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Abstrakt

Terkonazol se fadi mezi triazoly s fungicidnim uc¢inkem a uziva se k lokalni 1é€b€ vaginalnich
infekci. U Zen, které maji zavedeny typ nitrodélozniho téliska, jehoz mechanismus ucinku
spo¢ivd v uvolnovani iontd meédi, by mohlo ve vaginalni oblasti dochézet k interakci
terkonazolu s ionty médi. Ptibuzné triazoly méni v komplexech sionty Cu?" a Cu" své
vlastnosti jako je toxicita ¢i mobilita. V pfitomnosti triazolti a Cu?>" mize dokonce dochéazet
k redukci médi na Cu™, ktera muZe iniciovat tzv. Fentonovu reakci vedouci k cyklické produkci
volnych radikalu. Sytém Cu?*/Cu’ a terkonazol je tak potencidlné rizikovy. Stechiometrie,
fragmentace a stabilita komplext terkonazolu sionty Cu?* a Cu® byla studovana pomoci
tandemové hmotnostni spektrometrie. Systém byl méten pii pH 4 az 7,2, v rozmezi koncentraci
CuCl; a terkonazolu 1:5 az 20:1, ve smési rozpoustédel voda ethanol (1:1). Z vysledkt vyplyva,
Ze v systému Cu®*/terkonazol dochézi k ¢aste¢né oxidaci terkonazolu, kterd zavisi na pH.
Kromé oxidovaného a protonovaného terkonazolu nebyla intenzita dalSich detekovanych iontt
a komplexi hodnotou pH vyznamné ovlivnéna. Alarmujici zjiSténi spociva v existenci

komplext terkonazolu s Cu', coZ miuZe dokazovat potencidlni existenci Fentonovy reakce.
9
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Abstract

Terconazole is one of the triazole derivatives with an antifungal effect. It is used locally to treat
vaginal yeast infections. Terconazole could interact with copper cations in the vagina or uterus
of women, who use an intrauterine device releasing copper cations. Other triazole derivatives
in complexes with copper cations differ in their properties like toxicity or mobility. Cu?* can
be reduced in the presence of triazoles, which can lead to a Fenton-like reaction and production
of free radicals. Thus, the Cu?*/Cu” terconazole system can be potentially dangerous.
Stoichiometry, fragmentation and stability of forming complexes were studied with tandem
mass spectrometry. The Cu?*/Cu* terconazole system was measured within pH range from 4
to 7,2, with a concentration ratio of CuCl, and terconazole 1:5 to 20:1, with water and ethanol
as solvents (1:1). Results suggest that terconazole is partially oxidized in the Cu®*/terconazole
system and that this oxidation depends on the pH of a solution. Apart from oxidized
and protonated terconazole, other detected ions and complexes were not significantly
influenced by pH. The detection of complexes containing Cu” is alarming because this could

correspond with the occurrence of a Fenton-like reaction.
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1 Cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo studium terkonazolu v prostiedi s riznou koncentraci iontl médi
a riznym pH pomoci hmotnostni spektrometrie. Jednotlivymi dil¢imi cili bylo objasnéni
stechiometrie komplexti terkonazolu s ionty médi, zméfeni stability nejsignifikantnéjsi
komplexi terkonazolu s ionty médi na zéklad¢ koliznich experimentti s vybranou hmotou (m/z)
téchto komplexti, zjisténi vlivu koncentrace médnatych kationti na oxida¢né-redukéni

vlastnosti terkonazolu a zji§téni vlivu pH na tvorbu komplexti terkonazolu s ionty médi.

1.1 Hypotézy

e Terkonazol tvofi s ionty médi komplexy, které lze studovat pomoci hmotnostni
spektrometrie.

e Model systému terkonazol a ionty médi v plynné fazi lze vyuzit ke studiu moznych
interakci tohoto farmaka s ionty médi, které se uvoliuji z nitrod€lozniho téliska.

e Interakce iontl médi s terkonazolem je ovlivnéna pH prostiedi.



2 Teoreticky uvod

2.1 Triazolové fungicidy

1,2,4-triazol je planarni cyklickda molekula obsahujici nenasyceny péti¢lenny kruh
se tfemi atomy dusiku. Derivaty triazolu substituované nejcasteji na atomu N1 se pouZzivaji jako
latky s fungicidnim Uc€inkem, tedy latky urené k hubeni hub a jejich spor v zemédélstvi
¢i v medicing'. Ustfedni kontrolni a zkusebni ustav zemé&délsky uvadi, Ze z celkového mnozstvi
1600 tun fungicidi se v Ceské republice za rok 2019 prodalo pres 350 tun fungicidii na bazi
imidazoll a triazold?. V mediciné jsou triazoly vyznamnou skupinou latek pouzivanych k 1é¢bé
plisfiovych infekci a to piedevs§im kandidoz*#, které se fadi k nejéast&jsim nozokomilnim
infekcim?.,

Tyto triazolové substituenty maji nizs$i pKa nez samotny 1,2,4-triazol (pKa2,09) a jsou
tedy slabymi bazemi. Z toxikologického hlediska jsou vyznamné ¢tyti metabolity téchto latek,
ato 1,2,4-triazol, 1,2,4-triazol alanin, 1,24-triazol octovd kyselina a 1,2,4-triazol mlécna
kyselina’. V Ceské republice neni zavedena systematickd kontrola vyskytu téchto latek
v zivotnim prostiedi®. Triazolové fungicidy vyuzivané v mediciné se vyskytuji v odpadnich
vodach v fadech jednotek az stovek ng.lI! %10, Z odpadnich vod se déle dostavaji do fi¢nich
tok, jezer atd'®!!. V prostfedi mohou déle interagovat s dal$imi polutanty (naptiklad adsorpce
na povrch mikroplastt)'?. Navic se ukazuje, ze napf. flukonazol se nedafi dostate¢né odstranit
pomoci mechanicko-biologického ¢isténi odpadnich vod!®!3. Triazoly maji v zivotnim
prostiedi pomérné perzistentni vlastnosti, pfedev§im diky jejich nizké rozpustnosti ve vodé
(terkonazol 11,6 mg.I'") a vysoké hodnoté rozdélovaciho koeficientu logP (terkonazol 4,5)'.
Kumulace rezidui v zivotnim prostfedi, obzvlasté pak smési aktivnich latek, sebou nese riziko

vzniku rezistenci®-!°.

2.2 Mechanismus udinku

Triazolové fungicidy maji schopnost inhibovat enzym lanosterol 14a-demethylasu (CYP51)
zrodiny cytochromt P450!%!7. Tento enzym katalyzuje demethylaci lanosterolu v procesu
syntézy ergosterolu (Obr. 1)!®, coz je dulezity sterol lipidové membrany hub, ktery ma
podobnou funkci jako cholesterol v membrané zivocisné burnky. Postupné hromadéni

lanosterolu a naruseni permeability bun&¢né membrany vede k inhibici bun&éného ristu'®.

10



U zivo¢icht vznikd z lanosterolu cholesterol, ktery je ale primarné pfijiman z potravy,
a poskozeni Zivocisné bunééné membrany je tedy minimalni, ovSem triazolové G¢inky maji

na zivo¢isnou bufiku fadu vedlej$ich G¢inkd, jeZ jsou probrany v nasledujici kapitole!.

R R
L.anosterol
Gz 02 "
h . .
2e +2H} | 2e + 2H
CYP51 T CYP51 W

HO

O,
2e" + 2H*| CYP51

Ergosterol h S N
HO ;
Cholesterol
HO

Obrazek &.1 Biosyntéza ergosterolu katalyzovana enzymem 14a-demethylasou (CYP51)!8

Azoly obsahujici imidazolovy, triazolovy, nebo tetrazolovy kruh se vazou v aktivnim
misté tohoto enzymu jako Sesty axialni ligand na atom Zeleza v hemu. Dochazi tak k blokaci
aktivniho mista a koordinacné kovalentni vazba mezi dusikem a Zelezem navic brani redukci
atomu Fe3" 1920 Oproti polyeonovym antimykotikiim, které zptsobuji perforaci bun&né stény

hub?!, jsou triazolova chemoterapeutika méné toxicka??.

