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ABSTRAKT
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Néazev diplomové prace: Sledovani zakladnich parametri farmakokinetiky inhibitora
acetylcholinesterasy uzivanych v terapii Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba je progresivni a ireversibilni neurodegenerativni onemocnéni,
pln¢ pochopena. Lécba této nemoci je prozatim symptomaticka a je reprezentovana inhibitory
acetylcholinesterasy a memantinem. Zvlast¢ inhibitorim acetylcholinesterasy a jejich
derivatim je vénovana velka pozornost. Mezi zdkladni a obménované struktury patii takrin a
7-MEOTA. Pravé tyto dvé molekuly byly pouZity jako referen¢ni, se kterymi byly porovnavany

nové syntetizované derivaty inhibitort acetylcholinesterasy KB-36 a KB-38.

Sledovany byly zmény koncentraci latek v plazmé a mozkové tkéni. In vivo studie byla
provadéna na potkanech. Zviratim byly intramuskularné aplikovany ekvimolarni davky
prislusnych inhibitort. Vzorky plazmy a mozkové tkané byly hodnoceny pomoci HPLC. Cilem

bylo zjistit redlné hladiny inhibitori acetylcholinesterasy v obou kompartmentech.

Vysledky analyzy ukazaly lepsi prostupnost takrinu do mozkové tkan¢€ v porovnani se
7-MEOTOU. Maximalni koncentrace takrinu v mozku, 18.86 ng/ml, bylo dosazeno ve 30.
minuté. Maximalni koncentrace 7-MEOTY v mozku byla 14,17 ng/ml a dosazeno ji bylo v 15.
minuté. Nové derivaty KB-36 a KB-38 do mozku prostoupily v pouze zanedbatelném mnoZzstvi,

které pravdépodobné¢ nebudou mit vliv na symptomy Alzheimerovy choroby.



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Control of Pharmaceuticals
Student: Markéta Krejciova

Supervisor: Prof. PharmDr. Martin Dolezal, Ph.D.

Supervisor specialist: Mjr. PharmDr. Jana Zd’arova Karasova, Ph.D.
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acetylcholinesterase inhibitors used in the treatment of Alzheimer’s disease

Alzheimer’s disease is a progressive irreversible neurodegenerative disorder that is
globally associated with the most frequent cause of dementia. The pathophysiology of this
illness is not fully understood yet. The commonly used treatment is still symptomatic, based on
IAChE and memantine. Great attention is paid particularly to IAChEs and their derivatives,
which arise from the basic structure of tacrine and 7-MEOTA. These two molecules were used

as a reference for comparison with newly synthetized IAChE derivatives KB-36 and KB-38.

Changes in plasma and brain tissue concentration levels were studied. The in vivo study
was performed on rats (male, tribe Wistar). Equimolar doses were administered
intramuscularly. Samples of plasma and brain tissue were evaluated by using HPLC techniques.
The main aim was to determine the real concentration levels of all IAChE in both

compartments.

Our results showed that tacrine had a better blood-brain barrier permeation than 7-
MEOTA. Maximal concentration of tacrine in brain tissue, 18.86 ng/ml, was achieved in the
30" minute. Maximal concentration of 7-MEOTA in brain tissue was 14.17 ng/ml and in was
achieved in the 15" minute. New derivatives, KB-36 and KB-38, did not achieved brain tissue
in therapeutic concentration order. Therefore it is unlikely that these new molecules could

relieve Alzheimer’s disease symptoms.
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Uvod

Alzheimerova choroba je nemoc, kdy dochazi k degenerativnim procesiim v mozkové
tkani. Tato neurodegenerace vede postupné k poskozeni vSech psychickych funkei.
Onemocnéni ma dopady nejenom na nemocného a na jeho ptibuzné, ale také na zdravotnictvi
a spolecnost jako celek. Soucasna medicina nedokéze 1&€it pfi¢inu onemocnéni, existuje pouze
symptomaticka 1écba. Lécbu tedy tvoii skupina inhibitorii acetylcholinesterasy a inhibitor
NMDA receptorti. Tyto latky dokaZzi prodlouzit dobu samostatnosti pacienta a oddalit tak 1écbu
a péci ve zdravotnickych zatizenich. Prvnim lé¢ivem na Alzheimerovu chorobu byl takrin.
Uveden na trh byl v roce 1993, ale kviili zna¢né hepatotoxicité byl z trhu zase stazen. Jeho
derivat 7-MEOTA mél také dobré inhibi¢ni vlastnosti, ale na trh se kvuli finan¢nim divodim
nedostal. Nyni se vyzkum pokousi nalézt molekuly odvozené od téchto dvou latek, kde je
nad¢je na ziskani novych molekul s obdobnou silou inhibice ov§em bez vaznych nezadoucich

ucinkd.

Cil

Cilem této studie bylo zjistit realné hladiny takrinu a 7-MEOTY v plazmé a mozkové
tkani po intramuskularnim podéani. Dosazend koncentrace téchto inhibitori acetylcholinesterasy
bude slouzit pro porovnani a ndslednému zhodnoceni s nové piipravenymi nadéjnymi inhibitory

acetylcholinesterasy.
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1. Teoreticka cast

1.1 Alzheimerova choroba

1.1.1 Patofyziologie

Alzheimerova choroba (AD) je pojmenovana po némeckém psychiatrovi a
neuropatologovi Aloisi Alzheimerovi. Jako prvni totiZ v roce 1907 popsal zdravotni stav 51leté
zeny, ktera trpéla poruchami paméti a psychiatrickymi obtizemi. Jeji mozkova tkan byla
podrobena biopsii a poslana na analyzu do Mnichova. K identifikaci senilnich plaki a
neurofibrilarnich uzlika byla pouzita Bielschowskyho metoda.[1] Tato metoda vyuziva jako
vizualiza¢ni médium stfibro. To je pouZito v roztoku jako stiibrna stl. Po jeji redukci v misté
postizené tkang je detekovano stiibro. [2] Spolu s Aloisem Alzheimerem spolupracoval i Emil
Kraepelin, taktéz némecky psychiatr. Emil Kraepelin je zodpovédny za zafazeni Alzheimerovy

choroby jako samostatné nosologické jednotky.[3]

Jedna se o demenci, pfi které dochazi k atrofii mozkové tkang, ztraté acetylcholinergnich
neurond, tvorbé plaki zptisobenych ukladanim B-amyloidu, dale dochazi k degeneraci tau
proteinu a vzniku neurofibrilarnich uzlikli. Vyskytuje se zde i sterilni zanét a vznik volnych
kyslikovych radikal.[4] Toto vSe zpusobuje typické projevy choroby. Bohuzel etiologie

Alzheimerovy choroby neni dosud znama.

Jeden z hlavnich patofyziologickych pochodii je tvorba senilnich plaki. Tyto plaky
vznikaji extraneuronalné, kdy dochazi k nahromadéni a uklddani B-amyloidu. B-amyloid je
peptid slozeny ze 40 nebo 42 aminokyselin a vznik4 z amyloidového prekursorového proteinu
(APP) [5]. Glykoprotein APP se nach4zi v membrané nervovych bunék. Sklada se z N-konce,
C-konce a transmembranové domény. APP je primarné $t€pen o a B-sekretasou a sekundarné
pak y-sekretasou. Pokud je APP $té€pen kombinaci a a y-sekretasy, vznika neamyloidogenni
produkt. Pokud je ovSem S$tépen B v ndvaznosti s y-sekretasou, produktem je jiz vySe zminény
B-amyloid.[6] B-amyloid se hromadi vn¢ buniky a vytvaii amyloidni plaky, které poSkozuji
buiiky mozku a jejich vzdjemnou komunikaci. Dochazi taktéz k aktivaci imunitnich pochodd,
ke vzniku zanétu a oxidacnich reakei. Bunky se timto procesem nenavratné poskozuji a dochazi

k jejich imrti.

Intraneuronalné vznikd tau protein. Jeho funkci je stabilizovat tubulinové jednotky
v mikrotubuly a vytvéret tak mikrotubuldrni sit’. Tato sit’ je dilezitd pro zachovani tvaru bunky

a slouzi rovnéz jako prostiednik pro axonalni pfenos. Tau protein také umoziiuje propojeni

3



mikrotubula s cytoskeletem a jinymi proteiny. Tento protein ma i negativni vlastnost a tou je
tvorba 1ézi poskozujici funkei neurond. Pti hyperfosforilaci u AD je tau protein velice nadchylny

k agregaci a tvorb¢ neurofibrilarnich uzlika. [7]

Sterilni zanét vznikajici v okoli B-amyloidnich plakt je zpiisoben cytokiny napi. TNF-
a, interleukiny a slozkami komplementu. Tyto procesy vedou k aktivaci mikroglii, které¢ zacnou
uvolnovat faktory toxické pro neurony. [8] Neaktivované mikroglie jsou umistény v nervovych
bunikach a maji funkci makrofagi a mohou byt povazovany také za gliové bunky - podplirné

buiiky neurond.

Makroskopicky je snadno pozorovatelna atrofie mozku. Jako prvni dochdzi k atrofii
sttedniho spankového laloku (zodpovidd za fe€, jejimu porozuméni a rovnéz porozuméni
psaného textu), konkrétné entorhindlni kliry zodpovédné za pamét’ a orientaci. V zacateCnich
stadiich se jiz také objevuje ztrata mozkové tkdné hippokampu (kratkodoba pamét’ a orientace),
amygdaly (pocitové stranka paméti - strach, radost z prozitki), parahippokampu (kratkodoba
pamét a prostorova orientace) a dale celého limbického systému (emoce, chovani, pamét’, Cich).

Postupné se atrofie rozsifuje na spankovy neokortex a na celou neokortikalni ¢ast. [9]

1.1.2 Priznaky a symptomy

Prvnim pacientem s ptiznaky Alzheimerovy choroby byla zena ve véku 51 let. V
listopadu roku 1901 byla diagnostikovana ve Frankfurtské nemocnici samotnym Aloisem
Alzheimerem. Jeji pfiznaky zahrnovaly zna¢nou ztratu paméti, objevovaly se u ni bludy a

halucinace. Pacientka podlehla onemocnéni v kvétnu roku 1906.

Naprosta vétSina pacientll s Alzheimerovou chorobou jsou pacienti v pokrocilém véku.
Je zde ale dulezité odlisit vlastni onemocnéni od fyziologického starnuti. Cim je totiz lidsky
mozek starsi, tim vét$i ¢ast mozku je atrofovana. Mira atrofie mozkové tkang je ale u pacienta

s Alzheimerovou chorobou 2.4krat vetsi nez u zdravé populace.[10]

AD ma nékolik stadii a existuje n€kolik typt tfidéni podle stavu pacienta. Tato prace
vychazi z déleni podle The Alzheimer’s Association. Tato asociace pouziva déleni na 7 stupiii
podle toho, jak se méni kognitivni schopnosti béhem onemocnéni. Je nutno upozornit na to, ze

tato choroba nema u vSech pacienti stejné vyjadiena stadia.



1. stadium - normalni funkce. Pacient ani vySetiujici 1ékaf nezaznamenava zadné

problémy s paméti.

2. stadium - velmi slaba kognitivni porucha. Stadium Casto zaménované za fyziologické
starnuti. Pacient miva vnitini pocit, Ze ma hor$i pamét. Okoli ale nezaznamenava Zadné

ptiznaky.

3. stddium - slaba kognitivni porucha. Okoli jiz zaznamenava problémy v podobé
snizeného soustfedéni, zapominani slov a jmen. Pacient pfenasi predméty na mista, kde nepatii

nebo je ztraci. Ma problémy s organizovanim a planovanim.

4. stadium - intermediélni kognitivni porucha. VSechny problémy s paméti, orientaci a

organizovanim jsou markantngjsi. Pfidavaji se 1 poruchy osobnosti a vlastniho chovani.

5. staddium - pokrocild kognitivni porucha. Pacienti zatazeni v tomto stddiu uz maji
problémy s dennimi ¢innostmi ale stravovani a vykonavani potieby stale zvladaji sami. Cast&ji
byvaji zmateni ohledné polohy a ¢asu. Zapominaji dilezité¢ informace jako adresu, telefonni

¢islo nebo kde studovali.

6. stadium - zadvazna kognitivni porucha. V tomto stadiu je uz potiebna denni péce se
vSemi dennimi ¢innostmi. Nemocny si sice stale pamatuje své jméno, ale jiZ zapomind, co
vSechno prozil. Rozpoznava znamé lidi kolem sebe, ale ma problémy si vzpomenout na jejich
jména. Miva problémy se spankem, udrzenim stolice a moci, povahové je spiSe podeziivavy,

impulzivni, nete¢ny a nevrly.

