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Souhrn

Prekladand prace se zabyva -elektrochemickou pfeménou IéCiva repaglinidu.
V teoretické ¢asti jsou uvedeny informace o fyzikaln¢ — chemickych vlastnostech repaglinidu,
zpusobu jeho metabolizace a jeho stanoveni v I€ékové formée a krevni plasmé. Dale se prace
zabyvd moznostmi analyzy biotransformacnich produkti a metodami, které slouzi k
instrumentélni simulaci metabolismu, ptfedevs§im spojeni EC/HPLC/MS.

V praktické casti je popsano elektrochemické chovani repaglinidu, které bylo
studovano s vyuzitim cyklické voltametrie a diferenén¢ pulzni voltametrie na elektrodé ze
skelného uhliku. Bylo sledovano chovani v zévislosti na pH, rychlosti polarizace elektrody a
jeho koncentraci. Repaglinid byl poté podroben elektrolyze za konstantniho potencidlu na
platinové sitkové elektrodé a vzniklé produkty byly analyzovany kapalinovou chromatografii
S hmotnostni detekci. Byly navrzeny strukturni vzorce produktl anodické oxidace

repaglinidu.



Summary

Presented thesis deals with electrochemical transformation of drug repaglinide. The
theoretical part of the thesis gives the informations about physico — chemical properties of
repaglinide, way of its metabolism and his determination in pharmaceutical form and human
plasma. Further are described possibilities of determination biotransformations products and
methods, which are used to instrumental simulation of metabolism, especially EC/HPLC/MS
connection.

Experimental part describes electrochemical behaviour of repaglinide, which was
studied using cyclic voltammetry and differential pulse voltammetry at glassy carbon
electrode depending on acidity, scan rate and concentration. Repaglinide was then subjected
to constant potential electrolysis at platinum gauze electrode. Resulting products was
analyzed by liquid chromatography/mass spectrometry. Structural formulas of repaglinide

oxidations products have been proposed.



Teoreticka ¢ast

1. Repaglinid

1.1. Charakterizace a vlastnosti

Repaglinid je 1éCivo, které snizuje obsah glukosy v krvi. Je to derivat kyseliny
karbamoylmethylbenzoové. Systematicky nazev je 2-ethoxy-4-[2-(3-methyl-1-[2-(piperidin-
1yl)fenyl]butylamino)-2-oxoethyl]benzoova kyselina. Strukturni vzorec je na obrazku 1.
Molekulova hmotnost: 452.6 g/mol

Sumarni vzorec: Co7H35N204

CHy
CO0H

Obr. 1. Struktura repaglinidu

Jedna se bily az bezbarvy prasek, ktery je dodavan v tabletach, které obsahuji kromé
repaglinidu také hydrogenfosforeCnan vépenaty, mikrokrystalickou celulozu, kukuficny
Skrob, glycerol a dal§i. Konkrétné v tabletich PRADIN se obsah repaglinidu pohybuje v
hodnotach 0,5 mg, 1 mg nebo 2 mg. Jako barvici pigmenty se ptidavaji oxidy Zeleza. Je urcen
k 1écbé diabetes mellitus 2. typu nedostatecné kompenzovaného dietou a cvi¢enim. Stimuluje
sekreci inzulinu z pankreatickych B-bunék uzaviranim ATP citlivych draselnych kanalka. U
zdravych dobrovolnikli je znacné vstiebavan jatry, kde se méni na farmaceuticky inaktivni
derivaty Je vyvinut za Ucelem ptedejit nepfiznivym efektim spojenym s uzivanim jinych
antidiabetik. To zahrnuje hypoglykémii ¢i vedlejsi kardiovaskularni efekty a jiné. Repaglinid
se vaze na jind mista neZ pouzivané léky na bazi sulfonylmocoviny. Je tf1 az pétkrat 1€inné;si
nez glibenklamid a na rozdil od né&j nestimuluje uvolfiovani inzulinu p#i absenci glukosy.

Velikost dadvek je menSi nez u ostatnich perordlnich antidiabetik. Toto 1é¢ivo je z krve



eliminovano béhem asi hodiny. Repaglinid je rychle a kompletné absorbovan v travicim
traktu, Uvadeénd primérna celkova biologicka dostupnost je okolo 60%.

Repaglinid je proteinové vazan. Vazba na lidsky sérovy albumin je vétsi nez 98%,
hladina volného léCiva v plasmé je velmi mala a pod kvantifikatnim limitem vétSiny
analytickych metod. Tudiz, pro vhodnou analyzu je potfebnd procedura, kterd eliminuje

proteinovou vazbu. %34

1.2. Mechanismus ucé¢inku

Jak jiz bylo zminéno, mechanismus tu¢inku repaglinidu spociva v jeho selektivni vazbé
na ATP dependetni draselné kanalky v membrané B bunék pankreatum které uzavira. Sekrece
insulinu je kontrolovana membranovym potencidlem B buné¢k, ktery zavisi na aktivit¢ ATP
citlivych draselnych kanalki v plasmatické membrané. Uzavienim téchto kanalki, které je
zpusobeno interakci s repaglinidem, vede ke zvySeni poméru ATP/ADP v cytoplasmé. Toto
zpusobi membranovou depolarizaci, oteviou se napetove fizené vapenaté kandlky a zvysi se
koncentrace vapenatych iontli v cytoplasmé. Zvysena hladina Ca* iontd uvnitf buiikky ma za
nasledek aktivaci Ca?* dependentnich proteinkinaz (enzymy, které katalyzuji pfenos fosfatové
skupiny na aminokyselinové zbytky v proteinech), které spoustéji exocytosu sekrecnich
granul inzulinu a otevfeni draselnych kanalk. Dochazi k repolarizaci. Uvoliiovani insulinu
probiha tak dlouho, dokud se hodnota potencialu nedostane do klidového stavu. Na obrazku 2

je uvedeno zjednodusené schéma ucinku repaglinidu. >6



repaglinid

Ca?" kanalek

Ptistoupeni repaglinidu
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Uvolnéni inzulinu

K" kanalek
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Obr. 2. Zjednodugené schéma uéinku repaglinidu’
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1.3. Metabolicka preména

Repaglinid se obvykle uziva 15 minut pied jidlem. Mtze byt vSak podan v rozmezi
bezprostiedné pred jidlem az pil hodiny pied jidlem.

Pii studiich in vitro bylo zjisténo, ze repaglinid je metabolizovan oxidativni
biotransformaci enzymy CYP2C8 a CYP3A4. Z udaju ziskanych od zdravych dobrovolnika
vyplyva, ze je podporovan spisSe metabolismus zprostiedkovany CYP2C8. CYP3A4 ma vétsi
prinos je-li CYP2CS8 inhibovan. Proto je nutné vénovat pozornost pfipravkim, které tyto
enzymy néjak ovliviiuji, protoze muze dochdzet ke zméné metabolismu repaglinidu.
Metabolické produkty repaglinidu in vitro jsou uvedeny na obrazku 3. Dal$i mozné

metabolické produkty jsou uvedeny na obrazku 4.
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Obr. 3. In vitro metabolity repaglinidu®
Repaglinid mize byt metabolizovan pfeménou na aromaticky amin (M1), otevienim

piperidinového kruhu za vzniku dikarboxylové kyseliny (M2), hydroxylaci isobutylového
fetézce (MO-OH) nebo piperidinového kruhu (M4), deethylaci (M5). °
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Obr. 4. Navrzen¢ biotransformacni cesty repaglinidu10

1.4. Fyzikalné€ — chemické vlastnosti

Pro lepsi porozuméni in vivo chovani repaglinidu, je tfeba znat jeho zakladni
fyzikaln&-chemické vlastnosti. Protolytické rovnovahy mohou ovlivnit rozpustnost a
biologickou aktivitu. Lipofilita a rozpustnost jsou dilezité, pti absorpci 1éCiva z traviciho

ustroji a pasivni difuzi ptes fosfolipidovou dvojvrstvu membran bunék.

1.4.1. Protolytické rovnovahy

Repaglinid ma jednu slabé zasaditou a jednu slabé kyselou skupinu, a proto se chova

ve vodném prostiedi jako amfolyt. Pfitomnost dvou disociovatelnych skupin dava moznost
vzniku ¢tyt protolytickych forem ve vzajemné rovnovaze.

Na obrazku jsou znazornény ¢tyfi mozné struktury repaglinidu v zavislosti na pH.
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Tautomerni rovnovaha K; mize byt vyjadfena jako
kl k4 C HR*

K, =-L=_—4=_H 1)
k, kg C o

Hodnoty ki, ko, ks, ks jsou diléi rovnovazné konstanty mezi jednotlivymi
protolytickymi formami.

Hodnoty pKa; a pKa; muZzou byt stanoveny potenciometricky nebo
spektrofotometricky. Hodnota pK; je 3,96 — 4,16 a pK; je 6,01 — 6,20.(cit.?) Niz§i hodnota
pKa souvisi s protonizaci dusiku v piperidinovém kruhu.'! Na obrazku 5 je uvedeno schéma

protolytickych struktur repaglinidu. Na obrazku 6 je poté spektrum repaglinidu v zavislosti na
pH. (cit.?)

(0] 0]
N o/\ N O/\
H K, H

HRO

Obr. 5. Schéma protolytickych rovnovah repaglinidu®
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Obr. 6. Absorpéni spektrum repaglinidu pfi rizném pH (cit.%)

1.4.2. Rozpustnost

Pro slouceniny se dvéma disociovatelnymi skupinami je rozpustnost pii jakémkoli pH
dana sumou koncentrace kazdé formy v nasyceném roztoku.
Rozpustnost mize byt vyjadiena:
S = [H,R*] + [HR] + [HR*] + [R] (2)
Z této rovnice plyne, Ze rozpustnost zdvisi na disociacnich konstantich, pH a na
vnitini rozpustnosti Sg, které je definovana jako rozpustnost neutralni formy. Rozpustnost
muzeme tedy vyjadfit:
S = Sp(1 + 10PKaL~PH 4 pH-PKaz) (3)
Ve vodném prostiedi prevazuje forma HR®, tedy forma z deprotonizovanou
karboxylovou skupinou a soucasné protonizovanym dusikem piperidinu.
Lipofilni profil repaglinidu je znazornén na obrazku7 (cit.%). Hodnoty rozd&lovacich

koeficientl (log D) v systému oktanol/voda jsou nejvétsi u nenabité formy HR repaglinidu.
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4.0 log PH®

log D

Obr. 7. Lipofilni profil repaglinidu?

