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Seznam zkratek a symbolu

BP-14 — oznaceni testované latky

C4 — HPLC kolona s reverzni fazi Cs

Ci1s— HPLC kolona s reverzni fazi Cis

CE - kolizni energie

CXP — potencial na vystupu kolizni cely

CYP — cytochrom P450

DMSO - dimethylsulfoxid

DP — deklasterizacni potencial

IS — interni standard

LL —léciva latka

MS — hmotnostni spektrometrie

NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat redukovana forma
NADP - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

RF — RapidFire

RH — substrat

ROH — monooxygenovana Ci hydroxylovana molekula substratu
RPM — jednotka ota¢ky za minutu (revolution per minute)

TL — testovana latka

UMTM — Ustav molekularni a translaéni mediciny



Uvod

VSechna potencialni |éCiva musi pfed uvedenim na trh projit nékolika fazemi
testovani. Vyvoj délime na preklinické a klinické testovani. Na poc¢atku procesu
mize stat i nékolik tisic latek, z nichz na trh jsou uvedeny 2-3. K vyraznému
selektovani vhodnych latek je vhodny preklinicky screening — k minimalizaci

finan¢nich nakladd na dalSi faze vyzkumu.

Mezi tyto latky se fadi i roskovitin a jeho derivat s oznacenim BP-14. Obé
latky jsou potencialnimi protinadorovymi Ié€Civy. Roskovitin je jiz zafazen do prvni
faze klinickych testd v USA. V mé praci slouzi jako kontrolni a porovnavaci bod.
BP-14 je nové syntetizovana latka na bazi roskovitinu s pfedpokladem lepSich

vlastnosti nez jeho pfedchddce.

Cilem bakalarské prace bylo predevSim seznameni se s problematikou
metabolismu |éCiv se zamé&fenim na cytochromy P450 (CYP) a dale s principem
zakladnich farmakologickych testl a jejich nasledna aplikace v klinické praxi pfi

testovani vybranych latek, roskovitinu a BP-14.



TEORETICKA CAST
1 Metabolismus lécCiv

Obecné plati, Ze po podani léCiva, je ucinna latka absorbovana a nasledné
distribuovana do celého téla krevnim obéhem (Anzenbacher et Anzenbacherova,
2012). Casto je také lé8ivo metabolizovano a nakonec dochazi k jeho vyloudeni

z téla.

Metabolismus xenobiotik (exogennich latek), tedy i 1€Civ, je zprostfedkovan
za pomoci biotransformaénich enzymu. Jedna se o jeden z hlavnich mechanismu
zachovani homeostazy organismu pfi vystaveni malym cizim molekulam
(Parkinson, 2001). Na biotransformaci léCiv se podili cela fada enzymu s Sirokou
substratovou specifitou. Tyto enzymy se podileji nejen na metabolismu fady
exogennich latek, kromé IéCiv, také ethanolu, acetonu, primyslovych chemikalii,
rostlinnych latek, ale také se ¢ast téchto enzymu podili i na syntéze a metabolismu
endogennich latek, pfedevSim steroidnich hormonu, vitamind A a D, bilirubinu,

Zlu€ovych nebo mastnych kyselin.

VSeobecné proces biotransformace sestava z faze | a faze Il, které mohou
nasledovat po sobé, neni to ale pravidlem (Zanger, 2012). Nékteré latky jsou
metabolizovany pouze v reakcich faze | nebo faze IlI, nebo dokonce v opacném
pofadi. Latka ve fazi | prochazi oxidacné redukénimi reakcemi, které jsou
katalyzovany hlavné monooxygenasami, a také hydrolytickymi reakcemi, které
odhaluji existujici funk&ni skupiny anebo do struktury IéCiva zavadéji nové polarni
funkCni skupiny. Reakce prvni faze maji tedy dvoji u€inek — odhaluji ¢i vnaseji
funkéni hydrofilni skupinu do molekuly patentniho |&Civa a pfipadné pfipravuiji latky
na reakce faze Il. Ve fazi Il latka prochazi konjugaénimi reakcemi, které pridavaji
cukr, sulfat, acetylové nebo methylové skupiny na polarni funkéni skupiny na
molekule substratu. Novy hydrofilni metabolit je nasledné vylouen z buriky

a exkretovan z téla.

Enzymy zajiStujici biotransformaci jsou rozSifené po celém téle, u obratlovcu
je nejvétsi zastoupeni v jatrech (Parkinson, 2001). Dale je mizeme najit v kizi,

plicich, ledvinach ¢i gastrointestinalnim traktu a mnoha dalSich.
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2 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) jsou velkou skupinou enzymovych protein(, které ve své
struktufe obsahuji hem. Gen pro tvorbu CYP je velmi stary a objevil se jiz pfed
vyvinem eukaryot, proto ho Ize najit v obrovské Skale organism, od bakterii az po
Clovéka (Nelson, 1996). Své oznaceni (P450) ziskaly diky neobvyklému silnému

absorpcnimu maximu pfi 450 nm vinové délky (Klingenberg, 1958).

Cytochromy P450 byly poprvé objeveny M. Klingebergem v roce 1954
béhem studia metabolismu steroidnich hormonu, kdy vyextrahoval novy protein
z jaternich bunék (McDonell et Dang, 2013). AZ o deset let pozdéji byla objevena

jejich funkce a vyznam pfi katalyze metabolismu I€Civ.

Nadrodina cytochroml P450 je oznacovana jako CYP, nasleduje arabska
Cislice, ktera oznacuje rodinu (napf. CYP2) (Anzenbacher et Anzenbacherova,
2001). Toto cCislo muze naznacovat funkci enzymu nebo mulze byt selektovano
nahodné. Pokud je nutno enzymy spadajici do dané rodiny rozdélit dale, je pouzito
pismeno a jednotlivé enzymy v podrodiné oznaCeny opét arabskou Cislici, ktera

oznacuje jeden konkrétni enzym (napf. CYP2C19).

CYP2C19

Cytochrom P450 T
Rodina

Podrodina

Konkrétni
enzym

V lidském genomu bylo identifikovano 57 aktivnich gentd pro CYP
(Ingelman-Sundberg et Sim, 2010). Enzymy zafazené do rodin 1 — 3 se ucastni
zejména detoxifikace exogennich latek, kdezto enzymy v rodinach 4 — 51 se

nejvice uplatiuji pfi metabolismu endogennich latek.
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Obr. 1: Zobrazeni podilu jednotlivych forem CYP na metabolismu Ié€iv, zpracovano dle:

Zuber, 2002

Systémem CYP jsou katalyzovany oxidaéni reakce prvni faze
biotransformace xenobiotik, coz jsou nejbéznéjSi reakce probihajici v této fazi
(McDonell et Dang, 2013). CYP jsou kliCovymi enzymy hydroxylace IéCiv

a steroidu.