2.3 Vedlej$i Gginky

Koordina¢né kovalentni vazba mezi atomem dusiku a zeleza ale neni specifickd pouze pro
zminénou demethylasu a k inhibici mtiZze dochazet i u dal$ich enzymi z rodiny CYP?. Kromég
demethylasy inhibuji triazoly stejnym zplisobem napf. aromatasu, ktera v aktivnim centru
rovnéZ obsahuje hem, a ktera katalyzuje pfeménu androgennich prekurzorii androstenedionu,

testosteronu a 16a-hydroxy testosteronu na estrogenni latky estron, estradiol a estriol**%, Diky
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tomu se nékteré triazoly vyuzivaji v 16¢bé hormonalné dependentniho karcinomu prsu?®. Dale
inhibuji napf. enzym CYP3A4, vyznamny detoxifikacni enzym, ktery je navic spjaty
s metabolismem testosteronu?’.

Triazoly lze oznacit za potencidlni endokrinni disruptory, protoze inhibuji enzymy
CYP450 Gcastnici se metabolismu steroidnich hormoni?®, a navic se nékteré triazoly chovaji
jako ligandy jadernych receptorii®®. Bylo prokdzano, Ze zrni oSetfené triazolovymi fungicidy
ohrozuje reprodukéni cyklus hospodarskych zvifat, protoze tyto latky pfijimané v potravé
naruSuji zvifatim hladiny steroidnich hormond?®. Raj¢atim postiik s triazoly snizuje v listech
obsah chlorofylu a i b, zpomaluje rist listd a stonki a zptisobuje oxidativni stres. Sviij podil na
tom ale miiZe mit i interakce triazoll s kationty Zivin v piid¢ a tedy omezeny piijem nutrientd
zpisobujici chfadnuti rostliny*°. Jiné experimenty naopak poukazuji na protektivni roli triazol
pii stresovych experimentech s rajcaty>!.

Toxikologické studie triazolovych fungicidi na modelovych organismech jako dénio
pruhované (Brachydanio rerio) prokazaly jejich imunotoxicitu®?, reprodukéni toxicitu?,
teratogenitu, kardiotoxicitu** a neurotoxicitu®>. Ve smésich pak vykazuji nékteré triazoly

synergicky efekt™.

2.4 Interakce kovu s triazoly

Koordina¢né kovalentni vazba mezi atomem N-4 molekuly triazolu a pfechodnymi kovy, ktera
je podstatou vazby triazoll do aktivniho centra fady enzymi, umoziuje v ptipadé volnych iontt
kovii vznik stabilnich komplext*$37. V zavislosti na struktufe molekuly triazolu miZe tato
vazba vzniknout i mezi atomem N-2, pfipadné pomoci = elektronti benzenového kruhu.
Komplex mlze byt dale stabilizovan napi. interakci kovu s kyslikem z deprotonované

3738 Studium takovychto komplexii umoziiuje metoda MS/MS

hydroxylové skupiny
(tandemova hmotnostni spektrometrie) zkombinovand s kvantové mechanickymi vypocty,
diky kterym muliZeme popsat strukturu komplext a na zéklad¢ fragmentacnich reakci vypocitat
kterou je potieba dodat atomu nebo molekule k fragmentaci vedouci ke vzniku iontu,
a vypovida tedy o stabilité dané molekuly, v tomto ptipadé komplexu®.

Takto vzniklé komplexy kovil s triazoly mohou mit odlisné vlastnosti jako je toxicita
nebo mobilita nez samotné triazoly, coz miize byt nebezpecné jak pro ¢loveéka, tak pro Zivotni

40,41

prostiedi Interakce triazolli byla studovana mimo jiné sionty médi. Iont médi se
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v komplexech s triazoly miize vyskytovat v oxidaénim stavu Cu®* i Cu*, pfi¢emz oxidacni stav
Cu?* byva v komplexu stabilizovan dvéma zplsoby. Budto se molekula ligandu (triazol)
vyskytuje v komplexu zpravidla ctytikrat nebo i vicekrat, ¢imz dochazi k stérickému branéni
redukce atomu médi, nebo je stav Cu?' stabilizovan zapornym nabojem ligandu
(napf. deprotonovany triazol)*®$42, Mé&d’ je jednak polutantem Zivotniho prostiedi, ale pfedevsim
se diive pouzivala jako fungicid, a to zejména ve vinaistvi, coz vedlo ke kontaminaci pid
na vinicich. Studie z roku 2008 zamétfena na pidu z Sesti Ceskych a moravskych vinohrada
prokézala nadlimitni mnozstvi médi oproti platné legislativé ve vSech zkoumanych lokalitdch
kromé jedné. Aplikace triazolovych fungicidii v takovém prostfedi tedy muze nést rtizna
ekotoxikologicka rizika*. Jednim zb&Zn& pouzivanych fungicidi je penkonazol, ktery
v komplexu s ionty médi vykazuje vyssi afinitu k ptidnim ¢éasticim. Timto zptisobem muize
dochazet ke kumulaci téchto polutantii v pidé*!. Komplex penkonazolu s ionty Cu? navic

vyznamné zvySuje inhibici aromatasy oproti samotnému penkonazolu nebo Cu?* iontdm*.

2.5 Terkonazol

Jednim z triazolovych fungicidd je 1 1-(4-{[2-(2,4-dichlorofenyl)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-
ylmethyl)-1,3-dioxolan-4-ylJmethoxy } fenyl)-4-isopropylpiperazin neboli terkonazol (Obr. 2),
ktery se pouziva k 1é¢bé vulvovaginalnich infekci zpisobenych kvasinkami rodu Candida®.
Kandidoza postihuje alesponi jednou za zivot az 75 % Zen na celém svéte a u 50 % zen dochazi
k recidivé. Po skupiné bakteridlnich infekcich je kandiddéza druhym nejcastéjSim typem
vaginalni infekce a pfiblizné¢ kazdd patd zena o infekci ani nemusi védét diky

asymptomatickému prib&hu*.

Cl Cl

Obrazek ¢.2 Strukturni vzorec terkonazolu
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Vyhodou terkonazolu je, ze terapeutické davky jsou uCinngj$i nez piibuzny
flukonazol®. Lé¢ivo se podava lokaln& v podobé& krému nebo ¢ipku a jeho pouZivani bylo
schvéaleno vroce 1987 americkym ufadem Food and Drug Administration (FDA). Jeho
anatomicko-terapeuticko-chemicky kod je GO1AGO02'*. Kromé toho ma terkonazol
trypanocidni uc¢inky a mohl by se tak pouzivat napi. k 1é¢bé Chagasovy choroby rozsifené
piedev§im v Latinské Americe*®. Pokud by se podafilo pomoci vhodnych surfaktantii zvysit
jeho rozpustnost ve vodném prostredi, a tedy i jeho biologickou dostupnost, mohl by se
terkonazol pouzivat k1é¢b& ocnich infekci®’*8, Hodnota LDso (oralni podani, krysa)
terkonazolu se pohybuje mezi 849 az 1741 mg.kg!. Biologicky polocas rozpadu je 6,9 hodin'*.
Terkonazol lze stanovit napf. micelarni kapalinovou chromatografii v krevni plazmé* nebo

pomoci LC/MS/MS metody v jaterni a svalové tkani kufat™.

2.6 Fyzikalné-chemické vlastnosti terkonazolu

Terkonazol je krystalicka bila latka s teplotou tani 126,3 °C!'4. A&koliv obsahuje terkonazol dvé
chiralni centra, existuji diky cis konfiguraci dichlorfenyl skupiny a vodiku na dioxolanu pouze
dva enantiomery této latky. Jejich separaci 1ze provést pomoci enantioselektivni kapilarni
elektroforézy>-32.