1.5. Stanoveni repaglinidu

Bylo jiz aplikovano nékolik metod ke stanoveni repaglinidu v lidskych biologickych
vzorcich zahrnujicich enzymatickou imunologii na pevné fazi, HPLC s elektrochemickou
nebo UV detekci. Pouziva se rovnéZ detektor diodového pole a LC-MS/MS. Problémem u
stanoveni repaglinidu v bilogickych vzorcich je slozita matrice.***? Repaglinid je potieba
stanovovat 1 ve farmaceutickych pfipravcich, tedy kontrolovat jeho mnozstvi v Iékovych

formach.
1.5.1. Stanoveni REP v lékové formé

Ke stanoveni REP ve farmaceutickych substancich se pouzivaji metody HPLC s UV
detektorem, LC/MS/MS a chirdlni HPLC s normdlni fazi. Kromé UV detektoru se pouziva i
flourometricky detektor. Stanoveni REP v tabletich se mize také uskutecnit Cisté
spektrofotometrickou metodou. Pti analyze 1ékové formy REP se urcity pocet tablet zvazi a
zjisti se jejich primérnd hmotnost. Poté jsou tablety rozemlety na prasek. Vzorek se
pfipravuje rozpusténim takového mnoZzstvi REP aby vznikl roztok urcité koncentrace. Jako
rozpoustédlo se pouziva metanol, ACN, nebo smés metanolu a pufrem. Pred
chromatografickou separaci se roztok vzorku filtruje a fedi mobilni fazi. Literatura uvadi

smési metanol/triethylamin nebo acetonitril/octan amonny.ls’M’15
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Stanoveni REP spektrofotometrickou metodou vyuziva reakci ptenosu elektronu mezi
REP a vhodnym reaktantem. K této reakci se pouzivaji roztoky 2,5-dichlor-3,6-
dihydroxybenzochinonu (CAA) nebo 2,3-dichlor-5,6-dikyano-1,4-benzochinonu (DDQ)
v dioxanu. REP ptisobi jako n-donor a CAA a DDQ jako m-akceptory. Pfed méfenim se
smichd analyzovany roztok REP s reakénim roztokem cinidla a méti se absorbance proti
blanku. CAA se méfi pti 520 nm a DDQ pii 590 nm. Meze detekce (LOD) této metody jsou
7,07 ng/ml u CAA a 2,42 pg/ml u DDQ, meze stanovitelnosti (LOQ) 21,43 pug/ml pro CAA a
7,33 pg/ml pro DDQ. Moléarni absorpéni koeficient 1,02-10° L/mol.cm CAA, 4,60-10° DDQ.
Rozsah linearity je 20 — 400 pg/ml CAA, 5 — 80 pg/ml DDQ.™ Dalsi zpisob
spektrometrického stanoveni REP ve farmaceutické substanci vyuziva oxidace REP
chloridem Zelezitym a naslednou tvorbou komplexu s 2,2-bipyridylem. Vzniklé Cervené

vvvvv 6

Pti analyze REP metodou HPLC s UV detekei se pouzivaji kolony s naplni C-18.
Mobilni faze se upravuji na neutralni az kyselej$i hodnotu pH. Absorbance v UV spektru je
méfena pii 240 nm respektive pii 235 nm. P#i analyze REP v kyselejsi mobilni fazi (pH 4,5)
se doséhlo hodnot LOD 0,1 pg/ml a LOQ 0,4 pg/ml.***

Obsah REP v tabletové formé¢ se da také analyzovat fluorescenéni spektrometrii.
Excitaéni spektrum je méfeno pii 282 nm a emisni pii 379 nm. Hodnoty LOD a LOQ jsou 5
ng/ml respektive 10 pg/ml. "

Dalsi moznosti jak stanovit REP je pouzit elektrochemické metody. El-Ries a spol.
pouzili pastovou uhlikovou elektrodu (PE) a elektrodu ze skelného uhliku (GCE)
v tiielektrodovém zapojeni. Metodou diferenéné pulsni voltametrie dokazali REP stanovit
s hodnotami LOD 1,35-107 mol/l a LOQ 4,94-10" mol/l pro PE a LOD 1,06-10" mol/l a
LOQ 3,54-10”" mol/l pro GCE."

1.5.2. Stanoveni REP v krevni plasmé

Pii stanoveni repaglinidu v Krvi je tfeba ho izolovat z krevni plasmy. V literatuie jsou
uvadény tii postupy deproteinace, piima deproteinace centrifugaci pomoci filtru, vysrazeni
proteinu acetonitrilem nebo extrakci kapalina — kapalina do ethylacetatu.

Pii extrakénich procedurach se postupuje nejcastéji tak, ze se plasma po ptipadné

upravé pH pridanym pufrem, smichéd s vhodnym srdZecim nebo extrakénim ¢inidlem a miché
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se na tfepacce.. Smés se poté centrifuguje. Supernatant nebo extrakt se odebere do zkumavky
¢i vialky a je pod dusikem odpaten. Odparek je poté rozpustén v mobilni fazi pouzité v
HPLC 4111217

Elektroaktivni vlastnosti REP jsou vyuzity pii jeho coulometrickém stanoveni po
HPLC separaci. Dvoukandlovy detektor dosahl pfi analyze REP v plasmé hodnot LOD 2,8
nnmol/l a LOQ 8,5 nmol/l.* Ke stanoveni REP v krevni plasmé se pouZila také diferenéné
pulzni voltametrie. Linearita této metody je v rozmezi 1,2 — 3,2:10-6 mol/l v ptipad¢ pouziti
PE a 8,0 —40-10-7 mol/l v ptipadé GCE."

Ruzilawati a jeho tym analyzovali REP metodou HPLC s detektorem diodového pole.
Touto metodou ziskali hodnoty LOD 10 ng/ml a LOQ 20 ng/ml.**

Zhang a spol. pouzili k analyze obsahu REP v krevni plasmé metodu HPLC
s tandemovym hmotnostnim spektrometrem. REP byl izolovan extrakci kapalina — kapalina.

K ionizaci pouzili elektrosprej v kladném modu. Touto metodou doséhli LOD 0,01 ng/ml.*?

2. Biotransformace

Biotransformace (metabolismus) je souhrn chemickych reakei, kterymi jsou endogenni
1 exogenni latky pfeménovany na metabolity. Biotransformace ma za ukol chemicky pfeménit
exogenni latky absorbované do téla a vlastni latky tak aby mohly byt z organiusmu
vylouceny. Exogenni latka (napf. léCivo) miiZe byt metabolicky degradovano, vznika
neaktivni metabolit (biodegradace) nebo aktivovédno, vznika aktivni metabolit (bioaktivace).
Ptikladem bioaktivace je kodein aktivovany na morfin. V pfipadé, ze ptivodni latka je jiz
ucinna pak jeji bioaktivace vede k prodlouzeni G¢inku nebo k tvorbé nositeli toxicity.
Metabolity musi byt rozpustné ve vod¢ aby mohlo opustit organizmus, nebot’ exkrecni
tekutiny (Zlu¢, moc¢, pot...) pouzivaji jako rozpousStédlo vodu. Proto musi byt 1éciva
metabolizovéna na hydrofilni latky.

Metabolismus lé¢iva je rozdélen do dvou typl reakénich stupiiit oznacovanych faze | a
faze II. Biotransformacni cesty mohou byt zprostfedkovany jednotlivymi fazemi nebo jejich
kombinaci. Ptiklady reakci faze I a jejich substrati jsou uvedeny v tabulce 1. Dominujicimi
enzymy ve fazi [ jsou enzymy cytochromu P450 (CYP). Ten se nachazi hlavné v jatrech. Tyto

enzymy obsahuji ve své struktuie hem a jejich jméno je odvozeno od charakteristické
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vlastnosti enzymua absorbovat UV zafeni pii 450 nm, pokud jsou v komplexu s oxidem
uhelnatym. Jsou to nespecifick¢é enzymy. Bylo popsano mnoho izoforem, které jsou
roztiidény do rodin na zakladé shody sekvenci aminokyselin v jejich proteinovych fetézcich.
Biotransformace se nejvice ucastni rodiny 1 — 4. CYP dokéze zpracovat substraty o riizné
velikosti od ethylenu (Mr = 28) po cyklosporin A (Mr = 1201). Enzymy CYP jsou odpovédné
za oxidaci. Redukce a hydrolyza jsou na CYP nezavislé. Molekula latky se pii transformaci
ve fazi I obvykle zmenSuje. Enzymy faze II, napi. N-acetyl transferdza, sulfotransferaza,
uridin difosfoglukuronosyl transferaza (UGT) jsou také dilezité pii biotransformaci Ci
vylu¢ovani xenobiotik. Pfi reakcich faze Il dochazi ke konjugaci s kyselinou glukuronovou,
sirovou, glutathionem aj. Molekula se zvétSuje. Jednoduchy priklad obou biotransformaénich
fazi ukazuje obrazek 8.
poskytuje celkovy terapeuticky a toxikologicky profil dané latky. K biotransormaci dochazi
nejcastéji v jatrech ale také v ledvinach, kuzi, plicich a stievech. Biotransformaci 1éCiva
ovliviiuji rtizné faktory jako jsou vék, pohlavi, geneticka dispozice, patologické jevy,
opakované podavani Iéku ¢i soucasné uzivani vice 1€kli. Pii opakovaném uzivani 1éku dojde
ke zvySeni syntézy a aktivity enzymu odpovédného za metabolizmus 1é€iva. Tomuto déji se
fika enzymova indukce a léCivo se nazyva induktor. Dusledkem tohoto jevu je zvySena
biotransformace, ktera vede ke sniZzovani intenzity ucinku a také vede ke zkraceni doby
ucinku. Také uzivanim vice 1é¢iv je mozné dosahnout indukovéani enzymu. ProtoZe se jedna o
nespecifické enzymy, mohou nékteré induktory ovlivnit biotransformaci jinych 1é€iv, dochazi
K heteroindukci.

Vyvoj nové terapeutické latky vzdy zahrnuje ptredklinické testy. B&hem tohoto
testovani jsou provadény farmakokinetické, farmakodynamické a toxikologické analyzy. Tyto

analyzy jsou provadény jak in vivo (,,v Zivém) tak in vitro (,,ve skle«).}81%202
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Obr. 8. Piiklad biotransformace aromatického j adra®

Otazka biotransformace u ¢lovéka je, jak spolehlivé extrapolovat data z experimentt
in vivo a in vitro do klinické praxe. Bylo tedy nutno sestavit modelovy systém, ktery by
predikoval lidskou biotransformaci. Tyto modely jsou pouzivany k ziskavani informaci o

metabolickych cestach a piedpovidaji interakei 16¢ivo-1é&ivo na metabolické Grovni. 8

Tab. 1. Reakce Faze I a jejich substrét‘[y20
REAKCE 1. FAZE TYPICKE SUBSTRATY

Oxidace dependentni na CYP450

Hydroxylace Barbituraty, amfetaminy, fenytoin
N-dealkylace Morfin, kofein, teofylin
O-dealkylace kodein

N-oxidace Acetaminofen, nikotin

S-oxidace Tioridazin, cimetidin, chlorpromazin
Deaminace diazepam

Oxidace nedependentni na CYP450

Oxidace amint adrenalin

Dehydrogenace etanol

Redukce Chloramfenikol, naloxon, dantrolen
Hydrolyza:

hydrolyza estert Prokain, acylpyrin, klofibrat
hydrolyza amidt Prokainamid, lidokain, indometacin
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2.1. Biotransformace in vivo

Béhem 20. stoleti doSlo k vyraznému pokroku v porozuméni a 1é¢bé nemoci,
V objevovani a vyvoji novych IéCiv. Ve vSech medicinskych uspésich, vyvoj antibiotik a
vakein, 16ki k 16¢b& cukrovky &i astmatu apod. hraly dileZitou roli testy in vivo.?

