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ABSTRAKT
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Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmakologie a toxikologie

Studentka: Lucie Krchova
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Konzultant: Mgr. et Mgr. Rafael Dolezal, Ph.D.

Nazev diplomové prace: LC-MS analyza 1. faze biotransformace K1277,

potencidlniho 1é¢iva Alzheimerovy nemoci.

Alzheimerova choroba patfi mezi nejcastéjSi neurodegenerativni onemocnéni,
kterym trpi desitky milionl lidi na celém svété. V soucasné terapii se vyskytuje nékolik
symptomatickych 1é¢iv, kterd dokaZzi zmirnit pfiznaky tohoto typu demence, nicméné
zadné z nich neni schopno progresi nemoci uplné zastavit.

Diplomova prace se vénuje metabolické studii dosud nepublikované latky K1277,
vzniklé kombinaci 6-chlortakrinu a aminokyseliny tryptofanu, ktera se fadi diky svym
vlastnostem k slibnym potencidlnim lé¢ivim Alzheimerovy nemoci. Cilem prace bylo
provést in vitro metabolicky screening latky K1277 na modelu vyuzivajici lidské jaterni
mikrosomy se zaméfenim na kvantitativni i kvalitativni analyzu. Dil¢imi cili bylo zjistit,
za jakych podminek poskytuje latka K1277 metabolity prvni fize biotransformace,
kvantifikovat =~ mnozstvi ~ metabolisované latky, identifikovat  jednotlivé
metabolity a navrhnout jejich chemické struktury.

Diplomova prace popisuje analyzu metaboliti pomoci kapalinové chromatografie
ve spojeni s vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS).
Pro analyzu metaboliti byla vyuzita univerzalni 15minutovd metoda s gradientovou
eluci (kolona Kinetex C18, 150 x 3 mm, 2,6 um, 100 A) v pozitivnim médu za vyuziti
hmotnostnich zaznami Full MS/AIF a Full MS/dd-MS”.

V ramci této diplomové prace bylo zjisténo, ze latka K1277 poskytuje metabolity
pii vSech studovanych dobach inkubaci latky K1277 slidskymi jaternimi mikrosomy,
a to s rozdilnou intenzitou jednotlivych metabolitli. U experimentt s jednohodinovou a
Sestihodinovou inkubaci latky K1277 sHLM byla zaznamenana pouze stopova

mnozstvi metabolitl. Zna¢né intenzivnéj$i metabolity latky K1277 byly zaznamenany



po dvaceti ¢tyrhodinové inkubaci latky K1277 s HLM, u které byla dale provedena
kvantitativni a kvalitativni analyza biotransformace latky K1277. Vysledky prace uvadi
prehled péti hlavnich metabolitti latky K1277 a jejich navrzené hypotetické chemické
struktury. Soucasné byl stanoven procentualni ubytek biotransformované latky u

jednotlivych koncentraci, ve kterych byla latka K1277 testovana.
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Title of diploma thesis: LC-MS analysis of phase one biotransformation of K1277,

a potential drug against Alzheimer's disease.

Alzheimer's disease belongs to the most common neurodegenerative diseases that
several milions of people all around the world suffer from. There are few symptomatic
drugs, which are able to reduce signs and symptoms of this type of dementia, however
none of them is able to completely stop it.

The diploma thesis is focused on a metabolomic study of compound K1277,
synthesized as a combination of 6-chlortacrine and aminoacid tryptophan, which thanks
to its properties belongs to promising potential drugs against Alzheimer's
disease and which has not been published yet.

The aim of this diploma thesis was to perform in vifro metabolomic screening
ofthe compound KI1277 wusing human liver microsomes focusing on
qualitative and quantitative analysis. As intermediate aims of the thesis, necessary
conditions for sufficient biotransformation of compound K1277 were investigated,
quantity of metabolised compound K1277, identifications of particular metabolites
and proposition of their chemical structures were provided.

The studied compound and its metabolites were analysed by high performance
liquid chromatography coupled with high resolution mass spectrometry (LC-MS/MS).
An universal gradient elution method of fifteen minutes (using column Kinetex C18,
150 x 3 mm, 2,6 pm, 100 A) in a positive mode together with mass scans Full MS/AIF
and Full MS/dd-MS? were used for analysis of the metabolites.

Within the diploma thesis was found that chemical compound K1277 provides
metabolites during all studied incubation periods with human liver microsomes

in different intensity. Experiments with one and six hour period of incubation revealed



only trace amount of the metabolites. Therefore, we focused on an experiment
with incubation of twenty four hours and performed qualitative and quantitative
analysis. The results of the diploma thesis present a summary of five metabolites
ofthe compound K1277 and their suggested hypothetical chemical structures.
In the quantitative part of the results, proportional decrease of compound KI1277
metabolised after every incubation period with HLM was determined on each

of the tested concentration level.
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1. SEZNAM ZKRATEK

Zkratka Vyznam zkratky Cesky ekvivalent zkratky

ACN Acetonitrile Acetonitril

ADAS—cog Alzheimer disease Kognitivni hodnotici Skala
assessing scale - cognitive  Alzheimerovy nemoci
subscale

Ach Acetylcholine Acetylcholin

AChE Acetylcholinesterase Acetylcholinesteraza

AD Alzheimer disease Alzheimerova choroba

APCI Atmospheric-pressure lonizace za atmosférického
chemical ionization tlaku

APO-E Apolipoprotein E Apolipoprotein E

APP Amyloid precursor protein ~ Amyloidovy prekurzorovy

protein

APPI Atmospheric-pressure Fotoionizace za
photoionization atmosférického tlaku

BChE Butyrylcholinesterase Butyrylcholinesteraza

CDK Cyclin dependent kinase Cyklindependentni kindza

CNS Central nervous system Centralni nervovy systém

Ccyp Cytochrome P450 Cytochrom P450

EH Epoxide hydrolase Epoxidova hydrolaza

ESI Electrospray ionization Ionizace elektrosprejem

FA Formic acid Kyselina mravenci

FMO Flavin monooxygenase Flavinmonooxidaza

GSK Glycogen sythase kinase Glykogen syntaza kinaza

GST Glutathione-S-transferase Glutation-S-transferaza

6-CHTA 6-chlortacrine 6-chlortakrin

HEB Hematoencephalic barrier =~ Hematoencefalicka bariéra

HLM Human liver microsomes Lidské jaterni mikrosomy
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IDO

LC-MS

MAPK

MAPs

MCM

MF

MMSE

MMT

MRI

MRM

MTDL

NADP

NAPQI

NAT
NCE
NFT

NMDA

NMR

Indolamin-2,3-dioxygenase
Liquid chromatography
coupled with mass

spectrometry

Mitogen-activated protein
kinase

Microtubules associated
proteins

Mutliple-compound
medication

Mobile phase

Mini mental state
examination

Multiple-medication
therapy

Magnetic resonance
imaging

Multiple reaction
monitoring

Multi-target-directed
ligand
Nicotineamide adenine

dinucleotide phosphate

N-acetyl-p-
benzochinonimine

N-Acetyltransferase

New chemical entity
Neurofibrillary tangles
N-methyl-D-aspartic acid

Nuclear magnetic
resonance
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Indolamin-2,3-dioxygenaza
Spojeni kapalinové
chromatografie

s hmotnostni spektrometrii

Mitogenem aktivovana
protein kindza

Mikrotubuly asociované
proteiny

Terapie vice 1éCivy
inkorporovanych do jedné
1ékové formy

Mobilni faze

Test kognitivnich funkci

Terapie vice 1éCivy
najednou

Magneticka rezonance

Fragmentace vice iontil

Terapie vice 1éCivy
spojenych do jedné
chemické struktury

Nikotin-amidadenin-
dinukleotidfosfat

N-acetyl-p-
benzochinonimin

N-Acetyltrasferaza
Nova chemicka entita
Neurofibrilarni klubka

N-metyl-D-asparagova
kyselina

Nuklearni magneticka
rezonance



PAPS

PET

PSEN 1,2
SIM

SRM

SULT

TDO

TIC

TRP

UGT

UV-VIS

XIC

3 -phosphoadenosine-5 -
phosphosulfate

Positron emission
tomography

Presenilin 1, 2
Selected-ion-monitoring

Selected-reation-
monitoring

Sulfotransferase

Tryptophan-2,3-
dioxygenase

Total ion current

Tryptophane

Uridindiphosphat -
glucuronosyltrasferase

Ultraviolet-visible
spectroscopy

Extracted ion current

3’-fosfoadenosin-5 -
fosfosulfat

Pozitronova emisni
tomografie

Presenilin 1, 2
Zaznam jednoho iontu

Fragmentace jednoho iontu

Sulfotransferaza
Tryptofan-2,3-dioxygenaza
Chromatogram celkového
iontového proudu
Tryptofan

Uridindifosfat -
glukuronosyltrasferaza

Ultrafialovo-viditelna
spektroskopie

Extrahovany
chromatogram
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2. UVOD

S neustale zvysujicimi se naroky na kvalitu a bezpecnost 1é¢iv béhem celého
jejich vyvoje roste také vyznam preklinického hodnoceni 1é¢iv. Preklinicky vyzkum
zajistuje komplexni profilaci 1é¢iva z hlediska farmakokinetiky, farmakodynamiky
1 toxicity, a naznacuje tak moznosti pouziti ptipravku v klinické fazi vyzkumu. Jednou
z hlavnich ¢asti preklinického vyzkumu je in vitro metabolicka studie, ktera spole¢né
se studiem absorpce, distribuce a exkrece (tzv. ADME) poskytuje kli¢ové informace
pro dalsi vyzkum potencidlniho 1é¢iva nebo naopak pro ukonceni jeho vyzkumu.
Vzhledem k faktu, Ze metabolické premény 1é¢iv probihaji nejvice v jatrech, méla by
in vitro metabolickd studie co nejvice korelovat s in vivo jaternim metabolismem.
Z tohoto divodu se pii in vitro metodach pracuje na modelech ziskavanych rtiznymi
technologiemi z jater, jako jsou supersomy, cytosolové jaterni frakce, jaterni fezy
a v soucasnosti stale nejvice pouzivané mikrosomy, které byly také pouzity v této praci
(Brandon et al. 2003).

Vzhledem ke klicové roli metabolismu v rdmci preklinického vyzkumu IéCiv, je
tato diplomova prace zaméfena pravé na metabolickou studii potencialniho 1éCiva,
a to konkrétn¢ pro 1écbu Alzheimerovy nemoci.

Alzheimerova choroba patii mezi neurodegenerativni onemocnéni, které postihuje
stale vice pacientl. V roce 2014 cital pocet nemocnych témér 24 miliont a odhaduje se,
ze do roku 2050 se jeho vyskyt zvysi jesté ctyfikrat (Reitz a Mayeux, 2014). Vzhledem
k absenci kauzalniho 1é¢iva v soucasné terapii AD, které by dokazalo toto onemocnéni
vylécit, je kladen velky diiraz na vyzkum a vyvoj 1é€iv potencidlnich (Romero et al.
2013). V ramci této diplomové prace jsem se zametila na studium potencialniho 1é¢iva
AD soznaCenim K1277 odvozeného od 6-chlortakrinu a aminokyseliny tryptofanu.
Struktura 6-chlortakrinu je modifikovanou strukturou takrinu, ktery byl zaveden
do praxe jako historicky prvni 1é¢ivo AD. Pro svou hepatotoxicitu a gastrointestinalni
nezadouci ucinky byl ale takrin stazen ztrhu (Romero et al. 2013). Nadale vsSak
probihaji studie s 1éCivy odvozenymi od struktury takrinu, které by vykazovaly niZsi
toxicitu pro pacienta a mély zachovany ucinek v inhibici acetylcholinesterdzy (AChE)
(Spilovska et al. 2017). Latka K1277 byla navrzena, syntetizovana a biologicky
testovana v ramci vyvoje a vyzkumu novych 1é¢iv neurodegenerativnich onemocnéni
v Centru biomedicinského vyzkumu fakultni nemocnice Hradec Kralové a Katedry

toxikologie a vojenské farmacie Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany.
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Tato sloucenina piedstavuje novou chemickou entitu (NCE) a dle dostupné odborné
literatury nejsou prozatim znadmé jeji metabolické vlastnosti.

Provedeni metabolické studie nové latky a charakterizace jejich metabolitl
predstavuje velmi naro¢nou ulohu, vyzadujici nalezitou analytickou instrumentaci
a pokrocilé znalosti zejména z oblasti hmotnostni spektrometrie (Ahuja a Rasmussen,
2007). Nicméné pro latku, kterd ma podobnou strukturu jako KI1277 byla jiz
metabolickd studie publikovdna a metodika této diplomova prace je zalozena pravé
nani (Nepovimova et al. 2015). Pro analyzu metaboliti latky K1277 byl vyuzit
analyticky  systém  spojujici  vysokouc¢innou  kapalinovou  chromatografii
s vysokorozliSovacim hmotnostnim spektrometrem. KliCovy pro navrh struktury
metabolitl se stal zejména tento hmotnostni spektrometr diky své pfesnosti a spravnosti
poskytovanych vysledkii. Tato metoda je hojné vyuZivana nejen pii vyvoji nového
1é¢iva, ale také béhem klinickych studii 1é&iv a i po zavedeni 1é&iva na trh. Radi se tak

mezi vilbec nejpouzivanéjsi metody v bioanalyze 1éCiv (Ahuja a Rasmussen, 2007).
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3. TEORETICKA CAST

3.1 METABOLISMUS LECIV

Kazdy organismus je vystaven vlivu xenobiotik z okoli, at’ uz se jedna o zplodiny
zneCistujici ovzdusi, o chemické latky s vyuzitim v zemédé€lstvi, o kosmetiku
nebo 1é¢iva. Metabolismus neboli biotransformace je oznaceni jedné z fazi
farmakokinetiky, pfi které dochazi k pfeméné struktury xenobiotika vétSinou ve vice
polarni a ve vodé rozpustnou latku. Tato pfeména ma za nasledek usnadnéni exkrece
xenobiotika z organismu. Metabolismus 1é¢iv vede zpravidla k tvorbé metabolith
se snizenou ucinnosti oproti parentni latce. U nékterych léCiv vznikaji metabolity
se stejnou nebo intenzivnéjsi biologickou aktivitou. Vysvétluje se tak naptiklad dlouhy
biologicky polocas diazepamu, ktery se biotransformuje na nékolik farmakologicky
aktivnich metabolit (Yang et al. 1998). Néekteré latky naopak vyZzaduji biotransformaci
pro zajisténi jejich u€inku. Tyto latky se oznacuji jako proléciva a fadime mezi né
napiiklad imipramin, inhibitory angiotenzinkonvertujiciho enzymu nebo azathioprin
(Eklund et al. 2007, Clementi a Fumagali, 2012). V neposledni fad¢ mtize dochazet také
ke wvzniku toxickych metaboliti jako je N-acetyl-p-benzochinonimin (NAPQI)
uvolilujici se pii biotransformaci paracetamolu (Ramachandran a Jaeschke, 2017).
Z tohoto 1 dalSich divodl je studium metabolismu nedilnou soucasti preklinickych
i klinickych studii 1é¢iv.

Metabolismus 1é¢iv je d& probihajici vlivem nejriznéjSich enzymt a prave
na zaklad¢ typu enzymatickych reakci a typu premény struktury xenobiotika ho lze

klasifikovat na metabolismus prvni a druhé faze.

3.1.1 I FAZE BIOTRANSFORMACE LECIV

Béhem prvni faze metabolismu dochazi k zavedeni polarnich skupin nebo k jejich
odkryti v molekule léCiva za Ucelem usnadnéného navazani endogenni molekuly
vdruhé fizi metabolismu. Metabolity prvni faze vznikaji oxidaci, redukci

nebo hydrolyzou, mén¢ ¢asto kombinaci téchto reakci (Clementi a Fumagali, 2012).
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Oxidace

v

Nejdulezitéjsi a nejvice zastoupenou reakci béhem prvni faze metabolismu je
oxidace (Clementi a Fumagali, 2012). Systém oxidacnich enzymi je pfevazné
lokalizovan na hladkém endoplazmatickém retikulu hepatocyti v jatrech, setkat se s nim
ale mizeme 1 v jinych tkani, jako je gastrointestindlni mukoza, plice, ledviny, klize nebo
mozek (Krishna et al, 1994). Z nejvice zastoupenych enzymi oxidaéniho systému lze
jmenovat cytochrom P450 (CYP), flavinové monooxygenazy (FMO), a epoxidové
hydrolazy (EH). Dalsi oxiddzy, pfevazné substrat-selektivni, lze také najit
v mitochondriich.

Cytochrom P450 je membranové vazany protein v endoplazmatickém retikulu,
obsahujici strukturu hemu (Obr. 1). Katalyzuje nékolik typt reakci, které jsou zalozené

na principu zavedeni atomu kysliku do molekuly léciva (Clementi a Fumagali, 2012).
Cell

Oxidoreductase- Endoplasmic reticulurm

Endoplasmic CYP complex

reticulum

Mucleus

G,

Mitochondria—— <

Cytoplasm——= .

Lumen

CYP-oxidoreductase NADPH ==, Iron-protoporphyrin IX

complex {(Heme)
CYP\[// MV
Substrate
ER \,
lipid 5 ]
bilayer

Obr. 1: Umisténi cytochromii v membrané endoplazmatického retikula a struktura hemu.
Prevzato z: Brunton et al. 2005

Protoze existuje mnoho izoforem cytochromu P450, byla pro tuto superrodinu
hemovych proteini zavedena systematickd nomenklatura na zékladé shody sekvence
aminokyselin mezi jednotlivymi izoformami. Izoformy, jejichz sekvence aminokyselin
se shoduje z vice nez 40 %, jsou fazeny do stejné rodiny, z vice nez 55 % do stejné
podrodiny. Piislusnost k jednotlivym rodindm ¢i podrodinam udava pismeno respektive

Cislice za ozna¢enim CYP (Clementi a Fumagali, 2012).
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Pro oxidacni reakce je dulezitd pritomnost molekuly kysliku O,
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH), NADPH cytochrom P450 reduktazy
a samotného cytochromu. Substrat se vaze na atom Fe®" hemu za tvorby komplexu
substrat - enzym. V dalsim kroku dochazi k redukci zelezitého iontu na Zzeleznaty
vlivem elektronu poskytnut¢ého NADPH-cytochrom P450 reduktdzou. Redukovany
komplex substrat - enzym je schopny pfijmout molekulu kysliku O, a dalsi elektron
z NADPH-cytochrom P450 reduktdzy. Jeden atom kysliku je pouzit na tvorbu
oxidovaného produktu a druhy na syntézu molekuly vody. Reakci Ize vidét na Obr. 2

(Clementi a Fumagali, 2012).

