Posudek habilita¢ni prace

RNDr. Jana Skopalova, Ph.D.: VyuZiti elektroanalytickych metod a jejich kombinace s
chromatografii a hmotnostni spektrometrii ke studiu oxida¢né-redukénich premén xenobiotik.

Celkové je predlozenad prace rozdélena na souhrn ptedkladanych poznatkli a na soubor kopii 10
publikaci v ramci ptiloh.

Zminény souhrn pak zahrnuje nejprve informace o vyuzitych teoretickych i metodickych principech ve
vztahu ke studiu chovani diskutovanych latek a posléze konkrétni ziskané vysledky a poznatky tykajici
se téchto latek. Predmétem studia byla vybrana xenobiotika, jejich metabolity, feSeni parametrt redox-
reakci, jejich kinetiky, mechanizml, modelovych nebo redlnych souvislosti s procesy v zivych
organizmech, s toxickymi nebo 1é¢ivymi ucinky apod.

Predmétem zajmu byla v t€ souvislosti vybrana xenobiotika, kterd jsou z zivych organizma obvykle
vylu¢ovana pfeménou na poldrnéj$i molekuly, za ucasti konjugace s glukuronovou kyselinou, s
glutathionem a s uplatnénim sulfatovani, acetylovani, methylovani atp. Jejich metabolické premény
jsou katalyzovany enzymy, pficemz zde v prvni fazi hlavni roli hraje systém cytochromu P450 (CYP)
katalyzujiciho zejm. oxidacni procesy, hydroxylaci, nebo téz dealkylaci, deaminaci, dehalogenaci,
desulfataci, peroxidaci atd. Nékdy je pfitom toxicita metabolitu vys$S§i nez toxicita samotného
xenobiotika (napf. paracetamol je metabolizovan na hepatotoxicky N-acetyl-p-benzochinon). Pii
studiu chovani zminénych latek se vyuzivd jak méfeni ,,in vivo“ nebo ,in vitro®, tak i
neenzymatickych biomimetickych systémt, obsahujicich naptf. metaloporfyriny nebo Fentonovy
reagenty (Fe*', H,O,, HO", ...).

Elektrochemie umoziuje studovat v komplexu 1 oddélené oxidacni 1 redukcni procesy, podle potieby i
v kombinaci s protolyzou, adsorpci, komplexaci, s ndvaznymi redox-proménami, s izolaci produkti
atd. Zvolena xenobiotiky pfitom obsahuji oxidovatelné skupiny, jako fenolovou, benzodioxolovou,
tercidlni aminoskupinu apod.

Kombinace elektrochemie s kapalinovou nebo plynovou chromatografii (LC/GC), s hmotnostni
spektrometrii (MS) a s dalSimi sofistikovanymi technikami dokumentuje nejen autoréin Siroky
odborny zabér, ale predevsim jeji velmi kvalitni pfistup k védeckému zkoumani, které popsala. K tomu
je teba pricist fakt, Ze autorka promitala osobni zkuSenosti i do volby pfiléhavych variant zminénych
metod s cilem ziskavani detailnéjSich informaci a jejich vzajemného porovnavani u sledovanych latek.
Tak naptiklad v pifipadé rotac¢ni diskové uhlikové elektrody vyuzivala u stejnosmémé (DC) nebo
cyklické voltametrie (CV) méfeni za razné rychlosti scanu v, riizné uhlové frekvence o rotace C-
elektrody apod. Vedle diskuse o potencidlech redox-ptemén (£,.), o difiznich koeficientech D a poctu
vyménovanych elektroni z mohla napft. t€z usuzovat na charakter fidicich procest (difuze, kinetika
déja, adsorpce apod.) a na zmény vyvolané zménami hodnot pH. Ze zmén E,, s pH odhadovala
hodnoty pK. Uvazovala podobnosti mezi redox potencidly E.... tykajicimi se déja na elektrodach v
porovnani s obdobnymi veli¢inami pii kontaktu latky s aktivnim hemovym redox-centrem FeO**
plsobicim jako anoda vic¢i latce (substratu) se snadno oxidovatelnym heteroatomem N, S, P aj. nebo
nenasycenou vazbou.