Pii zkoumani metabolismu terapeutické latky in vivo je latka aplikovana na zivy
organismus (zvife, ¢loveék). Produkty biotransformace jsou detekovany v krvi nebo moci, u
zvitat se nékdy produkty biologické pfemény zkoumaji piimo v organech, kde k nim
dochézi.?**** Postup analyzy metaboliti je nutno prizptsobit tomu, v jaké tkani analyzu
provadime. Pokud analyzujeme produkt metabolismu pfimo ve vnitfnim organu, je casto
nutné provést eutanazii zvifete. Pfed analyzou je nutné metabolit separovat od matrice. To se
muze provést extrakci na tuhé fazi ¢i extrakci kapalina — kapalina. Separace je spojena
s centrifugaci. K nejbéznéj$im instrumentdlnim metoddm patii spojeni kapalinové
chromatografie s hmotnostnim spektrometrem nebo UV/VIS detekci, pouziti nachazi i
fluorescenéni a elektrochemicky detektor, v nékterych piipadech se pouzivd i plynova
chromatografie. Dal$i moZnosti detekce metaboliti je kapilarni elektroforéza. V piipade
pouziti biochemickych metod je nutné vzorek rovnéz upravit. Analyzujeme-li vnitini tkadné
(ledviny, jatra) provadi se jejich homogenizace a nasledné centrifugace. Z enzymatickych
metod se pouziva ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) a jiné metody imunoanalyzy.
Pti téchto metodach se méii aktivita enzymu respektive jeho inhibice. Detekce produktu
imunoanalyzy se muze provadét fluorimetricky, turbidimetricky, nefelometricky,

imunoelektroforézou, spektrometricky a také elektrochemicky.24’26’27’28’29’30’31’32

2.2. Biotransformace in vitro

In vitro metody se Siroce vyuzivaji ke studiu fyziologické, biologické a farmakologické
aktivity na tirovni bunék a tkani.

Vysledky z in vitro testd maji hlavné kvalitativni informaci, napi. pokud in vitro
analyza neprokaze interakci lé¢ivo-lécivo, nemusi byt proveden in vivo test, v piipadé
interakce je nutno test provést. In vitro systémy jsou pouzivany zejména pro screeningoveé
ucely a pro tvorbu komplexnéjsi toxikologie.18 Primarni metabolické cesty in vivo mohou byt

zjistény pouzitim in vitro inkubace s vhodnymi subbuné¢nymi frakcemi a kofaktory.
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Bunky savcil jsou obecné péstovany pii definovanych podminkach v inkubatoru. Teplota je
udrzovéana obvykle na 37 °C a slozeni atmosféry je 5% CO, a 95% O,. Dulezita je volba
vhodného slozeni kultury, ve které chceme bunky péstovat.33

Pro lidskou biotransformaci se pouziva fada in vitro metod, napi.: mikrozomalni
metoda, metoda cytosolu, metoda bunécnych linii, metoda jaternich platki ¢i prokrventi jater.

Mikrozomalni metoda (Human liver microsomes — HLM) je nejpopularnéjsi in vitro
model, ktery poskytuje cenové dostupnou cestu k dobré indikaci metabolického profilu CYP.
Mikrozomy se ziskdvaji biopsii z pacientovych jater po jeho souhlasu. Vzorek jater se
homogenizuje a centrifuguje. Supernatant se centrifuguje jesté jednou. Pelety (frakce
mikrozomt) se rozpusti v pufru a jsou skladovany pfi velmi nizkych teplotich. Koncentrace
protein v mikrozomech se obvykle urcuje metodou Lowryho nebo Bradforda. Inkubace se
substratem se provadi v inkubacnim roztoku, ktery zpravidla obsahuje pufr o pH 7,4 a urcité
iontové prostiedi. Po reakci se inkubacni roztok centrifuguje a supernatant se pouziva ke
stanoveni produktu enzymatické reakce metodami HPLC/UV nebo HPLC/MS. Produkty se
analyzuji také imunochemickymi metodami. Vyhodou této metody je nizkd cena a
jednoduchost, nevyhodou je, Ze vysledky nemohou byt pouzity pro kvantitativni odhady in
vivo biotransformace u ¢lovéka, protoze CYP jsou obohacené o mikrozomalni frakci a nejsou

C e, 18,34 7
v kompetici s jinymi enzymy. 3343533

3.  Metody studia biotransformace

3.1. Analyza metaboliti

Analytické techniky pouzivané pro analyzu endogennich metaboliti (metabolomika,
metabonomika) musi byt schopné piesné a selektivni analyzy zndmych i neznamych molekul
S rozdilnymi chemickymi vlastnostmi a v Sirokém rozsahu koncentraci.

Metabolom je kvalitativni a kvantitativni soubor vSech nizkomolekularnich latek
(metabolitil), které¢ jsou pfitomné v buiice, G€astni se hlavnich metabolickych reakci a jsou
nezbytné pro udrzovani aktivity, riist a normalni fungovani buniky. Metabolity jsou jedine¢na
a charakteristickd chemicka individua. Metabolity z jedné metabolické cesty se mohou od

sebe vyznamné liSit svymi chemickymi ¢i fyzikalnimi vlastnostmi. Metabolom se tedy muze

22



skladat ze sloucenin od anorganickych iontl pies té¢kavé alkoholy az po hydrofilni sacharidy,
aminokyseliny & hydrofobni lipidy.®

Pro analyzu metaboliti se vyuziva n€kolika analytickych metod, k nimz patii plynova
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS), kapalinovd chromatografie s
hmotnostni spektrometrii, kapalinova chromatografie s elektrochemickym detektorem (LC-
EC) nebo nuklearni magneticka rezonance (NMR).

NMR a MS nam poskytuji kvalitativni charakteristiky nezbytné pro identifikaci latek,
urceni jejich struktury a Cistoty.

Data ziskand z MS experimentl z fragmentace jednotlivych metaboliti a z méteni
ptesné hmoty s vysokym rozlisenim jsou nejvétsi vyhodou metody LC-MS. Avsak volba MS
metody (technika ionizace, hmotnostni analyzator...) je velmi zavisla na analytickém tukolu.

LC-EC je pouzivano pro multislozkové profilovani endogennich metabolitl s
moznosti analyzovat mnoho metabolitti béhem jedné analyzy. Limity detekce se pohybuji ve
fmol a dynamicky rozsah je vétsi nez Ctyfi fady. Metoda LC/EC se pouziva pii analyzach
redoxné aktivnich sloucenin, jako jsou hormony, anti-oxidanty, neurotransmitery. Pouziva se
tedy pii studiu oxidac¢nich metabolitii a redoxnich biologickych procest. Tato metoda se da
pouzit jen pro oxidovatelné nebo redukovatelné latky a neposkytuje dostatetna data o
strukture.

Z vySe uvedeného tedy plyne, Ze Zadnd technika sama o sobé nedostacuje pro
kompletni analyzu. Mnoho metabolomickych vyzkumG se provadi nékolika

komplementarnimi matodami.*

3.2. Elektrochemie ve farmakologii

Do dnes$ni doby bézné uzivané techniky pro analyzu 1é¢iv ve farmaceutickych
substancich a biologickych vzorcich ( HPLC, LC/MS, spektrometrie a mikrobiologicky
pfistup) potiebuji zahrnout krok derivatizace nebo ¢asové naro¢nou extrakéni proceduru pro
analyzu bé&znych velmi malych koncentraci 1éCiv. Jelikoz tyto metody maji drahou
instrumentaci jako 1 provozni ndklady, elekltrochemické metody mohou byt zajimavou
alternativou, pro svou jednoduchost, rychlost, mensi pofizovaci ndklady a vysokou citlivost.

Elektrochemické metody jsou uzite¢nym néstrojem nejen pro vySetieni reakci pfenosu

elektronu ale mohou také poskytnout hodnotné informace, které pomahaji porozumeét
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biologickym procesim. Elektrochemie je casto vyuzivana jako simulacni technika
v metabolismu 1é&iv, nebot’ vétsina reakei prvni faze metabolismu jsou oxidaéni reakce. 0%

Elektrochemické méfeni redukce a oxidace organickych sloucenin umoznuje Iépe
porozumét jak jsou tyto latky metabolizovany v téle Zivych organismi. Mechanismus téchto
reakci je rovnéz dulezity. Tyto elektrochemické metody pro analyzu procesii na rozhrani
elektroda/roztok umoznily rozdélit mnoho procest do nékolika postupnych kroku.
Elektrooxidace ¢i redukce dovoluje zastavit proces v urcité fazi, napt. pfi adici nebo eliminaci
funkéni skupiny, formovani heterocykli apod. a analyzovat meziprodukty reakce.*?

Dale jsou elektroanalytické metody pouzitelné pro analyzu v riznych biologickych

matricich. Analyt mize byt identifikovan na zaklad& hodnoty ptlvlnového potencialu.*’

3.2.1. Voltametrie

Jak jiz bylo zminéno diive, voltametrie vynikd svou jednoduchosti, Casovou
nendroc¢nosti, citlivosti a selektivitou a hlavné nizkou cenou. Pouziti riiznych elektrod (rtut’,
tuhé elektrody, modifikované elektrody) zvySuje pouZitelnost pii analyze aktivnich sloucenin,
které podléhaji redoxnim reakcim.*?

ProtoZe se biologické redoxni reakce odehravaji v lipidové dvojvrstve, je vhodné

~r ) v s r - 41
pouzivat nevodna prostfedi pro modelové studie.

3.2.1.1. Cyklicka voltametrie

Cyklicka voltametrie (CV) je €asto prvni pouzitou metodou pifi elektrochemickém
studiju slouceniny, biologického materialu nebo elektrodového povrchu. Vyhodou CV je jeji
schopnost rychlého pozorovani redoxniho chovani pies Siroky potencialovy rozsah. CV je
jednou z nejpouzivangjsich elektrochemickych metod ve farmaceutické analyze. CV byla
pouzita k analyze stability a vzniku radikalového aniontu z PA-824 (antituberkulozni 1é¢ivo),
ke studiju kinetiky hydrolytického rozkladu droxikamu a k pfedpovédi jeho mozného
farmaklogického ucinku v organismu, analyzoval se acetaminofen v paracetamolovych

tabletach. Tabulka 2 uvadi nékteré studované farmaceutické slouceniny. 40
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Tab. 2 Piehled vybranych Ié¢iv a metod jejich stanoveni

Pracovni
Substance elektroda detek¢ni limit | Metoda | Reference

acetaminofen MGC 1,7-10" mol/l cVv 43
diazepam DME,HMDE 9.6-10°mol/I Ccv 44

CP 0.021 pg/ml DPV 45
dopamine GC 0,08-10°mol/l | SWV 46
epinefrin MGE 6-10°mol/I CcVv 47
lidokain BDD 10pg/1 SWV 48
para-amino benzoova kyselina MCP 0,1pg/ml DPV 49
repaglinid CP 1,34-10'mol/l | DPV 17

52:107a

fenbendazol GC 5,0-10°mol/l | CV,DPV 50
serotonin GC - SWV 51
tryptofan MCP 1,0-10mol/l DPV 52
Valacyklovir GC 1.04-10'mol/l | DPV 53

GC - skelny uhlik; MGC — modifikovany GC; DME — kapajici rtutova elektroda; HMDE - visici kapkova

rtutova elektroda; CPE — uhlikova pastova elektroda; BDD — borem dopovana diamantova elektroda; MCPE —

modifikovana uhlikova pastova elektroda®

3.2.1.2. Pulsni a square wave voltametrie

Pulsni techniky byly vyvinuty za i¢elem zvySeni citlivosti a snizeni detek¢niho limitu.

