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1 SOUHRN

Bioanalytické hodnoceni je zakladnim pilitem preklinického vyzkumu novych Iéciv, které
zahrnuje zkoumani jejich farmakokinetiky a metabolismu. Vyuziti modernich analytickych
pristupll je v této oblasti témér nezbytné, proto se v soucasnosti uplatiuji techniky zaloZzené
pfedevsim na chromatografii a hmotnostni spektrometrii. Validace analytickych metod dle
aktualnich doporuceni je naprostou nutnosti pro ziskani spolehlivych kvantitativnich vysledkd,
na jejichz zakladé Ize nové lécivo hodnotit.

PfedloZend disertacni prace se v teoretické casti zabyva Uvodem do problematiky
Alzheimerovy demence a strucné popisuje nové strategie |écby. V dalSich kapitolach je
vénovana pozornost tématlm, které se bezprostiedné tykaji experimentdlni prace —
kapalinové chromatografii, hmotnostni spektrometrii, Upravé biologickych vzorkd, validaci
metod a farmakokinetice. Experimentalni ¢ast je koncipovana jako soubor péti publikovanych
¢lankd s komentdfem, které jsou tematicky rozdéleny do tfi kapitol:
I. bioanalytické hodnoceni latek PC-37 a PC-48 — novych dudlnich inhibitorl cholinesteraz
odvozenych od 7-methoxytakrinu a donepezilu, Il. studium vlivu struktury donepezilu
a jeho strukturdlnich ¢asti na transport pres hematoencefalickou bariéru, lll. bioanalytické
hodnoceni latek S-K1025 a S-K1026 — novych dualnich inhibitor( cholinesteraz odvozenych od
7-methoxytakrinu a tryptofanu.

V experimentalni praci je komentovan vyvoj a validace analytickych metod pro
hodnoceni farmakokinetiky a metabolismu novych [éCiv. Jsou diskutovany problémy se
kterymi se bylo nutné vyporadat pfi zavadéni kvantitativnich a screeningovych metod. Na
zakladé stanovenych farmakokinetickych parametrd a vysledk( z metabolického profilovani
jsou jednotlivé kandidatni latky diskutovany predevsim z pohledu prestupu do cilového
organu — mozku. PC-37 i PC-48 diky zabudované substituované benzylpiperazinové skupiné
jsou schopné aktivniho transportu do mozku, kde se i akumuluji — koncentrace v mozku
pfevySuje plazmatickou dvojndsobné. Naopak S-K1025 i S-K1026 predevsim z ddvodu
metabolické nestability, s pfispénim fyzikalné-chemickych vlastnosti, nejsou schopné dostavat
se do mozku ani ve stopovém mnozstvi. Vysledky této disertaéni prace poskytuji informace,
které mohou prispét k racionalnimu vyvoji novych ucinnéjsich Ié¢iv proti Alzheimerové
demenci, nebo Ié¢iv s vhodnéjsim farmakokinetickym profilem.



2 SUMMARY

Bioanalytical evaluation plays a pivotal role in preclinical research of new drugs,
particularly in investigation of their pharmacokinetics and metabolism. Use of modern
analytical approaches is indispensable; chromatography and mass spectrometry are the
techniques of choice in this area of research. To obtain reliable data, the analytical methods
must be validated. Several authorities — such as European Medicines Agency or Food and
Drug Administration — have published recommendations on bioanalytical method
validation.

In its theoretical part, this dissertation deals with description of Alzheimer's dementia
with special focus on treatment strategies. Further attention is paid to topics that are
directly related to the experimental work - liquid chromatography, mass spectrometry,
sample preparation, method validation and pharmacokinetics. The experimental part —
a commentary on the author’s published articles — consists of three units: I. bioanalytical
evaluation of PC-37 and PC-48 — novel 7-methoxytacrine and donepezil-derived dual
cholinesterase inhibitors, Il. study of the transport of donepezil across the blood-brain
barrier with focus on its structure and substructures and Ill. bioanalytical evaluation of
S-K1025 and S-K1026 - new 7-methoxytacrine and tryptophan-derived dual cholinesterase
inhibitors.

In all three units, the author discusses development and validation of analytical
methods, pharmacokinetics and/or metabolism of the studied substances and their
transfer to the target organ — the brain. Both PC-37 and PC-48, thanks to the incorporated
substituted benzylpiperazine group, are capable of active transport to the brain where they
accumulate - the brain concentration exceeded that of plasma. In contrast, both S-K1025
and S-K1026 failed to reach the brain even in trace amounts mainly due to their metabolic
instability and non-optimal physicochemical properties. The results discussed in this
dissertation provide new information that can contribute to rational development of new,
more effective drugs to battle Alzheimer's dementia or drugs with a more convenient
pharmacokinetic profile.



3 UVOD DO PROBLEMATIKY
3.1 ALZHEIMEROVA DEMENCE

3.1.1 Epidemiologie a neuropatologie

AD je neurodegenerativni onemocnéni mozku, které vede k progresivni ztraté kognitivnich
funkci — mysleni, paméti, Usudku. AD zacind pozvolna a kon¢i smrti pacienta. Nejdfive dochazi ke
zhorSeni kratkodobé paméti, pozdéji se objevuji problémy s vyjadfovanim, rozhodovanim a
zmatenost. Doba preziti je v priméru 5-8 let od diagndzy (Ganguli, M. et al, 2005).

Alzheimerova choroba je s prevalenci 1 % populace nej¢astéjsi ze vSech demenci a ¢tvrtou
aZ patou nejcastéjsi pricinou umrti (Ganguli, M. et al, 2005). Incidence AD stoupa exponencialné
s vékem, mezi 65 a 74 lety je 3 %, mezi 75 a 84 lety je jiz 19 % a po 85. roce véku dosahuje 47 %
(Alzheimers Association, 2015). Ve svété trpi urcitym typem demence vice nez 50 milionu lidi, z
toho vice nez polovina (60 %) Zije v nizko a stfedné-pfijmovych zemich. Celosvétové pfibyva 7,7
milionu nové diagnostikovanych pripadl rocné, tj. jeden za Ctyfi sekundy. Studie WHO z konce
roku 2017 (WHO, 2017) predpoklada, Ze celkovy pocet nemocnych s AD bude v roce 2030 okolo
82 miliéna. Jen v Evropé dojde ke narlstu ze soucasnych 10 na 19 milionu.

Diagnostika AD se opird o nejnovéjsi diagnostické metody (CT, MRI, PET) a laboratorni
analyzy (analyza mozkomisniho moku), kterd diagnostiku AD posunuji uz do éasnych stadii
nemoci.

Alzheimerova demence je komplexni onemocnéni s multifaktoridlni etiologii, jejiz presna
patogeneze neni prozatim zcela objasnéna. AD je charakterizovana ztratou neuronu a synapsi
v mozkové klre a urcitych subkortikdlnich oblastech, které vedou k atrofii téchto oblasti.
PostiZeny jsou i neurony v temporalnim a parietalnim laloku, a v ¢asti frontalni kiiry mozkové, coz
se také projevuje zmensenim téchto ¢asti mozku (Braak, H. et al, 1991). V soucasnosti je
uzndvano neékolik zadkladnich hypotéz, které vedou k vySe jmenovanym déjum. Jedna se
predevsim o:

I Amyloidni hypotézu — tvorba a akumulace AB peptidl v extracelularnim prostoru
vede k jejich oligomerizaci s ndslednou tvorbou senilnich plakd. Ty jsou zodpovédné
za snizeni synaptické aktivity a rozvoj prozanétlivych procesu, jez zpusobuji
oxidativni poskozeni neuronll. Poskozené neurony maji narusSenou aktivitu
proteinkindz a fosfataz, ktera ve vysledku vede k hyperfosforylaci tau proteinu a
tvorbé neurofibrilarnich klubek (Castro, A. et al, 2006).

Il. Tau hypotézu - hyperfosforylace tau proteinl zabrafuje vykonavat jejich
fyziologickou funkci (stabilizaci mikrotubull) a usnadnuje jejich agregaci za vzniku
neurofibrilarnich klubek (Johnson, G.V. et al, 2004)

Il. Cholinergni hypotéza — je zaloZzena na predpokladu, Ze ztrata cholinergni aktivity
(selektivni zanik acetylcholinergnich neuron() u AD pacientt je v Uzkém vztahu mezi
neuromedidtorem ACh a schopnosti u€eni a paméti (Cummings, J.L. et al, 2004).

Vedle téchto hypotéz se vyznamné uplatiuji i dalsi mechanismy patogeneze AD jako je
zanétlivd reakce, oxidativni stres, poSkozeni mitochondridlniho metabolismu, nebo snizena
tvorba nervovych rdstovych faktort (Andersen, J.K. et al, 2004). Rada téchto mechanismd je tzce
propojena. Napf. v oblasti plak(l vznika sterilni zanét s aktivaci mikroglialnich bunék i astrocyta.
V ramci imunitni reakce akutni faze dochazi k uvolnéni cytokinl a volnych kyslikovych radikald,
které poskozuji lipidy bunééné membrany neuront. Takto postizené neurony nasledné zanikaji,
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dochazi k uvolnéni nadmérného mnozstvi excitacnich aminokyselin (glutamat, aspartat), které se
v CNS vazi na pfislusné receptory. Nadmérna stimulace tzv. ionotropnich receptord (napf. NMDA:
N-methyl-D-aspartatovy receptor), spojenych s otevienim kalciového kanalu, vede k
nadmérnému influxu Ca?* iontd do neuron(. Tim dochazi k destabilizaci vnitfniho prostfedi,
aktivaci proteinkinaz, a v kone¢ném dlsledku k bunécné smrti. NMDA-receptory realizuji jeden
ze zakladnich déju uceni — dlouhodobou potenciaci (zesileni synaptického pfenosu mezi dvéma
neurony jako vysledek jejich soucasné stimulace), tento mechanismus je hyperexcitaci NMDA-
receptorl narusen. (Scarpini, E. et al, 2003; Andersen, J.K. et al, 2004)

3.1.2 Cholinesterazy

Cholinesterazy (ChE) jsou skupinou enzymd, které katalyzuji hydrolyzu ACh na cholin a
octovou kyselinu. Na zdkladé svych katalytickych vlastnosti se déli na dva typy:
I. Acetylcholinesterdza (AChE, EC 3.1.1.7) — enzym, ktery primarné hydrolyzuje malou molekulu
ACh, a ll. Butyrylcholinesterdza (BChE, EC 3.1.1.8), kterd je schopna $tépit navic i vétsi molekuly
substratu jako je butyrylcholin nebo benzoylcholin (Darvesh, S. et al, 2003).

Krystalografické analyzy AChE izolované z Torpedo californica, a pozdéji lidské
rekombinantni AChE, umoznily presny popis struktury tohoto enzymu — AChE je konformacéné
neplasticky enzym sestavajici ze tfech hlavnich ¢asti (Dvir, H. et al, 2010):

. Katalytické aktivni misto (CAS) — nachazi se hluboko uvnitf enzymu a je zodpovédné
za vazbu molekuly ACh, jeji spravnou orientaci a hydrolyzu

. Periferni aniontové misto (PAS) — umisténé na povrchu enzymu je zodpovédné za
vazbu alosterickych ligandd (predevsim inhibitor()

Il Aromatické hrdlo — dlouha rovna trychtyfova dutina, kterd propojuje CAS a PAS.
Umoznuje prlinik ACh do katalytického aktivniho mista.

| kdyZz je primarni funkci AChE i BChE enzymatickd hydrolyza cholinovych substratq,
v nedavné dobé byly popsany nové nekatalytické, tedy necholinergni role. Obé cholinesterazy se
uplatiuji v procesu morfogenniho vyvoje mozku a jeho diferenciace, a co je z hlediska pochopeni
Cholinesterazy se konzistentné ukladaji v amyloidnich placich a prostfednictvim protein-
proteinové interakce s AB akceleruji jejich ukladani a agregaci — funguji jako nukleacni faktor,
ktery usnadnuje a urychluje konverzi solubilnich AB peptidl v nesolubilni amyloidni fibrily tim, Ze
je konformacné pozméni (Diamant, S. et al, 2006). Krystalografické analyzy odhalily, Ze za
interakci enzymu s AP peptidy je zodpovédné periferni aniontové misto (PAS). Tato skute¢nost
vedla k syntéze novych potencialnich IéCiv, které se oznacuji jako inhibitory s dvojitym vazebnym
mistem (dualni inhibitory) — jsou schopné inhibovat degradaci acetylcholinu tim, Ze se vazi na
CAS a zaroven vazbou na PAS redukovat interakci s AB peptidy.

