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cytochromu

Cytochromy P450 (CYP450) jsou enzymy s klicovou roli v metabolismu xenobiotik
a n¢kterych endobiotik (cholesterol, steroidni hormony, eikosanoidy). Vyskytuji se v jatrech,
gastrointestinalnim traktu, plicich a ledvinach. Stanoveni aktivity CYP450 je vhodnym
nastrojem pro zjiSténi moznych lékovych interakci vznikajicich z diivodu inhibice ¢i indukce
raznych izoforem tohoto enzymu.

Tato diplomova préace je v€novana vyvoji a validaci nové analytické metody vyuzivajici
kapalinovou chromatografii spojenou s tandemovou hmotnostni spektrometrii pro stanoveni
aktivity CYP450 izoforem 3A4, 2C9 a 2B6, které jsou nezbytné pro metabolismus mnoha I1é¢iv
a biologicky aktivnich latek. V ramci diplomové prace byla vyvinuta metoda poskytujici
rychlé, ptesné a spolehlivé méteni aktivity téchto enzymil na zéklad¢ kvantifikace specifickych
substrati CYP450, a to midazolamu (3A4), diklofenaku (2C9) a bupropionu (2B6) a jejich
pfislusnych hydroxylovanych metabolitd v bunééném médiu.

Analyty byly separovany na kolon¢ Phenomenex Luna® Phenyl-Hexyl
(3 wm, 1003 mm, Phenomenex), za pouziti gradientu mobilni faze s piidavkem
0,05% kyseliny octové ve vode i acetonitrilu (v/v). Detekce probihala pomoci tandemové
hmotnostni spektrometrie v reZimu monitorovani vybranych reakci (MRM) s ionizaci
elektrosprejem. Limity kvantifikace byly stanoveny na 0,05 umol/l pro bupropion, midazolam,
4-hydroxymidazolam a diklofenak a 0,025 umol/l pro hydroxybupropion,
1-hydroxymidazolam a 4-hydroxydiklofenak.

Nové€ zavedena analytickd metoda byla ¢astecné validovana, kdy validovanymi kritérii
byly kalibra¢ni kiivky, kontrola kvality, pfesnost, spravnost, senzitivita, selektivita
a carry-over. Vysledky validace prokazaly, ze analyticka metoda spliiuje vSechna akceptacni

kritéria stanovena americkou Food and Drug Administration.



V zavéru pripravy diplomové prace byla pouzitelnost metody prokazana pii analyze
16 redlnych vzorkd v bunééném médiu, na nichz byl testovan vliv rifampicinu na indukci
CYP450 v in vitro modelu primarnich lidskych hepatocyti ve 3D uspotadani. Naméiend data

se stanou soucasti publikace s impakt faktorem.
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