Reakce shrnujici proces, na kterém se CYP podileji, mize byt popsana
nasledovné (Rendic et Di Carlo, 1997):

RH + NADPH + H* + O2 — ROH + NADP* + H20

Reakce se uc€astni zdroj elektront (redukovany NADPH), substrat (RH), molekula
kysliku. Produkty jsou oxidovany NADP+ kofaktor, voda a monooxygenovana di

hydroxylovana molekula substratu (ROH).

Katalyticky cyklus CYP se sklada z nékolika krokl a je znazornén na
Obr. 1 (Guengerich, 2012). Prvnim krokem je navazani substratu (RH), které byva
velmi rychlé. Ve druhém kroku dochazi kredukci iontu Fe** zabudovaného
v proteinu na Fe?* za ucasti NADPH-P450 reduktazy a k navazani kysliku (tfeti
krok). Produkt této reakce je velmi podobny oxyhemoglobinu, ale je v této formé
velmi nestabilni. Ve ¢tvrtém kroku je do komplexu P450 FeO22* vpraven dalSi
elektron pomoci NADPH-P450 reduktazy. Dale dochazi k zabudovani kysliku,
navazaného na zeleznaty iont, do substratu. Sedmy az devaty krok zobrazuje
proces uvolnéni produktu (ROH) z CYP a regeneraci cyklu.

12
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Obr. 2: Obecny princip katalyzy za pomoci CYP (Guengerich, 2012)

2.1 CYP1A2

Tento enzym se nachazi zejména v jatrech a mezi jeho substraty patfi latky na
bazi aromatickych aminu, polycyklickych uhlovodikd. Mezi xenobiotika, ktera jsou
pfednostné metabolizovana timto enzymem, patfi antipyretika acetaminofen
a fenacetin, dale kofein, klozapin, tacrin a teofilin. Néktera xenobiotika mohou byt
metabolizovana soucasné vice CYP enzymy (Anzenbacher et Anzenbacherova,
2001).

2.2 CYP2C9 aCYP2C19

Skupina enzymU CYP2C zahrnuje Ctyfi konkrétni enzymy: CYP2C8, 2C9, 2C10
a 2C19 (Anzenbacher et Anzenbacherova, 2001). Enzym CYP2C8 je v souvislosti
s metabolismem |éCiv méné vyznamny, jelikozZ jeho substraty jsou pouze warfarin,
tretionin a taxol. Naopak enzymy CYP2C9 a 2C19 metabolizuji velké mnozstvi
[&Civ.

Enzymy CYP2C9 a 2C10 jsou si strukturné i specifitou velmi podobné,
proto se Casto predpoklada jejich spolecna funkce (Anzenbacher et
Anzenbacherova, 2001). Typickymi substraty jsou nesteroidni protizanétliva Iéciva
a hypoglykemika.

13



Mezi typické substraty enzymu CYP2C19 patfi neutralni nebo mirné bazicke,

slabé lipofilni latky jako napfiklad diazepam, omeprazol Cci

(Anzenbacher et Anzenbacherova, 2001).

(S)-mefenytoin
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3 ADME metody

Absorpcni, distribu¢ni, metabolické a exkre¢ni vlastnosti chemické slouceniny,
tedy i potencidlniho IéCiva, jsou zasadnimi faktory pfi odhadu jejiho
farmakokinetického (PK) chovani a moznosti vzniku mezilékovych interakci
(Wu et al., 2012). Optimalizace téchto vlastnosti vede ke snizeni nakladd na
vyzkum, filtraci nevhodnych kandidati z fady potencialnich IéCiv a pfipadné
snizeni poctu pokusnych zvifat pfi naslednych in vivo testech. V poslednich letech
byly ADME metody charakterizujici zakladni farmakokinetické vlastnosti [éCiv
zafazeny v modernim vyzkumu [é€iv jako nedilna soucast pfi preklinickém vybéru

kandidatl pro postup do klinického testovani.

3.1 Absorpce

LécCiva latka ve formé lécivého pfipravku mize byt do téla podana peroralné
(IéCivo je absorbovano pres travici trakt) nebo parenteralné (IéCivo pres travici
trakt neprochazi). Parenteralni podani zahrnuje napfiklad intraven6zni nebo

topickou aplikaci.

Pfi absorpci léCiva dochazi k pfesunu I|éCivé latky z mista podani do
krevniho obéhu. Jeji u€innost a nasledna rychlost nastupu ucinku léCiva je
ovlivnéna zpusobem aplikace l|éCiva do organismu. Pro absorpci v prostfedi
organismu je dulezita zejména lipofilita a acidobazické vlastnosti latky, s rostouci
lipofilitou roste prostupnost bunécnych membran pro I€civo a tim se i zvySuje jeho
biologicka dostupnost (Lin et Lu, 1997). Z hlediska metabolismu 1€Civ, pfedevSim
z pohledu na oxida¢né-redukéni reakce katalyzované CYP, je také nutno u IéCiv
podavanych peroralné brat v ivahu first-pass efekt neboli efekt prvniho prichodu
jatry (Pond et Tozer, 1984). Pfi tomto efektu dochazi k vyznamnému snizeni
koncentrace léCiva v plazmé pruchodu jatry nasledujicim po vstiebani |éCiva
z gastrointestinalniho traktu diky metabolické preméné jaternimi oxidacne-

redukcnimi enzymy.
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3.2 Distribuce

Distribuci rozumime transport latek krevnim fec€istém ke tkanim. V plazmé dochazi
k vazebnym interakcim [éCiv s proteiny, zejména s albuminem anebo kyselym
al-glykoproteinem. Pouze volna frakce Ié€Civa je zodpovédna za farmakologicky
ucinek a vazana frakce tedy slouzi jako jakasi doCasna ,zasobarna“ léCiva

VvV organismu.

PFi souCasném podani dvou IéCiv mUze dochazet k mezilékovym interakcim
na urovni distribuce, kdy dochazi ke kompetici pfi vazbé na plazmatické bilkoviny.
V pfipadé, Ze jedna latka vytlaci z vazby na plazmaticky protein druhou, dojde ke
zvySeni koncentrace volné frakce “postizeného” léCiva a s tim muze byt spojena
zvySena toxicita a vysSi vyskyt nezadoucich u€inku.

Vazba na plazmatické bilkoviny je pfimo zavisla na lipofilité latky, tedy ¢im
je latka vic lipofilni, tim se vice vaze na proteiny a tim vySsi je mira distribuce do
riznych tkani (Lin et Lu, 1997). Mezi latky s vysokou vazebnosti na plazmatické
proteiny patfi napfiklad warfarin, u néhoz i malé zvySeni volné frakce IéCiva vede

k vyskytu krvacivych stavu.

Kromé navazani léc¢iva na plazmatické bilkoviny mize dochazet v plazmé
k rozpadu slouCenin. V pfipadé I|éCiv s nizkou stabilitou v plazmé, dochazi
k rychlému sniZzeni acinné koncentrace v krvi. Slou€eniny obsahujici funk&ni
skupiny, jako jsou estery, amidy, karbamidy, sulfonamidy, laktony, laktamy
a peptidicka mimetika, jsou vice nachylné k hydrolytickému rozpadu (Di et al.,
2005).