Terkonazol je stabilni v bazickém a neutrdlnim prostiedi a nepodléhé termodegradaci.
Naopak nestabilni je v kyselém vodném prostiedi a pfi oxidativnich podminkéch, pii kterych
muze terkonazol podléhat N,N-oxidaci (Obr. 3). V kyselém prostiedi se terkonazol rozpada

minimalné na ¢tyfi degradacni produkty, které byly popsané pomoci metod MS/MS a NMR
(Obr. 4 na str. 14)°334,

Obrazek ¢&. 3 N,N-dioxid terkonazolu vznikajici pti oxidativnich podminkéach®®
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Obrizek ¢&. 4 Ctyii fragmenty terkonazolu vznikajici v kyselém prostiedi®

Dale terkonazol podléha degradaci u¢inkem UV zafeni. V pevné formé je terkonazol
stabilni, ale jeho roztok podléhd fotolyze béhem nékolika maximalné desitek minut. Fotolyzou
mohou vznikat ¢tyfi degrada¢ni produkty, kdy se z terkonazolu jako radikal odstépuje jeden
nebo i oba atomy chloru. Dechlorace probiha pfednostné na orto pozici. Ctvrtym degrada¢nim
produktem je monochlorovand molekula, u které dochézi ke vzniku vazby mezi aryl radikélem
a triazolem po odstépeni chloru. Tyto degrada¢ni fragmenty vykazuji drazdivost pro oko,

a znemoZiuji tak pouZivat roztok terkonazolu pro 1é¢bu o¢énich infekci®*.
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Pomoci diferenéni pulzni voltametrie bylo zjiSténo, Ze u neprotonované formy
terkonazolu dochazi k oxidaci, a to na atomu dusiku piperazinového kruhu (Obr. 5). V prvnim
kroku oxidace dochdzi k odevzdani jednoho elektronu a k vzniku radikal-kationtu. Poté probiha
deprotonizace nasledovana odevzdanim druhého elektronu. Vzniké tak kvartérni Schiffova
baze. Poté se mize molekula hydrolyticky Stépit na aceton a sekundarni amin. V kyselém

prostiedi je radikal-kation stabilizovan a mize dojit i ke zpétné redukei na terkonazol®>.

Cl Cl

Ci C

Ct Ci

Obrazek &. 5 Mechanismus oxidace terkonazolu®
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2.7 Interakce iontd médi s terkonazolem

Rizikovymi faktory kandidézy jsou piedev§im téhotenstvi, cukrovka, uzivdni hormonalni
antikoncepce nebo ptedchozi uZivani antibiotik®®. Statisticky je také vyskyt vulvovaginalni

kandidozy vy$8i u Zen se zavedenym nitrodéloznim téliskem>’-3®

. Diivodem je tvorba
patogenniho biofilmu na povrchu téliska, ktery komplikuje proces 1é€by ¢i pfirozené obrany
organismu®’. Pokud tedy Zena se zavedenym téliskem trpi vaginalni kvasinkovou infekci, 1ékaf
ji mize pfedepsat terkonazol. OvSem mechanismus nckterych typt nitrodéloznich télisek
spoc¢iva v uvoliovani iontd médi, které by mohly ve vaginalni oblasti s terkonazolem
interagovat. Jak bylo popsano vyse, triazoly méni v komplexech s kovy své vlastnosti jako je

mobilita nebo toxicita*®-4!

, a tak by komplexy terkonazolu s ionty médi mohly pfedstavovat
riziko vedlejSich uc€inki ¢i ovlivnit u€innost 1éCby. Interakce iontlh médi a terkonazolu nebyla
dosud prostudovana.

Terkonazol se na trhu vyskytuje ve tfech lékovych forméch, a to v podobé cipkd,
obsahujicich 80 mg terkonazolu, a krému obsahujiciho 0,4 % nebo 0,8 % aktivni latky.
K zavedeni jedné davky krému se pouziva aplikator, ktery obsahuje 5 g krému, a tedy 20 nebo
40 mg terkonazolu. Nejniz§i uvadéna hodnota absorpce terkonazolu je 5 % a v organismu se
terkonazol téméf z 95 % vaze na proteiny'+®0. V piipadé aplikace jednoho &ipku by se tedy
mnozstvi volné formy terkonazolu ve vaginalni oblasti pohybovalo okolo 200 pg. V ptipadé
0,4% a 0,8% krému byl pak volna forma ptedstavovala okolo 50 a 100 pg této latky. Tato volna
forma by tak mohla tvofit komplexy s ionty médi.

Vznik a vlastnosti komplexu by mohla ovlivnit pfipadné oxidace terkonazolu zpiisobena
samotnymi ionty Cu?" (Obr. 5 na str. 16) nebo reaktivnimi formami kysliku vznikajicich
v disledku Fentonovy reakce v piitomnosti iontli tohoto kovu®!. Fentonova reakce navic
nékteré triazoly ucinné degraduje v ¢asovém useku nékolika minut, a tak by komplexy s médi
mohly tvofit i fragmenty terkonazolu®?. Oxidaci terkonazolu zpiisobenou ionty médi lze
simulovat pomoci ESI-MS/MS experiment (ionizace elektrosprejem), kde je v prostiedi
elektrospreje mozné generovat ionty Cu?* v plynné fazi z vodného roztoku t&chto ionta®.

Nelze opomenout, Ze oproti déloze, kde se pH pohybuje okolo 7 %4, je vaginalni pH diky
piitomnému mikrobiomu mirné kyselé®, a tedy i pH muze hrat v tomto procesu roli. Lokalni
1é¢ba kandidoz pomoci triazolovych fungicidl navic mize vaginalni pH je$t€ mirné snizit®®.

Studium komplexii terkonazolu s médi ma vyznam i z pohledu elektrochemie, kde se

komplexy s kovy mohou vyuzit k detekci triazolti pravé pomoci signalu atomu kovu®>-¢7,
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2.8 Nitrodélozni téliska uvoliujici méd

Nitrodé&lozni télisko je celosvétove jednim z nejpouzivanéjsich typi antikoncepce®® a podle dat
Svétové zdravotnické organizace predevsim v rozvojovych zemich®. Jednim z pouZivanych
typt je télisko ve tvaru T s médénym dratkem, které se zavadi do délozni dutiny. Télisko ma
obvykle povrch o velikosti 220 az 380 mm?, ov§em neplati, Ze s velikosti povrchu by rostla
jeho G¢innost’. Tento typ antikoncepce vykazuje vysokou spolehlivost a to po dobu az n&kolika
let’!. V minulosti byla nitrodélozni téliska spojovana se zadvaznymi problémy jako panevni
zanétliva nemoc, mimodé&lozni téhotenstvi, infertilita nebo sepse’?, coz ziejmé dodnes
ovliviluje miru jejich uzivani, i kdyz jsou dnes jiz tato rizika minimalni a téliska jsou lékati
povaZovana za bezpe¢na’>,

Mechanismus Gc¢inku spo¢ivd v uvoltiovani iontd meédi, ¢imz dochdzi ke snizeni
pohyblivosti spermii’*’> a k indukci zanétlivych a spermicidnich reakci v endometriu’®77,
Do délohy se uvoliuji jednotky az desitky pg iontd za den’”. V prvnim mésici po zavedeni
i,

muze vyjimecn¢ dochdzet k vyS$§imu uvoliovan To je CcCasto provazeno bolestmi,

v uvoliiovani iontt®. Vedlejsi efekty jako je pravé bolest, zvySena intenzita krvaceni pfi
menstruaci ale i prodlouzeni doby krvaceni Casto pietrvavaji i n€kolik mésicti po zavedenti,
a nuti fadu Zen nechat si t€lisko vyjmout pred¢asné®!. U nékterych uzivatelek této antikoncepce
prokazatelné dochazi k zvySovani obsahu médi v krvi®?, protoZe ionty médi mohou difundovat
do krevniho ob&hu skrze tkan endometria®’. Zvysena hladina médi v krvi mtize vést k poskozeni
bun¢k ¢i molekul DNA, protoze ionty médi se podileji na vzniku volnych radikald, které

v organismu vyvolavaji oxidativni stres®!-8485,

2.9 Meéd v lidském organismu

Méd je esencialnim prvkem vSech eukaryotnich organismi. Diky svym elektron
donor/akceptorovym vlastnostem ptredstavuje redoxni centrum fady enzymil. V mitochondriich
se GCastni dychaciho fetézce jako kofaktor cytochrom c oxidasy, neboli kotveného
komplexu IV?, Je kofaktorem tyrosinkinasy zodpovédné za tvorbu melaninu®’, a zaroven hraje
roli i pfi oxidaci a nasledovném blednutim tohoto pigmentu®®. Cu-dependentni enzymy zahrnuji
dale napf. superoxiddismutasu, ktera rozklada nebezpeény superoxid radikal®, lysyloxidasu

zodpovédnou za syntézu kolagenu, a fadu enzymi regulujicich syntézu neurotransmiterd®.
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Ceruloplazmin je plazmaticky protein vazajici az 95 % veSkeré médi v krevni plazmé, ktery
se mimo jiné podili na oxidaci Zeleznatych iontl, a pfispiva tak udrzovani optimalni hladiny
iontl Zeleza v krvi. Pouze Zelezité ionty totiz mohou byt dale transportovany transferinem.
organismus také kriticky, protoze ionty médi zvySuji v téle obsah volnych radikalt, které
zplisobuji oxidativni stres a poSkozuji tak bunééné membrany, molekuly DNA nebo
mitochondrie3**>, Lidé postizeni dédiénym metabolickym onemocnénim ozna¢ovanym jako
Wilsonova choroba trpi v disledku deficitu enzymu transportujici méd’ hromadénim médi

v jatrech a mozku, coz mlize mit za nasledek vazné neurologické poruchy a poskozeni jater’!.