7. stadium - terminalni faze. Pacient v této kone¢né fazi potiebuje péci 24 hodin denné.
Prestava reagovat na své okoli, nezcastiiuje se konverzace, opakuje spise jen fraze nebo slova.
Objevuje se ztuhlost svali, kdy ma nemocny problémy se smichem, polykanim nebo s

koordinaci paZzi. Objevuji se také mimovolni pohyby. [11] Toto stddium kon¢i smrti.

1.1.3 Diagnostika

Jelikoz je AD nejcastéj$i demenci a jedna se tedy o zavaZzny celosvétovy problém, na
jeji diagnostiku je kladen znacny daraz. NejjednodusSim a pouze orientacnim testem je tzv.
MMSE (Mini Mental State Examination test). Pouziva se spiSe k monitoraci prubéhu
onemocnéni. Dokéze odlisit sttedné tézkou poruchu od stavu bez symptomil a je ukazatelem

zhorSovani stavu nemocného. Selhava pii diagnostice ranych stadii a v odliSeni od jinych typl
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demence nez je AD. Za demenci se povazuje bodové skore mensi nez 24 bodi z 30 moznych.
Test se slozen z n€kolika Casti a to: orientace, zapamatovani, pozornost a pocitani, vybavovani,
pojmenovani predmétu, opakovani, stupiiovany piikaz, ¢teni a plnéni piikazu a nakonec
obkreslovani. Jako alternativa pro piesnéjsi zjisténi ranych stadii demence slouzi MoCA test
(Montreal Cognitive Assessment). Je citlivéjsi pfi poruchach funkce Celniho laloku. Test se
skladé z prostorové orientace a zru¢nosti, pojmenovani zvitete, testu na pamét’, pozornost, fec,
abstrakci, pozdéjsi vybaveni slov a orientaci. Maximalni pocet boda je 30. Pro MCI (Mild
Cognitive Impairment) je bodovy vysledek mezi 25 a 19 body. Pii ziskdni mén¢ jak devatenacti

bodt se jedna o AD.

V ordinaci I¢kate se také vétSinou provadi jednoduchy test, kdy ma pacient nakreslit hodiny s
ocCislovanym cifernikem a zndzornit 11 hodin a 10 minut. Tento test se kombinuje spolu s

MMSE nebo MoCA testy a zhodnocenim dohromady se urcuje ptiblizna diagndza.

Jelikoz je u AD postizena primarné pamét nemocného, existuje spousta testll na
zapamatovani si slov a véci. V Duboisové testu péti slov si ma pacient zapamatovat slova:
muzeum, limondda, mravenec, cednik, kamion, ktera jsou napsana velkymi tiskacimi pismeny
na papite. Poté nésleduje souhrn otdzek tykajicich se téchto slov typu: Jaky je to napoj? Co je
to za dopravni prostfedek? atd. Po nékolika minutach se doktor pacienta ptd na slova, ktera si

mél zapamatovat.[12]

ey e

procesy v mozku jsou v chodu jiz nékolik let pfed objevenim se symptomu. V symptomatickém
stadiu je jiz na 1éCbu vétSinou pozde€. Diky pozitronové emisni tomografii (PET) a analyze

mozkomisniho moku (CSF) 1ze dnes AD diagnostikovat o mnoho dfive.

CSF je povazovana za idealni zdroj biomarkerti, protoze je v pifimém kontaktu
s extracelularnim prostorem a miize tak odrdzet zmény v biochemickych pochodech v mozku.
Mezi biomarkery patii f-amyloid 42, total-tau a fosforylovany tau protein. Touto metodou lze
odlisit AD, prodromalni faize AD a muze také odlisit AD od ostatnich typti demence. Odbér

CSF je velice senzitivni a specificka analyza.[13]

PET pouziva pro vizualizaci zobrazovaci latky. Ty mohou ukazat zmény v metabolismu
glukozy v mozku, rozdily na urovni neurotransmiterti, probihajici zanétlivé zmény nebo

agregaci proteint jako je ukladani pB-amyloidu. VySetfeni pomoci PET neumozZiuje pouze



kvalitativni zobrazeni dat pomoci barevné Skaly, ale rovnéz umoznuje ziskat kvantitativni

data.[14]

Jednim z diagnostickych postupii jsou také zobrazovaci metody mozku. Mezi né€ se fadi
magnetickd resonance (MRI) a pocitacova tomografie (CT). MRI funguje na principu méteni
indukovaného napéti, které vznika pisobenim magnetického pole na protony v lidském téle.
Diky slozitym procestim a algoritmiim je indukované napéti pievedeno na obraz v riznych
odstinech Sedé¢. Takto se da pozorovat atrofie mozku. [15] CT je zalozeno na emisi zaieni
z rentgenky, toto zafeni prochazi pies objekt, ktery snizi intenzitu tohoto zateni. Detektor

zachyti intenzitu dopadajiciho zafeni a zobrazi ho jako obraz v odstinech Sedi.

1.1.4 Epidemiologie a etiologie

Na celém svéte je diagnostikovano zhruba 26 milionl pacientd, ktefi trpi AD. Piiblizné
5,4 % z nich tvofi pacienti star$i véku 65. Rychlost vzristu vyskytu onemocnéni je kolem 5
miliont nové diagnostikovanych za jeden rok. Existuje zde piedpoklad, Ze v roce 2040 jiz bude
diagnostikovano 10 milion pacientll jen na Uzemi Evropy. RozloZeni nemocnych podle

vékovych kategorii je znazornéno v tabulce 1.

Tab. 1 Prevalence demence v Evropé dle European Collaboration on Dementia [16]

Vék Muzi Zeny
60 - 64 0.2% 0.9%
65 - 69 1.8% 1.4 %
70-74 32% 3.8%
75-79 7.0% 7.6%
80-84 145% 16.4 %
85-89 209 % 28.5%
90-94 292 % 44.4 %

95 + 32.4% 48.8 %

AD tvoii asi dvé tfetiny vSech zjisténych demenci. V Ceské republice se celkem

odhaduje, ze demenci trpi 120-130 tisic nemocnych. Je to tedy pfiblizné 1 % celkové populace



Ceské republiky. Incidence s vékem rychle stoupa. U skupiny pacientii nad 85 let se vyskytuje
o 80 novych ptipadii na 1000 lidi vice nez u nemocnych s vékem mezi 65 a 85 lety. Ve skupiné
nad 65 let tedy demenci trpi 5% lidi, ale ve skupiné nad 85 let dochdzi k nariistu az na 30-50 %
lidi. Pomoci nynéjSich diagnostickych postupii jsou lékaii schopni rozpoznat az 600 tisic
novych piipadi. Tento pocet prevySuje dokonce i pocty novych piipadii cukrovky nebo

rakoviny prsu. [17]

Jak jiz bylo zminéno vysSe, AD ma neznamé pfiCiny vzniku. Je ale znamo nékolik
faktori, které mohou byt spojovany s demenci nebo Alzheimerovou chorobou. Mezi rizikové
faktory patii vaskularni onemocnéni, jako je srdecni ischemie nebo mrtvice. Mezi dalsi rizikova
onemocnéni pro AD se fadi diabetes, vysoky krevni tlak, koufeni i obezita. Nékteré studie také
nalezly vyssi riziko incidence AD u pacienta s vyskytem prodélané deprese nebo psychickym
stresem v minulosti. Lidé, ktetfi prodé€lali traumatické poSkozeni mozku, jsou také ve vétSim

ohroZeni.

V patofyziologii AD muize mit vliv i geneticky faktor. Tento faktor se 1isi u AD, ktera
vznika na konci Ctyficaté nebo na zacatku padesaté dekady véku a AD vznikajici u starSich 65
let. Tento typ AD se oznacuje jako Early-onset AD. Zde hraji roli 3 geny: APP, PSENI a
PSEN2. Tyto geny koduji proteiny hrajici roli v APP defektu a v tvorbé B-amyloidu. Mutace
v téchto tfech genech muze byt pouzita jako diagnosticky faktor, protoze jistota agregace [3-
amyloidu a vznik early-onset AD je vyssi nez 85 %. U late-onset AD genii se riziko dédi¢nosti
zvySuje, ovsem neni to podle Mendelovské teorie. Potomkiim nemocného totiz vznika riziko
dvakrat tak vyssi nez u osob s rodi¢i bez AD. Jediny gen, ktery je podeziely za late-onset AD

je gen pro apolipoprotein E nachézejici se na 19. chromozomu. [18]

1.1.5 Lécba

AD je lécitelnd, ale nevylécitelnd nemoc. Lécba je pouze symptomatickd, dokaze
zpomalit nastupujici ztratu paméti a zmatenost po urcitou dobu (6-12 mésict) a tim prodlouzit
fazi samostatnosti a lepSiho socidlniho postaveni pacienta. LéCba bohuzel nedokdze oddalit
smrt zptisobenou touto nemoci, kterd nastupuje individualng, obvykle mezi 7. - 10. rokem od
zacatku choroby. Zahéjeni 1écby by mélo byt co nejcasngjsi, aby mohl pacient z medikace
profitovat co nejvice. Casto se ale choroba pozna aZ 2-3 roky po za¢atku onemocnéni, kdy se

priznaky stavaji markantnéjsi. [12]



V Ceské republice jsou nyni schvaleny pouze 4 16¢ivé latky s prokazatelnym téinkem
(evidence based medicine) na kognitivni funkce. Jednd se o skupinu inhibitorQ
alcetylcholinesterasy: donepezil, rivastigmin, galantamin. Posledni latkou je memantin, coz je
parcialni inhibitor NMDA receptort. Dalsi latky, které se pouzivaji, ale nemaji prokazatelné
ucinky, jsou napft. extrakt z Ginkgo Biloby EGb 716 a nitrendipin. Bez evidence based medicine
dat se pouZivaji také piracetam, pyritinol nebo pentoxifylin. Ve stadiu testovani se nyni nachéazi
vakcinace 3-amyloidem nebo pouZiti monoklonalnich protilatek ptsobicich na B-amyloid. Jako

pomocna léciva se podavaji téz antipsychotika, anxiolytika a antidepresiva. [19]

Inhibitory acetylcholinesterasy (IAChE) se pouzivaji symptomaticky ke sniZeni
ptiznakt jako je ztrata paméti a kognitivnich potizi. Inhibovanda AChE nemize plnit svou
fyziologickou funkci, coz je rozklad neurotransmiteru acetylcholinu. Timto mechanismem se
zvySuje nabidka acetylcholinu v nervovych spojich. V diisledku jeho nedostatku vznikaji hlavni

ptiznaky AD.

Donepezil je piperidinovy reversibilni inhibitor vysoce selektivni k AChE. Podava se
ve form¢ potahovanych nebo dispergovatelnych tablet v davce 5 nebo 10 mg denné. Mezi Casté
nezadouci ucinky patii hlavné gastrointestinalni projevy jako prijem, nevolnost, zvraceni. Dale

se objevuji svalové kiece, inava a nespavost.

Rivastigmin je inhibitor karbamatového typu, ktery inhibuje acetyl- i
butyrylcholinesterasu. Pouziva se ve formé tvrdych tobolek, transdermalnich naplasti a tablet
dispergovatelnych v tstech. Na zacatku 1é¢by se podava 1,5 mg 2x denné a davka se titruje az
na 6 mg 2x denné. Rivastigmin ma nejcastéjsi nezadouci ucinky projevujici se na
gastrointestindlnim traktu. Patfi mezi n¢ hlavné nauzea a zvraceni, které jsou velmi vyrazné

predevsim pfi titraci davky.

Posledni latkou ze skupiny inhibitordi AChE je galantamin. Galantamin je tercialni
alkaloid s dudlni funkci. Je to kompetitivni reversibilni inhibitor AChE a zaroven i modulator
nikotinovych receptorii. Podava se ve form¢ tvrdé tobolky v ivodni davce 8mg denné s titraci
do 24 mg za den. Nezadouci uc¢inky jsou obdobné tém, které se vyskytuji u donepezilu a

rivastigminu. [20, 21]
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Obr. 1 Chemické struktury pouzivanych IAChE. Vzorce byly dle [22] nakresleny v programu
Chemsketch.

