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SOUHRN

Bioanalytické hodnoceni je zakladnim pilitem preklinického vyzkumu novych Iéciv,
které zahrnuje zkoumani jejich farmakokinetiky a metabolismu. Vyuziti modernich
analytickych pfistupl je v této oblasti téméf nezbytné, proto se v soucasnosti uplatriuji
techniky zalozené predevsim na chromatografii a hmotnostni spektrometrii. Validace
analytickych metod dle aktudlnich doporuceni je naprostou nutnosti pro ziskani

spolehlivych kvantitativnich vysledk(, na jejichz zakladé |ze nové IéCivo hodnotit.

PfedloZena disertacni prace se v teoretické ¢asti zabyva uvodem do problematiky
Alzheimerovy demence a stru¢né popisuje nové strategie lécby. V dalSich kapitolach je
vénovana pozornost tématlm, které se bezprostfedné tykaji experimentalni prace —
kapalinové chromatografii, hmotnostni spektrometrii, Upravé biologickych vzork, validaci
metod a farmakokinetice. Experimentdlni ¢ast je koncipovana jako soubor péti
publikovanych ¢lank( s komentafem, které jsou tematicky rozdéleny do tfi kapitol:
I. bioanalytické hodnoceni latek PC-37 a PC-48 — novych dudlnich inhibitor( cholinesteraz
odvozenych od 7-methoxytakrinu a donepezilu, Il. studium vlivu struktury donepezilu
a jeho strukturdlnich ¢asti na transport pres hematoencefalickou bariéru, Ill. 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 Ié¢iv. Jsou diskutovany problémy se
kterymi se bylo nutné vyporadat pti zavadéni kvantitativnich a screeningovych metod. Na
zdkladé stanovenych farmakokinetickych parametrl a vysledkd 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 prevysuje plazmatickou dvojnasobné. Naopak S-K1025 i S-K1026 predevsim
z divodu metabolické nestability, s pfispénim fyzikdlné-chemickych vlastnosti, nejsou
schopné dostavat se do mozku ani ve stopovém mnozstvi. Vysledky této disertacni prace
poskytuji informace, které mohou pfispét k racionalnimu vyvoji novych ucinnéjsich léciv

proti Alzheimerové demenci, nebo IéCiv s vhodnéjsim farmakokinetickym profilem.



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.
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1 UvoD

Alzheimerova demence (AD) je neurodegenerativni onemocnéni mozku vedouci
k progresivni ztraté paméti a vyssich kognitivnich funkci. S prevalenci 1 % v populaci se
jednd o nejcastéji se vyskytujici demenci s velmi kratkou dobou preziti. V sou¢asnosti neni
dostupna efektivni IéCba, ktera by dokdazala zvratit prlibéh tohoto onemocnéni, dostupna
|é¢iva pouze zmirfuji pfiznaky. Proto se fada védeckych skupin po celém svété vénuje
studiu pfic¢in a mechanismim rozvoje AD pro nalezeni Ucinné prevence a lécby. Hlavnim
cilem v terapii je ziskat nova léciva, kterd by rozvoj nemoci zvratila nebo alespon zastavila.
Jednou z nadéjnych, a dnes intenzivné studovanych skupin latek, jsou dualni inhibitory
acetylcholinesteraz, které jsou schopné, mimo vlastni enzymové inhibicni aktivity,

inhibovat i agregaci amyloidu beta.

Vyzkum a vyvoj novych [éCiv ma za cil vyvinout Ucinnd a bezpelna Iéciva.
Z celkového poc¢tu 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 bézné provadi
jiz ve fazi preklinické, nebo jesté dfive. Kandidatni Iatky s nevhodnymi farmakokinetickymi
parametry nebo metabolismem jsou proto vyfazeny jiz v pocatecnich in vivo
experimentech. Avsak i tato vyrazena 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
dalezité informace, které umoznuji racionalizovat vyvoj novych |éciv, at uz z pohledu

ucinnosti, bezpecnosti, nebo vhodnéjsich farmakokinetickych vlastnosti.

Vyvoj bioanalytickych metod je proces, ktery se fadi mezi ,uzka hrdla“ pfi vyvoji
novych |éCiv. Spravna validace metody je velmi dllezitd pro ziskani spolehlivych
kvantitativnich vysledk(, na kterych jsou postaveny farmakokinetické vypocty. Analyticky
proces zahrnuje odbér vzorkd, jejich zpracovani, analyzu a vyhodnoceni, véetné provadéni
kalibracnich a kontrolnich méreni. Vzhledem ke slozZitosti biologické matrice (krev, tkang,

Zlu€ atd.) a nizkym koncentracim testovanych latek, mlzZe byt vyvoj bioanalytické metody
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urcitou vyzvou. Vyuziti modernich analytickych pfistupll je proto vtéto oblasti témér
nutnosti. Vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem (LC-MS) je analytickym zlatym standardem v kvalitativni i kvantitativni
analyze léciv. Chromatografickd technika umoznuje separovat cilové analyty od sloZek
matrice, a hmotnostni spektrometr dokdze od sebe oddélit jednotlivé analyty na zdkladé
poméru jejich hmotnosti a ndboje (m/z). VyuZiti hmotnostni spektrometrie 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) a core-shell technologii, které vyznamné zrychlily
a zlepSily ucinnost separace latek. DalSim vyznamnou technologii je hmotnostni
spektrometrie s vysokym rozliSenim, reprezentovdna predevsim systémem Orbitrap nebo
analyzatory doby letu (TOF), kterd i diky vysoké presnosti méreni umoznuje urcit
pravdépodobné atomarni sloZzeni molekul, coz znacné usnadnuje jejich strukturni analyzu.

Toho se s vyhodou vyuziva predevsim ve studiu metabolismu zkoumanych latek.

PfedloZena disertacni prace se v teoretické ¢asti zabyva uvodem do problematiky
Alzheimerovy demence. Ve strucnosti popisuje patofyziologii onemocnéni, soucasny
zpUsob a nové strategie 1éCby se zamérenim predevsim na inhibitory acetylcholinesterazy.
Nasledujici kapitoly jsou vénovany tématlm, kterd se bezprostfedné tykaji vlastni
experimentdlni prace — kapalinové chromatografii, hmotnostni spektrometrii, upravé
biologickych vzork(, validaci metod a farmakokinetice. Experimentalni ¢ast disertacni prace
je tvorena komentarem k péti védeckym pracim publikovanym v zahraniénich ¢asopisech
simpakt faktorem. Tri prace se zabyvaji bioanalyzou ¢ty novych inhibitord
acetylcholinesteraz a popisem jejich chovani vorganismu na zakladé stanovenych
farmakokinetickych parametrd. Jedna prace se zabyva syntézou
a biologickym/bioanalytickym hodnocenim nové skupiny potencialnich Iéciv odvozenych
od 7-methoxytakrinu a tryptofanu. Pata prace je zamérena na identifikaci ¢asti molekuly

donepezilu zodpovédnou za aktivni transport léCiva pres hematoencefalickou bariéru.

12



2 CILE PRACE

Pfedkladanda disertacni prace je vénovdna bioanalytickému hodnoceni novych
inhibitor(i acetylcholinesterdz, potencidlnich lé¢iv pro Iécbu Alzheimerovy demence.
Bioanalytické hodnoceni novych |éCiv spada do preklinické faze testovani. Hlavnim cilem je
popsat osud léc¢iva 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 zvifatech. Pro ucely identifikace
in vivo metabolit(i bylo nutné provést in vitro metabolické experimenty. Dilci cile disertacni

prace mlzeme rozdélit do ndasledujicich blok:
Bioanalytické hodnoceni PC-37, PC-48, S-K1025 a S-K1026.

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

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

1l. Provedeni in vitro metabolickych experimentd pomoci mikrozomu
s naslednou identifikaci metabolitl in vivo u potkan.

V. Aplikace vyvinutych bioanalytickych metod do studia farmakokinetiky

a metabolismu.

Béhem prace na bioanalytickém hodnoceni téchto experimentdlnich [atek vyvstala
fada otazek. Jedna zklicovych byla zaméfena na vztah mezi strukturou molekuly
donepezilu a jeji schopnosti prestupovat pres hematoencefalickou bariéru (HEB). Proto

jsme v pribéhu prace formulovali dalsi cil:

Identifikace casti molekuly donepezilu zodpovédné za prestup pres HEB

a akumulaci v mozku.

L. Vyvoj a validace metody pro stanoveni donepezilu a jeho fragment
v plazmé a mozkovém homogenatu potkana.
1. Aplikace  vyvinuté  bioanalytické metody do  hodnoceni

farmakokinetiky a objasnéni vztahu struktura-prestup do mozku.

13



3 TEORETICKA CAST

3.1 ALZHEIMEROVA DEMENCE

Kdyz Alois Alzheimer pfed vice nezZ sto lety |écil svoji pacientku Augustu Deterovou,
neuvédomil si, Ze popsal jedno z nejvice komplexnich a sloZitych onemocnéni v lidské
historii. Jednda se o0 onemocnéni, které je, i pres soustifedéné usili védct, vyzkumnych tym{
a neurologll po celém svété, stdle nevylécitelné. Vhodna a v€asné nasazena terapie dokaze
prabéh nemoci jenom zmirnit. A to i proto, zZe patofyziologie Alzheimerovy demence (AD)

nebyla stale zcela objasnéna.

AD je neurodegenerativni onemocnéni mozku, které vede k progresivni ztraté
kognitivnich funkci — mysleni, paméti, isudku. AD zacind pozvolna a kon¢i smrti pacienta.
Nejdfive dochazi ke zhorSeni kratkodobé paméti, pozdéji se objevuji problémy
s vyjadiovanim, rozhodovanim a zmatenost. Doba preziti je v praméru 5-8 let od stanoveni

diagndzy (Ganguli, M. et al 2005).

3.1.1 Epidemiologie AD

Alzheimerova choroba je s prevalenci 1 % populace nejéastéjsi ze vSech demenci
a Ctvrtou aZ patou nejcastéjsi pricinou umrti (Ganguli, M. et al, 2005). Incidence AD stoupa
exponencidlné 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-prijmovych
zemich. Celosvétové pribyva 7,7 milionu nové diagnostikovanych pfipad( ro¢né, tj. jeden
za Ctyfi sekundy. Studie WHO z konce roku 2017 (WHO, 2017) predpoklada, Zze celkovy
pocet nemocnych s AD bude v roce 2030 okolo 82 milion(. Jen v Evropé dojde k narlstu ze

soucasnych 10 na 19 miliona.

V Ceské republice dnes Zije s nékterou formou demence vice nez 156 tis. lidi, z toho
51 tis. muzd a 105 tis. Zen. Ve vékové skupiné mezi 80 a 85 lety je projevem onemocnéni
postiZzeno vice nez 10 % populace. Pfedpoklada se, Ze v roce 2050 bude v Ceské republice
priblizné 383 tis. obyvatel trpét demenci (Mdtl, O. et al, 2016). Pti pohledu na historicky

vyvoj vyskytu demence v Ceské republice je patrné, ze i zde pocet lidi s diagnostikovanou
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AD neustale nardsta. V Sedesatych letech Zilo v Ceské republice odhadem 49-55 tis.
demenci postiZzenych lidi, v roce 1989 to bylo pfiblizné 73-81 tis. lidi, v roce 2000 asi 89-98
tis. (odhadované pocty se lisi v zavislosti na pouzitych prevalencnich studiich). Péce o takto
nemocné klade nemalé naroky na verejné i soukromé rozpocty. Celkové naklady (véetné
neformalnich) na fedeni problému spojenych s demenci jsou v CR odhadovéany v priméru

na 1,25 % HDP (Madtl, O. et al, 2016).

3.1.2 Diagnostika AD

Alzheimerova choroba je obvykle diagnostikovana na zdkladé anamnestickych
udajti, klinického a laboratorniho vysetfeni. Vroce 2011 byla publikovdana nova
diagnosticka kritéria, opirajici se o nejnovéjsi diagnostické metody a laboratorni analyzy,
ktera diagnostiku AD posunuji uz do ¢asnych stadii nemoci. Na zakladé patofyziologickych

YT

se rozlisuji tfi stadia AD (Yaari R. et al, 2011):

. Preklinické stadium — v mozku jsou pfitomny patologické zndmky AD, avsak
bez subjektivnich a objektivnich pfiznak(. Diagndza v tomto stadiu nema
bezprostfedni terapeutickou implikaci. V diagnostice je klicové vyuZiti
biochemickych markert a funkénich zobrazovacich technik (Sperling, R.A. et
al, 2011)

Il Mirné kognitivni poruchy (Mild Cognitive Impairment, MCI) — pacient s nové
vzniklym déletrvajicim kognitivnim deficitem na podkladé patologie AD,
dosud vsak zcela sobéstacny. Cca 15 % pacientd s MCl kazdorocné
progreduje do demence, urcitd ¢ast zlstava dlouhodobé stabilni, a jen mala
Cast pacientl se mlze opét normalizovat.

1. Demence — pacient s nové vzniklym déletrvajicim kognitivnim deficitem,
vyvolanym vyvrcholenim patologickych procest AD, zpUsobujici ztizeni
dennich aktivit. Terapeutické ovlivnéni prlibéhu onemocnéni je v tomto

stadiu obtizné (Vyhndlek, M. et al, 2012).

Pro diagnostické ucely AD jsou vedle kognitivnich testl vyuZivany predevsim
zobrazovaci techniky a biochemické vysetfeni mozkomisniho moku. Pomoci zobrazovacich

metod (CT, MRI, PET) se u pacientl prokazuje atrofie mediadlnich temporalnich struktur
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(hipokampus, amygdala) s rozsifenim komorového systému, snizeny metabolismus
v temporalni a parietdlni klQre, nebo se testuje pfitomnost amyloidnich plakd pomoci
znacenych protilatek. Biochemické vysetfeni spociva v analyze mozkomisniho moku — pro
AD je charakteristickd zvySend hladina tau proteinu a fosforylovaného tau proteinu,
a snizena hladina beta amyloidui.s2. Tato metoda ma priblizné 90% senzitivitu a specificitu

(Sperling, R.A. et al, 2011; Vyhndlek, M. et al, 2012).

3.1.3 Neuropatologie AD

Alzheimerova demence je komplexni onemocnéni s multifaktorialni etiologii, jejiz
pfesnd patogeneze neni prozatim zcela objasnéna. AD je charakterizovana ztratou neuron(
a synapsi v mozkové klre a subkortikalnich oblastech, které vedou k atrofii téchto oblasti.
Postizeny jsou i neurony vtemporalnim a parietalnim laloku, a v ¢asti frontdlni klry

mozkové, coz se také projevuje zmensenim téchto ¢asti mozku (Braak, H. et al, 1991).

V soucasnosti je uznavano nékolik zakladnich hypotéz, které vedou
k vySe jmenovanym déjim. Jednd se predevsim o: I. tvorbu a extracelularni ukladani
amyloidnich plak( sloZzenych zejména z nerozpustného beta-amyloidu (AB) (Castro, A. et
al, 2006), Il. tvorbu intraneuronalnich neurofibrilarnich klubi¢ek obsahujicich nerozpustny
tau protein (Alonso, A.C. et al, 1996), a lll. selektivni zanik acetylcholinergnich neuron(
(Cummings, J.L., 2004). Vedle téchto hypotéz se vyznamné uplatiuji i dalsi mechanismy
patogeneze AD jako je zanétliva reakce, oxidativni stres, poSkozeni mitochondrialniho
metabolismu, nebo snizena tvorba nervovych rastovych faktor( (Scarpini, E. et al, 2003;
Andersen, J.K. 2004). Rada téchto mechanism{ je Uzce propojena. Napt. v oblasti plakl
vznika sterilni zanét s aktivaci mikroglialnich bunék i astrocytll. V rdmci imunitni reakce
akutni faze dochazi k uvolnéni cytokinl a volnych kyslikovych radikal(i, které poskozuji
lipidy bunécné membrany neurond. Takto postizené neurony nasledné zanikaji, dochazi k
uvolnéni nadmérného mnozstvi excitacnich aminokyselin (glutamat, aspartat), které se
v CNS vazi na prislusné receptory. Nadmérna stimulace tzv. ionotropnich receptord (napfr.
NMDA: N-methyl-D-aspartdtovy receptor), spojenych s otevienim kalciového kanalu, vede
k nadmérnému influxu Ca?* iontd do neuron(. Tim dochazi k destabilizaci vnitiniho
prostiedi, aktivaci proteinkinaz, a v kone¢ném dlsledku k bunécné smrti. NMDA-receptory

realizuji jeden ze zakladnich déji uceni — dlouhodobou potenciaci (zesileni synaptického
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prenosu mezi dvéma neurony jako vysledek jejich souc¢asné stimulace), tento mechanismus

je hyperexcitaci NMDA-receptor( narusen.

3.1.3.1 Amyloidni hypotéza

Amyloid beta (AB) je hlavni sloZzkou senilnich plak(. Jedna se o fibrilarni polypeptid
slozeny nejcastéji z 38-43 aminokyselin (AK), ktery vznika proteolytickym Stépenim AR
prekurzorového proteinu (APP) typu | — membrdnového proteinu s dosud nejasnou funkci
(Dyrks, T. et al, 1988). APP je v extracelularni oblasti nejprve stépen enzymem B-sekretazou
(BECE-1) za vzniku kratkého N-termindlniho fragmentu (sAPP-B) a membranové vdzaného
C-terminalniho konce (APP CTF-B) tvofeného 99 AK. Transmembrdnovy APP CTF-B je
nasledné Stépen y-sekretdzou (atypicky membranové vazany protedzovy komplex) za
vzniku peptidu AB. Nejvice zastoupend izoforma amyloidu beta s po¢tem 40 AK je ABao,
minoritné je tvorena izoforma APay, kterd vsak vykazuje mnohem vétsi miru agregace,

proto se primdrné nachazi u pacientl s AD (Jarret, J.T. et al, 1993).

Existuje nékolik germindlnich mutaci v genech kédujicich APP, y-sekretdzu nebo
presenilin (transmembranova katalyticka jednotka y-sekretazy), které ve vysledku vedou ke
zvysené tvorbé APa. (Tanzi, R.E. et al, 2005). U jedinci se zdédénou autozomalné
dominantni mutaci dochdzi k rozvoji AD jiz v mladSim véku — jednd se o familiarni formu AD
(FAD), ktera tvofi pfiblizné 10 % vSech pfipadl. Daleko Castéji se viak vyskytuje sporadicka
forma AD (SAD), ktera je spojena se snizenou ,,clearance” tohoto polypeptidu. Za degradaci
AB je zodpovédnd metaloproteaza neprilysin (Iwata, N. et al, 2000) a inzulinova proteaza

(Insulin-degrading enzyme) (Farris, W. et al, 2003), jejichz dysfunkce vede k hromadéni APB.

Akumulace AP peptidl v extraceluldrnim prostoru vede k jejich oligomerizaci
s naslednou tvorbou senilnich plakd. Ty jsou zodpovédné za snizeni synaptické aktivity
a rozvoj prozanétlivych procesl, jez zplUsobuji oxidativni poSkozeni neuronu. PoSkozené
neurony maji naruSenou aktivitu proteinkindz a fosfataz, ktera ve vysledku vede
k hyperfosforylaci tau proteinu a tvorbé neurofibrilarnich klubek. Pozornost je vénovana
i solubilnim AB oligomeriim vazajicich se na bunécny prionovy protein (Selkoe, D.J. et al,
2016), ktery nasledné pres NMDA receptory aktivuje kaskadu, ktera fosforyluje tau protein

(Um JW 2012). Vsechny tyto déje maji za nasledek naruseni prenosu signalli mezi neurony,
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jejich postupnou degradaci, zanik a v kone¢ném dulsledku rozvoj demence (Wolfe, M.S.,

2017).

3.1.3.2Tau hypotéza

Tau proteiny (zkratka pro tubulin-associated unit) je oznaceni pro skupinu Sesti
pfibuznych protein( o rlizné délce, které vznikaji diky alternativnimu splicingu (endogenni
proces Upravy primarni RNA) jediného genu (MAPT — microtubule-associated protein tau).
Vyskytuji se predevsim v nervové tkani v distalnich ¢astech axonu. Tau proteiny se vazi na

mikrotubuly a pomahaji jim ke stabilizaci a snadnéjsi polymeraci (Johnson, G.V. et al, 2004).

Agregované tau proteiny ve formé neurofibrilarnich klubek, typicky ndlez u pacient(
s AD, jsou hyperfosforylovany. Fosforylace tau proteinu je dalezita pro regulaci interakce
s mikrotubuly — fosforylovana forma se z této vazby snadnéji uvolfiuje. Avsak fosforylovany
tau protein neni schopen vykondvat svoji fyziologickou funkci, a navic ma vyssi tendenci
k agregaci, coz vede k destabilizaci mikrotubull. Hyperfosforylace je fizena aktivovanym
enzymem GSK-3pB (glykogen syntaza kinaza 3) za ucasti enzymu CDK 5 (cyklin dependentni
kindza 5) (Wolfe, M.S., 2017). Tento proces je fyziologicky spoustén i solubilnimi oligomery
AB (Um, J.W. et al, 2012).

| kdyZ samotna ztrata stability mikrotubul(l nevede k pfimé neurodegeneraci, je
vnimana jako sekundarni potencujici faktor primarni pficiny, kterou je degenerace
a agregace tau proteinli. Pfitomnost neurofibrilarnich klubek vykazuje lepsi korelaci
s neurodegenerativnimi projevy, ve srovnani s pfitomnosti a mnozstvim senilnich plaku
(Braak, H. et al, 1991). Soucasné studie navic predpokladaji, Ze zménéné formy tau
proteinll se mohou Sifit do ostatnich neurond prostfednictvim synapsi, a tim dochazi
k rychlejSimu a rozsahlejSimu postizeni neurdlni sité — mechanismus pfipomina Sireni

priona (Jucker, M. et al, 2013).

3.1.3.3Cholinergni hypotéza

Acetylcholin (ACh) je jediny neurotransmiter, ktery ma chemickou strukturu
kvarterni amoniové slouceniny a jeho prekurzorem neni Zddna aminokyselina (Picciotto,
M.R. et al, 2012). Je neurotransmiterem nervosvalovych plotének, presynaptickych

neuronl v autonomnim nervovém systému, stejné jako postgangliovych neuron(
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parasympatiku. V CNS moduluje celou fadu kortikdlnich aktivit, zejména bdéni, spanek

a konsolidaci pamétovych stop (Picciotto, M.R. et al, 2012).

Acetylcholin (ACh) je ester cholinu a kyseliny octové. Syntetizuje se v jednom
kroku — pfenosem acetylu z acetyl-koenzymu A (AcCoA) na cholin, reakci katalyzuje
cholinacetyltransferdaza (ChAT, EC 2.3.1.6). Z axonu prichazejici akéni potencial vyvola
depolarizaci presynaptické membrany a otevieni Ca?* kanalkd. Nasledny influx iont( Ca?*
do buriky umozni uvolnéni ve vezikulach uloZzeného ACh do synaptické Stérbiny, kde se
nasledné vaze na ACh receptory umisténé na postsynaptické membrané. Rozezndvdme dva
typy ACh receptorl — muskarinové a nikotinové. Vazba na receptor (iontovy kanalek)
zpUsobi jeho velmi kratké otevieni a prunik kationt( (Ca?* a Na%*) ze synaptické $térbiny
pfes postsynaptickou membranu do dendritu, coZz umozni kontinudlni Siteni akéniho
potencidlu z neuronu na neuron. Ukonceni cholinergni transmise zajistuji enzymy ze
skupiny serinovych hydroldz — dominantné acetylcholinesteraza (AChE, EC 3.1.1.7)
a minoritné butyrylcholinesterdza (BChE, EC 3.1.1.8), které jsou vazany na postsynaptické
membrané. Esterazy Stépi z receptort uvolnény ACh na cholin a acetdt. Cholin je zpétné

transportovan do presynaptického neuronu, kde muze byt vyuzZit k dalsi syntéze (Pope, C.N.

etal, 2018).
CH;
H3C JL AChE +H,0 ] |;|'];| H3c\'|q+\/\
c” \/\0 OH
Acetylcholin Acetat Cholin

Cholinergni hypotéza, formulovana v roce 1982 (Bartus, R.T. et al, 1982), je viibec
nejstarSi a dodnes uznavanou teorii vysvétlujici podstatu progrese AD. Tato hypotéza je
zaloZena na predpokladu, Ze pozorovana ztrata cholinergni aktivity u AD pacient( potvrzuje
uzky vztah mezi neuromediatorem ACh a schopnosti uceni a paméti. Jedna z klinickych
studii prokazala, Ze castecna inhibice centralniho cholinergniho systému u zdravych
mladych dobrovolnik( pomoci skopolaminu vedla k do¢asnému rozvoji stejnych symptom{
jako u AD (Drachman, D.A., 1977). Cholinergni teorie byla ddle podporena
histopatologickymi studiemi mozku AD pacient(, u kterych byla prokazana spojitost mezi
snizenou cholinergni aktivitou a ndlezem senilnich plakl a neurofibrilarnich klubek. Pozdéji

bylo prokazano, Zze u pacientl s AD dochazi k selektivnimu postiZeni cholinergnich neurond,
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které se projikuji znucleus basalis Meynert do klry mozkové a hipokampu,
s naslednym vyznamnym snizenim aktivity ChAT — enzymu zodpovédného za syntézu ACh
(Contestabile, A., 2011). Pokud je tedy postizeni pamétovych funkci povaZovano za
primarniindikator AD, tak role cholinergniho systému v kognitivnich funkcich hraje klicovou
ulohu a tim opodstatnuje cholinergni hypotézu. Z téchto divod( se stala snaha o zvyseni
cholinergni aktivity u pacientd s AD (prostfednictvim inhibitorG AChE) zdkladnim

paliativnim |écebnym pristupem.