2.10 Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem

a iontovou pasti

Hmotnostni spektrometrie je analyticka metoda, jejiz princip spociva v pfevedeni molekul
vzorku do formy iontd v iontovém zdroji a jejich nasledné separaci v hmotnostnim analyzatoru.
Kazdy iont je charakterizovan jeho pomérem hmotnosti ku naboji m/z, ktery ovliviiuje pohyb
iontu v magnetickém nebo elektrickém poli analyzatoru. Hmotnostni analyzator a detektor
pracuji v rezimu vysokého vakua. Jako zaznam ziskdvame zavislost intenzity iontl (absolutni
¢i relativni) na zminéném m/z%2.

Zatimco v tvrdych ionizacnich metodach dochéazi ¢asto pro nadbytek vnitini energie
k fragmentaci iontu, mékké ioniza¢ni techniky umoznuji Setrnéjsi zptisob ionizace. Mezi tyto
mékké ionizaéni techniky fadime napf. ionizaci elektrosprejem probihajici za atmosférického
tlaku. Tato technika je vhodna pro Sirokou skalu latek, obzvlasté pak polarni molekuly nebo
ionty a molekuly s vysokou molekulovou hmotnosti jako jsou biopolymery. Vzorek je do
ioniza¢ni komory piivadén spolu s rozpoustédlem kiemennou kapildrou, na jejiz konec je
vkladano vysoké napéti okolo 3 az 5 kV. Pomoci napéti a nebuliza¢niho plynu (napft. dusik) je
vzorek preveden na malé kapicky, které diky vkladdanému napéti nesou souhlasny néboj.
Odpatovanim rozpoustédla naristd v kapickach elektrostatické odpuzovani téchto nabojl, coz
vede az ke Coulombické explozi a ke vzniku samostatnych jedno- i vicenadsobné nabitych iontd
jako jsou protonované ionty [M+H]" a adukty s ionty kovli jako napt. [M+Na]" %3,

Ionty jsou nésledné ptivadény do analyzétoru, kterych je nckolik typt lisici se svym

principem a rozliSenim. Iontova past se fadi mezi analyzatory s nizkym rozliSenim, jejiz
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mechanismus spociva v zadrzovani a vypuzovani iontll uvnitt prostoru prstencové elektrody.
Toto zadrzovani iontl se fidi jejich m/z a hodnotou vkladané¢ho napéti jak na prstencovou
elektrodu, tak na dvé koncové elektrody uzavirajici prostor pasti. Zménou napéti jsou ionty
s uréitym m/z vypuzeny a pokracuji na detektor. lontova past ma sice nizké rozliseni, na druhou
stranu ma nizsi potizovaci naklady a umoznuje tandemové usporadani. MS/MS se nejcastéji
provadi pomoci kolizi indukované disociace (CID). Pii tomto procesu je v iontové pasti pomoci
vhodného napéti udrzovan prekurzorovy iont o vybraném m/z a zaroven je piivadén kolizni
plyn (helium, argon), ktery se srazi s molekulami prekurzoru, a témito srdzkami dochazi

k fragmentaci a vzniku produktovych iontd, které nasledné putuji na detektor®*.
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Experimentalni cast

3 Material a metody

3.1  Pouzité chemikalie

Terkonazol (analyticky standard, Sigma Aldrich, Svycarsko)
CuCl (99 %, Sigma Aldrich, Ceska republika)
ZnCl, (99 %, Sigma Aldrich, Ceska republika)

Kyselina mravenéi (85 % p.a., Penta, Ceska republika)
Ethanol (99,9 %, VWR Chemicals, Francie)

Deionizovana voda (18mQQ, Milipore, MA, USA)

3.2 Pouzité pristroje a programy
Hmotnostni spektrometr s iontovou pasti (LCQ Advantage, Thermo Fischer Scientific. Inc.,
Waltham, MA, USA)
Software pro ESI-MS/MS: Thermo Xcalibur Tune Plus 2.0 (Thermo Fischer Scientific. Inc.)

Software pro vyhodnocovani: Thermo Xcalibur 3.0 Qual Browser (Thermo Fischer Scientific.

Inc.)

pH-metr: CyberScan PC 5500 (Eutech instruments)

3.3 Pfiprava roztoku

Roztok terkonazolu byl pfipraven rozpusténim v ethanolu, z kterého byl néasledné pfipraven
zasobni roztok o koncentraci 5.103 mol.dm™, ktery byl uchovavan pii teploté -18 °C. Z tohoto
zésobniho roztoku byl dale pfipraven pracovni roztok o koncentraci 1.10* mol.dm™, ktery byl
uchovavan pfi teploté -4 °C. CuClz a ZnCl, byly samostatné rozpustény v deionizované vodé

adale znich byly pfipraveny zasobni roztoky o koncentraci 1.102 mol.dm?. Poté byly
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piipraveny pracovni roztoky obou latek o koncentraci 1.1073, 1.10* a 1.10"> mol.dm™. Tyto
roztoky byly uchovavany pii teploté -4 °C.

Ve vSech vzorcich byly pii experimentech vzdy pouzity obé uvedena rozpoustédla
(voda, ethanol) v poméru 1:1, aby byly zachovéany stejné podminky méfeni. Terkonazol
rozpus$tény v ethanolu byl tedy smichan se stejnym objemem vodného roztoku ptislusnych
iontl, ¢i kyseliny mravenci, ptipadn€ pouze s deionizovanou vodou, a to té€sné¢ pred zavedenim

do kifemenné kapilary.

3.4 Podminky méfeni

M¢éteni ESI-MS probihalo v pozitivnim moédu v rozsahu m/z od 50 do 2000. Pti CID
experimentech byl rozsah upraven na 1/3 m/z prekurzorového iontu az 1000 m/z. Spektra byla
meéfena dvé minuty, pokud neni uvedeno jinak. Vzorek byl pfivadén pomoci automatického
davkovade kfemennou kapilarou pratokem 0,5 mlhod! z Hamiltonovy stfikacky. Jako
nebulizacni plyn byl pouzit dusik, jako kolizni plyn helium. Pritok pomocného a ochranného
plynu byl 15 a 20 arbitrarnich jednotek, napéti ve spreji bylo 4,5 kV, teplota kapilary 180 °C.
Parametry CV (Capillary Voltage) a TLO (Tube Lens Offset) byly optimalizovany pro kazdy
ion zvlast. Experimenty byly provadény v plynné fazi v dle metody publikované v ¢lanku
,» Theoretical insight into the stabilization of triazole fungicides via their interactions with

dications* .

3.5 MS/MS experimenty a stanoveni AE

Stabilita iontu terkonazolu a jeho komplexi s médi byla ur€ena pomoci fragmenta¢nich reakeci.
Fragmentace byla provedena pomoci kolizi indukované disociace. Pfi fragmentacnich reakcich
byla koncentrace terkonazolu 5.10 mol.dm™ a koncentrace CuCl, 5.10* mol.dm=. MS/MS
sekvence trvala 36 minut, hodnota normalizované kolizni energie (NKE) se zvySovala
po dvou minutach postupné z 0, 5, 10, 13, 15, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 35, 38, 40, 45,
azna 50 %.