3.1.3 Soucasna terapie a nové strategie lécby AD

V soucasné dobé jsou v klinické praxi pouze dvé skupiny léciv, které vedou ke zpomaleni
progrese demence a oddaleni jejich tézkych stadii. Prvni skupinu reprezentuji tzv. kognitiva —
centralné pusobici inhibitory mozkovych acetyl- i butyrylcholin-esteraz. Tato IéCiva zlep3uji
cholinergni transmisi tim, Zze blokuji enzymy odbourdvajici ACh. V soucasnosti je k dispozici
donepezil, rivastigmin a galantamin. Jejich ucinnost byla potvrzena mnoha randomizovanymi,
placebem kontrolovanymi klinickymi studiemi (Rdsler, M. et al, 1999; Rogers, S.L. et al, 1996;
Tariot, P.N. et al, 2000). Na inhibitory mozkovych cholinesteraz reaguje pftiznivé asi 70 %



pacientd. Pfi neucinnosti jednoho inhibitoru ChE se prechazi na druhy, nejdrive ale az po pul roce
nepretrzitého podavani. Druhou skupinu reprezentuje pouze jeden zastupce — memantin, ktery
ma zcela odliSny mechanismus ucinku. Je nekompetitivnim antagonistou glutamatovych N-
methyl-D-aspartatovych (NMDA) receptor(l. Blokuje jejich chronickou hyperaktivaci, a tim
redukuje influx Ca?* iontd do buriky, jehoZz nadmérné mnozstvi indukuje apoptézu. Memantin je
efektivni v 1é¢bé stiedné tézké az tézké AD, a to jak v monoterapii (Reisberg, B. et al, 2003), tak
v kombinaci s donepezilem (Tariot, P.N. et al, 2004). Lécba memantinem vede ke zlepSeni
kognitivnich funkci, celkové vykonosti, psychickych symptoma a poruch chovani.

Ackoliv cholinergni hypotéza byla velkym prinosem a definovala zaklady dnes dostupné
paliativni IéCby AD, v soucasnosti je na ni pohlizeno s urcitym skepticizmem — poddvani inhibitor(
AChE nevede k uzdraveni ani k zastaveni progrese této nemoci. ProtoZe cholinergni hypotéza
nedokdazala vysvétlit zakladni pti¢inu vzniku AD, pozornost se zacala ubirat smérem i k dalSim
doposud popsanym procesim ovliviiujici patogenezi. V soucasnosti jsou proto vyvijeny nové
preparaty (na bdazi malych molekul, peptidi nebo protilatek), které na zakladé
farmakodynamickych cill je Ize rozélenit do tfi zdkladnich terapeutickych pfistupt (Atta-Ur-
Rahman, et al, 2015):

l. Anti-amyloidni terapie — je primarné zaméfena na sniZeni produkce AP
prostfednictvim inhibice sekretdz, zvySenim clearance AR, nebo blokovanim ApB
agregace. Ve treti fazi klinického testovani je celkem 9 preparatl (Cummings, J. et
al, 2018).

Il. Tau protein terapie — vyvijeny jsou jak inhibitory kindz zodpovédné :za
hyperfosforylaci tau proteinu, tak preparaty inhibujici tau agregaci a/nebo
podporujici rozloZeni vzniklych agregatli. V soucasnosti je ve treti fazi klinického
hodnoceni pouze jediny zastupce z této skupiny (Cummings, J. et al, 2018).

[l Terapie zaméfena na faktory souvisejicimi s neuralnimi plaky a uzliky — do této
skupiny lze zafadit latky, které prfimo nespadaji do pfedchazejicich dvou skupin, ale
jednd se o farmakologicky velice zajimavé cile (neuroprotektiva, antioxidanty,
statiny, monoaminooxidazy a dalsi). Tyto latky jsou vyuZivany predevsim
v symptomatologické |[é¢bé AD, ve treti fazi klinického hodnoceni se z této kategorie
nachazi 10 preparatt (Cummings, J. et al, 2018).

| kdyzZ se na téchto terapeutickych strategiich, véetné cholinergni, pracuje nékolik desetileti,
od roku 2003 kdy byl registrovan memantin, nebyla do klinické praxe uvedena zadna nova léciva
latka. Mezi lety 1998 a 2017 bylo zastaveno klinické hodnoceni u 146 preparatl —z toho u 39 %
ve 2. nebo 2./3. fazi, a u 18 % ve fazi 3.

Vyvoj novych léciv u tak sloZzitého onemocnéni jako je AD je velice narocny. Jedna se o
poruchu s komplexni patofyziologii, kterou lze tézko zvladnou ovlivnénim jedné biochemické
funkce nebo jednoho molekularniho cile. Tento pfistup, ktery je ozna¢ovan za one-drug-one-
target, vedl v minulosti k vyvoji celé tady uUspésSnych léciv, které jsou pouzZivany v radé
onemocnéni (Morphy, R. et al, 2004). Avsak se selhanim tohoto obecné uznavaného schématu
u komplexnich onemocnéni se postupné vyvinuly nové strategie. Od multi-medikacni terapie
(koktejl dvou a vice rdznych latek kombinujicich rlizné terapeutické mechanismy a zpUsoby
podani), pres multi-komponentni medikaci (dvé a vice latek je podavano spolec¢né v jedné formé),
az po findlni strategii oznaCovanou jako ,multi-target-directed ligands” (MTDLs). MTDL je
zaloZzena na predpokladu, Ze jedind chemickd entita mlZe byt schopna zasdhnout nékolik
farmakologickych cilt soucasné (Cavalli, A. et al, 2008). MTDL ptistup maze byt naplnén, pokud
je znama 3D struktura cilového receptoru. Nova potencialni I1éCiva jsou navrzena pfimo na miru



pomoci technik molekulového modelovani. Takovyto pfistup se oznacuje jako ,na strukture
zaloZzeny” nebo také ,racionalni” design Iéciv.

V soucasnosti je u AD koncept MTDL Siroce vyuzivan k designovani molekul zamérenych na
odliSné farmakologicky vyznamné cile. ProtoZe inhibitory cholinesterdz jsou stale Siroce
pouzivanymi léCivy, je i sou¢asnym trendem vyvoj novych molekul, kde jedna ¢ast molekuly je
zodpovédna za inhibici cholinesterazy (primarné AChE), a druha ¢ast za jiny farmakodynamicky
cil. Pokud bychom chtéli blize specifikovat soucasné zakladni vyvojové sméry, mlzeme
farmakodynamickou funkci novych latek zaradit do jedné z téchto skupin:

l. Inhibitory AChE (AChEI) s dvojitym vazebnym mistem (Dual binding site AChEI) —
Inhibice AChE a vazba molekuly na PAS enzymu propojuje cholinergni a amyloidni
hypotézu. Soucasnym prikladem AChEl, schopnych alespori ¢astecné inhibice
agregace AP, je donepezil (snizuje agregaci AB o 22 % (Bartolini, M. et al, 2003)),
galantamin (sniZzeni o 18 %, Bolognesi, M.L. et al, 2007) nebo takrin (sniZzeni o 8 %,
Chalupova, K. et al, 2019). Proto vyvoj novych AChEI s dvojitym vazebnym mistem
je v soucasnosti zaméren na modifikaci molekuly donepezilu nebo takrinu s cilem
dosdhnout lepsiho farmakologického profilu s dlrazem na zlepSeni jejich
farmakodynamickych vlastnosti, popfipadé na zvyseni bezpecnosti v dlouhodobém
uzivani (Ismaili, L. et al, 2017).

Il. Dudlni AChE a BACE-1 inhibitory — jsou schopné inhibovat agregaci AR dvéma
odliSnymi mechanismy — vazbou na PAS enzymu AChE, a inhibici enzymu BACE-1
(inhibice vede ke snizeni produkce solubilniho AB).

[l Dudlni AChE-MAO inhibitory — inhibice monoaminooxiddzy (enzym produkujici
reaktivni formy kysliku béhem katalytické deaminace neurotransmitera) redukuje
oxidativni zatéZz v mozkové tkani.

Iv. AChEI a blokatory Ca?* kanalki — pretiZzeni buriky nadmérnym mnozZstvim Ca?* je
jeden z hlavnich mechanism( zpUsobujici poSkozeni mitochondrii s naslednou
aktivaci apoptotické kaskady

V. AChEI a antioxidanty — redukce oxidacni zatéze je jeden ze slibnych terapeutickych
pfistupq.

VI. Dualni AChE a SERT (transportéry serotoninu) inhibitory — fada AD pacient( trpi
depresi, které se dafi zvladat pomoci inhibitort zpétného vychytavani serotoninu
(SSRI).

3.2 BIOANALYZA LECIV

Vyzkum a vyvoj novych léciv ma za cil vyvinout Uc¢innd a bezpecna léciva. Z celkového poctu
5000 — 10000 navrzenych/nasyntetizovanych/in vitro testovanych molekul se pouze 250
dostane do preklinického testovani, pét do klinického hodnoceni, a z péti byva zpravidla pouze
jedna schvalena pro klinickou praxi. Bioanalytické hodnoceni novych |éCiv zahrnuje zkoumani
jejich farmakokinetiky a metabolismu. V minulosti bylo soucasti prvni az druhé faze klinického
hodnoceni, nicméné v soucasnosti se béziné provadi jiz ve fazi preklinické, nebo jesté dfive.
Kandidatni latky s nevhodnymi farmakokinetickymi parametry nebo metabolismem jsou proto
vyfazeny jiz v pocatecnich in vivo experimentech. AvSak i tato vyfazena léciva jsou uzitecnym
zdrojem informaci — struktury téchto molekul mohou byt vylepSeny a opét testovany. Bioanalyza
proto hraje klicovou ulohu v toxikologickych, farmakodynamickych a farmakokinetickych studii.
Poskytuje dlleZité informace, které umoznuji racionalizovat vyvoj novych léciv, at uz z pohledu
ucinnosti, bezpecnosti, nebo vhodnéjsich farmakokinetickych vlastnosti.
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Vyvoj bioanalytickych metod je proces, ktery se radi mezi ,Uzka hrdla“ pfi vyvoji novych
[éCiv. Spravna validace metody je velice dllezitd pro ziskani spolehlivych kvantitativnich vysledkd,
na kterych jsou postaveny farmakokinetické vypocty. Analyticky proces zahrnuje odbér vzorkd,
jejich zpracovani, analyzu a vyhodnoceni, véetné provadéni kalibraénich a kontrolnich méreni.
Vzhledem ke sloZitosti biologické matrice (krev, tkané, Zlu¢ atd.) a nizkym koncentracim
testovanych latek, mize byt vyvoj bioanalytické metody urcitou vyzvou (Moein, M.M. et al,
2017). Vyuziti modernich analytickych pfristupl je proto vtéto oblasti témér nutnosti.
Vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem (LC-MS) je
analytickym zlatym standardem v kvalitativni i kvantitativni analyze |éCiv. Chromatograficka
technika umoziiuje separovat cilové analyty od slozek matrice, a hmotnostni spektrometr dokaze
od sebe oddélit jednotlivé analyty na zakladé poméru jejich hmotnosti a ndboje (m/z). Vyuziti
hmotnostni spektrometrie nam poskytuje informace o strukture dané latky, coz je spojeno s
vyznamnym zvySenim selektivity a citlivosti.

Zasadnim pokrokem v oblasti bioanalyzy bylo zavedeni ultra-vysokoucinné kapalinové
chromatografie (UHPLC) (Fekete, S. et al, 2014 A) a core-shell technologii (Hayes, R. et al, 2014),
které vyznamné zrychlily a zlepSily Uc¢innost separace latek. DalSim vyznamnou technologii je
hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim, reprezentovana predevsim systémem Orbitrap
nebo analyzatory doby letu (TOF), kterd i diky vysoké presnosti méreni umoznuje urcit
pravdépodobné atomarni sloZzeni molekul, coZ znacné usnadruje jejich strukturni analyzu. Toho
se s vyhodou vyuziva predevsim ve studiu metabolismu zkoumanych latek.