3.1.4 Cholinesterazy

Cholinesterazy (ChE) jsou skupinou enzym(, které katalyzuji hydrolyzu ACh na
cholin a octovou kyselinu. Na zakladé svych katalytickych vlastnosti se déli na dva typy:
I. Acetylcholinesterdza (AChE, EC 3.1.1.7) — enzym, ktery primarné hydrolyzuje malou
molekulu ACh, a Il. Butyrylcholinesteraza (BChE, EC 3.1.1.8), ktera je schopna Stépit navic

i vétsi molekuly substratu jako je butyrylcholin nebo benzoylcholin (Darvesh, S. et al, 2003).

AChE se ve vysokych koncentracich vyskytuje i na vnéjsi membrdané erytrocyt(, kde
je zodpovédna za degradaci plazmatického ACh (Pope, C.N. et al, 2018). Naproti tomu
enzym BChE, jehoZ fyziologicka funkce neni stale objasnéna, neni pravdépodobné pro
béziné fungovani organismu nezbytné nutny — at uz knock-outované mysi nebo deficientni
jedinci nejevili zddné znamky postizeni (Manoharan, I. et al, 2007). BChE se nachazi v fadé
organll, dominantné v jatrech, kde plni predevsim detoxikacni funkci. Ve zdravé mozkové
tkani je pomér aktivit AChE:BChE pfiblizné 4:1, avSak u pacientl s AD se aktivita AChE
sniZuje na polovinu, a naopak aktivita BChE se mliZe zvysit az dvojnasobné (Furukawa-Hiby,

Y. etal, 2011).

Pro detailni pochopeni celého mechanismu katalytického procesu je kli¢ova znalost
3D struktury AChE. Krystalografické analyzy AChE izolované z Torpedo californica, a pozdéji
lidské rekombinantni AChE, umoznily pfesny popis struktury tohoto enzymu — AChE je
konformacné neplasticky enzym sestavajici ze tfech hlavnich ¢asti. Nasledujici popis vychazi

z prace autort Dvir H. a kol. (Dvir, H. et al, 2010).

I Katalytické aktivni misto (catalytic active site, CAS) — nachazi se hluboko
uvnitf enzymu a je sloZeno z katalytické triddy Glutamat(202)-Serin(203)-
Histidin(447) (zodpovédné za hydrolyzu ACh) a aniontového mista, které je
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diky pritomnosti tryptofanu(86) zodpovédné za vazbu molekuly ACh
a spravnou orientaci prostiednictvim interakce s kvarterni amoniovou soli.

Il Periferni aniontové misto (peripheral anionic site, PAS) — umisténé na
povrchu enzymu vedle zuzujiciho se vstupu do CAS, je zodpovédné za vazbu
alosterickych ligandl (predevsim inhibitord). Vazba ligandu na PAS muze
sféricky omezit vstup ACh do aktivniho mista enzymu a zaroven muize
vyvolat drobnou konformacéni zménu enzymu s narusenim prostorové
konformace katalytické triady.

1. Aromatické hrdlo (Aromatic gorge) — dlouhd rovna trychtyfova dutina, kterd
propojuje CAS a PAS. Je tvorena zbytky aromatickych AK, prinik ACh je
umoznén na zakladé kationtové m-interakce mezi kvarterni amoniovou soli

a n-elektrony aromatickych AK.

AChE existuje ve dvou odlisSnych formach (s identickym aktivnim mistem) —
v globularni formé muze byt fyziologicky pritomen jako monomer (G1), dimer (G2)
nebo tetramer (Ga4), a v asymetrické formé (Dvir, H. et al, 2010). V mozku jsou
nejvice zastoupeny formy Ga a Gi. Pravé selektivni ztrata Ga formy je typicka pro AD,
zatimco Gi forma z(stdva v prlbéhu rozvoje nemoci relativné zachovana

(Rakonczay, Z., 2003).

| kdyZ je primarni funkci AChE i BChE enzymaticka hydrolyza cholinovych substrat(,
v nedavné dobé byly popsany nové nekatalytické, tedy necholinergni role. Obé
cholinesterazy se uplatnuji v procesu morfogenniho vyvoje mozku a jeho
vyznamnou roli vtvorbé AB plakl (Pope, C.N. et al, 2018). Cholinesterazy se
konzistentné ukladaji v amyloidnich placich a prostfednictvim protein-proteinové
interakce s AR akceleruji jejich ukladani a agregaci. | presto, Ze je presny
mechanismus formovani senilnich plakd dosud nejasny, predpokladd se, ze ChE
funguji jako nukleaéni faktor, ktery usnadnuje a urychluje konverzi solubilnich AR
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 skutecnost vedla k syntéze

novych potencialnich IéCiv, které se oznacuji jako inhibitory s dvojitym vazebnym
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mistem (dualni inhibitory) — jsou schopné inhibovat degradaci ACh tim, Ze se vazi

na CAS a zdroven vazbou na PAS redukovat interakci s AR peptidy.

3.1.5 Terapie 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 — centrdlné puUsobici inhibitory mozkovych acetyl- i butyrylcholin-esteraz.
Tato |éciva zlepSuji cholinergni transmisi tim, Ze blokuji enzymy odbouravajici ACh.
V soucasnosti je k dispozici donepezil, rivastigmin a galantamin. Jejich ucinnost byla
potvrzena mnoha randomizovanymi, placebem kontrolovanymi klinickymi studiemi
(Rosler, M. et al, 1999; Rogers, S.L. et al, 1996; Tariot, P.N. et al, 2000). Na inhibitory
mozkovych cholinesteraz reaguje pfiznivé asi 70 % pacientd. Pfi neucinnosti jednoho

inhibitoru ChE se prechazi na druhy, nejdfive ale aZ po p(l roce nepretrzitého podavani.

Druhou skupinu reprezentuje pouze jeden zastupce — memantin, ktery ma zcela
odlisSny mechanismus ucinku. Je nekompetitivnim antagonistou glutamatovych N-methyl-
D-aspartatovych (NMDA) receptor(. Blokuje jejich chronickou hyperaktivaci, a tim redukuje
influx Ca?* iontd do buriky, jehoZ nadmérné mnoistvi zvySuje tendenci k apoptdze.
Memantin je efektivni v 1éCbé stredné 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 symptomu a poruch

chovani.
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3.2 SOUCASNA STRATEGIE V LECBE AD

Sedesatd a7 osmdesata léta dvacatého stoleti jsou povazovéna za zlaty vék vyzkumu
neurotransmitery a jejich receptory, coz vedlo k detailnéjSimu pochopeni specifickych
nervovych spojeni a funkci mozku (Hokfelt, T., 2009). Ruku v ruce stémito zjisténimi
a s pozdéji popsanou skutecnosti, Ze pritomnost neurdlnich plakl u pacientll s AD je
v pfimé spojitosti s alterovanou produkci a uvolfiovanim ACh, byla vyslovena cholinergni
hypotéza jako moznd pfic¢ina vzniku a rozvoje AD. Objasnéni téchto souvislosti otevrelo
novou kapitolu farmakologického vyzkumu lé¢by AD s cilem zvysit hladinu ACh v synapsich.

Vyzkum se zaméroval na 5 zakladnich mechanism:

(N Inhibice AChE, snaha o zvySeni synaptické hladiny ACh blokovanim enzymu
AChE, ktery jej fyziologicky efektivné odbourdva

1. Prekurzory ACh jako fosfatidylcholin, snaha o zvyseni biodostupnosti cholinu

1. Uvolnovani ACh z presynaptickych prostor do synapsi

V. Aktivace muskarinovych receptori na postsynaptické membrané

V. Aktivace nikotinovych receptord na postsynaptické membrané

Uspéch zaznamenala pouze prvné jmenovana strategie a do klinické praxe bylo
uvedeno nékolik novych |éCiv. Jednalo se o latky takrin (Cognex®), donepezil (Aricept®),
rivastigmin (Exelon®) a galantamin (Reminyl®) (Corbett, A. et al, 2012). Jedinou latkou,
schvdlenou pro lé¢bu AD, kterd nespadd do skupiny inhibitorl AChE je memantin
(Namenda™). Pro vSechny soucasné dostupné preparaty plati, Ze nejsou schopny AD vylécit
ani trvale zamezit progresi onemocnéni. Pouze zpomaluji priibéh choroby a oddaluji vznik
tézkych stadii (Sabbagh, M.N. et al, 2008; Atta-Ur-Rahman et al, 2015). V soucasnosti je
ve treti fazi klinického hodnoceni (zahajeno v roce 2017) pouze jediné nové léCivo ze

skupiny inhibitord AChE (Cummings, J. et al, 2018).
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3.2.1 Takrin

N Takrin (1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-amine) byl pdvodné
h vyvinut jako antimikrobidlni agens pred vice nez 60 lety. Jeho
= reverzibilni inhibi¢ni ucinky na AChE a BChE byly objeveny azZ
NH, v roce 1961 (Heilbronn, E., 1961), do klinické praxe byl zaveden

v roce 1993, kdy byl ¢asto pouzivan v kombinaci s lecitinem (Eagger, S.A. et al, 1991).
Krystalografické studie prokazaly, Ze se takrin vaZze na katalytickou jednotku AChE, navic je
schopen vazby i na muskarinové a nikotinové receptory. Vazba na muskarinovy M1
receptor zvySuje uvolfiovani ACh a tim zvySuje jeho koncentraci v synaptické Stérbiné.
Schopnost takrinu inhibovat zpétné vychytdvani dopaminu a serotoninu v nervovych

zakoncenich pfrispiva k antidepresivnimu efektu (Harel, M. et al, 1993).

Vzhledem k relativné rychlému biologickému polocasu (6 h) byl takrin, ve srovnani
s ostatnimi preparaty, davkovan daleko castéji. Navic musely byt u pacientd pribéiné
monitorovany jaterni funkce (Knapp, M.J. et al, 1994). V soucasnosti se takrin jiz
nepouzivd. Vroce 2013 byl staZzen z klinické praxe predevsim pro casty vyskyt vainé
hepatotoxicity (az u tfetiny pacientll), postizeni gastrointenstinalniho traktu a pro uzky
terapeuticky index (Gracon, S.I. et al, 1998). Navic takrin inhiboval cytochrom P450 1A2,

ktery je dulezity pro metabolismus fady bézné pouzivanych [éku.

3.2.2 Doneperzil

o Doneperzil ((RS)-2-[(1-
benzyl-4-piperidyl)methyl]-5,6-

o dimethoxy-2,3-dihydroinden-1-
H3C/ one) se fadi mezi druhou generaci
HC—O nekompetitivnich inhibitorti AChE.

Vyzkum této latky zacal jiz v roce 1983, do klinické praxe byl uveden o tfinact let pozdé;ji
v roce 1997.V soucasnosti se jednd o vlibec nejpouzivané;jsi preparat v 1é¢bé AD. Pouziva
se bud samostatné nebo v kombinaci s memantinem pro léCbu lehké aZ stredné tézké
demence. Jeho dlouhy biologicky poloc¢as (70 h) umozZnuje davkovani 1x za den,

plazmatickd koncentrace dosahne steady-statu do tfi mésict (Jelic, V. et al, 2010). Je
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bezpeény a dobre tolerovany i starSimi pacienty s komorbiditami a s polypragmazii
(Jackson, S. et al, 2004).

Donepezil neni pouze selektivni inhibitor AChE, ale také je schopen zlepSovat
symptomy nemoci, které vznikaji na zakladé neurotoxického plsobeni AB tim, Ze pronika
do kortikalnich neuron(, kde narusuje jeho tvorbu (Beach, T.G. et al, 2000). Navic zvySuje
expresi nikotinovych receptorli v mozkové kire a redukuje koncentraci glutamatu, ¢imz
Castecné zabranuje progresi AD. U donepezilu byly prokazany i vyznamné antioxidacni

ucinky (Tayeb, H.O. et al, 2012).

3.2.3 Rivastigmin

O
Hac/\’i«l)LO

CH;

Rivastigmin ((S)-3-[1-
(dimethylamino)ethyl]phenyl-N-ethyl-N-

CH, methylcarbamate) je stfednédobé pusobici

reverzibilni nekompetitivni inhibitor ChE,
ktery byl na trh uveden v roce 1997. Nékdy je oznacovan jako pseudo-ireverzibilni inhibitor,
protoze navzdory svému kratkému biologickému polocasu (2 h) zplsobuje dlouhodobou
inhibici cholinesteraz (az 10 h) — tato vlastnost vychazi z karbamatové struktury. PouZziva
se pro lé¢bu stfedniho az tézkého stupné AD. Ve srovnanis ostatnimi selektivnimi inhibitory
AChE, je rivastigmin schopen inhibovat oba typy cholinesterdz (v poméru
AChE:BChE =1,3:1), coZz je velmi vyhodné pravé u tézsich stadii AD, kdy dochazi
k postupnému ubytku enzymu AChE a jeho funkénimu nahrazovani BChE (Ballard, C.G.,
2002). Rivastigmin je obecné dobre tolerovdn, nezddouci Uucinky postihujici
gastrointestinalni trakt (nauzea, zvraceni) se mohou vyskytovat kratkodobé béhem titrace
davky. U transdermdlni formy (ndplast) se tyto nezadouci ucinky neobjevuji (Khoury, R. et

al, 2018).
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3.2.4 Galantamin

Galantamin ((4aS,6R,8aS)-5,6,9,10,11,12-
hexahydro-3-methoxy-11-methyl-4aH-[1]-benzofuro-
[33,3,2-ef][2]benzazepin-6-0l) je prirodni alkaloid
z nékterych druh( narcisG a snéZenek. Jednd se
o reverzibilni kompetitivni inhibitor AChE s vyrazné mensi

afinitou k BChE (pomér AChE:BChE = 54:1), ktery byl

zaveden do klinické praxe v roce 2001 (Ago, Y. etal, 2011).
Kromé inhibi¢ni aktivity v(c¢i AChE se galantamin také vaZie na alosterické misto
nikotinovych receptort (Maelicke, A. et al, 2000). To vede k jejich konformaéni zméné
s nadslednym zvysSenim citlivosti vic¢i ACh. Presynaptickd modulace nikotinovych receptori
hraje dlleZitou roli nejen v uvolfiovani ACh, ale také u dalSich neurotransmitertd jako je
y-aminomaselna kyselina, glutamat, serotonin a noradrenalin. VSechny tyto
neurotransmitery jsou dulezité pro spravnou funkci paméti, ovliviiuji ndladu a emoce.
Patologicky zvysena hladina glutamatu nepfiznivé ovliviiuje schopnost uceni a pamét,
zatimco patologicky snizend koncentrace serotoninu vede k emocidlni nestabilité (fada
pacientd s AD trpi depresi). Zvyse uvedenych dlvodd je galantamin preferovanym

preparatem v lécbé AD (Hu, N.W. et al, 2012).

| pres klinické hodnoceni rliznych zplUsobl podani, klinicky schvélena je pouze
peroralni forma. Biodostupnost se pohybuje v rozmezi 85-100 %, jeho vétsi distribucni
objem je zplGsoben akumulaci v tkanich. Podobné jako ostatni inhibitory cholinesteraz ma

také nezadouci ucinky na gastrointestinalni trakt (Prvulovic, D. et al, 2010).

3.2.5 Memantin

NH, Memantin (3,5-dimethyladamantan-1-amine), na trhu od roku
2003, je nekompetitivni antagonista NMDA receptoru. NMDA receptor
spada do tfidy ionotropnich receptor(, tj. iontovych kanalkd, které po
navazani ligandd (glutamdtu a glycinu) umozni influx Ca* iontd do buriky

s naslednym spusténim fady signalnich kaskad. Za fyziologickych podminek je doba
otevieni receptoru nékolik milisekund, coz je optimum pro spravnou excitaci buriky. Vyssi

hladiny glutamatu, ktery je hGre odbouravén/recyklovan u AD (Wang, R. et al, 2017), vedou
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k prodlouzeni doby otevieni kanalkd a tim k hyperexcitaci a naslednému poskozeni burky.
Memantin je schopen selektivné blokovat patologickou hyperaktivaci receptoru, ale pfitom
zachovat jeho fyziologickou funkci. Jeho mechanismus pUsobeni lze oznacit za
neuroprotektivni, a diky svym vlastnostem, tj. nekompetitivni antagonista napétové
zavislého NMDA receptoru se stiedni afinitou a rychlou ,,on-off” kinetikou, se stal rutinné

vyuzivanym léCivem. (Lipton, S.A., 2006; Alam, S. et al, 2017; Wang, R. et al, 2017)

Memantin se jako jediny z dostupnych 1ékl pouziva k 1é¢bé stfedni az zavainé AD,
ale také se uplatiiuje v 1é¢bé vaskuldrni demence a v soucasnosti je klinicky testovan i pro
Ié¢bu Parkinsonovy nemoci, epilepsie nebo schizofrenie (Alam, S. et al, 2017). Jedna se
bezpecné lécivo s dlouhym biologickym poloéasem (60-80 h) a velkym distribuc¢nim
objemem (V4 = 9-11 L/kg). Od roku 2014 je s vyhodou vyuZivana kombinace memantinu

a donepezilu (NAMZARIC®) v l1é¢bé vSech stadii AD.

3.2.6 HuperzinAaB

CH, CH, Huperzin A
a Huperzin B (Hup A,
H H . .
N2 —N / N Hup B) jsou alkaloidy
H,C
N N / 0 NH e izolované z rostliny
H H Huperzia serrata. Hup A
(-)-Huperzin A (-)-Huperzin B

je  silny,  selektivni,
reverzibilni inhibitor AChE. Hup B je méné ucinny a ma nizsi selektivitu vici AChE, ale ve
srovnani s Hup A ma vyssi terapeuticky index a dalSimi pozitivni vlastnosti. V USA se Hup A
pouiivd jako dopInék stravy pro zlepseni paméti, a v Ciné byl dokonce schvélen pro
symptomatickou Ié¢bu lehkého aZ stfedniho stupné AD (Wang, B.S. et al, 2009). V USA
i Evropé probéhlo klinické hodnoceni Hup A, nicméné i pres vysledky nékterych studii, které
uvadély zlepseni kognitivnich funkci a klinického obrazu AD pacientd, se preparat nedostal
do klinické praxe (Yang, G. et al, 2013). Jeden z hlavnich dlvod( byla metodologicka
nejednotnost v hodnoceni kognitivnich funkci, vysokd heterogenita pacientli zahrnutych ve
studiich a nedostatek informaci o toxicité a nezadoucich Ucincich (Xing, S.H. et al, 2014).
Dalsi studie prokazaly, Ze Hup A ma protektivni efekt na neurony — zabranuje jejich

oxidativnimu poskozeni zplsobenému amyloidem beta, antagonizuje NMDA receptor
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a redukuje akumulaci Zeleza v neuronech (Qian, Z.M. et al, 2014). Z téchto dlivodu je Hup

A vyuzivan v syntéze novych analog(l jako potenciondlnich Iéciv AD.

28



3.3 NOVE STRATEGIE V LECBE AD

Ackoliv cholinergni hypotéza byla velkym pfinosem a definovala zdklady dnes
dostupné paliativni 1é¢by AD, v soucasnosti je na ni pohlizeno s uréitym skepticizmem —
podavani inhibitorl AChE nevede k uzdraveni ani k zastaveni progrese nemoci. Protoze
cholinergni hypotéza nedokazala vysvétlit zakladni pfic¢inu vzniku AD, pozornost se zacala
ubirat smérem i kdalSim doposud popsanym procesiim ovliviiujici patogenezi.
V soucasnosti jsou proto vyvijeny nové preparaty (na bazi malych molekul, peptidi nebo
protilatek). Na zakladé farmakodynamickych cilii je lze rozclenit do tfi zakladnich

terapeutickych pfistupl (Atta-Ur-Rahman et al, 2015):

I Anti-amyloidni terapie — je primdrné zamérena na sniZeni produkce AP
prostfednictvim inhibice sekretdz, zvySenim clearance AB, nebo blokovanim AB
agregace. Nadéjnymi inhibitory sekretdz jsou experimentalni latky s oznacenim
MK-8931, CNP520, E2609, které ucinné snizuji mnozstvi AB. V soucasnosti se
nachazeji ve treti fazi klinického hodnoceni (Cummings, J. et al, 2018). Pro
zabranéni AB agregace se déle vyuzivaji i cheldtory iont kova — Fe?*, Cu®* nebo
Zn**, které jsou potfebné pro oligomerizaci a stabilizaci AB. Jeden
z nejslibnéjsich pristupl je v soucasnosti povazovana imunoterapie. Vyvijené
protilatky jsou zacilené na ovlivnéni produkce, agregace a depozice AR (Lemere,
C.A., 2009). Vyuziva se jak pasivni imunoterapie (monoklonalni protilatky nebo
polyklonalni imunoglobuliny proti AB), tak aktivni imunizace (AR peptid jako
antigen) (Hamaguchi, T. et al, 2006). Velky potencial tohoto pfistupu se odrazi
ve skutecnosti, Ze ve treti fazi klinického testovani je v soucasnosti 9 preparatu
(Cummings, J. et al, 2018).

Il. Tau protein terapie — je zamérena na cytoplazmaticky tau protein, ktery je
u AD abnormailné fosforylovan s vyslednou alteraci axondlniho transportu.
Vyvijeny jsou jak inhibitory kindz zodpovédné za hyperfosforylaci tau proteinu,
tak preparaty inhibujici tau agregaci a/nebo podporujici rozloZeni vzniklych
agregata (Ittner, L. et al, 2011). V soucasnosti je ve treti fazi klinického
hodnoceni pouze jediny zastupce z této skupiny — TRx0237, inhibitor agregace

tau proteinu odvozeny od metylenové modti (Cummings, J. et al, 2018).
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Terapie zaméiena na faktory souvisejici s neuralnimi plaky a uzliky — do této
skupiny lze zaradit latky, které pfimo nespadaji do pfedchazejicich dvou skupin,
ale jednd se o farmakologicky velmi zajimavé cile. Patfi sem latky
neuroprotektivni, antioxidanty, nesteroidni antiflogistika, monoaminooxidazy,
statiny, SSRI (selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu),
antihypertenziva, latky zamérené na mitochondridlni dysfunkci nebo na RAGE
(Receptor for Advanced Glycation Endproducts) (Atta-Ur-Rahman et al, 2015).
Tyto latky jsou vyuzivany predevsim v symptomatologické |écbé AD, ve treti fazi
klinického hodnoceni se z této kategorie nachazi 10 preparatld (Cummings, J. et

al, 2018).

| kdyZ se na téchto terapeutickych strategiich, véetné cholinergni, pracuje nékolik

desetileti, od roku 2003 kdy byl registrovdn 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. Na Obr. 1 je graficky

zndzornén pocet neuspésnych kandidati, vroce 2014 byl schvaleny preparat

memantin/donepezil.

Number of Alzheimer’s Disease Drugs

No Longer Under Development

‘98 ‘99 ‘00 ‘01 ‘02 ‘03 ‘04 ‘05 ‘06 07 ‘08 ‘09 "0
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0 l -
“14 “15 Y16 “17

1 NEW
APPROVAL

146 Total Unsuccessful Drugs | 4 Total Approved Medicines

Obr. 1: Pocet vyrazenych kandidatnich AD |éciv z klinického hodnoceni v obdobi 1998-

2017

Zdroj: PhRMA analysis of Adis R&D Insight Database, 25 January 2018
Prevzato z: http://phrma-docs.phrma.org/files/dmfile/AlzheimersSetbacksSteppingStones_FINAL_digital.pdf
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Vyvoj novych léCiv, u tak sloZitého onemocnéni jako je AD, je velmi naro¢ny. Jedna
se o poruchu s komplexni patofyziologii, kterou lze téZko zvladnou ovlivnénim jedné
biochemické funkce nebo jednoho molekularniho cile. Tento pfistup, ktery je oznaCovan za
one-drug-one-target, vedl v minulosti k vyvoji celé fady uspéSnych léciv, které jsou
pouzivany v radé onemocnéni (Morphy, R. et al, 2004). Avsak se selhanim tohoto obecné
uzndvaného schématu u komplexnich onemocnéni se postupné vyvinuly nové strategie. Od
multi-medikacni terapie (MMT, koktejl dvou a vice riznych latek kombinujicich rtizné
terapeutické mechanismy a zplsoby podani), pfes multi-komponentni medikaci (MCM, dvé
a vice latek je poddvano spolecné v jedné formé), az po finalni strategii oznacovanou jako
»multi-target-directed ligands” (MTDLs). MTDL je zaloZzena na predpokladu, Ze jedind
chemicka entita muzZe byt schopna zasdhnout nékolik farmakologickych cild soucasné
(Cavalli, A. et al, 2008). MTDL pfistup mlzZe byt naplnén, pokud je znama 3D struktura
cilového receptoru. Nova potencidlni |éCiva jsou navriena pfimo na miru pomoci technik
molekulového modelovani. Takovyto pfistup se oznacuje jako ,na strukture zalozeny” nebo

také ,racionalni design léCiv.