Pouzité hodnoty NKE byly poté pro vybrané prekurzorové ionty pfevedeny na absolutni
hodnotu AE vkJmol! pomoci konverzniho faktoru dle metody publikované
<95

v ,,Energy-dependent dissociation of benzylpyridinium ions in an ion-trap mass spectrometer

nasledujicim postupem. Ziskané body relativni intenzity prekurzorového a produktového iontu
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v zavislosti na rostouci NKE byly proloZzeny sigmoidni kiivkou. Prvni derivaci této sigmoidni
funkce pro produktovy iont v bod¢, kde se kiivky obou sigmoidnich funkci prekurzorového
1 produktového iontu protinaji, se ziskala te¢na protinajici osu x v bodé€ s ptislusnou hodnotou
NKE. Tato hodnota NKE se nésledné¢ vyndsobila konverznim faktorem 7,3, viz rovnice (1).
Stanoveni hodnoty konverzniho faktoru a kalibrace kolizni energie byla u pfistroje provedena

dfive pomoci fragmentace benzylpyridiniovych ionti dle stejné metody zminéné vyse®.

AE(K]/mol) = (7,3 + 0,3) x NKE (%) (1)

Rovnice ¢.1 Rovnice pro vypocet Appearance energy prekurzorového iontu pro pouzity hmotnostni

spektrometr®
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4 Vysledky a diskuse

4.1 ESI-MS spektrum terkonazolu

Spektrum terkonazolu v ethanolu s vodou (5.10”° mol.dm™) bylo méfeno 8 minut. Nejvyssi
intenzitu mél signal protonovaného terkonazolu m/z 532,2 (Tabulka 1 na str. 25). Signal
m/z 496,2 (Obr. 6) patii fragmentu [(Ter-CI-H)+H]", u kterého po odstépeni chloru dochazi
ke vzniku nové vazby mezi arylradikilem a triazolem®®. Porovnanim simulovaného
izotopového profilu tohoto iontu (Obr. 7 na str. 25) s vySkou tietiho piku (m/z 498,2)
v naméfeném izotopovém profilu (Obr. 6) je vidét, Zze naméteny profil obsahuje zaroven i signal
protonovaného monochlorovaného terkonazolu [(Ter-CI+H)+H]", kde tato nova vazba
nevznikd, a iont je o2 m/z t€z8i. Pik m/z 498 je tedy slozenym signadlem, jde o prvni pik
komplexu [(Ter-CI+H)+H]" a zaroven o tieti pik [(Ter-CI-H)+H]". Signal m/z 464,3 (Obr. 6)
patii protonovanému terkonazolu bez obou atomi chloru [(Ter-2CI+2H)+H]*. V diive
publikovanych studiich byly tyto dechlorované ionty oznaceny za produkty degradace roztoku
terkonazolu u¢inkem UV zafenim>*,

Terkonazol také vytvofil dimer, ktery mél signal m/z 1062,4, coz znamend, Ze jedna
z molekul terkonazolu se zde vyskytla v oxidované form¢ [Ter]°". [Ter]°" je radikal-kationt
vznikajici odevzdanim jednoho elektronu z piperazinového kruhu (Obr. 4 na str. 16)°°. Popsané

ionty a jejich zastoupeni ve spektru je uvedeno v Tabulce 1 na str. 25.

@ 2x108
N
C
D 1x10°
<
0 %/——% . ,
464 468 496 500 532 536
m/z

Obrazek &. 6 Signaly [(Ter-2CIH2H)+H]" (m/z 464,3), [(Ter-CI-H)+H]" (m/z 496,2) piekryvajici se se
signalem [(Ter-CI+H)+H] (m/z 498,2), a [Ter+H]" (m/z 532,2) v ESI-MS spektru terkonazolu
(5.10° mol.dm™) v CH;COH/H0 (1:1)
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1.5%x10%
—— [(Ter-Cl-H)+H]*
© - +
£ 1.0x10% [(Ter-Cl+H)+H]
C ]
Q
€ 5.0x10°%
0.0

494 496 498 500 502 504

m/z
Obrizek €.7 Simulace izotopového profilu [(Ter-Cl-H)+H]" (C26H31CIN5O5) a [(Ter-CI+H)+H]"
(Ca6H33CIN5O3)

Tabulka &1 ESI-MS signaly terkonazolu (5.10° mol.dm™) v CH;COH/H,O (1:1)

— Relativni Relativni
Namérené Vzorec Namérené Vzorec
intenzita intenzita
m/z m/z
(%) (%)
464,3 [(Ter-2CI+2H)+H]" 3,17 532,2 [Ter+H]" 100,00
496,2 [(Ter-Cl-H)+H]* 2,21 1062,4 [(Ter)(Ter*H)]" 5,58
4982 [(Ter-Cl+H)+H]" 18,23

4.2 ESI-MS spektrum terkonazolu a CuCl2

Pfiddnim vodného roztoku CuCl, k terkonazolu rozpusténého v ethanolu (vysledna
koncentrace obou latek 5.10"° mol.dm™) doslo ke zvySené oxidaci molekuly terkonazolu, coZ je
patrné z intenzity Ter®* (Tab. 2 na str. 27), a také ke vzniku n€kolika dalSich komplexd.
Z izotopového profilu s prvnim pikem m/z 593,0 (Obr. 8 na str.26) je zfejmé, ze zde ziejmé
doslo k piekryti dvou signalt a to [Cu(Ter-H)]" (m/z 593), s m&di v oxida¢nim stavu Cu?",
a [CuTer]" (m/z 594), s mé&di v oxida¢nim stavu Cu’. Na naméfeném izotopovém profilu je totiz
vidét, Zze druhy pik m/z 594 je vyssi nez m/z 593, a stejné tak i pik m/z 596 je vyssi, nez by mél
byt podle simulace izotopového profilu [Cu(Ter-H)]* (Obr. 9 na str. 26). Pik m/z 594 je tedy
slozenym signalem, jde o prvni pik komplexu [CuTer]" a zaroven druhy pik [Cu(Ter-H)]". Tont

m/z 593,0 mél ze sledovanych iontd nejniz$i intenzitu, ale na zdéklad¢ poméru intenzity
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m/z 593,0 a Sumu v blizkém okoli byl splnén limit kvantifikace S/N > 10. Dale doslo ke vzniku
komplexu [CuTerCl]" (m/z 629,1) (Obr. 8). Komplex [CuTerCIl]" (m/z 629,1) a [CuTer]"
(594,1) byly pozd¢ji vybrany i pro MS/MS experimenty (kapitola 4.4 a 4.5).

Terkonazol nevytvéaiel oligomery s iontem médi s vyznamnym zastoupenim ve spektru,
jako tomu byva u jinych triazolli v pfitomnosti tohoto kovu, a to zfejm¢ protoZe je jeho
molekula vét§i nez molekuly téchto piibuznych latek, coz mize ovliviiovat stabilitu takovychto

komplexii*®4?. Popsané ionty a jejich zastoupeni ve spektru je uvedeno v Tabulce 2 na str. 27.

4.0x10°
2.0x10°
A_,JJ’\/\/\/\\/’\J\A . §
592 596 600 628 632 636

Intenzita

0.0
640

m/z
Obrazek €. 8 Signaly [Cu(Ter-H)|™ (m/z 593,0) piekryvajici se se signalem [CuTer]" (m/z 594,1)
a CuTerCl (m/z 629,1) v ESI-MS spektru terkonazolu a CuCl, (5.10° mol.dm™) v CH;COH/H,O (1:1)

9.0x10°
— [Cu(Ter-H)I*
I 6.0x10%- — [CuTer]*
o
()
£ 3.0x10%
O-O T T T T T T T T T T T T
590 592 594 596 598 600 602

m/z
Obriazek & 9 Simulace izotopového profilu [Cu(Ter-H)]" Cu(CaH30ClLNsOs) a [CuTer]"

Cu(C26H31C12N503)
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Tabulka &.2 ESI-MS signaly terkonazolu (5.10° mol.dm™) a CuCl, (5.10”° mol.dm™) v CH;COH/H,O
(1:1)

— Relativni Relativni
Namérené Vzorec Namérené Vzorec
intenzita intenzita
m/z m/z
(%) (%)
531,2 Ter°*t 2,29 594,1 [CuTer]* 1,49
532,2 [Ter+H]" 100,00 629,1 [CuTerCI]" 9,37
593.0 [Cu(Ter-H)]" 1,24 1062,4 [(Ter)(Ter*H]" 3,22

4.3 Oxidace terkonazolu v pfitomnosti iontd Cu?*

Z vysledkti méfeni vyplynulo, Ze se v pfitomnosti iontt Cu?" zvySuje mira oxidace terkonazolu
(Kap. 4.2). Tont Cu?* se v zavislosti na pfitomnych ligandech v podminkéch elektrospreje b&zné
redukuje, zpravidla vSak nedochazi k pfimé oxidaci ligandu jako je tomu v pifipadé

terkonazolu®3-%°,

Aby bylo mozné zjistit zavislost poméru intenzit oxidované [Ter]°*
a protonované formy [Ter+H]* terkonazolu na koncentraci iontd Cu?*, byla provedena fada
sedmi mé&feni po tiech opakovani roztoku terkonazolu (5.107° mol.dm™) a CuCl: o koncentraci
1.10>2.10, 5.107, 1.104, 2.10*%, 5.10* a 1.10"* mol.dm™3 (Obr. 10 na str. 28). Pfesny postup
kvantifikace intenzit té€chto iontl je popsan v nasledujici kapitole 4.3.1 na str. 29.

