriklad
intravendzni, intraarterialni, intramuskularni ¢i inhala¢ni podani. Pfi intravendznim
a intraarteridlnim podani celd davka 1éCiva se dostava z mista podani do obéhu, a tedy
faze absorpce chybi (Obr.5). U intramuskularniho podani se 1é€ivo piivadi do svalu, kde
se vstiebava do krevniho obé&hu. Inhala¢ni podéni se vyuzivé jak pro systémovy, tak i pro
mistni ucinek (UCinek na bronchy). Rychlost absorpce u inhalacniho podani je velmi
rychla a absorpéni plochou je vystelka plisnich alveolt (Martinkova et al., 2018).
Absorpce je ovlivnéna fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi, rozpustnosti a koncentraci

1éciv, prutokem krve, velikosti absorpéniho povrchu a lokalnimi podminkami.

Profil plazmatické koncentrace

intravenézni
podani

4”50r‘.,(.“1

Gstnf podani

=

Plazmaticka koncentrace

Obrazek 5 - Profil plazmatické koncentrace u intravenézniho a ustniho podani, pievzato ze Sharma et al., 2021,

upraveno

3. 1. 1. 2. Distribuce latek

Distribuci se oznacuje pohyb molekul 1éCiva v téle mezi krevnim fecistém
a télesnymi tkanémi ¢i organy. Tento transport oznacujeme jako oboustranny, 1é¢ivo se
tedy muze pohybovat z krve do tkani a zpét. U distribuce nas zajima, s jakou rychlosti je
1écivo distribuovano do tkani a organd, tzv. dynamicky déj. Dalsim dilezitym aspektem

pro hodnoceni distribuce je rozsah dany koncentracemi nenavazaného neboli volného



1éCiva v Castech téla (Martinkova er al., 2018). Oba tyto déje jsou zavislé na fyzikalné-
chemickych vlastnostech, které ovliviiuji, jak je 1éCivo schopné piekonavat bariéry a poté
vazby vkrvi a vtkanich (Svihovec et al., 2018). Hematoencefalicka bariéra ma
vyznamny podil v distribuci 1éCiv v téle, kdy dochazi k transportu latek z krve do CNS
pomoci zejména pasivni difuze (latky lipofilniho charakteru) a aktivniho transportu

(Martinkova et al., 2007).

Rychlost distribuce ovliviiuje nastup ucinku 1éku a intenzita u¢inku stanovuje rozsah
distribuce. Nekteré 1é¢iva proti rakoviné jsou distribuovany v dostatecném mnozstvi do
prislusné tkan€, aby bylo dosazeno ucinku tohoto 1é¢iva. DalSimi aspekty, které ovliviiuji
rychlost distribuce jsou permeabilita membrany a perfuse organd. V piipadé dobie
perfundovanych organech dochazi k narustu koncentraci 1éCiva, a to dfive, nez je tomu
v méng¢ perfundovanych organech. Mezi takto dobfe perfundované organy fadime mozek,

srdce, ledviny, jatra Ci plice.

V piipadé 1ékové interakce dochazi pii pusobeni urCitych mechanisma ke zménam
distribuce. K t€émto mechanismiim patii kompetice o vazbu na plazmatické bilkoviny
a vytésnéni zvazebnych mist. Mnoho 1é¢iv, které jsou charakteristické jako slabé
kyseliny se vazi na plazmatickou bilkovinu albumin. Kdyz se tyto lé¢iva vazi na stejnou
bilkovinu, se stejnym vazebnym mistem, dochazi ke kompetici a naslednému
vytéstiovani. Tim se zvysi koncentrace volného nenavazaného 1éCiva v plazmé a také
k vyssi acinnosti 1é¢iva. Vysoka vazba Iéku na plazmatické bilkoviny je obvykle
nezadouci, jelikoz mlze zpomalovat a omezovat distribuci 1éCiva v téle. Také tato vazba
oddaluje a snizuje celkovy ucinek podaného 1éciva (Souckova et al., 2023; Sliva
a Votava, 2011). Dale je dulezita afinita 1éCiva k vazbé, kdy 1éCivo mize byt snadno
vytésnéno zvazby i v piipadé vysokému rozsahu vazebnosti 1éCiva, jako je tomu

v piipad¢ léciva warfarin.

3. 1. 1. 3. Metabolismus latek

Metabolismem latek se rozumi proces, pii kterém se chemicky zméni struktura latky
v téle na metabolity, aby bylo télo zbaveno endogennich a absorbovanych exogennich
latek tzv. biodegradaci. Tento dé& se odehrava v jatrech, gastrointestinalnim traktu,

ledvinach, plicich, avSak v ptipadé polycyklickych aromatickych uhlovodiki muze
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k pfeméné dojit uz i v dutin€ ustni. Pfeména struktury latky vede k aktivaci neucinné
podoby Iéku na ucinnou ¢i k inaktivaci, tedy eliminaci I1éku bez jeho ucinku v téle.
V piipadé€ aktivace latky az v mist€ ucinku hovotfime o tzv. bioaktivaci, kde neucinnou
formu 1éCiva oznacujeme jako prolécivo (prodrug) (Souckova et al., 2023). Ptikladem
bioaktivace je preména kodeinu na morfin. AvSak muze se stat, ze UCinna latka
se bioaktivaci preméni na toxickou, jako se tomu muze stat v ptipadeé polycyklickych
aromatickych uhlovodiku, které se mohou vazat na DNA a zpusobit tak rakovinotvorné
procesy nebo v pripadé nefrotoxickych derivati paracetamolu. Existuji i 1éCiva, ktera
nepodléhaji metabolismu a nasledné se vylucuji ve formé, ktera nepodlehla preméné

(Sliva a Votava, 2011).

U latek, které prochazi metabolismem dochazi ke zvyseni polarity z divodu snizeni
distribuce a omezeni reabsorpce latky v téle. Metabolismus (téz biotransformace)
muizeme rozdélit na dveé faze. V 1. fazi se setkavame zejména s oxidacné-redukcnimi deji
nebo hydrolyze za pomoci cytochromu P450 patfici k hemoproteinim, které vytvaii ¢i
odhaluji funk¢ni skupiny. Ve II. fazi mluvime o konjugaci zejména s kyselinou

glukuronovou, hovotime tedy o procesu glukuronidace.

V1. fazi biotransformace jsou nejdilezit¢jSim prvkem enzymy, lokalizované
v membrané¢ hladkého endoplazmatického retikula, cytochromy P450. Tyto
monooxygenazove enzymy patii k nejdalezitéjsim enzymatickym systémtm katalyzujici
metabolismus latek (resp. xenobiotik). Cytochromy P450 (zkracené CYP ¢i P450s)
obsahuji porfyrinovy kruh s centralnim atomem zeleza (Obr. 6), které méa schopnost
prechazet mezi stavy Fe?* a Fe**. Pfechod m4 za nasledek transfer elektront, diky kterym
cytochromy dokazou provadét oxidacné-redukeni déje (Ingelman-Sundberg et al., 2010).
Cytochromy P450 dostaly svij nazev, jelikoz jejich maximalni absorbance se pohybuje
pii 450 nm (Klingenberg, 1958). U CYP se mlzeme setkat s fadou izoforem, které jsou
substratoveé specifické. Neékteré izoformy vSak maji shodnou specifitu k substratu,
nicméng¢ tento systém je ochranou pred obrovskou skéalou latek, které prichazeji do styku
s lidskym organismem. V soucasné dob¢ je identifikovano 57 genu, které koduji tyto
izoformy cytochromi P450. P450s jsou rozdélovany do rodin dle homologie
aminokyselinové sekvence, podrodin a na jednotlivé enzymy. U zastupct stejné rodiny
pocitame se shodou vice jak 40 % a znacime je arabskymi Cislicemi. Ke stejné podrodiné
radime ty, které maji homologii vice jak 55 % a oznaCujeme je velkymi pismeny.

Pomérna cast dnes schvalenych 1€kt spoleCnosti FDA jsou metabolizovana
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prostfednictvim zejména CYP3A4, poté napriklad CYP2D6, CYP2C9 a CYP1A1/2.
CYP3A4 je hlavni formou nachazejici se v lidskych jatrech a stfevech (Simpson, 1997;

Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001).

CH,
//
HyC

HsC

0™ “oH 0

Obrizek 6 - Chemicka struktura porfyrinového kruhu cytochromu P450 s centralnim atomem Fe, pievzato z Cook et
al., 2016

Pi oxidacnich a reduk¢nich dgjich, za ptitomnosti katalyzujicich enzymu rodiny
cytochromi P450, je atom kysliku vkladan do substratu. Vlozenim kysliku vznika ve
strukture latky polarni funkéni skupina, diky které se meziprodukt dané latky stava
vétsinou vice rozpustny ve vodé (Anzenbacher a Anzenbacherova, 2001). Enzymy této
rodiny mohou byt indukovany (napf. rifampicinem, ethanolem ¢i karbamazepinem), ale
také inhibovany (napt. grapefruitovym dzusem, fluoxetinem a cimetidinem). Proto

musime byt obezietni a vyvarovat se pfipadnym nezadoucich 1ékovych interakei.

Do II. fazi vstupuji latky zménéné pomoci reakci 1. faze biotransformace, které
obsahuji polarni funkéni skupiny. Za pomoci této funkéni skupiny je k meziproduktu
konjugovana endogenni latka za vzniku konjugéatu. Konjugat je velmi polarni latkou,
ktera ztraci schopnost reabsorpce. Mezi endogenni latky fadime zbytky kyseliny
glukoronové (tzv. glukoronidace), kyseliny sirové (sulfatova konjugace), glutathion,
(glutathionova konjugace) a dal§i. Pokud uz podana latka obsahuje ve své struktuie
polarni funkéni skupinu podléha piimo II. fazi biotransformace, jako je tomu v piipadé
paracetamolu obsahujici -OH skupinu. Latka je po tomto spojeni rozpustna ve vode a

muize byt vyloucena z organismu. Mezi nejvyznamnéjsi enzymy II. faze biotransformace

12



muzeme zafadit UGT vazané v membranach. Enzymy UGT katalyzuji spojeni polarni
funkéni skupiny se zbytkem kyseliny glukoronové za spotieby energie. Tyto enzymy se
rozdeluji do 4 rodin, ale pouze 2 rodiny hraji roli v metabolismu 1é¢iv u lidi (tzv. UGT1

a UGT?2) (Svihovec et al., 2018).

Béhem podani vice 1€¢iv zaroven je dulezita rychlost eliminace. U 1éCiva, které je
eliminovano rychleji, je potfeba Castéjsiho podani. Také musime brat zfetel na funkci
organa zodpoveédnych za vyluCovani Iéku. U pacientd s dysfunkci ledvin musi byt davka,
ktera bude eliminovana ledvinami, upravena na nizsi hodnoty. U pacientt s dysfunkci
jater musi byt snizena davka Iéku, které budou eliminovany pfes jaterni metabolismus
(Mohsen A. Kedaya et al., 2012). Rychlost metabolismu mtze byt ovlivnéna genetickou
variabilitou. Nektefi lidi se mohou fadit mezi tzv. rychlé metabolizatory, tedy ty, ktefi
podané 1éky eliminuji rychle. Naopak u pomalych metabolizatord muze dochazet

k nahromadéni 1éku v t€le spolecné s rizikem vedlejSich ucinkd.