V soucasnosti je u AD koncept MTDL Siroce vyuZivan k designovani molekul
zamérenych na odlisné farmakologicky vyznamné cile. ProtoZe inhibitory cholinesteraz 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 druhd ¢ast za
jiny farmakodynamicky cil. Pokud bychom chtéli blize specifikovat souéasné zakladni
vyvojové sméry, muzeme farmakodynamickou funkci novych latek zaradit do téchto

skupin:

I Inhibitory AChE (AChEI) s dvojitym vazebnym mistem (Dual binding site
AChEI) — AChE, mimo svou hlavni enzymatickou funkci, vykazuji
i neenzymatické vlastnosti. Ty spocivaji predevsim ve schopnosti interakce AB
s PAS na povrchu enzymu, ktera usnadniuje AP agregaci (podrobnéji viz kapitola
3.1.4). Tento pfistup propojuje cholinergni a amyloidni hypotézu. Sou¢asnym
prikladem AChEIl, schopnych alespon c¢éastecné inhibice agregace AP, je
donepezil (sniZzuje agregaci AB o 22 % (Bartolini, M. et al, 2003)), galantamin
(snizeni o 18 %, (Bolognesi, M.L. et al, 2007)) nebo takrin (snizeni o 8 %,

(Chalupova, K. et al, 2019)). Proto vyvoj novych AChEI s dvojitym vazebnym
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mistem je v soucasnosti zaméren na modifikaci molekuly donepezilu nebo
takrinu s cilem dosadhnout lepsiho farmakologického profilu s dirazem na
zlepSeni jejich farmakodynamickych vlastnosti, popfipadé na zvysSeni
bezpecnosti v dlouhodobém uzivani (Munoz-Torrero, D. et al, 2006; Ismaili, L.
etal, 2017).

Dudlni AChE a BACE-1 inhibitory — inhibice enzymu BACE-1 vede ke zpomaleni
Stépeni extraceluldarni domény APP a tim k vyslednému sniZeni produkce
solubilniho AB. Dudlni AChE a BACE-1 inhibitory jsou schopné inhibovat
agregaci AB dvéma odlisSnymi mechanismy — vazbou na PAS enzymu AChE,
a inhibici enzymu BACE-1. Syntéza novych potencidlnich [éCiv neni vtomto
pfipadé jednoduchd. Molekula by méla mit vyvaiené fyzikalné-chemické
vlastnosti, aby byla schopna prestupovat pres hematoencefalickou bariéru
(HEB), a zaroven by méla byt dostatecné objemnd, aby mohla efektivné
blokovat aktivni misto BACE-1 enzymu. BohuZel vétSina slibnych molekul se
nedostala do Ill. faze klinického hodnoceni predevsim z divodu zavaznych
nezadoucich ucink nebo nedostatecné efektivity v CNS (Cao, J. et al, 2018).
Dudlni AChE-MAO inhibitory — monoaminooxidazy (MAQ) jsou enzymatickou
rodinou, ktera béhem katalytické deaminace neurotransmiterl uvolfiuje
reaktivni formy kysliku (ROS, Reactive Oxygen Species). Z tohoto diivodu
inhibice MAO by méla redukovat oxidativni zatéZz v mozkové tkani. Byla
navrzena a syntetizovana celd rada slibnych molekul (Cavalli, A. et al, 2008).
Napf. ladostigil, vznikl spojenim ¢asti molekuly rivastigminu a rasagilinu (Bar-
Am, 0. et al, 2009), byl slibnym multifunkénim AChEI/MAO-AB inhibitorem,
ktery se vSak nedostal do treti faze klinického hodnoceni a v roce 2016 byl
vyrazen z divodu nedostatecné ucinnosti ve srovnani s placebem (Cao, J. et al,
2018).

AChEI a blokatory Ca?* kanalk( — pietizeni bufiky nadmérnym mnozstvim Ca?*
je jeden zhlavnich mechanismi zpUsobujici poskozeni mitochondrii
s naslednou aktivaci apoptotické kaskady zakoncené bunécnou smrti (Cano-
Abad, M.F. et al, 2001). Dysfunkce homeostazy Ca?* navic akceleruje tvorbu AB

a zpusobuje hyperfosforylaci tau proteinu. Proto se modulace specifickych Ca?*
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VI.

kandlk jevi jako efektivni strategii pro prevenci bunééného poskozeni a smrti
(Leon, R. et al, 2013).

AChEI a antioxidanty — oxidacni stres je jeden z hlavnich pti¢in smrti neuront
u AD pacientd. Redukce oxidacni zatéze je proto jeden ze slibnych
terapeutickych pfristupl. Proto byly naptiklad k molekule takrinu pfipojovany
farmakofory s antioxidac¢ni aktivitou jako napt. kyselina lipoova (Rosini, M. et
al, 2005), kyselina ferulova (Fang, L. et al, 2008) nebo melatonin (Rodriguez-
Franco, M.I. et al, 2006).

Dudlni AChE a SERT (transportéry serotoninu) inhibitory — fada AD pacient(
trpi depresi, které se dafi zvladat pomoci inhibitorl zpétného vychytavani
serotoninu (SSRI). Avsak spolecna terapie SSRI s AChEl zpUsobuje fadu
nezadoucich Gcinkd v dusledku lékovych interakci. K prekonani tohoto
problému byly vyvijeny molekuly s vyvaZzenou inhibici AChE a SERT, které mély
zlepSovat kognitivni deficit (Toda, N. et al, 2003; Toda, N. et al, 2010). Nicméné
nejslibnéjsi kandidati neuspéli v preklinickych nebo klinickych fazich hodnoceni

|éCiv (Cao, J. et al, 2018).
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3.4 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Vysokoucinna  kapalinovd  chromatografie  (High  Performance  Liquid
Chromatography, HPLC) je fyzikdlné-chemickd metoda schopnad rozdélit jednotlivé slozky
ve velmi komplexnim vzorku. Obecnym principem této metody je separace analytl na
zakladé jejich interakce se stacionarni a kapalnou fazi. Stacionarni fazi je tuha latka nebo
kapalina, ukotvend na tuhém nosici, zatimco mobilni faze je vyhradné tvorena kapalinou.
Stacionarni faze je umistnénd v chromatografickych kolonach, kterymi protéka mobilni
faze, hnand v pripadé vysokoucinné kapalinové chromatografie pomoci vysokotlakého
cerpadla. Mobilni faze unasi jednotlivé slozky analyzované smési rGznou rychlosti, ktera
zavisi na interakci mezi obéma fazemi. Existuje celd fada stacionarnich a mobilnich fazi,
které lze sestavit do riznych variant provedeni HPLC. Podle podstaty interakce analytu se
stacionarni fazi pak techniky HPLC muazeme tridit podle tzv. chromatografickych mod( do

nasledujicich skupin (Meyers, R.A. 2011).

I Chromatografie na normalni fazi — jedna se o adsorpcni typ chromatografie,
kde se jako stacionarni faze vyuziva relativné poldrni materidl (silikagel, oxid
hlinity) s nepolarni mobilni fazi (hexan, heptan). K separaci analytl dochazi
predevsim na zakladé Van der Waalsovych interakci (dipdl-dipdl), které se radi
mezi interakce nejslabsi, ale s ohledem na jejich obrovsky pocet maji znacny vliv
(Butt, H.J. et al, 2006). Mohou se zde uplatiiovat samoziejmé i dalsi interakce
(hydrofobni interakce, vodikové mUstky). V tomto usporadani se polarni latky
eluuji pozdéji nez latky nepolarni

Il. Chromatografie na reverzni fazi — vsoucasnosti se jednd o vlbec
nejrozsirenéjsi mod chromatografické separace v bioanalyze nebo
farmaceutické analyze. Separace je zaloZena na rozdélovani analytu mezi
zakotvenou nepolarni stacionarni fazi a polarni mobilni fazi. Jako mobilni faze
se poutzivaji smési vodnych pufrll s organickymi rozpoustédly misitelnymi
s vodou, predevsim metanolem a acetonitrilem (v nékterych specifickych
pfipadech isopropanolem nebo etanolem). Jako stacionarni faze se nejcastéji
vyuziva silikagel s chemickou modifikaci — oktadecyl (C18), oktyl (C8), bifenyl,
fenylhexyl, pentafluorofenyl (PFP) a dalsi. | kdyZz chromatografie na reverznich

fazich je vibec nejpouzivanéjsi méd, presny mechanismus retence je stale
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predmétem debat (Nikitas, P. et al, 2009). Jedna z prvnich teorii, kterd se
snazila popsat chromatografickou retenci pomoci klasické termodynamiky, byla
solvofébni teorie (Horvdth, C. et al, 1976). Ta vychdzi z predpokladu, Ze
molekuly nepoldrniho analytu rozrusuji intermolekuldrni interakce mezi
molekulami vodné faze, vznika kavita s analytem umisténym uvnitf, ktery je
nasledné z této faze vypuzovan pryc. Solvofdbni teorie byla vSak prekonana,
a dnes je uprednostiiovan retencni mechanismus vychazejici z kombinace dvou
modell (Jaroniec, M. et al, 1986) — rozdélovaciho (partition model)
a adsorpcéniho (adsorption model). Velmi zjednodusené, rozdélovaci model
vychazi z pfedpokladu, Ze stacionarni i mobilni faze jsou pfirozené tekuté
aanalyt se mezi né distribuuje na zakladé rozdélovaciho koeficientu.
Alternativnim pfistupem je adsorpéni model, podle kterého se analyt adsorbuje
na povrch staciondarni faze (Nikitas, P. et al, 2009).

lontové parova chromatografie — jedna se o specificky typ chromatografie na
reverznich fazich urceny k separaci vysoce poldrnich slou¢enin nebo sloucenin
iontové povahy. Pfi chromatografii iontovych pard se vyuzivaji dva
mechanistické modely. Prvni, kdy dochazi k tvorbé iontovych asociatll mezi
separovanymi latkami iontové povahy a opacné nabitym iontem, jehoz
molekula obsahuje relativné velky nepoldrni podil, ktery interaguje s nepolarni
staciondarni fazi. Druhym mechanismem je dynamicka iontova vyména mezi
analyzovanymi latkami iontové povahy s opacné nabitymi ¢asticemi protiontu,
ktery je obsazen v mobilni fazi a vaZe se na povrch stacionarni faze (Schill, G.,
1989). Jako iontovych parl pro separaci bazi se pouZivaji silné organické
kyseliny nesouci zaporny ndboj ze skupiny alkylsulfonat(i nebo perfluorovanych
karboxylovych kyselin, které jsou tékavéjsi, a proto kompatibilngjsi s MS
detekci. Jako protionty pro separaci kyselin slouzi kvartérni amoniové soli nebo,
v pfipadé kompatibility sMS detekci, tékavéjsi latky ze skupiny
dialkylammonium acetat(.

lontové vyménna chromatografie — vyuziva elektrostatické interakce mezi
molekulou analytu a stacionarni fazi, kterd obsahuje kovalentné imobilizované
funkcni skupiny pro vyménu iontl. Podle povrchovych funkénich skupin se
stacionarni faze rozdéluji na silny (-SOs°) a slaby katex (-COO’), a silny (-NR3*)
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VII.

a slaby anex (-NHs*). Jako mobilni faze se uzivaji roztoky pufrd casto
v gradientovém usporadani, kdy béhem analyzy roste koncentrace soli
v mobilni fazi nebo se méni jeji pH. Vysoky obsah malo tékavych soli v mobilni
fazi je nekompatibilni s MS detekci. (Weiss, J. et al, 2003)

Hydrofobni interakéni chromatografie — tento mod se pouziva predevsim
k separaci proteinl a velkych peptid( v nativnim stavu. Jednd se v podstaté
o nadstavbu reverzni chromatografie, kde jsou pouzZivany méné hydrofobni
stacionarni faze. Mobilni faze jsou vodné, bez pridavku organickych
rozpoustédel, které zplsobuji denaturaci proteind. K separaci proteinl je
vyuzivana gradientova eluce se snizujici se iontovou silou mobilni faze (opak
iontové chromatografie).

Hydrofilni interakcni chromatografie (HILIC) — Siroce vyuZivand pro separaci
silné poldrnich latek, zejména sacharidi, aminokyselin, peptidd nebo
prirodnich latek a syntetickych |éCiv, jejichZz retence je na systému reverznich
fazi velmi nizka i pfes pouziti vodnych mobilnich fazi s minimalnim podilem
organické slozky (Jandera, P., 2011). K HILIC separaci lze pouzit rGzné typy
staciondarni faze, kterd je tvorena bud samostatnym silikagelem (pfipadné
jinymi materialy na bazi ZrO,, TiO2) nebo chemicky modifikovanym silikagelem
s polarnimi funkénimi skupinami (amino, kyano, amid) (Guo, Y. et al, 2005).
Mechanismem separace jsou hydrofilni proton donor-akceptorové a dipdl-
dipdlové interakce jak s povrchem stacionarni faze, tak s difuzni vrstvou, ktera
se vytvari na tomto povrchu (Guo, Y., 2015). Mobilni faze je tvofena smési vody,
pfipadné vodného pufru, s vysokym obsahem organické slozky (50-90 %).
S rostoucim obsahem organické slozky roste retence poldrnich analyt(. Diky
vysokému obsahu tékavé organické slozky je metoda kompatibilni
i s hmotnostni spektrometrii (Guo, Y., 2015).

Vylucovaci chromatografie — v tomto usporadani se latky déli na zakladé jejich
hydrodynamického objemu, tj. molekulové velikosti, s minimalnim pfispéni
chemickych interakci mezi analytem a stacionarni fazi. Vyuziti naléza predevsim
v separaci makromolekul (proteiny, peptidy), objemné analyty jsou eluovany

nejdrive, malé molekuly nejpozdéji (Meyers, R.A. 2011).
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3.4.1 Charakteristiky chromatografického procesu

Principem chromatografické separace je déleni sloZek vzorku mezi mobilni
a staciondrni fazi na zdkladé vyse popsanych interakci. Pfi déleni dochazi k opakovanému
vytvareni rovnovaznych stavli separovanych latek mezi obéma fazemi. Tento proces
jednotlivych komponent popisuje distribucni konstanta, ktera je vyjadfena jako pomér
rovnovaznych koncentraci urcité slozky v obou fazich. Za idedlnich podminek je distribuce
symetricka, tj. chromatograficky pik ma Gaussovské rozloZzeni. Kazdy pik, respektive latku,
Ize charakterizovat retencnim ¢asem (tr) — doba, kterd uplyne od nastfiku vzorku po
dosaZeni maximalni koncentrace. Obecné je cilem chromatografické separace rozdéleni
dvou analyzovanych latek do dvou samostatnych pikld. Stupen rozdéleni Ize kvantitativné
vyjadrit jako rozliSeni (Rs), které je definovano jako pomér rozdilu retencénich ¢ast dvou
latek k souctu Sifek pikd v poloviné jejich vySek. Rozliseni je bezrozmérna veliina, pfi
hodnoté Rs=1,5 je prekryv sousednich pikQi jen minimalni (Novdkovd, L. et al, 2013;

Meyers, R.A. 2011).

Proces chromatografické separace zdavisi na separacni ucinnosti kolony. Ta se
vyjadfuje jako pocet teoretickych pater N na jednotku délky, ktery predstavuje pocet
hypoteticky vytvorenych rovnovazinych stavl separované latky mezi obéma fazemi. Pro
tutéz kolonu je pocet pater pro rlizné latky odliSny. S rostouci délkou kolony se pocet
teoretickych pater zvysSuje. Proto pro objektivni posouzeni (nebo porovndni) separacni
ucinnosti kolon se pouziva vySkovy ekvivalent teoretického patra H, parametr, ktery
vyjadfuje potrebnou délku kolony pro dosazeni jednoho teoretického patra. Vyskovy
ekvivalent teoretického patra vizokratickych podminkach je vypocéitdn pomoci van

Deemterovy rovnice (Deemter, J.J. et al, 1956; Gritti, F. et al, 2013).

2yDy  f(k)d2u
+
Dy

B
H=A+—+Cu=21d,+

Van Deemterova rovnice se sklada ze trech ¢asti A, B a C, které vyjadfuji prispévky
k rozSifovani chromatografickych zdn, tj. separacni ucinnosti. Prvni ¢len A popisuje vifivou

difuzi, kterd neni zavisla na linearni rychlosti mobilni faze u. Tato difuze je ovlivnéna
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predevsim velikosti (primérem) Castic dp a kvalitou naplnéni kolony A. S klesajici velikosti
Castic a sjejich rostouci homogenitou se prispévek vitivé difuze snizuje. Druhy clen
B vyjadfuje podélnou difuzi analytu v mobilni fazi, tj. pfesun analytu po koncentracnim
spadu do oblasti s niz3i koncentraci. Clen B je charakterizovan korekénim faktorem pro tvar
poru Castice y, difuznim koeficientem analytu Dum a linedrni pritokovou rychlosti u. Pfi
bézné pouZivanych pratocich je pfispévek podélné difuze zanedbatelny. Treti ¢len C pak
vyjadfuje odpor proti prenosu hmoty mezi mobilni a staciondrnifazi. Je ovlivnén reten¢nim
faktorem analytu k, ¢tvercem priméru &astice d2, linedrni pritokovou rychlosti u a je

nepfimo Umérny difiznimu koeficientu analytu Dm. (Novdkovad, L. et al, 2013; Meyers R.A.

2011; Gritti, F. et al, 2013)

Zvan Deemterovy rovnice vyplyva, Ze ¢im nizsi vySkovy ekvivalent H, tim vyssi
ucinnost separace. Snizeni parametru H lze docilit zmensenim velikosti ¢astic a zvySenim
jejich homogenity. Se zvySovanim linedrni rychlosti mobilni faze vySkovy ekvivalent
H prudce klesa (pouze do urcité hodnoty, kde pozvolna vzrlstd), nicméné tento vzestup je
pro sub-2 um castice zanedbatelny. S pouzitim takto malych ¢astic Ize zkratit dobu analyzy

navysenim rychlosti pritoku mobilni faze bez snizeni separacni Gcinnosti kolony.

3.4.2 Instrumentace HPLC

Kapalinovy chromatograf je sloZzen z nékolika zakladnich ¢asti. Zasobniky mobilni
faze s obsahem rdznych slozek o rGizné elucni sile. Zpravidla se jedna o sklenéné nadoby
opatfené uzdvérem zinertniho plastu s otvory pro teflonové hadicky. Mobilni faze je
Cerpana pres filtry odstranujici mechanické necistoty. Nasleduje degaser, zarizeni slouzZici
k odstranéni plynli z mobilni faze pred jejim vstupem do chromatografické kolony.
Pritomnost vzduchovych bublin v chromatografickém systému zpUsobuje fadu problémd,
které vedou ke sniZeni citlivost, separacni Ucinnosti, a predevsim opakovatelnosti separace.
Nejcastéji jsou vyuzivdny membranové vakuové odplynovace, kde mobilni faze protéka
pres semipermeabilni hadicku umisténou ve vakuu. VétSina modernich HPLC sestav
degaser obsahuje, v opacném pripadé je nutné mobilni fazi odplynit pomoci ultrazvuku
a/nebo probubldvat pomoci hélia, které vytésni rozpusténé plyny. Dalsi soucasti systému
je smésovaci zafizeni, které umoznuje efektivni promiseni mobilni faze prichazejici ze dvou

Ci vice zasobnikl mobilni faze, a tim udrzet jeji konstantni sloZeni (isokratickd eluce) nebo
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sloZzeni automaticky ménit dle nastaveného schématu (gradientova eluce). Definovany
pratok mobilni faze systémem je zajistovan chromatografickou pumpou. Ta musi udrzet
konstantni pritok s minimalni fluktuaci. Proto jsou obvykle vyuzivany dualni cerpadla
s recipro¢nim pumpovanim, tj. zatimco se jedna ¢ast plni, druha vytlac¢uje kapalinu do
systému — vysledkem je témér bezpulzni ¢erpani. Vysokotlaké pumpy pracuiji pfi tlacich do
400 bar (u UHPLC aZ do 1500 bar (Fekete, S. et al, 2014 A)). Za chromatografickou pumpou
se nachazi davkovaci ventil, ktery je v dnesni dobé integralni souédsti termostatovaného
autosampleru. Proces davkovani vzorku je plné automatizovan. Vzorek se davkuje injekéni
stfikackou do nastfikové smycky zapojené do vicecestného (vétSinou Sesticestného)
ventilu, ktery umoZziuje davkovani bez preruseni toku mobilni faze. Smés latek unasena
mobilni fazi se nasledné dostavda na analytickou kolonu. Ta je zpravidla umisténa
v kolonovém termostatu, ktery udrzuje teplotu pti separaci na nastavené hodnoté. Pfed
samostatnou analytickou kolonou je vétSinou umisténa jeSté predkolona, kterd chrani
kolonu tim, Ze zachytdvd mechanické nedistoty a latky, které se ireverzibilné vazi na kolonu.
Zpravidla obsahuje stejnou staciondrni fazi jako kolona. Chromatograficka kolona
umoznuje separaci jednotlivych sloZek vzorku na zakladé fyzikalné-chemickych interakci se
staciondarni a mobilni fazi. Analyty separované do zén pak prochazeji detektorem, ktery na
zakladé méreni fyzikalnich velicin umoznuje jejich detekci. (Novdkovd, L. et al, 2013;

Meyers, R.A. 2011; Kazakevich, Y. et al, 2006)

3.4.3 Chromatografické kolony

Chromatografickd kolona je trubice vyrobena 1z nerezové oceli nebo semi-
krystalického plastového materidlu PEEK (polyetereterketon), kterd je bud vyplnéna
Casticemi staciondrni faze nebo tvorena jednim kusem sorbentu — monolitem (Pfaunmiller,
E.L etal, 2013). Existuje celd fada rdznych typ( stacionarnich fazi lisici se svymi fyzikalnimi
a chemickymi vlastnostmi, jejichz povrch muaze byt navic chemicky modifikovan. Vabec
nejrozsirenéjsSim materidlem je silikagel, ktery je wvyuZivan bud pfimo jako polarni
stacionarni faze (na povrchu obsahuje volné silanolové skupiny), anebo se jeho povrch
modifikuje jinymi funkénimi skupinami, které ovlivni vyslednou selektivitu. Nejcastéji se
vyuzivd modifikace pomoci nepoldrnich skupin (oktylovd, oktadecylova, fenylhexylova,

pentafluorofenylova a dalsi), ale povrch silikagelu I1ze modifikovat i funkénimi skupinami na
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bazi ménicl iontl ¢i pro ucely chiradlni separace (Kazakevich, Y. et al, 2006). DalSim
materialem mimo silikagel jsou polymery (Faria, A.M. et al, 2009), hybridni materialy
tvorené siliko-ethylenovym kopolymerem (Cheng, Y.F. et al, 2000), oxid zirkonicity nebo

titanicity (Zhang, J. et al, 2017) nebo porézni grafitovy uhlik (Liang, X.J., 2018).

Mimo chemismus stacionarni faze lze chromatografickou kolonu popsat nékolika
dalsimi zakladnimi parametry (Kazakevich, Y. et al, 2006). Délka kolony (standardné
50-250 mm), s jejimZ narlistem stoupa ucinnost separace, ale za cenu narlstu zpétného
tlaku. Vnitini primér kolony (standardné 2,1 —4,6 mm) ma vliv na velikost pritoku mobilni
faze, zmenseni prliméru je spojeno s poklesem podélné difuze. Velikost ¢astic (standardné
1,3 — 5,0 um), parametr, ktery ma zasadni vliv na Ucinnost chromatografické separace. Se
zmenSujicim se pramérem castice roste celkovy povrch sorbentu, sniZuje se vifiva difuze
a klesa i odpor proti prenosu hmoty. Tim se zvySuje celkova uUc¢innost separace. Na druhou
stranu, s klesajici velikosti ¢astic se zakonité zmensuje i intersticidlni prostor, ¢imz dochazi
ke sniZzené propustnosti kolony a tim k vy$sSimu zpétnému tlaku (Gritti, F. et al, 2013).
Morfologie ¢dstic je také dulezita, protoZze ovliviiuje separacéni ucinnost kolony a zpétny
tlak. Snahou je vytvorit morfologicky stejné castice s ,hladkym“ povrchem. S ¢asticemi
souvisi i velikost péra (zpravidla 80-120 A pro analyzu malych molekul), ktera ovliviiuje
celkovou povrchovou plochu sorbentu. Idedlni je uniformni velikost pdrl s minimalni
pritomnosti mikroporl. DalSim parametrem je stupen pokryti, ktery charakterizuje
mnozstvi chemicky vazané stacionarni faze, tj. v pripadé silikagelu pocet modifikovanych
silanolovych skupin. Bézné se uvadi jako koncentrace vadzané faze na jednotku povrchu
(umol/m?) (Meyers, R.A. 2011). Silikagelovd chemicky vazand stacionarni faze vsak
obsahuje i zbytkové volné silanolové skupiny (-OH), které zhorSuji ucinnost
chromatografické separace (predevsim u bazickych latek). Proto se v praxi bézné eliminuiji.
K tomu Ize vyuzit proces oznacovany jako endcapping — pfistupné volné silanolové skupiny
jsou modifikovany (Pesek, J.J. et al, 2003). DalSi mozZnosti je vyuZiti prostorového odstinéni

volnych -OH skupin pomoci modifikovaného chemicky vdzaného ligandu.