Z poméru intenzit iontd [Ter]°" a [Ter+H]" (Obr. 12 na str. 30) je vidét, ze ve vzorcich
CuCl, a terkonazolu 1:5, 2:5 a 1:1 je intenzita oxidovaného terkonazolu v poméru
k protonovanému terkonazolu primémé 1,6 % a vyznamné nartsta az ve vzorcich CuCl
a terkonazolu 4:1, 10:1 a 20:1 ato azna 9,3 % 14,7 % a 35,5 %.

Z relativnich intenzit iontd [CuTerCl]" (m/z 629) a [Cu(Ter-H)]" (m/z 593) (Obr.13
na str. 30) vyplyva, Ze s rostouci koncentraci CuCl, také rostla intenzita komplexu [CuTerCl]".
Zde se terkonazol objevuje ve formé neutralniho ligandu a naboj je lokalizovan na iontu Cu?*
a proti-iontu CI". Signal [Cu(Ter-H)]* srostouci koncentraci CuCl, vyznamné nerostl
a limitujicim faktorem v tomto piipad¢ tedy byla koncentrace samotného terkonazolu, jez

se nemeénila.

27



© 8.0x10° CuCl,+ Ter (1:5)
B
@ 4.0%x10°%1
<
530 535 540 j, 590 595 630 635
5 |
g 8010 CuCl,+ Ter (2:5)
N
& 3.0x10°;
€
530 535 540 590 595 630 635
& 2x10% CuCl+ Ter (1:1)
N
C
© 1x10°%
E /;v—.-l,\—/,\—/\,—v/\—llﬂ-%‘
530 535 540 m/z590 595 630 635
@ 4.0%10% CuClL+ Ter (2:1)
N
@ 2.0x10°%
5 MM
53 535 540 ., 590 595 630 635
4.0x10%
®© ‘CuCIZ + Ter (4:1)‘
N
E 2.0x10%1
= NW\/\/LW
530 535 540 ;/7590 595 630 635
4.0%10%
fo \Cuo|2+ Ter(1o:1)\
B 6
§ 2.0x10°;
= ﬂ\/\/\/\AM
530 535 540 /7590 595 630 635
0 3.00x10°- CuCl, + Ter (20:1)
N
C
© 1.50%x10°%
E MMW

530 535 540 /7590 595 630 635

Obrazek ¢. 10 ESI-MS spektrum protonovaného terkonazolu [Ter+H] (m/z 532) a jeho komplext
[Cu(Ter-H)]" (m/z 593), [CuTerCl]" (m/z 629) s konstantni koncentraci terkonazolu (5.10° mol.dm™)

a variabilni koncentraci CuCl, v CH3COH/H,O (1:1)
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4.3.1 Kvantifikace signall [Ter]°* a [Ter+H]"

Zastoupeni [Ter]°" i [Ter+H]" bylo odvozeno od intenzity pikt nalezicich jejich nejleh¢im
izotoptm (m/z 531 a m/z 532). Zatimco intenzitu prvniho piku [Ter]°* (m/z 531) lze odecitat
ptimo z naméteného spektra, k intenzité prvniho piku [Ter+H]" (m/z 532) ptispiva navic i druhy
pik [Ter]°*. Oxidovana forma tedy zptsobuje zménu izotopového profilu [Ter+H]" a m/z 532

je slozenym signélem, jak je vidét na simulaci izotopovych profili obou ionti (Obr. 13).

9.0x10%1 — [Ter]*
| — [Ter+H]"

Intenzita
w D
o o
x X
Qe

0.0 T I T T T T T T T T T T
528 530 532 534 536 538 540 542
m/z

Obrazek & 11 Simulace izotopového profilu oxidované [Ter]°" a protonované [Ter+H]* formy

terkonazolu ziskana pomoci programu Thermo Xcalibur 3.0 Qual Browser

Pomoci simulace izotopového profilu [Ter]°" se sumarnim vzorcem Ci¢H31Cl2N5O3
ziskané pomoci programu Thermo Xcalibur 3.0 Qual Browser lze ur¢it, ze druhy pik této
molekuly ma signal s 30% intenzitou svého prvniho piku, protoze intenzita prvniho piku
na ptislusném izotopovém profilu je 9893,249 adruhého 3011,228. Abychom tedy
v naméfenych spektrech ziskali intenzitu pouze [Ter+H]", od naméfené intenzity sloZzeného

signalu m/z 532 bylo potieba odecist 30 % intenzity signalu m/z 531, tedy ptispévek [Ter]°".
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Obrazek €. 12 Zavislost poméru intenzit oxidované ku protonované forme terkonazolu na koncentraci

CuCl, ve vzorku terkonazolu (5.10° mol.dm™) a CuCl, v CH;COH/H,O (1:1)
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Obriazek €. 13 Zavislost relativni intenzity iontti [Cu(Ter-H)]" (m/z 593) a [CuTerCl]" (m/z 629)
na koncentraci CuCl, ve vzorku terkonazolu (5.10° mol.dm™) a CuCl, v CH;COH/H,O (1:1)
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4.3.2 Terkonazol v pfitomnosti Zn ionty

Aby bylo mozZné objasnit roli ionti Cu?* pfi oxidaci terkonazolu, experimenty byly analogicky
provedeny se Zn** ionty. Ty maji stejné stechiometrické vlastnosti jako ionty Cu?*, ale v ESI
prostiedi nedochazi k jejich redukei. Cilem tedy bylo objasnit pfipadny vliv iontové sily roztoku
na oxidaci terkonazolu, jez je pro oba ionty totozna. Stejnym postupem tedy byla provedena
fada sedmi méfeni po tiech opakovani terkonazolu (5.10° mol.dm™) a Zn?* iont o koncentraci
1.10>2.10, 5.10°, 1.10%, 2.10%, 5.10* a 1.10° mol.dm™ a sledovan signal protonovaného
terkonazolu [Ter+H]" a jeho oxidované formy [Ter]°". Pro Zadnou koncentraci ZnCl, nebyl
signal oxidovaného terkonazolu vyssi nez 1 % (Obr. 14). Z toho vyplyva, ze oxidace
terkonazolu je zptisobena pritomnosti Cu?* iontl a nikoli iontovou silou roztoku, ze kterého byl

vzorek sprejovan.

2.5

2.0 H

1.5 1

1.0

0.5

Intenzita [Ter]™/[Ter+H]" (%)

1 2 5 10 20 50 100

Koncentrace ZnCl, (-10™ mol.dm™)

Obrazek €. 14 Zavislost poméru intenzit oxidované ku protonované forme terkonazolu na koncentraci

ZnCl, ve vzorku terkonazolu (5.10° mol.dm™) a ZnCl, v CH;COH/H,O (1:1)
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4.4 Urceni stability prekurzora [Ter+H]*, [CuTer]*, [CuTerCI]*

Na zéklad¢ spektra CuCls a terkonazolu (Kap. 4.2) byly pro MS/MS experimenty vybrany ionty
[Ter+H]", [CuTer]*, a [CuTerClI]". Jak bylo diskutovano v kapitole 4.2, signal iontu [CuTer]"
m/z 594 je ovSem zaroven druhy pik iontu [Cu(Ter-H)]*, a proto mohou byt vysledky zkreslené
a zatizené chybou.

