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Anotace:

-----

dexametazonu a  prednisolonu, pii ozafovani UV  svétlem odpovidajicim
vysokoenergetickému slune¢nimu zafeni dopadajicimu na zemsky povrch. Studie zalozena
na pouziti techniky HPLC/MS ukazuje mozné cesty fotodegradace vybranych 1é¢iv a navrhuje

struktury produktti tvofenych pti fotochemickych pfeménéch.

Anotation:

The diploma thesis investigates photoinitiated degradation of two representants
of the inflamatory drugs, dexamethasone and prednisolone, when irradiated by UV light
corresponding with the high-energy solar radiation reaching the Earth surface. The study based
on HPLC/MS technique presents the possible pathways of photodegradation of the drugs
and proposes structures of photochemically formed products.
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1 UVOD

Dexametazon i prednisolon jsou syntetické hormony odvozené od steroidniho hormonu
kortizolu. Steroidni hormony, mezi néz fadime mineralokortikoidy a glukokortikoidy, jsou
vlidském a zvifecim organismu syntetizovany v kife nadledvin z cholesterolu M,
Mineralokortikoidy  jsou dilezité zejména pro udrzeni homeostazi tekutin
a soli, reguluji tedy vylucovani Na® a K. Glukokortikoidy maji navic schopnost Fidit

metabolismus sacharidd, proteinti a lipidii a potladovat zanétlivé procesy v organismu [231,

Obé skupiny steroidnich hormonti obsahuji cyklopentanoperhydrofenantrenové jadro [,
Struktury ¢&tyt predstaviteld glukokortikoidt, kortizolu, dexametazonu, betametazonu
a prednisolonu, jsou zobrazeny na Obr. 1. Jak je patrné, maji syntetické glukokortikoidy
(dexametazon, betametazon, prednisolon) podobnou strukturu jako Kkortizol, hormon
produkovany kiirou nadledvin, ktera je tvotena kostrou s 21 uhliky uspofddanou do formy

cyklopentanoperhydrofenantrenového jadra. Modifikace této kostry selektivné ovliviluje

-----

0
kortizol dexametazon
o OH
N
HO oH
o
betametazon prednisolon

Obr. 1: Struktura glukokortikoidf (4],

Dvojné vazba mezi atomy uhliku C3 a C4 kortizolu selektivné zvySuje protizdnétlivou aktivitu
z diivodu vyssi afinity slouceniny k bilkovinam. Dodate¢na fluorace pozice C9 zvysuje jak

glukokortikoidni tak mineralokortikoidni aktivitu a z tohoto diivodu jsou ve veterindrnim
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Iékafstvi pouzivana pro malad zvifata pii 1é¢b¢ adrenokortikalni nedostate¢nosti. Pokud je
fluorovany derivat substituovany také na pozici C16 (hydroxylovou nebo methylovou
skupinou), nova C16 substituovand skupina nema zadny mineralokortikoidni efekt, ale je
vysoce ucinnd proti zanétu. Mezi tato 1éCiva pati napt. triamcinolon, dexametazon
a betametazon. Tato 1éCiva se pouzivaji ve velkém rozsahu ve veterinarni medicin€, zejména
u dobytka a koni 2°1. Pii 1é¢bé biezich klisen dexametazonem je viak riziko, Ze pti porodu

zistane placenta uvnitt zvifete 2,

Synteticky vyrobené glukokortikoidy (glukokortikoidni 1é¢iva) maji Siroké spektrum plisobeni
a pouzivaji se I Vhumanni mediciné. Lékafi je predepisuji pro 1écbu autoimunitnich
onemocnéni, jako je skler6za, revmatoidni artritida, z&nétlivda onemocnéni, psoriaza
a ekzém 1. Dale také pro 1é¢bu alergii a astmatu, protoze zmirtiuji bolest, poceni, svédéni o&i
(glukokortikoid dexametazon je soucasti o¢nich kapek ), rymu a ulevuji pii ztizeném
dychani a otoku hrdla. Ptedepisovany jsou pii nedostatetné ¢innosti nadledvin,
kdy telo produkuje nedostatecné mnozstvi  kortizolu.  Velmi  kratkodobé
(max. 7 dni) se mizou uzivat pti 1é¢b¢ srde¢niho selhani a onkologickym pacientim mohou
ulevit od nezadoucich ucinkl chemoterapie. Je prokazéano, Ze dokézi zabijet rakovinné bunky
pfi akutni a chronické lymfoblastické leukémii, Hodgkinové lymfomu a myomu [,
Chirurgové je preventivné podavaji pacientim pii transplantaci organid, aby nedochdzelo

k odmitnuti darovaného organu imunitnim systémem pacienta [,

Na lé¢bu takovych zdravotnich problémi (nikoliv pro nartst svalové hmoty, pro néjz atleti
uzivaji anabolické steroidy [*1) je uzivaji také sportovci. Nesmi je v§ak uzivat minimalné 3 dny
pred sportovnim vykonem, jelikoZ je svétova antidopingova spolecnost WADA zakazuje,