3.2.1 Uprava biologickych vzorkd pred analyzou

Jeden z klicovych krok( v kvalitativni i kvantitativni analyze je Uprava biologickych vzorka
pred vlastni analyzou. Biologické tekutiny (krev, sérum, plazma, moc) a tkané jsou velmi
komplexni matrice obsahujici proteiny, lipidy, soli a dalSi organické a anorganické latky, které
mohou béhem analyzy interferovat s mérenymi analyty, nebo poskozovat analyticky systém.
Z téchto davod( je nutné pred vlastni analyzou vzorky upravovat. Dalsim ddvodem upravy je
cilené zakoncentrovani analytu, které jsou ve vzorku pfitomny jen v nizkych koncentracich.
Obecné miZieme metody Upravy vzork( rozdélit na konvencni (béziné pouzivané) a moderni,
které jsou casto odvozené od téch konvencnich. Mezi konvenéni metody se fadi proteinova
precipitace (PP), extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE, liquid-liquid extraction) a extrakce na pevné
fazi (SPE, solid-phase extraction). Ddle zde mlizeme zaradit i centrifugaci, filtraci nebo prosté
fedéni vzorkl. (Meyers, R.A., 2011)

3.2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) je fyzikdlné-chemickd metoda schopna rozdélit jednotlivé slozky ve velice komplexnim
vzorku. Obecnym principem této metody je separace analytl na zakladé jejich interakce se
staciondrni a kapalnou fazi. Stacionarni fazi je tuha latka nebo kapalina, ukotvena na tuhém
nosici, zatimco mobilni faze je vyhradné tvorena kapalinou. Staciondrni faze je umistnénda v
chromatografickych kolondach, kterymi protékd mobilni faze, hnand v pfipadé vysokoucinné
kapalinové chromatografie pomoci vysokotlakého Cerpadla. Mobilni faze unasi jednotlivé slozky
analyzované smési rliznou rychlosti, ktera zdavisi na interakci mezi obéma fazemi. Existuje cela
fada staciondrnich a mobilnich fazi, které lze sestavit do rdznych variant provedeni HPLC. Podle
podstaty interakce analytu se stacionarni fazi pak techniky HPLC mulzZeme tfidit podle tzv.
chromatografickych modl do nékolika skupin (Meyers, R.A., 2011): chromatografie na
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normalnich nebo reverznich fazich (nejbéinéji zastoupeny mad), iontové parova, iontové
vyménna, hydrofobni nebo hydrofilni interakéni, a vyluCovaci chromatografie. Kazdy z téchto
moda ma svlj ucel pouZiti a je v hodnéjsi pro urcity typ latek.

Kapalinovy chromatograf je sloZzen z nékolika zdkladnich casti: zasobnikd mobilni faze,

degaseru, smésovaciho zafizeni, chromatografické pumpy, davkovaciho ventilu (soucasti
autosampleru), kolonového termostatu, analytické kolony a detektoru.

Srdcem chromatografického systému je chromatografickd kolona — trubice vyrobena z
nerezové oceli nebo semi-krystalického plastového materidlu PEEK (polyetereterketon), ktera je
bud’ vyplnéna ¢&asticemi stacionarni faze nebo tvorena jednim kusem sorbentu — monolitem
(Pfaunmiller, E.L. et al, 2013). Existuje cela fada raznych typ( staciondrnich fazi lisici se svymi
fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi, jejichz povrch muze byt navic chemicky modifikovan.
Nejcastéji se vyuzivd modifikace pomoci nepolarnich skupin (oktylovd, oktadecylov3,
fenylhexylova, pentafluorofenylova a dalsi), ale povrch silikagelu lze modifikovat i funkénimi
skupinami na bazi ménicl iontd C¢i pro ucely chirdini separace (Kazakevich, Y. et al, 2006).
NejdllezitéjSim parametrem, ktery ma zasadni vliv na ucinnost chromatografické separace je
velikost castic, kterymi je kolona naplnéna (standardné 1,3 — 5,0 um). Se zmenSujicim se
primérem c¢dstice roste celkovy povrch sorbentu a tim se zvysuje celkova ucinnost separace. Na
druhou snizeni velikosti ¢astic vede k markantnimu nar(stu zpétného tlaku na koloné potazmo v
celém systému pred kolonou (Gritti, F. et al, 2013). PIlné vyuZiti potencidlu sub-2 um ¢&astic
umoznila az nova generace chromatografickych systémd (UHPLC), které diky specifickym
konstrukénim feSenim (pumpy, injektor, tubing, Sroubeni) dokdzaly pracovat pfi tlacich nad 1 000
bar (Fekete, S. et al, 2014 A). Jeden ze soucasnych trend( je pouziti povrchové poréznich tzv.
core-shell (jiné oznaceni fused-core) Castic (Hayes, R. et al, 2014), které Ize vyuZit na HPLC i
UHPLC systémech. Klasické ¢éastice jsou plné porézni a v celém svém objemu tvorené stejnou
strukturou. Naproti tomu core-shell ¢astice jsou tvorené vnitfnim pevnym neporéznim jadrem a
vnéjsim poréznim obalem, ktery na néj tésné priléha. Morfologie core-shell ¢astic umoziuje
zvysit uéinnost separace a dosahnout lepsiho rozliseni.

K detekci analytd se pouzivd celd fada detektorl pracujicich na rdznych fyzikalnich
principech. Vystupem je chromatogram, ktery zobrazuje zavislost mérené veliciny na Case. Vybér
vhodného detektoru zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech analyzovanych Ilatek.
V molekule musi byt obsazena funk¢ni skupina, nebo strukturni motiv, ktery je detekovatelny
prislusnou fyzikalni technikou. V téchto pripadech hovofime o detektorech selektivnich. Nebo se
k detekci mize vyuzit analyticka vlastnost systému jako celku, kterd je v reprodukovatelném
vztahu ke koncentraci analytu (index lomu, tepelnd vodivost) — jedna se o detektory univerzalni
(Swartz, M. et al, 2010). Mezi béiné detektory vyuzZivané v HPLC/UHPLC patfi
spektrofotometrické (UV-VIS), fluorescencni, ,hmotnostni“, elektrochemické, vodivostni,
Evaporative Light Scattering Detector (ELSD) nebo Corona charged Aerosol Detector (CAD), a
dalsi.

3.2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikdlné-chemickda metoda zaloZena na separaci iont(
v plynné fazi na zakladé jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z). Jedna se o analytickou metodu
slouzici k prevedeni molekul na ionty, separaci téchto iontl na zakladé m/z a pomoci vhodné
detekce zaznamenani jejich mnozstvi, které se vyjadfuje jako relativni intenzita jednotlivych
iontd. Hmotnostni spektrometrie poskytuje strukturni informace o daném analytu, a to
prostrednictvim fragmentacnich spekter, které jsou pro néj vysoce specifické (Hoffmann, E.D. et
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al, 2007). V kombinaci s chromatografickymi separacnimi technikami se hmotnostni
spektrometrie stala metodou cislo jedna v analyze slozZitych biologickych vzork( v celé fadé
oblasti. Nezastupitelnou Ulohu hraje i ve farmaceutickém prdmyslu véetné vyvoje novych |éciv,
nebo v laboratorni mediciné. Zakladnimi ¢astmi hmotnostniho detektoru je iontovy zdroj,
iontova optika, hmotnostni analyzator, detektor iont(i, vakuovy systém a pocitac.

I. lonizacni zdroj

lonizac¢ni zdroj slouZi k pfevedeni neutralnich molekul analytu na kladné nebo zdporné
nabité ¢astice, které nasledné vstupuji pres iontovou optiku do hmotnostniho analyzatoru.
lonizace zpravidla probiha za atmosférického tlaku, pripadné nékteré iontové zdroje vyzaduiji
snizeny tlak. Vzhledem k mechanismu prevodu latek zneutrdlniho do iontového stavu
rozdélujeme dva typy ionizacnich technik (Kool, J. et al, 2015). I. Tvrdé ionizaéni techniky, mezi
které spadd napftiklad elektronova ionizace (El) nebo méné vyuzivana chemickad ionizace (Cl). Tyto
techniky se pouzivaji vyhradné ve spojeni s plynovou chromatografii. Oznaceni ,,tvrda“ ionizacni
technika vystihuje proces, kdy molekula ziskdvd obrovsky prebytek energie, ktery se nasledné
projevuje rozsahlou fragmentaci molekuldrniho iontu, a to az do takové miry, Ze molekularniion
ve spektru mlze chybét uplné (Hoffmann, E.D. et al, 2007). Il. Mékké ionizacni techniky, které
umoznuji ionizaci molekul bez jejich fragmentace. Ve spojeni s kapalinovou chromatografii se
v analyze malych molekul nejcastéji vyuzivd ionizace za atmosférického tlaku, kam Fradime
ionizaci elektrosprejem (ESI, Electrospray lonization), chemickou ionizaci (APCI, Atmospheric
Pressure Chemical lonisation) a fotoionizaci (APPI, Atmospheric Pressure Photo lonisation)
(Hoffmann, E.D. et al, 2007; Kazakevich, Y. et al, 2006). Protoze neexistuje univerzalni ionizacni
technika pro vSechny latky, které maji zcela odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti, je vybér
vhodné ionizaéni techniky zakladnim predpokladem pro Uspésnou analyzu. Pro ionizani zdroj
obecné plati, Ze by mél pracovat s vysokou efektivitou, a pfedevsim je vyZadovana vysoka
stabilita ionizace.

Il. Hmotnostni analyzatory

Hlavni funkci hmotnostnich analyzator( je déleni jednotlivych iontl na zakladé poméru
jejich hmotnosti a naboje m/z. Principy fungovani jednotlivych analyzatord zavisi na plsobeni
elektrickych nebo magnetickych poli na nabité castice. V bioanalyze se nejcastéji vyuzivaji
kvadrupodlové analyzatory, iontové pasti, analyzatory doby letu, a v poslednich letech i orbitalni
pasti. VyuZiti magnetickych sektord, iontové cyklotronové rezonance s Fourierovou transformaci
(FT-ICR), nebo analyzatord iontové mobility je v analyze |éCiv okrajové.

Orbitrap je nejnovéjsi typ hmotnostniho analyzatoru, ktery byl na trh uveden v roce 2005
firmou Thermo Electron (dnes Thermo Fisher Scientific). Diky extrémné vysokému rozliSeni (az
500 000), vysoké spravnosti uréeni m/z (<1 ppm) (Olsen, J.V. et al, 2005) a cenové dostupnosti
se tato technologie pravem dostala do vétSiny modernich bioanalytickych laboratofi, kde se
vyuziva jak pro rutinni, tak vyzkumné Ucely. Elektrostatickd orbitalni past je tvorena centralni
elektrodou vietenovitého tvaru, kterd je ze dvou stran obklopena parem vnéjsim elektrod
oddeélenych jen velice tenkou Stérbinou. Napéti viozené mezi vnéjsi a centralni elektrodu vytvari
elektrické pole, které je linearni s osou elektrody, proto je oscilace iontl v tomto sméru Cisté
harmonicka (Perry, R.D. et al, 2008). lonty se v orbitrapu pohybuji po stabilnich trajektoriich
okolo a podél stfedové elektrody. Frekvence oscilace iontli podél centrdini elektrody vytvafi na
vnejsich elektrodach indukovany proud — signal, ze kterého se po jeho amplifikaci a Fourierové
transformaci ziskd vysledné hmotnostni spektrum (Zubarev, R.A. et al, 2013). Obrovskou
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vyhodou orbitalni pasti je schopnost analyzovat vSechny ionty naraz, béhem jednoho méficiho
cyklu. MUzZe se jednat o molekulové ionty, nebo ionty vzniklé fragmentaci parentnich molekul.
Vysoké rozliSeni a vysoka presnost méreni umoznuje rozlisit individualni latky v komplexni smési
nejriznéjsich molekul. Proto se Orbitrap stdva vlajkovou lodi hmotnostné spektrometrickych
technik v analyze biologickych systémi. Uplatiuje se v oblastech od rutinni identifikace
neznamych latek, pfes stopové analyzy v komplexnich smésich, az po ,omické” védy
(proteomice, lipidomice, metabolomice) (Zubarev, R.A. et al, 2013).

lll. Detektory

Findlnim krokem v analyze iont( je jejich detekce. V hmotnostni spektrometrii se nejcastéji
vyuziva elektrondsobic, fotonasobi¢ nebo Faradayova klec (Kool, J. et al, 2015; Hoffmann, E.D.
et al, 2007). Princip fungovani elektronasobice spociva v emisi sekundarnich elektronl po
dopadu iontl. Elektrony jsou dale smérovany k dalSim dynodam, dochazi k narlstu jejich poctu,
az je ziskdn méritelny elektricky proud. Fotonasobi¢ funguje obdobné, dopadajici ionty na
fosforovou desku emituji fotony, ty po dopadu na fotokatodu vyrazeji elektrony, jejichZz pocet je
skrz soustavu dynod amplifikovan. Faradayova klec vyuziva emisi elektront z dynody po dopadu
iontd, je generovan elektricky proud, ktery je konvertovan na signal. Elektrostaticka orbitalni past
nebo FT-ICR nepotfebuji detektor, protoZe oba analyzatory zaznamenavaji indukovany proud s
naslednou pfeménou na signal.