V souhrnu metabolismus latek ma klicovy vliv na tom, jak dlouho 1éCivo setrva v téle
a jak silny je jeho ucinek. Je tedy dulezitou soucasti eliminace (detoxikace) umoziujici
jednodussi exkreci polarn€jSich méné toxickych metabolith nez puvodni latka. Poznani
tohoto d€je je dulezity zejména pri stanoveni spravné davky a minimalizaci jeho

vedlejsich ucinka.

3.1. 1.4 Exkrece latek

Exkrece (jinak vylucovani) je proces, pfi kterém se organismus zbavuje latek a
metaboliti biotransformace. I kdyZ je latka vylouCena, mize v téle setrvavaji jeho ucinek,
které v zavislosti na metabolismu postupné odezni. Mezi hlavni organy, které se ucastni
exkrece jsou ledviny, jatra, plice ¢i materské mléko. Nicméné pro nékteré latky existuji
jiné zpusoby exkrece. Tyto latky se vyluCuji prostiednictvim slin, slz, potu, jiné jako
soucast matetfského mléka (Martinkova et al., 2018). Nejlépe se vylucuji latky polarniho
charakteru, naopak lipofilni latky se vSak vylucuji pomérné pomalu. Exkreci délime na
primarni exkreci téz exkreci renalni, dale exkreci sekundarni neboli extrarenalni. Renalni
vylucovani je spjato s vyluCovacim organem ledvinami. Zde muzeme exkreci rozd€lit na
tfi zplisoby: glomerularni filtrace, aktivni tubularni sekrece a pasivni difuze skrze
tubularni vystelku. Latky v ledvinach prochazeji membranou glomerulu do primarni moci

tzv. filtratu (Sliva a Votava, 2011). Pfes kapilary glomerull 1ze transportovat 1é¢ivo volné

13



neboli nenavazané na plazmatické bilkoviny s molekulovou hmotnosti méné jak 60 kDa
(Martinkova et al., 2018). LéCiva, jez jsou vyluCovana nezménéna nebo u kterych jsou
vylucovany jeho aktivni metabolity, se mohou zadrzovat v organismu a vytvafet toxicitu.
Dokonce muze v nejzavaznéjSich pripadech dochazet k poruse nefrotického systému.
V piipadé léCiva penicilin, které se fadi mezi polarni latky, dochazi k velmi rychlé exkreci

(Dostalek, 2006).

Dalsim zpasobem exkrece 1€Civ je za pomoci jater. Jatra obsahuji bunky
hepatocyty, které jsou zodpovédné za prestup latky zkrve diky jejich sinusoidni a
lumindrni membrané. Sinusoidni membrana je charakteristicka prostupnosti ob&ma
sméry, na rozdil od luminarni, kterd je prostupna pro latky rozpustné ve vodé pouze
jednim smérem (Martinkova et al., 2007). Poté je latka transportovana zluci do strev, kde
odchazi jako soucast stolice z organismu. AvSak ve stievech se muzeme setkat se
$t&penim konjugatu a naslednou reabsorpci latky zpét do krve (Svihovec et al., 2018).
Tento transport maze byt nejcastéji aktivnim, avSak mizeme se setkat s pasivni difuzi.
To ovliviiyje, Ze nékteré latky mohou prostoupit z hepatocyti a za pomoci systémového
obéhu se transportovat do ledvin, kde jsou nasledné vylouCeny. Jatra jsou hlavnim
organem zodpovédnym zejména na exkreci konjugatl s kyselinou glukuronovou.
V dnes$ni dobé je velkym tématem vliv jaternich onemocnéni na farmakokinetické

procesy 1€¢iv, zejména se hovoii o virové a alkoholové hepatitidé (Dostalek, 20006).
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3. 2. Léciva

Lécivem oznaCujeme 1éCivé latky Ci 1éCivé pripravky podavané lidem ¢i zvifatim,
za uCelem vyvolani biologického ucinku v organismu a zlepseni jejich zdravotniho stavu
(Kertys et al., 2021). Soucasna vyroba léCiv a 1éCivych pripravku je zprostiedkovana
zejména farmaceutickym primyslem (Martinkova, 2007). Jedna Ci vice 1éCivych latek
spole¢né s pomocnymi latkami jsou technologicky zpracovany do kone¢né formy - tzv.
lékového pripravku (farmaka). Jako pomocné latky se wvyuzivaji napf. Zzelatina,
metylceluloza, antioxidanty nebo barviva. Tyto latky nemaji svij vlastni 1éCebny ucinek,
avSak ovliviiyji vlastnosti 1éCiva (stabilita, chut’, barva) nebo usnadiuji vyrobu lé¢ivého

piipravku (Svihovec er al., 2018).

Vyvoj novych 1éciv je velmi slozity a zejména nakladny proces. Nakladnost
vyvoje 1éCiv je zpusobena vyzkumnou praci s cilem najit nové molekuly vhodné k uziti
v podobé 1éCiv. Vyvoj 1éCiva ma nékolik fazi. Prvni faze je nalezeni kandidatni molekuly
vhodné k farmakologickému pouziti. Mezi postupy nalezeni novych molekul, jako
potencionalni 1éCiva, patii naptiklad modifikace chemické struktury jiz znamého 1éCiva,
vyhledani riiznych pfirodnich latek a jejich pouziti ve farmakologickém testovani, nebo
cilend syntéza latek s navrzenou strukturou. Dalsi fazi je preklinické testovani, kde je
molekula testovana na buikéach a zviratech pro stanoveni toxicity. Pokud 1ék projde
preklinickym testovanim, zapoc€ina testovani na lidskych dobrovolnicich - tzv. klinické
testovani (Svihovec er al., 2018). Klinické testovani ma tii ¢asti a posuzuje se G&innost
a bezpecnost pro lidsky organismus. Vyvoj novych 1é¢iv je vSak podroben pfisnym
pravidlim, z divodu souvisejicich rizik, jako jsou napiiklad nové nezadouci ucinky.
Nové kandidatni latky jsou tak podrobovany prisné selekci a pouze mala Cast z téchto

novych latek je zafazena k pouzivanym lékam (Lincova et al., 2007).

3. 2. 1. Triterpeny

Terpeny patii mezi pifirodni slouCeniny nachéazejici se v zivych organismech,
zejména v rostlinach, ovoci, houbach, ale vzacné 1 v nékterych zviratech. Je to velmi
rozmanita a pocetna skupina rostlinnych sekundarnich metaboliti, ktera se neucastni
hlavnich metabolickych drah organismu (Zhou et al., 2017). V soucasné dob¢ je znamo

pres 25 000 odlisnych sloucenin. Terpeny se rozdéluji dle poctu stavebnich molekul
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isoprenu (Obr.7) na monoterpeny, seskvi-, di-, sester-, tetra-, poly- a triterpeny (Hajduch

et al., 2004).

Triterpeny fadime z chemického hlediska mezi isoprenoidy skladajici se z Sesti
isoprenovych jednotek. (Thimmappa et al., 2014). Existuje cela fada struktur, v soucasné
chvili je identifikovana zhruba 200 odlisnych struktur. Prekurzorem pro vznik triterpennti
je organicka sloucenina skvalen. Skvalen se vyskytuje prevazné v jatrech zraloka nebo
v rostlinnych olejich. Je Casto vyuzivan ve farmaceutickém i kosmetickém pramyslu pro

své antioxidacni ucinky (Xu et al., 2004).

CH4

C CH,
G \ﬁ/

Obrizek 7 - Struktura isoprenu, pievzato z Almarie, 2020

Jednoduché triterpeny muzeme nalézt jako soucast povrchovych voski a
specializovanych membran. V nékterych pfipadech mohou triterpeny hrat roli jako
signalni molekuly. V pfipadé komplexnich triterpent je jejich funkci ochrana proti
patogenim nebo Skiidcim. Mnoho triterpenti izolovanych z pfirodnich zdroji jsou
biologicky aktivni. I pfes biologickou aktivitu maji izolované triterpeny komplikované
pouziti. Mezi nevyhody patfi jejich nedostatecné IC50 v ramci cytotoxicity pfi porovnani
s jinymi 1éCivy. IC50 mizeme charakterizovat jako miru koncentrace inhibicni latky
k tomu, aby doslo k inhibici biologického procesu o 50 %. V pripadé triterpent se jedna
o koncentraci, ktera je smrtelna pro 50 % nadorovych bunék. Dalsi komplikaci je jejich
nizkd rozpustnost v polarnich médiich. To ma za nasledek problémy s biologickou
dostupnosti. Vyhodou triterpenti je jejich obvykle nizka toxicita, proto je u nich dosahnuta
vy$§si maximalni tolerovana davka. Nejvyznamnéj§i vyhodou jsou vSak jejich rozsahlé
mechanismy uc¢inkt, mezi nimi jsou jak neobvyklé, tak doposud neobjevené. Diky tomu
jsou triterpeny pfedmétem zajmu pro jejich moznost byt alternativni 1é€bou rezistentni

rakoviny, mikrobialnich, parazitarnich, nebo virovych onemocnéni (Soural et al., 2015).
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Triterpeny si dale pfipisuji protizanétlivé ucinky spojené se schopnosti inhibovat 5-
lipoxygenazu nebo lidskou leukocytarni elastazu (HLE). 5-lipoxygenaza, neboli 5-LO, je
dilezitym enzymem syntézy biologickych mediatori zanétlivych onemocnéni ¢i
spojenych s hypersenzitivitou (astma, artritida, Crohnova choroba ¢i onemocnéni
kardiovaskularniho systému). Tyto mediatory se oznacuji jako leukotrieny. Mezi
inhibitory leukotrienti fadime boswellovou kyselinu ¢i oleanolovou kyselinu (Dzubak et

al., 2004)

Triterpeny se bézné€ objevuji v rostlinach (pf. ve smetance 1ékarské) nebo v ovoci
(jablka, hrusky ¢i brusinky). Zastupce triterpent se vyskytuji napftiklad i v pryskyfici
stromu Boswellia serrata. V pripadé€ hub je nejvyznamnéjsi z pohledu obsahu triterpent
Ganoderma lucidum (Reishi), u které bylo izolovano pfiblizné 150 derivati této
slouceniny. Mezi nejvyznamnéjSich struktury patii oleanové (oleanolova kyselina a
boswellova kyselina), ursanové (ursolova kyselina), nebo lupanové (lupeol, betulinova
kyselina ¢i betulin) derivaty triterpent (Obr.8). Oleanolovou kyselinu miZeme nalézt
jako soucast kotfene zenSenu. U této kyseliny se objevuje fada protinadorovych ucinku.
Velmi vyznamna je také pii ochrané jater, 1écbé bronchitidy, nebo pneumonie. Podobné
ucinky vykazuje kyselina ursolova, patfici mezi ursanové derivaty triterpend. Tato
kyselina se vyskytuje zejména ve vysSich rostlinach. Ma potencial u riznych typt
rakoviny jako jsou rakovina plic, prsu, jater nebo tlustého stfeva. Ma schopnost inhibovat
aktivitu sav¢i DNA polymerazy a a f nebo lidské DNA topoizomerazy I a II (Yin et al.,
2018). Obé¢ tyto kyseliny maji schopnost inhibovat nadorovy rust v mysich modelech a
indukuji jejich apoptozu. Dalsimi triterpenoidy s protinadorovymi ucinky je kyselina
betulinova. Tato kyselina se objevuje v bfize ¢i v rostling€ konitrudu Iékatském (Gratiola
officinalis). Byla popsana ve vztahu s jejimi cytotoxickymi aktivity vaci lymfocytarni
leukemické linie P-388 nebo vici bunécné linie lidského melanomu. Jedna se o derivat

lupanu (Hajduch et al., 2004).

kyselina oleanolova lupeol kyselina ursolova

Obrizek 8 - Zastupci nejvyznamngjSich derivati triterpenu (kyselina oleanolova, lupeol, kyselina ursolova), pievzato z

https://www.toxicology.cz/modules.php?name=News&file=print&sid=1447 , upraveno
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3. 3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je separacni metodou, diky niz dokazeme
analyzovat hmotnosti atoma molekul a jejich fragmentt, které jsou pfeménény na kladné
nebo zaporné ionty. Je tedy zalozena na zékladé€ interakce nabitych Castic s elektrickym
¢i magnetickym polem ve vysokém vakuu (Friedecky er al., 2012). Toto vakuum,
o hodnotach pfiblizné 107 torr, je dilezitou soucasti hmotnostni spektrometrie z déivodu
zamezeni rekombinacim a srazkadm mezi vzniklymi ionty a co nejvét§imu dopadu téchto
jednotlivych iontt na detektor. Vakuum, jako soucast hmotnostnich spektrometrd, je
nezbytné v dosazeni citlivosti té€chto pfistroji (Balikova, 2017). Dale je hmotnosti
spektrometrie vyjimecna v jeji rychlosti, detek¢nich limitech a rozmanitosti aplikaci (De

Hoffmann, 2007).