&i alespori limituje koncentraci téchto 1é&iv spolu s jejich metabolity v mo¢i na 30 ng/ml (€1,

U piipravkia z této 1ékové skupiny je mozné oralni, intravendzni, intramuskularni i rektalni
podani [, nesmi byt vsak piedepisovany dlouhodobé kviili nezadoucim G¢inkiim jako je vznik
diabetu, osteopordzy, zvyseni cholesterolu, ubytek svalové hmoty, nepravidelny menstruacni
cyklus, Cushingliv syndrom, deprese, zeslabeni kiize a riziku vzniku gastritidy. Nemalym

problémem je, Ze tlumi imunitni systém a télo je nachylngjsi k nemocim [,

V poslednim roce se objevily studie potvrzujici, ze glukokortikoid dexametazon muize
vyznamné pomoci pfi 1ébé t&zkého priibéhu nové nemoci COVID-19 Pl Horby et al.*%]
ve sve studii zjistili, Ze denni ddvka 6 mg dexametazonu po dobu 10 dni snizuje riziko amrti
u pacientil napojenych na plicni ventilaci o tfetinu. Dale vSak bylo zjiSténo, ze tato 1écba neni
vhodné pro pacienty, ktefi kyslik nevyzaduji, naopak u nich mize dojit v dasledku 1écby
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k poSkozeni. Lécba také neni vhodna pro pacienty, ktefi trpi nekontrolovanym diabetem,

akutnim deliriem nebo imunosupresi z diivodu mozné kontraindikace 1%,
Mnoho studii se zabyva metabolismem syntetickych glukokortikoidi v télech lidi 1 zvifat.

Katheeri et al. [*2 studovali vyskyt metabolitd dexametazonu metodou LC/MS v modi
4 - letych velbloudii vazicich cca 350 kg (davka dexametazonu 0,2 mg/kg vahy). Byly
identifikovany 2 metabolity, jeden s pomérem m/z = 394 (redukovany dexametazon
v disledku redukce kysliku)a druhy spomérem m/z = 408 (hydroxydexametazon,
ktery vznikl v disledku hydroxylace aromatického kruhu). Dale pak vznikaly produkty
0 m/z =569 a m/z = 583.

Matabosch et al. % popsali ptedpokladany mechanismus metabolismu prednisolonu

po oralnim podani ¢loveku, kdy v moc¢i pomoci LC/MS identifikovali 20 metabolitii této latky.

Piestoze jsou glukokortikoidy ptirodni i syntetické v organismu metabolizovany, byly tyto
slou¢eniny v mnoha lokalitach nalezeny v povrchovych vodach, kam se glukokortikoidy
a jejich metabolity dostavaji z vyroby farmaceutickych ptipravkl, z nemocnic, chovnych
zafizeni i ze splaskovych vod. Napiiklad ve vzorcich z feky Wenyu (severni Cina) a jejich
ptitoku bylo v 17 odebranych vzorcich pomoci analyzy LC/MS/MS detekovano 15 ptirodnich
glukokortikoidl a 25 syntetickych glukokortikoidd, pficemz jejich koncentrace se pohybovaly
v rozmezi 0d 0,13 ng/l (11-epitetrahydrokortizol) do 433 ng/l (kortizol). Detekovana
koncentrace prednisolonu byla 94 ng/l, respektive 32 ng/l betametazonu a dexametazonu 141,

Pobliz jedné farmaceutické tovarny ve Francii byl v fi€ni vod€ nalezen dexametazon

v koncentraci 10 pg/l 19,

Schriks et al. 1 uvadi ptitomnost prednisolonu v odpadnich vodach nemocnic v rozmezi

koncentraci 315 — 1918 ng/I.