3.2.4 Validace bioanalytické metody

Validace analytické metody je soucdsti spravné praxe (SLP) a oznacuje proces méreni a
ovérovani, ktery ma prokdazat, Ze dana analytickd metoda splfiuje predem definované pozadavky
a je vhodnd pro zamyslené poufiti, nap¥. kvantifikaci latek v daném biologickém materidlu. Radné
provedena validace bioanalytické metody pro kvantitativni stanoveni analytd ve vzorku je
naprosto kli¢ova pro spravné provedeni preklinickych nebo klinickych farmakokinetickych studii.
Validace metody experimentalné prokazuje, Ze kvantitativni metoda je spolehliva a dokaze
produkovat Ciselné hodnoty zatizené minimalni chybou.

PoZzadavky na validaci bioanalytické metody jsou v soucdasnosti definovany ve dvou
zdkladnich dokumentech: I. Guideline on Bioanalytical method validation (European Medicines
Agency, EMA) vydana v roce 2011 (EMA 2011) a Il. Bioanalytical Method Validation, Guidance
for Industry (Food and Drug Administration, FDA) vydand v roce 2018 (FDA 2018). Smérnice FDA
z roku 2018 nahradila zastaralou z roku 2001 (FDA 2001) a pracovni verzi z roku 2013 (FDA 2013),
které mély fadu nedostatku. Pfedevsim nereflektovala rychly rozvoj a vyuzivani LC-MS (Kadian,
N. et al, 2016). V soucasnosti je smérnice FDA 2018 velice podobna smérnici EMA 2011. | kdyZ
mezi obéma doporucenimi stale existuji rozdily (predevsim v terminologii, vedeni dokumentace
a reportingu), valida¢ni parametry a kritéria jsou v podstaté totozné. DUkladné porovnani obou
smérnic je shrnuto v praci Kaza M. a kol. (Kaza, M. et al, 2019). ProtoZe smérnice EMA 2011 byla
od svého zavedeni vhodnéjsi pro validaci LC-MS metod, fada pracovist upfednostnila toto
doporuceni. Valida¢ni parametry vychazejici ze smérnice EMA 2011 jsou: selektivita, prenos
analytl,, spodni limit kvantifikace, kalibracni krivka, presnost, preciznost, dilu¢ni integrita,
matricové efekt, vytéznost a stabilita.
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3.3 FARMAKOKINETIKA A METABOLISMUS

Farmakokinetika je stéZzejnim oborem farmakologie, ktery se zabyvd osudem xenobiotika
v organismu. Organismus rliznymi mechanismy ovliviiuje jeho absorpci, distribuci, metabolismus
a exkreci. Aby lécivo uplatnilo svUj potencial (farmakodynamicky efekt), musi se do cilového mista
dostat v urcitém Case a dostatecném mnozstvi (Khojasteh, S.C., 2011).

Farmakokinetické hodnoceni xenobiotik a jejich metabolizace se v poslednich dvou
desetiletich stala zcela klicové v oblasti vyvoje a hodnoceni novych potencidlnich |éCiv. Diky
predsunuti téchto experimentl z klinickych fazi do faze preklinické se dramaticky snizil pocet
ukonéenych klinickych studii z divodu nevyhodné farmakokineticky nebo metabolizmu (40 %
v roce 1991 oproti 10 % v roce 2000) (Kola, I. et al, 2008). Preklinické hodnoceni farmakokinetiky
organové bariéry. In vitro uc¢inna, netoxickd a velice slibnd ldtka muze byt na zakladé
neschopnosti dosahnout cilového kompartmentu (mozku) ihned vytazena.

Farmakokinetika se zabyva procesy, které se podileji na zméndach koncentraci xenobiotika
v organismu v zdavislosti na ¢ase, a popisuje je vhodnymi velicinami — tzv. farmakokinetickymi
parametry. Existuje nékolik zjednoduSenych farmakokinetickych model(, bud" schématickych
nebo matematickych, pomoci kterych se Ciselné vyjadfuji ¢asové déje absorpce, distribuce a
eliminace (Khojasteh, S.C., 2011).

U farmakokinetickych studii se stanovuje zavislost koncentrace IéCiva v plazmé, nebo jiném
materialu, na ¢ase (Khojasteh, S.C., 2011; Lincovad, D. et al, 2007). K vyjadreni této zavislosti se
v praxi nejcastéji vyuziva dvou pfistupl, I. kompartmentovd metoda, a Il. nekompartmentova
metoda (Fan, J. et al, 2014; Dostdlek, M., 2006). Volba mezi nekompartmentovou nebo
kompartmentovou analyzou zavisi pfedevsim na ucelu pouZiti. Nekompartmentovd metoda ve
srovnani s kompartmentovou vyZzaduje pouze malé mnozstvi vstupnich dat. Proto je
nekompartmentova analyza metodou volby u menSsich izolovanych studii (toxikologickych,
preklinickych), kde se farmakokinetické parametry xenobiotika stanovuji v ramci definované
skupiny (napf. potkani samci kmene Wistar). Na druhou stranu, kompartmentové modely se s
vyhodou uplatiuji pfedevsim v hodnoceni farmakokinetiky napftic riznymi studiemi, kde jsou FK
parametry ovlivihiovany vékem, pohlavim, rasou, renalni a hepatalni funkci, nebo jinymi vnéjsimi
faktory. Kompartmentové modely dokazou na zakladé vstupnich parametr( predikovat chovani
xenobiotika v organismu, nekompartmentové modely toho schopné nejsou (Fan, J. et al, 2014).

Osud léciva v organismu je popisovan ¢tyfmi zakladnimi fazemi — absorpce, distribuce,
metabolismus a exkrece. Absorpce je charakterizovana rychlosti, jakou se IéCivo dostava z mista
aplikace do krevniho obéhu. Z4visi na fyzikalné-chemickych vlastnostech |éCiva, lékové formé a
lokalnich podminkach v misté aplikace. Absorpci lze popsat nékolika zakladnimi veli¢éinami —
absorpcni konstantou (kq), biologickou dostupnosti (BA) a nejvyssi dosazitelnou koncentraci
(Cmax). Distribuce popisuje pohyb IéCiva v organismu, pfedevsim transfer ze systémové cirkulace
do rlznych tkani a orgdn(, a naopak transfer |éciva z tkani a organl do krevniho obéhu po
poklesu plazmatické koncentrace. Distribuce je déj zaloZeny predevsim na dvou procesech.
Pasivni difuzi neionizovanych latek skrz membrany, ktery probiha do té doby, dokud neni
dosaZeno rovnovazného stavu mezi jednotlivymi kompartmenty, nebo aktivnimi déji influx/eflux,
které za spotfeby energie presunuji molekuly ptes biologické membrany. Distribuci mizeme
popsat zdanlivym distribu¢nim objemem (V4) nebo distribu¢ni rychlostni konstantou (kq).
Metabolismus |éCiv nebo jinych xenobiotik predevsim usnadnuje a zrychluje jejich eliminaci
z organismu. Rozeznavame dvé faze biotransformacnich reakci. Prvni faze zahrnuje oxidaci,
redukci nebo hydrolyzu parentnich léciv. Druha faze spociva v kovalentnim spojeni IéCiva, nebo
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jeho metabolitu, s polarni molekulou a vylou¢enim moci nebo Zluci. Exkrece IéCiv probiha bud'v
jejich nezménéné formé nebo ve formé metabolit(, a to prostfednictvim vylu¢ovanim do modi,
zluci, ale i jinych télnich tekutin jako do materského mléka, potu nebo slin. Pro eliminaci plynl a
tékavych latek je dulezita plicni exkrece. Eliminaci Ize popsat eliminacni konstantou (ke), celkovou
clearence (C/) nebo biologickym polocasem (T3/2). (Lincovd, D. et al, 2007; Zhang, D. et al, 2012;
Khojasteh, S.C., 2011)

4 CIiLE DISERTACNI PRACE

Disertani prace je vénovana bioanalytickému hodnoceni novych inhibitor(
acetylcholinesteraz, potencidlnich léciv pro lé¢bu Alzheimerovy demence. Bioanalytické
hodnoceni novych |éCiv spada do preklinické faze testovani. Hlavnim cilem je popsat osud |éCiva
v organismu, tj. zjistit zakladni farmakokinetické parametry tykajici se absorpce, distribuce a
eliminace, véetné popisu metabolizace. Pro tyto ucely bylo nutné vyvinout a validovat analytické
metody pro stanoveni vybranych latek v biologické matrici, které byly aplikovany pfi
experimentech na laboratornich zviratech. Pro uUcely identifikace in vivo metabolitl bylo nutné
provést in vitro metabolické experimenty. Dil¢i cile disertacni prace mlzeme rozdélit do
nasledujicich blok:

Bioanalytické hodnoceni PC-37, PC-48, S-K1025 a S-K1026.

l. Vyvoj a validace metody pro stanoveni téchto latek v plazmé a mozkovém
homogenatu potkana.

Il. Stanoveni téchto latek i v dalSich biologickych matricich (mo¢, Zlug, ledviny
a jatra) pro popis distribuce a eliminace.

M. Provedeni in vitro metabolickych experimentd pomoci mikrozom{
s naslednou identifikaci metabolitl in vivo u potkan.

V. Aplikace vyvinutych bioanalytickych metod do studia farmakokinetiky a
metabolismu.

Béhem prace na bioanalytickém hodnoceni téchto experimentalnich latek vyvstala rada
otazek. Jedna z klicovych byla zaméfena na vztah mezi strukturou molekuly donepezilu a jeji
schopnosti prestupovat pres hematoencefalickou bariéru (HEB). Proto se v pribéhu prace
formuloval dalsi cil:

Identifikace c¢asti molekuly donepezilu zodpovédné za prestup pres HEB a akumulaci
v mozku.

l. Vyvoj a validace metody pro stanoveni donepezilu a jeho fragmentu
v plazmé a mozkovém homogenatu potkana.

Il. Aplikace vyvinuté bioanalytické metody do hodnoceni farmakokinetiky a
objasnéni vztahu struktura-prestup do mozku.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE —
KOMENTAR K PUBLIKOVANYM PRACIM

5.1 ANALYTICKA METODA PRO STANOVENI PC-37 A PC-48 V PLAZME,
HODNOCENiI FARMAKOKINETICKEHO PROFILU A METABOLIZACE

| kdyz byl takrin vyrazen z klinické praxe predevsim z dlivodu hepatotoxickych ucinkd,
vyzkum zaméreny na nalezeni novych a bezpecnéjsich analogd vedl k objeveni
7-methoxytakrinu (7-MEOTA). Jedna se o derivat takrinu, ktery byl poprvé syntetizovan
v Ceské republice jako nova latka pro lé¢bu AD, a ktery je farmakologicky podobné aktivni, ale se
znacné redukovanou toxicitou (Dejmek, L., 1990; Patocka, J., 1994). Proto byl tento analog
takrinu vyuzit v syntéze nové skupiny latek vychazejici ze spojeni 7-MEOTY a donepezilu do jedné
hybridni molekuly (Obr. 7). Jedna se o novou ttidu hybridnich molekul, dudlnich inhibitord, které
jsou schopné inhibovat obé cholinesterdzy (AChE i BChE) a zaroven se vazat na PAS region AChE
a tim zabranovat agregaci AB (Kordbecny, J. et al, 2014; Sepsova, V. et al, 2015).

Obr. 1: Struktura hybridnich molekul PC-37 a PC-48

PC-37 a PC-48 je kddové oznaceni pro dvé latky, spadajici mezi neselektivni inhibitory AChE.
Jedna se o velmi potentni inhibitory, které v in vitro experimentech vykazuji inhibi¢ni vlastnosti v
mikromolarnich koncentracich. Latka PC-37 vykazuje o néco vyssi selektivitu vici AChE ve
srovnani s PC-48, ktera selektivnéji inhibuje BChE. Bromem substituovany benzyl derivat vykazuje
pfiblizné stejnou AChE inhibi¢ni aktivitu jako jeho metylovany analog, ale z pohledu inhibice BChE

evvs

vevys

7-methoxytakrinem jsou vsak o jeden rad ucéinnéjsi, a ddle ve srovnani s donepezilem jsou PC-37
i PC-48 efektivnéjsimi inhibitory BChE.