Pii CID experimentech fragmentovaly prekurzorové ionty hned na nckolik
produktovych ionttl, jejichz struktura popsana v nasledujici kapitole 4.5. Pro urceni stability
prekurzort pomoci rovnice (1) uvedené na str. 23 byly vybrany pouze fragmenty s relativni
intenzitou vyssi nez 10 % pfi nejvyssi pouzité hodnoté¢ NKE. Pro vypocet AE déale nebyly
pouzity prolozené sigmoidni funkce produktovych iontli s hodnotou R<0,99, a jejich kiivky
tedy ani nejsou zobrazeny na nasledujicich grafech (Obr. 15, 17). Jednotlivé nezprimérované
hodnoty AE prekurzorovych iontll vypoctené pomoci vsech uvedenych produktovych iontl
jsou uvedeny v Tabulce 3 na str. 34.

Ion [Ter+H]" (m/z 532,2) fragmentoval na ¢tyfi produktové ionty s vyssi relativni
intenzitou nez 10 % pfti nejvyssi hodnoté NKE a to m/z 490,1, m/z 277,2, m/z235,1 am/z 219,1.
Zprumérovanim hodnot AE vypoctenych podle rovnice (1) pomoci uvedenych produktovych

ionti byla pro tento prekurzorovy ion vypoétena hodnota AE 218,51 kJ.mol! (Obr. 15).
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© |
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o \ mmg B g
20 - ’\ D
= \\ ﬂ—.—l
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0 - : -;\' - - T
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NKE (%)
Obrazek €.15 Graf zavislosti relativni intenzity prekurzorového iontu [TerH]" m/z 532 a ptislusnych

produktovych iontl na NKE pii CID experimentu
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Prekurzorovy ion [CuTer]" (m/z 594,1) fragmentoval na dva produktové ionty s vyssi
relativni intenzitou nez 10 % pii nejvyssi hodnot¢ NKE a to m/z 493,2 a m/z217,1.

Zpriamérovana hodnota AE pro prekurzorovy iont [CuTer]" byla 210,61 kJ.mol™!, tedy o 3,6 %
niz$i nez stabilita iontu [Ter+H]" (Obr. 16).
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Obrazek &.16 Graf zavislosti relativni intenzity prekurzorového iontu [CuTer]" m/z 594 a ptislusnych
produktovych iontl na NKE pti CID experimentu

Prekurzorovy ion [CuTerCl]* (m/z 629,1) fragmentoval na dva produktové ionty s vyssi
relativni intenzitou nez 10 % pfi nejvyssi hodnoté NKE a to m/z 614,1 a m/z 495,1. Stejnym
postupem jako v predeslych dvou piipadech byla pro tento prekurzorovy iont ur¢ena hodnota

AE 163,52 kJ.mol'!. Stabilita tohoto komplexu je tedy o 25,2 % niz8i nez stabilita iontu
[Ter+H]" (Obr. 17 na str. 34).
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Obrazek & 17 Graf zavislosti relativni intenzity prekurzorového iontu [CuTerCl]" m/z 629 a ptislusnych

produktovych iontl na NKE pti CID experimentu

Tabulka & 3 Hodnoty AE (kJ.mol") prekurzorovych iontéi [Ter+H]" m/z 532, [CuTer]" m/z 594,

[CuTerClI]" m/z 629 vypo&tena na zakladé intenzit produktovych iontl pomoci rovnice (1) ze str. 23

m/z m/z m/z AE
AE [Ter+H]* AE [CuTer]*
produktové- produktové- produktové- [CuTerCI]"
(kJ.mol ) (kJ.mol )

ho iontu ho iontu ho iontu (kJ.mol ")
490,1 - 493,2 213,16 614,1 163,52
277,2 213,89 217,1 208,05 495,1 -
235,2 222,65
219,1 219,00

pramér 218,51 +4,40 210,61 + 3,61 163,52 +0,00

- Hodnoty vylouceny na zékladé¢ sigmoidni funkce R<0,99
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4.5 Struktura fragmentd

4.5.1 Struktura fragmentu prekurzoru [TerH]*

Fragment se signalem m/z 490,1 odpovida ztraté izopropylu z piperazinového kruhu molekuly
prekurzoru (Obr. 18 A). Signal m/z 2772 patii fragmentu odstépenému z prekurzoru
na dioxolanovém kruhu, u kterého doslo ke vzniku jedné dvojné vazby (Obr. 18 B). Fragment
m/z 235,1 odpovidd odstépeni izopropylu z fragmentu m/z 277,2 (Obr. 18 C). Fragment
se signalem m/z 219,1 vznikl od$té€penim prop-2-en-olu z fragmentu m/z 277,2 (Obr. 18 D)3,

m/z 490,1

cl cl
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K/ N \|/®
Obrazek €. 18 Schéma fragmentace molekulového iontu [Ter+H]™ (m/z 532)53
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4.5.2 Struktura fragmenta prekurzoru [CuTer]"

Signal m/z 493,2 [Ter-3H-CI]" je fragment terkonazolu s dvojnou vazbou a bez atomu chloru,
u kterého vznikla vazba mezi aryl-radikdlem a molekulou triazolu, a ktery je zaroven
zoxidovany na piperazinovém kruhu (Obr. 19 A)**%, Umisténi dvojné vazby ve schématu
je pouze orientacni, presné umisténi této dvojné vazby v molekule by §lo urcit pomoci teorie
funkcionalu hustoty. Fragment se signalem m/z 217,1 vznika fragmentu m/z 234, popsaného

v piedeslé kapitole (Obr. 18 C na str. 35), odstépenim molekuly vody (Obr. 19 B)>3.
N
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Obrazek ¢ 19 Schéma fragmentace prekurzorového iontu [CuTer]™ (m/z 594)**%, Cervena barva

dvojné vazby znaci pouze orienta¢ni umisténi této vazby. Pfesné umisténi této dvojné vazby v molekule

by $lo urcit pomoci teorie funkcionalu hustoty.
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4.5.3 Struktura fragmenta [CuTerCI]*

Fragmentem m/z 614,1 odpovida vzniku dvojné vazby a ztrat¢ CH: a z piperazinovém kruhu
(Obr. 20 A). Dle publikovanych degradacnich mechanismt vzniké tento fragment terkonazolu
z N-oxidu terkonazolu. V prvnim kroku vznikd z terkonazolu zaclenénim atomu kysliku
do piperazianového kruhu nestabilni produkt, ze které¢ho se nasledné odstépi molekula CH;OH
a vznika tak péticlenny kruh®. Jako u pfedchoziho prekurzorového iontu, oviem bez dvojné
vazby, zde vznikl fragment se signalem m/z 495,1, ktery patii terkonazolu bez atomu chloru,
u kterého vznikla vazba mezi aryl-radikdlem a molekulou triazolu, a ktery je zoxidovany

na piperazinovém kruhu (Obr. 20 B)>*%,
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Obrazek €. 20 Schéma fragmentace prekurzorového iontu [CuTerCl]" (m/z 629)
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4.6 Vliv pH na tvorbu komplexu

Jak bylo zminéno v teoretické ¢asti, pH vaginalni oblasti se pohybuje v rozmezi 4 az 5 a lokalni
aplikace triazolovych fungicidi mlze pH jest¢ mimé snizit>%, pH terkonazolu
(5.10° mol.dm™) a CuCl, (5.10* mol.dm™) bylo 7,2, a bylo tedy nutné vylou¢it piipadny vliv
niz§iho pH na tvorbu komplexti nebo vlastnosti terkonazolu. Pro tyto experimenty byla zvolena
koncentrace CuCl> 5.10% mol.dm™, ktera byla pouzita i pro fragmentaéni experimenty
(Kap. 4.4 a 4.5) a zaroven byl pfi této koncentraci dostate¢né vysoky pomeér oxidovaného
terkonazolu ku protonovanému terkonazolu, a to 14,7 % (Obr. 12 na str. 30).

pH bylo upraveno pomoci kyseliny mravenci, protoze v tomto piipad¢é nebylo vhodné
pouzit pufr, jelikoz ptitomnost dalSich iontli by komplikovala tvorbu a stanoveni studovanych
komplext. Nejdiive byly piipraveny &tyfi roztoky terkonazolu (5.107° mol.dm™) s kyselinou
mraven¢i o koncentraci 5.107 , 7.10° , 1.10* a 5.10* mol.dm™, a poté celkem pét roztoki
terkonazolu (5.10”° mol.dm™) a CuCl: (5.10* mol.dm™) s kyselinou mravenéi o koncentraci
5.10°,7.10°,1.10%, 3.10* a 5.10* mol.dm™. Ve vSech roztocich bylo zmé&feno pH (Tab. 4
a 5) anasledné provedeno ESI-MS méfeni. Relativni intenzita uvedenych iontd ve spektrech
napiic¢ Skalou pH (Obr. 21 na str. 39 a 22 na str. 40) byla vypoctena jako podil jejich intenzity

z celkového souctu intenzit nejzastoupengjSich iontt.