Ve vodnim ekosystému mohou tyto latky mit za néasledek napf. sniZeni reprodukce 171
¢i deformaci pohlavnich organti u vodnich Zivoéichi [*®1. Toxicky efekt dexametazonu,
prednisolonu a produktt jejich chemické degradace byl studovan na modelovém organismu

Daphnia magna v ramci diplomové prace Dokoupilové 1€,

Cacciari et al. % ve své praci dokladaji, Ze prednisolon absorbuje kratkovinné UVB zaieni
dopadajici na zemsky povrch ze slunce, glukokortikoidy tedy mohou podléhat
fotodegradacnim  reakcim.  Pro  ozafovani  vodného  roztoku  prednisolonu

(koncentrace 4 x 10 mol/l) pouzili jako zdroj UV zafeni xenonovou vybojku (150 W)



a zjistili, ze rychlost této fotodegradace lze popsat kinetikou 1.fadu s rychlostni
konstantou 1,4 x 10*s?. Dale uvadgji, Ze prednisolon mize podléhat pfimé fotoiniciované
reakci, kdy vlivem UVB zafeni vznika prednisolon v excitovaném singletovém Stavu. Mize
ale dojit 1 k procesu mezisystémového pienosu (intersystem crossing, ICS) do stavu
tripletového. Ten pak se nasledné bud’ pfimo $tépi nebo reaguje s dikyslikem v zakladnim
stavu ¢i jeho reaktivnimi formami (reactive oxygen species, ROS) jako je superoxidovy

radikal nebo hydroxylovy radikal. Vlivem ROS dochazelo k rychlejSimu odbouravani.

Fotodegradaci glukokortikoidii a identifikaci jejich produkt se zabyva tada dalSich
praci (5202122231,

vvvvvv

predpokladaji u prednisolonu fragmentaci, k niz dochazi poté, co se nejprve odstépi tii
molekuly vody. U dexametazonu pozorovali fragmentaci po ptedchozim odstépeni HF

a nasledné dehydrataci.

Della Greca et al. % ozafovali roztok prednisolonu xenonovou vybojkou (150 W,
200 - 2400 nm) po dobu 4 h. Pomoci HPLC/MS a NMR vytvofili schéma odbourdvani

prednisolonu, pficemz identifikovali struktury 8 fotoproduktu.

Resolevandi et al. Y1 ozafovali dexametazon-fosfat nizkotlakou rtutovou vybojkou
(11W, 87uW/cm?) poskytujici monochromatické zafeni UVC 254 nm, pfi¢emz zjistili,
ze rychlostni konstantu odbourdvani tohoto 1é€iva lze popsat kinetikou 1. fadu. Struktury
tiinacti fotoproduktl a cesty degradaéniho mechanismu jejich vzniku pak urcili s vyuzitim

HPLC/MS.

Guo et al. ? vyuzili jako zdroj gama zateni %°Co (1,85 x 10% Bq). Takto ozafeny vodny
roztok dexametazonu nasledné podrobili analyze HPLC/MS a identifikovali tak 8 produktii
degradace, které vznikaly z dexametazonu dvéma hlavnimi cestami - atakem hydroxylového

radikalu na dexametazon a nahrazenim fluoru hydroxylovou skupinou.

V praci da Silvy et al. [2] ozatovali dexametazon UV zafenim V piitomnosti fotokatalyzatoru
TiO2. V této praci bylo také zjisténo, ze pfi oxida¢nim procesu na povrchu elektrody

(pii pokusu byla pouzita metoda voltametrie) doslo k aldolizaci.

Také Calza et al. 24 ozafovali dexametazon UV/VIS v pfitomnosti fotokatalyzatoru TiO-.
Pomoci metody HPLC/MS 7zjistili, ze nejprve dochazi k odStépeni HF a poté
k n€kolikanasobnym dehydratacim, pficemz v prubéhu reakci mohou vznikat rtzné

stereoizomery — tedy latky o shodné hodnoté m/z a rozdilném reten¢nim ¢asu.
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De Wasch et al. ] prokazali, Ze dexametazon a betametazon poskytuji devét shodnych

produktovych ionti, z nichz jeden (o m/z = 373) je majoritnim iontem u obou latek.

2 CILE PRACE

1. Prométit LC/MS spektra vybranych 1é¢iv (dexametazonu, prednisolonu) a produktl jejich

degradace.
2. Pokusit se rozkryt strukturu nalezenych fotoprodukt.

3. Zhodnotit nejpravdépodobnéjsi cesty (mechanismy) pti fotochemickém odbourdvani.

3 MATERIALY A METODY

Dexametazon (> 97%) i prednisolon (> 99%) byly zakoupeny od firmy Sigma — Aldrich.
Roztoky o koncentraci 50 mg/l byly pfipraveny rozpusténim dané latky v Milli-Q® vods.

Ozarovani bylo provadéno po dobu 5 minut Vreaktoru Reyonet RPR 100 osazeném
12 lampami 30004, které emituji zafeni v rozmezi 250 — 350 nm, pfi¢emz zéafeni o vlnovych
délkach kratSich nez 300 nm bylo odfiltrovano optickym sklem (vzorky byly umistény

ve sklenénych kyvetach opatienych vickem).