Zavedeni stacionarnich fazi s velikosti ¢astic mensi nez 2 um, které byly uvedeny na
trh jiz pred patnacti lety, znamenalo zvySeni separacni ucinnosti a dramatické snizeni ¢asu
analyzy pfi zachovani stejné selektivity a kapacity separace. Snizeni velikosti ¢astic vSak

vedlo k markantnimu narustu zpétného tlaku na koloné potazmo v celém systému pred
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kolonou. PIné wvyuZiti potencidlu sub-2 um dcastic umoznila az nova generace
chromatografickych systém( (UHPLC), které diky specifickym konstrukénim Fesenim
(pumpy, injektor, tubing, Sroubeni) dokazaly pracovat pfi tlacich nad 1 000 bar (Fekete, S.
et al, 2014 A). VdneSni dobé je UHPLC systém standardnim vybavenim vétsSiny
bioanalytickych laboratofi. V budoucnosti pak mizeme ocekdavat dalsi snizovani velikosti
Castic pod 1,5 um s vysokou morfologickou uniformitou. To bude spojeno s konstrukénim
vylepSenim UHPLC soustav, které budou schopné operovat pfi béznych pracovnich tlacich
nad 1400 bar (Fekete, S. et al, 2014 B). DalSi moznosti, jak zefektivnit chromatografickou
separaci je zvySeni teploty na koloné, kterd vede ke snizeni viskozity mobilni faze a tim ke
snizeni zpétného tlaku. V soucasnosti je limitujici teplotni stabilita pouzité stacionarni faze,
napfiklad limit 60°C pro nejrozsifenéjsi silikagelové kolony. PouZitim modifikovaného
silikagelu nebo jinych staciondrnich fazi Ize dosdhnout vyrazné vyssich separacnich teplot

(Heinisch, S. et al, 2009; Fekete, S. et al, 2014 B)

Jeden ze soucasnych trend( ve vyvoji chromatografickych kolon (HPLC i UHPLC) je
pouziti povrchové poréznich tzv. core-shell (jiné oznacdeni fused-core) ¢astic (Hayes, R. et
al, 2014). Klasické c&astice jsou plné porézni a v celém svém objemu tvorené stejnou
strukturou. Naproti tomu core-shell ¢astice jsou tvorené vnitfnim pevnym neporéznim
jddrem a vnéjsim poréznim obalem, ktery na néj tésné priléha (Obr. 2). Jadro mlze byt
vyrobeno z rGznych typl material(, at organickych (polymery) nebo anorganickych (uhlik,
zlato, hlinik) s obvyklym pridmérem 0,9 — 3,7 um. Obal jadra je tvoren nékolika vrstvami
chemicky modifikovaného silikagelu s presnou velikosti pérd. Volba materidld a pomér
jadra k obalu pak témto ¢asticim propUjcuje charakteristické vlastnosti (Ghosh Chaudhuri,
R. et al, 2012). Pevné jadro neumozni analytim proniknout dovnitf. Ty se mohou dostat
pouze do povrchovych vrstev, diky cemuz sniZzuje odpor proti pfenosu hmoty. To vSe vede
ke zvysSeni Ucinnosti separace a lepSimu rozliseni. Ke zlepSeni separacni Ucinnost prispiva
také uniformni velikost core-shell ¢astic, kterd zmensuje vifivou difuzi az o 40 % (Ruta, J. et
al, 2012). Core-shell ¢astice zvysuji permeabilitu kolony a umozniuji pouziti vyssich priatoku
za nizSiho tlaku systému. Proto i na konvencnich HPLC systémech lze vyuzit kolony
o praméru sub-3um c¢astic se zvySenou separacni ucinnosti. Pro HPLC systémy se

standardné vyuZivaji ¢astice o velikosti 5,0 a 2,7 um, pro UHPLC systémy pak 1,7 a 1,3 um.
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Prehled core-shell technologii jednotlivych vyrobcl a porovnani jejich kolon je diskutovano

v pracich Fekete et al (Fekete, S. et al, 2011) nebo Ali et al. (Ali, I. et al, 2012).

0,23 pum porézni obal

©

Obr. 2: Core-shell ¢astice na zdznamu z elektronového mikroskopu (A) a jeji grafické
znazornéni (B).

Zdroj A: https://www.chromacademy.com/Core-Shell-Particles.html|?tpm=1_1

Zdroj B: https://www.chromservis.eu/i/core-shell-technology/c/stationary-phases-overview
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3.4.4 Detektory

K detekci analytll se pouziva celd fada detektor( pracujicich na raznych fyzikalnich
principech. Vystupem je chromatogram, ktery zobrazuje zavislost mérené veli€iny na Case.
Vybér vhodného detektoru zavisi na fyzikdlné-chemickych vlastnostech analyzovanych
latek. V molekule musi byt obsazena funkéni skupina, nebo strukturni motiv, ktery je
detekovatelny pfislusnou fyzikalni technikou. V téchto pfipadech hovorime o detektorech
selektivnich. Nebo se k detekci mizZe vyuZit analyticka vlastnost systému jako celku, ktera
je vreprodukovatelném vztahu ke koncentraci analytu (index lomu, tepelna vodivost) —
jednad se o detektory univerzalni. Mezi universalni detektory se fadi i CAD (Charged Aerosol
Detector) nebo ELSD (Evaporative Light Scattering Detector), které jsou charakterizovany
minimalni zavislosti odezvy detektoru na struktufe latky, Sirokym dynamickym rozsahem

a citlivosti. (Novdkovad, L. et al, 2013; Meyers, R.A. 2011)

Obecné pozadavky na detektory v kapalinové chromatografii jsou v podstaté
podobné jinym instrumentdlnim technikam. ldedlni detektor musi byt robustni vici
zménam tlaku, pratoku mobilni faze a teploty a mit konstrukéné maly vnitini objem, aby
nepfispival k rozSifovani chromatografickych zon. Signdl detektoru by mél byt stabilni,
reprodukovatelny, linedrné zavisly na koncentraci analytu sSirokym dynamickym

rozsahem. Specificita a citlivost detektoru by méla byt co nejvyssi a detektor by mél byt
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schopen pracovat s vysokou frekvenci zdznamu. Signal by mél mit co nejmensi Sum
a nedriftovat. ProtoZe vSak neexistuje idealni detektor, ktery by splfioval vSechny vyse
popsané ndaroky, je potfeba zvolit takovy, ktery pro dané analytické ucely bude
nejvhodnéjsi. Mezi béziné detektory vyuZivané v HPLC/UHPLC patti spektrofotometrické,

fluorescenéni, hmotnostni, elektrochemické a dalsi. (Swartz, M. et al, 2010)

3.4.4.1 UV-VIS detektor

UV-VIS detektor patti k vibec nejpouzivanéjsim detektorlim v HPLC, a to predevsim
z dlvodu konstrukéni jednoduchosti, provozni spolehlivosti a moznosti detekovat relativné
velké mnozstvi latek. Detektor pracuje pti vinové délce 190-800 nm, a koncentrace vzorku
se stanovuje z poklesu svételného toku pfti jeho prichodu skrz detekéni celu. Vypocet pak
vychazi z Beerova zdkona. Schopnost latek absorbovat fotony z UV nebo viditelné oblasti
svétla je dana jejich strukturou (chromoforem), presnéji schopnosti elektronl pfrejit
z1 - ¥, n - n* nebo n - o* molekulovych orbitall. Vétsina aromatickych sloucenin silné
absorbuje ve vinové délce 260 nm nebo nizsi, slouceniny s jednou az dvéma dvojnymi
vazbami pfi 215 nm a alifatické slouceniny pfi 205 nm. Citlivost detektoru zavisi na délce

optické drahy a zpravidla dosahuje hodnot 10° az 10'1° g/ml (Swartz, M., 2010).

Rozlisujeme tti zakladni typy UV-VIS detektoru. I. Detektory s fixni vinovou délkou,
které jsou prednastavené na méreni pouze jedné vinové délky (nejc¢astéji 254 nm) —
v soucasnosti se pouZivaji jen velmi omezené. Il. Detektory s nastavitelnou vinovou délkou,
které vyuzivaji deuteriovou (pro UV oblast) a/nebo wolframovou lampu (pro VIS oblast)
jako zdroj polychromatického zareni, a pomoci monochromatort se vybird poZadovana
vinova dalka. lll. Detektory s diodovym polem (PDA, DAD) zaznamenavaji celé spektrum
vinovych délek v redlném case bez preruseni chromatografické separace. Je sestrojen
z jednotlivych fotodiod, jejichz pocet urcuje spektralni rozliSeni. Detektory s diodovym
polem umoznuji krom kvantitativniho méreni ziskat i informaci o UV-VIS spektru dané latky,
tj. kvalitativni informaci k ovéreni jeji totoznosti nebo Cistoty (Swartz, M., 2010; Zhang, K.

etal, 2019).
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3.4.4.2 Fluorescencni detektor

Fluorescencni (fluorimetrické) detektory jsou dalSim béznym typem detektord. Jsou
zalozeny na principu fluorescence, kdy molekuly obsahujici fluorofor, po absorpci
primarniho elektromagnetického zareni, prechdazeji ze zakladniho do excitovaného stavu.
Absorbovanou energii mGzou molekuly vyzarit jako fluorescenci, tj. emisi sekundarniho
zareni o vétsi vinové délce, a tim se vratit zpét do zdkladniho stavu. Vyhodou
fluorescencniho detektoru, ve srovnani s UV-VIS, je fadoveé vyssi citlivost a vyssi selektivita,
nevyhodou pak mensi linearni rozsah. Moderni fluorescencni detektory umozniuji nastavit
délku excitacniho i emitovaného zareni, kterou lze v prlibéhu analyzy ménit individudlné

pro kazdou latku. (Swartz, M., 2010; Meyers, R.A. 2011)

3.4.4.3 Hmotnostni detektory

Hmotnostné-spektrometricky (hmotnostni) detektor neni Uplné spravné oznaceni,
protoze se primdrné nejednda o pfidruzenou jednotku kapalinového chromatografu
urcenou k detekci latek. Jedna se o autonomni zafizeni, které umoznuje separaci iont(
v plynné fazi dle jejich hmotnosti a naboje. Proto je pfesnéjsi oznaceni hmotnostni

spektrometr. Hmotnostni spektrometrii je vénovdna samostatna kapitola.

3.4.4.4 Méné pouzivané detektory

Elektrochemické detektory se pouzivaji k detekci latek, které jsou schopné
elektrochemické reakce (oxidace, redukce) probihajici na fazovém rozhrani elektroda-
mobilni faze. Méfi urcitou elektrickou veli¢inu (potencidl, proud, kapacitu) vyvolanou
prichodem latky pres detekcni celu sestavajici ze dvou nebo tfi elektrod. VyuZivaji se bud’
amperometrické nebo coulometrické detektory (Swartz, M., 2010). Jejich vyhodou je
vysoka citlivost a rychlost odezvy, nicméné mnozstvi aplikaci pro elektrochemickou detekci
neni pfilis velké. Vodivostni detektory méfi elektrickou vodivost eludtu v priatokové cele
mezi dvéma elektrodami. Radi se mezi univerzalni detektory a nejvice se uplatfiuji v iontové
chromatografii. Refraktometricky detektor je dalsi typ univerzalniho detektoru, ktery méri
zmény indexu lomu eludtu v méfici cele. Pouziva se v gelové chromatografii v analyze
cukr, lipidG nebo polymer(. Chemiluminiscencni dusikovy detektor je prvkoveé specificky

detektor pro analyzu sloucenin obsahujici dusik. Mobilni faze s eluenty je termicky
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rozloZzena za vzniku excitovaného NOy*, ktery emituje foton, jez je detekovan. Existuje

i chemiluminiscencni detektor specificky pro siru (Swartz, M., 2010; Zhang, K. et al, 2019).

Dalsi skupinu universdlnich detektori predstavuji relativné mladsi zafizeni.
Evaporative Light Scattering Detector (ELSD) slouZi k detekci latek, které ve své molekule
nemaji zabudovany chromofor nebo fluorofor (mastné kyseliny, fosfolipidy, sacharidy).
Funguje na principu zmlZeni (nebulizaci) mobilni faze obsahujici eluenty, s naslednym
zahratim kapicek a odparenim mobilni faze. Vzniklé ¢astecky pak rozptyluji svételné zareni,
které je zaznamendno fotodetektorem (Magnusson, L.E. et al, 2015). Modifikaci ELSD
vznikd Condensation nucleation light scattering detector (CNLSD). Po odpareni mobilni faze
vytvareji vzniklé ¢astecky kondenzacni jadro, na kterych se srazi nosny plyn a tim zvétsuje
jejich objem. Diky tomu je dosazeno aZz stondsobného zvyseni citlivosti (Koropchak, J.A. et
al, 1996). Corona charged Aerosol Detector (CAD) pracuje na principu detekce kladné
nabitych ¢astic. Po nebulizaci mobilni faze a vzniku kapi¢ek dochazi k jejimu odpareni za
tvorby mensich castic (Dixon, R.W. et al, 2002). Ty se nasledné stfetdvaji se sekundarnim
proudem dusiku (nebo vzduchu), ktery je prostfednictvim vysokonapétového koronarniho
vyboje kladné nabity. Kladné nabity nosny plyn predava svij naboj molekuldam analytu,
které jsou nasledné hnany pres iontovou past do kolektoru, kterému predavaji svij naboj
za vzniku elektrického proudu. Generovany signal je pfimo Umérny mnozstvi analytu. Jedna
se o univerzalni a velmi citlivy detektor s vysokym dynamickym rozsahem, ktery je vyuzivan
v celé Ffadé analytickych aplikaci, véetné vyvoje |éCiv (Magnusson, L.E. et al, 2015). CAD ale
neposkytuje spektralni informace jako UV nebo MS detektor, rozliSeni jednotlivych analyt(

je pouze na zakladé retencnich ¢asua.
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3.5 HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemicka technika metoda slouzici
k prevedeni molekul na ionty, separaci téchto iontd na zakladé jejich poméru hmotnosti
a naboje (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 prostfednictvim fragmentacnich spekter, které jsou pro
néj vysoce specifické (Hoffmann, E.D. et al, 2007). V kombinaci s chromatografickymi
separacnimi technikami se hmotnostni spektrometrie stala metodou ¢islo jedna v analyze
slozitych biologickych vzorkd v celé tadé oblasti. Nezastupitelnou ulohu hraje i ve

farmaceutickém priimyslu véetné vyvoje novych IéCiv, nebo v laboratorni mediciné.

Zakladnimi ¢astmi hmotnostniho detektoru je iontovy zdroj, iontova optika,
hmotnostni analyzator, detektor iontl, vakuovy systém a pocitac. V nasledujicich

kapitolach budou strué¢né popsany jednotlivé komponenty.

3.5.1 lonizacni zdroj

lonizac¢ni zdroj slouZi k pfevedeni neutralnich molekul analytu na kladné nebo
zaporné nabité castice, které nasledné vstupuji pfes iontovou optiku do hmotnostniho
analyzatoru. lonizace zpravidla probiha za atmosférického tlaku, pfipadné nékteré iontové
zdroje vyzaduji snizeny tlak. Vzhledem k mechanismu pfevodu latek z neutrdlniho do

iontového stavu rozdélujeme dva typy ionizacnich technik (Kool, J. et al, 2015).

. Tvrdé ionizacni techniky — spada zde napfiklad elektronova ionizace (El) nebo
méné vyuzivana chemickd ionizace (Cl). Tyto techniky se pouzivaji vyhradné ve
spojeni s plynovou chromatografii. Oznaceni ,tvrdd“ ionizaéni technika
vystihuje proces, kdy molekula ziskava obrovsky prebytek energie, ktery se
nasledné projevuje rozsahlou fragmentaci molekuldrniho iontu, a to az do
takové miry, Ze molekularni ion ve spektru mize chybét uplné (Hoffmann, E.D.
etal, 2007).

. Meékké ionizacni techniky — umoznuji ionizaci molekul bez jejich fragmentace.
Ve spojeni s kapalinovou chromatografii se v analyze malych molekul nej¢astéji

vyuZziva ionizace za atmosférického tlaku, kam fadime ionizaci elektrosprejem
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(ESI, Electrospray lonization), chemickou ionizaci (APCl, Atmospheric Pressure
Chemical lonisation) a fotoionizaci (APPl, 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 ionizacni techniky zakladnim
predpokladem pro UspéSnou analyzu. Pro ionizacni zdroj obecné plati, Ze by mél pracovat

s vysokou efektivitou, a predevsim je vyZzadovdana vysoka stabilita ionizace.

3.5.1.1lonizace elektrosprejem (ESI, Electrospray lonization)

Prvni popis ESI je datovan rokem 1917, kdy cesko-americky fyzik John Zeleny
(Zeleny, J., 1917) popsal, jak vysoké elektrické napéti aplikované na konec kapilary vedlo
k rozpadu tekutiny na malé kapicky. Rozvoj této techniky v 70. a 80. letech vedI| k prvnim
praktickym LC-MS aplikacim, a v soucasnosti se jedna o nejpouzivanéjsi ionizacni techniku
v hmotnostné spektrometrické analyze stfedné polarnich az polarnich analytl se Sirokym

rozsahem m/z (Kazakevich, Y. et al, 2006).

Mobilni faze z kapalinového chromatografu je do iontového zdroje pfivadéna
kapildrou, na jejiz konec je aplikovan kladny nebo zaporny potencial (3-6 kV). Zarover je na
konci kapilary prfivadén dusik, ktery slouzi k pneumatickému zmlZovani mobilni faze.
Vysledkem je vznik aerosolu, ktery si na svém povrchu nese naboj. Postupnym
odparovanim rozpoustédla z povrchu kapicek se zmensuje jejich primér a tim roste
velikost jejich povrchového naboje. Zmensovani probiha aZ do dosaZzeni Rayleighova
stabilitniho limitu (Taflin, D.C. et al, 1989) s naslednou coulombickou explozi, ktera zpUsobi
roztrzeni kapky na mensi ¢astice aerosolu. Tento krok se nékolikrat opakuje az do
konecného vytvoreni velmi malych a vysoce nabitych kapicek, ze kterych se ionty analytu
vypudi elektrostatickou repulzi (Wilm, M., 2011). Proces je schematicky zobrazen na
Obr. 3. V pozitivnim mddu nejcastéji vznikaji molekulové ionty [M+H]*, nebo adukty typu
[M+Na]*, [M+K]*, [M+NHa4]* v zavislosti na podminkach ionizace nebo pouZzité mobilni fazi.
V pfipadé negativniho médu dochazi nejc¢astéji ke ztraté protonu za vzniku [M-H]", pfipadné

mohou vznikat adukty [M+Cl]  a [M+CH3COO]". (Hoffmann, E. et al, 2007)
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Obr. 3: Schématické zobrazeni procesu tvorby kladnych iontd u ESI
Zdroj: http://www.bris.ac.uk/nerclsmsf/techniques/hplcms.html

lonizace pomoci elektrospreje je vhodna i pro analyzu vysokomolekularnich latek,
napriklad proteinld. Diky tvorbé vicendsobného naboje v makromolekule dochazi ke
snizovani hodnoty m/z, a tim jsou tyto latky stanovitelné i na hmotnostnich analyzatorech
s omezenym hmotnostnim rozsahem jako jsou kvadrupdly. Jednou z nevyhod pouziti ESI je
vyssSi riziko matricovych efektl — stav, kdy koelujici latky interferuji s ionizaci cilovych
analytl a tim ucinnost ionizace snizuji (suprese) nebo naopak zvysuji (enhancement).
Za ME mohou byt zodpovédné bud endogenni latky obsazené ve vzorku (fosfolipidy,
proteiny, soli), nebo exogenni latky pfitomné napfiklad v mobilni fazi (Panuwet, P. et al,
2016). Dalsim omezenim ESI je analyza vysoce koncentrovanych vzorkd, kdy koeluované
latky souperi o ndboj nebo o misto na povrchu kapicky, a tim si vzajemné snizuji efektivitu

ionizace (Annesley, T.M., 2003).

Jednou z pouZivanych modifikaci elektrospreje je heated-electrospray ionization
(HESI), kterd funguje na podobném principu jako ESI. HESI je schopna ohrat proud
pomocného plynu (auxiliary gas) aZ na teplotu 600 C. Zah¥aty pomocny plyn umoZiuje
rychlejsi odparovani kapicek, ¢imz zvysuje ionizacni efektivitu. To je spojeno se zvySenou
citlivosti hmotnostniho spektrometru — ve srovnani s ESI az pétinasobné (Lu, W. et al,

2008).
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Dal$i modifikaci je Nano-electrospray ionization (Nano-ESI), ktera vyuziva velmi
nizkych pratokd (<1 000 nl/min) mobilni faze. Pro zmlzeni malych objemU se nepouZiva
nebulizani plyn, k tvorbé aerosolu dochazi na konci tenké kapilary s vlozenym napétim.
Proto i mechanismus ionizace je odliSny — u Nano-ESI vznikaji fadové mensi kapicky ze
kterych se vzapéti uvolnuji ionty analyt. Efektivita ionizace dosahuje hodnot 50-60 %
(Karas, M. et al, 2000). Pouziti této ionizacni techniky je spojeno s vyznamné nizsi
spotfebou rozpoustédel a vzorkl, proto se uplatiuje napfiklad ve spojeni s kapilarni

elektroforézou (Stolz, A. et al, 2019).

3.5.1.2 Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI, Atmospheric Pressure Chemical

lonization)

APCI je druha nejéastéji pouzivand ioniza¢ni technika pro spojeni LC-MS. Radi se
mezi mékké ionizacni techniky, ale ve srovnani's ESl je méné ,Setrna“ k parentnim analytim
— béiné jsou pozorovany fragmentové ionty. VyuZivd se predevsim v analyze stfedné
poldrnich az nepolarnich analytl s molekulovou hmotnostni do 1 500 Da. Ve srovnani s ESI
lze pomoci APCI dosahnout efektivnéjsi ionizace i pfi vysSich pritocich mobilni faze
(az 2 ml/min), a slozky matrice maji na ionizaci mensi vliv (Souverian, S. et al, 2004). Rozdily
mezi ESI a APCI jsou zaloZeny predevsim na odliSném ionizaénim mechanismu. Zatimco
u ESI jsou analyty ionizovany v kapalné fazi (v nabitych kapkach) a nasledné uvolnény do
plynné faze, u APCI jsou analyty nejdfive zplynény v neutralni formé a az poté ionizovany

prostfednictvim chemické reakce (Award, H. et al, 2015).

lonizacni mechanismus je zobrazen na Obr. 4. Mobilni faze s analyty je nejprve
zmlzena proudem dusiku za vzniku aerosolu, ktery nasledné prochazi vytemperovanou
trubici (300-500 C), kde je kapalina postupné odpafovéna. Vysudeny aerosol se poté
dostava ke kovové jehle s vlozenym vysokym napétim (3-4 kV) zpusobujici koronovy vyboj.
Ten je hnacim mechanismem ionizace, ktera probiha v nékolika krocich. Prvné dochazi
k ionizaci molekul dusiku, které naboj dale predavaji molekuldam vody (nebo jinym slozkdm
mobilni faze), v zavislosti na polarité vznikd oxoniovy kation nebo hydroxidovy anion
s naslednym intramolekularnim prenosem naboje na molekuly analytu. Vzniklé ionty jsou

[M+H]* nebo [M-H]". (Kazakevich, Y. et al, 2006; Award, H. et al, 2015)
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Obr. 4: Schématické zobrazeni procesu tvorby kladnych iont u APCI
Zdroj: http://www.bris.ac.uk/nerclsmsf/techniques/hplcms.html

Atmospheric Pressure Photoionization), kterd se vyuziva v daleko mensi mife. APPI ma
stejné usporadani jako APCI, jen pro ionizaci molekul se misto jehly vyuziva zdroj UV zareni
(kryptonova lampa). lonizac¢ni technika je vhodna pro ionizaci mensich molekul (do 2 kDa)
s velmi nizkou polaritou (Raffaelli, A. et al, 2003). Pti fotoionizaci vznikaji primarné radikal-
kationty M™* tvorené vyrazenim elektronu z molekuly, nebo vznikaji ionty [M+H]* pfi

prenosu protonu na molekulu analytu.

3.5.2 Hmotnostni analyzatory

Hlavni funkci hmotnostnich analyzatort je déleni jednotlivych iontll na zakladé

poméru jejich hmotnosti a ndboje m/z. Principy fungovani jednotlivych analyzator( zavisi
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na pusobeni elektrickych nebo magnetickych poli na nabité castice. V bioanalyze se
nejCastéji vyuZivaji kvadrupdlové analyzatory, iontové pasti, analyzatory doby letu,
a v poslednich letech i orbitdlni pasti. Vyuziti magnetickych sektor, iontové cyklotronové
rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR), nebo analyzatorl iontové mobility je

v analyze léciv okrajové.