Memantin je antagonistou na N-methyl-D-aspartaitovych (NMDA) receptorech. Tyto
receptory jsou aktivovany glutamatem, ktery se vyskytuje ve vétsi koncentraci v okoli neurond.
Pii aktivaci NMDA receptordl glutamatem se dostava Ca*" do buiiky. Jeho zvy3ena hladina
zpusobuje zménu funkce neuronti. Memantin se podava v Iékové formé jako roztok a nebo jako
potahované tablety. Po¢ate¢ni davka je 5 mg denné¢, ddvkovani se postupné navysuje az na 10
mg dvakrat za den. NejCastéjSimi nezadoucimi ucinky jsou zavraté, bolesti hlavy, zacpa,

somnolence a hypertenze. [21, 23]

10



NH,
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H4C

Obr. 2 Chemicka struktura antagonisty NMDA receptorti memantinu. Vzorec byl nakreslen dle

[22] programem Chemsketch.

Extrakt z Ginkgo biloby EGb 761 m4 indikace jako antidementivum, nootropikum a
adjuvantni vazodilatans. V porovnani s placebem ma tento extrakt jistou statisticky vyznamnou
vyhodu u pacientii s AD. Ukdzalo se ale, ze pti problémech s béznymi dennimi aktivitami tato
l1écba vyznam nemd. Kombinace s IAChE se zda byt relativné efektivni a tudiz je zde podani

opodstatnéné. [24]

Nitrendipin je antihypertenzivum, jehoz mechanismus U¢inku je blokace kanalti pro

vapenaté ionty. Ukézalo se ovSem také, ze pacienti lé¢eni nitrendipinem jsou nejenom v niz$im

v

Piracetam, z chemické skupiny racetamil, je odvozen od laktamu kyseliny v-
aminomadselné. Byl povazovan za Uc¢innou latku zlepSujici mozkovou ¢innost a nervovou
aktivitu. V klinickych studiich vSak nebyl nalezen celkové Zadny benefit v kognitivnich
funkcich u pacienti s AD. V nékterych ptipadech by mohly dokonce vysoké davky zpomalovat
zhorSovani kognitivnich funkei, vysledky vSak nejsou presvédcivé. [27] Pyritinol patii do
skupiny nootropik stejné jako piracetam. Pti davce 200 mg 3x denné se zlepsila jak fyzicka
aktivita, ostraZitost, pozornost tak 1 mentalni schopnosti. OvSem u pacientii s AD se u¢innost
neprokazala. 28, 29] Pentoxifylin je vazodilatans odvozen od xantinu, zlepSuje prokrveni tkani

a jejich okysliceni. [30]

U Alzheimerovy choroby se kromé hlavnich pfiznakG mohou vyskytovat i ptiznaky
vedlejsi. Mezi né se fadi deprese, uzkost nebo agitace. Pti depresivnich stavech a uzkosti se
mohou podat antidepresiva vétSinou ze skupiny SSRI. Mezi tyto moderni antidepresiva patfi
fluoxetin, citalopram nebo sertralin. Uzkostné stavy u pacienti s AD neni rozumné 1égit

benzodiazepiny, vedlejsi ucinky jako zmatenost a pamétové obtize se totiz stupnuji.
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Nebenzodiazepinova anxiolytika jsou vhodnégjsi. Patii mezi né napi. buspiron. Mezi vedlejsi
ptiznaky se fadi také agitovanost, ktera se vyskytuje u pokrocilych stadii AD. Pro tyto pfiznaky
se pouzivaji antipsychotika jak ty nov¢jsi, atypicka, tak i klasicka. [31]

1.2 Acetylcholinesterasa

0 CH, acetylcholinesterasa O CH,
H3C. )J\ + HO |, .CH
+ - 3
J\o/\/N“CHa ™  H” TOH \/\i\ll

CH,

HaC

acetylcholin kyselina octova cholin

Schéma 1 Rozklad Ach pomoci AChE na kyselinu octovou a cholin.

Acetylcholinesterasa (EC 3.1.1.7) je enzym, ktery se fadi mezi serinové hydrolasy. Jeho
priblizn¢ 5000 molekul acetylcholinu za zhruba 150 ps. Tento enzym je mistem mechanismu
ucinku nepfimych cholinomimetickych 1é¢iv uzivanych pii AD. Bylo prokazano, ze AChE se
také spolupodili na tvorbé synapsi, na ristu, vyvoji a diferenciaci bun¢k nervového systému.
Tento enzym by mohl byt také proteinovym stavebnim ¢lankem v kostni dieni, kde interaguje
s lamininem. Embryogenese je také z Casti ovlivilovana AChE [32, 33]. V posledni dobé
bohuzel studie prokazaly, ze urychluje uklddani B-amyloidu do senilnich plaki, coz vede k

poskozeni nervovych vldken a vzniku Alzheimerovy choroby [34].

AChE se mtze vyskytovat v 6 isoformach. Jednd se o monomer, dimer spojeny
sulfidovym mustkem, tetramer, asymetricky tetramer s jednim, s dvéma a tfemi postrannimi
fetézci. Jeden monomer se skldda z dvanacti vldken v konformaci beta skladaného listu a je
obklopen ¢étrnacti a-helixy. Na molekule se vyznacuje jednotkou esterovou a anionickou. Ob¢
dohromady tvoii aktivni misto enzymu s katalytickou aktivitou. Esterova jednotka méa dané
pofadi aminokyselin a to: Ser-His-Glu. Anionické jednotka je pfedstavovana aminokyselinami
v tomto potadi: Trp-Phe-Phe. Celé aktivni misto se nachdzi v dutin¢ slozené ze Ctrnacti

aromatickych jader, které jsou seskupeny z rozdilnych ¢asti fetézcti aminokyselin [32].
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Anionické jednotka v dutiné enzymu je mistem, kde se vaze takrin a MEOTA. Touto
vazbou zde dochézi k inhibici funkce enzymu. Latky jako jsou nervove paralytické agens nebo

pesticidy se diky kvarternimu dusiku vazi také na toto misto.

V souvislosti s AD je dilezité zminit misto na acetylcholinesterase, které se nazyva
periferni anionicka neboli B-anionickd jednotka. Lze ji nalézt na povrchu enzymu blizko vstupu
do dutiny aktivniho mista enzymu. Toto misto je dilezité, protoze se zde vaze velka ¢ast toxind,
ale 1 1éCiv pouzivanych v terapii Alzheimerovy choroby. Periferni anionicka jednotka hraje roli
1 v patofyziologii vzniku AD. B-amyloid totiZ reaguje s timto mistem na enzymu za vzniku

amyloidovych plaki, coz vede k degeneraci cholinergnich neuronti. [35]

1.3 Testované inhibitory AChE

1.3.1 Takrin

N H2
O\ \
o
= N
Obr. 3 Chemicka struktura takrinu.

Takrin, chemicky 9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin, byl prvni u¢innou latkou k 1écbé
AD. K uzivani ho schvalila roku 1993 Food and Drug Administration (FDA). Takrin zvySuje
hladinu acetylcholinu, coz je hlavni neurotransmiter, jehoz nedostatek se podili na ptiznacich

AD. Hlavni nevyhodou tohoto l1é¢iva jsou jeho zavazné nezadouci G¢inky. [36]

Mechanismem ucinku takrinu je nekompetitivni, reversibilni inhibice enzymu AChE.
Jedna se o neselektivni inhibici, znamena to, ze je inhibovand i esterasa podobna AChE a to
butyrylcholinesterasa. Takrin se vdze do a-anionického vazebného mista AChE a jiz

koncentrace 0.5 £ 0,10 uM inhibuje polovinu celkového mnozstvi AChE. [35, 37]

Takrin se z gastrointestinalniho traktu vstfebava rychle, v plazmé dosahuje maximalni
koncentrace jiz za 1-2 hodiny. Vstfebavani mtze klesnout az na 30 % pii sou¢asném podani
s potravou. Takrin se pomérn¢ rychle metabolizuje a eliminuje, je tedy potieba Casté davkovani

v intervalu Sesti hodin.
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Obvyklé¢ davkovani takrinu je na zacatku 1écby 10 mg ¢tytikrat denné a kazdych 6 tydna
se davka navySuje aZ do davky maximalni, kterd je 40 mg Ctyfikrat denné. Compliance pacienta
se mize zhorsit praveé kviili nezddoucim uc€inkiim, které jsou u takrinu vyrazné a ¢asto terminuji
1é¢bu. Objevuje se zde zvySeni aktivity hepatalnich enzymii (ALT, AST) a hepatotoxicita.
Hepatalni funkce musi byt pii 1écbé takrinem kontrolovany. Pokud dojde k navyseni
transamindzy na trojnasobek od normalni hodnoty, musi byt podavani takrinu pferuseno. Casté
je také zvraceni, nauzea, anorexie, myalgie, dyspepsie, bolesti bficha nebo vyrdzka. Takrin
bohuzel neni zazra¢ny 1€k, nevylé¢i pacienta ani nezastavi progresi onemocnéni. Miize
neurodegeneraci pouze zpomalit. V Ceské republice neni 7adny registrovany piipravek

s obsahem takrinu pravée kviili jeho relativné vysokému vlivu na jatra. [38]

Takrin pouzity pro tuto studii byl zakoupen od spole¢nosti Sigma Aldrich.

1.3.2 7-MEOTA

NH2
0
H3C - \@\ \h‘
=
Z N
Obr. 4 Chemicka struktura 7-MEOTY.

7-MEOTA, chemicky 7-methoxy-9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin, je latkou, ktera
byla syntetizovana a vyvinuta v Ceskoslovensku v 80. letech 20. stoleti. Jedna se o velice blizky
derivat takrinu, presnéji o jeho 7-methoxy derivat. 7-MEOTA byla vyvinuta v nadéji, Ze bude
mit minimaln¢ stejné inhibi¢ni vlastnosti (ICso = 15.0 + 2.4 uM) na AChE jako takrin a vedlejs$i
ucinky, hlavné ty hepatotoxické, se zredukuji nebo zmizi Gpln€. 7-MEOTA se delsi dobu zdéla
byt opravdu méné toxicka. Dokonce i zjisténi, Ze metabolické cesty jsou odlisné, by tomuto
nasvédcovalo. 7-MEOTA byla podrobena jen malé ¢asti klinické studie. Ta musela byt
zastavena kvili nedostatku finan¢nich prostredkii. Diky témto problémiim se nikdy nedostala
pted registratni komisi a tudiz ani do uZzivéani. Tento derivat mize byt kromé centralniho
anticholinergniho u¢inku uzivan také jako antidotum proti psychicky zneschopnujici latce BZ

piislugniky Armady Ceské republiky. [37]
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7-MEOTA pouzitd pro tuto studii byla pifipravena pracovniky Katedry toxikologie

v Hradci Kralové.

1.3.3 KB-36

.
AN " NH NH

o
S )
S
= N

Obr. 5 Chemicka struktura KB-36.

KB-36 je pracovni oznaceni pro strukturu 1-(3-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroakridin-
9-yl-amino)propyl)-3-(1,2,3,4-terahydroakridin-9-yl)ureu. Tato molekula se skladd z jedné
casti z takrinu a z ¢asti druhé z MEOTY. Spojovacim mustkem obou ¢asti je mocCovina
s uhlikatym fetézcem. Spojenim téchto dvou IAChE do jedné molekuly by mohlo znamenat
zlepSeni inhibi¢niho potencidlu této slouceniny. KB-36 je schopno inhibovat AChE jiz v fadu
uM. U této molekuly byla sledovéana i schopnost inhibovat MAO. Tento enzym je totiz u
nemocnych AD zodpovédny za tvorbu hydrogenperoxidu, ktery zptisobuje oxidacni stres
zhorSujici neurodegeneraci. Kombinace 2 mechanismi, inhibice AChE i MAO, ukazuje
pozitivni efekt v kognitivnich funkcich a napomahé zmirnit depresivni a uzkostné stavy, které
AD provazi. ICso pro inhibici MAO byla zmétenana 51.6 + 18.6 uM. Ve vyzkumu byla zjisténa
1 inhibice agregace B-amyloidu in vitro. ICso zde méla hodnotu 0.25 uM. [39]

KB-36 pouzita pro tuto studii byla pfipravena pracovniky Katedry toxikologie v Hradci

Kralové.
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1.3.4 KB-38
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Obr. 6 Chemicka struktura KB-38.