3.3 Metabolismus

Proces biotransformace, na jejimz konci stoji zpravidla hydrofilnéjSi metabolity,
Casto vede ke ztraté farmakologického ucinku IéCiva (Zanger, 2012). Nékdy vsak
parentni latka. Ztoho duvodu je nutné vyvazit pozitivni a negativni efekty
pfitomnosti 1éCiva v organismu zajisténim konstantni plazmatické koncentrace

v rozmezi terapeutického okna pro dané |écivo.
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Obr. 3: Vymezeni terapeutického okna v zavislosti koncentrace 1é€ivé latky (LL) na Case

pusobeni, pfelozeno (Zanger, 2012)

Jednim ze dvou hlavnich ADME testu je stabilita latek v pfitomnosti
izolovanych hepatocyti nebo mikrosomalni frakce (Wu et al., 2012). Stabilita
v mikrosomech je kliCovym kritériem pro postup latky do in vivo testovani, jelikoz
vice stabilni slou¢enina bude pravdépodobné mit delSi biologicky poloCas anebo

nizsi clearance pfi PK studiich na zvifatech.

DalSi testy sleduiji vliv testovanych latek na rtizné lidské cytochromy P450,
zejména sledovani jejich mozného inhibi¢éniho uc€inku anebo jejich indukéniho

ucinku na CYP metabolizujici 1€Civa.
3.3.1 Indukce ainhibice CYP

Mnoho I|€Civ i jinych exogennich latek pfi prichodu jatry interaguje s CYP enzymy
a v dusledku toho Casto dochazi ke zvySeni nebo snizeni katalytické aktivity
nékterého CYP enzymu. Interakce xenobiotik s CYP délime na dva typy: indukce
a inhibice. Pfi sou€asném podani takto interagujicich latek dochazi k zpravidla
nezadoucim mezilékovym interakcim na urovni metabolismu. Pfehled nékterych

induktord a inhibitort CYP je uveden v tab. 1.

Jednim z typickych induktord CYP (formy CYP2E1) je ethanol (Seitz et
Mueller, 2012). Bylo prokazano, ze chronicka konzumace i malych davek (40 g /
den) ethanolu béhem kratké doby (1 tyden) vede k signifikantni indukci CYP2EA1.

Indukce CYP2E1 nastava i pfi hladovéni nebo obesité.

Z divodu indukce této formy enzymu je zrychleno odbouravani ethanolu,

ale pripadné i jinych latek, které jsou stejnym enzymem metabolizovany. Muze

17



pak dochazet ke zvySeni produkce toxickych metabolitd. Toto bylo pozorovano

napfiklad u paracetamolu. (Roberts et al. 1995, Lee et al. 1996).

Metabolismus muaze byt inhibovan nejen IéCivy, ale také latkami, které se
bézné vyskytuji v potravé (Guengerich, 1992). Typickym pfikladem je bergamotin
a nékteré jeho derivaty, vyskytujici se v grapefruitovém dzusu, které jsou
vyznamnymi inhibitory CYP3A4 (Kousalova et al., 2003). Pokud je inhibovan
metabolismus [éCiva, pak dochazi ke zvySeni jeho koncentrace v plazmé, coz

muze mit za nasledek vyskyt nezadoucich ucinku.

Inhibice metabolismu je jednim z hlavnich ddvodd vzniku mezilékovych
interakci (Lin et Lu, 1997). Je znamo nékolik mechanismu( inhibice: kompetice
o katalytické misto, nekompetitivni inhibice, sebevrazedné zni€eni enzymu Cci

kompetice o kofaktory. Z téchto je nejCastéjSi kompetitivni inhibice.

Tab. 1: Priklady nékterych induktord a inhibitord CYP

CYP Induktor Inhibitor

1A1 koufeni 7,8-benzoflavon, ellipticin

1A2 koufeni, brukvovita zelenina 7,8-benzoflavon
2C8, 9,10 rifampicin, barbituraty sulfafenazol

2E1 ethanol disulfiram

3A4 rifampicin, barbituraty gestoden, naringenin

Prelozeno a upraveno dle: Guengerich, 2012

Vroce 2014 byla vytvofena databaze (Transformer database -
http://bioinformatics.charite.de/transformer 18. 4. 2015) obsahujici informace
o vSech fazich biotransformace pro 3000 IéCiv a vice jak 350 latek, vyskytujicich
se v potravé, a bylin, které jsou katalyzovany vice nez 400 enzymy. (Hoffmann et
al., 2014). Za pomoci metody ,text mining® bylo objeveno celkem 100 000
interakci. Databaze obsahuje i 3D struktury 200 souvisejicich proteint. Databaze
umoznuje vyhledani léCiva se zobrazenim znamych interakci s enzymy prvni
i druhé faze biotransformace. Pro kazdou interakci jsou poskytnuty pfislusné

reference pro PubMed.

3.4 Exkrece

Pouze nékolik malo IéCiv je vylouCeno z téla v nepozménéné formé bez zadné

metabolické degradace v moc€i nebo vykalech (Hoffmann et al., 2014).
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Jak jiz bylo zminéno, téméf kazdé I|éCivo je metabolizovano a poté je
metabolitl a ostatnich endogennich latek ledvinami za pomoci glomerularni
filtrace, pasivni zpétné difuze, aktivni tubularni sekrece a aktivni tubularni

reabsorpce.

Latky mohou byt vylouCeny za pomoci jater, kdy se poté dostavaji do Zluce,

stfev a jsou vylouc€eny stolici.

Plicemi se zorganismu vyluCuji tékavé latky bez ohledu na to, jakym
zpusobem byly do organismu dopraveny. Rychlost eliminace plicemi zavisi na
rychlosti exspirace a prokrveni plic.

MenSinové mize byt 1éCivo vylou€eno slinami &i potem. Zvlastnim pfipadem je

prechod léciva &i jeho metabolitll pfes placentu, nebo do matefského miéka.
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4 Roskovitin a jeho derivaty

Nadorové buriky nejsou ovlivnény pfirozenou kontrolou bunétného cyklu
a ziskavaji potencial neomezené proliferovat (Wesierska-Gadek et al., 2009). Toto
mize byt mimo jiné zplsobeno ztratou nebo deaktivaci endogennich inhibitort
cyklin-dependentnich kinaz (CDK). K vyrovnani tohoto deficitu se nabizi pouziti
farmakologickych inhibitord CDK klécbé rakoviny. Mezi tyto latky se fadi

| roskovitin a nékteré jeho derivaty.