Zakladnimi parametry popisujici hmotnostni analyzatory jsou rozliSeni, spravnost
uréeni hodnoty m/z, linearni dynamicky rozsah, hmotnostni rozsah a rychlost skenovani

(Kool, J. et al, 2015; Hoffmann, E.D. et al, 2007).

Drive se pred parametrem rozliSeni vyuzival parametr rozliSovaci schopnost, ktery
byl definovan jako schopnost analyzatoru rozlisit nejmensi mozny rozdil v hodnotach m/z
mezi dvéma podobnymi ionty o stejné intenzité. V soucasnosti se pouziva novéjsi definice
rozliSeni R, ktera je vztaZzena k jednomu piku o konkrétni hodnoté m/z (Brenton, A.G. et al,

2010). Rozliseni se vypocitd ze vztahu:

kde m je hmotnost iontu a 4m je Sitka piku v poloviné jeho vysky. RozliSeni hmotnostnich
analyzator( se standardné udava pfi hodnoté m/z 200 — to umozniuje jejich jednoduché
porovnani. Napfiklad analyzator rozliSenim 70 000 je schopen od sebe bezpecné odlisit

ionty o hodnoté m/z 200,0000 a 200,0029.

Spravnost uréeni m/z je dalsi z klicovych parametrd a vyjadfuje miru shody mezi
teoretickou a experimentalné zmérfenou hodnotou m/z (Brenton, A.G. et al, 2010).

Vyjadfuje se jako chyba méreni v jednotkach ppm a lze jej odvodit z nasledujiciho vztahu:

- m
ppm = ———— X 10°
t

kde m. je namérend molekulova hmotnost a m: je teoretickd molekulova hmotnost dana
souctem hmotnosti jednotlivych atomU v molekule. Analyzatory typu Orbitrap nebo FT-ICR

jsou schopné pracovat s chybou méreni do jednoho ppm.
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Linearni dynamicky rozsah udava rozmeazi, v nichZ je odezva detektoru linearné
zavisla na koncentraci analytu. Hmotnostni rozsah udava rozsah hodnot m/z, se kterym
analyzator dokaze pracovat. Rychlost skenovani vyjadiruje pocet méricich cykl(i za ¢asovou
jednotku (sekundu) — udava se v jednotkach Hz. (Kool, J. et al, 2015; Hoffmann, E.D. et al,
2007)

3.5.2.1 Kvadrupodlovy analyzator (Quadrupole, Q)

Kvadrupdl patfi mezi vibec nejpouzivanéjsi analyzator v bioanalyze malych
molekul. Sestava ze Ctyrfech stejnych pravidelné uspofdadanych kovovych tyci, na dvé
protilehlé je vloZzeno kladné a na dalSi dvé zaporné stejnosmérné napéti, se
superponovanou stfidavou vysokofrekvencni slozkou vloZzenou na viechny tyce. To vytvari
elektromagnetické pole, které ovliviiuje drahu prochazejicich iontl. lon se dostava do
stredu osy kvadrupdlu a pfi priachodu zacind oscilovat s urcitou frekvenci a amplitudou.
Pouze ionty s presné danym pomérem hmotnosti a naboje se dokdZzou pohybovat po
stabilni draze skrz analyzator. V opacném ptipadé dojde ke kolizi s ty¢i kvadrupdlu a jejich

zaniku. (Hoffmann, E.D. et al, 2007)

VyuZiti samostatného kvadrupdlu je znacné omezené, protoZze neumoziiuje
provedeni MS? experimentu. Proto se vyuZivaji jako iontové filtry v kombinaci s daldimi
analyzatory (TOF, Orbitrap) (EI-Aneed, A. et al, 2009), anebo samostatné v tandemovém
usporadani tfi kvadrupdll za sebou — analyzator se oznacuje jako trojity kvadrupdl (QQQ).
Prvni a tfeti Q slouZi jako hmotnostni filtry, v prostfednim dochazi ke kolizi iont( s inertnim
plynem za vzniku fragment( - slouZi jako kolizni cela. Diky rychlosti méreni, velkému
dynamickému rozsahu a citlivosti jsou trojité kvadrupdly rutinné vyuZivany nejen
v kvantitativni analyze sloZitych smési, ale také v metabolickych studiich (Spaggiari, D. et

al, 2014).

3.5.2.23D iontova past

lontova past je vpodstaté 3D usporfadanim kvadrupdlu. Je tvorena dvéma
koncovymi hyperbolickymi elektrodami a jednou kruhovou stfedovou elektrodou.
Generované elektromagnetické pole pak umozni udrZet ionty (v uréitém rozsahu m/z) ve

stfedu pasti. Stabilni pohyb iont(i v pasti je podporovdn pfitomnosti hélia, které jim
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v dlsledku srdzek odebird kinetickou energii. Postupnou zménou napéti jsou ionty
vypuzovany podle jejich m/z smérem k detektoru. Konstrukce iontové pasti umozni
provadét MS" experimenty, které jsou potfebné v kvalitativni analyze. Nevyhodou je nizk3
ucinnost zachytu iontl (5 %), a pfedevsim nezadouci tvorba prostorového naboje, ktera
negativné ovliviiuje rozliSeni, pfesnost méreni, citlivost a dynamicky rozsah (Paul, W.,
1990). Toto omezeni ¢astecné prekonava tzv. linedrni iontova past (LIT), ktera je vice
podobna kvadrupdlu, avSak na obou koncich se nachdazeji elektrody, které umozni

prostorovou stabilizaci iontl (Brancia, F.L., 2006).

3.5.2.3 Analyzator doby letu (TOF, Time Of Flight)

V tomto pulznim analyzatoru jsou generované ionty akcelerovany napétovym
pulzem do letové trubice s naslednym dopadem na detektor. lonty leti riznou rychlosti,
ktera zavisi na poméru jejich hmotnosti a ndboje. VSechny ionty jsou na zacatku
akcelerovany stejnou kinetickou energii, proto ty mensi dosahnou vysSich rychlosti,
tj. kratsSi doby letu. Princip TOF tedy spociva v méreni ¢asu (fadové nano az mikrosekundy),
ktery potfebuje ion k pfekondni vzddlenosti od mista urychleni po detektor. Linearni
usporadani proto neposkytuje vétsi rozliSeni (1-3tis.). Svyuzitim iontového zrcadla
(reflektron), které je tvoreno soustavou prstencovych elektrod s privedenym napétim
o stejné polarité, se dosdhne 10x vyssiho rozliSeni (cca 25-40 tis). lonty s vétsi kinetickou
energii pronikaji hloubéji do odrazového elektrického pole reflektronu, ¢imz dochazi

k jejich zpozdéni oproti iontim leh¢im. (Boesl, U., 2017)

3.5.2.4Elektrostaticka orbitalni past (Orbitrap)

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)
acenové 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 oddélenych jen velmi tenkou

Stérbinou (Obr. 5). Napéti vloZzené mezi vnéjsi a centralni elektrodu vytvari elektrické pole,
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které je lineadrni 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 axidlni oscilace iontl (w) zavisi pouze na poméru
jejich m/z, a je vyjadrena jednoduchym vztahem, kde k je konstanta daného orbitalniho

analyzatoru.

Frekvence oscilace iontl podél centralni elektrody vytvari indukovany proud na
vnéjsich elektrodach. Po amplifikaci tohoto signalu a Fourierové transformaci se ziska
vysledné hmotnostni spektrum (Zubarev, R.A. et al, 2013). ProtoZe ionty musi kolem
stredové elektrody urazit desitky aZ stovky kilometrl, neZ je dokoncéena jejich analyza,

spravné fungovani orbitalni pasti vyZaduje vytvofeni ultravysokého vakua (1012 bar).

Keramicky krouzek

Centralni elektroda

Vnéjsi elektrody (detekéni)

Obr. 5: Rozvrzeni elektrod elektrostatické orbitalni pasti

Zdroj: https://www.researchgate.net/profile/Joe_Snow/publication/277503705/figure/fig8/AS:667921898553347@15
36256398164/A-cut-away-model-of-the-orbitrap-mass-analyser-A-Central-electrode-B-An-outer_W640.jpg

Obrovskou vyhodou orbitalni pasti je schopnost analyzovat vSechny ionty nardz,

béhem jednoho méfriciho cyklu. Mize se jednat o molekulové ionty, nebo ionty vzniklé
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fragmentaci parentnich molekul. Vysoké rozliseni a vysoka presnost méreni umoziuje
rozliSit individualni [atky v komplexni smési nejriznéjsSich molekul. Proto se Orbitrap stava
vlajkovou lodi hmotnostné spektrometrickych technik v analyze biologickych systéma.
Uplatiuje se v oblastech od rutinni identifikace neznamych latek, pres stopové analyzy
v komplexnich smésich, az po ,omické” védy (proteomika, lipidomika, metabolomika).

(Zubarev, R.A. et al, 2013)

3.5.3 Detektory

Findlnim krokem v analyze iontu je jejich detekce. V hmotnostni spektrometrii se
nejcastéji vyuziva elektronasobic, fotondsobi¢ nebo Faradayova klec (Kool, J. et al, 2015;
Hoffmann, E.D. et al, 2007). Princip fungovani elektronasobi¢e spocliva v emisi
sekundarnich elektronl po dopadu iontd. Elektrony jsou dale sméfovany k dalSim
dynodam, dochazi k narlstu jejich poctu, az je ziskdn méfitelny elektricky proud.
Fotondsobic funguje obdobné, dopadajici ionty na fosforovou desku emituji fotony, ty po
dopadu na fotokatodu vyrazeji elektrony, jejichZ pocet je skrz soustavu dynod amplifikovan.
Faradayova klec vyuziva emisi elektront z dynody po dopadu iont(, je generovan elektricky
proud, ktery je konvertovdan na signdl. Elektrostatickd orbitalni past nebo FT-ICR
nepotfebuji detektor, protoze oba analyzatory zaznamendvaji indukovany proud

s naslednou preménou na signal.

3.5.4 Skenovaci mady

V hmotnostni spektrometrii lze ziskavat zaznam v nékolika rliznych skenovacich
modech. Sken celého spektra (Full Scan, Full-MS) zaznamenava vSechny ionty ve zvoleném
rozmezi m/z, které proSly analyzatorem a dopadly na detektor. Tento typ zaznamu
poskytuje velké mnozZstvi informaci, nicméné u pfistroja s jednotkovym rozliSenim je
problém se selektivitou a citlivosti méreni. Naopak u MS s vysokym rozliSenim je tento mad
vyuzivan jak pro kvalitativni, tak kvantitativni Ucéely. Pokud zaznamenavame pouze
konkrétni hodnotu m/z hovofime o selektivnim zaznamu iontu (selected ion monitoring,
SIM). Ve srovnani se skenem celého spektra je pomoci tohoto modu dosazeno vyssi
citlivosti i selektivity (v zdavislosti na rozliSeni analyzatoru). V pripadé fragmentace

vybraného parentniho iontu a sledovani vzniklého fragmentu (dcefiného iontu) se jedna
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o zaznam zvolenych iontovych reakci (selected reaction monitoring, SRM), nékdy je tento
mod oznacovan jako tzv. multiple reaction monitoring (MRM). Oproti SIM poskytuje
zasadné vyssi specifitu, ktera je v fadé pripadd spojena i s vyssi citlivosti. Pokud sledujeme
vSechny vzniklé produktové ionty z iontu prekurzorového, jedna se o sken produktovych
iontl (Product ion scanning). Obdobnym zplsobem mulzZeme sledovat vsechny
prekurzorové ionty (precurzor ion scan), kde ziskavame informaci o vSech prechodech, kde
z rliznych parentnich iontl vznikd jeden typicky fragment. Nebo sken neutrdlnich ztrat
(Neutral loss scan), ktery umozniuje detekci latek ztracejici stejnou ¢ast molekuly (napf.

glukuronidy) v podobé neutralni ¢astice.
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3.6 UPRAVA BIOLOGICKYCH VZORKU PRED ANALYZOU

Jeden z klicovych krok0 v kvalitativni i kvantitativni analyze je Uprava biologickych
vzorkd 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 divod( je nutné pred vlastni analyzou vzorky upravovat. DalSim
dlivodem upravy je cilené zakoncentrovani analytl, které jsou ve vzorku pfitomny jen
v nizkych koncentracich. Obecné muzZeme metody Upravy vzorkd rozdélit na konvenéni
(bézné pouzivané) a moderni, které jsou Casto odvozené od téch konvencnich. Mezi
konvencni metody se fadi proteinova precipitace (PP), extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE,
liquid-liquid extraction) a extrakce na pevné fazi (SPE, solid-phase extraction). Dale zde

muzZeme zaradit i centrifugaci, filtraci nebo prosté redéni vzorkd. (Meyers, R.A. 2011)

Proteinova precipitace (PP) je jeden z nejvyuzivanéjSich pristupl v analyze léCiv.
Je rychl3, jednoduse proveditelna a aplikovatelna pro Siroké spektrum malych molekul, at
uz hydrofilni nebo hydrofobni povahy. Princip PP spociva v pfidavku precipitaéniho ¢inidla
ke vzorku v poméru rovném nebo vyssim jeho objemu (napf. 1:3 nebo 1:4). Nejcastéji se
vyuzivad pridavku s vodou misitelného organického rozpoustédla (acetonitril, metanol,
isopropanol), ZnSO4 nebo organickych &i anorganickych kyselin. Po centrifugaci vznika
proteinovd peletka a supernatant, ktery lze rovnou analyzovat, pfipadné vysusit
a rekonstituovat. PP je metoda, ktera ze vzorku odstranuje predevsim proteiny, na jiné
slozky jako fosfolipidy nema zdsadni vliv. Proto u tohoto pfistupu je nutné pocitat
s interferencemi, které mohou ovliviiovat citlivost a specificitu stanoveni, a v pfipadé
hmotnostni spektrometrie je zde riziko vyznamnych matricovych efektl, predevsim
iontové suprese (Polson, C. et al, 2003; Liang, Z., 2012). Vyuziti PP s analyzou na

hmotnostnim spektrometru také vyzaduje jeho ¢astéjsi ¢isténi.

Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) je dalsSim dobfe zavedenym atraktivnim
pristupem v Upravé biologickych vzork(. Ve srovnani s PP produkuje Cistéjsi extrakty, které
Ize navic jednoduSe zakoncentrovat. LLE je metoda zaloZena na prestupu nepolarniho
analytu z vodného vzorku do extrakéni organické faze (ethylacetat, dichlormetan, hexan,
metyl tert-butyl éter, a dalsi) (Meyers, R.A. 2011). Volba organického rozpoustédla
a spravné nastaveni pH vyznamné ovliviiuje selektivitu a ucinnost extrakce. Vyhodou této
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techniky je prestup pouze omezeného spektra latek do extrakéniho rozpoustédla, coz
efektl. Nevyhodou je obtizna simultaini extrakce latek s odliSnou polaritou (Kole, P.L. et al,
2011, Meyers, R.A. 2011). Pro LC-MS analyzu je obvykle nutné extrakéni Cinidlo nejprve
odparit a poté rekonstituovat v rozpoustédle kompatibilnim s mobilni fazi. Alternativnim
pfistupem, ktery odpareni nevyzaduje, je SALLE (Salting-out Assisted Liquid-Liquid
Extraction). Jedna se typ LLE, ve které se vyuzivaji s vodou misitelna organicka rozpoustédla
jako extrakéni Cinidla, a koncentrovany roztok soli, ktery umozni oddéleni vodné faze od

organické (Tang, Y.Q. et al, 2013).

Extrakce na pevné fazi (SPE) je metoda zaloZzena na principu selektivniho zachyceni
analytu k sorbentu, odstranéni balastnich latek, a ndaslednému uvolnéni analytu do
eluéniho Cinidla. V pfipadé, Ze elucni Cinidlo je na vodné bazi (u HILIC ndplné), Ize vzorek
nastfiknout rovnou. SPE podobné jako LLE umoZniuje odstranéni nezadoucich sloZek
matrice a zakoncentrovani vzorku. Vsoucasné dobé se jednd pravdépodobné
o nejpouzivanéjsi konvencni techniku Upravy vzorkl, kterd dosahuje vysoké selektivity,
reprodukovatelnosti a vytéznosti extrakce. Nevyhodou je ¢asova naroc¢nost na provedeni
extrakce a jeji cena. Provedeni SPE v 96 jamkovych destickach, nebo on-line zabudovani
SPE do chromatografického systému (Chen, L. et al, 2009) jsou velmi vyuZivané alternativy
ke klasickému kolonkovému usporadani. (Kole, P.L. et al, 2011, Meyers, R.A. 2011).
V soucasnosti je velmi popularni vyuziti proteinové precipitace s naslednym precisténim
vzorku pomoci tzv. hybridnich SPE kolonek, které efektivné vychytavaiji fosfolipidy a rezidua
proteinl. Diky odstranéni fosfolipidové slozky jsou matricové efekty vyznamné redukovany

(Ahmad, S. et al, 2012).
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3.7 VALIDACE BIOANALYTICKE METODY

Validace analytické metody je soucasti spravné praxe (SLP) a oznacuje proces
méreni a ovérovani, ktery mda prokazat, Ze dana analytickd metoda spliiuje predem
definované poZzadavky a je vhodna pro zamyslené pouZiti, napf. kvantifikaci latek v daném
biologickém materidlu. Ra4dné provedend validace bioanalytické metody pro kvantitativni
stanoveni analytl ve vzorku je naprosto klicova pro spravné provedeni preklinickych nebo
klinickych farmakokinetickych studii. Validace metody experimentalné prokazuje, zZe
kvantitativni metoda je spolehliva a dokazZe produkovat Ciselné hodnoty zatizené minimalni

chybou.

Pozadavky na validaci bioanalytické metody jsou v sou€asnosti definovany ve dvou
zakladnich dokumentech: I. Guideline on Bioanalytical method validation (European
Medicines Agency, EMA) vydand vroce 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 prfedchozi verzi z roku 2001 (FDA 2001)
a pracovni verzi z roku 2013 (FDA 2013), které jiz nereflektovaly rychly rozvoj a vyuzivani
LC-MS (Kadian, N. et al, 2016). V soucasnosti je smérnice FDA 2018 velmi podobna smérnici
EMA 2011. | kdyZ mezi obéma doporucenimi stale existuji rozdily (pfedevsim v terminologii,
vedeni dokumentace a reportingu), valida¢ni parametry a kritéria jsou v podstaté totozna.
Duakladné porovnani obou smérnic je shrnuto v préaci autor 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 uprednostnila toto doporuceni. V nasledujicich odstavcich budou

proto popsany validaéni parametry vychazejici ze smérnice EMA 2011.

. Selektivita

Il Pfenos analytt

1. Spodni limit kvantifikace
V. Kalibracni kfivka

V. PFesnost

VI. Preciznost

VII. Dilucni integrita

VIIl. Matricové efekty a vytéznost
IX. Stabilita
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3.7.1 Selektivita (Selectivity)

Selektivita je schopnost metody jednoznacné odliSit analyzovanou latku a vnitfni
standard (IS, Internal Standard) od moZnych interferujicich slozek matrice. Selektivita se
stanovuje analyzou Sesti rliznych blankovych vzorkd, tj. bez pritomnosti analytu a IS, po
Upraveé zvolenym procesem. Metoda je selektivni, pokud v daném retencnim ¢ase je odezva
matrice mensi nez 20 % odezvy analytu na spodnim limitu kvantifikace (LLOQ, Lower Limit

of Quantification), a mensinez 5 % u IS.

3.7.2 Pfenos analytl (Carry-Over)

Pfenos analytd je zpuUsoben vyplavenim zbytkového mnoiZstvi analytQ
z chromatografického systému (kolony, spoje, nastfikovy systém) béhem nasledujiciho
nastfiku. Tento déj mlze nastat v pfipadé nadmérné adsorpce analytu v systému anebo pfi
vysokych koncentracich analytu ve vzorku. Pfenos analytl se béhem validace provadi jako
nastfik blankového vzorku po analyze nejvyssiho kalibraéniho vzorku. Akceptovatelné

hodnoty prenosu jsou do 20 % LLOQ a v pfipadé IS do 5 %.

3.7.3 Spodni limit kvantifikace (LLOQ, Lower Limit of Quantification)

evvys

evvs

3.7.4 Kalibracni krivka (Calibration curve)

Kalibracni kfivka je matematickym vyjadienim zavislosti intenzity méreného signalu
na koncentraci analytu. Kalibra¢ni kfivka musi sestavat z minimalné Sesti nenulovych bodu,
plus z Cisté matrice bez analytll a Cisté matrice bez analyt( a IS. Kalibratory se pripravuji
pfidanim znamého mnozstvi analytd do blankové matrice. Kalibrace se pfipravuji pro
minimalné tfi individualni méreni. Sestavend kalibra¢ni zavislost (vychazejici pouze
z nenulovych bod() by v optimalnim pripadé méla byt linearni, nelinedrni modely jsou
akceptovatelné, je vsak nutno je zddvodnit. Kalibra¢ni zavislost se popiSe danou funkci

(zvoli se regresni rovnice). Pro ovéreni spravnosti kalibrace jsou koncentrace jednotlivych
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kalibracnich bodU zpétné prepoditany, pricemz povolend odchylka je 15 % (20 % u LLOQ).

Toto kritérium musi splnit alespon 75 % kalibracnich bodu.

3.7.5 Presnost (Accuracy)

Pfesnost oznacuje tésnost shody mezi primérnou stanovenou hodnotou
a hodnotou nomindlni (skute¢nou), vyjadfuje se v procentnich jednotkach. Provadi se
mérenim péti vzorkl na 4 koncentracnich hladinach (LLOQ; QCA = maximalné trojnasobek
LLOQ; QCB = 30-50 % kalibracniho rozmezi; QCC = hodnota nad 75 % kalibracniho rozmezi).
Vzorky se pFipravuji spikovanim daného mnozZstvi analytu a IS do matrice. Namérené
hodnoty se prepocitdvaji na kalibracni zavislost a nemély by se liSit o vice nez 15 %
(20 % na LLOQ). Pro validacni ucely se stanovuje pfesnost v kazdé mérené sérii (Within-run
accuracy) a dohromady mezi viemi sériemi (Between-run accuracy; minimalni pocet sérii

jsou tfi).

3.7.6 Preciznost (Precision)

Preciznost analytické metody popisuje tésnost shody vysledkd mezi jednotlivymi
mérenimi vzorkd o dané nominalni koncentraci. Hodnota je vyjadiena v procentech jako
variacéni koeficient (relativni smérodatnd odchylka od priaméru). Podobné jako presnost se
preciznost stanovuje mérenim péti vzorkl na ctyfech raznych koncentracich (LLOQ, QCA,
QCB a QCC) a stanovuje se v kazdé sérii méreni a mezi vSemi sériemi. Varia¢ni koeficient

nesmi pfesahnout 15 % (20 % u LLOQ).

3.7.7 Diluéni integrita (Dilution integrity)

Dilu¢ni integrita je parametr, ktery ovéfuje, zdali nartedéni vzorkd neovlivni
spolehlivost méreni. Provadi se pridanim analytu o koncentraci vétsi, nez je horni kalibracni
bod do blankového vzorku s naslednym nafedénim blankovou matrici. Hodnoti se presnost

a preciznost s povolenou odchylkou do 15 %.

3.7.8 Matricové efekty (ME, Matrix effect)

ME jsou fenoménem, ktery se tyka predevSim hmotnostni spektrometrie, a maji

zdsadni dopad na spolehlivost ziskanych kvantitativnich vysledk(. Pro kazdy analyt a IS se
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stanovuje tzv. matricni faktor (MFa a MF;s), ktery se vypocita jako pomér plochy piku
analytu nebo IS naspikované do blankového extraktu matrice proti plose analytu nebo IS
naspikovaného do Cistého rozpoustédla. Nasledné se stanovi vnitfnim standardem
normalizovany matricni faktor (MFy) pro dany analyt, ktery se vypocitd jako pomér MF
analytu a MF vnitfniho standardu. Matricové efekty normalizované vnitfnim standardem

dle smérnice EMA 2011 muZeme vyjadfit nasledujicim vztahem:

MF, A/B

= x 100
MF,s — 1S4/ISg

MFy (%) =

Matricové efekty, by se mély stanovovat v Sesti rlznych individualnich matricich na
minimalné dvou koncentracnich drovnich (QCA a QCC). Variacni koeficient MFy by nemél

byt vys$si nez 15 %.