Historie hmotnostni spektrometrie saha do konce 19. stoleti, kdy Sir Joseph J.
Thomson (1856-1940) publikoval praci, ktera poprvé poukazala na moznosti vyuziti této
metody v chemické analyze. Thomson je od téch dob povazovan za zakladatele
hmotnostni spektrometrie. Vyvoj této metody probihal dale po desetileti. Béhem téchto
let byla tato vyvijejici se metoda vyuZzivana v objevovani novych izotopt a jejich
atomovych hmotnosti. Dllezitym milnikem byly 80. 1éta 20. stoleti, kdy byla zavedena
ionizace elektrosprejem a MALDI. Tento prilom dokazal rozsifit aplikaci hmotnostni

spektrometrie (Friedecky et al., 2012).

Hmotnosti spektrometry se skladaji z iontového zdroje, analyzatoru a detektoru
iontl (viz. obr. 9). Zdroj ionti dokaze pfivést molekuly do hmotnostniho spektrometru
a pfevést je na nabitou nebo ionizovanou formu. Analyzator separuje jednotlivé ionty
podle jejich hmotnosti a naboje za vyuziti elektrickych a magnetickych poli. Nakonec
jsou ionty privadény do detektoru, ktery produkuje elektricky proud. Tento proud se poté

zesilyje a nasledné je detekovan (Downard, 2007).

A " s iy HMOTNOSTNI
IONIZACE TRIDENT IONTT DETEKCE IONTT SPEKTRUM

: : IONTOVY DATOVY
VSTUP ZDROJ ANALYZATOR DETEKTOR SYSTEM ‘
.1 A8
VAKUOVE PUMPY VYSTUPNI DATA

Obrizek 9 — Schéma hmotnostniho spektrometru, pfevzato a upraveno z https://microbenotes.com/mass-spectrometry-

ms-principle-working-instrumentation-steps-applications/
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Postupy v hmotnostnim spektrometru muzeme rozdélit do 5 zakladnich de&ji.
Zprvu dochazi k pfivodu vzorku, jeho zplynéni a ionizace molekul. Existuje mnoho
zpusobt ionizaénich technik vyuZzivané pro hmotnostni spektrometrii. Nékteré mohou byt
energeticky naroéné se schopnosti rozsahlé fragmentace. Radime zde elektronovou
a chemickou ionizaci nebo ionizaci polem. Ionizace polem je vSak vyhrazena pouze pro
dostate¢né tekavé a tepelné stabilni slouceniny (Balikova, 2017; De Hoffmann, 2007.)
Dalsimi kroky je separace vzniklych ionti podle hmotnosti, detekce iontli a vytvoreni

grafického zobrazeni (Balikova, 2017).

Vystupem hmotnostni spektrometrie je hmotnostni spektrum. Toto spektrum
znazorfiuje zavislost Cetnosti iontd na hodnoté m/z (hmotnost iontu/naboj iontu) a je
zobrazovano jako Carovy graf. V tomto grafu nalezneme jednotlivé Cary neboli piky,
jejichz vyska znaci relativni Cetnost iontd. Nejintenzivnéjsi pik je oznaCovan jako pik
zakladni. Z velké Casti je naboj ionti roven 1, tim padem hodnoty na hmotnostnim spektru

jsou realnymi atomovymi a molekulovymi hmotnostmi (Gross et al., 2006).

Spektrum nam muze odrazet jak strukturu analyzované molekuly, tak chemickou
identitu. Vse ale zavisi na podminkach a zptusobu ionizace. Pokud dochazi k ionizaci
narazem elektront je vysledné spektrum reprodukovatelné a charakterizuje chemickou
identitu analyzované latky. V pfipadé chemické ionizace, kde se jedna o mékci ionizaci,
obsahuji spektra dalezité informace o sktrukture molekuly a maji roli v objasnéni
neznamé latky. Reprodukovatelnost jednotlivych spekter vedlo k vytvafeni jejich
rozmanitych knihoven, diky nichz lze za pomoci pocitacové techniky porovnavat tyto

spektra standardd s nami naméfenymi spektry (Balikova, 2017).

Hmotnostni spektrometrie je velice dualezita v oblasti zjisténi chemickych
struktur. V souCasné dobé je velice casto spojovana v tandemovém usporadani

s plynovou (GC-MS/MS) a kapalinovou chromatografii (LC-MS/MS).

3. 3. 1 Hmotnostni analyzatory

Jednou dilezitou casti hmotnostniho spektrometru je analyzator. Zde dochazi na
zakladé poméru hmotnosti k naboji k oddéleni iontl. Dochazi k separaci jednotlivych
iont. Existuje cela fada, nicméné vSechny maji spole¢né to, ze vyuzivaji elektrické ¢i

magnetické pole. V soucasné dobé€ mnoho zastupct hmotnostnich spektrometri pouziva
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kombinaci dvou nebo vice stejnych hmotnostnich analyzatort v ramci jednoho zafizeni,
tzv. tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS). Pokud se jedna o spojeni dvou a vice
rozdilnych analyzatord, mluvime o tzv. hybridni analyze. Mezi zastupce analyzatord
muzeme uvést kvadrupolovy analyzator nebo sektorové piistroje (Prasain et al., 2012;
Friedecky et al., 2012). Sektorovy analyzator ovliviiuje drahy nebo rychlost nabitych
castic podle jejich poméru hmotnosti k naboji v elektrickém nebo magnetickém poli
(Cottrell et al., 2008). Prikladem analyzatoru je TOF — neboli priletovy analyzator. TOF
je analyzatorem doby letu pouzivajici elektrické pole k zrychleni iontd. V pfipadé
stejného naboje u ¢astic bude identicka jejich kineticka energie a rychlost bude zaviset
zcela na hmotnosti analyzovanych ¢astic. Prvni k detektoru doputuji ionty s nizsi
hmotnosti, avSak zavisi na jejich pocatecni rychlosti. To mé za nasledek rozsiteni piku
zobrazenych na grafu. Tento problém fesi spojeni se zpozdénou extrakci (Guilhaus et
al.,1997). Dalsim typem jsou analyzatory, které maji schopnost zachytit ionty v tzv. cele
nebo pasti. Od toho se tyto analyzatory nazyvaji napt. iontova past ¢i elektrostaticka
iontova past - tzv. Orbitrap. Tyto analyzatory funguji na zakladé Fourierové transformace

(Friedecky et al., 2012).
3. 3. 1.1 Kvadrupélovy analyzator

Kvadrupolovy analyzator patii mezi velmi rozsifené analyzatory. Prvnim, kdo
popsal jeho princip, byl fyzik Paul Wolfgang, nositel Nobelovy ceny, a to v 50. letech 20.
stoleti (El-Aneed et al., 2009). Jeho soucasti jsou Ctyfi rovnobé&zné paralelni tyCe, na které
je pfivadéno promeénlivé stejnosmérné a stiidavé napéti. Analyzatorem prochézi ionty
pouze v urcitém rozsahu poméru hmotnosti k naboji. Ionty, které maji nestabilni drahu
jsou vychyleny a nebudou tak detekovany (Obr. 10) (Friedecky er al.,2012). Potizovaci
cena kvadrupolového analyzatoru je oproti jinych analyzatori pomérné nizsi. Dalsi
vyhodou je, ze je relativn€ maly a snadno udrzovatelny. Nicmén¢ jeho hmotnostni rozsah
se pohybuje do 4000 Da (El-Aneed et al., 2009). U kvadrupdlového analyzatoru existuji
dva mozné rezimy — skenovaci nebo single ion monitoring. Skenovaci rezim pracuje
s kontinudlné se meénicim elektrickym polem. Tento systém dokéze zméfit vSechny
hodnoty poméru hmotnosti k naboji v kratkém casovém sledu. Tento rezim je vSak méné
citlivy, avSak lze sledovat vSechny vzniklé ionty. Jinou moznosti je pak rezim SIM —
single ion monitoring — u kterého je nastavena pfesna hodnota velikosti m/z. Timto

nastavenim docilime toho, ze analyzatorem projdou jen ty ionty s danou nastavenou
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velikosti. Diky tomuto monitoringu je rezim SIM velmi citlivy pro kvantifikaci latek

(Friedecky et al., 2012).

DETEKTOR

ION SE STABILNI
DRAHOU

ION S NESTABILN{
DRAHOU

ZDROJ IONTU | |

|
STEJNOSMERNE A
STRIDAVE NAPETI

Obrizek 10 — Schéma kvadrupolového analyzitoru, pievzato z https://www.chromservis.eu/sk/popis-gc-ms-tof ,

upraveno

3. 3. 2 Ionizacni techniky

V soucasné dobé existuje mnoho variant ionizacnich technik. Nicméné vSechny
maji spolecny cil, a to vytvorit nabité Castice, které se pozdéji analyzuji. Ionty z hlediska
polarity vznikaji bud’ kladn€ nebo zaporné nabité. Avsak miize vzniknou vzdy jen jeden
z téchto typua. Proto miizeme ionizaci rozdélit na pozitivni a negativni. Z hlediska dodané
energie pii ionizaci mizeme iontové zdroje rozdélit na ,tvrdé™ a ,,mékké”. Predstavitelem
,tvrdé“ ionizace je tzv elektronova ionizace (EI). ,,Me&kci“ variantou oproti elektronové
ionizaci je poté ionizace chemicka (CI). Mezi velmi Setrné a ,,mekké™ ionizace, u kterych
nedochazi k fragmentaci, fadime ionizaci elektrosprejem (ESI) a MALDI (Friedecky et
al., 2012).