PC-37 i PC-48 jsou charakteristické svoji nizkou toxicitou. Experimenty hodnotici akutni
toxicitu provedené na mysich stanovily LDso véetné konfidencéniho intervalu (Kassa, J. et al, 2014).
Hodnota LDsp pro PC-37 je 80,6 mg/kg (Cl 62,9 — 102,6 mg/kg) a pro PC-48 279,8 mg/kg (Cl 202,7
— 369,8 mg/kg). | kdyz in vivo studie na mysich hodnotici profylakticky a terapeuticky Gcinek
téchto latek vici otravé organofosfatem somanem neprokazala statisticky vyznamny efekt, PC-
37 a PC-48 snizovaly aktivitu AChE v mysim mozku (Kassa, J. et al, 2014). To poukazovalo na
schopnost prestupu obou latek do mozku, coz bylo podporeno v dalsi studii, ktera se zabyvala in
vivo Ucinnosti PC-37 a PC-48 na zlepseni kognitivnich funkci u mysi v T-maze experimentu (Misik,
J. et al, 2015). Latka PC-37 sniZila in vivo mozkovou aktivitu AChE o 5,4 %, PC-48 dokonce o0 11,3
%. V nastaveném experimentu navic obé latky vykazovaly srovnatelné zlepseni kognitivnich
funkci s donepezilem nebo takrinem.
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Z vySe uvedenych studii vyplynulo, Ze se jedna velice o slibné latky, které prokazaly svoiji
ucinnost v in vitro i in vivo experimentech. Proto stanoveni zakladnich farmakokinetickych
parametrd v centralnim a mozkovém kompartmentu, popsani orgdnové distribuce, identifikace
metabolitl a uréeni primarni cesty eliminace, byly primarnimi cili nasi prace. Pro tento ucel bylo
nutné vyvinout a validovat analytickou metodu pro stanoveni hladin PC-37 a PC-48 v plazmé,
mozku a dalSich biologickych materidlech potkand.

Zakladnim predpokladem pro stanoveni koncentraci v riznorodych biologickych matricich
a jejich uspésné transformaci do farmakokinetické studie bylo vyvinuti analytické metody, kterd
bude dostatecné citlivd (ocekdvané koncentrace PC-48 a PC-37 v plazmé byly v jednotkach az
desitkdch nanogrami na mililitr), ale zaroven bude mit Sirsi kalibracni rozmezi a minimalni
matricové efekty pro pouZiti v analyze dalSich typU biologického materidlu — moc, mozek,
periferni organy a zlu¢. V dobé provadéni experimentu nase pracovisté disponovalo pouze
jedinym, pro tyto ucely vhodnym, hmotnostnim spektrometrem LTQ-XL (Thermo Fisher
Scientific) s technologii linedrniiontové pasti ve spojeni s HPLC, a s moZnosti vyuZiti ESI nebo APCI
jako ioniza¢niho zdroje. Nastaveni parametrl hmotnostniho spektrometru (MS) bylo
optimalizovano pro dosaZeni co nejvyssi citlivosti se zachovanim stability signalu. Vzhledem
jednotkovému rozliSeni hmotnostniho spektrometru nebylo redlné provadét méreni analytd
ve Full-MS nebo SIM mdédu. Jedinou moZnou variantou bylo provedeni kolize molekuly s analyzou
celého spektra vzniklych fragment(, které poskytovaly potfebnou selektivitu.

Parametry vyvinuté chromatografické metody lze shrnout nasledovné (priloha ¢. 1
disertacni prdce): separace latek ve vzorku probihala na koloné Ascentis Express RP-Amide (75
mm x 2.1 mm, 2.7 um, Supelco Analytical) pfi teploté 30 'C v gradientovém rezimu pfi pritoku
400 pl/min. Mobilni faze byla sloZzena z vodné slozky A (0,05 M kyseliny mravenci), a organické
slozky B (acetonitril). Celkova doba analyzy ¢inila 6 min.

Vyvoj a optimalizace extrakéni metody spocival v testovani proteinové precipitace (PP) a
extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) (pFiloha ¢. 1 disertacni prdce). Soucasti vyvoje extrakéni
metody byl i vybér vhodného vnitfniho standardu. Metodu Upravy vzorku muizZzeme shrnout do
nasledujiciho protokolu. Do 4 ml polypropylenovych zkumavek se ke 240 ul plazmy pridalo 10 pl
IS, 100 ul 0,5M NaOH a 1,5 ml extrakéni smési ethylacetat:dichlormetan (80:20, v/v). Po kratkém
promichani na vortexu nasledovalo tfepani na mechanické tfepacce (10 min), centrifugace (3 500
X g, 5 min) s naslednym odebranim a odpafenim 1 ml supernatantu, a rekonstituci ve 100 ul
mobilni faze.

Vyvinuta metoda pro stanoveni PC-37 a PC-48 v potkani plazmé byla Uspésné validovana
dle doporuceni smérnice FDA (FDA 2001), smérnice EMA 2011 (EMA 2011) byla pouzita pouze
pro hodnoceni matricovych efektl, které ve smérnici FDA z roku 2001 nejsou popsany. Pro
ostatni typy biologické matrice byla provedena pouze castecna validace — hodnocena byla
vytéZznost, matricové efekty a linearita. Ve vSech tfech parametrech byla splnéna pfislusna
kritéria. Detaily validacniho procesu vcetné vysledk( pro latku PC-48 lze nalézt v pfFiloze ¢. 1
disertacni prdce.

Validovand metoda byla nasledné aplikovdana ve studii zamérfené na stanoveni
farmakokinetickych (FK) parametr( latek PC-37 a PC-48 u potkanich samcd kmene Wistar.
Potkanim byla ve dvou experimentdlnich skupinach intramuskularné aplikovanad davka
PC-37 (4,03 mg/kg) a PC-48 (3,86 mg/kg) odpovidajici 5 % LDso. Vzorky krve a organl byly
odebirany v ¢asovych intervalech 5, 15, 30, 60, 120, 240 minut a 24 hodin, a nasledné zpracovany.
Pro stanoveni farmakokinetického profilu a vypocet zdkladnich FK parametr(i byl zvolen
standardni nekompartmentovy model, ktery je pro tento typ experimentl nejvhodnéjsi (Fan, J.
et al, 2014). K vypoctiim byl vyuzit software Kinetica (verze 4.0). Obé latky dosahly maximalni
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plazmatické koncentrace (Tmax) b€hem nékolika minut s maximem (Cmax) 75,93 + 11,98 ng/ml v
¢ase 10,83 min pro PC-37 a 39,09 + 4,45 ng/ml v ¢ase 5,00 min pro PC-48. PC-37 i PC-48 byly
schopné prostoupit pfes hematoencefalickou bariéru (HEB) a akumulovat se v mozkové tkani,
kde jejich koncentrace nasobné prekonaly koncentrace plazmatické. Parametr Kp (pomér plochy
pod kfivkou AUCmozek/AUCpiazma) byl 5,41 pro PC-37 a 2,11 pro PC-48. Podobngjsi
farmakokinetickd data jsou uvedena v pfiloze €. 2 disertaéni prace. Pokud vezmeme v potaz Cisté
fyzikalné-chemické vlastnosti obou latek a zhodnotime jejich teoretickou schopnost prostupovat
pfes HEB, tak Lipinského ,pravidlo péti“ (Lipinski, C.A. et al, 2001) nebo novéjsi kritéria dle
Pajouhesha (Pajouhesh, H., 2005) spliuje pouze PC-37 (Tab. 2) — PC-48 vyhovuje pouze ve
Ctyrech ze Sesti parametrl. Obé latky dosahly vyssich koncentraci v mozkové tkani ve srovnani s
plazmou, musi zde tedy existovat aktivni transportni mechanismus. Na zakladé nasi nasledujici
studie (pfiloha ¢. 3 disertacni prdce), kterd se zabyvala identifikaci ¢asti molekuly donepezilu
zodpovédné za aktivni prestup pres HEB, se mGzeme pfiklonit k tvrzeni, Ze benzylpiperazinova
¢ast molekuly PC latek (pochdzejici z molekuly donepezilu) umoznuje tento aktivni transport PC-
37 a PC-48. Aktivni transport je ziejmé zprostifedkovan organickymi kationtovymi transportéry
(OCTs, Organic Cation Transporters), stejné jako u donepezilu (Kim, M.H. et al, 2010).

Parametr PC-37 PC-48 " Lipi'n Skéh? n Pajou.h(’es'hova
Pravidlo péti kritéria
Molekulova hmotnost (g/mol) 444,29 508,18 <500 <450
log P 4,88 5,13 <5 <5
Pocet donorskych vodikovych vazeb 1 1 <5 <3
Pocet akceptorovych vodikovych vazeb 5 5 <10 <7
Pocet rotujicich vazeb 7 7 <10 <8
TPSA (A?) 40,63 40,63 <60-70

TPSA — Topologicka polarni povrchova plocha molekuly

Tab. 1: FyzikdIné chemické vlastnosti PC latek; teoretické limity pFislusnych kritérii (Cervené
vyznaceny nevyhovujici parametry dle Pajouheshovych kritérii)

Orgdanova distribuce obou latek byla relativné vysoka. PC-37 i PC-48 velice rychle pronikaly
do jaterni i ledvinné tkané s naslednym prestupem do Zluci nebo moci. Vyssi koncentrace obou
latek v ledvindch a moci poukazuji ne prevazné rendlni eliminaci. Biologicky polo¢as obou latek
byl fadové ve stovkach minut, 827 £ 142 min pro PC-37 a 1 065 + 246 min pro PC-48. Ve srovnani
s donepezilem (za podobnych experimentdlnich podminek) se jednd o pfiblizné desetindsobné
delsi eliminacni polocas.

Metabolické profilovani novych chemickych entit je nezanedbatelna ¢ast v procesu vyvoje
a bioanalytického hodnoceni novych lécCiv. Pfima identifikace metabolitd PC-latek v biologickém
materidlu (pfedevsim mocdi) ziskanych z in vivo studie byla, vzhledem k nizkym plazmatickym
koncentracim parentnich latek, a tudiz i metabolitd, pomérné komplikovany ukol. Z tohoto
dlvodu byly prvné provedeny metabolické experimenty v in vitro podminkach s vyuzitim lidskych
jaternich mikrozom@ (védomi si odlisSnosti mezi lidskym a potkanimi mikrozomy). V téchto
experimentech byly ziskany informace o metabolizaci PC-latek vramci prvni faze
biotransformace, které jsme nasledné vyuzili v in vivo studii.

Metabolicka analyza byla provedena na hmotnostnim spektrometru LCQ Fleet IT/MS. Pro
chromatografickou separaci byla zvolena delsi core-shell kolona Kinetex C18 (100 x 3 mm ID, 2,6
um, Phenomenex, Torrace, USA) s pomalou gradientovou eluci a pritokem 0,3 ml/min. Celkovy
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¢as analyzy 38 min zajistil dostatecnou separaci vzniklych metabolit(. Pro spravné provedeni a
nasledné hodnoceni metabolizace bylo klicové nastaveni algoritmu hmotnostné-spektrometrické
analyzy. To spocivalo v provedeni Full-MS analyzy (sken celého spektra v rozmezi 150-1000 m/z)
v kombinaci s data-dependentnim skenovanim, pomoci kterého se automaticky spoustély
fragmentace vybranych parentnich iontl aZ do uUrovné MS3. Tim byla ziskdna potfebna
fragmentacni spektra pro odvozeni struktury metabolitl. Analyzy byly provedeny v pozitivnhim
modu s vyuZitim ioniza¢niho zdroje ESI i APCl. Kombinace obou téchto ionizacnich ptistupl je
vhodnd predevsim pro spolehlivou identifikaci N-oxid(i, jejichz tvorbu jsme vzhledem
k pfitomnosti dvou terciarnich amint v molekule PC-37 i PC-48 ocekdvali. Rozliseni N-oxidu od
hydroxylovaného metabolitu je umoznéno diky unikatni fragmentaci, ktera je vysledkem termalni
degradace molekuly béhem vlastni APCl ionizace (Wang, X. et al, 2010; Ibrahim, H. et al, 2013).
Fragmentace v APCI zdroji spociva v ztraté atomu kysliku (vazaného v N-oxidu) z molekuly, takze
ve vysledném spektru prevazuje hmota odpovidajici ztraté 16 Da, hmota parentniho N-oxidu je
zastoupena jen minoritné. U ESI k samovolné deoxygenaci nedochazi, proto ve spektru dominuje
hmota odpovidajici N-oxidu. Detailni informace o provedeni metabolickych experimentld lze
nalézt v priloze €. 2 disertacni prdce.

V in vitro experimentech s lidskymi mikrozomy se ndm podatilo identifikovat celkem devét
metabolitl latky PC-37 a osm metabolit( latky PC-48. U obou latek dochazelo k enzymatické
hydrolyze vazby spojujici piperazinovy kruh a methylenovou skupinu pfipojujici substituovany
benzen. Pfitomny byly rlizné mono a dihydroxylované metabolity, O-desmetyl metabolit a také
N-oxid. Pfesny popis jednotlivych metaboliti obou latek je uveden v. Je dlleZité zminit, Ze u rady
metabolitl se ndm nepodafilo urlit presné misto biotransformace. Tykd se to predevsim
hydroxylace na aromatické ¢asti molekuly nebo etylenovém muastku. V téchto ptipadech, pro
presné urceni polohy hydroxymetabolitQ, by bylo nutné vyuzit nukledrni magnetickou rezonanci
(NMR).