Existuji vSak i specidlni pfipady, kde je dle této smérnice obtizné hodnotit matricové
efekty. Napriklad v analyze endogennich latek nejsme schopni ziskat cistou matrici,
a analyza arteficidlné pfipravené nereflektuje skutecné slozeni. Proto je vhodné ME

hodnotit i dvéma alternativnimi zplsoby:

. Postkolonovou infazi analytu s kontinualnim monitoringem signalu
v zavislost na Case po nastfiku vzorku. Timto zplsobem ziskame alespon
kvalitativni informaci o matricovych efektech. (Van Eeckhaut, A. et al, 2009)

1. Porovnanim smérnic kalibraéni primky analytl ptipravenych v Cistém
rozpoustédle a analytl naspikovanych do matrice. V pfipadé rovnosti obou

smérnic jsou ME zanedbatelné. (Matuszewski, B.K., 2006)

3.7.9 Stabilita (Stability)

Stabilita by méla byt hodnocena kvili ovéreni, Ze zadny z krok( pripravy, analyzy
a skladovani vzork( negativné neovliviiuje koncentrace analytl. Hodnoti se na dvou
koncentracnich urovnich — nizké (QCA) a vysoké (QCC). Porovnavaji se koncentrace analyt(

po aplikaci testovanych podminek s koncentracemi cerstvé pripravenych kontrolnich
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vzorkd. Rozdil oproti nominalni hodnoté by mél byt do 15 %. Smérnice doporucuje

hodnoceni téchto stabilit:

. Stabilita zdsobnich a pracovnich roztok( a vnitfniho standardu

Il Kratkodoba stabilita analytu v nativnim vzorku pfi laboratorni teploté —
¢asovy interval by mél pokryt dobu pfipravy a manipulace se vzorkem, od
rozmrazeni po analyzu

1. Dlouhodoba stabilita analytu v nativnim vzorku v — standardné se hodnoti
stabilita analyt(l ve vzorku skladovaném v mrazicim boxu p¥i -20 nebo -80C
po dobu odpovidajici redlnému naméreni studie — obvykle minimalné 30 dn0.

V. Stabilita pfi rozmrazeni a zamrazeni — vzorky jsou opakované zamrazeny

a nasledné rozmrazeny (obvykle 3 cykly).

3.7.10 Vytéinost (Recovery)

VytéZznost neni v této smérnici popsana, nicméné je to parametr, ktery by mél
presto byt hodnocen. VytéZznost charakterizuje kvalitu Upravy biologického materialu, tim
Ze popisuje ztraty analytu béhem pripravy vzorku. Hodnoti se jako pomér plochy analytu
ve vzorku pfidaném po extrakci, viici plose analytu ve vzorku pfidaném do matrice pred
extrakci. Dle doporucéeni FDA 2018 neni potieba dosahnout 100% vytéznosti, ale vytéznost

musi byt konzistentni a reprodukovatelna.
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3.8 FARMAKOKINETIKA A METABOLISMUS

Farmakokinetika je stéZejnim oborem farmakologie, ktery se zabyvd osudem
xenobiotika v organismu. Organismus rdznymi mechanismy ovliviiuje jeho absorpci,
distribuci, metabolismus a exkreci. Aby Iécivo uplatnilo svUj potencidl (farmakodynamicky
efekt), musi se do cilového mista dostat vurcitém case a dostatecném mnoZstvi

(Khojasteh, S.C. et al, 2011).

Farmakokinetické hodnoceni xenobiotik a jejich metabolizace se v poslednich dvou
desetiletich stala zcela klicové v oblasti vyvoje a hodnoceni novych potencialnich Ié€iv. Diky
predsunuti téchto experimentl z klinickych fazi do faze preklinické se dramaticky snizil
pocet ukoncenych klinickych studii zddvodu nevyhodné farmakokineticky nebo
metabolizmu (40 % vroce 1991 oproti 10 % v roce 2000) (Kola, I., 2008). Preklinické
pozadavek efektivniho prestupu pres organové bariéry. In vitro U¢inna, netoxickd a velmi
slibnd latka mlZe byt na zakladé neschopnosti dosahnout cilového kompartmentu

(v pripadé AD, mozku) ihned vyrazena.

Farmakokinetika se zabyva procesy, které se podileji na zméndach koncentraci
xenobiotika v organismu v zavislosti na ¢ase, a popisuje je vhodnymi veli¢inami — tzv.
farmakokinetickymi parametry. Existuje nékolik zjednodusenych farmakokinetickych
modell, bud schématickych nebo matematickych, pomoci kterych se ciselné vyjadruji
Casové déje absorpce, distribuce a eliminace. Pro prehlednost je v Tab. 1 uveden prehled

zakladnich farmakokinetickych parametrl s jejich vypoctem (Khojasteh, S.C. et al, 2011).

U farmakokinetickych studii se stanovuje zdavislost koncentrace lé¢iva v plazmé,
nebo jiném materidlu, na ¢ase (Khojasteh, S.C. et al, 2011; Lincovd, D. et al, 2007).
K vyjadreni této zdvislosti se v praxi nej¢astéji vyuziva dvou pfristupll, I. kompartmentova
metoda, a Il. nekompartmentova metoda (Fan, J. et al, 2014; Dostdlek, M., 2006). VVolba
mezi nekompartmentovou nebo kompartmentovou analyzou zdavisi predevsim na ucelu
pouziti. Nekompartmentova metoda ve srovnani s kompartmentovou vyZzaduje pouze malé
mnozstvi vstupnich dat. Proto je nekompartmentova analyza metodou volby u mensich
izolovanych studii (toxikologickych, preklinickych), kde se farmakokinetické parametry

xenobiotika stanovuji v ramci definované skupiny (napf. potkani samci kmene Wistar). Na
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druhou stranu, kompartmentové modely se s vyhodou uplatiuji pfedevsim v hodnoceni

farmakokinetiky napfi¢ rlznymi studiemi, kde jsou FK parametry ovliviiovany vékem,

pohlavim, rasou, rendlni a hepatalni funkci, nebo jinymi vnéjsimi faktory. Kompartmentové

modely dokdZzou na zdakladé vstupnich parametrl predikovat chovani xenobiotika

v organismu, nekompartmentové modely toho schopné nejsou (Fan, J. et al, 2014).

Velic¢ina Zkratka Definice Vypocet
. . Y Soucast designu
Davka D Mnozstvi podané latky . 8
experimentu
Nejvyssi Stanovena nebo extrapolovana vy
vy Crnax A P Mereno
koncentrace nejvyssi koncentrace
Cas od podani .y
P Tmax - Méreno
do Cmax
Objem, ve kterém by se musela

Distribuéni v rozpustit celd davka, aby byla Vv, = 2

objem d dosaZena stejna koncentrace 4 Co
[éCiva jako v plasmé.

Biologicky r Cas, za ktery klesne koncentrace _ In(2)
polocas 2 lé¢iva v plasmé na polovinu 127 T,
o Ciselnd hodnota vyjadtuje

Elimina¢ni . vjadry Cl

ke rychlost, s jakou dochazi k ke =—
konstanta e . V4
odstranéni |éCiva z organizmu
Objem plasmy, ktery se Uplné D
Clearence cl ~oiem plasmy, Kery P Cl=——
ocisti od léciva za jednotku ¢asu AUC
. . Ciselna hodnota vyjadfuje k
Absorpcni . vl , ,J In(7%)
ka rychlost, s jakou dochazi ke _ ke
konstanta N : Tmax
vstfebani do organizmu ky — ke
Biologickd BA Cast lé¢iva vstiebatelna po BA = AUCpo. X Dy,
dostupnost peroralnim podani AUC;4 X Dy,
Integral zavislosti koncentrace o
Plocha pod Ly " . s
o AUC |é¢iva na Case (po jedné davce AUCy_o = Cdt
krivkou 0

nebo v rovnovadzném stavu)

Tab. 1: Popis zakladnich farmakokinetickych parametru

Zdroj: Khojasteh, S.C. et al, 2011
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3.8.1 Kompartmentova metoda

Kompartmentova metoda predpoklada, Ze télo Ize zjednodusené popsat jako sérii
propojenych, dobfe prostupnych a kineticky homogennich kompartmentl neboli
oddilii/jednotek ohrani¢enych membranou, které jsou v celém svém objemu homogenni,
tj. predstavuji zjednoduseny model skutecnosti. Chovani latek v kompartmentu nebo
systému kompartment( lze vyjadfit nékterymi zakladnimi parametry uvedenymi v Tab. 1,
pomoci kterych lze postihnout dynamické déje, které mezi latkou a kompartmentem
probihaji. Pohyb latky mezi témito kompartmenty je definovan pomoci rychlostnich
konstant. SloZitost celého systému se odviji od poctu kompartmentl, kde reseni
kompartmentové metody je zaloZzeno na vypoctu exponencidlnich rovnic pomoci nelinearni
regresni analyzy (Fan, J. et al, 2014; Khojasteh, S.C. et al, 2011). Dle poctu kompartment(

rozliSujeme:

I Jednokompartmentovy model — model se snazi jednoduchym zplisobem napodobit
Zivy systém, ktery je sloZen z jednoho kompartmentu, do néjZ se poda davka
xenobiotika (D) a dochazi k metabolizaci a exkreci. Pocatecni koncentraci Co Ize
odvodit ze vztahu D/Vy a koncentrace v konkrétnim case C: zavisi na rychlosti
eliminace (metabolizace + exkrece). Pokud xenobiotikum vykazuje kinetiku prvniho

fadu, jeho koncentrace v ¢ase je pfimo umérna rychlosti eliminace,

Ct = Coe_Ket

kde K. je eliminacni konstanta prvniho fadu. Pokud dany vztah vyjadfime
logaritmicky, abychom ziskali linedrni zavislost koncentrace na ¢ase, matematicky

zapis vypada nasledovné (Fan, J. et al, 2014):

InC; = InCy — K,t

Il. Dvoukompartmentovy model — jednokompartmentovy model nezohlednuje
rozdilnost rGznych Casti téla, jako jsou svaly, télesny tuk, mozek nebo ledviny, které

se liSi cévnim zasobenim, permeabilitou kapilar nebo hydrofilnim/lipofilnim
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sloZzenim. Pro redlny popis chovani xenobiotika v organismu je potfeba mnohem
komplexnéjsSich  matematickych  modell. Nejjednodussi  variantou je
dvoukompartmentovy otevieny model, ktery rozliSuje mezi perifernim
kompartmentem predstavovanym malo perfundovanymi tkanémi, a centralnim
kompartmentem, ktery predstavuje plazmu a vysoce perfundované tkané. Tento
model popisuje distribucni fazi (faze a), kterd spociva v rychlém prenosu latky
z centralniho kompartmentu do periferniho. Nasleduje faze eliminacni (faze B),
ktera ma pomaly pribéh. Matematické vyjadreni bifazického pribéhu krivky

popisuje rovnice: (Fan, J. et al, 2014)

C, = Ae %t + Be Pt

kde parametry A a a popisuji fazi distribuce, a parametry B a B fazi eliminace.
Semilogaritmické vyjadreni c¢asového pribéhu plazmatické koncentrace po i.v.

podani xenobiotika pro jedno a dvoukompartmentovy model znazornuje

Obr. 6.
(A) (B)

100 100+
— — CO=A+B
-
E EE, A
510 § "3
= 5 B
S Slope=-k/2.303 & Slope=-p/2.303
5 5
g g
c
S 1 3 14 Slope=-a/2.303

0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Time (min) Time (min)

Obr. 6: Casovy priibéh plazmatické koncentrace po i.v. aplikaci [é¢iva v semilogaritmickém
vyjadreni, které vykazuje jednokompartmentovy (A) a dvoukompartmentovy model (B)
Zdroj: Fan, J. et al, 2014
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. Trikompartmentovy model — se vzrlstajicim mnozZstvim kompartmentl systém
nabyva na sloZitosti. Tento model je ve srovnani s dvoukompartmentovym rozsifen
o druhy periferni kompartment, ktery je stejné jako prvni tvofen malo

perfundovanymi tkanémi (Bailey, J.M. et al, 1991).

3.8.2 Nekompartmentova metoda

Nekompartmentova metoda ignoruje jednotlivé kompartmenty, a ve srovnani
s kompartmentovym modelem je zaloZena na aplikaci statistické teorie — momentech
nahodné proménlivosti (Yamaoka, K. et al, 1978). Tato teorie vychazi z predpokladu, zZe
prichod léciva organismem a jeho proudéni do télnich tekutin je poklddan za nahodny
momentl nahodné proménlivosti je plocha pod koncentracni kfivkou léciva v zavislosti na
Case AUC_,. Jestlize je distribuce 1éciva Cisté pravdépodobnostni funkce potom AUCy_,

nultého momentu Wo je rovna 1, plati vztah (Dostdlek, M., 2006):

0

Pokud je lécivo distribuovdno nendhodné hovotfime o prvnim momentu pi, ktery je
definovan jako stredni distribuce s oznacenim AUMC, vyjadfuje plochu pod koncentracni

krivkou f{t) prvniho momentu v ¢ase t (Dostdlek, M., 2006).

= f t X f(t) X dt = AUMCy_o
0

Existuji i dalsSi momenty p2, ktery je definovdn proménlivosti distribuce, nebo momenty
M3 a M4, které jsou definovany pro nesoumérnost proménlivosti v distribuci. Pomér
momentl M1 a WMo vyjadiuje tzv. stfedni pobytovy ¢as (mean residence time, MRT), ktery

udava primérnou dobu, po kterou zlstava lécivo v organismu, neZ je eliminovano.
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Stanovuje se z hodnot AUC a uréuje dobu nutnou k poklesu latky na 1/3 plvodni

koncentrace (odpovida asi 1,5ndsobku poloc¢asu eliminace) (Dostdlek, M., 2006).

Ctx f(t)xdt AUMC
MRT:ﬂzfooo f®) xdt _
Ho J, f(®) xdt AUC

Pomoci MRT se dopocitavaji dalsi parametry: biologicky polocas, stfedni absorpéni cas,

clearance nebo distribu¢ni objem (Fan, J. et al, 2014; Dostdlek, M., 2006).

3.8.3 Absorpce, Distribuce, Metabolismus a Eliminace

Osud léciva v organismu je popisovan ctyfmi zakladnimi fazemi — absorpce,
distribuce, metabolismus a exkrece. Absorpce je charakterizovana rychlosti, jakou se léCivo
dostava z mista aplikace do krevniho obéhu. Zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech
|éCiva, |ékové formeé a lokdlnich podminkach v misté aplikace. Absorpci lIze popsat nékolika
zakladnimi veli¢inami — absorpcni konstantou (kq), biologickou dostupnosti (BA) a nejvyssi
dosazitelnou koncentraci (Cmax). Distribuce popisuje pohyb |éCiva v organismu, predevsim
transfer ze systémové cirkulace do rliznych tkani a organ(, a naopak transfer |éCiva z tkani
a organu do krevniho obéhu po poklesu plazmatické koncentrace. Distribuce je déj zaloZzeny
predevsim na dvou procesech. Pasivni difuzi neionizovanych latek pres membrany, ktera
probihd do té doby, dokud neni dosazeno rovnovainého stavu mezi jednotlivymi
kompartmenty, nebo aktivnimi déji influx/eflux, které za spotfeby energie presunu;ji
molekuly pres biologické membrany. Distribuci mGzeme popsat zdanlivym distribu¢nim
objemem (V4) nebo distribu¢ni rychlostni konstantou (kq). Metabolismus |éCiv nebo jinych
xenobiotik pfedevsim usnadnuje a zrychluje jejich exkreci z organismu. Napf¥. lipofilni 1éCiva
jsou metabolizovdna na ve vodé rozpustnéjsi formy, které mohou byt snadnéji vylouéeny.
Rozezndvame dvé faze biotransformacnich reakci. Prvni faze zahrnuje oxidaci, redukci nebo
hydrolyzu parentnich léc¢iv. Druha faze spociva v kovalentnim spojeni |éCiva, nebo jeho
metabolitu, s polarni molekulou (kys. glukuronovou, sirovou, octovou, glutathionem,
methioninem a dal$imi) a vylou¢enim moci nebo Zluci. Metabolity |é¢iv mohou mit odliSnou

biologickou aktivitu, mohou ztracet nebo naopak ziskavat Zadanou farmakodynamickou

69



ucinnost, nebo mit na organismus toxické uacinky. Exkrece I|é¢iv probihd bud
v jejich nezménéné formé nebo ve formé metabolitl, a to prostfednictvim vylu¢ovanim do
moci, zluci, ale i jinych télnich tekutin jako do materského mléka, potu nebo slin. Pro
eliminaci plyn a tékavych latek je dulezita plicni exkrece. Eliminaci Ize popsat eliminacni
konstantou (ke), celkovou clearance (Cl) nebo biologickym polocasem (T3/2). (Lincovd, D. et

al, 2007; Zhang, D. et al, 2012; Khojasteh, S.C. et al, 2011)
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4 EXPERIMENTALNI CAST -
KOMENTAR K PUBLIKOVANYM PRACIM

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

| kdyz byl takrin vyfazen z klinické praxe predevsim z dlivodu hepatotoxickych
ucinkd, vyzkum zaméreny na nalezeni novych a bezpecnéjSich analogli vedl k objeveni
7-methoxytakrinu (7-MEOTA). Jednd se o derivat takrinu, ktery byl poprvé syntetizovan
v Ceské republice jako nové latka pro Ié¢bu AD, a ktery je farmakologicky podobné aktivni,
ale se zna¢né redukovanou toxicitou (Dejmek, L., 1990; Patocka, J. et al, 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). Jednd se o novou tfidu hybridnich
molekul, dudlnich inhibitor(, které jsou schopné inhibovat obé cholinesterazy (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).

O, O
CHy e >SN \) CH HN N\)

| |
8 8]
N N Br
= - =
N PC-37 N PC-48

Obr. 7: Struktura hybridnich molekul PC-37 a PC-48

PC-37 a PC-48 je kddové oznaceni pro dvé latky, spadajici mezi neselektivni
inhibitory AChE. Jednda 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 srovndni s PC-48, ktera selektivnéji inhibuje BChE. Bromem
substituovany benzyl derivat vykazuje pfiblizné stejnou AChE inhibic¢ni aktivitu jako jeho
metylovany analog, ale z pohledu inhibice BChE je vice nez 2x ucinnéjsi. | kdyz obé
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evvs

vevys

o jeden fad ucinnéjsi, a dale 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 LDsg véetné konfidenc¢niho 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 (C1202,7 —369,8 mg/kg). | kdyz in vivo studie na mysich hodnotici profylakticky
a terapeuticky ucinek 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
podpofeno v dalsi studii, kterd 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 o 11,3 %. V nastaveném
experimentu navic obé latky vykazovaly srovnatelné zlepSeni kognitivnich funkci

s donepezilem nebo takrinem.

4.1.1 Cil prace

Z vySe uvedenych in vitro a in vivo studii vyplynulo, Ze se jedna o slibné latky. Proto
stanoveni zakladnich farmakokinetickych parametrd v centrdlnim a perifernim
kompartmentu, popsani organové distribuce, identifikace metabolitd a urceni cesty

eliminace, byly primarnim cilem nasi préce. Splnéni tohoto cile vyZzadovalo:

1. Vyvoj a validaci analytické metody pro stanoveni latek PC-37 a PC-48
v plazmé a mozkovém homogenatu potkana.

1. Stanoveni hladin PC-37 a PC-48 v dalSich biologickych matricich (mo¢, Zlug,
ledviny a jatra) pro popis distribuce a eliminace.

1l. Provedeni in vitro metabolickych experimentl pomoci jaternich mikrozom
s naslednou identifikaci metabolitl v in vivo podminkach u potkanda.

V. Aplikace vyvinutych bioanalytickych metod do studia farmakokinetiky

a metabolismu, hodnoceni schopnosti prestupu pres HEB
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4.1.2 Komentar k publikované praci

Vysledky této prace jsme se rozhodli rozdélit do dvou publikaci. Prvni metodicka,
ktera popisovala vlastni metodu LC-MS stanoveni, jeji validaci a zakladni aplikaci v ziskani
farmakokinetického profilu latky PC-48 v plazmé potkanu (pfiloha €. 1). Druha prace, kterd
se vramci metodické ¢asti odkazuje na prvni, doplnila informace o farmakokinetickém
profilu obou latek, se zamérenim na hodnoceni prostupu do mozku, distribuci do organd,

eliminaci a metabolismem (pFiloha €. 2).

Pfed vyvojem bioanalytické metody je potfeba zvazit nékolik potencidlnich
kritickych bodu, vychazejicich z chemické struktury analytl, jejich fyzikdlné-chemickych
vlastnosti jako je pKa, rozpustnost, predpokladana stabilita, nebo schopnost nespecifické
adsorpce na sklenéné nebo plastové povrchy, schopnost disociace, ale také moZnosti
detekce. Ktomu je potfeba pfizplsobit zachazeni se vzorky a vybrat vhodny analyticky
pristup (Moein, M.M. et al, 2017). V naSem pfipadé se jednalo o latky, u kterych jsme
neocekavali problémy se stabilitou nebo nadmérnou adsorbci na povrch zkumavek.
Z pohledu struktury a disociace obou latek (pKa je u obou latek 8,9 tj. spadaji mezi slabé
baze) jsme predpokladali standardni chromatografické chovani na reverznich fazich.
Zastoupeni ¢tyf atom0 dusik(l v molekule (ve formé tfi terciarnich a jednoho sekundarniho
aminu) predikovalo dostateény potencial k ionizaci pomoci ESI (lonizace elektrosprejem)

nebo APCI (Chemicka ionizace za atmosférického tlaku).

Zakladnim predpokladem pro stanoveni koncentraci v rGznorodych biologickych
matricich a jejich Uspésné transformaci do farmakokinetické studie bylo vyvinuti analytické
metody, kterd bude dostatecné citliva (oéekavané koncentrace PC-48 a PC-37 v plazmé byly
v jednotkach az desitkach nanogram( na mililitr), ale zdrovenl bude mit Sirsi kalibraéni
rozmezi a minimalni matricové efekty pro pouziti v analyze dalsich typ( biologického
materidlu — moé, mozek, periferni organy a Zlué. Vdobé provedeni experimentu
disponovalo naSe pracovisté pouze jedinym, pro tyto ucely vhodnym, hmotnostnim
spektrometrem LTQ-XL (Thermo Fisher Scientific) s technologii linedrni iontové pasti ve
spojenis HPLC, a s moznosti vyuziti ESI nebo APCI jako ionizac¢niho zdroje. | kdyz hmotnostni
spektrometr LTQ-XL pfekondva urcité nevyhody 3D-iontové pasti v kvantitativni analyze,
spojené predevsim s tvorbou prostorového naboje (Schwartz, J.C. et al, 2002), ve srovnani

s trojitymi kvadrupdly zaostavd ve skenovaci rychlosti, linearnim dynamickém rozsahu,
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a také v citlivosti (Rousu, T. et al, 2010). Z téchto divodU bylo nejdfive nutné optimalizovat
nastaveni zdkladnich parametrl hmotnostniho spektrometru (MS), tak aby bylo dosazeno
co nejvyssi citlivosti pro obé latky se zachovanim stability signdlu. Tento postup byl testovan
individualné jak pro ESI, tak APCI. Optimalizovanym nastavenim MS parametrd a napétim
na elektrospreji jsme dosahli rfaddové wvyssi citlivosti ve srovnani s APCl. Vzhledem
k jednotkovému rozliSeni naseho hmotnostniho spektrometru nebylo redlné provadét
méreni analytl ve Full-MS nebo SIM médu. Jedinou moznou variantou bylo provedeni
kolize molekuly s analyzou celého spektra vzniklych fragmentl, které poskytovaly
potifebnou selektivitu. Pro kvantitativni ucely byl vybran jeden dominantni fragment.

Vysledné nastaveni hmotnostniho spektrometru je uvedeno v priloze €. 1.

V prGbéhu vyvoje metody byly chromatografické podminky optimalizovany
s ohledem na rozliSeni obou latek, tvar piku, citlivost a dobu analyzy. Na zacatku byly
testovany tfi typy sorbentl (C18, RP-Amid, ES-CN) s univerzdlné nastavenym sloZzenim
mobilni faze a gradientem. Nejlepsiho tvaru piku a citlivosti bylo dosazeno s vyuzitim
kolony Ascentis Express RP-Amide (75 mm x 2.1 mm, 2.7 um; Supelco Analytical), ktera
vyuziva core-shell technologii. Zaroven bylo optimalizovano sloZzeni mobilni faze, pribéh
gradientu, rychlost prltoku, vSe sohledem na délku analyzy. Parametry vyvinuté
chromatografické metody lze shrnout nasledovné: 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 pratoku 400 pl/min. Mobilni faze byla sloZena z vodné
slozky A (0,05 M kyseliny mravenci), a organické slozky B (acetonitril). Celkova doba analyzy
Cinila 6 min.