H. _H
\0/
! RH
R H 3+
N/ —=Fei= \k‘
o _~ ] J aH
—Fe*— —Fe’=
/'sJ H0: . \(e
0
RH | RH
—Fek —Fe’-
o4
s s L
H,0 }/
X' OH[ H' P
o o w 9
—F el S —Fei-

Obr. 2: Katalyticky cyklus cytochromu P450. RH piedstavuje metabolisovanou latku, ROH
metabolit. Prevzato z: Belcher et al. 2014

FMO ptedstavuji dalsi dalezity enzym podilejici se na biotransformaci molekul.
U savel rozlisujeme 5 typdt FMO (FMO; - FMOs), znichz FMO; a FMOs jsou
nejvyznamnéjsi izoformy vyskytujici se v jatrech. FMO, se vyskytuje v plicich primati
s vyjimkou lidi a FMO4 ¢1 FMOs se objevuji jen velmi vzacné. Katalyticky cyklus
za¢ind v prvnim kroku redukci prostetické skupiny FAD na FADH, za pomoci
kofaktoru NADPH. Nasleduje navazani molekuly kysliku za vzniku 4a-
hydroperoxyflavinu (FAD-OOH). V pfitomnosti substratu dochazi k navazani substratu
na komplex FAD-OOH a oxidaci substratu za uvolnéni molekuly vody (Eswaramoorthy

et al. 2006). Proces je schematicky znazornén na Obr. 3.
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Obr. 3: Katalyticky cyklus FMO. SH oznacuje metabolisovanou latku, SOH prislusny metabolit.
Prevzato z: Zhang a Robertus 2002

Na rozdil od cytochromti maji FMO vyhodu v tom, Ze nepodléhaji tak snadno
indukei €1 inhibici 1é€ivy. Mezi 1é¢iva metabolisovana timto oxida¢nim systémem patii
H; inhibitory, klozapin nebo itoprid (Clementi a Fumagali, 2012).

EH jsou enzymy, které katalyzuji pfeménu epoxidii na dihydrodioly. Vzhledem
k reaktivité téchto slouc¢enin EH chrani organismus pied vazbou epoxidii na nukleofilni

casti proteinti, DNA a zabrafuje tak tvorbé mutaci ¢i bunécné toxicité.
Redukce

Xenobiotika mohou podléhat v organismu také redukci, ktera je vSak méné Castou
reakci prvni fize biotransformace. Setkdvame se sni nejvice u bakterii stfevni
mikrofléry. Ptiklad redukce pfedstavuje pfeména prontosilu na ucinnou antibakterialni
slozku sulfanilamid (Gibson a Skett, 1994). Z chemickych reakci, fadicich se do tohoto
typu metabolické pfemény, se jednd predevsim o nitro- nebo azo- redukce. Redukci
nitro- 1 azo- skupiny vznikaji slouc€eniny typu amini (Lee et al. 1996). Za redukci jsou
zodpovédné enzymy zrodiny aldoketoreduktdz, reduktizovou aktivitu maji

ale i cytochromy (Lee a Zhu, 2011).
Hydrolyza

Vzhledem k tomu, ze mnoho xenobiotik obsahuje ve své molekule esterové
¢i amidové vazby, dochdzi ¢asto béhem prvni faze biotransformace k hydrolyze téchto
vazeb a vzniku piislusnych kyselin a pfislusnych alkoholii ¢i aminii. V tkanich je

obsazeno veliké mnozstvi nespecifickych esterdz lokalizovanych v cytoplazmé.
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Esterazy muzeme rozd€lovat do 4 skupin. Prvni skupinou jsou arylesterazy Stépici
estery v blizkosti aromatickych cykll, druhou karboxyesterdzy délici estery
v alifatickych fetézcich, tfeti cholinesterazy, které Stépi molekulu, jejiz alkoholovou
slozku predstavuje cholin a Ctvrtou acetylesterazy, ve kterych je kyselou slozkou
Stépenych esterti kyselina octova. Amidazy maji odliSny mechanismus biochemického
Stépeni substratu a oproti esterdzdm S$tépi molekuly pomaleji (Clementi a Fumagali,

2012, Lee et al. 1996).

3.1.2 II. FAZE BIOTRANSFORMACE LECIV

Béhem druhé faze biotransformace dochazi ke vzniku konjugatu endogenni
slouceniny s produktem I. fize biotransformace za vzniku polarnéjsi slouceniny. Mezi
tyto endogenni slouceniny patii napfiklad kyselina glukuronova, sirova, glutation
¢i aminokyseliny. V nékterych pfipadech mize konjugat vznikat i z piivodniho 1é¢iva

bez nutnosti podstoupeni prvni faze biotransformace (Lee et al. 1996).
Glukuronidace

Glukuronidace je viibec nejcastéji zastoupenou reakci druhé faze biotransformace.
Substratem pro reakci mohou byt alifatické 1 aromatické alkoholy, karboxylové kyseliny
¢1 primarni, sekundarni, terciarni i kvarterni aminy. Enzymem katalyzujicim tento typ
reakci je uridindifosfat-glukuronosyl-transferaza (UGT) vyuZzivajici ke konjugaci
glukuronovou kyselinu jako kofaktor (Lee a Zhu 2011). Prikladem léciva, které
ve druhé fazi biotransformace podléha glukuronidaci, je morfin. Vznikd morfin-6-
glukuronid, ktery ma v porovnani s morfinem pomalejsi nastup ucinku, ale delsi trvani
améné Casto u n¢j probihaji nezddouci G€inky v podobé gastrointestindlnich obtizi

(Dorp et al. 2008).
Sulfatace

Druhou nejcastéjSi reakci druhé faze biotransformace je sulfatace. Molekula
1é¢iva podléhajici sulfataci zpravidla obsahuje hydroxylovou skupinu, hydroxylamin
¢iaminovou skupinu. Sulfatace probiha diky fad¢ enzymi oznacovanych jako
sulfotransferazy (SULT) a to pouze za piitomnosti kofaktoru 3-fosfoadenosin-5-

fosfosulfatu (PAPS). Do molekuly 1éCiva je reakci zavedena sulfonova skupina -SO;H.
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Acetylace

Acetylace je dalsi reakce druhé faze biotransformace, ktera probihda u molekul
strukturniho typu primdrnich aminti nebo hydrazinti za vzniku acetylovanych N-
slou¢enin ptivodni latky. Na procesu se podili enzymy N-acetyltransferdzy (NAT)
za pritomnosti Acetylu-CoA jako kofaktoru.

Methylace

S methylaci se mutzeme setkat u struktur obsahujici katechol nebo thiol.
Podle strukturniho typu rozliSujeme enzymy, které reakci katalyzuji, na katechol-O-
methyltransferazu nebo thiolmethyltransferazu. VSechny methyltransferazy vyuzivaji
k reakci S-adenosylmethionin jako kofaktor. Reakci vznikaji methylované derivaty
parentni latky, kdy dochazi k vazbé skupiny CHs do molekuly bud’ pies kyslik v piipadé
katechol-O-methyltrasferazy nebo pies siru u thiolmethyltransferdzy. Ackoli methylace
nepatii mezi Casté cesty biotransformace, hraje v metabolismu 1é€iv vyznamnou roli. Je
to z divodu castych polymorfismii v enzymech, coz mize mit za nasledek zasadni

ovlivnéni terapie pacienta.
Konjugace glutathionu

Tato reakce druhé fize biotransformace probihd vétSinou na epoxidech,
karbonylovych skupindch ¢i heteroatomech. Glutation je tripeptid sestdvajici
z aminokyselin glutamatu, cysteinu a glycinu, ktery se za pomoci katalyzy enzymem
glutathion-S-trasferazy (GST) =zaclefiuje do parentni struktury léciva (Clementi
a Fumagali, 2012, Lee et al. 1996).

3.1.3 INVITRO METODY METABOLISMU

Béhem vyvoje a vyzkumu 1é¢iv se v preklinické fazi vyuzivaji jak in vitro, tak
in vivo farmakokinetické metody. Vzhledem k obsahu této prace se dale zaméfim pouze
na in vitro metody studia biotransformace. Diky témto metodam ziskavame zakladni
informace o biotransformaci 1é&Civa, stabilit¢ potencidlnich 1éCiv v organismu,
schopnosti parentni latky ¢i jejich metaboliti inhibovat enzymy cytochromalniho
systému ¢i o schopnosti latky produkovat reaktivni metabolity. Tyto poznatky mohou
byt uplatnény v predikci chovani 1é¢iva v organismu a predikci potencialnich 1ékovych
interakci s dal$imi 1é¢ivy (Brandon et al. 2003). Aby mohl byt sledovan osud léCiva

v organismu, je potieba vyuzivat vhodné a validované postupy meétreni. NejcastéjSim
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postupem u metabolickych studii je pfiprava vzorku nasledovana oddélenim
jednotlivych metaboliti a 1é¢iva z matrice a nakonec jejich detekce vhodnou detek¢ni
technikou (HolCapek et al. 2008). Mezi detekcni techniky, které jsou schopné odhalit
chemickou strukturu metabolitl, se fadi pfedné hmotnostni spektrometrie a nuklearni
magnetickd rezonance (NMR) (Kruk et al. 2017). Kmetodam analyzy in vitro
metabolismu se Casto vyuZivaji zvifeci nebo lidské jaterni mikrosomy. Dilezitym
faktorem pro spravny vysledek biotransformace je aktivita jaternich enzymi, které byly
pouzity vin vitro modelech (Fisher et al. 2001). Vysledky téchto testi byvaji
rozhodujici pro vybér in vivo modeli a dalsi testovani. Mezi in vitro modely fadime
studie provedené se supersomy, mikrosomy, cytosolem, S9 frakci, bunécnymi liniemi,
transgenomovymi  bunécnymi  liniemi, jaternimi bunkami, jaternimi fezy

a perfundovanymi jatry (Brandon et al. 2003).
Lidské jaterni mikrosomy

Lidské¢ jaterni mikrosomy (HLM) jsou nejvice prozkoumanym a nejoblibenéjSim
in vitro modelem a byly také pouzity vtéto praci. Jedna se o vezikuly
endoplazmatického retikula hepatocytli a byvaji pfipravovany frakéni centrifugaci.
Obsahuji nejcastéji CYP, FMO a UGT (Plant et al. 2004). Dulezitym parametrem je
aktivita téchto enzym, ktera byva deklarovana jejich dodavatelem. Vzhledem k tomu,
ze enzymaticka aktivita je u kazdého jedince individualni, pfipravuji se s vyhodou
tzv. pooled mikrosomy, obsahujici mikrosomy zreprezentativni casti populace.
K zajisténi dostate¢ného mnozstvi kofaktort potiebnych pii metabolickych reakcich je

nutné piidat NADPH regeneracni systém (Plant et al. 2004).
Supersomy

Supersomy jsou mikrosomy ziskané rekombinantné¢ zhmyzich bunék
infikovanych baculovirem a exprimujici lidské cytochromy i UGTs. Jsou povazovany
za moznou nahradu lidskych jaternich mikrosomi v in vitro modelech. V této metod¢
musi byt vzdy pfitomny kontrolni vzorek samotnych hmyzich bunék neobsahujicich
vySe zminéné enzymy. Supersomy vykazuji vEét§i enzymatickou aktivitu nez jiné
mikrosomy, a ztohoto divodu se vyuzivaji zvlast¢ pifi studiu pomalu se

metabolisujicich 1é¢iv (Brandon et al. 2003).
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Cytosolové frakce lidskych jater

Cytosolova frakce se ziskava diferencidlni centrifugaci homogenizovanych jater,
pficemz obsahuje enzymy figurujici pfedevs§im v druhé fazi biotransformace jako je N-
acetyl transferdza, glutathion-S-transferaza ¢i sulfotransferaza. K jejich aktivaci je nutné

pfidat exogenni faktory naptiklad glutathion ¢i acetyl koenzym A (Brandon et al. 2003).
Lidska jaterni S9 frakce

Tento in vitro model obsahuje mikrosomalni 1 cytosolické frakce
homogenizovanych jater. Stejné¢ jako u obou piedchozich je i u tohoto modelu
vyzadovano pfidani aktivaéniho systému, vtomto pfipadé obojiho (NADPH
regeneracniho systému i exogennich faktort). Této metody byva nejcastéji vyuzivano
pro detekci mutagenity chemikalii spole¢né s Amesovym testem (Anonym 1980).
Jelikoz mutagenita nckterych 1é€iv se projevuje az na irovni metabolitl, je nutno tento
test provadét nejen pro samotné molekuly potencidlnich léciv, ale 1 po jejich
metabolismu. Vyhodou tohoto modelu je moznost vyhodnoceni prvni i druhé faze
biotransformace soucCasn¢, to vSak na ukor niz$i aktivity pfislusSnych enzymu

v porovnani s piedchozimi metodami (Brandon et al. 2003).
Jaterni nadorové bunécné linie

Jaterni nddorové bunécné linie mohou byt izolovany z parenchymatického tumoru
jaterniho. Zakladnim pozadavkem pro tento model je korespondence s normalni
fyziologickou funkci hepatocytii in vivo. Na rozdil od vySe zminénych modell se netési
velké popularité vzhledem k nereprezentativni Skale enzymt v jednotlivych liniich.
Rozlisujeme nékolik typd bunéénych linii, nékteré znich se vSak diky velmi nizké
expresi enzymu k metabolickym studiim téméf nepouzivaji. K biotransformacnim
studiim se vyuzivad piedevsim bunécéné linie HepG2 (human liver hepatocellular
carcinoma cell line — lidské buiiky hepatoceluldrniho karcinomu). Modernégjsi ptistup

predstavuji bunééné linie pfipravené rekombinantné (Brandon et al. 2003).
Hepatocyty

Hepatocyty neboli jaterni buiiky jsou dalSim modelem vyuzivanym pfi in vitro
metabolismu. Izolace hepatocyti muze probihat bud’ disociaci jaterniho parenchymu,
nebo enzymatickym plsobenim a naslednou separaci uvolnénych jaternich bunck
(Puviania et al. 1998). Dle Howarda et al. 1967 lze hepatocyty izolovat inkubaci jater

s kolagenazou a hyaluroniddzou. Po izolaci zlstavaji hepatocyty metabolicky aktivni
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n¢kolik hodin (Puviania et al. 1998). Vyzkum a vyvoj se nyni zabyva i dalSimi modely
kultur hepatocytl, jako je sendvicovy model hepatocytii, trojrozmérna tiSténa jaterni
tkan anebo do budoucna zamysleny mikrofyziologicky systém neboli tzv. organ na Cipu

(Tetsuka et al. 2017).
Jaterni Fezy

Jaterni fezy byly dlouho neoblibenym modelem studia metabolismu a nebyly
Siroce vyuzivany. Nezdjem pramenil zvlasté z narocnosti vytvoreni uniformnich fezd,
které byly nezbytné¢ nutné pro poskytnuti reprodukovatelnych vysledkti (Parrish et al.
1995). S vyvojem novych technologii je mozné ptipravit ultratenké fezy o definované
tloustce, a model se tak tadi k bézné vyuzivanym metoddm. Jejich nevyhodou je
relativné kratkd doba aktivnich enzymu C¢itajici pfiblizn€ 48 hodin a moZnost vyuziti

fezl pouze ze zvifecich jater (Brandon et al. 2003).
Perfundovanad jatra

Model vyuzivajici perfundovanych jater nebyva v praxi téméf vibec vyuzivan,
ale ptesto byl v historii Castokrat studovan a v nékterych ptipadech se s nim Ize setkat i
dnes. Divodem jsou mnohé nevyhody v podob¢ kratké enzymatické aktivity,
nereprodukovatelnosti ¢i vyuzivani jater pouze z malé Skaly zvifecich zastupci.
Vzhledem k zachovani integrity a organu jako celku je tento model nejblizsi

podminkam in vivo (Brandon et al. 2003).
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3.2 ALZHEIMEROVA CHOROBA

Tato diplomova prace se zaméfuje na metabolickou studii 1é¢iva K1277, které se
jevi jako slibné potencialni 1é¢ivo Alzheimerovy nemoci, a ztoho divodu bude
v nasledujici kapitole toto neurodegenerativni onemocnéni kratce popsano.

Alzheimerova choroba, diagnostikovana poprvé vroce 1906 Aloisem
Alzheimerem, patfi mezi nejcastéjs$i neurodegenerativni onemocnéni vedouci k demenci
(Alzheimer 1907, Jouanne et al. 2017, Toledo et al. 2017). Neurodegenerativni
onemocnéni se projevuji progresivni degeneraci a ubytkem neuronti ve specifickych
oblastech mozku (Stfitesky et al. 2001, Macék et al. 2012). Demence ptedstavuje
skupinu onemocnéni charakterizovanou zmeénou kognitivnich funkci, poruchami

osobnosti, chovani a spole¢enského zaclenéni (Vicek et al. 2010).

3.2.1 TYPY ALZHEIMEROVY CHOROBY

Rozlisuji se dvé formy Alzheimerovy choroby (AD) — hereditarni a sporadicka.
Hereditarni forma AD (5-10% piipadd AD) je charakterizovdna manifestaci
symptomi v CasnéjSim stddiu zivota a byva geneticky podminéna nckterou
ze vzacnych genetickych mutaci (Jouanne et al. 2017). Jedna se o mutaci v genu
pro amyloidovy prekurzorovy protein (APP) na chromozomu 21. Jeho lokace byla
objevena na zdklad¢ piiznaka pfipominajici AD u pacientii s trisomii 21. chromosomu
neboli Downovym syndromem. Déle se jednd o mutaci genu pro presenilin 1 (PSEN -
1) na chromosomu 14, ktery je soucasti y-sekretazy a mutaci v genu pro presenilin 2
(PSEN -2) na chromozomu 1, ktery je klicovou slozkou y-sekretdzy. Tyto mutace se
dédi autozomaln¢ dominantné (Felician a Sandson, 1999).