Pfesné definované struktury metabolitd z in vitro inkubace byly nasledné vyuzity pro
screening metabolitd v ramciin vivo experimentu. Ten byl proveden na hmotnostnim
spektrometru Q-Exactive Focus s vyuzitim stejnych chromatografickych podminek jako v pfipadé
in vitro experimentu. Metabolity byly identifikovany ve vzorcich moci odebranych 120 min a 24
h po aplikaci latky. Porovnani in vitro a in vivo metabolitd bylo provedeno na zédkladé nastavenych
podminek: I. retencni ¢as (<0,05 min), Il. spravné uréeni m/z parentniho iontu (<2 ppm) a lll. pocet
identifikovanych fragmentd (>3). Abychom povaZovali nalez metabolitu v in vivo experimentu
jako prakazny, musel vyhovét ve vsech nastavenych podminkach. V obou vzorcich modi se u latky
PC-37 podafrilo identifikovat sedm metabolitli z celkového poctu deviti dfive popsanych v in vitro
experimentu, u latky PC-48 bylo prokazano Sest metabolitd z osmi. U obou PC latek nebyly v in
vivo experimentu ve srovnani s in vitro nalezeny dva metabolity odpovidajici O-desmetylaci a N-
oxidaci. Nepritomnost téchto dvou metabolitd mlzZe byt vysvétlena bud jejich pfilis nizkymi
koncentracemi v moci, které neumoznily spolehlivy prikaz, nebo odlisSnou biotransformaci mezi
lidskym a potkanim metabolickym aparatem. Detailni vysledky metabolickych experiment( lze
nalézt v priloze €. 2 disertacni prdce.

5.2 ANALYTICKA METODA PRO STANOVENi DONEPEZILU A JEHO TRi
FRAGMENTU V PLAZME A MOZKU, HODNOCENi FARMAKOKINETICKEHO
PROFILU

Donepezil je inhibitor AChE Siroce uZivany v lécbé AD, jehoz klicovou roli je predevsim
stabilizace kognitivnich funkci. Mimo to zlepsSuje neuropsychiatrické symptomy, jako jsou
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halucinace, apatie nebo postizeni motorickych funkci. Donepezil plsobi jako rychly, selektivni
reverzibilni kompetitivni/nekompetitivni inhibitor AChE, ktery ma jen velmi omezenou afinitu
k BChE — pomér AChE:BChE u lidi je 405:1 (Jelic, V. et al, 2010). Tim se vysvétluje jeho nizka
incidence perifernich cholinergnich nezadoucich ucinkd, predevsim v gastrointenstinalnim traktu
(Cheewakriengkradi, L. et al, 2013). Donepezil spada do kategorie dualnich inhibitord — je schopen
inhibovat aktivitu AChE a zaroven sniZovat schopnost agregace AP (Bartolini, M. et al, 2003).
Mimo jiné ma fadu i dalSich pozitivnich vlastnosti: redukuje excitacni plsobeni glutamatu
(Takada-Takatori, Y. et al, 2006), poskozeni neuronll (Nordberg, A. et al, 2006), mozkovou
ischémii (Chen, X. et al, 2006) a oxidacni stres (Tsukada, H. et al, 2000).

Donepezil je l1éCivo s atraktivnim farmakokinetickym a farmakodynamickym profilem, které
je casto vyuzivano v syntéze novych hybridnich molekul s nejriznéjsimi terapeutickymi cili
(Ismadili, L. et al, 2017). Donepezil je schopen aktivné prestupovat pres HEB a akumulovat se
v mozku (Matsui, K. et al, 1996; Valis, M. et al, 2017), a tato vlastnost je o¢ekavana i u nové
navrzenych hybridnich molekul. Nicméné, v literatufe dosud nebylo popsano, ktera konkrétni
¢ast struktury donepezilu je primadrné zodpovédnd za aktivni transport molekuly pres HEB.
Molekula donepezilu je pomérné velkd, proto se pro syntézu novych hybridnich molekul vyuZziva
zpravidla jen jeji ¢ast (Ismaili, L. et al, 2017). Znalost konkrétni ¢asti molekuly donepezilu
zodpovédné za jeji aktivni transport pfes HEB mze byt dlleZitou informaci, kterd by mohla byt
vyuzita pfi in silico navrhovani novych potencialnich |éCiv se schopnosti aktivniho transportu.

Pracovni hypotéza byla zaloZena na jednoduchém predpokladu — pokud je néktera z casti
molekuly donepezilu zodpovédnd za aktivni presun celé molekuly pres HEB, bude
i tato Cast, jako samostatna jednotka, vykazovat podobnou vlastnost. Molekula donepezilu proto
byla rozdélena na 3 logické c¢asti — fragment 1 (1-benzyl-4-methylpiperidin), fragment 2 (5,6-
dimethoxy-2-[(piperidin-4-yl)methyl]-2,3-dihydro-1H-inden-1-on) a fragment 3 (5,6-dimethoxy-
2,3-dihydro-1H-inden-1-on) (Obr. 2). Schopnost aktivniho prestupu pres HEB byla hodnocena na
zakladé farmakokinetického profilu jednotlivych latek, predevsim parametru Kp, odvozeného z
celkové plochy pod kfivkou latky v mozku a plazmé (Kp = AUCmozek/AUCpiazma), ktery vyjadiuje
miru prestupu analytu z plazmy do mozku a jeho akumulaci.

onepezl N N

0o _—
_0 Fragment 1

Fragment 3 Fragment 2

Obr. 2: Testované fragmenty 1-3 vychazejici z molekuly donepezilu

Pfed provedenim farmakokinetické studie musela byt vyvinuta a pIné validovana analyticka
metoda pro kvantitativni stanoveni donepezilu a jeho t¥i fragmentid v plazmé a mozku. Zakladnim
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pozadavkem na metodu bylo dosazeni dostatecné citlivosti (LLOQ = 0,5 ng/ml) pro vSechny ctyfi
latky a jejich stanoveni v jedné analyze. Navrzené fragmenty donepezilu byly pomérné malé hire
ionizovatelné molekuly s ,,chudou” fragmentaci, coz bylo spojeno s problémovou selektivitou a
citlivosti. Proto byl pro tento experiment zvolen hmotnostni spektrometr s vysokym rozliSenim
Q-Exactive Focus spojeny se systémem UHPLC Ultimate 3000 RS pump Dionex (Thermo Scientific,
San Jose, CA, USA). Vysoké rozliseni (R = 70 000) a spravnost uréeni m/z (<2 ppm s vyuZzitim interni
kalibrace) zajistilo dostate¢nou selektivitu metody v obou materidlech bez nutnosti provadét
fragmentaci molekuly, kterd v naSem pfipadé byla spojena poklesem intenzity signalu. Analyty
jsme stanovovali jako molekulové ionty [M+H]* v SIM modu (selektivni zaznam iont(). Vyuziti SIM
modu oproti klasickému Full-MS modu (zaznamu celého spektra) pfindsi vyhodu predevsim ve
zvyseni citlivosti metody.

V ramci vyvoje chromatografické metody byla vybrana UHPLC kolona Luna Omega 1,6 um
Polar C18 (50 x 2,1 mm ID; Phenomenex). Separace probihala v gradientovém mddu s vyuZzitim
0,1% HCOOH ve vodé a 0,1% HCCOH v ACN/MeOH (50/50 v/v) pfi pratoku 0,6 ml/min.

Vyvinutym extrakénim postupem byla LLE pomoci MTBE (s Upravou pH), coZz bylo
pfijatelnym kompromisem ve vytéZnosti jednotlivych latek. Napf. nizkd (ale opakovatelnd)
vytéZnost fragmentu 1 z plazmy (cca 35 %) a mozku (cca 21 %) byla akceptovatelna, a to
predevsim diky dostatecné intenzité signalu pfi hmotnostné spektrometrické detekci, ktera
umoznovala spolehlivou kvantifikaci i pfi nasobné nizSich koncentracich latky. Z palety
testovanych vnitfnich standard( byl, s ohledem na linearitu metody a matricové efekty v obou
biologickych materidlech (plazma, mozek), vybran sufentanil-ds jako nejvhodnéjsi IS pro vSechny
Ctyfi analyty.

Validaci analytické metody jsme provedl|i dle doporuceni EMA (EMA 2011) a FDA (FDA
2001) pro oba typy biologické matrice. Ve vSech parametrech byla splnéna nastavena kritéria a
metoda mohla byt pouzita pro provedeni farmakokinetické studie. Vysledky validacnich méreni
u obou typl biologického materidlu byly v podstaté totozné. Jediny vyznamny rozdil byl ve
vytéznosti analytli, kde bylo ve vsech (tyrech pripadech dosazeno vyrazné nizsSich (ale
opakovatelnych) vytéznosti ze vzorkl mozku. Veskerd data tykajici se analytické metody a
validace lze nalézt v pFiloze €. 3 disertacni prdce.

Z namérené farmakokinetické studie byl ziskan koncentracni profil a nasledné byly
dopoditany farmakokinetické parametry donepezilu a jeho tfi fragmentl v plazmé a mozku.
Fyzikadlné-chemické vlastnosti donepezilu a jeho tfi fragmentl 1, 2 a 3 splnovaly Lipinského i
Pajouheshova kritéria pro teoreticky prestup molekul pres HEB (Tab. 2) — na tomto zakladé jsme
mohli ocekavat alesporn méritelné koncentrace analytl v mozkové tkani.

Parametr Donepezil Fragment Fragment Fragment Lipir\skéh? _ Pajou_h?s.hova
1 2 3 "Pravidlo péti" kritéria

Molekulova hmotnost (g/mol) 379,21 189,15 289,17 192,08 <500 <450

log P 4,21 3,05 2,10 1,52 <5 <5

Pocet donorskych vodikovych vazeb 0 0 1 0 <5 <3

Pocet akceptorovych vodikovych vazeb 4 1 4 3 <10 <7

Pocet rotujicich vazeb 6 2 4 2 <10 <8

TPSA (A?) 38,77 3,24 47,56 35,53 <60-70

TPSA — Topologicka poldrni povrchova plocha molekuly
Tab. 2: Fyzikalné chemické vlastnosti donepezilu a fragment( 1-3; teoretické limity prislusnych
kritérii (Cervené vyznaceny nevyhovujici parametry dle Pajouheshovych kritérii)
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Donepezil dosahl svoji maximalni plazmatické koncentrace Cmax = 48,74 ng/ml
v Case 8,33 min, maximalni koncentrace v mozku Cmax = 75,42 ng/mg dosahl o nékolik minut
pozdéji — v ¢ase 27,50 min. UZ z parametru Cmax je patrné, Ze donepezil prostupuje do mozku v
daleko vétsi mife, nez by mohlo odpovidat pouhé pasivni difuzi. Na existenci aktivniho transportu
Ize usuzovat i z poméru ploch pod kfivkou mozku a plazmy (Kp = AUCmozek/AUCplazma), ktery &ini
2,35. Tento ndlez je oCekavany, rada publikaci uvadi podobné vysledky (Geerts, H. et al, 2005;
Kim, M.H. et al, 2010). Kim se svymi kolegy (Kim MH 2010) prokazali, Ze aktivni transport
donepezilu pres HEB je zprostfedkovan primarné organickymi kationtovymi transportéry (OCTs).
Afinita donepezilu k jednotlivym subtypim OCTs klesa v fadé OCT1, OCT3, OCTN2, OCTN1 a OCT2
(Kim, M.H. et al, 2010).

U fragmentu 3, malé planarni molekuly, jsme o¢ekavali alespon ¢astecny prestup do mozku.
Predpoklad se v nasi studii potvrdil (Kp = 0,49). Fragment 3 velmi rychle prostupuje do mozku,
kde dosahuje své maximalni koncentrace pfesné ve stejny ¢as jako v plazmé (Tmax = 6,67 min pro
plazmu i mozek). Koncentrace v mozku i plazmé vsak velmi rychle klesa, ve srovnani
s fragmentem 1 nebo 2 je rychlost eliminace fragmentu 3 pfiblizné 10x vyssi. Jiz ve 120. minuté
po aplikaci jsme fragment 3 nebyli schopni detekovat (limit detekce v plazmé byl 0,1 ng/ml, v
mozku 0,2 ng/mg). Ve srovnani s fragmentem 3, fragment 2 (methylpiperidinylovy derivat
fragmentu 3) prostupuje do mozku jen v omezené mire (Kp =0,19) a jeho maximalni koncentrace
Cmax V mozku dosahuje hodnot pouze 3,48 ng/mg (ve srovnani s plazmou kde Cmax = 51,31 ng/ml).
ProtoZze molekula fragmentu 2 spliiuje vySe jmenovana fyzikalné-chemicka kritéria pro pasivni
difuzi, predpokladame, Ze zde musi existovat efektivni efluxni mechanismus, ktery molekuldm
fragmentu 2 neumozni prostoupit prfes HEB.