Jednou ztestovanych latek s potencialnimi protinadorovymi ucinky je
roskovitin, coZ je latka se purinovym zakladem se tfemi subtituenty na pozicich 2,
6, a 9. Roskovitin se ukazal byt t€innym inhibitorem nékolika typt CDK (CDK 1, 2,
5, 7 a 9) (Khalil et al., 2015). P¥i testovani na bunécnych kulturach (napf. MCF-7
prsni nebo HelLa cervikalni rakovinné buriky) vedlo jeho podani k akumulaci bunék
v G2/M pFfechodu bunécného cyklu a v nékterych liniich indukoval apoptézu.
Roskovitin byl pod generickym nazvem Seliciclib testovan v nékolika klinickych

testech faze | a Il biofarmaceutickou spolec¢nosti Cyclacel Pharmaceuticals Inc.

Uspéch roskovitinu vedl k syntéze jemu podobnych latek s vylepsenymi
ucinky ¢i vlastnostmi (Jorda, Paruch et Krystof, 2012). Syntéza novych latek mize
byt na zakladé optimalizace substituentl purinu, zménou poctu a pozic dusikid na
zakladnim skeletu molekuly ¢i kombinaci obou vySe uvedenych zpusobl. Mnoho
nové syntetizovanych latek odvozenych od roskovitinu ma az stonasobné vyssi
inhibujici ucinky na CDK. Zaménou substituentl na zakladnim skeletu vzniklo
velké mnozstvi strukturalné rozmanitych CDK inhibitord v nékterych pfipadech se

zlepSenymi biochemickymi i biologickymi vlastnostmi.

Zameénou primarni hydroxylové skupiny v postrannim fetézci roskovitinu za
aminoskupinu nebo jeji zména na sekundarni &i tercialni hydroxy skupinu,
zabranila pfeméné derivatl na kyselinu roskovitinovou, coz jeden z nejhlavnéjsich
metabolitl roskovitinu, bohuzel ale nenese Zzadny farmakologicky ucinek
(Zatloukal et al., 2013).

Mezi derivaty roskovitinu tedy fadime i druhou testovanou latku BP-14.
Latka byla syntetizovana v Laboratofi rustovych regulatort v Olomouci. Latka BP-

14 se ukazala jako velmi potentni cytotoxicka (bez ziskani rezistence) pro HHC
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tkanové kultury specifickou inhibici CDK 1, 2, 5, 7 a 9 (Haider, Grubinger et
Rezni¢kova, 2013). Také byla schopna akumulovat bufiky v G2/M a S/G2 fazi

bunécného cyklu. Celkové vykazuje vysSi potencial nez roskovitin.

Struktury obou latek jsou zobrazeny na obrazku 4a a 4b.

UG _cH, N
CHs >/ / \ /4 \
NHT//N N o L s
)
N N/ N N~ I N\>
HO NH ‘ |
NHJ\\N N
a) b)

Obr. 4: Struktury testovanych latek a) roskovitin b) BP-14
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5 RapidFire 300

Analyza vzorkl byla provedena pomoci pfistroje RapidFire 300 s naslednou

detekci hmotnostnim spektrometrem. Pfistroj, ktery je umistén na Ustavu

molekularni a translacni mediciny, je zachycen na obrazku 5.

Obr. 5: RapidFire systém, UMTM, fotografie pofizena 22. 4. 2015

U technologie RapidFire dochazi ke snizovani ¢asu potfebného pro analyzu
(Agilent Technologies, 2011). Kazdy vzorek je zpracovan béhem Sesti az deseti
sekund, coz zajistuje mnohem rychlejSi propustnost nez pfi pouziti tradiCnich
metod zaloZenych na MS. RapidFire technologie kombinuje rychlou online extrakci
na pevné fazi s pfimym nastfikem na hmotnostni spektrometr. RapidFire systém je
CasteCné oprostén od potfeby predbézné pripravy vzorku, jelikoz je vzorek
aplikovan na extrakéni kolonu pfimo z mikrotitracni destiCky. K analyze je
zapotiebi pouze 5 krokl: nasati vzorku, nastfik na extrakéni kolonu, promyti

kolony, eluce a vstfik do MS a poslednim krokem je regenerace kolony.
Soucasti pristroje je 6-ti mistny méni¢ kolon pro automatizované
zpracovani. ZmenS3eni kolon pracujicich na principu extrakce na pevné fazi

spole¢né s automatizaci podavace mikrotitraCich desti¢ek a nastfikl vzorkl vede

k urychleni prace ve farmakologické laboratofi.
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EXPERIMENTALNI CAST
6 Laboratorni pomucky a chemikalie

6.1 Biologicky material

Smésné lidské jaterni mikrosomy 20mg/ml (Gibco®, LifeTechnologies, Ceska
republika)

Lidska plasma citratova (Sigma Aldrich, CR)

6.2 Chemikalie

- cytokininové derivaty roskovitin a BP-14 pro experimenty (darovano Laboratofi
ristovych regulator(i, prof. Miroslav Strnad, Pfirodovédecka fakulta, Univerzita
Palackého)

- markerové substraty CYP: mefenytoin, tacrin hydrochlorid (SantaCruz Biotech,

Némecko)

- metabolity markerovych substratt CYP: S-hydroxymefenytoin, OH-tacrine

(SantaCruz Biotech, Némecko)

- interni standardy: S-methoxymefenytoin, bucetin (Sigma Aldrich, Ceska

republika)

- chemikalie pro pfipravu pufri: dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma Aldrich,
Ceska republika), kyselina fosforeéna, chlorid sodny, hydroxid draselny (Sigma
Aldrich, Ceska republika)

- methanol, kyselina octova, acetonitril (Sigma Aldrich, CR) pro pfipravii mobilnich
fazi

- NADPH generujici systém: nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, isocitrat, siran
hofeé&naty, isocitrat dehydrogenasa (Sigma Aldrich, CR)

- dimethylsulfoxid pro rozpousténi cytokininovych derivati (Sigma Aldrich, CR)

23



6.3 Laboratorni pomtcky

- automatické pipety o objemu: 0,1 — 2,5 ul; 0,5 — 10 pl; 2 -20 pl; 10 — 100 pl; 20 —
200 pl; 100 — 1000 pl, 1 - 5 ml (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

- pipetovaci Spi¢ky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
- mikrozkumavky(Eppendorf, Hamburg, Némecko)

- parafilm (BEMIS, USA)

- ELISA desti¢ky (Merck&Millipore, CR)

- sklené&né vialky (Labicom, CR)
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7 Laboratorni pristroje

- analytické vahy (Shoeller Instruments s r. 0., CR)
- mini tfepacka laboratorni MS 3A Basic (IKA, USA)
- centrifuga (Hanil Science Industrial, Korea)
typ rotoru: A1.5S-24 (Hanil Science Industrial, Korea)
- termoblok (MS major science, Taiwan)
- RapidFire (Agilent Technologies, Lexington, USA)

- tfepacka Thermo-shaker TS-100C (Biosan, Litva)
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8 Pouzité metody

8.1 Mikrosomalni stabilita

Pro stanoveni mikrosomalni stability testovanych latek, roskovitinu a BP-14, byla
vyuzita metoda inkubace latek v pfitomnosti lidskych mikrosomu. Jaterni
mikrosomy jsou subcelularni frakce endoplazmatického retikula obsahujici

membranové proteiny, které se podileji na metabolismu IéCivych latek.