Pod oznacenim KB-38 se skryva struktura s chemickym nazvem 1-(7-(7-methoxy-
1,2,3,4-tetrahydroakridin-9-yl-amino)heptyl)-3-(1,2,3,4-terahydroakridin-9-yl)urea.
Strukturné si jsou obé KB velice podobné. Odlisuje je pouze délka uhlikatého fetézce. Zde se
sklada ze 7 uhlikl. Tato molekula ma o néco lepsi parametry nez KB-36. KB-38 inhibuje AChE
jiz v nM mnoZstvi a hodnota ICso je 0,057 uM. Jeho afinita k AChE je dokonce vétsi neZ u

takrinu. Ve studii zabranéni agregace B-amyloidu se hodnota ICso dostala na hodnotu 2.6uM.

Obé& KB slouceniny jsou syntetizované teprve v nedavné dobé. Na jejich tvorbé ma
zésluhu Katedra toxikologie FVZ. Studie s nimi byly pouze v podminkach in vitro nebo ex vivo

prvotnich pokusech. [39]

KB-38 pouzita pro tuto studii byla pfipravena pracovniky Katedry toxikologie v Hradci

Kralové.

1.4 Vysoko ucinna kapalinova chromatografie

1.4.1 Princip

Vysokoucinna kapalinova chromatografie — High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) je analyticka metoda, ktera je zalozena na principu separace dvou a vice latek. Objev
chromatografie je piipisovan ruskému botanikovi Tswettovi, ktery v roce 1903 separoval
pomoci této techniky rostlinné pigmenty. Nyni se chromatografie fadi mezi metody, kde

dochazi k velmi rychlému pokroku. [40]
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HPLC patii mezi separa¢ni metody. Je zaloZena na rozdilné distribuci latek, které se
podle jejich vlastnosti déli mezi dvé rozdilné faze. HPLC umoZiluje jak kvalitativni tak
kvantitativni analyzu. Tuto metodu lze tedy pouzit k dilkkazu latky, jeji identifikaci tak i ke
stanoveni koncentrace. Mezi dalsi vyhody se fadi rychlost analyzy, citlivost (dle detektoru),

malé mnozstvi vzorku, automatizace a velké spektrum latek, pro které se dd HPLC vyuzit.

Déleni dvou latek probihd v separa¢ni koloné. Na ni je navazana nepohybliva, tzv.
stacionarni faze ve formé sorbetu. Kolonou pii analyze protéka pohybliva, tzv. mobilni faze,
kterd je ptivadéna pod vysokym tlakem cerpadlem. Analyzované latky maji rozdilnou afinitu
ke staciondrni fazi a dochazi zde k distribuci mezi mobilni a stacionarni fazi. Vysledkem toho
procesu je rozdilné zadrzovani latek v kolon¢ a tak detekce pouzitym detektorem probiha

v rizném reten¢nim Case. [41]

1.4.2 HPLC zarizeni

Kapalinovy chromatograf (Obr. 7) je sloZen z n€kolika ¢asti: zasobniky mobilni faze,
zafizeni transportujici mobilni fazi, automatického davkovace, mista separace, detektoru a
pocitace se softwarem. Toto jsou zékladni ¢asti, které v nynéjsi dobé mé kazdy HPLC systém.

Podle typu separované latky a metody je zde moznost fady obmén.
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Obr. 7 HPLC systém slozeny ze zasobnikti pro mobilni faze (A), vysokotlakého Cerpadla
(B), autosampleru (C), termostatu a chromatografické kolony (D), detektoru (E).

Mobilni faze je vedena z uzavienych zésobnikti do Cerpadla. Mezi nimi miiZze byt
zafazen odplynovac, sméSova¢ a/nebo tlumi¢ tlakovych pulzii. Odplynovace funguji na
principu probublavani heliem nebo pomoci vakua. Plyn v mobilni f4zi znemoznuje pfesnou a
spravnou detekci zkousené latky. SméSovac slouzi k miseni mobilni faze v poméru, ktery je pro
prislusnou analyzu nejvyhodnéjsi. Tlumic tlakovych pulst se pouziva u jednohlavych cerpadel,

kde tlumi sinusové tlakové pulzy vznikajici sanim a vytlaCovanim mobilni faze.

V dal$im kroku je mobilni fdze vhanéna pomoci vysokotlakého Cerpadla do kolony
s vystupnim tlakem 1 — 100 MPa. Cerpadlo musi zajistovat stabilni pritok s piesnosti a
spravnosti do 1 %. Musi byt zhotoveno z velice odolnych materialii a vnitini objem mobilni
faze by mél byt, kvili moznosti rychlé vymény, co nejmensi. Skala derpadel zahrnuje ¢erpadla

pneumatickd, injek¢éniho typu, pistovd, membranova nebo sériova dvoupistova.

Na kolonu je pomoci Cerpadla spolu s mobilni fazi vhanén i vzorek zkousené latky. Jeho
presné mnozstvi je zajiStovano budto vysokotlakym davkovacim ventilem nebo

autosamplerem.
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Chromatograficka kolona ma dvé¢ ¢asti — télo a koncovku. T¢€lo kolony ma tvar trubice
o vnitinim praméru 2.1 — 5 mm a délce 10 — 300 mm. Kvili odolnosti proti chemikdliim a
tlakiim je vétSinou vyrobena z nerezové oceli. Pfi tlacich do 20 MPa se pouziva i kolona
sklenéna s kovovym pouzdrem nebo kolona z polyetheretherketonu. Koncovka zajistuje
tésnost, rovnomérné rozlozeni mobilni faze s analyzovanou latkou pfi priichodu prufezem a
zadrZovani napIné v koloné€. Vnitini st€éna kolony je povle€ena stacionarni fazi. Tato faze miize
byt tvofena pevnou latkou nebo kapalinou vazanou na pevny nosi€. Stacionarni faze se déli na

polérni (silikagel, oxid hlinity), nepolarni a amfoterni (oxid zirkonicity).

Za kolonou je umistén detektor, ktery rozliSuje rozdily mezi samotnou mobilni fazi a
mobilni fazi s analytem. Podle toho, ktery detektor se k analyze pouzije, se da ovlivnit citlivost

a selektivita cel¢ analyzy. [42]

1.4.3 Detektory
Detektor UV/VIS

Spektrofotometrické detektory jsou zaloZeny na principu absorpce ultrafialového nebo
viditelného zéafeni v rozmezi vinovych délek 190 — 800 nm. Detektor vzorek vyhodnocuje na
zékladé Lambert-Beerova zakona, kde je matematicky vyjadien vztah mezi tloustkou vrstvy
absorbujici zafeni, koncentraci analyzované slozky v dané vrstvé a mezi vlastni velikosti

absorpce.

UV/VIS detektory lze rozdélit na 4 typy podle moznosti ¢i nemoznosti ménit libovolné
vinovou délku. Bez moznosti zmény vinové délky existuje detektor s fixni vinovou délkou,
kterd byva nejcastéji 253.7 nm. Detektor s ménitelnou vinovou délkou je jiz vyuzitelnéjsi, ale
vlnovou délku nelze ménit zcela libovoln€. Ma totiz ptedem dané nastavené vinové délky, mezi
kterymi si Ize vybrat. Zato detektor s programovatelnou vinovou délkou lze vyuzit pro rozmezi
vlnovych délek 190 — 700 nm zcela libovolné. Poslednim typem je detektor diodového pole,

kdy bez pteruseni analyzy tento detektor dokdze snimat celé spektrum.
Fluorescen¢ni detektor

Fluorescencni detektor je zalozen na principu fluorescence. Méfend latka absorbuje
primarni elektromagnetické zareni, tzv. excitacni. Po excitaci molekul ze zakladniho do

excitovaného stavu dochazi k emisi sekundarniho zéfeni, tzv. emisniho. Tento d¢j se nazyva
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fluorescence. Kazda latka bohuzel nefluoreskuje, I1ze ji ale pomoci derivatizace pievést na
derivat, ktery jiz fluorescenci vykazuje. Tento detektor je nejen selektivnéjsi, ale takeé citlivejsi.

Dokaze kvantitativné zhodnotit latky v koncentraci 10°-10"?g/ml.
Elektrochemicky detektor

Elektrochemicky detektor zaznamenavéa latky, které elektrochemicky reaguji na
rozhrani elektrody a eluovaného roztoku. Tento detektor pak zaznamenava elektrochemickou
veli¢inu, jako je elektrodovy potencial, elektricky proud nebo kapacita. Tyto veli¢iny jsou
zavislé na koncentraci analyzované latky. NejCastéji se k detekei vyuzivaji oxidacni a redukéni

schopnosti latek, které prochazeji mérnou celou.

Tento detektor miize pracovat na dvou principech a podle toho se déli. Amperometricky
typ méfi proud pii konstantnim elektrodovém potencidlu. Coulometricky typ zcela

elektrolyzuje stanovovanou latku.
Vodivostni detektor

Vodivostni detektor se sklada z prutokové cely ve tvaru vélce a ze dvou elektrod. Mezi
elektrodami se stiidavym napétim je métena vodivost protékajici mobilni faze s analytem. Je

dulezité, aby mobilni faze byla nevodiva.
Refraktometricky detektor

Refraktometricky detektor zaznamenavéa zmény indexu lomu mezi eludtem a samotnou
mobilni fazi. Analyza je zavisli na teploté a konstantnosti prutoku. Nevyhodou je nizka citlivost,

ktera je 1076 g/ml.
MS detektor

Hmotnostni spektrometr je nejvyuzivanéjSim detektorem pii pouziti HPLC systému.
Funguje na principu ionizace neutralnich molekul analytu, jejich rozdélenim podle poméru
hmotnost/ndboj a naslednému urychleni v analyzatoru. Velkou vyhodou je moZnost ziskani

spektralnich tidaju o identité analytu.

Chemiluminiscen¢ni detektor
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Chemiluminiscencni detektor pracuje na principu fluorescence, ktera je vysledkem
chemické reakce. Pokud dochazi pti pfechodu z excitovaného do zékladniho stavu k vyzareni

svétla, jednd se o luminiscenci. [40—42]

2. Metodika

2.1 Studie na zviratech

Pro tuto studii farmakokinetickych parametra bylo vybrano jako modelové zvife samec
laboratorniho potkana kmene Wistar o primérné vaze 240 + 20 g. Zvirata byla ustajena za
standardnich podminek pii 22 + 2 °C a relativni vzduSné vlhkosti 55 + 6 % pfi stfidavém rytmu
den/noc po dvanacti hodinach. Standardni strava a voda byly dostupné dle potfeby zvitat.
Experiment probéhl pod dohledem Etické komise Lékatské fakulty (Hradec Kralové, Ceska
republika).

Zvitatim byla aplikovana davka IAChE intramuskularné. Zvitata byla rozdélena do ¢tyt
zékladnich skupin po Ctyficeti podle toho, ktery z IAChE (takrin, 7-MEOTA, KB-36, KB-38)
jim byl aplikovan. P¢t zvitat slouzilo jako kontrola, byl jim aplikovan fyziologicky roztok.
V kazdé ze zakladnich skupin byla zvitata dale rozdélena do 9 podskupin po péti zviratech
podle toho, kdy doslo k odbéru krve a mozku. Odbér byl proveden v osmi ¢asovych intervalech:
0 (kontrola), 5, 15, 30, 45, 60, 120, 240 minut po aplikaci. Rozdéleni zvitat je nazorn¢€ uvedeno

v nasledujici tabulce.
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Tab. 2 Rozd¢leni potkanti do skupin.

Hlavni skupina

Poctet

minut od )

i takrin | 7-MEOTA KB-36 KB-38

aplikace

po odbér

0 5}:,
i
e
d 5 5::,5::,5::,5::,
|
N 155::,5::,5::,5::,
|
3
i 30 ox ox ox ox
5 455}:,5}:,5}:,5}:,
k
u 60 5::,5::,5::,5::,
P
i
N 120 5::,5::,5::,5::,
a

240 5}:,5}:,5}:,5}:,

Jednotlivé davky TAChE pro intramuskularni aplikaci byly ekvimolarné prepocteny
z jednotlivé terapeutické davky takrinu pro ¢lovéka (20 mg). [43] Jednotlivé molekulové

hmotnosti a aplikované davky IAChE jsou souhrnné uvedeny v nasledujici tabulce.
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Tab. 3 Struktury, molekulové hmotnosti a aplikované davky aplikovanych IAChE.

Molekulova hmotnost

Aplikovana ddvka

IAChE Struktura
g/mol ug/kg
Takrin e 237.72 200
| = ==
0
NH,
7-MEOTA 5 318.37 271
ch/ | ST R
AN
KB-36 659.73 567
KB-38 715.84 610

Zvitata byla hluboce narkotizovana v atmosféte COa2. Po otevieni dutiny hrudni byla

transkardialné z levé komory odebrana krev. Po nésledném vykrveni tkani fyziologickym

roztokem s ptidavkem heparinu byl odebran mozek.