Castgjsi, sporadicka forma (90 - 95 % ptipadi AD) vyskytujici se po 65. roku
Zivota, byva projevem mnoha cinitelll environmentalniho, genetického 1 epigenetického
puvodu (Jouanne et al. 2017). Mezi environmentalni faktory je mozné tadit vék,
psychickou aktivitu, kouieni, alkohol ¢i poranéni hlavy (Tang et al 1996, Koukolik
alJirak 1998). Z genetickych predispozic se jednd zvIlast€ o mutaci v genu
pro apolipoprotein E (APO-E), a to konkrétné o mutaci jedné z jeho hlavnich alel - E4,
ktera je spojovana s vysSSim vyskytem této formy AD. Pravdépodobné se
apolipoprotein - E4 podili na poskozeni plasticity synapsi a na atrofii hippocampu. Je
také asociovan s vyssim vyskytem neurofibrilarnich klubek a senilnich plaki (Bar et al.

2018).
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3.2.2 PATOFYZIOLOGIE ALZHEIMEROVY CHOROBY

Castym patologickym post mortem nalezem na mozku u pacientd s AD jsou
senilni plaky, u nichZ je pro AD charakteristicka zv1asté€ jejich Cetnost a hustota vyskytu
v neokortexu (Silbernagl a Lang 2012, Macék et al. 2012). Vznikaji agregaci monomera
amyloidu P a dalsich slozek (proteoglykany, a-1 antichymotrypsin, APO-E) a vyskytuji
se extracelularné (Jouanne et al. 2017, Silbernagl a Lang 2012).  amyloid je toxicky
nerozpustny fragment o 40 -42 aminokyselinach vznikajici z APP patologickym
Stépenim B-sekretdzou a y-sekretdzou (Lee et al. 2017). Za fyziologickych podminek se
na Stépeni podili nejvice a-sekretdza, jejimz Stépenim vznikaji kratké plné solubilni
varianty amyloidu f, které hraji vyznamnou roli pfi tvorbé novych neuronalnich synapsi
(Jirdk 2008).

Dalsim histopatologickym nalezem u pacientii s Alzheimerovou chorobou jsou
neurofibrilarni klubka (NFT) slozend z hyperfosforylovaného proteinu t (Jones et al.
2017). Protein 1 je hlavnim predstavitelem mikrotubuly asociovanych proteini (MAPs)
stabilizujici mikrotubuly, které zastavaji jednu ze tii zakladnich slozek cytoskeletu
a které se podileji na neuronalnim transportu. Stabilita mikrotubul je regulovana
stupném fosforylace proteinu 1, ktera je zajiStovana riznymi enzymy, jako je napiiklad
glykogen syntdza kindza 3 (GSK3), cyklin dependentni protein kindza 5 (CDKS)
nebo mitogenem aktivovand protein kinaza (MAPK). Klicovym enzymem pro vznik
hyperfosforylovaného proteinu 1 je vysSe zminénd GSK3-B. V patologickém procesu
dochazi u proteinu t k rozdilnym posttranslaénim upravam jako je glykosylace, nitrace
nebo hyperfosforylace. Posttranslaénimi tpravami dochazi k zménam konformace
proteinu, které vedou k neschopnosti vazby na mikrotubuly a k nasledné agregaci
fosforylovanych proteini t© (Jouanne et al. 2017). Oba patologické jevy spojené

s tvorbou 3 amyloidu a hyperfosforylovaného proteinu t 1ze vidét na Obr. 4.
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Obr. 4: Patofyziologické znaky AD u pacientii s AD. Prevzato z: Drew 2018

Pfi AD byva poskozeno vice biochemickych drah. Mimo poruSeného
metabolismu amyloidu B a proteinu T, ma na progresi AD znacny vliv oxidacni stres,
rizné mitochondridlni dysfunkce nebo rozvoj zanétu (Toledo et al. 2017). Postup
patologickych 1ézi a poskozeni neuroni se pohybuje od neokortexu do hipokampu
a korovych oblasti azZ po mozecek (Jouanne et al. 2017). AD ovliviiuje také systémy
ne¢kterych neurotransmiterd. Cholinergni systém je poskozovan nejdrive, dochazi
k ubytku enzymu acetylcholintransferazy zodpovédné za syntézu acetylcholinu (Ach)
abyva také omezeno zpétné vychytdvani cholinu ze synaptické Stérbiny. DalSim
poskozenym systémem je glutaminergni systém, kdy naopak nastavd nadmérné
uvoliovani glutaminu a sniZzeni jeho re-uptaku v nejvice postizenych ¢astech mozku.
Vys$si mnozstvi glutamatu se projevuje nadmérnou vazbou na rizné receptory napiiklad
na ionotropni N—metyl-D-aspartatové receptory (NMDA receptory), coz ma za nasledek

nadmérné otevieni vapenatych kanala a piilisny vstup kalcia do bunck a dale aktivaci
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kaskady de¢ja vedouci k patologickym jeviim a v kone¢né fazi k neuronalni apoptoze
(Jirdk 2009).

Makroskopicky je mozek pacientd s AD atroficky. Gyry mozkové jsou zuzené,
ryhy a komory rozsifené a atroficky mozek muize dosahovat velmi nizké vahy
kolem 900 g (Silbernagl a Lang 2012). Rozdily mezi zdravym mozkem a mozkem
pacient s AD jsou vidét na Obr. 5.
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Obr. 5: Rozdily v makroskopické stavbé mozku u zdravych lidi (vievo) a pacientit s AD (vpravo)
Modifikovino dle: Drew 2018

S postupnym poskozovanim jednotlivych ¢asti mozku a ubyvani neuronti danych

oblasti dochazi ke specifickym projevim AD (Jouanne et al. 2017).

3.2.3 KLINICKY OBRAZ

Onemocnéni zafind pomalymi, plizivymi vypadky paméti, nedbalosti v péci
o sebe, chybnymi rozhodnutimi (Silbernagl a Lang 2012). Pro poruchy paméti je
typické, ze nejdiive byva poskozena epizodickd pamét’, na jejiz spravné funkci se podili
hippokampus (Jirak 2008). S postupujicim zanikem neuronii se dale zhorSuje
proceduralni i dlouhodobd pamét’ a postupné vyustuje v motorické vypadky, jako jsou
poruchy fec€i, ataxie ¢i myoklonismus (Silbernagl a Lang 2012). V tézSim stadiu
demence byva pacient dezorientovan mistn¢ i ¢asové a vyzaduje celodenni dohled.
V nejtézsim stadiu choroby se vyskytuje uplna dezorientace, neschopnost rozpoznat své
blizké i sebe a Casto ndsleduje upoutanim na lizko. Smrt zpravidla nastane vlivem

infekce (pneumonie), urazu ¢i poranéni (VIcek et al. 2010).
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3.2.4 DIAGNOZA

Vraném stadiu je dilezitd v€asna a spravna diagndza a diferencialni odliSeni
choroby naptiklad od benigni zapomnétlivosti stdrnoucich osob nebo od mirné
kognitivni poruchy (VIc¢ek et al. 2010). K tomu mize dopomoci peclivé zjisténa
anamnéza, fyzikalni i testovaci metody. Jako screeningovy test byva nejcastéji pouzivan
kratky test kognitivnich funkci (MMSE) nebo test kresleni hodin. Zadny z téchto test
neni plné specificky, proto se s vyhodou pouzivaji slozit€jsi testy kognitivnich funkci,
predevsim Alzheimer disease assessing scale - cognitive subscale (ADAS - cog).
Diagnosticky dulezity je také samotny prabéh a projevy demence (Jirdk 2008). Mezi
podporujici nalezy patii pfitomnost medialné temporalni atrofie vzniklé v disledku
snizeni objemu hippokampu, entorhindlniho cortexu a amygdaly prokazatelna metodou
magnetické rezonance (MRI). Vyznamna je taktéz abnormalni pfitomnost biomarkert
v mozkomi$nim moku. Jedna se o nizkou koncentraci amyloidu B, vyssi koncentrace
celkového t proteinu, nebo zvySenou koncentraci fosforylovaného proteinu t. DalSimi
diagnostickymi prvky mohou byt prikaz autozomaln¢ dominantnich mutaci v rodiné
nebo nalezy na molekularnim zobrazeni mozku pomoci pozitronové emisni tomografie
(PET). Tato metoda identifikuje shluky B-amyloidu pomoci protilatky oznacované jako
pittsburska substance b nebo prokazuje hypometabolismus pomoci znacené

fluorodeoxyglukoézy v temporalnich a parietalnich lalocich (Jirdk 2011).

325 LECBA

Cil lécby AD se odlisuje v jednotlivych stadiich nemoci. V pocatecnich stadiich je
snaha o zlepSeni kognitivnich funkci nebo alespoii o jejich stabilizaci. V pokrocilejsich
fazich je cilem zpomaleni progrese onemocnéni a v zavéru nemoci paliativni péce
pro pacienta i jeho rodinu (VIcek et al. 2010).

O vzniku nemoci bylo vytvofeno nékolik teorii, na jejichz zaklad¢ je postavena
dosavadni strategie 1é€by AD. Prvni zteorii je cholinergni hypotéza, kterd asociuje
pokles koncentrace mediatoru acetylcholinu v CNS s projevy nemoci. Dle této teorie se
do praxe zavedly inhibitory acetylcholiesterdzy (AChE), enzymu, ktery je zodpoveédny
za odbouravani acetylcholinu v synapsich. Druhou teorii je teorie f-amyloidu a s ni
souvisejici zkoumané latky jako inhibitory - a y-sekretazy. Tteti teorie fadi AD mezi

metabolické choroby zptisobené nezdravym zplsobem Zivota. AD je tak oznacovana
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jako diabetes mellitus 3. typu, vzhledem k souvislosti se sniZzenou citlivosti mozku na

inzulin (Dolezal 2013).
Inhibitory Acetylcholinesterazy

K 1é¢bé mirné az stfedné zdvazné AD se pouzivaji inhibitory AChE (Walker
a Rosen 2006) zvySujici koncentraci neuromediatoru acetylcholinu, ktery je tak
k dispozici pro pfenos nervového vzruchu v centralni nervové soustavé (CNS), inhibici
acetyl- nebo butyryl-cholinesterazy (Romero et al. 2013). Prvni latkou, u které byly
zjiStény ucinky spojené s inhibici acetylcholinesterdzy, byl fyzostigmin. Pro své
nezadouci ucinky a nizky terapeuticky index ale nebyl registrovan. Prvnim
registrovanym lé¢ivem pusobici inhibici AChE 1 butyrylcholinesterazy (BChE) byl
takrin (Mehta et al 2012). I u tohoto léciva byly po Case objeveny zdvazné nezadouci
ucinky, a byl proto z trhu stazen. Zavaznym nezadoucim ucinkem byla hepatotoxicita,
dalsimi nezddoucimi ucinky pak nevolnost, zvraceni, prijem ¢i motani hlavy (David
a Powchik, 1995). Vzhledem ke kratkému biologickému polocasu a davkovani ¢tyiikrat
denné byl ¢asto problém i s compliance pacienta. Dle Farlow et al. 1992 byl vSak takrin
lécivem, které vykazovalo po 12tydnech v davce 80 mg denné vyrazné zlepSeni
v kognitivnich ADAS-cog testech ve srovndni s placebem v kontrolované dvojité
zaslepené studii, a je proto v modifikované podobé nadale predmétem vyzkumi.
V soucasné dob¢ jsou pouzivana tfi [éCiva s timto mechanismem ucinku, a to donepezil,
rivastigmin a galantamin.

Mezi nejucinngjsi centralni inhibitory patii donepezil, ktery je nekompetetivnim
inhibitorem AChE (Mehta et al. 2012). Burns et. al 1999 uvedli, ze v porovnani
s placebem zaznamenal donepezil signifikantni zlepSeni kognitivnich funkci
v randomizované, dvojit¢ zaslepené, placebem kontrolované studii. Predpoklada se,
ze donepezil plisobi vedle inhibice AChE 1 dalSimi mechanismy u¢inku. Velmi dobie se
absorbuje, je metabolisovan jaternimi cytochromy a ma dlouhy biologicky polocas

v plazmé, cca 70 hodin (Mehta et al. 2012). Jeho struktura je znazornéna na Obr. 6.
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Obr. 6: Chemicka struktura donepezilu

DalS§im z pouzivanych inhibitort AChE je kompetitivni inhibitor rivastigmin.
Utinkuje inhibi¢né i na BChE a od roku 2000 je pouzivan i v 16¢bé Parkinsonickych
demenci. U peroralnich forem se objevily nezddouci Gi¢inky na gastrointestindlni trakt.
Z tohoto diivodu byly na trh zavedeny transdermalni naplasti s rivastigminem, u kterych
je tento nezadouci ucinek omezen. Metabolisovan je pomoci cholinesteraz a jenom
minimaln¢ systémem cytochromi, jeho vyhodou je tak nizky interak¢ni potencial
s ostatnimi 1éCivy. Jedna se o malou molekulu a jeji struktura je znazornéna na Obr. 7

(Mehta et al. 2012).

OYN\
H5C. o)
N

CH,4
Obr. 7: Chemicka struktura rivastigminu

Poslednim pouzivanym AChE inhibitorem je galantamin. Vedle inhibice AChE
zesiluje ucinek acetylcholinu (ACh) na nikotinové receptory. Jeho vyhodou je dobra
absorpce po peroralnim podani, biologicky polocas trva asi 7 hodin. MliZeme u n¢j
ale pozorovat nezadouci uCinky na gastrointestinalni trakt plsobenim na periferni

nervovou soustavu a ukladani v tukové tkani. Jeho struktura je vyobrazena na Obr. 8.

Obr. 8: Chemicka struktura galantaminu

Mezi dal§imi inhibitory AChE, které ale z riznych diivodii nebyly uvedeny na trh,

lze jmenovat naptiklad phenserine, tolserine, esolerine nebo tesofensine (Mehta et al.
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2012). Mezi inhibitory AChE patii také ptirodni latka huperzin A. Jedna se o vysoce
specificky a reverzibilni inhibitor AChE, ktery vykazuje lepS$i prostupnost
pres hematoencefalickou bariéru (HEB), vyssi biologickou dostupnost a delsi dobu
plisobeni v porovnani s 16¢ivy uzivanymi v CR (Wang et al. 2006). Viechny inhibitory
AChE jsou kontraindikované pii gastroduodendlni viedové chorob& a pri tézSich
pfevodnich poruchach srdce. Uinnost inhibitorti by méla byt posuzovana nejdiive
po 3 mésicich uplynulé 1écby. Pii intoleranci nebo neucinnosti této 1éCby je
doporucovano pievedeni na jiny inhibitor nebo na 1€¢ivo pouzivané pti tézsich stadiich
nemoci, napiiklad memantin. Podkladem pro zménu lé¢by jsou 1 vysledky

screeningového testu MMSE (Jirak 2009).
Inhibitory NMDA receptorit

Pii pokrocilejSim stddiu AD se uvoliuje nadmérné mnozstvi excitacnich
aminokyselin jako je aspartat ¢i glutamat do synaptické Stérbiny vyvolavajici
hyperexcitaci NMDA receptori. ZvySena excitotoxicita byva spojovana
s neurotoxickym uc¢inkem. Byva poruSen zikladni mechanismus uceni a také byva
spusténa kaskada déji vedoucich az k apoptoze neuroni. Prikladem 1é¢iva, které svou
vazbou na receptor brani aktivaci NMDA receptort, je memantin. Podava se peroralné
v denni davce 20 mg, kterou je nutné postupné titrovat od pocatecni davky 5 mg. Jedna
se o dobfe tolerovanou latku, u které se ale mohou, zvlasté¢ na zacatku terapie,
vyskytovat nekteré nezadouci tcinky jako je zavrat, nespavost nebo prijem (Molino et

al. 2013). Struktura memantinu je znadzornéna na Obr. 9.

H,N

H4C CH;
Obr. 9: Chemicka struktura memantinu

Dalsi strategie léCby

Vzhledem k absenci 1éCby, ktera by dokazala AD vylécit, se zajem ubira k vyvoji
novych 1éCiv, ktera by ovliviiovala néktery z molekularnich cilti hrajici dilezitou roli
v patogenezi AD. Vyzkum se intenzivné zaméfuje na patogenezi amyloidu 3, nebot je
predpoklad, Ze jeho zmény jsou prvnimi patologickymi projevy u zacinajici
neurodegenerace. Zkoumaji se vakciny a protilatky proti amyloidu B a inhibitory

¢i modulatory y- a B-sekretdzy. U prvni vakciny zkouSené u lidi byla odhalena toxicita
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ajeji pfinos nebyl klinicky vyznamny. Oproti tomu jsou ve tfeti fazi klinického
hodnoceni zkoumany dalsi vakciny jako CAD106, ACC-001 a protilatky proti amyloidu
f: solanezumab, gantenerumab, crenezumab a aducanumab. Dal§im zkoumanym cilem
je y-sekretaza. U inhibitorti tohoto enzymu avagacestatu a semagacestatu byla zjiSténa
zavazna toxicita a klinické hodnoceni bylo ukonceno. U B-sekretazy, kterd je také cilem
terapie AD, je mnoho latek v klinickém hodnoceni. Jedna se opét o inhibitory tohoto
enzymu a léCivem, které je zatim nejdale v klinickém hodnoceni, je verubecestat.
DalSim smérem vyvoje 1é¢iv jsou substance, které piiznivé ovliviiuji metabolismus
proteinu 1. Mechanismem U¢inku zkoumanych 1éCiv je predevsim redukce
hyperfosforylace proteinu 1 inhibici enzymu GSK3-f (Winblad et al. 2016). Vzhledem
k faktu, ze AD je multifaktoridlni onemocnéni, trendem vyzkumu Iéciv proti AD je
opousténi od designu jedné molekuly ovlivilujici jeden cil k terapii multiple-medication
therapy (MMT), kde se vyuzivd kombinace 1é¢iv plsobicich rGznymi mechanismy
ucinku. V 1écbé AD je takto vyuzivana napiiklad kombinace inhibitoru AChE
a memantinu. Podobnym pfistupem je terapie mutliple - compound medication (MCM),
kdy jsou dand 1é¢iva s riznym mechanismem ucinku inkorporovana do jedné 1ékové
formy. Tato strategie vede k usnadnéni davkovani a zlepSeni compliance pacienta. Jeste
nov¢jSim pristupem v 1€cbé multifaktorialnich onemocnéni je pristup multi - target -
directed ligands (MTDL). Jednéa se o metodu, pii které jsou rtiznd 1é¢iva kombinovana
do jedné struktury za vzniku takzvaného hybridu. Toto spojeni ma za cil optimalizovat
jednu chemickou strukturu pro ovlivnéni vice biologickych cilovych molekul najednou.
V 1écbé AD se tato strategie uplatiuje pfedev§im u inhibitort AChE v kombinaci
s dal$imi strukturami, jako jsou napiiklad inhibitory agregace amyloidu (3, inhibitory
monoaminooxidazy ¢i antioxidanty (Cavalli et al. 2008, Vykoukalova 2017). V této
praci byl pouzit hybrid vznikly spojenim 6-chlortakrinu a aminokyseliny tryptofanu.
Dalsimi z hybridid takrinu je napiiklad merkaptotakrin, 7 -MEOTA, takrin kombinovany
s melatoninem, troloxem, kumarinem, chinolinem, kyselinou kévovou ¢i donepezil-
takrin heterodimer (Spilovska et al. 2017). Divodem pro tento pristup je zvlasté snaha

o zachovani uc¢inku takrinu pii omezeni jeho nezadoucich ucinkli (Romero et al, 2013).