Stabilita v mikrosomech byla sledovana v prabéhu €asu po 0, 15, 30 a 60
minutach inkubace pfi 37 °C. Vzorek, kde byla reakce zastavena v ¢ase 0 minut,
byl pouZit pro stanoveni 100% detekované koncentrace testované latky (kontrolni

hodnota).

Testované latky ze zasobniho 25 mM roztoku v dimethylsulfoxidu byly
nafedény ve fosfatovém pufru a 100% metanolu (v poméru 3:1) na 2,5mM roztok,

ktery byl dale nafedén na pracovni roztok o koncentraci 10 pmol.I"t.

Vzorky s jaternimi mikrosomy, NADPH generujicim systémem a testovanou
latkou vzdy o stejné koncentraci byly v pufru inkubovany po dany ¢as. Po uplynuti
doby inkubace byly reakce zastaveny, proteiny vroztoku srazeny 100%
acetonitrilem s obsahem 0,1 % kyseliny mravenci a byl pfidan interni standard. Po
centrifugaci (14 000 rpm, 10 min, 4°C) byla stanovena koncentrace parentni
testované latky v supernatantu s pomoci systému RF-MS. Vzorky byly

pfipravovany v duplikatech.

Vystup z RF-MS byl vyhodnocen softwarem RapidFire Integrator
a zpracovan v programu Excel (Microsoft Office). Na osu x byl vynesen cas
v minutach a na osu y relativni hodnoty koncentrace zbylé testované latky

Vv procentech.
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Tab. 2: Shrnuti slozek a krok( stanoveni mikrosomalni stability a podminky pro analyzu

Mikrosomalni stabilita Podminky pro analyzu
Objem reakéni smési: 200 pl Extrakéni faze: C18
Pufr: 50 mM KH2POg4, pH = 7,4 Mobilni faze A: 0,1% HCOOH:ACN (95:5)
Lidské jaterni
mikrosomy: 0,1 mg proteinu v RS Mobilni faze B: 0,1% HCOOH:ACN (5:95)
NADPH generujici
systém: 4 pmol Eluce: 100% mobilni faze B
Pratok mobilni
Preinkubace 5 min, 37°C faze: 0,4 ml/min

TL - roskovitin nebo
BP-14: 1 umol.I*

Inkubace 0, 15, 30 a 60 min, 37°C Objem nastfiku: 10 pl
Zastaveni reakce: 100% ACN + 0,1% HCOOH Detekce: hmotnostni spektrometrie
IS - latka opacna k TL: 0,5 ymol.I*
Centrifugace 14000 rpm, 10 min, 4°C
Pro analyzu bylo odebrano 200 ul supernatantu

8.2 Stabilita v plazmé

Pro stanoveni stability roskovitinu a BP-14 v plasmé byla pouzita metoda inkubace

latek v lidské 100 % plazmé.

Stabilita v plazmé byla sledovana v priubéhu ¢asu po 0, 15, 30 a 60
minutach inkubace pfi 37 °C. Vzorek, kde byla reakce zastavena v ¢ase 0 minut,
byl pouzit jako kontrolni vzorek, kde byla stanovena koncentrace testované latky
povazovana za 100 %, tj. pokles koncentrace testované latky byl v tomto pfipadé

povazovan za nulovy.

Testované latky ze zasobniho 25 mM roztoku v DMSO byly nafedény
v PBS pufru a 100% methanolu (v poméru 3:1) na 250uM roztok, ktery byl dale

nafedén na pracovni roztok o koncentraci 20 pmol.I2.

Testované latky byly v plazmé inkubovany po dany ¢as. Po uplynuti doby
inkubace byly reakce zastaveny, proteiny v roztoku srazeny 100% acetonitrilem
s obsahem 0,1 % kyseliny mravenci a byl pfidan interni standard. Po centrifugaci
(14 000 rpm, 10 min, 4°C) byla stanovena koncentrace parentni testované latky

s pomoci systému RF-MS. Vzorky byly pfipravovany v duplikatech.

Vzorky byly analyzovany a vysledky zpracovany stejnym zplsobem jako pfi

stanoveni mikrosomalni stability. Na osu x byly vyneseny hodnoty €asu inkubace
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v minutach a na osu y relativni hodnoty koncentrace zbylé testované latky

v procentech.

Tab. 3: Shrnuti slozek a kroku stanoveni stability v plazmé a podminky pro analyzu

Stabilita v plazmé Podminky pro analyzu
Objem reakéni smési: 300 pl Extrakéni faze: C18
Plazma: 100% Mobilni faze A: 0,1% HCOOH : ACN (95:5)
TL - roskovitin nebo BP-
14: 6 ymol.It Mobilni faze B: 0,1% HCOOH : ACN (5:95)
Inkubace 0, 15, 30 a 60 min, 37°C Eluce: 100% mobilni faze B
100% ACN + 0,1%
Zastaveni reakce: HCOOH Priitok mobilni faze: 0,4 ml/min
IS - latka opacna k TL: 3 umol.I*
Centrifugace 14000 rpm, 10 min, 4°C Objem nastfiku: 10pl
Pro analyzu bylo odebrano 200 ul supernatantu Detekce: hmotnostni spektrometrie

8.3 Vazba na plazmatické bilkoviny

Stanoveni vazby na plazmatické proteiny probéhlo za pomoci RED (Rapid
Equilibrium Dialysis) testu (LifeTechnologies, CR), ktery je zaloZen na principu
dialyzy. Inserty pro tento test se skladaji ze dvou komurek oddélenych dialyzaéni
membranou. Do komurky R byl umistén roztok testované latky v 50% anebo 100%
plazmé, do komurky W PBS pufr. Testované latky byly nafedény stejnym
zpUsobem jako pro stabilitu v plazmé, pracovni roztok mél koncentraci 10umol.I.

Koncentrace testované latky byla v plazmé 2 pmol.I"t.

Latky v komurkach byly inkubovany pfi 37°C za stalého tfepani po dobu
2 hodin. Po inkubaci byly stejné objemy roztokd pfeneseny do mikrozkumavek.
K roztoku pufru bylo pfidano stejné mnozstvi plazmy a k roztoku testované latky
byl pfidan pufr. Do obou roztokl bylo pfidano srazeci Cinidlo (100% ACN / 0,1%
HCOOH). Do vzorku byl taktéz pfidan interni standard. Po centrifugaci
(14000 rpm, 10 min, 4°C) byla zjisténa koncentrace testované latky
v supernatantu s pomoci systému RF-MS. Vzorky byly pfipravovany opét

v duplikatech.

Vzorky byly analyzovany pomoci RapidFire technologie a na zakladé
koncentraci zméfenych v rozdilnych komlrkach bylo vypoditano, kolik procent
latky se navazalo na plasmatické bilkoviny a jaké mnozstvi latky tvofilo volnou,
tedy nevazanou frakci. Pro vypocet volné frakce testované latky byl vyuzit vzorec

Z Www.cyprotex.com.