Diferenéni pulsni voltametrie (DPV) je extrémné ucinna pro analyzu stopového mnozstvi

elektroaktivnich sloucenin ve farmaceutickych a biologickych vzorcich.

Square wave voltametrie (SWV) byla pouzita naptiklad k analyze viagry a jejiho

metabolitu v moci na zaklad¢ jejich reduc¢niho chovani na visici rtutové elektrodé.

Hlavni vyhodou SWYV je jeji rychlost. Kompletni voltamogram muize byt zaznamenan

béhem néekolika sekund v porovnani s DPV, kde zdznam trva 2 — 3 minuty. Pfi pouziti rtutové

elektrody miize byt zdznam pofizen na jedné kapce. Také je v nékterych piipadech citlivejsi

nez DPV.>*
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3.2.1.3. Anodicka rozpoustéci voltametrie

Anodické rozpoustéci voltametrie (ASV) je nejrozsifencjsi forma rozpoustéci analyzy.
V této technice se vyuziva prekoncentrace predbéznou elektrolyzou. K analyze organickych
sloucenin se pouzivaji modifikované elektrody. K modifikaci se pouziva polymerni film s
nabitou skupinou, kterd umoznuje selektivni prekoncentraci kationti elektrostatickou
interakci. Hydrofobni sit’ polymeru umoznuje selektivitu pro hydrofobni organické kationty

diky hydrofobni interakci. *>°°

3.2.1.4. Katodicka rozpoustéci voltametrie

Metoda ma mnozstvi aplikaci v organické a medicindlni chemii. Jde o zrdcadlovy
opak ASV. Pii katodické rozpoustéci voltametrii (CSV) se nejprve analyt pfi prekoncentraci
oxiduje a nasledné redukuje. I v této technice se pouzivaji modifikované elektrody. Napiiklad
pro analyzu kreatinu se piipravil polymerni film molekularnim “vtisténim” molekuly kreatinu
do polymerniho fetézce. Tento polymer ma potom vysokou citlivost a selektivitu pravé pro

kreatin.®’

3.2.15. Adsorp¢ni rozpoustéci voltametrie

Dtlezitou vlastnosti adsorpéni rozpoustéci voltametrie (AdSV) je vyssi citlivost a
lepsi selektivita v porovnani s ostatnimi voltametrickymi metodami. Zahrnuje jednoduché
rozpousténi biologickych vzorkl ve vhodnych rozpoustédlech redukuje nutnost zdlouhavych
extrak¢nich procedur pouzivanych v chromatografii a spektrometrii jako je extrakce kapalina
— kapalina a extrakce na tuhych fazich. Citlivost je znacné zvySend adsorpci 1éCiva na
elektrodé a po peclivém zvoleni parametri metody muze byt dosazeno extrémné nizkych
detek¢nich limit. Tato technika ma vyhody v nizkém detek¢nim limitu, vysoké citlivosti,

Sirokém spektru testovanych latek, relativni jednoduchosti a nizké cen& vybaveni.”
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3.3. Instrumentalni simulace metabolismu

Objasnéni metabolické cesty potencidlnich 1éCiv v lidském téle je jeden z hlavnich
ukold farmaceutického vyzkumu. S rychle rostoucim poctem novych chemickych latek béhem
poslednich let je potieba rychlych screeningovych metod, které¢ poskytnou jak spolehlivé tak
jednoduse dostupné informace o biotransformaci 1é¢ebného kandidata. Cim diive jsou tyto
testy provedeny, tim diive mohou byt vylou¢eny nevhodné 1ékové prerekvizity z vyvojového
procesu. To je dileZité havné z ekonomického hlediska v po&atednim vyvoji 1é&iva.™

Pted zhruba 20 lety byl zahdjem vyvoj Cisté instrumentdlni metody pro simulaci reakci
oxidace metabolitt. V poslednim desetileti se tento systém znacné rozsitil, k tomu vedla
zvySena komeréni dostupnost jednotlivych instrumentl a také skutecnost, Ze ionizace
elektrosprejem se stala béznou ionizaéni technikou pii spojeni s elektroanalytickymi systémy.
Systém sestava z elektrochemické cely spojené z hmotnostnim spektrometrem (EC/MS).
Elektrochemie umoziiuje simulovat oxida¢ni produkty metabolické faze 1 podobné jako
mikrozomalni metody. Pfestoze enzymaticky mechanismus je rozdilny od elektrochemického,
bylo dokazano, Ze elektrochemické reakce jsou Castecné podobné jako enzymatické. Moznost
piimo detekovat a identifikovat metabolity a jejich intermediaty je velkou vyhodou oproti

klasickym in vitro a in vivo metodam.>%°%°4>

3.3.1. Elektrochemické cely

Vétsina studii zaméfenych na elektrochemickou simulaci oxidativniho metabolism
byla provedena na komeréné¢ dostupnych coulometrickych pratokovych celach.
Mimo né byly pouZity v n¢kolika aplikacich amperometrické tenkovrstevné a “wall-jet” cely.
Vsechny typy cel jsou vybaveny tfemi elektrodami, pracovni, referentni a pomocnou.

Pracovni elektroda coulometrickych pratokovych cel je porézni, nejCastéji ze skelného
uhliku. Analyt prochazi ptes elektrodu a je oxidovan na velkém povrchu. Hlavni vyhodou
tohoto uspotadani je vysoky stupen konverze analytu pii pritocich od 10 do 500 pl/min.

Amperometrické cely maji planarni pracovni elektrodu. Jeji povrch je méné nachylny
k adsorp¢nim procestim nez coulometricka elektroda. V porovnani s pritokovou elektrodou je
tieba pouzit mensi pratoky, okolo 10 pl/min, tudiz tento systém nemutze byt umistén do

vysokotlaké casti HPLC systému a pouziva se hlavné pii off-line experimentech. Tato
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nevyhoda mtze byt pfekonana umisténim ptfepinaciho ventilu. Tenkovrstevna cela poskytuje
moznost zaclenéni pracovnich elektrod z riznych materiald, naptiklad pracovni elektrody z
platiny vykazuji nizsi adsorpéni vlastnosti nez elektrody ze skelného uhliku, borem dopované
diamantové elektrody jsou vysoce odolné proti chemikaliim a poskytuji Siroké potencidlové

. v s ’ . , v r . v v 51
oxidacni okno. Na obrazku 9 jsou zndzornéna schémata nejpouzivanéjsich cel.

pomocné a referentni elektrody smér toku
\ / N referentni elektroda

7

vstupni box s

smér toku
S pomocnou elektrodou

vyménitelna pracovni

!

pracovni elektroda elektroda

& B

Obr. 9 Schéma nejpouzivanéjsich cel A — coulometricka cela,

B — amperometricka cela™

3.3.2. Optimalizace elektrochemické oxidace

Elektrochemicka oxidace musi byt peclivé optimalizovana pro kazdou aplikaci zv1ast.
Je tteba vhodné zvolit typ elektrochemické cely, oxida¢ni potencidl, pufr a pfi pritokovych
meéfenich rychlost pratoku.

Nepolarni slouceniny maji tendenci se adsorbovat na povrchu porézni elektrody
skelného uhliku v coulometrickych systémech, proto se Castéji pouzivaji amperometrické
cely, kde miZzeme ménit materidl pracovni elektrody. Roztok pufru slouzi jako zékladni
elektrolyt ale také udava hodnotu pH, ktera se nejcastéji nastavuje na hodnotu fyziologického
konverze. Avsak pfi piilis malych pritocich se zvySuje adsorpce na povrchu elektrody.

Nejlepsi zplisob optimalizace oxida¢niho potencidlu je pofizeni “hmotnostniho
voltamogramu”. Vystup z EC cely je pfimo napojen na ioniza¢ni zdroj hmotnostniho
spektrometru. Sloucenina kontinualné¢ protéka EC celou a potencial pracovni elektrody je

ménén v pozadoveném rozmezi. Hmotnostni spectra jsou poté sestavena pro rtizné potencialy
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do tfidimenzionalnich grafii a z nich je poté mozné ziskat informace o vhodném oxida¢nim

.1 51
potencidlu.

3.3.3. Membrane Introduction Mass Spectrometry

Mezi nejdilezitéjsi studie patii ty, které se zabyvaji studiem pfimého spojeni klasické
elektrochemické cely s hmotnostnim spektrometrem. Tato metoda se oznaCuje Membrane
Introduction Mass Spectrometry (MIMS), analyt je piivadén do iontového zdroje pies
polymerni membranu. Tato membrana je sempermeabilni a odd€luje matrici vzorku od
nizkotlakého prostiedi hmotnostniho spektrometru. Membrana mize rovnéz extrahovat a
prekoncentrovat analyt ze vzorku coz zvySuje citlivost. Protoze MIMS obchazi Cistici a
separacni kroky poskytuje rychlejsi, bez rozpoustédlovou alternativu k chromatografickym
metodam. Vyhodou MIMS je schopnost oddélit analyt (selektivita), detekovat nizké
koncentrace (citlivost) pii rychlé casové odezveé. Nevyhodou této techniky je pomala rychlost
molekularniho transportu nepolarnich molekul z vody pfes membranu. MIMS se pouziva k
pfimému méteni analytl z plynnych, kapalnych i pevnych vzorki

Membrany se vyrabéji z polydimethysiloxanu PDMS, silikonu a jinych hydrofobnich
polymer. Také byla vyvinuta fada specialnich membranovych propojeni napi.: “sheet”

membrany a membrany z kapilarnich dutych vlaken.**°

3.3.4. Diferencialni elektrochemicka hmotnostni spektrometrie

Spojeni dvoustupfiového vakuového systému a nejcastéji cycklické voltametrie,
umoznilo simultinni a rychlou on-line hmotnostn¢ spektrometrickou detekci tékavych
produkti elektrochemické reakce. Tato metoda dostala nazev “diferencialni elektrochemicka
hmotnostni spektrometrie” (DEMS).54

Dosud se DEMS nepuziva pro Cisté analytické ucely v komer¢ni sféte ale spiSe ve
vyzkumnych laboratofich. Nicméné¢ tato technika umoznuje takové nastaveni, které je v zajmu
veédct pracujicich na poli heterogenni katalyzy v kapalné fazi. V porovnani s technikou
elektrospreje je vice kvantitativni a tudiz velkou vyhodou DEMS je ziskavani

semikvantitativnich hodnot reakénich poméra.®’
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3.34.1. Typy cel pro DEMS

Aby bylo mozné detekovat produkty tvoiené na povrchu elektrody v roztoku béznym
hmotnostnim spektrometrem, musi byt tyto produkty transportovany z elektrolytické faze do
vakua. Nezbytnou ¢asti DEMS je tedy membrana, kterd separuje elektrolyt od vakua ale
propousti tékavé latky. Dalsi pozadavek je, ze doba transportu produktii od elektrody k
membrané musi byt malé. Tento problém se da vyfesit pro vodné systémy a néktera organicka
rozpoustédla (napf. propylen Kkarbonat) pouzitim teflonové membrany. Diky jeji
hydrofobicité, kapalina nepenetruje skrz membranu, kdezto rozpusténé plyny a dalsi t€kavé
molekuly se pfimo odpatfuji v poérech. Velikost poru je zavisla na povrchovém napéti
elektrolytu a na uhlu kontaktu mezi kapalinou a teflonem. Teflonovd membréana je vétSinou
podeptena sklenénou nebo ocelovou fritou. Pro rychly pfevod molekuly do vakua musi byt
elektroda umisténa co nejblize membrané aby difusni transport byl dostatecné rychly,
ptipadné se musi pouzit piidavna konvekce Obrazek 10 ukazuje schéma elektrody s