3.2.6 METABOLISMUS TAKRINU A ODVOZENYCH STRUKTUR

vvvvvv

farmakologickych roli. Na biotransformaci se podileji jaterni enzymy, prevazné
izoforma cytochromu CYP1A2. Biologicka dostupnost takrinu po perordlnim podani se
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pohybuje kolem 17 % (PubChem Compound Database, 2005) a biologicky polocas tak
dosahuje maximéln€ 4 hodin. V prvni fazi biotransformace takrinu vznikaji pfevazné
jeho mono- a di-hydroxyderivaty. Jednim z pfednostné vznikajicich metabolitii takrinu
je 1-hydroxytakrin, zvany velnacrine, ktery obdobn¢ jako takrin vykazuje inhibi¢ni
aktivitu viici AChE. Z dal§ich monohydroxymetaboliti takrinu lze jmenovat 2-
hydroxytakrin, 4-hydroxytakrin ¢i 7-hydroxytakrin. Dihydroxymetabolity maji
hydroxylovou skupinu navazanou v polohach 1, 7 nebo 1, 3. Pfehled metabolitii prvni
faze biotransformace a strukturu takringlukuronidu (tj. metabolit druhé faze

metabolismu) je mozné vidét na Obr. 10.

NH, NH, NH, NH,

N OH N HO N
Pz ~ 7
N N N
OH
1-hydroxytakrin 2-hydroxytakrin 4-hydroxytakrin/ 7-hydroxytakrin
NH, NH, OH
OH
1,3-dihydroxytakrin takringlukuronid 1,7-dihydroxytakrin

Obr. 10: Schéma metabolismu takrinu. Prevzato z: Patocka et al. 2008

Nevyhodou a divodem pro stazeni tohoto léCiva ztrhu byla tvorba vysoce
reaktivnich molekul oxidacni bioaktivaci. Reaktivni sloufeniny se dokazaly vazat
konjugovanymi vazbami na makromolekularni cile v tkanich, jako jsou proteiny ci
DNA, a danou tkan poskozovat. V tomto ohledu je dilezit¢é zminit predevSim 7-

hydroxytakrin, ktery je povazovan za nejvice toxicky metabolit takrinu (Patocka et al.

2008).
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Z metabolismu takrinovych hybridi zde uvadim pro piedstavu metabolismus 6—
chlortakrin—troloxu, ktery se dle Nepovimové et al. 2015 metabolisuje na 4 hlavni
metabolity. Studie byla provedena s lidskymi poolovanymi jaternimi mikrosomy a
metabolity 6—chlortakrinu-troloxového hybridu byly stanoveny pomoci LC-MS/MS po
jednohodinové inkubaci v mikrosomalnim prostiedi pti 37 °C. Prvni a nejintenzivné;jsi
metabolit pfedstavoval hydroxylovany a oxidovany produkt, druhy dihydroxyderivat
parentni latky. Tteti a Ctvrty metabolit vznikly rozs$t€épenim molekuly a naslednou
oxidaci na alkohol v pfipadé metabolitu 3 nebo oxidaci na karboxylovou kyselinu u
metabolitu 4. Zajimavé je, ze tento hybrid 6-chlortakrinu a troloxu poskytl metabolity,
které nebyly oxidované v takrinové casti molekuly. Vzhledem k citlivosti troloxu na
oxida¢ni c¢inidla se molekula metabolisovala pomérné rychle, a to prednostné

v troloxové ¢asti za vzniku chinoidni struktury.

3.2.7 METABOLISMUS TRYPTOFANU

Tryptofan je aromatickou esencidlni aminokyselinou, ktera obsahuje indolovou
skupinu a jedno chiralni centrum a ktera je v organismu prekurzorem pro syntézu fady
dalsich biologicky aktivnich latek jako je napfiklad serotonin, melatonin nebo niacin.
Z 1&Civ, ktera obsahuji fragmenty tryptofanu, lze zminit naptiklad alkaloid vinblastin,
al. 2016).

Metabolismus tryptofanu v lidském organismu mutize byt rozdélen na dvé zakladni
vétve (Palego et al. 2016). Prvni metabolickéd draha vede k produkeci signalnich molekul
indolaminového typu (napfiklad serotonin nebo melatonin), pii které ziistava zachovany
indolovy skelet. Na této preméné se podili enzym tryptofanhydroxylaza, ktera se
vyskytuje napiiklad v serotoninergnich neuronech v mezencefalonu, v krevnich
buiikach ¢i v neuroendokrinnich epitelidlnich bunikach v plicich. Druhou dréhou, kterou
se metabolisuje v lidském organismu vice nez 90 % L-tryptofanu, dochédzi k rozstépeni
indolového cyklu a k tvorbé latek odvozenych od L-kynureninu (naptiklad chinolinova
kyselina, nikotinova kyselina, nikotinamidadenindinukleotid). Tato draha probihd témét
ve vSech lidskych tkanich a jejim limitujicim biochemickym krokem je oxidacni
otevieni indolového cyklu, které muze byt katalyzované bud tryptofan-2,3-
dioxygenazou (TDO), ktera je pievazné exprimovana v jatrech ¢i mozkovych
astrocytech nebo indolamin-2,3-dioxygenazou (IDO) pfitomnou v bunikdch imunitniho
systému a mikrogliich, a to za vzniku molekuly N-formylkynureninu (Colin-Gonzalez et
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al. 2012; Heyes et al. 1993, Heyes et al. 1997). N-formylkynurenin mtze byt dale
metabolisovan oxida¢ni nebo deaminacni cestou, kdy oxidacni kaskéda je spojena se
zanétlivymi procesy, kdezto deaminacni cesta s procesy neuroprotektivnimi. MiZeme
tak usuzovat na dva opacné Ucinky metabolith odvozenych od L-kynureninu,
a to cytoprotektivni (napf. kynurenova kyselina) nebo cytotoxicky (napi. chinolinova
kyselina) (Colin-Gonzalez et al. 2012). O kyselin€ kynurenové je také zndmo, zZe ma
antagonisticky ucinek na glutamatovych excitacnich receptorech
a to 1 na glutamatovych NMDA receptorech na rozdil od chinolinové kyseliny, ktera
na stejnych receptorech piisobi jako agonista (Matous et al. 2010). Dvé zakladni
metabolické drahy L-tryptofanu jsou znazornény na Obr. 11.
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Obr. 11: Zakladni metabolické drahy L-tryptofanu. Prevzato z: www.newworldencyclopedia.org
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Cast L-tryptofanu piijatého v potravé je také metabolisovana, a to pomoci
gastrointestinalni mikroflory, ptevazné diky bakteriim Lactobacillus sp., a Clostridium
sporogenes. L-tryptofan se jejich ¢innosti metabolisuje na indol-3-aldehyd a indol-3-
propionat tzv. IPA. Vlivem béznych bakterii vznika samotny indol. Tyto struktury maji
rizné ucinky v organismu, z hlediska této diplomové prace je vhodné zminit ucinky
IPA. TPA snizuje poSkozeni DNA a lipidovou peroxidaci v neuronech, vychytdva
hydroxylové radikaly a inhibuje skladani amyloidu B vamyloidni plaky. Z divodu

téchto ucinki se mize fadit mezi potencialni terapeutika AD (Zhang a Davies 2016).
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3.3 SPOJENI KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE S HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRII

Spojeni LC-MS je kombinace separacni techniky se specifickym detektorem,
ktera je klicova pro urcovani molekulové hmotnosti, identifikaci nebo kvantifikaci latek
v biologickych matricich slozenych z mnoha komponent. Mezi vyhody tohoto systému
patii moznost analyzy slozitych vzorkli spolu s jistotou v identifikaci latek,
a to diky informacim o reten¢nim c¢ase i strukturnich parametrech, moznosti odhaleni

koeluce pikil ¢i mensi spottebé vzorku a dalS§imi (Novakova et al. 2013).

3.3.1 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC) je v souasnosti nejvice
vyuzivanou metodou separace, a to pro jeji vysokou selektivitu a citlivost i pro moznost
vyuziti v mnoha analyzach velkych sérii vzorkti ¢i slozitych smési. Je prevazné
vyuzivana ve farmaceutickém primyslu, a to ve vSech jeho Castech od objeveni 1é¢iva
az po jeho uvedeni na trh. Ve vyzkumu léCiv je zpocatku vyuzivana ke stanoveni Cistoty
syntetizované latky, k charakterizaci této NCE a pozdéji k hodnoceni klinickych studii
1 k vystupni kontrole jiz registrovaného a vyrabéného 1éciva farmaceutickymi firmami

(Ahuja a Rasmussen, 2007).
Princip HPLC

Chromatografické metody vcéetné¢ kapalinové chromatografie se fadi
mezi separacni metody, které jsou zaloZeny na rozdéleni latek ve smési mezi dvé rizné
nemisitelné faze, a to f4zi mobilni (MF) neboli pohyblivou a stacionarni, nepohyblivou
(SF). Principem separace je odliSnd mira a typ interakce délenych latek s mobilni
a stacionarni fazi. Miru distribuce sloZek mezi tyto fdze lze charakterizovat distribu¢ni

konstantou Ky, kde Csje koncentrace slozky ve stacionarni fazi a C,, v mobilni fazi.

Delsi setrvani molekul latky ve staciondrni fazi ptedstavuje vyS$$i hodnotu
distribu¢ni konstanty, a tim i vyssi retenci dané latky. Retence latky byva hodnocena
pomoci retencnich faktort.

Na zéklad€ rozdilnosti ve fyzikalné chemickych vlastnostech zkoumanych latek
v jednom vzorku a ovlivnéni separace povahou obou fazi se voli mezi isokratickou

¢i gradientovou eluci. Isokraticka eluce predstavuje eluci mobilnich fazi o konstantnim
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slozeni, na rozdil od eluce gradientové, pii které je slozeni MF ménéno ve prospéch
slozky s vyssi elucni silou. Jednotlivé oddélené zony analytu jsou pievadény do podoby
chromatografického zaznamu s charakteristickymi ktivkami (piky) pifi prachodu

detektorem (Novakova et al. 2013).
Instrumentace HPLC

Ackoli je kapalinovda chromatografie vyuZivdna pro fadu rGznych analyz
a vyzkumt, jeji zdkladni model neni nutno s kazdym meéfenim upravovat ¢i ménit.
Kapalinovy chromatograf se zpravidla skldada z nékolika zakladnich ¢asti s rGznymi

funkcemi (Obr. 12).

Manipulator
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Sampla injector
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\\ \ Mixar
Valve
Degassar
High-pressura pump

Purging pump

Obr. 12: Komponenty kapalinového chromatografu: zasobniky MF, cerpadla, degaser,
autosampler, Sesticestny ventil, kolona, detektor a odpadni nadoba. Prevzato z:
www. wikipedia.org

Vzorek ve vialce je umistén v zasobniku vzorka s pfesné oznacenou polohou.
Pti nizkém objemu vzorku se do vialek vkladaji tzv. inserty, které maji mensi objem,
a zajisti tak dostate¢nou vysku hladiny pro nabér vzorku i u malych objemt. Vzorek je
nasavan do systému pomoci jehly autosampleru neboli automatického davkovace, ktery
zajistuje presné davkovani vzorku o predem nastaveném objemu. K uchovéni
mobilnich fazi slouzi zdsobniky, umisténé v trovni nad HPLC systémem. Mobilni faze
je pomoci Cerpadla vedena do systému, a to pres specialni filtry pro zachyceni tuhych
castic. Pfed smisenim MF se vzorkem dojde jesté k jejimu odplynéni v odplynovaci
(degaseru). Nasledn¢ se pomoci Sesticestného ventilu vzorek misi s mobilni fazi.

Mobilni fize s analyzovanymi latkami se dostava na piedkolonu a nasledné kolonu,
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kde dochazi k jejich separaci. Kolona je umisténa v termostatu, ktery zajistuje
rovnomérnou distribuci teploty v celém kolonovém prostoru. Zabranuje tak lokalnim
teplotnim vykyvim, které by jinak negativné¢ ovliviiovaly viskozitu MF, schopnost
separace ¢i rychlost separace jednotlivych analyti.

V soucasné dobé je na trhu mnoho komeréné dostupnych kolon lisicich se
riznymi parametry, mezi n€z patii druh sorbentu, jeho zrnéni nebo kolonové rozmeéry.
Po separaci na kolon¢ dochazi k detekci latek detektorem na zdkladé rozdilného signalu
samotné MF a MF s analytem. V této diplomové praci byl pouzit hmotnostni

spektrometr, jehoz pouziti v HPLC detekci nartistd (Novakova et al. 2013).
Zakladni charakteristiky separacniho procesu

Mezi zékladni chromatografické charakteristiky patii méfitka retence a UcCinnost
chromatografické kolony. Zikladni retencni charakteristikou je retencni cCas tg,
popiipad¢ retencni objem Vg. Retencni Cas je doba, ktera uplyne od nastiiku vzorku
do jeho eluce neboli do dosazeni maxima eluc¢ni kiivky. Tato veli¢ina je kvalitativni
charakteristikou latky. Reten¢ni objem je objem, ktery proteCe systémem za retencni
cas. Stejnou rychlosti jako mobilni faze se pohybuje 1 latka, ktera neni na koloné
zadrzovana. Je oznaCovana jako inertni a jeji retencni Cas se nazyva mrtvy retenéni ¢as
tm (Obr. 13). Dulezitymi kvantitativnimi charakteristikami jsou plocha pod pikem (A)

nebo vyska piku (h), kterd se odecitd z chromatogramu.
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Obr. 13: Popis chromatogramu. Prevzato z: www.community.asdlib.org

Ukazatelem kvality separace je mira rozSifovani elu¢nich zon délenych latek
oznacovana jako ucinnost chromatografické kolony. Veli¢inou ucinnosti je pocet
teoretickych pater (N), ktera predstavuje teoretickou vyskovou c¢ast kolony, ve které
pramérné dochazi k jednomu ustdleni rovnovahy analytu mezi MF a SF. S vys$$im

poctem teoretickych pater N je kolona u¢innéjsi, protoze dochdzi méné k rozsifovani
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analytu pii prichodu kolonou. Pocet teoretickych pater je zavisly na mnoha
parametrech, jako je délka kolony, rychlost pratoku mobilni faze, velikost ¢astic kolony
¢1 viskozité mobilni fize. Dalsim ukazatelem kvality separace je veliina asymetrie
piku. Lze ji vyjadfit bud’ pomoci faktoru chvostovani nebo faktorem symetrie. Idealni
symetrie je dosaZzena v moment¢, kdy se hodnota faktoru symetrie rovna 1. Odchylky
od této hodnoty k niz§Sim respektive k vys$Sim hodnotdm jsou oznacované jako

frontovani respektive chvostovani (Novakova et al. 2013).

3.3.2 HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE

Princip metody

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, pii které dochdzi raznymi
zpusoby k prevedeni latek na ionty (ionizace), k jejich separaci na zakladé pomeéru
hmotnosti a naboje (m/z) a k nasledné kvalitativni ¢i kvantitativni detekci. Na rozdil od
jinych spektroskopickych metod (NMR, Ramanova spektrometrie) se jednd o
destruktivni metodu, ktera ale naléza uplatnéni v celé fad¢ védnich obort jako je
napiiklad organicka a bioorganicka chemie, analyticka chemie a farmaceuticka chemie
¢1 analyza. Zakladni schéma hmotnostniho spektrometru je znadzornéno na Obr. 14.
Sklada se z iontového zdroje, do kterého vstupuje analyt a kde dochéazi k jeho ionizaci,
analyzatoru, ve kterém probiha jeho separace dle m/z a detektoru, kde dochézi

k samotné detekci iontli (Gross et al. 2011).
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Obr. 14: Schema instrumentace hmotnostniho spektrometru. Modifikovano z: www.dgms.eu
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Ionizacni techniky

Za posledni desetileti bylo vyvinuto mnoho ionizac¢nich technik za atmosférického
tlaku. Pfi spojeni LC-MS se nejvice vyuziva metoda ionizace elektrosprejem (ESI)
a za ni hned nasleduje chemicka ionizace za atmosférické¢ho tlaku (APCI) a v ptipadé
vysoce nepolarnich analytii fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI). Jaka ioniza¢ni
technika se pouzije pfi analyze, vyplyva z vlastnosti analytu — pfevazné z jeho polarity
a molekulové hmotnosti viz Obr. 15 (Kromidas 2017).