Pii studiu elektrochemickych mechanizmt, kdy dochazelo ke kombinaci elektrochemickych krokt s
kroky chemickymi (jako ECE nebo jiné mechanizmy), s dimeraci na povrchu elektrody (EC,) aj., byly
pro identifikaci dimernich nebo oligomernich produkti (napf. u bromfenolit) vyuzity téz GC/MS a
HPLC/MS-metody s nahromadéni produkti na povrchu elektrody (ASAP sondy) pii rtznych
potencialech E. Koeficienty pifenosu naboje « byly vyhodnocovany pomoci vztahii podle Nicholson-
Shaina a téz Randles-Sevéikovy rovnice; u antimuskarinovych 16¢iv a zejména zopiklonu a alkaloidu
berberinu bylo vyuzito i jejich hydrofobni interakce az silné adsorpce na povrchu C-elektrody,



umoznujici 1 jejich prendseni z roztoku do jiného roztoku. Pro uréeni poctu vyménovanych elektronti
poslouzila podle potieby nejen DCV nebo diferencni pulzni voltametrie DPV, ale i coulometrie nebo
semiintegracni voltametrie (SIV). Urceni redox-aktivnich center bylo téZ mozné na zaklade
modelovani, a to pomoci strukturnich analog blizkych studovanému uskupeni molekul nebo jejich
¢asti. Tak tomu bylo napf. u xanthohumolu obsahujiciho 2 fenolové kruhy, poskytujici CV signal
podobné jako modelova kys. kumarova a floroglucinol. Platnost toho byla potvrzena elektrolyzou na
velkoplo$né Pt-sit’ce s naslednou LC/MS analyzou (,,0f-line* nebo ,,on-line*) a podle potieby i pomoci
IC ¢i NMR. Avsak bylo téZ pozorovano, Ze elektrochemicky neaktivni prenylova skupina vykazovala
metabolickou oxidaci katalyzovanou enzymy cytochromu P450.

Pro preparativni elektrolyzu pted uplatnénim LC/GC/MS byly vyuzity elektrody na bazi Pt-sitky,
spektralniho grafitu nebo vlaknité uhlikové stéticky CFBE. S podporou tékavych latek (elektrolytli) za
ionizace elektrosprejem (ESI) nebo chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a pfipadné i v
kvadrupolovém usporadani MS s analyzou doby letu (QqTOF) ¢i s mikroextrakei na vlakné v plynné
fazi (,,head-space“ SPME) po tepelné desorpci analyti bylo dosaZzeno mimoiadné cennych
komplexnich vysledkt. Prikladem Spickovych experimentalnich vysledkt byly ,,on-line* EC/ESI-MA
hmotnostni voltamogramy ve formé¢ 3D-diagram.

Popsana metodickd a instrumentdlni vybava byly vybornym zékladem pro systematictéjsi studium
nasledujicich ptikladl xenobiotik:

1. Bromfenoly BP — obsazené ve vyrabénych zpomalovacich hoteni, v n€kterych pesticidech, mezi
metabolity motskych organizmi aj. Jejich jednoelektronova oxidace vedla ptes fenoxylové radikaly k
tvorbé dientt s C-O-C nebo C-C vazbami (v zavislosti na reak¢nich podminkach) a tudiz i1 k
elektropolymeraci az pasivaci elektrod. V kyselém prostfedi dvouelektronova oxidace vedla pies
fenoxoniové kationty k monomernim chinontim a dienomtm. Studium série 2 BP; 3 BP; 4 BP; 2,4,6
TBP a pentabromfenolu PBP vyustilo v navrh série produktt, elektrosyntetizovanych a analyzovanych
ve vodné-alkoholickém prostiedi, s vyuzitim LC, GC, EC, ASAP/MS v¢. CFBE.

2. Antimuskarinika (proti inkontinenci), konkrétné tolterodin (TOL), fesoterodin (FES) a 5-
hydroxytolterodin (5-HMT) obsahovala 2 redox-centra (fenolovy kruh a tercidlni aminoskupinu). Bylo
zjisténo, ze TOL po elektrolyze v kyselém prostiedi poskytl 5-HMT, ktery byl téZ farmaceuticky
vyznamnym metabolitem enzymatické oxidace TOL katalyzované CYP2D6. Pfi vys$$im potencidlu
bézela oxidace na aldehyd, pficemz nebyla pozorovana jeho dalsi oxidace na karboxylovou kyselinu.
Alkalické prostfedi podpofilo reaktivitu terc. aminoskupiny na iminiovy iont, nasledovanou
odstépenim produktti.

U FES byla jako hlavni metabolickd reakce oznafena hydrolyza esterové vazby nespecifickymi
esterazami, vedouci k aktivni 5-HMT. Kinetiku této hydrolyzy bylo mozno sledovat voltametricky pii
nizsich potencidlech, nez je potencial oxidace hydroxymethylové skupiny FES. Dealkylace terciarni
aminoskupiny FES probihala snaz v alkalickém prosttedi.

3. Berberin — alkaloid pomahajici 1é¢it nékterd chronickd onemocnéni, jako jsou nékteré rakoviny,
deprese nebo hypertenze. Vykazuje velmi rychly metabolizmus katalyzovany enzymy CYP. Jeho
redox-studium s navaznou kombinaci LC/MS potvrdilo vznik fady metaboliti se 4 sprazenymi kruhy
(A az D), s redox-aktivni strukturou A az s o-dimethoxyskupinami na D (demethylace jedné z nich je
téz produktem katalyzy CYP).