, 57
teflonovou membranou.

elektrolyt =

elektrokatalyzator

teflonova membmnai i i i i

p(’)r

Obr. 10 Schéma elektrody s teflonovou membranou (tzv. ,,sputtered” elektrody)57

3.34.1.1. Klasicka cela pro DEMS

V klasickém usporadani je elektrokatalyticka vrstva, napt. Pt, upevnéna na teflonovou
membranu. Typickd vrstva katalyzatoru ma tloustku od 50 do 80 nm. Typickd cela je
optimalizovana pro maly objem. To umoziuje pouzit drahé isotopicky znacCené slouceniny
pro studium mechanismii. T¢lo cely je vétSinou z teflonu nebo skla, elektroda je chranéna

proti mechanickému poskozeni umisténim na ocelovou fritu. Cas odezvy experimentu byl
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stanoven na 0,1 s. Nevyhodou je niz§i mechanicka stabilita. Uspotfadani klasické cely je na

obrazku 11. %

3.3.4.1.2. Rotacni elektroda

V Kklasické elektrochemii se rotacni elektrody pouzivaji, protoze maji urychleny a
dobie definovany transport hmoty. V nékterych ptipadech je zajimavé pouzit rotani porézni

elektrodu jako vstup do hmotnostniho spektrometru.®’

sklenéné télo

teflonovy spacer

/pracomi elektroda
[ ]
\\%celﬂ"ﬁ frita

‘vakuum

Obr. 11 Klasicka cela pro DEMS®’

3.34.1.3. Cela umoZiujici pouZiti velkych elektrod: tenkovrstevnd cela

Pro pouziti velkoplosnych elektrod pro DEMS, napft. elektrod z monokrystalu, byla
vyvinuta tenkovrstevna cela. Jeji schéma je na obrazku 12. Velka elektroda s primérem 1 cm
je oddé€lena od porézni teflonové membrany 50 az 100 um vrstvou elektrolytu. Télo cely je
zhotoveno z pasivovan¢ho titanu pro jeho mechanickou stabilitu a inertnost. Dv¢ kapilary
umisténé na opacnych stranach slouzi jako pfitok a odtok elektrolytu a jako spojeni s
pomocnou a referentni elektrodou. Je mozné pouzit dvé pracovni elektrody, na pfitoku a
odtoku.

Toto uspotadani je mozné pouzit pro desorpcni experiment stejné jako pro méfeni

stupné formovani produktu béhem faradaickych reakei.”®
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Obr. 12 (A) Bo¢ni pohled; 1 — teflonova podpéra, 2 — porézni sklenéna frita, 3 —
teflonovd membrana, 4 — teflonovy krouzek, 5 — pfitok a odtok elektrolytu, 6 — teflonova

vlozka, 7 — pracovni elektroda. (B) Spodni pohled58
3.34.1.4. Dudlni tenkovrstevnd cela pro kontinualni elektrolyzu

Pro faradaické reakce, které musi byt provadény za podminek kontinudlniho toku
elektrolytu za icelem rychlého vyCerpani reaktanti v tenkovrstevné cele, se 1épe hodi dudlni
tenkovrstevna cela zndzornénd na obrazku 13. Kompletni cela se sklada ze dvou oddélenych
prostor pro elektrochemii a detekci hmotnostni spektrometrii. Elektrolyt nejprve vstoupi do
tenkovrstevného prostoru pied elektrodou (“wall-jet”) a potom protéka pies jednou ze Ctyt
(nebo Sesti) kapilar do spodniho prostoru (“detekéni cela”), kde produkty dosdhnou teflonové

membrany. Tato cela poskytuje vyhodu kombinaci s kiemennymi mikrovahami.>’

Obr. 13 1 —podpéra, 2 — elastické krouzkové tésnéni, 3 — monokrystal, 4,5 —

teflonova vlozka, 6 — porézni teflonova membrana, 7 — ocelova frita, 8 — ocelové spojeni s
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MS, 9 — kapilara pro proplachovani Ar, 10 — kapilary pro pfitok a odtok, 11 — spojujici
kapiléry, (A) bo¢ni pohled, (B) vrchni pohled57

3.3.4.1.5. “Pinhole” vstup

Jedna se o dalsi piistup pro pouziti velkych elektrod. Zde je piivod plynu zajiSten
otvorem (pinhole) o priméru nékolika mikrometr, umisténém v polokruhovém konci
sklenéné trubice, ktera je porkyta teflonovym filmem. Vyhoda je v malém celkovém objemu

substance vstupujici do hmotnostniho spektrometru, pies pinhole.*’

3.4. EC/HPLC/MS

V dnesni dobé je spojeni elektrochemické cely s hmotnostnim spektrometrem
roz§ifeno 0 kapalinovou chromatografii (EC/LC/MS). Tento systém je uspé$né pouzivan
k simulaci metabolismu mnoha latek. Oxidovany metabolit je generovan V elektrochemické
cele, pro rozdé€leni pripadnych izomerd a rozliSeni polarity produktli je zapojen kapalinovy
chromatograf a separované latky jsou detekované hmotnostnim spektrometrem. On-line
spojeni EC-LC-MS dokéze pfimo detekovat velmi kratce ,,zijici* slouceniny, které casto
nemohou byt analyzovany V biologickych systémech. Déle pak miizeme toto uspoiadani
vyuzit pii studiu reaktivity metaboliti s takovymi slouc¢eninami jako jsou proteiny nebo DNA
a tudiZ stanovit potencidlni toxicitu.

Zapojeni systétmu HPLC mezi elektrochemickou celu a hmotnostni spektrometr
dovoluje rozlisit napi.: polohu hydroxy skupiny na aromatickém jadie po predchozi oxidaci
vV EC cele, retencni Casy poskytuji informace o polarit¢ produktli, referentni slouceniny
mohou byt pouZity k identifikaci z reten¢nich asi.>2°%°4>

Pro simulaci oxidativniho metabolismu 1é¢iv se pouziva dvoji nastaveni systému EC-
HPLC-MS. V klasickém pratokovém systému je EC cela umisténa piimo pted kolonu a analyt
je injektovan autosamplerem, schéma je na obrazku 14. Po nastiiknuti je latka oxidovana a
oxidacni produkty separovany na koloné a detekovany MS. Pii tomto nastaveni jsou oxidacni
podminky stejné jako nastaveni HPLC separace, tj. hodnota pratoku, iontova sila, slozeni a
pH mobilni faze. To je Casto zdrojem problémt, napt. pokud oxidace vyzaduje fyziologické

pH ale separace probiha v kyselém prostiedi. Dale je Casto potieba alesponi padesati procentni
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zastoupeni organického rozpoustédla pii pouziti coulometrické cely k prevenci adsorpcei na
povrchu elektrody. To je casto nekompatibilni s HPLC separaci polarnich latek.
Tenkovrstevné cely nemohou byt zapojeny do tohoto nastaveni, diky vysokym pratokim ve
vysokotlaké Casti systému.

Z téchto duvodu byl vyvinut systém pouzivajici pfepinaci ventil pro nastiik jak je
zobrazeno na obr. 14. Sloucenina je Cerpana konstantni rychlosti ptes EC celu pouzitim
stiikackové pumpy. Eluent z EC cely je zaveden do smycky, ktera je zapojena do
deseticestného ventilu. Nastiik na kolonu je proveden otoCenim ventilu. Vyhodou tohoto

o it oo . : 1
nastaveni je pouZiti riznych podminek oxidace a separace.”

Pumpa A | |Pumpa B Pumpa A ||[Pumpa B

EC celaH HPLC kolonaH MS ] HPLC kolonaH MS |

7
autosamplér

\

deseticestny ventil

potenciostat

potenciostat

A B
Obr. 14 Dvé riizna zapojeni EC-HPLC-MS systému®"

Kapalinova chromatografie

Pro separaci oxida¢nich produkti jsou vhodné kolony s obracenymi fazemi. Nejcastéji
pouzivané stacionarni faze jsou Cg a C1g. Hydroxyla¢ni a N-dealkyla¢ni produkty maji oproti
puvodni latce niZsi retenci, zatimco dehydogenaéni produkty, zvlasté chinony maji vyssi
retenci. Jelikoz molekuly 1é¢iv Casto obsahuji aromaticky kruh, fenylové fdze mohou

poskytnout zlepSenou selektivitu v porovnani s alkylovymi fazemi.™

Hmotnostni spektrometr
K inozaci se pouzivaji techniky pracujici za atmosferického tlaku, hlavné ionizace
elektrosprejem (ESI) a chemicka ionizace za atmosferického tlaku (APCI). Obé metody

umoznuji pfevod eluentu z LC kolony do plynné faze a jeho ionizaci. Nej¢astéjsi mechanismy

jsou protonace (pozitivni mod) a deprotonace (negativni mod) u polarnich sloucenin, resp.
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Tvorba duktii s ionty Na* nebo NH4" v pozitivnim médu ¢&i s Cl” nebo acetatovymi ionty v pro

negativni modu.®

3.4.1. Srovnani s mikrozomalnimi metodami

Jak jiz bylo zminéno, mechanismus enzymatickych reakci a reakci elektrochemickych
je rozdilny, nicméné ob¢é metody poskytuji celkem shodné vysledky. Tabulka 4 uvadi prehled
metabolickych reakci faze I a moznosti jejich elektrochemické simulace. Byla analyzovana
fada latek a to jak mikrozomalnim tak elektrochemickym piistupem. Obrazek 15 ukazuje
srovnani LC/MS chromatogramti pro EC simulaci, metabolitt z lidského a krysiho téla latku

verapamil a obrazek 16 pro tetrazepam.>®
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Obr. 15 Srovnani LC/MS chromatogramu pro latku Verapamil EC — elektrochemicka
oxidace, HLM —mikrozomy lidskych jater, RLM — mikrozomy krysich jater>®
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Obr. 16. Sorvnani LC/MS chromatogramu pro tetrazepam, EC — elektrochemicka
oxidace, RLM — mikrozomy krysich jater, URINE — lidska mo¢>2

Karst a kol. dokazali elektrochemicky napodobit metabolickou degradaci tetrazepamu
na diazepam. Ve své praci porovnavali vysledky zin vivo testd moci, in vitro vysledku
Z mikrozomalnich experimentl a EC/HPLC/MS experimentl, porovnani vysledkl je na
obrazku 16.%

Technika spojeni EC/HPLC/MS ma také vyznamné vyuziti pfi detekci reaktivnich
metabolitl. Tyto reaktivni intermediaty mohou byt hrubé rozdéleny na elektrofily a volné
radikaly. Vétsina z nich jsou elektrofily, které reaguji s nukleofily, které obsahuji predevsim
dusik nebo siru. Vzhledem ke kratké Zivotnosti a nestabilité reaktivnich sloucenin je jejich
analyza velmi obtizna. Jednou metodou k jejich analyze je pouziti tzv. ,trapovaciho agenta®,
ktery vytvori stabilni komplex s reaktivnim intermediatem. Jako trapovaci agenty se pouzivaji
glutation a dalsi thiolové slouceniny pro slabé eletrofily, semikarbazidy, methoxyaminy a
kyanid draselny pro silné elektrofily a 5,5-dimethylpyrolidin —N-oxid pro volné radikaly.