28



fu=1 (PC—PF)
u= PC

http://www.cyprotex.com/admepk/protein_binding/plasma-protein-binding,
4.5. 2015

fu — nevazana frakce
PC — koncentrace TL v Cervené komarce (s plazmou)

PF — koncentrace TL v bilé komarce (pufr)

Tab. 4: Shrnuti sloZzek a krok( stanoveni vazby na plazmatické bilkoviny a podminky pro analyzu

Vazba na plazmatické bilkoviny Podminky pro analyzu
Objem reakéni smési v 200 yl Extrakéni faze: C18
¢ervené komurce: Mobilni faze A: 0,1% HCOOH : ACN (95:5)
Objem reakéni smési v 350 ul Mobilni faze B: 0,1% HCOOH : ACN (5:95)
bilé komdarce:
Eluce: 100% mobilni faze B
Pritok mobilni
Plazma: 100% anebo 50% faze: 0,4ml/min
Pufr: PBS Objem nastfiku: 10pl
TL - roskovitin nebo
BP-14: 2 ymol.I* Detekce: hmotnostni spektrometrie

Inkubace 120 min, 37°C, tfepani 250 rpm orbitalné
100% ACN + 0,1%
Zastaveni reakce: HCOOH
IS - latka opadna k TL: 1 ymol.I*
Centrifugace 14000 rpm, 10 min, 4°C
Pro analyzu bylo odebrano 200 ul supernatantu

8.4 Inhibicni vlivna CYP in vitro

Pro stanoveni inhibicniho vlivu testovanych latek, roskovitinu a BP-14, byly vyuzity
markerové substraty. Na metabolismu téchto substratl se podili ten CYP, jehoz

ovlivnéni je sledovano.

Inhibi¢ni vliv testovanych latek na enzymovou aktivitu jednotlivych CYP byl
sledovan ve vzrUstajici koncentraci (OuM; 0,1 uM; 0,5 pM; 1 uM; 5 pM; 10uM;
25 uM; 50uM). Vzorky bez obsahu testované latky byly pouzity ke stanoveni
kontroly 100% enzymové aktivity jednotlivych CYP.

Testované latky byly nafedény jako v pfedchozich testech na koncentraci

pracovniho roztoku 100 ymol.I2.

Vzorky obsahujici jaterni  mikrosomy, NADPH generujici systém

a testovanou latkou o vzrustajici koncentraci byly v pufru inkubovany spole¢né se
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substratem pfislusného CYP po 30 minut. Po uplynuti doby inkubace byly reakce

zastaveny, proteiny v roztoku srazeny 100% acetonitriliem s obsahem 0,1 %

kyseliny mravenci a byl pfidan interni standard. Po centrifugaci (14 000 rpm, 10

min, 4°C) byla stanovena koncentrace metabolitu s pomoci systému RF-MS.

Vzorky byly pfipravovany v duplikatech.

Vysledky byly analyzovany a zpracovany stejnym zpusobem jako pfi

ostatnich testech. Na osu x byly vyneseny hodnoty koncentrace inhibitoru

v umol.I't a na osu y relativni hodnoty aktivity CYP v procentech.

Tab. 5: Shrnuti slozek a krok( stanoveni inhibiéniho viivu na CYP2C19 a podminky pro analyzu

Inhibice CYP2C19
Objem reakéni smési: 200 pl
Pufr: 50 mM KHzPOg4, pH = 7,4

Lidské jaterni mikrosomy: 0,04 mg
NADPH generujici

systém: 0,2 ymol
TL - roskovitin nebo BP-

14: 0 pmol.I* - 50 ymol.I*

Preinkubace 5 min, 37°C
Substrat (mefenytoin): 35 umol.I*t
Inkubace 30 min, 37°C
100% ACN + 0,1%
Zastaveni reakce: HCOOH
IS - methoxymefenytoin: 12,5 umol.I*?
Centrifugace 14000 rpm, 10 min, 4°C
Pro analyzu bylo odebrano 200 ul supernatantu

Podminky pro analyzu
Extrakéni faze: Ca4

Mobilni faze A: 5 mM HCOONH4 : ACN (95:5)
Mobilni faze B: 5 mMHCOONH4 : ACN (5:95)

Eluce: 100% mobilni faze B

Prdatok mobilni
faze: 0,4 ml/min

Objem nastriku: 10pl

Detekce: hmotnostni spektrometrie

Tab. 6: Shrnuti slozek a krokl stanoveni inhibi¢niho vlivu na CYP1A2 a podminky pro analyzu

Inhibice CYP1A2
Objem reakéni smési: 200 ul
50 mM KH2POg4, pH =
7,4
0,02 mg

Pufr:

Lidské jaterni mikrosomy:
NADPH generujici
systém:

TL - roskovitin nebo BP-
14: O ymol.I"* - 50 ymol.I*

0,2 uymol

Preinkubace 5 min, 37°C

Substrat (tacrine): 5 ymol.I*
Inkubace 30 min, 37°C
100% ACN + 0,1%

Zastaveni reakce: HCOOH

IS - bucetin: 2 ymol.I*
Centrifugace 14000 rpm, 10 min, 4°C

Pro analyzu bylo odebrano 200 ul supernatantu

Podminky pro analyzu
Extrakeni faze: Ca

Mobilni faze A: 0,1% HCOOH : ACN (95:5)
Mobilni faze B: 0,1% HCOOH : ACN (5:95)
Eluce: 100% mobilni faze B
Prdatok mobilni
faze: 0,4 ml/min
Objem nastfiku: 10pl

Detekce: hmotnostni spektrometrie
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Tab. 7: Shrnuti slozek a krok( stanoveni inhibi¢niho vlivu na CYP2C9 a podminky pro analyzu

Inhibice CYP2C9 Podminky pro analyzu
Objem reakéni smési: 200 pl Extrakeni faze: Ca4
50 mM KHz2PO4, pH =
Pufr: 7,4 Mobilni faze A: 0,1% HCOOH : ACN (95:5)
Lidské jaterni mikrosomy: 0,04 mg Mobilni faze B: 0,1% HCOOH : ACN (5:95)

NADPH generujici
systém: 0,2 ymol
TL - roskovitin nebo BP-

14: 0 ymol.I'* - 50 ymol.I* Eluce: 100% mobilni faze B
Pratok mobilni
Preinkubace 5 min, 37°C faze: 0,4 ml/min
Substrat (diklofenak): 16 umol.I*
Inkubace 30 min, 37°C Objem nastfiku: 10 pl
100% ACN + 0,1%
Zastaveni reakce: HCOOH Detekce: hmotnostni spektrometrie

IS - bucetin: 2 ymol.I*
Centrifugace 14000 rpm, 10 min, 4°C
Pro analyzu bylo odebrano 200 ul supernatantu

8.5 Podminky analyzy pomoci RapidFire technologie ve spojeni

s hmotnostni spektrometrii

VSechny vzorky byly analyzovany pomoci RapidFire technologie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii. Pro detekci analytd byl pouzit hmotnostni spektrometr
QTrap 5500 (AB Sciex, Framingham, MA, USA). Hmotnostni spektrometr byl

optimalizovan na jednotlivé stanovované analyty a pracoval v MRM médu.