Naproti tomu farmakokineticky profil fragmentu 1 (1-benzyl-4-methylpiperidin), ktery ma
podobnou molekulovou hmotnost jako fragment 3 a také spliuje veskera fyzikalné-chemicka
kritéria pro prestup pres HEB, vykazuje pritomnost aktivniho a/nebo prenasecem
zprostredkovaného (carrier-mediated) transportu do mozku (Kp = 1,76). Fragment 1, podobné
jako donepezil, dosahuje vyssi maximalni koncentrace v mozku (Cmax = 48,51 ng/mg) v porovnani
s plazmou (Cmax = 20,98 ng/ml).

Na zakladé porovndni Kp parametru vSech tfi fragmentll a donepezilu muizeme
konstatovat, Ze 1-benzyl-piperidinovd skupina ve strukture donepezilu (reprezentovdn
fragmentem 1) muiZe byt zodpovédna za aktivni transport molekuly pres HEB. Tento zavér
mulzZeme podpofit i vysledky z nasi predchazejici studie, ktera se zabyvala farmakokinetickym
profilem latek PC-37 a PC-48. Obé tyto latky, vzniklé spojenim molekuly donepezilu a 7-
methoxytakrinu (7-MEQOTA), obsahuiji ve své strukture isostericky benzylpiperazin (Obr. 2). PC-37
i PC-48 vykazuji farmakokineticky profil podobny donepezilu — po i.m. aplikaci PC latek jejich
koncentrace v mozku prevysi plazmatické hladiny (Kp = 5,52 pro PC-37, Kp = 2,35 pro PC-48), a
jejich eliminace z mozkové tkané je vyrazné pomalejSi nez z plazmy. Detailni informace o
farmakokinetickych parametrech jsou uvedeny v pfiloze ¢. 3 disertacni prace. Naopak 7-MEOTA
prostupuje do mozku jen ve velmi omezené mite (Kp = 0,1; nepublikovana experimentalni data),
cozZ je znacny rozdil ve srovnani s takrinem, jehoz koncentrace v mozku trojnasobné prevysu;ji
koncentrace vplazmé (Baldwin, H.A. et al, 1991). V konec¢ném duUsledku pripojeni
substituovaného benzylpiperazinu k molekule 7-MEQOTA je spojeno nejen se zvysenim inhibicni
aktivity vici AChE a BChE a sniZzenim agregace amyloidu beta (Kordbecny, J. et al, 2014; Sepsova,
V. et al, 2015), ale také umoznuje aktivni transport celé molekuly pfes HEB. Fragment 1 (1-
benzyl-4-methylpiperidin) proto mliZeme povaZovat za zajimavou strukturu v syntéze novych
centralné pUsobicich IéCiv proti AD.
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Obr. 2: Schématické znazornéni struktury PC latek

5.3 ANALYTICKA METODA PRO STANOVENI S-K1025 A S-K1026 V PLAZME
A MOZKU POTKANU, HODNOCENi FARMAKOKINETICKEHO PROFILU A
METABOLIZACE

S-K1025 a S-K1026 patfi mezi skupinu latek s kédovym oznacenim S-K, které byly
syntetizovany na zakladé strategie ,multi-target-directed ligands” (MTDLs) — vznikly spojenim
rizné substituované molekuly takrinu a aminokyseliny L-tryptofanu (L-Trp) (pfiloha ¢. 4
disertacni prdce). Latky S-K1025 a S-K1026 jsou odvozeny od 7-methoxytakrinu (7-MEQTA),
analogu takrinu s vyznamné redukovanou toxicitou (Soukup, O. et al, 2013). S molekulou L-Trp
je 7-MEQTA spojena prostrednictvim alkylového mustku (tzv. , linkeru®), jehoz odlisna délka tvofri
jediny strukturni rozdil mezi S-K1025 (n = 3) a S-K1026 (n = 4) (Obr. 3). Rozdil jediného metylenu
v alkylovém mUstku vyrazné ovlivnil specifitu latek vici AChE a BChE — zatimco S-K1025 je vudi
obéma enzymm nespecificka, S-K1026 inhibuje prevaziné BChE.

L-Trp, aromaticka esencidlni aminokyselina, je prekurzorem serotoninu, ktery je
vyznamnym neurotransmiterem. Rada studii prokazala, Ze tryptofan hraje d@leZitou roli
v patogenezi Alzheimerovy demence (Jenkins, T.A. et al, 2010). Pritomnost L-Trp v
syntetizovanych molekuldch S-K1025 a S-K1026 je zodpovédna za inhibici agregace ABa; (pfiblizné
o 50 %), zatimco 7-MEOTA tuto schopnost postradala (pfiloha ¢. 4 disertacni prdce). DalSim
vyznamnym benefitem tryptofanu je schopnost snizovat tvorbu oxidu dusnatého
prostiednictvim inhibice enzymu NOS (NO-syntdaza), jehoz nadprodukce je spojena s patogenezi
AD — obé latky inhibuji aktivitu NOS (na Urovni ICsp) v mikromolarnich koncentracich.
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Obr. 3: Schématické zobrazeni struktury S-K latek

S-K1025 a S-K1026 dle svych fyzikalné-chemickych vlastnosti spliuji Lipinského ,pravidlo
péti“ - z pohledu téchto kritérii Ize o¢ekavat pasivni difuzi pres HEB. Nicméné dle aktudlnéjsich
kritérii (Pajouheshova kritéria) obé latky nevyhovuji hned ve CEtyfech parametrech ze Sesti
sledovanych (Tab. 4) — na zakladé téchto parametri se da usuzovat, Ze pokud bude prestup pres
HEB probihat, tak pravdépodobné pouze v omezené mire. K tomuto teoretickému predpokladu
se priklani i vysledky in vitro experimentu hodnoticiho permeabilitu latek pres arteficialni
membranu. Omezena schopnost pasivni difuze pres HEB vsak tyto latky automaticky nezarazuje
do kategorie nevhodnych kandidatl. Pro centralné pUsobici latku je mnohem dulezitéjsi
schopnost aktivniho transportu pres HEB, ktery by zajistil dostatec¢né koncentrace v mozku. L-Trp
se do mozku dostdva prostiednictvim aktivniho transportu pomoci tzv. L1 systému (Leucin-
preferujici prenasece), ktery je nejvyznamné;jsi z pohledu objemu transportovaného tryptofanu
(Hawkins, R.A. et al, 2006). Proto v dUsledku pritomnosti L-Trp v molekule S-K1025 a S-K1026 lze
predpokladat, Ze obé latky budou aktivné prestupovat pres HEB.

Vzhledem k zajimavym farmakodynamickym vlastnostem obou latek, nizké cytotoxicité a
realného predpokladu pro dosaZzeni cilového organu — mozku, bylo dalsim cilem popsani
farmakokinetického chovani, zhodnoceni pfestupu pres HEB a popis in vitro/vivo metabolizace.
Provedeni farmakokinetického experimentu bylo stejné jako v pfipadé PC latek nebo fragment
donepezilu. VyuZzili jsme samce potkantd kmene Wistar, kterym byla i.m. aplikovana latka S-K1025
nebo S-K1026 v davce odpovidajici 5 % LDso. Pro farmakokinetickou analyzu byla pouzita
nekompartmentova metoda.

Pred provedenim farmakokinetické studie bylo nutné zavést a validovat dostatecné citlivou
kvantitativni metodu pro stanoveni S-K1025 a S-K1026 v plazmé a dalSich biologickych matricich.
Pro tyto ucely jsme vyuZili hmotnostni spektrometr s vysokym rozliSenim Q-Exactive Focus
spojeny se systémem UHPLC Ultimate 3000 RS pump Dionex (Thermo Scientific, San Jose, CA,
USA).
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Parametr $-K1025  S-K1026 |, Pt;’:ji':l';é:é"t . Paj?(‘:::g:::“
Molekulova hmotnost (g/mol) 471,26 485,28 <500 <450

log P 3,25 3,77 <5 <5
Pocet donorskych vodikovych vazeb 4 4 <5 <3
Pocet akceptorovych vodikovych vazeb 5 5 <10 <7
Pocet rotujicich vazeb 9 10 <10 <8

TPSA (A?) 105,06 105,06 <60-70

TPSA — Topologicka polarni povrchova plocha molekuly
Tab. 4: Fyzikdlné chemické vlastnosti S-K latek; teoretické limity pfislusnych kritérii
(Cervené vyznaceny nevyhovujici parametry dle Pajouheshovych kritérii)

Vzhledem k aplikovanému mnoiZstvi latek (65,32 mg/kg u S-K1025; 42,27 mg/kg
u S-K1026) jsme ocekavali relativné vyssi plazmatické koncentrace v porovnani s predchazejicimi
farmakokinetickymi experimenty (PC latky nebo fragmenty donepezilu). Zvoleny limit
kvantifikace 1 ng/ml byl proto pro potreby studie dostacujici. Prvotni testovani Cistych standardd
latek S-K1025 a S-K1026 ukazalo, Ze obé latky vzhledem k pritomnosti péti atom0 dusiku v
molekule dobfe ionizuji a poskytuji intenzivni signdl i pfi této koncentraci. Z téchto divodu jsme
neocekavali problémy s citlivosti. Nasledné testovani blankovych vzork( na specificitu stanoveni
neprokazalo zadny interferencni vliv slozek matrice — S-K1025 a S-K1026 mohly byt méreny jako
[M+H]* ionty bez nutnosti fragmentace molekuly. Z vyse uvedenych davodu byl zvolen skenovaci
maod Full-MS se zaznamem vsech iontl v rozsahu 125-650 m/z, s rozliSenim R = 70 000, a vyuZitim
polysiloxanu jako ,lock-mass“ pro dosaZeni spravnosti uréeni m/z <2 ppm. Vyhoda pouZziti
skenovaciho modu Full-MS spocdiva predevsim v ziskani kompletniho zaznamu vsSech
analyzovanych iontl ve zvoleném rozsahu. To ndm umoZniuje retrospektivni hodnoceni dat
v pfipadé potreby, napf. hodnotit relativni zastoupeni jednotlivych metabolitd v jiz
analyzovanych vzorcich bez nutnosti opakovat pfipravu vzorkl a jejich reanalyzu.

Vyvoj chromatografické metody spocival v testovani rGznych typl chromatografickych
kolon (C18, fenyl-hexyl, pentafluorofenyl, bifenyl), slozeni mobilni faze, pritokové rychlosti a
velikosti nastfiku, vSe s ohledem na zachovani urcité ,hygieny” chromatografického systému.
NejlepSich vysledk( bylo dosazeno s pouzitim kolony Luna Omega 1,6 um Polar C18 (50 x 2,1 mm
ID; Phenomenex).

Pro extrakci S-K1025 a S-K1026 byla vyvinuta a optimalizovana proteinovou precipitaci
pomoci metanolu, ktery obsahoval celkem 10 potencialnich vnitinich standardd (IS). To umoznilo
v rdmci validaéniho procesu vybrat nejvhodnéjsi IS pro oba analyty, predevsim z pohledu linearity
kalibracni zavislosti a matricovych efekt(.

Validace analytické metody pro stanoveni S-K1025 a S-K1026 v plazmé byla provedena dle
doporuceni EMA (EMA 2011) a FDA (FDA 2001). U vzork(l mozku byla provedena pouze c¢astecna
validace — byla hodnocena vytéznost, matricové efekty a linearita. Validovand metoda byla
vyuzita pro naméreni farmakokinetické studie, byl ziskdn koncentracni profil obou latek a
vypocitany jejich zakladni farmakokinetické parametry. Veskera data tykajici se vyvoje a validace
analytické metody lze nalézt v pfiloze ¢. 5 disertacni prdce.

S-K1025 dosahla pfriblizné o tretinu vysSi maximalni plazmatické koncentrace
(Cmax = 409,14 ng/ml) nez S-K1026 (Cmax = 306,15 ng/ml). Tento rozdil byl ocekavatelny vzhledem
k vyssi aplikované davce S-K1025. Obé latky jsou charakterizovany velmi vysokym zdanlivym
distribu¢nim objemem (V4 = 630,98 I/kg pro S-K1025, V4= 419,41 I/kg pro S-K1026). Ten mizeme
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vysvétlit budto relativné vysokym logP obou latek (Tab. 4), akumulaci bazickych skupin v lipofilni
molekule, nebo rychlou eliminaci z plazmy at uz metabolizaci nebo exkreci (Smith, D.A. et al,
2015).