Analyza reak¢nich smési po ozafeni byla provadéna metodou HPLC/MS na kapalinovém
chromatografu Thermo Ultimate 3000 s hmotnostnim detektorem Velos Pro s analyzatorem
linearni iontovou pasti. Pro oba vzorky byly pouzity stejné podminky, a to kolona Phenomenex
Kinetex Evo C18 (150 x 3,0 mm; 5 um) vyhtivana na 30 °C a pod tlakem 327 bar. Mobilni
faze byla tvofena smési voda : methanol (60:40, v/v). Jeji pritok v dobé analyzy cinil
1 ml/min. Eluce byla izokraticka. Iontovym zdrojem byl vyhtivany elektrosprej; HESI,

pfi¢emz teplota pro zmlzeni vzorka byla 350 °C.

4 VYSLEDKY

Metodou HPLC/MS byla proméfena spektra ozarenych roztokti dexametazonu a prednisolonu.
MS/MS spektra dexametazonu a betametazonu jsou znazornény v Priloze 1, MS/MS spektrum

prednisolonu je zndzornéno v Ptiloze 2.



V reakéni smési dexametazonu ozateného po dobu 5 minut bylo nalezeno 30 produktu,

schéma odbouravani dexametazonu znazornuje Obr. 2.

produkt 12 produkt 7
produkt 11 produkt 6
T produkt 2
el produkt 9 produkt 5 T
T produkt 1
produkt 8 produkt 4 T
produkt 13 betametazon <«—> produkt3 -——> dexametazon
l | .
produkt 14 produkt 20 produkt 15 produkt 16
produkt 19 roqukt 21 produkt 26 orodukt 17
i produkt 27 l
dukt 18
dukt 25 dukt 22 pro
produkt 25| <—— [pro f produkt 28
produkt 23 produkt 29
produkt 24

Obr. 2: Schéma fotochemické degradace dexametazonu.

Jeden z produkti v reakéni smési byl identifikovan jako betametazon. Pro vétSinu ostatnich
produktt se podatilo navrhnout moznou strukturu. Navrzené struktury jsou spolu s hodnotami
m/z a retenénich ¢asti uvedeny v Tab. I. U produkti uvedenych pod ¢isly 7, 10, 13, 22, 27 a 29
se nepodarilo na zadkladé zmény m/z oproti pfedchozi navrzené strukture navrhnout jejich

moznou Strukturu.



Tab. I: Fotodegradace dexametazonu — hodnoty m/z, reten¢ni Casy a navrzené struktury

nalezenych produktu.

Nazev m/z; retencni ¢as / éasy (min.) | vzorec (u produktl navrzené struktury)
dexametazon 393,26; 8.40 o OH
N
HO OH

,,,,,,

produkt 1 373,27; 7,26
produkt 2 355,24; 8,40
produkt 3 785,45; 8,37 a 12,59

stereoizomery s
rlznou
orientaci
methylovych
skupin na
péti¢lennych
kruzich

betametazon 393,26; 12,77

produkt 4 373,24; 12,86 o OH

HO OH




produkt 5 355,24; 12,78 o OH
N
HO ‘
NOS
produkt 6 337,20; 12,87 o OH
N
NOS
produkt 7 319,20; 12,83 struktura neidentifikovana
produkt 8 442,33; 4,35 o OH
N
HO OH
HO
(0]
OH OH
a)
o OH
HO h
OH
HO
o]
OH OH
b)
produkt 9 425,31; 4,31 OH
HO 3
OH OH
@]
OH
a)
OH
(@]
HO N
OH
HO
@]
OH

b)




O
HO N
OH OH
HO
O
c)
produkt 10 426; 6,67 struktura neidentifikovana
produkt 11 409,02; 2,25 OH
HO °
OH
o
OH
produkt 12 391,22; 3,81 OH
O\
HO ‘
L
OH
produkt 13 871,47; 4,34 Struktura neidentifikovana
produkt 14 447,23; Struktura neidentifikovana
2,96; 4,34; 5,28
produkt 15 426,3; 4,76 o OH
HO T on
O
OH OH
a)
OH
O\
HO OH
HO
o
OH
b)
produkt 16 375,24; 8,39 OH
o]
N
HO OH




produkt 17 357,22; OH
HO
L
produkt 18 355,24; 3,09 OH
HO
T
produkt 19 395,22; 7,26 OH
HO
HO OH
produkt 20 839,42; 8,41
produkt 21 823,44; 8,41
produkt 22 431,22; 2,56 struktura neidentifikovana