Nicméné tato technika postrada pfimou detekci reaktivnich metabolitl a jejich vlastnosti jsou
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uréovany zpétn¢. Online spojeni EC/HPLC/MS ma velky potencidl v pfimém stanoveni
reaktivnich metabolitii. Byl Gsp&n& napodoben metabolizmus faze I a faze I clozapinu®™ a
detoxifikace paracetamolu®® metodou EC/HPLC/MS. Tyto prace ukazuji Ze pouZiti techniky
EC/HPLC/MS ma potencial pfi analyze reaktivnich metaboliti.*®

Spojenim elektrochemické cely s technikou HPLC/MS vznika u¢inny nastroj pro
objasnéni a studovani metabolickych reakci. Oxidativni metabolické reakce jsou simulovany
elektrochemicky a HPLC/MS separuje a detekuje vzniklé slouCeniny. Pfesto standardni in
Vivo a in vitro techniky, stejné jako mikrozomalni metody, nemohou byt €isté instrumentalni
metodikou nahrazeny, elektrochemie mé vyznamné vyuziti v komplementarnich studiich.
Vytvotenim hmotnostniho voltamogramu mtizeme poskytnou velmi rychly piehled oxidativné
labilnich mist v molekule, miZzeme také piimo detekovat reaktivni slouceniny. Touto
metodou miizeme také elektrochemicky syntetizovat a izolovat metabolity pro dalsi analyzu,

napk. strukturni analyzu pomoci NMR.>

37



Tab. 4 Typické reakce faze I a mozné elektrochemické simulace™

Typické reakce katalyzované cytochromem P450 Elektrochemicka
simulace
uspésné

oH alifaticka napodobeno
R —CHz—CHa R—CH——CH; hyd roxy]ace pf‘l Vys'orkyCh
potencialech
OH
benzylova n?‘pordolizeno
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Experimentalni ¢ast

4.1. Chemikalie

Standard repaglinidu (REP) (Sigma Aldrich, 98 %), destilovana voda, kyselina borita
99,5 % (Lachema, Brno ), kyselina fosfore¢na 85 %, p.a. (Lachema, Brno), kyselina octova
(Lachema, Brno, p.a.), hydroxid sodny (Lachema, Neratovice, p.a.), chloristan sodny (Fluka,

p.a.), metanol (Biosolve, pro LC-MS), octan amonny (Lachema, Neratovice, p.a.).
4.2. Priprava roztoki

Standardni zdsobni roztok REP (koncentrace 10 mmol/l) byl pfipraven navaZenim
piislusného mnozstvi standardu REP a jeho rozpusSténim v methanolu. Zakladni roztok
Brittonova — Robinsonova (BR) pufru byl pfipraven smichanim roztokt kyseliny fosfore¢né
(0,04 mol/l), kyseliny octové (0,04 mol/l) a kyseliny borité (0,04 mol/l).

Pracovni roztoky BR pufru byly pfipraveny smichanim adekvétnich mnoZstvi

zékladniho roztoku BR pufru, hydroxidu sodného (0,2 mol/l) a chloristanu sodného ( 1 mol/l).
4.3. Pristrojové vybaveni

Voltamerticka méfeni byla realizovana na Eco-Tribo polarografu (Polaro-Sensors,
Praha) v trielektrodovém zapojeni s pracovni elektrodou ze sklelného uhliku (GCE)
(Bioanalytical Systems, USA), referentni nasycenou kalomelovou (SCE) a pomocnou
platinovou elektrodou. Voltamogramy byly méfeny v programu PolarPro verze 4 a
vyhodnocovany v programu MS Excel.

Pro elektrolyzu byl pouzit potenciostat/galvanovat 100mA (L-Chem, Horka nad
Moravou) v tiielektrodovém zapojeni s pracovni platinovou sitkovou elektrodou, pomocnou
platinovou a referentni kalomelovou elektrodou. Pomocna elektroda byla umisténa

V oddéleném katodovém prostoru.
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Pro separaci produktii elektrolyzy byl pouzit moduldrni systém Acquity UPLC
(Waters, Milford, USA) obsahujici Acquity PDA detector, Acquity Column Manager,
Acquity Sample Manager (autosampler) a Acquity Binary Solvent Manager. Separace byla
provedena na kolon¢ Knauer BlueOrchid C18 (Berlin, Némecko) (50 mm x 2 mm, 1,8 pm).

K detekci latek po separaci byl pouzit hmotnostni spektrometr QqTOF Premier
(Waters, Milford, USA) vybaveny iontovym zdrojem ESI.

4.4. Pracovni postupy

4.4.1. Voltametrické experimenty

Pied kazdym meétenim byl povrch CGE vylestén suspenzi nanocasticové aluminy na
navlh¢ené mikrovlaknové textilii (Buechler, USA). Poté byl povrch oplachnut destilovanou
vodou a elektroda byla umisténa do destilované vody do ultrazvukové lazné po dobu 1 min.
Po oplachnuti destilovanou vodou byla elektroda ptipravena k méteni.

Vzorky pro voltametrickd méfeni byly piipraveny smichanim zékladiho elektrolytu
(ZE), tvoten¢ho 1 ml BR pufru a 0,9 ml vody, s 0,1 ml zakladniho methanolického roztoku
REP. Vsechna méfeni se provadéla ve voltametrické nadobce pro métfeni malych objemu
s fritou. Vysledna koncentrace REP ve voltametrické nadobce byla 510 mol/I.

Cyklické voltamogramy byly méteny S polarizacni rychlosti 50 mV/s. Pro sledovani
zavislosti proudu na rychlosti skenu byla polarizacni rychlost ménéna v rozmezi 20 — 600
mV/s. Registrovany byly dva az tii opakované cykly.

Diferen¢né pulzni voltamogramy byly zaznamenany s rychlosti skenu 10 mV/s,
vyskou pulzu 50 mV a Sitkou pulzu 100 ms. Diferen¢n€ pulzni voltametrii a cyklickou

votametrii byla sledovéana zavislost velikosti proudu na koncentraci REP.

4.4.2. Elektrolyza

Simulace metabolismu REP byla provedena oxidaci pomoci elektrolyzy. Anodicky a
katodicky prostor byl vzajemné oddélen fritou. Do anodického prostoru bylo pfidano 0,5 ml
BR pufru (pH 5 nebo 7,5), 0,4 ml vody a 0,1 REP. Koncentrace REP v elektrochemické cele
byla 1 mmol/l, obsah MeOH C¢inil 10 % (v/v). V katodickém prostoru byl zdkladni BR pufr.

Elektrolyza byla provedena pii riznych potencidlech v zavislosti na pH pufru. Pro pH 5 to
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byly potencialy 300; 700; 800; 1000 a 1250 mV a pro pH 7,5 potencialy 200; 650; 750; 900 a
1100 mV (proti SCE). Doba elektrolyzy byla 30 minut.

4.4.3. HPLC separace s MS detekci

Vzorky po elektrolyze se pred HPLC/MS analyzou natedily MeOH. Vysledny obsah
metanolu ve vzorcich o pH 5 byl 56 % (v/v) a ve vzorcich o pH 7,5 byl 44 % (v/v). Mobilni
faze 1 sestavala z 1% kyseliny octové v 10% MeOH (rozpoustédlo A) a z MeOH
(rozpoustédlo B), gradientova eluce méla nasledujici pribéh (% v/v) 0 — 8 min (30 — 90 %
B), 8 — 9 min (90% B), 9 — 10 min (90 — 30 % B), 10 — 12 min (30% B). Rychlost pritoku
mobilni gaze byla 0,25 ml/min, teplota autosampleru a kolony byla 25°C, objem nastfiku byl
3 pl. Toto nastaveni bylo pouzito pro negativni méd ionizace.

Mobilni faze II sestavala z 0,01 mol/l octanu amonného (rozpoustédlo A) a z MeOH
(rozpoustédlo B) pro pozitivni mod ionizace. Gradientova eluce, rychlost pritoku, teplota a
objem nasttiku byly stejné jako u negativniho modu.

Parametry iontového zdroje elektrospreje byly: napéti na spojovaci kapilafe 3 kV
(pozitivni 1 negativni mod), teplota iontového zdroje 100°C, teplota desolvatacniho plynu
150°C, pratoky plynti: zamlzovaci 450 1/hod (pozitivni méd), respektive 400 I/hod (negativni
mod), cone gas flow 38 l/hod ( pozitivni mod), respektive 30 1/hod (negativni mdd). Nizsi
kolizni energie byla 5 eV a vyssi kolizni energie byla v rozsahu 10 — 30 eV. Dusik byl pouzit

jako desolvatacni plyn a argon jako kolizni plyn.
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5. Vysledky a diskuze
5.1. Cyklicky voltamogram REP

Na cyklickém voltamogramu, (obr. 17 A) jsou patrné dva piky v anodické oblasti pii
potencialech okolo 720 mV a 900 mV a pii obraceném katodickém skenu jeden pik s

potencialem kolem 0 mV (obr. 17 B).
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Obr. 17 Cyklicky voltamogram REP 5-10” mol/l, A — cely voltamogram, B — detail
katodického piku, v = 50 mV/s, ZE: BR pH 7,0 s 5% MeOH (v/v)

Z vyse uvedeného tedy plyne, Ze anodickd oxidace REP probih4 ve dvou krocich a

vznikd pfi ni elektroaktivni produkt, ktery je redukovan v obraceném sméru polarizace.

5.2. Zavislost na pH

Bylo sledovano elektrochemické chovani REP pii riznych pH. Cyklické

voltamogramy pofizené pfi riznych hodnotadch pH jsou na obrazku 18. Zavislost potencidlu
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piku na pH (obr. 19) je tvofena dvéma linedrnimi useky, jejichz prasecik pti pH = 6,13
odpovida disocia¢ni konstanté redukované formy REP. Tato hodnota je ve shodé¢ s literaturou,
ktera uvadi hodnoty pK v rozmezi 6,01 — 6,20.2 Na obrazku 20 je uveden graf, ktery ukazuje
zavislost proudu prvniho anodického piku na rtznych hodnotich pH BR pufru. Uvedené
hodnoty proudu jsou primérem ze série dvou méteni. Maximalni hodnota byla ziskana pro

pH 4,7. Tato hodnota pH byla proto zvolena pro dal$i experimenty.
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Obr. 18 Cycklické voltamogramy REP 5-107° mol/I pfi riiznych pH, v = 50 mV/s,
ZE s 5 % MeOH (v/v)
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Obr. 19 Graf zavislost potencialu prvniho piku na hodnoté pH
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Obr. 20 Zavislost velikosti proudu prvniho piku REP na pH

5.3. Opakované cyklické voltamogramy REP

Pti experimentech, kdy byla nastavena 2 a vice opakovéni cykli v jednom méteni, se
objevil novy pik. V prostiedi pH 4,7 se anodické piky, odpovidajici oxidaci REP, nachazeji
okolo potencialu 800 mV a 1050 mV. Z voltamogramu na obrazeku 21 B, je patrné, ze novy
pik vznikl pfi druhém anodickém skenu kolem hodnoty potencidlu 200 mV a tvoii redoxni par
s vySe popsanym katodickym pikem, ktery byl pozorovan v obraceném sméru polarizace (obr.
17). Z toho lze usoudit, ze pii prvnim anodickém skenu, vznika oxidaci REP produkt, ktery
podléhd elektrodové reakei pii nizsich kladnych potencidlech. Rozdil potencialu katodického
a anodického piku tohoto produktu je 81 mV coz ukazuje na castecnou reverzibilitu
sledovaného systému. S rostoucim pH se posunuji potencidly obou piku k niz§im hodnotam,
coz ukazuje na ucast protonti v elektrochemické reakci produktu. Podobné kvazireverzibilni

chovani, zavislé na pH, je znAmé napk. u systém@ chinon/dihydroxybenzen.?
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Obr. 21 Cyklicky voltamogram REP 5-10™ mol/l, A — cely voltamogram, B — detail nového
anodického piku, v =50 mV/s, ZE: BR pH 4,7 s 5 % MeOH (v/v)

Z voltamogramu (obr. 21 A) je rovnéz patrny pokles proudu anodickych piki REP ve
druhém skenu. To miize souviset s adsorpci noveé vzniklého produktu na pracovni elektrodu.
Nové vznikld sloucenina je tedy pravdépodobné povrchové aktivni, tvofi na povrchu

elektrody adsorbovanou vrstvu, ktera zabranuje ptistupu molekul REP a tim jeho oxidaci.