Hmotnostné  spektrometricka detekce hydroxylovaného metabolitu
mephenytoinu probihala v negativnim médu za ionizace turbosprejem, v ostatnich
pfipadech se jednalo o detekci v pozitivnim moédu za pouziti ionizace

turbosprejem.

Extrakce analytd pomoci RapidFire technologie byla taktéz optimalizovana,
byl kladen duraz obzvlast na vybér vhodné extrakéni kolonky a také na Casovy
prubéh celého extrakéniho cyklu. V pfipadé testovani stability v plazmé,
mikrozomalni stability a vazby na plazmatické proteiny byla pouzita extrak¢ni
kolonka s naplni C18 a extrakéni cyklus mél nasledujici prubéh: nasati vzorku —
600 ms, nastfik vzorku na kolonku — 3000 ms, eluce — 7000 ms a reekvilibrace —
1500 ms.

V pfipadé testovani inhibiéniho ucinku roskovitinu a jeho derivatu na CYP

aktivity byla vyuzita kolonka s naplni C4 a cyklus byl: nasati vzorku — 600 ms,
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nastfik vzorku na extrakéni kolonku — 3000 ms, eluce — 5000 ms a reekvilibrace —
500 ms.

Prutok na jednotlivych pumpach RapidFire extraktoru byl nasleduijici:
pumpa 1 — 1,5 ml/min, pumpa 2 - 1,25 mil/min, pumpa 3 — 0,4 ml/min. Hmotnostné
spektrometricka analyza byla zaloZzena na detekci mrm pfechodl pro jednotlivé
analyty (viz tabulka 8)

Tab. 8: MRM prechody pro hmotnostné spektrometrickou analyzu vzork( a ostatni parametry (DP

— deklasterizacni potenciél, CE — kolizni energie, CXP — potencial na vystupu kolizni cely

Testovana latka MRM prechod DP CE CXP
BP-14 473,221 — 158,2 161 53 10
roskovitin 355,131 - 233,2 121 39 10
1-hydroxytacrin 331,227 — 313,3 76 13 12
4-hydroxymephenytoin 232,953 -190,2 -85 -20 -9
1-hydroxydiclofenak 313,996 - 268,0 101 19 8
bucetin 224,160 — 136,0 56 25 10
4-methoxymephenytoin 247,019 -118,0 -110 -56 -9

Pro vSechy analyzy byl iontovy zdroj optimalizovan nasledovné: iontovy zdroj
— Turbo Spray, curtain gas: 20 arbitrarnich jednotek, collision gas: medium, ion
spray voltage: 5500V, teplota iontového zdroje: 600 °C, ion source gas GS1: 60

arbitrarnich jednotek, ions source gas GS2: 60 arbitrarnich jednotek.
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9 Vysledky

9.1 Mikrosomalni stabilita

Mikrosomalni stabilita testovanych latek byla testovana v pribéhu jedné hodiny

(vzorky byly odebirany po 0, 15, 30 a 60 minutach). Grafické znazornéni stability
v Case je shrnuto v obrazku 6.

Mikrosomalni stabilita
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Obr. 6: Zavislost mikrosomalni stability (%) testovanych latek na dobé inkubace (min)

Orientatnim ADME testem byl pozorovan vyrazny pokles koncentrace
testované latky roskovitinu i jeho derivatu BP-14 v zavislosti na Case. Jiz po
30 minutach od zacCatku experimentu byl pozorovan vyrazny ubytek testovanych

latek a to az pod 50 % z puvodni koncentrace v kontrolnim vzorku.
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9.2 Stabilita v plazmé

Stabilita v plazmé byla stanovena pro obé latky v pribéhu jedné hodiny (analyza
pfi 0, 15, 30 a 60 minutach). Grafické znazornéni poklesu koncentraci v Casovém

pribéhu je zobrazeno na obrazku 7.
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Obr. 7: Zavislost stability v plazmé (%) testovanych latek na dobé inkubace (min)

U roskovitinu dochazi k velmi vyraznému poklesu koncentrace béhem jedné
hodiny az na 20 % puUvodni koncentrace v kontrolnim vzorku. U latky BP-14

dochazi k nevyraznému poklesu do hladiny 90 % pUvodni koncentrace.

9.3 Vazba na plazmatické bilkoviny

Vazba na plazmatické bilkoviny byla stanovena v 50% a 100% lidské plazmé pro
obé testované latky. Inkubace probihala po dobu 2 hodin. Bylo vypocteno
procentudlni zastoupeni vazané frakce a volné frakce testovanych latek

a vysledky jsou znazornény v tabulce 9.
Tab. 9: Vyjadfeni volné a navazané frakce testované latky na plazmatické bilkoviny v plazmé.

100% plazma 50% plazma

TL Vazana frakce Volna frakce | Vazana frakce Volna frakce
Roskovitin 94% 6% 89% 11%
BP-14 99% 1% 94% 6%
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Vazba na plazmatické bilkoviny u latky BP-14 dosahuje 99 % v pfitomnosti
100% plazmy. Toto mdze mit vyznamny vliv na vznik mezilékovych interakci

(podobné jako u warfarinu).

Vazebnost ve 100% plazmé u roskovitinu byla 94 %, tj. volna frakce IéCiva
je 6 %.

9.4 Inhibic¢ni vlivna CYP in vitro

Vramci mé bakalafské prace jsem si také vyzkouSela testovani ucinku
studovanych latek na aktivitu vyznamnych lidskych jaternich cytochromi P450,
které se ucastni vyznamnou mérou na metabolismu IéCiv. Konkrétné byl inhibicni
vliv testovanych latek, roskovitinu a BP-14, sledovan u tfech forem jaternich
biotransformacnich enzymu (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9). Pfi analyze byla
detekovana koncentrace vznikajiciho metabolitu z prototypického substratu
a pfipadny ubytek této koncentrace v zavislosti na zvySujici se koncentraci
testované latky vlivem jejiho inhibiCniho u€inku. Inhibi¢ni vliv byl sledovan na
sedmi koncentra¢nich Urovnich testované latky (inhibitoru). Shrnuti vysledku

interakce bylo graficky znazornéno na obrazkach 8 — 10.
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Obr. 8: Ovlivnéni specifické aktivity enzymu (%) CYP1A2 v zavislosti na koncentraci
inhibitoru (uM)
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Inhibicni vliv na CYP2C19
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Obr. 9: Ovlivnéni aktivity enzymu (%) CYP2C19 v zavislosti na koncentraci inhibitoru (uM)

Inhibi¢ni vliv na CYP2C9
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Obr. 10: Ovlivnéni aktivity enzymu (%) CYP2C9 v zavislosti na koncentraci inhibitoru (uM)

Jak roskovitin, tak jeho derivat BP-14 interagovaly urCitou mérou se vSemi
vybranymi CYP. Roskovitin oproti latce BP-14 vykazoval vyS$Si schopnost
inhibovat enzymovou aktivitu testovanych cytochromt P450. BP-14 inhibovala
nejvyrazngji CYP2C19, kde byl pozorovan pokles aktivity daného enzymu pfi
vy8Sich koncentracich latky BP-14 az pod 40 % z celkové enzymové aktivity

v kontrolnim vzorku (ij. vzorek bez testované latky).