Mass
Humber

10,000

ESI

1,000 APPI APCI

100

Lk Polarity High

Obr. 15: Schéma znazornujici preference jednotlivych ionizacnich technik u latek s rozdilnou
polaritou a molekulovou hmotnostni. Prevzato z: www.shimadzu.eu.com

Ionizace elektrosprejem je technikou, kdy je eluat pii vstupu kapilarou
do iontového zdroje zmlZen a nabit mnoZzstvim ndboji. V dalSim kroku dochézi
k odpatovani rozpoustédla MF a tim k zahuStovani nabojli na ¢astici analytu. Timto
pisobenim se analyt rozpadd na mnohem mensi kapky, az v zavéru predstavuje jedna
kapka jeden ion. Tato metoda se pouziva Casto k ionizaci velkych molekul (Kromidas
2017). Technika APCI byla poprvé popsana Carollem et al. vroce 1974. Analyt
prochdzi do iontového zdroje ptes vyhiivanou komoru - takzvany ,heater*, kde vlivem
vysokych teplot dochazi k odpateni rozpoustédla. Teprve nasledn¢ dochazi od kovové
jehly (corony) k nabiti ¢astic mobilni faze a ve chvili, kdy rozdil naboji mezi mobilni
fazi a analytem dosahne urcité hodnoty, nabiji se i Castice analytu. Z Obr. 16 vyplyva,
ze APCI je ionizacni technika vhodna k ionizaci menSich polarnich nebo stfedné

polarnich molekul.
Analyzatory

Analyzatory maji dvé dilezité funkce. Za prvé rozd¢€luji ionty podle poméru m/z
a za druhé umoznuji jejich urychleni a fokusaci. Analyzatory plisobi na zdkladé€ riznych
fyzikalnich principti dle toho, o ktery konkrétni analyzator se jednd. Na principu
rozdilné stability oscilaci iontli v prostfedi stejnosmérného a vysokofrekvencéniho

sttidavého napéti funguje kvadrupdl. Kvadrupdl se sklada ze 4 tyci, na které je
41



privadéno napéti. TyCe naproti sobé maji stejné napéti, a to bud’ kladné stejnosmerné,
nebo zaporné stejnosmerné. Na vSechny tyce je navic pfivadéno jesté vysokofrekvencni
sttidavé napéti. Jednoduchy kvadrupdl je dnes vyuzivan uz jen minimalné, v praxi se
setkame spisSe se spojenim tifi kvadrupdli za sebou (Gross et al. 2011). Na obdobném
principu jako kvadrupo6l pracuje i dal$i z analyzatord iontova past.

Nov¢jsim typem analyzatort je orbitrap, jez pracuje na principu riznych frekvenci
harmonickych oscilaci. Na trh byl poprvé uveden v roce 2005, a jak vyplyva jiz z ndzvu,
jednd se o typ iontové pasti. Zaznamendvany jsou oscilace jednotlivych iontl
oscilujicich v elektrostatickém poli u centralni elektrody a pomoci Fourierovy
transformace je tento zdznam prevadén na hodnoty m/z (Scigelova a Makarow 2007).
Vzhledem k faktu, Ze se mezi sebou jednotlivé analyzatory liSi a ani jejich moZnost
vyuZiti neni stejnd, objevuje se stale vice trend vytvaret analyzatory hybridni. Hybridni
analyzatory jsou vytvafeny spojenim dvou analyzatori za Gicelem zisku co nejlepSich
vlastnosti z kazdého z nich (Novakova et al. 2013). V této diplomové praci byl pouzit
vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometr (high resolution mass spectrometry, HRMS)
Q Exactive Plus, ktery je po konstrukéni strance hybridem kvadrupdlového
hmotnostniho filtru a orbitrapového analyzatoru. Pro tento pfistroj je charakteristicka
vysokd presnost stanoveni m/z, kterou lze svyhodou vyuzit v proteomickych
a metabolickych studiich, na druhou stranu vSak nedosahuje orbitrap takové citlivosti

detekce jako elektronasobic.
Detektory

Nejjednodussim detektorem v hmotnostni spektrometrii je Faradayova klec,

v praxi se vyuzivaji hlavné elektronové ndsobice nebo fotonasobice (Gross et al. 2011).
Zakladni typy skenii a chromatografickych zaznamii

Vysledky 1ze na LC-MS zaznamenat n¢kolika zptisoby ozna¢ovanymi jako MS
zaznamy. Zakladnim skenem je MS sken, pii kterém dojde k zméfeni hmotnostniho
spektra ve zvoleném rozsahu m/z (full sken). Zavislost intenzity signdlu konkrétniho
iontu v ¢ase zaznamenava selektivni zdznam jednoho nebo vice iontl (SIM). Sken,
ktery poskytuje spektrum produktovych ionti vzniklych fragmentaci z rodi¢ovskych
iontll, se oznacuje jako sken produktovych iontd. Je mozné tak sledovat fragmentacni
reakci jednoho (single reaction monitoring, SRM) nebo vice iontd (multiple reaction
monitoring, MRM). Skenem neutralnich ztrdt se rozumi zdznam prekurzort,
které podlehly vybrané neutralni ztraté (Novakova et al. 2013).
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Jinymi typy zaznamu, které byly pouzity v této diplomové praci, jsou fragmentace
vSech iontl neboli all ion fragmentation (AIF) a data dependentni skenovani neboli dd-
MS?. Z praktickych diivodi byly bdhem MS analyz pouzity metody, které stiidave
kombinovaly AIF a dd-MS® s full skeny (Full MS). Ve Full MS/AIF ziznamu se
zobrazuje v prvnim cyklu sken vSech iontd v dané polarit¢ a rozsahu m/z (Full MS)
a ve druhém cyklu fragmentace vSech iontl, ktery pokryva stejny rozsah m/z (Kumar et
al. 2013) Pro metodu Full MS/AIF je charakteristicky velky rozsah m/z, ktery umoziiuje
zaznamenat velké mnozstvi informaci o analyzovaném vzorku. Nevyhodou je, Ze ionty,
které se vedou do kolizni cely k fragmentaci, mohou v ptipadé koeluce pii LC-MS/MS
usporadani pochazet z riznych chemickych latek, a vysledné fragmentacni spektrum
miize byt tedy velmi slozité. Naproti tomu metoda Full MS/dd-MS® je nastavena tak,
aby zfull skenu vybrala nckolik nejintenzivngjSich iontli, a ty izolované¢ v malém
rozsahu m/z podrobila fragmentaci a skenu vzniklych fragment. Vyhodou Full MS/dd-
MS? je, ze fragmentaéni spektra pochazeji prakticky z jednoho prekurzorového iontu
a snadngji se interpretuji. Full MS/dd-MS? je metodou b&Zn& pouzivanou v proteomice,
metabolomice a v in vitro metabolickych studiich, a z toho diivodu byla pouzita i v této
diplomov¢ praci (Castro - Perez 2007).

Vsechny tyto MS zaznamy je mozné zobrazovat a hodnotit nékolika zptsoby.
Jednd se o chromatogram celkového iontového proudu (TIC), kdy software hodnoti
vSechny intenzity iontl a promitd je v chromatogramu a extrahovany iontovy
chromatogram (XIC), ktery predstavuje chromatogram urcitého charakteristického iontu

(Novékova et al. 2013).
Vyhodnocovani vysledki

Kazdou latku 1Ize po zméfeni na HPLC vyhodnocovat kvalitativné
nebo kvantitativné. Kvalitativni analyzou se rozumi identifikace latek, pro které je
s vyhodou pouZivano urceni retencnich <casi ¢i  objemid z integrace pikl
v chromatografickych softwarech. Vzhledem k tomu, ze v této diplomové praci se
pracuje s latkou, ktera nebyla nikdy pfedtim analyzovana, nebylo ji mozné identifikovat
pomoci jejich retencnich cast respektive objemti. K jejich identifikaci byl pouzit
detektor MS, jehoz spektra poskytuji detailni informace o molekulové hmotnosti,
izotopovém zastoupeni a o fragmentech molekuly (MS a MS/MS). Vedle hmotnostniho
detektoru lze k identifikaci latek vyuzivat také napiiklad NMR, pracujici na odlisSném

principu. Kvantitativni hodnoceni se naopak zabyva vztahem mezi mnoZstvim eluované
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latky a charakteristikami piku, jako je jeho vyska ¢i plocha pod pikem. Jedna se o
veli¢iny relativni, je potfeba tedy vztah mezi naméfenou hodnotou a neznidmou
koncentraci stanovit empiricky. Ke kvantitativnimu hodnoceni 1ze pouzit jednu ze Ctyt
zakladnich instrumentalnich metod: metodu vné&jsiho standardu, metodu piidavku
standardu, metodu vnitiniho standardu nebo metodu vnitini normalizace. V této
diplomové praci byla kvantifikace provedena metodou vné&jsiho standardu
neboli kalibrac¢ni piimky. Jedna se o metodu, pii které je analyzovana série standarda
ana zaklad¢ zavislosti kalibra¢ni funkce je stanovovdna koncentrace daného analytu
ve zkoumaném vzorku. Pro ziskéani statisticky vyznamnych hodnot je vhodné pouzit 5 -

7 bodu kalibra¢ni fady a méteni opakovat minimalné trikrat (Novakova et al. 2013b).
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4. CIL PRACE

Predmétem této diplomové prace je studium metaboliti dosud nepublikované
latky K1277, ktera predstavuje slibné potencialni 1écivo AD odvozené od struktury
takrinu a DL-tryptofanu. Zakladni metodologie tohoto studia milize byt rozdélena
na biochemickou c¢ast, zabyvajici se problematikou simulace 1. fize biotransformace
pomoci HLM, a na analytickou ¢ast, jejiz podstatou je kvantitativni LC-MS/MS
stanoveni stability latky K1277 v prostiedi HLM a urCeni neznamé struktury jejich
majoritnich metabolith. Latka K1277, kterd je racemickou smési dvou enantiomerd,
byla vybrana pro tento vyzkum z toho divodu, ze v soucasné¢ dob¢ vykazala znacnou
in vitro inhibi¢ni aktivitu vici lidské AChE (tj. ICso v fadu jednotek nM), dale pak
vyznamné antioxidacni U¢inky, vysokou pravdépodobnost pronikat HEB, pomérné

nizkou hepatotoxicitu a rovn&z schopnost potladovat agregaci amyloidu B'.

Cile této diplomové prace je mozné definovat nékolika klicovymi tkoly:

Cil 1: Zjistit, za jakych podminek poskytuje latka K1277 s HLM metabolity 1. faze

biotransformace.

Cil 2: Ové¢fit analytickou metodu s vyuzitim tandemové vysokorozliSovaci hmotnostni

spektrometrie pro kvalitativni 1 kvantitativni hodnoceni metabolismu latky K1277.

Cil 3: Identifikovat jednotlivé metabolity 1. faze biotransformace latky KI1277

a navrhnout jejich hypotetickou strukturu.

Cil 4: Kvantifikovat mnozstvi metabolisované parentni latky KI1277 na jednotlivé

metabolity v zavislosti na délce trvani metabolického experimentu.

! Jedna se zatim o nepublikované data, ktera byla poskytnuta Katedrou vojenské farmacie a toxikologie,
Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany. Toto pracovi$té provadélo s latkou K1277 celou
fadu biologickych testu.
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5. EXPERIMENTALNI CAST
5.1 POUZITY MATERIAL

5.1.1 BIOLOGICKY MATERIAL

K experimentu byly pouzity lidské jaterni mikrosomy o koncentraci 20 mg/ml
se sériovym c¢islem 0910312 zakoupené od firmy XenoTech. Byly pfipraveny z lidské
jaterni tkan¢ ziskané od 200 lidskych darcii, z toho 100 darci piedstavovaly zeny a 100
darcti muzi. Vzorky byly odebrany od lidi hispanské, asijské i kavkazské rasy a pti¢inou
jejich umrti byla nejcastéji cerebrovaskularni onemocnéni nebo traz hlavy.
U mikrosomt byla detekovana aktivita cytochromu P450 (0,478 nmol/mg proteinu),
aktivita cytochromu b5 (0,369 nmol/mg proteinu) a NADPH cytochrom ¢ reduktazova
aktivita (162+7 nmol/mg proteinu/min). Jako suspenzni médium byl pouZit vodny
roztok sachardzy. Po doruceni byly mikrosomy dle pokynli dodavetele ulozeny
v kapalném dusiku (- 197 °C). Tésné pied zapocetim experimentii byly mikrosomy
rozmrazeny volnym zahfatim na laboratornim stole a rozd€leny po 25 ul
do polypropylenovych zkumavek. Nepouzit¢ mikrosomy v prvnim experimentu byly
zamrazeny a dale uchovavany pii teploté — 80 °C v hlubokomrazicim boxu. V dalSich
experimentech byla rozmrazovana pfislusnd mnozstvi zamrazenych mikrosomt této
vyrobni série.

K aktivaci mikrosomu byl pouzit roztok Rapid Start NADPH regeneracni systém
obsahujici v jedné vialce 0,5 ml 100 mM NADP, 0,5 ml 500 mM gluko6zy-6-fosfatu, 0,5
ml 100 jednotek/ml glukoza-6-fosfat-dehydrogendzy v 20 mM draselno-fosfatovém
pufru o pH 7,4. Byl zakoupen od firmy XenoTech. 1,5 ml tohoto aktiva¢niho roztoku
bylo dle instrukci vyrobce smichano s3,5 ml ultracist¢é vody, 30 s vortexovano,
rozdéleno na alikvoty o 50 ul a uloZeno v hlubokomrazicim boxu pii - 80 °C.
Pred provadénim experimentll byly alikvoty aktivaéniho roztoku voln€ rozmraZeny

na laboratornim stole.

5.1.2 CHEMIKALIE

Pii pfipravé vzorku pro metabolickou studii byla pouzita ultracistd voda stupné
kvality ASTM typ I (18.2 MQ.cm pii 25 °C), pfipravend piistrojem Barnstead
Smart2Pure 3 UV/UF (TheromoFisher Scientifi Bremen, Némecko) a fosfatovy pufr.
Fosfatovy pufr o pH = 7,4 a ¢ = 100 mM byl piipraven z KH,PO4 (Sigma Aldrich
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HPLC Ccistota) a ultracisté vody. pH fosfatového pufru bylo upraveno pomoci vodného
roztoku KOH (Sigma Aldrich, HPLC Ccistota) o ¢ = 5 M. K ukonceni metabolické
reakce vzorku v prostiedi mikrosomil byl pfidan potfebny objem acetonitrilu (ACN)
(Sigma Aldrich, LCMS ¢istota) ochlazeného na - 20 °C.

Pii ptipravé mobilnich fazi byl pouzit taktéz ACN (LCMS Ccistoty) a opét
ultracista voda stupné kvality ASTM typ 1. Do obou typli mobilni fdze byla pfidana
kyselina mravenci (FA) (Sigma Aldrich, LCMS ¢istota).

Zkoumanymi latkami byly také 6-chlortakrin a LD-tryptofan. 6-chlortakrin byl
dodan Katedrou vojenské farmacie a toxikologie, Fakulty vojenského zdravotnictvi
Univerzity obrany a byla stanovena jeho nekalibrovana Cistota vice nez 95 % nezavislou
studii pomoci HPLC a NMR. Racemat aminokyseliny tryptofanu byl zakoupen od firmy

Sigma Aldrich a jeho Cistota byla stanovena vyrobcem na vice nez 99 %.

5.1.3 ZASOBNI ROZTOKY

Pro potteby studia metabolismu byly pfipraveny zdsobni vodné roztoky latky
K1277 o tfech rozdilnych koncentracich: 2,5 uM, 10 uM a 50 uM. Tyto roztoky byly
pripraveny rozpusSténim navazky pevné latky K1277, urcené analytickymi vahami
s presnosti na + 0,01 mg, v ultracisté vod¢ za podpory tfepanim a ultrazvukem. V tomto
koncentracnim rozmezi byla latka K1277 ve vod¢ za laboratorni teploty dokonale
rozpustna. Nekalibrovana Cistota latky K1277 vyssi nez 95 % byla stanovena v rdmci

jinych studii pomoci HPLC a NMR pracovistém, které tuto latku ke studii poskytlo.
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5.2 TECHNICKE VYBAVENI

5.2.1

PRISTROJOVE VYBAVENI

V prubéhu experimentu byly vyuzity nasledujici pristroje:

m]

5.2.3

Kapalinovy chromatograf Dionex UltiMate 3000 sloZzeny z binarniho
vysokotlakého cerpadla HPG — 3400RS, vakuového odplynovace, kolonového
termostatu TCC - 3000, autosampleru WTS — 3000 s nastfikovou smyckou o
objemu 25 pl a UV/VIS detektoru VWD -3000 (ThermoFisher Scientific,
Némecko)

Hmotnostni spektrofotometr Q Exactive Plus (ThermoFisher Scientific,
Némecko)

Analytické vahy Sartorius CPA225D - OCE (Sartorius AG, Némecko)

Pristroj pro ultracistou vodu Barnstead Smart2Pure 3 UV/UF (ThermoFisher
Scientific, Bremen, Némecko)

Tiepacka Labdancer IKA (Merci, s.r.o, Brno)

Piistroj pH metr Edge Hanna instrument (Hanna instrument Romania)
Ultrazvukova lazen Elma S 40 (UNIPRO - ALPHA C. S., spol s r.o0., Praha)
Pristroj Eppendorf ThermoTop Thermomixer C (Eppendorf North America)

Ultracentrifuga Universal 320R (Schoeller Instruments s.r.o., Praha)

POMUCKY

Kolona Kinetex C18, 150x3 mm, 2,6 um, 100 A. 00F-4462-Y0

Pipety Eppendorf® Reference (0,5 — 10 ul, 10 — 100 ul, 100 — 1000 ul)
In-line filtr s fritou o porozité 0,5 pm (Vici Jour)

Sklenéné konické inserty (Fischer Scientific)

Laboratorni sklo, Spicky Eppendorf®, lednice a hlubokomrazici box

VYPOCETNI PROGRAMY

Pro vyhodnoceni a k nasledné identifikaci metabolitii parentni latky K1277 byly

pouzity programy Chromeleon 6.80 a Xcalibur 3.0.63. K predikci fragmenta

jednotlivych metabolitl byl vyuzit program Mass Frontier 7.0. K tvorbé vSech grafii

a k provedenti statistickych vypocti byl pouzit Microsoft Excel.
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Vsechny chemické struktury obsazené v této praci byly vytvofeny za pomoci

programu ChemBioDraw Ultra 13.

53 ZKOUMANA LATKA K1277

Latka K1277, systematickym nazvem N-(2-((6-chlor-1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-
yl)amino)hexyl-2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propylamid  dihydrochlorid, je dosud
nepublikované potencidlni hybridni 1é¢ivo vzniklé kombinaci 6-chlortakrinu
a aminokyseliny tryptofanu, dodané Katedrou vojenské farmacie a toxikologie, Fakulty
vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany s nekalibrovanou ¢istotou vyssi nez 95 %.
Tato latka md mirn¢ bazickou povahu a dle predikce v programu MarvinSketch
15.12.7.0. vytvaii pii pH = 7,4 dvakrat nabity ion jakozto majoritni strukturu.
Pro experimenty v této praci byla pouZita jeji stl ve formé€ dihydrochloridu. V této
formé je latka pomérné dobie rozpustnd ve vodé a bez obtizi Ize pfipravit jeji vodny
roztok o koncentraci 5 mg/ml. Chemicky se latka sklada z lipofilniho akridinového
jadra aindolového skeletu, které jsou propojeny alkylovym fetézcem s Sesti atomy
uhliku. Struktura latky K1277 véetn€ sumarniho vzorce je mozné vidét na Obr. 16.
V misté vazby jednoho bazického dusikatého centra je pfitomen chirdlni uhlik, coz vede
k existenci dvou enantiomert latky K1277. Softwarem vygenerovana hodnota clog P =
5,42 naznacuje, ze latka K1277 je zfejm¢ schopna prestupu pies lipofilni membrany
véetn¢ prestupu hematoencefalickou bariérou, ktery byl v ramci jinych in vitro studii
u této latky potvrzen a ktery je zasadni u léCiv ovlivitujici CNS. Protoze latka byla
mnohokrat v ramci feSeni diplomové prace analyzovana pomoci HRMS, je na Obr. 16

uvedena téZz experimentdlné stanovena presnd hmotnost (tj. udaj oznaceny zkratkou

+ NH
g N
NSNS
H,N
O
7
Cl N

m/z (vyp.):259.63770
m/z (exp.): 259.63812

C3H35CIN;O%*

»EXP.)