5.4. Zavislost na rychlosti skenu

Byla sledovana zavislost proudové odezvy na zméné rychlosti skenu. Méfeni byla
provedena v kyselém a neutralnim prostiedi.

Ze zavislosti na rychlosti skenu mizeme wusoudit, ktery d& je klicovy
Vv elektrochemické reakci. Pfima iiméra mezi vySkou piku a odmocninou z rychlosti polarizace
plati pro déje tizené difuzi. U d&l, které jsou fizeny adsorpci je vyska piku pfimo timeérna
rychlosti polarizace.” S rostouci rychlosti polarizace elektrody hodnota anodického proudu
roste, obrazek 22 (pH 7,8) a obrazek 23 (pH 3,4) . Na obrazku 24 je graf zavislosti proudu na
rychlosti a odmocniné rychlosti polarizace pii neutralnim pH (7,8), na obrazku 25 potom
zavislost logaritmu proudu na logaritmu rychlosti skenu. Podobné na obrazcich 26 a 27 jsou
tyto pro kyselé prostfedi pH 3,4. V obou prostiedich s rostouci rychlosti polarizace roste

anodicky proud obou pikd.
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Obr. 22 Cyklické voltamogramy REP 5-10” mol/l pii riiznych rychlostech skenu,
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Obr. 23 Cyklické voltamogramy REP 5-10™ mol/l pii riznych rychlostech skenu,

9000

ZE: BR pH 3,4 55 % MeOH (v/v)
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Obr. 24 Zavislost proudu REP 5- 10”° mol/l na rychlosti a odmocning rychlosti skenu pro

pH=7.8
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Obr. 25 Zavislost log proudu na log rychlosti skenu m — prvni pik, ¢ - druhy pik, pH 7,8
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Obr. 26 Zavislost proudu REP 5-10"° mol/l na rychlosti a odmocniné rychlosti skenu pro
pH =34
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Obr. 27 Zavislost log proudu na log rychlosti skenu m — prvni pik, ¢ - druhy pik, pH 3,42
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Zuvedenych grafi vyplyva, ze fidicim procesem

elektrodové

pravdépodobné difize. Smérnice piimky z logaritmickych zavislosti se pohybuje okolo

hodnoty 0,45 coz je blizko teoretické hodnoté 0,5.

Na obrazku 28 je graf znazornujici cyklicky voltamogram REP pii rychlosti skenu 10

mV/s a tiech opakovanych cyklech. U prvniho anodického piku mizeme pozorovat pfi

prvnim skenu rozstépeni. U dalSich opakovanych cykli se toto rozstépeni neobjevuje. Takové

rozstépeni piku miize byt zptisobeno viezwnou chemickou reakei, ktera komplikuje celkovy

elektrodovy dé&j. Pii vyssich polarizacnich rychlostech (obr. 29 a 30) neni rozstépeni prvniho

anodického piku patrné.
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Obr. 28 Cyklicky voltamogram REP 5-10™ mol/l
v=10mV/s, ZE: BR pH 4,7 s 5 % MeOH (v/v)
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Obr. 29 Cyklicky voltamogram REP 5-10™ mol/l

v =100 mV/s, ZE: BR pH 4,7 s 5 % MeOH (v/v)
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Obr. 30 Cyklicky voltamogram REP 510 mol/l
v =500 mV/s, ZE: BR pH 4,7 s 5 % MeOH (v/v)

5.5. Zavislost na koncentraci

Zavislost velikosti proudu na koncentraci REP byla méfena metodami CV a DPV

v prostiedi BR pH 4,9 v ZE obsahujicim 5 % MeOH. Koncentrace REP byla v rozmezi 1-10”

mol/l az 1-10™ mol/l. Po&ate¢ni potencial byl nastaven na hodnotu -400 mV a kone¢ny na

1300 mV. Na obrazku 31 je graf zavislosti proudové odezvy na koncentraci REP.
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Obr. 31 Kalibraéni zavislost REP A — cyklicka voltametrie, B — diferenéné pulzni voltametrie,

ZE: BRpH 4,95 5% MeOH (v/v)
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Kalibra¢ni zéavislosti jsou linearni pouze v omezeném rozsahu niz§ich koncentraci
REP. Pii vyssich koncentracich se zakiivuji, coz indikuje adsorpci REP nebo jeho oxidacnich

produktii na povrch elektrody.

5.6. Adsorpce REP na povrch uhlikové elektrody

Tendence REP adsorbovat se na povrch uhlikové elektrody byla testovana
nasledujicim experimentem. Elektroda s obnovenym povrchem byla ponofena do roztoku
REP koncentrace 10 mmol/l na dobu 30 s. Poté byla z roztoku vyjmuta, dikladné oplachnuta
proudem destilované vody, vlozena do Cistého zakladniho elektrolytu (pH 4,7) a byl zméten
cyklicky voltamogram. Jak ukazuje obr. 32, na voltamogramu byl pozorovan pik REP
s potencidlem 800 mV v prvnim anodickém skenu i dvojice pikli oxidaéniho produktu pfii
potencidlu kolem 200 mV. V nasledujicich cyklech jiz nebyl pozorovan pik oxidace REP
pri"800 mV, avsak piky oxida¢niho produktu byly zietelné jesté v nasledujicich cyklech.
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Obr. 32 Cyklicky voltamogram po ponoteni elektrody v roztoku REP,
v=50mV/s, ZE: BR pH 4,7

Z tohoto experimentu Ize soudit, ze REP se spontann¢ adsorboval na povrch elektrody
ponoiené do jeho roztoku. V Cistém elektrolytu se pak adsorbovana vrstva REP ireverzibilné
oxidovala béhem prvniho anodického skenu. V nasledujicich skenech byla zaznamenana

pouze odezva oxida¢niho produktu, ktery zlstal adsorbovany na elektrod¢.
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5.7.  Vliv zmény prepinaciho potencialu

Pro zjisténi, v kterém oxida¢nim kroku, vznikd pozorovany elektroaktivni oxida¢ni
produkt REP, byla provedena série méfeni, pfi kterych se ménil rozsah potencidlového okna
cyklickych voltamogramu. Pocatecni potencial byl stale stejny -400 mV a hodnoty kone¢ného
potencialu byly 700 mV, 730 mV, 800 mV, 900 mV a 1100 mV. Potencidly byly voleny tak
aby pokryly potencidly oxidacnich piku pied oxidaci, v poloviné piku, maximu, za maximem.
Na obréazcich 33 - 35 jsou grafy cyklickych voltamogramii pro riznd potencialova okna.
Z grafii je ziejmé, ze latka odpovédna za vznik novych pikd, se tvofi v prvnim kroku

elektrodové reakci. Tedy kolem hodnoty potencidlu 800 mV.
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Obr. 33 Cycklicky voltamogram REP 5x10™ mol/l, v = 50 mV/s
ZE: BR pH 4,7 s 5 % MeOH (v/v), -400 az 700 mV
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Obr. 34 Cyklicky voltamogram REP 5-10” mol/l, v = 50 mV/s
ZE: BR pH 4,7 s 5 % MeOH (v/v), -400 az 800 mV
A — cely voltamogram, B — detail nového piku
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Obr. 35 Cycklicky voltamogram REP 5-10” mol/l, v = 50 mV/s
ZE: BR pH 4,7 55 % MeOH (v/v), -400 az 1100 mV

5.8. Elektrolyza REP s HPLC/MS analyzou oxida¢nich produktii
5.8.1. HPLC/MS analyza REP

Analyzou chromatogramt ziskanych pro slepy pokus (Cistd MF) a standardu REP byl
zjistén retencni ¢as REP. Obrazky 36 a 37 ukazuji chromatogram slepého pokusu a standardu
REP. Po separaci na koloné byly latky detekovany detektorem diodového pole a hmotnostnim

spektrometrem.
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Obr. 36 Chromatogram slepého pokusu, MF I, A =295 nm
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Obr. 37 Chromatogram standardu REP, MF I, A =295 nm

Z porovnani obou chromatogramil je patrné, Ze pik odpovidajici REP je v ¢ase 7,7 min. UV

spektra, hmotnostni a fragmentacni spektrum piku REP jsou na obréazcich 38 a 39.

Intenzita

3.00E+05
2.50E+05
2.00E+05
1.50E+05
1.00E+05
5.00E+04
0.00E+00

210 260 310 360
A[nm]

410 460

Obr. 38 UV spektrum standardu REP, MF I, tr = 7,69 min
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Obr. 39 Standard REP, tg = 7,7 min, A - hmotnostni spektrum,

B — fragmentacni spektrum, positivni mod ionizace
Na obrazku 40 je uvedeno hmotnostni spektrum REP spolu s jeho strukturnim vzorcem a

naznacenou fragmentaci, jak bylo publikovano v literatufe.? Struktury navrhovanych

fragmentt odpovidajicich iontim 230, 162 a 86 jsou na obrazku 41.
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Obr. 40 Hmotnostni spektrum REP*?
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F1 F2 F3
Obr. 41 Navrzené struktury fragment REP, positivni ionizace

Hodnoty m/z pro jednotlivé fragmenty jsou v tabulce 5. Spektra ziskana z experimentu
a z literatury jsou shodna, tudiz pik case 7,7 skuteéné odpovidd REP. Chromatogram
standardu REP v mobilni fazi MF 1II je na obrazku 42. Hmotnostni a fragmentacni spektra
standardu REP Vv negativnim moédu ionizace jsou na obrazku 43. HPLC separace byla
provedena v mobilni fazi MF II. Struktury navrhovanych fragmentti odpovidajicich iontim
407, 379 a 135 jsou na obrazku 44. lonty produkované hmotnostnim spektrometrem jsou

shrnuty v tabulce 5. VV mobilni fazi MF 1l byla retence REP 7,3 min.
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Obr. 42 Chromatogram standardu REP, MF II, A = 295 nm
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Obr. 43 Standard REP, tg = 7,3 min, A - hmotnostni spektrum,