Vyjmuté mozky byly ihned ulozeny v mrazicim boxu pfi -80°C az do doby analyzy.
Odebrana krev byla heparinizovana pfidanim 10 pl heparinu 1666 m.j./ml. Z krve byla
separovana plasma centrifugaci (centrifuga Thermo Scientific IEC CL31R) pii 3000 otackach

za minutu, pti 10°C po dobu 10 minut. Vzorky plazmy byly ihned uloZzeny do mraziciho boxu

a uchovavany pii -80 °C az do analyzy.

2.2 Priprava vzorkit plazmy

2.2.1 Takrin

Vzorky plazmy zmraZené na -80° byly rozmrazeny pii 37°C ve tm¢ po dobu 5 minut

v termobloku (Major Science - Dry Bath Incubator). Z kazdého rozmrazeného vzorku bylo

23




odebrano 800 pul a smichano se 40 pl roztoku vnitiniho standardu (IS). Pro vzorky takrinu byl
jako IS pouzit roztok 7-MEOTY.

Vzorek byl upraven pomoci liquid-liquid extrakce. Ke vzorku bylo ptipipetovano 7 ml
smési dichlormethan-diethylether v poméru 40:60 a 0.5 ml 0.5M roztoku NaOH. Smés byla
intenzivné promichavéna (Lab Dancer, IKA-WERKE, Némecko) po dobu 30 sekund. Daéle
probihala extrakce po dobu 15 minut na pieklopné tiepacce (Heidolph REAX 2) pfi rychlosti
9. Po extrakci byla vodna faze vymraZena pii -80°C a oddélena. Zbyla organicka faze byla
postupné prenesena do mikrozkumavky Eppendorf a odpatena pod proudem dusiku do sucha
pti 45°C. Odparek byl tésné pied samotnym méfenim rekonstituovan ve 200 ul 10mM HCI a
odstfedén pii 10 000 otackach za minutu po dobu 3 minut (centrifuga Termo Scientific IEC

CL3IR).

2.2.2 7-MEOTA

Vzorky plazmy zmraZené na -80° byly rozmrazeny pii 37°C ve tm¢ po dobu 5 minut
v termobloku (Major Science - Dry Bath Incubator). Z kazdého rozmrazeného vzorku bylo
odebrano 800 pl a smichano se 40 pl roztoku vnitiniho standardu (IS). Pro vzorky 7-MEOTY
byl jako IS pouzit roztok takrinu.

Vzorek byl upraven pomoci liquid-liquid extrakce. Ke vzorku bylo ptipipetovano 7 ml
smeési dichlormethan-diethylether v poméru 40:60 a 0.5 ml 0.5M roztoku NaOH. Smés byla
intenzivné promichavana (Lab Dancer, IKA-WERKE, Némecko) po dobu 30 sekund. Dale
probihala extrakce po dobu 15 minut na pieklopné tiepacce (Heidolph REAX 2) pfi rychlosti
9. Po extrakci byla vodna faze vymraZena pii -80°C a oddélena. Zbyla organicka faze byla
postupné prenesena do mikrozkumavky Eppendorf a odpatena pod proudem dusiku do sucha
pti 45°C. Odparek byl tésné pied samotnym méfenim rekonstituovan ve 200 ul 10mM HCI a
odstfedén pii 10 000 otackach za minutu po dobu 3 minut (centrifuga Termo Scientific IEC

CL3IR).

2.2.3 KB-36

Vzorky plazmy zmraZené na -80° byly rozmrazeny pii 37°C ve tm¢ po dobu 5 minut

v termobloku (Major Science - Dry Bath Incubator). Z kazdého rozmrazeného vzorku byl
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odebran 1.0 ml a smichan se 40 pl roztoku vnitiniho standardu (IS). Pro vzorky KB-36 byl jako
IS pouzit roztok KB-38.

Vzorek byl upraven pomoci liquid-liquid extrakce. Ke vzorku bylo pfipipetovano 7 ml
smési dichlormethan-diethylether v poméru 30:70 a 0.5 ml 0.5M roztoku NaOH. Smés byla
intenzivné¢ promichavéana (Lab Dancer, IKA-WERKE, Némecko) po dobu 30 sekund. Déle
probihala extrakce po dobu 15 minut na pieklopné tiepacce (Heidolph REAX 2) pfi rychlosti
9. Po extrakci byla vodna faze vymraZena pii -80°C a oddélena. Zbyla organickd faze byla
postupné prenesena do mikrozkumavky Eppendorf a odpaiena pod proudem dusiku do sucha
pti 45°C. Odparek byl tésné pied samotnym méfenim rekonstituovan ve 200 pul 10mM HCI a
odstfedén pii 10 000 otackach za minutu po dobu 3 minut (centrifuga Termo Scientific IEC
CL31R).

2.2.4 KB-38

Vzorky plazmy zmraZené na -80° byly rozmrazeny pii 37°C ve tm¢ po dobu 5 minut
v termobloku (Major Science - Dry Bath Incubator). Z kazdého rozmrazeného vzorku byl
odebran 1.0 ml a smichan se 40 pl roztoku vnitiniho standardu (IS). Pro vzorky KB-38 byl jako
IS pouzit roztok KB-36.

Vzorek byl upraven pomoci liquid-liquid extrakce. Ke vzorku bylo piipipetovano 7 ml
smési dichlormethan-diethylether v poméru 30:70 a 0.5 ml 0.5M roztoku NaOH. Smés byla
intenzivné promichavéana (Lab Dancer, IKA-WERKE, Némecko) po dobu 30 sekund. Déle
probihala extrakce po dobu 15 minut na pieklopné tiepacce (Heidolph REAX 2) pfi rychlosti
9. Po extrakci byla vodna faze vymraZena pii -80°C a oddélena. Zbyla organickd faze byla
postupné prenesena do mikrozkumavky Eppendorf a odpatena pod proudem dusiku do sucha
pti 45°C. Odparek byl tésn€ pied samotnym méfenim rekonstituovan ve 200 pul 10mM HCI a
odstfedén pii 10 000 otackach za minutu po dobu 3 minut (centrifuga Termo Scientific IEC
CL31R).
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2.3 Priprava vzorki mozku

2.3.1 Takrin

Mozky zmrazené na -80°C byly rozmrazeny pii 37°C po dobu 5 minut v termobloku
(Major Science - Dry Bath Incubator). K jednomu dilu mozku byly ptfidany 4 dily fosfatového
homogeniza¢niho pufru o pH=6.3. Homogenizace byla provedena cCepelovym
homogenizatorem (DI 25 Basic IKA-WERKE, Némecko) po dobu 20 sekund pii 13 500
otaCkach za minutu a ultrazvukovym jehlovym homogenizatorem (UP 50 H Hielscher,
Némecko) po dobu jedné minuty (amplituda 1.0, cyklus 100%). Homogenat byl odsttedén pti
7°C a 10 000 otacek za minutu po dobu 15 minut (centrifuga Thermo Scientific IEC CL31R).
Bylo odebrano 800 pl homogenatu a smichano se 40 pl roztoku vnitiniho standardu (IS). Pro

vzorky takrinu byl jako IS pouzit roztok 7-MEOTY.

Vzorek byl upraven pomoci liquid-liquid extrakce. Ke vzorku bylo pfipipetovano 7 ml
smesi dichlormethan-diethylether v poméru 40:60 a 0.5 ml 0.5M roztoku NaOH. Smés byla
intenzivné protiepavana (Lab Dancer, IKA-WERKE, Némecko) 30 sekund. Dale probihala
extrakce po dobu 15 minut na pteklopné tiepacce (Heidolph REAX 2) pfti rychlosti 9. Po
extrakci byla vodna faze vymrazena pti -80°C a oddélena. Zbyla organicka faze byla postupné
prenesena do mikrozkumavky Eppendorf a odpatena pod proudem dusiku do sucha pti 45°C.
Odparek byl tésné pied samotnym métenim rekonstituovan ve 200 ul 10mM HCI a odstifedén

pti 10 000 otackach za minutu po dobu 3 minut (centrifuga Thermo Scientific IEC CL31R).

2.3.2 7-MEOTA

Mozky zmrazené na -80°C byly rozmrazeny pii 37°C po dobu 5 minut v termobloku
(Major Science - Dry Bath Incubator). K jednomu dilu mozku byly ptidany 4 dily fosfatového
homogenizaéniho pufru o pH=6.3. Homogenizace byla provedena cepelovym
homogenizatorem (DI 25 Basic IKA-WERKE, Némecko) po dobu 20 sekund pii 13 500
otaCkach za minutu a ultrazvukovym jehlovym homogenizatorem (UP 50 H Hielscher,
Némecko) po dobu jedné minuty (amplituda 1.0, cyklus 100%). Homogenat byl odstfedén pfi
7°C a 10 000 otacek za minutu po dobu 15 minut (centrifuga Thermo Scientific IEC CL31R).
Bylo odebrano 800 ul homogenatu a smichano se 40 ul roztoku IS. Pro vzorky 7-MEOTY byl

jako IS pouzit roztok takrinu.
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Vzorek byl upraven pomoci liquid-liquid extrakce. Ke vzorku bylo ptipipetovano 7 ml
smési dichlormethan-diethylether v poméru 40:60 a 0.5 ml 0.5M roztoku NaOH. Smé&s byla
intenzivné protiepadvana (Lab Dancer, IKA-WERKE, Némecko) 30 sekund. Dale probihala
extrakce po dobu 15 minut na preklopné tfepacce (Heidolph REAX 2) pii rychlosti 9. Po
extrakci byla vodna faze vymrazena pii -80°C a odd¢€lena. Zbyla organicka faze byla postupné
pfenesena do mikrozkumavky Eppendorf a odpatena pod proudem dusiku do sucha pti 45°C.
Odparek byl tésné€ pred samotnym méfenim rekonstituovan ve 200 pl 10mM HCI a odstfedén
pti 10 000 otaCkach za minutu po dobu 3 minut (centrifuga Thermo Scientific IEC CL31R).

2.3.3 KB-36

Mozky zmrazené na -80°C byly jednotlivé pfemistény do tekutym dusikem pfedem
vychlazené hladké tfeci misky, kde byly prelity tekutym dusikem a rozdrceny na jemny prasek.
Prasek byl smisen s 1 ml roztoku pufru o pH=5.6 (100 ml 0.1M roztoku hydrogenftalatu
draselného, 77.6 ml 0.1M roztoku NaOH, doplnéno ultracistou vodou na 200 ml).

Homogenizace byla provedena pomoci ultrazvukové homogenizacni jehly (UP 50 H
Hielscher, Némecko) po dobu 60 sekund pfi chlazeni ledem. Homogenat byl odstfedén po dobu
15 minut pfi 10°C a 14 000 otackach za minutu (centrifuga Thermo Scientific IEC CL31R).
Byl odebran 1 ml supernatantu a smisen se 40 ul roztoku IS. Pro vzorky KB-36 byl jako IS
pouzit roztok KB-38.

Vzorek byl upraven pomoci liquid-liquid extrakce. K supernatantu bylo pfipipetovano
7 ml smési dichlormethan-diethylether v poméru 30:70 a 0.5 ml 0.5M roztoku NaOH. Smé&s
byla intenzivné¢ protfepavana (Lab Dancer, IKA-WERKE, Némecko) 30 sekund. Dale
probihala extrakce po dobu 15 minut na pieklopné tiepacce (Heidolph REAX 2) pfi rychlosti
9. Po extrakci byla vodnd faze vymrazena a odd€lena. Zbyl4 organickéd faze byla postupné
pfenesena do mikrozkumavky Eppendorf a odpaiena pod proudem dusiku do sucha pti 45°C.
Odparek byl tésn¢ pied samotnym métenim rekonstituovan ve 150 ul 10mM HCI a odstiedén

pii 10 000 otackéach za minutu po dobu 10 minut (centrifuga Thermo Scientific IEC CL31R).

2.3.4 KB-38
Mozky zmrazené na -80°C byly jednotlivé premistény do tekutym dusikem piedem

vychlazené hladké tfeci misky, kde byly ptelity tekutym dusikem a rozdrceny na jemny prasek.
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Prasek byl smisen s 1 ml roztoku pufru o pH=5.6 (100 ml 0.1M roztoku hydrogenftalatu
draselného, 77.6 ml 0.1M roztoku NaOH, doplnéno ultracistou vodou na 200 ml).