Tabulka & 4 pH roztokd terkonazolu (5.10° mol.dm™) s variabilni koncentraci kyseliny

mravenci
Koncentrace HCOOH
5 7 10 50
(.10° mol.dm™)
Naméiené pH 5,8 5,2 4.8 4,1

Tabulka &. 5 pH roztokt terkonazolu (5.10”° mol.dm™) a CuCl, (5.10* mol.dm™) s variabilni

koncentraci kyseliny mravenci

Koncentrace HCOOH
5 7 10 30 50
(.10° mol.dm™)
Naméiené pH 5,4 5,0 49 42 4,0
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Z grafu na Obrazku 21 je vidét, Ze ve spektru terkonazolu (5.10° mol.dm™) mél pfi pH
4,1 az 5,8 majoritni zastoupeni iont [Ter+H]|" (m/z 532,2), praimérné 91,9 %. Pti pH 7,2 jeho
zastoupeni kvili nizsi koncentraci H* iontl kleslo na 57,1 %, a naopak vzrostlo zastoupeni
dechlorovanych iontd [(Ter-2CI+2H)+H]" (m/z 464,3), [(Ter-CI-H)+H]" (m/z 496,2),
[(Ter-Cl-H)+H]" (m/z 498,2), aduktu [Ter+Na]" (m/z 554,1) a [(Ter)(Ter°")]" (m/z 1062,4).

Ctyii degrada¢ni produkty vznikajici v kyselém prostiedi®®, popsané v teoretické &asti

(Obr. 4 na str. 15), v tomto rozmezi pH nevznikly.
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Obrazek ¢&. 21 Zavislost relativnich intenzit ESI-MS signald na pH terkonazolu
(5.10° mol.dm™) v CH;COH/H,O (1:1). [(Ter-2CI+2H)+H]" (m/z 464,3), [(Ter-Cl-H)+H]" (m/z 496,2),
[(Ter-CHH)+H]" (m/z498.,2), [Ter+H]" (m/z 532,2), [Ter+Na]  (m/z554,1), [(Ter)(Ter°")]"
(m/z 1062,4).

Ve spektrech CuClz a terkonazolu (10:1) bylo zastoupeni jednotlivych ionti pomérné
stabilni pfi vSech studovanych pH (Obr. 22 na str. 40). Jedinou vyjimkou byl oxidovany
terkonazol [Ter]°" (m/z 531,2), ktery mél pti pH 7,2 relativni intenzitu 8,36 % (jde o jeho
zastoupeni ve spektru, ne pomér ku protonovanému terkonazolu), a naopak pti pH 4 az 5,4 se
jeho relativni intenzita pohybovala primérné okolo 2,21 %. Protonace terkonazolu zpiisobena

piitomnosti H* ionti tedy byla vyznamné&jsi neZ jeho oxidace zptsobena ionty Cu?*, i pokud
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byla koncentrace CuCl, desetkrat vyssi nez koncentrace HCOOH (vzorek s pH 5,4 obsahoval
5.10° mol.dm™® HCOOH a 5.10* mol.dm™ CuCly). U diskutovanych télisek se da navic
piedpokladat, Ze uvoliuji niz$i koncentraci iontu Cu?*, nez jaka byla pouzita
pro experiment’7°,

Ani v tomto pfipadé nebyly v pouzitém rozmezi pH detekovany diive publikované
degrada¢ni produkty vznikajici v kyselém prostiedi®*.

Signal m/z 266,6 patii komplexu [Ter+2H]** a signal m/z 315,0 komplexu
[CuTerCI+H]?**. Na rozdil od komplexu [CuTerCI+H]** (m/z 315,0) u komplexu [CuTer]**
(m/z 297,1) nelze uréit, zda se v ném vyskytuje méd’ v oxidaénim stavu Cu?*, nebo Cu* spolu
s oxidovanym terkonazolem. Vzhledem k tomu, Ze relativni intenzita tohoto iontu nestoupa
ani pti pH 7,2, jako je tomu u [Ter]°", 1ze ptedpokladat, Ze naboj nese pouze atom médi. Dalsi

sledované ionty byly [Ter+H]" (m/z 532,2), [CuTer]" (m/z 594), [CuTerCl]" (m/z 629,1).
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Obrazek &. 22 Zavislost relativnich intenzit ESI-MS signalii na pH v terkonazolu (5.10° mol.dm™)
a CuCl, (5.10* mol.dm™) v CH;COH/H,O (1:1). [Ter+2H]*" (m/z 266,6), [CuTer]*" (m/z 297,1),
[CuTerCI+H]*" (m/z 315,0), [Ter]°* (m/z 531,2), [Ter+H]" (m/z 532,2), [CuTer]" (m/z 594), [CuTerCI]"
(m/z 629,1).
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5 Zavér

Terkonazol tvofil s ionty médi komplexy [CuTer]", [CuTerCl]*, které byly dale studovany
pomoci ESI-MS/MS. Na rozdil od jinych triazolovych fungicidi netvofil terkonazol s ionty
médi oligomery s vyznamnym zastoupenim ve spektru, a to ziejmé kvili své vy$si molekulové
hmotnosti ovlivilyjici stabilitu takovych komplexd. Stabilita, stanovena jako hodnota AE,
nejzastoupenéjs§iho komplexu s médi [CuTerCI]" byla o 25,2 % niz8i nez stabilita
nejzastoupenéjsiho iontu [Ter+H]". Komplex [CuTer]", ktery obsahuje méd’ v oxida¢nim stavu
Cu’, mél stabilitu nizsi o 3,6 %. Fragmenty vznikajici pii CID experimentech se shodovaly
s n&kterymi diive publikovanymi fragmenty terkonazolu z degrada¢nich studii**>.

Zaroven bylo zjisténo, ze rostouci koncentrace Cu®* zvysila pfi neutralnim pH intenzitu
iontu [CuTerCl] a oxidaci terkonazolu. Terkonazol je oxidovan odevzdanim jednoho elektronu
z piperazinového kruhu adochazi tak ke vzniku radikal-kationtu®. Tato oxidace byla
zpiisobena majoritné ionty Cu?" a p¥ipadnymi produkty Fentonovy reakce, nikoli iontovou silou
roztoku, protoZe experiment se zine¢natymi ionty oxidaci terkonazolu nezvysoval.

Dale se ukazalo, Ze ve spektrech terkonazolu s pH v rozmezi 4,1 az 5,8, simulujici pH
vaginalni oblasti, m¢l protonovany terkonazol vyssi zastoupeni nez pii pH 7,2. Ve spektrech
terkonazolu a CuClz (1:10) bylo zastoupeni sledovanych iontd v rozmezi pH 4 az 7,2 pomérné
konzistentni s vyjimkou oxidovaného terkonazolu [Ter]°", jehoz zastoupeni pti pH 7,2 az 3,8x
vzrostlo. pH v oblasti 4 az 5,4 tedy nemé¢lo vliv na miru zastoupeni komplext terkonazolu
s ionty médi, pouze na miru oxidace samotného terkonazolu.

Degradaéni produkty vznikajici v kyselém prostiedi, popsané v teoretické &asti®?,
nebyly v zddném ze vzorkl detekovany. Ani upravené pH, simulujici pH vaginalni oblasti,
nezpusobilo vznik téchto fragmentii. Naopak dechlorované fragmenty, vznikajici
dle publikovanych degrada¢nich studii v roztoku terkonazolu u¢inkem UV zaieni**, byly
detekovany v MS i MS/MS spektrech.

Popsané komplexy iont médi s terkonazolem by bylo vhodné podrobit toxikologickym
studiim, protoze tyto komplexy by mohly vykazovat odlisné chovani od samotného

terkonazolu.
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