Elektronova ionizace (EI), dfive ionizace narazem elektronu ¢i dopad elektront,

se vyuziva zejména v organické hmotnostni spektrometrii. Je vhodna pro nepolarni az
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sttedné polarni latky, u kterych se jejich relativni molekulova hmotnost pohybuje do 800.
Dnes je Casto vyuzivana u spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
(GC/MYS). Princip je zalozen na rychlém a energetickém pfiblizeni elektronu k neutralni
Castici analytu pfeménéného do plynné faze za vzniku iontu. Muze také dojit k uvolnéni
valen¢niho elektronu. Tento zptisob ionizace je velmi rychly, av§ak zpusobuje rozsahlou

fragmentaci, pii které mohou chybét molekularni ionty (Lemr a Borovcova, 2020).

Tvrdou ionizaci v podob¢ elektronové ionizace dopliuje mekéi metoda chemické
ionizace (CI) (Dass, 2007). Pti této metodé nedochazi k tak rozsahlé fragmentaci, jak je
tomu pravé u EI. Principem chemické ionizace je reakce iontu reakéniho plynu
s molekulou analytu. Relativni intenzita signalu, které se nasledné zobrazi ve spektru, je
odpovidajici celé molekule analytu. Diky chemickeé ionizaci tak mizeme ziskat informace
o molekularni hmotnosti. Je vSak urCena pro tékavé latky, stejné jako je tomu v piipadé

ionizace elektronové (Munson, 2000)

Zvolena technika ionizace je zavisla na riznych aspektech, jako jsou predevsim
vlastnosti analytu, vzorku nebo ucelu celkové analyzy. V pfipade potieby identifikovat
latku a nasledné ji porovnat se spektry v knihovné je vhodnou technikou ,,tvrda™ ionizace.
Naopak ,,mék¢i“ techniky ionizace jsou vhodnymi k uréeni molekulové hmotnosti, av§ak

muze dojit k absenci dat o struktufe latky (Lemr a Borovcova, 2020).

3. 3. 2. 1 Ionizace elektrosprejem

Velmi dilezitou metodou v oblasti studie struktur molekul a kvantitativniho
meéfeni metabolitl je ionizace elektrosprejem (ESI). Tato metoda je vhodna pro netékavé
a tepelné labilni molekuly, kde dokaze byt velmi citliva, jednoducha a spolehliva.
S myslenkou metody ionizace elektrosprejem pfisSel v roce 1968 Malcom Dole, aviak
vyvoj této metody se pripisuje Johnu Fennovi v letech 1989-1990, ktery byl posléze za

tento piinos ocenén v roce 2002 Nobelovou cenou (Dass, 2007).

ESI se vyuziva k zajisténi lepsiho pfenosu ionti ze vzorku do plynné faze pred
samotnou analyzou (Ho et al., 2003). Rozpustény vzorek v pufru nebo v rozpoustédlu je
piivadén do kovové kapilary, obsahujici §picku s vysokym napétim (3-4 kV) vici sténam
okolni komory (protielektrodé€). Tento rozdil mezi Spickou a protielektrodou zplsobuje

vznik silného elektrostatického pole, diky némuz dochazi k rozptyleni roztoku do mlhy
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nabitych kapicek. (El-Aneed er al., 2009; Dass 2007). Nasleduje proces odparovani
rozpoustédla, zejména proudem horkého dusiku (Ho et al., 2003; Dass 2007). Timto
procesem dochazi k pfiblizovani ionti v kapicce a také jeji smrSténi. Tim vznika tzv.
Taylorav kuzel a z ného nasledné mensi kapicky. (Downard, 2007; Ho et al., 2003, De
Hofmann et al., 2007) Po dosazeni kritického bodu odpudivych sil elektrického pole
v nabité kapicce (tzv. Coulombicka exploze) dojde k vypuzeni iontt z nabitych kapicek
do plynné faze. Tyto ionty jsou nasledné zachytavany a jsou urychlovany do
hmotnostniho analyzatoru (Obr. 11) (Ho et al., 2003). Dosazeni idealniho provozu
ionizace elektrosprejem je docileno pii pratoku 2—10 pul za minutu (Dass, 2007). ESI je
mozné provadét ve dvou rezimech, a to v pozitivnim ¢i negativnim. Tyto rezimy jsou
urCovany polaritou kapilary (Downard, 2007). V pripadé tandemového hmotnostniho
spektrometru je moznost po analyzovani struktur molekul vybrat hromadn¢ prekurzorové
ionty a nasledné fragmentovat v kolizni cele. Tyto ionty jsou pak analyzovany druhym
hmotnostnim analyzatorem. ESI je také Casto spojovan z divodu analyzy malych
i velkych molekul jiné polarity svysoce vykonnymi kapalinovymi chromatografy
(HPLC) (Ho et al., 2003).
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Obrizek 11 — Mechanismus ionizace elektrosprejem, pievzato z Ho et al., 2003
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3. 4. Solid phase extraction (SPE)

Jednou z popularnich metod dne$ni doby je extrakce na pevné fazi (SPE).
Principem této metody je rozdéleni analytu mezi dvé nemisitelné faze — pevnou
a kapalnou. Pevna faze se nachazi v podobé sorbentu umisténého v koloné (,,cartridge®).
Jako pevna faze se vyuzivaji materialy na bazi uhliku (C18) ¢i polymert. Kapalnou fazi
je minéna matrice vzorku nebo rozpoustédlo s analyty (Ridgway et al., 2008). Jako
rozpoustédla se vyuzivaji silné kyseliny nebo organicka rozpoustédla. Postup této metody
zaCina promytim samotné kolony z divodu jeji aktivace. Nasledné je nanesen vzorek na
sorbent (pevnou fazi), kdy dochazi k odstranéni nezddoucich slozek. Po promyti, za
pomoci elu¢niho rozpoustédla, je provedena eluce zkoumaného analytu z kolony (viz.
Obr. 13). Diky SPE lze separovat, zakoncentrovat a také precistit vzorek (Camel et al.,
2003; Otles et al., 2015). SPE je nenaro¢na a levna metoda s jednoduchym provedenim.
Avsak nevyhodu muze byt v nékterych pfipadech mala selektivita pouzivanych sorbentu,
kterd ma za nasledek mensi citlivosti. Problém malé selektivity fes§i smésné sorbenty
anebo nové pouzivané imunosorbenty. SPE je mozno uskutecnit off-line anebo Castéji
online (napf. systém RapidFire), kdy je tato metoda pfimo spojena se separaCnimi
metodami napt. hmotnostnimi spektrometry nebo kapalinovou chromatografii. Vyhodou
je nizka kontaminace vzorku a eliminace ztrat pfi odpafovani (Hennion et al., 1999).
Metoda SPE v posledni dobé ¢im dal vice nahrazuje klasickou extrakci LLE, kde je
princip podobny, avsak jedna se zde o rozdéleni latek mezi dvéma kapalnymi fazemi

(Zwir-Ferenc et al., 2006).

Aktivace SPE Pridani vzorku Promyvani Eluce
kolony g2 4

WUr W1 4

[ Analyt »  Nezidouci litky # "]

Obrazek 12 - Schéma metody extrakce na pevné fazi (SPE), ptevzato z Al-Karawi, 2016
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3. 4. 1 RapidFire

V soucasnosti se klade duraz, aby byly metody vysoce vykonné, zjednodusené
a urychlené, avSak stale spolehlivé. Pravé mezi takové metody se fadi systém RapidFire
(RF) (Obr. 14). Jedna se o automatickou metodu, ktera je zalozena na SPE (extrakce na
pevné fazi). Avsak oproti off-line metodé SPE je systém RapidFire vysokorychlostni
extrakci spojenou s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Takto fungujici systém
dokaze snizit obtiznost a Casovy prubéh analyzy (Veach et al., 2017). Dokaze poskytnout
MS data velmi rychle v fadu sekund. Za pomoci trojitych kvadrupold je u systému RF
maximalizovana citlivost. Mezi dalsi vyhody patfi jeho velka kapacita vzork (Agilent

Technologies, 2022).

Obrizek 13 - RapidFire typu RF400 firmy Agilent Technologies, pievzato z
https://www.agilent.com/en/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/high-

throughput-lc-ms/rapidfire-400

Principem systému RapidFire je extrakce vzorku z 96jamkové desticky do SPE
kolony. Ptistroj odsaje vzorek o objemu 15-20 ul. Avsak smycka ur€ena pro vzorek (tzv.
sample loop) ma kapacitu pfesné stanovenou na 10 pl, tim je zajisténa opakovatelnost
analyzy. Zbytek vzorku je odveden do odpadu. Faze nasati a naplnéni je oznaovana jako

Aspirate a trva piiblizné 4 sekundy. Dalsi fazi je tzv. Load/Wash, ktera spociva
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https://www.agilent.com/en/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/high-

v premisténi ventilu a vymyvani vzorku ze smycky za pomoci proudu vodni mobilni faze
a prevedenim na SPE kolonu. Analyty jsou zachyceny na pevné fazi SPE kolony a jsou
eluovany organickou mobilni fazi do hmotnostniho spektrometru, kde probiha detekce.
Tato faze se nazyva Elute. Posledni fazi je tzv. Re-equilibrate, kdy se pfed odsatim dalSiho
vzorku vrati ventily a tok mobilni faze do pivodniho stavu. Analyza jednoho vzorku trva
8-15 sekund a cela 96jamkova desticka poté okolo 30 min (Agilent Technologies, 2022;
Vrobel et al., 2018).
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R oy x, 4 mobilni
bt faze
v
SPE Cartridge SPE Cartridge SPE Cartridge

Odpad

@  sledovany analyt
v soli a pufrovaci ¢inidla
@ reakéni kofaktory

Obrazek 14 - Postup extrakce analyzovaného vzorku za pomoci systému RapidFire, pfevzato a upraveno z
https://www.fda.gov/media/125477/download

U online metod musime brat v potaz efekt , carry-over®. Jedna se o nedostate¢nou
eluci analytu z kolony jednoho ze vzorku. V pfipad€ eluce vzorku nasledujiciho dochazi
k eluci i zbytku analytu vzorku predchoziho zistavajici v koloné. Tato chyba vede ke
zkresleni vyslednych dat zvySenim intenzity detekovaného analytu. DalSim problémem
mohou byt lipofilni latky. Lipofilni vlastnosti vedou k pfilnuti analytu ke sténam kapilar,
které se vyuzivaji v transportu mezi RF a MS. To vede k postupné eluci pii nasledujicich
analyzach a detekovanim faleSnych vysledku. Tento problém je vyfeSen zavedenim
nékolika tzv. blankd. Blank je slepy vzorek neobsahujici zadnou z analyzovanych latek
(napt. voda). Efekt ,carry-over se da eliminovat pouzitim silnych elu¢nich mobilnich

fazi, Cisticich roztokd nebo prodlouzeni fazi Elut a Re-equilibrate (Vrobel ef al., 2018)
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RapidFire se vyuziva v oblasti farmacie ke studiu novych kandidatnich 1éciv
(analyza ADME) nebo v toxikologii. Obecné se vyuziva k analyze exogennich latek
nachazejicich se ve vyssich koncentracich. I kdyz neni RapidFire vhodny pro vSechny
vzorky, stale patii mezi velmi vysokokapacitni a rychlé metody, u kterych neni potfeba
fluorescentniho ani radioaktivniho znaceni. Mezi kompatibilni vzorky mizeme zaradit
pevné nenavazujici se na pevnou fazi SPE kolony anebo netvofici labilni metabolity,
které by se rozpadaly pfi ionizaci (plazma, mikrosomalni vzorky, supernatanty bunéénych
kultur a tkanové extrakty). Vyuziti systému RapidFire se neustdle rozviji, nicméné
v Ceské republice je dostupny prozatim pouze jeden takovy piistroj, a to na pracovisti

UMTM v Olomouci (Vrobel et al., 2018; Agilent Technologies, 2022).
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4 Material a metody

4. 1 Pouzity material

4. 1. 1 Biologicky material

V tomto experimentu byla pouzita lidska plazma (transfuzni oddéleni Fakultni
nemocnice Olomouc, CR) a lidské jaterni mikrosomy (HMMCPL, Thermo Fisher
Scientific, USA).