Homogenizace byla provedena pomoci ultrazvukové homogenizac¢ni jehly (UP 50 H
Hielscher, Némecko) po dobu 60 sekund pfi chlazeni ledem. Homogenat byl odstfedén po dobu
15 minut pti 10°C a 14 000 otackach za minutu (centrifuga Thermo Scientific IEC CL31R).
Byl odebran 1 ml supernatantu a smisen se 40 pl roztoku IS. Pro vzorky KB-38 byl jako IS
pouzit roztok KB-36.

Vzorek byl upraven pomoci liquid-liquid extrakce. K supernatantu bylo pfipipetovano
7 ml smési dichlormethan-diethylether v poméru 30:70 a 0.5 ml 0.5M roztoku NaOH. Smés
byla intenzivné protfepavana (Lab Dancer, IKA-WERKE, Némecko) 30 sekund. Dale
probihala extrakce po dobu 15 minut na pieklopné tiepacce (Heidolph REAX 2) pfi rychlosti
9. Po extrakci byla vodna faze vymraZzena a oddélena. Zbyla organicka faze byla postupné
pfenesena do mikrozkumavky Eppendorf a odpatena pod proudem dusiku do sucha pii 45°C.
Odparek byl té€sn¢ pied samotnym métenim rekonstituovan ve 150 ul 10mM HCI a odsttedén

pii 10 000 otackach za minutu po dobu 10 minut (centrifuga Thermo Scientific [IEC CL31R).

2.4 Metoda HPLC - plazma

2.4.1 Takrin
Ke stanoveni takrinu byla jako nejvhodnéj$i metoda zvolena HPLC. Vzhledem
k hladin€é méfeného takrinu byl pouzit fluorescencni detektor. Pfesné parametry metody jsou

uvedeny v nasledujici tabulce.
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Tab. 4 Parametry metody pfi stanoveni takrinu v potkani plazmé.

Systém Agilent 1200 Series

Kolona reverzni faize Phenomenex Luna PFP(2) (150 x 4.6 mm, Spum)
Piedkolona reverzni faze Phenomenex Luna PFP(2)

Mobilni faze Octan amonny (100 mM, pH=5.5) + acetonitril (80:20)
Teplota sampleru 10°C

Teplota na koloné 35°C

Pritok 0.7 ml/min

Nastiik 50 ul

Detektor fluorescencni AEX=240 nm AEM=360 nm
Retencni Cas 5.4 minut

Doba analyzy 10 minut

Separace takrinu byla provadéna v izokratickém rezimu s rychlosti pratoku 0.7 ml/min.

Pro piesné zjisténi koncentrace takrinu ve vzorku potkani plazmy bylo potieba piipravit
kalibraci. Kalibrace byla pfipravena metodou standardnich pfidavka takrinu do blankové
plazmy. Finalni koncentrace takrinu pak odpovidaly hodnotam: 0 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml a
100 ng/ml. VSechny body kalibra¢ni kiivky byly méteny tiikrat a praimérné hodnoty zméfenych

ploch pikl s odpovidajicimi koncentracemi byly vyneseny do grafu.

plocha

y = 13.07x - 2.27
0,9960

T 1
0 20 40 60 80 100
koncentrace takrin (ng/ml)

Obr. 8 Kalibraéni kfivka takrinu.
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2.4.2 7-MEOTA
Ke stanoveni 7-MEOTY byla jako nejvhodnégjsi metoda zvolena HPLC. Vzhledem
k hladiné méteného takrinu byl pouzit fluorescencni detektor. Pfesné parametry metody jsou

uvedeny v nasledujici tabulce.

Tab. 5 Parametry metody pfi stanoveni 7-MEOTY v potkani plazmé.

Systém Agilent 1200 Series

Kolona reverzni faze Phenomenex Luna PFP(2) (150 x 4.6 mm, 5pum)
Pfedkolona reverzni faze Phenomenex Luna PFP(2)

Mobilni faze Octan amonny (100 mM, pH=5.5) + methanol (1:1)
Teplota sampleru 10°C

Teplota na koloné 40°C

Pritok 1.0 ml/min

Nastiik 50 ul

Detektor fluorescenéni ~ AEx=246 nm AemM=390 nm
Retenéni Cas 6.8 minut

Doba analyzy 8 minut

Separace 7-MEOTY byla provadéna v izokratickém rezimu s rychlosti pritoku 1.0

ml/min.

Pro pfesné zjisténi koncentrace 7-MEOTY ve vzorku potkani plazmy bylo potifeba
ptipravit kalibraci. Kalibrace byla pfipravena metodou standardnich pfidavkt 7-MEOTY do
blankové plazmy. Finalni koncentrace 7-MEOTY pak odpovidaly hodnotam: 0 ng/ml, 25
ng/ml, 50 ng/ml a 100 ng/ml. VSechny body kalibra¢ni kiivky byly méfeny ttikrat a primérné

hodnoty zmétfenych ploch pika s odpovidajicimi koncentracemi byly vyneseny do grafu.
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y =42.69x + 0.439
0,9987

1
0 20 40 60 80 100
koncentrace MEOTA (ng/ml)

Obr. 9 Kalibraéni kiivka 7-MEOTY.

2.4.3 KB-36
Ke stanoveni KB-36 byla jako nejvhodnéj$i metoda zvolena HPLC. Vzhledem

k hladiné¢ méfené KB-36 byl pouzit hmotnostni detektor. Piesné parametry metody jsou

uvedeny v nasledujici tabulce.
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Tab. 6 Parametry metody pfi stanoveni KB-36 v potkani plazmé.

System Thermo Scientific Finnigan SURVEYOR MS Pump Plus
Kolona C18 Kinetex 2.1 x 150 mm 2.6pm 100A

y SecuritzGuard ULTRA cartridges UHPLC c18 for 2.1 mm ID
Ptedkolona

columns

Teplota sampleru 8°C
Teplota na koloné 30°C
Pritok 200 pl/min
Nastiik 20 uL
Detektor Finnigan SURVEYOR PDA Plus Detector Thermo Scientific
Doba analyzy 10 minut
Retencni ¢as 2.51 minut

Nastaveni iontového zdroje:

Typ ionizace HESI
Teplota kapilary 275 °C
Teplota ve zdroji 50°C
Sheath gas flow 20

Aux gas flow 10
Sweep gas flow 0
Napéti zdroje 4.5 kV
Source current 100 pA
Napéti na kapilare 49V
Tube lens 125V

Separace KB-36 byla provadéna v izokratickém rezimu s rychlosti pratoku 20 pl/min.

Pro ptesné zjisténi koncentrace KB-36 ve vzorku potkani plazmy bylo potieba piipravit
kalibraci. Kalibrace byla pfipravena metodou standardnich ptidavkt roztoku KB-36 do
blankové plazmy. Findlni koncentrace KB-36 pak odpovidaly hodnotdm: 0 ng/ml, 12.5 ng/ml,
25 ng/ml, 50 ng/ml a 100 ng/ml. VSechny body kalibra¢ni kiivky byly méteny tfikrat a
primérné hodnoty zmétenych ploch pikli s odpovidajicimi koncentracemi byly vyneseny do

grafu.
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Obr. 10 Kalibra¢ni kiivka KB-36.

2.4.4 KB-38
Ke stanoveni KB-38 byla jako nejvhodnéj$i metoda zvolena HPLC. Vzhledem

k hladiné¢ méfené KB-38 byl pouzit hmotnostni detektor. Piesné parametry metody jsou

uvedeny v nasledujici tabulce.
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Tab. 7 Parametry metody pfi stanoveni KB-38 v potkani plazmé.

System Thermo Scientific Finnigan SURVEYOR MS Pump Plus
Kolona C18 Kinetex 2.1 x 150 mm 2.6pm 100A

y SecuritzGuard ULTRA cartridges UHPLC c18 for 2.1 mm ID
Ptedkolona

columns

Teplota sampleru 8°C
Teplota na koloné 30°C
Pritok 200 pl/min
Nastiik 20 uL
Detektor Finnigan SURVEYOR PDA Plus Detector Thermo Scientific
Doba analyzy 10 minut
Retencni ¢as 3.72 minut

Nastaveni iontového zdroje:

Typ ionizace HESI
Teplota kapilary 275 °C
Teplota ve zdroji 50°C
Sheath gas flow 20

Aux gas flow 10
Sweep gas flow 0
Napéti zdroje 4.5 kV
Source current 100 pA
Napéti na kapilare 49V
Tube lens 125V

Separace KB-38 byla provadéna v izokratickém rezimu s rychlosti pratoku 20 pl/min.

Pro ptesné zjisténi koncentrace KB-38 ve vzorku potkani plazmy bylo potieba piipravit
kalibraci. Kalibrace byla pfipravena metodou standardnich ptidavkt roztoku KB-38 do
blankové plazmy. Findlni koncentrace KB-38 pak odpovidaly hodnotdm: 0 ng/ml, 12.5 ng/ml,
25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml a 200 ng/ml. VSechny body kalibraéni kiivky byly méfeny ttikrat
a prumérné hodnoty zmétenych ploch pika s odpovidajicimi koncentracemi byly vyneseny do

grafu.
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Obr. 11 Kalibraéni kiivka KB-38.

2.5 Metoda HPLC - mozek

2.5.1 Takrin

Ke stanoveni takrinu v mozkové tkani byla jako nejvhodnéjsi metoda zvolena HPLC.

Vzhledem k hladin¢ méfeného takrinu byl pouzit fluorescencni detektor. Pfesné parametry

metody jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tab. 8 Parametry metody pfi stanoveni takrinu v mozkové tkani potkana.

Systém Agilent 1200 Series

Kolona reverzni faze Phenomenex Luna PFP(2) (2 x 150mm, 3 um)
Ptedkolona reverzni faze Phenomenex Luna PFP(2) (3 um)

Mobilni faze Octan amonny (100 mM, pH=5.5) + acetonitril (80:20)

Teplota sampleru
Teplota na koloné
Pritok

Nastiik

Detektor

Retencni cas
Doba analyzy

10°C

35°C

0.25 ml/min

Sul

fluorescencni  0-7 minut  Aex=240 nm AemM=360 nm
7-11 minut Aex=246 nm AEM=390 nm

5.3 minut
11.5 minut
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Separace takrinu byla provadéna v izokratickém rezimu s rychlosti pritoku 0.7 ml/min.

Pro ptesné zjisténi koncentrace takrinu ve vzorku potkani plazmy bylo potteba pfipravit
kalibraci. Kalibrace byla pfipravena metodou standardnich ptidavka takrinu do blankové
plazmy. Finalni koncentrace takrinu pak odpovidaly hodnotam: 0 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml a
100 ng/ml. VSechny body kalibra¢ni kiivky byly méfeny dvakrdt a primérné hodnoty
zméfenych ploch pikid s odpovidajicimi koncentracemi byly vyneseny do grafu. Graf kalibra¢ni

kiivky je uveden u stanoveni takrinu ve vzorku plazmy.

2.5.2 7-MEOTA
Ke stanoveni 7-MEOTY v mozkové tkani byla jako nejvhodnéjsi metoda zvolena
HPLC. Vzhledem k hladin€ méfené¢ 7-MEOTY byl pouzit fluorescenéni detektor. Presné

parametry metody jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tab. 9 Parametry metody pfi stanoveni 7-MEOTY v mozkové tkani potkana.

Systém Agilent 1200 Series

Kolona reverzni faze Phenomenex Luna PFP(2) (2 x 150mm, 3 um)

Ptedkolona reverzni faze Phenomenex Luna PFP(2) (3 um)

Mobilni faze octan amonny (100 mM, pH=5.5) + acetonitril (80:20)

Teplota sampleru 10°C

Teplota na koloné 35°C

Pritok 0.25 ml/min

Nastiik Sul

Detektor fluorescenéni  0-7 minut  Aex=240 nm AEmM=360 nm
7-11 minut AEx=246 nm AEM=390 nm

Reten¢ni ¢as 10.0 minut

Doba analyzy 11.5 minut

Separace 7-MEOTY byla provadéna v izokratickém rezimu s rychlosti pratoku 0.7

ml/min.
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Pro ptesné zjisténi koncentrace 7-MEOTY ve vzorku potkani plazmy bylo potieba
piipravit kalibraci. Kalibrace byla pfipravena metodou standardnich pfidavkdt 7-MEOTY do
blankové plazmy. Finalni koncentrace 7-MEOTY pak odpovidaly hodnotam: 0 ng/ml, 25
ng/ml, 50 ng/ml a 100 ng/ml. VSechny body kalibra¢ni kiivky byly méfeny dvakrat a primérné
hodnoty zmétenych ploch pikli s odpovidajicimi koncentracemi byly vyneseny do grafu. Graf

kalibra¢ni kiivky je uveden u stanoveni 7-MEOTY ve vzorku plazmy.