Obr. 16: Vzorec latky KI1277
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5.4 MIKROSOMALNI METABOLICKA STUDIE LATKY K1277

5.4.1 METODICKY POSTUP EXPERIMENTU

Metabolicka studie latky K1277 s lidskymi jaternimi mikrosomy byla provedena
na zékladé postupu metabolické studie jiného hybridu takrinu (takrin — trolox)
dle Nepovimové et al. 2015 ve tiech rozdilnych inkubacnich Casech: 1 hodina, 6 hodin,
24 hodin. Experiment byl proveden ve tfech rGznych vialkdch pfidanim 50 pl
RapidStartu k 25 pl HLM do kazdé z nich. Smési byly inkubovany v klidu 5 minut
pii laboratorni teploté (tj. cca 23 °C). Nasledné bylo piidano 420 pl ultracisté vody
do kazdé vialky a smési byly vortexovany po dobu 1 minuty pii otdckach 1000 RPM.
Nakonec bylo pfidano 5 pl vodného roztoku zkoumané latky ze zdsobnich roztoki
do kazdé vialky o takové koncentraci, aby ve vysledném objemu 500 pl bylo dosazeno
téchto koncentraci: 2,5 uM; 10 uM a 50 pM. Vzniklé smési byly po danou dobu
inkubovany v temperované tiepacce pii 37 °C a otackach 1000 RPM. Piesné
po stanovené dob¢ inkubace (1 hod.; 6 hod.; 24 hod.) byla reakce v kazdé z vialek
ukoncena piidanim 500 pl vychlazeného ACN (- 20 °C). Vznikla mikrosuspenze byla
ve vialkach separovana pomoci centrifugy (21000 g, 10 °C) po dobu 20 minut
a nasledné bylo odebrano 200 ul supernatantu z kazdé vialky do tii riznych sklenénych
insertll a podrobeno LC-MS/MS analyzam. Tento postup byl proveden nejen pro latku
K1277, ale také pro latky, z kterych byla syntetizovana, a to pro 6-chlortakrin (6-
CHTA) a LD-Tryptofan (TRP). Ke kazdému experimentu a ke kazdé studované latce,
byl navic vytvoren slepy vzorek a kalibra¢ni fada sedmi koncentraci dané latky. Slepy
vzorek byl vytvofen stejnym pracovnim postupem jako analyzovany vzorek, kde misto
5 wul studované latky (K1277; TRP; 6-CHTA) bylo pfidano 5 pl rozpoustédla (H,O nebo
pufr). Hodnoty kalibra¢nich hladin byly nastaveny na koncentrace 0,5 uM; 1 uM; 5 pM;
10 uM; 25 uM; 50 uM; 100 uM. Nejdiive byl pfipraven zasobni roztok studované latky
o koncentraci 0,2965 mg/ml. V dalsim kroku bylo do sedmi vialek napipetovano
rozpoustédlo (H,O nebo pufr), a to v objemech 999 ul; 998 ul; 990 ul; 980 ul; 950 pl;
900 pl; 800 pl. Nasledné byl na hladinu rozpoustédla pfidan zasobni roztok studované
latky v objemu 1 upl; 2 ul; 10 pl; 20 ul; 50 ul; 100 pl; 200 pl, aby bylo dosazeno
pozadovanych koncentraci.

Vzhledem k faktu, Ze po provedeni studie s latkou K1277 jakozto hybridem latek
takrinu a tryptofanu shodnym postupem jako v pfipadé studie hybridu takrin-trolox

dle Nepovimové et al. 2015 nebyly po jedné hodné inkubace s HLM zaznamendny
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dostatecné vysoké koncentrace metaboliti prvni fiaze biotransformace latky K1277,
pro dalsi hodnoceni byl experiment proveden jest¢ nckolikrat s rGznymi délkami
inkubaci studovanych latek s HLM, s rtiznymi rozpoustédly a v rtiznych pracovnich

rezimech vysokorozliSovaciho hmotnostniho spektrometru. Ptehled ti#i hlavnich

experiment pro tuto diplomovou praci a jejich rozdila je shrnut v Tab. 1.

Experimenty 1. experiment 2. experiment 3. experiment

Médium pro cely Voda Voda Voda a fosfatovy

mikrosomalni pufr (pH = 7,4; ¢ =

experiment 100 mM)

Doba inkubace 1 hodina 6 hodin 24 hodin

Zkoumané latky K1277 K1277 K1277, 6-CHTA,
TRP?

Typ zaznamu Full MS/AIF Full MS/AIF Full MS/AIF a Full
MS/dd-MS?

Tab. 1: Piehled metabolickych experimentii, pouzitych médii, inkubacnich dob, analyzovanych
latek a pracovnich rezimui vysokorozlisovaciho hmotnostmiho spektrometru.

5.4.2 MERENI NA LC-MS

Pfed kazdou analyzou jsme nejprve pfipravili mobilni faze smisenim vody s 0,1 %
(v/v) kyseliny mraven¢i (FA) (MF A) a acetonitrilu s 0,1 % (v/v) FA (MF B).
Protoze byl béhem analyz pouzivan vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometr, bylo
do analytického systému sonifikovany ultrazvukové lazni po dobu minimalné 20 minut
za uCelem odplynéni. Nasledovala piiprava a instalace chromatografické kolony
do systému pomoci spojovacich kapilar. Pred spusténim analyzy bylo nutné pfipravit
sekvencni tabulku a nastavit v ni podminky HPLC metody. Zvolené parametry metody

jsou zobrazeny v Tab. 2.

? Vzhledem k velkému objemu ziskanych dat v metabolické studii latky K1277, nejsou uz vysledky
metabolickych studii latek tryptofanu a 6-chlortakrinu dale rozvadény v této diplomové praci.
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Parametr metody Hodnota

Délka metody 15 minut

Priutok MF 0,35 ml/min

Typ eluce Gradientova eluce
SloZeni mobilnich fazi MFA=H,0 + 0,1%FA

MFB=ACN + 0,1%FA

Teplota kolonového termostatu 27 °C

Teplota autosampleru 10 °C

Objem nastriku Sul

Kolona Kinetex C18, 150x3mm;2.6um;100 A
Detektor UV-VIS a Q Exactive Plus

Tab. 2: Parametry nastaveni HPLC metody

Pro vSechny LC-MS/MS analyzy byla zvolena 15minutova analytickd metoda
s vyuzitim gradientové eluce: 0-1,5 min 5% MFB, 1,5-9,5 min 1-100% MFB
linearne, 9,5 - 11,5 min 100% MF B, 11,5 min 5% MFB skokem, 11,5 — 15,0 min 5 %
MFB. VSechny vzorky v této studii byly analyzovany 3x a v radmci kvantifikace byly
pocitany pro vysledné koncentrace aritmetické praméry. Gradientovy profil je
zndzornén na Obr. 17. Tato metoda byla ovéfena v jinych studiich biotransformace
a pro tuto diplomovou praci jiz nebyla nijak ménéna ani optimalizovana (Nepovimova

et al. 2015)

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14 15

Cas [min]
Obr. 17. Elucni gradientovy program, ktery byl pouzit behem LC-MS/MS analyz
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Nastaveni hmotnostniho spektrometru pro identifikaci metabolita latky K1277

bylo provedeno nésledujicim zplisobem zobrazenym v Tab. 3.

Parametr metody Hodnota ‘

Prutok stiniciho plynu (sheath gas) 50

Prutok pomocného plynu (auxilary gas) 13

Prutok rozptylového plynu (sweep gas) 3

Napéti sprejovaci kapilary v MS+ médu 3,5 kV

Teplota sprejovaci kapilary 300 °C
Teplota pomocného plynu 300 °C
Nastaveni S-lens 50
Pocet mikroscanii 1
Maximalni nastiikovy ¢as 200 ms

Kontrola automatického zisku (AGC) 3e6

Normalizovana Kkolizni energie NCE 35

RozliSeni ve Full MS 70000

Tab. 3: Parametry nastaveni MS

5.43 VYHODNOCOVANI VYSLEDKU

Parentni latka a jeji metabolity byly po inkubaci analyzovany na piistroji LC-
MS/MS. Vysledky byly vyhodnocovany pomoci programti Chromeleon a X - calibur.
Z dat ziskanych pomoci téchto programi byly vytvoreny chromatogramy, fragmentacni
spektra, kalibracni kiivky i grafy izotopovych obalek.

Kvalitativni vyhodnocovani vysledki

Urceni chemické struktury neznamych metaboliti a fragmentd vzniklych béhem
MS/MS analyz patii mezi nejnarocnéjsi ukoly této prace. VSechny navrzené struktury
jsou tedy jen hypotetickymi moznostmi, které bude dale nutné prokazat separaci
jednotlivych latek a jejich analyzou napf. pomoci NMR nebo rentgenostrukturni

analyzou. Zakladnim vychodiskem pro ndvrh chemickych struktur byla podrobna
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analyza a interpretace fragmentacniho spektra parentni latky K1277, jejiz struktura byla
potvrzena pomoci NMR. S pomoci programu Mass Frontier bylo postupné
identifikovano ptes 10 fragmentd latky K1277, kde k potvrzeni chemické struktury
slouzila ptedev§im shoda teoretického a experimentdlniho m/z v rozsahu + 0,001, dale
dobrd, vizualn¢ stanovend, shoda mezi teoretickou a experimentalni izotopovou obalkou
daného iontu. Vyznamnou pomoci pfi identifikaci fragmentli znamé chemické struktury
byly predev§sim algoritmy S$tépeni chemickych vazeb a jejich reorganizace
implementované v programu Mass Frontier.

Na zaklad¢ znalosti struktur fragmenti parentni latky i fragmentd produktovych
iontll parentni latky po metabolismu byly dale odhadovany hypotetické struktury
metabolitd. V programu X-calibur byly predikovany sumarni vzorce jednotlivych iontt
na zéklad¢ predpokladu, které chemické prvky by mohly dané ionty vytvaret (napiiklad
H, C, N, O, CI). Pritomnost dalSich prvka ve zkoumanych iontech béhem LC-MS/MS
analyzy metabolickych produkti latky KI1277 se nedala ocekavat. Pomiickou
pro odhadnuti pfitomnosti atomu chloru v iontu byla téz jeho charakteristicka izotopova
obalka (Suelter et al. 1990). Pro posouzeni struktury ¢i metabolické zmény byly dale
vypocitany rozdily v hodnotdch m/z pro parentni latku a nalezené ionty metabolith
ve Full MS. Napiiklad zvyseni m/z o 8,000 v molekule s dvojndsobnym kladnym
nabojem znamend s vysokou pravdépodobnosti pfipojeni atomu kysliku. Podobnych
jednoduchych empirickych pravidel 1ze vytvofit a aplikovat celou fadu (Holcapek et al.
2008). Ptesnou polohu strukturni obmény, o které se liSila hodnota m/z metabolitu
a parentni latky, jsme predikovali na zdkladé¢ struktur jednotlivych fragmentt
z fragmentacnich spekter metabolitl a na zdklad¢ predikce sumarnich vzorct pomoci
programil.

Struktury metaboliti jsme opét potvrzovali shodou izotopové obalky, shodou
hodnoty m/z 1 sumarniho vzorce experimentalné naméfeného metabolitu a predikované
struktury. Protoze LC-MS pracuje s vysokou ptesnosti, poklddali jsme za shodné
vSechny struktury liSici se maximaln€ o jednu tisicinu m/z. Po zjisténi pravdépodobné
struktury metabolitu, byly fragmenty metabolitu porovnany také s predikci fragmentu

daného metabolitu programem Mass Frontier.
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Kvantitativni vyhodnocovani vysledki

Cilem kvantitativni analyzy bylo pfedevsim urcit, jaké mnozstvi latky K1277 se
béhem metabolickych experimentl rozlozilo. Ke kvantitativnimu vyhodnocovani dat
z LC-MS/MS jsme pouzili metodu vnéjsiho standardu, kterd byla zaloZena na analyze 7
uroviiové kalibra¢ni série roztokt latky K1277 v rozsahu koncentraci od 0,5 puM
do 100 uM. Kazda kalibra¢ni hladina byla analyzovana tiikrat. U vSech experimenti
byla proméfena kalibrac¢ni zavislost koncentrace zkoumané latky na plose pod pikem
v XIC. Z rovnice pfimky x = a + be, kde a ptfedstavuje koncentraci vzorku, b smérnici
kalibra¢ni pifimky a ¢ hodnotu plochy pod pikem, bylo vypocitino mnoZzstvi
metabolisované latky. Linearita kalibrace byla hodnocena koeficientem determinace.

Zpracovani dat a kvantifikace bylo provedeno automaticky v programu X-calibur.
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6. VYSLEDKY
6.1 KVALITATIVNI ANALYZA

6.1.1 PARENTNI LATKA K1277

Nejprve byla provedena LC-MS/MS analyza samotné parentni struktury K1277,
a to metodami Full MS/AIF a Full MS/ddMS?. KaZzdou zkoumanou latku, a tedy i latku
K1277 1ze na LC-MS/MS charakterizovat pomoci chromatogramu (Obr. 18), izotopové
obalky (Obr. 19) a fragmenta¢niho spektra (Obr. 20).

1.60E+09 +

iz

i
[ 3]
L
=]
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1.40E+09 -
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Obr. 18: Extrahovany iontovy chromatogram (XIC) parentni latky K1277 odpovidajici rozmezi
m/z= 259,637 - 259,638. KI1277 eluuje v retencnim case 6,51 minut.
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Obr. 19: Charakteristickd izotopova obdlka parentni latky K1277 ([M+2H]*") stanovend
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Obr. 20: Fragmentacni spektrum parentni latky K1277 s vyznacenymi nejintenzivnejsimi

fragmenty (NCE= 35).
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V dalsim kroku jsme se zamétili na rozbor fragmentl parentni struktury,
které jsme urCovali na zékladé¢ fragmentaéniho spektra zFull MS/AIF, predikce
sumarniho vzorce fragmentli v programu X-calibur a pomoci programu Mass frontier.
Hypotetické fragmenty parentni latky lze vidét na Obr. 21. a 22, kde jsou Cervenou
barvou naznacena pravdépodobnd mista Stépeni pivodnich vazeb. Data z Full

MS/ddMS2 poskytla v tomto piipad€ naprosto stejné informace jako Full MS/AIF.
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HN Cl N
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—
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e S N
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Obr. 21: Mapa struktur 11 hypotetickych fragmentii parentni latky K1277 odvozenych od casti
molekuly s 6-chlortakrinem. Pod jednotlivymi vzorci je porovndana vypocitana (vyp.) a
experimentalné stanovenda (exp.) hodnota m/z.
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Obr. 22: Prehled hypotetickych struktur fragmentii latky K1277 odvozenych od casti molekuly
s tryptofanem a vypocitané a experimentalné stanovené hodnoty m/z.
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6.1.2 METABOLITY LATKY K1277

Metabolity latky K1277 byly zkoumany v nékolika riznych experimentech,
znichz hlavni tfi experimenty uvedené vtéto diplomové praci budou dale
okomentovany v diskuzi. V pfehledu vysledkii se zaméfim pouze na vysledky
stanovené metodou s 24hodinovou inkubaci latky K1277 s HLM, a to z toho diivodu, ze
se metoda 24hodinové inkubace jevi zhlediska poskytnutych vysledki jako
nejvhodnéjsi k provedeni metabolické studie latky K1277, a to ze vSech provedenych
experimenti. Pfi této metod¢ bylo na hmotnostnim spektrometru zaznamenano nékolik
metaboliti (Obr. 23) s klesajici plochou pod pikem v tomto potadi: M1 (100 %), M2
(18,29 %), M3 (11,94 %), M4 (10,43 %), M5 (3,37 %). Dva metabolity eluuji s niz§Sim
retenénim ¢asem ve srovnani s parentni latkou a to v ¢ase 5,85 min. (M2) a v Case 6,41
min. (M4). Naopak s vy$sim retencnim Casem oproti parentni latce eluuji metabolity

M1; M3 a M5: 6,70; 7,49 a 7,91 min.
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Obr. 23: Prelozené extrahované iontové chromatogramy (XIC) parentni latky a jejich
metaboliti. M1, M2, M3, M4, M5po 24hodinové inkubaci v prostiedi HLM.
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Piitomnost téchto metaboliti dokazuje porovnani TIC chromatogramu latky
K1277 po 24hodinové inkubaci s HLM blankového vzorku, v kterych nebyla latka
K1277 ptitomna (Obr. 24).
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Obr. 24: Prelozene TIC chromatogramy metabolisovaného vzorku KI1277 (Cervené znacené) a
vzorku obsahujici pouze medium a samotné HLM (znacené modre)

Piehled struktur hypotetickych metaboliti urcenych postupem zminénym
v kapitole Vyhodnocovani vysledkt (5.4.3), vypocitanych hodnot cLog P a cLog D

pii pH 7,4 (MarvinSketch 15.12.7.0), experimentalné stanovenych hodnot m/z a ndboju
jeuveden v Tab. 4 a na Obr. 25.