produkt 23 411,29; 4,05 OH
HO o
HO OH
O/
produkt 24 393,24; 4,04 OH
HO O
OH
O/
produkt 25 413,28; 4,04 OH
produkt 26 807,45; 8,42
produkt 27 415,26; 8,39 struktura neidentifikovana
produkt 28 807,45; 12,84 O§
OH
OH
O/
produkt 29 415,25; 12,85 struktura neidentifikovana
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Z navrzenych struktur vyplyva, ze nejcastéjSimi procesy odbouravani jsou odstépeni fluoru,
hydroxylace, dehydratace a vznik sedmic¢lenného kruhu. U produkti s vysokou hodnotou m/z
je ptedpokladany vznik konjugovaného produktu, ktery se pak dale v duisledku navazéani

OH skupin dale rozpada.

V reak¢ni smési prednisolonu ozatené po dobu 5 minut bylo nalezeno 15 produktli, schéma

odbouravani prednisolonu je znazornéno na Obr. 3.

produkt 14 —>  produkt 15

T

produkt 13
T
produkt 10 prednisolon ———> produkt 1
T l l
produkt 9 ——— produkt 4 produkt 2
l l l
produkt 11 produkt 5 produkt 3
l l
produkt 12 produkt 6

l

produkt 7 — >  produkt 8

Obr. 3: Schéma fotochemické degradace prednisolonu.

Navrzené struktury vzniklych produktt jsou spolu s hodnotami m/z a reten¢nimi ¢asy uvedeny
v Tab. II. U produkti 13 a 14 se nepodafilo na zakladé zmény m/z oproti piedchozim

navrzenym strukturam navrhnout jejich strukturu.
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Tab. Il: Fotodegradace prednisolonu — hodnoty m/z, reten¢ni ¢asy a navrzené struktury

nalezenych produktti.

Nazev m/z; retencni ¢as (min) struktura
Prednisolon 361,24; 8,86 o OH
y N\
© OH
(@]
produkt 1 343,26; 8,92 o OH
N
HO
(@]
produkt 2 325,22; 8,87 o OH
N
L
produkt 3 307,22; 10,99 HO
produkt 4 738,50; 8,90

13




produkt 5

379,27,
3,27; 2,14, 1,23

produkt 6 361,24; 3,34
produkt 7 343,26; 3,91
produkt 8 325,22;3,39

14




produkt 9

721,43;6,71; 7,56

produkt 10 361,24; 7,56
produkt 11 361,24; 6,72 stereoizomer produktu 10
o OH
N
o OH
O
produkt 12 343,20; 6,73 o OH
N
O
O

15




produkt 13 801,84; 8,88 neidentifikovan
produkt 14 743,43; 6,71 neidentifikovan
produkt 15 383,24; 6,70 0 OH
N
HO OH
HO
O/

Z navrzenych struktur vyplyva, Ze nejcastéjSimi procesy odbouravani jsou dehydratace
a hydroxylace. U produktu s vysokou hodnotou m/z je piedpokladany vznik konjugovaného
produktu, ktery se pak dale rozpada za vzniku produktu obsahujiciho éterické premosténi mezi

uhliky C4 a C11.

5 DISKUZE:

Fotochemické degradace dexametazonu s pouzitim zafeni, které simuluje kratkovinnou oblast
slune¢niho spektra dopadajiciho na zemsky povrch vedla k tvorbé 30 rGznych produkti

nalezenych pomoci HPLC/MS. Pro 24 z nich byly navrzeny mozné struktury.

U dexametazonu bylo — jak ukazuje Obr. 2 — identifikovano pét zakladnich cest
fotochemického odbouravani. Cesta vedouci k produktula?2 zacina odsStépenim fluoru
a vodiku za vzniku produktu 1 a pokracuje odstépenim vody za vzniku produktu 2. Oba tyto
produkty byly identifikovany také v praci Calzy etal.?yl, kde ale vzhledem k tomu,
ze provadeli fotokatalytickou degradaci s pouzitim TiO2 jako katalyzatoru doSlo nejprve
k hydroxylaci dexametazonu a teprve poté k odstépeni fluoru a vzniku dvojné vazby

a nasledn¢ odstépeni vody.