2.5.3 KB-36
Ke stanoveni KB-36 byla jako nejvhodnéj$i metoda zvolena HPLC. Vzhledem

k hladiné¢ méfené KB-36 byl pouzit hmotnostni detektor. Piesné parametry metody jsou

uvedeny v nasledujici tabulce.

Tab. 10 Parametry metody pii stanoveni KB-36 v homogenéatu mozkové tkan¢.

Systém Thermo Scientific Finnigan SURVEYOR MS Pump Plus
Kolona C18 Kinetex 2.1 x 150 mm 2.6pm 100A

y SecuritzGuard ULTRA cartridges UHPLC c18 for 2.1 mm ID
Ptedkolona

columns

Teplota sampleru 8°C
Teplota na koloné 30°C
Pratok 200 pl/min
Nastiik 20 uL
Detektor Finnigan SURVEYOR PDA Plus Detector Thermo Scientific
Doba analyzy 10 minut
Retencni Cas 2.51 minut

Nastaveni iontového zdroje:

Typ ionizace HESI
Teplota kapilary 275 °C
Teplota ve zdroji 50 °C
Sheath gas flow 20

Aux gas flow 10
Sweep gas flow 0
Napéti zdroje 4.5kV
Source current 100 pA
Napéti na kapilate 49V
Tube lens 125V
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Separace KB-36 byla provadéna v izokratickém rezimu s rychlosti pritoku 20 pl/min.

Graf kalibracni kiivky je uveden u stanoveni KB-36 ve vzorku plazmy.

2.5.4 KB-38

Ke stanoveni KB-38 byla jako nejvhodnéj§i metoda zvolena HPLC. Vzhledem

k hladiné¢ méfené KB-38 byl pouzit hmotnostni detektor. Pfesné parametry metody jsou

uvedeny v nasledujici tabulce.

Tab. 11 Parametry metody pfii stanoveni KB-38 v homogenatu mozkové tkan¢.

System
Kolona

Piedkolona

Thermo Scientific Finnigan SURVEYOR MS Pump Plus
C18 Kinetex 2.1 x 150 mm 2.6um 100A

SecuritzGuard ULTRA cartridges UHPLC c18 for 2.1 mm ID
columns

Teplota sampleru 8°C
Teplota na koloné 30°C
Pratok 200 pl/min
Nastiik 20 uL
Detektor Finnigan SURVEYOR PDA Plus Detector Thermo Scientific
Doba analyzy 10 minut
Retencni Cas 3.72 minut
Nastaveni iontového zdroje:

Typ ionizace HESI
Teplota kapilary 275 °C
Teplota ve zdroji 50°C
Sheath gas flow 20

Aux gas flow 10

Sweep gas flow 0

Napéti zdroje 4.5kV
Source current 100 pA
Napéti na kapilate 49V

Tube lens 125V

Separace KB-38 byla provadéna v izokratickém reZimu s rychlosti pratoku 20 pl/min.

Graf kalibracni kiivky je uveden u stanoveni KB-38 ve vzorku plazmy.
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3. Vysledky

Analyzované inhibitory AChE byly v plazmé a mozkové tkani stanovovany pomoci
HPLC. Aplikované davky inhibitorti byly podany intramuskuldrné v ekvimoldrnich davkéach
tak, aby se mezi sebou mohly hodnotit rozdily ve farmakokinetice. Nalezené rozdily by mohly

pomoci k porozuméni zavislosti mezi chemickou strukturou a farmakokinetickymi vlastnostmi.

3.1 Zmény v koncentracich sledovanych latek

3.1.1 Takrin

Takrin byl aplikovan v davce 200 pg/kg. Na nasledujicim grafu je znadzornéna zavislost
koncentrace takrinu v plazm¢é a mozku v zavislosti na Case. Kazdy bod grafu je vyjadien

pramérnymi hodnotami namétenych koncentraci u péti zviftat.
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Obr.10 Distribuce takrinu v plazmé a mozku.
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Maximalni koncentrace tohoto inhibitoru AChE v plazmé odpovidala hodnoté 37.56 +

9.01 ng/ml a bylo ji dosazeno v 15. minuté po intramuskularnim podani.

Maximalni koncentrace tohoto inhibitoru AChE v mozku odpovidala hodnoté 18.86 +

2.45 ng/ml a bylo ji dosazeno ve 30. minuté po intramuskularnim podani.

3.1.2 7-MEOTA

7-MEOTA byla aplikovana v davce 271 pg/kg. Na nasledujicim grafu je znazornéna

zéavislost koncentrace 7-MEOTY v plazmé a mozku v zavislosti na ¢ase. Kazdy bod grafu je

vyjadien primérnymi hodnotami naméfenych koncentraci u péti zvitat.
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Obr. 11 Distribuce 7-MEOTY v plazmé a mozku.

Maximalni koncentrace tohoto inhibitoru AChE v plazmé odpovidala hodnot¢ 84.80 +

36.66 ng/ml a bylo ji dosazeno v 15. minuté po intramuskuldrnim podani.

Maximalni koncentrace tohoto inhibitoru AChE v mozku odpovidala hodnoté 14.17 +

2.56 ng/ml a bylo ji dosaZeno v 15. minut€ po intramuskuldrnim podéni.

3.1.3 KB-36

KB-36 byl aplikovan v davce 567 pg/kg. Na nasledujicim grafu je znazornéna zévislost
koncentrace KB-36 v plazmé a mozku v zdvislosti na ¢ase. Kazdy bod grafu je vyjadien

pramérnymi hodnotami naméfenych koncentraci u péti zvirat.
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Obr. 12 Distribuce KB-36 v plazm¢ a mozku.

Maximalni koncentrace tohoto inhibitoru AChE v plazmé odpovidala hodnoté 60.20 +

39.59 ng/ml a bylo ji dosazeno v 15. minuté po intramuskuldrnim podani.

Maximalni koncentrace tohoto inhibitoru AChE v mozku odpovidala hodnoté 3.44 +

0.49 ng/ml a bylo ji dosazeno ve 240. minut¢ po intramuskularnim podani.

3.1.4 KB-38
KB-38 byl aplikovan v davce 610 pg/kg. Na nasledujicim grafu je zndzornéna zavislost

koncentrace KB-38 v plazmé a mozku v zdvislosti na ¢ase. Kazdy bod grafu je vyjadien

primérnymi hodnotami naméfenych koncentraci u péti zvifat.
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Obr. 13 Distribuce KB-38 v plazm¢ a mozku.

Maximadlni koncentrace tohoto inhibitoru AChE v plazm¢ odpovidala hodnoté 103.95

+ 60.62 ng/ml a bylo ji dosazeno ve 120. minuté po intramuskuldrnim podani.

Maximalni koncentrace tohoto inhibitoru AChE v mozku odpovidala hodnoté 2.95 +

0.18 ng/ml a bylo ji dosazeno ve 120. minut¢ po intramuskuldrnim podani.

Limit detekce v mozkové tkani u KB-36 a KB-38 byly 3 ng/ml. Dosazené vysledky

byly tedy na hranici méfitelnosti u zvolené analytické metody.
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4. Diskuze

Mechanismus vzniku neurodegenerativnich procestt u AD neni stale zcela objasnén.
Patofyziologii onemocnéni muze vysvétlovat fada hypotéz. Mezi Casto zkoumané patii
hypotéza cholinergni, amyloidni, oxida¢ni nebo vaskularni. Zadna z nich ale zatim nevede
k uplnému objasnéni nezndmé etiologie tohoto onemocnéni. Proto je velmi obtizné najit 1écbu,
ktera by byla kauzalni. Védecké cile v oblasti vyvoje 1é¢iv na AD jsou rizné. Mezi Casto
zkoumané ptistupy patii redukce zanétlivého procesu v mozkové tkani, zamezeni tvorby [3-
amyloidu nebo podpora regenerace neuronti. Mezi prvni 1éCiva, kterd jsou relativné Gspésné
uzivana pii AD, jsou fazeny IAChE. I pfestozZe, se jedna o 1é¢iva, kterd pouze oddaluji pozdni
faze nemoci, jsou zatim jednou z mala skupin 1é¢iv zavedenych do klinické praxe. I zde se védci

pokousi najit nové ucinngj$i molekuly.

Novym trendem v hledani nadéjnych IAChE jsou molekuly ovliviiyjici vice cilovych
mist. Vzhledem ke slozité patogenezi AD nejsou standartni molekuly s jednim cilem dostatecné
ucinné. Dudlni az multireceptorova analoga by mohla dosahnout lepsi ti€innosti v ptsobeni na
vice cilovych mist v komplexnich nervovych kaskadach. Tyto inhibitory s pfidanym efektem
jsou s velkym zajmem zkoumadany v preklinickych studiich. Z pohledu struktury se nejcastéji
jedné o molekulu sloZzenou ze dvou latek, které jsou nebo byly v praxi pouzivany samostatng.
Nejcastéji se jedna o spojeni dvou molekul IAChE, IAChE s inhibitorem MAO, IAChE
s inhibitorem transportu serotoninu, BACE nebo molekulou inhibujici agregaci f-amyloidu a

s antioxida¢nim efektem.

Ceska republika je jednou ze zemi, kde se vyzkumy zaméiuji na 1é¢bu AD. Na Katedie
toxikologie FVZ v Hradci Kralové byly vyvinuty nové série latek s dudlnim efektem. Jedna se
o skupiny latek ozna¢ované jako KB (takrin + 7-MEOTA), PC (donepezil + 7-MEOTA) a KS
(7-MEOTA + amantadin) latky. Zakladem pro tyto dudlni inhibitory byva molekula takrinu
nebo 7-MEOTY. Ob¢ molekuly vykazuji dobry farmakologicky profil, kdy prichod pies
biologické bariéry téla a hematoencefalickou bariéru je relativné vysoky a inhibice viici lidské
AChE (ICso) se pohybuje v fadu nM. U takrinu vSak byly v pribéhu klinického uzivani popsany
fazeno cholinergni a hepatotoxické ptisobeni. Novéjsi derivat takrinu, 7-MEOTA, méla mit tyto
nezadouci u¢inky potlaceny. Pokusy provedené se 7-MEOTOU tomu nasvédcovaly. Existuje
zde ale hypotéza, Ze se toxicita neprojevi pfi peroralnim podani. Jeji prichod pies biologické

bariéry je totiz niz§i nez u takrinu, toto se vyrazngji projevuje pii peroralni aplikaci. Niz§i
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hepatotoxické ucinky mohou byt vysvétleny rozdilnosti v metabolismu obou latek, kdy u 7-

MEOTY nevznika toxicky metabolit jako u takrinu. [37]

Obecné je u nove syntetizovanych latek kladen veliky daraz na jejich schopnost
piekonat hematoencefalickou bariéru a dosahnout tak mista cilového ucinku. Vnitini prostiedi
CNS je ptisn¢ kontrolovano, zdkladnim pfedpokladem této kontroly je zamezeni piimého
ptistupu krve se vS§emi piisobky z perifernich oblasti organismu. Zaklad bariéry tvoii endotelové
bunky kapilar mozku s jejich tésnymi spoji, tzv. tight junctions. Dale je tvofena vybezky
neurogliovych bunégk, které kryji mozkové kapilary. Tésné spoje, typické pro mozkové krevni
kapilary, neumoziuji Zadny prostup latek, ty museji prochdzet ptimo pies endotelové buiiky,

jejichz stény jsou tvoteny lipidovou dvojvrstvou. [44]

U molekul je pak v prvni fadé hodnocena jejich schopnost pasivniho prostupu ptes
biologické bariéry, kterd mize byt hodnocena jiz na zéklad¢ znalosti chemické struktury a jejich
chemicko—fyzikélnich parametri. Christopher Lipinski analyzoval s kolegy fyzikalné-
chemické vlastnosti celé¢ fady I€kt. Na tomto zéklad¢ stanovil 4 pravidla, tzv. Lipinského
pravidlo péti, na jejichz zaklad¢ bude latka pravdépodobné schopnd projit bunécnou
membranou. Mezi tyto pravidla patii velikost molekuly mensi nez 500 Daltona logaritmus
rozdelovaciho koeficientu mezi vodu a 1-oktanol mensi nez 5, méné nez 5 donorii vodikovych

vazeb a pocet skupin pfijimajicich vodikové atomy ma byt mensi nez 2 x 5. [44]