4. 1. 2 Pouzité chemikalie a roztoky
Chemikalie

— Acetonitril LC-MS ¢istoty (VWR, kat. ¢. BDH83640.100E)

— Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Penta, kat. ¢. 12300-31000)

— Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (Penta, kat. ¢. 12330-31000)

— Dodekan (Sigma-Alsrich, kat. ¢. 8205430100)

— Ethanol (Penta, kat. ¢. 71250-11001)

— Hydrogenfosforecnan disodny dodekahydrat (Penta, kat. ¢. 15140-31000)

— Hydroxid draselny (Penta, kat. ¢. 15520-31000)

— Chlorid draselny (Penta, kat. ¢. 16200-31000)

— Chlorid sodny (Penta, kat. ¢. 16610-31000)

— Isocitrat dehydrogenaza (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 12002)

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

— Kyselina mravenci (Fluka, kat. ¢. 94318)

— Lecitin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 94318)

— Methanol (VWR, kat. €. 102775-450)

— NADP (Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat; Sigma-Aldrich, kat. ¢. NO505)
— Siran hotecnaty (Sigma-Aldrich kat. ¢. N0505)

— Voda (VWR, kat. ¢. BDH23595.400)

— Triterpeny pouzité v tomto experimentu byly poskytnuty skupinou pana doc. RNDr.

Milana Urbana, Ph. D. z Katedry organické chemie, PfF, UPOL
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Roztoky a jejich priprava

— Ix PBS pufr — 8,01 g NaCl, 0,21 g KCIl, 1,5 g NaH2PO4.2H20, 3,6 ¢
Na2HPO4.12H20, rozpustit v 500 ml dH20 a upravit na pH 7,4 za pomoci HCI,
doplnit vodou do objemu 1 1

— NADPH generujici systém: dva roztoky - 0,44 mg NADP v 71 ul 1x PBS pufru,
1,335 mg isocitratu v 71 ul 1x PBS pufru, smichani téchto dvou roztokt a ptidat 14,3
ul isocitrat dehydrogenazy a poté 56,25 ul MgSO4

— 100 mM dihydrogenfosforecnan draselny (pH 7,4): 6,8 g dihydrogenfosforecnanu
draselného v 500 ml H2O, upravit na dané pH

— Mobilni faze A (1000 ml): 950 ml H20, 50 ml acetonitrilu, 1 ml kyseliny mravenci

— Mobilni faze B (1000 ml): 950 ml acetonitrilu, 50 ml H20, 1 ml kyseliny mravenci

4. 1. 3 Pristroje a zarizeni

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

— Centrifuga 514R (Hanil)

— Digestof Biohazard Thermo (Thermo Scientific)

— Desticka uréena pro metodu PAMPA (Merck Milipore), donor (kat. <.
MATRNPS550) a akceptor (kat. €. MAIPN4550)

— Lyofiliza¢ni systém: CoolSafe (ScanVac), vakuova pumpa (Vacuubrand), centrifuga
(Thermo Scientific)

— Laboratorni pH metr, pH 50 se sondou CHS ChemFlex NTC30 (VioLab)

— Magnetickd michacka s ohfevem MR Hei-Tec (Heidolph Instruments)

— Predvazka PS 1500/X (Radwag)

— Termoblok TS-100C (BIOSAN)

— Trepacka PSU-10i (Grant Instruments)

— Ttepacka temperovana ES-2 (BIOSAN)

— Vortex Genius 3 (IKA)

— Voetex MS 3 basic (IKA)

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

— Rapid Equilibrium Dialysis (RED) Inserts and Plates (Life Technologies, kat. €.
90006)
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4. 2 Metodika

4. 2.1 Chemicka stabilita

Jednou z dilezitych vlastnosti pfi studiu kandidatnich 1éCiv je jejich stabilita
v roztoku. Rozpusténé latky dokazi prostupovat pifes membrany napiiklad za pomoci
diftze ¢i za pomoci transportnich mechanisma. Jedna se o velmi dulezity zkoumany
parametr. Chemicka stabilita testovanych latek spociva v jejich inkubaci ve fosfatovém
pufru po stanoveny cas. Za pomoci této metody, pfi které nejsou vyuzity enzymatické
procesy, zkoumame degradaci latek v daném pufru, ktery nam predstavuje fyziologicky
roztok. Piipravené zasobni roztoky triterpenti o koncentraci 10 mmol-1"! v roztoku DMSO
byly poskytnuty z Chemické knihovny UMTM. Poté bylo do 12jamkové desticky
napipetovano 1349 pl 1x PBS pufru spoleéné s 1 pl 10 mmol-1"! zasobniho roztoku
studované latky. Odbéry pro stanoveni stability latek byly provadény v odli§nych
Casovych intervalech 0, 15, 30, 60 a 120 minut. Latky v pufru byli mezi odbéry
inkubovany pii 37 °C a 250 rpm v tfepacim inkubéatoru. Jakmile byla latka napipetovana
do pufru, byla resuspendovana a co nejrychleji odebrana multikanalovou pipetou jako
triplikat 75 pl vzorku na jamku do 96jamkové desticky jako ¢as 0. Nasledné bylo ptidano
150 pl ledové vychlazeného methanolu ke vzorkim k zastaveni reakce a desticka byla
ponechana v chladu. Postupné byly dle stejného postupu zhotoveny v§echny nasledujici
Casové odbéry. Po odebrani vzorku v ¢ase 120 minut byla desticka nechana 10 min
v chladu a nésledné byli vzorky lyofilizovany. Vzorky byly analyzovany za pomoci

systému RF-MS/MS.

4, 2. 2 Plazmaticka stabilita

Plazma jejiz obsahem jsou pocetné druhy bilkovin, mezi které mizeme zaradit
albuminy, globuliny ¢i fibrinogeny. Stabilita kandidatnich 1éCiv je podstatna
k pozadovanému ucinku. Je dulezité, aby bylo zachovano mnozstvi latky. Nekteré latky,
mezi které mizeme zaradit esterové ¢i amidové skupiny, jsou nachylngjsi k hydrolyze
uzpusobené plazmatickymi proteiny. Hydrolyza t€émito enzymy muze zpusobit rychlou
clearance ¢i kratky polocas rozpadu. V neposledni fadé hydrolyza kandidatniho 1é¢iva
vede k snizené ucinnosti. Plazmaticka stabilita spociva v inkubaci studovanych latek

v 100% lidské plazmé.
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Zasobni roztoky studovanych latek o koncentraci 10 mmol 1! byly nafedény v 1x
PBS pufru na 1 mmol-1"! roztok. Posléze bylo napipetovano do 12jamkové desticky 1495
ul plazmy a 4,95 ul 1 mmol-1"! roztoku latky. Odbéry pro stanoveni plazmatické stability
latek byly provadény v ¢asovych intervalech 0,15, 30, 60 a 120 minut. Studované latky
byli inkubovany v plazmé pti 38 °C v tfepacim inkubatoru pii 250 rpm. Jakmile byla latka
ptridana do plazmy, byla resuspendovana a co nejrychleji odebran multikanalovou pipetou
triplikat 75 pl vzorku na jamku do 96jamkové desticky. Posléze byla reakce zastavena
pfidanim 150 pl ACN/MetOH v poméru 2:1 ke kazdému vzorku. Nasledné byla desticka
prelepena parafilmem a byla ponechana v chladu. Tento postup byl identicky pro
nasledujici Casové odbéry. Jakmile byl vzorek odebran v ¢ase 120 minut byla desticka
uchovana pii -80 °C pifes noc. Nasledujici den byla desticka se vzorky nechéana
rozmrazovat pii pokojové teploté a posléze centrifugovana pii 4 °C a 4000 rpm po dobu
10 minut. Po stoceni v centrifuze bylo odebrano 100 ul supernatantu do nové 96jamkové
desticky. Poté byly vzorky lyofilizovany. Vzorky byly analyzovany za pomoci systému
RF-MS/MS.

4. 2. 3 Mikrosomalni stabilita

Mikrosomy jsou Castice vznikajici pfi degradaci hladkého endoplazmatického
retikula jaternich buné€k. Mikrosomy jsou mistem, kde dochazi k enzymatické reakci
spojené s cytochromem P450, a také s konjugacni enzymy. Tyto enzymy jsou dilezité
pro metabolismus 1é¢iv a xenobiotik. Cilem biotransformace je z 1é¢iva, které ma obvykle
lipofilni charakter, vytvorit latku hydrofilni. Hydrofilni 1é¢ivo je poté Iépe vylouceno
zt€la ven. Jaterni mikrosomy se vyuzivaji z divodu snadného pouziti, nizké ceny
a reprodukovatelnosti. V testu mikrosomalni stabilit¢ se uplatiiuje NADPH generujici
systém (Medvedikova er al., 2021). Mikrosomalni stabilita je zalozena na plazmatické
clearance. Je to pouze jednim z mechanismt vylu¢ovani latek, nicméné je zafazovan mezi

ty hlavni.

K mikrosomalni stabilité studovanych latek byly wvyuzity lidské jaterni
mikrosomy. Nejprve byl vytvofen NADPH generujici systém, ktery obsahuje nikotin
adenin dinukleotid fosfat, isocitrat sodny, siran horeCnaty a. Dle poctu testovanych latek
byla za pomoci protokolu vytvoren tento systém. Ke kazdé latce bylo napipetovano do

12jamkové desticky 913 pl dihydrogen fosforecnan draselny, 28 ul mikrosomu a 67,4 pl
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NADPH generujiciho systému. Tato smés byla preinkubovana po dobu 5 min v tfepacim
inkubatoru pii 38 °C a 250rpm. Posléze byly studované latky o koncentraci 10 mmol-1-!
nafedény v 1x PBS pufru na koncentraci 50 mmol-1"! a nasledné bylo ke smési pfidano
127 wl takto piipraveného roztoku studované latky a resuspendovano. Po pfidani latky
byl odebran multikanalovou pipetou triplikat 75 pl vzorku na jamku do 96jamkové
desticky. Poté byla reakce zastavena 100 ul ACN/MetOH v poméru 2:1 ke kazdému
vzorku a desticka byla pielepena parafilmem a prenesena do chladu. Latky se smési byli
inkubovany pfi teploté 38 °C v tiepacim inkubatoru. Odbéry pro stanoveni mikrosomalni
stability byly odebirany v ¢asovych intervalech 0, 15, 30, 60 minut. Po odbéru v ¢asovém
intervalu 60 min byla desticka po dobu 10 min ponechana v chladu a poté centrifugovana
pfi teploté 4 °C a 3000 rpm po dobu 10 min. Nasledné bylo odebrano 100 pl supernatantu
do nové 96jamkové desticky a lyofilizovano. Vzorky byly analyzovany za pomoci

systému RF-MS/MS.