U cesty vedouci od dexametazonu k betametazonu je ptedpokladan vznik konjugatu
s hodnotou m/z = 785,5 oznaceného jako produkt 3. Protoze u organickych sloucenin k takové
reakci bézné nedochazi, bylo by mozné usuzovat, ze pii analyze HPLC/MS doslo
k dvojnasobnému nabiti fragmenti a pozorovany fragment ma ve skutecnosti jen poloviéni
hmotnost 261, Nicméné da Silva et al. ?°! identifikovali pomoci HPLC/MS stejné hmotnou
slouceninu, ktera v jejich praci vznikla na elektrodé pii voltamerickém stanoveni

dexametazonu pfedchdzejiciho identifikaci pomoci MS. Proto je v této praci predpokladana
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moznost takové tvorby i fotoiniciovanou reakci. Produkt3 Vv sobé zahrnuje
dv¢é struktury se stejnou hodnotou m/z (785,5), ale srozdilnymi reten¢nimi casy,
8,37 min a 12,59 min. Je vidét, Ze slouceniny maji shodné piky, ale 1i$i se pomér fragmentti
v jejich spektrech. Tento vysledek je shodny s pozorovanim autor de Wasch et al.?%],
Lze predpokladat, Ze produkt 3 se muze rozpadat jak smérem na betametazon tak na dexa -

metazon, proto jsou v reakénim schématu na Obr. 2 pouzity obousmérné Sipky.

Odbouravani dexametazonu cestou na produkty 1 a2 a cestou na produkt 3 je z hlediska
intenzity signalu mozno povazovat za majoritni cesty odbourdvani. Zbyvajici tfi cesty — cesta
na produkt 15, cesta na produkt 20 a na produkty 16 - 18 je pak z tohoto hlediska mozné
povazovat za cesty minoritni. U produktu 15, kde se ptedpoklada navazani dvou OH skupin,
byla navrzena struktura dle prace Calzy et al.?l. Produkty posledni cesty vznikly defluoraci
(produkt 16), naslednou dehydrataci (produkt 17) a v poslednim kroku dehydrogenaci
(produkt 18).

U betametazonu pak dochazi k dalsimu odbouravani, v némz lze, jak je patrné z Obr. 2

rozeznat celkem pét degradacnich cest.

V prvni cesté¢ vedouci k produktiim 4 - 7 dochéazi nejprve k odstépeni fluoru a vznika tak
produkt 4, ktery nasledné¢ dehydratuje na produkt5 (dehydratace terciarniho alkoholu).
Poté dochazi k jesté jedné dehydrataci (sekundarni alkohol) a vznika tak produkt 6. To je
obdobné jako u Calzy et al.?*l, kde stejnou degradaéni cestu identifikovali u dexametazonu.

Produkt 6 se nasledné rozpada na produkt 7, jehoz struktura vSak nebyla identifikovana.

Druha cesta vede nejprve k produktu 8. Tento produkt vznika trojitou hydroxylaci (navazani
ttech skupin OH), v tabulce navrzenych struktur (Tab. I) jsou uvedeny dvé moznosti a) a b).
Struktura 8a) je uvadéna v pracich Kaura et al.’’l a Al Katheeriho et al.l*?, strukturu 8b)
ve své praci zmifiuje Calza et al.?4l. Autofi Kaur et al.?’l a Al Katheeri et al.*? pak uvadéji,
ze z produktu zde oznaceného jako 8a) vznikd produkt uvedeny Vv této praci jako produkt 11
S hodnotou m/z = 409 (doslo k dvojimu odstépeni vody). V této praci ovsem nedochdzelo
ptfimo ke vzniku produktu 11 z produktu 8a), ale vznikal jako meziprodukt produkt 10,
jehoz strukturu se nepodafilo navrhnout. Z produktu 11 vznikal dehydrataci terciarniho
alkoholu produkt 12. Z produktu 8 vznikal jesté produkt 9, pro n¢hoz byly navrzeny 3 mozné
struktury oznacené jako 9a), 9b) a 9c). Vsechny tyto struktury jsou uvedeny v publikaci
Calzy et al.?l. Autofi Guo et al.[??! pak zmifuji jako nejvice pravdépodobnou strukturu 9b).

Tieti cesta vede z betametazonu na produkt 20 a odtud jednak na produkty 21 az 24,

z produktu 21 pak jesté na produkty 26 az 29. U produktu 20 je predpokladano, ze se jedna
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o velky adukt (m/z = 839.4), ktery nasledné dehydroxyluje na produkt 21. V produktu 20 je
navrzena struktura se sedmi¢lennym kruhem. To vychazi z porovnani s praci Rubina et al.[?¢],
ktery pfi ozafovani vodného roztoku dexametazonu simulatorem slune¢niho zéfeni po dobu
8 h pozoroval strukturu23 a uvadi také strukturu odpovidajici polovi¢ni hodnoté m/z

pro produkt 21, jak ukazuje Obr. 4.