Poslednim krokem ve vyvoji bioanalytické metody byl vybér a optimalizace vhodné
extrakéni metody a vybér vnitfniho standardu. V hmotnostni spektrometrii je pfi vyvoji
extrakéni metody nutnosti dbat nejen na opakovatelnost extrakce a dostate¢nou vytéznost,
ale pfedevsim je potfeba eliminovat nebo kompenzovat matricové efekty (Panuwet, P. et
al, 2016). Tremi zakladnimi metodami Upravy vzorku jsou extrakce na tuhé fazi (SPE),
extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) a proteinova precipitace (PP). Uprava vzorku pomoci
SPE je vtadé pfipadd vhodnda zpohledu opakovatelnosti, vytéZinosti extrakce
a minimalizace matricovych efekt(. Nicméné casovd, a predevsSim finan¢ni narocnost

provedeni SPE z ni ¢inila aZ metodu poslednivolby. Proto byla prednostné testovana Upravu
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vzorku pomoci proteinové precipitace acetonitrilem a metanolem v rliznych pomérech
precipitacniho cinidla k objemu vzorku. Ani vjednom pfipadé vSak nebylo dosaZzeno
uspokojivych vysledkl, predevsim kvili nizké citlivosti z divodu nafedéni vzorku
organickym rozpoustédlem. Vyvoj a optimalizace LLE byl tedy dalSim logickym krokem,
ktery lze zaradit mezi nejkomplikovanéjsi ¢ast vyvoje metody. Byla testovdna celd fada
organickych rozpoustédel (ethylacetat, hexan, dichlormetan, methyl tert-butyl ether)
a jejich kombinace, bez Upravy pH nebo vliv bazického prostredi. Z hlediska vytéznosti
a opakovatelnosti extrakce latek bylo vybrano nékolik kandidatnich extrakénich smési,
které byly v nasledujici fazi experimentu testovany s pouzitim panelu vnitinich standardg.
Cilem bylo vybrat takové vnitfni standardy, které snizZi variacni koeficient opakovatelnosti
extrakce v sérii. V navazujicich experimentech byl hodnocen vliv jednotlivych extrakénich
smési a vnitfnich standard(l na linearitu kalibrace. Jako nejvhodnéjsi vnitfni standard pro
obé latky byl vybran reserpin. Finalni metoda Upravy vzorku je shrnuta nasledovné: do 4 ml
polypropylenovych zkumavek bylo ke 240 pl plazmy pfidano 10 ul 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 trepacce (10 min), centrifugace (3 500 x g,
5 min) s naslednym odebranim a odpafenim 1 ml supernatantu, a rekonstituci ve 100 pl

mobilni faze.

Vyvinuta metoda pro stanoveni PC-37 a PC-48 v potkani plazmé byla Uspésné
validovana dle doporucéeni smérnice FDA (FDA 2001), smérnice EMA 2011 (EMA 2011) byla
pouzita pouze pro hodnoceni matricovych efekt(, které ve smérnici FDA z roku 2001 nejsou
popsany. Detaily validaéniho procesu véetné vysledkl pro latku PC-48 lze nalézt
v pFiloze €. 1. Pro ostatni typy biologické matrice byla provedena pouze ¢astecna validace —
hodnocena byla vytéZnost, matricové efekty a linearita. Ve vSech tfech parametrech byla
splnéna pfrislusna kritéria. Vysledky téchto experimentd vsak nejsou soucasti priloZzenych

publikaci.

Validovand metoda byla ndasledné aplikovana ve studii zamérené na stanoveni
farmakokinetickych (FK) parametr( latek PC-37 a PC-48 u potkanich samcl kmene Wistar.
Potkanim byla ve dvou experimentdlnich skupinach intramuskularné aplikovand davka
PC-37 (4,03 mg/kg) a PC-48 (3,86 mg/kg) odpovidajici 5 % LDso. Vzorky krve a organ( byly

odebirany v ¢asovych intervalech 5, 15, 30, 60, 120, 240 minut a 24 hodin, a nasledné
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zpracovany. Pro stanoveni farmakokinetického profilu a vypocet zdkladnich FK parametrt
byl zvolen standardni nekompartmentovy model, ktery je pro tento typ experiment
nejvhodnéjsi (Fan, J. et al, 2014). K vypoctiim byl vyuzit software Kinetica (verze 4.0). Obé
latky dosahly maximalni plazmatické koncentrace (Tmax) béhem 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. Pokud vezmeme v potaz Cisté fyzikalné-chemické vlastnosti obou
latek a zhodnotime jejich teoretickou schopnost prostupovat pres HEB, tak Lipinského
»pravidlo péti“ (Lipinski, C.A. et al, 2001) nebo novéjsi kritéria dle Pajouhesha (Pajouhesh,
H. et al, 2005) splfiuje pouze PC-37 (Tab. 2) — PC-48 vyhovuje pouze ve Ctyfech ze Sesti
parametr(. Obé latky dosahly vyssich koncentraci v mozkové tkani ve srovnani s plazmou,
musi zde tedy existovat aktivni transportni mechanismus. Na zakladé naSi ndsledujici
studie, ktera se zabyvala identifikaci ¢asti molekuly donepezilu zodpovédné za aktivni
prestup pres HEB (pfiloha €. 3), se mGzeme pfriklonit k tvrzeni, Ze benzylpiperazinova ¢ast
molekuly PC latek (pochazejici z molekuly donepezilu) umoziuje tento aktivni transport
PC-37 a PC-48. Aktivni transport je zfejmé zprostfedkovan organickymi kationtovymi
transportéry (OCTs, Organic Cation Transporters), stejné jako u donepezilu (Kim, M.H. et

al, 2010).

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. 2: Fyzikdlné chemické vlastnosti PC latek; teoretické limity prislusnych kritérii
(Cervené vyznaceny nevyhovujici parametry dle Pajouheshovych kritérii)

Organova distribuce obou latek byla relativné vysoka. PC-37 i PC-48 velmi rychle

pronikaly do jaterni i ledvinné tkané s naslednym prestupem do Zlu¢i nebo moci. Vyssi
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koncentrace obou latek v ledvinach a moci poukazuji na prevazujici rendlni eliminaci.
Biologicky polocas obou latek byl fadové ve stovkach minut, 827 + 142 min pro PC-37
a 1065 * 246 min pro PC-48. Ve srovnani s donepezilem (za podobnych experimentalnich

podminek) se jednd o pfiblizné desetinasobné delsi elimina¢ni polocas (pfFiloha €. 3).

Metabolické profilovani novych chemickych entit je nezanedbatelnd ¢ast v procesu
vyvoje a bioanalytického hodnoceni novych [éCiv. Pfima identifikace metabolitli PC-latek
v biologickém materidlu (prfedevsim moci) ziskanych zin vivo studie byla, vzhledem
k nizkym plazmatickym koncentracim parentnich latek, a tudiz i metabolitl, pomérné
komplikovany ukol. Ztohoto dlvodd byly prvné provedeny metabolické experimenty
v in vitro podminkdch s vyuzitim lidskych jaternich mikrozom@ (védomi si odliSnosti mezi
lidskym a potkanimi mikrozomy). V téchto experimentech byly ziskdny informace
o metabolizaci PC-latek v ramci prvni faze biotransformace, které jsme nasledné vyuzili

Vv in vivo studii.

Pfred provedenim vlastnich metabolickych experimentl bylo nezbytné nutné
detailné porozumét fragmentaénimu chovani parentnich latek. To spocivalo v provedeni
MS" experimentu Cistych standard( az do Urovné limitovanou predevsim velikosti molekuly
produktovych iontl (limit 50 m/z). Pro tyto Gcely jsme vyuZili hmotnostni spektrometr LCQ
Fleet IT/MS (Thermo Scientific), jehoZ parametry iontového zdroje a iontové optiky byly
optimalizovany pro co nejvyssi citlivost parentnich latek. Zaznam spekter byl ziskan jak pro
ionizacni zdroj ESI, tak APCI. Na zakladé znamé chemické struktury parentnich latek byly
pomoci softwaru ACD/ChemSketch (v 14.01, Advanced Chemistry Development, Inc.)
odvozeny struktury jednotlivych vznikajicich fragment(l. Pfesna znalost fragmentace obou

molekul ndm poskytla nezbytny zaklad pro spravnou interpretaci spekter metabolit(.

Detailni protokol inkubace a slozeni jednotlivych inkubacnich smési je uveden
v pfiloze €. 2. Metabolickd 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 prutokem 0,3 ml/min. Celkovy Cas analyzy 38 min zajistil dostate¢nou separaci vzniklych
metabolitd. Pro sprdvné provedeni a nasledné hodnoceni metabolizace bylo klicové
nastaveni algoritmu hmotnostné-spektrometrické analyzy. To spocivalo v provedeni

Full-MS analyzy (sken celého spektra vrozmezi 150-1000 m/z) v kombinaci
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s data-dependentnim skenovanim, pomoci kterého se automaticky spoustély fragmentace
vybranych parentnich iontl aZz do drovné MS3. Tim byla ziskdana potfebna fragmentaéni
spektra pro odvozeni struktury metabolitd. Analyzy byly provedeny v pozitivnim médu
s vyuZitim ionizacniho zdroje ESI i APCl. Kombinace obou téchto ionizacnich pfistupl je
vhodnd predevsim pro spolehlivou identifikaci N-oxid(, jejichz tvorbu jsme vzhledem
k pfitomnosti dvou terciarnich amin( v molekule PC-37 i PC-48 oc¢ekavali. Rozliseni N-oxidu
od hydroxylovaného metabolitu je umoznéno diky unikatni fragmentaci, kterd je vysledkem
termalni degradace molekuly béhem vlastni APCl ionizace (Wang, X. et al, 2010; Ibrahim,
H. et al, 2013). Fragmentace v APCl zdroji spociva v ztraté atomu kysliku (vazdného
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.

V in vitro experimentech s lidskymi mikrozomy se ndm podafilo identifikovat celkem
devét metabolitli latky PC-37 a osm metabolitli latky PC-48 (Obr. 8). U obou latek dochazelo
k enzymatické hydrolyze vazby spojujici piperazinovy kruh a methylenovou skupinu
pripojujici substituovany benzen. Pfitomny byly rizné mono a dihydroxylované metabolity,
O-desmetyl metabolit a také N-oxid. Pfesny popis jednotlivych metabolitli obou latek je
uveden v pfiloze € 2. Je dlleZité zminit, Ze u fady metabolitl se nam nepodafilo urcit pfesné
misto biotransformace. Tykd se to predevsim hydroxylace na aromatické ¢asti molekuly
nebo etylenovém mistku. Vtéchto pripadech, pro presné uréeni polohy

hydroxymetabolitli, by bylo nutné vyuzit nukledrni magnetickou rezonanci (NMR).
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Obr. 8: Metabolity PC-37 a PC-48 identifikované v in vitro experimentu s mikrozomy
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V dobé dokoncéenych a vyhodnocenych in vitro metabolickych experimentd byl na
nase pracovisté pofizen a instalovan hmotnostni spektrometr s vysokym rozliSenim (HRMS)
vyuzivajici technologii Orbitrap, model Q-Exactive Focus (Thermo Scientific, San Jose, USA).
HRMS umoziuje presné urc¢eni atomarniho sloZzeni molekul. Pfedevsim diky jeho vysokému
rozliseni (R = 70 000) a vysoké spravnosti uréeni m/z (vétsinou s chybou do 1 ppm pfi vyuZiti
tzv. lock mass pro interni kalibraci m/z) jsme byli schopni nase vysledky jednoznacné
potvrdit. Jako zajimavy ptiklad mohu uvést jeden vznikajici fragment z metabolitu N-oxidu,
ktery pfi cilené fragmentaci ztraci ze své molekuly substituovany metylbenzen za vzniku

tohoto kation-radikalu:

M,,; = 356,22068 Da

Na zdakladé spravného uréeni m/z pomoci HRMS jsme byli schopni jednoznacné
identifikovat ztratu jednoho elektronu z molekuly (s chybou spravnosti uréeni m/z
0,5 ppm), a tim vytvoreni kladné nabitého iontu. Tvorba kation-radikdld béhem
fragmentace parentni molekuly neni v hmotnostni spektrometrii nic neobvyklého.
Pfedevsim v CID mddu (Collision induced dissociation) mliZze dochazet ke ztraté elektronu

béhem homologniho stépeni kladné nabité molekuly (Demarque, D.P. et al, 2016).

Presné definované struktury metabolitl z in vitro inkubace byly nasledné vyuzity
pro screening metabolitd v ramci in 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 metabolitl bylo provedeno na
zdkladé nastavenych podminek: I. retenéni c¢as (<0,05 min), Il. spravné uréeni m/z
parentniho iontu (<2 ppm) a lll. pocet identifikovanych fragmentl (>3). Abychom
povazovali ndlez metabolitu v in vivo experimentu jako prikazny, musel vyhovét ve vSech

nastavenych podminkach. V obou vzorcich moci se u latky PC-37 podafilo identifikovat
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sedm metabolitl z celkového poctu deviti dfive popsanych v in vitro experimentu, u latky

PC-48 bylo prokazano Sest metabolitl z osmi. U obou PC latek nebyly v in vivo experimentu

ve srovnani sin vitro nalezeny dva metabolity odpovidajici O-desmetylaci a N-oxidaci.

Nepfitomnost téchto dvou metabolitl muize byt vysvétlena bud jejich pfilis nizkymi

koncentracemi v moci, které neumoznily spolehlivy prikaz, nebo odlisShou biotransformaci

mezi lidskym a potkanim metabolickym aparatem.

4.1.3 Dosazeni cilu

Vyvinuli jsme citlivou a selektivni metodu pro kvantitativni stanoveni latek
PC-37 a PC-48 v plazmé a mozkovém homogenatu potkana. Metodu jsme
nasledné validovali dle aktudlnich doporuceni —vSechny valida¢ni parametry
splnily pfislusna kritéria.

Pro kvantitativni stanoveni obou latek v dalSich biologickych matricich (moc,
Zlug, ledviny, jatra) jsme provedli ¢aste¢nou validaci zavedené metody pro
kazdy typ matrice — vSechny validaéni parametry splnily pfislusna kritéria.
Na zakladé provedenych in vitro metabolickych experimentd jsme
identifikovali celkem 9 metaboliti u latky PC-37 a 8 metabolitl
u latky PC-48. Ve vzorcich moci jsme identifikovali sedm z deviti popsanych
metabolitl u latky PC-37, a Sest z osmi u latky PC-48.

Vyvinuté bioanalytické metody jsme aplikovali v experimentech na
laboratornich zvifatech. U obou studovanych latek jsme zjistili zakladni
farmakokinetické parametry a popsali jejich chovani v organismu. PC-37

i PC-48 byly schopné prestupovat pres HEB a akumulovat se v mozku.
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4.2 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 zlepSuje neuropsychiatrické symptomy,
jako jsou 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 (Cheewakriengkrai, L. et al, 2013). Donepezil spadd do
kategorie dualnich inhibitor(i — je schopen inhibovat aktivitu AChE a zaroven sniZovat
schopnost agregace AB (Bartolini, M. et al, 2003). Mimo jiné ma fadu i dalSich pozitivnich
vlastnosti: redukuje excitacni plsobeni glutamatu (Takada-Takatori, Y. et al, 2006),
poskozeni neuronl (Nordberg, A. et al, 2006), mozkovou ischémii (Chen, X. et al, 2006)

a oxidacni stres (Tsukada, H. et al, 2000).

Donepezil je lécivo s atraktivnim farmakokinetickym a farmakodynamickym
profilem, které je €asto vyuzivdno v syntéze novych hybridnich molekul s nejrliznéjsimi
terapeutickymi cili (Ismaili, 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 primarné zodpovédna za aktivni
transport molekuly pres HEB. Molekula donepezilu je pomérné velka, proto se pro syntézu
novych hybridnich molekul vyuziva zpravidla jen jeji ¢ast (Ismaili, L. et al, 2017). Znalost
konkrétni ¢asti molekuly donepezilu zodpovédné za jeji aktivni transport pres HEB m(ze
byt dllezitou informaci, kterda by mohla byt vyuZita pti in silico navrhovani novych

potencialnich Ié¢iv se schopnosti aktivniho transportu.
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4.2.1 Cil prace

Hlavnim cilem prdce byla Identifikace ¢asti molekuly donepezilu zodpovédné za

aktivni prestup pres HEB a akumulaci v mozku. Pro dosazeni cile bylo nutné:

I Vyvinout a validovat citlivou analytickou metodu pro stanoveni donepezilu
a jeho tfi fragment( v plazmé a mozkovém homogenatu potkana.

1. Metodu aplikovat ve farmakokinetické studii, zjistit zakladni
farmakokinetické parametry studovanych latek, a objasnit vztah struktura-

prestup do mozku.

4.2.2 Komentar k publikované praci

Pracovni hypotéza byla zaloZena na jednoduchém predpokladu — pokud je néktera
z ¢asti molekuly donepezilu zodpovédnd za aktivni presun celé molekuly pres HEB, bude
i tato ¢dast, jako samostatna jednotka, vykazovat podobnou vlastnost. Molekula donepezilu
proto byla rozdélena na 3 logické casti — 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. 9). Schopnost aktivniho
prestupu pres HEB byla hodnocena na zakladé farmakokinetického profilu jednotlivych
latek, pfedevsim parametru Kp, odvozeného z celkové plochy pod kfivkou latky v mozku
a plazmé (Kp = AUCmozek/AUCpiazma), ktery vyjadfuje miru prestupu analytu z plazmy do

mozku a jeho akumulaci.

Standard donepezilu a fragmentd 2 a 3 jsme zakoupili od firmy Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA), fragment 1 nebyl komeréné dostupny, proto byl nasyntetizovan. Protokol

chemické syntézy je uveden v priloze €. 3.
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Obr. 9: Testované fragmenty 1-3 vychazejici z molekuly donepezilu

Pfed provedenim farmakokinetické studie musela byt vyvinuta a plné validovana
analyticka metoda pro kvantitativni stanoveni donepezilu a jeho tfi fragmenta v plazmé
a mozku. Zakladnim poZadavkem na metodu bylo dosaZeni dostatecné citlivosti
(LLOQ = 0,5 ng/ml) pro vSechny c¢tyfi latky a jejich stanoveni v jedné analyze. Navriené
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 vyuzitim interni kalibrace)
zajistilo dostate¢nou selektivitu metody v obou materidlech bez nutnosti provadét
fragmentaci molekuly, kterd v nasem pfripadé byla spojena poklesem intenzity signalu.
Analyty jsme stanovovali jako molekulové ionty [M+H]* v SIM modu (selektivni zaznam
iontd). Vyuziti SIM modu oproti klasickému Full-MS modu (zdznamu celého spektra) prinasi
vyhodu predevsim ve zvyseni citlivosti metody. JelikozZ se jednd o dllezity analyticky prvek,
ktery v nasem pfripadé znamenal nékolikandasobné zvyseni citlivosti stanoveni predevsim

u fragmentu 3, nasleduje popis principidlniho rozdilu mezi skenovacimi médy Full-MS a SIM

v systému Orbitrap.
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Ve skenovacim mddu Full-MS jsou zaznamenavany vsechny ionty v definovaném
rozsahu m/z. Kvadrupdl v tomto rezimu vystupuje jako hmotnostni filtr s Sirokym zabérem,
ktery do C-Trapu (iontova past slouzici pro zachyceni iontl a jejich naslednou ejekci do
orbitrapu) pousti pouze ionty vuréitém hmotnostnim rozmezi. Tento pfistup tedy
umoznuje detekci vSech ionizovanych latek, coz ma predevSim vyznam v kvantitativni
i kvalitativni analyze vétsiho poctu analytll, a zdroven tento méd umoZzniuje retrospektivni
hodnoceni dat. Jedna se o viibec nejpouzivanéjsi skenovaci mod, ktery je vhodny pro
vétsinu aplikaci (Kaufman, A. et al, 2018). Oproti tomu v SIM modu se kvadrupdl nastavuje
pro konkrétni hodnotu m/z (Sife okna je 0,4 Da), kde ionty jsou po pruletu zachycovany
v C-Trapu. Maximélni akumulovatelnd kapacita C-Trapu je omezend — pfiblizné 3x10°
nabitych ¢astic (Perry, R.H. et al, 2008). Avsak béhem ionizace vznika radové vétsi mnozstvi
iontd, proto se do C-Trapu v ¢asovém pulzu pousti jen jejich mald ¢ast. V pripadé SIM modu
kvadrupdl znacné redukuje mnoistvi propusténych iontli — je omezen pouze na uzké
izola¢ni okno. To ndm umozniuje nastavit delsi ¢asovy segment (ion injection time) pro
akumulaci iontll — C-Trap se plni predevsim ionty, které nds zajimaji. Jelikoz ¢asové
nejnarocnéjsi ¢ast jednoho méficiho cyklu pripada na samotnou detekci iontd v orbitrapu
(ptiblizné 280 ms pfi rozliSeni R = 70 000), C-Trap ma dostate¢né dlouhou dobu se naplnit
do maximalni kapacity i u nizkého poctu generovanych iontl (nizkych koncentraci analytl),
a tim znacné navysit citlivost stanoveni (Strupid, K. et al, 2016). Urcitym uskalim SIM modu,
na které je nutné myslet, je technicky ,nedostatek” kvadrupdlu, ktery by mél optimalné
propoustét nastavenou m/z *+ 0,2 Da (redlné vsak m/z + 0,4 Da). Tim vznika prostor, aby se
pres kvadrupdl dostaly i jiné molekuly (napt. z matrice), které posléze naplniuji C-Trap spolu
s analytem. Aby bylo dosazeno maximalni citlivosti v SIM modu a jeho vyuzZiti mélo
analyticky smysl, je nutné tyto balastni ionty redukovat — pokud pochazeji z matrice napf.
na urovni Upravy biologickych vzorkd nebo chromatografické separace. Vysledné nastaveni
SIM modu pfi rozli$eni R = 70 000 bylo: maximalni naplnéni C-Trapu 2 x 10° nabitych &astic,
a maximalni ¢asovy limit jeho plnéni 210 ms.

Vradmci vyvoje chromatografické metody byly testovany dvé UHPLC kolony
s odliSnou stacionarni fazi — Luna Omega 1,6 um Polar C18 (50 x 2,1 mm ID; Phenomenex,

Torrace, USA) a Biphenyl 1,9 um (50 x 2,1 mm ID; Phenomenex, Torrace, USA). S kolonou

Luna C18 bylo dosaZeno lepsiho tvaru pikd, byt separace jednotlivych latek nebyla Uplna.
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Nicméné z pohledu nastavené hmotnostné spektrometrické analyzy Uplnd separace nebyla

nutna.

Vyvoj extrakéni metody i vtomto pfipadé postupoval od nejjednodussiho pfistupu
— proteinové precipitace (ACN, MeOH a jejich kombinace). Tato Uprava vzorku vsak byla
zavrzena kvuli nizké citlivosti a vyraznéjSim matricovym efektim. Nasledné byla testovana
LLE do rGznych organickych rozpoustédel a jejich smési s/bez Upravy pH. Vyslednym
extrakénim postupem byla LLE pomoci metylu tert-butyl éteru (MTBE) s Upravou pH, coz
bylo pfijatelnym kompromisem ve vytéznosti jednotlivych latek. Napf. nizkd (ale
opakovatelnd) vytéZznost fragmentu 1 z plazmy (cca 35 %) a mozku (cca 21 %) byla
akceptovatelna, a to predevSim diky dostatecné intenzité signdlu pfi hmotnostné
spektrometrické detekci, kterd umoznovala spolehlivou kvantifikaci i pfi ndsobné nizsich
koncentracich latky. Z palety testovanych vnitfnich standardd jsme, s ohledem na linearitu
metody a matricové efekty v obou biologickych materidlech (plazma, mozek), vybrali

sufentanil-ds jako nejvhodnéjsi IS pro vSechny Ctyri analyty.

Validaci analytické metody jsme provedli dle doporuéeni 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
valida¢nich méreni u obou typl biologického materidlu byly v podstaté totozné. Jediny
vyznamny rozdil byl ve vytéZznosti analyt(, kde bylo ve vSech ¢tyrech pripadech dosazeno
vyrazné nizSich (ale opakovatelnych) vytéznosti ze vzorkl mozku. Kompletni prehled
validacnich tabulek, véetné informaci o reprodukovatelnosti kalibracnich zavislosti, je

uveden v pfiloze €. 3.

Z namérené farmakokinetické studie byl ziskan koncentraéni profil a nasledné byly
dopocitany farmakokinetické parametry donepezilu a jeho tfi fragmentl v plazmé
a mozku — detailni informace jsou uvedeny v pfiloze €. 3. Fyzikdlné-chemické vlastnosti
donepezilu a jeho tfi fragmentl 1, 2 a 3 splfiovaly Lipinského i Pajouheshova kritéria pro
teoreticky prestup molekul pres HEB (Tab. 3) — na tomto zakladé jsme mohli ocekavat

alespon méfitelné koncentrace analytll v mozkové tkani.
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Parametr Donepezil Fragment Fragment Fragment ) Lipi.nskéhf) . 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 polarni povrchova plocha molekuly

Tab. 3: Fyzikdlné chemické vlastnosti donepezilu a fragmentl 1-3; teoretické limity
pfislusnych kritérii (Cervené vyznacCeny nevyhovujici parametry dle Pajouheshovych kritérii)

Donepezil dosahl svoji maximalni plazmatické koncentrace Cmax = 48,74 ng/ml
v ¢ase 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 mire, nez by mohlo odpovidat pouhé pasivni difuzi. Na existenci
aktivniho transportu lze usuzovat i z poméru ploch pod kfivkou mozku a plazmy
(Kp = AUCmozek/AUCpiazma), ktery ¢ini 2,35. Tento nalez je oekavany, fada publikaci uvadi
podobné vysledky (Geerts, H. et al, 2005; Kim, M.H. et al, 2010). Kim M. H. se svymi kolegy
(Kim, M.H. et al, 2010) prokazali, Ze aktivni transport donepezilu prfes HEB je
zprostredkovan 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 oCekavali alespori ¢astecny prestup do
mozku. Pfedpoklad se v nasi studii potvrdil (Kp = 0,49). Fragment 3 velmi rychle prostupuje
do mozku, kde dosahuje své maximalni koncentrace presné ve stejny cas 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 vV mozku dosahuje hodnot pouze 3,48 ng/mg
(ve srovnani's plazmou kde Cmax = 51,31 ng/ml). ProtoZe molekula fragmentu 2 splfiuje vyse
jmenovana fyzikalné-chemicka kritéria pro pasivni difuzi, predpokladame, Zze zde musi
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existovat efektivni efluxni mechanismus, ktery molekuldam fragmentu 2 neumoini

prostoupit pres HEB.