Pro mozek jsou ale také velmi dalezité molekuly zasobujici mozek energii a Zivinami,
které se pomoci pasivniho prostupu do mozku nedostanou. Tyto molekuly mohou prostupovat
ptes biologické membrany pomoci aktivniho transportu. Aktivni transport je davno dobie
prostudovan pro molekuly esencialni pro mozek, jako je gluk6za nebo aminokyseliny. Jejich
pienos je zprosttedkovan specialnimi typy transportérd, které nejsou plné specitické pro danou
molekulu.Tato forma transportu je daleko komplexnéjsi a detailn€ neprobadana pro chemické
slouceniny, které nejsou télu vlastni. Pro kazdou novou molekulu je proto tteba provést i in vivo
studie, aby se prokazalo, zda dokdze prostoupit pies hematoencefalickou bariéru pomoci

transportnich systémil aktivniho pienosu. [44]

Takrin byl v 90. letech minulého stoleti schvalen FDA jako prvni 1é¢ivo na AD. Tato

molekula méa vSak nizkou biologickou dostupnost po perordlnim podani. Pro dostate¢nou

N 24

stazeni 1éku z trhu, jsou jeho vedlejsi ucinky. Mezi né se fadi nauzea, prijmy, inkontinence a

zévazna hepatotoxicita. Takrin se rovnéz fadi mezi potencidlni karcinogeny. Metabolismus

45



probihd pomoci cytochromu P450, kdy se takrin méni na hydroxyderivaty, kde n¢které z nich
maji toxickou aktivitu. Nékteré se mohou meénit azZ na chinonovou formu, kterd reaguje

s thiolovymi skupinami proteinii bun¢k, a timto zpiisobem vyvolava jejich destrukci. [37]

Takrin by podroben klinické studii, kde bylo zjiSténo, ze davka 20 mg ctytikrat denné
je dostatecna pro inhibici AChE v CNS, aby doslo klinicky ke zlepSeni kognitivnich funkci.
[43] Z této studie se vychazelo pii uréovani davky pro aplikaci potkantim, kdy byla jednotliva
davka pro ¢lovéka prepocitana na jednotku hmotnosti pro potkany. Branou vstupu takrinu do
organismu potkant byla zvolena intramuskuldrni aplikace. Diivodem je jednoduchost podani a

snadng&jsi reprodukovatelnost vysledkl v pfipad€ podani novych latek.

V této pilotni studii byla zjiStovana hladina IAChE po jedné intramuskularni aplikaci.
Byla sledovéana hladina v plazmé a v mozkové tkani. Takrin diky svym fyzikalné-chemickym
vlastnostem a velikosti molekuly dosahl maximalni koncentrace 37.56 + 9.01 ng/ml v plazmé
v 15. minuté. Z Obr. 10 Ize vidét, ze velmi rychle po aplikaci takrin prostupoval i do mozkové
tkan¢. Diky dobrému prichodu pifes hematoencefalickou bariéru byla jeho maximalni
koncentrace v tomto kompartmentu 18.86 + 2.45 ng/ml a dosazeno ji bylo ve 30. minuté po

aplikaci.

7-MEOTA, derivat takrinu, se ukazuje byti v né€kolika ohledech lepsi molekulou. Diky
methoxy skupiné je vice lipofilni, ma nizsi in vivo toxicitu, interaguje s receptory pro ACh, jeji
farmakokinetické parametry a mirn¢ nizsi schopnost inhibovat lidskou AChE. Jeji ddvkovani
pro ¢loveéka by muselo byt zfejmé stejné Casté jako je tomu u takrinu, nicméné benefitem by

byla moznost podavat vyssi davku, protoze se jedna o latku mén¢ toxickou, nez je takrin. [37]

Pti urceni vhodné davky pro aplikaci se vychazelo z terapeutické davky takrinu pro
¢lovéka s pfepoctem na kilogram zivé vahy. [43] Aby bylo moZzno molekuly snadno porovnéavat
ve farmakokinetickych parametrech, byly davky ostatnich IAChE v této studii zvoleny a
spoCitany tzv. ekvimolarné k pivodné urené davce takrinu. Po jednorazové intramuskularni
aplikaci potkaniim maximalni hladina 7-MEOTY v plazmé doséhla hodnoty 84.80 + 36.66
ng/ml taktéz v 15. minuté po aplikaci. Maximalni hodnota byla dosaZena u takrinu ve stejném
case ale je zde vidét, Ze koncentrace 7-MEOTY je v tomto Casovém intervalu skoro
dvojnasobnd. Vzhledem k malé zméné v molekule 1éciva mize byt tento rozdil vysvétlen vice
zpisoby. Prvnim muze byt fakt, Ze se 7-MEOTA rychleji absorbuje ze svalového depa do

plasmy, nicméné pravdépodobnéjsim je vysvétleni, ze hiife prostupuje pies biologické bariéry
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do telnich kompartmentti nez takrin. Tuto hypotézu taktéz podporuje fakt, Ze maximalni
dosazena koncentrace této latky v mozku byla niz§i nez v piipadé takrinu. Lze tedy
predpokladat, Ze i prostup do perifernich kompartmentti bude nizs§i a pomalejsi, coz vede ke

zvySené kumulaci 7-MEOTY v plasmé.

Vyznamnym cilem pfi vyvoji novych IAChE jsou takova 1é¢iva, ktera budou mit dobré
farmakokinetick¢ 1 farmakodynamické vlastnosti a s absenci vyraznych a omezujicich
nezadoucich uc¢inkt. V prvni sérii latek, oznacenych jako KB, byla pfipravena série latek
oznacovanych jako tzv. dudlni heterodimery kombinujici strukturu 7-MEOTY a takrinu do
jedné molekuly. Zakladnim ptfedpokladem bylo zlepSeni inhibi¢ni u¢innosti vi¢i AChE a
zaroven zde existuje domnénka, ze by mohlo dojit ke zpomaleni tvorby senilnich plaki. Z této
série byly na zaklad¢ vysledkll z in vitro a ex vivo testii vybrany dvé nejperspektivngjsi
molekuly s kdédovym oznacenim KB-36 a KB-38, ty byly zatazeny do této in vivo studie. V in
vitro testech byly hodnoceny parametry: inhibi¢ni u¢innost vii¢i AChE a BChE, interakce
s MAO-A i MAO-B, efekt na agregaci -amyloidu a jako posledni byla zkoumana chelata¢ni
aktivita pro ionty médi. [39]

KB-36 se ukazala byt nadéjnym inhibitorem BChE, kdy ICso se pohybuje v fadu uM
konkrétné 0.111 + 0.005 uM. Za to KB-38 v in vitro studiich inhiboval AChE v fadu nM, kde
ICso byla 0.0575 £+ 0.0052 puM. Interakce s MAO by mohla byt aditivni vlastnosti, kdy by
inhibice MAO-A vedla k antidepresivnim G¢inklim, zatim co inhibice MAO-B by mohla
poskytnout neuroprotektivni vlastnosti. Dal§im zkoumanym parametrem je schopnost
depolymerizovat B-amyloid. Depolymeriza¢ni aktivita pro KB-36 byla 62.5 + 1.3 % a pro KB-
38 82.1 £ 2.9 %. AD je mimo jiné charakterizovana tvorbou volnych radikalti a oxida¢nim
stresem. Dochdzi ke zvySeni hladiny iontli médi, z tohoto divodu se studovala chelata¢ni
schopnost. KB-36 a KB-38 se ukazaly jako lepsi chelatacni latky nez takrin a 7-MEOTA, kdy
nejvetsim chelatdtorem byla KB-36. [39]

Jako pokusnd zvitata v in vivo farmakokinetickych studiich byli opét pouziti samci
potkanli. Davka byla vypoctena obdobnym zplsobem jako v piipadé¢ 7-MEOTY, tedy
ekvimolarné na ptivodné urc¢enou davku takrinu. Cilem studie bylo vyhodnotit nejen absorpci

latek z mista podani (sval) do plasmy, ale také prostup do cilového kompartmentu, tedy CNS.

StéZejnim je vzhledem k potencionalnimu vyuziti novych IAChE prostup v dostate¢né
koncentraci do mozkové tkané, kde se ocekava plnéni daného mechanismu ucinku. Po

podrobeni novych KB-latek farmakokinetické studii bylo zjisténo, jak Ize vidét na obr. 12 a
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obr. 13, ze ani jedna z nad¢jnych molekul neprostoupila do mozkové tkané v takové
koncentraci, kdy by se mohl ocfekavat Uc€inek. Je to pravdépodobné zplsobené velkou
molekulovou hmotnosti, ktera se u obou molekul pohybuje nad 500 g/mol. Timto je poruSeno
minimaln¢ jedno z Lipinského pravidel. Z dosazenych vysledkd koncentrace v mozkové tkani
1ze také usuzovat, ze molekuly nejsou schopny vyuzit aktivniho transportu. Dal§im problémem,
ktery mlze ovlivnit zakladni toxicitni a farmakokinetické parametry u nové ptipravenych latek,

je jejich zhorSend rozpustnost ve vodném prostiedi.

Toto je pouze pilotni studie. Navrzena byla metoda zkoumdni a porovndvani
farmakokinetickych parametri zndmych IAChE a téch nové¢ syntetizovanych. Déle se nabizi
moznosti pro navazujici studie, kdy mize byt prozkouman farmakokineticky profil po podani
vice nez jedné davky. Jak by vypadala piipadna ustalena hladina pti dlouhodobém podani a
odli$nosti pfi zméné cesty podani. V budoucnu budou probihat také studie s dal§imi novymi
IAChE a to s PC-latkami a s KS-latkami. RovnéZ se budou tyto molekuly porovnavat s takrinem
a 7-MEOTOU, jelikoz se jednd o molekuly s dobrym, i kdyz ne upln¢ idedlnim
farmakologickym profilem. I kdyz se rovnéz jedna o sklddané¢ molekuly s velkou molekulovou
hmotnosti, je mozné, Ze obména v chemické struktufe mize byt pfi¢inou toho, ze molekula
bude schopnd vyuzit aktivniho transportu. ZlepSeni tohoto farmakokinetického parametru
bychom mohli ocekavat napiiklad u molekul ze série PC-latek, kde je soucasti chemické
struktury donepezil, u néhoz byla zjisténa vynikajici schopnost prostupnosti pies

hematoencefalickou bariéru a zvySend kumulace v mozkové tkéni.

5.Zavér

Tato prace byla vytvofena z diivodu porovnani farmakokinetickych parametrii dvou
znamych IAChE, takrinu a 7-MEOTY, a dvou nové syntetizovanych zastupct KB-fady, KB-
36 a KB-38. Po intramuskularni aplikaci ekvimolarnich déavek byla zjistovana koncentrace
vSech IAChE v mozku a v plazmé potkanti. Takrin a 7-MEQOTA jsou molekuly, které vykazuji
dobr¢ inhibi¢ni vlastnosti viici AChE. Pfesné hladiny v dvou zkoumanych kompartmentech ale
molekul. Po intramuskularnim podéani byla hladina takrinu v plazmé v 15. minuté na svém

maximu 37.56 = 9.01 ng/ml. V mozku byla maximalni hladina ve 30. minuté 18.86 + 2.45
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ng/ml. 7-MEOTA vykazovala vys$si hladinu v plazmé, v 15. minuté byla hladina 84.80 + 36.66
ng/ml. Tyto dva inhibitory byly vybrany jako zakladni molekuly, se kterymi se budou
porovnavat nové syntetizované IAChE. Dlivodem zvoleni téchto dvou standardd je hlavné to,

ze nové molekuly ve své struktufe obsahuji jak takrin, 7-MEOTU nebo ob¢ latky dohromady.

Nové¢ syntetizované¢ dudlni IAChE z fady KB-latek jsou KB-36 a KB-38. Jejich
molekulu tvofi jak takrin tak i 7-MEOTA. V této studii byla zjistovéana hladina v plazmé a krvi
a porovnana se se zakladnimi molekulami. KB-36 dosahla v plazmé v 15. minuté maxima 60.20
+ 39.59 ng/ml. KB-38 dosahovala v plazm¢ maxima 103.95 + 60.62 ng/ml v 120. minuté.

Hladiny v mozku u obou KB-latek byly na hranici méfitelnosti.
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