Produkt 21 se rozpada na tii produkty — na produkt 22, jehoz struktura nebyla identifikovana
a na 2 stereoizomery — produkty 26 a 28, kde z produktu 26 vznika produkt 27 (struktura
nenavrzena) a dvojice naslednych produkti 28 (vznik dehydroxylaci a demethylaci)
a produkt 29. Produkt 23 dehydratuje na strukturu 24, pii¢emz z hlediska organické chemie je
velmi pravdépodobné, ze dvojna vazba vznikne tak, aby byla v konjugaci s jiz vytvorenymi

dvojnymi vazbami.

O/

Obr. 4: Struktura produktu 21 v této praci a identifikovana struktura v praci Rubina et al.[?8]

Vv ¢erveném ramecku.

Ctvrta cesta na produkt 19 je z hlediska intenzity signalu zcela minoritni stejné jako pata cesta
na produkty 13 a 14. U produktu 19 1ze vzhledem ke zméné poméru m/z o plus 2 piedpokladat,
ze ziejmé doslo k redukcei keto skupiny na sekundarni alkohol — enol formu betametazonu —

v souladu s literaturou Chen et al.?°l. Pro produkty paté cesty nebyly navrzeny struktury.

Fotochemicka degradace prednisolonu s pouZitim zéafeni, které¢ simuluje kratkovinnou oblast
slune¢niho spektra dopadajiciho na zemsky povrch vedla k tvorbé 18 raznych produkti

nalezenych pomoci HPLC/MS. Pro 16 z nich byly navrzeny mozné struktury. Nalezené
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produkty 1, 2, 3 jsou shodné s produkty, které ve své praci popisuji Haneef et al. ], ktefi je
identifikovali jako metabolity nalezené v lidské mo¢i a plazmé metodou HPLC/MS. Produkty
odpovidajici v této studii nalezenym produktim 5a), 10a 15 uvadéji ve své praci
Della Greca et al.?”l. U produktu 10 je ale v jejich préaci prekurzorem jeho vzniku slouéenina
s hodnotou m/z rovnou 361,4, kterou autofi nazyvaji jako lumiprednisolon. Vznik
produktu 10 ve své praci detailné popisuje Rubino et al.[?8l, ktery pro identifikaci fotoprodukti
prednisolonu pouzil také metody ‘Ha'*C NMR (kombinace experimentii autory
oznacovanych jako COSY, TOCSY, DEPT, HMQC, HMBC, pfi¢emz pravé na zaklade¢
experimentu TOCSY autofi prokazali éterické pfemosténi mezi uhlikem C4 a C11 — autofi

¢isluji uhliky na rozdil od struktury uvedené na Obr. 1 od dvojné vazby cyklu).
Pro fotochemickou degradaci prednisolonu lze tedy predpokladat tii zakladni cesty:

Prvni cesta, kterou lze povazovat za majoritni z hlediska intenzity signalu vznikajicich
produktti, vede k produktim 1, 2, 3 sérii dehydrataci (vzdy ztrata A18), pfi¢emz jako prvni

dehydratuje terciarni alkohol, poté teprve sekundarni alkohol a jako posledni primarni alkohol.

U produktu 3 se majoritné vyskytuje keto forma. Toto je v souladu s literaturou 29,
z organického hlediska nelze uplné€ vyloucit vznik enol formy (tautomery), nicméné ta nebyla

V reakéni smési nalezena.

Druha cesta vede primarné k produktu 4, kdy z hodnoty m/z se da piedpokladat struktura
odpovidajici kondenzaci dvou molekul prednisolonu, ktera je navic hydratovana.
Piestoze organické sloudeniny hydraty bézné netvoii %1 struktura, kterou lze vysvétlit

tvorbou podobného aduktu, byla pozorovana i u fotochemické degradace dexametazonu.

Velka molekula produktu 4 se dale rozpada na produkt 5, u néhoz byly pozorovany tfi varianty
oznacené jako 5a), 5b) a 5c), které maji stejnou hodnotu m/z, ale rGzné retencni cCasy.
Dle navrzenych struktur se jednd o hydroxylované stereoizomery s riiznou polohou navazané
OH skupiny (viz. Tab. II). Struktura uvedena v Tab. Il jako 5a) je uvadéna v praci
Della Grecy et al.?% a zmifiuje ji také Rubino et al.?®l. Z tohoto diivodu byla struktura
produktu 6 navrzena jako dehydratovana forma produktu 5a), pfi¢emz dalsi dehydratacni
kroky vedou ke strukturam navrzenym pro produkty 7 a 8, za predpokladu Ze nejprve dochazi
k odstépeni vody v misté sekundarniho alkoholu a teprve poté k odSt€peni vody v misté

terciarniho alkoholu.