4. 2. 4 Vazba na proteiny

U latky, ktera je ve vazbé na plazmatické proteiny, je ovlivnéna jeji distribuce
v organismu a zaroven jeji ucinnost. Ta je uzpusobena pouze volnou frakci nikoliv
vazanou. Mezi plazmatické proteiny schopné vazat latky patti albumin, lipoproteiny nebo

a- nebo B- globuliny.
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Obrazek 15 - Interakce molekul 1é¢iva s plazmatickym proteinem albuminem, pfevzato a upraveno z Ahmed et al.,
2022

Pro urCeni vazby na proteiny byl vyuzit RED test (Rapid Equilibrium Dialysis),
ktery je zalozeny na dialyze vyuzivajici polopropustnou membranu. Tato membrana je
schopna oddélit vazanou frakci od nenavazané. Sklada se ze dvou komirek, red (R)

a white (W). Komurky od sebe déli polopropustna dialyza¢ni membrany.
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Obrazek 16 — Princip RED testu, pievzato a upraveno z Ahmed et al., 2022

Pro tuto metodu byla vyuzita lidska plazma, ktera byla rozmrazena pii pokojové
teplote. Poté byla zfedéna na 5% roztok. Zakladna komurky (tzv. Teflon base plate) byla
promyta ethanolem (20%) po dobu 10 min. Po uplynuti 10 minut byla desky promyta
ultracistou vodou. Poté byly do desky vlozeny s opatrnosti komurky red a white tak, aby
nebyla porusena polopropustnd membrana. Ze studovanych latek o koncentraci 10
mmol-1"' byly pfipraveny roztoky, kdy bylo napipetovano 1 ul latky a 999 pl 10% plazmy.
Nasledné bylo do red komurky (R) napipetovano 300 pl plazmy s latkou a do white
komurky (W) bylo napipetovano 500 pl 1x PBS pufru. Komtrka pak byla prelepena
adhezni folii a poté byly inkubovany po dobu 4 hodin pfi teploté 37 °C za stalého tfepani
v inkubatoru (250 rpm). Po 4 hodinach bylo z komiirek odpipetovano 200ul a preneseny
do 48jamkové desticky. K odebranému roztoku zred komurky bylo pfidano stejné
mnozstvi PBS a z white komurky plazma. Nasledné byla reakce zastavena za pomoci 400
ul ACN/MetOH v poméru 2:1. Desticka posléze byla ponechéana pti -80 °C pies noc
v mrazaku. Nasledujici den byla desticka centrifugovana pti 4 °C a 4000 rpm po dobu 10
min. Po stoCeni bylo odebrano dvakrat 200ul supernatantu do 96jamkové desticky a poté

lyofilizovany. Vzorky byly analyzovany pomoci systému RF-MS/MS.

Vysledky vazby na plazmatické proteiny byly vypocitany za pomoci
matematického vzorce (viz. Obr 18). Rozdil v koncentracich nachazejici se v komurkach
red a white po inkubaci je podstatny pro stanoveni procenta navaznosti studovanych latek

na proteiny.
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Obrazek 17 — Vzorec pro vypocitani vazby na plazmatické proteiny, legenda: fu — mnozstvi volné frakce, PC —
koncentrace testované latky navazané na plazmatické proteiny (v cervené komurce), PF — koncentrace difundované

latky nachazejici se v bilé komiirce, pfevzato a upraveno z www. cyprotex.com

4. 2.5 Metoda PAMPA (parallel artificial membrane permeability assay)

Studium 1é¢iv béhem preklinického vyvoje zahrnuje testovani prostupnosti latek
pfes uméle vytvorené membrany. Mezi takové metody patii modely zalozené na
bunéénych linii, napt. Caco-2 buriky anebo nebunééné modely vyuzivajici uméle
vytvorené membrany. Mezi nebunécné modely fadime in vitro pasivni difuzi PAMPA,
ktera je zalozena na transportu z prostifedi s vysokou koncentraci do prostredi s nizsi
koncentraci bez energetickych narokti pifes uméle vytvorenou lipidovou membranu
(Medvedikova et al., 2021). Tyto membrany mohou byt potazeny riznymi typy lipida,
naptiklad smési lecitinti v organickém rozpoustédle (Avdeef er al., 2005). Za pomoci této
metody dokazeme stanovit permeabilitu latek, ktera putuje z donorové ,,spodni* ¢asti pres
umélou membranu do akceptorové | horni“ casti. Vyuziva se mikrotitracnich
96jamkovych desticek k vytvoreni tzv. , sendviCova“ soustava (viz. obr. 16) (Chavda et
al., 2017). Zkoumané 1é¢ivo je vlozeno do donorové ¢asti modelu a po uplynuti inkubace
je méfeno mnozstvi latky nachézejici se v donorovém kompartmentu a nasledné
v akceptorovém, kde se méfi mnozstvi difundovaného léciva (Fantini er al., 2015).

Pivodné byla metoda PAMPA vytvorena pro potieby predikce gastrointestinalni
permeability (Avdeef et al., 2005, 2015).
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Obrazek 18 - Schéma modelu PAMPA; pfevzato a wupraveno =z https://www.creative-

bioarray.com/Services/pampa-assay.htm
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Do organismu se 1é¢ivo muze dostat pomoci usnadnéného ¢i aktivniho transportu,
endocytozou, exocytozou anebo prave pasivnim transportem (difuzi). Metodou pasivni
difuzi (PAMPA) se transportuji malé a lipofilni latky. Pro studium ADME zacina byt
¢im dal vice tato metoda popularni. Vyuziva se k predikci, zdali dany studovany
kandidatni 1€k projde ¢i neprojde pfes membranu napf. stfevniho epitelu nebo
hematoencefalické bariéry (Fantini et al., 2015). To, jak rychle dokaze 1é¢ivo prostupovat
pfes bariéru, zna¢né souvisi s absorbovanim 1€¢iv u pacientd (Balimane et al., 2006).
Avsak pfi pouziti tohoto modelu se eliminuje pouziti transportéri v uméle vytvorené
membrané, a tak nejsou poskytnuta data o absorpci latek prostiednictvim transportéru.
Proto se muze stat, Ze budou zpracovavany nespravna data o celkové propustnosti
(Dressman et al., 2008). Metoda PAMPA nicméné poskytuje jednoduchou klasifikaci
analyzovanych latek. Udava nam, zdali ma latka nizkou, stfedni ¢i vysokou
pravdépodobnost se absorbovat. PAMPA vyuziva konstanty Papp neboli koeficient
propustnosti. Jedna se o vnitfni konstantu stanovujici predikci transportu pies bariéru
bunééné membrany (viz. obr. 17) (Dahlgren et al., 2022). U latek s nizkou propustnosti
je konstanta Papp mensi nez 10 x 10 cm/s a u latek s vysokou propustnosti se pohybuje

konstanta Papp nad touto hodnotou.

Akceptor L
Payp=Cx — In (1 : l - l)
[ Equitibrace L.

VpxV
kde C=— - D A
(Vp+ Vy)x<arcax cas

Obrizek 19 - Vypocet koeficientu propustnosti Papp;

legenda: Akceptor L — koncentrace 1é€iv v akceptorovém kompartmentu, Equilibrace L — koncentrace 1é¢iv
v equilibridlni desti¢ce, VD — objem donorového kompartmentu, VA — objem akceptorového kompartmentu, area —
plocha uméle vytvofené membrany

PAMPA se celkové fadi mezi rychlou a nenarocnou metodu, ktera poskytuje kvalitni.
Metoda je dobie reprodukovatelna a k analyze je potfeba jen malého mnozstvi vzorku.
Cena analyzy je oproti jinym metodam nizsi — a to pravé diky malému mnozstvi vzorku

a rychlosti metody (Chavda et al., 2017, Cabrera-Pérez et al., 2016).
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Model pasivni difuize PAMPA je vyuzivan ke stanoveni permeability latek pires
umélou membranu. Byl vytvoren inicialni a equilibridlni roztok. Inicalni roztok (20 umol)
o objemu 2ml obsahoval zasobni roztok latky (10 mM) s 1x PBS pufrem. Tento vznikly
roztok byl pipetovan do 12-jamkové desticky. V dalsi 12- jamkové desticce byl vytvoren
roztok equilibrialni (450 ul inicialniho roztoku a 225 ul 1x PBS pufru). Na spodni Cast
(donor) bylo napipetovano 300 ul inicialniho roztoku. Nasledné byl v ultrazvukové lazni
vytvoren roztok 10% lecitinu v dodekanu. Na membranu horni ¢asti (akceptoru) desticky
bylo opatrné napipetovan v digestoti (Spicka nesmi porusit membranu) tento roztok 10%
lecitinu. Na aktivovanou membranu (pruhledna) muselo byt nejpozdéji do 10 min od
aktivace napipetovano 150 ul 1x PBS pufru. Nasledné¢ byla horni a dolni cast
zkompletovana, aby doslo ke kontaktu mezi membranou a studovanou latkou. Toto
uskupeni nazyvame sendvicové. Desticka byla nasledné inkubovana za laboratorni
teploté na tfepacce (70 rpm) po dobu 18 h ve tmé. Po uplynuti 18 h bylo prepipetovan
objem 120 ul vzorku do 96-jamkové desticky v daném pofadi — akceptorovy,
equilibrialni, donorovy a inicialni roztok. Tyto vzorky byly lyofilizovany a analyzovany

za pomoci systému RF-MS/MS.

4. 2. 6 Analyza vzorku za pomoci RF-MS/MS

Po uskutecnéni ADME testovani byla stanovena relativni koncentrace za pomoci
systému RapidFire typu RF300 firmy Agilent Technologies, ktery je online propojeny
s hmotnostnim spektrometrem typu QTRAP 5500. Nejprve byly analyzované latky
naladény na dany spektrometr v MRM modu. Néasledné byla provedena optimalizace
pouzivaného spektrometru na studované latky triterpend. Analyza byla provadéna
v pozitivnim modu za pouziti ionizacni techniky ESI (tzv. ionizace elektrosprejem).
Vystupni data z hmotnostniho spektrometru méla rozli¢né parametry, mezi které mazeme
zafadit kolizni energii, deklasterizac¢ni potencial (viz. Tab. ¢. 1) ¢i nalezené piechody
MS/MS (Tab. €. 2). Po stanoveni parametra byly uréeny podminky pro extrakci na pevné
fazi (RapidFire). Vzorky, které byly lyofilizovany, jsou pfed samotnou analyzou RF
rozpustény v 200 ul mobilni fazi A obsahujici presné stanovené mnozstvi interniho
standardu. Internim standardem je sloucenina zndmé molekulové hmotnosti, pomoci
které jsme schopni detekovat zmény v signalu pfistroje. Lze tak odstranit chyby

zméfenych koncentraci vzorkii béhem meéfeni pfistrojem. Standard neni obsazen ve
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vzorku a jehoz hmotnost je podobna hmotnosti vzorku (Borkova, 2020; Mihaljevi€ et al.,
2004). Detekovany signal interniho standardu je porovnan se signalem analytu a je
provedena normalizace. Normalizace je uskuteCnéna pomérem mezi signalem analytu
a signadlem interniho standardu (Volny, 2019). Ziskané data byla zpracovéana

a vyhodnocena za pomoci pocitacového softwaru — RapidFire Integrator a pfevedena do

programu Excel.