Naproti tomu farmakokineticky profil fragmentu 1 (1-benzyl-4-methylpiperidin),
ktery ma podobnou molekulovou hmotnost jako fragment 3 a také spliiuje veskera
fyzikalné-chemicka kritéria pro prestup pres HEB, vykazuje pfitomnost aktivniho a/nebo
prenase¢em zprostfedkovaného (carrier-mediated) transportu do mozku (Kp = 1,76).
Fragment 1, podobné jako donepezil, dosahuje vy$si maximalni koncentrace v mozku

(Cmax = 48,51 ng/mg) v porovnani s plazmou (Cmax = 20,98 ng/ml).

Na zakladé porovnani Kp parametru vsech tfi fragmentld a donepezilu mizeme
konstatovat, Ze 1-benzyl-piperidinovd skupina ve strukture donepezilu (reprezentovan
fragmentem 1) mUzZe byt zodpovédna za aktivni transport molekuly pres HEB. Tento zavér
mlZeme podpofit i vysledky znaSi predchazejici studie, kterd se zabyvala
farmakokinetickym profilem latek PC-37 a PC-48 (pfiloha €. 2). Obé tyto latky, vzniklé
spojenim molekuly donepezilu a 7-methoxytakrinu (7-MEQOTA), obsahuiji ve své strukture
isostericky benzylpiperazin (Obr. 10). 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. Naopak 7-MEOTA prostupuje do mozku jen ve
velmi omezené mite (Kp = 0,1; nepublikovana experimentdlni data), coz je znacny rozdil ve
srovnani s takrinem, jehoZz koncentrace v mozku trojndsobné prevysuji koncentrace
v plazmé (Baldwin, H.A. et al, 1991). V konecném dusledku pripojeni substituovaného
benzylpiperazinu k molekule 7-MEQOTA je spojeno nejen se zvySenim inhibi¢ni aktivity vaci
AChE a BChE a sniZzenim agregace amyloidu beta (Kordbecny, J. et al, 2014; Sepsova, V. et
al, 2015), ale také umoZniuje aktivni transport celé molekuly prfes HEB. Fragment 1
(1-benzyl-4-methylpiperidin) proto miZeme povaZovat za zajimavou strukturu v syntéze

novych centrdlné plsobicich Iéciv proti AD.
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Obr. 10: Schématické znazornéni struktury PC latek

4.2.3 Dosazeni cilu

Vyvinuli jsme citlivou a rychlou LC-HRMS metodu pro stanoveni donepezilu
a jeho tfi fragment( v plazmé a mozkovém homogenatu potkana. Provedli
jsme plnou validaci dle aktualnich doporuéeni pro oba typy matrice — ve
vSech parametrech jsme splnili ptislusna kritéria.

Metodu jsme aplikovali ve farmakokinetické studii, popsali jsme chovani
studovanych latek v organismu a identifikovali ¢ast molekuly donepezilu

zodpovédnou za aktivni transport pres HEB.
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4.3 ANALYTICKA METODA PRO STANOVENIi 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 r{izné substituované molekuly takrinu a aminokyseliny L-tryptofanu (L-Trp)
(pFiloha €. 4). Latky S-K1025 a S-K1026 jsou odvozeny od 7-methoxytakrinu (7-MEOTA),
analogu takrinu s vyznamné redukovanou toxicitou (Soukup, O. et al, 2013). S molekulou
L-Trp je 7-MEQOTA spojena prostiednictvim alkylového mUstku (tzv. ,linkeru”), jehoz odlisna
délka tvofi jediny strukturni rozdil mezi S-K1025 (n = 3) a S-K1026 (n = 4) (Obr. 11). Rozdil
jediného metylenu v alkylovém mastku vyrazné ovlivnil specifitu latek vici AChE a BChE -
zatimco S-K1025 je vici obéma enzymlm nespecifickd, S-K1026 inhibuje prevaziné BChE

(pFiloha ¢. 4).

HiC,  7-MEOTA L-Tryptofan
NH, ’ N
NH-» +
OH
Nx

inhibice chollnesteraz H inhibice AP agregace
Ko N I Ry
i H3C\ \ \
! (8] H Y
: | /
! | \
1 i |
| NH, ' |
| f
i Nx /
1
]

S-K1025 (n=3)
S-K1026 (n=4)

Obr. 11: Schématické zobrazeni struktury S-K latek
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L-Trp, aromatickd esencidlni aminokyselina, je prekurzorem serotoninu, ktery je
vyznamnym neurotransmiterem. Rada studii prokdzala, Ze tryptofan hraje ddleZitou roli
v patogenezi AD. Napf. u pacientl s AD byla prokdzana spojitost mezi snizenym pfijmem
L-Trp a snizenou schopnosti uceni a paméti (Porter, R.J. et al, 2000), v dalsi studii byla
prokdzana schopnost vyznamné redukovat agregaci a intraneurondlni akumulaci AP
(Jenkins, T.A. et al, 2010). Pfitomnost L-Trp v syntetizovanych molekuldch S-K1025
a S-K1026 je zodpovédna za inhibici agregace ABax (pfiblizné o 50 %), zatimco 7-MEOTA
tuto schopnost postrada (pfiloha €. 4). DalSim vyznamnym benefitem tryptofanu je
schopnost snizovat tvorbu oxidu dusnatého prostiednictvim inhibice enzymu NOS (NO-
syntaza), jehoz nadprodukce je spojena s patogenezi AD — obé latky inhibuji aktivitu NOS

(na drovni ICso) v mikromolarnich koncentracich (ptiloha €. 4).

4.3.1 Cil prace

S-K1025 a S-K1026 jsou experimentalni latky se zajimavym farmakodynamickym
profilem a nizkou toxicitou. Proto byly vybrany jako kandidatni latky pro bioanalytické
hodnoceni. Primarnim cilem bylo popsat chovani latek v organismu — k naplnéni tohoto cile

bylo nutné:

. Vyvinou a validovat kvantitativni metodu pro stanoveni S-K1025 a S-K1026
v plazmé a mozku potkan(

1. Provést in vitro a in vivo metabolické experimenty a identifikovat vznikajici
metabolity

1. Aplikovat vyvinuté bioanalytické metody do studia farmakokinetiky

a metabolismu. Zhodnotit schopnost latek prestupovat do mozku.

4.3.2 Komentar k publikované praci

S-K1025 a S-K1026 dle svych fyzikalné-chemickych vlastnosti spliuji Lipinského
»pravidlo péti“ - z pohledu téchto kritérii Ize oéekavat pasivni difuzi pres HEB. Nicméné dle
aktudlnéjsich kritérii (Pajouheshova kritéria) obé latky nevyhovuji hned ve Cctyrech
parametrech ze Sesti sledovanych (Tab. 4) — na zakladé téchto parametrd 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
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permeabilitu latek pres arteficidlni membranu (pfiloha €. 4). Omezena schopnost pasivni
difuze pres HEB vSak tyto latky automaticky nezarazuje do kategorie nevhodnych
kandidat(. Pro centralné pUlsobici latku je mnohem dulezitéjsi schopnost aktivniho
transportu pres HEB, ktery by zajistil dostate¢né koncentrace v mozku. L-Trp se do mozku
dostava prostiednictvim aktivniho transportu pomoci tzv. L1 systému (Leucin-preferujici
prenasece), ktery je nejvyznamnéjsi z pohledu objemu transportovaného tryptofanu
(Hawkins, R.A. et al, 2006). Proto v dlsledku pfitomnosti L-Trp v molekule S-K1025

a S-K1026 Ize predpokladat, Ze obé latky budou aktivné prestupovat pres HEB.

Parametr $-K1025  S-K1026 ,,Pt:fi':;';é:; . Paj‘l’(:':t'e‘?::;°"a
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
(¢ervené vyznaceny nevyhovujici parametry dle Pajouheshovych kritérii)

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

farmakokinetického experimentu je uveden v priloze ¢. 5.

Pred provedenim farmakokinetické studie bylo nutné zavést a validovat dostate¢né
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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Vzhledem k aplikovanému mnoizstvi latek (65,32 mg/kg u S-K1025; 42,27 mg/kg
u S-K1026) jsme ocekavali relativné wvyssi plazmatické koncentrace v porovnani
s predchazejicimi farmakokinetickymi experimenty (PC latky nebo fragmenty donepezilu).
Zvoleny limit kvantifikace 1 ng/ml byl proto pro potieby studie dostacujici. Prvotni
testovani Cistych standard( latek S-K1025 a S-K1026 ukazalo, Ze obé latky vzhledem
k pfitomnosti péti atom0 dusiku v molekule dobfe ionizuji a poskytuji intenzivni signdl i pfi
této koncentraci. Ztéchto dlvodld jsme neocekdavali problémy s citlivosti. Nasledné
testovani blankovych vzork( na specificitu stanoveni neprokdazalo zadny interferencni vliv
slozek matrice — S-K1025 a S-K1026 mohly byt méreny jako [M+H]* ionty bez nutnosti
fragmentace molekuly. Z vySe uvedenych ddvodl byl zvolen skenovaci méd Full-MS se
zaznamem vsech iontl vrozsahu 125-650 m/z, srozliSenim R = 70000, a vyuZitim
polysiloxanu jako ,lock-mass” pro dosazeni spravnosti uré¢eni m/z <2 ppm. Vyhoda pouZziti
skenovaciho modu Full-MS spocivd predevsim v ziskani kompletniho zaznamu vsech
analyzovanych iontl ve zvoleném rozsahu. To ndam umoznuje 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 vtestovani rdznych  typd
chromatografickych kolon (C18, fenyl-hexyl, pentafluorofenyl, bifenyl), slozeni mobilni
faze, pratokové 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, Torrace, USA). Detailni popis
chromatografické metody a vysledné nastaveni hmotnostniho spektrometru je uveden

v pFiloze €. 5.

Optimalizace extrakéni metody je dullezitd nejenom pro dosaZzeni pozadované
citlivosti, reprodukovatelnosti a eliminaci matricovych efektd, ale také je nutné zvazit
ekonomickou i éasovou ndro¢nost metody, nebo spektrum extrahovatelnych analytd. Diky
dostatecné analytické citlivosti a pro plné vyuziti skenovaciho modu Full-MS byla vybrana
a optimalizovana proteinova precipitace (PP) pomoci metanolu, ktery obsahoval celkem 10
potencidlnich vnitfnich standardd. Tak byl v rdmci valida¢niho procesu vybran nejvhodné;jsi
vnitfni standard pro oba analyty, predevsim z pohledu linearity kalibracni zavislosti

a matricovych efektd.
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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(h mozku byla
provedena pouze c¢dastecnd validace — byla hodnocena vytéZnost, matricové efekty
a linearita. VSechny hodnocené parametry splnily stanovena kritéria, viz pfiloha €. 5.
Validovand metoda byla vyuZita pro naméreni farmakokinetické studie, byl ziskdn

koncentracni profil obou latek a vypocitany jejich zakladni farmakokinetické parametry.

S-K1025 dosahla pfiblizné o tretinu vys$si maximalni plazmatické koncentrace
(Cmax = 409,14 ng/ml) nez S-K1026 (Cmax = 306,15 ng/ml). Tento rozdil byl oéekavatelny
vzhledem k vyssi aplikované davce S-K1025. Obé latky jsou charakterizovany velmi vysokym
zdanlivym distribuénim objemem (V4 = 630,98 I/kg pro S-K1025, V4 = 419,41 |/kg pro
S-K1026). Ten mUzZeme vysvétlit budto relativné vysokym logP obou latek (viz 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( mozk( bylo prokazano, ze latky S-K1025 ani S-K1026 neprostupuiji
pres HEB. V Zzadném z odebranych vzorki mozku nebyly latky detekovany ani ve stopovém
mnozstvi, pficemz limit detekce odpovidal 0,2 ng/ml pro S-K1025, a 0,1 ng/ml pro S-K1026.
PUvodni predpoklad zaloZzeny na moznosti aktivniho transportu latek diky pfitomnosti L-Trp
v molekule prostfednictvim L1 transportniho systému nebyl potvrzen. Vyvstava zde hned
nékolik moznych vysvétleni: I. z pohledu fyzikalné-chemickych vlastnosti obé latky nesplnuji
prislusné teoretické atributy (Pajouhesh, H. et al, 2005), Il. latky s topologickou polarni
povrchovou plochou molekuly vét$i nez 70 A2 a s vice nez dvéma donorovymi vodikovymi
vazbami jsou daleko castéji rozpoznavany P-glykoproteinem (Hitchcock, S.A., 2012),
Ill. karboxyesterazy pritomné v HEB a mozku mohou hydrolyzovat amidovou funkéni
skupinu (Satoh, T. et al, 2006; Jones, R.D. et al, 2013), kterd 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 podléhd hydrolyze za vzniku metabolitu M1
(Obr. 12). Diky retrospektivnimu vyhodnoceni dat z namérené farmakokinetické studie
plazmy a mozku bylo prokazano, ze M1 metabolit je schopen zfejmé pasivnim transportem
prestupovat pres HEB — v 60. minuté koncentrace M1 v mozkovém homogenatu dosahuje

30-50 % jeho plazmatické koncentrace.
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Obr. 12: Metabolit M1

Uplnd neschopnost S-K1025 i S-K1026 prestupovat pres HEB je s velkou
karboxyesteraz. Nicméné existuji sofistikované strategie, jak tento problém prekonat.
Jednou z nich je vyuZiti technologii nanocastic, které umoZnuji navazani latek na jejich
povrch nebo jadro snaslednym zacilenim na urcity typ buniky nebo intracelularni
transportnich nanocastic v 1é¢bé Alzheimerovy demence (Martin-Rapun, R. et al, 2017; Li,

Y. et al, 2018).

Identifikace a popsani metabolitd S-K1025 a S-K1026 v podminkach in vitro/vivo
byla dalsi soucast této prace. Pro jejich spolehlivou identifikaci bylo nutné plné porozumét
hmotnostné-spektrometrickému chovani (predevsim fragmentacnimu) obou parentnich
latek. Analyzou Cistych standardl pomoci LC-HRMS jsme ziskali potfebna data
z fragmentacnich analyz. K hodnoceni a popisu vsech struktur/fragmentd byly pouZzity
programy ChemcCalc (Patiny, L. et al, 2013) a ACD/ChemSketch (v 14.01, Advanced

Chemistry Development, Inc.).

In vitro metabolické experimenty byly svym provedenim velmi podobné
metabolickému profilovani PC latek — inkubacni protokol a podminky chromatografické
separace byly prevzaty z nasi predchdzejici prace (pfiloha €. 2). Kompletni metabolicka
analyza byla provedena na hmotnostnim spektrometru s vysokym rozliSenim Q-Exactive
Focus. Screening neznamych metabolitd byl proveden ve dvou fazich. V prvni obecné jsme
provedli necilenou analyzu vzork( s vyuZitim skenovaciho médu Full-MS/AIF (AIF, All lon

Fragmentation), ktery kombinoval zdznam celého spektra [M+H]* iontli se zdznamem
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fragmentacniho spektra vzniklého kolizi viech dostupnych iontl. Na zadkladé presného
uréeni m/z analytll, jejich izotopovych obalek a generovanych fragmentl byl sestaven
seznam potencialnich metabolitli. Protoze fragmentacni spektrum ziskané ze skenovaciho
modu AIF neumoZiiovalo jednoznacné pfifadit vzniklé fragmenty jednotlivym metabolitlim,
byli jednotlivi kandidati analyzovani individualné. Faze dvé proto spocivala v provedeni
analyz v tzv. PRM médu (Parallel Reaction Monitoring), ktery umoznil ziskat celé
fragmentacéni spektrum latky o definovaném m/z, a tim jednoznacné urcit o jaky typ
metabolitu se jednd. Detailni nastaveni jednotlivych skenovacich mdédd je uvedeno

v priloze ¢. 5.

U obou latek se vin vitro experimentu s lidskymi jaternimi mikrozomy podafilo
identifikovat celkem 13 metabolitld prvni faze. Shodny pocet i typ identickych metabolit(i
muzZe byt vysvétlen vysokou podobnosti obou latek, které se liSi pouze v délce alkylového
spojovaciho retézce (linkeru). Pro ndzornost je na Obr. 13 uveden schématicky pfehled

vSech in vitro metabolitd latky S-K1025, poradi metabolitd je dano jejich retenénimi casy.

Nejvice zastoupenym metabolitem v chromatografickém zdznamu je M1 (tvofi
priblizné 70 % celkového souctu plochy pikli vSech metabolitd), ktery vznika enzymatickou
hydrolyzou amidové vazby mezi spojovacim fetézcem a tryptofanem. Neenzymatické
Stépeni molekuly je mélo pravdépodobné, protoze u kontrolnich inkubacnich vzorkd byl M1
nalezen jen ve stopovém mnozZstvi. Obecné k dominantnimu zastoupeni M1 pfispiva
i skutecnost, Ze i ostatni metabolity mohou byt cilem enzymatické hydrolyzy
a metabolizovat se na M1. Také vin vivo podminkdch je M1 jednoznacné 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 fetézcem a O-demetylaci (M3) nebo hydrolyze
s naslednou hydroxylaci (M2). Je pravdépodobné, Ze hydroxylace v misté nasyceného cyklu
probihd az po hydrolyze molekuly, protoZe 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 rlizné metabolity
se stejnym cCiselnym oznacenim, které odpovidaji hydroxylaci v oblasti benzenového jadra

tryptofanu. Jejich rozliseni bylo mozné pouze na zakladé rozdilnych retencnich ¢as(. Déle
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se nam podafilo identifikovat metabolity odpovidajici O-demetylaci (M8), N-oxidaci (M10),
oxidativni deaminaci (M12) a oxidativni deaminacis hydroxylaci (M11). Detailni popis vSech

metabolitl obou latek, véetné popisu diagnostickych fragmentt je uveden v pfiloze €. 5.

Na zakladé vysledk( in vitro metabolického experimentu jsme v moci potkan(
prokazali 7 metabolitl latky S-K1025 a 9 metabolitd S-K1026. Dominantni nélez tvofil M1
metabolit, ktery v zastoupeni predcil rozdilem fadd ostatni metabolity i parentni [atku.
Hydrolyza amidové vazby mezi tryptofanem a spojovacim retézcem je tedy hlavni cestou

metabolizace a nasledné eliminace latek S-K1025 a S-K1026.
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Obr. 13: Metabolity S-K1025 identifikované v in vitro experimentu s jaternimi mikrozomy
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4.3.3 Dosazeni cilu

Vyvinuli jsme citlivou LC-HRMS metodu pro kvantitativni stanoveni S-K1025
a S-K1026 v plazmé a mozku potkana. Metodu jsme Uspésné validovali dle
aktuadlnich doporuceni — vSechny hodnocené parametry splnily pfislusna
kritéria.

Provedli jsme metabolické experimenty v in vitro podminkach s vyuZzitim
lidskych jaternich mikrozomu, kde jsme u obou latek identifikovali celkem
13 metabolitd. Vin vivo experimentu jsme v moci potkanl prokazali
7 z 13 popsanych metabolitl latky S-K1025 a 9 z 13 u S-K1026.

Vyvinutou bioanalytickou metodu jsme aplikovali ve studii na laboratornich

zvitatech. Popsali jsme farmakokinetické parametry obou studovanych latek

vrve
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5 ZAVER

V predklddané disertacni praci je vteoretické ¢asti vénovana pozornost
Alzheimerové demenci (AD), soucCasné a nové strategii |écby AD, kapalinové
chromatografii, hmotnostni spektrometrii, validaci metod a farmakokinetice.
Experimentdlni ¢ast prace je vénovana dvéma tématim: I. bioanalytické mu hodnoceni ¢tyr
novych kandidatnich |éCiv proti AD, a Il. vlivu struktury donepezilu a jeho strukturdlnich
Casti na transport pres hematoencefalickou bariéru (HEB). K ziskdni spolehlivych
kvantitativnich vysledkl pro farmakokinetické vypocty byly vyvinuty a validovany nové
metody. Jednotlivé kandidatni latky byly hodnoceny na zdkladé stanovenych
farmakokinetickych parametr(i 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 jedina chemicka entita mlze
zasahnout nékolik farmakologickych cilG soucasné. Jedna se o dualni inhibitory, které jsou
schopné inhibovat aktivitu obou cholinesteraz (AChE i BChE) a zdroven inhibovat agregaci
amyloidu beta. U vSech ¢tyfech latek byla prokdzana vysoka ucinnost a nizka toxicita, proto
byly tyto latky zarazeny do preklinického bioanalytického hodnoceni. Znalost
farmakokinetickych parametr(i, zhodnoceni rozsahu akumulace v mozku, a popisu
metabolizace umoZnuje racionalizovat postupy dalSiho smérovani ve vyvoji léciv
s centrdlnim udcinkem. 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-MEOTA),
ke které byla pripojena ¢ast molekuly donepezilu (PC-37 a PC-48) nebo tryptofan (S-K1025
a S-K1026). | kdyz PC a S-K latky jsou si svym farmakodynamickym profilem podobné, jejich
chovani v organismu je znacné odliSné — predevsim v prostupu pies HEB a schopnosti
akumulace v mozku. Pokud bychom hodnotili vztah mezi strukturou latky a schopnosti
prochazet pres HEB, je vhodné zohlednit teoretické predpoklady vychazejici z fyzikalné-
chemickych vlastnosti danych latek (napf. Pajouheshova kritéria). Jedina PC-37 tato kritéria
spliiovala ve vSech parametrech, PC-48 spliiovala Ctyfi ze Sesti, S-K1025 a S-K1026

vyhovovaly pouze ve dvou ze Sesti. Nicméné na zakladé teoretickych kritérii nelze
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kandidatni latky automaticky prijmout/vyfadit. Schopnost dosdhnout/nedosahnout
mozkové tkané je nutné vidy experimentalné ovéfit. In vivo experimenty prokazaly, Ze obé
PC Iatky byly schopné pronikat pfes HEB a akumulovat se v mozku, S-K latky se do tohoto

organu nedostaly ani ve stopovém mnoZstuvi.

Samotny 7-MEOTA pronikd do mozku jen v omezené mife (Kp =0,1). Proto mizeme
predpokladat, pokud latka aktivné prostupuje pres HEB, je za tento proces zodpovédna
druhd &ast hybridni molekuly — v pfipadé PC latek se jedna o substituovany benzylpiperazin
pochdzejici z molekuly donepezilu. Prestoze se v syntéze novych AD léciv vyuZivaji rlizné
Casti donepezilu, v literatufe dosud nebylo popsdno, kterd ¢ast molekuly je zodpovédnad za
jeho aktivni transport. Z tohoto dlvodu byla provedena in vivo studie, ve které byla tato
hypotéza experimentdlné ovérena. Ve vysledku, pokud je k molekule 7-MEOTA pfipojena
benzylpiperazinova skupina, hybridni molekuly PC-37 a PC-48 jsou aktivné transportovany
pres HEB, a to i pfes to, Ze PC-48 nespliuje viechna teoretickd (Pajouheshova) kritéria.
Benzylpiperazin vSak neni pouhym prostfedkem k transportu, ale pfipojenim k 7-MEOTA se
radové zvysuje inhibi¢ni aktivita celé molekuly vi¢i AChE/BChE a zaroven dochazi k inhibici
agregace AB. Z téchto divodl miZeme benzylpiperazin povazovat za zajimavou strukturu

v syntéze novych centralné plsobicich AD latek.

V pripadé S-K latek je k molekule 7-MEQOTA pfipojena aminokyselina tryptofan. Toto
spojeni také vede ke zvyseni inhibi¢ni aktivity viici cholinesterazam a k inhibici agregace AP.
Pfitomnost tryptofanu v molekule byla predpokladem pro zprostfedkovani transportu pres
HEB. Nicméné dle vysledkd z in vivo experimentl jsme mohli aktivni transport i pasivni
difuzi obou S-K latek zcela vyloucit. Diky metabolickym experimentim bylo prokazano, ze
slabinou molekuly je spojeni 7-MEOTA a tryptofanu prostiednictvim amidové vazby, ktera

velmi snadno podléha enzymatické hydrolyze.

Popsali jsme chovani ¢tyf novych potencidlnich |é¢iv AD v organismu, vztah mezi
jejich strukturou a transportem pres HEB, a identifikovali pfi¢inu schopnosti/neschopnosti
téchto latek prostupovat do mozku. | kdyz nadéjni kandidati PC-37 a PC-48 neprosli do faze
klinického hodnoceni (predevsim z dlivodd nizké aktivity ve srovnani s jinymi latkami),
a S-K1025 i S-K1026 byly vyfazeny 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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