Z produktu 4 dale vznikaji struktury produktt 9a)a9b) shodnotou m/z rovnou 721,4.

Navrhované struktury téchto produkti vychazeji ze skuteénosti, ze v praci Della Grecy 2% pyl
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identifkovan produkt s hodnotou m/z 360, pro ktery byla navrzena struktura uvedena

v erveném ramecku na Obr. 5.

V reakéni smési popisované v této praci meziprodukt s takovou strukturou nalezen nebyl,
ale byl nalezen nasledny produkt (10) vznikajici z produktu 9a), ktery ma m/z totoznou
s produktem, ktery popisuje Della Greca %! ve své praci. Z produktu 9b) pak analogicky jako
u vzniku produktu 10 z produktu 9a) vznika produkt 11, ktery dale podléha dehydrataci,
pficemz je predpokladano, ze se odstépuje terciarni alkohol vadzany na péticlenny kruh

za vzniku dvojné vazby v tomto kruhu.

HO FH H,O

Obr. 5: Struktura produktu 9a) v této praci a struktura produktu identifikovana v praci

Della Grecy et al.?% znazornéna v ¢erveném ramedku.

Tteti cesta vede pres dvé struktury s m/z 0 hodnotach 801,8 (produkt 13) a 743,4 (produkt 14),
pro které se nepodafilo navrhnout struktury, na produkt 15. Struktura produktu 15 obsahujici
sedmi¢lenny kruh byla navrzena podle prace autord Rubino et al.[?8 | kteti produkt se shodnou
m/z nalezli v reakéni smési ozafeného roztoku prednisolonu po ¢tythodinovém ozafovani

simuldtorem slune¢niho zafeni.

6 ZAVER

Metodou HPLC/MS bylo v ozafeném roztoku dexametazonu nalezeno 30 produktt
fotochemické degradace, pro 24 z nich byly navrzeny mozné struktury, jednim ze vznikajicich
produktt je betametazon. Mezi hlavni cesty fotochemické degradace dexametazonu patii

odstépeni atomu fluoru, dehydratace a hydroxylace, byly ale pozorovany i fotoprodukty
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o0 hodnotach m/z odpovidajicim velkym aduktim, u nichz dale dochazi k hydroxylaci a §tépeni

na mensi molekuly.

U prednisolonu bylo pomoci HPLC/MS nalezeno 15 produktti fotochemické degradace,
pro 13 znich byly navrzeny mozné struktury. Hlavnimi degrada¢nimi cestami
pii fotochemickém odbourdavani prednisolonu byly dehydratace a hydroxylace. Také
u prednisolonu byl pozorovan produkt o vysoké hodnoté m/z odpovidajici velkému aduktu,
jehoz rozpadem pak vznikaly struktury s éterickym pfemosténim mezi uhliky dvou cykla

zakladniho skeletu.

Jak u dexametazonu tak u prednisolonu vznikly struktury, pro které se ve shod¢ s literaturou

ukézalo jako vhodné ptredpokladat vznik sedmiclenného kruhu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

%Co SOk obalt

COSsYy Correlation Spectroscopy experiment

COVID-19 koronavirové onemocnéni 2019

A delta, rozdil

DEPT Distortionless Enhacement by Polarization Transfer
HESI vyhtivany elektrosprej

HF fluorovodik

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Coherence

HPLC vysokouc¢innd kapalinova chromatografie

ICS intersystem crossing

K* draselny kation

LC kapalinova chromatografie

LC/MS kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
LC/MS/MS kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
m/z pomér hmotnosti a naboje

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie
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Na* sodny kation

NMR nuklearni magneticka rezonance

ROS reaktivni formy kysliku

TiO2 oxid titani¢ity

TOCSY Total Correlation Spectroscopy

UV zéfeni ultrafialové zareni (UVA; UVB; UVC)
VIS viditelné zareni

WADA World Anti-Doping Agency
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PRILOHA 1: Cervena ¢ara ve spektrech ukazuje, kterého piku se MS/MS spektrum (znazornéné ve spodni ¢asti obrazku) tyka - a8) MS/MS

a)

spektrum dexametazonu, b) MS/MS spektrum betametazonu.
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PRILOHA 2: Cervena ¢ara ve spektru ukazuje, kterého piku se MS/MS spektrum, které je vidét ve spodni &asti obrazku tyka. Spodni &ast obrazku -
MS/MS spektrum prednisolonu.
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