Tabulka 1 — Vystupni parametry stanovené hmotnostnim spektrometrem na prikladu studované latky LEM00018315,
legenda: DP — deklasteriza¢ni potencidl, CE — kolizni energie, CXP — vystupni potencial

Latka Q1 Mass Q3 Mass DP CE CcXp
LEMO00018315 (Da) (Da) (Volts)
529,3 105,1 191 89 12
114,9 191 127 20
128 191 129 20
145,1 191 57 8

Tabulka 2 — MS/MS piechody stanovené hmotnostnim spektrometrem pouzivané u jednotlivych studovanych
triterpeni LEM00018315, LEM00129909 a LEM00129910

Latka MS/MS prechod
LEM00018315 529,3/105,1
LEM00129909 581,3/248,1
LEMO00129910 587,3/149
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S5 Vysledky
5.1 Chemicka stabilita

Stabilita vzorku je velmi dilezitou a pozadovanou vlastnosti 1éCiva. U vzorku
kandidatnich 1€¢iv triterpent byla nejprve stanovena chemicka stabilita. Testované latky
triterpenti byly podrobovany inkubaci ve fosfatovém pufry. Tento pufr slouzi jako obdoba
fyziologického roztoku. Latky poté byly odebirany v Casovych intervalech 0, 15, 30, 60
a 120 minut. Dle vysledki (viz. Graf ¢.1) je patmé, ze relativni koncentrace
analyzovanych latek u vSech tfi vzorki po 120 minutach byla stanovena pod 60 %
z puvodni koncentrace, kterou charakterizuje ¢as 0. U vzorku LEM00129909 byla tato
hodnota relativni koncentrace dokonce pod 35 %. To svéd¢i o velmi Spatné chemické
stabilité studovanych latek, jelikoz ubytek koncentrace od ¢asu O (pavodni koncentrace)
az po Cas 120 je o vice jak 40 %. Tato ztrata muze byt zpusobena neenzymatickymi
procesy. Naopak nejvy$si naméfenda hodnota chemické stability byla u latky

LEMO00129910, kde se ubytek od pocatecni koncentrace pohyboval okolo 57 %.

Graf 1 — Chemicka stabilita studovanych triterpeni LEM00018315, LEM00129909 a LEM00129910 — zavislost
relativni koncentrace (%) triterpent na dob¢ inkubace (min) ve fosfatovém pufru
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5. 2 Plazmaticka stabilita
V pfipadé plazmatické stability byla zjiStovana nachylnost k hydrolyze
plazmatickymi enzymy. Puasobeni téchto enzyml mize mit za nasledek plazmatickou

nestabilitu.

Analyzované vzorky triterpentt byly inkubovany ve 100% lidské plazmé.
Nasledné byly tyto vzorky postupné odebirany, a to v Casech 0, 15, 30, 60 a 120 minut.
Kazda ze tii studovanych latek vykazovala velmi dobrou plazmatickou stabilitu viz. Graf
¢. 2. Relativni koncentrace analyzovanych latek u vSech tii vzorku triterpenti byla po dvou
hodinach inkubace vyssi nez 85 % v porovnani s pavodni koncentraci pfi odbéru v Case
0. Tyto latky vykazovaly dobrou stabilitu, ubytek od ptivodniho mnozstvi muze byt

zpusoben t¢inkem enzymu obsazenych v plazmé.

Graf 2 — Plazmaticka stabilita studovanych triterpena LEM00018315, LEM00129909 a LEM00129910 — zavislost
relativni koncentrace (%) triterpenti na dob¢ inkubace (min) ve 100% lidské plazmé
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5. 3 Vazba na plazmatické bilkoviny

Vazba na plazmatické bilkoviny je zasadni v ucinku a také distribuci 1é¢iv. Tato
vazba u studovanych triterpenti byla stanovena za pomoci RED testu (Rapid Equilibrium

Dialysis). Za pomoci vzorce byla z koncentraci v red a white komurkach vypocitana
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navaznost triterpenti na bilkoviny v plazmé. U vSech tii analyzovanych latek bylo zjisténo
vysoké procento vazané frakce na plazmatické proteiny viz. tabulka ¢. 3 (vice jak 97 %).
U latky LEM00129909 je tato hodnota dokonce 98,45 % véazané frakce. Nicméné pro
pozadovany ucinek a spravnou distribuci 1éCiv v organismu je dilezita vysoka hodnota
nenavazané tzv. volné frakce nikoliv vazané, jako to je v pfipad€ vysledkd studovanych

vzorku triterpent.

Tabulka 3 - Vysledna data o procentu vazané frakce testovanych triterpent za pomoci RED testu

Testované latky RED test (in vitro) — vazana frakce (%)
LEMO00018315 97,37 £ 0,81
LEM00129909 98,45+ 0,67
LEM00129910 98,42+ 1,18

5. 4 Mikrosomalni stabilita

K analyze metabolismu a plazmatické clearance se vyuziva test mikrosomalni
stability. Vzorky studovanych triterpena byly inkubovany spolecné s lidskymi jaternimi
mikrosomy a NADPH generujicim systémem. Odbér byl provadén v riznych Casovych
intervalech (0,15, 30, 60 a 120 minut). Dle vyslednych hodnot zobrazenych na grafu ¢. 3
lze pozorovat pokles relativni koncentrace analyzovanych latek. U latky LEM00129910
je tento pokles z pavodni koncentrace na hodnotu 66 %, LEM00129909 je tento pokles az
na hodnotu 52 %. Studované triterpeny byly posléze zatazeny do jednotlivych kategorii
dle vypoctu jejich vnitiniho clearance (CLin) viz. obr. 18. Vsechny tfi latky triterpenti
(LEMO00018315, LEM00129909 a LEM00129910) byly klasifikovany ke stfedné vysoké
hodnot€ vnitni clearance., coz znaci rychly metabolismus biotransforma¢nimi enzymy

cytochromu P450.

0,693
t1/2

Clint =Vx

Obrazek 20 - Vzorec pro vypocet vnitiniho clearance, legenda: V — objem v ul, t 2 — hodnoty polo¢asu rozpadu,
vypocteno t1/2 = 0,693/k — kde k je sklonem piimky zavislosti ptirozeného logaritmu procenta zbyvajici slouc¢enin na

Case
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Graf 3 — Mikrosomalni stabilita studovanych triterpeni LEM00018315, LEM00129909 a LEM00129910 — zavislost
relativni koncentrace (%) triterpenti na dob¢ inkubace (min) za ptitomnosti lidskych jaternich mikrosomu
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5.5 Model PAMPA

PAMPA je metodou, ktera dokaze simulovat pasivni diftizi pres umele vytvofenu
membranu. VétSina malych a lipofilnich 1é¢iv tak dokaze vstoupit do organismu.
Studované triterpeny byly inkubovany po dobu 18 h ve tmé ve specialni sendvicovém
uskupeni s donorem a akceptorem. Ziskana data byla vyuzita v matematickych vzorcich
pro stanoveni relativni permeability studovanych triterpent. U studovanych latek byla
vypocitany hodnoty okolo -8 az -9 (viz. Tab. 4). Dle téchto vysledkua byly latky zarazeny
do kategorie s nizkou schopnosti pronikat pfes polopropustnou umeéle vytvorenou
membranu. Nicmén¢ v pripadé vyuziti metody PAMPA nepocitame s transportem pres
membranu za pomoci transportéri, a proto v tomto piipadé pouze zvazujeme pasivni
transport studovanych latek.

Tabulka 4 — Vysledna relativni permeabilita u studovanych latek triterpenu zji$téna za pomoci metody PAMPA a

nasledné zatazeni do kategorie propustnosti

Testované latky log Papp Kategorie
LEM00018315 -8,134 + 1,223 nizka
LEMO00129909 -9,185 + 0,067 nizka
LEMO00129910 -8,881+ 0,386 nizka
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5. 6 Vyhodnoceni dat

Dle Tab. 5 lze prezentovat vyhodnoceni dat ziskanych pfi analyze plazmatické

stability. Jedna se o studovanou latku LEMO00129909 s jejim zvolenym vhodnym

standardem (latka LEM00129910). Pti plazmatické stabilité byl odebiran triplikat vzorku

v kazdém cCasovém intervalu. Stejné tomu bylo i v pfipadé chemické a mikrosomalni

stabilité. Za pomoci systému RapidFire byly analyzovany studované latky a stanovena

jejich plocha piku a jejich internich standardi. Ziskané data byla zpracovana

a vyhodnocena za pomoci pocitacového softwaru — RapidFire Integrator a prevedena do

programu Excel.

Tabulka 5 — Kompletni data pro ldku LEM00129909 ziskané pii analyze plazmatické stability

Cas Latka priumeér IS priumér
odbéru LEM00129909 LEM00129910
(min)  (581.3/248.1) (587.3/149)
0 564440 572160 518880 551827 70620 66180 68840 68547
15 512900 509360 476660 499640 77220 66280 65060 69520
30 463740 473380 474580 470567 67080 63060 58400 62847
60 466040 462060 458800 462300 71300 55740 59360 62133
120 452700 505640 449120 469153 59800 57700 55180 57560

Studovana pramér SD SD %

latka s IS

0 7,993 8,646 7,537 8,059 0,557 6,911 100

15 6,642 7,685 7,326 7,218 0,530 7,341 89,56749

30 6,913 7,507 8,126 7,515 0,607 8,072 93,26098

60 6,536 8,290 7,729 7,518 0,895 11,910  93,29642

120 7,570 8,763 8,139 8,158 0,597 7,315 101,2287

5. 6. 1 Statistické hodnoceni dat

Vysledna data byla statisticky vyhodnocena za pomoci programu Statistica, kdy byla

vypocitana statistickd vyznamnost s pouzitim neparametrického testu Man-Whitney U

test. Za statisticky vyznamné jsou povazovany rozdily s korigovanymi hodnotami

p <0,05. V dolozenych grafem riznych stabilit jsou jako chybové utseCky pouzity

smérodatné odchylky.
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6 Diskuse

V dnesni dobé se klade velky duraz na urychleny vyvoj novych 1éciv. Nicméné se
jedna o velmi nakladny proces. Je to zplisobeno zejména praci spojenou s vyhledavani
novych struktur ¢i preklinickym a klinickym testovani kandidatnich 1é¢iv. Pokud latka
projde slozitym procesem testovani je zavedena na trh. Pouze zlomek kandidatnich

struktur je takto uspésné zarazena do terapeutického procesu (Starobova et al., 2006).

Triterpeny maji velky potencial zeyména diky svym rozli¢nym biologickym aktivitam,
mezi které mizeme zafadit protizanétlivé, antimalarické, antibakterialni ¢i antimykotické
vlastnosti. Avsak nejdilezité]si je pro nas studium jejich protinadorové aktivity (Hodon
et al., 2022). Avsak triterpeny i pres jejich nizkou toxicitu jsou zna¢né€ malo pfipustény
do klinického testovani v dasledku horSich farmakokinetickych vysledki, nez je
pozorovano u soucasnych 1éCiv na trhu. Proto je snaha vytvofit nové struktury derivati
triterpenti s lepSimi farmakologickymi vlastnostmi (Pokorny, 2018). Tato diplomova
prace studuje nové vzniklé derivaty triterpend v ramci preklinického testovani. Latky
byly syntetizovany skupinou pod vedenim pana doc. RNDr. Milana Urbana, Ph. D.
z Katedry organické chemie, PfF a UMTM, LF UPOL a jsou vedeny pod svymi LEM
kody Chemické knihovny UMTM (LEMO00018315, LEM00129910 a LEM00129909)
anejsou zvefejnény jejich struktury, jelikoz doposud nejsou noveé wvzniklé latky

patentovany a publikovany.