B — fragmentacni spektrum, positivni mod ionizace
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Obr. 44 Navrzené struktury fragmenttt REP, positivni ionizace

Tab. 5 Fragmenty standardu REP

lon m/z odchylka

pozorované | vypoctené| [ppm]

[REP+H]"| 453,2744 | 453,2753 2,0

[F1+H]" | 230,1909 | 230,1909 0

[F2+H]" | 162,1274 | 162,1283 5,6

[F3+H]" | 86,0957 86,0970 15,1

[REP-H] | 451,2592 | 451,2597 1,1

[F4-H] | 407,2644 | 407,2699 13,5

[F5-H] | 379,2375 | 379,2386 2,9

[F6-H]" | 135,0803 | 135,0810 5,2

56

500

CH;
HyC o | R =
A U, A
T MH o | ) o
| L NH gy RE DI\

CHj

3

550



5.8.2. MS analyza produkti elektrolyzy

Potenciostatickd elektrolyza REP s naslednou analyzou elektrolyzovanych roztokt
metodou HPLC/MS byla provedena ve snaze indentifikovat latky vznikajici jeho anodickou
oxidaci. Byly pfipraveny dv¢ sady roztoka smichanim 0,1 ml zasobniho roztoku REP, 0,4 ml
destilované vody a 0,5 ml BR pufru. Prvni sada obsahovala BR pufr o pH 5 a druha sada o pH
7,5. Vzorky byly elektrolyzovany pii rtiznych hodnotach potencidlu vybranych na zékladé
prubéhu cyklickych voltamograml v daném prostfedi. Pro pH 5 to byly potencialy 300mV,
700 mV, 800 mV, 1000 mV a 1250 mV, pro pH 7,5 to byly potencialy 200 mV, 650 mV, 750
mV, 900 mV a 1100 mV. Skute¢né hodnoty potencialu, pti kterych probihala elektrolyza,
byly méfeny externim altimetrem, ktery byl pfipojen mezi pracovni a referentni elektrodu

(tab. 6). Doba elektrolyzy byla 30 minut.

Tab. 6 Skute¢né hodnoty potencialu elektrolyzy
pH 5 pH 7.5
potencidl [mV] vs SCE

nastaveno | zmeéreno | hastaveno | zméreno

700 710 650 668
800 737 750 770
1000 635 900 920

1250 750 1100 890

Béhem elektrolyzy doslo k vylouceni bilé sraZeniny z roztoku. Pied separaci produkti
byla srazenina rozpusténa postupnym piidavkem MeOH tak, ze obsah MeOH byl 56 % (v/v)
v roztoku s pufrem o pH 5 a 44 % (v/v) v roztoku s pufrem o pH 7,5. Vzorky, které byly
elektrolyzovany pii potencialech, pii kterych dochazelo k oxidaci REP, zEervenaly.

Produkty elektrolyzy byly chromatograficky separovany jak v kyselé tak neutralni
mobilni fazi a detekovany detektorem diodového pole (DAD) a nasledné analyzovany
hmotnostnim spektrometrem v kladném a negativnim modu ionizace.

Jak jiz bylo zminéno vySe, pro positivni mdd ionizace byla pro separaci pouZzita
mobilni faze 1 (0,1 % kys. octova v10 % MeOH — A, MeOH - B). V tomto nastaveni

vznikaly molekulové ionty [M+H]". Z analyz HPLC chromatogrami a hmotnostnich spekter
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pro roztoky elektrolyzované pii riznych hodnotach potencidlli byly navrzeny strukturni
zvoleny tak, aby pii nich nedochazelo k oxidaci REP. Chromatogramy a spektra téchto vzorka
slouzily jako srovnavaci pfi analyze oxidacnich produkti REP. Pro negativni mod ionizace
byla pouzita mobilni faze MF II (0,01 mol/l octan amonny — A, MeOH — B). V tomto
nastaveni vznikaly molekulové ionty [M-H]".

Na obrazku 42 A je chromatograficky zaznam vzorku REP, ktery byl elektrolyzovan
v roztoku BR pufru o pH 5 pfi 300 mV a na obrazku 42 B pii 700 mV proti SCE a separovan
v mobilni fazi MF 1. Na obrazku 43 A je chromatograficky zdznam vzorku REP, ktery byl
elektrolyzovan v roztoku BR pufru o pH 7,5 pti 200 mV a na obrazku 43 B pii 650 mV proti

SCE a separovan v mobilni fazi MF 1I.
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Obr. 42 Chromatograficky zdznam elektrolyzovanych vzorkii REP, MF I, , A =295 nm
A —300 mV vs SCE, B-700 mV vs SCE
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Obr. 43 Chromatograficky zaznam elektrolyzovanych vzorkii REP, MF II, A = 295 nm
A —200 mV vs SCE, B — 650 mV vs SCE

Z analyzy vSech spekter byly navrzeny moZzné oxidac¢ni produkty REP. Prvni

potencialni produkt byl nalezen ve vzorku, ktery byl elektrolyzovan v BR pufru o pH 7,5
v retencnim ¢ase 3,3 min v mobilni fazi MF II v negativhim modu ionizace. Obrazek 44

ukazuje hmotnostni a fragmentac¢ni spektrum tohoto piku a také navrzenou moznou strukturu

produktu.
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Obr. 44 Hmotnostni (A) a fragmentacni (B) spektrum oxida¢niho produktu REP v BR pufru
pH 7,5; 650 mV proti SCE, MF 11, tgr = 3,3 min, negativni mdd ionizace

Tento produkt byl oznacen jako P1. Z fragmentacniho spektra byly navrzeny ztraty
odpovidajici pikim ve spektru. Ion 453 vznikl pravdépodobné ztratou molekuly CO
z chinonové struktury, pro ion 437 je ztrata 44, coz odpovida odstépeni molekuly CO,. Ztrata
72 pro ion 409 je fragment, ktery vznika ztratou molekuly CO a molekuly CO,. Fragment m/z
275, oznacen jako P1F, vznikl pravdépodobné Stépenim ,,peptidové vazby*. Jeho navrzena
struktura je na obrazku 45. Odstépeni CO z této molekuly odpovida piku 247. Tabulka 7 dava
prehled pozorovanych ionti. Vznik ¢erven¢ho zbarveni béhem elektrolyzy je dalsi indikaci,

ktera podporuje teorii o vzniku chinonové struktury.

CHy

MH"

Re

Obr. 45 NavrZena struktura iontu m/z 275 (P1F)
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Tab. 7 Fragmenty oxida¢niho produktu P1, negativni ionizace

lon m/z odchylka
pozorované | vypoctené| [ppm]
[P1-H] 481,2334 | 481,2339 1
[P1-CO-H] 453,2389 | 453,2389 0
[P1-CO,-H] 437,2452 | 437,2440 2,7
[P1-CO-CO,-H] | 409,2481 | 409,2491 9,4
[P1F-H] 275,1764 | 275,1760 1,5
[P1F-CO-H] 247,1830 | 247,1810 8,1

Druhy mozny produkt byl identifikovan ve vzorku REP elektrolyzovaného v BR pufru
0 pH 7,5 v reten¢nim Case 6,7 min vV mobilni fazi MF II v negativnim modu ionizace. Tento
produkt byl oznacen jako P2. Hmotnostni a fragmentacni spektra produktu P2 spolu s jeho

navrzenou strukturou jsou na obrazku 46. Tabulka 8 poskytuje ptehled pozorovanych iontt.
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Obr. 44 Hmotnostni (A) a fragmentacni (B) spektrum oxida¢niho produktu REP v BR pufru
pH 7,5; 650 mV proti SCE, MF 11, tg = 6,7 min, negativni mdd ionizace
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Tab. 8 Pozorované ionty produktu P2

lon m/z odchylka

pozorované | vypoctené| [ppm]

[P2-H] 449,2439 | 449,2440 0,2

[P2-CO,-H] 405,2536 | 405,2542 1,5

Fragmentacni pik 405 vznikl odstépenim molekuly CO,. Poloha dvojné vazby na
piperidinovém kruhu na navrzené struktufe je jednou z moZnosti. Jeji poloha neni ptfesné
urena. Navrhovana struktura produktu P2 je stejna s navrhovanou strukturou in vitro
biotransformace REP (obr. 4)

6. Z.avér

Tato diplomova prace je zaméfena na studium elektrochemické oxidace 1éciva
repaglinidu. Cyklickou votametrii (CV) bylo zjiSténo, Ze REP podléhd anodické oxidaci
Vv Sirokém rozmezi pH a na zdznamu jsou vidét dva piky. Nejvétsi proudova odezva REP je
zaznamenana pii pH 4,7 a zdéanlivd disociacni konstanta pK ma hodnotu 6,13, coz je
vV rozmezi udavané literaturou®.

Pii méfeni CV svice cykly dochazelo ke zna¢nému sniZeni proudové odezvy ve
druhém cyklu a k mirnému snizeni ve tfetim cyklu. K objasnéni tohoto chovani byly
provedeny CV pfi riznych rychlostech skenu a také experiment, kdy se zjistovaly adsorp¢ni
vlastnosti REP, ponofenim pracovni elektrody GCE do zasobniho roztoku REP a po jejim
vyjmuti a oplachnuti byly zméfeny cyklické voltamogramy v ¢istém elektrolytu. Z méfeni CV
pfi riznych rychlostech skenu se zjistilo, Ze fidicim krokem elektrodové reakce REP je difuze.
Z experimentu ponofeni GCE do roztoku REP se da usuzovat na adsorpci na povrch GCE.
Tato skutecnost je potvrzena tvarem kalibra¢ni kiivky REP, ktera je linearni pouze v oblasti
nizkych koncentraci REP (do 4-10-5 mol/l) a pii vysSich koncentracich limituje.

Podrobnéjsi studium opakovanych cyklickych voltamogramli zaznamenanych pfi
riznych piepinacich potencidlech ukazalo, Ze v prvnim stupni oxidace REP vzniké
elektrochemicky aktivni produkt, ktery se projevuje kvazireverzibilni dvojici pikll u nizsich

potencialt, nez je potencial oxidace REP. Z posunu potencialu pikd pii zméné pH roztoku
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vyplyva, ze se redukce a zpétné oxidace produktu ucastni protony. Oxidac¢ni produkt také
projevil adsorpci na povrchu uhlikové elektrody. Elektrochemické chovani produktu tedy
celkové vykazuje fadu podobnosti se systémy chinon/dihydroxybenzen.

HPLC/MS analyzou roztoki REP elektrolyzovanych pii riznych hodnotach
konstantniho potencidlu na platinové sitkové elektrodé pii pH 5 a 7,5 byly zjistény nékteré
produkty anodické oxidace REP. Produkt oznaceny P1 by patrné mohl byt derivat REP
s chinoidni strukturou, jehoz dvé-oxoskupiny jsou pravdépodobné vazany na benzenovém
jadie nesoucim piperidinovy kruh. Tento produkt byl pozorovan také na cyklickych
voltamogramech a zptisoboval Cervené zbarveni roztokd po elektrolyze. Dalsi produkt,
oznaceny P2, nalezeny V elektrolyzovanych roztocich REP muze odpovidat derivatu
oxidovanému na piperidinovém kruhu. Analogicky produkt byl identifikovan jako jeden

z metabolit REP vnikajici enzymatickou cestou s CYP3A4/2CS.
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