4. Zopiklon — zastupce ,,I¢ki Z* (hypnotik, spasmolytik aj.) poskytoval za ucasti adsorpce slozity
DPV-signal. AC/MS odhalily n¢kolik oxida¢nich produktt, v¢. N-demethylovaného zopiklonu (ND-Z)
jako hlavniho metabolitu ptisobeni cytochromu P450. Na porézni C-elektrodé vznikalo dle EC/MS /v
1:1 V/V voda/acetonitril) pii riznych E rizné spektrum produkti.



5. Fentanyl a jeho analoga — nové syntetické opinoidy proti bolesti, anestetika, antidepresiva apod.
BohuZzel vyuzivany téz k ,fezani“ drog (pozn.: fentanyl je 100krat G¢inngj$i nez morfin), zejm.
heroinu, kokainu a metamfetaminu, kdy roste poCet timrti z predavkovani. Pfitom norfentanyl patii
mezi hlavni metabolity enzymatickych reakci fentanylu katalyzovanych cytochromem P450. V ramci
predlozené prace byla studovana moznost likvidace fentanylu z vodnych roztoki pomoci Fentonovy
reakce (ptes radikaly HO®, HO," apod.) v porovnani s jinymi oxida¢nimi ¢inidly, napf. kys. peroctovou
aj.

Jak z vyse uvedeného i z ptilozenych publikaci v kvalitnich ¢asopisech vyplyva, je posuzovana prace
co do jejiho odborného obsahu velmi obsazna. Je pfitom zpracovana peclivé prehledné a pro ¢tenare
zcela srozumitelné. To vSe dokumentuje jak vysokou odbornou, tak i pedagogickou vyzralost autorky,
jakoz 1 §ifi jejich znalosti a nabytych zkuSenosti. Nepiekvapuje proto ani to, Ze patfi mezi uznavané
ucastniky a prednésejici 1 na mezinarodnich konferencich, kde je mozné v roli posluchace ocenit 1 jeji
»lahodnou® anglictinu, kterou sdélované poznatky popisuje. Velké uzndni si pfitom zaslouZzi i jeji
empatické vystupovani vici okoli, skromnost a lidsky pfistup. Kombinace zminénych atributii
zpisobila, ze se autorka ptfedloZzené prace jiz ve svém oboru stala nepfehlédnutelnou a soucasné
uznavanou osobnosti akademické komunity.

K posuzované praci mam spise do diskuze nasledujici dotazy, které vSak nijak kvalitu habilitacni prace
nesnizuji:

1. Pfi posuzovani miry irreverzibility systémil nebo vlivu pH apod. pomoci cyklické voltametrie CV se
zejména pro rychlou orientaci vychdzi z posuvu polohy piku E, vici poloze odpovidajiciho
reverzibilniho piku na potencidlové ose. V piipad¢ posuvl E, napt. fadove ve stovkach mV je tento
pristup vyhovujici (viz napt. obr. 2, str. 14). V ptipad¢ menSich posuvi E, by bylo z hlediska teorie
exaktnéj$i vychazet nikoliv z posuvu E,, ale ze zmény polohy jiného charakteristického bodu na
voltametrické kiivce.

2. Vyuzila autorka stétickovou uhlikovou elektrodu za podminek bézné voltametrie v nadobce? Jak se
vypotadavala s ptipadnou pasivaci jejiho povrchu? Jaka byla opakovatelnost vysledkt, i vzhledem k
tomu, ze cast elektrody fungovala patrné jako ,array* mikroelektrod a ¢ast jako kompaktni C-
elektroda?

3. Za potenciostatickych podminek vyuzivala autorka elektrody s plochou tfadové jednotek i desitek
cm?? Stacily ji k tomu i pomérné bézné ,,analytické* potenciostaty, nebo bylo tieba pouzit vykonnéjsi?

4. Jaké maximalni pozitivni potencidly bylo mozné vyuzit pro oxidaci 5S-HMT na danych elektrodach?
5. Domniva se autorka na zéklad¢ ziskanych zkuSenosti, Ze by bylo mozné jesté zvysit ucinnost
Fentonovy reakce pro degradaci fentanylu ve vodach? A jaka je redlna nadéje na vyuzitelné operativni

stanoveni fentanylu v heroinu a jinych v praci zminénych drogach?

Vzhledem k vySe uvedenym skutecnostem doporucuji habilitacni praci RNDr. Jany Skopalové,
Ph.D. k obhajobé, na zakladé niz by ji mohl byt udélen titul ,,doc.* (docent).

V Praze dne 1. 2. 2024

prof. Dr. Ing. Ladislav Novotny, DrSc.
oponent