Analyzou vzork(h mozk( bylo prokdzdno, Ze latky S-K1025 ani S-K1026 neprostupuji pres HEB.
V zddném z odebranych vzork( mozku nebyly latky detekovany ani ve stopovém mnozstvi,
pricemZ limit detekce odpovidal 0,2 ng/ml pro S-K1025, a 0,1 ng/ml pro S-K1026. Plvodni
predpoklad zaloZzeny na moznosti aktivniho transportu latek diky pfitomnosti L-Trp v molekule
prostiednictvim L1 transportniho systému nebyl potvrzen. Vyvstava zde hned nékolik moznych
vysvétleni: I. z pohledu fyzikalné-chemickych vlastnosti obé latky nespliuji prislusné teoretické
atributy (Pajouhesh, H., 2005), Il. |atky s topologickou polarni povrchovou plochou molekuly vétsi
ne# 70 A2 a s vice ne? dvéma donorovymi vodikovymi vazbami jsou daleko ¢astéji rozpoznavany
P-glykoproteinem (Hitchcock, S.A. et al, 2012), lll. karboxyesterdzy pfitomné v HEB a mozku
mohou hydrolyzovat amidovou funkéni skupinu (Satoh, T. et al, 2006; Jones, R.D. et al, 2013),
ktera u obou latek propojuje ¢asti 7-MEOTA a L-Trp. Metabolické experimenty v in vitro i v in vivo
podminkach prokazaly, Ze amidova skupina u obou latek velmi ochotné podléha hydrolyze za
vzniku metabolitu M1 (Obr. 4). Diky retrospektivnimu vyhodnoceni dat z namérené
farmakokinetické studie plazmy a mozku bylo prokdzano, Zze M1 metabolit je schopen ziejmé
pasivnim transportem prestupovat pres HEB — v 60. minuté koncentrace M1 v mozkovém
homogenatu dosahuje 30-50 % jeho plazmatické koncentrace.

H3c\0

NH

NH,
9
Na
$-K1025 (n=3)
5-K1026 (n=4)

Obr. 4: Metabolit M1

Identifikace a popsani metabolitl S-K1025 a S-K1026 v podminkach in vitro/vivo byla dalsi
soucast této prace. K hodnoceni a popisu vsech struktur/fragment( byly pouZity programy
ChemCalc (Patiny, L. et al, 2013) a ACD/ChemSketch (v 14.01).

Kompletni metabolicka analyza byla provedena na hmotnostnim spektrometru s vysokym
rozliSenim Q-Exactive Focus. Screening neznamych metabolitli byl proveden ve dvou fazich.
V prvni necilend analyza vzork( s vyuzitim skenovaciho mddu Full-MS/AIF (AIF, All lon
Fragmentation), ktery kombinoval zdznam celého spektra [M+H]* iontl se zdznamem
fragmentacéniho spektra vzniklého kolizi vSech dostupnych iont(l. Na zdkladé pfesného uréeni m/z
analyt(, jejich izotopovych obalek a generovanych fragment(i byl sestaven seznam potencialnich
metabolitd. Druhd faze spocivala v provedeni analyz v tzv. PRM moddu (Parallel Reaction
Monitoring), ktery umoznil ziskat celé fragmentacni spektrum latky o definovaném m/z, a tim
jednoznacné urcit o jaky typ metabolitu se jedna.

U obou latek se v in vitro experimentu s lidskymi jaternimi mikrozomy podafilo identifikovat
celkem 13 metabolitl prvni faze. Shodny pocet i typ identickych metabolitli mGze byt vysvétlen
vysokou podobnosti obou latek, které se liSi pouze v délce alkylového spojovaciho fetézce
(linkeru). Nejvice zastoupenym metabolitem v chromatografickém zdznamu je M1 (tvofi pfiblizné
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70 % celkového souctu plochy pikd vSsech metabolitl), ktery vznikd enzymatickou hydrolyzou
amidové vazby mezi spojovacim fetézcem a tryptofanem. Neenzymatické Stépeni molekuly je
malo pravdépodobné, protoze u kontrolnich inkubacnich vzork( byl M1 nalezen jen ve stopovém
mnozstvi. Obecné k dominantnimu zastoupeni M1 pfispiva i skutecnost, Ze i ostatni metabolity
mohou byt cilem enzymatické hydrolyzy a metabolizovat se na M1. Také v in vivo podminkach je
M1 jednoznaéné nejvice zastoupenym metabolitem, ktery je navic schopen prostupovat i do
mozku. Mezi dalSi metabolity vzniklé enzymatickou hydrolyzou patfi M2 a M3, které odpovidaji
ztraté tryptofanové Casti se spojovacim retézcem a O-demetylaci (M3) nebo hydrolyze
s naslednou hydroxylaci (M2). Je pravdépodobné, ze hydroxylace v misté nasyceného cyklu
probihd az po hydrolyze molekuly, protoZze se nepodafilo identifikovat metabolit odpovidajici
neStépené parentni latce hydroxylované v misté tetrahydroakridinu. U vSech identifikovanych
hydroxy-metabolitd dochdazelo k hydroxylaci vyhradné v tryptofanové ¢asti molekuly (M4, M5,
M6, M7, M9a, M9b nebo M11). M9a a M9b dva riizné metabolity se stejnym Ciselnym oznacenim,
které odpovidaji hydroxylaci v oblasti benzenového jadra tryptofanu. Jejich rozliseni bylo mozné
pouze na zakladé rozdilnych retencnich ¢ast. Dale se ndm podafilo identifikovat metabolity
odpovidajici O-demetylaci (M8), N-oxidaci (M10), oxidativni deaminaci (M12) a oxidativni
deaminaci s hydroxylaci (M11). Detailni informace o metabolickém profilovani jsou uvedeny
v priloze €. 5 disertacni prdce.

Na zakladé vysledku in vitro metabolického experimentu jsme v moci potkanl prokazali 7
metabolitd latky S-K1025 a 9 metabolitl S-K1026. Dominantni ndlez tvofil M1 metabolit, ktery v
zastoupeni predcil rozdilem Fad0 ostatni metabolity i parentni latku. Hydrolyza amidové vazby
mezi tryptofanem a spojovacim rfetézcem je tedy hlavni cestou metabolizace a nasledné
eliminace latek S-K1025 a S-K1026.

6 ZAVER

V predklddané disertacni praci je vteoretické ¢asti vénovana pozornost Alzheimerové
demenci (AD), soucasné a nové strategii lécby AD, kapalinové chromatografii, hmotnostni
spektrometrii, validaci metod a farmakokinetice. Experimentalni ¢ast prace je vénovana dvéma
tématdm: I. bioanalytickému hodnoceni ¢tyf novych kandidatnich Iéciv proti AD, a Il. vlivu
struktury donepezilu a jeho strukturdlnich ¢asti na transport pfes hematoencefalickou bariéru
(HEB). K ziskani spolehlivych kvantitativnich vysledk( pro farmakokinetické vypocty byly vyvinuty
a validovany nové metody. Jednotlivé kandidatni [atky byly hodnoceny na zdkladé stanovenych

farmakokinetickych parametrd a informaci z metabolického profilovani. Pozornost byla
vénovana predevsim schopnosti latek prestupovat pres HEB.

Latky PC-37, PC-48, S-K1025 a S-K1026, byly syntetizovany jako hybridni molekuly na
zakladé strategie ,multi-target-directed ligands”, kde jedind chemickd entita mlze zasahnout
nékolik farmakologickych cil soucasné. Jednd se o dudlni inhibitory, které jsou schopné
inhibovat aktivitu obou cholinesteraz (AChE i BChE) a zaroven inhibovat agregaci amyloidu beta.
U vSech ¢étyrech latek byla prokazana vysoka ucéinnost a nizka toxicita, proto byly tyto latky
zarazeny do preklinického bioanalytického hodnoceni. Znalost farmakokinetickych parametrd,
zhodnoceni rozsahu akumulace v mozku, a popisu metabolizace umoznuje racionalizovat
postupy dalSiho smérovani ve vyvoji IéCiv s centrdlnim ucinkem. Kandidatni latky mohou byt
posunuty do dalsi faze klinického hodnoceni, vylepseny a opét testovany, nebo rovnou vyrazeny.

Vsechny Ctyfi testované latky vychazely ze struktury 7-methoxytakrinu (7-MEQOTA), ke které
byla pfipojena ¢ast molekuly donepezilu (PC-37 a PC-48) nebo tryptofan (S-K1025 a S-K1026). |
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kdyz PC a S-K latky jsou si svym farmakodynamickym profilem podobné, jejich chovani
v organismu je znacné odlisné — predevsim v prostupu pres HEB a schopnosti akumulace v mozku.
Pokud bychom hodnotili vztah mezi strukturou latky a schopnosti prochazet pres HEB, je vhodné
zohlednit teoretické predpoklady vychdzejici z fyzikdlné-chemickych vlastnosti danych latek
(napf. Pajouheshova kritéria). Jedina PC-37 tato kritéria splfiovala ve vSech parametrech, PC-48
splfiovala Ctyfi ze Sesti, S-K1025 a S-K1026 vyhovovaly pouze ve dvou ze Sesti. Nicméné na
zakladé teoretickych kritérii nelze kandidatni latky automaticky prijmout/vyradit. Schopnost
dosahnout/nedosahnout mozkové tkané je nutné vidy experimentdlné ovéfit. In vivo
experimenty prokdazaly, Zze obé PC latky byly schopné pronikat pfes HEB a akumulovat se v mozku,
S-K latky se do tohoto organu nedostaly ani ve stopovém mnozstvi.

Samotny 7-MEOTA pronikd do mozku jen v omezené mire (Kp = 0,1). Proto miZeme
predpokladat, pokud latka aktivné prostupuje pres HEB, je za tento proces zodpovédnd druhd
Cast hybridni molekuly — v pfipadé PC latek se jedna o substituovany benzylpiperazin pochazejici
z molekuly donepezilu. Prestoze se v syntéze novych AD |éCiv vyuZivaji rlizné Casti donepezilu,
v literatufe dosud nebylo popsano, ktera ¢ast molekuly je zodpovédna za jeho aktivni transport.
Z tohoto dlvodu byla provedena in vivo studie, ve které byla tato hypotéza experimentalné
ovérena. Ve vysledku, pokud je k molekule 7-MEOTA ptipojena benzylpiperazinova skupina,
hybridni molekuly PC-37 a PC-48 jsou aktivné transportovany pres HEB, a to i pfes to, Ze PC-48
nespliiuje vSechna teoretickd (Pajouheshova) kritéria. Benzylpiperazin vSak neni pouhym
prostfedkem k transportu, ale pfipojenim k 7-MEOTA se rfadové zvysuje inhibi¢ni aktivita celé
molekuly vic¢i AChE/BChE a zaroven dochazi k inhibici agregace AB. Z téchto divodd miZeme
benzylpiperazin povazovat za zajimavou strukturu v syntéze novych centralné pusobicich AD
latek.

V pripadé S-K [atek je k molekule 7-MEOTA pfipojena aminokyselina tryptofan. Toto spojeni
také vede ke zvyseni inhibi¢ni aktivity vlci cholinesterdzam a k inhibici agregace AB. Pfitomnost
tryptofanu v molekule byla prfedpokladem pro zprostfedkovani transportu pres HEB. Nicméné
dle vysledk( z in vivo experiment( jsme mohli aktivni transport i pasivni difuzi obou S-K latek
zcela vyloucit. Diky metabolickym experimentlm bylo prokazano, zZe slabinou molekuly je spojeni
7-MEOTA a tryptofanu prostfednictvim amidové vazby, ktera velmi snadno podléha enzymatické
hydrolyze.

Popsali jsme chovani ¢tyf novych potencidlnich IéCiv AD v organismu, vztah mezi jejich
strukturou a transportem pres HEB, a identifikovali pfi¢inu schopnosti/neschopnosti téchto latek
prostupovat do mozku. | kdyZz nadéjni kandidati PC-37 a PC-48 neprosli do faze klinického
hodnoceni  (predevsim zdlvodd nizké aktivity ve srovnani sjinymi latkami),
a S-K1025 i S-K1026 byly vyrazeny pro jejich metabolickou nestabilitu, vysledky této disertacni
prace poskytuji informace, které mohou pfrispét k racionalizaci syntézy novych ucinnéjsich latek
nebo latek s lepsi farmakokinetikou.
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