Oznaceni cLogP cLogD  Retencni m/z Naboj Rozdil
metabolitu ¢as [min] mezi m/z
parentni

latky a

metabolitu

M1 5,23 0,39 6,70 265,63770 +2 12,000
M2 4,20 0,64 5,85 166,59804 +2 186,078
M3 6,28 1,45 7,49 313,15607 +2 107,038

M4 4,50 0,33 6,41 267,63507 +2 16,000

M5 6,16 4,34 7,91 263,62195 +2 8,000
K1277 5,42 3,98 6,51 259,63794 +2 0

Tab. 4: Prehled metabolitu s uvedenim jejich chromatografickych charakteristik.
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Obr. 25: Prehled hypotetickych struktur metabolitii latky K1277 s vyznacenim strukturni
obmeény a vypocitanymi i experimentdlnimi hodnotami m/z.
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METABOLIT M1

Metabolit M1 s m/z 265,63760 a ndbojem +2 eluuje v ¢ase 6,70 min a je nejvice
zastoupenym metabolitem parentni latky K1277 (Obr. 26). Na zékladé€ zjisténi struktur
nejintenzivngjSich fragmenti z fragmentaniho spektra (Obr. 28) jsme nastinili
hypotetickou strukturu tohoto metabolitu. Pfehled struktury metabolitu a jeho fragmentt
lze vidét na Obr. 29 a 30. Pro kontrolu jsme porovnali i izotopické zastoupeni
predikovaného metabolitu s experimentadlné naméfenym. Izotopova obalka stanovena

experimentalné je zobrazena na Obr. 27.
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Obr. 26: XIC nejintenzivnéjsiho metabolitu M1 odpovidajici rozmezi m/z = 265,637 -265,638,
s retencnim casem 6,70 minuty.
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Obr. 27: Charakteristicka izotopova obdlka metabolitu M1 zjisténa experimentdlné.
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Obr. 28: Fragmentacni spektrum metabolitu M1 s vyznacenymi nejintenzivnéjsimi ionty.
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Obr. 29: Prehled hypotetickych struktur fragmentit metabolitu M1 odvozenych od struktury 6-
chlortakrinu a vypocitané i experimentalné stanovené hodnoty m/z jednotlivych fragmentii i
samotného metabolitu M1.
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Obr. 30: Prehled hypotetickych struktur fragmentii metabolitu 1 odvozenych od tryptofanu.
Obrazek soucasné udavd i hodnoty poméru hmoty a naboje z vypocitanych i experimentalnich
dat.
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METABOLIT M2

Na Obr. 31 je zndzornén chromatogram metabolitu M2, z kterého 1ze vycist jeho
m/z 166,598, ndboj +2 a retencni Cas, ktery je 5,85 minuty. Jedna se tedy o polarné;si
metabolit nez je parentni struktura. Dle jeho fragmentacniho spektra (Obr. 33) jsme
identifikovali jednotlivé fragmenty a pokusili se odhadnout i hypotetickou chemickou
strukturu metabolitu (Obr. 34). Ta byla potvrzena shodou poméru hmoty a naboje m/z
a shodnym predikovanym 1 experimentdlnim izotopickym slozenim navrzenych

fragmentti (Obr. 32)
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Obr. 31: Extrahovany iontovy chromatogram (XIC) metabolitu M2 odpovidajici rozmezi
m/z = 166,598-166,599. Metabolit se objevuje v retencnim case 5,85 minuty.
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Obr. 32: Charakteristicka izotopova obalka metabolitu M2 stanovena experimentalné.
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Obr. 33: Fragmentacni spektrum metabolitu M2 s vyznacenymi nejintenzivnéjsimi fragmenty.
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Obr. 34: Prehled hypotetickych struktur fragmentit metabolitu M2.
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METABOLIT M3

I u tietiho metabolitu byl hodnocen jeho iontovy chromatogram XIC (Obr. 35),
fragmentacni spektrum (Obr. 37) a izotopické zastoupeni v porovnani s predikovanymi
hodnotami (Obr. 36). Na zaklad¢ vyse zminénych parametri byla uréena ptedpokladana
struktura metabolitu M3, kterou lze nalézt na Obr. 38 a 39. Na téchto obrazcich jsou

také vyobrazeny struktury jednotlivych fragmentt.
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Obr. 35: Extrahovany iontovy chromatogram (XIC) metabolitu M3 odpovidajici rozmezi
m/z = 313,156 - 313,157. Metabolit eluuje v retencnim case 7,49 minuty.
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Obr. 36: Charakteristicka izotopova obalka metabolitu M3, s vyznacenymi jednotlivymi izotopy
a jejich intenzitami.
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Obr. 37: Graf znazoriujici vSechny fragmenty vzniklé fragmentaci metabolitu M3. U
nejintenzivnéjsich fragmentii je zaznamendano také jejich m/z
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Obr. 38: Znazornéni hypotetickych struktur fragmentii metabolitu M3 odvozenych od
tryptofanove casti se zobrazenim hodnot jejich experimentalné stanovenych m/z v porovnani
s predikovanymi.
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Obr. 39: Zaznam hypotetickych struktur fragmentii metabolitu 3 od chlortakrinové casti a jejich
m/z.
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METABOLIT M4

Obdobné¢ jako u predchozich metabolitl byly zjistény charakteristiky metabolitu
M4 v podobé iontového chromatogramu (Obr. 40), izotopové obalky (Obr. 41)
a fragmentacniho spektra (Obr. 42). Na zakladé téchto parametri byly urceny

hypotetické struktury fragmentt i samotného metabolitu, které 1ze vidét na Obr. 43 a 44.
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Obr. 40: Extrahovany iontovy chromatogram (XIC) metabolitu M4 odpovidajici rozmezi
m/z = 267,635 - 267,636. Metabolit eluuje v retencnim case 6,41 minuty. V chromatogramu lze
spatrit dalsi piky, které svédci o moznosti jinych izomerii stejného sumdarniho vzorce a m/z.
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Obr. 42: Fragmentacni spektrum metabolitu M4 se zvyraznénymi hlavnimi fragmenty

Obr. 41: Charakteristicka izotopova obalka metabolitu M4.
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Obr. 43: Prehled hypotetickych struktur fragmentii metabolitu M4 odvozenych od tryptofanu
s jejich m/z.
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Obr. 44: Hypotetické struktury fragmentii metabolitu M4 odvozené od chlortakrinu s uvedenymi
vypocitanymi i experimentdlnimi hodnotami m/z.
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METABOLIT M5

Metabolit M5 je méné polarnim metabolitem latky K1277, eluuje az v ¢ase 7,91
minuty (Obr. 45). Dle jeho fragmentacniho spektra (Obr. 47) a jejich izotopického
zastoupeni (Obr. 46) byly stanoveny hypotetické struktury fragmentd. Spolu

se strukturou metabolitu jsou zndzornény na Obr. 48 a 49.
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Obr. 45: XIC metabolitu M5 odpovidajici rozmezi m/z = 263,621 - 263,622. Metabolit eluuje
v retencnim case 7,91 minuty.
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Obr. 46: Charakteristicka izotopova obalka metabolitu M5 stanovena experimentalné.
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Obr. 47: Fragmentacni spektrum metabolitu M5 s nejintenzivnéjsimi fragmenty a uvedenim

Jejich m/z.

79



_CH,

*NH”
+
X HN" CH,
Z A
NH;* Cl N
m/z (vyp.): 245,08400 ~Z
XX m/z (exp.): 245,08432 Cl N
> m/z (vyp.): 259,09965
cl N m/z (exp.): 259,09964
m/z (Vvyp.): 233,08400
m/z (exp.): 233,08394
N
+ v
. E HN
e VaVvay DS
H,N .
(6] CH
N N /\/ 2
Ao~ NH HN
HN 3= _ MS ~
X Cl N miz (vyp.): 263,62205 X
m/z (exp.): 263,62195 _
pZ Cl N
Cl N
m/z (vyp.): 273,11530
m/z (vyp.): 332,18880 m/z (exp.): 273,11496
m/z (exp.): 332,18863
NN p
HN CH, /\/\/CH7
2 HN 2
X
X
—
Cl N ) Z
m/z (vyp.): 315,16225 c N
m/z (exp.): 315,16202 m/z (vyp.): 301,14668

m/z (exp.): 301,14633

Obr. 48: Znazorneni fragmentii metabolitu M5 s vyznacenim jejich poméru hmoty a naboje.
Porovnani experimentalnich a vypocitanych hodnot.
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Obr. 49: Znazorneni fragmentii metabolitu M5 s vyznacenim jejich pomeru hmoty a ndboje.
Porovnani experimentalnich a vypocitanych hodnot.
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6.2 KVANTITATIVNI ANALYZA

Kvantitativni analyza v této diplomové praci byla provedena metodou externiho
standardu neboli kalibrac¢ni pfimky. Zavislost odezvy detektoru MS na koncentraci
poskytla moznost kvantifikovat procentudlni ubytek parentni latky a nepfimo téz
odhadnout mnozZstvi vzniklych metabolitd. Kalibraéni zavislost pro latku K1277,

stanovenou pro 6¢lennou kalibracni sérii, 1ze vidét na Obr. 50.
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Obr. 50: Kalibracni primka zavislosti plochy pod pikem na koncentraci parentni latky K1277
vytvorena na zakladé udajii z hmotnostniho spektrometru. V horni casti grafu je vygenerovdna
rovnice primky a korelacni koeficient udavajici miru linearity.

Metabolicky experiment s 24hodinovou inkubaci byl proveden s rozdilnymi médii
a ve tfech riznych koncentracich. LC-MS/MS analyza byla provedena pro kazdy vzorek
3x a ze stanovenych hodnot koncentraci latky K1277 byl vypocitan aritmeticky pramér.
Ubytek latky K1277 v jednotlivych médiich a pii tfech rtiznych koncentracich shrnuje
Tab. 5.
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Nominalni konc. latky Konc. K1277 v pufru po  Konc. latky K1277 v H,O

K1277 pred biotransformaci [pM] po biotransformaci [pM]
biotransformaci [pM]

2,5 (100 %) 0,624:£0,003 (25 %) 2,006+0,274 (80 %)
10,0 (100 %) 3,3280,067 (33 %) 8,437+0,837 (84 %)
50,0 (100 %) 32,498+1,435 (65 %) 42,304+1,123 (85 %)

Tab. 5: Tabulka hodnot nomindlnich a priimérnych koncentraci pred a po 24hodinové inkubaci
latky K1277 s HLM se smérodatnymi odchylkami za pouZiti rozpoustédla vody nebo pufiu.

Kvantitativni pribéh biotransformace v zavislosti na koncentraci latky K1277 a

pouzitém médiu je také znazornén na Obr. 51.
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Vzorky o riznych koncentracich latky K1277

Obr. 51: Koncentrace latky K1277 ve vzorku pred a po biotransformaci ve dvou riiznych
meédiich.

Ve srovnani s metodou, pii které byla provedena 24hodinovéd inkubace latky
K1277 s HLM, produkovaly ostatni dvé metody s inkuba¢nimi ¢asy 1 hodina a 6 hodin
mnohem nizsi koncentrace metabolitl. V Tab. 6 je znazornéno procentualni zastoupeni
jednotlivych metabolitii, které bylo stanoveno porovndnim ploch pod pikem v XIC
daného metabolitu pro pfislusné inkubaéni casy, pficemZz plocha pod pikem
odpovidajici biotransformaci po 24 hodinach byla vzata jako zaklad (tj. 100%). Data
v Tab. 6 se vztahuji k experimentlim, kde bylo aplikovano 50 pl K1277 a fosfatovy pufr

jako medium.
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Metabolity Inkubace 1 hodina Inkubace 6 hodin  Inkubace 24 hod \

M1 0,049 % 0,22 % 100 %
M2 7,62 % 38,90 % 100 %
M3 1,88 % 21,35 % 100 %
M4 3,38 % 21,61 % 100 %
MS5 0 0 100 %

Tab. 6: Procentualni zastoupeni jednotlivych metabolitii pri kratsich dobach inkubace ve
srovnani s 24 hodinovou inkubaci.
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7. DISKUSE

vvvvvv

v ramci racionalniho vyvoje 1é¢iv rozhoduje o pouzitelnosti 1é¢iva v klinickych studiich,
a je tedy vramci preklinického hodnoceni 1é¢iv velmi dilezity (Shu et al. 2008).
Metabolickd studie v této diplomové praci byla provedena s vyuzitim lidskych jaternich
mikrosomt, které jsou podrobné charakterizovanym in vitro modelem biotransformace
1é¢iv s vybornou dostupnosti a relativné nizkou cenou. Piesto maji vSak také tadu
nevyhod, znichz ta nejmarkantnéj$i je obtiznost predikovat mnozstvi a strukturu
metabolitd vzniklych in vivo (Asha a Vidyavathi 2010). Jaterni mikrosomy jsou totiz
diky diferencidlni centrifugaci obohaceny pifevazné jen o cytochromy a UDP-
glukuronosyl transferazy, a chybi tak model vzajemné kompetice s dalSimi enzymy,
které jsou v kompletnim organismu pritomné. Vzhledem k absenci dalSich enzymu
v HLM nemusi byt odhaleny vSechny metabolity 1éCiva, coz mize zpisobit velké
rozdily vysledki kvantitativni i kvalitativni analyzy pro studie in vitro a in vivo.
K metabolismu latek pomoci HLM navic dochazi ve vys§i mife nez je tomu u in vivo
metabolismu nebo u jinych in vitro modelt jako jsou napiiklad jaterni fezy. Vysledky
této prace zalozené na in vitro metabolismu jsou tedy do jisté miry zjednodusené,
a nemohou byt povazovany za predikci metabolismu in vivo (Brandon 2004).

Vzhledem k tomu, Ze inkubacéni doby 1é€iv s mikrosomy se velmi ¢asto pohybuji
v intervalu mezi 0 — 120 minutami, byl metabolicky experiment nejprve proveden
inkubaci latky s HLM po dobu jedné hodiny (Foti a Fisher 2004, Nepovimova et al.
2015, Szultka-Mlynska a Buszewski 2016). Po jedné hodin€ inkubace byly
hmotnostnim detektorem zaznamendny metabolity M1, M2, M3 a M4 s velmi nizkou
koncentraci. Metabolit M5 nebyl zaznamenan s detekovatelnou intenzitou. Dobu
inkubace v dalSich experimentech jsme proto prodlouzili na 6 a 24 hodin. Metabolity
pii Sestihodinové inkubaci byly nékolikasetkrat intenzivnéjsi v porovnani s intenzitou
metaboliti po jednohodinové inkubaci. Vzhledem k nejvyssi intenzité metabolith
pfiinkubaci o délce 24 hodin, pi1 které byla intenzita u vétSiny metabolith
nékolikatisicetkrat vyssi oproti ptivodni jednohodinové metodé¢, jsme prave tuto metodu
zvolili jako optimalni a provedli pomoci ni kvalitativni i kvantitativni analyzu produkti
biotransformace. Podobné ¢asy inkubace byly zvoleny také napiiklad ve studii Xu et al.
2018. Ve studii Hutzler et al. 2015 se ale setkavame s nazorem, ze doba inkubace 1é¢iv

s HLM by méla byt limitovana na dobu jedné hodiny, nebot’ po del§im Case ztraci
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enzymy svou schopnost metabolisovat testovana léCiva. Z toho plyne naroc¢nost
vytvoreni metabolického piehledu pii této délce inkubace u 1éCiv, ktera podléha;ji
metabolismu nesnadno nebo pomalu, jak je tomu pravdépodobné i u latky K1277.
Ackoli byly do této doby vyvinuty moderni technologie, kterymi je mozné dobu
inkubace prodlouzit, je potfeba dalSich vyzkumu a studii, aby bylo dosazeno ideélni
extrapolace mezi in vitro a in vivo jaternim metabolismem (Hutzler et al. 2015).
Dle ¢lanku Jia a Liu 2007 je také mozné dobu inkubace prodlouzit, pokud je to
u nékterych 1é¢iv nutné, to vSak za soucasné paralelni kontroly aktivity enzymi
a kontroly lé¢iva, Ze nedochazi teplotnimi vlivy k jeho degradaci.

Dulezitou roli vtéto a obecné v kazdé jiné analytické metodice hraje metoda
upravy vzorku a nastaveni softwaru HPLC a MS neboli parametry metody, které jsme
nastavili dle Nepovimové et al. 2015, kde byly analyzovany metabolity prvni faze
biotransformace strukturné velmi podobného takrinového hybridu, jako je K1277.
Ackoli byla metoda upravy vzorku pievzata ze clanku Nepovimova et al. 2015, mizeme
se s obdobnym postupem upravy vzorku setkat i v jinych studiich, které vyuzivaji lidské
jaterni mikrosomy jako in vitro model jaterniho metabolismu (Asha a Vidyavathi 2010).
Vzhledem k tomu, Ze latka K1277 jesté nebyla dosud metabolicky zkoumdéna, vybrali
jsme osveédCenou metodu k prvnimu metabolickému screeningu. Jednalo se
o 15minutovou analytickou metodu s gradientovou eluci v pozitivnim moédu za vyuziti
kvadrupol-orbitrapového analyzatoru a hmotnostnich zdznama Full MS/AIF a Full
MS/dd-MS?. Tato analyticka metoda LC-MS/MS piestavuje standardni protokol
pro univerzalni analyzu malych, lipofilnich molekul s bazickymi dusiky na reverzni
stacionarni fazi typu C18 shmotnostné spektrometrickou detekci. Dals§i parametry
metody jsou shrnuty v Tab. 2 a v Tab. 3 (viz kapitola 5.4.2.). V této metod¢ byla pouzita
gradientova eluce z toho diivodu, aby doslo k separaci a eluci jak nepolarnich tak silné
polarnich molekul zkomplexni biologické matrice a aby byla analyza co nejkratsi
(Schellinger a Carr 2006). Vzhledem k piedpokladu kladného nabiti molekul metaboliti
jsme provedli analyzu v pozitivnim modu. Pro komplexni posouzeni metaboliti latky
K1277 by vsak bylo vhodné provést také analyzu v modu negativnim. Hmotnostni
analyzator kvadrupdl-orbitrapového typu, poprvé piedstaven v roce 2011, pfedstavuje
dle ¢lanku Kumar et al. 2013 vyhodnou kombinaci dvou analyzatori vedouci k zlepSeni
citlivosti a robustnosti metody i u vzorkd s velmi nizkou koncentraci studované latky
v komplexni matrici. Jako zdznamy hmotnostniho spektrometru jsme pouzili Full

MS/AIF a Full MS/dd-MS?, které rovndz piedstavuji standardni techniky
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pro hmotnostné spektrometrickou analyzu zamétenou na identifikaci latek. Data z obou
typi skenovani si v podstaté¢ odpovidala a slouzila ke kontrole spravného piifazeni
produktovych iontii k prekurzorovym iontim. Oba tyto typy skenovani se s vyhodou
vyuzivaji u metabolickych studii, oba ale také maji fadu nedostatkti. Vyhodou rezimu
Full MS/dd-MS? oproti rezimu Full MS/AIF je, Ze zaznamenava hmoty m/z, které maji
pfimou souvislost s fragmentaci matefského iontu, nevyhodou pak riziko vynechéni
nékterého iontu nebo veliké mnozstvi analyzovanych iontl, které nemusi mit
se zkoumanym iontem souvislost (Castro-Perez 2007).