Nové struktury triterpentt maji potencial projit vSemi ¢astmi testovani, i kdyz v této
praci kandidatni struktury triterpeni nevykazovaly vhodné vysledky pro preklinické
testovanim z davodi horsich vysledka stabilit a permeability. Dle vysledku Borkova et
al., 2020, vsak urcité testované struktury triterpend staly vhodnymi kandidaty jako 1éky
proti rakoviné. Tyto latky vykazovaly dobré vysledky v oblasti testovani stabilit a byly
zjistény, ze spousti apoptdzu prostiednictvim vnitinich drah. Mezi struktury zafazené
mezi vhodné kandidaty 1€Civ v praci Borkova et al., 2020 jsou kyselina betulinova,
dihydrobetulinova, ursolova a oleanolova, které jsou modifikovany riznymi Cinidly
(CuBr2, EtOAc, MeOH) za urcitych podminek (laboratorni teplota). Podobné tomu bylo
i v pripad€ prace Hodon et al., 2022, kde analyzovaly struktury triterpenoidnich pyrazina
a pyridint, kde bylo vybrano pouze malé mnozstvi struktur s velmi dobrymi vysledky

stabilit i cytotoxickou aktivitou.
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Experimentalni ¢ast byla zaméfena na analyzu ADME in vitro metod charakterizujici
preklinické testovani novych kandidatnich 1é¢iv. Byly vyuzity metody stanovujici
stabilitu latek, vazbu na plazmatické proteiny (RED test) a v neposledni fadé metoda
analyzujici propustnost latek pfes uméle vytvorenou membranu za pomoci diftize
(PAMPA). Ziskané vysledky zexperimentalni casti jsou obsazeny v nize

uvedené tabulce €. 6, ktera zobrazuje vSechny ¢asti ADME testovani.

Nejprve byla provedena chemicka stabilita v prostiedi fosfatového roztoku. Vysledky
udavaji velmi §patné hodnoty stability. Tyto vysledky u vSech tii studovanych triterpenti
mohu byt zpusobené prostiednictvim neenzymatickych procesi. Mezi takové muzeme
zatradit napiiklad hydrolyzu, oxidace ¢i svétlem katalyzovand degradace. Pravé tyto
procesy jsou iniciovany ruznymi fyzikalné-chemickymi faktory jako je pH pufru
s dalSimi slozkami — kovy, enzymy, svétlo, teplo, vlhkost ¢i kyslik. V pfipadé€, ze latka
vykazuje urcitou nestabilitu mize to byt i problémem vazby studovanych sloucenin na
pouzivané plasty, proto je nutné test nékdy zopakovat s vyuzitim sklenénych nadob
namisto plastovych. Dal§im vysvétlenim Spatné chemické stability mize byt schopnost

agregace a dimerizace triterpent. (Medvedikova er al., 2021)

Plazmaticka stabilita studovanych latek se zabyvala otdzkou nachylnosti k hydrolyze
zpusobenou enzymy obsazenych v lidské plazmé. V tomto pfipadé testovani triterpend
byla zjisténa dobra stabilita, vice jak 85 %. Stanoveni, zdali je studovana latka stabilni
v plazmé je velmi dilezitym krokem. Zajima nas, jestli je zachovano mnoZzstvi
potencionalniho 1é¢iva, aby bylo dosazeno pozadovaného ucinku. Neékteré latky jsou
nachylnéj§i k hydrolyze plazmatickymi enzymy vice nez jiné, napiiklad struktury
obsahujici esterové nebo amidové skupiny. Vysledna nestabilita ma vliv také na polocas
rozpadu souvisejici se §patnou ucinnosti. Nicméné plazmaticka nestabilita muze byt

i zadana v pfipade testovani proléciv (Medvedikova et al., 2021, Hodoti ef al., 2022).

S plazmatickou stabilitou souvisi vazba studované latky na plazmatické proteiny.
V experimentalni ¢asti byla zjisténa vysoka mira vazané frakce za pomoci dialyze pres
polopropustnou membranu (RED test). Hodnota vazané frakce byla vyssi, néz hodnota
97 %. Pokud je latka navazana na plazmatické proteiny, mize byt ovlivnéna jeho
distribuce a s tim souvisejici ucinek. Mezi takové bilkoviny nachézejici se v plazmé, které
dokazou vazat 1é¢iva, patfi albuminy, lipoproteiny ¢i globuliny. Pro spravnou distribuci

je dulezita pravé volna frakce, ktera dokaze prostoupit az do mista tcinku.
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V piipadé mikrosomalni stability se jedna o velmi dalezitou cast preklinického
testovani, jelikoz se zaméfujeme na metabolismus potencionalnich 1éciv. Studované latky
byly po sledu vypocti zafazeny do kategorii charakterizujici rychlost eliminace za urcity
Cas — nizka (< 8,0), stfedni a vysoka (> 47) vnitini clearance. Dle vysledkd studovanych
triterpentt (LEM00129910 — crLint =15,6 £ 2,4 pl/min/mg; LEM00129909 — crLint = 22,4 +
0,4 pl/min/mg; LEMO00018315 — crLine = 21,4 + 1,2 pl/min/mg) byly vSechny latky
kategorizovany se stfedné vysokou vnitini clearanci. V této diplomové praci byly vyuzity
lidské jaterni mikrosomy, avSak v praci Wu et al., 2012 popisuje testovani v piitomnosti
mySich, potkanich psich ¢i opiCich jaternich mikrosomélnich frakci. Testovani
v piitomnosti mikrosomu rozli¢nych druhti poskytuje informace o rozdilech mezi druhy
a tim muzeme predikovat chovani takového Iéku u lidi. Prace Di et al, 2012 zmifiuje
pouziti hepatocytti namisto mikrosomu. V priipadé€ latek metabolizovany prostiednictvim
CYP jsou vysledky vnitini clearance u mikrosoma a hepatocyti srovnatelné. Avsak
v piipadé metabolizace jinymi procesy nez CYP (napfiklad UGT) byla vnitini clearance
rychlej§i u hepatocyti, nez je tomu u mikrosomu. AvSak hepatocyty jsou drazsi
alternativou oproti mikrozomum s kratsi zivotnosti, a proto se pouzivaji v pozdnich fazich

testovani 1éCiv pii analyzovani mensiho poctu struktur.

Simulace pasivni propustnosti sloucenin pres uméle syntetizovanou polopropustnou
membranu byla provedena prostfednictvim testu PAMPA. Jedna se o nebunécnou
metodu, ktera predstavuje fazi absorpce 1éCiv u lidi (Balimane et al., 2006). Vysledky
testu PAMPA jsou podstatné, jelikoz k pasivni difuzi dochazi zejména v GIT nebo
v mozku. Studované triterpeny v této praci vykazovaly nizkou propustnost pies
membranu (log Papp < -5). Vysledek nizké propustnosti souvisi s tim, ze latka ma
pravdépodobné nizsi distribuci po organismu. Propustnost v§ak neni ovliviiovana pouze
pasivni difuzi, ale ovliviiuje ji 1 aktivni transport, ktery neni ale analyzovan
prostfednictvim testu PAMPA (Medvedikova et al., 2021; cyprotex [URL1]). V piipadée
prace Borkova et al., 2020, ktera testovala mimo jiné modifikovanou strukturu kyseliny
oleanolové, ktera prosla testem stabilit, nicmén¢ také byla zafazena do kategorie s nizkou
schopnosti prostupovat membranami. I pres tyto vysledky nebyla latka vytazena
z testovani, jelikoz je moznost existence dalSich mechanismu transportu latek do buriky.
I v pripadé prace Hodon et al, 2022, studované triterpeny vykazovali nizkou
permeabilitu, 1 pies vyborné vysledky u chemické, plazmatické i mikrosomalni stability.

Zde vsak byla snaha zménit struktury tak, aby byla docilena lepsi permeabilita latek.
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Tabulka ¢. 6 — Kompletni vysledky ADME testovani u studovanych kandidatnich triterpent-

Vazba na
Metabolismus plazmatické Permeabilita
proteiny
in vitro in vitro in vitro
. ore Plazmaticka ] o, ore R.a.plq
Chemicka stabilita stabilita Mikrosomalni stabilita Equilibrium PAMPA
dialysis
Studov'a n? I Cas Zbyvajici Cas Zbyvajici Cas Zbyvajici VL Vazana frakce lo .
pod svymi LEM | |1 00 | (min) | Hitka (%) | (min) | litha (%) | S€arance (%) Papp | Kategorie
kody (Clint)
0 100 0 100 0 100
15 98 15 101 15 99
LEMO00018315 | 30 82 30 87 30 69 STREDNI 97,37 -8,134
60 66 60 96 60 56
120 S 120 105
0 100 0 100 0 100
15 81 15 90 15 102
LEMO00129909 | 30 89 30 93 30 82 STREDNI 98,45 9,185
60 70 60 93 60 52
120 I 120 101
0 100 0 100 0 100
15 101 15 100 15 106
LEMO00129910 | 30 87 30 90 30 86 STREDNI 98,42 -8,381
60 78 60 83 60 66
120 S 120 87
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7 Zavér

V experimentalni Casti byly vyhodnoceny testy stability u studovanych triterpenti. Dle
vysledki je ziejmé, ze u vSech testovanych latek byla stanovena velmi Spatna chemicka
stabilita ve fosfatovém pufru pravdépodobné v dasledku pusobeni neenzymatickych
procesu. V piipadé mikrosomalni stability byly studované latky po vypoctech zafazena
mezi latky se stfedni vnitini clearance. V dal§im testovani té€chto triterpeni by proto
mohly byt zafazeny stabilni studie hepatocytd nebo HepaRG bunék pro zahrnuti II. faze
metabolismu latek. Spousta dnes terapeuticky vyuzivanych lécCiv je zatfazena do kategorii
s vysokou clearance, jako je nimodipin, morfin, rizna chemoterapeutika (doxycyklin ¢i
vinkristin) nebo verapamil. Vysledky plazmatické stability byly velmi dobré, avSak
studované latky vykazovaly vysokou vazbu na plazmatické proteiny. Pii studiu
permeability prostfednictvim metody PAMPA pifes uméle vytvorenou membranu tyto
latky neposkytovaly dobré vysledky. U vSech byla kategorizovana nizka schopnost
prostupnosti pfes membrany za pomoci difize. Nicméné byl hodnocen pouze pasivni
transport, proto ke zjisténi zastoupeni aktivniho transportu a ,,uptake* musi byt provedeny
dalsi experimenty na bunkach, napf. linie Caco-2. Dle vysledkd je zfejmé, ze bude potieba
dalsich ADME parametru k urceni, zdali jsou latky vhodnymi kandidaty na Ié¢ivo. Pokud
by i nadale poskytovaly studované latky triterpend Spatné vysledky a jevily se jako
nevhodné, nebyly by zafazeny mezi vedouci kandidaty na Iéciva. Avsak diky ziskanym
vysledkim studovanych triterpenti mize byt vylepSena struktura molekul tak, aby bylo
docileno pozadovanych farmakologickych uéinkt v ramci preklinického vyvoje a mohla

se tak stat léCivem vyuzivajici se v ramci terapeutického pouziti.
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