36



10 Diskuze

Roskovitin je novy derivat rostlinnych hormond cytokinini s potencialnimi
protinadorovymi ucinky. V souasné dobé je zahrnut do faze | a Il klinického
testovani v zahrani€i. Na zakladé uspéchu roskovitinu a jemu podobnych latek
(olomoucin a olomoucin Il) dochazi ke snaham syntetizovat podobné latky s mirné
odliSnou strukturou (jiné substituenty nebo pocty dusik() k navySeni ucinnosti
téchto novych latek a zaroven k zajisténi jejich vysSi farmakologické ucinnosti.
Podobnym zplsobem vznikla i latka s oznaCenim BP-14, ktera je spole¢né

s roskovitinem pfedmétem zajmu této bakalarské prace.

U obou latek byly provedeny screeningové testy pro zjisténi stability
v mikrosomech a v plazmé. Dale bylo zjiStovano, z kolika procent se latky vazi na
plazmatické bilkoviny. Pozornost byla také vénovana zjisténi jejich vlivu na ftfi
formy biotransformacénich enzymi — CYP1A2, CYP2C9 a CYP2C109.

Roskovitin je za u€asti CYP3A4 metabolizovan na pét riznych metabolitd,
z nichz je nejvice zastoupena kyselina roskovitinova (McClue et Stuart, 2008).
Tento hlavni metabolit bohuzel nema Zadné farmakologické ucinky. Proto je
zasadni urCeni jeho stability v pfitomnosti mikrosomd, ¢&im je rychlejSi
metabolismus, tim rychleji je eliminovan zadouci uc€inek podaného Iéciva. Metodou
analyzy pomoci RF-MS bylo zjisténo, Ze koncentrace roskovitinu v pfitomnosti
lidskych mikrosomu klesa az o 50 % jiz po 15 minutach. Toto zjisténi odpovida
pfedchozim vyzkumum, kdy byl uréen biologicky polo€as roskovitinu na 16 minut
(McClue et Stuart, 2008). Vyrazny ubytek koncentrace byl pozorovan i u latky BP-
14, ktery byl po 30 minutach na hranici 30 % z puvodni hodnoty.

V dalSich testech byl prokazan vyrazny rozdil ve stabilité v plazmé mezi
obéma testovanymi latkami. Po hodiné inkubace klesla koncentrace roskovitinu
pfiblizné o 50 % z plvodni koncentrace, kdezto hladina BP-14 se ustalila jiz mezi

15 a 30 minutami na hladinu 90% z plvodni koncentrace.

Obé latky vykazuji vysokou vazebnost na plazmatické proteiny, v pfipadé
roskovinu se jedna o 94% vazebnost a BP-14 se vaze az z 99 %. Takto vysoka
mira vazby na plazmatické bilkoviny zvySuje riziko vzniku nezadoucich

mezilékovych interakci v pfipadé podani vice I1éCiv z divodu kompetice o vazbu na
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jednotlivé proteiny. Dusledkem toho mize byt navySeni toxicity dotéeného léCiva
nebo narlst vyskytu nezadoucich uc€inkd. Toto je problém napfiklad
u pouzivaného warfarinu, u kterého je volna frakce IéCiva kolem 1%
(http://www.drugs.com/pro/warfarin.html, 9. 5. 2015) a pfi podani jinych léku

S vysokou vazebnosti na plazmatické bilkoviny dochazi ke zvySeni rizika krvaceni.

U v8ech tfech sledovanych forem CYP (1A2, 2C9 a 2C19) byly
zaznamenany potencialni interakce s testovanymi latkami. Mira inhibice byla
u vSech tfech forem nizSi v pfitomnosti BP-14 neZ v pfitomnosti roskovitinu.
Inhibice vSech tfi forem sledovanych CYP roskovitinem je srovnatelna
z pfedchozim vyzkumim (McMlue et Stuart, 2008). BP-14 vykazovala nejvétsi
inhibicni vliv na CYP2C19, kdy pokles enzymové aktivity v pfitomnosti nejvyssi

koncentrace testované latky dosahoval az zhruba 40 % z celkové aktivity enzymu.

| pfesto, Ze dle literatury vysledky screeningovych studii ziskané pomoci
RF-MS koreluji s vysledky ziskanymi konvencénimi metodami, jako je napfiklad LC-
MS (Wu et al., 2012), by bylo vhodné vysledky ovéfit pomoci dalSich zavedenych
metod ve farmakologické laboratofi (napf. HPLC s UV detekci), pfipadné urcit
hodnotu 1Cso v pfipadé inhibi¢nich studii s CYP pro &aste¢nou kvantifikaci
inhibi¢niho u€inku. Dale je potfeba rozsifit testovani inhibi¢niho vlivu o dalSi formy

CYP enzyml, které se podileji na metabolismu IéCiv.
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11 Zaveér

Cile vytyCené v uvodu prace byly spinény, farmakologické testy, které byly
vybrany pro bakalafskou praci, byly provedeny. V ramci bakalarské prace jsem si
vyzkouSela stanoveni mikrosomalni stability, stability v plazmé, vazby na
plazmatické bilkoviny a stanoveni inhibi¢niho vlivu na tfi vyznamné formy CYP pro

dvé testované latky, které jsou potencialni protinadorova lécCiva.

K analyze byl pouzit novy systém RapidFire s MS detekci, ktery umozriuje

velmi rychlou analyzu vzorku.

Dle ziskanych vysledku je roskovitin latka velmi nestabilni v mikrosomech
I v plazmé, ktera se vaze na plazmatické bilkoviny z 94 %. Byl prokazan vyrazny
inhibicni ucinek na CYP2C9 a CYP2C19. Tato latka slouzila v mé bakalarské praci

jako kontrolni latka.

Latka BP-14 byla nestabilni v mikrozomech v podobné mife jako roskovitin,
ale vyrazné stabiln&jSi v plazmé. Na plazmatické bilkoviny se vaze az z 99 %, coz
nevylu€uje moznost vzniku zavaznych lékovych interakci. Latka BP-14 inhibovala
enzymovou aktivitu CYP2C9 a CYP2C19 ve vySSi mife ve srovnani s inhibi¢nim
ucinkem na CYP1A2.
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