Po optimalizaci doby inkubace HLM a KI1277 byla provedena kvalitativni
1 kvantitativni ¢ast metabolické studie. Zaméfim-li se nejdiive na kvalitativni ¢ast, bylo
hmotnostnim spektrometrem zaznamendno 5 pomérné intenzivnich metabolith latky
K1277 (. M1, M2, M3, M4 a MS5) po 24hodinové inkubaci s HLM. Téchto 5 latek
nebylo v kontrolnich vzorcich s HLM bez latky K1277 pomoci LC-MS/MS odhaleno.
Dva ztéchto metaboliti (M2 a M4) byly zaznamenany s reten¢nimi ¢asy niZSimi
v porovnani s reten¢nim casem parentni latky K1277, a biotransformaci tak vznikly vice
polarni metabolity. Tyto polarnéjsi metabolity byly vzhledem k prvni f4zi metabolismu
1é¢iv a enzymatickém obsahu HLM predikovatelné a vznikly za G€elem ochrany tkéni
arychlé exkrece 1éCiva z organismu (Yang et al. 1998). Po 24hodinové inkubaci latky
K1277 s HLM vznikly také tii neptedpoklddané a zaroven méné polarni metabolity
v porovnani s parentni latkou. Dva z nich, metabolit M1 s nejvyssi intenzitou ve spektru
a metabolit M5 snejniz8i intenzitou ve spektru, vznikly pravdépodobné cyklizaci
za premosténi péticlenného tryptofanového jadra v poloze 2 a a-uhliku methylenovym
mustkem. O této chemické zméné svéd¢i jednak vySsi molekulovda hmotnost téchto
metaboliti ve srovnani s parentni latkou, a dale pak charakter jejich fragmentacnich
spekter. Cyklizace nepatii mezi typické reakce prvni faze metabolismu 1éCiv, setkat
se s ni mizeme ale naptiklad také u metabolitd tri-o-cresyl fosfatu (Eto et al. 1962).
U metabolitu M3 se setkdvame s navazanim nové struktury do polohy B tryptofanového
fetézce. Tyto tfi posledni prekvapivé metabolické preménény se vymykaji béZnym
schématickym piedstavam o biotransformaci I. faze, a lze je spekulativné interpretovat
jako duasledek komplexnich biochemickych reakci mezi parentni strukturou K1277,
mikrosomalnimi enzymy, metabolity a dalSimi chemickymi latkami pfitomnymi
v mikrosomalnim médiu. Pfi porovnéni rozdilu mezi m/z parentni latky a m/z metabolitu

s hmotami neutralnich ztrat, které 1ze vycist napiiklad v publikaci Levsen et al. 2005, se
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u vysSe zminénych metaboliti nejedna o konjugaci s zadnou z béznych endogennich
molekul, se kterymi se mizeme setkat pii tvorbé metabolith druhé faze.

Struktura metabolitu M1 byla ve full MS charakterizovand m/z = 265,637
(IM+2H]*), které se lisi od m/z = 259,637 parentni struktury o 6,000 jednotek m/z,
coz pii celkovém naboji molekuly +2 odpovida prirGstku 12,000, tedy piesné m/z atomu
uhliku. Spektrum produktovych iontli zaznamenanych pro m/z = 265,637 obsahovalo
majoritni ionty m/z = 144,080, m/z = 233,083 a m/z= 358,167. Mén¢ intenzivni
produktové ionty m/z = 154,065, m/z = 171,091 a m/z = 181,076 naznacuji, ze atom
uhliku pribyl v tryptofanové ¢&asti latky K1277 (Obr. 30). Z dalsiho studia
fragmentacnich spekter a srovnavacich analyz fragmentl tryptofanové c¢asti latky
K1277 a metabolitu M1 je pravdépodobné, ze pii biotransformaci v mikrosomalnim
prostiedi mohlo dojit k methylaci za vzniku péti¢lenného cyklu spojujiciho uhlikovy
atom v poloze 2 indolylu a uhlikovy atom a sousedici s karbonylem amidické skupiny.
Ackoli je retencni ¢as metabolitu M1 vyssi (6,70 min) nez reten¢ni Cas parentni latky
K1277 (6,51 min), a tim tedy potvrzena vyssi lipofilita M1 ve srovnani s K1277, neni
v tomto okamziku jasné, jak k methylaci pfesné za téchto experimentalnich podminek
dochazi a ktery izomer M1 pfi biotransformaci skute¢né vznika.

Metabolit M2 byl ve Full MS charakterizovan m/z = 166,598 [M+2H]*"), coz se
od parentni struktury pii naboji +2 lisi o 186,078 jednotek. Tento rozdil mulze
predstavovat odstépenou tryptofanovou cast bez aminové skupiny. Metabolitem je tedy
pravdépodobné skelet 6-chlortakrinu substituovany alifatickym fetézcem s primarni
aminovou skupinou na jeho konci. Tuto strukturu doklddaji i zaznamenané produktové
ionty ve fragmentacnim spektru, které vychazi pouze ztéto casti 6-chlortakrinové
struktury (Obr. 34). Byla identifikovana fada produktovych iontd od m/z = 233,084
samotného 6-chlortakrinu az po m/z = 332,188 jednonasobné nabitého metabolitu M2
vzdy srozdilem pfirGstku m/z odpovidajicimu jedné methylové skuping. V tomto
pfipadé se tedy jednd o hydrolyzu parentni struktury K1277 v mist¢ amidové vazby
za vzniku kyseliny a primarniho aminu. Hydrolyticka reakce patii mezi zakladni reakce
I. faze biotransformace 1é¢iv (Clementi a Fumagali 2012, Lee et al. 1996). Retencni Cas
tohoto metabolitu 5,85 min. je vzhledem k vyss8i polarit¢ molekuly niZ§i ve srovnani
s parentni latkou. Struktura uvolnéné aminokyseliny byla na chromatogramu
zaznamenana pouze ve stopovém mnozstvi. Pravdépodobné se tak stalo z ditvodt nizké
stability tryptofanu v systému HLM po 24hodinové inkubaci. Usuzuji tak 1 z faktu,
ze pti metabolismu samotné struktury tryptofanu po 24hodinové inkubaci s HLM,
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ktera také byla provedena, bylo témér celé mnozstvi zmetabolisovano a koncentrace
po biotransformaci byla téméf nulova. Pravdépodobné doslo k modifikaci tryptofanu
na reaktivni produkty, které mohly reagovat s latkou K1277 za vzniku neobvyklych
metaboliti charakterizovanych inserci CH skupiny, anilinového zbytku ¢i zacyklenim
molekuly.

Metabolit M3 poskytl protonovanou molekulu [M+2H]*" o m/z = 313,156.
Identifikace v tomto pfipadé¢ byla velmi komplikovani, nebot rozdil hodnot m/z
metabolitu od parentni struktury ¢inil 107,038 jednotek a latka se navic eluovala
s vy$8im retencnim Casem 7,49 min oproti reten¢nimu Casu parentni latky 6,51 min.
naznaCujici jeho vyssi lipofilitu. Majoritnimi produktovymi ionty byly ionty
sm/z = 156,080, m/z = 233,084, m/z = 332,188, m/z = 358,167. Z téchto produktovych
iontll nebylo mozné usuzovat na zadnou obménu parentni struktury spadajici mezi
béZné metabolické zmény I. f4ze biotransformace. AZ pii dal§sim a podrobnéjSim studiu
fragmentacnich spekter a odhaleni produktovych ionti o m/z = 221,107, m/z = 266,128
am/z =375,217 a po provedeni srovnavacich analyz fragmenta tryptofanové ¢asti latky
K1277 a metabolitu M3 se ndm podatilo navrhnout chemickou strukturu s hodnotou
m/z=1313,156, kterd svymi chromatografickymi vlastnostmi odpovidd vlastnostem
metabolitu M3. K odhaleni chemické struktury M3 dopomohly i produktové ionty
takrinové ¢asti molekuly, u kterych nebyla zaznamendna zadna obména. U tohoto
metabolitu se tak pravdépodobné jedna o modifikaci parentni struktury navazanim
anilinového fragmentu a hydroxyskupiny do  polohy tryptofanového fetézce. Troufam
si fici, ze jde o velmi netradi¢ni obménu parentni struktury v prvni fazi metabolismu
a pravdépodobné kni doSlo vlivem komplexniho plsobeni latek ve vzorku
s mikrosomalnim prostiedim. Nelze vyloucit ani moznost kontaminace struktury
molekulou jiz fragmentovanou v pfedchozim kroku.

Protonovand molekula metabolitu M4 [M+2H]* byla ve Full MS
charakterizovana m/z= 267,635 a v porovnani s m/z parentni struktury se tak lisi
0 8,000 jednotek, které pti nabiti molekuly +2 predstavuji 16,000 jednotek. Z vyse
uvedenych informaci a z vygenerovaného sumarniho vzorce metabolitu je tedy mozné
uvazovat o obsahu atomu kysliku oproti parentni latce. Naznacuje tomu 1 vyssi polarita
metabolitu oproti parentni latce, nebot’ jeho retencni ¢as 6,41 min. je niz8i nez retencni
Cas parentni struktury. Metabolit M4 byl spekulativné oznacen jako hydroxylovana
latka K1277. Z produktovych iontl o m/z = 146,060, m/z = 160,075, m/z = 187,086

am/z = 203,081 a vzhledem k absenci produktovych iontl s navdzanym hydroxylem
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v takrinové ¢asti molekuly, 1ze usuzovat na vazbu hydroxylu v poloze B-tryptofanového
fetézce. Analyzou fragmenta¢niho spektra metabolitu M4 byla nalezena kompletni fada
homologickych  fragmentl  6-chlortakrinu s alkylovou skupinou navazanou
na aminoskupiné v poloze 9. Hydroxy skupina byla odhalena ve fragmentech
odpovidajicich tryptofanové ¢asti latky K1277. Hydroxylace parentni latky je Castou
reakci prvni fize biotransformace spadajici mezi reakce oxida¢ni (Clementi a Fumagali
2012, Lee et al. 1996).

Porovnam-li hydroxylaci metabolitu M4 se zndmymi metabolity samotné
struktury takrinu, lze si povSimnout jiného mista navazani hydroxylu. U takrinu byl
nejintenzivngj$im metabolitem zaznamendn metabolit s hydroxylovou skupinou
v poloze 1 na aromatickém jadie. Vzhledem k reaktivit€¢ metabolitli s hydroxylovanym
jadrem a jejich toxicité pro organismus byla u latky K1277 zvolena jako strukturni
zaklad molekula 6-chlortakrinu, kterd stericky brani navazani hydroxylu do téchto poloh
(Patocka et al. 2008). Pravdépodobné z tohoto divodu doslo u metabolitu M4 latky
K1277 k navazani hydroxylu do spojovaciho fetézce, a nikoli na aromatické jadro.
Analogicky probéhla hydroxylace u hybridu 6-chlortakrin-trolox (Nepovimova et al.
2015). Lze proto konstatovat, Zze 6-chlortakrinovy zbytek je vici biotransformaci
v mikrosomalnim prostiedi pomérn¢ stabilni a chemickym zménam podléhaji spiSe jiné
¢asti molekul takrinovych hybridu.

Metabolit M5 v protonované form& [M+2H]*" byl charakterizovan ve full MS
hodnotou m/z = 263,621. Pfi porovnani s parentni latkou je patrny rozdil 4,000 jednotek
a vzhledem k néaboji +2 celkovy rozdil 8,000 jednotek. Z tohoto a opét i z divodu vetsi
lipofility metabolitu M5 oproti parentni latce, nebot’ reten¢ni ¢as metabolitu je 7,91 min,
bylo rovnéz komplikované tuto strukturu identifikovat. Na zadkladn¢ produktovych iontl
z tryptofanové casti o m/z = 167,060; m/z = 169,676 a m/z = 240,113 lze predpokladat
inserci CH skupiny a zacykleni molekuly v poloze 2 indolového skeletu a primarni
aromatické skupiny v poloze a -tryptofanového fetézce.

Co se tyCe metabolismu tryptofanové casti molekuly, nebyly u latky K1277
pozorovany zadné destruktivni zmény indolového skeletu v porovnani se znalostmi
o0 in vivo metabolismu tryptofanu (Palego et al. 2016).

Vsechny produktové ionty fragmentacnich spekter byly porovnany
s produktovymi ionty predikovanymi programem Mass frontier, ktery se bézn¢ pouziva
a ktery byl ke stejnému ucelu pouzit také pii analyze metabolitl potencidlniho léc¢iva

v1écbé obezity (Edlund a Baranczewski 2004). K potvrzeni vSech navrZenych
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chemickych struktur metaboliti by vsak bylo nutné jednotlivé metabolity separovat
a stanovit jejich strukturu pomoci analytickych identifika¢nich metod, jako je NMR
nebo rentgenostrukturni analyza (Kruk et al. 2017, Musilova a Gratz 2011). Vzhledem
k tomu, ze vySe zminéné metabolity nemaji prozatim své autentické standardy, nelze
jejich identitu potvrdit srovnanim chromatografickych podminek (jako je retenéni Cas,
hmota metabolitu a hmota jeho produktovych iontil) zjisténého metabolitu s pravym
standardem, jak se stimto postupem identifikace metabolith miizeme setkat u jinych
studii (Bartikova et al. 2012, Hroch et al. 2012, Link 2007).

Vramci kvantitativni analyzy bylo prokdzano, ze se latka pomérné malo
metabolisuje po jednohodinové i Sestihodinové inkubaci s HLM, a Ize z toho usuzovat
na jeji relativné vysokou stabilitu (Hutzler et al. 2015). K hodnoceni byla vyuzita
metoda vnéjsiho standardu za pomoci kalibra¢ni kiivky. Korela¢ni koeficient udavajici
miru linearity byl vypocitdn zudaji vygenerovanych hmotnostnim spektrometrem.
Hodnota koeficientu determinace byla stanovena na hodnotu R? = 0,9965. Na zakladg
kalibra¢ni rovnice doslo k piepoctu jednotlivych koncentraci parentni latky
po biotransformaci s HLM a k porovndni s vychozimi koncentracemi latky K1277
pred biotransformaci (Tab. 5). Lze si povSimnout rovnéz rozdilu biotransformace
na zdklad¢ zvoleného média pro rozpousténi. V ptipadé pufru byla biotransformace
latky intenzivngj$i v porovnani s rozpusSténim latky ve vode€. V pfipadé piivodni
koncentrace latky K1277 2,5 uM rozpusténé ve vodé Cinil ubytek latky K1277 neboli
jeji zmetabolisované mnozstvi po 24hodinové inkubaci 20 % ptvodni koncentrace.
V porovnéani s latkou metabolisovanou s HLM po rozpusténi v pufru byl ubytek
pfiblizné¢ 3x vys§i. U hodnoty pivodni koncentrace 10,0 uM predstavoval ubytek
metabolisované latky rozpusténé ve vode témét 16 %. V porovnani s metabolisovanou
latkou rozpusténou v pufru byl ubytek opét vyssi asi 4x. U pavodni koncentrace 50 uM
bylo metodou kalibraéni pfimky vypocitané mnoZstvi zmetabolisované latky
po rozpusténi ve vodé priblizné 15 % plvodni koncentrace. V porovnani s latkou

rozpusténou v pufru je mnozstvi metabolisované latky piiblizné polovicni.
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8. ZAVER

Studie provedend vramci této diplomové prace =zahrnovala provedeni
metabolického experimentu s latkou K1277 v prosttedi HLM a nasledné stanoveni
vzniklych  metabolith  pomoci  vysokou¢inné kapalinové chromatografie a
vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie. Latka K1277, strukturni hybrid lé¢iva
takrinu a aminokyseliny tryptofanu, ptredstavuje potencialni 1écivo AD. Jednd se o
dosud nepublikovanou, novou chemickou entitu, a tato prace predkladd neznamé
metabolické vlastnosti této latky. Primarni problematikou, kterou bylo nutné se zabyvat,
bylo provedeni metabolického experimentu s HLM. Ukazalo se, ze hlavnim faktorem,
ktery podporuje vznik metabolit, je doba inkubace. Bylo zjisténo, Ze latka K1277
podléhd biotransformaci s HLM po 24 hodindch v porovnani s kontrolnimi vzorky,
které obsahovaly pouze HLM, pomérné pomalu. Metabolické experimenty provedené
po dobu 1 a 6 hodin pii teploté 37 °C a za podpory tfepani poskytly pouze stopy
metabolitl, které bylo obtizn€¢ pomoci LC-MS/MS analyzovat. Dalsi studovanou
problematikou byla chemicka stranka biotransformace 1. faze latky K1277. Studie
nastinuje 5 hypotetickych struktur nejintenzivngjSich metabolitti v TIC chromatogramu.
Ze strukturnich obmén bylo mozné pozorovat cyklizaci v pripadé metabolitu M1 a M5,
navazani zcela nové struktury anilinu u metabolitu M3, hydroxylaci u metabolitu M4 a
hydrolyzu amidové vazby u metabolitu M2. Pro potvrzeni téchto struktur by bylo nutné
dale provést dodateéné analyzy popiipad¢ separaci metaboliti a NMR. Soucasné se
vramei této prace kvantifikovalo mnozstvi zmetabolisované K1277 po inkubaci
s HLM, které¢ cinilo u latky rozpusténé ve vode piiblizné¢ 15-20% ptvodni

koncentrace. Pii rozpusténi latky v pufru byl Gbytek zpravidla 2 - 4 x vétsi.

Zaveérem lze tedy fici, ze na zakladé této studie latka K1277 poskytuje velmi
zajimavé metabolity a jeji dalSi aplikace naptiklad v in vivo experimentech muze byt
spojena s riiznymi biologickymi efekty, ackoli neni zatim jasné, zda se bude jednat o
efekty priznivé ¢i nikoliv. V ramci této diplomové prace se tak podafilo naplnit vSechny
vytyCené cile uvedené v kapitole Cil prace a vysledky budou vyuzity k planovani

dalSich experimentt in vivo.
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